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~ Jens Kuhne, Kirstin Eisenhauer, Eglof Ritter, Peter Hegemann,* Klaus Gerwert* und Franz Bartl

Abstract: Kanalrhodopsine (Channelrhodopsins, ChRs) sind
lichtgesteuerte lonenkandile, die zahlreiche Anwendungen in
der Optogenetik finden. Sie erméglichen die genaue Kontrolle
neuronaler Aktivitit durch Licht. Hier entwickeln wir auf der
Basis zeitaufgeloster FTIR-Spektroskopie ein Modell fiir die
frithe Bildung der ionenleitenden Pore auf molekularer Ebene.
Die Photo-Isomerisierung des Retinal-Chromophors fiihrt zu
einer Abwidrtsbewegung der hochkonservierten Aminosdure
E90; dies offnet die Pore. Molekiildynamik(M D-Simulationen
zeigen das FEindringen von Wassermolekiilen durch diese
Offnung in das hydrophobe Vestibiil oberhalb der Pore. Da-
durch kippt Helix 2, und der Kanal offnet sich vollstindig in-
nerhalb von Millisekunden. Da E90 in ChRs hochkonserviert
ist, konnte das hier vorgestellte , E90-Helix2-tilt(EHT)-
Modell“ einen generellen Aktivierungsmechanismus darstel-
len. Es erdffnet einen neuen Ansatz fiir weitere mechanistische
Studien sowie die Moglichkeit, den Kanal fiir spezifische An-
wendungen mafizuschneidern.

Kanalrhodopsine (CHRs) sind mikrobielle Rhodopsine, die
bei Belichtung Kationen leiten.!) Die Lichtanregung fiihrt zu
einer all-frans-zu-13-cis-Isomerisierung des Retinal-Chromo-
phors, was eine zyklische Sequenz von Konformationsénde-
rungen im Protein in Gang setzt. Diese sind auf Zeitskalen
von Picosekunden bis Sekunden als Photozyklusintermediate
P500, P390, P520 und P480 detektierbar (Einschub in Ab-
bildung 1B). Durch einen aktinischen Lichtblitz hervorgeru-
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fen, entsteht der leitende Zustand P520 aus P390 mit einer
Anstiegszeit von 3 ms. Mit dem Ubergang zum spiten Pho-
tozyklusintermediat P4802>! schlieft sich der Kanal unter
unseren Messbedingungen innerhalb von 40 ms. Bei konti-
nuierlicher heller Lichteinstrahlung werden die meisten
ChR2-Molekiile direkt aus P480, jedoch nicht aus dem dun-
keladaptierten Zustand D470 heraus aktiviert. Die Reste
E82, E83, E90, und E101 aus Helix 2 (H2) sind alle an der
Kanalleitung und -selektivitit beteiligt.* ! Insbesondere E90
ist ein Teil der ionenleitenden Pore und ein Element des
zentralen Schalters, worauf zeitaufgeloste Fourier-Transform-
Infrarot(FTIR)-Experimente, elektrophysiologische Mes-
sungen und Homologiemodellierung schlieBen lassen.!”
Unter Verlust der Kationenleitung wandelt der Austausch
von E90 gegen Lysin oder Arginin den Kationenkanal in
einen Chloridkanal um.!"”

Hier kldren wir mithilfe einer Kombination von ,,Step-
Scan“-FTIR-Spektroskopie, Homologiemodellierung und
Molekiildynamik(MD)-Simulationen von proteingebunde-
nen Wassermolekiilen die frithe Porenbildung auf. Nach der
Retinalisomerisierung offnet die Schliisselgruppe E90 die
Pore an ihrer engsten Stelle. Dazu klappt E90 nach unten und
wird deprotoniert. Dies ermoglicht das Eindringen von
Wassermolekiilen und erzeugt eine H2-Kippbewegung, was
zu einem Aufweiten der Pore und zum Wassereinfluss von
beiden Seiten fiihrt. Wir stellen diesen Mechanismus hier als
,,E90-Helix2-tilt-(EHT)-Modell* vor.

