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1. Deutsche Zusammenfassung

1.1 Einleitung

Optogenetik bezeichnet eine Forschungsmethode, bei der lichtempfindliche Proteine
(Photorezeptoren) in spezifische Zellen oder Organe eingebracht werden, um mithilfe von
Licht molekulare Prozesse zu untersuchen und zu steuern. Durch die optische Stimulation
der lichtempfindlichen Proteine, die durch gezielte gentechnische Verfahren in die Ziel-
zellen eingebracht werden, ermdglichen optogenetische Methoden eine zell-spezifische
Manipulation mit enormer zeitlicher und raumlicher Prazision auch innerhalb von intaktem
Gewebe (Deisseroth, 2011).

Eine Vielzahl optogenetischer Proteine mit unterschiedlichen Funktionen, wie lonen-
kanale, Pumpen oder Rezeptoren, wurde entwickelt und wird fur verschiedenste Anwen-
dungen und Forschungsbereiche genutzt (Deisseroth, 2015; Emiliani et al., 2022;
Govorunova et al., 2022; Joshi et al., 2019). Ein sehr bekannter und haufig verwendeter
Vertreter dieser optogenetischen Proteine ist Channelrhodopsin-2 (ChR2), ein aus Algen
stammender lonenkanal, der bei Beleuchtung 6ffnet und somit einen Photostrom erzeugt
(Deisseroth und Hegemann, 2017). Der Lichtwellenlangenbereich, der eine Aktivierung
der optogenetischen Proteine ausldst, kann als die spektrale Empfindlichkeit dargestellt
werden und liegt bei ChR2 und vielen anderen optogenetischen Proteinen zwischen 470
und 490 nm (Deisseroth und Hegemann, 2017).

Fur Anwendungen der Optogenetik in vivo ist jedoch eine Aktivierbarkeit der verwendeten
Photorezeptoren mit rotem Licht (~600-700 nm) bzw. Licht im nahen Infrarotbereich
(~700-900 nm) von grofRem Vorteil, da rétliches Licht, im Gegensatz zu blau-grinlichem
Licht, Gewebe deutlich besser durchdringen kann und mit weniger Phototoxizitat einher-
geht (Bruegmann et al., 2016; Lehtinen et al., 2021; Weissleder, 2001). Vor diesem Hin-
tergrund wurden in den letzten Jahrzenten an einer Vielzahl an Channelrhodopsin-
Varianten mit rotverschobener spektraler Empfindlichkeit geforscht. Jedoch haben viele
der rotverschobenen Varianten im Hinblick auf die Expression, die Kinetik des Photo-
stroms oder die lonenselektivitat weniger optimale Eigenschaften als ChR2 (Chen et al.,
2018; Lin, 2011; Sineshchekov et al., 2012). Eine dieser rotverschobenen Varianten ist



ReaChR, dessen Aktivierungsmaximum zwischen 590 und 630 nm liegt und daher fur die
rotverschobene Optogenetik eine vielversprechende Alternative zu ChR2 darstellt (Lin et
al., 2013).

Ein Photorezeptor besteht aus dem Proteinanteil, z. B. einem Opsin, und dem Chromo-
phor, der in Saugetieren aus Vitamin A1 entsteht. Die spektrale Empfindlichkeit eines
Photorezeptors wird durch die Wechselwirkungen zwischen dem Chromophor und der
Bindungsstelle des Opsins sowie der Struktur des Chromophors selbst bestimmt (Corbo,
2021). Durch bestimmte chemische Strukturen des Chromophors wie konjugierte Doppel-
bindungen entsteht ein delokalisiertes 1T-Elektronensystem, das Photonen spezifischer
Wellenlangen absorbiert. Grundsatzlich gilt, dass je ausgedehnter das System der konju-
gierten Doppelbindungen ist, desto mehr 1-Elektronen sind enthalten und desto langer ist
die absorbierte Wellenlange. Demnach verschiebt sich die spektrale Empfindlichkeit eines
Photorezeptors in den rétlichen Lichtwellenlangenbereich, wenn der Chromophor auf Vi-
tamin Az statt Vitamin A1 basiert, da Vitamin A2 (all-trans-3,4-Didehydroretinol) eine zu-
satzliche Doppelbindung im Vergleich zu Vitamin A+ (all-trans-Retinol) enthalt. Neben der
Veranderung der Proteinstruktur ermdglicht daher die Substitution des Vitamin A1 mit Vita-
min Az eine alternative Strategie zur Rotverschiebung der spektralen Empfindlichkeit opto-
genetischer Rezeptoren (Shen et al., 2018; Sineshchekov et al., 2012). So haben
Sineshchekov et al. (2012) gezeigt, dass das Hinzugeben von Vitamin A2 zu mikrobiellen
Opsinen wie ChR2 zu einer Rotverschiebung der spektralen Empfindlichkeit von etwa 30
bis 40 nm fuhrt. Fir Anwendungen in vivo ist das Hinzugeben von Vitamin A2 z. B. uber
die Blutbahn jedoch keine praktikable Option, da das naturlicherweise im Serum von Men-
schen und Saugetieren vorkommende Vitamin A1 aufgrund der ahnlichen Bindungsaffini-
tat mit dem hinzugegebenen Vitamin A2 um die Bindungsstelle im Photorezeptor konkur-
rieren wurde (Sineshchekov et al., 2012).

In bestimmten aquatischen Wirbeltieren ermoglicht Vitamin Az ein erweitertes visuelles
Spektrum im nahen Infrarotbereich, was als Anpassung an das rotverschobene
Lichtspektrum im StRwasser interpretiert wird (Enright et al., 2015). Enright et al. (2015)
konnten das Enzym Cyp27c1 in den Sehpigmenten dieser Tiere als das verantwortliche

Enzym fur die Umwandlung von Vitamin A+ in Vitamin Az identifizieren.



Ziel dieser Arbeit ist es, Cyp27c1 erstmalig als optogenetische Methode anzuwenden und
zu zeigen, dass die Expression von Cyp27c1 durch die enzymatische Umwandlung von
Vitamin A1 zu Vitamin A2 zu einer Rotverschiebung der spektralen Empfindlichkeit opto-

genetischer Rezeptoren wie ChR2 und ReaChR flhrt.

1.2 Material und Methoden

In dieser Arbeit habe ich den Effekt des durch Cyp27c1 produzierten Vitamin A2 auf die
spektrale Empfindlichkeit von ChR2 und ReaChR untersucht. Dazu habe ich HEK293-
Zellen mit stabiler Expression von ChR2-EYFP oder ReaChR-Cerulean mit Vitamin A1
oder Vitamin Az inkubiert und mit Patch-Clamp-Technik die Photostrome bei verschiede-
nen Wellenlangen gemessen und die spektrale Empfindlichkeit analysiert. Mithilfe eines
CAG-GFP-Cyp27c1-Vektors wurde eine HEK293-Zelllinie mit stabiler Cyp27c1-
Expression hergestellt. In dieser wurde durch transiente Transfektion die Expression von
ChR2-EYFP oder ReaChR-Cerulean herbeigefuhrt, sodass diese Zellen dann sowohl
Cyp27c1 als auch ChR2 oder ReaChR exprimierten. Wildtyp-HEK293 Zellen wurden
analog dazu mit ChR2-EYFP oder ReaChR-Cerulean transfiziert und dienten als
Kontrollen ohne Cyp27c1.

Mithilfe einer Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC) wurde Vitamin A1 und A2
fur verschiedene Konditionen quantifiziert und mit einer Antikdrperfarbung die Loka-
lisierung von Cyp27c1 gezeigt. Schliel3lich habe ich die Photostrome bei verschiedenen
Wellenlangen der sowohl Cyp27c1 als auch ChR2 oder ReaChR exprimierenden Zellen
mit Patch-Clamp-Technik gemessen und die spektrale Empfindlichkeit analysiert.

Im Folgenden sind die einzelnen Methoden im Detail erlautert.

1.2.1 Herstellung des CAG-CYP27c¢c1-eGFP-Vektors

Der AAV_pVDM2_Dr_Cyp-Vektor (Enright et al., 2015), in dem Cyp27c1 und eGFP Uber
ein selbstspaltendes T2A-Peptid verbunden sind, wurde mit den Restriktionsenzymen
Blpl und BsrGl geschnitten. Das resultierende 3009 bp-Fragment wurde in das 5895 bp-
Fragment des pCAG_ChR2_eYFP-Vektors (Bruegmann et al., 2010) subkloniert, der zu-

vor mit denselben Enzymen geschnitten wurde und einen Neomycin-Selektionsmarker



enthalt. Der resultierende pCAG_Cyp27c1_eGFP-Vektor wurde mit Restriktionsenzym-
analyse und Sequenzierung verifiziert. Fur die Expression von ReaChR-Cerulean wurde
der peGFP-N1_ReachR_mCerulean-Vektor (erhalten von J. Vierock) mit einem CMV-

Promotor verwendet.

