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DESCRIPCION
Canalrodopsinas para el control éptico de células

Esta invencion se realiz6 con el apoyo del gobierno con las subvenciones NIH 1DP20D002002, NIH
1RC1MH088182, NIH 1R01NS067199, NIH 1R01DA029639 y NIH 1R01NS075421 de los Institutos Nacionales de
Salud; NSF DMS 0848804, premio CAREER de la NSF CBET 1053233 y NSF EFRI 0835878 de la Fundacién
Nacional para la Ciencia; Early Career Translational Research Award de Living Foundries de DARPA, Wallace H.
Coulter Foundation Department of Defense MRMC/CDMRP, Post-Traumatic Stress Disorder Concept Award Human
Frontiers Science Program. El gobierno de Estados Unidos tiene determinados derechos sobre la invencion.

Campo de la invencion

La invencion, en algunos aspectos, se refiere a composiciones y métodos para alterar la conductancia a través de
las membranas, y también se refiere al uso de canales idnicos activados por luz exdgenos en células y sujetos.

Antecedentes de la invencion

Alterar y controlar la permeabilidad i6nica de la regién subcelular y la membrana celular ha permitido el examen de
las caracteristicas de células, tejidos y organismos. Se han usado bombas y canales accionados por luz para
silenciar o potenciar la actividad celular y se ha propuesto su uso para la seleccion de farmacos, aplicaciones
terapéuticas y para explorar la funcién celular y subcelular.

Se han desarrollado métodos genéticos-moleculares para preparar células que pueden activarse (por ejemplo,
despolarizarse) o inactivarse (por ejemplo, hiperpolarizarse) mediante longitudes de onda de luz especificas (véase,
por ejemplo, Han, X. y E. S. Boyden, 2007, PLoS ONE 2, e299). Se ha identificado que el canal cationico activado
por luz, canalrodopsina-2 (ChR2), y la bomba de cloruro activada por luz, halorodopsina (Halo/NpHR), cuando se
expresan transgénicamente en células tales como neuronas, las hace sensibles a activarse mediante luz azul y
silenciarse mediante luz amarilla, respectivamente (Han, X. y E. S. Boyden, 2007, PLoS ONE 2(3): e299; Boyden, E.
S., et. al., 2005, Nat Neurosci. Septiembre de 2005; 8(9):1263-8. Epub 14 de agosto de 2005.). Las bombas y los
canales activados por luz identificados previamente, se han limitado a activaciéon por longitudes de onda de luz
particulares, limitando asi su utilidad.

Sumario de la invencion

La invencién proporciona un polipéptido de canal iénico activado por luz aislado, que comprende una secuencia de
aminoacidos de un polipéptido de canal de Chlamydomonas noctigama activado por luz de tipo natural o modificado,
tal como se define en la reivindicacion 1. La invenciéon también proporciona un acido nucleico que codifica para el
polipéptido, tal como se define en la reivindicacion 5, y un vector que comprende el &cido nucleico, tal como se
define en la reivindicacion 7. La invencion proporciona ademas el polipéptido para su uso en un método de
tratamiento médico de un sujeto, tal como se define en la reivindicacion 9, y el polipéptido, acido nucleico o vector
para su uso en un método de tratamiento de un trastorno en un sujeto, tal como se define en la reivindicacion 11. La
invencion también proporciona un método de alteracion de la conductividad i6nica de una membrana, en el que el
método se lleva a cabo in vitro, tal como se define en la reivindicacién 15.

Por tanto, la invencién se refiere, en parte, a polipéptidos de canales iénicos activados por luz aislados y a métodos
para su uso. La invencién también incluye secuencias de acido nucleico aisladas que codifican para los canales
i6nicos accionados por luz de la invencion asi como vectores y constructos que comprenden tales secuencias de
acido nucleico. Ademas, la invencién en algunos aspectos utiliza la expresién de polipéptidos de canales i6nicos
activados por luz en células, asi como proporciona métodos para usar los canales i6nicos activados por luz para
alterar la conductancia a través de las membranas, y para su uso en el tratamiento de trastornos.

Tal como se indicd anteriormente, la invencion reivindicada incluye un acido nucleico que codifica para el polipéptido
de canal iénico activado por luz aislado de la invencién. Al menos una secuencia de acido nucleico que codifica para
un canal iénico accionado por luz puede incorporarse en al menos una célula, regién subcelular o region extracelular
diana, funcionando el canal ib6nico para cambiar el paso transmembrana de iones en respuesta a una longitud de
onda de luz especifica. Exponer una célula excitable que incluye un canal i6nico accionado por luz expresado de la
invencion a una longitud de onda de luz que activa el canal, puede dar como resultado despolarizacion de la célula
excitable. Al poner en contacto una célula que incluye un canal iénico activado por luz de la invencién con longitudes
de onda de luz particulares, la célula se despolariza. Puede usarse una pluralidad de canales iénicos activados por
luz activados por diferentes longitudes de onda de luz en pluralidades solapantes o no solapantes de células para
lograr despolarizacién multicolor.

Los canales de la invencién pueden expresarse genéticamente en células especificas (por ejemplo, usando un virus
u otros medios de administracion) y usarse luego para controlar células en organismos intactos (incluyendo seres
humanos) asi como células in vitro, en respuesta a pulsos de luz. Dado que estos canales tienen espectros de
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activacion diferentes entre si y diferentes del estado de la técnica (por ejemplo, ChR2/VChR1), también permiten
que se usen multiples colores de luz para despolarizar diferentes conjuntos de células en el mismo tejido,
expresando canales con diferentes espectros de activacién genéticamente en diferentes células, e iluminando
después el tejido con diferentes colores de luz.

Las canalrodopsinas eucariotas incluyen rodopsina de Chloromonas subdivisa (también denominada en el presente
documento: “ChR87”), de Chlamydomonas noctigama (también denominada en el presente documento: “Chrimson”
0 “Chr88”) y de Stigeoclonium helveticum (también denominada en el presente documento: “Chronos” o “ChR90”), y
derivados de las mismas. La presente invencién reivindicada usa Chlamydomonas noctigama. Estas
canalrodopsinas, o derivados de las mismas, pueden usarse para despolarizar células excitables. Estas
canalrodopsinas, o derivados de las mismas, también pueden usarse para modificar el pH de las células, o para
introducir cationes como transmisores quimicos.

La capacidad de perturbar, modificar o controlar 6pticamente la funcién celular ofrece muchas ventajas respecto a
mecanismos de manipulacion fisica, tales como velocidad, no invasividad, y la capacidad de abarcar facilmente
amplias escalas espaciales desde la nanoescala hasta la macroescala. Un enfoque de este tipo es un enfoque
optogenético, en el que se usan polipéptidos de membrana activados por luz expresados de manera heterdloga,
tales como un canal iénico activado por luz de la invencion, para mover iones con diversos espectros de luz.

Tal como se indicd anteriormente, seguin un aspecto de la invencién, se proporcionan métodos de alteracién de la
conductividad iénica de una membrana, tal como se define en la reivindicacién 15. Los métodos incluyen a) expresar
en una membrana un polipéptido de canal idénico activado por luz segln la invencién y b) poner en contacto el
polipéptido de canal idnico activado por luz con una luz que activa el canal i6nico activado por luz y altera la
conductividad ionica de la membrana, en el que el método se lleva a cabo in vitro. En algunas realizaciones, la luz
de activacion tiene una longitud de onda de entre 365 nm y 700 nm. En determinadas realizaciones, la luz de
activacion tiene una longitud de onda de desde 530 nm hasta 640 nm, y opcionalmente, la luz de activacién tiene
una longitud de onda de 590 nm. En algunas realizaciones, poner en contacto el polipéptido de canal i6nico activado
por luz con una luz que tiene una longitud de onda mayor de 720 nm no activa el canal iénico. En algunas
realizaciones, la membrana no es una membrana en la que se produce el canal i6nico activado por luz de manera
natural. En algunas realizaciones, el canal idnico activado por luz es un canal idnico aislado. En algunas
realizaciones, la membrana esta en la célula. En algunas realizaciones, la célula es una célula neuronal y el método
comprende ademas poner en contacto el polipéptido de canal iénico con una luz que tiene una longitud de onda de
hasta 660 nm en condiciones adecuadas para producir un disparo en la célula neuronal. En determinadas
realizaciones, la secuencia de &cido nucleico que codifica para el polipéptido de canal iénico activado por luz
comprende la secuencia de acido nucleico expuesta como SEQ ID NO: 3. En algunas realizaciones, la secuencia de
aminoacidos del polipéptido de canal ionico activado por luz comprende SEQ ID NO: 2. En algunas realizaciones, la
secuencia de aminoacidos del polipéptido de canal idnico activado por luz comprende una secuencia modificada de
canal i6nico de Chlamydomonas noctigama activado por luz que tiene una identidad de al menos el 70%, el 75%, el
80%, el 85%, el 90%, el 95% o el 99% con respecto a los aminoacidos 86-320 de SEQ ID NO: 2 y una identidad del
95%, el 96%, el 97%, el 98%, el 99% o el 100% con respecto a los aminoacidos restantes en la secuencia expuesta
como SEQ ID NO: 2. En determinadas realizaciones, la secuencia de aminoacidos del polipéptido de canal i6nico
activado por luz comprende SEQ ID NO: 5. En algunas realizaciones, la secuencia de aminoacidos del polipéptido
de canal i6nico activado por luz comprende una secuencia modificada de canal iénico de Chlamydomonas
noctigama activado por luz que tiene una identidad de al menos el 70%, el 75%, el 80%, el 85%, el 90%, el 95% o el
99% con respecto a los aminoacidos 86-320 de SEQ ID NO: 5 y una identidad del 95%, el 96%, el 97%, el 98%, el
99% o el 100% con respecto a los aminoacidos restantes en la secuencia expuesta como SEQ ID NO: 5.

En determinadas realizaciones, la membrana es una membrana celular. En algunas realizaciones, la célula es una
célula humana. En algunas realizaciones, la membrana es una membrana celular de una célula neuronal, una célula
del sistema nervioso, una célula cardiaca, una célula del sistema circulatorio, una célula del sistema visual o una
célula del sistema auditivo. En determinadas realizaciones, alterar la conductividad i6nica de la membrana
despolariza la célula.

Tal como se indic6é anteriormente, segun otro aspecto de la invencién, se proporciona un polipéptido de canal ibénico
activado por luz aislado, tal como se define en la reivindicacion 1. El polipéptido de canal i6nico activado por luz
incluye una secuencia de aminoacidos de un polipéptido de canal de Chlamydomonas noctigama activado por luz de
tipo natural o modificado. En algunas realizaciones, el polipéptido de canal idnico activado por luz comprende una
secuencia de aminoacidos de un polipéptido de Chlamydomonas noctigama activado por luz de tipo natural o
modificado y activar el canal ibnico comprende poner en contacto el polipéptido de canal i6nico con una luz que tiene
una longitud de onda de entre 365 nm y 700 nm. En algunas realizaciones, activar el canal iénico comprende poner
en contacto el polipéptido de canal iénico con una luz que tiene una longitud de onda de desde 530 nm hasta 640
nm, y que tiene opcionalmente una longitud de onda de 590 nm. En algunas realizaciones, poner en contacto el
polipéptido de canal iénico con una luz que tiene una longitud de onda mayor de 720 nm no activa el canal iénico. En
determinadas realizaciones, la secuencia de acido nucleico que codifica para el polipéptido de canal idnico activado
por luz comprende la secuencia de &cido nucleico expuesta como SEQ ID NO: 3. En algunas realizaciones, la
secuencia de aminoacidos del polipéptido de canal i6nico activado por luz comprende SEQ ID NO: 2. En algunas
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realizaciones, la secuencia de aminodcidos del polipéptido de canal i6nico activado por luz comprende una
secuencia modificada de canal iénico de Chlamydomonas noctigama activado por luz que tiene una identidad de al
menos el 70%, el 75%, el 80%, el 85%, el 90%, el 95% o el 99% con respecto a los aminoacidos 86-320 de SEQ ID
NO: 2 y una identidad del 95%, el 96%, el 97%, el 98%, el 99% o el 100% con respecto a los aminodcidos restantes
en la secuencia expuesta como SEQ ID NO: 2. En algunas realizaciones, la secuencia de aminoacidos del
polipéptido de canal iénico activado por luz comprende SEQ ID NO: 5. En determinadas realizaciones, la secuencia
de aminodcidos del polipéptido de canal i6nico activado por luz comprende una secuencia modificada de canal
ionico de Chlamydomonas noctigama activado por luz que tiene una identidad de al menos el 70%, el 75%, el 80%,
el 85%, el 90%, el 95% o el 99% con respecto a los aminoacidos 86-320 de SEQ ID NO: 5 y una identidad del 95%,
el 96%, el 97%, el 98%, el 99% o el 100% con respecto a los aminoacidos restantes en la secuencia expuesta como
SEQ ID NO: 5. En algunas realizaciones, el polipéptido de canal id6nico activado por luz se expresa en una
membrana. En determinadas realizaciones, la membrana es una membrana celular de mamifero. En algunas
realizaciones, la célula es una célula excitable. En algunas realizaciones, la célula esta en un sujeto. En algunas
realizaciones, la membrana es una membrana celular de una célula neuronal, una célula del sistema nervioso, una
célula cardiaca, una célula del sistema circulatorio, una célula del sistema visual o una célula del sistema auditivo.
En determinadas realizaciones, alterar la conductividad iénica de la membrana despolariza la célula.

Tal como se indicé anteriormente, segun otro aspecto de la invencion, se proporciona un vector que incluye una
secuencia de &cido nucleico que codifica para cualquiera de los polipéptidos de canales i6nicos activados por luz
mencionados anteriormente, tal como se define en la reivindicacion 7.

Segun un aspecto que se describe, pero no se reivindica, se proporciona una célula que incluye cualquiera de los
polipéptidos de canales iénicos activados por luz mencionados anteriormente y la célula no es una célula en la que
se produce el polipéptido de canal i6nico activado por luz de manera natural. En algunas realizaciones, la célula es
una célula de mamifero y en determinadas realizaciones la célula es una célula humana.

Segun un aspecto que se describe, pero no se reivindica, se proporcionan métodos de evaluacion del efecto de un
compuesto candidato sobre la conductividad iénica de una membrana. Los métodos incluyen (a) poner en contacto
una membrana de prueba que comprende el polipéptido de canal iénico activado por luz aislado de una cualquiera
de las realizaciones mencionadas anteriormente con luz en condiciones adecuadas para alterar la conductividad
i6nica de la membrana; (b) poner en contacto la membrana de prueba con un compuesto candidato; y (c) identificar
la presencia o ausencia de un cambio en la conductividad iénica de la membrana puesta en contacto con la luz y el
compuesto candidato en comparacion con la conductividad i6nica en una célula de control puesta en contacto con la
luz y no puesta en contacto con el compuesto candidato; en el que un cambio en la conductividad iénica en la
membrana de prueba en comparacion con el control indica un efecto del compuesto candidato sobre la
conductividad iénica de la membrana de prueba. En algunas realizaciones, la membrana esta en una célula. En
determinadas realizaciones, alterar la conductividad idnica de la membrana despolariza la célula. En algunas
realizaciones, un cambio es un aumento en la conductividad iénica de la membrana. En algunas realizaciones, el
cambio es una disminucién en la conductividad i6nica de la membrana.

Segun otro aspecto de la invencién, se proporcionan un polipéptido de canal idnico activado por luz, un acido
nucleico o un vector, para su uso en un método de tratamiento de un trastorno en un sujeto, tal como se define en la
reivindicaciéon 11. El método incluye (a) administrar a un sujeto que necesita tal tratamiento, una cantidad
terapéuticamente eficaz de un polipéptido de canal idnico activado por luz o un &cido nucleico o un vector de una
cualquiera de las realizaciones mencionadas anteriormente, para tratar el trastorno, mediante lo cual dicha
administracion da como resultado la expresion del canal idénico activado por luz en una célula en el sujeto, y (b)
poner en contacto la célula con luz y activar el canal i6nico activado por luz en la célula en condiciones suficientes
para alterar la conductividad i6nica de una membrana celular, en el que la alteracion de la conductividad de la
membrana celular trata el trastorno. En algunas realizaciones, alterar la conductividad idénica de la membrana
despolariza la célula.

