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RESUMO

"CANALRODOPSINA 2 MUTANTE"

A invencdo refere-se a canaisrodopsina mutantes
possuindo propriedades melhoradas, construcdes de &cido
nucleico que codificam os mesmos, vetores de expressdo
portadores da construcdo de &cido nucleico, compreendendo
as células a referida construcdo de 4cido nucleico ou vetor

de expressdo, € suas respetivas utilizacdes.
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DESCRICAO

"CANALRODOPSINA 2 MUTANTE"

A invencdo refere-se a canaisrodopsina mutantes
possuindo propriedades melhoradas, construcdo de 4cido
nucleicos que codifica os mesmos, vetores de expressédo
portadores da construcdo de 4cido nucleico, células
compreendendo a referida construcdo de &acido nucleico ou
vetor de expressdo, e sua respetiva utilizacdo, como

definido nas reivindicacdes.

ANTECEDENTES DA INVENGAO

O canal de retificacdo de catides interiormente,
acionado pela 1luz, canalrodopsina-2 (ChR2), tornou-se um
instrumento preferido para a desejada ativacdo por luz de
neurdénios in vitro e 1in vivol-%., Embora a ChR2 do tipo
selvagem (WT) possa ser empregue para despolarizacéo
induzida por 1luz, existe uma pesquisa a decorrer de
mutantes ChR2 com sensibilidade a luz aumentada para as
potenciais aplicacdes clinicas futuras (WO 03/084994 e 5-
7). Uma maior eficédcia permitird a despolarizacdo de
camadas de células distantes da fonte de 1luz aplicada
apesar da baixa transmitdncia oética de, e.g., tecido
cerebral. Uma sensibilidade a luz aumentada pode também

resolver o problema do potencial dano na célula sob
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iluminacdo continua devido as elevadas intensidades de luz
azul necessdrias para a ativacdo total de ChR2 WT (1018-101°
ph s cm?2 a 480 nm). As variantes com maior sensibilidade
a luz s&o também cruciais para a pesquisa referente a
recuperacdo da visdo®°. Ao nivel da proteina, uma maior
eficiéncia de luz pode ser apenas conseguida por aumento do
tempo de vida do estado aberto e/ou pela elevacdo da
unidade de condutdncia do canal, uma  vez que a
sensibilidade a luz per se pode ser melhorada apenas
marginalmente devido a natureza do crombéforo retinal ChR2.
Pesquisas anteriores demonstraram gque as mutacdes nas
posicdes C1l28 e D156 na hélice 3 e 4, respectivamente,
resultaram numa cinética do canal marcadamente retardada
com tempos de vida de abertura até 30 minutos e mais,
levando a b500-vezes ou mesmo mais a sensibilidade a luz
5,6. Estes mutantes Cl128 e D156 podem ser desligados por
luz vermelha em vezes de abertura varidveis. Apesar da
superior sensibilidade a luz, as suas cinéticas de abertura
lentas permanecem um fator limitante para a sua

aplicabilidade.

De acordo com o exposto, existe uma necessidade
para canais de catides indutiveis com 1luz exibindo uma
maior sensibilidade a luz e uma cinética de resposta mais
rapida.

SUMARIO DA INVENCAO

Uma vez que se sabe que o potencial de superficie
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da membrana interna ¢é fortemente influenciado por Ca't, a
modificacdo dos niveis submembranares intracelulares de
Ca*™ levard a despolarizacdo da membrana e em neurdnios a
ativacdo de canais de Na' acionados por voltagem. Deste
modo, 0s inventores <colocaram a hipdtese de que a
sensibilidade a luz de um neurdnio pode ser indiretamente
aumentada por elevacdo do seu potencial de superficie de
membrana interna via influxo de Ca'f. 0s inventores
encontraram surpreendentemente um ChRZ2 mutante com uma
permeabilidade ao Ca*t melhorada, no a seguir denominado
CatCh, 1i.e. Calcium translocating Channelrhodopsin. CatCh
possui uma permeabiidade ao Ca't quatro-vezes superior, uma
sensibilidade a 1luz 70-vezes superior e cinética de
resposta mais répida guando expressa em neurdnios do
hipocampo em comparacdo com a ChR2 WT. Mostrou-se que a
sensibilidade a luz melhorada e a <cinética rapida
resultavam do influxo de Ca' relativamente elevado acionado
pela luz, que eleva o potencial de superficie da membrana
interna e ativa os canais de potéassio (BK) de grande
conduténcia activados por Ca*f. Um aumento no [Ca'']i eleva
o potencial de superficie interna, facilitando a ativacéo
de canais de Na' acionados por voltagem e indiretamente o
aumento sensibilidade a luz. A repolarizacdo apds a
estimulacdo por luz é marcadamente acelerada pela ativacédo
do canal BK dependente de Ca'*. CatCh exemplifica um novo
principio através do qual os canails acionados pela 1luz
podem ser manipulados para aumentar a sensibilidade a luz
da estimulacdo neuronal. As suas caracteristicas tal como o

desencadeamento preciso e o0s potenciais de accdo réapidos
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enquanto necessita de Dbaixas intensidades de luz para
activacdo, abre o caminho para a utilizacdo de canais

acionados pela luz em aplicacdes clinicas.

De acordo com o exposto, num primeiro aspeto, a
invencdo refere-se a um canal idénico indutivel com luz, em
que o canal idénico indutivel com luz compreende uma
sequéncia de aminodcidos que tem pelo menos 70% de
homologia com a sequéncia de aminoédcidos apresentada nas
posicdes 1-309 de SEQ ID NO: 1 (CHOP-2), e que compreende

uma mutacdo numa posicdo correspondente a L132 na SEQ ID

NO: 1, como a seguir definido nas reivindicacdes.

Num segundo aspeto semelhante, a invencdo também
se refere a um canalrodopsina, compreendendo o canal idnico
indutivel com luz de acordo com o primeiro aspeto e um

retinal ou derivado de retinal.

Além disso, num terceiro aspeto, a invencéo
proporciona uma construcdo de acido nucleico, compreendendo
uma sequéncia de nucledtidos codificante para o canal
iénico indutivel com luz de acordo com o primeiro aspeto.
Ainda em outro aspeto, a invencdo proporciona um vetor de
expressdo, compreendendo uma sequéncia de nucledbtidos
codificante para o canal idénico indutivel com luz de acordo
com o primeiro aspeto ou a construcdo de acido nucleico de

acordo com o terceiro aspeto.

Além disso, ¢é proporcionada uma célula, compre-
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endendo o canalrodopsina de acordo com o segundo aspeto, a
construcdo de &cido nucleico de acordo com o terceiro
aspeto, ou o vetor de expressdo de acordo com © quarto

aspeto.

Adicionalmente, a invencéo diz respeito a
utilizacdo do canal de ides indutivel com luz de acordo com
o0 primeiro aspeto, o canalrodopsina do segundo aspeto, a
construcdo de é&cido nucleico ou o vetor de expressido de
acordo com a invencdo, e a célula de acordo com a invencdo
como um medicamento. Em particular, uma utilizacdo do vetor
de expressdo de acordo com a invencdo em terapia génica

estd contemplada.

Mais especificamente, estd contemplada a utili-
zacdo do canal idénico indutivel com 1luz, canalrodopsina,
construcdo de &cido nucleico, vetor de expressido, ou célula
de acordo com a invencdo no tratamento de cegueira ou vista

reduzida.

Ainda em outro aspeto, a invencdo proporciona a
utilizacdo do canal de ides indutivel com luz de acordo com
o0 ©primeiro aspeto, ©possuindo adicionalmente treonina,
serina, ou alanina numa posicdo correspondente a posicédo
128 da SEQ ID NO: 1; e/ou alanina numa posicdo
correspondente a posicdo 156 da SEQ ID NO: 1, na ablacdo de

células de cancro.

Num aspeto final, a invencéao refere-se a
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utilizacdo de um canal idénico indutivel com luz de acordo
com o0 primeiro aspeto, ou um canalrodopsina de acordo com o
segundo aspeto, ou uma célula de acordo com a invencdo num

rastreio de elevado processamento.

DESCRIGCAO DETALHADA DAS FORMAS DE REALIZAGAO

PREFERIDAS

Num primeiro aspeto, a invencdo refere-se a um
canal idénico indutivel com 1luz, em gque o canal idbénico
indutivel com luz compreende uma sequéncia de aminodcidos
que tem pelo menos 70% de identidade com a sequéncia de
aminodcidos apresentada nas posicdes 1-309 da SEQ ID NO: 1
(CHOP-2), de um modo mais preferido, com a sequéncia de
aminodcidos apresentada nas posicdes 1-315 da SEQ ID NO: 1,
ou ainda com a sequéncia de aminodcidos apresentada nas
posicgdes 1-737 da SEQ ID NO: 1, e qgue compreende uma

mutacdo numa posicdo correspondente a L132 na SEQ ID NO: 1.

CHOP2 do tipo selvagem tem a sequéncia de

aminoadcidos que se segue:

MDYGGALSAV GRELLFVTNP VVVNGIVLVP EDQCYCAQGWI
ESRGTNGAQT ASNVLOWLAA GFSILLLMFY AYQTWKSTCG
WEEIYVCAIE MVEKVILERFF EFKNPSMLYL ATGHRVQWILR
YAEWLLTCPV ILIHLSNLTG LSNDYSRRTM GLLVSDIGTI
YWGATSAMAT GYVKVIFFCL GLCYGANTFF HAAKAYIEGY
HTVPRKGRCRQ YVTGMAWLEF  VSWOMFPILF ILGPEGFGVL
SVYGITVGHT HDLMSKNCW GLLGHYLRVL IHEHILIHGD
(RETTKLNIG GTEIEVETLV EDEABAGAVN KGTGKYASRE
SFLVMRDEMK  EKGIDVRASL DNSKEVEQEQ AARAAMMMMN
ONGMOMGMGM  NOGMNGMGGMN  GMAGGAKPGL ELTPQLOQPGR
VILAVPIDISM VDFFREQFAQ LSVTYELVPA LGADNTLALV
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TQAQNLGGVD FVLIHPEFLR DRSSTSILSR LRGAGQRVAA
FGWAQLGPMR DLIESANLDG WLEGPSFGQG ILPAHIVALY
AKMQOMREMQ OMQQICMMTG GMNGMGGGMG GGMNGMGGON
GMNNMONGMG GGMONGMGGN GMNGMGGGNG MNNMGGNGMA
GNGMOGGMGG NGMGGIMNOM  SSGVVANVTPE  SAAGOMGGMM
NGGMAAPQSF GMNGGRLGTN PLFNAAPSPL SSQLGAEBAGM
GIMGOMGOMS GMGGMGGMGG MGGAGAAT TQ AAGOGNAEAEM
LONLMNEINR LKRELGE (SEQ ID NO: 1}

O canal de 1id6es indutivel com luz da invencdo ¢
uma proteina de membrana com pelo menos 5 hélices trans-
membranares, que € capaz de se ligar a um polieno sensivel
a luz. As proteinas transmembranares com 6 ou 7 hélices
transmembranares sdo preferiveis. As ©proteinas trans-
membranares com mais do que 7 hélices, por exemplo 8, 9 ou
10 hélices transmembranares, estdo contudo também cobertas
pela invencdo. Além disso, a invencdo cobre proteinas
transmembranares que adicionalmente a parte transmembranar
incluem sequéncias C- e/ou N-terminais, em que as
sequéncias C terminais podem estender-se para o interior do
limen delimitado pela membrana, por exemplo o citoplasma de
uma célula ou o interior de um lipossoma, ou pode ser
também arranjado na superficie externa da membrana. O mesmo
aplica-se para as sequéncias N-terminais opcionalmente
presentes, que podem ser arranjadas do mesmo modo no lumen
e também na superficie externa na membrana. O comprimento
das sequéncias C e/ou N terminais ndo estd, em principio
sujeito a restricdo; no entanto, os canais idénicos in-
dutiveis com luz com sequéncias C terminais ndo incrustadas
na membrana, com 1 a 1000 aminoadcidos, de um modo preferido
1 a 500, especificamente de um modo preferido 5 a 50

aminodcidos, sdo preferidos. Independentemente do com-
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primento das sequéncias C terminais, as sequéncias loca-
lizadas no terminal N n&do incrustadas na membrana com-
preendem, de um modo preferido, de 1 a 500 aminoéacidos,
especificamente, de um modo preferido 5 a 50 aminoédcidos. O
conceito de hélice transmembranar ¢é bem conhecido do
especialista da técnica. Estas sdo geralmente estruturas de
proteina em oa-hélice, que conforme a regra compreendem 20 a
25 aminoacidos. Contudo, dependendo da natureza da
membrana, que pode ser uma membrana natural, por exemplo
uma célula ou plasma membrana, ou também uma membrana
sintética, os segmentos transmembranares podem também ser
mais curtos ou longos. Por exemplo, os segmentos
transmembranares em membranas artificiais podem compreender
até 30 aminoécidos, mas por outro lado também apenas alguns

aminoadcidos, por exemplo 12 a 16.

Numa forma de realizacdo preferida, o canal
iénico indutivel com luz compreende uma sequéncia de
aminoadcidos que tem pelo menos 70% de identidade, de um
modo preferido pelo menos 75% de identidade, de um modo
mais preferido pelo menos 80% de identidade, de um modo
ainda mais preferido pelo menos 85% de identidade, tal como
pelo menos 90% de identidade, e de um modo mais preferido
pelo menos 95% de identidade com a sequéncia de aminoacidos

apresentada nas posicdes 1-309 da SEQ ID NO: 1.

Em outra forma de realizacdo preferida, o canal
iénico indutivel com luz compreende uma sequéncia de

aminocacidos que tem pelo menos 70% de identidade, de um
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modo preferido pelo menos 75% de identidade, de um modo
mais preferido pelo menos 80% de identidade, de um modo
ainda mais preferido pelo menos 85% de identidade, tal como
pelo menos 90% de identidade, e de um modo ainda mais
preferido pelo menos 95% de identidade com a sequéncia de

aminoadcidos apresentada nas posicdes 1-315 da SEQ ID NO: 1.

Geralmente, uma sequéncia de aminoidcidos tem
"pelo menos x% de identidade™ <com outra sequéncia de
aminodcidos ou SEQ ID NO: 1 acima, gquando a identidade de
sequéncia entre estas com as sequéncias alinhadas é pelo
menos x%. Este alinhamento pode ser efetuado utilizando por
exemplo programas de computador para homologia disponiveis
publicamente tal como o programa "BLAST" proporcionado na

pagina do  NCBI em http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/

blast.cgi, wutilizando as configuracdes por defeito ai
proporcionadas. Além disso os métodos de calculo das
percentagens de identidade de sequéncia de conjuntos de

sequéncias de acidos nucleicos sdo conhecidos na técnica.

Exemplos destes canais idnicos indutiveis com luz
compreendendo uma sequéncia de aminodcidos que tem pelo
menos 70% identidade com a sequéncia de aminoé&cidos
apresentada nas posicgdes 1-309 ou 1-315 da SEQ ID NO: 1 é
CHOP1 de C. reinhardtii (gi:15811379), CHOP2 (gi:167650748)
e CHOP1 (gi:167650744) de Volvox carteri, ou qualquer outro

ortbélogo ou variante alélica de CHOP2 ou CHOP1.

Ainda numa forma de realizacdo mais preferida, o
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canal idénico indutivel com luz compreende, consiste, de um
modo preferido, na sequéncia de aminocdcidos apresentada nas
posicdes 1-309 da SEQ ID NO: 1 (CHOP-2), exceto para uma

mutacdo na posicdo L132.