1.2.2 HEK293-Zellkultur und Transfektion

Als Grundlage fur die HEK293-Zellkultur (AD-293, ATTC) wurde Dulbecco's Modified
Eagle's Medium (DMEM, Life Technologies) verwendet. Zusatzlich wurde 10%-iges FCS
(Capricorn Scientific), 0,1 mM nicht-essentielle Aminosauren, 100 U/ml Penicillin, 100
mg/ml Streptomycin und 0,1 mM B-Mercaptoethanol (allesamt Thermofisher) hinzu-
gegeben. Jeweils etwa 20.000 HEK293-Zellen wurden auf mit Fibronektin beschichteten
22-mm?-Deckglasern plattiert und 24 h lang inkubiert. Das CAG-Cyp27¢1-eGFP Plasmid
wurde mit Pvul linearisiert, anschliel3end erfolgte die Transfektion bei 60-80%iger Kon-
fluenz mit Fugene HD (Promega) unter Verwendung von 2-3 uyg DNA pro Deckglas. Die
Zelllinien wurden mit 600 pug/ml Geneticin G418 (Thermofisher) selektiert, sodass eine
Zelllinie mit stabiler Cyp27c1-Expression entstand. Mithilfe einer transienten Transfektion
dieser Zelllinie entstanden so Zellen, die sowohl Cyp27c1 als auch ChR2 bzw. ReaChR
exprimierten. Fur die Inkubation wurde das speziell angefertigte, serumfreie Panserin293-
Medium (Pan Biotech) mit einer festgelegten Konzentration von 0,4 yM Vitamin A1 als
Retinol-Acetat verwendet, da das standardmaRig in der Zellkultur verwendete Zellkultur-
medium auf Basis von FCS eine undefinierte Konzentration von Vitamin-A-Derivaten ent-
halt. Nach 48-72 h Inkubation im Panserin293-Medium wurden die Zellen flr die Experi-
mente verwendet. Fur einige Experimente wurde mindestens 24 h vorher die angegebene
Konzentration Vitamin A1 (all-trans-Retinol, R7632, Sigma) oder Vitamin A2 (all-trans-3,4-

Didehydroretinol, sc-209587, Santa Cruz Biotechnology) hinzugegeben.

1.2.3 Messung und Analyse der Photostrome

Die Patch-Clamp-Experimente wurden mit einem EPC10-Verstarker (Heka) bei einer Auf-
zeichnungsfrequenz von 10 kHz an einem Nikon Ti2-Mikroskop mit 20-fachem Objektiv
(S Fluor DIC M/N2 Nikon) bei 35 + 2 °C mit einer externen Ldsung bestehend aus 140
mM NaCl, 5,4 mM KCI, 1,8 mM CaClz, 2 mM MgClz, 10 mM Glucose, 10 mM HEPES (pH



7,4, NaOH) und einer internen Losung bestehend aus 50 mM KCI, 80 mM K-Aspartat, 1
mM MgCI2, 3 mM MgATP, 10 mM EGTA, 10 mM HEPES (pH 7,2, KOH) durchgeftihrt.
Die Pipetten wurden mit einem P-1000-Puller (Sutter Instrument) und einem Spitzen-
widerstand von 4-6 MQ aus Borosilikatglas (BF 150-86-10, Scientific Products) gezogen.
Mithilfe eines Monochromators mit Xenonbogenlampe (Optoscan, Cairn), gesteuert durch
den Patch-Clamp-Verstarker und einen selbstprogrammierten Mikrocontroller (Arduino)
wurde Licht mit einer Bandbreite von 30 nm erzeugt. Die Lichtintensitaten wurden auf der
Ebene des Objektglases mit einem Powermeter (PM100A mit S170C Microscope Slide
Power Sensor, Thorlabs) kalibriert und sind in Tabelle 1 angegeben.

Mithilfe von optischen Filtern fUr die spezifischen Emissionswellenlangen konnten
Cerulean, eGFP und eYFP in den zu untersuchenden Zellen unterschieden werden. Zur
Analyse der spektralen Empfindlichkeit wurden die Zellen auf einem Haltepotential von -
40 mV gehalten und alle 6 s ein 500 ms langer Lichtpuls mit in 10 nm Schritten anstei-
genden Wellenlangen abgegeben und jeweils der Photostrom gemessen. Die spektrale
Empfindlichkeit wurde fir ChR2 im Wellenlangenbereich von 480 nm bis 600 nm und fir
ReaChR von 590 nm bis 700 nm untersucht. Der Plateau-Photostrom wurde als der ge-
messene Photostrom am Ende des Lichtpulses (300-495 ms nach Beginn der Lichtappli-
kation) abzuglich des Baseline-Photostroms (250-475 ms nach Ende der Beleuchtung)
definiert. Die so errechneten Plateau-Photostrome wurden auf die Zellkapazitat normiert
und flr die weitere Analyse verwendet. Auf eine Normierung auf die Lichtintensitat wurde
verzichtet, da gesattigte Photostrome gemessen wurden (siehe Diskussion). Die Photo-
strome wurden entweder als absolute Strome oder fur den Vergleich der spektralen
Empfindlichkeit als relative Stréme normiert auf den maximalen Strom der jeweiligen Zelle

dargestellt.

1.2.4 Immunhistochemie

Die Zellen wurden mit 4 % Paraformaldehyd fixiert und flr 2 h mit Rabbit-anti-Cyp27c1
(Enright et al., 2015); 1:300) oder Mouse-anti-F1-B der mitochrondrialen ATP-Synthase
(erhalten von W. Voos, 1:80) inkubiert. Sekundare Goat-anti-rabbit-Antikorper (Alexa
Fluor 647, Thermo Fisher, 1:400) oder Goat-anti-mouse-Antikdrper (Alexa Fluor 555,

Thermo Fisher, 1:400) wurden fir 1 h bei Raumtemperatur appliziert. Die Aufnahmen der
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Immunfarbungen wurden mit einem konfokalen Zeiss LSM- oder einem Nikon Eclipse Ti2-

Mikroskop erstellt.

1.2.5 Hochleistungsflussigkeitschromatographie (HPLC)

HEK293-Zellen, die mit Vitamin A1 (all-trans-Retinol) inkubiert wurden, wurden abgelost,
zentrifugiert, eingefroren und bei -80°C gelagert. Anschlief3end wurden die Proben aufge-
taut und homogenisiert. Bei einem kleinen Teil der so gewonnenen Probe wurde der
Proteingehalt bestimmt, der fur die Normalisierung verwendet wurde. Fur die HLPC-
Analyse wurden die Retinaldehyde mit Hydroxylamin (Sigma, 255580) derivatisiert und
nach Volkov et al. (2020) analysiert. Retinoide wurden durch den Vergleich mit Retinol
und 3,4-Didehydroretinol-Standards sowie mit veréffentlichten HPLC-Protokollen bzw.
Ergebniskurven identifiziert (Babino et al., 2015; Kane und Napoli, 2010; Morshedian et
al., 2017). Fir die Quantifizierung wurden fur die A1-Retinole (all-trans-Retinol und 13-cis
Retinol) Standardkurven mit Retinol (R7632, Sigma) und fur die A2-Retinole (all-trans-3,4-
Didehydroretinol und 13-cis-3,4-Didehydroretinol) mit 3,4-Didehydroretinol (sc-209587,
Santa Cruz Biotechnology) erstellt. Grundlage fir die Berechnungen waren veroffentlichte
Extinktionskoeffizienten (Barua und Furr, 1998). Da die HPLC-Analyse nach Inkubation
mit 3,5 und 35 uM Vitamin A1 sehr ahnliche Ergebnisse zeigte, wurden diese beiden Kon-

ditionen in der statistischen Auswertung der HPLC-Analyse zusammengefasst.

1.2.6 Statistische Auswertung

Die Daten wurden offline mit den Programmen Fitmaster (Heka), Graph Pad Prism 6
(GraphPad) und Origin (OriginLab) ausgewertet und als Mittelwert + SEM angegeben. Die
statistische Analyse wurde mit einem ungepaarten t-Test oder einer einseitigen
Varianzanalyse (ANOVA) mit Tukey-Test durchgefuhrt. Ein p-Wert < 0,05 wurde als sta-

tistisch signifikant gewertet.
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1.3 Ergebnisse

1.3.1 Inkubation von ChR2 mit Vitamin Az

Um den Effekt von Vitamin Az im Vergleich zu Vitamin A1 auf die spektrale Empfindlichkeit
von ChR2 zu untersuchen, wurden HEK293-Zellen mit stabiler Expression von ChR2-
EYFP (Fig. 1a) mit Vitamin A1 (25 uM) oder Vitamin Az (25 pM) inkubiert. Im Anschluss
wurden die Zellen mit Licht verschiedener Wellenlangen zwischen 480 nm und 600 nm
beleuchtet und der jeweilige Photostrom bei einer bestimmten Wellenlange mittels Patch-
Clamp-Technik gemessen, beispielhaft dargestellt flr die Wellenlange 480 nm in Fig. 1b.
Die gemessenen Photostrome wurden gegen die applizierten Lichtwellenlangen aufgetra-
gen und zeigen so die spektrale Empfindlichkeit von ChR2.

Fur die Vitamin-A-Inkubationen wurde das speziell angefertigte, serumfreie Panserin293-
Medium mit einer festgelegten Konzentration von 0,4 yM Vitamin A1 verwendet, da das
standardmanig in der Zellkultur verwendete Zellkulturmedium auf Basis von FCS eine un-
definierte Konzentration von Vitamin-A-Derivaten enthalt. Um die in-vivo-Situation zu si-
mulieren, in der Vitamin A hauptsachlich als Retinol, also in der Alkoholform, vorliegt,
wurden fur die Experimente Vitamin A1 und Vitamin A2 ebenfalls als Retinol hinzugege-
ben. Da Vitamin A innerhalb von Channelrhodopsin jedoch als Retinal, also in der
Aldehydform, gebunden wird, kann davon ausgegangen werden, dass endogene
Dehydrogenasen das hinzugefigte Retinol in Retinal umwandeln (siehe Diskussion).