In Abbildung 1 sind die Homologiemodelle basierend auf
dem C1C2-Roéntgenstrukturmodell der Chimire!! fiir den
geschlossenen (Abbildung 1 A) und frihen geoffneten (Ab-
bildung 1 B) Zustand gezeigt (eine ausfiihrlichere Beschrei-
bung der Homologiemodellierung und der MD-Simulationen
ist im Abschnitt ,,Material und Methoden*“ und der Abbil-
dung S1 in den Hintergrundinformationen zu finden). Die
frithe, aber noch nicht vollstindige Offnung der Pore ist
anhand der Dynamik von proteininternen Wassermolekiilen
sichtbar. Die Deprotonierung von E90 scheint essenziell fiir
die Porenbildung zu sein, wie schon in FTIR-Experimenten
mit ms-Zeitauflosung gezeigt wurde.['”

Hier haben wir durch den Einsatz der Step-Scan-Tech-
nikl*13 die Zeitauflosung bis in den Nanosekundenbereich
erhoht. Mit einem Nanosekunden langen Laserblitz wurde in
Lipidvesikeln rekonstituiertes Wildtyp(WT)-ChR2 bei 1=
470 nm angeregt, und die IR-Absorptionsdnderungen von
200 ns bis 140 s im Wellenzahlbereich von # = 1800-1000 cm '
sowie im sichtbaren Spektralbereich bei 4 =390 und 520 nm
aufgezeichnet. Gestiitzt auf diesen sehr vollstindigen UV/
Vis- und IR-Datensatz kann ein detaillierter molekularer
Mechanismus iiber neun GroBenordnungen in der Zeit ab-
geleitet werden, dhnlich wie es vorher an Bakteriorhodopsin
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dung S9C der Hinter-
grundinformationen),

D253N (Abbildung 7 in
Lit. [18]) und E90Q,*™
in denen die jeweils zu-
gehorigen Banden ver-
schwinden (weitere De-
tails in Abbildung S2
der Hintergrundinfor-
mationen). Sowohl E123
als auch D253 werden
zeitgleich mit  ¢,=
700 ns protoniert, mit
der gleichen Kinetik, mit
der die RSBH" depro-
toniert wird (Abbil-
dung2 und Abbildung
S4 der Hintergrundin-
formationen). Die par-
allelen Protonierungen

Abbildung 1. ChR2 im A) dunkeladaptierten (geschlossenen) und B) lichtadaptierten (friihen geéffneten) Zustand.
(Photozyklus von ChR2 nach Lit. [3], die Halbwertszeiten beziehen sich auf in Lipidvesikeln rekonstitutiertes ChR2
unter unseren Messbedingungen; Einschub in B). Die Dynamik der Wassermolekiile wird durch die blaue Oberfla-  als
che gekennzeichnet. Dies veranschaulicht die Offnung der Pore am engsten Punkt. A) Geschlossener dunkeladap-

lassen darauf schlieBen,
dass beide in verschie-
denen ChR2-Molekiilen
Akzeptoren  des
Schiff-Base-Protons fun-

tierter Zustand. E90 zeigt nach innen und bildet zwei Wasserstoffbriicken zu N258, was Helix H2 mit Helix H7 gieren  konnen.!'$2021
Yerblndet, E83 |st.an R268 [Jb(-::r eine Was‘serstoﬁb‘rilcke gebundgn und verbindet zu§éitz||ch HZ mlt.H7 an der Die Deprotonierung von
intrazelluldren Seite des Proteins (IC). Beide Verbindungen verhindern den Wassereinstrom in das intrazellulare E123 (7=1760 cm )
Vestibiil. B) Frithe Phase des gedffneten lichtadaptierten Zustands. Die Retinalisomerisierung fihrt zum Bruch der 5