Segun un aspecto que se describe, pero no se reivindica, se proporcionan métodos de realizaciéon de un ensayo de
activacion de canales idnicos por luz de 2, 3, 4, 5 0 mas colores en una poblacién de células. Los métodos incluyen
(a) expresar un canal iénico activado por luz azul en una primera subpoblacién de una poblacién de células; (b)
expresar un canal iénico activado por luz roja en una segunda subpoblacion de la poblacion de células, en el que las
subpoblaciones primera y segunda son subpoblaciones no solapantes; (c) poner en contacto la poblacion de células
con una pluralidad de dosis de prueba de luz azul que comprende combinaciones de longitud de onda, ancho de
pulso y potencia de luz azul; (d) medir la desviaciéon de voltaje transmembrana en una célula de la segunda
subpoblacién de células puestas en contacto con la dosis de prueba de luz azul: (e) determinar la dosis de luz azul
de prueba que comprende una potencia de luz azul maxima que activa el canal i6nico activado por luz azul en la
primera subpoblacién de células y da como resultado una desviacién de voltaje transmembrana subumbral minima
en la segunda subpoblacién de células; (f) poner en contacto la poblacion de células con una pluralidad de dosis de
prueba de luz azul que comprende una potencia menor que la potencia maxima de luz azul de (e); (g) determinar las
dosis de prueba de luz azul de (f) que activan el canal i6nico activado por luz azul; (h) poner en contacto la poblacién
de células con una pluralidad de dosis de prueba de luz roja que comprende combinaciones de longitud de onda,
ancho de pulso y potencia de luz roja, (i) determinar una dosis de prueba de luz roja que comprende una potencia de
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luz roja que activa la segunda subpoblacion de células; y (j) realizar un ensayo de activaciéon que comprende poner
en contacto la poblacion de células con la dosis de prueba de luz azul determinada en (g) y la dosis de prueba de luz
roja determinada en (i). En determinadas realizaciones, la pluralidad de dosis de prueba de luz azul comprende
longitudes de onda, anchos de pulso y potencias seleccionados independientemente de entre 400 nm y 500 nm, 1
msy 5 ms,y 10 pW/mm?y 1,0 mW/mm?, respectivamente. En algunas realizaciones, la dosis de prueba de luz roja
de (i) es la dosis de prueba que comprende una potencia de luz roja minima que activa la segunda poblacién de
células. En algunas realizaciones, medir la desviacion de voltaje transmembrana en (d) comprende pinzamiento
zonal de una célula de la segunda poblacién de células y determinacién de uno o mas cambios de voltaje en la
célula. En determinadas realizaciones, la determinacion en (e) comprende alterar la dosis de luz azul aumentando la
potencia de luz azul desde 0,5 mW/mm?® hasta 10 mW/mm'?; y medir la desviacién de voltaje transmembrana
subumbral en la segunda subpoblacién de células. En algunas realizaciones, la desviacion de voltaje subumbral
minima es de menos de 15 mV, menos de 10 mV o menos de 5 mV. En algunas realizaciones, la potencia de luz
azul maxima en (e) es de entre 0,4 mW/mm? y 0,6 mW/mm?. En algunas realizaciones, la potencia de luz azul en (g)
es de entre 50 yW/mm? y 0,4 mW/mm? En determinadas realizaciones, el canal idnico activado por luz roja
comprende una secuencia de aminoacidos de un polipéptido de Chlamydomonas noctigama activado por luz de tipo
natural o modificado. En algunas realizaciones, la secuencia de acido nucleico que codifica para el polipéptido de
canal iénico activado por luz roja comprende la secuencia de acido nucleico expuesta como SEQ ID NO: 3. En
algunas realizaciones, la secuencia de aminoacidos del polipéptido de canal i6nico activado por luz roja comprende
SEQ ID NO: 2. En algunas realizaciones, la secuencia de aminoacidos del polipéptido de canal i6nico activado por
luz roja comprende una secuencia modificada de canal idnico de Chlamydomonas noctigama activado por luz que
tiene una identidad de al menos el 70%, el 75%, el 80%, el 85%, el 90%, el 95% o el 99% con respecto a los
aminoacidos 86-320 de SEQ ID NO: 2 y una identidad del 95%, el 96%, el 97%, el 98%, el 99% o el 100% con
respecto a los aminoacidos restantes en la secuencia expuesta como SEQ ID NO: 2. En determinadas realizaciones,
la secuencia de aminoacidos del polipéptido de canal i6nico activado por luz roja comprende SEQ ID NO: 5. En
algunas realizaciones, la secuencia de aminoacidos del polipéptido de canal i6nico activado por luz roja comprende
una secuencia modificada de canal i6bnico de Chlamydomonas noctigama activado por luz que tiene una identidad de
al menos el 70%, el 75%, el 80%, el 85%, el 90%, el 95% o el 99% con respecto a los aminoacidos 86-320 de SEQ
ID NO: 5 y una identidad del 95%, el 96%, el 97%, el 98%, el 99% o el 100% con respecto a los aminoacidos
restantes en la secuencia expuesta como SEQ ID NO: 5. En algunas realizaciones, el canal idénico activado por luz
azul comprende una secuencia de aminoacidos de un polipéptido de Stigeoclonium helveticum activado por luz de
tipo natural o modificado. En algunas realizaciones, la secuencia de acido nucleico que codifica para el polipéptido
de canal idnico activado por luz azul comprende la secuencia de acido nucleico expuesta como SEQ ID NO: 8. En
algunas realizaciones, la secuencia de aminoacidos del polipéptido de canal idnico activado por luz azul comprende
SEQ ID NO: 7. En algunas realizaciones, la secuencia de aminoacidos del polipéptido de canal iénico activado por
luz azul comprende una secuencia modificada de canal i6nico de Stigeoclonium helveticum activado por luz que
tiene una identidad de al menos el 70%, el 75%, el 80%, el 85%, el 90%, el 95% o el 99% con respecto a los
aminoacidos 61-295 de SEQ ID NO: 7 y una identidad del 95%, el 96%, el 97%, el 98%, el 99% o el 100% con
respecto a los aminoacidos restantes en la secuencia expuesta como SEQ ID NO: 7. En algunas realizaciones, la
pluralidad de dosis de prueba de luz roja comprende longitudes de onda, anchos de pulso yzpotencias seleccionados
independientemente de entre 600 nmy 740 nm, 1 ms y 5 ms, y 0,1 mW/mm? y 100 mW/mm?*, respectivamente.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 muestra un grafico de fotocorrientes de canalrodopsina medidas en neuronas del hipocampo cultivadas.
La figura 1A muestra resultados usando fotocorriente pico de luz roja (660 nm) a 10 mW mm™ para iluminacion de 1
s. ChR88 es la unica canalrodopsina sensible a la luz roja con una fotocorriente significativa a 660 nm. La figura 1B
muestra resultados usando fotocorriente pico de luz azul (4,23 mW mm'2) o verde (3,66 mW mm'2) a igual flujo de
fotones para iluminacion de 5 ms. ChR87, ChR88 y ChR90 tienen todas una fotocorriente mayor que o comparable a
ChR2. Las barras negras indican luz azul, las barras de rayas horizontales indican luz verde.

La figura 2 es un grafico que muestra el espectro de accion a igual dosis de fotones en todas las longitudes de onda
registradas en células HEK293FT. ChR2 (pico a 470 nm) y VChR1 (pico a 545 nm) representan el intervalo de
sensibilidad de color de canalrodopsina existente. ChR87 (pico a 515 nm) y ChR90 (pico a 500 nm) son
canalrodopsinas sensibles a la luz azul y verde. Mientras que ChR88 (pico a 590 nm) es la primera canalrodopsina
natural sensible a la luz roja.

La figura 3 proporciona trazados de ejemplo de disparos neuronales accionados 6pticamente en neuronas del
hipocampo cultivadas. La figura 3A muestra trenes de disparos neuronales accionados por luz roja a baja frecuencia
para Ch88. Generalmente, ChR88 puede accionar de manera fiable disparos neuronales de hasta 5 Hz. Sin
embargo, a una frecuencia mayor tal como 20 Hz, ChR88 desensibiliza y/o provoca bloqueo de despolarizacion. La
figura 3B muestra trenes de disparos neuronales accionados por luz verde a alta frecuencia para Ch90. Debido a la
rapida cinética de recuperacion de fotocorriente pico y tau off de ChR90, puede accionar temporalmente disparos
neuronales precisos a la frecuencia mas a alta que una neurona puede mediar.

La figura 4 proporciona graficos que muestran la cinética de canalrodopsina medida con voltaje de cultivo de
neuronas del hipocampo fijado a -65 mV. La figura 4A muestra una cinética de desactivacion del canal exponencial
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individual basada en un pulso de 5 ms. ChR90 tiene la cinética de desactivacién mas rapida (3,5 ms) observada en
todas las canalrodopsinas naturales. La figura 4B muestra la razén de recuperacion de fotocorriente pico basada en
la iluminacién de 1 s. ChR87 y ChR90 tienen ambos una rapida recuperacion de fotocorriente pico a
aproximadamente el 70%. Sin embargo, ChR88 tiene una cinética de recuperacién lenta similar a Char2.

La figura 5 proporciona graficos y trazados que muestran la caracterizacion de la diafonia con luz azul de Chrimson
en neuronas cultivadas. La figura 5A muestra el espectro de accién de Chrimson y la longitud de onda de luz azul
(470 nm) usada para iluminacion. Se eligié la longitud de onda para minimizar la diafonia. La figura 5B proporciona
trazados representativos de una sola neurona en diversas condiciones de iluminacién. Cuando se duplica la potencia
de luz azul desde 0,1 hasta 0,2 mW mm™ mientras que el protocolo de estimulacion se fija como 5 ms 5 Hz, la
desviacién de voltaje también se duplica. Sin embargo, cuando la potencia de luz azul se fija a 0,1 mW mm pero la
duracién del pulso se cambia desde 5 ms hasta 1000 ms, la diafonia cambia desde <5 mV hasta disparo neuronal
completo, de manera correspondiente. Esto significa que la diafonia de luz azul es una funcién tanto de la potencia
de luz como de la duracién del pulso de luz (recuento total de fotones).

La figura 6 proporciona graficos y trazados que ilustran la sensibilidad a la luz azul de Chronos y ChR2 en neuronas
del hipocampo cultivadas. La figura 6A es una curva de irradiancia de disparo neuronal para neuronas individuales.
La figura 6B muestra la potencia de luz mas baja necesaria para una probabilidad de disparo neuronal del 100% de
una célula individual frente a fluorescencia de GFP. Chronos (circulos) es aproximadamente 5 veces mas sensible a
la luz que ChR2 (triangulos) a un nivel de expresién dado (GFP). La figura 6C proporciona trazados de ejemplo de la
formacion de disparos neuronales por Chronos a diversas potencias de luz. La figura 6D ilustra que los controles no
muestran diferencias eléctricas significativas entre neuronas que expresan ChR2 y Chronos.

La figura 7 proporciona un grafico e imagenes fotomicrograficas que ilustran la estrategia usada para la
caracterizacion de cortes de Chronos y Chrimson. La figura 7A muestra la longitud de onda de iluminacién usada
para los experimentos de corte. La figura 7B son imagenes micrograficas que muestran la histologia para el
constructo de fusion de Chronos y Chrimson-GFP expresado individualmente en la corteza visual de capa 2/3 en
ratones.

La figura 8 proporciona graficos que ilustran la caracterizacién de pinzamiento zonal de células completas de la
sensibilidad a la luz azul y roja de Chrimson y Chronos en corte. La figura 8A ilustra que luz roja provoca disparos
neuronales del 100% en neuronas que expresan Chrimson pero no_en neuronas que expresan Chronos entre 1-6,5
mW mm™. La figura 8B muestra que la luz azul a 0,2-0,5 mW mm™ puede provocar disparos neuronales del 100%
en celulas que expresan Chronos pero no en células que expresan Chrimson. Sin embargo, puede producwse
diafonia de disparos neuronales completa en células que expresan Chrimson a potencias mayores de 0,6 mW mm
La figura 8C muestra el voltaje de diafonia de luz azul de neuronas que expresan Chrimson.

La figura 9 proporciona trazados de eJempIo de neuronas que expresan opsina con fijacion de corriente en corte de
capa 2/3 expresando luz azul 0,1 mW mm?, luz roja 1 mW mm™. No se observé diafonia bajo luz roja para Chronos
mientras que se observo diafonia subumbral (<5 mV) bajo luz azul para Chrimson.

La figura 10 proporciona trazados de ejemplo de neuronas que no expresan opsina con fijacién de voltaje en la capa
2/3 0 5, de manera post-sindptica con respecto a células que expresan opsina. Se observd diafonia post-sinaptica
cero tanto para Chronos como para Chrimson bajo iluminacion de luz roja y azul respectivamente.

Chronos: luz azul 0,13 mW mm, luz roja 1,7 mW mm.
Chrimson: luz azul 0,37 mW mm?, luz roja 1,7 mW mm.

La figura 11 proporciona un diagrama esquematico, una imagen fotomicrografica y trazados que ilustran la
iluminacién por pulsos emparejados en corte que expresan diferencialmente Chrimson y Chronos en neuronas
separadas. La figura 11A muestra un esquema de electroporacion en Utero de triple plasmido para obtener la
expresion no solapante de Chrimson y Chronos. La figura 11B muestra la expresion de opsina en la corteza visual,
no se observa solapamiento de GFP y mO2, la razén de marcaje de Chronos con respecto a Chrimson puede
ajustarse valorando el plasmido Cre. La figura 11C muestra neuronas que no expresan opsina con fijacién de voltaje
en la estimulacion por pulsos emparejados de la capa 2/3 para demostrar que se accionan selectivamente diferentes
sinapsis por luz azul y roja; azul: 0,2 mW mm?; roja: 5 mW mm™. Las flechas representan la aplicacién de luz.
Primer trazado desde arriba: la primera flecha mdnca luz azul, la segunda flecha indica luz roja; segundo trazado
desde arriba: la primera flecha indica luz roja, la segunda flecha indica luz azul; tercer trazado desde arriba: ambas
flechas representan luz roja; y cuarto trazado desde arriba: ambas flechas representan luz azul.

La figura 12 es un trazado que ilustra que Chrimson puede accionar disparos neuronales en el rojo lejano (660 nm)
usando pulsos de 5 ms a 2,6 mW mm2 en neuronas del hipocampo cultivadas.

La figura 13 proporciona trazados que ilustran que el mutante ChR88 K176R tiene cinética mejorada (tau off de 13
ms) y puede mediar disparos neuronales de alta frecuencia en neuronas del hipocampo cultivadas. Se muestran
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trazados con fijacién de corriente a modo de ejemplo de una neurona individual que expresa ChR88 K176R. La
figura 13A muestra que ChR88 K176R puede accionar de manera fiable disparos neuronales de desde 1 hasta 10
mW mm? a una estimulacion de 625 nm, 5 Hz. La figura 13B muestra trenes de disparos neuronales acmonados por
luz roja (625 nm) a diversas frecuencias para ChR88 K176R. Se usa una potencia de luz de 1 mW mm™ para todas
las frecuencias. La figura 13C muestra control de inyeccién de corriente para mostrar que en la neurona pueden
producirse disparos neuronales a las frecuencias indicadas.

La figura 14 proporciona graficos que muestran la selectividad i6nica de canalrodopsina medida en células
HEK293FT. ChR88 y ChR90 tienen selectividad iénica comparable a ChR2. Sin embargo, ChR87 tiene menos
corriente de sodio (Na) en comparacion con la corriente de calcio (Ca), protones (H) y potasio (K).

Breve descripcion de las secuencias

SEQ ID NO: 1 es una secuencia de aminodcidos de Chlamydomonas noctigama

MAELISSATRSLFAAGGINPWPNPYHHEDMGCGOGMTPTGECFSTEWWUCDPSYGLSD
AGYGYCEVEATGOGYLVVOGVEKKQAWLHSRGTPGEKIGAQVCQWIAFSIAIALLTFY

GFSAWKATCOGWEEVYVCCVEVLFVTLEIFKEFSSPATVYLSTGNHAYCLRYFEWLLS
CPVILIKLSNLSGLKNDYSKRTMGLIVSCVOMIVEGMAAGLATDWLKWLLYIVSCHY

GOYMYTOQAAKCYVEANHSVPKGHCRMVVKEMAYAYFASWGSYPILWAVGPEGLL
KLSPYANSIGHSICDIIAKEFWTFLAHHLRIKIHERILIHGDIRKTTKMEIGGEEVEVEEF
VEEEDEDTVTHPTSNLANRNSEVIMAERMRARGIDVRASLDRNGPMIESGRVILADT

DIFVTEMFKAQFAQLPAAIELIPALGADNALOLVOQOASVLGGCDBFVMVHPQFLKDNS
PSGLVARLRMMGORVVAFGPANLRELIESCDVDAWIEAPPINLYQLROQVVAQMOQLM
RRQAAMMGGMGGOGMKGOMSGMGMGMHAGSMWRKQQOMMMQQDGSAMMMPA

MOQGGAASMRGSGLISAQPGROQASLOGGPQSVMMGSAMVGSNPLFGTAPSPLGSAVG
AEAMGHNLY GNQAAAGGIPAASAAADGTDVEMMOQQLMSEIDRLKGELGEQDMPR.

SEQ ID NO: 2: secuencia de aminodcidos que codifica para ChR88 que incluye los residuos 1-350 de SEQ ID NO: 1

MAELISSATRSLFAAGGINPWPNPYHHEDMGCGOGMTPTGECESTEWWCDPSYGLSD
AGYGYCFVEATGOGYLVVGVEKKQAWLHSRGTPGEKIGAQVCOQOWIAFSIAIALLTFY

GFSAWKATCOWEEVYVCCOVEVLFVTLEIFKEFSSPATVYLSTONHAYCLRYFEWLLS
CPVILIKLSNLSGLKNDYSKRTMGLIVASCVOMIVFGMAAGLATDWLEKWLLYIVSCLY

GOGYMYFQAAKCY VEANHSVPRKGHCRMVVKEMAYAYFASWGSYPILWAVGPEGLL
KESPYANSIGHSICDHAKEFWTFLAHHLRIKIHEHILIHGDIRKTTKMEIGGEEVEVEEFR
VEEEDEDTV.

SEQ ID NO: 3 es una secuencia de ADN con codones optimizados de mamifero que codifica para el polipéptido de
canal iénico activado por luz ChR88

N

tggctgagctaalcagcagogocaccagatclotgitigecaccggagacatcaacectiggectaaccociaccaccacgaggac
atggee ot;:gaslgadtgac acctacagpepagtecticageaccgagtggtegtotpacecitctiacgpactga 15(,!:»:16 geegea
atattgettogtons scgcca“agﬂcgg‘ acctegicgtgugagtogagaagaggoeaggctigacigeacageagagacac
gagaaaagateggegeecaggtctgecagiggattgetitcageategeeategeectgctgacatictacggeticagegec
tggaaggccactigeggtiggeageagatctacgictgtigegicgaggigcigticgtgacectggagatetiopaggagitcageay
ceecgecacagigtacctgictaccggeaaccacgectati gectgcgits Lttaudﬁtggctmg ctigeceegtgaiectpatean

2CCd
peigagcasciigagcaperigaagaacgactacageasgegpaccatgppcctigatepigicttge gtggeaatpategigttegy
L

b
M 4"

LY

tacgg:
ay
ot

C
acge

calggecgeaggaciggetacegatiggcticaagtggcigetgtatatcgtgictigeatctacggeggctacatgtacttecaggocge
caag{gctac gtggaagecaaccacagegtgoctaaaggecattgecgeatggtegigaagetigatggectacgettacttcgecteit
ggepcaectacccaatecietgggcagipggaccagaaggactgctgaageigagecctiacgccaacageatogaocacageate
tecgacatcatcgecaaggagtittgeacctectggeoccaccaccigageatcaagateeacgageacatectgaiceacggegaca
coggaagaccaccaagatggagatcggagocgaggagetgoaagigpaagagiicglggaggaggaggacgaggacacagly
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SEQ ID NO: 4 es una region transmembrana de ChR88 que incluye los residuos 86-320 de SEQ ID NO: 2

GTPGEKIGAQVCQWIAFSIAIALLTFYGFSAWKATCOWEREEVYVCCOVEVLFVTLEIFKE
FSSPATVYLSTOGNHAYCLRYFEWLLSCPVILIKLSNLSGLKNDYSKRTMGLIVSCVGM
IWVFGMAAGLATDWLKWLLYIVSCIY GGYMYFQAAKCYVEANHSVPKGHCRMVVK
EMAYAYFASWGHSYPILWAVGPEGLLKLSPY ANSIGHSICDHAKEFWITTFLAHHLRIK]
HEHILIH.