Im Vergleich zur Inkubation mit Vitamin A1 fihrte Vitamin Az zu einer Verschiebung der
spektralen Empfindlichkeit von ChR2 in rétlichere Lichtwellenlangenbereiche (Fig. 1c,
Pfeil) und somit zu groReren ChR2-Stromen zwischen 525 und 600 nm (Fig. 1d). Die
Wellenlange, bei der halbmaximale Strome erzielt werden (Aso%), war nach der Inkubation
mit Vitamin A2 um 6,8 nm rotverschoben. Bei 550 nm, wo die Verschiebung der spektralen
Empfindlichkeit deutlich zu sehen ist, erreichten die mit Vitamin Az inkubierten Zellen 24,5
+ 0,5 % des maximalen Photostroms, wahrend die mit Vitamin A+ inkubierten Zellen nur
19,2 + 1,0 % erreichten (Fig. 1e). In den absoluten Photostromen bei 550 nm konnte kein

signifikanter Unterschied festgestellt werden (Fig. 1f).
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1.3.2 Inkubation von ReaChR mit Vitamin A2

Im nachsten Schritt habe ich den Effekt von Vitamin Az auf ReaChR, einer ChR2-Variante
mit rotverschobener spektraler Empfindlichkeit, untersucht. In HEK293-Zellen mit stabiler
Expression von ReaChR-Cerulean (Fig. 2a,b) zeigte sich eine Rotverschiebung der
spektralen Empfindlichkeit nach Inkubation mit Vitamin A2 im Vergleich zu Vitamin A+
(Fig. 2c, Pfeil). In Bezug auf die Aso% bedeutet dies eine Verschiebung um 12,4 nm (Fig.
2c). ReaChR-exprimierende Zellen, die mit Vitamin Az inkubiert wurden, zeigten etwa 2,5-
fach grolRere Photostrome im rétlichen Lichtspektrum (~660 nm) nach Inkubation mit
Vitamin Az als mit Vitamin A1 (Fig. 2d). ReaChR-Photostrome bei 650 nm erreichten nach
Inkubation mit Vitamin A1 11,0 £ 0,7% des maximalen Stroms, wahrend hingegen 25,7 +
1,4% des maximalen Photostroms nach Vitamin-Az-Inkubation gemessen wurde (Fig. 2e).
In den absoluten Photostromen bei 650 nm konnte kein signifikanter Unterschied festge-
stellt werden (Fig. 2f).

1.3.3 Umwandlung von Vitamin A1 in Vitamin Az durch Cyp27c1

Eine Hurde fur potentielle Anwendungen von Vitamin Az in der in-vivo-Optogenetik stellt
das im Serum von Saugetieren und damit auch dem Menschen vorliegende Vitamin A+
dar (Enright et al., 2015; Kramlinger et al., 2016; Michaélsson et al., 2003; Soares-Mota
et al., 2015; Xie et al., 2019), da es mit Vitamin A2 um die Bindungsstelle im Photorezeptor
konkurriert (Sineshchekov et al., 2012). Um sich das im Serum vorhandene Vitamin A+
zunutze zu machen, verwendete ich in dieser Arbeit das Enzym Cyp27c1, das Vitamin A1
in Vitamin A2 umwandelt (Enright et al., 2015). Mit dem CAG-GFP-Cyp27c1-Vektor (Fig.
3a) wurde eine HEK293-Zelllinie mit stabiler Expression von Cyp27c¢1 und GFP hergestellt
(Fig. 3b). Der Vergleich von GFP-Fluoreszenzsignalen (Fig. 3c, grun), Anti-Cyp27c1 (Fig.
3c, rot) sowie einer Mitochondrienfarbung (Fig. 3c, weill) in Cyp27c1-exprimierenden
Zellen deutete auf eine mitochondriale Lokalisierung von Cyp27c¢1 hin, wie sie flr
Cyp27c1 als Mitglied der CYP-Enzymgruppe auch zu erwarten ist.

Um die Umwandlung von Vitamin A1 in Vitamin A2 durch Cyp27c1 in HEK293-Zellen nach-
zuweisen, wurde eine HPLC-Analyse von HEK293-Zellen mit und ohne Cyp27c1-
Expression durchgefihrt. Da die HPLC-Analyse nicht sensitiv genug war, um Vitamin A
in HEK293-Zellen nachzuweisen, die zuvor in Panserin293-Medium kultiviert wurden,
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wurde 24 h vor Probengewinnung 3,5 oder 35 pM Vitamin A1 in Form von all-trans-Retinol
zu den Zellen hinzugegeben. Da diese beiden Konditionen sehr ahnliche Ergebnisse auf-
wiesen, wurden sie fur die statistische Auswertung der HPLC-Analyse zusammengefasst.
Die HPLC-Analyse zeigte Vitamin A1 und Vitamin A2 Formen in Zellen mit Cyp27c1-
Expression, jedoch ausschlieRlich Vitamin Ai-Formen in den Kontrollzellen ohne
Cyp27c1-Expression (Fig. 3d-f).

1.3.4 Verschiebung der spektralen Empfindlichkeit von ChR2 durch Cyp27c1

Um den Effekt von Cyp27c1 und des dadurch produzierten Vitamins Az auf die spektrale
Empfindlichkeit des am haufigsten verwendeten optogenetischen Rezeptors ChR2 zu
analysieren, wurde ChR2-EYFP transient in einer stabilen Cyp27c1-Zelllinie (Fig. 4a) oder
in einer Wildtyp HEK293-Zelllinie als Kontrolle exprimiert. Die Analyse der Photostrome
zeigte, dass Cyp27c1-Expression zu einer Rotverschiebung der spektralen Empfindlich-
keit von ChR2 fuhrt (Fig. 4b, Pfeil), die sogar ausgepragter war als nach Inkubation mit
Vitamin A2 (Fig. 4b,d). Interessanterweise wurde diese Rotverschiebung der spektralen
Empfindlichkeit durch Hinzugabe von 5 uyM Vitamin A1 zum Kulturmedium wieder aufge-
hoben (Fig. 4b,d). Photostrome in Cyp27c1-exprimierenden HEK293-Zellen waren im
Wellenlangenbereich von 550 bis 600 nm bis zu dreimal groRer als in den Kontrollzellen
ohne Cyp27c1-Expression (Fig. 4c), ebenso wurde Aso% durch die Expression von
Cyp27c1 um 10,5 nm in den rotlicheren Bereich verschoben (Fig. 4d). So erreichten
beispielsweise Zellen ohne Cyp27c1-Expression bei 550 nm nur 15,2 + 0,5 % des maxi-
malen Stroms, wahrend Cyp27c1-exprimierende Zellen 30,4 + 1,1 % des maximalen
Stroms zeigten (Fig. 4e). Auch die absoluten Photostréme bei 550 nm fielen mit Cyp27¢1-
Expression mit 2,0 £ 0,2 pA/pF im Vergleich zur Wildtyp-Kontrolle mit 1,0 + 0,1 pA/pF
signifikant groRer aus (Fig. 4f).

1.3.5 Verschiebung der spektralen Empfindlichkeit von ReaChR durch Cyp27c1

Die Kombination von Cyp27c1 mit ChR2-Varianten mit rotverschobenem Aktivierungs-

spektrum konnte ein vielversprechender Ansatz sein, um eine spektrale Empfindlichkeit
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optogenetischer Rezeptoren in weiter rotlichen Lichtwellenlangenbereichen zu ermdgli-
chen. Daher habe ich den Effekt von Cyp27c1 auf die rotverschobene ChR2-Variante
ReaChR untersucht. Cyp27c1-exprimierende HEK293-Zellen mit transienter Expression
von ReaChR (Fig. 5a), zeigten im Vergleich zur Kontrolle ohne Cyp27c1-Expression eine
signifikante Rotverschiebung der spektralen Empfindlichkeit (Fig. 5b, Pfeil, Fig. 5d). Nach
Hinzugeben von 5uM Vitamin A1 war dieser Effekt wieder aufgehoben (Fig. 5b,d). Die
Photostrome Cyp27c1-exprimierender Zellen waren bei Wellenlangen zwischen 630 und
690 nm bis zu viermal gréfer als in Zellen ohne Cyp27c1-Expression (Fig. 5¢). Kontroll-
zellen erreichten bei den bespielhaft dargestellten 650 nm nur 9,9 + 1,3 % des maximalen
Stroms, wahrend die Cyp27c1-exprimierenden Zellen 29,3 + 4,2 % des maximalen Stroms
aufwiesen (Fig. 5e). Ebenso stiegen durch die Cyp27c1-Expression die absoluten Photo-
strome von 0,3 = 0,1 pA/pF auf 2,3 + 0,3 pA/pF (Fig. 5f). Aus einer Aso% von 635,0 + 3,1
nm far Cyp27c1-exprimierende Zellen und 620,7 £ 1,4 nm fur Kontrollzellen (Fig. 5d)

ergibt sich eine Cyp27c1-induzierte Rotverschiebung der Aso% um 14,3 nm.

1.4 Diskussion

Cyp27c1 konnte von Enright et al. (2015) als das verantwortliche Enzym fiir die Umwand-
lung von Vitamin A1 in Vitamin Az in den Sehpigmenten bestimmter aquatischer Wirbel-
tiere identifiziert werden. Dadurch ist das visuelle Spektrum dieser Fische im nahen Infra-
rotbereich erweitert und an das Lichtspektrum im StiRwasser angepasst. In dieser Arbeit
konnte ich Cyp27c1 erstmalig als optogenetische Methode anwenden und zeigen, dass
die enzymatische Umwandlung von Vitamin A1 zu Vitamin A2 durch Cyp27c1 zu einer
Rotverschiebung der spektralen Empfindlichkeit der lichtsensitiven Rezeptoren ChR2 und
ReaChR fuhrt.

