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Zusammenfassung

Die Plasmamembran ist die zentrale Barriere einer Zelle gegeniiber ihrer Umwelt, gleichzeitig
aber auch die Hauptplattform fiir Kommunikation und Stoffaustausch mit dieser. In dieser Arbeit
wurden neue optische Verfahren entwickelt, mit denen quantitative Aussagen zu bisher schwer
zuginglichen Fragestellungen zu Transport und Signalprozessen an der zelluldren

Plasmamembran getroffen werden kdnnen.

Jede bekannte lebende Zelle hilt ein elektrisches Ruhemembranpotential (Vruhe) aufrecht, welches
entscheidende Rollen u.a. bei der neuronalen Signalweiterleitung, elektrogenen
Transportprozessen und Zellzykluskontrolle einnimmt. In dieser Arbeit wurden ratiometrische,
genetisch codierte Spannungssensoren (GEVIs) etabliert, die in Kombination mit Verfahren zur
automatisierten Hochdurchsatzmessung und Datenauswertung zum Vergleich der Vrunhe-Werte
verschiedener Zellpopulationen eingesetzt werden konnen. Mit diesen Methoden konnte der
hyperpolarisierende Effekt der ektopischen Expression von krankheitsrelevanten Kaliumkanélen
und Kaliumkanalmutanten auf das zellulire Ruhemembranpotential nachgewiesen werden. Mit
den entwickelten Methoden konnte auBlerdem die Latenz der Biosynthese funktioneller

Kaliumkanéle von der Induktion der Transkription bis zum funktionellen Kanal bestimmt werden.

Die Regulation des elektrischen Potentials der Plasmamembran wird maligeblich iiber die
Aktivitit von Ionenkanilen bestimmt, die ihrerseits iiber intrazellulire Signalmolekiile wie Ca*",
CO oder Fe?* reguliert werden konnen. Um schnelle Anderungen der Konzentration von Fe** zu
erzeugen, wurde das photolabile CO-freisetzende Molekiill CORM-S1 (Dicarbonyl-Biscysteamin-
Eisen(I)) auf seine Eignung als Fe?"-freisetzendes Molekiil untersucht. In dieser Arbeit konnte
gezeigt werden, dass Fe?* aus CORM-SI iiber Beleuchtung mit blauem Licht quantitativ
freigesetzt werden kann. Mit Hilfe von CORM-S1 wurde die Regulation der Ca’**- und
spannungsgesteuerten BKca-Kaliumkanile durch intrazelluldres Fe?* untersucht. CORM-SI
wurde in Kombination mit einer Blitzlichtquelle zur FErzeugung schneller Fe**-
Konzentrationsspriinge eingesetzt und so die Geschwindigkeit der Fe?"-abhiingigen

Aktivitatsinderung von BKca-Kanélen bestimmt.

Die optische Manipulation von Molekiilen wie CORM-S1 ist in der klassischen Lichtmikroskopie
durch die Beugungsgrenze limitiert. Um Reaktionen mit einer rdumlichen Prézision von wenigen
nm in der Umgebung eines Zielproteins zu katalysieren, wurde in dieser Arbeit die Eignung
aufwirtskonvertierender Nanopartikel (UCNPs), welche infrarotes in sichtbares bis ultraviolettes
Licht umwandeln konnen, als Quellen photochemischer Reaktionsnanodoménen untersucht. Die

Fahigkeit lokale, photochemische Reaktionen auszulésen wurde mit Hilfe des Griin-zu-Rot
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photokonvertierbaren Fluoreszenzproteins Dendra2 evaluiert. Dazu wurden biofunktionalisierte
UCNPs mit molekularer Prazision iiber spezifische Antikdrper-Antigeninteraktionen an genetisch
verdnderten =~ Membranproteinen  positioniert und die = Photokonversionsrate  von
membranstdndigem Dendra2 untersucht. Extrazelluldr gebundene UCNPs konnten Dendra2
sowohl auf der AuBenseite als auch auf der Innenseite der Membran innerhalb von Sekunden bis
Minuten vollstindig konvertieren. Zudem wurde nachgewiesen, dass die Reaktionsrate mit

steigender Distanz zwischen Emitter (UCNP) und Empfanger (Dendra2) steil abfillt.

Summary

The plasma membrane is a cell's main barrier to its environment, but at the same time it is also the
central platform for communication and material exchange with it. In this thesis, new optical
methods were developed, with which quantitative statements can be made on previously difficult

to access questions about transport and signaling processes across the cellular plasma membrane.

Every known living cell maintains an electrical resting membrane potential (Vrest) that plays crucial
roles in neuronal signal transmission, electrogenic transport processes and cell cycle control. Here,
ratiometric, genetically encoded voltage sensors (GEVIs) as well as methods for automated high-
throughput recording and data analysis were developed to measure Vrest of different cell
populations. Using these methods, the hyperpolarizing effect of the ectopic expression of disease-
relevant potassium channels and potassium channel mutants on the cellular Vrest was demonstrated.
In addition, the developed methods allowed to estimate the latency of the biosynthesis of

functional potassium channels from the induction of transcription to the functional channel.

The regulation of the electrical potential of the plasma membrane is largely determined by the
activity of ion channels, which in turn can be regulated by intracellular signaling molecules such
as Ca?*, CO or Fe?". In order to achieve targeted, rapid changes in the concentration of free Fe? ",
the photolabile CO-releasing molecule CORM-S1 (dicarbonyl-biscysteamine-iron (II)) was
examined for its suitability as an Fe**-releasing molecule. In this work, it was demonstrated that
Fe?" can be fully released from CORM-S1 by illumination with blue light. Furthermore, the
regulation of the Ca?* and voltage-gated BKca K channels by intracellular Fe?* was investigated
using CORM-S1. With CORM-S1 and high intensity flashlight illumination, rapid changes in free
Fe?* concentration were achieved, and thus the speed of the Fe*'-dependent increase in activity of

BKca channels could be determined.
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In classical light microscopy, the optical manipulation of molecules like CORM-SI is restricted
by the diffraction limit. In order to catalyze reactions with a spatial precision of a few nm in the
vicinity of a target protein, the suitability of up-converting nanoparticles (UCNPs), which can
convert infrared into visible or ultraviolet light, as sources of photochemical nanodomains was
investigated. The ability to trigger local photochemical reactions was evaluated with the help of
the green-to-red photoconvertible fluorescent protein Dendra2. For this purpose, biofunctionalized
UCNPs were positioned with molecular precision via specific antibody-antigen interactions on
genetically-modified membrane proteins and the photoconversion rate of membrane-bound
Dendra2 was investigated. Extracellularly bound UCNPs were able to fully convert Dendra2 on
the outside as well as on the inside of the membrane within seconds to minutes. Furthermore, it
was proven that the reaction rate of the photoconversion decreases steeply with increasing distance

between emitter (UCNP) and receiver (Dendra2).
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1. Einleitung

Biomembranen sind grundlegende Bestandteile lebender Organismen und bilden Barrieren, die
das wissrige Innere einer Zelle bzw. eines Zellkompartiments von seiner wéssrigen Umgebung
trennen.! Sie setzen sich neben Membranproteinen und Sterolen zum GroBteil aus
Glycerophospholipiden und Sphingolipiden zusammen, die aus je einer polaren, hydrophilen

Kopfgruppe und zwei unpolaren, hydrophoben Schwanzgruppen bestehen (Abb. 1a).>
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Abbildung 1. Chemische und elektrische Eigenschaften biologischer Membranen. a links, Struktur eines
Membranlipids am Beispiel eines Phosphatidylcholins mit einem Palmitin- und Olsdurerest. a rechts,
Lipiddoppelschicht in wissriger Losung.! b, Biomembranen bilden Diffusionsbarrieren fiir [onen in wéssriger Losung
und haben daher eine elektrische Membrankapazitét C, die analog zu der eines Plattenkondensators berechnet werden
kann: g = 8,854 AsV''m!; & = relative Permittivitit; A = Membranfliche; d = Membrandicke. ¢, Qualitative
Tonenverhéltnisse von Na®, K und CI™ in tierischen Zellen. Die Permeabilitédt (Pin) einer Membran fiir jede
Ionenspezies wird iiber die Aktivitdt von ionenselektiven Kanédlen, Pumpen und Austauschern bestimmt. d,
Ersatzschaltbild einer Zelle nach Hodgkin und Huxley mit einer Membrankapazitit C, und dem Membranpotential
Vm, das sich aus dem elektrochemischen Potential Ej,, der einzelnen Ionenspezies und deren Permeabilitdt nach der
Goldmann-Gleichung (Gl. 1) ergibt.>*

Kopf-und Schwanzgruppen der Lipide sind durch Ester- bzw. Amidbindungen tiber Glycerin bzw.
Sphingosin miteinander verkniipft (Abb. 1a).? Phospholipide bilden in wissriger Losung spontan
Lipiddoppelschichten aus, bei denen die polaren Kopfgruppen der wissrigen Phase und die
unpolaren Fettsiurereste einander zugewandt sind (Abb. 1a).!? Innerhalb der Membran kdnnen
sich sogenannte Mikro-/Nanodoménen in Form von Lipid/Membrane rafts bilden, in denen

vermehrt Lipide mit gesittigten Fettsiureresten und Cholesterin vorkommen.>® In Lipid rafis



befinden sich bevorzugt Proteine mit posttranslationalen Modifikationen wie z. B..
Palmitoylierungen, sodass Membranproteine, die gemeinsam an Transport- oder Signalprozessen

beteiligt sind, in rdumliche Nihe zueinander gebracht werden kénnen.%’

Biomembranen stellen Diffusionsbarrieren fiir polare und geladene Substanzen dar. In
physiologischen Losungen wirken sie daher als Dielektrika, die je zwei leitende
Fliissigkeitsschichten voneinander trennen und lassen sich daher als elektrische
Plattenkondensatoren, deren Kapazititen von der Membrandicke und der Membranfliche
abhiingen, veranschaulichen (Abb. 1b).!* Typische Kapazititswerte der Biomembranen von
Sdugerzellen liegen im Bereich von 1 pF/cm?.3° Die Schichtdicke bzw. die geladenen Schicht aus
Oberflachenladungen der Membranlipide und Gegenionen (Gouy-Chapman-Stern-Schicht) und

die daraus resultierende Membrankapazitit sind temperaturabhingig.!%!!

V. = RT] PNa[Na+]e + PK[K+]e +PCl[Cl_]i
™ F Pyg[Na*]; + P¢[K*]; + Pg[Cl7],

Gleichung 1. Goldmann-Gleichung fiir Na*, K* und CI: V,, = Membranpotential; R = 8,314 Jmol'! K'!; T =
absolute Temperatur in K; F = 96,485 kC mol; []e, []; extra-, intrazellulére Ionenkonzentration; P = Permeabilitit.>

Aufgrund der elektrisch und chemisch isolierenden Wirkung der Lipiddoppelschicht konnen durch
aktiven Transport iiber Transmembranproteine wie Ionenpumpen (z. B. die Na"/K"-ATPase) und
Ionenaustauscher elektrochemische Gradienten zwischen intra- und extrazelluldrer Losung
erzeugt werden (Abb. 1¢).!? Transportraten von Ionenpumpen und -transportern liegen im Bereich
von 10-10% s71.1213 Jonenkanéle konnen hingegen Transportraten von 10® s! erreichen.'* Schnelle
Anderungen in der Permeabilitit der Biomembran u. a. fiir Na” und K* hiingen daher maBgeblich
von der Expression und Aktivitit von Ionenkandlen ab (Abb. lc,d). Typische
Ionenkonzentrationen von Sdugerzellen sind: extrazellulir 145 mM Na®, 4 mM K, 116 mM CI-
und intrazelluldr 12 mM Na®, 139 mM K", 4 mM CI- (Abb. 1 ¢); nach der Nernst-Gleichung
ergeben sich daraus (bei einer Temperatur von 37 °C) Potentiale von +67 mV fiir Na*, -95 mV fiir
K" und -90 mV fiir CI".!> Das Membranpotential (Vm) ergibt sich aus der Permeabilitiit (Pion) der
Membran fiir eine lonenspezies und deren extra- und intrazelluldrer Konzentration und lésst sich
mit Hilfe der Goldmann-Gleichung berechnen (Abb. 1d, Gl. 1).? Erhoht sich die Permeabilitiit der
Membran fiir eine lonenspezies, so verdndert sich Vm in Richtung des Nernst-Potentials fiir diese
Ionensorte.* Die Offnung von Natrium- und Calciumkanilen fiihrt dabei in der Regel zur
Depolarisation (Membraninneres positiver) und die Offnung von Kalium- und Chloridkanilen zur

Hyperpolarisation (Membraninneres negativer).'®



1.1. Das zelluldre Ruhepotential

Sowohl erregbare als auch nichterregbare Zellen halten ein negatives Vm aufrecht, das
Ruhemembranpotential ~ (Vrune). Typische = Vrune-Werte der Plasmamembranen von
Sdugerzelllinien liegen zwischen -5mV in befruchteten Oozyten und -95mV in
Skelettmuskelzellen (Abb. 2a)."” Vrune einer Zelle hingt dabei maBgeblich von der Expression
bestimmter Ionenkandle ab. Wird in HEK293T-Zellen (Human embryonic kidney cells) der
einwdrtsrichtende Kir2.1-Kaliumkanal stabil tiberexprimiert, so verschiebt sich Vruhe von -40 bis
-50 mV auf -70 bis -90 mV.'* 2 Es ist bekannt, dass Vrune einen starken Einfluss auf Prozesse wie
neuronale Signalweiterleitung, Membrantransport und Muskelkontraktilitdt, aber auch auf
Wundheilung, Embryonalentwicklung, Zellvolumenkontrolle, Zellzykluskontrolle, virale

Replikation, Tumorprogression und den circadianen Rhythmus hat.*!7-21-2°

a Nicht proliferierend ' Proliferierend
.
Tumorzellen GlloTzeIIe Zervixkarzinom
I MCF7-Mammakarzinom HelLa-Zelle
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oo e ——————{om
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Abbildung 2. Beispiele fiir die physiologische Relevanz des Ruhemembranpotentials. a, Ubersicht der VRuhe-
Werte erregbarer und nichterregbarer Zellen.'”?> b, Schematische Darstellung eines Aktionspotentials in der
neuronalen Signalweiterleitung. Beim Uberschreiten eines Schwellenwerts werden spannungsabhingige
Natriumkandle gedftnet, welche P, zeitweise erhdhen und dann inaktivieren. Die daraus resultierende Depolarisation
der Membran aktiviert spannungsabhingige Kaliumkanile, die Px erhdhen und die Membran wieder auf ein negatives
Vo setzen.*?? ¢, Elektrogener Transport am Beispiel der duodenalen Fe*'-Aufnahme. Nicht-Him-Eisen liegt in der
Nahrung hauptsichlich als schwerldsliches Fe** vor. Zur Aufnahme wird es an der Plasmamembran der Enterozyten
tiber eine duodenale Cytochrom-b-Reduktase (Dcytb) zu Fe?' reduziert.® Dabei wird ein Elektron (&) von einem
intrazelluldren Ascorbat (Oxidation zu Monodehydroascorbat, MDHA) auf Fe’* iibertragen.’! Fe?* wird von einem
divalenten Metallionentransporter (DMT1) in das Cytoplasma transportiert.>> Die Fe?>'-Aufnahme ist durch den
Fe*/H'-Symporter DMT1 an den pH-Gradienten gekoppelt. d, Die Regulation des Zellzyklus ist abhéingig von der
Permeabilitiit der Membran fiir verschiedene Ionen. Am Ubergang von der G1- zur S-Phase ist die Permeabilitit fiir
K" erhoht, beim Ubergang von G2 zu M die Permeabilitit fiir Na* und Ca?".!¢!733



In Zellen des zentralen und peripheren Nervensystems fiihrt die Offaung von
spannungsgesteuerten Natriumkanilen (Nav) und deren schnelle Inaktivierung zu einer kurzzeitig
erhohten Permeabilitit der Membran fiir Na® und anschlieBend zu einer Offnung
spannungsgesteuerter Kaliumkanéle (Kv) und einer damit einhergehenden erhéhten Permeabilitit
fiir K".* Da die Permeabilitit der Membran fiir jede Ionenspezies zeitlich und rdumlich begrenzt
ist, ergibt sich daraus der charakteristische Spannungsverlauf eines Aktionspotentials (Abb. 2b).*
Damit ein Aktionspotential ausgelost werden kann, muss Vm einen Schwellenwert iiberschreiten,
sodass eine ausreichende Anzahl von Natriumkanélen gedffnet wird (Abb. 2b). Ein dauerhaft
depolarisiertes Vrune kann jedoch inhibierend auf die neuronale Erregbarkeit wirken, da Nav-
Kanile nicht mehr aus ihrem inaktivierten Zustand in einen aktivierbaren Zustand {ibergehen
kénnen.** Auf diese Weise fiihren z. B. zyklische Anderungen von Vrune im suprachiasmatischen
Kern, einem Teil des Hypothalamus, zu einer Anderung der neuronalen Erregbarkeit im Verlauf

der Tageszeit.*?