SEQ ID NO: 5 se deriva de ChR88 e incluye sustitucion de K176R

MAELISSATRSLFAAGGINPWPNPYHHEDMGCGGMTPTGECFSTEWWCDPSYGLSD
AGYGYCEFVEATGOGYLVVOGVERKQAWLHSRGTPGEKIGAQVCQWIAFSIAIALLTFY
GFSAWKATCGWEEVYVCOVEVLEFVTLEIFKEFSSPATVYLSTGNHAYCLRYFEWLLS
CPVILIRLSNLSGLENDYSKRTMGLIVSCVOMIVEFGMAAGLATDWELKWLLYIVSCYY
GOYMYTOQAAKCYVEANHSVYVPKGHCRMVVKIMAYAYFASWGSYPILWAVGPEGLL
KLSPYANSIGHSICDIAKEFWTFLAHHERIKIHERILIHGDIRKTTKMEIGGEEVEVEEF
VEEEDEDTY.

SEQ ID NO: 6 es una secuencia de aminoacidos de Stigeoclonium helveticum

METAATMTHAFISAVPSAEATIRGLLSAAAVVTIPAADAHGETSNATTAGADHGCFP
HINHGTELOHKIAVGLOWFTVIVAIVQLIFYGWHSFKATTGWEEVYVOVIELVKCEIE
LFHEVDSPATVYQTNGGAVIWLRY SMWLLTCPVILIHLSNLUTGLHEEYSKRTMTILY
TDIGNIVWGITAAFTKGPLKILFFMIGLFYOVTCFRFQIAKVYIESYHTEPKGVCRKICK]

MAYVFFCSWLMFPVMPIAGHEGLGLITPY TSGIGHLILDLISKNTWOGPFLGHHLR VKIH
EHILIHGDIRKTTTINVAGENMEIETFVDEEEEGGVNHGTADLAHRASFOKMGDRLR
AQGVTVRASLDAHEVPPADEENKFAQKSAAANMPAYNPGKVILIVPDMSMVDYFR
DOQFEQLPTRMELLPALGMDT.

SEQ ID NO: 7 es una secuencia de aminoacidos que codifica para ChR90 que incluye los residuos 1-325 de SEQ ID
NO: 6

METAATMTHAFISAVPSAFATIRGLLSAAAVVTPAADAHGETSNATTAGADHGCEP
HINHOGTELQHKIAVGLOWFTVIVAIVOLIFYGWHSFKATTGWEEVYVOVIELVKCHIE
LEHEVDSPATVYQTNGGAVIWLRY SMWLLTCPVILIHLSNLTGLHEEYSKRTMTILY
TOIGNIVWGITAAFTKGPLRILFFMIGLEYGVTCEFQIAKVYIESYHTLPKGVORKICK]
MAYVIFCSWEMFPVMFIAGHEGLGLITPY TSGIGHLUILDLISKNTWGFLGHHLRVKIH
EHILIHGDIRKTTTINVAGENMEIETFVDEEEEGGY.

SEQ ID NO: 8 es una secuencia de ADN con codones optimizados de mamifero que codifica para el polipéptido de
canal ionico activado por luz ChR90
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atgganacageegeoacaatgacceacgectttateteagecgtaectagegecgaagecacaatiagaggectaetgagegecge
agcagtggtgacaccageageagacgeicacggagaaaccictaacgecacaacagec ggagecgatcacggttgeticeeccac
atcaaccacggaaccgagelgeageacaagatogeagtgggactecagtgaticaceglgatcgtggelategtgeagetcatetict
acggitgecacageticaaggecacaaceggetggpagpagetctacgtotgeatpategagete gicangigetteate gagetatt
ceacgaggicgacageecagecacagigtaceagaccaacpgagpagee gteatitggetgeggtacageatgtggatectgactt
geeecgtgatectgatecaceigageaacctgaccggact gracgaagagtacagcaageggaccalgaceatectgglgaccgac
atcggeaacatcgigtgggegatcacagocgectitacaaagggeceoctgaagatectgticticatgateguectgttetacggegt
gactigettettccagatepecaaggiptatatogagagetaceacacccigeccaaaggegtctace gpaagatitecaagatcatpn
cotacgicticttctectetigectgatpttccecgtgatgticategecggacacgagegactgeecctgateacacciacaccagey
gaateggocacctgatcetggatctgatcageaagaacacitgggacticctgggccaccaccigagagtgangatccacgageaca
tectgatecacgec gacatce ggaagacaaccaccateaacgtggcoggogagaacatggagatcgagaccticglogacgagga
gaaggagapagpantg.

(=

SEQ ID NO: 9 es una region transmembrana de ChR90 que incluye los residuos 61-295 de SEQ ID NO: 7

GTELQHKIAVGLOWFTVIVAIVQLIFYGWHSFRATTGWEEVYVCVIELVKCFIELFHE

VDSPATVYOTNGGAVIWLRY SMWLLTCPVILIHLANLTGLHEEYSKRTMTILVTDIG

NIVWGITAAFTKGPLKILFFMIGLEFYGVTCFFQIAKVYIESYHTLPKGVORKICKIMAY

VFFCSWEMPPYVMFIAGHEGLGLITPYTSGIGHLILDLISKNTWGFLGHHLRVKIHEHIL
5 IH.

SEQ ID NO: 10 es una secuencia de aminoacidos de Chloromonas subdivisa

MSRLVAASWLLALLLCGITSTTTASSAPAASSTDGTAAAAVSHY AMNGEFDELAKGA
VVPEDHFVCGPADKCY CSAWLHSHGSKEEKTAFTVMOWIVFAVCHSLLEYAYQTW
RATCGWEEVYVTHELVHVCOFGLWHEVDSPCTLYLSTGNMVLWLRYAEWLLTCPVE
LIHESNLTGMENDYNKRTMALLVSDVGCIVWGTTAALSTDRFVKIIFFFLGLLYGFYTF
YAAAKIYIEAYHTVPKGICROLVRLQAYDFFFTWSMEPILFMVGPEGFGKITAYSSGE
AHEVUDLLSKNLWOGLMGHFIRVKIHEHILVHGNITRKTRKVNVAGDMVYELDTY VDGO
DEEHDEGTIDRGTOELANRHSEVVMRENMRAKGVDVRASLGDIDGTEMTRKAGNMN
GTLEPGRIILCVPDMSLVDFFREQFSQMPVPFEVVPALGPEVALQLVQOQALSIGGANY
o IDYVM.

SEQ ID NO: 11 secuencia de aminoacidos que codifica para ChR87 que incluye los residuos 1-346 de SEQ ID NO:
10

MSRLVAASWLLALLLCGITSTTTASSAPAASSTDGTAAAAVSHY AMNGEFDELAKGA
VVPEDHFVCOGPADRKCYCUSAWLHSHGSKEEKTAFTVMOQWIVFAVCHSLEFYAYQTW
RATCGWEEVY VIHELVHVCEFGLWHEVDSPCTLYLSTGNMVLWLRYAEWLLTCPVI
LIHESNLTGMKNDYNKRTMALLVSDVGCIVWGOTTAALSTDFVKIFFFLGLLYGFYTEF
YAAAKIYIEAYHTVPKGICRQLVRLOQAYDFFFTWSMFPILFMVYGPEGFGKITAYSSG]
AHEVCDLLSKNLWGLMGHFIRVKIHEHILVHONITKKTRKVNVAGDMVELDTYVDQ
DEEHDEG.

15

SEQ ID NO: 12 es una secuencia de ADN con codones optimizados de mamifero que codifica para el polipéptido de
canal iénico activado por luz ChR87
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atgageagactggtcgecpetictiggectgetppaicicaiceictgeggaattaccageacaacaacagecictagepoeeccageag
ctictictacagacggaacagocgoecgeag ‘ajtgtctc&ct’as;gi;catg1&055&&9&Lagatuwtam gg_lk cgtggtgc
cagaamccamt glctgeggaccageegacaag gotig ATRALE

ggg&gg&ggtgtacgtgc}ccatca.tcgagutggtcc&cgtctgsy tcg_gautgtuu,angaggtﬁ,gam%uttg ctgtacct‘g
agcacaggeaacatggiccictggetgagatacgecgagtgpctgctgacttgeccegtgatectgatccacctgageaacclgaccy
peatgaapaacgactacaacaageggaccatggecetgctggtpeagacgtpgect RIatCRIRtRR R EARCIACAZCCYCCULY
ageaccgatticgtgaagateatcticficttectgggoctgetgtacggetictacacettctacgecgecgecaagatciacatc gagg
cetaccacacegtgeccaaggeatttgtagacagetegtgeggetgeaggectacgacticticitcactiggageatgttceecatec

tgtteatggtcggoceagagggatteggeaagateace geatacageageggaategeccacgaagtgtgcgatetgelgageaay

iy
aacctetgegeccteategpccacteatecgegtgaagatecacgageacatceiggiecac geraacattaccaagangacean

22tCaacRipRCC ERc LacatE Rt paact2 gacacclac el eaccagEac Cageancac gacagRea.

SEQ ID NO: 13 es una region transmembrana de ChR87 que incluye los residuos 81-315 de SEQ ID NO: 11

GSKEEKTAFTVMOWIVFAVCHSLLFYAYQTWRATCGWEEVY VTHELVHVCFGLWH
EVDSPCTLYLSTONMVLWLRYAEWLLTCPVILIHLSNLTGMKNDYNKRTMALLVSD
VOCIVWOTTAALSTDFVKIIFFFLGLLYGFY TFY AAAKIYIEAYHTVPKGICROLVRLQ
AYDFFFTWSMEPILFMVGPEGFGKITAYSSGIAHEVUDLLSKNLWGLMGHEIRVKIHE
HILVH.

SEQ ID NO: 14 secuencia de aminoacidos para rodopsina de Neochlorosarcina sp. Rodopsina. Este canal i6nico
activado por luz se denomina en el presente documento ChR62.

MADFVWQGAGNGGPSAMVSHYPNGSVLLESSGSCYCEDWYTSRGNHVEHSLSNAC
DWFAFAISVIFLVY Y AWAAFNSSVOWEEIYVCTVELIKVSIDOQFLSSNSPCTLYLSTG
NRVLWIRYGEWLLTCPVILIHESNVTGLRKDNYSKRTMALLVSDIGTIVFGVTSAMCY
GYPK\*" }FFH GC‘CYGANTFF‘\’ %AKVYE B A\HHTI PKGS‘C‘RTI ARLM AYTYY »‘—\SW GT\IF’P

T ‘\» NVAG }:}: MOVET M\- AA]:DADE:I T \ .

SEQ ID NO: 15 es la secuencia de ADN con codones optimizados de mamifero para la rodopsina de
Neochlorosarcina. Este canal i6nico activado por luz se denomina en el presente documento ChR62.

ATELCCEACIC SIRIPPCagRRARCIELaaACEEALRACCARPCLLC ut&gtg cecactaccecaatggeagegtacigctgea
gagcliccgpcagetigoiaciglgaagactgglataciteicgggacaacoacgiggagcaticictgagtaatgeitge gattgaticge
ctitgctatcagegtgattticetggigtactatgectggecogett l'laL{C\‘dg{ glggeclggraggaaatetacglatgcacegigg

aatatgucgaatgectectgacttgiccagigarc Ctgaiicacci giceaacgigacagguc tmmkg caattactctagacgeacta
tggeictgeiggigagigalate ggeaceategigicgeogtgactictgocatgtgeaccggatacceeaaagigatetietttattetg
gpctactattatggagciaacacatictitaatgecgctaagglgtace i%aggcm.awamc cigectaaaggotctigtaggact

ctoatcagacipatey CtdtdL&t&LMWLML"{tggkg_c}&fﬂﬁt cattctgttiptgctgupacctgagagcticggecacatga

agetgatcaagpraaec aﬂLc{ICdLHCHLd“{K sdactetiecrigtacectgtaceigagracagegaatagggiactpigeatc
T

Fuchon

acatgtaccagtecaatatogoccatacegtgattgacetgatgiceaagaacalctgegeaatgoigggecactiictgeggcataas
attcgegageacatccigaticatggagarcligegeaccacaaciacegigaatgrgpciggapappagaigeagptepaaacaaty
giggeegctgageacgocgatgagacancigig.

SEQ ID NO: 16 es la secuencia de aminodcidos para rodopsina de Heterochlamydomonas inaequalis. Este canal
ionico activado por luz se denomina en el presente documento ChR93.
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MGGIGGGGIOPRDY SYGANGTVCOVNPDVCFCLDWOQQPFGSNMENNVSQGFQLETIA
LSACHMFYAYEWYKATCOWEREEIY VOVVEMSKICIELVHEYDTPFCLYLATGSRVLW
ERYAEWLMTCPVILIHLSNITOGLGTDYNKRTMVLLMSDIGCIVFGATAAFANEGY VK
CACFLLOGMAWGMNTFYNAAKVYYESYVLVESGICKLEVAVMAGLY YVSWSLEPIL
FAIGPEGFGVISLOQASTIGHTIADVLESKNMWGLMGHFLRVIHY KHILLHGNIRKPIKLH
MLGEEVEVMALVSEEGEDTV.

SEQ ID NO: 17 es la secuencia de ADN con codones optimizados de mamifero para la rodopsina de
Heterochlamydomonas inaequalis, este canal iénico activado por luz se denomina en el presente documento ChR93.

5
atgggaggaatiggcggagecgge attgaffccmszagm_mcamm :757050 caacggaacagictgegiggaccecgacgict
getictgtetggattggeageageccticggetctaacatggagaacaacgtgicecagggeticeagetgtitaccatcgeectgage

(
= ct‘ o
gectgealcctgatgttctac gcﬂacg gmgmcaawccam%mltggg gxgat tacgtetgegiggiggagatgagea
agatttgeategagetgatecacgagiacgacaceccctttgectgtacctggeeace ggeageagagioctetgacigagatacee

cgagtggeteatgactigeccegtgatectgatesace gmrca&mtcaccsgactég‘gc AcCgactacarcaageggactatggt
Ol

gcloctgatgagegacateggligeategtgttcggegecacageageaticgecaacgagagctacgigaagtgegeligtitectge
tgggcatgge tg_\ ggcatgaacaccitcfacaacgocgecaagatgtactacgagagetacgtgct gguccctocggaatitgeaa

Py

ecipotey g; cgteatppecppactetactacaipicttzpapcctgiceccatectgitipecatepaeceag:

aggeeatiivecst
gatcagectgeagec CIE&‘&LC,IH}?&LL@IL& aatcgeegacgtgetpagcaagaacatgtggeecctgatgepccactieeiee

g g
ggetgeagatctacaageacatectgetgeacggeaacatecggaagectatcaagetgeacatgotgggegaggagetagaagty

atggelctggtgiccgaggagegagaggatacegty.

SEQ ID NO: 18 es la secuencia de ADN con codones optimizados de mamifero que codifica para la canalrodopsina-
2 de tipo natural, (véase: Boyden, E. et al., Nature Neuroscience 8, 1263 - 1268 (2005) y Nagel, G., et al. PNAS 25
10  de noviembre de 2003 vol. 100 n.? 2413940-13945), también denominada en el presente documento ChR2:

atggactatgpcgacgctifgtctgeegtcggacgegaactittgticgttactaatectgiggtgotgaacggatecgiectgetoccty
aggatcaatgtiactgtaccppatgpatigaatcicgeggracgaacgpogctcagacegegicaaatptecigeagigoctipeagc
aggaticagcatittgetgcigalgiictatgectaccaaacciggaaatctacatgeguctgggaggagatetatgtgtgegecatigaa
atgptaaggteatictegagiictuttigagtttaagaaiccetetatgeictaocigeeaca i.\ HCRCCRERTUCagteectnepCial
gcagagtgucigetcacitgicotgteatecttatccaccigageaaccicaccggecigagoaacgaciacageaggagaaccatgy

(58
p
13
b

P.."‘

gacteeitgteicagacatcgggactate glgtggggegctaccagegeeatgg cmccgwt tgttaaagtealctictttigictigg
attgtgctatggegegaacacatttfitcacgecgecaaageatatategageettatcatactgtgecasagggtopgtpecgccagat
CELEACCRRCAtZLCAIRRCIEIITICIGARCIEgERTAtgHCCCAAtiCICHCAtTigUERCCe gRagRTIHG T ateeigagey
tetatggetecacegt gg\‘ cacacgatlatigatcigatgagtanaaatigitggggagltettgggacactacctgegegloctgateca
cgagcacatattgatticacggagatatccgoaaaaccaccaaactigaacalcggeggaacggagategaggicgagacictegicpa
agacgaagecgageecggageegty.

Ey

SEQ ID NO: 19 es la secuencia de aminoacidos de la canalrodopsina-2 de tipo natural, (véase: Boyden, E. et al.

15  Nature Neuroscience 8, 1263 - 1268 (2005) y Nagel, G., et al. PNAS 25 de noviembre de 2003 vol. 100 n.? 24 139401
13945), también denominada en el presente documento ChR2:

MDYGGALSAVGRELLEVINPVVVNGSVLVPEDQCY CAGWIESRGTNGAQTASNVL

QWLAAGFSILLIMFYAYQTWKSTCOWERIY VCAIEMVKVILEFFFEFKNPSMLYLAT
GHRVOWLRYAEWLLTCPVILIHESNLTGLSNDYSRRTMGLLVSDIGTIVWGATSAM

ATGY VKVIFFCLGLCYGANTFFHAAKAYIEGYHTVPKGRCRQVVTGMAWLFF

VSWGMFPILFILGPEGFGVLSVYGSTVGHTIIDLMSKNCWGLLGHYLRVLIHEHI
20 LIHGDIRKTTKLNIGGTEIEVETLVEDEAEAGAV.

SEQ ID NO: 20 es la secuencia de ADN de la secuencia sefal “ss” del antigeno del CMH de clase | truncado:
gtccegtgcacgcetgcetectgetgttggecagecgecctggeteccgactcagacgegggec.

25 SEQ ID NO: 21 es la secuencia de aminoacidos de la secuencia sefal “ss” del antigeno del CMH de clase |
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truncado: MVPCTLLLLLAAALAPTQTRA.

SEQ ID NO: 22 es la secuencia de ADN de la secuencia de exportacién del RE (también denominada en el presente
documento ER2”: tictgctacgagaatgaagtg.

SEQ ID NO: 23 es la secuencia de aminoacidos de la secuencia de exportacion del RE (también denominada en el
presente documento “ER2”: FCYENEV.

SEQ ID NO: 24 es la secuencia de ADN de KGC, que es una secuencia de exportacion C-terminal del canal de
potasio Kir2.1: aaatccagaattacttctgaaggggagtatatccctctggatcaaatagacatcaatgtt.