Em outra forma de realizacéo ainda mais
preferida, o canal idénico indutivel com 1luz compreende,
consiste, de um modo preferido, na sequéncia de aminoacidos
apresentada nas posicdes 1-315 da SEQ ID NO: 1 (CHOP-2),

exceto para uma mutacdo na posicdo L132.

A mutacdo na posicdo L132, ou na posicéao
correspondente a L132 na SEQ ID NO: 1 é uma substituicéo,
de um modo mais preferido, selecionada a partir de L132C,
L1325, L132E, L132D, e L132T, de um modo mais preferido em
que a substituicdo é L132C. Embora os dados experimentais
sejam limitados para L132C, estd contemplado que as
substituicdes L1325, L132E, L132D, e L132T exibirdo
propriedades semelhantes, uma vez que todas estas

substituicdes aumentardo a polaridade do canal.

Adicionalmente, o canal idénico indutivel com luz
compreende ainda substituicgdes (semi-)conservadoras. As
substituicdes conservadoras sdo as que tém lugar na familia
de aminodcidos que estdo relacionados pelas suas cadeias
laterais e propriedades gquimicas. Exemplos destas familias
sdo aminoacidos com cadeias laterais béasicas, com cadeias
laterais acidicas, com cadeias laterais alifdticas néo

polares, com cadeias laterais aromaticas ndo polares, com
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laterais pequenas, com cadeias laterais grandes etc. As
substituicdes tipicas semi-conservadoras e conservadoras
sédo:
Aminodcidos | Substituicéo Substituicdo semi-conservadora
conservadora

A Gy, 5; T N; V; C

C A; V; L M, I; F; G

D E; N; O A;S; T; K; R; H

E D; Q; N A; S; T; K; R; H

F W, Y, L; M; H I; V; A

G A S; N; T; D; E; N; O

H Y; F; K; R L; M, A

T V; L; M; A F; Y, W, G

K R; H D; E; N; Q; S; T; A

L M; I; V; A F; Y; W; H; C

M L; I; V; A ¥, Y, W, C;

N 0 D; E; S; T; A; G; K; R

P Vv, I L; A; M; W, ¥, S; T; C; F

Q N D; E; A; S; T; L; M; K; R

R K; H N, O, S; T; D; E; A

S A; T; G; N D; E; R; K

T A; S; G; N; V D; E; R; K; I

\Y A; L; I M, T; C; N

W F, Y; H L; M, I;, V; C

Y F; W; H L; M; I; V; C
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Além disso, o especialista considerard gque as
glicinas em posic¢cdes estericamente exigentes ndo devem ser
substituidas e que a prolina ndo deverd ser introduzida em
partes da proteina que tém uma estrutura em alfa-hélice ou

folha beta.

Em outra forma de realizacdo preferida, o canal
iénico indutivel com luz compreende o motivo de consenso
L(I)DxxxKxxW(F,Y). Os aminoacidos dados entre paréntesis
podem em cada caso substituir os aminoédcidos anteriores.
Esta sequéncia de consenso é o motivo circundante do

aminocdcido lisina que se liga ao retinal.

A possibilidade de ativar CatCh com intensidades
de luz que ocorrem naturalmente embora mantendo uma elevada
preciséo temporal torna-a uma candidata unica
particularmente para esforcos de restauro visual com
terapia de genes mas também outras aplicacdes biomédicas.
Devido as suas reduzidas necessidades de luz, a ativacdo de
CatCh pode ser iniciada mesmo por excitacdo distante do seu
espectro maximo de 474 nm, e.g. com luz verde (532 nm - ver
Fig. 4d). E possivel trabalhar nos flancos externos do
espetro de acdo devido as suas reduzidas necessidades de

luz e facilita a penetracdo do tecido.

Deste modo, a sensibilidade a luz do canal idnico
mutante indutivel com luz da invencdo ¢, de um modo
preferido, aumentada em mais do que 5 vezes, de um modo

preferido em mais do que 10 vezes, de um modo mais
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preferido em mais do que 20 vezes, tal como 30 vezes, de um
modo ainda mais preferido em mais do que 40 vezes, tal como
50 vezes, e de um modo mais preferido em mais do que 60
vezes, ou mesmo em mais do que 70 vezes, em comparacao com
WT CHOP-2 em neurdnios do hipocampo. Além disso, o canal
idnico mutante indutivel com luz da invencdo exibe uma
frequéncia de estimulacdo que ¢ aumentada pelo menos 1,5-
vezes, de um modo mais preferido 2-vezes, ou de um modo
ainda mais preferido 2,5 vezes, em comparacdo com WT CHOP-2
como determinado por registos eletrofisioldgicos de células
completas em neurdnios do hipocampo. Como apresentado nos
exemplos, WT-Chop2 exibe uma frequéncia de estimulacgédo em
neurénios do hipocampo de cerca de 10 Hz até cerca de
20 Hz, em que a uma sinalizacdo de 20 Hz ¢é Jj& imprecisa.
Além disso, o especialista reconhecerd gque a frequéncia de
ativacdo intrinseca é também dependente do tipo de célula.
Por exemplo, as células auditivas tém uma frequéncia de
ativacdo intrinseca até 500 Hz. Além disso, as experiéncias
foram conduzidas in vitro, i.e. a temperatura ambiente. No
entanto, o especialista esperard dque a freguéncia de
estimulacdo seja ainda maior em animais de sangue quente,
tais como mamiferos, uma vez que a cinéticas é também
dependente da temperatura. Deste modo, dependendo do tipo
de célula e da temperatura, deve ser esperado gque o canal
iénico mutante indutivel com luz da invencdo pode também
exibir uma frequéncia de estimulacdo que ¢ aumentada pelo
menos b5-vezes, de um modo preferido pelo menos 10-vezes,
tal como pelo menos 20-vezes, ou pelo menos 30-vezes, ou de

um modo mais preferido pelo menos 40-vezes, pelo menos 50-
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vezes, tal como pelo menos 60-vezes, ou pelo menos 70-
vezes, de um modo ainda mais preferido pelo menos 80-vezes,
pelo menos 90-vezes, ou pelo menos 100-vezes, de um modo
mais preferido pelo menos 125-vezes, tal como pelo menos
150-vezes, ou pelo menos 175-vezes, e ainda de um modo mais
preferido, pelo menos 200-vezes, em comparacdo com WT CHOP-
2 conforme determinado por registos eletrofisioldgicos de
célula completa. A cultura de neurdénios do hipocampo e
registos eletrofisioldgicos dos neurdnios do hipocampo é

exemplificado nos exemplos a seguir.

Resumidamente, 0s hipocampos sdo isolados a
partir de ratos Sprague-Dawley Pl recém nascidos (Jackson
Laboratory) e tratados com papaina (20 U ml-l) durante 20
min a 37 °C. os hipocampos sdo lavados com DMEM
(Invitrogen/Gibco, glucose elevada) suplementado com 10% de
soro de bovino fetal e triturado num pequeno volume desta
solucdo. ~ 75 000 células sdo plagueadas em lamelas de
vidro revestidas com poli-D-lisina/laminina em placas de
24-pocos. Apds 3 horas o meio de plagueamento é substituido
por meio de cultura (Neurobasal A contendo 2% de suplemento
B-27, 2 mM de Glutamax-I e 100 U/mL de penicilina e
100 mg/mL de estreptomicina). ChR2(L132C)-YFP mutante e
ChR2 (WT)-YFP s&o transfetados 5-10 dias apds plagqueamento
utilizando o reagente lipofectamina 2000 (Invitrogen).
Alternativamente, 2-5 x 10° GC/mL de virus (AAV2/7-CAG-
ChR2 (L132C) -2A-EGFPWPRE- DbGH) podem ser adicionados a cada
poco 4-9 dias apds plaqueamento. A construcdo represen-

tativa da construcdo do vetor wviral Adeno-associado é
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descrita em detalhe nos exemplos a seguir. A expressédo
torna-se visivel 5 dias pods-traducdo. Nenhum retinal trans
¢ adicionado ao meio de cultura ou meio de registo para

qualguer das experiéncias.

Para os registos de célula completa em neurdnios
do hipocampo em cultura, pipetas patch com resisténcias de
5-10 MQ s&o preenchidas com 129 mM de gluconato de
potassio, 10 mM de HEPES, 10 mM de KCl, 4 mM de MgATP e
0,3 mM de NaszGTP, titulado até pH 7,2. A solucdo de Tyrode
é empregue como a solucdo extracelular (125 mM de NaCl, 2
mM de KCl1, 2 mM de CaCl;, 1 mM de MgCl,, 30 mM de glucose e
25 mM HEPES, titulados até pH 7,4). A solucdo extracelular
nominalmente isenta de Ca'™ contém esta mesma solucdo exceto
tendo 0 mM Ca't e 3 mM de Mg++. Os registos sdo conduzidos
na presenca dos bloqueadores de transmissdo sinéaptica
excitatéria, 1,2,3,4-tetra-hidro-6-nitro-2, 3-dioxo-
benzo[f]lquinoxalino-7-sulfonamida (NBQX, 10 mM, Sigma) e
acido D(-)-2-Amino-5-fosfonopentandico (AP-5, 50 mM,
Sigma). Para os registos de tensdo em fixacdo, 1 mM de
tetrodotoxina ¢ adicionado a solucdo extracelular. Para
inibir a atividade do Canal BK, ¢ adicionado 1 mM de TEA.
Os registos sdo conduzidos num microscdédpio invertido Zeiss
Axiovert 25 equipado com uma lampada fluorescente. A
expressdo de proteina bem sucedida ¢é provada por fluo-
rescéncia mediada por EGFP ou YFP. A resisténcia neuronal
de acesso € 15-40 MQ e é monitorizada quanto a estabilidade
através da experiéncia. Os sinais electrofisioldgicos sé&o

amplificados utilizando um amplificador Axopatch 200A (Axon
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Instruments, Union City, Cch), filtrado a 10 kHz,
digitalizado com um Axon Digidata 1600 (50 Hz) e adquirido
e analisado utilizando o programa pClamp9 (Axon
Instruments). As fotocorrentes sdo evocadas utilizando
pulsos de luz de varios comprimentos a partir de lasers de
estado sé6lido bombeados por diodo (Pusch Opto Tech GmbH; Al
= 473 nm, Pl = 100 mW, A2 = 532 nm, P2 = 50 mW) ou 10 ns
flashes de um laser excimero com corante Dbombeado
(Coumarina 2, A = 450 nm). As intensidades de 1luz
especificas sdo intensidades na extremidade de uma fibra
6tica de gquartzo de 400 mm de didmetro (STE-F100/400-Y-
VIS/NIR; Laser 2000, Wessling, Alemanha) a uma distdncia de
~500 mm da célula. As correntes medidas em neurdnios que
expressam ChR2 (L132C) -YFP e ChR2 (L132C) -2A-EGFP sdo

idénticas.

Adicionalmente, a condutividade do <céalcio do
canal idénico mutante indutivel com luz da invencdo ¢&
aumentada pelo menos duas vezes, de um modo preferido pelo
menos trés-vezes, de um modo mais preferido pelo menos
quatro-vezes em comparacdo com WT CHOP-2, como determinado
por imagiologia Fura-2 em células HEK293. De modo a
determinar a condutividade do c&lcio, Fura-2 AM (5 mM;
Invitrogen) é aplicado a temperatura ambiente durante 30
min a 1 hora. Apds aplicacdo, as células sdo recuperadas
numa solucdo a 140 mM de NaCl sem Cat*t (140 mM de NacCl,
7 mM de EGTA, 2 mM de MgCl, e 10 mM de HEPES). A proteina
amarelo fluorescente é excitada aos 500 ms de exposicido a

luz wutilizando um filtro 460/40 nm (Visitron Systems,
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Puchheim, Alemanha) para estimar cada nivel de expresséio
das células a partir da sua fluorescéncia de YFP. A solucéo
¢ entdo substituida por uma solucdo extracelular de Catt
que consiste em 90 mM de CaCl,, 7 mM de EGTA, 2 mM de MgCl;,
e 10 mM de HEPES. Apdés 15 min no escuro, oS canais
acionados pela luz sdo estimulados durante 10 s com luz
azul (460/40 nm). Fura-2 & excitada com 340 nm (340/20) e
380 nm (380/20) e a luz emitida (540/80 nm) detetada com
uma camara CCD (todos os filtros de Visitron Systems,

Puchheim, Alemanha).

Como implicado acima, o canal idénico mutante
indutivel com luz pode adicionalmente compreender outras
mutacdes, de um modo preferido substituicdes. Numa forma de
realizacédo preferida, o canal iénico indutivel com luz pode
adicionalmente compreender pelo menos um dos seguintes
residuos de aminoédcidos: 4&cido aspdrtico numa posicédo
correspondente a posicdo 253 da SEQ ID NO: 1; lisina numa
posicdo correspondente a posicdo 257 da SEQ ID NO: 1;
triptofano numa posicdo correspondente a posicdo 260 da SEQ
ID NO: 1; &cido glutdmico numa posicdo correspondente a
posicdo 123 da SEQ ID NO: 1; histidina ou arginina, de um
modo preferido arginina, numa posicdo correspondente a
posicdo 134 da SEQ ID NO: 1; treonina, serina, ou alanina
numa posicdo correspondente a posicdo 128 da SEQ ID NO: 1;
e/ou alanina numa posicdo correspondente a posicdo 156 da
SEQ ID NO: 1. De acordo com o exposto, o canal idnico
mutante indutivel com luz pode compreender uma das combi-
nacdes seguintes de residuos de aminodcidos nas posicdes

indicadas, posicdes que correspondem a SEQ ID NO: 1:
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Cys 132 + Asp 253; Cys 132 + Lys 257; Cys 132
Trp 260; Cys 132 + Glu 123; Cys 132 + His 134; Cys 132
Arg 134; Cys 132 + Thr 128; Cys 132 + Ser 128; Cys 132

Ala 128; Cys 132 + Ala 156;

Cys 132 + Asp 253 + Lys 257; Cys 132 + Asp 253
Trp 260; Cys 132 + Asp 253 + Glu 123; Cys 132 + Asp 253
His 134; Cys 132 + Asp 253 + Arg 134; Cys 132 + Asp 253
Thr 128; Cys 132 + Asp 253 + Ser 128; Cys 132 + Asp 253

Ala 128; Cys 132 + Asp 253 + Ala 156;

Cys 132 + Lys 257 + Trp 260; Cys 132 + Lys 257
Glu 123; Cys 132 + Lys 257 + His 134; Cys 132 + Lys 257
Arg 134; Cys 132 + Lys 257 + Thr 128; Cys 132 + Lys 257
Ser 128; Cys 132 + Lys 257 + Ala 128; Cys 132 + Lys 257

Ala 156;

Cys 132 + Trp 260 + Glu 123; Cys 132 + Trp 260
His 134; Cys 132 + Trp 260 + Arg 134; Cys 132 + Trp 260
Thr 128; Cys 132 + Tip 260 + Ser 128; Cys 132 + Trp 260

Ala 128; Cys 132 + Trp 260 + Ala 156;

Cys 132 + Glu 123 + His 134; Cys 132 + Glu 123
His 134; Cys 132 + Glu 123 + Arg 134; Cys 132 + Glu 123
Thr 128; Cys 132 4+ Glu 123 + Ser 128; Cys 132 + Glu 123