E90-N258-Verbindung, zur E90-Konformationsanderung von der Einwirts- (IC) zur Auswirtsorientierung (EC) und und D253 (7=
dadurch zum Bruch der Verbindung zwischen H2 und H7. Das deprotonierte E90 bildet eine neue Salzbriicke zu 1728 cm™) geschieht
K93, was den Eintritt von Wassermolekiilen aus dem Extrazellulirraum und ein Auswirtskippen von H2 bewirkt. wihrend des SchlieBens
E83 wird dadurch von R268 getrennt: Dies ermdglicht den Eintritt von intrazelluldren Wassermolekiilen und die des Kanals und des

frihe Offnung des Kanals.

gezeigt wurde.'”! Absorptionsinderungen von Markerbanden
ausgehend vom dunkeladaptierten Zustand D470 sind in
Abbildung 2 gezeigt. Sie zeigen Protonierungsdnderungen
der Retinal-Schiff-Base (RSB; #=1190cm ') und ausge-
wihlter Carbonsiduren (#=1718, 1728, 1760 cm™'). Um die
Protonierungsdnderungen mit der Bildung der Photozyklus-
intermediate P390 und P520 in Bezug zu setzen, sind Ex-
tinktionsdnderungen im UV/Vis-Bereich bei 4=390 und
520 nm gezeigt. Zusitzlich dazu ist die Absorptionsdnderung
einer Bande bei #=1661 cm ' (blau) dargestellt, die einer
Konformationsénderung!'”! oder einer Hydratisierung von a-
Helices™ zugeordnet wurde.

Das unmittelbare Erscheinen der positiven Bande bei 7 =
1190 cm ™' zeigt die ultraschnelle all-trans-zu-13-cis-Retinal-
isomerisierung.*!"" Das Verschwinden der Bande bei 7=
1190 cm™" reflektiert die Deprotonierung der protonierten
Schiff-Base (RSBH™") mit einer Halbwertszeit von 700 ns. Die
Reprotonierung der RSB erfolgt in Ubereinstimmung mit
dem P390-nach-P520-Ubergang mit t,,=3ms (Abbil-
dung 2).5° Die Absorptionsinderungen bei 7=1718, 1760
und 1728 cm ™' spiegeln die Deprotonierung von E90 und die
Protonierung der Gegenionen E123 und D253 wider. Die
Zuordnung erfolgt durch den Vergleich von WT-Differenz-
spektren mit denen der jeweiligen Mutanten E123T (Abbil-
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Ubergangs in das P480-
Intermediat mit ca.

40 ms (Abbildung 2).
Das Erscheinen sowohl der durch E90 hervorgerufenen
negativen Bande bei #=1718 cm ™' als auch der positiven
Isomerisierungsmarkerbande bei #=1190cm™"' (Abbil-
dung 2, Abbildung S3 der Hintergrundinformationen) erfolgt
in weniger als 200 ns und daher hier nicht zeitaufgelost.
Aufgrund des schlechteren Signal-zu-Rausch-Verhiltnisses
(SNR) konnen auf der frithen Zeitskala (<1 ps) Wasser-
stoffbriickenénderungen und Deprotonierung von E90 nicht
unterschieden werden. Allerdings ist E90 im P390-Interme-
diat klar deprotoniert, also deutlich friiher, als der Kanal sich
offnet. E90 reprotoniert nur im letzten Schritt des Photozy-
klus wihrend des Ubergangs von P480 zum vollstindig dun-
keladaptierten Zustand D470.1” Folglich ist die Deproto-
nierung von E90 nur sichtbar, wenn der Photozyklus aus dem
vollstdandig dunkeladaptierten Zustand gestartet wird, jedoch
nicht, wenn der lichtadaptierte Zustand P480 angeregt
wird."® Das Erscheinen der negative Bande bei 7 = 1661 cm ™
(blau in Abbildung 2) geschieht auf einer Zeitskala von 0.5 ps
und ist hier ebenfalls nicht zeitaufgelost.'”) Der zweiphasige
Zerfall dieser Bande begleitet das SchlieBen der Pore (¢,
~40 ms) und die Wiederherstellung des dunkeladaptierten
Zustands mit gleichzeitiger E90-Reprotonierung (¢;,~ 48 s).
Da die Hydratisierung von a-Helices ebenso zu dieser Bande
beitrigt,"™ ist dies wahrscheinlich ein Hinweis auf Wasser-
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Abbildung 2. IR- und UV/Vis-Absorptionsinderungen von WT-ChR2.
Gezeigt sind Absorptionsidnderungen von Carbonylbanden von E123
bei #=1760 cm™' (grau), D253 bei #=1728 cm ' (schwarz) und E90
bei 7=1718 cm™"' (dunkelgriin) sowie die Retinal-C-C-Streckschwin-
gung bei 7=1190 cm™"' (rot), die Protonierungsinderungen dieser
Reste anzeigen. Im Vergleich dazu sind die Zeitverldufe von P390 in
Violett und P520 in Griin dargestellt. In Blau ist der zeitliche Verlauf
der Bande bei 7=1661 cm™' gezeigt. Die grauschattierten Bereiche (I-
I11) entsprechen den Differenzspektren in Abbildung S3 der Hinter-
grundinformationen (Der IR-Datensatz ist um das Hitzeartefakt korri-
giert (Abbildung S4 der Hintergrundinformationen), und der UV/Vis-
Datensatz ist skaliert und verschoben (Abbildung S5 der Hintergrund-
informationen). Die durchgehenden Linien entsprechen dem Ergebnis
einer global-kinetischen Analyse (Abbildung S4 und ,,Material und Me-
thoden in den Hintergrundinformationen). Da alle Wellenzahlen in
die Globalanalyse eingehen, werden auch Bereiche mit niedrigem
Signal-zu-Rausch-Verhiltnis zuverldssig nachgewiesen. (Die Reproduzi-
erbarkeit ist in Abbildung S3-S5 der Hintergrundinformationen ge-
zeigt.)