SEQ ID NO: 25 es la secuencia de aminoacidos de KGC, que es una secuencia de exportacion C-terminal del canal
de potasio Kit2.1: KSRITSEGEYIPLDQIDINV.

Descripcion detallada

La invencién proporciona un polipéptido de canal idnico activado por luz aislado tal como se define en la
reivindicaciéon 1. La presente solicitud describe la expresién en células de polipéptidos de canales idnicos
accionados por luz que pueden activarse por contacto con uno o mas pulsos de luz, lo que da como resultado una
fuerte despolarizaciéon de la célula. Los canales activados por luz de la invencion, también denominados en el
presente documento canales ionicos activados por luz, pueden expresarse en células, tejidos y/u organismos
especificos y usarse para controlar células in vivo, ex vivo e in vitro en respuesta a pulsos de luz de una longitud de
onda adecuada. Las secuencias de Chlamydomonas tales como Chrimson y derivados de la misma, se activan
fuertemente por contacto con luz roja.

Los canales idnicos activados por luz de la invencion son canales i6nicos y pueden expresarse en una membrana de
una célula. Un canal iénico es una proteina integral de membrana que forma un poro a través de una membrana y
ayuda a establecer y modular el pequefio gradiente de voltaje que existe a través de la membrana plasmatica de
todas las células y también se encuentra en membranas subcelulares de organulos tales como el reticulo
endosplasmatico (RE), las mitocondrias, etc. Cuando se activa un canal i6nico activado por luz de la invencién
poniendo en contacto la célula con luz apropiada, el poro se abre y permite la conductancia de iones tales como
sodio, potasio, calcio, etc. a través del poro.

Los canales activados por luz pueden usarse para modificar el potencial transmembrana (y/o la composicién iénica)
de las células (y/o sus regiones subcelulares y su entorno local). Por ejemplo, el uso de canales catiénicos de
rectificacién interna despolarizara las células moviendo iones cargados positivamente desde el medio extracelular
hasta el citoplasma. En determinadas condiciones, su uso puede disminuir el pH intracelular (y/o la concentracion
cationica) o aumentar el pH extracelular (y/o la concentracién catiénica). En algunas realizaciones, la presencia de
canales ionicos activados por luz en una, dos, tres, 0 mas (por ejemplo una pluralidad) de células en un tejido u
organismo, puede dar como resultado despolarizaciéon de la Unica célula o la pluralidad de células poniendo en
contacto los canales i6nicos activados por luz con luz de longitud de onda adecuada.

Canales ionicos activados por luz derivados de Chlamydomonas

La invencidn reivindicada se basa en un polipéptido de canal i6nico activado por luz aislado que comprende una
secuencia de aminoacidos de un polipéptido de canal de Chlamydomonas noctigama activado por luz de tipo natural
o modificado, tal como se define en la reivindicacion 1.

Cuando se expresan en una célula, los canales idnicos activados por luz de la invencion identificados que tienen una
secuencia de canal de i6nico activado por luz de Chlamydomonas o un derivado de la misma, pueden activarse
poniendo en contacto la célula con luz que tiene una longitud de onda de entre aproximadamente 365 nm y 700 nm,
entre 530 nm y 640 nm, y en algunas realizaciones, puede producirse una activacion pico tras el contacto con luz
que tiene una longitud de onda de 590 nm. Los ejemplos de estos canales iénicos activados por luz incluyen ChR88
(también denominado en el presente documento Chrimson), secuencia de Chrimson sustituido con K176R tal como
SEQ ID NO: 5; y derivados funcionales de los mismos.

Poner en contacto una célula excitable que incluye un canal idnico activado por luz derivado de Chlamydomonas de
la invencién con una luz en el intervalo de longitudes de onda de activacion despolariza fuertemente la célula. Las
longitudes de onda de luz a modo de ejemplo que pueden usarse para despolarizar una célula que expresa un canal
i6nico activado por luz derivado de Chlamydomonas de la invencidn, incluyen longitudes de onda desde al menos
aproximadamente 365 nm, 385 nm, 405 nm, 425 nm, 445 nm, 465 nm, 485 nm, 505 nm, 525 nm, 545 nm, 565 nm,
585 nm; 605 nm, 625 nm, 645 nm, 665 nm, 685 nm; y 700 nm, incluyendo todas longitudes de onda entre medias.
En algunas realizaciones, los canales idnicos activados por luz derivados de Chlamydomonas de la invencion tienen
sensibilidad a la longitud de onda pico de 590 nm, y pueden producir disparos neuronales de hasta 660 nm.

En algunas realizaciones, un canal i6nico activado por luz derivado de Chlamydomonas, siendo un ejemplo no
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limitativo del mismo Chrimson o un Chrimson sustituido con K176R expuesto como SEQ ID NO: 5, puede accionar
temporalmente disparos neuronales precisos con anchura de pulso de 1-5 ms a de 0,5 mW/mm?® a > 10 mW/mm? en
neuronas a su longitud de onda 6ptima en corte y en cultivo celular; y puede estimular a una frecuencia de hasta 10
Hz de manera fiable a su longitud de onda 6ptima. En algunas realizaciones, una longitud de onda 6ptima para un
canal ionico activado por luz derivado de Chlamydomonas es de entre 530 nm y 640 nm. El canal i6nico activado por
luz derivado de Chlamydomonas sustituido que tiene una secuencia de aminodcidos expuesta como SEQ ID NO: 5,
tiene un tau off disminuido de desde 25 ms hasta 13 ms, y este mutante K176R puede estimular a una frecuencia de
hasta 60 Hz de manera fiable a una longitud de onda éptima, que puede ser de entre 530 nm y 640 nm.

Los canales iénicos activados por luz de la invencion tales como ChR88 y derivados del mismo pueden usarse para
despolarizar células excitables en las que se expresan uno o mas canales iénicos activados por luz de la invencion.
En algunas realizaciones, los canales iénicos activados por luz derivados de Chlamydomonas de la invencién
pueden expresarse en una subpoblacion de células en una poblacion de células que también incluye una o mas
subpoblaciones de células adicionales que expresan canales iénicos activados por luz que se activan por longitudes
de onda de luz que no activan un canal idnico activado por luz derivado de Chlamydomonas de la invencion.

Los canales idnicos activados por luz derivados de Chlamydomonas de la invenciéon permiten la conductancia de
iones y despolarizacion cuando se ponen en contacto en condiciones adecuadas con una longitud de onda
apropiada de luz. Tal como entenderan los expertos en la técnica, el término “despolarizado” usado en el contexto
de células significa un cambio ascendente en el voltaje celular. Por ejemplo, en una célula excitable a un voltaje
inicial de aproximadamente -65 mV, un cambio positivo de voltaje, por ejemplo, de hasta 5, 10, 15, 20, 30, 40, 0 mas
milivoltios (mV) es una despolarizacién de esa célula. Cuando el cambio de voltaje es suficiente para alcanzar el
umbral de voltaje de inicio de disparo neuronal de la célula, aparece como resultado un potencial de accién (por
ejemplo, un disparo). Cuando se despolariza una célula activando un canal iénico activado por luz de la invencion
con una longitud de onda apropiada de luz, el voltaje celular se vuelve méas positivo que el nivel inicial, y una senal
de entrada puede elevar mas facilmente el voltaje de la célula lo suficientemente para alcanzar el umbral y
desencadenar un potencial de accion en la célula. Se ha descubierto que, poniendo en contacto una célula que
expresa un canal iénico activado por luz derivado de Chlamydomonas de la invencién con luz en el intervalo de entre
aproximadamente 365 nm y aproximadamente 700 nm, el voltaje de la célula se vuelve menos negativo y puede
elevarse en al menos aproximadamente 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 mV (segun el tipo de célula)
despolarizando por tanto, la célula. Tal como se usa en el presente documento, el término “activar” cuando se usa
en referencia con un canal iénico activado por luz de la invencion, significa abrir el canal haciéndolo permisivo a la
conduccién i6nica a través del canal.

Se proporcionan intervalos especificos de longitudes de onda de luz que en algunas realizaciones de la invencién
son Utiles para activar canales i6nicos de la invencion y se describen en el presente documento. Se entendera que
es una luz de longitud de onda apropiada para la activacion y tendra una potencia e intensidad apropiadas para la
activacion. Se conoce bien en la técnica que la duracion, intensidad y potencia del pulso de luz son parametros que
pueden alterarse cuando se activa un canal con luz. Por tanto, un experto en la técnica podra ajustar la potencia y la
intensidad de manera apropiada cuando se usa una longitud de onda que se ensefa en el presente documento que
activa un canal idnico activado por luz de la invencién. Una luz de dosis que entra en contacto con un canal iénico
activado por luz de la invenciéon puede determinarse basandose en la longitud de onda, la longitud de pulso y la
potencia de la luz que entra en contacto con el canal i6nico activado por luz. Por tanto, como ejemplo no limitativo,
una dosis puede tener una longitud de onda de 550 nm, una longitud de pulso de 4 ms y una potencia de 0,5
mW/mm? y otra dosis de luz puede tener una longitud de onda de 550 nm, una longitud de pulso de 3 ms y una
potencia de 0,5 mW/mm?. Los expertos en la técnica entenderan métodos para seleccionar una dosis de luz
seleccionando independientemente una longitud de onda, una longitud de pulso y una potencia para la luz con la
que se pone en contacto un canal iénico activado por luz de la invencién. En algunas realizaciones, la longitud de
onda y la longitud de pulso pueden mantenerse constantes, y aumentarse incrementalmente la potencia para
examinar los parametros de activacién de un canal i6nico activado por luz de la invencion. De manera similar, en
determinadas realizaciones de la invencion pueden incluirse aumentos de longitud de onda incrementales mientras
que la longitud de pulso y la potencia se mantienen constantes; o la longitud de pulso incremental aumenta mientras
que la longitud de onda y la potencia se mantienen constantes. En algunas realizaciones de la invencion, pueden
alterarse de manera incremental dos o mas de longitud de onda, longitud de pulso y potencia de una luz para
examinar el efecto sobre la activacion de un canal i6nico activado por luz de la invencion.

Un beneficio de un canal idnico activado por luz de la invencion es la capacidad de “ajustar” la respuesta del canal
i6nico activado por luz usando variables de iluminacion apropiadas (por ejemplo, longitud de onda, intensidad,
duracién, etc.) (también denominado en el presente documento dosis) para activar el canal. Los métodos de ajuste
de las variables de iluminaciéon se conocen bien en la técnica y pueden encontrarse métodos representativos en
publicaciones tales como: Lin, J., et al., Biophys. J. 4 de marzo de 2009; 96(5):1803-14; Wang, H., et al., 2007 Proc
Natl Acad Sci USA. 8 de mayo de 2007; 104(19):8143-8. Epub 1 de mayo de 2007. Por tanto, es posible utilizar un
intervalo estrecho de una o mas caracteristicas de iluminacién para activar un canal iénico activado por luz de la
invencion. La expresién de canales idnicos activados por luz que se activan por diferentes longitudes de onda de luz
en subpoblaciones diferentes, separadas, en una poblacion de células puede permitir la aplicacion de diferentes
parametros de iluminacion a la poblacién con el efecto de activar diferencialmente las diferentes subpoblaciones
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mediante el uso longitudes de onda de luz especificas. De este modo se permite la activacion controlada de una
poblacién mixta de canales activados por luz.

La invencién reivindicada proporciona un acido nucleico tal como se define en la reivindicacién 5 y un vector tal
como se define en la reivindicacion 7. Por tanto, la invencion incluye en parte acidos nucleicos aislados que
comprenden secuencias que codifican para los canales i6nicos activados por luz de la invencién asi como vectores y
constructos que comprenden tales secuencias de acido nucleico. La expresién de polipéptidos codificados por las
secuencias de acido nucleico en células, tejidos y organismos se da a conocer, pero no se reivindica.

No todas las canalrodopsinas pueden expresarse en células y utilizarse de esta manera, porque muchas no circulan
y/o funcionan adecuadamente en células de mamifero. Chrimson responde fuertemente a la luz roja lejana, y por
tanto, dado que otras canalrodopsinas que despolarizan células responden fuertemente a la luz ultravioleta o luz
azul, Chrimson puede expresarse en una poblacion de células separada de una poblaciéon de células que expresan
una de estas otras opsinas, permitiendo que se usen multiples colores de luz para excitar estas dos poblaciones de
células o proyecciones neuronales de un lugar, en momentos diferentes.

Los canales activados por luz pueden usarse para modificar el potencial transmembrana (y/o la composicién iénica)
de las células (y/o sus regiones subcelulares, y su entorno local). En particular, el uso de canales cationicos de
rectificaciéon interna despolarizara las células moviendo iones cargados positivamente desde el medio extracelular
hasta el citoplasma. En determinadas condiciones, su uso puede disminuir el pH intracelular (y/o la concentracion
cationica) o aumentar el pH extracelular (y/o la concentracion cationica).

En comparacién con las secuencias génicas naturales usadas convencionalmente para despolarizar neuronas,
Chronos ha mejorado de manera demostrable la generacion de fotocorriente en todas las longitudes de onda de
iluminacién excepto para la Iongltud de onda roja. Ademas, Chronos puede despolarizar células en respuesta a un
pulso <5 ms de 50-100 uW mm™ de luz azul o verde con suficiente independencia espectral de la mayoria de
canalrodopsinas verdes o rojas tales como ChR87 o Chrimson, permitiendo por tanto que se usen multiples colores
de luz para despolarizar diferentes conjuntos de células en el mismo tejido, expresando simplemente bombas con
diferentes espectros de activacion genéticamente en diferentes células, e iluminando después el tejido con
diferentes colores de luz. En un ejemplo no limitativo de una realizacion, un conjunto de células en un tejido, por
ejemplo neuronas excitadoras, expresa Chrimson, y un segundo conjunto expresa Chronos e iluminar el tejido con
luz de 630 nm se despolarlzara preferiblemente el primer conjunto, e iluminar el tejido con luz de 470 nm a bajas
potencias (<5 mW mm?) se despolarizara preferiblemente el segundo conjunto. Otros pares de dianas que podrian
modularse con dos colores de luz en la misma zona de iluminacién incluyen, pero no se limitan a, dos proyecciones
a/de un sitio, o combinaciones de la célula, sus proyecciones, y sus organulos, dada la capacidad de dirigirse a la
molécula a nivel subcelular.

Se ha identificado que los canales iénicos activados por luz de la invencion, en algunas realizaciones de la
invencion, se activan a diferentes longitudes de onda que los canales iénicos activados por luz previamente
identificados. Por tanto, los canales i6nicos activados por luz de la invencién pueden usarse o bien solos, usando un
espectro de luz selectivo para la activacion y despolarizacion y también pueden usarse en combinacion con otros
canales ionicos activados por luz que utilizan diferente longitud de onda de luz para la activacién y despolarizacién,
permitiendo por tanto que se usen dos, tres, cuatro o mas longitudes de onda de luz diferentes para despolarizar
diferentes conjuntos o subpoblaciones de células en un tejido u organismo expresando canales con diferentes
espectros de activacién en diferentes células e iluminando después el tejido y/u organismo con las longitudes de
onda de luz apropiadas para activar los canales y despolarizar las células.

Puede usarse un canal idnico activado por luz de Chlamydomonas noctigama o un derivado del mismo junto con un
canal iénico activado por luz de Stigeoclonium helveticum o un derivado del mismo. Los dos canales idnicos
activados por luz son sensibles a y pueden activarse con longitudes de onda de luz diferentes entre si. Tal como se
describe en el presente documento, determinados canales i6nicos activados por luz de la invencién pueden
despolarizar células en respuesta fuerte a la luz con suficiente independencia espectral de la de los otros canales
i6nicos activados por luz de la invencién, permitiendo por tanto que se usen mdultiples colores de luz para
despolarizar diferentes conjuntos de células en el mismo tejido, expresando canales con diferentes espectros de
activacion genéticamente en diferentes células, e iluminando después el tejido con diferentes colores de luz a una
dosis adecuada para activar un tipo de canal i6nico activado por luz pero no el otro tipo de canal iénico activado por
luz. En un ejemplo no limitativo, si un primer subconjunto de células en un tejido (por ejemplo, neuronas excitadoras)
expresa ChR88, y un segundo subconjunto expresa canales idnicos actlvados por luz ChR90 de la invencion,
iluminar después el tejido con una dosis de luz tal como 625 nm, 2 mW/mm? despolarizard/accionara preferiblemente
dlsparos neuronales en el primer subconjunto (ChR88), e iluminar el tejido con una dosis de luz tal como 470 nm 0,2
mW/mm? luz despolarizara/accionara preferiblemente disparos neuronales en el segundo subconjunto (ChR90).
Otros pares de dianas que podrian modularse con dos colores de luz en la misma zona de iluminacién incluyen, pero
no se limitan a, dos proyecciones a/de un sitio, 0 combinaciones de la célula, sus proyecciones y sus organulos,
dada la capacidad de dirigirse a la molécula a nivel subcelular.

Taxonomia y fuentes de secuencia
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En particular, la presente invencion incluye, en parte, canales iénicos activados por luz novedosos. Pueden usarse
para despolarizar células. Pueden expresarse en células uno o mas canales i6nicos activados por luz recientemente
identificados.

Los canales iénicos activados por luz de la invencion tienen secuencias de aminoacidos derivadas de rodopsinas de
Chlamydomonas que se expresan de manera natural en el género Chlamydomonas noctigama. Chlamydomonas
noctigama son fitoplancton y pueden encontrarse en ambientes de agua dulce. La invenciéon usa secuencias
aisladas de acido nucleico y/o aminoacido de tipo natural o modificado de canalrodopsina de Chlamydomonas
noctigama.