Neben der neuronalen Erregbarkeit ist Vrune auch in nichterregbaren Zellen fiir elektrogene
Transportprozesse essentiell. Ein Beispiel dafiir ist die Aufnahme von Fe** an der apikalen
Membran der Enterozyten des Duodenums.*® Eisen ist ein zentrales Spurenelement, das u. a. fiir
die Bildung der Eisenschwefelcluster in der Atmungskette oder als zentrales Ion in Him
entscheidende Bedeutung fiir die zellulire Homdostase aufweist.’3¢ Dysregulationen des
Eisenstoffwechsels stehen mit Erkrankungen wie Andmie, erblicher Himochromatose oder Krebs
in Verbindung.>”*! In einer Reihe von Tumorzellen wie der LNCaP-Prostatakrebszelllinie (Lymph
node carcinoma of the prostate) begiinstigt die exzessive Aufnahme von Fe?" die
Zellproliferation.*> Da der Korper keinen direkten Weg besitzt, um exzessives Eisen abzugeben,
muss die Aufnahme des Eisens aus der Nahrung streng reguliert werden.*'*> Im Darm wird das
aus der Nahrung aufgenommene FEisen iiber einen Fe?'/H*-Symporter (DMT1) aus dem
Darmlumen in die Enterozyten transportiert.’* Da der pH-Wert in der extrazelluliren Losung des
Duodenums niedriger ist als der des Cytoplasmas der Enterozyten, wird durch diesen sekundér
aktiven Transportprozess deutlich mehr Fe?* iiber DMT1 in das Cytoplasma transportiert als es
durch einen rein passiven Transportprozess moglich wire.>® Beim Transport von einem Fe**
werden insgesamt vier positive Ladungen in das Zellinnere transportiert und die Zelle somit
tendenziell depolarisiert (Abb. 2c). Ein negativeres Vruhe von Zellen mit DMT1 erhoht daher die
Fe?*-Transportrate und verschiebt das elektrochemische Gleichgewicht in Richtung erhdhter

intrazelluldrer Fe?"-Konzentration.'?

Bereits seit Langerem wird vermutet, dass Vruhe die Regulation des Zellzyklus beeinflusst (Abb.

2d).**5 In V79 Zellen (Lungenfibroblasten aus dem chinesischen Zwerghamster) wurden Vruhe-



Werte von -20 mV in der spiten G1-, -29 mV in der S-, -22 mV in G2- und bis zu -14 mV in Ana-
, Telo- und frither G1-Phase beobachtet.*’ In Astrozyten sind insbesondere Kir4.1-Kaliumkanile
fiir ein negatives Vrune von -80 mV verantwortlich.?’ In von Astrozyten abgeleiteten Gliomzellen
(Hirntumorzellen) werden Kir4.1-Kanidle nicht mehr funktionell exprimiert, sodass Vruhe im
Bereich von -50 mV liegt (Abb. 2a).? In anderen Tumoren steht hingegen die Uberexpression von
Kaliumkanilen mit einer erhdhten Proliferationsrate in Verbindung.*®*” Bisher ist bekannt, dass
bestimmte spannungsgesteuerte Kaliumkanile wie z. B. Kv10.1-Kanile oder die Ca*- und
spannungsgesteuerte BKca-Kanéle (Big conductance K*) in Krebszelllinien wie Melanomzellen,
Brust- oder Prostatakrebszellen verstirkt vorkommen bzw. eine besonders hohe Aktivitit
aufweisen.**>! Hemmerlein et al. berichteten von einer Uberexpression von Kv10.1-Kanile in
80% aller von ihnen getesteten Tumorproben.* In LNCaP-Prostatakrebszellen finden sich BKca-
Kanile, die mit den akzessorischen y1-Untereinheiten und Cav3.2-Kanilen kolokalisiert sind und

daher eine erhohte Aktivitit bei niedriger Membranspannung aufweisen.>’>?

1.1.1. Messung des Membranpotentials

Zur Untersuchung der elektrischen Eigenschaften einer Zelle kommen bevorzugt elektroden-
basierte Methoden wie Whole-Cell-Patch-Clamp zum Einsatz.> In der Pipette, die fiir die
Ganzzellableitung benotigt wird, befindet sich jedoch eine vordefinierte Losung, die sowohl die
intrazellulare Tonenkonzentration als auch die Permeabilitét fiir die einzelnen lonenspezies und
damit Vm vorgibt (GL 1).>3>* Hiufig werden daher Pipetten mit hohem elektrischen Widerstand
und entsprechend geringem Offnungsdurchmesser verwendet.* Leckstrome verhindern aber auch

bei dieser Methode eine verlissliche Messung von Vrune.>*

Komplementdr zu elektrodenbasierten Messverfahren werden zunehmend auch optische
Methoden zur Spannungsmessung eingesetzt. Mit optischen Methoden ldsst sich Vim einzelner
Bereiche einer Zellemembran z.B. Dendriten und Axone gleichzeitig und unabhingig
voneinander betrachten.”® Zudem kann die Spannung vieler Zellen in neuronalen Zellnetzwerken

simultan abgeleitet werden.>®

Bereits 1973 wurden die ersten Aktionspotentiale mit
Merocyanin 540, einem spannungssensitiven, fluoreszierenden Farbstoff, gemessen.’’ Einige
spannungssensitive Farbstoffe wie Di-4-ANNEPS lagern sich in die Membran ein und reagieren
auf Anderungen des elektrischen Feldes durch Anderung ihrer Position/Orientierung, was zu einer
Anderung ihrer Fluoreszenzeigenschaften fiihrt.’® Durch die Einlagerung geladener Molekiile in
die Membran kann sich jedoch die Membrankapazitit &ndern und damit koénnen sich
physiologische Signalprozesse verindern.”* Zudem zeigen einige spannungssensitive Farbstoffe

wie DiBAC4(3) aktivierende Effekte auf Membrantransportproteine wie BKca-Kanile und es ist
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daher fraglich, ob sie Vrune unter physiologischen Bedingungen korrekt wiedergeben 596!

Zusitzlich bendtigen spannungssensitive Farbstoffe optimierte Prozeduren zur Beladung, konnen
in Langzeitexperimenten photo-/zytotoxisch wirken, mit der Zeit aus der Zelle transportiert

werden und lassen sich nicht auf eine bestimmte Zellpopulation begrenzen.>’

Als Alternative zu spannungssensitiven Farbstoffen wurden in den letzten beiden Jahrzehnten
zahlreiche genetisch codierte Spannungsindikatoren (GEVIs) entwickelt.?%2-¢7 Im Allgemeinen

lassen sich GEVIs grob in drei iibergeordnete Klassen unterteilen (Abb. 3).%

Typ 1 Typ 2 Typ 3
ArcLight ASAP Mermaid Quasar Voltron
Extrazellular

Membran mm—

Intrazellular

Abbildung 3. Beispiele genetisch codierter Spannungsindikatoren (GEVIs). GEVIs konnen grob in drei
tibergeordnete Klassen eingeteilt werden.®* Typ-1-GEVIs basieren auf der Kopplung einer spannungssensitiven
Transmembrandoméne (VSD, blau) eines spannungssensitiven Membranproteins mit einem (griin) oder mehreren
(griin, rot) fluoreszenten Proteinen. Typ-2-GEVIs leiten sich von einem Archaerhodopsin ab. Die
Spannungsabhingigkeit der Fluoreszenz der Typ-2-Sensoren beruht auf einer spannungsabhingigen Anderung des
Protonierungsgrads eines gebundenen Retinals (rot). Typ-3-GEVIs sind Kombinationen aus Typ-1- oder Typ-2-
Sensoren mit einem chemisch gekoppelten, fluoreszenten Farbstoffmolekiil (gelb), das als FRET-Donor/Akzeptor
(Forster-Resonanzenergietransfer) wirken kann. FRET ist ein Prozess, bei dem die Energie eines angeregten
Farbstoffs/Fluoreszenzproteins (Donor) auf einen zweiten Farbstoff oder ein zweites Fluoreszenzprotein (Akzeptor)
durch Dipol-Dipolkopplung iibertragen wird.%%

Typ-1-GEVIs beruhen auf der Kopplung eines oder mehrerer Fluoreszenzproteine (FPs), wie dem
griinfluoreszierenden Protein (GFP) aus Aequorea victoria, mit der spannungssensitiven Doméne
(VSD) eines Membranproteins (Abb. 3, ArcLight, ASAP).** Alle Typ-1-GEVIs haben gemein,
dass die Anderungen des elektrischen Feldes der Membran eine Reorientierung hauptsichlich
positiv geladener Schaltladungen der VSD induziert.”” Daraus resultiert eine Anderung des

Anregungs-/Emissionsspektrums bzw. der Intensitiit des/der gekoppelten FPs.%

Typ-2-GEVIs umfassen eine Reihe von Sensoren, die von bakteriellen Archaerhodopsinen
Jlichtabhéingigen Protonenpumpen, abgeleitet sind.”! Es zeigte sich, dass nichtleitende Varianten
auch als fluoreszente Spannungssensoren verwendet werden kénnen.”? Bei Typ-2-GEVIs wird die
Fluoreszenzintensitdt eines kovalent gebundenen Retinals durch dessen Protonierungsgrad
bestimmt (Abb. 3, Quasar).”> Die Geschwindigkeit der Fluoreszenzinderung von Typ-2-GEVIs
kommt der spannungssensitiver Farbstoffe sehr nahe, sodass mit diesen auch Aktionspotentiale
verlisslich nachverfolgt werden kénnen.”>”® Ein groBer Nachteil von Typ-2-GEVIs ist ihre geringe
Fluoreszenzintensitdt, die mehrere Groenordnungen niedriger sein kann als die von Typ-1-

GEVIs.%"



Typ-3-GEVIs beruhen auf der chemischen Kopplung eines Typ-1- oder Typ-2-GEVIs (Abb. 3,
Voltron) mit niedermolekularen Farbstoffen als FRET-Donor oder Akzeptor.” Mit diesen konnten
deutlich hohere Fluoreszenzintensititen als mit reinen Typ-2-Sensoren und hohere
Geschwindigkeiten als mit Typ-1-Sensoren erreicht werden. Sie bendtigen jedoch einen
zusitzlichen chemischen Kopplungsschritt, der den groBen Vorteil eines rein genetisch codierten

Sensors unterminiert.®*

1.1.2. Typ 1 genetisch codierter Spannungsindikatoren (GEVIs)

Das erste Typ-1-GEVI war FlaSh, ein Fusionsprotein einer nichtleitenden Version des Shaker-
Kaliumkanals mit GFP.”> Die maximale Anderung der GFP-Fluoreszenz (Ar) lag bei ca. 5% und
der dynamische Bereich lediglich zwischen -30 und -50 mV.” SPARC, ein GEVI basierend auf
einem Natriumkanal, wies eine schnellere Kinetik gegeniiber Spannungsinderungen auf, hatte
jedoch eine geringere Signalamplitude.’® Der erste Sensor, der auf FRET basierte, war VSFP1 (Ar
=1,8% pro 100 mV), ein Fusionsprotein aus einem cyan- und einem gelbfluoreszierenden Protein
und der VSD eines spannungssensitiven Kaliumkanals (Kv2.1).%*7” Neuere Typ-1-GEVIs haben

).”8 Diese besitzen vier

VSDs aus spannungssensitiven Phosphatasen (VSPs) (Abb. 4a
Transmembransegmente (S1-S4) aus VSPs, welche gro3e Homologien zu der S1-S4-Region von
Kv-Kandlen aufweisen (Abb. 4a), jedoch keine Porenregion, die fiir die lonenleitfahigkeit der
Kaliumkanile benétigt wird.”® Zudem wurde der intrazelluldre, katalytisch aktive Teil der VSPs
entfernt. Der Vorteil von VSPs besteht darin, dass sie im Gegensatz zu Kaliumkanélen funktionelle
Monomere sind.”” Die ersten VSP-basierten GEVIs waren die FRET-Sensoren VSFP2.1 und
Mermaidl mit einer VSP aus der Schlauchseescheide (Ciona intestinalis, C1).8*%! Eine Reihe
weiterer FRET-Sensoren wie VSFP-Butterflyl.2, VSFP2.42 und Mermaid2 basieren ebenfalls auf

CI-VSp 828

Die erste potentiometrische GEVI-Familie mit deutlich hoherer Signaldnderung war die ArcLight-
Familie. Sensoren aus der ArcLight-Familie sind Fusionsproteine aus einer pH-sensitiven GFP-
Variante (sePhluorin, Super ecliptic phluorin) und der VSD der CI-VSP (Abb. 3, Abb. 4a).** Fiir
die groBe Signalamplitude von ArcLight sind vier Punktmutationen an Position D147, F202, T204
und A227 (im Vergleich zu EGFP) notwendig, die sich alle auf der gleichen Seite der B-Fass-
Struktur des FP befinden (Abb. 4b).% Eine S147D-Mutation, die einen GroBteil der pH-Sensitivitit
von sePhluorine ausmacht, ist hierbei von entscheidender Bedeutung.®® Die Aminosiurereste 147
und 204 liegen auf benachbarten B-Strangen auf der AuBenseite der B-Fass-Struktur (Abb. 4b).
Interaktionen zwischen diesen Resten konnen das Fluoreszenzspektrum des FP beeinflussen.®® Der