molekiile, die gleichzeitig mit der E90-Reprotonierung den
Kanal verlassen.

Um einen detaillierteren Struktureinblick in die funktio-
nelle Rolle von E90 zu erlangen, wurden MD-Simulationen
mit dem auf der C1C2-Chiméren-Kristallstruktur basieren-
den Homologiemodell von ChR2 durchgefiihrt (Abbil-
dung 1). Dieses Vorgehen ermdoglicht es uns, die experimen-
tell erhaltenen Befunde vor dem Hintergrund unseres
Strukturhomologiemodells zu diskutieren. Dazu haben wir
das Modell des dunkeladaptierten geschlossenen Zustandes
um das lichtadaptierte Homologiemodell des offenen Zu-
stands erweitert. Hierzu haben wir die Isomerisierung um die
C13=C14-Bindung durch Rotation in 20°-Schritten und Fi-
xierung der C12-C13=C14-C15-Torsion erzeugt. Diese relativ
grobe Nidherung der Retinalisomerisierung berticksichtigt
keine Einzelbindungsverdrillungen. Diese werden sicher auch
eine wichtige Rolle fiir die exakte Positionierung der Schiff-
Base spielen und sind hier nur eine erste grobe Naherung. Fiir
die Positionierung der Proteinseitenketten spielt dies ver-
mutlich aber eine untergeordnete Rolle. Die Strukturen vor
(all-trans) und nach Isomerisierung des Retinals (13-cis) sind
in Abbildung 3 A gezeigt. Fiir die dunkeladaptierte all-trans-
Retinalkonfiguration ist E90 in H2 tiber zwei Wasserstoff-
briicken mit N258 in H7 verbunden, was die Seitenketten von
E90 und N258 in fixierten Konformationen hélt und ebenfalls
fir die ClC2-Chiméren-Kristallstruktur  vorhergesagt
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1: lsomerisierung