En el polipéptido de canal i6nico activado por luz aislado de la invencion reivindicada, el polipéptido comprende una
secuencia de aminodacidos de un polipéptido de canal de Chlamydomonas noctigama activado por luz de tipo natural
o modificado, en el que la secuencia de aminoacidos del polipéptido de canal iénico activado por luz comprende
SEQ ID NO: 2 o la secuencia de aminoacidos del polipéptido de canal i6nico activado por luz comprende una
secuencia modificada de canal i6nico activado por luz de Chlamydomonas noctigama que tiene una identidad de al
menos el 70% con respecto a los aminodcidos 86-320 de SEQ ID NO: 2 y una identidad de al menos el 95% con
respecto a los aminodcidos restantes en la secuencia expuesta como SEQ ID NO: 2. Un polipéptido de canal idnico
activado por luz modificado (también denominado derivado de un canal idnico activado por luz) frente a un canal
i6nico activado por luz que se produce de manera natural puede alterarse mediante una sustitucion de 1, 2, 3, 4, 5,
6, 7, 8, 9, 10, o mas aminoéacidos, mediante una insercion y/o delecién de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, o mas
aminoacidos en una o varias posiciones. Tanto un polipéptido de canal i6nico activado por luz de tipo natural como
los derivados del mismo tienen una identidad de al menos el 70%, el 75%, el 80%, el 85%, el 90%, el 95%, o el
100%, con la secuencia de la region transmembrana del polipéptido de canal i6nico activado por luz de tipo natural,
siempre que mantengan la funcionalidad del canal. Para ChR87, que se describe, pero no se reivindica, la secuencia
de aminoédcidos de la region transmembrana se expone como SEQ ID NO: 13, que incluye los residuos de
aminoacido 81-315 de SEQ ID NO: 11. Para ChR88, la secuencia de aminoacidos de la region transmembrana se
expone como SEQ ID NO: 4, que incluye los residuos de aminoacido 86-320 de SEQ ID NO: 2. Para ChR90, que se
describe, pero no se reivindica, la secuencia de aminoacidos de la regién transmembrana se expone como SEQ ID
NO: 9, que incluye los residuos de aminoacido 61-295 de SEQ ID NO: 7.

En cambio, el nivel de identidad entre un canal idnico activado por luz modificado o derivado de la invencion y el tipo
natural del que se deriva puede estar mas limitado para mantener la funcién del canal i6nico activado por luz. La
secuencia de aminoacidos de una regi6on no transmembrana de un canal i6nico activado por luz modificado o
derivado de la invencién, tiene una identidad de al menos el 95%, el 96%, el 97%, el 98%, el 99% o el 100% con la
secuencia de aminoacidos del polipéptido de canal i6nico activado por luz de tipo natural de la que se derivan.

En algunas realizaciones, un canal idnico activado por luz de la invencién puede ser un derivado de ChR88 y tener
una identidad de al menos el 80%, el 85%, el 90%, el 95%, el 96%, el 97%, el 98%, el 99% o el 100% con respecto a
las regiones no transmembrana de la secuencia de polipéptido de tipo natural (SEQ ID NO: 2) del polipéptido de
canal iénico activado por luz del que se deriva. En otro ejemplo no limitativo de un canal iénico activado por luz
derivado de ChR88, un polipéptido que incluye sustitucion de K176R en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO: 2 funciona como un canal iénico activado por luz de la invencién.

Tal como se usa en el presente documento, el término “identidad” se refiere al grado de parentesco entre dos o mas
secuencias de polipéptido, que puede determinarse por la coincidencia entre las secuencias. El porcentaje se
obtiene como el porcentaje de aminoacidos idénticos en dos o mas secuencias considerando los huecos y otras
caracteristicas de secuencia. La identidad entre secuencias de polipéptido puede determinarse por medio de
procedimientos conocidos. Estan disponibles algoritmos y programas se usan de manera rutinaria los expertos en la
técnica para determinar la identidad entre secuencias de polipéptido. Los ejemplos no limitativos de programas y
algoritmos incluyen BLASTP, BLASTN y FASTA (Altschul et al., NCB NLM NIH Betesda Md. 20894; Altschul et al.,
1990). Estan disponibles programas BLAST en linea de la Biblioteca Nacional de Medicina, por ejemplo, en
blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi.

Un experto en la técnica comprendera que los canales iénicos activados por luz de la invencion pueden identificarse
basandose en la similitud u homologia de secuencia con un canal i6nico activado por luz dado a conocer en el
presente documento. Se entendera que pueden identificarse canales idnicos activados por luz adicionales usando
alineacion de secuencia con uno de los canales i6nicos activados por luz o derivados de los mismos identificados en
el presente documento.

Los canales i6nicos activados por luz de la invencién son polipéptidos de canal transmembrana que usan energia
luminica para abrirse, permitiendo la conductancia de iones a través de su poro, alterando asi el potencial de la
membrana en la que se expresan. Un ejemplo no limitativo de un ion que puede moverse a través de un poro de la
invencion incluye un ion de sodio, un ion de potasio, un ion de calcio, un protén, etc. Pueden usarse métodos de
rutina para medir diferentes corrientes de iones para los canales ionicos activados por luz de la invencion. Los
canales iénicos activados por luz de la invencion pueden activarse mediante luz y/o pulsos de luz sostenidos y
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permitiendo la conductancia de iones tras la activacién; los canales idnicos activados por luz de la invencion pueden
despolarizar células y alterar el voltaje en células y organulos en los que se expresan.

Las secuencias de aminoacidos y &cido nucleico de rodopsina de Chloromonas subdivisa, Chlamydomonas
noctigama, Stigeoclonium helveticum de tipo natural y modificadas (derivadas) descritas y usadas en el presente
documento son secuencias “aisladas”. Tal como se usa en el presente documento, el término “aislado” usado en
referencia a un polinucleétido, secuencia de &cido nucleico, o secuencia de polipéptido de una rodopsina, significa
un polinucledtido, secuencia de acido nucleico, o secuencia de polipéptido que estéa separada de su entorno nativo y
presente en cantidad suficiente para permitir su identificacion o uso. Por tanto, un polinucleétido, secuencia de acido
nucleico o secuencia de polipéptido aislado de la invenciéon es un polinucleétido, secuencia de acido nucleico, o
secuencia de polipéptido que no es parte de o esta incluido en su célula u organismo de tipo natural nativo. Por
ejemplo, un acido nucleico o secuencia de polipéptido puede expresarse de manera natural en una célula u
organismo de un miembro del género Chloromonas, pero cuando la secuencia no es parte de o estd incluida en una
célula u organismo de Chloromonas se considera que esta aislada. De manera similar, un &cido nucleico o
secuencia de polipéptido puede expresarse de manera natural en una célula u organismo de un miembro del género
Chlamydomonas, pero cuando la secuencia no es parte de o esta incluida en una célula u organismo de
Chlamydomonas, se considera que esta aislada. De manera similar, un acido nucleico o secuencia de polipéptido
puede expresarse de manera natural en una célula u organismo de un miembro del género Stigeoclonium, pero
cuando la secuencia no es parte de o esta incluida en una célula u organismo de Stigeoclonium, se considera que
esta aislada. Por tanto, un acido nucleico o secuencia de polipéptido de un polipéptido o acido nucleico de canales
i6nicos activados por luz de Chloromonas, Chlamydomonas, Stigeoclonium, u otro, que esté presente en un vector,
en una célula, tejido u organismo heterdlogo, etc., todavia se considera que es una secuencia aislada. Tal como se
usa en el presente documento el término “huésped” usado en referencia a una membrana o célula en la que se
expresa un canal iénico activado por luz de la invencién, significa una membrana o célula que no es una célula o
membrana en la que se expresa el canal i6nico activado por luz en la naturaleza. Por tanto, una membrana, célula,
tejido u organismo huésped para una molécula de canal iénico activado por luz de la invencién (tal como un
polipéptido de canal i6nico activado por luz o su &cido nucleico codificante), tal como se usa en el presente
documento es una membrana, célula, tejido u organismo en el que la molécula de canal i6nico activado por luz de la
invencion no se produce de manera natural y en el que el canal idnico activado por luz no se expresa de manera
natural. Los ejemplos de una membrana, célula, tejido u organismo huésped incluyen, pero no se limitan a
membranas, células y tejidos de mamifero (incluyendo, pero no limitandose a, primate no humano, ser humano,
etc.), insecto y ave; asi como organismos tales como mamiferos, insectos y aves. El término “heterélogo” tal como
se usa en el presente documento, significa una membrana, célula, tejido u organismo que no es la célula, tejido u
organismo nativo, y un polipéptido de canal i6nico activado por luz de la invencion o su acido nucleico codificante
pueden estar presentes en una membrana, célula, tejido u organismo heterdlogo. Los términos “proteina’”,
“polipéptidos” y “péptidos” se usan de manera intercambiable en el presente documento.

Secuencias de canales idnicos activados por luz que incluyen secuencias modificadas y derivadas

Un canal ionico activado por luz de la invencién puede comprender una secuencia de polipéptido de tipo natural o
puede ser una secuencia de polipéptido modificada. Tal como se usa en el presente documento, el término
“modificado” o “modificacion” en referencia a un &cido nucleico o secuencia de polipéptido se refiere a un cambio de
uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis 0 mas aminoacidos en la secuencia en comparacién con la secuencia de tipo
natural u otra de la que se derivd. Por ejemplo, una secuencia de polipéptido modificada puede ser idéntica a una
secuencia de polipéptido de tipo natural excepto porque tiene una, dos, tres, cuatro, cinco 0 mas sustituciones,
deleciones, inserciones de aminoacido, o combinaciones de las mismas. En algunas realizaciones de la invencion,
una secuencia modificada puede incluir una, dos, tres, cuatro 0 mas sustituciones de aminoacido en una secuencia
de polipéptido de canal iénico activado por luz de tipo natural, o en cualquier otra secuencia de polipéptido de canal
i6nico activado por luz de la invencion.

La invencién, en algunos aspectos también incluye polipéptidos de canales idnicos activados por luz que tienen una
0 mas sustituciones u otras modificaciones de las descritas en el presente documento. Por ejemplo, las secuencias
de polipéptidos de canales iénicos activados por luz proporcionadas en el presente documento pueden modificarse
con una o mas sustituciones, deleciones, inserciones u otras modificaciones y tales canales i6nicos activados por luz
derivados pueden someterse a prueba usando métodos descritos en el presente documento para determinar las
caracteristicas que incluyen, pero no se limitan a: expresion, localizacién, activacion y despolarizaciéon celular en
respuesta al contacto con luz usando métodos dados a conocer en el presente documento. Las modificaciones a
modo de ejemplo incluyen, pero no se limitan a, sustituciones de aminoacido conservativas, que produciran
moléculas que tienen caracteristicas funcionales similares a las de la molécula de la que se hacen tales
modificaciones. Las sustituciones de aminoacido conservativas son sustituciones que no dan como resultado un
cambio significativo en la actividad o estructura terciaria de una proteina o polipéptido seleccionado. Tales
sustituciones implican normalmente reemplazar un residuo de aminoacido seleccionado por un residuo diferente que
tiene propiedades fisicoquimicas similares. Por ejemplo, la sustitucién de Glu por Asp se considera una sustituciéon
conservativa porque ambos son aminoacidos cargados negativamente de tamafio similar. Los expertos en la técnica
conocen las agrupaciones de aminodacidos por las propiedades fisicoquimicas. Los siguientes grupos contienen cada
uno aminoacidos que son sustituciones conservativas entre si: 1) alanina (A), glicina (G); 2) acido aspartico (D),
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acido glutdmico (E); 3) asparagina (N), glutamina (Q); 4) arginina (R), lisina (K); 5) isoleucina (I), leucina (L),
metionina (M), valina (V); 6) fenilalanina (F), tirosina (Y), triptéfano (W); 7) serina (S), treonina (T); y 8) cisteina (C),
metionina (M) (véase, por ejemplo, Creighton, Proteins (1984)). Pueden identificarse y someterse a prueba canales
ionicos activados por luz que incluyen modificaciones, que incluyen pero no se limitan a una, dos, tres, cuatro o mas
sustituciones de aminoacido conservativas para determinar las caracteristicas que incluyen, pero no se limitan a:
expresion, localizacion, activacién y despolarizacion celular y efectos de despolarizacion en respuesta al contacto
con la luz usando métodos dados a conocer en el presente documento. Tal como se describe en otra parte en el
presente documento, algunas regiones de polipéptido tales como la regién transmembrana de un canal iénico
activado por luz de la invencion, pueden incluir modificaciones que dan como resultado una identidad menos de
100%, el 95%, el 90%, el 85%, el 80%, el 75% con la secuencia de la que se derivan, aun puede tener una identidad
de al menos el 95%, el 96%, el 97%, el 98%, el 99%, o el 100% en sus regiones no transmembrana del polipéptido.

La identidad de secuencia puede determinarse usando técnicas convencionales conocidas en la técnica.

Los polipéptidos de los canales iénicos activados por luz de la invencion pueden ser mas cortos 0 mas largos que
las secuencias de polipéptidos de canales i6nicos activados por luz expuestas en el presente documento. Por tanto,
un polipéptido de canal iénico activado por luz puede ser un polipéptido de longitud completa o fragmento funcional
del mismo. Ademas, pueden usarse acidos nucleicos de la invencion para obtener regiones codificantes adicionales,
y por tanto secuencias de polipéptido adicionales, usando técnicas conocidas en la técnica.

En algunos aspectos de la invencion, secuencias de polipéptido de canal i6nico activado por luz sustancialmente
similares pueden tener una identidad de al menos el 80%, el 85%, el 90%, el 91%, el 92%, el 93%, el 94%, el 95%,
el 96%, el 97%, el 98%, o el 99% o el 100% con respecto a la secuencia de polipéptido de canal iénico activado por
luz ChR88. Pueden usarse herramientas y métodos de alineacion conocidos en la técnica para alinear secuencias
sustancialmente similares que permiten la identificacién de la posicién de los aminoacidos que puede modificarse tal
como se describe en el presente documento para preparar un canal idnico activado por luz de la invencion. Pueden
usarse herramientas y programas informaticos de andlisis de secuencia convencionales, tales como los usados para
alineacion, etc. para identificar canales idnicos activados por luz de la invenciébn que comparten una o mas
propiedades funcionales con un canal iénico activado por luz descrito en el presente documento.

Las modificaciones de secuencia pueden ser de una o mas de tres clases: sustituciones, inserciones o deleciones.
Estas secuencias modificadas, (que también pueden denominarse variantes o derivados) se preparan
ordinariamente mediante mutagénesis especifica de sitio de &cidos nucleicos en el ADN que codifica para un
polipéptido de canal i6nico activado por luz, usando un casete o mutagénesis de PCR u otras técnicas conocidas en
la técnica, para producir ADN que codifica para el canal iénico activado por luz modificado, y después expresando el
ADN en cultivo celular recombinante. Las variantes de secuencias de aminoacidos se caracterizan por la naturaleza
predeterminada de la variacion, una caracteristica que las diferencia de variaciones entre especie o alélicas que se
producen de manera natural de los canales iénicos activados por luz de la invencién. Los canales idnicos activados
por luz modificados presentan generalmente la misma actividad biolégica cualitativa que el canal i6nico activado por
luz que se produce de manera natural (por ejemplo, tipo natural), aunque también pueden seleccionarse variantes
que tienen caracteristicas modificadas.

Puede predeterminarse un sitio o region para introducir una modificacion de secuencia de aminoacidos, y no es
necesario predeterminar la mutacion per se. Por ejemplo, para optimizar el rendimiento de una mutacién en un sitio
dado, puede llevarse a cabo mutagénesis al azar en el codén o region diana y examinarse el canal i6nico activado
por luz modificado expresado para determinar la combinaciéon 6ptima de actividad deseada. Se conocen bien
técnicas para realizar mutaciones de sustitucion en sitios predeterminados en ADN que tiene una secuencia bien
conocida, por ejemplo, mutagénesis mediante cebador de M13 y mutagénesis mediante PCR.

Las sustituciones de aminoacido son normalmente de residuos individuales; y las inserciones seran habitualmente
del orden de desde aproximadamente 1 hasta 20 aminoacidos, aunque pueden tolerarse inserciones
considerablemente mayores. Las deleciones pueden oscilar entre aproximadamente 1 y aproximadamente 20
residuos, aunque en algunos casos las deleciones pueden ser mucho mayores.

Pueden usarse sustituciones, deleciones, inserciones o cualquier combinacién de las mismas para llevar a un canal
ionico activado por luz modificado final de la invencion. Generalmente estos cambios se realizan en algunos
aminoacidos para minimizar la alteracion de la molécula. Sin embargo, pueden tolerarse cambios mayores en
determinadas circunstancias.

Las variantes de canales ionicos activados por luz expuestas en el presente documento pueden presentar la misma
actividad cualitativa de canal i6nico activado por luz que ChR88 pero pueden mostrar algunas caracteristicas
alteradas tales como fotocorriente, estabilidad, velocidad, compatibilidad y toxicidad alteradas, o una combinacién de
las mismas. Por ejemplo, el polipéptido puede modificarse de manera que tenga una fotocorriente aumentada y/o
tenga menos toxicidad que otro polipéptido de canal i6nico activado por luz.

Un polipéptido de canal iénico activado por luz modificado (o derivado) de la invencién puede incorporar
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aminoacidos no naturales asi como aminoacidos naturales. Un aminodacido no natural puede incluirse en un canal
i6nico activado por luz de la invencién para potenciar una caracteristica tal como fotocorriente, estabilidad,
velocidad, compatibilidad, o para reducir la toxicidad, etc.

Segun los principios de esta invencion, el rendimiento de las moléculas o clases de moléculas de canales idnicos
activados por luz puede ajustarse para uso 6ptimo, incluido en el contexto de su uso junto con otras moléculas o
aparato Optico. Por ejemplo, con el fin de lograr un contraste éptimo para estimulaciéon por multiples colores, puede
desearse 0 bien mejorar o bien disminuir el rendimiento de una molécula con respecto a otra, mediante la anexion
de secuencias que potencian la circulacién o creacion de variantes genéticas mediante mutagénesis dirigida al sitio,
evolucion dirigida, transposiciones genéticas , o alteracion del uso de codones. Las moléculas o clases de moléculas
de canales i6nicos activados por luz pueden tener una sensibilidad espectral inherentemente variable. Esto puede
usarse ventajosamente in vivo (donde la dispersion y la absorcién variaran con respecto a la longitud de onda, la
coherencia y la polarizacién), ajustando la linealidad o no linealidad de la respuesta a la iluminacion 6ptica con
respecto al tiempo, la potencia y el historial de iluminacion.

En algunas realizaciones, la invencion incluye el uso de mutagénesis dirigida al sitio direccionada en residuos de
aminoacido especificos de canalrodopsinas de Chlamydomonas noctigama. Pueden identificarse ubicaciones
especificas para mutaciones individuales y pueden situarse solas, o en combinacién con dos 0o mas mutaciones
adicionales en una secuencia de canalrodopsina y someterse a prueba con respecto a su amplitud de fotocorriente y
activacion. Por tanto, las secuencias de los canales idnicos activados por luz de la invencién, y/o secuencias de
canalrodopsina similares pueden modificarse y pueden someterse a prueba los polipéptidos resultantes usando
métodos dados a conocer en el presente documento.