Fur Anwendungen der Optogenetik in vivo ist eine Aktivierbarkeit der verwendeten Photo-
rezeptoren mit rotlichem Licht bzw. Licht im nahen Infrarotbereich (~650-900 nm) von
grolkem Vorteil, da rotes Licht, im Gegensatz zu blau-grinlichem Licht, Gewebe deutlich

besser durchdringen kann und mit weniger Phototoxizitat einhergeht (Bruegmann et al.,
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2016; Lehtinen et al., 2021; Weissleder, 2001). Die spektrale Empfindlichkeit der bekann-
testen und am haufigsten verwendeten optogenetischen Rezeptoren liegt jedoch im blau-
griunen Wellenlangenbereich, darunter auch ChR2 mit seinem Aktivierungsmaximum
zwischen 470 und 490 nm (Deisseroth und Hegemann, 2017). Vor diesem Hintergrund
wurden in den letzten Jahrzehnten vielzahlige Channelrhodopsin-Varianten mit rot-
verschobener spektraler Empfindlichkeit entwickelt, wie auch das in dieser Arbeit verwen-
dete ReaChR (Lin et al., 2013). Viele dieser entwickelten Varianten haben jedoch im Hin-
blick auf Expression, Kinetik oder lonenselektivitat weniger optimale Eigenschaften als
das klassische ChR2 (Chen et al., 2018; Lin, 2011; Sineshchekov et al., 2012).

Auch die Verwendung von Vitamin Az statt Vitamin A1 konnte mit veranderten Eigen-
schaften des Photorezeptors einhergehen. So diskutierte beispielweise Corbo (2021) eine
reduzierte Lichtempfindlichkeit bei der Verwendung von Vitamin Az statt Vitamin A1, die
sich wahrscheinlich auch in den Ergebnissen dieser Arbeit widerspiegelt: Die Tatsache,
dass sich kein signifikanter Unterschied in den absoluten Photostromen zwischen Inku-
bation mit Vitamin A1 oder Az (Fig. 1f, 2f) zeigte, ist mdglicherweise auf gréRere maximale
Photostréome bei der Verwendung von Vitamin A1 zurickzufihren (Daten nicht gezeigt)
und kann somit als Hinweis auf eine reduzierte Lichtempfindlichkeit durch Vitamin Az ge-
deutet werden. Ob und in welchem Ausmal eine reduzierte Lichtempfindlichkeit fur opto-
genetische Anwendungen relevant ist, lasst sich aktuell schwer abschatzen. Allerdings
kamen Karathanos et al. (2016) zu dem Ergebnis, dass die spektrale Empfindlichkeit,
auch im Vergleich zur Lichtempfindlichkeit, der wichtigste Faktor fur eine erfolgreiche
optogenetische Defibrillation im menschlichen Herzen ist. Abgesehen von einer
madglicherweise reduzierten Lichtempfindlichkeit gibt es bisher keine Hinweise darauf,
dass durch die Inkubation mit Vitamin A2 anstatt Vitamin A1 grundlegende Funktionen des
Rezeptorproteins verandert werden (Sineshchekov et al., 2012). Die enzymatische Um-
wandlung von Vitamin A1 zu Vitamin Az durch Cyp27c1 stellt somit eine vielversprechende
Strategie zur Rotverschiebung der spektralen Empfindlichkeit optogenetischer Rezepto-

ren dar.

Im Gegensatz zu Sineshchekov et al. (2012), die eine Rotverschiebung von Aso um ~30

nm fur verschiedene Channelrhodopsin-Varianten in HEK-293 Zellen nach Vitamin-Az-
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Inkubation beschrieben, zeigten die im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten Experi-
mente mit identischer Konzentration von Vitamin Az nur eine Rotverschiebung Aso% um
6,8 nm fir ChR2 (Fig. 1c, Fig. 4d) und 12,4 nm fur ReaChR (Fig. 2c, Fig 5d). Allerdings
analysierten Sineshchekov et al. (2012) die nach einzelnen Lichtimpulsen vorkommenden
Peak-Photostrome, wahrend in dieser Arbeit bewusst die Wirkung von Cyp27c1 auf
Plateau-Photostrome bei konstanter Lichtapplikation untersucht wurde. Denn fur viele
optogenetische Anwendungen, darunter die optogenetische Defibrillation (Bruegmann et
al., 2016), ist eine konstante Depolarisation erforderlich und damit sind nur Plateau-
Strome relevant.

Ein weiterer Erklarungsansatz fur den unterschiedlich gro3 ausgepragten rotver-
schiebenden Effekt der Vitamin-Az-Inkubation im Vergleich zu den Ergebnissen von
Sineshchekov et al. (2012) liegt in der Verwendung von Vitamin A in der Alkohol- oder
Aldehydform. Anders als Sineshchekov et al. (2012), die fur ihre Experimente die
Aldehydformen von Vitamin A1 (all-trans-Retinal) und Vitamin A2z (all-trans-3,4-Didehydro-
retinal, nicht kommerziell erhaltlich) verwendeten, wurden in dieser Arbeit die
Alkoholformen (all-trans-Retinol und all-trans-3,4-Didehydroretinol) verwendet. Grund
hierfar ist, dass Vitamin A im menschlichen Serum als all-trans-Retinol vorliegt (Enright
et al., 2015; Michaélsson et al., 2003; Soares-Mota et al., 2015; Xie et al., 2019) und erst
im Auge durch Enzyme des Sehzyklus in Retinal umgewandelt wird (Kiser et al., 2014).
Somit lassen sich die gezeigten Ergebnisse mit Retinol besser auf die Situation in vivo
Ubertragen. AuRerdem zeigten Enright et al. (2015), dass die Umwandlungseffizienz von

Cyp27c1 fur Retinolformen hoher ist als fur Retinalformen.

Mikrobielle Opsine wie ChR2 und ReaChR binden allerdings Retinal- und nicht Retinol-
formen als Chromophor (Kandori, 2020). Das Vorhandensein bzw. der Einbau des
Retinalmolekils in das Opsin ist damit Voraussetzung fur das Auftreten von Photo-
stromen. In den durchgefuhrten Experimenten konnten gro3e ChR2- und ReaChR-Photo-
strome in HEK293-Zellen im Panserin293-Medium gemessen werden, das Vitamin A in
Form von Retinol enthalt. Dies belegt die Umwandlung von Retinol in Retinal durch endo-
gene Dehydrogenasen (Kiser et al.,, 2014) wie z. B. die Retinol-Dehydrogenase 14
(RDH14) , die in HEK293-Zellen stark exprimiert wird (Rouillard et al., 2016). Eine HPLC-
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Analyse von ChR2-exprimierenden HEK293-Zellen im Panserin293-Medium konnte je-
doch auch nach Zugabe von Retinol keinen Nachweis von Retinal erbringen (Daten nicht
gezeigt). Die Photostrome beweisen jedoch, dass die wahrscheinlich durch die RDH ent-
standene, vermutlich unterhalb der HPLC-Nachweisgrenze liegende Menge Retinal fir
funktionierende Photorezeptoren ausreicht. Dies scheint plausibel vor dem Hintergrund,
dass das Retinalmolekul wahrend des Photozyklus von mikrobiellen Opsinen wie ChR2,

im Gegensatz zu den menschlichen Opsinen im Auge, nicht dissoziiert (Kandori, 2020).

Interessanterweise konnten Sineshchekov et al. (2012) zeigen, dass das Ausmal} der
Rotverschiebung der spektralen Empfindlichkeit mit dem Verhaltnis von Vitamin A2 und
A1im Medium korreliert. Dies lasst auf eine Konkurrenz beider Vitamine um die Bindungs-
stelle des Opsins mit ahnlichen Bindungsaffinitaten schlieRen. Die Hypothese einer kom-
petitiven Konkurrenz von Vitamin A1 und A2 wird dadurch gestutzt, dass die Cyp27c1-
induzierte Rotverschiebung der spektralen Empfindlichkeit der optogenetischen Rezepto-
ren durch eine Erhohung der Vitamin-A1-Konzentration im Medium rtickgangig gemacht
wurde (Fig. 4b, d-f und Fig. 5b, d-f). Vor diesem Hintergrund ware das Hinzugeben von
Vitamin Az fUr optogenetische Anwendungen in vivo aul3erst ineffizient, da es mit dem im
Serum und Gewebe von Saugetieren vorliegenden Vitamin A1 (Enright et al., 2015;
Michaélsson et al., 2003; Soares-Mota et al., 2015; Xie et al., 2019) konkurrieren wirde.
Dies wurde sehr hohe Konzentrationen von Vitamin Az erfordern, was unbekannte syste-
mische Auswirkungen auf den Organismus haben konnte. Eine erhdhte Vitamin-Az-
Konzentration wurde beispielsweise in Tumoren wie Keratoakanthomen und Platten-
epithelkarzinomen gefunden (Vahlquist et al., 1996), ein kausaler Zusammenhang ist je-
doch unklar. Weiterhin war die Rotverschiebung von Aso% durch Cyp27c¢1 (fir ChR2 10,5
nm und fir ReaChR: 14,3 nm) leicht gréRRer als durch Inkubation mit Vitamin A2 (fir ChR2
6,8 nm und fur ReaChR 12,4 nm). Dies konnte durch die relativ hohe Konzentration des
entstandenen Vitamin Az intrazellular bzw. nahe der Bindungsstelle des Chromophors am
Opsin zum Zeitpunkt Proteinentstehung erklart werden. Die intrazellulare Umwandlung
des im Serum vorhandenen Vitamin A1 zu A2 durch Cyp27c1 stellt daher eine effizientere
Methode zur Rotverschiebung der spektralen Empfindlichkeit als die Inkubation mit

Vitamin A2 dar.
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Fir eine potentielle Anwendung von Cyp27c1 in vivo stellt sich die Frage, ob Cyp27c1
das im Serum vorliegende Vitamin A1 in ausreichendem Mal3e in Vitamin A2 umwandeln
kann. Die Experimente mit Cyp27c1 haben gezeigt, dass bei einer Vitamin-Ai-
Konzentration von 0,4 yM im Panserin293-Medium ausreichend Vitamin A2 entsteht, um
die spektrale Empfindlichkeit von ChR2 oder ReaChR in den rétlicheren Bereich zu ver-
schieben. Generell wird die katalytische Effizienz von Cyp27c1 als eine der hochsten in-
nerhalb der Cytochrom-P450-Familie beschrieben (Enright et al., 2015); die maximale
katalytische Effizienz liegt bei einer Vitamin-Ai-Konzentration zwischen 0,1 und 2 uM. Da
die Vitamin-Ai1-Konzentration im menschlichen Blut mit 0,5-1,5 yM (Michaélsson et al.,
2003; Soares-Mota et al., 2015; Xie et al., 2019) innerhalb dieses Bereichs liegt, erscheint
plausibel, dass Cyp27c1 auch bei physiologischen Vitamin-Ai-Konzentrationen in der
Lage ist, ausreichend Vitamin A2 zu produzieren, um eine Rotverschiebung der spektralen
Empfindlichkeit optogenetischer Rezeptoren zu erzielen. Ob Cyp27c¢1 tatsachlich auch in
vivo die spektrale Empfindlichkeit optogenetischer Rezeptoren verschiebt, gilt es im

Rahmen zukinftiger Forschung zu Uberprifen.