Aminosédurerest 147 liegt benachbart zu einem Histidinrest, der in das Innere der B-Fass-Struktur
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zeigt und mit dem Chromophor des FP interagiert.*®®” Neuere Untersuchungen legen nahe, dass
die Funktionsweise von ArcLight auf eine intermolekulare Dimerisierung zwischen zwei FPs
zuriickzufiihren ist.8>%-0 Die urspriingliche ArcLight-Variante mit der groBten Signalinderung
(35% pro 100 mV) war ArcLight-Q239, bei der sePhluorine an CI-VSP nach dessen Glutaminrest
an Position 239 fusioniert wurde.®* Ausfiihrliche Untersuchungen zu Mutationen der vier
Schaltladungen von CI-VSP sowie weiterer hochkonservierter Reste in den iibrigen
Transmembransegmenten ergaben Bongwoori, einen Sensor mit verbesserter Geschwindigkeit.”!
Nachfolgende ArcLight-Versionen wurden bezogen auf die Membranlokalisation (ArcLight-MT)
oder auf die Richtung des Signals (Marina) optimiert, zeigten aber vergleichbare
Signalinderungen wie oder geringere Signalinderungen als ArcLight-Q239 889293

a b
CI-VSP VSD EGFP

S3-S4 Linker

S4

Abbildung 4. Struktureller Aufbau von ArcLight-Sensoren. a, Struktur der spannungssensitiven
Transmembrandoméne (VSD) einer spannungssensitiven Phosphatase (VSP) aus der Schlauchseescheide Ciona
intestinalis (C1) (PDB ID: 4G7V).** Die Argininreste R223-R232 sind sogenannte Schaltladungen (dunkelblau), die
bei Depolarisation von V,, eine Bewegung des vierten Segments (S4) aus der Membran (nach oben) bewirken.” In
Wildtyp-VSPs wird die Bewegung iiber einen Linker nach S4 auf eine Phosphatasedomiine iibertragen.’® In ArcLight-
Sensoren wird die Bewegung auf ein fusioniertes pH-empfindliches GFP (sePhluorin) iibertragen.®* b, Struktur von
EGFP (PDB ID: 2Y0G).?> Mutationen an den entsprechenden Positionen in EGFP (147, 202, 204, 227), die fiir die
grofe Signaldnderung von ArcLight verantwortlich sind (blau), befinden sich alle auf der gleichen Seite der B-Fass-
Struktur.®> Histidin 148 ist am H'-Netzwerk innerhalb der B-Fass-Struktur beteiligt und befindet sich in rdumlicher

Néhe zum Chromophor (Cro) sowie zu Rest 147, welcher entscheidend fir die pH-Empfindlichkeit von sePhluorin
ist.83:%

Eine weitere potentiometrische GEVI-Familie ist die ASAP-Familie (Accelerated sensor of action
potentials). ASAP1 ist ein Fusionsprotein der VSD der VSP aus dem Huhn (Gallus gallus, GG)
und einem zirkuldr permutierten GFP (cpGFP) (Abb. 3a, b).”””® cpGFP ist eine Version von GFP,



bei der die urspriinglichen Termini von GFP {iber einen kurzen Linker verkniipft und neue Termini
so eingefligt wurden, dass sich N- und C-Terminus in rdumlicher Nidhe des Chromophors bzw. des
mit dem Chromophor interagierenden Histidins befinden (Abb. 4b, Abb. 5).° Die rigide p-Fass-
Struktur kann durch die relative Anderung der Position des N- und C-Terminus aufgebrochen
werden (Abb. 5), was zu einem verdnderten Protonierungsgrad des Chromophors und/oder zu
einer Anderung von dessen Fluoreszenzquantenausbeute fiihrt.!%%1°! Dies #duBert sich in einer

Anderung der Fluoreszenzintensitit bzw. des Fluoreszenzspektrums.®®-1%?

-80 mV 60 mV

Extrazellular Extrazellular

Membran

I Intrazellular I
I I

10 ym 10 ym

Membran

Intrazellular

Abbildung 5. Funktionsweise der ASAP-GEVI-Familie. Typ-1-GEVIs aus der ASAP-Familie sind Fusionsproteine
aus einem zirkuldr permutierten GFP (cpGFP) und der VSD aus Gallus gallus.’’ Das cpGFP befindet sich dabei
zwischen S3 und S4. In S4 bestimmen maBgeblich drei Schaltladungen (drei Arginine fiir ASAP2s und ASAP3) die
Position von S4 im elektrischen Feld.!® Bei Depolarisation der Membran (rechts, 60 mV) bewegt sich S4 aus der
Membran. Die Kraft wird auf das fusionierte cpGFP mittels des S3-S4-Linkers iibertragen. Dies fiihrt zu einer
Konformationsinderung des cpGFP und damit der Umgebung des Chromophors, was sich in einer Anderung der
Fluoreszenzintensitat duflert. Die dargestellten Fluoreszenzbilder zeigen eine mit einer ASAP-Variante transfizierte
HEK293T-Zelle in Whole-Cell-Patch-Clamp-Konfiguration bei -80 mV (links) oder 60 mV (rechts).

In der ASAP-Familie wurde die VSP aus dem Huhn verwendet, da diese eine Kkiirzere
Linkersequenz zwischen S3 und S4 als CI-VSD besitzt (Abb. 4a), welche die Kopplung zwischen
Spannungssensorbewegung und Konformationséinderung des cpGFP verbessern soll.””!°! Die
erste Variante (ASAP1) reagierte signifikant schneller auf Spannungsidnderungen als ArcLight-
Q239 und ermdglichte es dadurch schnelle, neuronale Signalprozesse besser zu verfolgen.”’ Seit
Verdffentlichung der urspriinglichen ASAP1-Version gab es eine Reihe neuer Varianten wie
ASAP2s, ASAP2f, ASAP-Y und ASAP3 mit verbessertem dynamischem Bereich bzw.
verbesserter Kinetik.!*"1% Die verbesserten Eigenschaften wurden durch Anderungen der
Linkersequenz zwischen S3 und cpGFP (ASAP2f, ASAP3), an den Schaltladungen in S4
(ASAP2s, ASAP3) oder durch Entfernung eines in ASAPI beobachteten intermedidren
Ubergangszustands (ASAP-Y) erreicht.!93-106



1.1.3. Messung des Ruhepotentials mit GEVIs

Langsame Anderungen von Vrue wie sie z. B. wihrend des Zellzyklus auftreten sowie der
absolute Vergleich von Vruhe zwischen verschiedenen Zellpopulationen setzen die Kalibrierbarkeit
des GEVI Signals voraus. Es gibt jedoch nur vereinzelt Publikationen, die sich mit der Kalibration
des Fluoreszenzsignals auseinandersetzen. Im Vergleich dazu wurde die Messung von VRruhe mit

niedermolekularen, spannungssensitiven Farbstoffen bereits mehrfach gezeigt.%!07-1%

Potentiometrische GEVIs aus der ASAP- und ArcLight-Familie haben den Nachteil, dass das
Fluoreszenzsignal nicht nur von Vm, sondern auch von der Expressionsstirke des Proteins
beeinflusst wird. In einer vorausgegangenen Studie wurden absolute Vm-Werte durch die
Modulation des Photozyklus eines bakteriellen Rhodopsin in einem Typ-2-Sensor mit einem
Pump-Probe-Protokoll bestimmt.''® FLIM-Messungen (Fluorescence lifetime imaging) von
ASAP1 (Typ-1-Sensor) und CAESR (Typ-2-Sensor) zeigten, dass die Lebensdauer ihres
angeregten Zustands spannungsabhingig ist, sodass sich aus dieser absolute Vm-Werte bestimmen
lassen.!!! Beide Methoden bediirfen jedoch Messungen mit hoher Zeitauflésung und insbesondere
FLIM eines hochspezialisierten Mikroskops; auBlerdem ist FLIM mit vielen géngigen
Hochdurchsatzmessmethoden wie FLIPR- (Fluorescent imaging plate reader) und FACS-
Messungen (Fluorescence-activated cell sorting) kaum verbreitet bzw. nicht kommerziell

erhaltlich.'!?

Im Prinzip sollte eine absolute Kalibration von Vm auch mit dem Verhidltnis von zwei
Fluoreszenzsignalen aus FRET-GEVIs wie Mermaid2 moglich sein.®? Hierzu finden sich jedoch
bisher keine Publikationen. Eine Alternative zu FRET-basierten Sensoren ist eine Fusion eines
potentiometrischen GEVI mit besonders grofer Signalamplitude und eines spektral gut
separierbaren, spannungsunabhingigen Fluoreszenzproteins wie z. B. dem rotfluoreszierenden
Protein mCherry oder mKate2.!'*!'* Der Vorteil zu bisher existierenden FRET-basierten GEVIs
wire eine Vereinfachung der spektralen Trennung, was sowohl den dynamischen Bereich als auch
die Anwendbarkeit mit etablierten Mikroskopie- und Hochdurchsatzverfahren wie FACS oder
FLIPR verbessern sollte. Zudem weisen die meisten ArcLight- und ASAP-Varianten einen
groBeren dynamischen Bereich auf als bisher existierende FRET-basierte Sensoren.!1% Das
Konzept einer Fusion zwischen potentiometrischem Sensor und spannungsunabhingigem
Fluoreszenzprotein wurde bereits von Yang et al. 2016 angeregt.®’ In friiheren Studien wurden aus
dem bakteriellen Rhodopsin Arch(D95H) sowie aus ASAP2s und ASAP3 édhnliche ratiometrische
Spannungssensoren entwickelt.!*!10%115 Tn keiner dieser Studien wurden die entwickelten

Sensoren jedoch erfolgreich zur ratiometrischen Bestimmung von Vruhe €ingesetzt.
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1.2. Kopplung des Membranpotentials mit lokalen Signalprozessen

Das zelluldre Vruhe hingt zu einem entscheidenden Teil von der Expression von lonenkanélen ab,
deren Aktivitdt von intrazelluldren Signal- und Transportprodukten wie dem sekundéren
Botenstoff Ca®* reguliert werden kann. Die Anderung der intrazelluliren Ca’>*-Konzentration kann
dabei global, d. h. in der gesamten Zelle, oder lokal begrenzt, z. B. nur in der direkten Umgebung
von Calciumkanilen, auftreten.!'® Diese lokalen Anderungen der Ca**-Konzentration werden
Ca?*-Nanodoménen genannt.!'” Im gleichen Zelltyp kénnen lokale und globale Anderungen von
sekunddren Botenstoffen grundlegend verschiedene Folgen haben (Abb. 6a, b). So fiihren in
vaskuldren glatten Muskelzellen globale Ca**-Anderungen zur Vasokonstriktion, wohingegen
starke lokale Anderungen von Ca*" (Sparks) Vasodilatation ausldsen.!'®!'® In vaskuldren glatten
Muskelzellen werden diese unterschiedlichen Auswirkungen von lokalen und globalen
Ereignissen auf den Muskeltonus iiber die Kolokalisation von Calciumkanilen mit Ca**- und

spannungsabhingigen Kaliumkanilen, den sogenannten BKca-Kanilen, realisiert (Abb. 6).!1:120

a b

BK¢,-Kanal Membranpotential

ca1! lokal : ca*1] global
1

1
Hyperpolarisation :

Transmembranregion

Vasodilatation Vasokonstriktion

Aktiviert durch:
Depolarisation

[Ca™

Mg*];
H !
D
[CO]; <20 nmi ©
[Fe*1,2 e o _0 ¢
1
1

Schaltring

Abbildung 6. Modulation des Tonus glatter Muskelzellen durch Kopplung des Membranpotentials mit lokalen
und globalen Ca?*-Signalen. a, Struktur eines funktionellen BKc,-Kanals aus einem Homotetramer aus a-
Untereinheiten mit gebunden Ca®*-Ionen (PDB ID: 6V38).!?! Die Spannungsabhingigkeit der BK¢,-Kaniile ist auf die
Bewegung des Spannungssensors in der Transmembranregion (beige) zuriickzufiihren. Die Ca?*-Abhéngigkeit wird
von einem intrazelluldren Schaltring (blau) bestimmt, tiber den auch andere intrazellulire Modulatoren ([];) die
Kanalaktivitét steigern konnen.!'® b, In glatten Muskelzellen sind spanungsabhingige Calciumkanile (Cay) fiir die
Kontraktion der Muskulatur verantwortlich. Die Offaung von Cay durch Membrandepolarisation und die Offnung
von IP;R-Calciumkanilen und Ca*"-aktivierten RyR-Calciumkanile im endo-/sarkoplasmatischen Retikulum
resultiert in einer globalen Erhohung der Ca?’-Konzentration in der Zelle, die zur Muskelkontraktion und damit zur
BlutgeféBverengung (Vasokonstriktion) fiihrt.!'*!2 BK¢,-Kanile sind in Muskelzellen u. a. mit Cay-Kanélen aber
auch mit RyR-Kanélen kolokalisiert.'?> Kurzzeitige, lokale Anderungen der Ca?>*-Konzentration (Sparks) in der Nihe
der RyR-Kanile éndern die globale Ca?*-Konzentration nur marginal, konnen aber lokale Ca®'-
Konzentrationsbereiche im uM-Bereich erzeugen, welche die kolokalisierten BKc,-Kanile aktivieren.''® Die daraus
resultierende Membranhyperpolarisation verhindert die Aktivierung von Cay-Kanile und senkt die globale Ca?'-
Konzentration, was zu einer Muskelrelaxation und damit zur BlutgefdBerweiterung (Vasodilatation) fiihrt.
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BKca-Kanile zeichnen sich durch einen besonders hohen Leitwert (100-300 pS) fiir K™ im
gedffneten Zustand aus. * Die Offenwahrscheinlichkeit der Kanile wird allosterisch sowohl durch
Membrandepolarisation als auch durch die Erhéhung der intrazelluliren Ca?"-Konzentration
gesteigert.'”> Funktionelle BKca-Kanile sind Homotetramere, die sich aus vier a-Untereinheiten
zusammensetzen. Eine Reihe (je vier) gewebespezifischer, akzessorischer - und y-Untereinheiten
kénnen u. a. die Ca®*- und Spannungsabhiingigkeit der a-Untereinheit verindern.!?* Die Offnung
von BKca-Kanilen bewirkt einen Ausstrom von K' aus der Zelle, welcher die Zellmembran
hyperpolarisiert. Die Kontraktion glatter Muskelzellen wird durch Erhéhung der globalen
intrazelluldren Ca*'-Konzentration ausgeldst, welche durch Membrandepolarisation und die
Aktivierung spannungsgesteuerter Calciumkanilen (Cav) initiiert wird.!'” Obwohl die
Hyperpolarisation der Membran zu einer Erhéhung der Triebkraft von Ca®* in die Zelle fiihrt,
verringert die Hyperpolarisation den Ca?-Einstrom, da Cav-Kanile durch das negativere
Membranpotential ~geschlossen werden.'” BKce-Kanile wirken daher als negative
Riickkopplungsregulatoren fiir intrazellulire Ca**-Erhohungen (Abb. 6b). Stdérungen dieses
Riickkopplungsmechanismus, z. B. durch die verringerte Aktivitidt von BKca.-Kanélen, konnen in
vivo zu Bluthochdruck fiihren, wohingegen eine erhdhte Aktivitdt der Kanidle vor Bluthochdruck
schiitzt.'*¢"1% Die Aktivitit von BKca-Kanélen kann neben Ca®* und Spannung auch durch erhéhte
intrazellulire Konzentrationen von Mg**, Zn**, H*, CO oder durch Phosphorylierung gesteigert
werden.3%13¢ BKc.-Kanidle konnen nicht nur mit Cav-Kanilen, sondern auch mit anderen
Rezeptoren, Transportern und Enzymen wie der Himoxygenase 2 (HO2) oder dem NDMA-
Rezeptor kolokalisiert sein.!*”"*! HO2 bewirkt die Spaltung von Him und produziert dabei die
Himabbauprodukte CO, Fe** und Biliverdin.'3” Demnach sollten BKcs-Kanile beim Abbau von
Him auch lokal erhdhten Konzentrationen von Fe?” und CO ausgesetzt sein, sodass eine direkte

Regulation von BKca-Kanilen durch Fe?" ebenfalls denkbar ist.