Otro aspecto de la invencién proporciona secuencias de acido nucleico que codifican para un canal iénico activado
por luz de la invencién. Un experto en la técnica entendera que los polipéptidos de canales ionicos activados por luz
de la presente invencién pueden codificarse por diversos acidos nucleicos. Cada aminoacido en la proteina esta
representado por uno 0 mas conjuntos de 3 acidos nucleicos (codones). Debido a que muchos aminodcidos estan
representados por mas de un codén, no hay una Unica secuencia de acido nucleico que codifique para una proteina
dada. Los expertos en la técnica entienden bien como obtener un acido nucleico que puede codificar para los
polipéptidos de los canales idnicos activados por luz de la invencién conociendo la secuencia de aminoacidos de la
proteina. Una secuencia de acido nucleico que codifica para un polipéptido o proteina es el “gen” de ese polipéptido
o proteina. Un gen puede ser ARN, ADN u otro acido nucleico que codificara para el polipéptido o proteina.

Se entiende en la técnica que los sistemas de codones en diferentes organismos pueden ser ligeramente diferentes,
y que, por tanto, cuando se desea la expresidon de una proteina dada de un organismo dado, puede modificarse la
secuencia de acido nucleico para la expresion dentro de ese organismo. Por tanto, en algunas realizaciones, un
polipéptido de canal i6nico activado por luz de la invencién esta codificado por una secuencia de &cido nucleico con
codones optimizados de mamifero que, en algunas realizaciones, puede ser una secuencia de acido nucleico con
codones optimizados de ser humano. Un aspecto de la invencién proporciona una secuencia de acido nucleico que
codifica para un canal i6nico activado por luz que esté optimizado para la expresidén con una célula de mamifero. En
algunas realizaciones de la invencién, un acido nucleico que codifica para un canal idnico activado por luz de la
invencion incluye una secuencia de &cido nucleico optimizada para la expresion en una célula humana.

Administracion de canales ionicos activados por luz

La administracién de un polipéptido de canal i6nico activado por luz a una célula y/o la expresién de un canal iénico
activado por luz en una célula puede realizarse usando medios de administracion conocidos en la técnica.

Un polipéptido de canal idnico activado por luz de la invencion puede incluirse en una proteina de fusion. Se conoce
bien en la técnica como preparar y utilizar proteinas de fusion que comprenden una secuencia de polipéptido. En
determinadas realizaciones de la invencion, puede usarse una proteina de fusidén para administrar un canal idnico
activado por luz a una célula y también puede usarse en algunas realizaciones para dirigir un canal i6nico activado
por luz de la invencién a células especificas o a células, tejidos o regiones especificos en un sujeto. Puede usarse
direccionamiento y secuencias de direccionamiento adecuadas para administrar a una célula, tejido o regién
deseados usando procedimientos conocidos en la técnica.

Un polipéptido de canal iénico activado por luz de la invencién puede ser no toxico, o sustancialmente no tdxico, en
células en las que se expresa. En ausencia de luz, un canal i6nico activado por luz de la invencién no altera
significativamente la salud celular o la actividad eléctrica en curso en la célula en la que se expresa.

Un canal i6nico activado por luz de la invencion puede introducirse genéticamente en una membrana celular, y se
proporcionan reactivos y métodos para la expresion genéticamente dirigida del polipéptido de canal idnico activado
por luz (ChR88 o un derivado del mismo). Puede usarse direccionamiento genético para administrar polipéptidos de
canales ionicos activados por luz a tipos de células especificos, a subtipos de células especificos, a regiones
espaciales especificas dentro de un organismo, y a regiones subcelulares dentro de una célula. Direccionamiento
genético también se refiere al control de la cantidad de polipéptido de canal idnico activado por luz expresado, y al
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momento de la expresion.

Puede proporcionarse un reactivo para la expresion genéticamente dirigida de un polipéptido de canal idnico
activado por luz, en el que el reactivo comprende un vector que contiene el gen para el polipéptido de canal iénico
activado por luz.

Tal como se usa en el presente documento, el término “vector” se refiere a una molécula de acido nucleico que
puede transportar entre diferentes entornos genéticos otro acido nucleico al que se ha unido operativamente. El
término “vector” también se refiere a un virus u organismo que puede transportar la molécula de acido nucleico. Un
tipo de vector es un episoma, es decir, una molécula de &cido nucleico que puede realizar replicacion
extracromosémica. Algunos vectores Utiles son los que pueden realizar replicacion y/o expresion auténoma de los
acidos nucleicos a los que se unen. Los vectores que pueden dirigir la expresién de genes a los que se unen
operativamente también se denominan en el presente documento “vectores de expresion”. Otros vectores Utiles
incluyen, pero no se limitan a virus tales como lentivirus, retrovirus, adenovirus y fagos. Los vectores Utiles en la
invencion pueden insertar genéticamente polipéptidos de canales i6nicos activados por luz en células que se dividen
y que no se dividen y pueden insertar polipéptidos de canales i6nicos activados por luz en células que son células in
vivo, in vitro o ex vivo.

Los vectores utiles en la invencién pueden incluir secuencias adicionales que incluyen, pero no se limitan a, una o
mas secuencias sefal y/o secuencias promotoras, o una combinacion de las mismas. Los vectores de expresion y
métodos de su uso se conocen bien en la técnica. Se proporcionan ejemplos no limitativos de vectores de expresion
adecuados y métodos para su uso en el presente documento.

En determinadas realizaciones de la invencién, un vector puede ser un lentivirus que comprende el gen para un
canal iénico activado por luz de la invencion, basandose en ChR88 o un derivado o variante del mismo. Un lentivirus
es un ejemplo no limitativo de un vector que puede usarse para crear una linea celular estable. El término “linea
celular”, tal como se usa en el presente documento, es un cultivo celular establecido que continuara proliferando
dado el medio apropiado.

Los promotores que pueden usarse en métodos y vectores de la invencion incluyen, pero no se limitan a, promotores
especificos de células o promotores generales. En la técnica se conocen bien métodos para seleccionar y usar
promotores especificos de células y promotores generales. Puede usarse un ejemplo no limitativo de un promotor de
uso general que permite la expresiéon de un polipéptido de canal iénico activado por luz en una amplia variedad de
tipos de células, por tanto, un promotor para un gen que se expresa ampliamente en una variedad de tipos de
células, por ejemplo un “gen de mantenimiento” para expresar un polipéptido de canal i6nico activado por luz en una
variedad de tipos de células. Se proporcionan ejemplos no limitativos de promotores generales en otra parte en el
presente documento y en la técnica se conocen bien promotores alternativos adecuados.

En determinadas realizaciones de la invencién, un promotor puede ser un promotor inducible, cuyos ejemplos
incluyen, pero no se limitan a con tetraciclina o sin tetraciclina, o Cre-ER inducible por tamoxifeno.

Métodos de uso de los canales idnicos activados por luz de la invencion

Los canales i6nicos activados por luz de la invencién son muy adecuados para seleccionar como diana células y
alterar especificamente actividades celulares asociadas a voltaje. Los canales i6nicos activados por luz de la
invencion pueden utilizarse para introducir cationes en las células, activando asi vias de sefalizacién enddgenas
(tales como la sefalizacion dependiente de calcio), y luego se aplican farmacos que modulan la respuesta de la
célula (usando un colorante sensible a calcio o a voltaje). Esto permite nuevos tipos de seleccion de farmacos
usando so6lo luz para activar los canales de interés, y usando sélo luz para leer los efectos de un farmaco sobre los
canales de interés.

Chrimson puede activarse mediante rojo lejano y, por tanto, permite la excitacion de células con un color de luz
hasta ahora no usado en biotecnologia para la excitacion de células. Al usar, por ejemplo, Chrimson y Chronos
juntos, se hace posible la excitacion de dos poblaciones diferentes de células en el mismo tejido o en la misma placa
de cultivo. Esta excitacién simultanea de dos colores es particularmente prometedora para tejidos complejos como el
cerebro.

El rendimiento de las moléculas o clases de moléculas mencionadas anteriormente puede ajustarse para un uso
optimo, particularmente en el contexto de su uso junto con otras moléculas o aparato Optico. Tal ajuste puede
realizarse usando métodos convencionales conocidos en la técnica. Por ejemplo, con el fin de lograr un contraste
optimo para la estimulacién por multiples colores, puede desearse o bien mejorar o bien disminuir el rendimiento de
una molécula con respecto a otra, mediante la anexiéon de secuencias que potencian la circulaciéon o creacion de
variantes genéticas mediante mutagénesis dirigida al sitio, evolucién dirigida, transposiciones genéticas, o alteracion
del uso de codones. Las moléculas o clases de moléculas pueden tener una sensibilidad espectral inherentemente
variable que puede ser funcionalmente ventajosa in vivo (donde la dispersion y la absorcion variaran con respecto a
la longitud de onda, la coherencia y la polarizacion), ajustando la linealidad o no linealidad de la respuesta a la
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iluminacién optica con respecto al tiempo, la potencia y el historial de iluminacion.

Pueden introducirse cationes en las células, activando asi vias de sefalizaciéon endogenas (tales como la
sefalizacion dependiente de calcio), y pueden aplicarse farmacos que modulan la respuesta de la célula (usando un
colorante sensible a calcio o a voltaje). Esto permite nuevos tipos de seleccién de farmacos usando soélo luz para
activar los canales de interés, y usando s6lo luz para leer los efectos de un farmaco sobre los canales de interés.

El canal activado por luz puede usarse para disminuir el pH de la célula. Puede usarse una técnica de este tipo para
tratar la alcalosis.

Pueden usarse bombas de protones activadas por luz para determinar el efecto acoplado de hiperpolarizacién y
alcalinizacién intracelular. Por ejemplo, ambos fendmenos pueden inducir disparos neuronales espontaneos en
neuronas desencadenando corrientes cationicas inducidas por hiperpolarizacién o hiperexcitabilidad dependiente del
pH.

Es posible generar voltaje subcelular o gradientes de pH, particularmente en las sinapsis y en vesiculas sinapticas
para alterar la transmision sinaptica, y en mitocondrias para mejorar la sintesis de ATP.

Puede usarse luz roja lejana (660 nm) para realizar estimulacion no invasiva transcraneal y/o transdural para
modular circuitos neuronales.

Actualmente se han puesto en practica diversas composiciones de materia, por ejemplo: se han preparado
plasmidos que codifican para los genes anteriores; se han preparado lentivirus que portan cargas Utiles que
codifican para los genes anteriores; se han preparado virus adenoasociados que portan cargas utiles que codifican
para los genes anteriores; se han preparado células que expresan los genes anteriores; y se han preparado
animales que expresan esos genes. (Véase, por ejemplo, la publicacién de patente estadounidense 20110165681).

Se demostr6 la operacion de trabajo de un prototipo de esta invencion expresando genéticamente moléculas de
canales ionicos activados por luz de la invencién en células excitables, iluminando las células con longitudes de
onda de luz adecuadas y demostrando una despolarizacién rapida de las células en respuesta a la luz, asi como la
liberacion rapida de la despolarizacion al cesar la luz. Dependiendo de la implementacion particular, la invencion
permite un control luminico de las funciones celulares in vivo, ex vivo e in vitro.

Las canalrodopsinas de la invencion y derivados de las mismas pueden usarse en células de mamiferos sin
necesidad de ningun tipo de complemento quimico, y en condiciones de entorno celular y concentraciones ionicas
normales. Por ejemplo, se han usado genes que codifican para canalrodopsinas de Chlamydomonas. Estas
secuencias en forma optimizada de ratébn o humanizada permiten la despolarizacion a las longitudes de onda
descritas en el presente documento.

Tal como se usa en el presente documento, el término “canal i6nico” significa un polipéptido transmembrana que
forma un poro, que cuando se activa se abre, permitiendo la conductancia de iones a través del poro a través de la
membrana. Muchos canales i6nicos no se expresan bien en una célula y/o su expresién puede ser téxica para la
célula y reducir la salud celular. Por tanto, fue necesario preparar y seleccionar numerosos polipéptidos de canales
i6nicos activados por luz de canalrodopsinas para identificar canales ionicos activados por luz de la invencién que
pueden expresarse en células sin reducir significativamente la salud y viabilidad celulares.

Se ha encontrado que los canales i6nicos activados por luz de la invencion son adecuados para la expresion y el
uso en células de mamiferos sin necesidad de ningun tipo de complemento quimico, y en condiciones normales de
entorno celular y concentraciones iénicas. Se ha encontrado que los canales ionicos activados por luz de la
invencion difieren de los canales previamente identificados. Los canales idnicos activados por luz de Chrimson se
activan a longitudes de onda de luz en un intervalo de 365 nm a 700 nm, con una activacién éptima a partir de luz
que oscila entre 530 nm y 640 nm, y una activacién éptima pico a una longitud de onda de 590 nm.

Células y sujetos

Una célula usada en la invencion puede ser una célula excitable o una célula no excitable. Una célula en la que
puede expresarse un canal iénico activado por luz de la invencién y que puede usarse en la invencion incluye
células procariotas y eucariotas. Las células utiles incluyen pero no se limitan a células de mamiferos. Los ejemplos
de células en las que puede expresarse un canal i6nico activado por luz de la invencién son células excitables, que
incluyen células que pueden producir y responder a sefales eléctricas. Los ejemplos de tipos de células excitables
incluyen, pero no se limitan una neurona, células musculares, células cardiacas y células secretoras (tales como
células pancreaticas, células de médula suprarrenal, células de la hipdfisis, etc.).

Los ejemplos no limitativos de células que pueden usarse en la invencion incluyen: células neuronales, células del

sistema nervioso, células cardiacas, células del sistema circulatorio, células del sistema visual, células del sistema
auditivo, células secretoras, células endocrinas o células musculares. En algunas realizaciones, una célula usada
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junto con la invencion puede ser una célula normal sana, que se desconoce que tenga una enfermedad, trastorno o
estado andmalo. En algunas realizaciones, una célula usada junto con la invencién puede ser una célula anomala,
por ejemplo, una célula que se ha diagnosticado que tiene un trastorno, enfermedad o estado, incluyendo, pero sin
limitarse a, una célula degenerativa, una célula que porta enfermedad neurolégica, un modelo celular de una
enfermedad o estado, una célula lesionada, etc. En algunas realizaciones de la invencioén, una célula puede ser una
célula de control.

Los canales i6nicos activados por luz de la invencion pueden expresarse en células de cultivo, células en disolucion,
células obtenidas de sujetos, y/o células en un sujeto (células in vivo). Los canales i6nicos activados por luz pueden
expresarse y activarse en células cultivadas, tejidos cultivados (por ejemplo, preparaciones de cortes de cerebro,
etc.), y en sujetos vivos, etc. Tal como se usa en el presente documento, el término “sujeto” puede referirse a un ser
humano, primate no humano, vaca, caballo, cerdo, oveja, cabra, perro, gato, roedor, mosca o cualquier otro
organismo vertebrado o invertebrado.

Controles y pruebas de compuesto candidato

Los canales i6nicos activados por luz de la invencion y métodos que usan los canales iénicos activados por luz de la
invencion pueden usarse para evaluar cambios en células, tejidos y sujetos en los que se expresan. Los canales
i6nicos activados por luz de la invencion pueden usarse para identificar los efectos de compuestos candidatos en
células, tejidos y sujetos. Los resultados de someter a prueba un canal i6nico activado por luz de la invencién
pueden compararse ventajosamente con un control. En algunas realizaciones de la invencion, pueden expresarse
uno o mas canales ionicos activados por luz de la invencién (ChR88 o un derivado del mismo) en una poblacién de
células y usarse para someter a prueba el efecto de compuestos candidatos sobre las células.

Tal como se usa en el presente documento, un control puede ser un valor predeterminado, que puede adoptar una
variedad de formas. Puede ser un Unico valor de corte, tal como una mediana o media. Puede establecerse
basandose en grupos comparativos, tales como células o tejidos que incluyen el canal i6nico activado por luz y se
ponen en contacto con luz, pero no se ponen en contacto con el compuesto candidato y el mismo tipo de células o
tejidos que se encuentran en la misma condicién de prueba se ponen en contacto con el compuesto candidato. Otro
ejemplo de grupos comparativos puede incluir células o tejidos que tienen un trastorno o estado y grupos sin el
trastorno o estado. Otro grupo comparativo pueden ser células de un grupo con una historia familiar de una
enfermedad o estado y células de un grupo sin tal historia familiar. Puede disponerse un valor predeterminado, por
ejemplo, cuando una poblacion sometida a prueba se divide por igual (0 de manera desigual) en grupos basandose
en los resultados de las pruebas. Los expertos en la técnica pueden seleccionar grupos de control y valores
apropiados para su uso en métodos comparativos.

Como ejemplo no limitativo del uso de un canal iénico activado por luz para identificar un compuesto o agente
terapéutico candidato, un canal idnico activado por luz de la invencién puede expresarse en una célula excitable en
cultivo o en un sujeto y la célula excitable puede ponerse en contacto con una luz que activa el canal i6nico activado
por luz y con un compuesto terapéutico candidato. En una realizacion, una célula de prueba que incluye un canal
i6nico activado por luz de la invencién puede ponerse en contacto con una luz que despolariza la célula y también
ponerse en contacto con un compuesto candidato. La célula, tejido y/o sujeto que incluye la célula puede
monitorizarse para determinar la presencia o ausencia de un cambio que se produce en las condiciones de prueba
frente a las condiciones de control. Por ejemplo, en una célula, un cambio puede ser un cambio en la
despolarizacién o en una caracteristica de la célula mediada por despolarizacién en la célula de prueba frente a una
célula de control, y un cambio en la despolarizacién o la caracteristica de la célula mediada por despolarizacion en la
célula de prueba en comparacion con el control puede indicar que el compuesto candidato tiene un efecto sobre la
célula de prueba o tejido que incluye la célula. En algunas realizaciones, una caracteristica de la célula mediada por
despolarizaciéon puede ser un potencial de accidén, cambio de pH en una célula, liberacion de un neurotransmisor,
etc. y en algunas realizaciones, puede incluir un efecto posterior en una o mas células adicionales, que se produce
debido a la despolarizaciéon de la célula que incluye el canal iénico activado por luz. Pueden usarse métodos
conocidos en la técnica para evaluar la despolarizacion y las caracteristicas de la célula mediadas por
despolarizaciéon y cambios en la despolarizacion o en las caracteristicas de la célula mediadas por despolarizaciéon
tras la activacion de un canal iénico activado por luz de la invencién, con o sin contacto adicional con un compuesto
candidato.