Fir eine zuklnftige in-vivo-Anwendung von Cyp27c1 sind auch Untersuchungen zu sys-
temischen Nebenwirkungen der Cyp27c1-Expression notwendig. Die Tatsache, dass
Cyp27c1-Orthologe in den meisten Saugetiergenomen sowie auch dem menschlichem
Genom gefunden wurden (Enright et al., 2015), macht eine Toleranz des Immunsystems
gegenuber Cyp27c1 wahrscheinlich. Johnson et al. (2017) berichteten aullerdem Uber
eine Lokalisierung von Cyp27c1 in der Haut, wobei die Funktion in diesem Kontext bisher

unklar ist.

Der rotverschiebende Effekt von Vitamin A2 wurde auch fur verschiedene andere optoge-
netische Rezeptoren neben ChR2 und ReaChR2 nachgewiesen (Shen et al., 2018;
Sineshchekov et al., 2012), was das breite mdgliche Anwendungsgebiet von Cyp27c1 in
der Optogenetik verdeutlicht. Corbo (2021) nimmt an, dass je groRer die Wellenlange ist,
bei der ein Photorezeptor maximale Stréme erreicht (Amax), desto gréRRer sollte auch die
Rotverschiebung der spektralen Empfindlichkeit bei Verwendung von Vitamin Az sein.
Dieser Zusammenhang spiegelt sich auch in den Ergebnissen dieser Arbeit wider: die

Rotverschiebung von Aso% durch die Vitamin-Az-Inkubation oder Cyp27c1-Expression ist
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mit 12,4 nm oder 14,3 nm fur ReaChR (Amax ~590-630 nm; (Lin et al., 2013)) starker
ausgepragt als mit 6,8 nm oder 10,8 nm flir ChR2 (Amax ~470-490 nm; (Deisseroth und
Hegemann, 2017)). Die Kombination von Cyp27c1 auch mit anderen optogenetischen
Rezeptoren, insbesondere solchen mit spektraler Empfindlichkeit im rétlichen Lichtwel-
lenlangenbereich, z. B. Chrimson (Klapoetke et al., 2014), bietet eine spannende Per-

spektive flr zukunftige Forschung und potentielle therapeutische Anwendungen.

Mogliche therapeutische Anwendungen der Optogenetik sind, unter anderen, das Unter-
brechen ventrikularer Tachykardien (Bruegmann et al., 2016), die Anfallskontrolle bei Epi-
lepsie (Krook-Magnuson et al., 2013) oder die Wiederherstellung des Sehvermogens bei
Patienten mit Retinopathia pigmentosa (Sahel et al., 2021). Diese Anwendungen wirden
von optogenetischen Rezeptoren mit einer spektralen Empfindlichkeit im rétlichen Wel-
lenlangenbereich profitieren, da dies eine Aktivierung auch in tieferen Gewebeschichten
ermdglichen kénnte. Die Kombination von Cyp27c1 und ReaChR erméglichte halbmaxi-
male Photostrdme bei 635 nm und selbst bei 650 nm noch ~30% der maximalen Stréme
und kénnte somit im optimalen Wellenlangenbereich fur die Gewebepenetration von 650-

900 nm (Weissleder, 2001) eingesetzt werden.

Zusammengefasst ist die enzymatische Umwandlung von Vitamin A1 zu Vitamin A2 durch
Cyp27c1 eine neue und vielversprechende Strategie zur Rotverschiebung der spektralen

Empfindlichkeit optogenetischer Rezeptoren.
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1.5 Zusammenfassung

Optogenetik bezeichnet eine Forschungsmethode, bei der lichtempfindliche Rezeptoren
(Photorezeptoren) in spezifische Zellen oder Organe eingebracht werden, um mithilfe von
Licht und damit verbundener zeitlicher und raumlicher Prazision molekulare Prozesse zu
untersuchen und zu steuern. Eine Vielzahl optogenetischer Proteine mit unterschiedlichen
Funktionen, wie lonenkanale, Pumpen und Rezeptoren, wurde entwickelt und wird in ver-
schiedensten Forschungsbereichen genutzt. Der Lichtwellenlangenbereich, der eine
Aktivierung der optogenetischen Proteine auslost, liegt oft im blau-griinen Wellenlangen-
bereich. Fur die Anwendung optogenetischer Methoden in vivo ist jedoch eine Aktivier-
barkeit der Rezeptoren mit rétlichem Licht von grof3er Bedeutung, da rotes Licht, im Ge-
gensatz zu blau-griinlichem Licht, Gewebe deutlich besser durchdringen kann und mit
weniger Phototoxizitat einhergeht. Die spektrale Empfindlichkeit von Photorezeptoren
wird durch den Chromophor festgelegt, der in Sdugetieren aus Vitamin A1 besteht. Durch
die Verwendung von Vitamin A2 statt Vitamin A1 als Chromophor kann die spektrale Emp-
findlichkeit eines Photorezeptors in rétlichere Lichtwellenlangenbereiche verschoben wer-
den. Cyp27c1 ist ein Enzym aus der Cytochrom-P450-Gruppe, das durch die Umwand-
lung von Vitamin A1 in Vitamin Az in den Sehpigmenten von bestimmten Fischen ein er-
weitertes Sehspektrum im rotverschobenen Bereich ermoglicht. In dieser Arbeit konnte
ich Cyp27c1 erstmalig als optogenetische Methode anwenden und zeigen, dass die en-
zymatische Umwandlung von Vitamin A1 zu Vitamin A2 durch Cyp27c1-Expression in
HEK-293 Zellen zu einer Rotverschiebung der spektralen Empfindlichkeit des lichtge-
steuerten lonenkanals Channelrhodopsin-2 (ChR2) und seiner rotverschobenen Variante
ReaChR fuhrt. Dazu habe ich mit Patch-Clamp-Technik die Photostréme von ChR2 oder
ReaChR in HEK293-Zellen bei verschiedenen Wellenlangen gemessen und die spektrale
Empfindlichkeit analysiert. Die Inkubation von HEK293-Zellen mit Vitamin A2 fuhrte zu
einer Rotverschiebung der Wellenlange mit halbmaximalen Strémen (Aso%) um 6,8 nm flr
ChR2 und 12,4 nm fir ReaChR. Cyp27c¢1-GFP wurde in HEK293-Zellen exprimiert, eine
mitochondriale Lokalisation von Cyp27c1 gezeigt und mittels HPLC-Analyse eine Um-
wandlung von Vitamin A1 in Vitamin Az durch Cyp27c1 nachgewiesen. Bei gleichzeitiger
Expression von Cyp27c1 und ChR2 waren die Photostrome bei 550 nm etwa doppelt so

hoch im Vergleich zur Kontrolle ohne Cyp27c1-Expression und Aso% wurde um 10,5 nm
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ins Rotliche verschoben. In ReaChR verschob Cyp27c¢1 Aso% um 14,3 nm und erhdhte die
Photostrome bei 650 nm knapp um das Dreifache. Da das Hinzugeben von Vitamin Az far
die Optogenetik in vivo keine praktikable Option ist und die Expression von Cyp27c¢c1 zu
einer geringfiugig besseren Rotverschiebung gefuhrt hat, ist die Expression von Cyp27c1
eine vielversprechende Strategie zur Rotverschiebung der spektralen Empfindlichkeit

optogenetischer Rezeptoren.
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Abstract

Optogenetics is a technology using light-sensitive proteins to control signaling pathways and physiological processes in cells
and organs and has been applied in neuroscience, cardiovascular sciences, and many other research fields. Most commonly
used optogenetic actuators are sensitive to blue and green light, but red-light activation would allow better tissue penetration
and less phototoxicity. Cyp27cl is a recently deorphanized cytochrome P450 enzyme that converts vitamin A; to vitamin
A,, thereby red-shifting the spectral sensitivity of visual pigments and enabling near-infrared vision in some aquatic species.
Here, we investigated the ability of Cyp27cl-generated vitamin A, to induce a shift in spectral sensitivity of the light-gated
ion channel Channelrhodopsin-2 (ChR?2) and its red-shifted homolog ReaChR. We used patch clamp to measure photocurrents
at specific wavelengths in HEK 293 cells expressing ChR2 or ReaChR. Vitamin A, incubation red-shifted the wavelength for
half-maximal currents (As,,) by 6.8 nm for ChR2 and 12.4 nm for ReaChR. Overexpression of Cyp27cl in HEK 293 cells
showed mitochondrial localization, and HPLC analysis showed conversion of vitamin A, to vitamin A,. Notably, the Asq
of ChR2 photocurrents was red-shifted by 10.5 nm, and normalized photocurrents at 550 nm were about twofold larger with
Cyp27cl expression. Similarly, Cyp27c1 shifted the A5y, of ReaChR photocurrents by 14.3 nm and increased normalized
photocurrents at 650 nm almost threefold.