2: N258-Bewegung

3: H-Briickenverlust

4: E90-Auswartsorientierung
5: ES0-Deprotonierung

all-trans-Retinal
13-cis-Retinal

H1
 ———

E90 protoniert
E90 deprotoniert

Abbildung 3. All-trans-zu-13-cis Isomerisierung und H2-Bewegung in
ChR2 resultierend aus MD-Simulationen. A) Die Seitenketten sind
farbig, das Proteinriickgrat ist in Grau dargestellt. Die all-trans- und die
13-cis-Retinalkonfigurationen sind in Gelb bzw. Magenta gezeigt. Die
Isomerisierung (1) erzeugt eine Bewegung der K257- und dann der
N258-Seitenketten (2), dieser folgt der Verlust einer Wasserstoffbriicke
(3), die E90-Auswirtsorientierung (4) und die E90-Deprotonierung (5).
B) Die Bewegung von H2 erfolgt aus der E90-Auswirtsorientierung
und Deprotonierung. Die TM (=transmembrandre) H2 ist fir E90 in
der Einwirtsorientierung (nach oben) in Lila und in Purpur fiir die
Auswirtsorientierung (nach unten) dargestellt. Nach der Auswirtsori-
entierung und Deprotonierung von E90 verkippt H2 um 3.9 A auf der
intrazelluldren Seite des Proteins. E90 in H2 stellt fiir diese Bewegung
das Scharnier dar.

wurde.' ¥ Die Isomerisierung um die C13=C14-Bindung er-
zeugt eine Spannung innerhalb des Retinalmolekiils und des
kovalent gebundenen Lysinrestes. Die Spannung wird fiir
einen Torsionswinkel von 60° maximal. Sie wird iiber die
Seitenkette von K257 auf das benachbarte N258 iibertragen.
Die mechanische Spannung generiert eine Bewegung der
N258-Seitenkette. Dadurch werden die Wasserstoffbriicken
zu E90 von zwei auf eine reduziert.

Die Schwichung der Wasserstoffbriicke zu N258 erhoht
die konformative Flexibilitdt der E90-Seitenkette. Sie wird in
der zweiten Halfte der 100-ns-Simulation auswirts gerichtet
(Abbildung 3). Liegt E90 in den MD-Simulationen deproto-
niert vor, ist die Auswértsorientierung noch deutlicher und
klar bevorzugt, da diese Konformation von E90 durch eine
Salzbriicke zu K93 stabilisiert wird (Abbildung 1B). Der
Vergleich der gemittelten Strukturen der MD-Simulationen
vor und nach der Retinalisomerisierung zeigt zusitzlich, dass
H2 auf der intrazelluliren Seite um 3.9 A verkippt ist. Dabei
bildet E90 das Scharnier dieser Bewegung (Abbildung 3B).
Des Weiteren zeigen MD-Simulationen Unterschiede in der
Verteilung interner Wassermolekiile zwischen der geschlos-
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senen und der frithen geoffneten Struktur (Abbildung 1 A,B).
Im dunkeladaptierten Zustand mit all-trans-RSBH™ besetzen
Wassermolekiile bereits den extrazelluliren Halbkanal bis
auf Hohe der RSBH" (Abbildung 1 A), wobei das intrazel-
luldre Vestibiil zwischen dem ,,zentralen Tor* und dem ,,in-
neren Tor® unbesetzt bleibt. Dies wird durch zwei Engstellen
im Protein bewerkstelligt: zum einen zwischen E90 und N258
am ,,zentralen Tor* und zum anderen zwischen E83 und R268
am ,,inneren Tor*“. So wird der Wassereinstrom in das intra-
zelluldre Vestibiil sowohl aus Richtung des intrazelluldren
Raums als auch aus Richtung des extrazelluliren Raums
verhindert (Abbildung 1A und Abbildung 4 A, Blick aus

A . E90 protoniert|B

3 E90 deprotoniert
intrazellulare Ansicht i

zellulare Ansicht

all-trans-Retinal

\,0253

13-cis-Retinal

Abbildung 4. Bildung der wassergefiillten Pore nach E90-Deprotonie-
rung. Die wahrend der MD-Simulation mit Wasser besetzten Bereiche
sind als blaue Oberflichen dargestellt. ChR2 ist von der intrazelluldren
Seite gezeigt, Wasserdichten sind fiir einen Bereich von 3 A um E90
gezeigt, wie in Abbildung 1B angedeutet. A) Geschlossener Zustand
(E90 protoniert). B) Frither gedffneter Zustand: E90 ist deprotoniert
und bildet eine Salzbriicke zu K93. H2 ist nach auflen verkippt, und
die Pore zwischen H1, H2 und H7 éffnet sich fiir den Wassereinstrom.
Die Seitenketten von E90 und N258 bewegen sich dabei wie eine
Schwingtiir: E90 schwingt nach unten, N258 nach oben.