Los métodos de identificacion de compuestos candidatos que se realizan en un sujeto, pueden incluir expresar un
canal iénico activado por luz en un sujeto, poner en contacto el sujeto con una luz en condiciones adecuadas para
activar el canal i6nico activado por luz y despolarizar la célula, y administrar al sujeto un compuesto candidato.
Entonces, el sujeto se monitoriza para determinar si se produce cualquier cambio que difiera de un efecto de control
en un sujeto. Por tanto, por ejemplo, una célula en cultivo puede ponerse en contacto con una luz apropiada para
activar un canal i6nico activado por luz de la invencién en presencia de un compuesto candidato. Puede medirse un
resultado de tal contacto con el compuesto candidato y compararse con un valor de control como determinacién de
la presencia o ausencia de un efecto del compuesto candidato.

Los métodos de identificacion de los efectos de compuestos candidatos que usan canales idnicos activados por luz
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de la invencién también incluyen etapas y ensayos adicionales para caracterizar adicionalmente un cambio
identificado en la célula, tejido o sujeto cuando la célula se pone en contacto con el compuesto candidato. En
algunas realizaciones, las pruebas en una célula, tejido o sujeto también pueden incluir una o0 mas células que tienen
un canal iénico activado por luz de la invencién, y que también tienen uno, dos, tres 0 mas canales idnicos activados
por luz diferentes adicionales, en el que al menos uno, dos, tres, cuatro o mas de los canales iénicos activados por
luz adicionales se activan por contacto con luz que tiene una longitud de onda diferente que la usada para activar el
canal ionico activado por luz de la invencién de Chrimson o derivado del mismo.

En un ejemplo no limitativo de un método de identificaciéon de farmaco candidato que se describe, pero no se
reivindica, las células que incluyen un canal i6nico activado por luz de la invencion se despolarizan,
desencadenando de ese modo la liberacién de un neurotransmisor de la célula, y luego se aplican farmacos que
modulan la respuesta de la célula a la despolarizacién (determinada usando, por ejemplo, métodos de pinzamiento
zonal u otros medios conocidos en la técnica adecuados). Tales métodos permiten nuevos tipos de seleccion de
farmaco usando sdlo luz para activar los canales de interés, y usando sélo luz para leer los efectos de un farmaco
sobre los canales y células que contienen canales de interés.

En algunas realizaciones, los polipéptidos de canales iénicos activados por luz de la invencién pueden usarse en
sistemas y ensayos de prueba para evaluar la circulacién de proteinas de membrana y la funcién fisiolégica en
sistemas expresados de manera heter6loga y el uso de canales activados por luz para despolarizar una célula.

En algunos aspectos que se describen pero no se reivindican, pueden realizarse ensayos de dos colores. Por
ejemplo, Chronos (para activacién con luz azul) y Chrimson (para activacién con luz roja) pueden expresarse en
células de conjuntos separadas que representan poblaciones neuronales no solapantes. Tras la expresion, la
poblacién de células puede exponerse a la luz y pueden optimizarse la longitud de onda y el momento y la “dosis” de
luz. Tal como se usa en el presente documento, el término “dosis” en referencia a la luz, puede considerar la longitud
de onda, la longitud de pulso, la intensidad, de la luz con la que se pone en contacto un canal ibénico activado por luz
de la invencién.

Se proporciona un ejemplo no limitativo de un procedimiento para optimizar el uso de poblaciones de células
activadas por dos colores, que se describe, pero no se reivindica, tal como sigue. Se pone en contacto una
poblacién que tiene Chronos y Chrimson expresadas en diferentes subpoblaciones con luz azul que tiene una
longitud de onda de entre 400 nm y 500 nm, o entre 450 nm y 500 nm, y que tiene un ancho de pulso de entre 1y 5
ms para la activacion. Un ancho de pulso de 5 ms proporciona una diafonia subumbral minima en la luz azul, que se
define como <15 mV, <10 mV, y de manera 6ptima como <5 mV. La potencia de luz azul méxima que puede usarse
se determina usando células que expresan Chrimson mediante pinzamiento zonal, iluminando con luz azul y
midiendo la desviacién de voltaje. Se usa de manera 6ptima la potencia de luz azul de manera que la desviacién de
voltaje maxima es <10 mV, que en algunas realizaciones puede ser de 0,4 a 0,6 mW/mm?. La potencia de luz azul
optima que puede usarse para accionar Chronos se determina usando las mismas condiciones que antes, excepto
porque se usa una potencia de luz menor, tal como de 50 uW/mm? a 0,4 mW/mm?, que en algunas realizaciones
puede ser de 0,2 mW/mm?. La potencia depende del sistema de expresion y del tipo de célula usados para preparar
la poblacién. La poblacion puede ponerse en contacto con luz roja que tiene una longitud de onda de entre 600 nm y
700 nm, o entre 620 nm y 640 nm, y con un ancho de pulso de entre 1 y 5 ms para la activacion, que en algunas
realizaciones puede optimizarse a 5 ms. En determinadas realizaciones de la invencion, la potencia de luz éptima
para accionar Chrimson en el rojo puede determinarse aumentando las potencias de luz desde por ejemplo, 0,1
mW/mm? hasta 100 mW/mm?, o desde 0,5 mW/mm?® hasta 10 mW/mm?. El método puede optimizarse de manera
que se usa una potencia de luz roja minima para lograr disparos neuronales del 100% para Chrimson.

Se entenderda que pueden expresarse otros conjuntos de 2, 3, 4 o mas canales iénicos activados por luz en
subpoblaciones separadas de una poblacién de células y luego exponerse a dosis de luz de una manera tal como se
describe en este documento para optimizar su uso en ensayos y tratamientos. Un ejemplo no limitativo de un
procedimiento para preparar y usar una poblacion de células activadas por mdltiples luces es tal como sigue. Se
expresa un primer canal idénico activado por luz en una primera subpoblacion de una poblacién de células; se
expresa un segundo canal idnico activado por luz en una segunda subpoblacion de la poblacion de células, en el
que las subpoblaciones primera y segunda son subpoblaciones no solapantes, y el primer canal i6nico activado por
luz y el segundo canal iénico activado por luz tienen intervalos de longitudes de onda de luz de activacién que no se
solapan completamente. La poblacion de células se pone en contacto con una pluralidad de primeras dosis de
prueba de luz que comprenden combinaciones de longitud de onda, ancho de pulso y potencia que activan la
primera subpoblacién, y se mide la desviacion de voltaje transmembrana en una célula de la segunda subpoblacién
de células puestas en contacto con las primeras dosis de prueba de luz. Se determina la primera dosis de prueba de
luz que incluye una potencia de luz maxima que activa el canal i6nico activado por luz en la primera subpoblacion de
células y da como resultado una desviacion de voltaje transmembrana subumbral minima en la segunda
subpoblacion de células. La poblacion de células se pone entonces en contacto con una pluralidad de primeras dosis
de luz de prueba que comprenden una potencia menor que la potencia de primera luz maxima que se determing, y
se determinan una primera dosis de prueba de luz que activa el primer canal iénico activado por luz (a menores
potencias). La poblacion de células se pone entonces en contacto con una pluralidad de segundas dosis de prueba
de luz que incluyen combinaciones de longitud de onda, ancho de pulso y potencia de luz que activan la segunda
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subpoblacion, y se determina una segunda dosis de prueba de luz que comprende una segunda potencia de luz que
activa la segunda subpoblacion de células. Pueden realizarse ensayos usando una poblacién de células de este tipo,
que incluye poner en contacto la poblacion de células con la primera dosis de prueba de luz y la segunda dosis de
prueba de luz determinadas usando las etapas anteriores. El procedimiento descrito anteriormente de optimizacion
de los parametros de dosis de luz para canales ionicos activados por multiples luces puede usarse para disefiar e
implementar ensayos que incluyen los canales i6nicos activados por luz de la invencion, asi como otros canales
i6nicos activados por luz que se conocen en la técnica.

Meétodos de tratamiento

La invencién reivindicada proporciona un polipéptido de canal i6nico activado por luz para su uso en un método de
tratamiento médico de un sujeto, tal como se define en la reivindicacion 9. La invencién reivindicada también
proporciona un polipéptido de canal idnico activado por luz, un acido nucleico o un vector para su uso en un método
de tratamiento de un trastorno en un sujeto, tal como se define en la reivindicacion 11. Tales métodos de tratamiento
pueden incluir administrar a un sujeto que necesita tal tratamiento, una cantidad terapéuticamente eficaz de un canal
i6nico activado por luz de la invencion para tratar el trastorno. Se entenderda que un tratamiento puede ser un
tratamiento profilactico o puede ser un tratamiento administrado tras el diagnéstico de una enfermedad o estado. Un
tratamiento de la invencion puede reducir o eliminar un sintoma o caracteristica de un trastorno, enfermedad o
estado o puede eliminar el trastorno, enfermedad o estado por si mismo. Se entendera que un tratamiento de la
invencion puede reducir o eliminar el avance de una enfermedad, trastorno o estado y en algunos casos puede dar
como resultado la regresion de la enfermedad, trastorno o estado. No es necesario que un tratamiento elimine
completamente la enfermedad, trastorno o estado para ser eficaz. En algunas realizaciones de la invencién, uno o
mas canales iénicos activados por luz de la invencion (ChR88 o un derivado del mismo) pueden expresarse en una
poblacién de células y usarse para tratar un trastorno o estado.

La administracién de un canal iénico activado por luz de la invencién puede incluir la administracién de una
composicion farmacéutica que incluye una célula, en la que la célula expresa el canal i6nico activado por luz. La
administracion de un canal i6nico activado por luz de la invencion puede incluir la administracién de una composicién
farmacéutica que incluye un vector, en la que el vector comprende una secuencia de acido nucleico que codifica
para el canal iénico activado por luz y la administracién del vector da como resultado la expresién del canal iénico
activado por luz en una célula en el sujeto.

Una cantidad eficaz de un canal i6nico activado por luz es una cantidad que aumenta el nivel del canal i6nico
activado por luz en una célula, tejido o sujeto hasta un nivel que es beneficioso para el sujeto. Una cantidad eficaz
también puede determinarse evaluando los efectos fisioldgicos de la administracion en una célula o sujeto, tal como
una disminucion en los sintomas tras la administracién. Un experto habitual en la técnica conocera otros ensayos y
estos pueden emplearse para medir el nivel de respuesta a un tratamiento. La cantidad de un tratamiento puede
variar, por ejemplo, aumentando o disminuyendo la cantidad del canal i6nico activado por luz administrado,
cambiando la composicién terapéutica en la que se administra el canal i6nico activado por luz, cambiando la via de
administracion, cambiando el momento de dosificacién, cambiando cantidades y parametros de activacion de un
canal iénico activado por luz de la invencién, y asi sucesivamente. La cantidad eficaz variara con el estado particular
que esta tratdndose, la edad y el estado fisico del sujeto que esta tratdndose; la gravedad del estado, la duracion del
tratamiento, la naturaleza de la terapia coincidente (si la hay), la via especifica de administracién, y factores
similares dentro del conocimiento y la experiencia del profesional sanitario. Por ejemplo, una cantidad eficaz puede
depender de la ubicacion y el nUmero de células en el sujeto en el que va a expresarse el canal i6nico activado por
luz. Una cantidad eficaz también puede depender de la ubicacion del tejido que va a tratarse.

Las cantidades eficaces también dependeran, por supuesto, del estado particular que esta tratandose, la gravedad
del estado, los parametros del paciente individual incluyendo edad, estado fisico, estatura y peso, la duracion del
tratamiento, la naturaleza de la terapia coincidente (si la hay), la via especifica de administracion y factores similares
dentro del conocimiento y la experiencia del profesional sanitario. Estos factores los conocen bien los expertos
habituales en la técnica y pueden abordarse Unicamente con experimentacion de rutina. Se prefiere generalmente
que se use una dosis maxima de una composicion para aumentar el nivel de un canal i6nico activado por luz, y/o
para alterar la duracién o el momento de activacién de un canal i6nico activado por luz en un sujeto (solo o en
combinacion con otros agentes terapéuticos), es decir, la dosis o cantidad mas alta segura segin una opinién
médica razonable. Sin embargo, los expertos habituales en la técnica entendera que un paciente puede insistir en
una dosis menor o dosis tolerable por razones médicas, razones psicolégicas o practicamente por cualquier otra
razon.

Un canal i6nico activado por luz de la invencién (ChR88, o un derivado del mismo) puede administrarse usando
métodos conocidos en la técnica. En algunas realizaciones, se administra un acido nucleico que codifica para un
polipéptido de canal iénico activado por luz de la invencién a un sujeto y en determinadas realizaciones se
administra un polipéptido de canal idnico activado por luz a un sujeto. La manera y la dosificacion administra pueden
ajustarse por el médico o veterinario individual, particularmente en el caso de cualquier complicacién. La cantidad
absoluta administrada dependera de una variedad de factores, incluyendo el material seleccionado para la
administracion, si la administracion es en dosis individuales o mudltiples, y los pardmetros de un sujeto individual
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incluyendo edad, estado fisico, estatura, peso y la fase de la enfermedad o estado. Estos factores los conocen bien
los expertos habituales en la técnica y pueden abordarse Unicamente con experimentacion de rutina.

Las composiciones farmacéuticas que administran canales i6nicos activados por luz de la invencién pueden
administrarse solas, en combinacién entre si, y/o en combinacién con otras terapias farmacoldgicas, u otros
regimenes de tratamiento que se administran a sujetos. Una composicién farmacéutica usada contiene
preferiblemente una cantidad eficaz de un compuesto terapéutico que aumentara el nivel de un polipéptido de canal
i6nico activado por luz hasta un nivel que produce la respuesta deseada en una unidad de peso o volumen
adecuada para la administracion a un sujeto.

Puede elegirse la dosis de una composicion farmacéutica que se administra a un sujeto para aumentar el nivel de
canal iénico activado por luz en células del sujeto segun diferentes parametros, en particular segin el modo de
administracion usado y el estado del sujeto. Otros factores incluyen el periodo de tratamiento deseado. En el caso
de que una respuesta en un sujeto sea insuficiente a las dosis iniciales aplicadas, pueden emplearse dosis mayores
(o dosis mayores de manera eficaz mediante una via de administracién diferente, mas localizada) en la medida en
que lo permite la tolerancia del paciente. La cantidad y el momento de activacion de un canal iénico activado por luz
de la invencion (por ejemplo, longitud de onda de luz, longitud de contacto de luz, etc.) que se ha administrado a un
sujeto también pueden ajustarse basandose en la eficacia del tratamiento en un sujeto particular. Pueden
determinarse los parametros para la iluminacion y activacion de canales iénicos activados por luz que se han
administrado a un sujeto usando métodos conocidos en la técnica y sin requerir experimentacion excesiva.

Un experto habitual en la técnica conocera diversos modos de administracién que pueden usarse para administrar
de manera eficaz una composicion farmacéutica para aumentar el nivel de un canal iénico activado por luz de la
invencion en una célula, tejido o regién corporal deseados de un sujeto. Los métodos para administrar una
composicién de este tipo u otro compuesto farmacéutico de la invencién pueden ser administracion tépica,
intravenosa, oral, intracavitaria, intratecal, intrasinovial, bucal, sublingual, intranasal, transdérmica, intravitrea,
subcutanea, intramuscular e intradérmica. La invencidn no esta limitada por los modos particulares de administracion
dados a conocer en el presente documento. Las referencias convencionales en la técnica (por ejemplo, Remington’s
Pharmaceutical Sciences, 182 edicién, 1990) proporcionan modos de administracién y formulaciones para la
administracion de diversas preparaciones y formulaciones farmacéuticas en portadores farmacéuticos. Un experto
habitual en la técnica conocera otros protocolos que son Utiles para la administracién de un compuesto terapéutico
de la invencion, en los que la cantidad de dosis, el esquema de administracion, los sitios de administracion, el modo
de administracion (por ejemplo, intraérgano) y similares variaran de los presentados en el presente documento.

Se lleva a cabo la administracion de una célula o vector para aumentar los niveles de canal i6nico activado por luz
en un mamifero distinto de un ser humano; y la administracion y el uso de los canales i6nicos activados por luz de la
invencion, por ejemplo para fines de pruebas o fines terapéuticos veterinarios, sustancialmente en las mismas
condiciones que se describieron anteriormente. Un experto habitual en la técnica entendera que esta invencion
puede aplicarse tanto a seres humanos como a animales. Por tanto, se pretende que se use esta invencién en
zootecnia y medicina veterinaria asi como en terapéutica humana.

Puede aplicarse un canal i6nico activado por luz de la invencion a células que incluyen pero no se limitan a una
célula neuronal, una célula del sistema nervioso, una neurona, una célula cardiaca, una célula del sistema
circulatorio, una célula del sistema visual, una célula del sistema auditivo, una célula muscular, o una célula
endocrina, etc. Los trastornos y estados que pueden tratarse incluyen lesién, dafio cerebral, estados neurolégicos
degenerativos (por ejemplo, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Alzheimer), convulsion, pérdida de vision,
pérdida de audicion, etc.

Trastornos, enfermedades y estados

los canales iénicos activados por luz de la invenciéon pueden usarse para dirigirse a células y membranas, y para
alterar actividades celulares asociadas al voltaje. Un canal i6nico activado por luz de la invencion puede usarse para
disminuir el pH de una célula en la que se expresa. Una técnica de este tipo puede usarse para tratar la alcalosis.

Se describen, pero no se reivindican, métodos para usar bombas de protones activadas por luz junto con el uso de
canales i6nicos activados por luz de la invencién para determinar el efecto acoplado de hiperpolarizacion y
alcalinizacién intracelular. Por ejemplo, ambos fendmenos pueden inducir disparos neuronales espontaneos en
neuronas desencadenando corrientes cationicas inducidas por hiperpolarizacién o hiperexcitabilidad dependiente del
pH.

Se describe, pero no se reivindica, la expresion de los canales iénicos activados por luz de la invencién en
membranas celulares y luego la activacion de los canales idnicos activados por luz y la generacion de voltaje
subcelular o gradientes de pH, particularmente en las sinapsis y en vesiculas sinapticas para alterar la transmisién
sinaptica, y e mitocondrias para mejorar la sintesis de ATP.

La invencién reivindicada proporciona un polipéptido de canal i6nico activado por luz para su uso en un método de
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tratamiento médico de un sujeto, tal como se define en la reivindicacion 9. En algunas realizaciones, los canales
i6nicos activados por luz de la invencién pueden usarse para el tratamiento de trastornos del sistema visual, por
ejemplo, para tratar reduccion o pérdida de visién. Puede administrarse un canal i6nico activado por luz de la
invencion a un sujeto que tiene una reduccién o pérdida de vision y el canal idnico activado por luz expresado puede
funcionar como células sensibles a la luz en el sistema visual, permitiendo asi una mejora de la funcién visual en el
sujeto.