Since vitamin A, incubation is not a realistic option for in vivo applications and expression of Cyp27c1 leads to a greater
red-shift in spectral sensitivity, we propose co-expression of this enzyme as a novel strategy for red-shifted optogenetics.

Keywords Optogenetics - ChR2 - ReaChR - Vitamin A, - Cyp27cl

Introduction 4,9, 21]. Among these, ChR2, a light-induced cation chan-

nel, was used to depolarize cardiomyocytes in vitro and in

Optogenetics is a technique that involves the use of light to
control the function of genetically modified cells or organs
with light-sensitive proteins. In the last decade, optogenetics
has become a powerful method for light-induced modulation
of electrical excitability, calcium influx, or stimulation of
intracellular signaling pathways with high temporal and spa-
tial precision [9]. Several optogenetic actuators of the rho-
dopsin family containing light-gated ion channels or pumps
have been described and used for various applications [3,
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of Bonn, 53125 Bonn, Germany

Department of Pathology and Immunology, Washington
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the intact mouse heart, enabling pacing the whole heart [6].
Using stronger, spatially extended, and longer periods of
illumination, ChR2 can also be used to defibrillate the heart
and to terminate ventricular arrhythmia if sufficient trans-
mural activation of ChR2 is achieved [5].

ChR2 and its homologs are maximally activated by light
between 450 nm and 545 nm [20]. However, light in this
range has limited organ penetration because it is strongly
absorbed and scattered by tissue and blood [5, 17]. Since red
wavelengths are less readily absorbed, opsins with spectral
sensitivity in the red to near-infrared range (650 nm-900
nm) would enable better tissue penetrance [7, 17]. Several
red-shifted channelrhodopsin variants have been developed
by mutagenesis and screening, but most have less optimal
properties such as lower expression levels and reduced pho-
tocurrents, or slower gating kinetics than the classical ChR2
[7, 18, 28]. One promising red-shifted homolog is ReaChR,
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with an activation maximum between 590 and 630 nm when
measuring stationary plateau photocurrents [15, 19].

Another strategy for achieving red-shifted sensitivity of
optogenetic actuators would be to exchange the chromophore
of the optogenetic actuator [27, 28]. Vitamin A ,-derived all-
trans-retinal, the common chromophore in microbial opsins,
can be replaced by vitamin A,-derived all-trans 3,4-dide-
hydroretinal, which has a red-shifted absorption spectrum
due to an extended system of conjugated double bonds [24,
27]. The use of this chromophore in photoreceptors in cold-
blooded vertebrates enhances vision in turbid aquatic envi-
ronments where long wavelength light predominates [14].
Application of high concentrations of exogenous all-trans
3,4-didehydroretinal to ChR2 was shown to result in a 30-40
nm red-shift of half-maximal currents [28]. Nevertheless,
substitution of all-trans 3,4-didehydroretinal is not a conven-
ient option for optogenetic stimulation in living organisms
because endogenous vitamin A, in the form of all-trans-
retinol is the predominant form in the mammalian system
[10, 22,29, 31] and would outcompete exogenously supplied
vitamin A, [28].

Recently, the enzyme responsible for converting vitamin
A, to A, in the visual pigments of some fish and amphibians
was discovered to be Cyp27cl, a dehydrogenase belonging
to the Cytochrome P450 family [10]. Here, we show that
the co-expression of Cyp27cl with an optogenetic actuator
provides a novel strategy to achieve red-shifted optogenet-
ics. We expressed Cyp27c1 together with ChR2 as well as
with the red-shifted homolog ReaChR in HEK 293 cells
and analyzed the spectral sensitivity of photocurrents. We
showed that Cyp27c1 overexpression in HEK cells results
in the conversion of vitamin A, to A,, leading to a red-
shift in the spectral sensitivity of both ChR2 and ReaChR
channelrhodopsins.

Methods
Generation of the CAG CYP27c1 EGFP Vector

To stably express zebrafish (Danio rerio) Cyp27cl we engi-
neered an expression vector by digesting the AAV_pVDM?2_
Dr_Cyp vector [10] containing Cyp27cl and EGFP linked
by a T2A self-cleaving peptide with Blpl and BsrGI. The
resulting 3009 bp fragment was subcloned into the 5895
bp fragment of the pCAG hChR2-EYFP vector [6] digested
with the same enzymes and containing a neomycin selec-
tion cassette. The resulting vector CAG-Cyp27c1-EGFP was
verified by restriction enzyme analysis and sequencing. The
pEGFP-N1_ReachR_mCerulean vector was received from
J. ierock for expression of ReaChR mCerulean under the
control of a CMV promoter.

@ Springer

HEK 293 cell transfection and culture

HEK 293 cells (AD-293, ATTC) were maintained in Dul-
becco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM, Life Technol-
ogies) supplemented with 10% FCS (Capricorn Scientific),
0.1 mM nonessential amino acids, 100 U/ml penicillin,
100 mg/ml streptomycin and 0.1 mM f-mercaptoethanol
(all supplements Thermofisher), plated onto fibronectin
coated coverslips (20.000 cells on 22 mm? glass cover-
slips) and grown for 24 h. Transfection was performed at
60-80% confluence with Fugene HD (Promega) using 2-3
pg DNA per well. To obtain a stable Cyp27cl cell line,
CAG-Cyp27c1-EGFP was linearized with Pvul before
transfection and cells were selected with G418 (Ther-
mofisher, 600 pg/ml). ChR2 or ReaChR was transfected
transiently and cells were investigated after 48-72 h of
culture in FCS-free Panserin 293 A medium (Pan Biotech)
in which vitamin A, (as retinol-acetate) is present at 0.4
pM as stated by the supplier. For some patch clamp and
HPLC experiments the medium was supplemented with
vitamin A, (all-trans-retinol, R7632, Sigma) or vitamin
A, (all-trans-3,4-didehydroretinol, sc-209587, Santa Cruz
Biotechnology) for at least 24 h.

Patch clamp analysis of photocurrents

Patch clamp recordings were performed using an EPC10
amplifier (Heka) at 10 kHz sampling rate on a Nikon Ti2
microscope with 20x objective (S Fluor DIC M/N2 Nikon)
at 35 + 2°C with an external solution of (in mM) 140
NaCl, 5.4 KCl, 1.8 CaCl,, 2 MgCl,, 10 glucose, 10 Hepes
(pH 7.4, NaOH), and an internal solution of 50 KCI, 80
K-aspartate, 1 MgCl,, 3 MgATP, 10 EGTA, 10 HEPES
(pH 7.2, KOH). Pipettes were pulled from borosilicate
glass (BF 150-86-10, Scientific Products) at a tip resist-
ance of 4-6 MQ using a P-1000 puller (Sutter Instrument).
Only ChR2-EYFP or ReaChR-Cerulean positive cells
were investigated. Light was generated at 10 nm wave-
length steps with a Xenon arc lamp-based monochromator
(Optoscan, Cairn) controlled by the patch clamp amplifier
and a custom-coded microcontroller (Arduino) to obtain
a uniform slit bandwidth of 30 nm. The activation spec-
trum was analyzed from 480 nm to 600 nm for ChR2 nm
and from 590 nm to 700 nm for ReaChR. Light intensities
were calibrated at the objective plane using a power meter
(PM100A with S170C sensor, Thorlabs) and reported in
Table 1.

Photocurrents were evoked every 6 s at a holding poten-
tial of -40 mV and steady-state currents were measured at
the end of a 500 ms light pulse (300-495 ms after the start
of illumination) subtracted by baseline currents (250-475
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Table 1: Mean light
intensities at indicated

wavelenghts obtained from the mW/mm® 72 67 64
monochromator at the objective ReaChR (nm) 590 600 610
plane mW/mm? 37 34 32

ChR2 (nm) 480 490 500

510 520 530 540 550 560 570 580 590 600
6.1 59 56 54 51 48 46 43 40 37
620 630 640 650 660 670 680 690 700
29 27 26 26 27 27 26 24 21

ms after end of illumination). Photocurrents were normal-
ized to the cell capacity. Because we measured saturating
photocurrents (see also discussion), photocurrents were
not normalized to differences in light intensity. Photocur-
rents are presented as absolute currents, or to account for
cell-to-cell variability in expression, for spectral compari-
sons photocurrents were normalized to the maximal value
of each cell.

Immunohistochemistry

Cells were fixed in 4% PFA and stained with anti-Cyp27cl
([10], 1:300) or mitochondrial ATP synthase F1-f anti-
body (provided by W. Voos, 1:80) for 2 h. Alexa-Fluor
goat anti-rabbit 647 or Alexa Fluor goat anti-mouse 555
(Life Technologies) secondary antibodies (1:400) were
then applied for 1 h in a solution with 1 pg/ml Hoechst
33342 (Sigma-Aldrich) as a nuclear counterstain. Immu-
nostainings were imaged using a Zeiss LSM confocal or a
Nikon Eclipse Ti2 microscope.

High performance liquid chromatography (HPLC)

HEK 293 cells incubated in vitamin A, (all-trans-reti-
nol) were detached, centrifuged, frozen on dry ice and
stored at -80°C. Samples were subsequently thawed and
homogenized in cold 0.9% NaCl solution by sonication.
A small portion of the homogenized sample was used to
measure protein content for normalization. Retinalde-
hydes were derivatized and analyzed by HPLC as previ-
ously described [30]. Retinoids were identified by com-
parison to retinol and 3,4-didehydroretinol standards
as well as the published literature [1, 12, 23]. Standard
curves were generated using retinol (R7632, Sigma) for
the quantification of A, retinols (all-trans-retinol and
13-cis-retinol) and 3,4-didehydroretinol (sc-209587,
Santa Cruz Biotechnology) for the quantification of
A, retinols (all-trans-3,4-didehydroretinol and 13-cis
3,4-didehydroretinol). Calculations were made based
on previously published extinction coefficients [2].
Because incubation of cells with 3.5 and 35 pM vita-
min A, showed similar results, we pooled these data for
statistical analysis of the Cyp27c1 effect on vitamin A,
production.