Ala 128; Cys 132 + Glu 123 + Ala 156;

Cys 132 + His 134 + Thr 128; Cys 132 + His 134
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Ser

Ala

Ser

Ala

Ala

Asp
His
Asp

Ser

Lys
Arg
Lys

Ala

Trp
Thr
Trp

Ala

19 -

128; Cys 132 + His 134 + Ala 128; Cys 132 +

156;

Cys 132 + Arg 134 + Thr 128; Cys 132 +

128; Cys 132 + Arg 134 + Ala 128; Cys 132 +

156;

Cys 132 + Thr 128 + Ala 156; Cys 132 +

156; Cys 132 + Ala 128 + Ala 156;

Cys 132 + Asp 253 + Lys 257 + Trp 260;

253 + Lys 257 + Glu 123;

Cys 132 + Asp 253 +

134; Cys 132 + Asp 253 + Lys 257 + Arg 134;

253 + Lys 257 + Thr 128;

Cys 132 + Asp 253 +

128; Cys 132 + Asp 253 + Lys 257 + Ala 128;

253 + Lys 257 + Ala 156;

Cys 132 + Lys 157 + Trp 260 + Glu 123;

157 + Trp 260 + His 134;

Cys 132 + Lys 157 +

134; Cys 132 + Lys 157 + Trp 260 + Thr 128;

157 + Trp 260 + Ser 128;

Cys 132 + Lys 157 +

128; Cys 132 + Lys 157 + Trp 260 + Ala 156;

Cys 132 + Tip 260 + Glu 123 + His 134;

260 + Glu 123 +Arg 134;

Cys 132 + Trp 260 +

128; Cys 132 + Trp 260 + Glu 123 + Ser 128;

260 4+ Glu 123 + Ala 128;
156;

Cys 132 + Trp 260 +

His

Arg

Arg

Ser

Cys
Trp
Cys

Trp

Cys
Glu
Cys

Glu

134

134
134

128

132
257
132
257
132

132
260
132

260

132
123
132

123
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Glu

Ala

Glu

Ala

His

Ala

Arg

Ala

Cys
Asp
Lys
Trp

Ala

Cys
Lys
Trp
Glu

Ala

123 + His 134 + Ser 128;

128;

_20_

Cys 132 + Glu 123 + His 134 + Thr 128;

Cys 132 + Glu 123 + His 134 + Ala 156;

Cys 132 + Glu 123 + Arg 134 + Thr 128;

123 + Arg 134 + Ser 128; Cys 132 4+ Glu 123 +

128;

134

156;

134
156;

132
253
257
260
128;

132
257
260
123

156;

Cys 132 + Glu 123 + Arg 134 + Ala 156;

Cys

+ Ser

Cys

+ Ser

Cys
+ Asp
+ Lys
+ Trp

+ Ser

132

128

132

128

132
253
257
260

128;

+

+

His 134 + Thr 128 + Ala 156;

Ala 156; Cys 132 + His 134 +

Arg 134 + Thr 128 + Ala 156;

Ala 156; Cys 132 + Arg 134 +

Cys 132 + Glu 123 +

Cys 132

His 134

Cys 132

Arg 134

Cys 132

Ala 128

Cys 132

Ala 128

Asp 253 + Lys 257 + Trp 260 + Glu 123;

Lys 257 + Trp 260 + His 134;
Trp 260 + Arg 134; Cys 132 +
Thr 128; Cys 132 + Asp 253 +

Cys 132 + Asp 253 + Lys 257 +

Cys 132
Asp 253
Lys 257

Trp 260

Cys 132 + Asp 253 + Lys 257 + Trp 260 + Ala 156;

Cys
+ Lys
+ Trp
+ Glu

+ Ala

132
257
260
123

128;

+

+

-+

Lys 257 + Trp 260 + Glu 123 + His 134;

Trp 260 + Glu 123 + Arg 134;
Glu 123 + Thr 128; Cys 132 +
Ser 128; Cys 132 + Lys 257 +

Cys 132 + Lys 257 + Trp 260 +

Cys 132
Lys 257
Trp 260

Glu 123

+

+

+
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Cys 132 + Trp 260 + Glu 123 + His 134 + Thr 128;
Cys 132 + Trp 260 + Glu 123 + His 134 + Ser 128; Cys 132 +
Trp 260 + Glu 123 + His 134 + Ala 128; Cys 132 + Trp 260 +

Glu 123 + His 134 + Ala 156;

Cys 132 + Trp 260 + Glu 123 + Arg 134 + Thr 128;
Cys 132 + Trp 260 + Glu 123 + Arg 134 + Ser 128; Cys 132 +
Trp 260 + Glu 123 + Arg 134 + Ala 128; Cys 132 + Trp 260 +

Glu 123 + Arg 134 + Ala 156;

Cys 132 + Glu 123 + Arg 134 + Thr 128 + Ala 156;
Cys 132 + Glu 123 + Arg 134 + Ser 128 + Ala 156; Cys 132 +
Glu 123 + Arg 134 + Ala 128 + Ala 156;

Cys 132 + Glu 123 + His 134 + Thr 128 + Ala 156;
Cys 132 + Glu 123 + His 134 + Ser 128 + Ala 156; Cys 132 +

Glu 123 + His 134 + Ala 128 + Ala 156;

Cys 132 + Asp 253 + Lys 257 + Trp 260 + Glu 123 +
His 134; Cys 132 + Asp 253 + Lys 257 + Trp 260 + Glu 123 +
Arg 134; Cys 132 + Asp 253 + Lys 257 + Trp 260 + Glu 123 +
Thr 128; Cys 132 + Asp 253 + Lys 257 + Trp 260 + Glu 123 +
Ser 128; Cys 132 + Asp 253 + Lys 257 + Trp 260 + Glu 123 +
Ala 128; Cys 132 + Asp 253 + Lys 257 + Trp 260 + Glu 123 +

Ala 156;

Cys 132 + Lys 257 + Trp 260 + Glu 123 + His 134 +
Thr 128; Cys 132 + Lys 257 + Trp 260 + Glu 123 + His 134 +

Ser 128; Cys 132 + Lys 257 + Trp 260 + Glu 123 + His 134 +
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Ala

Ala

Thr
Ser
Ala

Ala

Ala
Ala
Ala

Ala
Ala

Ala

His
Glu
Trp

Lys

Arg
Glu
Trp

Lys

128;
156;

128;
128;
128;
156;

156;
156;
156;

156;
156;
156;

134
123
260
257

134
123
260
257

- 22 -

Cys 132 + Lys 257 + Trp 260 +

Cys 132 + Lys 257 + Trp 260 +

Cys 132 + Lys 257 + Trp 260
Cys 132 + Lys 257 + Trp 260
Cys 132 + Lys 257 + Trp 260

+

+

+

Cys 132 + Trp 260 + Glu 123 +

Cys 132 + Trp 260 + Glu 123

+

Cys 132 + Trp 260 + Glu 123 +

Cys

Cys 132 + Trp 260 + Glu 123
Cys 132 + Trp 260 + Glu 123

Cys
Thr
His
Glu

Trp

Cys

Thr
Arg
Glu

Trp

132 + Trp 260 + Glu 123 +

+

+

132 + Asp 253 + Lys 257 +
128; Cys 132 + Asp 253 +
134 + Ser 128; Cys 132 +
123 + His 134 + Ala 128;

260 + Glu 123 + His 134 +

132 + Asp 253 + Lys 257 +
128; Cys 132 + Asp 253 +
134 + Ser 128; Cys 132 +
123 + Arg 134 + Ala 128;

260 + Glu 123 + Arg 134 +

Glu

Glu
Glu
Glu
Glu

Arg
Arg

Arg

His
His

His

Tip
Lys

Asp

Ala

Trp

Lys

Asp

Ala

123 +

123 +
123 +
123 +
123 +

134 +
134 +
134 +

134 +
134 +
134 +

260 +
257 +
253 +
132 +
156;

260 +
257 +
253 +
132 +
156;

His

Arg
Arg
Arg

Arg

Thr
Ser

Ala

Thr
Ser

Ala

Glu

Lys

Asp

Glu
Trp
Lys
Asp

134

134
134
134
134

128
128
128

128
128
128

123
260
257
253

123
260
257
253
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Cys 132 + Lys 257 + Trp 260 + Glu 123 + His 134 +
Thr 128 + Ala 156; Cys 132 + Lys 257 + Trp 260 + Glu 123 +
His 134 + Ser 128 + Ala 156; Cys 132 + Lys 257 + Trp 260 +

Glu 123 + His 134 + Ala 128 + Ala 156;

Cys 132 + Lys 257 + Trp 260 + Glu 123 + Arg 134 +
Thr 128 + Ala 156; Cys 132 + Lys 257 + Trp 260 + Glu 123 +
Arg 134 + Ser 128 + Ala 156; Cys 132 + Lys 257 + Trp 260 +

Glu 123 + Arg 134 + Ala 128 + Ala 156;

Cys 132 + Asp 253 + Lys 257 + Trp 260 + Glu 123 +
His 134 + Thr 128 + Ala 156; Cys 132 + Asp 253 + Lys 257 +
Trp 260 + Glu 123 + His 134 + Ser 128 + Ala 156; Cys 132 +
Asp 253 + Lys 257 + Trp 260 + Glu 123 + His 134 + Ala 128 +

Ala 156;

Cys 132 + Asp 253 + Lys 257 + Trp 260 + Glu 123 +
Arg 134 + Thr 128 + Ala 156; Cys 132 + Asp 253 + Lys 257 +
Trp 260 + Glu 123 + Arg 134 + Ser 128 + Ala 156; Cys 132 +
Asp 253 + Lys 257 + Trp 260 + Glu 123 + Arg 134 + Ala 128 +

Ala 156.

No entanto, na lista acima, Cys 132 pode também

ser substituido por Ser 132, Glu 132, Asp 132, ou Thr 132.

Em geral, o retinal ou derivado de retinal
necessario para o funcionamento do canal idénico indutivel

com luz ¢é produzido pela célula a ser transfetada com o



PE2614079 - 24 -

referido canal de ides. Dependendo da sua conformacdo, o
retinal pode ser todo retinal trans, ll-cis-retinal, 13-
cis-retinal, ou 9-cis-retinal. ©No entanto, estd também
contemplado que o canal idénico mutante indutivel com luz da
invencdo pode ser incorporado em vesiculas, lipossomas ou
outras membranas artificiais de células. De acordo com o©
exposto, num segundo aspeto, a invengdo proporciona um
canalrodopsina, compreendendo o canal idénico indutivel com
luz de acordo com o primeiro aspeto e um vretinal ou
derivado de retinal. De um modo preferido, o derivado de
retinal é selecionado a partir do grupo consistindo em 3,4-
desidroretinal, 13-etilretinal, 9-dm-retinal, 3-hidroxir-
retinal, 4-hidroxirretinal, naftilretinal; 3,7,11 -trime-
tildodeca-2,4,6,8,10-pentaenal; 3,7-dimetil-deca-2,4,6,8-
tetraenal; 3,7-dimetil-octa-2,4,6-trienal; e retinals com
rotacdo blogueada em 6-7, retinais com rotacdo blogueada em
8-9, e retinais com rotacdo blogqueada em 10-11. Adici-
onalmente, as formas de realizacdo preferida do primeiro
aspeto correspondem as formas de realizacdo preferidas do

segundo aspeto.

Num terceiro aspeto, a invencdo também se refere
a uma construcdo de 4&acido nucleico, compreendendo uma
sequéncia de nucledtidos codificante para o canal idnico
indutivel com luz de acordo com o primeiro aspeto. Para
assegurar expressdo o6tima, o DNA codificante pode também
ser adequadamente modificado, por exemplo por adicdo de
adequadas sequéncias reguladoras e/ou sequéncias de

direcionamento e/ou por coincidéncia da sequéncia de DNA
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codificante com a utilizacdo de coddes preferida do
hospedeiro selecionado. A sequéncia de direcionamento pode
codificar uma extensdo C-terminal que direcciona para o
canal idénico indutivel com luz num sitio particular ou
compartimento na célula, tal como o sitio da sinapse ou
pbs-sinapse, no na base do axédnio, ou no reticulo
endoplasmético. O &cido nucleico pode ser combinado com
outros elementos, e.g., um promotor e um sinal de inicio e
interrupcdo de transcricdo e um sinal de inicio e
interrupcdo de traducdo e um sinal de poliadenilacdo de
modo a proporcionar a expressdo da sequéncia da proteina da
invencdo. O promotor pode ser indutivel ou constitutivo, um
promotor geral ou especifico para a célula. Um exemplo de
um promotor especifico para a célula ¢é o promotor mGlu6
especifico para células bipolares. Selecdo de promotores,
vetores e outros elementos é uma questdo de concecdo de
rotina ao nivel do normal especialista na técnica. Muitos
destes elementos sdo descritos na literatura e estédo

disponiveis em fornecedores comerciais.

De acordo com o exposto, num quarto aspeto, a
invencdo proporciona um vetor de expressdo, compreendendo
uma sequéncia de nucledtidos codificante para o canal
iénico indutivel com luz de acordo com o primeiro aspeto ou
a construcdo de &cido nucleico de acordo com o terceiro
aspeto. Numa forma de realizacdo preferida, o vetor ¢é
adequado para terapia génica, em particular em gue o vetor
¢ adequado para transferéncia de genes mediada por virus. O

termo "adequado para transferéncia de genes mediada por
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virus" significa aqui gque o referido vetor pode ser
empacotado num virus e depois ser distribuido no sitio ou
nas células de interesse. Exemplos de virus adequados para
terapia génica s&do retrovirus, adenovirus, virus adeno-
associados, lentivirus, pox virus, alfavirus, virus da
raiva, virus da floresta de Semlikie, virus herpes. Estes
virus diferem em como transferem genes para as células que
reconhecem e s&o capazes de infetar, e se estes alteram o
DNA das células permanentemente ou temporariamente. No
entanto, a terapia génica também inclui métodos ndo virais,
tais como aplicacdo de DNA nu, lipoplexos e poliplexos, e

dendrimeros.

Como descrito acima, a sequéncia de 4cido
nucleico resultante pode ser introduzida nas células e.g.
utilizando um virus como um veiculo ou por transfecédo
incluindo e.g. ©por transfetantes quimicos (tal como
Lipofectamina, Fugene, etc.), electroporacdo, co-precipi-
tacdo com fosfato de célcio e difusdo direta de DNA. Um
método para transfetar uma célula é detalhado nos exemplos
e pode ser adaptado a respectiva célula recipiente. A
transfecdo com DNA produz células estédveis ou linhas de
células, se o DNA transfetado for integrado no genoma, ou
células instéaveis (transientes) ou linhas de células, em
que o DNA transfetado existe numa forma extracromossémica.
Além disso, as linhas de células estédveis podem ser obtidas
utilizando plasmideos de replicacdo epissdédmica, o que
significa que a heranca do plasmideo extracromossdmico é

controlada por elementos de controlo que sdo integrados no
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genoma da célula. Em geral, a selecdo de um vetor ou

plasmideo adequado depende da célula hospedeira pretendida.

Deste modo, num guinto aspeto, a invencdo refere-
se a uma célula compreendendo o canalrodopsina de acordo
com o segundo aspeto, a construcdo de acido nucleico de
acordo com o terceiro aspeto ou o vetor de expressdo de

acordo com o quarto aspeto.