Nanodominen sind nicht auf Ca**-Signale begrenzt. Es wird auch fiir andere Mediatoren wie
reaktive Sauerstoffspezies, cAMP oder cGMP davon ausgegangen, dass sie in rdumlich und

142-144 Grundsitzlich sollten alle Arten membranstindiger

zeitlich begrenzten Doménen auftreten.
Enzyme und Transportproteine, z. B. die Fe?*/Fe**-Reduktase Dcytb oder der H/Fe**-Symporter

DMT]1, lokale Nanodoménen fiir die entsprechenden (Transport-) Produkte bilden.

1.2.1. Photolabile Kéfigverbindungen

Zur zeitlich und rdumlich hochaufgeldsten, lichtsteuerbaren Erhohung der Konzentration von
Biomolekiilen und sekundidren Botenstoffen wurden sogenannte Kifigverbindungen (Caged

compounds) entwickelt.'*® Diese sind chemische Verbindungen, die durch Bestrahlung mit Licht
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definierter Wellenlinge zerstort werden kdnnen und so z. B. Ca®’, ATP, cAMP, cGMP, Glutamat,
mRNA, DNA oder Proteine lichtgesteuert freisetzen, 415!

Caged-Ca*" ist u. a. in Form von DM-Nitrophen verfiigbar.!*® Ca*" wird durch DM-Nitrophen
chelatiert und kann mit Licht im ultravioletten Bereich (UV) freigesetzt werden (Abb. 7a). Da die
Lebensdauer des angeregten Zustands im ns-Bereich liegt, konnen mittels Lichtquellen mit hoher
Lichtintensitit wie Flash-Lampen oder Lasern starke, sprunghafte Anderungen in der Ca*'-
Konzentration im Zeitbereich von us erzeugt werden. Uber DM-Nitrophen lieB sich so z. B. die
Geschwindigkeit der Ca®"-abhiingigen Fusion von neurotransmittergefiillten Vesikeln mit der

prisynaptischen Membran beobachten. !>

DM-Nitrophen

(Caged ) ?
0 1 o-
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Abbildung 7. Beispiele photolabiler Kifigverbindungen. a, Strukturformel einer Caged-Ca’*-Verbindung. UV-
Licht induziert den Bruch einer kovalenten Bindung in DM-Nitrophen, sodass sich die Dissoziationskonstante (kq)
des Komplexes 600.000-fach erhoht (von 5nM auf 3 mM).'*!8 b, Das CO-freisetzende Molekiil CORM-SI
(Dicarbonyl-Biscysteamin-Eisen(Il)) kann durch Beleuchtung mit blauem Licht in seine Bestandteile CO, Fe?" und
Cysteamin zerlegt werden. !

Ein Molekiil, dessen Funktion als potentieller Modulator physiologischer Prozesse in letzter Zeit
mehr Beachtung gefunden hat, ist Kohlenstoffmonooxid (CO)."** Dieses wird im Korper z. B.
beim Abbau von Him iiber Himoxygenase 2 freigesetzt.!*” Es soll u. a. an der Vasoregulation
iiber BKco-Kanile beteiligt sein.! Da CO ein fliichtiges und toxisches Gas ist, wurden zur
einfachen Applikation von CO sogenannte CORMs (CO-freisetzende Molekiile) entwickelt.
Einige CORMs wie z. B. CORM2 setzen CO spontan frei.!*® In PhotoCORMs wie CORM-S1,
CORM-S2 oder CORM-EDEI kann die CO-Freisetzung iiber Licht gesteuert werden.!>3137:138 Die
meisten etablierten CORMs sind Komplexe aus einem zentralen, multivalenten Kation wie Ru®",

Mn?* oder Fe** sowie CO und weiteren Ligandengruppen, die Eigenschaften wie Stabilitit,
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Loslichkeit, Membranpermeabilitit, Biokompatibilitit und Lichtabhéingigkeit bestimmen.!'>%!6!

Mehrere Studien aus den letzten Jahren legen jedoch nahe, dass eine Reihe der mit CORMs
gemessenen Effekte nicht auf CO selbst, sondern auf die freigesetzten Kationen/Kationenaddukte
zuriickzufiihren sind.'®*1% Dies stellt Studien in Frage, in denen putative CO-Effekte lediglich
unter Verwendung von CORMs getestet wurden.!*® Gleichzeitig bieten sich fiir existierende

CORMs dadurch neue Anwendungsmaoglichkeiten.

Wenn der CO-Effekt zu vernachldssigen ist, konnten PhotoCORMs auch als photosensitive
Schwermetallionenkifige dienen. CORM-S1 (Dicarbonyl-Biscysteamin-Eisen(Il)) wiirde sich in
diesem Zusammenhang als Caged-Fe?" anbieten.'”> CORM-S1 ist ein Komplex aus einem
zentralen Fe?*, zwei Cysteamin-Liganden und zwei CO-Liganden (Abb. 7b).'** Es kénnte so z. B.
als Imitator der Himoxygenase 2 (HO2) eingesetzt werden, die durch Oxidation von Hdm lokal
Fe?*, CO und Biliverdin produziert."*” Ein Modellsystem, um CORM-S1 als HO2-Imitator zu
charakterisieren, ist der BKca-Kanal, der mit HO2 kolokalisiert sein kann und daher den
Degradationsprodukten von CORM-S1 (CO und Fe?") potentiell auch unter physiologischen

Bedingungen ausgesetzt ist.'*”:!

1.2.2. Aufwirtskonvertierende Nanopartikel (UCNPs) als lokale Lichtquellen

Die optische Untersuchung der Dynamik von Nanodoménen erweist sich als schwierig, da diese
im Bereich unterhalb von 100 nm auftreten und damit unterhalb der Auflosungsgrenze fiir
klassische Fluoreszenzmikroskopie an lebenden Zellen liegen.!%16” Bisher wurde die funktionelle
Kolokalisation z.B. von Calciumkandlen mit anderen Ionenkandlen und Rezeptoren in
elektrophysiologischen Experimenten hauptsichlich iiber Ca**-Chelatoren mit unterschiedlich
schnellen Ca**-Pufferraten realisiert.!*>!3? Ein neuer Ansatz, um lokale Konzentrationsgradienten
von sekundiren Botenstoffen zu erzeugen und Signalprozesse in Nanodoménen zu untersuchen,
wiren molekular platzierbare, lokale Lichtquellen in Kombination mit photolabilen

Kafigverbindungen wie DM-Nitrophen oder CORM-S1.

Als lokale Lichtquellen bieten sich insbesondere aufwartskonvertierende Nanopartikel (UCNPs)
an. UCNPs absorbieren mehrere Photonen im nahen infraroten (NIR) Bereich und emittieren, je
nach Dotierung und Wirtsgitter, Photonen im sichtbaren bis ultravioletten Bereich des
elektromagnetischen Spektrums (Abb. 8a).!®® Typische 2-Photonenmikroskopie, welche auf
Frequenzverdopplung durch virtuelle Energiezustinde beruht, bendtigt gepulste Laseranregung
mit sehr hoher Anregungsintensitit. Im Gegensatz dazu lassen sich in UCNPs auch bei

vergleichsweise geringer Anregungsleistung effiziente Mehrphotonenprozesse (bis zu 1000-fach
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hohere Effizienz als 2-/3-Photonenmikroskopie) erzeugen.'® Der nichtlineare Effekt der Emission
in UCNPs ergibt sich aus der mehrfachen Anregung von langlebigen Energiezustinden in
Lanthanoiden wie Yb*", Er**, Tm3".!%!17017l Dadurch kénnen UCNPs nach der Absorption
mehrerer NIR-Photonen ein kurzwelliges Photon im sichtbaren Bereich emittieren. Je nach
Energieniveaus der Sensibilisatoren lisst sich bei NIR-Anregungsintensititen von W cm™ bis
kW cm? hauptsichlich rotes und griines (Er’") oder blaues und UV-Licht (Tm?*") erzeugen
(Abb. 8b).!® Da bestimmte Lanthanoide Energieniveaus mit einem #hnlichen energetischen
Abstand (AE) besitzen, konnen fiir die Multiphotonenanregung monochromatische Lichtquellen
wie Laserdioden verwendet werden.!%® Um moglichst lange Lebensdauern zu erreichen, besitzen
UCNPs kristalline Wirtsgitter mit geringer Phononenenergie wie NaYF4 sowie hdufig inerte

duBere Schalen, sodass Verluste iiber strahlungslose Relaxationsprozesse minimiert werden.'®®
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Abbildung 8. Aufwirtskonvertierende Nanopartikel (UCNPs). a, Schematische Darstellung eines UCNP als lokale
Lichtquelle. Nach Absorption mehrerer NIR-Photonen emittieren UCNPs, abhingig von ihrer Dotierung, lokal Licht
kiirzerer Wellenlidnge. b, Emissionsspektrum von Er’*-dotiertem aufwirtskonvertierendem Material bei Anregung mit
NIR-Licht im Intensititsbereich von kW cm™. Es ergeben sich relativ scharfe Emissionsbanden &hnlich der von
Atomspektren, da die fiir die Ubergiinge verantwortlichen weiter innenliegenden f-Orbitale der Lanthanoide von
Valenzeffekten abgeschirmt sind.'” ¢, Schematische Darstellung der Elektroneniibergiinge in UCNPs. In modernen
UCNPs fiihrt Energy transfer upconversion (ETU) zur Aufwértskonvertierung. Ein Photon wird von einem Aktivator
(hier Yb*") absorbiert und iiber einen resonanten Energietransferprozess auf einen Sensibilisator (Em**, Tm®")
iibertragen. Lauft dieser Prozess mehrfach ab, kann ein Photon kiirzerer Wellenldnge emittiert werden.
Durchgezogene Linien: Photonenabsorption/-emission; gestrichelte Linie: Energietransfer; geschléngelte Linie:

strahlungslose Relaxation. '

UCNPs bieten vielféltige Anwendungsméglichkeiten in biologischen Systemen. Er**-UCNPs
konnen neben der Anwendung als lokale Lichtquellen auch als lokale Temperatursensoren
verwendet werden. Er**-dotierte UCNPs besitzen zwei Energieniveaus mit AE (0,089 eV) im

Bereich von ks T bei Raumtemperatur (0,026 eV) (Abb. 8c). Das Besetzungsverhéltnis der beiden
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Banden bei Raumtemperatur folgt einer Boltzmann-Verteilung, sodass sich aus deren Emission im
griinen Bereich bei 525 nm (*Hi12 — “I152) und bei 545 nm (*S32 — “I152), bei sauberer Trennung
einer temperaturunabhingigen Emissionsbande bei 555 nm (*Hoz — *l132), die absolute
Umgebungstemperatur auch in vivo messen lisst (Abb. 8¢).'”>"'7> Ex vivo wurde zudem gezeigt,
dass sich durch UCNPs, die spezifisch an lichtabhingige Ionenkanile gekoppelt wurden,
Neuronen gezielt modulieren lieBen.!”® Des Weiteren konnte mit einer Kombination von UCNPs
und einem lichtsteuerbaren System aus CRAC-Calciumkanilen die intrazellulire Ca®*-
Konzentration durch NIR reguliert werden.!”” Mit Komplexen aus Caged-DNA/-siRNA und
Tm**-dotierten UCNPs konnte die Expression von GFP in Zellen, welche mit diesen Komplexen
transfiziert wurden, durch NIR-Licht gesteuert werden.””® Nach der Injektion von
biofunktionalisierten Er**~-UCNPs in den subretinalen Raum von Miusen konnten diese NIR-Licht
wahrnehmen und sogar Muster erkennen.!”® Biofunktionalisierte UCNPs konnten iiber gezielte
Antikorpermarkierung auch fir FRET verwendet werden, um direkte und indirekte Protein-
Proteininteraktionen in Proteinkomplexen nachzuweisen.!” Dabei wurde eines der Proteine iiber
mit Antikorpern gekoppelte UCNPs markiert (FRET-Donor) und das andere Protein mit einem
Fluoreszenzprotein (FRET-Akzeptor).!” Mit Antikdrpern gekoppelte UCNPs sollten sich daher
auch prinzipiell als molekular platzierbare Quellen fiir photochemische Reaktionsnanodoménen
einsetzen lassen. Es wurde bereits gezeigt, dass an Tm**-UCNPs gebundenen CORMs CO durch
IR-Bestrahlung freisetzen konnen.'®" In Kombination mit geldsten Kéfigverbindungen wie RuBi-
Glutamat, CORM-S1 oder DM-Nitrophen konnten UCNPs steile Konzentrationsgradienten von
Glutamat, Fe*" oder Ca?* erzeugen, um Nanodoménen in der Umgebung von Glutamatrezeptoren,

Calciumkanilen oder Fe?*-produzierenden Enzymen wie HO2 oder Dcytb zu generieren.

1.2.3. Photomanipulierbare Fluoreszenzproteine

Um die Eignung von UCNPs als Lichtquellen fiir die Katalyse lokaler, photochemischer Prozesse
an Biomembranen zu charakterisieren, bieten sich photomanipulierbare Fluoreszenzproteine an
(Abb. 9a). Diese werden in hochauflosenden Mikroskopieverfahren wie z. B. PALM (Photo
activated localization microscopy) verwendet.'8! Photoaktivierbare Fluoreszenzproteine (paFPs)
wie PAmCherry konnen durch UV/Vis-Licht (ultraviolettes/sichtbares Licht) von einem
nichtfluoreszierenden Zustand in einen fluoreszierenden Zustand iberfiilhrt werden,
photokonvertierbare Fluoreszenzproteine (pcFPs) wie Dendra2 von einem fluoreszierenden
Zustand in einen Zustand verdnderter Anregungs-/Emissionswellenldnge und photoschaltbare
Fluoreszenzproteine (psFPs) wie Dronpa iiber UV/Vis-Licht zwischen zwei Zustinden geschaltet

werden.'8""13%  Wihrend psFPs einen reversiblen Schaltprozess unterlaufen (cis-trans-
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Isomerisierung des Chromophors), durchlaufen paFPs und pcFPs irreversible Modifikationen der

Struktur ihres Chromophors (Abb. 9b).!82184

a b griin fluoreszierend 490 nm ot fluoreszierend
Dendra2 ] .