Statistical analysis

Data were analyzed offline using Fitmaster (Heka), Graph
Pad Prism 6 (GraphPad) and Origin (OriginLab) software.
Data are shown as mean + SEM. Statistical analysis was
performed with unpaired t-test or one-way ANOVA with
Tukey’s multiple comparison test. A p value < 0.05 was
considered statistically significant.

Results

Vitamin A, incubation causes a red-shift in spectral
sensitivity

In order to analyze the effect of exogenously supplied vitamin
A or vitamin A, on the spectral sensitivity of ChR2, we incu-
bated HEK 293 cells expressing ChR2 in fusion with EYFP
(Fig. 1a) with vitamin A, (A1, 25 pM) or vitamin A, (A2, 25
pM) and measured photocurrents in response to exposure to
light of varying wavelengths. We supplied vitamin A and A,
as the retinol form to mimic the in vivo situation where the
majority of circulating vitamin A is in the alcohol form. We
assume that the alcohol form is converted by cells at low rates
into the aldehyde form by endogenous dehydrogenases and
then taken up by the optogenetic actuators (see Discussion).
The response to 480 nm light is shown in Fig. 1b. To precisely
control the concentration of vitamin A or A, in the medium,
we used the serum-free medium Panserin 293A, which con-
tains 0.4 pM vitamin A, (as all-trans-retinol) because standard
FCS contains undefined quantities of vitamin A. As shown
previously [28], vitamin A, incubation led to a red-shift of
the spectral sensitivity of ChR2 (Fig. 1c, arrow) and increased
photocurrents at wavelengths between 525 nm and 600 nm
(Fig. 1d). The wavelength at which half-maximal currents are
obtained (A5,;) was red-shifted by 6.8 nm after vitamin A,
incubation. At 550 nm, where the effect can be clearly seen,
cells incubated with vitamin A, reached 24.5 + 0.5%, whereas
only 19.2 + 1.0% of the maximal photocurrent was measured
in cells incubated with vitamin A, (Fig. le). Absolute photo-
currents were not different (Fig. 1f) most likely because maxi-
mal photocurrents were larger in vitamin A,.than in vitamin
A,, which was discussed before [8].

Next, we investigated the effect of vitamin A, on the
red-shifted channelrhodopsin variant ReaChR. Consistent
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Fig. 1 Spectral sensitivity of ChR2. a Expression of ChR2 in fusion
to EYFP (yellow) in HEK 293. b Representative ChR2 currents
evoked by illumination (480 nm, 0.5 s, grey line) in ChR2 express-
ing HEK 293 cells in Panserin 293A medium supplemented with 25
pM vitamin A, (A1) or vitamin A, (A2) 24-48 h before experiments.
¢ ChR2 steady-state photocurrent at different wavelengths in relation

with our ChR2 experiments (Fig. 1), HEK 293 cells with
stable expression of ReaChR in fusion to Cerulean (Fig. 2a,
b) s wed a significant red-shift of 12.4 nm of A5y after
incubation with vitamin A, (Fig. 2c). ReaChR-expressing
cells incubated with vitamin A, showed ~2.5-fold higher
photocurrents at the long wavelength edge (~660 nm) of
spectral sensitivity than those incubated with vitamin A,
(Fig. 2d). For instance, cells incubated with vitamin A,
achieved 11.0 + 0.7% at 650 nm, whereas cells incubated
with vitamin A, attained 25.7 + 1.4% of their maximal pho-
tocurrent (Fig. 2e). Absolute photocurrents were not dif-
ferent (Fig. 2f) most likely because maximal photocurrents
were larger in vitamin A|. Having shown that vitamin A, is
able to red-shift spectral sensitivity of ChR2 and ReaChR,
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to the maximal current for each cell in the presence of vitamin A,
(25 pM, n = 15) or A, (25 pM, n = 17). Spectral difference at 50%
photocurrent highlighted by black arrow. d Ratio of normalized ChR2
currents in the presence of vitamin A, and A,. e,f Quantification of
normalized (e) and absolute (f) ChR2 photocurrents at 550 nm in the
presence of vitamin A; and A,. **¥* p <0.0001

we expect similar effects of vitamin A, application in other
channelrhodopsin variants.

Cyp27c1 converts vitamin A, to vitamin A,

For in vivo optogenetic applications, the use of exog-
enously applied vitamin A, as a chromophore may not
be feasible due to the predominance of vitamin A, in
mammalian serum and tissues [10, 22, 29, 31]. In order
to take advantage of the red-shifting effect of vitamin
A, in the presence of vitamin A, we used the vitamin
A,-to-A, converting enzyme Cyp27cl [10]. We generated
a HEK 293 cell line stably expressing Cyp27cl under the
control of the CAG promoter (Fig. 3a) using neomycin
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Fig.2 Spectral sensitivity of ReaChR. a Expression of ReaChR
in fusion to Cerulean (blue) in HEK 293 cells. b Representative
ReaChR currents evoked by illumination (600 nm, 0.5 s, grey line)
in ReaChR expressing HEK 293 cells in Panserin 293A medium sup-
plemented with 25 pM vitamin A; (Al) or vitamin A, (A2) 24-48
h before experiments. ¢ ReaChR steady-state photocurrent at differ-
ent wavelengths in relation to the maximal current for each cell in

selection (Fig. 3b). Comparison of EGFP-fluorescence
signals in Cyp27cl-expressing cells (Fig. 3c, green) with
anti-Cyp27c1 (Fig. 3c, red) and mitochondrial staining
(Fig. 3c, white) suggests mitochondrial localization of
Cyp27cl. To confirm the functionality of Cyp27cl in
HEK 293 cells, we performed HPLC analysis in lysates of
HEK 293 cells expressing Cyp27cl and wild-type controls
and incubated them with 3.5 or 35 pM vitamin A, for 24
h. HPLC an ysis showed the presence of both vitamin A,
and A, in cells expressing Cyp27cl but only vitamin A,
in control cells (Fig. 3, d-f).
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the presence of vitamin A, (25 pM, n = 10) or A, (25 pM, n = 10).
Spectral difference at 50% photocurrent highlighted by black arrow. d
Ratio of normalized ReaChR currents in the presence of vitamin A,
and A,. e,f Quantification of normalized (e) and absolute (f) ReaChR
photocurrents at 650 nm in the presence of vitamin A; and A,. **%%*
p <0.0001

Cyp27c1 red-shifts the spectral sensitivity of ChR2

To analyze the effect of Cyp27cl on the spectral sensitiv-
ity of the most commonly used optogenetic actuator, we
transiently expressed ChR2-EYFP in Cyp27cl-expressing
(Fig. 4a) and wild-type control HEK 293 cell lines. Analy-
sis of photocurrents at different wavelengths showed that
co-expression of Cyp27cl leads to a red-shift of the spec-
tral sensitivity (Fig. 4b, arrow) which was even larger than
that observed after incubation with vitamin A, (Fig. lc).
Interestingly, the red-shifting effect of Cyp27cl could be
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Fig.3 Cyp27cl expression con- a
verts vitamin A, into vitamin
A,. a Plasmid for expression of
zebrafish Cyp27cl and EGFP
separated by a 2A self-cleaving
peptide. b,c HEK 293 cells
stably expressing Cypl7cl-
EGFP (green) in overview (b)
and stained with antibodies (c)
against Cyp27cl (red) and mito-
chondrial ATP synthase F1-$
(white). d HPLC analysis of
HEK 293 cells without (CTR)
and with Cyp27cl (CYP)
expression after incubation

with 3.5 pM vitamin A (all-
trans retinol). Specific peaks

for all-trans retinol (AT-ROL)
and 13-cis retinol (13¢c-ROL)
species of vitamin A and A,
highlighted in grey. Note the
appearance of vitamin A, spe-
cies only in Cyp27cl expressing

b
CAG Dr-Cyp27c1 ;2A; eGFP
4ﬂm
c GFP
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reversed by adding 5 pM vitamin A, to the culture medium,
suggesting that the higher concentration of vitamin A, led
to replacement of the vitamin A, chromophore (Fig. 4b).
Photocurrents in Cyp27cl-expressing cells were up to three
times higher at the long wavelength end of spectral sen-
sitivity than control cells (Fig. 4c). Analysis of A for
each cell individually showed a shift of 10.5 nm to longer
wavelengths by Cyp27c1 expression (Fig. 4d), which under-
scores the potential benefits of Cyp27cl co-expression for
optogenetic applications. For example, at 550 nm, cells
without Cyp27cl expression reached only 15.2 + 0.5% of
their maximal currents (Fig. 4e), while Cyp27cl expressing
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cells showed almost one-third of maximal currents (Fig. 4e,
30.4 + 1.1%). Similarly, absolute photocurrents increased
from 1.0 + 0.1 pA/pF to 2.0 = 0.2 pA/pF by Cyp27cl
expression Fig. 4f).