Como serd descrito a seguir, uma aplicacdo do
canal iénico mutante indutivel com luz de acordo com a
presente invencdo ¢ o tratamento de individuos cegos tal
como humanos ou animais. Existem varias doencas em que as
células naturais da visdo j& ndo funcionam, mas todas as
conexfes nervosas Sdo capazes de continuar a operar.
Actualmente, estdo a ser feitas tentativas em varios cen-
tros de investigacdo para implantar filmes finos com
fotocélulas artificiais cerdmicas na retina. Estas foto-
células sdo necessarias para despolarizar as células
secundarias, ainda intactas do retinal e deste modo desen-
cadear um impulso nervoso (olhos bidnicos). A expressdo
deliberada de canais de i10es controlados pela luz de acordo
com a invencdo nestas células ganglionares, células
amacrinas ou células bipolar seria uma solucdo muito mais
elegante e permitiria uma resolucdo visual tridimensional

superior.

A incorporacdo do canal idénico mutante indutivel

com luz na membrana de células que ndo expressam 0S canais
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correspondentes na natureza pode, por exemplo, ser
simplesmente efetuada nestas, utilizando procedimentos
conhecidos da tecnologia do DNA recombinante, o DNA
codificante ©para este <canal de 1ides ¢é primeiramente
incorporado num vetor de expressdo adequado, e.g. um
plasmideo, a cosmideo ou um virus, as células alvo sé&o
entdo transformadas com isto, e a proteina é expressa neste
hospedeiro. A seguir, as células s&o tratadas de uma forma
adequada, e.g. com retinal, de modo a permitir a ligacédo de

uma base de Schiff entre a proteina e o retinal.

Numa forma de realizacdo preferida, isto ocorre
em varias leveduras tal como Saccharomyces cerevisiae,
Schizosaccharomyces pombe ou Pichia pastoris como Jé
efectuado com sucesso para as rodopsinas tais como

bacteriorrodopsina e/ou rodopsina bovina.

A expressdo pode também ser efetuada em certos
sistemas de células de mamifero ou sistemas de células de
inseto. Deste modo, numa forma de realizacdo preferida, a
célula é uma célula de mamifero ou uma célula de inseto. A
expressdo ¢é efetuada com vetores epissdédmicos como a
expressdo transiente, de um modo preferido em células de
melanoma (e.g., A 1linha de células BILM), células COS
(produzidas por infeccdo de células "CV1l de rim de macaco
verde Africano™) ou células HEK ("células de rim
embriondrio humano", e.g. células HEK293), ou células BHK
("células de zrim de hamster bebé"), ou na forma de

expressdo estavel (por integracdo no genoma) em células CHO
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("células de ovéario de hamster Chinés"), células de mieloma
ou células MDCK ("células de rim de canino Madine-Darby")
ou em células de inseto Sf9 infetadas com baculovirus. De
acordo com o exposto, numa forma de realizacdo mais
preferida a célula de mamifero é& uma célula COS; uma célula
BHK; uma célula HEK293; uma célula CHO; uma célula de

mieloma; ou uma célula MDCK.

No contexto da restauracdo da visdo, numa forma
de realizacdo mais preferida, a célula de mamifero é uma
célula fotorrecetora; uma célula retinal em bastonete; uma
célula retinal em cone; uma célula retinalganglionar; um
neurdénio bipolar; uma célula ganglionar; um neurdnio
pseudounipolar; um  neurdnio multipolar; um  neurdnio

piramidal, uma célula de Purkinje; ou uma célula granular.

Um neurdénio é uma célula eletricamente excitavel
que processa e transmite informacdo por sinalizacédo
elétrica e qgquimica, em que a sinalizacdo gquimica ocorre
através de sinapses, conexdes especializadas com outras
células. Existem véarios tipos de células especializadas de
neurdénios tais como neurdnios sensoriais que respondem ao
toque, som, luz e varios outros estimulos que afetam as
células dos ¢érgdos sensoriais, neurdnios motores gue
recebem sinais a partir do cérebro e medula espinal e
causam contracdes musculares e afetam gléandulas, e
interneurénios gque ligam neurdnios a outros neurd4nios na
mesma regido do cérebro ou medula espinal. Geralmente, um

neurénio possui um soma, dendrites, e um axdénio. As
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dendrites sdo filamentos que provém do corpo da célula,
frequentemente estendido por centenas de microns e due
ramifica maltiplas vezes. Um axénio é um filamento celular
especial que provém do corpo da célula num sitio denominado
o cone do axdénio. O corpo celular de um neurdnio origina
frequentemente multiplas dendrites, mas nunca mais do que
um axdénio, embora o axdbdénio possa ramificar centenas de
vezes antes de terminar. Na maioria das sinapses, 0s sinais
sdo enviados do axdénio de um neurdnio para uma dendrite de
outro. Existem, no entanto, muitas excecdes a estas regras:
neurdénios que ndo possuem dendrites, neurdnios que ndo tém
axénio, sinapses gque conectem um axénio a outro axdnio ou
uma dendrite a outra dendrite, etc. A maioria dos neurdnios
pode ser ainda anatomicamente caracterizada como unipolar
ou pseudounipolar (dendrite e axdénio emergem do mesmo
processo), bipolar (axoébnio e dendrite unicos em
extremidades opostas do soma), multipolar (possuindo mais
do que duas dendrites e pode ser ainda classificado como
(i) neurdnios Golgi I com processos axonals de projecédo
longa, tais como as células piramidais, células de
Purkinje, e células pituitédrias anteriores, e (ii) Golgi
II: neurdnios cujo processo axonal se projeta localmente,

e.g., células granulares.

A célula fotorrecetora é um neurdnio especiali-
zado encontrado na retina que é capaz de fototransducédo. Os
dois fotorrecetores cléssicos sdo bastonetes e cones, cada
um contribuindo com informacdo utilizada pelo sistema

visual. Uma célula do ganglio retinal é um tipo de neurdnio
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localizado na superficie interna da retina do olho. Estas
células tém dendrites e longos axdénios gque se projetam para
o protectum (mesencéfalo), o nucleo supragquiasmatico no
hipotédlamo, e o geniculato lateral (tédlamo). Uma pequena
percentagem contribui pouco ou nada para a visdo, mas s&o
eles préprios fotossensiveis. 0s seus axdbdnios formam o
trato retino-hipotaldmico e contribuem para os ritmos
circadianos e reflexo pupilar a luz, o redimensionamento da
pupila. Estes recebem informacdo visual dos fotorrecetores
via dois tipos de neurdnios intermedidrios: células
bipolares e células amécrinas. As células amacrinas sé&o
interneurénios na retina, e responsédveis por 70% da entrada
das células ganglionares retinais. As células bipolares,
que s&do0 responsaveis pelos outros 30% da entrada nos
gédnglios retinais, sdo reguladas por células amacrinas.
Como uma parte da retina, a célula bipolar existe entre os
fotorrecetores (células bastonetes e células cone) e
células ganglionares. Estas atuam, diretamente ou
indiretamente, para transmitir sinais dos fotorrecetores

para as células ganglionares.

A  célula pode ser isolada (e geneticamente
modificada), mantida e cultivada a uma temperatura
apropriada e mistura de gases (tipicamente, 37 °C, 5% de
CO2), opcionalmente num incubador de células como conhecido
do especialista e como exemplificado para certas linhas de
células ou tipos de células nos exemplos. As condicgdes de
cultura podem variar para cada tipo de célula, e a variacéo

de condicdes para um particular tipo de célula pode
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resultar em diferentes fendtipos. Para além da temperatura
e mistura de gés, o fator normalmente mais variado em
sistemas de cultura de células é o meio de cultura. As
receitas para o0s meios de crescimento podem variar no pH,
concentracido de glucose, fator de crescimento e na presenca
de outros componentes nutrientes entre outros. Os meios e
crescimento sdo comercialmente disponiveis, ou podem ser
preparados de acordo com composicdes, que sdo obteniveis de
American Tissue Culture Collection (ATCC). Os fatores de
crescimento utilizados para suplemento de meios sé&o
frequentemente derivados de sangue animal tal como soro de
vitela. Adicionalmente, 0s antibidticos podem ser
adicionados aos meios de cultura. Entre as comuns
manipulacdes efetuadas em células em cultura estdo as

alteracdes de meios e passagem das células.

Existem potenciais campos adicionais ©para a
aplicacdo de CatCh. Uma vez que o Ca't é& um importante
regulador intracelular, CatCh abre as portas a intervencéo
6tica na homeostase afinada por Cat't da célula, modulando o
seu estado e atividade. Na investigacdo bésica, CatCh pode
ser utilizada ©para controlar oticamente a exocitose
dependente de Ca'™ como uma alternativa a Ca't aprisionado
(e.g. libertacdo de transmissor na sinapse), para ativar
oticamente a Jjusante processos intracelulares através de
cinases ativadas por calcio e fosfatases ou para induzir
apoptose direcionando CatCh para compartimentos intrace-
lulares tais como o aparelho de Golgi ou o vreticulo

endoplasmatico.
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Deste modo, um outro aspeto da invencdo ¢ uma
utilizacdo do canal idénico indutivel com luz de acordo com
o0 primeiro aspeto ou canalrodopsina de acordo com o segundo
aspeto, ou a construcdo de &cido nucleico de acordo com ©
terceiro aspeto, ou a célula de acordo com a invencdo como
um medicamento. Em particular, o vetor de expressdo da
invencdo pode ser utilizado em terapia génica. Mais
especificamente, o canal idénico indutivel com luz de acordo
com O primeiro aspeto, canalrodopsina de acordo com O
segundo aspeto, construcdo de &4cido nucleico de acordo com
o0 terceiro aspeto, ou a célula de acordo com a invencao
pode ser wutilizada no tratamento de cegqueira ou vista
reduzida. No entanto, devido ao seu répido inicio da acéo
de ativacdo até 300 Hz e repolarizacdo acelerada, uma
utilizacéo do canal idénico indutivel com luz no
restabelecimento da audicdo ou tratamento da surdez esté

também contemplado.

Adicionalmente, o canal idénico mutante indutivel
com luz de acordo com o primeiro aspeto pode compreender
substituicdes adicionais (denominadas SFO, ou mutantes
lentos, ver Tabela 1), que leva a um influxo de célcio
induzido pela luz permanente, que por sua vez leva a morte
da célula. De acordo com o exposto, uma utilizacdo do canal
de 1ides indutivel com 1luz de acordo com a invencao
adicionalmente possuindo treonina, serina, ou alanina numa
posicdo correspondente a posicdo 128 da SEQ ID NO: 1; e/ou

alanina numa posicdo correspondente a posicdo 156 da SEQ ID
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NO: 1 na ablacdo de células de cancro estd contemplada. Por
exemplo, o vetor de expressdo de acordo com a invencédo
podia ser direcionado por transferéncia de genes mediada
por virus através de um marcador de superficie de células
de cancro atd as células de cancro. Além disso, é notado
que em particular o retrovirus integra, de um modo
preferido, em células de divisdo réapida, tal como as
células de cancro. Como uma consequéncia, o canal idénico
indutivel com 1luz de acordo com a presente invencdo é
predominantemente expressa € 1incorporada na membrana
celular de células de cancro. Apds estimulacdo pela luz,
estes canais de ides abrem e induzem um influxo de cé&lcio
permanente, levando deste modo a morte da célula de cancro.
Esta utilizacdo é particularmente vantajosa na ablacdo de
células de cancro que estdo naturalmente expostas a luz,
tais como as células de cancro de melanoma. Deste modo,
numa forma de realizacdo preferida, cancro é um cancro de

melanoma.

Num aspeto final, a invencdo pertence a uma
utilizacdo de um canal idénico indutivel com luz de acordo
com o primeiro aspeto, ou um canalrodopsina de acordo com O
segundo aspeto, ou uma célula de acordo com a invencdo numa
pesquisa com elevado processamento. Uma pesquisa de elevado
processamento (HTS), ¢é um método para experimentacdo
cientifica especificamente wutilizado na descoberta de
fdrmacos e relevante para os campos da biologia e quimica.
A HTS permite que um investigador conduza eficazmente

milhdes de testes bioquimicos, genéticos ou farmacoldgicos
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num curto periodo de tempo, frequentemente através de uma
combinacdo de robdética moderna, processamento de dados e
software de controlo, dispositivos de manipulacdo de
ligquidos, e detetores sensiveis. Através deste processo,
pode-se rapidamente identificar agentes ativos que modulam
uma particular via Dbiomolecular; ©particularmente uma
substédncia que modifica um canal de ides, tal como o canal
iénico indutivel com luz de acordo com a invencdo, um canal
de potassio induzido por Ca'™, ou um canal BK. Por exemplo,
pode-se co-expressar o canal de potédssio indutivel com Catt
e o0 canal idénico indutivel com luz numa célula hospedeira.
Apds estimulacdo por luz, o canal indutivel por luz abre e
a concentracdo intracelular de Ca'" aumenta, ativando deste
modo o canal de potédssio. Assim, receberd uma alteracdo no
potencial de membrana, gque pode ser monitorizado por
corantes sensiveis ao potencial tal como o RH 421 (N-(4-
Sulfobutil)-4-(4-(4-(dipentilamino) fenil)butadienil)piridi-
nio, sal interno). Esta HTS pode deste modo compreender o0s
passos que se seguem: (i) colocar em contacto uma célula
que expressa um canal (potassio) indutivel por Ca't e o
canal idénico indutivel com luz de acordo com a invencdo com
um agente candidato direcionado contra o canal indutivel
por Ca'™, (ii) aplicacdo de um estimulo de luz de modo a
induzir o canal sensivel a luz, (iii) determinacdo da
alteracdo do potencial de membrana (sinal misto), e (iv)
comparacdo do sinal determinado no passo (iii) com o sinal
determinado numa célula que apenas expressa o0 canal idnico
indutivel com luz de acordo com a invencdo sujeita ao passo

(ii) (sinal tnico). Uma reducdo na alteracdo do potencial
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de membrana pode ser indicativa de um promissor modulador
do canal (potédssio) indutivel por Ca'*f. Esta abordagem
produz supostamente uma proporgcdo de sinal:ruido de
aproximadamente 5:1, que estd Dbastante melhorada em
comparacdo com medigdes diretas conduzidas numa célula que
apenas expressa o canal indutivel com Ca*f. Devido a
proporcdo melhorada de sinal:ruido, o referido método, em
particular utilizando o canal idbénico indutivel com luz,

pode ser particularmente adequado para HTS.