’ @ Nt s \_/ .
Phenolat "y~ oy

390nm NHKF A 9

oder (g\( o J&

490 nm s A
— + +
Photokonversion +H | -H +H [ -H*

Phenol NN

:\ No\)cgf —_—
((\(:& §1 LA
) v

390nm

nicht fluoreszierend nicht fluoreszierend

Abbildung 9. Photokonversion von Dendra2. a, Schematische Darstellung der Konversion von Dendra2 (PDB ID:
2VZX)."¥ Durch Beleuchtung mit UV/violettem oder blauem Licht kann es von einer griinemittierenden Form
irreversibel in eine rotemittierende Form {iberfiihrt werden. b, Photokonversions-Mechanismus des Chromophors von
Dendra2. Das Chromophor liegt im urspriinglichen Zustand in einer protonierten (Phenol, dunkel) oder deprotonierten
(Phenolat, fluoreszent) Form vor. Je nach Form kann entweder durch blaues oder UV/violettes Licht an einem
Histidinrest die Verbindung zum Proteinriickrat gekappt werden. Die neue Doppelbindung erweitert das konjugierte
n-Elektronensystem und verschiebt das Absorptions-/Emissionsspektrum in Richtung lingerer Wellenlinge.'8%186

Photomanipulierbare FPs konnten als Akzeptoren fiir das von den UCNPs ausgesendete UV/Vis-
Licht eingesetzt werden, da die Emissionswellenlingen von gingigen Er**- und Tm**-UCNPs in
einem Bereich liegen, mit denen sich Photoaktivierungs-/Konversionsprozesse in paFPs/pcFPs
wie Dendra2 katalysieren lassen (Abb. 8a, 9a, b). Typische Forsterradien liegen unterhalb von
10 nm; oberhalb wird die Effizienz der Ubertragung so gering, dass sich die Emission des
Akzeptors nicht mehr ohne groBeren Aufwand messen lisst.®® Da pcFPs/paFPs jedoch einen
irreversiblen photochemischen Prozess durchlaufen, sollten konvertierte pcFPs iiber die Zeit
akkumulieren. Aus der Photokonversionsrate (kpc), welche ihrerseits von der lokalen
Lichtintensitédt abhéngt, sollten sich daher indirekt auch Entfernungen >10 nm zwischen Akzeptor
und Emitter abschitzen lassen. Es sollte sich so auch feststellen lassen, ob UCNPs an der
AuBenseite der Membran membrannahe, photochemische Prozesse sowohl auf der AuBenseite als

auch auf der Innenseite der Membran katalysieren kdnnen.
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1.3. Zielstellung

Biomembranen sind grundlegende Bestandteile von Zellen, die sowohl als physische Barriere
gegeniiber der Auflenwelt als auch als integrale Bestandteile von Transport- und Signalprozessen
in allen bekannten Lebensformen dienen. Optische/optogenetische Methoden bieten die
Moglichkeit, diese Prozesse unter moglichst physiologischen Bedingungen zu untersuchen. Ziel
dieser Arbeit ist die Etablierung neuer optischer Methoden und Werkzeuge, mit denen sich
fundamentale, membrannahe Prozesse beobachten und spezifisch mit hoher rdumlicher und

temporaler Auflosung modulieren lassen.

Eine jede lebende Zelle hélt ein elektrisches Potential aufrecht, das Ruhemembranpotential
(Vruhe). Bisher existieren nur vereinzelte, wenig verbreitete Methoden, mit denen sich Vruhe unter
physiologischen Bedingungen bestimmen ldsst. Ein einfach zu verwendender, kalibrierbarer,
genetisch codierter Sensor, der den gesamten physiologischen Spannungsbereich abdeckt, konnte
dabei helfen, viele bisher wenig untersuchte physiologische und pathophysiologische Funktionen
von Vruhe in nichterregbaren Zellen, u. a. in Bezug auf Zellteilung, Tumorprogression oder
Embryonalentwicklung zu entschliisseln. Aufbauend auf den potentiometrischen, genetisch
codierten Spannungsindikatoren ArcLight-Q239 und ASAP2s-161T-Q397R sollen durch Fusion
spannungsunempfindlicher, rotfluoreszierender Proteine, ratiometrische, genetisch codierte
Spannungssensoren entwickelt werden. Diese sollen auf ihre Eignung zur absoluten Bestimmung
des Membranpotentials iiberpriift werden. Ziel ist es, einen kalibrierbaren, genetisch codierten
Sensor sowie Methoden zu entwickeln, die mit Standard-Fluoreszenzmikroskopen und

Lichtquellen eingesetzt werden konnen.

Lokale, elektrochemische Signale sind hdufig nicht nur rdumlich, sondern auch zeitlich stark
begrenzt. Fiir eine Vielzahl von Signalmolekiilen wie Ca?", cAMP, Glutamat und CO wurden
daher sogenannte Kifigverbindungen entwickelt, die durch kurze Lichtpulse mit hoher Intensitét
freigesetzt werden konnen. Fiir einige essentielle Metabolite und Signalmolekiile wie Fe**
existieren jedoch bisher keine etablierten Kéfigverbindungen. Das photosensitive CO-
freisetzende Molekiil CORM-S1 wurde bisher lediglich in Bezug auf die Freisetzung von CO
untersucht. Da es ein zentrales Fe?*-Ion besitzt, konnte es sich jedoch auch als lichtsteuerbare
Quelle fiir Fe** eignen. Damit wire es das erste charakterisierte Fe'-freisetzende Molekiil
(FERM). Ziel ist es, die Freisetzung von Fe?** aus CORM-S1 sowie die Stabilitit von CORM-S1
zu quantifizieren und CORM-S1 auf seine Eignung als lichtsteuerbares FERM fiir sprunghafte
Fe?*-Konzentrationsinderungen zur Aufklirung physiologisch relevanter Fragestellungen zu

evaluieren.
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Elektrochemische Signale an Biomembranen, wie z. B. der Einstrom von Ca®" iiber
spannungsgesteuerte Calciumkanile, sind haufig auf einen Bereich von wenigen nm
(Nanodomédnen) um den Signalgeber begrenzt. Diese Prozesse laufen im Bereich unterhalb der
Auflésungsgrenze klassischer Lichtmikroskopie ab und lassen sich daher mit bisherigen optischen
Methoden in lebenden Zellen nur schwer untersuchen. Es soll daher die Eignung von
biokompatiblen, molekular platzierbaren, aufwartskonvertierenden Nanopartikeln (UCNPs) als
potentielle Quelle fiir lokales UV-Licht untersucht werden. Ziel ist es, rdumlich stark begrenzte
photochemische Reaktionen im Bereich weniger nm im Umkreis der UCNPs auszulGsen.
Insbesondere soll untersucht werden, ob iiber Antikdrper molekular platzierte, extrazelluldre
UCNPs spezifische, photochemische Reaktionen an der Plasmamembran auslésen konnen. Um
dieses Konzept zu evaluieren, sollen membrannahe, photokonvertierbare Fluoreszenzproteine
durch extrazellular gebundene UCNPs photochemisch modifiziert werden. Zudem soll der
Einfluss des Abstands zwischen Emitter und Akzeptor auf die photochemische Reaktionsrate

untersucht werden.
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2. Manuskripte

2.1. Monitoring of compound resting membrane potentials of cell cultures with

ratiometric genetically encoded voltage indicators

Autoren: Philipp Riihl, Johanna M. Langner, Jasmin Reidel, Roland Schénherr, Toshinori Hoshi,

Stefan H. Heinemann

Inhalt: Das zellulire Ruhemembranpotential ist ein zentraler Faktor einer jeden lebenden Zelle.
In dieser Arbeit wurden ratiometrische, genetisch codierter Spannungssensoren und Methoden zur
optischen Messung des Ruhemembranpotentials entwickelt. Mit den Sensoren und Methoden
wurde der Einfluss der ektopischen Expression krankheitsrelevanter Ionenkandle und
Ionenkanalmutante auf das Ruhemembranpotential von menschlichen Zellen untersucht. Zudem
konnte in Langzeitmessungen des Ruhemembranpotentials die Synthesegeschwindigkeit

funktioneller Kaliumkanéle bestimmt werden.

Reprinted with permission from:

Riihl, P., Langner, J. M., Reidel, J., Schonherr, R., Hoshi, T. & Heinemann, S. H. Monitoring of
compound resting membrane potentials of cell cultures with ratiometric genetically encoded
voltage indicators. Communications Biology 2021 4, 1-11 (2021).'%

CC-BY license

DOI: 10.1038/s42003-021-02675-0

Der Kandidat ist Erstautor/-in, [J Ko-Erstautor/-in, [J Korresp. Autor/-in, [1 Koautor/-in.

Anteile (in %) der Autoren / der Autorinnen an der Publikation

Autor/- | Konzeptionell | Datenanalyse | Experimentell | Verfassen des | Bereitstellung
in Manuskriptes | von Material
Philipp 60% 100% 90% 50% -

Riihl
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2.2. Fe*-mediated activation of BKca. channels by rapid photolysis of CORM-
S1 releasing CO and Fe**

Autoren: Guido Gessner, Philipp Riihl, Matthias Westerhausen, Toshinori Hoshi, Stefan H. Heinemann

Inhalt: Kifigverbindungen wie das Ca*'-freisetzenden DM-Nitrophen werden bereits seit
Jahrzenten zur gezielten Manipulation der Konzentration von sekundidren Botenstoffen eingesetzt.
In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass das CO-freisetzende Molekiil CORM-S1 auch als
lichtsteuerbare Quelle von Fe?" verwendet werden kann. Durch Blitzlichtphotolyse von CORM-
S1 konnten sprunghafte Anderungen der freien Fe’’-Konzentration an der Plasmamembran
erzeugt werden und so die Geschwindigkeit der Aktivititsinderung der Ca*’- und

spannungsgesteuerten BKca-Kanilen durch Fe?" quantifiziert werden.

Reprinted with permission from:

Gessner, G., Riihl, P., Westerhausen, M., Hoshi, T. & Heinemann, S. H. Fe**-mediated activation
of BKca channels by rapid photolysis of CORM-S1 releasing CO and Fe?*. ACS Chemical Biology
15, 2098-2106 (2020).'38

Copyright {2020} American Chemical Society.

DOI: 10.1021/acschembio.0c00282

Der Kandidat ist [ Erstautor/-in, 1 Ko-Erstautor/-in, L1 Korresp. Autor/-in, ¥l Koautor/-in.

Anteile (in %) der Autoren / der Autorinnen an der Publikation

Autor/- | Konzeptionell | Datenanalyse | Experimentell | Verfassen des | Bereitstellung
in Manuskriptes | von Material
Philipp 20% 20% 25% 10% -

Riihl
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2.3. Diffraction-unlimited photomanipulation at the plasma membrane via

specifically targeted upconversion nanoparticles

Autoren: Christoph Drees, Philipp Riihl, Janosch Bajorath, Jacqueline Czerny, Gemini Chandra, Markus

Haase, Stefan H. Heinemann, Jacob Piehler

Inhalt: Die riumliche Auflosung der photochemischen Manipulation u. a. von Kéfigverbindungen
ist in der klassischen Lichtmikroskopie auf einen Bereich von mehreren 100 nm begrenzt. In dieser
Arbeit wurden aufwértskonvertierende Nanopartikel (UCNPs), welche nahes Infrarotlicht in
sichtbares bis ultraviolettes Licht umwandeln, auf ihre Eignung als lokale Quellen
photochemischer Reaktionsnanodoménen untersucht. Als Modellsystem wurde die lokale
Photokonversion des photokonvertierbaren Fluoreszenzproteins Dendra2 durch UCNPs
untersucht. Mit diesem Modellsystem konnte gezeigt werden, dass molekular platzierte UCNPs
zur rdumlich begrenzten Manipulation von membrannahen Prozessen mit einer Aufldsung weit

unterhalb der optischen Auflésungsgrenze klassischer Lichtmikroskopie geeignet sind.

Reprinted with permission from:

Drees, C., Riihl, P., Bajorath, J., Czerny, J., Chandra, G., Haase, M., Heinemann, S. H. & Piehler,
J. Diffraction-unlimited photomanipulation at the plasma membrane via specifically targeted
upconversion nanoparticles. Nano Letters 21, 8025-8034 (2021).'%°

Copyright {2021} American Chemical Society.

DOI: 10.1021/acs.nanolett.1¢02267

Der Kandidat ist [ Erstautor/-in, [J Ko-Erstautor/-in, [J Korresp. Autor/-in, ¥l Koautor/-in.

Anteile (in %) der Autoren / der Autorinnen an der Publikation

Autor/- | Konzeptionell | Datenanalyse | Experimentell | Verfassen des | Bereitstellung
in Manuskriptes | von Material
Philipp 30% 30% 25% 20% -

Riihl
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3. Diskussion

3.1. Optische Messung des zelluléiiren Ruhemembranpotentials

3.1.1. Ratiometrische GEVIs zum Vergleich zellulirer Ruhemembranpotentiale

Die Aufrechterhaltung eines konstanten elektrischen Potentials an der zellulédren Plasmamembran
ist zentral fiir eine jede lebende Zelle. Das Ruhemembranpotential (Vrune) ist u. a. in die neuronale
Signalweiterleitung, den elektrogenen Membrantransport, die Zellzyklusregulation und die
Tumorgenese involviert.'” Die Messung von Vruhe mit elektrodenbasierter Verfahren wie Whole-
Cell-Patch-Clamp geht mit einer Beeinflussung der intrazelluldren Ionenkonzentration einher und
kann dadurch u. a. die Aktivitdt von Ionenkanilen veréndern. Etablierte optische Methoden,
welche auf spannungssensitive Farbstoffe zuriickgreifen, weisen ebenfalls intrinsische Schwichen
auf. So kdnnen spannungssensitive Farbstoffe u. a. photo- und zytotoxisch sein, mit der Zeit aus
der Zelle transportiert werden und ebenfalls die Aktivitit von Ionenkanilen verindern.’*376° Es
ist daher fraglich, ob die mit diesen Methoden ermittelten Vrune-Werte tatsdchlich denen unter
physiologischen Bedingungen entsprechen. Bisher gab es nur wenig verbreitete Methoden, um das
Ruhemembranpotential von Zellen mit genetisch codierten Spannungssensoren (GEVIs) zu
messen.!'%!!! Ein Ziel dieser Arbeit war daher, eine GEVI-basierte Methode zur Messung von

Vruhe  verschiedener  Zellpopulationen  zu  entwickeln, die  mit  klassischen

Epifluoreszenzmikroskopen verwendet werden kann.

Die in dieser Arbeit entwickelten GEVIs rArc und rASAP sind die ersten GEVIs, die erfolgreich
zur ratiometrischen Messung des absoluten Membranpotentials eingesetzt wurden. Die wenigen
bisher publizierten Verfahren zur absoluten Spannungsmessung mit GEVIs bendtigen

zeitaufgeloste Messung und spezialisierte Messapparaturen/-verfahren.!!%!!!