Co-expression of Cyp27c1 red-shifts the spectral
sensitivity of ReaChR

Co-expression of red-shifted ChR2 variants with Cyp27cl
might further extend spectral sensitivity into the far-red
range. To investigate this, we tested the ChR2 homolog
ReaChR in combination with Cyp27cl. HEK 293 cells
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Fig.4 Cyp27cl co-expression
red-shifts the spectral sensitivity
of ChR2 a Transient expres-
sion of ChR2-EYFP (yellow)

in a HEK 293 cell line stably
expressing Cyp27c1-EGFP
(green). Special fluorescence fil-
ters were chosen to discriminate
between EYFP and EGFP. b
ChR2 photocurrents in relation
to the maximal current for each
cell in Panserin 293A medium
for cells expressing Cyp27cl
without (CYP, n = 14) and with
vitamin A, incubation (CYP +
Al,5pM, n=11) and in con-
trol cells without (CTR, n = 19)
and with vitamin A, incubation
(A2,25 pM, n = 17). Note that
Cyp27c1 expression shifts the
spectral sensitivity of ChR2 at
50% photocurrent (black arrow).
¢ Ratio of normalized ChR2
photocurrents in cells express-
ing Cyp27cl and control cells
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co-expressing ReaChR and Cyp27cl (Fig. 5a) showed a
significant red shift of spectral sensetivity compared to
control cells without Cyp27c1 co-expression (Fig. 5b,
arrow). Adding vitamin A, (5 pM) reversed the effect,
indicating replacement of vitamin A,-derived chromo-
phore by A,. (Fig. 5b). Photocurrents of Cyp27c1-express-
ing cells were up to four times higher at wavelengths
between 630 nm and 690 nm in comparison to cells with-
out Cyp27cl expression (Fig. 5¢). For example, at 650 nm,
control cells only achieved 9.9 + 1.3% of the maximal cur-
rents whereas 29.6 + 4.2% of maximal currents was seen
in Cyp27cl expressing cells (Fig. 5e). Similarly, absolute
photocurrents increased from 0.3 + 0.1 pA/pF to 2.3 +
0.3 pA/pF by Cyp27cl expression (Fig. 5f). Analysis of
Asgq for each cell individually showed 635.0 + 3.1 nm for
Cyp27cl expressing cells and 620.7 + 1.4 nm for control
cells (Fig. 5d), which constitutes a Cyp27c1-induced red-
shift of Asqq of 14.3 nm.

A2

CYP CYP+Al CTR A2 CYP CYP+AI

Discussion

In this study, we explored the idea of red-shifting the spec-
tral sensitivity of optogenetic actuators by co-expression
of a vitamin A -to-A, converting enzyme, Cyp27cl. Con-
sistent with the findings of Sineshchekov et al. [28], we
showed that substitution of vitamin A, with vitamin A,
leads to a red-shift of the spectral sensitivity of optoge-
netic actuators in living cells. Cyp27c1 was recently dis-
covered to be the enzyme responsible for an enhancing
near-infrared visual sensitivity by converting vitamin
A, to vitamin A, in the visual pigments of aquatic verte-
brates [10]. Thus, we here propose enzymatic vitamin A,
production by Cyp27c1 as a new method to red-shift the
spectral sensitivity of optogenetic actuators without the
need for supplying exogenous vitamin A,. Since longer
wavelength light is less scattered and absorbed by tissue
[5, 17], optogenetic actuators with spectral sensitivity in
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the red to near-infrared therapeutic window (650 nm-900
nm) can facilitate actuator operability at greater tissue
depth. Several red-shifted channelrhodopsin variants have
been developed from different species and using mutagen-
esis, but most have less optimal properties than ChR2
with respect to expression, kinetics, or ion selectivity [7,
18, 28]. So far, there is no evidence that the vitamin A,
chromophore significantly alters fundamental functions of
optogenetic actuators other than their spectral sensitiv-
ity [28], although maximum photosensitivity of A,-based
visual pigments may be reduced compared to A,-based
pigments [8]. Thus, intracellular vitamin A, production by
Cyp27cl is a promising alternative strategy to red-shift the
spectral sensitivity of optogenetic actuators.
Sineshchekov et al. [28] describe a red-shift in the spec-
tral sensitivity of peak photocurrents by ~30 nm for the
channelrhodopsin variants CrChR1, CrChR2, CaChR1 and
MvChR1 in HEK 293 cells after incubation with vitamin
A, in aldehyde form. However, our experiments with

@ Springer

ChR2 and ReaChR showed only a 6.8 nm, and 12.4 nm
shift in plateau photocurrents using identical vitamin A,
concentrations (25 pM), but in the alcohol form. Both dif-
ferences (peak vs plateau and retinol vs retinal) might have
contributed to the less pronounced red-shift we observed.
Importantly, we specifically investigated the effect of
Cyp27cl on plateau stationary photocurrents because
many optogenetic applications, including defibrillation
[5] or seizure cont ol, require not a single light pulse with
peak photocurrents but repetitive or constant light-induced
depolarization [5], and in this situation, peak photocur-
rents are desensitized [19, 20].

In contrast to earlier work that supplemented the oxidized
versions of vitamin A (all-trans-retinal) and vitamin A, (all-
trans 3,4-didehydroretinal, not commercially available) [27,
28] e have supplied the reduced form (all-trans-retinol)
because it is the dominant form in serum and tissue [10, 22,
29, 31] and is only converted to retinal in the eye by enzymes
of the visual cycle [13]. Also, Cyp27cl most efficiently
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catalyzes the conversion of retinol [10]. Thus, our findings
in cell culture using retinol can be better transferred to the
in vivo situation. Furthermore, all-trans-retinol in Panserin
293 A medium is sufficient to generate large photocurrents in
HEK?293 cells. This is most likely due to the interconversion
of retinal and retinol forms by endogenous dehydrogenases
[13] su h as the retinol dehydrogenase (RDH) 14, which is
highly expressed in HEK293 cells [25]. We were not able to
detect all-trans-retinal in HEK293 cells fed with all-trans-
retinol by HPLC analysis after oximes derivatization (data
not shown). However, the presence of photocurrents proofs
that these small undetectable amounts of retinal generated
by RDHs are sufficient as chromophore for microbial opsins.
This is not surprising because, in contrast to bleaching
opsins, which require a constant supply of retinal aldehyde
for recovery aver every photocycle, ChR2 and other micro-
bial opsins do not dissociate from the retinal molecule dur-
ing the photocycle.

Interestingly, Sineshchekov et al. showed that the shift in
spectral sensitivity due to vitamin A, incubation correlated
with the vitamin A,/A ratio in the medium [28], indicating a
competition and similar binding affinities of both vitamins in
the binding pocket of optogenetic actuators. The hypothesis
of a vitamin A,/A, competition is supported by our findings
that the Cyp27c1-induced red-shift of spectral sensitivity
can be reversed by elevating the vitamin A, concentration
(Fig. 4b,d, Fig. 5b,d). Thus, exogenous vitamin A, applica-
tion will not be an option for in vivo optogenetic applica-
tions because vitamin A, is the predominant form in the
mammalian serum and tissues [10, 22, 29, 31] and would
compete with vitamin A, and thereby reduce the red-shifting
effect. In addition, high concentrations of exogenous vitamin
A, could have unknown systemic effects on the organism
because elevated levels of 3,4-didehydroretinoids have been
documented in hyperkeratotic lesions and some skin neo-
plasms in humans [10]. Overexpression of Cyp27c1 should
also be tolerated by the immune system as orthologues can
be found in most mammalian genomes, including the human
genome [10]. For instance, Johnson et al. [11] report locali-
zation of Cyp27cl in the skin although the function of vita-
min A, remains unclear.

Our experiments showed that Cyp27cl is able to con-
vert 0.4 pM vitamin A, present in Panserin 293A medium
into vitamin A,, thereby red-shifting the spectral sensitiv-
ity of co-expressed ChR2 or ReaChR. This is in line with
literature describing the catalytic efficiency of Cyp27cl as
one of the highest among animal cytochrome P450 family
members [10] and a maximal catalytic efficiency at a vita-
min A, concentrations between 0.1 and 2 pM. Because the
levels of vitamin A, (all-trans-retinol) in human blood of
0.5-1.5 pM [22, 29, 31] are within this range, we conclude
that Cyp27cl overexpression should be effective for in vivo
red-shifted optogenetics at physiological vitamin A, serum

concentrations. Furthermore, our results show a higher red-
shifting effect by Cyp27c1 (ChR2: 10.5 nm and ReaChR:
14.3 nm) than by vitamin A, incubation (6.8 nm and 12.4
nm). This could be explained by a local intracellular produc-
tion of vitamin A, close to the chromophore binding site at
the time of opsin maturation when the chromophore is being
incorporated.

The vitamin A,-induced red-shift has been shown for
numerous opsins [27, 28], corroborating the wide spectrum
of possible applications of Cyp27cl with vitamin A-based
optogenetic actuators other than those we have tested.
Sineshchekov et al. [28] predict the highest benefit by vita-
min A, for rhodopsins with intrinsically long-wavelength
absorption in which the additional red-shift by Cyp27cl
might significantly increase their efficiency and finally allow
optogenetic activation in deep layers. We can support this
notion because with ReaChR and Cyp27cl we found half-
maximal photocurrents at 635 nm, approaching the thera-
peutic window of 650-900 nm.

In this study, we used high light intensities from a mono-
chromator to determine the maximum possible plateau pho-
tocurrent. This required a large bandwidth of 30 nm and
resulted in non-uniform intensities across the spectrum
(Table 1). ChR2 plateau currents are almost fully saturated at
the light intensities we have used [20], and ReaChR plateau
photocurrents are saturated at 610 nm using ~ 2 mW/mm?
[19]. However, ReaChR could be not saturated for longer
wavelengths which in turn would allow using higher light
intensities to obtain larger photocurrents.

Potential applications of optogenetic tools in whole
organisms with therapeutic purposes could be, among oth-
ers, terminating ventricular tachycardia [5], seizure control
in epilepsy [16], or restoring vision in patients with pho-
toreceptor degeneration [26]. All these could benefit from
optogenetic proteins with spectral sensitivity in the red-light
range, enabling better tissue penetration and the use of less
energetic and therefore less damaging long-wavelength pho-
tons. Given the greater red-shift due to Cyp27cl expression
compared to vitamin A, incubation, we propose enzymatic
vitamin A, production by Cyp27cl in combination with long
wavelength optogenetic actuators as a complementary strat-
egy for red-shifted optogenetics.
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