Na sua esséncia, o HTS utiliza uma abordagem para
recolher uma grande guantidade de dados experimentais no
efeito de uma multitude de substéncias num alvo particular
num tempo relativamente curto. Um rastreio, neste contexto,
¢ a maior experiéncia, com uma uUnica célula (normalmente a
testar uma hipdtese cientifica), a que todos os dados podem
ser subsequentemente aplicados. As células HTS de acordo
com a invencdo podem ser semeadas numa placa de tecidos,
tal como uma placa multipoco, e.g. uma placa de 96 pocos.
Depois as células na placa sdo colocadas em contacto com a
substdncia de teste durante um tempo suficiente para
interagir com o canal de ides alvo. A substédncia de teste
pode ser diferente de pog¢o para po¢o ao longo da placa.
Apbds ter passado o tempo de incubacdo, as medigdes séo
realizadas ao longo de todos o0s pocos da placa, manualmente
ou através de uma mégquina e opcionalmente em comparacdo com
as medicdes de uma célula que ndo foi colocada em contacto
com a substdncia de teste. As medic¢des manuais podem ser

necessarias quando o 1investigador wutiliza fixacdo de
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membranas, procurando efeitos ainda ndo implementados em
rotinas automatizadas. Por outro lado, uma maguina de
andlise automatizada especializada pode analisar experién-
cias nos pocos (tal como analisar a luz de uma fregquéncia
particular ou uma medicdo de elevado processamento de
fixacdo de membranas). Neste caso, a maquina apresenta o
resultado de cada experiéncia e.g. como uma grelha de
valores numéricos, com cada numero a mapear o valor obtido
a partir de uma Unica célula. Dependendo dos resultados
deste primeiro ensaio, o investigador pode realizar ensaios
sucessivos no  mesmo rastreio utilizando substancias
semelhantes  as identificadas como ativas (i.e. uma
modificacdo de um nivel intracelular de nucledtido ciclico)
em novas placas de ensaio, e depois repetir a experiéncia
para recolher outros dados, otimizar a estrutura do agente
gquimico para melhorar o efeito do agente na célula. O
automatismo é um importante elemento na utilidade de HTS.
Um robot especializado é frequentemente responséavel pela
maior parte do processo ao longo do tempo de vida de uma
tnica placa de ensaio, desde a sua criacdo até a andlise
final. Um robot HTS pode normalmente preparar e analisar
muitas placas simultaneamente, aumentado assim a velocidade
do processo de recolha de dados. Exemplos de dispositivos
adequados para HTS de a cordo com a presente invencédo
compreendem um Fluorometric Imaging Plate Reader (FLIPRTM;
Molecular Devices), FLEXstationTM (Molecular Devices),
Voltage Ion Probe Reader (VIPR, Aurora Biosciences),

Attofluor ® Ratio Vision® (ATTO).
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No que se segue, a presente invencdo é ilustrada
por figuras e exemplos que ndo pretendem limitar o ambito

da presente invencéao.

DESCRIGCAO DAS FIGURAS

Figura 1 Modelo de homologia ChR2 com base na estrutura
Sensory Rhodopsin 2 (PDB code 1H2S). A regido alvo para a
pesquisa de <cisteina (R115 a T139) estéd localizada na
hélice transmembranar 3 (TM3) e estéd assinalada a vermelho.
A insercdo mostra a presumivel localizacdo do L132C mutado,
os Cl1l28 e D156 ligados por hidrogénio, ligando as TM3 e TM4
como indicado pela 1linha a ponteado, e o0os residuos
homélogos para o dador de protdes (H134) e aceitador de
protdes (E123), respetivamente. O crombéforo é formado por
todos o0s trans retinal (ATR) e K257 covalentemente ligados
por uma base de Schiff. A cavidade formada pela remocdo dos
grupos metilo das leucinas ¢é apresentada como esferas e
sobreposta no grupo sulfidrilo mutado do residuo de

cisteina (bola amarela). A figura foi preparada com VMD 30

Figura 2 Caracterizacdo Dbiofisica de CatCh em células
HEK293 e od6citos de Xenopus. (a) Esquerda, sumério das
amplitudes de corrente estaciondria em response a 500 ms
pulsos de luz azul medidos em células HEK293 a -60 mV que
expressam CatCh (preto) e ChR2 WT (vermelho), apresentadas
como a média * d.p. (n=6). Direita, comparacdo de cinética
de desaparecimento de fotocorrentes normalizadas para

correntes estacionarias. (b) Esquerda, as fotocorrentes
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atuais em resposta a pulsos de luz azul 473-nm 1-s. oS
tracos s8do normalizados para a amplitude do pico da
fotocorrente para ilustrar o aumento na proporcdo da
corrente estaciondria para pico em CatCh (preto) em
comparacdo com WT (vermelho) . Direita, comparacdo da
cinética de aparecimento das fotocorrentes normalizadas
para o0s picos de corrente. (¢) resposta a luz de 473-nm de
obcitos de Xenopus que expressam CatCh e ChR2 WT em 80 mM
de Ca™ extracelular (pH 9) a -120 mV (tracos continuos
inferiores). Injecdo do quelante de Ca't BAPTA para uma
concentracdo final citossélica de 1 mM aboliu as correntes
sobrepostas dos canais intrinsecos de cloreto ativados por
Catt, enquanto as correntes residuais de Ca*™ no
canalrodopsina permaneceram (tracos ponteados superiores).
As correntes foram normalizadas para o pico de corrente de
ChR2 WT e sé&do tipicas de outras seis experiéncias. Note-se
a maior diferenca de amplitude de fotocorrente antes e
depois da injecdo de BAPTA de CatCh, indicando a sua
aumentada permeabilidade ao Ca'*t em comparacdo com ChR2 WT.
(d) As caracteristicas de fluxo de ides de CatCh em células
HEK293 a -80 mV (n=6, ver métodos). (e) Relacdes corrente-
voltagem de ChR2 WT (-H-) e CatCh (-A-) em 90 mM de CaCly
em comparacdo com 140 mM de NaCl (-e-, ChR2 WT e CatCh
sobrepostas). As correntes normalizadas para a corrente de
ChR2 WT a -100 mV. O potencial de reversdo de CatCh em
CaCl, é deslocada para potenciais positivos, indicando uma
permeabiidade aumentada ao Ca't (média * d.p., n=5). (£f)
medicdes do influxo de Ca't de Fura-2 em células HEK293 que

expressam ChR2 WT (e) e CatCh (M) a 10 s de luz de 460 nm
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(barra azul) na presenca de 90 mM de Ca't extracelular
(n=10) mostrando uma elevacdo com aumento de quatro-vezes
no Ca't intracelular em CatCh (células HEK293 controlo néo

transfetadas, A).

Figura 3 Expressdo de CatCh em neurdénios do hipocampo em
cultura, (a) Imagem confocal de um neurdénio do hipocampo em
cultura que expressa ChR2(L132C)-2A-EGFP sob o promotor
CAG. Escala da barra 20 mm. (b) Comparacédo das
fotocorrentes tipicas de CatCh (preto) e WT (vermelho)
suscitadas por um pulso de 600 ms de luz azul de 473-nm
(Ja73rm 1 x 107° fotdes st cm?). (c) Sumdrio das amplitudes

de corrente estaciondria (-60 mV, n=6).

Figura 4 Fotoestimulacdo neural de sensibilidade répida e
elevada. (a-d) Registo de corrente em fixacdo de membrana
representativo de célula total de um neurdnio do hipocampo
que expressa CatCh em resposta a pulsos de luz de 2-s. (a)
A intensidade de luz de 473-nm requerida pela WT induz um
bloco de despolarizacdo (Js73 mm 2,5 x 1017 fotdes s cm?).
(b) Reduzir a intensidade de luz restabelece o acendimento
(Ja73 om 2,5 x 101% fotdes s7! cm?). (e¢) Curva de afinacdo de
luz representativa para ativacdo da acdo (Jmax 9,7 x 101°
fotdes s! cm?, média + d.p., 2 vezes). (d) Iluminacéo
verde moderada de 532-nm também evoca sequéncias de
potenciais de acdo (Jss2 nm 2,5 x 1017 fotdes s™1 cm?). (e) A
laténcia do pico do pulso de luz para a ativacdo ao longo
das sequéncias de pulso de luz consistindo em 25 pulsos de

luz de 473-nm de 1-ms (J173 om x 3 1018 fotdes s cm™?, média
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+ d.p. [jitter]), em 2 mM de Ca™ extracelular (M) e como
controlo a 5 Hz em 3 mM de Mgt extracelular (H), que
aumenta a laténcia para valores semelhantes aos de ChR2 WT.
(f) o inicio de ativacdo em resposta a pulsos de 1l-ms de
473-nm a uma taxa de 50 Hz (J473 mm 2,8 x 101° fotdes s-! cm?)
e (g) em resposta a pulsos de luz de 473-nm de 10 ns a 10
Hz (Ja73nm 1,1 x 1025 fotdes s-! cm?). (h) A repolarizacdo de
membrana incompleta (seta com duas cabecas) devido a
inibicdo de canais BK por 1 mM de TEA. A sobreposicdo da 3°
sequéncia de pulso de ativacéo (preto), 1% ativacéo
(vermelho) e 3% ativacdo (azul) apds aplicacédo de TEA (Jz73
m 1,8 x 1018 fotdes s71 cm?). (i) Substituicdo de Ca*t por
Mg™ na solucdo extracelular abranda a ativacdo da
repolarizacdo e causa a despolarizacdo prolongada (5 Hz,
Esquerda) e a formacéao de multiplas ativacodes em
frequéncias mais elevadas (20 Hz, Direita) (J473 mm 8,3 X

1018 fotdes s cm™?).

Figura 5 Caracterizacdo espetroscdépica de CatCh. Apds a
excitacdo de luz, o CatCh mutante (tracos a preto) entra
num fotociclo compardvel ao do WT (tracos a vermelho) em
cinética e na presenca de fotointermedidrios. A figura
apresenta as alteracdes espetrais apds excitacdo a 450 nm
com os comprimentos de onda caracteristicos para a base de
Schiff desprotonada, P390 (381 nm, painel superior), para
P520, dominante no estado aberto (541 nm, segundo painel),
e no estado basal (440 nm, terceiro painel). O primeiro
intermedidrio deslocado para o vermelho, presumivelmente

P500, ndo ¢é resolvido e é apenas detetado como desloca-
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mento. A base de Schiff desprotona na escala de tempo de
microssegundo (1=50 ms), um evento que ¢é dificilmente
observavel devido com a Dbaixa amplitude a 381 nm,
concomitante com um aumento aos 541 nm. O aumento do
intermedidrio P520 ocorre no processo que se segue (t=1,5
ms), antes de decair (t=9 ms) populando deste modo uma
segunda espécie permanente (P480). O estado basal (D470)
reverte no processo a seguir (t=10 s). As transig¢des no
fotociclo assemelham-se as observadas na WT. Como para a
cinética de abertura e de fecho nas medigbes das correntes,
a mutacdo ndo causa alteracdes significativas nos estados
funcionais. O estado aberto ¢ determinado principalmente
pelo intermedidrio P520. A principal diferenca é encontrada
no admbito de amplitude do P390 em comparacdo com P520 que é
inferior a de WT. Deste modo, a mutacdo L132C ndo afeta a
reacdo de luz no sitio do cromédforo. Note-se que os dados
das cinéticas espectroscéodpicas do fotociclo ndo foram

alterados na presenca de 50 mM de Ca'*.

Figura 6 Espectro de acdo de CatCh determinado por dois
elétrodos-voltagem-fixacdo em od6citos de Xenopus. As
amplitudes de corrente foram medidas em diferentes
comprimentos de onda (A) na auséncia de Ca'™ (como indicado
nos exemplos), normalizados para o fluxo de fotdes (n=o6).

Comparacdo do estado basal (-) e o espectro de acdo (H).

Figura 7 as alteracdes de potencial de superficie induzidas
pelo Ca**. E conhecido, que a queda na voltagem através da

membrana depende da diferenca de potencial aplicada (¥') e
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¢ modificada pelo potencial de superficie (®9). Em geral o
®9 depende da densidade de carga de superficie negativa,
que pode ser modificada pelo rastreio com contra-ides.
Deste modo a ativacdo dos canais de sdédio acionados por
voltagem (e outros canais sensiveis a voltagem) pode ser
influenciada pela alteracdo da carga de superficie no lado
externo ou interno da membrana '®. No nosso caso, o Ca'f
conduzido através de CatCh neutraliza as cargas de super-
ficie negativas na face interna da membrana do neurdnio.
Através disto, é induzido um efeito de despolarizacdo no
potencial de potencial de membrana, levando a inducdo de
potenciais de acdo em intensidades de 1luz inferiores. Um
desenho esquemédtico deste mecanismo ¢ apresentado em a-c
(apds Hille 2001). (a) No escuro, o canal CatCh é fechado,
a diferenca de ©potencial ao 1longo da membrana, EM
(potencial externo aplicado), é equivalente ao potencial de
membrana em repouso (aqui estabelecidos aos -60 mV). Para
simplicidade, &9 foi estabelecido a @o'. (b) Apdbs a
ativacdo de CatCh pela 1luz, ocorre o influxo de Na+ da
normal despolarizacdo de membrana. No entanto, o Ca't
adicional que entra no neurdnio aumenta o potencial de
superficie na face da membrana interna (®o"). Quanto maior
for o influxo de Ca'™, mais positivo serd o ®¢" (indicado
por seta com duas cabecas) e menor serd a queda de voltagem
através da membrana. Isto facilita a ativacdo de canais de
s6édio acionados por voltagem. (c) Substituindo o Ca*f
extracelular por Mg't, qgue ndo permeia através de CatCh e
j& estd presente em ~4 mM no citosol, ocorre apenas um

efeito menor de despolarizacdo. Isto é devido a uma mais
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fraca ligacdo de Mg'™ ao lado extracelular da membrana em
comparacdo com o Ca'*f, gque diminui ligeiramente o potencial
de superficie extracelular &o'. Note-se que o efeito de
despolarizacdo do potencial de superficie aumenta com a
diminuicdo do declive da queda de voltagem através da

membrana.

EXEMPLOS

Construgdo e caracterizacgdo biofisica de CatCh

Em contraste com as abordagens anteriores, o
objetivo dos inventores foi identificar residuos no ChR2 WT
cujas mutacdes modificam a permeabilidade do catido. Os
inventores focaram-se no terceiro dominio transmembranar
uma vez que varios residuos mutados neste dominio foram
apresentados para alterar o fotociclo e a passagem através
do canal (Fig. 1) 5712, Cada residuo de Ar9il> a Thrl3® foi
individualmente substituido por <cisteina e pesquisado
quanto a alteracdes funcionais em odbécitos de Xenopus

laevis.

Espetroscopia. CatCh foi expressa e purificada em

Pichia pastoris como descrito anteriormente.>13., Estudos de
flashfotdlise foram efetuados e as alteracdes de
absorvéncia foram medidas apds excitacdo de um laser flash
de 10 ns de um laser de excimero com corante bombeado (450

nm, 2-3 mJ)13.
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A mutacdo L132C (CatCh) apresenta alteracdes

significativas na amplitude e forma dos tragos da corrente.

Cultura de células HEK293 e biologia molecular.

ChR2 (L132C) -YFP C-terminalmente truncado (vetor: pcDNA3(-)-
chop2-309-(L132C)-EYFP) foi transfetado em células HEK293 e
mantido sob selecdo de G418 todas as vezes (0,6 mg/mL; PAA
Alemanha, Colbe, Alemanha). Para o tipo selvagem ChR2 WT, o
ChR2-YFP C-terminalmente truncado (vetor: pcDNA4TO-chop2-
309-EYFP) foi estavelmente transfetada em células HEK293-
Trex (Invitrogen), cultivadas e induzidas como descrito 13,
As relacbdes do pico para o basal foram determinadas a
partir de células HEK293 transientemente transfetadas
(Effectene, QIAGEN) com construcdes pcDNA3.1(-)-ChR2-YFP
otimizadas para os coddes humanos (WT, H134R ou L132C) 24

horas antes das medicdes.