Entsprechend
existieren praktisch keine Studien, in denen diese Messmethoden zur Beantwortung physiologisch
relevanter Fragestellungen Anwendung gefunden haben. Im Vergleich dazu konnen die hier
entwickelten Methoden und Sensoren mit Standard-Fluoreszenzmikroskopen verwendet werden.
Sie bieten daher einem groBeren Anwenderkreis die Mdglichkeit, das zelluldre Vrune zu messen.
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sowohl mit rArc als auch mit rASAP
ionenkanalinduzierte Anderungen von Vrune in HEK293T-Zellen beobachtet werden kénnen. Mit
Hilfe der entwickelten Verfahren zur Hochdurchsatzmessung von Zellpopulationen konnten, trotz
breiter, spannungsunabhéngiger Streuung des Fluoreszenzverhéltnisses von Fgrin und Frot (Rer),
moderate Anderungen des mittleren Vrune von Zellpopulationen detektiert werden. Mit den

neuentwickelten Methoden ist es zudem erstmals gelungen, die Geschwindigkeit der Biosynthese

funktioneller lonenkanéle (Kir2.1) in Echtzeit zu verfolgen.

120



rArc und rASAP sind nicht die ersten ratiometrischen GEVIs. Einige der bereits etablierten GEVIs
wie z. B. Mermaidl und 2 basieren auf FRET (Férster Resonanz Energietransfer).®!8? Neuere
ratiometrische Sensoren, wie ein Fusionsprotein aus ASAP3 und mCyRFP2., sind rASAP und
rASAP-al konzeptionell sehr dhnlich, sie bestehen aus einem spannungssensitiven,
griinfluoreszierenden Protein und einem spannungsinsensitiven, rotfluoreszierenden Protein.!'!®
Keiner dieser Sensoren wurde jedoch bisher zur absoluten Spannungsmessung eingesetzt.
Prinzipiell sollte sich mit den in dieser Arbeit entwickelten Methoden Vruhe auch mit anderen
etablierten ratiometrischen GEVIs bestimmen lassen. Da einige der neueren ratiometrischen
GEVIs eine groBere relative Fluoreszenzidnderung im Bereich von Vruhe als rASAP und rArc

haben, kdnnte so potentiell eine noch bessere Spannungsaufldsung erreicht werden.!'!®

3.1.2. Kalibration des GEVI Signals

Das absolute Fluoreszenzverhéltnis (Rgr) des griinen (Fgrin) und roten (Frot) Fluoreszenzsignals
lasst sich zwischen verschiedenen Mikroskopen nur bedingt vergleichen, da dieses mafigeblich
von den verwendeten Lichtquellen, Kameras und den Fluoreszenzfiltersets abhéngt. Dennoch
lassen sich die Parameter aus der Patch-Clamp-Kalibration unter bestimmten Randbedingungen

auch auf andere Mikroskope ohne Patch-Clamp-Kontrolle iibertragen.

Ar
Rgr(V) = Rmax 1l - ——=—

V—=Vhaip
1+e ks

Gleichung 2. Boltzmann-Funktion: Ry = Fluoreszenzverhéltnis (Fgrin/Frot); Rmax = maximales Fgriin/Fror; Ar =relative
Anderung von Fyiin/Fror; Via = Spannung der halbmaximalen Anderung in mV; ks = Steigungsfaktor in mV.

Rgr als Funktion der Spannung (Rgi(V)) folgt einem sigmoidalen Kurvenverlauf (Gl. 2). Die beiden
Parameter Vhab (Spannung der halbmaximalen Fluoreszenzidnderung) und ks (Steigungsfaktor)
sind unabhéngig von der verwendeten Messapparatur. Da Frot spannungsunabhingig ist, wird die
relative Anderung (Ar) von Rgr ausschlieBlich von der relativen Anderung von Ferin bestimmit.
Solange sichergestellt wird, dass sowohl die Hintergrundfluoreszenz als auch ein Ubersprechen
der beiden Kandle (Frot und Fgin) vernachldssigt werden kann, ist Ar daher ebenfalls
gerdteunabhéngig. Damit verbleibt nur die unbekannte Rmax, Rgr fiir V—-c0. Um diesen Parameter
zu bestimmen, wird Rgr flir eine bekannte Spannung benétigt. Zu diesem Zweck wurden Zellen
mit einer Mischung porenbildender Peptid-Antibiotika (Gramicidin-D) behandelt, die die
Permeabilitit der Membran fiir monovalente Kationen wie Na™ und K* stark erhoht.!”” Dies
bewirkt einen Kurzschluss der Membran, der Vi annihernd auf 0 mV setzen sollte.'”” Aus dem

gemessenen Rgr(0 mV) und den aus den Patch-Clamp-Messungen bekannten Parametern Vhav, ks
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und Ar kann dementsprechend Rmax bestimmt werden. Mit Hilfe dieser Kalibrationsmethode wurde
ein mittleres Vrune von = -40 mV fiir HEK293T-Zellen abgeschétzt, ein Wert, der sich mit den

Werten aus fritheren Publikationen deckt.'®?°

Aus dem Rgr-Signal von rASAP kann mit Hilfe der beschriebenen Kalibration das mittlere VRruhe
von Zellpopulationen abgeschitzt werden. Keines der entwickelten GEVIs bietet jedoch die
Moglichkeit, anhand von Rg Aussagen iiber Vwrune von Einzelzellen zu treffen. Dies wird
insbesondere im Experiment mit Gramicidin-D deutlich, da durch den Kurzschluss der Membran
alle behandelten Zellen ein konstantes Vruhe von = 0 mV aufweisen sollten. Unter der Annahme
von Vrue—0 mV kann davon ausgegangen werden, dass die beobachtete Verteilung die
spannungsunabhédngige Variation von Rg anzeigt. Die geometrische Zell-zu-Zell-
Standardabweichung (cg) von Rgr von rASAP entspricht dabei einem Faktor von = 1.3. 68% der
Werte der Rgr Zell-zu-Zell-Verteilung liegen demnach in einem Bereich der Verteilung um
Median*/1.3 also um */130%. Die beobachtete Anderung von Rgr zwischen 0 und -100 mV liegt
bei = 40%. Es ist daher direkt ersichtlich, dass eine Abschédtzung von Vrune einer Einzelzelle nicht
moglich ist. Dennoch lassen sich mit einer ausreichenden Anzahl von Zellen Aussagen iiber das
mittlere Vrune der Gesamtzellpopulation treffen. Um einen geometrischen Standardfehler von 1.01
(also 101%) zu erreichen, wiirden mit einem Sensor mit einer Genauigkeit von 1.3 = (30%/1%)?
Zellen also 900 Zellen bendtigt. Dies zeigt, dass der Vergleich von Vwrune zwischen
Zellpopulationen nur mit Verfahren zur Hochdurchsatzmessung sinnvoll anwendbar ist. Mit dem
verwendeten Verfahren wurden regelméBig Re-Werte von >3600 Zellen pro Zellkulturschale
bestimmt, welches einem Standardfehler von = 30/\/3600, also 0.5% entspricht. Die
Standardabweichung der Rgr zwischen Zellkulturschalen lag fiir die Messung bei + 2%. Um mit
den entwickelten Verfahren eine bessere Auflosung zur Bestimmung von Vruhe Zu erreichen, wire
demnach eine Optimierung der relativen Anderung der Fluoreszenz als Funktion der Spannung im

physiologisch relevanten Bereich sinnvoller als eine verbesserte Zell-zu-Zell Auflésung.

3.1.3. Optimierung der Auflosung ratiometrischer GEVIs

Neben der absoluten Helligkeit ist die relative Anderung der Fluoreszenz als Funktion der
Spannung einer der wichtigsten Parameter eines GEVIs. Ein linearer Sensor mit 100%
Signalédnderung, der ausschlieBlich der Bestimmung von Vruhe dient (-100 mV bis 0 mV), hitte
somit eine Steigung von 1%/mV.!” Die Spannungsabhiingigkeit der Fluoreszenz aller Typ1-GEVIs
beruht auf der Bewegung des Spannungssensors (VSD) eines spannungssensitiven Proteins im
elektrischen Feld der Membran und folgt einem sigmoidalen Boltzmann-Kurvenverlauf (Gl. 2).

Die Auflésung der Sensoren ist dementsprechend spannungsabhingig.!”® Die maximale
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Auflosung wird bei Vhaib erreicht und ks bestimmt, wie stark diese sich als Funktion der Spannung

andert (Abb. 10a, b).
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Abbildung 10. Optimierung der Auflosung VSP-basierter GEVIs. a, Spannungsabhingigkeit des
Fluoreszenzsignals von rASAP (rot) mit den Parametern Vi, = -11.4 mV, ks = 53.8 mV, Ar = 63% (Gl. 2); der
physiologisch relevante Bereich fiir Vryne ist gelb unterlegt. Zum Vergleich sind zwei hypothetische Konstrukte mit
optimiertem Ar (100%, schwarz) und unverdndertem ks und Vi, oder mit optimiertem ks und Viap (25 mV und
-50 mV, blau) und unverindertem Ar dargestellt. b, Spannungsauflésungsvermogen der drei Konstrukte als Funktion
der Spannung. Insbesondere dann, wenn hyperpolarisierende Effekte z. B. von Kaliumkanilen (im Bereich von
-100 mV bis -40 mV) beobachtet werden sollen, bringt eine Optimierung der Lage der halbmaximalen Signaldnderung
und der Steilheit der Kurve eine groere Verbesserung der Spannungsauflosung als eine Optimierung der
Gesamtsignaldanderung. ¢, Darstellung des hydrophoben Dichtungsrings (pink, siehe d) der spannungssensitiven
Phosphatase (VSP) aus der Schlauchseescheide Ciona intestinalis (CI) (PDB ID: 4G7V).** Bei einer Depolarisation
der Membran bewegen sich das S4-Segment und damit die Schaltladungen (dunkelblau) korkenzieherartig nach oben
(extrazelluldr). Einige der Schaltladungen miissen sich dabei am hydrophoben Dichtungsring, der intra- und
extrazellulire Losung voneinander trennt, vorbeibewegen.” Durch Mutationen in Resten des Dichtungsrings (1126 in
CI-VSP, 167 in ASAP1) konnte Vi der CI-VSP in Abstufung zwischen 80 mV (A126) und -40 mV (F126) gelegt
werden.”! d, Struktur von CI-VSP mit Gegenladungen (Glutamat- und Aspartatreste, orangerot) der Schaltladungen
in S4 (Arginine, dunkelblau). Es wurde bereits in ArcLight-basierten Sensoren gezeigt, dass Mutationen an den
Gegenladungen Vi, und ks beeinflussen kénnen.”!

Fiir Messungen von Vruhe Wire demnach ein Vhab von -50 mV ideal. Fiir rArc liegt Vhan bereits

bei -49 mV, fiir rASAP hingegen bei -11.4 mV. Dadurch und durch die groBere relative Anderung
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(Ar) sowie den grofBeren Steigungsfaktor (ks) ist rASAP besser fiir die Abdeckung des gesamten
physiologischen Spannungsbereichs zwischen -100 mV und 60 mV geeignet, hat jedoch eine

geringere Aufldsung im Bereich von Vrune als rArc.!’

Die Vnan-Werte der urspriinglichen ASAP-Varianten liegen bei -136 mV (ASAP1), -104 mV
(ASAP2s) und -88 mV (ASAP3) und damit zu weit im negativen Spannungsbereich.'® In CI-VSP
zeigte die R217Q-Mutation (R397/R396 in ASAP/ASAP3) eine Verschiebung von Vhab um
-80 mV.” Ein Arginin im S3-S4-Linker in der Nihe des Spannungssensors wurde in ArcLight-
Q239 sowie ASAP1 und allen folgenden Konstrukten gegen ein Glutamin ausgetauscht,’4°7-103-105
Um Vi in einen physiologisch relevanten Spannungsbereich zu verschieben, wurde Q397/396
in dieser Arbeit deshalb in rASAP und rASAP-al wieder in ein Arginin umgewandelt. Die neueste
ASAP-Variante (ASAP3) weist den grofSten Ar- sowie den geringsten ks-Wert aller ASAP-
Varianten auf.'”® Um die Sensorauflésung von rASAP weiter zu optimieren, wurde deshalb
rASAP-al konstruiert. rASAP-al zeigte jedoch eine geringere Ar als ASAP3 und ein
Auflésungsoptimum (Vha *+ ks; 19 £37 mV), welches zu weit im positiven Spannungsbereich
liegt, um flir Vrune-Messungen geeignet zu sein. Neben der Fusion des Fluoreszenzproteins
mKate2 unterscheidet sich rASAP-al von ASAP3 nur an zwei Positionen (I67T und Q396R). 167
(I126 in CI-VSP) ist ein hochkonservierter Rest, der an der Ausbildung eines hydrophoben
Dichtungsrings aus unpolaren Aminoséuren beteiligt ist (Abb. 10c, d).!°*!*2 In CI-VSP wurde
gezeigt, dass Vha durch Austausch von Isoleucin gegen andere Aminosduren in Abstufungen
zwischen 80 mV (A126) und -40 mV (F126) gelegt werden kann.!**!°! Eine Strategie, um einen
Sensor basierend auf rASAP-al zu entwickeln, welcher eine groBere Auflosung im
physiologischen Vruhe-Bereich aufweist, wire demnach eine Riickmutation von R396 zu Q396
und eine Sittigungsmutagenese an Aminosdureposition 67. Erginzend konnten weitere
hochkonservierte Aminosédurereste in der VSD modifiziert werden, insbesondere von negativen
Gegenladungen in S1 und S2, die mit den Schaltladungen des Spannungssensors interagieren; fiir
ArcLight-basierte Konstrukte wurde bereits gezeigt, dass durch Modifikation der Gegenladungen
der Schaltladungen Vhaib und ks veréindert werden kénnen (Abb. 10d).”!