Richtung des intrazelluliren Raums). In der simulierten
frithen gedffneten Struktur mit 13-cis-Retinal liegt E90 in der
auswirts gerichteten deprotonierten Konformation vor und
bildet eine Salzbriicke zu K93. Daraus resultiert ebenfalls der
Bruch der Verbindung zwischen den Helices H2 und H7 am
»zentralen Tor“. Dies ermoglicht das Verkippen von H2 und
fiihrt dadurch zu einem Wassereinstrom von der extrazellu-
laren Seite in das intrazelluldre Vestibiil. Die Salzbriicken
zwischen E83/R268 und E82/H134 (in H3) am ,,inneren Tor*
werden geschwicht und ermoglichen das Eindringen der
Wassermolekiile aus dem intrazelluliren Raum (Abbil-
dung 1). Dadurch entsteht ein mit Wasser gefiillter Kanal
iiber die gesamte Lénge des Proteins mit E90 an der engsten
Stelle (Abbildung 1B). Die Bildung der Pore wird durch die
Bewegung der beiden Reste E90 und N258 ermoglicht, dhn-
lich dem Offnen einer Schwingtiir (Abbildung 4). Die aus-
wirts gerichtete Konformation und Deprotonierung von E90
offnet die Pore, sodass Wasser eindringen kann.

Da die Konformation von E90 offensichtlich das friihe
Offnen der Pore bestimmt, haben wir im nichsten Schritt
untersucht, wie die Konformation von E90 durch Punktmu-
tationen beeinflusst wird und wie das elektrophysiologische
Verhalten dieser Mutanten erkldrt werden kann. Interessan-
terweise zeigt die E90Q-Mutante in MD-Simulationen eine
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andere Konformation von Q90 im dunkeladaptierten Zu-
stand als protoniertes E90 im dunkeladaptierten Zustand
(Abbildung S9A der Hintergrundinformationen). Die beiden
fehlenden Wasserstoffbriicken von Q90 zu N258 ermoglichen
eine hohere konformative Flexibilitdt von Q90. So ist Q90 zu
ca. 70% schon im dunkeladaptierten Zustand auswarts ge-
richtet, dhnlich dem deprotonierten E90 nach Lichtaktivie-
rung. Dieses Ergebnis erkldrt nun, warum die Q90-Mutante,
obwohl sie nicht deprotoniert werden kann, kaum verdnderte
elektrische Strome zeigt.

In vorherigen Studien wurde E90 durch positiv geladene
Reste in E90K und E90R ersetzt.'"™"* Dies kehrt die Katio-
nenselektivitit in eine Anionenselektivitit um (ChloCs).['¥]
Da sowohl Lysine als auch Arginine volumindse Reste sind,
konnen sie nicht die einwirts gerichtete Konformation ein-
nehmen, bedingt durch den begrenzten Raum am ,,zentralen
Tor*. Daher sind beide positiven Reste im dunkeladaptierten
Zustand auswirts in das extrazelluldre Vestibiil gerichtet. Die
positive Ladung wird durch eine erhohte Anzahl von Chlo-
ridionen neutralisiert. Da E90 eine Schliisselrolle im ,,zen-
tralen Tor* spielt, das die engste Stelle in der leitenden Pore
darstellt, ist zu erwarten, dass sowohl die Leitfdhigkeit als
auch die Selektivitdt empfindlich auf Strukturdnderungen an
dieser Position reagieren.