Registos eletrofisioldgicos em células HEK293. As
pipetas patch com resisténcias de 2-4 MQ foram fabricadas a
partir de vidro de borossilicato de paredes finas (GB150-
8P, Science Products, Hofheim, Alemanha) num extrator
horizontal DMZ-Universal (Serial No. 5318904120B, Zeitz-
Instruments, Augsburg, Alemanha). As fotocorrentes foram
registadas com o método fixagdo de membranas na célula
completa e activada por pulsos de luz de um laser de estado
s6lido bombeado por diodo (Pusch Opto Tech GmbH, Baden
Baden, Alemanha; A = 473 nm) focado numa fibra oética de 400
mm. Os pulsos de luz foram aplicados por uma porta réapida

controlada por computador (Uniblitz LS6zM2, Vincent
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Associates). Todas as intensidades de luz dadas sdo medidas
na extremidade da guia de luz. Para ter uma estimativa da
permeabilidade para diferentes catides, mediu-se as
relacdes da fotocorrente-voltagem e determinou-se o
potencial inverso. A solucdo intracelular continha 140 mM
de NaCl, 7 mM de EGTA, 2 mM de MgCl; e 10 mM de Tris (pH=9)
e a solucdo extracelular continha 140 mM de NaCl, 2 mM de
MgCl, e 10 mM de Tris (pH=9). Para permeabilidades para os
catides, o NaCl externo a 140 mM foi trocado por 140 mM de

KCl, 90 mM de CaCly, ou 90 mM de MgCl,, respetivamente.

As permeabilidades dos protdes foram determinadas
a partir do deslocamento do potencial reverso da relacgédo
corrente-voltagem quando o pH foi reduzido de 9 a 7,4 (ou
6). As taxas de permeabilidade foram calculadas de acordo
com a equacdo de Goldman-Hodgkin-Katz (GHK), incluindo os

termos para Nat, Kf, H e Catt.

Em células HEK293, as correntes basais de CatCh
induzidas por luz azul eram de amplitude ~2,5-vezes
superior em comparacdo com ChR2 WT 24 h apds transfecdo
(CatCh: 25,0 £ 8,8 pA/pF; WT: 10,1 + 4,1 pA/pF; média =
d.p., n=6, -60 mV, Fig. 2a). A proporcdo de corrente basal
para o pico também aumentou de 0,37 * 0,18 no WT para 0,71
+ 0,16 em CatCh (Fig. 2b). Durante a estimulacido repetitiva
com luz azul de CatCh o pico de corrente desapareceu.
Recuperou em minutos no escuro, gquando a recuperacdo néao
foi prematuramente induzida por luz amarela. Em contraste,

uma recuperacdo complete do pico de corrente de ChR2 WT sob
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condicdes idénticas leva 20 segundos '3, As constantes de
tempo de ativacdo e desativacdo de CatCh (ten = 590 * 3 ms,
Toff = 15 + 2 ms, n=9, pH 7,4, -60 mV, média * d.p.) foram
ligeiramente mais longos em comparacdo com ChR2 WT (Ton

214 + 2 ms, Tore = 10 £ 1 ms, n= 9, pH 7,4, -60 mV; média

I+

d.p.; Figs. 2a,b, Fig. 5 painel inferior, tabela 1).

A sequir, os inventores compararam os efeitos
descritos nas propriedades do canal com as alteracdes
espectrais no fotociclo. Experiéncias de fotdlise flash em
CatCh purificado revelaram apenas desvios menores do
espetro de ChR2 WT !® (ver Fig. 5). 1. 0O intermediédrio
precoce P390, que representa a base de Schiff desprotonada,
é fracamente detetével. 2. O intermedidrio P520, que repre-
senta o estado tempo de vida ligeiramente aumentado de 9
ms, comparavel com o valor de Tofr determinado eletro-
fisiologicamente. Valores de tempo de wvida em aberto
semelhantes foram obtidos para o mutante H134R, que mostrou
uma atividade duplicada em unidades de condutéancia
inalterada de 2,14. Deste modo, também no caso de CatCh, a
cinética de desaceleracdo do estado aberto podia ser
responsavel por aumentar em 2,5-vezes as correntes basais
medidas em células HEK293, enquanto a unidade de
conduténcia permanece inalterada. Isto foi confirmado por
medicdo da condutédncia de canal tnico do CatCh utilizando a

andlise de ruido estacionédria como previamente descrito 14.

Anédlise de Ruido. Foram efetuadas experiéncias em

células HEK293 como descrito anteriormente 14 e conduzidas
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4 temperatura ambiente (23°C). A solucdo da pipeta continha
1 mM de Guanidina-HCl, 199 mM de NMG-Cl (N-Metilglucamina),
10 mM de EGTA, 2 mM de MgCly,, e 20 mM de Hepes (pH 7,4), a
solucdo do banho continha 200 mM de guanidina-HCl, 2 mM de
MgCl;, 2 mM CaCly, e 20 mM de Hepes (pH 7,4). A corrente de
resposta a um estimulo de 1luz azul foi registada sob
aplicacdo de um protocolo de passos de voltagem sob
condicdes saturantes de luz e de novo sob condigdes de luz
em qgue a resposta de corrente a -60 mV foi metade da
corrente maxima (Io,s; 2 kHz filtro Bessel de pouca
passagem; taxa de amostragem: 100 kHz; didmetro da célula:
15 mm). Registos da Ig,5 basal durante iluminacédo prolongada
(2 min) a -60 mV de potencial de espera foram utilizados
para estimar a condutdncia do canal Unico (filtro Bessel
com pouca passagem de 2 kHz; taxa de amostragem de 20 kHz).
Registos alternantes sem (controlo, 3 registos) e com
iluminacdo (2 registos, 30 seg apdés o inicio do estimulo de
luz) foram recolhidos, sujeitos a transformada de Fourier e
a condutdncia do canal Unico estimada a partir de uma
aproximacdo com uma funcdo Lorentziana (para detalhes ver
14) . As intensidades de 1luz inferiores foram selecionadas
de modo a obter a flutuacdo méxima da abertura e fecho do

canal acionado pela luz.

Em linha com as experiéncias de anédlise de ruido
ChR2 WT e H134R, a guanidina foi wutilizada como id&o
condutor. Note-se qgque as propriedades cinéticas do canal
sdo independentes do catido de permeacdo 4. A avaliacdo da

diferenca de poder espetral produziu uma condutédncia de
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canal Unico vy de 140 = 5 fS (n=6, -60 mV) durante 200 mM de
guanidina a temperatura ambiente (23°C), que é semelhante a
conduténcia extrapolada a temperatura ambiente do canal
tnico de ChR2 WT de 150 fS 4. A probabilidade de abertura
de CatCh determinada a partir da andlise de ruido &
inalterada em comparacdo com H134R (Ps~ 0,6). Deste modo,
um tempo de vida aumentado de canal aberto pode facilmente
contribuir para o aumento observado em fotocorrentes
através de um fator de 2,5. No entanto, uma ligeira
estimulacdo na expressido de cdédépias de CatCh ndo pode ser

excluida.

Preparacdo de ob6citos de Xenopus laevis e

biologia molecular. Uma variante C-terminalmente-truncada

de ChR2 (residuos 1-315) sem exposicdo extracelular de
residuos de cisteina (contendo mutacdes C34A e C36A) foram
subclonadas no vetor pTLN 27. As mutacdes Unicas de
cisteina foram introduzidas pelo QuickChange Site-Directed
Mutagenesis (Stratagene) e verificadas por sequenciacdo. O
mRNA foi preparado utilizando o SP6 mMessage mMachine kit
(Ambion, Austin, TX). 50 pL de cRNA, que incluiam 30 ng de
mRNA de ChR2 WT/CatCh foram injetados em cada odécito de
Xenopus. 0Os ob6citos foram obtidos ©por tratamento de
colagenase apbds ovarioctomia parcial. Apds injecdo de cRNA,
os ob6citos foram incubados em retinal todo-trans (1 mM, a
partir de um stock de 1 mM em etanol) e foram mantidos em
tampdo ORI (90 mM de NaCl, 2 mM de KCl, 2 mM de CaCl; e
5 mM de Mops, pH 7,4) contendo 1 mg/mL de gentamicina a 18°

C durante dois a gquatro dias.
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Fixacdo de dois elétrodos-voltagem em obcitos

Xenopus laevis. As fotocorrentes foram ativadas com uma

lédmpada de 75-W de arco de xénon e um filtro de banda de
450 + 25 nm, cuja luz foi acoplada numa guia de luz de 1 mm
com uma saida de ~10'® fotdes s! cm?2. Os espetros de acdo
foram registados utilizando filtros de banda mais estreita
(398-645 nm; + 10 nm; Balzer série K) em combinacdo com
filtros de densidade neutral para conseguir uma fibra com
saida de ~ 1,4 x 1017 fotdes s ! cm? para cada comprimento
de onda. Para a producdo dos espetros de acdo, o Ca'™ na
solucdo ORI foi substituida por Ba'™" para suprimir as
correntes de CaCC. As amplitudes de corrente em cada
comprimento de onda foram normalizadas para representarem
igual exposicdo a fotdes. O espetro basal determinado por
espectroscopia foi depois ajustado a média dos pontos dos
dados. Para suprimir a ativacdo do canal de cloro ativado
por cédlcio (CaCC), 50 pL de uma solucdo 20 mM do quelante
de Ca?t répido 1,2-bis(2-aminofenoxi)etano-N,N,N',N'-tetra-
acetato (BAPTA) foram injetados em cada odécito (~1 mM de

concentracdo final no odécito).

Excitacdo de CatCh com comprimentos de onda
variantes em obcitos de Xenopus laevis revelou um espetro
de acdo praticamente idéntico ao do espetro de ChR2 WT com
um comprimento de onda de excitacdo maximo a 474 nm (Fig.
6). Na presenca de Ca' extracelular e a potenciais de
espera negativos, as correntes de CatCh mostraram um

aumento dramético na amplitude durante a iluminacdo devido
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a uma corrente sobreposta de saida gue se assemelha a dos
canals de cloreto ativadas por célcio (CaCC) 1516 (Fig 2c).
Nos odécitos que expressam ChR2 WT as correntes CaCC foram
também observadas, mas estas foram marcadamente menores do
que as induzidas por CatCh (Fig. 2c). Para ambos, ChR2 WT e
CatCh, a 80 mM de Ca'" extracelular, a injecdo do quelante
rdpido de Catt BAPTA 1,2-bis(2-aminofenoxi)etano-N,N,N',N'-
tetraacetato na célula aboliu as correntes de CaCcC,
enquanto permaneceu uma corrente residual de Ca™ (Fig. 2c¢)
1. A maior diferenca das fotocorrentes antes e apds injecédo
de BAPTA para CatCh apoia a hipdtese de um fluxo aumentado

de Ca' apbs a ativacdo de catch.

Permeabilidade de CatCh aumentada para o céalcio.

De modo a obter uma estimativa da permeabilidade de CatCh a
ides, as relagdes fotocorrente-voltagem e o potencial
reverso para diferentes catides foram medidas em células
HEK293. Estas experiéncias revelaram que as permeabilidades
para o sdédio, potassio e magnésio sdo comparaveis as de
ChR2 WT (Fig. 2d) 1. A permeabilidade de CatCh a protdes
(pH/pNa = 4*10°) é ligeiramente aumentada em comparagdo com
a de ChR2 WT (pH/pNa = 2,5*10°). A permeabilidade ao Ca'*
(pCa/pNa) foi determinada pelo deslocamento do potencial
reverso quando o Na' a 140 mM da solucgdo extracelular foi
substituido por 90 mM de Ca**. A permeabilidade relativa ao
Ca™ de CatCh foi aumentada de 0,15 em ChR2 WT para 0,24
como evidenciado pelo potencial reverso (potencial bi-
iénico) deslocando-se de -30,7 + 2,7 mV (ChR2 WT, média =

d.p., n=b) para -21,6 * 3,8 mV (CatCh, média * d.p., n=5;
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Fig. 2e) . De modo a adicionalmente quantificar a
permeabilidade ao Ca*™ de CatCh aumentada, realizou-se a
imagiologia Fura-2 do calcio de em células HEK293 dque
expressam CatCh e comparou-se as proporcdes 340/380 medidas

com as proporcdes medidas em células que expressam ChR2 WT.

Imagiologia Fura-2 em células HEK293. Fura-2 AM
(5 mM; Invitrogen) foi carregada a temperatura ambiente
durante 30 min a 1 hora. Apds carregamento, as células
foram recuperadas numa solucdo a 140 mM de NaCl sem Ca™t
(140 mM de NaCl, 7 mM de EGTA, 2 mM de MgCly; e 10 mM de
HEPES). A proteina amarela fluorescente foi excitada por
uma exposicdo de 500 ms a luz utilizando um filtro de
460/40 nm (Visitron Systems, Puchheim, Alemanha) para
estimar o nivel de expressdo em cada célula a partir da sua
YFP-fluorescéncia. A solucdo foi entdo substituida por uma
solucdo de Ca™ extracelular que consistiu em 90 mM de
CaClz, 7 mM de EGTA, 2 mM de MgCl; e 10 mM HEPES. Apdbds 15
min no escuro 0S8 canais acionados pela luz foram
estimulados durante 10 s com luz azul (460/40 nm). Fura-2
foi excitado com 340 nm (340/20) e 380 nm (380/20) e a luz
emitida (540/80 nm) detetada com uma camara CCD (todos os

filtros de Visitron Systems, Puchheim, Alemanha).

Para excluir varios niveis de expressdo de
proteina como um fator na incorporacdo de calcio, as
proporcdes medidas 340/380 foram normalizadas para o valor
de YFP-fluorescéncia de cada célula individual. A Figura 2f

mostra que apds fotoestimulacdo de 10-s de 1luz azul (470
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nm) em solucdo de Ca™ 90 mM saturante, o aumento de Ca™
intracelular nas células que expressam CatCh é cerca de 4-

vezes maior do que o de células gque expressam WT.

Aplicagdo a neurdnios do hipocampo

Para testar a adequabilidade de CatCh para

aplicacdo neuronal, a construcdo foi expressa em células do

hipocampo piramidal em cultura.

Cultura de neurdénios do hipocampo. Os hipocampos

foram isolados de ratos Sprague-Dawley Pl recém nascidos
(Jackson Laboratory) e tratados com papaina (20 U mL™1)
durante 20 min a 37 °C. Os hipocampos foram lavados com
DMEM (Invitrogen/ Gibco, glucose elevada) suplementado com
10% de soro de bovino fetal e triturado num pegqueno volume
desta solucdo . ~ 75 000 células foram plagueadas em
lamelas de vidro revestidas com poli-D-lisina/laminina em
placas de 24 pocos. Apds 3 horas, o meio de plagueamento
foi substituido por meio de cultura (Neurobasal A contendo
2% de suplemento B-27, 2 mM de Glutamax-I e 100 U/mL de
penicilina e 100 mg/mL de estreptomicina). ChR2(L132C)-YFP
e ChR2-YFP foram transfetados 5-10 dias apdbdés plagqueamento
utilizando o reagente de lipofectamina 2000 (Invitrogen).
Alternativamente, 2-5 x 102 GC/mL de virus (AAV2/7-CAG-
ChR2 (L132C) -2A-EGFP-WPRE-bGH) foram adicionados a cada pocgo
4-9 dias apds plagqueamento. A expressdo tornou-se visivel 5
dias pds-traducdo. Ndo foi observada neurotoxicidade para o

tempo de vida da cultura (~5 semanas). Ndo foi adicionado
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retinal todo trans ao meio de cultura ou meio de registo

para qualquer das experiéncias aqui descritas.