Unter idealen Bedingungen stammt das gesamte Fluoreszenzsignal eines GEVIs aus der
Plasmamembran. Fiir die meisten Sensoren lassen sich jedoch intrazelluldre, fluoreszente
Strukturen erkennen.®?8!:82115 Diese tragen zum Gesamtsignal bei, reagieren aber nicht auf
Spannungsénderungen der Plasmamembran. Eine unvollstindige Membranlokalisation verringert
Ar und damit die Auflosung insbesondere in nichtbildgebenden Verfahren. AuBlerdem erschwert
es die Kalibration des GEVI-Signals, da der Anteil intrazelluldrer Aggregate zwischen Zelltypen

schwanken kann. Fiir die mCherry-basierte rArc-Variante konnte in dieser Arbeit eine
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Akkumulation von rotfluoreszierenden, punktférmigen Strukturen in der Zelle beobachtet werden.
Ahnliche Strukturen wurden bereits fiir Mermaidl und Mermaid2p aber auch in ASAP3-
Fusionproteinen beobachtet.’*!!5 Es ist bekannt, dass von DsRed abgeleitete Fluoreszenzproteine
(FPs) wie mCherry in Lysosomen nicht vollstindig abgebaut werden kdnnen. Dies fiihrt zu einer
Akkumulation des roten Signals als punktformige, intrazelluldre Strukturen.'”* Fiir mKate2-
basierte Konstrukte (rArc, rASAP und rASAP-al) waren diese Strukturen nicht zu beobachten.
Dies stimmt mit den Berichten anderer Arbeitsgruppen iiberein, die ebenfalls keine punktférmigen
Strukturen flir mKate2-Fusionsproteine beobachten konnten.!'!? Insbesondere in Zellen mit hoher
Expressionsstirtke waren hingegen auch fiir mKate2-basierte Konstrukte intrazelluldre
fluoreszente Strukturen zu beobachten. Obwohl viele FPs urspriinglich als Monomere bezeichnet
wurden, tendieren einige FPs in Membranfusionsproteinen dazu, di-/multimere Strukturen
auszubilden.'®* Daher kénnen sich sogenannte OSER- (Organized smooth ER) Wirbelstrukturen
formen. Die Anzahl und Stirke dieser Wirbelstrukturen hdangt sowohl von der Expressionsstirke
der FP-Fusionsproteine als auch der Tendenz der FPs zur Di-/Multimerisierung ab.'®> Nicht zuletzt
aus diesem Grund wurden in dieser Arbeit Zellen mit hoher Expressionsstirke systematisch von
der Analyse ausgeschlossen. Alternativ kdnnte mKate2 jedoch auch gegen FPs mit verringerter
Tendenz zur Multimerisierung wie FusionRed oder mCyRFP3 ausgetauscht werden; dies konnte
die Spannungsauflosung insbesondere in nichtbildgebenden Verfahren weiter verbessern und die

Kalibration des ratiometrischen Signals erleichtern.!!>

3.2. Optische Manipulation membrannaher Prozesse

3.2.1. CORM-S1 als Fe?**-freisetzendes Molekiil

Fe?" ist ein wichtiges Spurenelement, das u. a. in den Eisenschwefelclustern in der Atmungskette
oder als zentrales Ion in Form von Him physiologisch relevante Funktionen einnimmt.* Fe?*" wird
in den Enterozyten des Duodenums in einem elektrogenen Transportprozess von einem
Metallionentransporter fiir divalente Kationen (DMT1) aufgenommen.*® Um dynamische Prozesse
des Fe?*-Stoffwechsels, wie die putative Regulation von Ionenkanilen oder den elektrogenen
Transport von Fe?" an der Zellmembran, zu untersuchen, wurde in dieser Arbeit das etablierte
Fe?*-basierte CO-freisetzende Molekiil CORM-S1 auf seine Eignung als optisch steuerbares Fe*'-
freisetzendes Molekiil (FERM) evaluiert.'™

Ohne Licht ist CORM-S1 in Messpufferlosung bei Raumtemperatur auch nach 30 min weitgehend
aktiv (= 95% Aktivitit). Damit ist es stabiler als freies Fe**, welches in Losung bei physiologischen

pH-Werten im Verlauf weniger Minuten oxidiert wird (t = 10 min bei pH 7,4). Nach Beleuchtung
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mit einer Kaltlichtquelle zeigte CORM-S1 eine Freisetzung in einer Stéchiometrie Fe?*:CORM-
S1 von 1:1 und CO:CORMS-S1 von 2:1 und damit eine vollstindige Freisetzung des zentralen Fe?".
Es bilden sich demnach keine langlebigen CO-Kationenaddukte, wie sie flir rutheniumbasierte
CORMs wie CORM-2 oder CORM-3 beobachtet wurden.!>! CORM-S1 ist damit das erste
charakterisierte, photolabile Fe?*-freisetzende Molekiil. Die apparente lichtabhiingige Freisetzung
folgt einer Reaktion erster Ordnung und damit einem monoexponentiellen Zerfallsprozess, dessen
Geschwindigkeit von Intensitdt und Wellenldnge des Lichts bestimmt wird und ein Maximum bei
480 nm erreicht. Experimente mit einer Blitzlichtquelle zeigten, dass CORM-S1 fast vollstdndig
im sub-ms-Bereich freigesetzt werden kann. Die tatsdchliche Freisetzungsrate konnte nicht
bestimmt werden, da die Messmethode die Bildung eines Ferroin-Komplexes aus drei 1,10-
Phenanthrolinmolekiilen und einem Fe?* beinhaltet. Der beobachtete Transient nach
Blitzlichtbeleuchtung ist eine Mischung aus Freisetzungsrate und Produktbildungsrate von

Ferroin, wobei letztere wahrscheinlich geschwindigkeitsbestimmend ist.!”®

Um die Bindekinetik von Liganden an Rezeptoren oder Kanéle zu bestimmen, bedarf es schneller
Anderungen der Konzentration des zu untersuchenden Liganden. Dies wird hiufig durch
Applikation mit einer zweiten Pipette (Applikationspipette) oder einem Mehrkanalsystem
erreicht.’*!7 Dazu muss der Ligand jedoch geldst vorliegen. Ein groBes Problem bei der
Applikation von Fe?" ist dessen sofort einsetzende Oxidation zu Fe’*. Dies erschwert die
Applikation definierter Fe>*-Konzentration, da die Fe?"-Konzentration zeitabhiingig ist. Dadurch,
dass CORM-S1 ohne Licht in einem Zeitraum von 30 min weitgehend stabil ist, erleichtert es den
experimentellen Umgang mit Fe?*. In dieser Arbeit wurde dazu eine beispielhafte Anwendung von
CORM-S1 als schnelle, lichtsteuerbare Fe?"-Quelle fiir zeitlich hochaufgeldste Fe?*-
Konzentrationsdnderungen dargestellt. Mit einer Kombination aus CORM-S1 und
Blitzlichtbeleuchtung konnten sprunghafte Anderungen der freien Fe**-Konzentration in der Nihe
der Patch-Pipette erzeugt werden. Nur durch diese schnellen Fe**-Spriinge im ps- bis ms-Bereich
konnte die Geschwindigkeit der Fe?"-bedingten Aktivierung von BKca-Kanilen bestimmt werden
(t = 70 ms). Potentiell konnte CORM-S1 auch zur rdumlich aufgeldsten Katalyse chemischer
Reaktionen eingesetzt werden. Mit einem fokussierten Laser und einem Fe?'-Puffersystem
kénnten riumlich begrenzte, Fe?*-katalysierte Reaktionen z. B. auf organischen Oberflichen

ausgelost werden.

3.2.2. Regulation von BKc,-Kanilen durch Fe** und Spannung

BKce-Kanile sind Ca?- und spannungsgesteuerte Kaliumkanile, deren Aktivitit von

intrazelluldren Mediatoren wie Mg?*, Zn**, H" oder reaktiven Sauerstoffspezies beeinflusst
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werden kann.'3'"'3 Mit Hilfe der neuentwickelten Methoden zur Messung von Vruhe konnte
gezeigt werden, dass die a-Untereinheit der BKca-Kandle Vrune von HEK293T-Zellen nicht
beeinflusst. Die ektopische Expression von BKca-Kanalmutanten mit  erhdhter
Offenwahrscheinlichkeit bei negativen Membranspannungen bewirkte hingegen eine permanente

Hyperpolarisation von HEK293T-Zellen.

Die Aktivitdt von BKca-Kanilen wurde bereits durch intrazelluldre Fe?*-Konzentrationen im
niedrigen uM Bereich (ECso: 25 uM bei pH 7,4, 5 uM bei pH 6,8) durch Linksverschiebung der
Strom-Spannungskurve gesteigert (AVhan: -50 mV bei pH 7,4, -29 mV bei pH 6,8). Diese
Verschiebung konnte ebenfalls mit vergleichbaren Konzentrationen an CORM-S1 erreicht
werden. Die beiden weiteren Degradationsprodukte von CORM-S1 CO und Cysteamin zeigten
nur geringfiigig aktivierende Effekte auf BKce-Kanile.!? In einer Studie an glatten Muskelzellen
aus der Pulmonalarterie der Ratte wurde hingegen ein deutlich stirkerer Effekt von CO auf die
Aktivitat von BKca-Kanilen beobachtet.!> Dies deutet an, dass weitere Untereinheiten/Faktoren
an der Regulation von BKca-Kanilen durch CO beteiligt sind. Eine putative Mg?'-Bindestelle
konnte als Hauptbindestelle fiir Fe*" identifiziert werden. Diese verbindet den C-terminalen
Schaltring der BKca-Kanidle mit der Transmembrandoméne der Kanile iiber elektrostatische
Interaktionen.!* Die Aktivitit von BKca-Kanilen wurde auch in Gegenwart von uM
Konzentrationen an Ca*" und mM Konzentrationen an Mg?" durch uM Konzentrationen an Fe?*
reguliert. Das spricht dafiir, dass Fe** BKca.-Kanile auch unter physiologischen Bedingungen
regulieren kann; zum Vergleich: die Gesamtkonzentration von Eisen (frei und gebunden) im

Blutplasma liegt im Bereich von 10-30 uM.*

Da Fe?" zwar essentiell, aber aufgrund seiner Redoxaktivitit zytotoxisch ist, wird ein GroBteil des
Eisens in der Zelle als Fe** in Ferritin gespeichert; exzessive Erhohungen von freiem Fe?* konnen
Ferroptose bewirken, einen Zelltod, der durch die eisenkatalysierte Oxidation von
Membranlipiden eingeleitet wird.?*>*%!® Um die Dissoziation von Fe?*" von Metalloenzymen zu
verhindern, muss jedoch ein gewisser Anteil des zelluliren Eisens als labiler Fe**-Pool in der Zelle
im Bereich von 10°-107 M vorliegen.'” Der Fe**-Pool wird meist durch Eisenchelatoren wie
Citrat, reduziertes Glutathion oder Eisenchaperone wie PCBP2 (Poly(rC)-binding protein)
stabilisiert.’*?® Es ist daher plausibel, dass Fe*" in Zellen wie z. B. den Enterozyten des
Duodenums zumindest kurzzeitig hohe uM Konzentrationen erreichen kann. Alternativ konnten
auch nur lokale Erhohungen der Fe?'-Konzentration z. B. in der Nihe von DMTI oder der

Himoxygenase 2 auftreten,!7-138

Fir die Hypothese einer funktionellen Kopplung zwischen Fe?'-Stoffwechsel und

Membranpotential durch BKca-Kanéle spricht die beobachtete Kolokalisation von BKca-Kanélen
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und Hidmoxygenase 2.'*® Zudem werden an der apikalen Membran der Enterozyten des
Duodenums (dem Darmlumen zugewandt) neben DMTI1 und Dcytb auch BKca-Kanile
exprimiert,3%-137:138:201.202 1y prostatakrebszelllinien finden sich in der Plasmamembran sogenannte
STEAP-Proteine (Six-transmembrane epithelial antigen of prostate), welche ebenfalls als
membranstéindige Fe®'/Fe**-Reduktasen fungieren.’”® Die LNCaP-Prostatakrebszelllinie weist
einen erhdhten intrazelluldren labilen Fe**-Pool auf und exprimiert zudem BKca-Kanile, die mit
der stark aktivierenden yl-Untereinheit und Cav3.2-Kandlen in Nanodoménen kolokalisiert

d.50_52’204 Es

sin ist daher plausibel, dass BKcs-Kandle an der Regulation von Fe*'-

Transportprozessen und dariiber am Wachstum von Tumorzellen beteiligt sind.
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Abbildung 11. Modell eines positiven Riickkopplungsmechanismus des Eisentransports durch BKca-Kaniile. a,
In Zellen des Duodenums kommt sowohl der BKc,-Kanal als auch die Fe?'/Fe*'-Reduktase Dcytb, sowie der Fe?'-
Transporter DMT1 vor.2> Dcytb reduziert das in der Nahrung hauptsichlich als Fe’" auftretende Eisen zu Fe?",
welches von DMTT in die Zelle transportiert wird. Der Transport von vier positiven Ladungen pro transportiertem
Fe*" in die Zelle (Ausstrom von einem Elektron (e7) und Koimport von je einem Fe?" und HY) bewirkt tendenziell eine
Depolarisation der Plasmamembran. b, Geht man von einem pH-Unterschied zwischen intra- und extrazelluldrer
Losung von einer pH-Einheit aus (pH; > pH,), entspréache dies nach der Nernst-Gleichung einem Umkehrpotential fiir
H" bei 37°C von = 62 mV. Oberhalb dieser Spannung wiirde der Fe?*-Transport durch den Kotransport mit H" im
Vergleich zu einem Uniport verlangsamt bis sich ein Gleichgewicht zwischen Import und Export einstellt. BKc,-
Kanidle werden sowohl durch eine positivere Membranspannung als auch durch eine erhohte intrazelluldre
Konzentration von H" und Fe?" aktiviert. Die Offnung der BKc,-Kanile bewirkt einen Ausstrom von K und damit
eine Re-/Hyperpolarisation der Membran. ¢, Die Aktivitdt der BKc,-Kanéle steigt mit steigender intrazelluldrer H'-
und Fe?*-Konzentration. Die Triebkraft fiir den Transport von Fe?" steigt durch die Hyperpolarisation von V,,, welche
das Gleichgewicht in Richtung erhohter intrazellulirer Fe?*-Konzentration verschiebt.

Eine Moglichkeit, wie BKca-Kanéle in den Eisenstoffwechsel involviert sein kdnnten, ist ein
positiver Riickkopplungsmechanismus. Eine Fe**-bedingte Offnung von BKca-Kanilen wiirde zu
einer Hyperpolarisation der Plasmamembran fiihren, welche die treibende Kraft fiir Fe** in die
Zelle erhoht (Abb. 11). Eine Verschiebung von Vruhe von -40 auf -90 mV wiirde bei einem rein
passiven Transportprozess von Fe?" laut Nernst-Gleichung bei 37°C eine =~ 40-fach hohere
intrazellulire Fe?"-Konzentration im Gleichgewicht bedeuten. Da die Aufnahmegeschwindigkeit
von Fe?" durch DMT]1 spannungsabhiingig ist, wiirde eine hyperpolarisierte Plasmamembran
zudem verhindern, dass sich das von Dcytb produzierte Fe** von der Membran entfernt, bevor es

von der Zelle durch DMT1 aufgenommen wird.
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Wenn eine Hyperpolarisation der Plasmamembran eine erhohte Aufnahme von Metaboliten
bewirkt, konnte dies ein Erklarungsmodell dafiir sein, warum Tumorzellen wie z. B. Prostata- oder
Brustkrebszellen besonders aktive Varianten von lonenkanélen wie BKca- oder Kv10.1-Kanélen
aufweisen. Unter Verwendung von rASAP wurde gezeigt, dass Kv10.1-Kanile, die in einer
Vielzahl von Tumorzellen vorkommen, nichterregbare Zellen unter Ruhebedingungen prinzipiell
hyperpolarisieren kdnnen.**** Es ist denkbar, dass eine Membranhyperpolarisation elektrogene
Transportprozesse wie z.B. die Aufnahme von Glukose iiber den sekunddr aktiven
Glukosetransporter ~ SGLT1  (Natrium-D-Glukose-Kotransporter)  beschleunigt.?’>  Eine
hyperpolarisierte Plasmamembran kdnnte so z. B. auch den Warburg-Effekt begiinstigen, den

beobachteten erhohten Katabolismus von Glukose durch Krebszellen.?%°

3.2.3. Biofunktionalisierte UCNPs als Quellen photochemischer Nanodoménen

Um dynamische Prozesse von sekundidren Botenstoffen zu untersuchen, wurden photolabile
Kifigverbindungen wie DM-Nitrophen oder CORM-S1 entwickelt.!*®!3 Die Auflésung der
Freisetzung aus diesen Komponenten ist jedoch davon abhingig, wie préizise das Licht auf die
Umgebung des zu untersuchenden Zielgebiets begrenzt werden kann.'’” Fiir die Erzeugung von
Nanodoménen sollte es auf unter 100 nm um das Zielprotein begrenzt sein. Dazu wurden in dieser
Arbeit aufwirtskonvertierende Nanopartikel auf ihre Eignung als lokale Lichtquellen zur

Erzeugung von photochemischen Nanodoménen untersucht.