Die ChR2-E123T-Mutation, die so genannte ChE-
TA(ChR2-E123T accelerated)-Variante, wird hiufig in opto-
genetischen Anwendungen eingesetzt, die ein schnelles Aus-
16sen von Aktionspotentialen erfordern.”?’ In MD-Simula-
tionen beobachten wir ein verdndertes Wasserstoffbriicken-
netzwerk am ,zentralen Tor® fiir unser E123T-Homologie-
modell. E90 ist dort schon im dunkeladaptierten Zustand
seitwiérts zu D253 orientiert, statt wie im Wildtyp mit N258
eine Wasserstoffbriicke zu bilden (Abbildung S9B der Hin-
tergrundinformationen). In dieser Orientierung zu D253
kann die Deprotonierung von E90 entweder erschwert sein,
oder ein Teil des Ensembles kann schon im dunkeladaptierten
Zustand deprotoniert vorliegen. Experimentell beobachten
wir in der Tat eine reduzierte Intensitit der E90-Bande in IR-
Differenzspektren (Abbildung SOC der Hintergrundinfor-
mationen). Aus dieser Beobachtung ldsst sich schlieBen, dass
in der E123T-Mutante der Kanal schon im dunkeladaptierten
Zustand vorgeoffnet ist.

Unsere Ergebnisse lassen sich zusammenfassend in dem
EHT-Modell darstellen: Die all-trans-zu-13-cis-Isomerisie-
rung des Retinals induziert eine Bewegung der N258-Sei-
tenkette. In Ubereinstimmung werden Konformationsinde-
rungen im Proteinriickgrat anhand der Bande bei 7=
1661 cm™" im Picosekundenbereich beobachtet."” Diese Be-
wegung bricht sehr schnell die Wasserstoffbriicken zwischen
N258 und E90. E90 kann sich daher auswirts orientieren,
wird deprotoniert und 6ffnet somit eine enge Pore. Wasser-
molekiile stromen in das Vestibiil oberhalb der Pore ein. Der
Bindungsbruch zwischen N258 und E90 trennt auch die int-
erhelikalen Bindungen zwischen den Helices H2 und H7.
Daher kippt H2 in den MD-Simulationen nach auflen. Dies
stimmt sehr gut mit der in EPR-Experimenten gemessenen
lichtinduzierten Bewegung von H2 iiberein. Die Bewegung
wurde mit spinmarkierten Cysteinen in H2 und H7 nachge-
wiesen (Abbildung S10 der Hintergrundinformationen).(*-*¥
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Das eindringende Wasser scheint weiterhin die Salzbriicken
zwischen E83/R268 und E82/H134 am ,inneren Tor“ zu
schwichen und somit eine groflere Bewegung und eine wei-
tere Offnung der Pore zu induzieren. Eine Deprotonierung
von E82 und E83 wird im IR-Spektrum nicht beobachtet
(Abbildung 1B).

Im EHT-Modell wird ChR2 in zwei Schritten aktiviert.
Zuerst induziert die Retinalisomerisierung die Auswértsbe-
wegung von E90, und die Pore wird ultraschnell geoffnet.
AnschlieBend wird durch eindringendes Wasser Helix H2
gekippt und die Pore weiter geoffnet; schlieBlich entsteht ein
durchgehender Kanal. Da E90 in ChRs hochkonserviert ist,”!
konnte das hier vorgestellte EHT-Modell einen generellen
Kanalaktivierungsmechanismus darstellen (Tabelle S1 der
Hintergrundinformationen).

Wir stellen hier ein Modell vor, das ein Maf3schneidern
von optogenetischen Hilfsmitteln ermoglichen kann. Wir
nehmen an, dass die biophysikalischen Eigenschaften wie
Ionenselektivitit, Leitfahigkeit und Offnungskinetik, die
wichtige Parameter fiir optogenetische Anwendungen sind,
iiber die Modifikation der Schliisselreste E90, E82 und E83
regulierbar sind. Das Abstimmen der Absorptionswellenlédn-
ge kann hingegen relativ unabhingig davon iiber die Modi-
fikation der Retinalbindetasche, besonders der Gegenionen
E123 und D253, erfolgen.

Stichworter: Channelrhodopsin - IR-Spektroskopie -
Molekiildynamik - Optogenetik
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