Construgcdo de vetor wviral adeno-associado. O

estimulador precoce de citomegalovirus/promotor da B-actina
de galinha (CAG) foi amplificado por PCR e inserido no
PAAV2-Rho-EGFP (gentilmente cedido por Alberto Auricchio
28) para obter pAAV2- CAG-EGFP. O plasmideo de expressio
viral pAAV2-CAG-EGFP continha adicionalmente um elemento
regulador pds-transcricdo de marmota (WPRE) e uma sequéncia
de poliadenilacdo da hormona de crescimento de bovino
(BGH) . ChR2(L132C)-2A-EGFP (gentilmente cedido por Volker
Busskamp® - péptido de auto-clivagem 2A/CHYSEL 2°%) foi
construido pelo adaptador de PCR e subclonado em pAAV2-CAG-
EGFP por substituicdo de EGFP utilizando o kit de fusédo da
Clontech. O wvetor wviral (PAAV2-CAGChR2 ( L132C)-2A-EGFP-
WPRE-bGH) foi empacotado (serotipo 7) e purificado por
afinidade no Programa de Terapia Génica da Universidade da
Pensilvédnia com um titulo de virus infeccioso final de

2,26x1011 coépias do genoma/mL.

Registos eletrofisioldgicos de neurdnios do

hipocampo. Para os registos de célula completa em neurdnios
do hipocampo em cultura, as pipetas patch com resisténcias
de 5-10 MQ foram cheias com 129 mM de gluconato de
potéassio, 10 mM de HEPES, 10 mM de KCl, 4 mM de MgATP e
0,3 mM de NaszGTP, titulado a pH 7,2. A solucdo de Tyrode
foi empregue como a solucdo extracelular (125 mM de NacCl,

2 mM de KC1, 2 mM de CaCly, 1 mM de MgCl;, 30 mM glucose e
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25 mM de HEPES, titulado a pH 7,4). A denominada solucgédo
extracelular isenta de Ca*" continha esta mesma solucéo
exceto que tinha 0 mM de Ca*™™ e 3 mM de Mgtt. Os registos
foram conduzidos na presenca dos blogueadores de
transmissdo sindptica excitatdéria, 1,2,3,4-tetra-hidro-6-
nitro-2,3-dioxo-benzo[f]lquinoxalina-7-sulfonamida (NBQX,
10 mM, Sigma) e 4cido D(-)-2-Amino-5-fosfonopentandéico (AP-
5, 50 mM, Sigma). Para registos de voltagem em fixacdo foi
adicionado 1 mM de tetrodotoxina a solucdo extracelular.
Para inibir a atividade do canal BK, foi adicionado 1 mM de
TEA. Os registos foram conduzidos num microscédpio invertido
Zeiss Axiovert 25 equipado com uma lampada de
fluorescéncia. O sucesso da expressdo de proteina foi
provado por fluorescéncia mediada por EGFP ou YFP. A
resisténcia do acesso neuronal foi de 15-40 MQ e foi
monitorizada quanto a estabilidade ao longo da experiéncia.
Os sinais eletrofisioldégicos foram amplificados utilizando
um amplificador Axopatch 200A (Axon Instruments, Union
City, CA), filtrado a 10 kHz, digitalizados com um Axon
Digidata 1600 (50 Hz) e adgquiridos e analisados utilizando
o pClamp9 software (Axon Instruments). As fotocorrentes
foram evocadas utilizando pulsos de luz de varios
comprimentos de lasers de estado sélido bombeados por diodo
(Pusch Opto Tech GmbH; Al = 473 nm, P1 = 100 mW, A2 = 532
nm, P2 = 50 mW) ou flashes de 10 ns de um laser de excimero
com corante Dbombeado (Coumarina 2, A = 450 nm). As
intensidades de luz especificas sdo indicadas nas legendas
da figura e no texto e sdo intensidades na extremidade de

uma fibra 6ética de quartzo de 400 mm de didmetro (STE-
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F100/400-Y-VIS/NIR; Laser 2000, Wessling, Alemanha) a uma
distédncia de ~500 mm da célula. As correntes medidas a
partir de neurdnios que expressam ChR2(L132C)-YFP e

ChR2 (L132C)-2A-EGFP foram i1dénticos.

Imagiologia confocal. Para a imagiologia, as

lamelas com neurdénios do hipocampo foram fixadas a 4 °C
durante 10 min em 4% de paraformaldeido em tampdo PBS
contendo 2% de sacarose. As células foram subsequentemente
incubadas durante 1,5 horas em IgG de coelho contra o-GEP
(Invitrogen, Alll22) seguido de uma incubacdo de 45 min em
Alexa Fluor 488 donkey-o-rabbit IgG (Invitrogen, A21206). A
imunofluorescéncia de laminas montadas foi fotografada num
microscdépio confocal Zeiss LSM 510 (Zeiss, Plan-Neofluar

403/0.75) .

0O mutante CatCh foi robustamente expressa em
culturas do hipocampo (Fig. 3a) durante semanas sem sinais
de neurotoxicidade e exibiu, como nas células HEK293, uma
proporcdo superior de estado basal-para-pico em registos de
células completas e amplitudes de corrente aumentadas cerca
de quatro vezes de 644 + 31 pA (-60 mV, n=6, média * d.p.)
em comparacdo com WT com 164 * 39 pA (-60 mV, n=6, média =
d.p.) em resposta a 473-nm de luz azul (Fig. 3b). No modo
de fixacdo de corrente, luz azul artificial de intensidade
elevada tipicamente utilizada para ativar o WT (1018- 1019
fotdes s-1 cm-2) conduz as células piramidais gque expressam
CatCh num bloco de despolarizacdo (Fig. 4a). Para induzir

sequéncias de acdo fidveis a intensidade de luz foi
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reduzida em 2 unidades log (5*1016- 2*1017 fotdes s-1 cm?)
para uma intensidade de luz no intervalo natural da visé&o
fotdépica conduzida pelo fotorecetor em cone (Fig. 4b) 17. A
Figura 4c mostra uma curva representativa de afinacdo para
a taxa de iniciacdo dependente da intensidade de luz de uma
célula piramidal. A taxa de iniciacdo média méxima reside
em 8,2 x 10 + 2,5 x 10'® fotdes s! cm? (média * d.p.,
n=5). A maior eficédcia da luz de neurdnios gue expressam
CatCh facilita a ativacdo com comprimentos de onda fora da
sensibilidade do pico, como exemplificado para a luz verde
(532 nm) na figura 4d. Isto pode conferir beneficios em
termos de recrutamento de tecido mais eficaz com maior
penetracdo da luz verde. Relacionou-se a sensibilidade a
luz dramaticamente melhorada de neurdnios gque expressam
CatCh a uma aumentada permeabilidade ao Ca'™, aumentando
deste modo, transientemente, o potencial de superficie na
superficie da membrana citossdlica 10/11,18,19  (para uma
explicacdo do efeito do Ca™ no potencial de superficie,
ver Figura 7). Durante a excitacdo de luz, o CatCh serve
como uma fonte répida de Ca'™ ligada a membrana, pelo
aumento temporario da concentracdo do Ca't na superficie
intracelular 1local, neutralizando deste modo as cargas
negativas de superficie (Fig. 7). E conhecido que isto
causa um deslocamento do potencial de superficie interno
para valores mais positivos despolarizando deste modo a
membrana (Fig. 7)1%/18, A consequéncia é que os canais de Nat
acionados por voltagem sdo ativados a um potencial de
membrana mais negativo 18, Apds curtos pulsos de luz ou

apds desligar a luz fixa, o Ca' equilibra rapidamente (mi-
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crossegundos) no citoplasma, levando a uma rapida recupe-
racdo e ao imediato desaparecimento dos potenciais de acéo.
Deste modo, para CatCh, menos fotocorrente e subsequen-
temente menos luz é necessdria para a iniciacdo da ativacéo
em comparacdo com ChR2 WT. O pulso de luz-para-laténcia da
ativacdo em CatCh foi mais rapida (~ 5-6 ms; Fig. 4e) com
uma pequena variacdo do que a laténcia para ChR2 WT (~10
ms) a 1intensidades de luz semelhantes (2,8 x 10!%® fotdes s-!
cm™2) 3. Os inventores testaram ainda CatCh para a sua
capacidade de induzir potenciais de acdo Unicos a uma
estimulacdo por luz de elevada frequéncia. Uma sequéncia de
pulsos de luz azul 473-nm de 1-ms de duracdo (2,8 x 107%°
fotdes st cm?) conduziram 100% de sequéncias de ativacdo
fidveis até frequéncias de 50 Hz (n=8; Fig. 4f - maior
parte das células piramidais n&do caem bem para além de 50
Hz mesmo com injecdo de corrente direta). A WT, por outro
lado, necessita de pelo menos pulsos de luz de 2-ms para
induzir ativacgdes de modo fidvel e faz isto apenas até
frequéncias de 20 Hz 12. Forcou-se a ativacdo em tempo
curto de CatCh ainda mais e evocou-se potenciais de acéo
Uinicos até frequéncias de 10 Hz por pulsos de luz azul de
10 ns (1,1 x 102 fotdes s ! cm?), uma duracdo de pulso de
suficientemente curta para induzir apenas um Unico
processamento em cada proteina CatCh (Fig. 4g). No entanto,
as frequéncias de estimulacdo répidas também requerem uma
réapida repolarizacdo da célula apds cada ativacdo. Apesar
de um Torf desacelerado de CatCh em comparacdo com WT, o
aumento de ~4-vezes no influxo de Ca*" durante a ativacéo

de CatCh (ver medicbdes de Fura-2 Fig. 2f) parece ser
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suficiente para ativar canais de potédssio de grande con-
dutédncia ativados por Ca*t (canais BK) <0 para potentemente
repolarizar a célula ao seu original potencial de repouso
em milissegundos apds cada potencial de acdo. Para provar
que a rapida repolarizacdo foi mediada através dos canais
BK, adicionou-se 100 mM do inibidor do canal de potéassio
tetraetilamédnio (TEA) a solucdo extracelular e observou-se
a repolarizacdo incompleta da membrana e a producdo de um
patamar de potencial tipicamente observado nos protocolos

de estimulacdo por pulso com o ChR2 WT 2 (Fig 4h).

Em conjunto, o0s neurdénios qgue expressam CatCh
exibem um inicio de ativacdo mais rapido, uma repolarizacédo
mais rapida e um sensibilidade a luz aumentada em
comparacdo com a das células que expressam WT (para uma
comparacdo ver tabela 1). As experiéncias de controlo na
auséncia de Cat'texterno e na presenca de 3 mM de Mg, que
possui um efeito menos pronunciado no potencial de
superficie 13/18 (Fig. 7) e ndo é conduzido através de ChR2
WT ou CatCh, apoiam as interpretacdes acima: 1) A laténcia
de pulso de luz-para-ativacdo aumentou para valores de ChR2
WT (Fig. 4e), 2) Em vez da ativacdo réapida da repolarizacédo
como observado na presenca de Ca'™, foi observada uma
despolarizacdo artificial prolongada semelhante a que &
vista nas experiéncias ChR2 WT (Fig. 4i, Esquerda), 3) Na
auséncia de Ca't, as intensidades de luz idénticas resulta-
ram numa despolarizacdo reduzida em ~ 10 mV sob condicdes

experimentais iguais de outra forma e 4) Multi-ativacédo
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como esperado do tempo prolongado de abertura de CatCh

reocorre na auséncia de Ca'" (Fig. 4i, Direita).

Deste modo, 0s inventores demonstraram dque O
CatCh, um canalrodopsina com uma elevada permeabilidade ao
Ca™, pares de sensibilidade a luz aumentada com cinética
réapida e deste modo supera o ChR2 WT e os mutantes lentos e
rédpidos publicados (para uma comparacdo das propriedades de

diferentes variantes de ChR2, ver tabela 1).

Discussédo

A primeira wvista CatCh, o mutante L132C de ChR2
WT, mostra resultados muito pouco espetaculares em
comparacdo com os de ChR2 WT: 1) um aumento de duas-vezes
no tempo de vida do estado aberto, 2) um decaimento desace-
lerado do intermedidrio P520 na cinética do fotociclo, 3)
uma inalterada condutdncia do canal Unico, e 4) um maximo
de absorcdo marginalmente deslocado para o vermelho (4 nm).
Um aumento de 2,5-vezes na fotocorrente pode ser facilmente
explicado pelos parametros medidos sem aumento relevante no
nivel de expressdo. No segundo olhar, no entanto, a
inspecdo mais de perto dos dados de voltagem em fixacéo
obtidos para obcitos de Xenopus laevis que expressam CatCh
produziu uma primeira indicacdo para uma elevada perme-
abilidade ao Ca++, que foi entdo confirmada pela determi-
nacdo do potencial reverso e experiéncias de imagiologia de

cdalcio em células HEK293. Olhando para o modelo na figura
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1, um aumento na permeabilidade ao Ca't pode ser facilitado
pela formacdo de uma estrutura mais flexivel e deste modo a
formacdo de uma cavidade, como apresentado para a mutacédo
L94A da bomba de protdes conduzidos pela luz bacterior-
rodopsina (comparar Fig. 1) 21. Esta cavidade pode estar
localizada numa ansa hidrofdébica como parte da hélice
transmembranar trés (TM3) conservada, apenas uma volta
hélica de distédncia de C128. A manipulacdo da interacédo
entre C128 (TM3) e D156 (TM4) desacelera dramaticamente o
ciclo de reacdo de ChR2 56, um efeito que foi também
observado na bacteriorrodopsina mutante L93A 2223, i.,e. a
vizinhanca do residuo L94. Em ChR2, a interacdo de TM3 e
TM4 parece afetar a passagem e a seletividade, apontando
para um elemento estrutural como transdutor da reacdo de
luz ao poro de ides 24, A insercdo da cisteina mals pequena
e mais hidrofilica pode aumentar a flexibilidade do

segmento hélico, facilitando o acesso de Ca'*.