Tm**-dotierte UCNPs wurden mit Polyethylenglykol und einer nichtfluoreszierenden Variante des
griinfluoreszierenden Proteins (XFP) gekoppelt. Durch die gentechnische Fusion eines GFP-
Einzeldoménenantikorpers (aGFP) und eines membranstindigen Zielproteins konnten XFP-
gekoppelte UCNPs mit molekularer Prizision an der Membran befestigt werden. Das
photokonvertierbare Fluoreszenzprotein Dendra2, welches nach Absorption eines Photons im
ultravioletten oder blauen Wellenldngenbereich von einer griin- in eine rotfluoreszierende Form
konvertiert werden kann, diente als Reporter. Mit NIR-Licht angeregte Tm**-UCNPs konnten
extrazelluldir am Zielprotein verankertes Dendra2 innerhalb weniger Sekunden vollstindig
konvertieren. Zudem konnte gezeigt werden, dass durch extrazellular gebundene UCNPs Dendra2
prinzipiell auch auf der Innenseite der Membran konvertiert werden kann. In beiden Fallen
befanden sich Dendra2 und UCNP am gleichen Protein. Die Konversionsrate (kpc) des intrazellulir
fusionierten Dendra2 (5 ms') war jedoch fast achtfach niedriger als die des extrazellulir

fusionierten Dendra2 (38 ms™') bei mehr als der doppelten NIR-Anregungsintensitit.
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Die durchgefiihrten in vitro Experimente mit fixierten UCNPs zeigen, dass die Konversionsrate
fiir Abstidnde unter 5 nm zwischen Dendra2 und Partikeloberflache stark abfallt. Der schnelle
Abfall von kpe als Funktion des Abstands von der Oberflache spricht dafiir, dass photochemische
Reaktionen in einem Abstand unter 5 nm von der Oberfliche der UCNPs hauptsichlich durch
direkten Energietransfer ausgelost werden. Dass sich kpe von Dendra2 bei Abstdnden zwischen 5
und 10 nm kaum verdndert, deutet an, dass photochemische Reaktionen bei grofleren Abstdnden
hauptsichlich iiber Prozesse ausgelost werden, die einem anderen Abstandsgesetz folgen, also im
Fall von Reemission und Absorption von Photonen einem inversen quadratischen Abstandsgesetz

folgen.

Durch die Kalibration von kpec mit einer UV-LED (365 nm) mit definierter Lichtintensitdt kann die
lokale Aquivalenzlichtintensitit abgeschiitzt werden. Daraus kann abgeleitet werden, wie gut
photochemische Reaktionen im Vergleich zu einer UV-LED katalysiert werden knnen. Geht man
im Mittel von einer Steigung der Lichtabhiingigkeit der kpc von Dendra2 von 0.064 cm?s™! W' fiir
aGFP-TM-Dendra2 aus, bei dem sich UCNP und Dendra2 am gleichen Protein aber auf
verschiedenen Seiten der Plasmamembran befinden, entspriche eine kpc von 5 ms™ einer lokalen
Aquivalenzlichtintensitit von = 78 mW cm™. Bei Dendra2 und UCNP an unterschiedlichen
Membranproteinen (aGFP-TM, Kir2.1-Dendra2) wire dies &dquivalent zur einer lokalen
Lichtintensitit von 43 mW cm™. Fiir freies Dendra2 im Cytoplasma ergibt sich eine lokale
Aquivalenzlichtintensitit von 25 mW c¢m™. Vergleicht man die lokale Aquivalenzlichtintensitit
von spezifisch markiertem Zielprotein (aGFP-TM-Dendra2) und unspezifischer Bindung an ein
anderes Protein in der Zellmembran (aGFP-TM, Kir2.1-Dendra2), so ergibt sich ein kleiner als
zweifacher Unterschied in der Reaktionsrate. In Zellen mit entsprechendem Epitop sind
extrazelluldar gebundene UCNPs somit in der Lage intrazelluldre, membrannahe, photochemische
Reaktionen auszuldosen, durch die geringe Auflosung zwischen spezifisch und unspezifisch
markierten Membranproteinen ist der Prozess iiber Reemission jedoch eher ungeeignet, um

spezifische intrazelluldire Nanodoméanen zu untersuchen.

Der Unterschied in der kpe von intra- und extrazelluldrem Dendra2 liegt im Bereich von mehr als
einer Grofenordnung und zeigt, dass tiber einen direkten Energietransfer potentiell jedoch eine
ausreichend hohe Auflosung erzielt werden kann. Die lokale UV-Aquivalenzlichtintensitit in der
direkten Umgebung des Partikels (<5 nm) sollte bei einer NIR-Anregungsintensitit von
10° W ¢cm im Bereich von 1 W ¢m™ liegen. Um Nanopartikel als Lichtquellen fiir die Erzeugung
von Nanodominen mit Hilfe von Kéfigverbindungen zu verwenden, miissten sich beide

Komponenten auf der gleichen Seite der Membran befinden (Abb. 12a, b).
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Abbildung 12. Potentielle Anwendungen fiir aufwértskonvertierende Nanopartikel als lokale Lichtquellen. a,
Hochaufgeloste Wirkstofffreisetzung mit UCNPs als lokale Lichtquellen am Beispiel des NMDA-Glutamatrezeptors
(NMDAR).'* Nanopartikel konnen mit molekularer Priizision iiber Antikdrper-Antigeninteraktion an einem
Zielprotein (NMDAR) an der Zelloberflache befestigt werden. Der Wirkstoff (Glutamat) liegt in der gesamten Losung
als inaktive, photolabile Vorstufe vor (Caged-Glutamat, z. B. RuBi-Glutamat).'*! Durch NIR-Licht (980 nm) wird der
Wirkstoff im Abstand von wenigen nm von der Partikeloberfldche freigesetzt, sodass ein lokal begrenzter Bereich mit
hoher Wirkstoffkonzentration entsteht. AusschlieBlich die Rezeptoren, an welche UCNPs gebunden sind, werden
durch den Wirkstoff aktiviert. b, Untersuchung funktioneller Kopplungen von Membranproteinen in Nanodoménen
am Beispiel der BKc,-NMDAR-Interaktion.'*>!*! UCNPs binden an ein Zielprotein (BKc,-Kanal). Ein
Rezeptorprotein (NMDAR), welches durch das Spaltprodukt eines photolabilen Wirkstoffs aktiviert wird, fithrt nur
dann zur Aktivierung des Zielproteins (BKca), wenn beide Proteine kolokalisiert vorliegen. ¢, Verfolgung von selektiv

o

nicht
interagierende

aktivierten Proteinfraktionen am Beispiel der BKc,-NMDAR-Interaktion. Rezeptorproteine sind mit einem
photokonvertierbaren Fluoreszenzprotein (Dendra2) markiert, der Interaktionspartner (BKca) mit einem UCNP. Die
Beleuchtung mit NIR-Licht bewirkt eine Markierung der Fraktion der Rezeptorproteine, die zu diesem Zeitpunkt mit
dem Interaktionspartner kolokalisiert waren.

Es konnen also entweder extrazellulire Nanodoménen untersucht werden oder UCNPs miissten
durch Mikroinjektionen in das Cytoplasma gebracht werden. Eine Mikroinjektion von
biofunktionalisierten UCNPs wurde von Drees et al. bereits fiir die Bestimmung von Protein-
Proteininteraktionen mit FRET in lebenden Zellen verwendet und sollte daher prinzipiell auch fiir
die Untersuchung von intrazelluliren Nanodominen méglich sein.!” In Kombination mit CORM-

S1 konnten so intrazelluldre Fe**-Nanodominen in einem Bereich weniger nm in der Umgebung
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der UCNPs erzeugt werden oder mit RuBi-Glutamat z. B. die Interaktion von BKca-Kanélen mit

NMDA-Rezeptoren untersucht werden (Abb. 12b).!3%151.153

Aufwirtskonvertierende Nanopartikel wurden schon in der Vergangenheit verwendet, um gezielt
Wirkstoffmolekiile {iber NIR-Bestrahlung in und ex vivo freizusetzen. Haufig wird dabei ein
Molekiil direkt mit einer Vorstufe des Wirkstoffs {iber kovalente oder nichtkovalente Bindungen
gekoppelt. In dieser Konstellation sorgt ebenfalls direkter Energietransfer fiir die Freisetzung des
Wirkstoffmolekiils. Beispiele dafiir beinhalten Komplexe aus UCNPs mit DNA, siRNA oder
CORMs,>7-150:180.207 Ty Unterschied dazu liegen bei dem hier vorgestellten Konzept Licht-Donor
und inaktiver Wirkstoff getrennt vor (Abb. 12a). Bei einer direkten Kopplung kann der Wirkstoff
lediglich einmal freigesetzt werden. Wenn der inaktive Wirkstoft jedoch geldst vorliegt, kann
durch Riickdiffusion der Ausgangszustand wiederhergestellt werden. Da der Wirkstoff nur in
einem lokal begrenzten Bereich in der Ndhe der Partikeloberfldche in relevantem MaB freigesetzt
wird, kann der Rezeptor {iber Licht gezielt an- und ausgeschaltet werden, sodass sich mit dem
dargestellten System prinzipiell Bindekinetiken z. B. von Rezeptoren und deren Liganden

bestimmen lassen sollten (Abb. 12a, b).

Die hier entwickelte UCNP-assistierte Photoaktivierung/Photokonversion kann zur Detektion von
Protein-Proteininteraktionen eingesetzt werden. Beispielhaft wurde dazu die induzierte
Dimerisierung von Interleukin-Rezeptoren in fixierten Zellen nachgewiesen. Prinzipiell sollten
sich mit diesem System jedoch auch Interaktionen in lebenden Zellen bestimmen lassen. Der
Nachweis von Protein-Proteininteraktionen durch resonanten Energietransfer ist nicht neu und es
existieren zahlreiche Fluoreszenzproteine, Farbstoffe und Nanopartikel, die routinemifig zur
Bestimmung der Distanz zwischen Proteinen durch FRET verwendet werden.®®%17° Der neue
Aspekt der UCNP-assistierten Photoaktivierung /Photokonversion besteht darin, dass Proteine, die
einmal aktiviert wurden, auch nach Verlassen des Energietransferbereichs (<10 nm) markiert
bleiben. Ein zellbiologisch relevantes Anwendungsszenario fiir diese Methode wire die
Nachverfolgung von Proteinen, welche mit einem photomanipulierbaren Protein gekoppelt sind
und zu einem bestimmten Zeitpunkt mit einem UCNP-markierten Protein interagieren (Abb. 12c).
NIR-Beleuchtung wiirde in diesem Szenario lediglich die Fraktion akzessorischer Proteine
markieren, welche mit den Rezeptoren oder Kanidlen zu genau diesem Zeitpunkt direkt oder
indirekt interagiert. Dariiber konnte selektiv das Schicksal dieser Proteinfraktion im zelluldren
Kontext verfolgt werden, da die nichtinteragierende Proteinfraktion nichtfluoreszierend bzw. nicht

in diesem Wellenlédngenbereich fluoreszierend vorliegt.
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3.3. Konklusion

Die Relevanz schneller Anderungen des Membranpotentials in erregbaren Zellen ist bereits seit
Mitte des letzten Jahrhunderts bekannt.* Die Bedeutung des elektrochemischen Ungleichgewichts
an der Membran ist aber auch in nichterregbaren Zellen nicht zu verkennen, was bereits daran
ersichtlich ist, dass alle Zellen ein negatives elektrisches Potential an ihrer Plasmamembran
aufrechterhalten.>!” Das elektrochemische Potential der Zellen ist dabei nicht statisch, sondern
verdndert sich dynamisch durch die Aktivitdt, Lokalisation und Expressionsstirke von zelluldren
Transportproteinen, welche ihrerseits durch zahlreiche intrazellulire und extrazelluldre
regulatorische Proteine und Signalmolekiile auf Gen- sowie Proteinebene reguliert

werden.12’17’22’79’“6 Das

Membranpotential hat durch die Regulation der Aktivitdt
spannungssensitiver Membranproteine wiederum seinerseits Einfluss auf intrazelluldre
Prozesse.>*!7133 In einer Vielzahl pathophysiologischer Zustinde wie Krebs, viralen Infektionen
oder schwerwiegenden, erblichen Entwicklungsdefekten wurden Storungen des elektrischen
Potentials bzw. elektrogener Transportprozesse beobachtet,!”:?125:27:29.33.344149  Jyy  das
hochkomplexe Zusammenspiel von Signal- und Transportprozessen intra- und extrazellulérer
Stimuli auch nur ansatzweise in einem gesamtzellphysiologischen bzw. systembiologischen
Modell verstehen zu konnen, ist daher die Entwicklung verbesserter Methoden, mit denen diese
Prozesse unter moglichst physiologischen Umstdnden nicht nur qualitativ, sondern auch

quantitativ beschrieben werden koénnen, unentbehrlich.

In dieser Arbeit wurden optische Verfahren weiterentwickelt bzw. vollstindig neue Methoden
etabliert, die Ausgangspunkt fiir die Beantwortung bisher schwer zuginglicher Fragestellungen
sind. So konnte das zellulire Ruhemembranpotential verschiedener Zellpopulationen mit Hilfe
ratiometrischer GEVIs verglichen werden. Dadurch konnte erstmals die funktionelle Implikation
einer Mutation in Kv10.1-Kanilen, welche in Betroffenen das Temple-Baraitser-Syndrom auslost,
auf das zelluldire Ruhemembranpotential (Hyperpolarisation) beobachtet werden sowie erstmals
die Biosynthesegeschwindigkeit funktioneller Kir2.1-lonenkanéle in Echtzeit in lebenden Zellen
bestimmt werden. Mit CORM-S1 wurde das erste Fe?’-freisetzende Molekiil etabliert, mit
welchem sich die freie Konzentration von Fe?" mit hoher zeitlicher und rdumlicher Auflésung
modulieren l4sst. Dadurch konnte die Geschwindigkeit der Fe**-abhiingigen Aktivititsinderung
von BKca-Kanélen quantifiziert werden. AbschlieBend wurde nachgewiesen, dass sich molekular
platzierte UCNPs als Quellen rdumlich hochaufgeldster photochemischer Reaktionsnanodoménen
eignen. Mit der Weiterentwicklung optischer Methoden zur quantitativen Untersuchung
membrannaher Prozesse kann diese Arbeit dazu beitragen, der Etablierung eines

systembiologischen Verstdndnisses zelluldrer Prozesse einen Schritt ndher zu kommen.
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