Quando distribuido as células piramidais do
hipocampo, CatCh exibiu um aumento em ~70-vezes na
sensibilidade a luz em comparacdo com ChR2 WT. Normalmente,
esta eficéacia de luz aumentada ¢é acompanhada por um tempo
de vida de canal aberto fortemente prolongado 2-%13, Isto
ndo ¢ o caso de CatCh. A sensibilidade a 1luz observada
difere marcadamente do que foi observado para outros
canaisrodopsina até agora. Como explicado a seguir, os
efeitos secundéarios na excitabilidade neuronal s&o

induzidos por um influxo de Ca'*t através de CatCh. Apesar
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de possuir uma cinética de fecho mais lenta em comparacédo
com WT, o CatCh mostra o aumento da fiabilidade da ativacéao
e precisdo durante estimulacdo por luz de elevada
frequéncia, reduzindo as ativacgdes extra e eliminacéo
artificial de plataformas de potenciais tipicamente
observados em células que expressam WT em frequéncias de
estimulacdo acima de 20 Hz 3712, pulsos de luz de 1l-ms
distribuidos a temperatura ambiente induziram sequéncias de
ativacdo fiadveis até 50 Hz em células piramidais que
expressam CatCh (o seu limite natural de ativacdo natural;
Fig. 4f). A inducdo da ativacdo com frequéncia elevada
mediada por CatCh em células de ativacdo mais répida tais
como 1interneurdnios corticais de paravalbumina permanece
por testar 4. Uma vez que a cinética do canalrodopsina é
dependente da temperatura com um Q10 de ~2,3 14, os
inventores esperariam uma cinética de CatCh acelerada 3,2-
vezes para experiéncias in vivo a 37 °C sem perder a
sensibilidade a luz. Isto permitird a estimulacdo da
ativacdo mediada por CatCh até pelo menos 300 Hz. A
sensibilidade a 1luz aumentada combinada com a cinética
rapida e precisdo temporal elevada permitiu ativar CatCh
com pulsos de luz tdo curtos como 10 ns, que ativa um Unico
processamento em cada molécula de CatCh seguida por uma
Unica ativacdo. As observacdes em células excitédveis séo
melhor explicadas pelo aumentado influxo de Ca't para o
neurdénio durante a iluminacdo. Note-se que a contribuicéo
de Ca' para a forca condutora devido a sua permeabilidade
aumentada pode ser negligenciada. No entanto, pode

considerar-se CatCh como uma fonte de Ca*™ 1ligado a
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membrana acionado pela luz ("Ca™ ligado a membrana
retido"), gque transientemente distribui Ca*™™ a superficie
citossdbélica da membrana da célula desde que o canal CatCh
esteja aberto. isto neutraliza temporariamente as cargas
negativas na face da membrana interna, aumentando deste
modo o potencial de superficie, que ¢é equivalente a uma
despolarizacdo da membrana ! (Fig. 7). Como esperado,
quando o Ca'™ extracelular foi substituido pelo Mg'™ né&o
permeavel, todos os efeitos de Ca' observados no potencial
de acdo foram abolidos, restaurando o fendtipo de ChR2 WT.
Isto prova que os efeitos de Ca'™ observados foram devidos
ao influxo do Cat'textracelular e nédo causados por um
aumento de [Ca'™]: através de uma potencial expressdo de
CatCh nos organelos das células como o) reticulo
endoplasmédtico. A répida despolarizacdo inicial via o
potencial de superficie divide a laténcia do pulso de luz-
para-pico de ~10 ms em células que expressam ChR2 WT 3 a
~5 ms em células que expressam CatCh. Em comparacdo com o
ChR2 WT, a proporcdo de corrente de pico-basal é muito
reduzida em CatCh (ver tabela 1). Deste modo, durante a
iluminacdo sustentada de CatCh, o nivel de despolarizacéo
das células permanece gquase basal. O influxo de Ca™
continuo durante a iluminacdo persistente pode ativar os
canais de catides nédo seletivos ativados por calcio, que
apoia ainda a manutencdo de um nivel de despolarizacédo
basal. Por outro lado, um pré-requisito para a estimulacéo
pulsada de levada frequéncia bem-sucedida ¢é uma rapida
repolarizacdo da célula apds cada potencial de acdo. O

tempo de vida do estado aberto de CatCh ligeiramente aumen-
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tado em comparacdo com WT deve limitar a sua frequéncia de
estimulacdo méxima. No entanto, uma permeabilidade ao Ca**
melhorada contraria esta limitacdo pela potente ativacdo de
canais de ©potéssio acionados por calcio de grande
condutédncia (canais BK). Isto restabelece o potencial de
repouso da membrana do neurdnio em milissegundos apds cada
potencial de acdo. Esta teoria foi confirmada pela inibicé&o
de canais BK com o bloqueador TEA do canal aberto, que
resultou numa despolarizacdo ©persistente do neurdnio

durante a duracdo de um protocolo de estimulacdo por pulso.

Em comparacdo com as ferramentas optogenéticas jéa
disponiveis, o CatCh tem uma sensibilidade a luz aumentada
semelhante aos mutantes lentos !° ou SFOs ® mas com uma
cinética de resposta muito mais acelerada que ¢é devida a
sua permeabilidade ao Ca't aumentada e as consequéncias na
excitabilidade neuronal. Isto torna o CatCh superior as
variantes de ChR2 disponiveis, em que uma elevada
sensibilidade a luz tinha de ser estabelecida a custa da
cinética répida e vice versa no que respeita aos canaisro-

dopsina réapidos 712 (para uma visdo geral ver tabela 1).

No que respeita a aplicacdo optogenética, nota-se
que serd importante validar os parédmetros de pulso de luz
6timo em cada preparacdo experimental tal como a duracdo e
intensidade da estimulacdo, uma vez que a resposta
especifica serd, em uUltima andlise, controlada pelas
propriedades biofisicas intrinsecas do neurdénio e niveis de

expressadao de CatCh.
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Tabela 1: Comparagdo de propriedades de CalCh com outras ferramentas optogenéticas excitatorias

alts] | e | VIS | I | D | dmex |Jghsiar) (| Ativacdo [pCy/ple| B | Ref
[ms,s] etat | Inx | (m) i) X U

CaIth 0,6t | 5f2ms | L4055 | 643,8430,90,7140,16 | 474 | 1010V 70x infe- | 250Hz | 0,24 | Mo
0,003 rior a il [0,7]

ChR2 W 0,40,02) 10tLms | ~150° | 206,343,00,370,18) 400 | 008 10,7 | <0 K | 0,15 | Sin | [2,3,14]

ChR2 L3R 06 | Gms | 0" [~ L5x T 050,00 B0 | WOE[T | ~0K | - | S | [L7,14]
SO, | CLBT | %l6 | 40,55 - | SEROT | S0,5 | 480 | SxI0M-10° 10,03 ¢ - Sim | [5,6]
mtantes | CLGA | 570 | 228 | - | ~00x | ~07 | 40| KO0 0,00 ¢ - | Sin
lentos il
CLgs | 0475 | Weds | - | ~05x ] 0,85 | 480 | SK0%107 0,01] c - | Sin
il
DISGA | 3,340,1 | 05 | - ~ T gl 190 | S0%-10% 10,01 d - | Tes
ChER - |4806ms| - |~ 09k DM 0,600 B0 | WEI0Pmenos | WH | - No | (1]
sensivel do que i
ChIEF - (9840, Tms| - SR ~08 | 0 (105108 menos se- | 5 Hz | 0,12 | Tes
sivel do que T
[0,92]

To alores ck mediofes de mn processamento tnioo, 7 em 200 M ck quanicina-HC1, KT, -60 v Ir KN, -60 mv; T = CER2 corrente T scb condicdes
experinertals respetivas, Ji Intensicade de luz necessaria para induzir o potencial de acho; HCm: Intensidades de luz semi-saturante aparente,
mex ativacdo Ui fracubncia e afivacdo maxima fidwel induzida por pulso e luz, AD: artificial apds cespolarizacdo, ‘ados ndo pocem ser
detenminados con pracisio & representan a estimativa do Limite inferior, Salor extravolady, Yespolarizacio sblimiar, Tontrolo on/off de duas

cores com azul-amaralo
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REIVINDICACOES

1. Canal idénico indutivel com luz, em gue O
canal i6nico indutivel com luz compreende uma sequéncia de
aminodcidos que tem pelo menos 70% de homologia com a
sequéncia de aminocdcidos apresentada nas posicdes 1-309 de
SEQ ID NO: 1 (CHOP-2), e que compreende uma substituicéo
numa posicdo correspondente a L132 na SEQ ID NO: 1,
substituicdo gue aumenta a polaridade do canal, e em que a
condutividade do célcio do referido canal idénico indutivel
com luz ¢ aumentada pelo menos duas vezes, em comparacgio
com CHOP-2, conforme determinado por imagiologia Fura-2 em

células HEK293.

2. Canal 1ié6nico indutivel com luz da reivin-
dicacdo 1, em que o canal idénico indutivel com luz compre-
ende, de um modo preferido consiste na sequéncia de
aminodcidos apresentada nas posicdes 1-309 da SEQ ID NO: 1
(CHOP-2), exceto para uma substituicdo na posicdo L132,em

que a substituicdo aumenta a polaridade do canal.

3. Canal iénico indutivel com luz da reivin-
dicacdo 1 ou 2, em que a substituicdo ¢é selecionado a
partir de L132C, L132S, L132E, L132D, e L132T, de um modo

preferido em que a substituicdo é L132C.

4, Canal idénico indutivel com luz de qualqguer
uma das reivindicacdes anteriores, em que (a) a sensi-

bilidade a luz ¢é aumentada em mais do que 5 vezes, de um
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modo preferido em mais do que 10 vezes, de um modo mais
preferido em mais do que 20 vezes, tal como 30 vezes, de um
modo ainda mais preferido em mais do que 40 vezes, tal como
50 vezes, e de um modo mais preferido em mais do que 60
vezes, ou ainda em mais do que 70 vezes, em comparacido com
CHOP-2 wt nos neurdénios do hipocampo; e/ou (b) a conduti-
vidade do calcio é aumentada pelo menos trés-vezes, de um
modo mais preferido pelo menos quatro-vezes em comparacao
com CHOP 2 wt, como determinado por imagiologia Fura-2 em
células HEK293; e/ou (c¢) a frequéncia de estimulacdo ¢é
aumentada pelo menos 1,5-vezes, de um modo mais preferido
2-vezes, ou de um modo ainda mais preferido 2,5 vezes, em
comparacdo com CHOP 2 wt como determinado por registos
eletrofisioldgicos de célula completa em neurdnios do

hipocampo.

5. Canal idénico indutivel com luz de qualqguer
uma das reivindicac®es anteriores, em que o canal idnico
indutivel com luz compreende adicionalmente pelo menos um
dos seguintes residuos de aminodcidos: &cido aspartico numa
posicdo correspondente a posicdo 253 da SEQ ID NO: 1;
lisina numa posicédo correspondente a posicdo 257 da SEQ ID
NO: 1; triptofano numa posicdo correspondente a posicédo 260
da SEQ ID NO: 1; &4cido glutémico numa posicdo corres-
pondente a posicdo 123 da SEQ ID NO: 1; histidina ou
arginina, de um modo preferido arginina, numa posicdo
correspondente a posicdo 134 da SEQ ID NO: 1; treonina,
serina, ou alanina numa posicdo correspondente a posicédo
128 da SEQ ID NO: 1; e/ou alanina numa posicdo corres-

pondente a posicdo 156 da SEQ ID NO: 1.
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6. Canal idénico indutivel com luz de qualquer
uma das reivindicag¢des anteriores, em que o canal idnico
indutivel com luz compreende o motivo de consenso

L(T)DxxxKxxW(F,Y).

7. Canalrodopsina, compreendendo o canal idénico
indutivel com luz de acordo com as reivindicacgbes 1-6 e um
retinal ou derivado de retinal, de um modo preferido em que
o derivado de retinal é selecionado a partir do grupo con-
sistindo em 3,4-desidrorretinal, 13-etilretinal, 9-dm-re-
tinal, 3-hidroxirretinal, 4-hidroxirretinal, naftilretinal;
3,7,11-trimetil-dodeca-2,4,6,8,10-pentaenal; 3,7-dimetil-
deca-2,4,6,8-tetraenal; 3 ,7-dimetil-octa-2,4,6-trienal; e
6-7 retinais com rotacdo bloqueada, 8-9 retinais com rota-

cdo blogqueada, e 10-11 retinais com rotacdo bloqueada.

8. Construcdo de acido nucleico, compreendendo
uma sequéncia de nucledtidos codificante para o canal
iénico indutivel com luz de acordo com gqualquer uma das

reivindicacdes 1-6.

9. Vetor de expressdo, compreendendo uma seq-
uéncia de nucledbdétidos codificante para o canal idnico
indutivel com luz de acordo com qgualquer uma das
reivindicacdes 1-6 ou uma construcdo de acido nucleico de
acordo com a reivindicacdo 8, de um modo preferido em que o
vetor é adequado para terapia génica, em particular em que
o vetor é adequado para transferéncia de genes mediada por

virus.
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10. Célula compreendendo o canalrodopsina de
acordo com a reivindicacdo 7, a construcdo de Acido
nucleico de acordo com a reivindicacdo 8 ou o vetor de

expressdo de acordo com a reivindicacdo 9.

11. Célula da reivindicacdo 10, em que a célula
é uma célula de mamifero ou uma célula de inseto, ou em que
a célula é uma célula de levedura, de um modo preferido de
Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, ou

Pichia pastoris.

12. Célula da reivindicacdo 11, em que a célula
de mamifero ¢ (a) uma célula fotorrecetora, uma célula
retinal em bastonete, uma célula retinal em cone, uma
célula retinalganglionar, um neurdénio bipolar, uma célula
ganglionar, um neurdénio pseudounipolar, um neurdnio multi-
polar, um neurdénio piramidal, uma célula de Purkinje, ou
uma célula de gréanulo; ou (b) uma célula de melanoma, uma
célula COS; uma célula BHK; uma célula HEK293; uma célula

CHO; uma célula de mieloma; ou uma célula MDCK.

13. Canal idénico indutivel com luz de acordo com
as reivindicacdes 1-6, ou o canalrodopsina de acordo com a
reivindicacdo 7, ou a construcdo de &cido nucleico de
acordo com a reivindicacdo 8, ou o vetor de expressdo de
acordo com a reivindicacdo 9, ou a célula de acordo com a

reivindicacdo 10 para utilizacdo como um medicamento.
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14. Vetor de expressdo de acordo com a reivin-

dicacdo 10 para utilizacdo em terapia génica.

15. Canal idbnico indutivel com luz de acordo com
as reivindicacdes 1-6, ou o canalrodopsina de acordo com a
reivindicacdo 7, ou a construcdo de 4&cido nucleico de
acordo com a reivindicacdo 8, ou o vetor de expressido de
acordo com a reivindicacdo 9, ou a célula de acordo com a
reivindicacdo 10 para utilizacdo no tratamento de cegueira

ou vista reduzida.

16. Canal de 1i0es indutivel com luz de acordo
com a reivindicacdo 5 possuindo treonina, serina, ou
alanina numa posicdo correspondente a posicdo 128 da SEQ ID
NO: 1; e/ou alanina numa posicdo correspondente a posicdo
156 da SEQ ID NO: 1, para utilizacdo na ablacdo de células
de cancro, de um modo preferido em gque as células de cancro

sdo células de cancro de melanoma.

17. Utilizacdo de um canal idénico indutivel com
luz de acordo com as reivindicacgdes 1-6, ou um canalro-
dopsina de acordo com a reivindicacdo 7, ou uma célula de
acordo com a reivindicacdo 10 numa pesquisa de elevado

processamento.

Lisboa, 24 de agosto de 2015
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Fig. 1




PE2614079 2/9

R e
N AR RN
AR NN Sl K RN

A

- SHRILL I LIV L




3/9

PE2614079

S

o2l B




PE2614079 4/9




5/9

PE2614079




PE2614079 6/9

NN )
RO

S
T e
N




/

BJjxa oB3en)

'3 g

AT
L .m _._\.._m i ;Mt.WLL epefuojoud opdezuejodsap

Mlg?

_

R T A U IO 2 Y A I I s i ;

7/9

(zH) oeedenwnsa ap elouanhig

BOGHE 2 mua

9131 ey e

e T
z i | B

-

[ 4 .
TN T AL, . ...

AN QZ

PE2614079
o

W
(5w) oeSenye ap odwa]

3

{(ordemumuo0d) ¢ “S1.q



PE2614079 8/9

¥
3

SUNSTRNAEINT ORI NS




(o]
~
o
<
o
©
N
Ll
o

500
A [




PE2614079 -1 -

REFERENCIAS CITADAS NA DESCRIGAO

Esta lista de referéncias citadas pelo requerente & apenas para
conveniéncia do leitor. A mesma ndo faz parte do documento da patente
europeia. Ainda que tenha sido tomado o devido cuidado ao compilar as
referéncias, podem ndo estar excluidos erros ou omissées e o IEP

declina quaisquer responsabilidades a esse respeito.

Documentos de patentes citadas na Descrigéo
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