Se describe, pero no se reivindica, preparar secuencias de acido nucleico y secuencias de polinucleétido; expresar
en células y membranas los polipéptidos codificados por las secuencias de acido nucleico y polinucleétido
preparadas; iluminar las células y/o membranas con luz adecuada, y demostrar la despolarizacion rapida de la
células y/o un cambio en la conductancia a través la membrana en respuesta a la luz, asi como la liberacién rapida
de despolarizacion tras el cese de la luz. Se ha demostrado la capacidad para alterar de manera controlada el
voltaje a través de las membranas y la despolarizacion de las células con luz. La presente invencion permite el
control con luz de las funciones celulares in vivo, ex vivo e in vitro, y los canales idnicos activados por luz de la
invencion y su uso tienen aplicaciones de amplio alcance para la seleccién de farmacos, tratamientos y aplicaciones
de investigacion, algunas de las cuales se describen en el presente documento.

La capacidad de perturbar, modificar o controlar 6pticamente la funcién celular ofrece muchas ventajas respecto a
mecanismos de manipulacién fisica. Estas ventajas comprenden velocidad, no invasividad y la capacidad de abarcar
facilmente amplias escalas espaciales desde la nanoescala hasta la macroescala.

Los reactivos usados (y la clase de moléculas que representan), permiten, al menos: corrientes activadas por
longitudes de onda de luz no utiles en canales i6nicos activados por luz previos, canales idnicos activados por luz
que cuando se activan, permiten eficazmente conductancia de calcio cero y diferentes espectros de moléculas mas
antiguas (proporcionando el control multicolor de las células).

Ejemplos
Ejemplo 1

Se realizaron estudios para preparar secuencias y expresar canales iénicos activados por luz en células, tejidos y
sujetos. Identificaciones y secuencias de aminodcidos de algunos de los canales i6nicos activados por luz en los
ejemplos son ChR88 (SEQ ID NO: 2); ChR90 (SEQ ID NO: 7); ChR87 (SEQ ID NO: 11); ChR62 (SEQ ID NO: 14),
ChR93 (SEQ ID NO: 16) y ChR2 (SEQ ID NO: 19), ChR88 K176R (SEQ ID NO: 5). Se exponen métodos a modo de
ejemplo no limitativos en el ejemplo 1. Se dan a conocer métodos generales que también pueden aplicarse a
moléculas de canales activados por luz y métodos para su uso en publicaciones tales como la solicitud publicada
estadounidense n.% 2010/0234273, solicitud publicada estadounidense n.? 20110165681, Chow BY, et. al. Methods
Enzymol. 2011;497:425-43; Chow, BY, et al. Nature 7 de enero de 2010; 463(7277): 98-102.

Se realizaron estudios para preparar secuencias y expresar canales iénicos activados por luz en células, tejidos y
sujetos. Se exponen a continuacién métodos a modo de ejemplo no limitativos.

(a) Electroporacion en utero

Todos los procedimientos fueron segun la Guide for the Care and Use of Laboratory de los Institutos Nacionales de
Salud y fueron aprobados por el Massachusetts Institute of Technology Committee on Animal Care. Se usaron
ratones C57BL/6J hembra embarazadas E16 para electroporacién. Se realizé cirugia con anestesia con ketamina-
xilazina y analgesia con buprenorfina, se inyecté disolucién de ADN que contenia los plasmidos de interés en el
ventriculo lateral de cada embrién usando un tubo capilar estirado. Se aplicaron cinco pulsos cuadrados (ancho de
50 ms, 1 Hz, 35 V) usando un electrodo de pinzas para la electroporacion.

(b) Preparacion de cortes

Se usaron ratones P20-P30 para la preparacion de cortes. En animales mas jovenes fue dificil provocar respuestas
sinapticas mediante fotoestimulacién de axones callosos. Se anestesiaron los ratones con isofluorano y se
perfundieron de manera transcardiaca con liquido cefalorraquideo artificial (LCFA). Se extirp6 el cerebro y se coloco
en una disolucion de corte helada que contenia cloruro de colina 110 mM, NaHCOs; 25 mM, D-glucosa 25 mM,
ascorbato de sodio 11,6 mM, MgCl, 7 mM, piruvato de sodio 3,1 mM, KCI 2,5 mM, NaH2PO4 1,25 mM y CaCl: 0,5
mM. Se cortaron cortes frontales de 300 mm de espesor de la corteza visual con una maquina de corte vibratoria y
se incubaron en LCFA oxigenado durante 45 min a 37°C antes de los registros.

(c) Electrofisiologia del corte
Se realizaron registros a temperatura ambiente (22-24°C) con perfusion constante de LCFA oxigenado. Se

visualizaron las neuronas usando éptica de interferencia diferencial infrarroja y se aplicaron parches con pipetas de
borosilicato (resistencia 4-6 MO). La disolucién intracelular contenia gluconato de potasio 120 mM, NaCl 5 mM,
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MgCl> 2 mM, CaCl; 0,1 mM, HEPES 10 mM, EGTA 1,1 mM, ATP de magnesio 4 mM, GTP disédico 0,4 mM, (pH
7,25; 290 mOsm). Se registraron las células a una profundidad de 30-120 um en el corte de cerebro. Se realiz6
fotoestimulacién usando un LED azul (470 nm; Thorlabs, Newton, NJ) y un LED rojo (625 nm con filtro de 632/22
nm; Thorlabs).

(d) Cultivo, transfeccion, infeccion y obtencion de imagenes de neuronas

Todos los procedimientos que implicaban animales se realizaron segun la Guide for the Care and Use of Laboratory
de los Institutos Nacionales de Salud y fueron aprobados por el Massachusetts Institute of Technology Committee on
Animal Care. Se usaron ratones Swiss Webster o C57 [Taconic (Hudson, NY) o Jackson Labs (Bar Harbor, ME)].
Para los cultivos de hipocampo, se aislaron regiones del hipocampo de ratones posnatales del dia 0 o dia 1 y se
digirieron con tripsina (1 mg/ml) durante ~12 min, y luego se trataron con disolucién de Hanks complementada con
suero bovino fetal al 10-20% e inhibidor de tripsina (Sigma Aldrich, St Louis, MO). Entonces se disocio el tejido
mecanicamente con pipetas Pasteur, y se centrifugd a 1000 rpm a 4°C durante 10 min. Se sembraron en placas las
neuronas disociadas a una densidad de aproximadamente cuatro hipocampos por 20 cubreobjetos de vidrio, se
recubrieron con Matrigel (BD Biosciences, San Jose, CA). Para cultivos corticales, se prepararon neuronas corticales
de raton disociadas (posnatales, dia 0 6 1) tal como se describié anteriormente, y se sembraron en placa a una
densidad de 100-200 k por cubreobjeto de vidrio recubierto con Matrigel (BD Biosciences). Se mantuvieron los
cultivos en medio neurobasal complementado con B27 (Invitrogen [Life Technologies, Grand Isle, NY]) y glutamina.
Se usaron indistintamente cultivos corticales y del hipocampo; no se observaron diferencias en el rendimiento del
reactivo.

Se transfectaron las neuronas a los 3-5 dias in vitro usando fosfato de calcio (Invitrogen), se usoé fluorescencia de
GFP para identificar satisfactoriamente neuronas transfectadas. Alternativamente, se infectaron las neuronas con
0,1-3 ul de lentivirus o virus adenoasociado (AAV) por pocillo a los 3-5 dias in vitro.

(e) Cultivo y transfeccién de células HEK 293FT

Se mantuvieron células HEK 293FT (Invitrogen) a una confluencia de entre el 10-70% en medio D10 (Cellgro
[Mediatech/Corning, Manassas, VA]) complementado con suero bovino fetal al 10% (Invitrogen),
penicilina/estreptomicina al 1% (Cellgro) y piruvato de sodio al 1% (Biowhittaker, Walquersville, MD). Para el registro,
se sembraron en placa las células a una confluencia del 5-20% en cubreobjetos de vidrio recubiertos con Matrigel
(BD Biosciences). Se transfectaron las células adherentes aproximadamente 24 horas tras sembrar en placa con o
bien kits de transfeccion de Lipofectamine Transit 293 (Mims Bio, LLC, Madison, Wt) o bien con kits de transfeccién
de fosfato de calcio (Invitrogen), y se registraron mediante pinzamiento zonal de células completas entre 36-72 horas
tras la transfeccion.

(f) Registro y estimulacion optica de pinzamiento zonal de células completas in vitro

Se realizaron registros de pinzamiento zonal de células completas usando un amplificador Muiticiamp 700B, un
digitalizador Digidata 1440 y una pinza ejecutada por PC (Molecular Devices). Se bafiaron las neuronas en Tyrode a
temperatura ambiente que contenia NaCl 125 mM, KCI 2 mM, CaCl, 3 mM, MgClz 1 mM, HEPES 10 mM, glucosa 30
mM, NBQX 0,01 mM y GABAzine 0,01 mM. Se ajusté el pH de Tyrode a 7,3 con NaOH y se ajusto6 la osmolaridad a
300 mOsm con sacarosa. Se bararon las células HEK en una disolucién de bafo de Tyrode idéntica a la de las
neuronas, pero que carecia de GABAzine y NBQX. Se tir6 de pipetas de vidrio de borosilicato (Warner instruments,
Hamden, CT) con un didmetro externo de 1,2 mm y un espesor de pared de 0,255 mm hasta una resistencia de 3-9
MQ con un dispositivo de traccién de micropipetas P-97 Flaming/Brown (Sutter Instruments, Novato, CA) y se
cargaron con una disolucién que contenia K-gluconato 125 mM, NaCl 8 mM, CaCl, 0,1 mM, MgCl, 0,6 mM, EGTA 1
mM, HEPES 10 mM, Mg-ATP 4 mM y Na-GTP 0,4 mM. Se ajusté el pH de la disolucién de la pipeta a 7,3 con KOH y
se ajustd la osmolaridad a 298 mOsm con sacarosa. La resistencia de acceso fue de 5~30 MQ, monitorizada en
todo el registro de fijacién de voltaje. El potencial de membrana en reposo fue de ~-60 mV para las neuronas y de ~-
30 mV para las células HEK 293FT en registro con fijacion de corriente.

Se midieron fotocorrientes con pulsos de luz de 500 ms en neuronas con fijacion de voltaje a -60 mV, y en células
HEK 293FT con fijacion de voltaje a -30 mV. Se midieron las hiperpolarizaciones de membrana inducidas por luz con
pulsos de luz de 500 ms en células con fijacion de corriente en su potencial de membrana en reposo. Se
administraron pulsos de luz para todas las longitudes de onda excepto 660 nm y se realizaron experimentos de
caracterizacion de espectro con un conmutador 6ptico DG-4 con lampara de xenon de 300 W (Sutter Instruments),
controlados por medio de pulsos de TTL generados mediante un generador de sefales Digidata. Se administré luz
verde con un filtro paso banda de 575 + 25 nm (Chroma) y un filiro paso banda de 575 = 7,5 nm (Chroma
Technology Grupo, Bellows Falls, VT). Se tomaron espectros de accion con un instrumento Till Photonics
Polychrome V, lampara de xenén de 150 W, ancho de banda de monocromador de 15 nm.

Se analizaron los datos usando Clampfit (Molecular Devices) y MATLAB (Mathworks, Inc.)
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(g9) Registro de la conductancia de iones

Se realizaron registros de pinzamiento zonal de células completas en células HEK293FT aisladas para medir con
exactitud parametros de células individuales. Se realizaron todos los registros usando un amplificador Axopatch
200B y un digitalizador Digidata 1440 (Molecular Devices) a temperatura ambiente. Con el fin de permitir el registro
de células aisladas, se sembraron las células en placas a una densidad menor de 15.000 células por pocillo en
placas de 24 pocillos que contenian cubreobjetos de vidrio redondos (0,15 mm de grosor, 25 mm de diametro,
recubiertos con Matrigel reducido con factor del crecimiento al 2% en DMEM durante 1 h a 37°C). Para la mayoria de
registros, se us6 Tyrode como disolucién extracelular, y la disolucion intracelular consistié en (en mM) K-gluconato
125, NaCl 8, CaCl2 0,1, MgCl, 0,6, EGTA 1, HEPES 10, MgATP 4, NaGTP 0,4, pH 7,3 (ajustado con KOH), con 295-
300 mOsm (ajustado con sacarosa). En la tabla 1 se enumeran las disoluciones extracelulares e intracelulares
usadas para someter a prueba la permeabilidad de iones.

Tabla 1. Composiciones de disoluciones usadas en experimentos de permeabilidad de iones

Disolucién ([r::ll?/l]) (rEqKI\]/I) ([rgl?/l]) (r[nHl\]/I) pH Otros
Intracelular 0 140 0 5,10E-05 (7,4 EGTA 5 mM, MgCl, 2 mM, HEPES 10 mM
NaCl 145 mM | 145 5 1 |5,10E-05|7,4 HEPES 10 mM, glucosa 5 mM, MgCl, 2 mM
KCl 145 mM 0 145 1 |5,10E-05|7,4 HEPES 10 mM, glucosa 5 mM, MgCl, 2 mM
CaCl, 90 mM 0 5 91 |5,10E-05|7,4 HEPES 10 mM, glucosa 5 mM, MgCl, 2 mM
NaCl 5 mM 5 5 1 |5,10E-04 |6,4| NMDG 135 mM, HEPES 10 mM, glucosa 5 mM, MgCl, 2 mM

Se midieron los potenciales de unién liquida usando procedimientos convencionales para que fueran de 5,8 mV para
las disoluciones extracelulares de CaCl, 90 mM y 4,9 mV para las de NaCl 5 mM, que se corrigieron durante el
registro, las otras tuvieron un potencial de unién <1 mV.

En todos los registros de pinzamiento zonal, se aplicé un punto de corte estricto de resistencia de acceso de menos
de 25 MQ y una corriente de retencién de menos de + 50 pA con el fin de garantizar una medicién precisa. La
resistencia de membrana tipica era de entre 500 MQ - 2 GQ y la resistencia de pipeta era de entre 4 - 10 MQ.

Se IIevéZa cabo fotoestimulacion de células con pinzamiento zonal mediante un LED de 470 nm (Thorlabs) a 10
mW/mm® a menos que se indique lo contrario. Para la mayoria de experimentos, se administrd iluminacién de 1 s
para medir fotocorrientes transitorias y en estado estacionario.

(h) Construccion de plasmido y mutagénesis dirigida al sitio.

Se obtuvieron opsinas con codones optimizados de mamifero y se sintetizaron mediante Genscript (Genscript Corp.,
NJ). Se fusionaron opsinas en marco, sin codones de terminacion, por delante de GFP (usando BamHI y Angel) en
un vector de lentivirus que contenia el promotor CaMKII, permitiendo la transfeccién de neuronas directa, la
transfeccion de células HEK (la expresion en células HEK se permite por un promotor ubicuo aguas arriba del casete
de lentivirus), y la produccion y transfeccién de lentivirus. Las secuencias de aminoacidos de algunas opsinas que se
sometieron a prueba fueron tal como sigue: ChR88 (SEQ ID NO: 2); ChR90 (SEQ ID NO: 7); ChR87 (SEQ ID NO:
11); ChRe62 (SEQ ID NO: 14), ChR93 (SEQ ID NO: 16) y ChR2 (SEQ ID NO: 19), ChR88 K176R (SEQ ID NO: 5).

La secuencia senal “ss” del antigeno del CMH de clase | truncado se correspondia con la secuencia de aminoacidos
(M)VPCTLLLLLAAALAPTQTRA (SEQ ID NO: 21), secuencia de ADN
gtccegtgeacgctgetectgetgttggcagecgecctggetcecgactcagacgegggee (SEQ ID NO: 20). La secuencia de exportacion del
RE "ER2” se correspondia con la secuencia de aminoacidos FCYENEV (SEQ ID NO: 23), secuencia de ADN
ttctgctacgagaatgaagtg (SEQ ID NO: 22). La secuencia sefial “KGC” se correspondia con la secuencia de
aminoacidos KSRITSEGEYIPLDQIDINV (SEQ ID NO: 25), secuencia de ADN de secuencia sehal KGC:
aaatccagaattactictgaaggggagtatatccctctggatcaaatagacatcaatgtt. (SEQ ID NO: 24).

Se generaron mutantes puntuales para las pruebas de células HEK usando el kit QuikChange [Stratagene, (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA)] en el gen de fusion de opsina-GFP insertado entre los sitios BamHI y Agel en una
version modificada de la estructura principal de pEGFP-N3 [Invitrogen, (Life Technologies Corporation, Carlsbad,
CA)]. Se verificaron todos los constructos mediante secuenciacion.

(/) Preparacion de lentivirus
Se transfectaron células HEK293FT [Invitrogen (Life Technologies Corporation, Carlsbad, CA)] con el plasmido de

lentivirus, el plasmido viral auxiliar pA8.74, y el plasmido de pseudotipado pMD2.G. Entonces se recogi6 el
sobrenadante de células HEK transfectadas que contenian virus 48 horas después de la transfeccion, se purificé y
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entonces se sediment6 mediante ultracentrifugacion. Se volvié a suspender el sedimento de lentivirus en solucién
salina tamponada con fosfato (PBS) y se almacené a -80°C hasta el uso adicional in vitro o in vivo. El titulo final
estimado es de aproximadamente 10° unidades infecciosas/ml.

Ejemplo 2

Se expresaron los canales idnicos activados por luz VChR1, ChR1, ChR2, ChR87, ChR90 y ChR88 en neuronas del
hipocampo cultivadas usando los métodos de cultivo, transfeccion, infeccién y obtencion de imagenes de neuronas
descritos en el ejemplo 1. Se llevaron a cabo estimulacion Optica y registro de pinzamiento zonal de células
completas in vitro en las neuronas usando los métodos descritos en el ejemplo 1. La figura 1 muestra fotocorrientes
de canalrodopsina medidas en las neuronas del higocampo cultivadas. La figura 1A muestra resultados usando
fotocorriente pico de luz roja (660 nm) a 10 mW mm™ durante iluminaciéon de 1 s. ChR88 es la Unica canalrodopsina
sensible a la luz roja con una fotocorriente significativa a 660 nm. La figura 1B muestra resultados usando
fotocorriente pico de luz azul (4,23 mW mm’2) o verde (3,66 mW mm'z) a igual flujo de fotones para iluminacién de 5
ms. ChR87, ChR88 y ChR90 tienen todas una fotocorriente mayor que o comparable a ChR2. Las barras negras
indican luz azul, las barras de rayas horizontales indican luz verde.

Ejemplo 3

Se transfectaron células HEK 293FT para expresar los canales idnicos activados por luz ChR2, ChR90, VChR1,
ChR88 y ChR87 usando los métodos del ejemplo 1. Se llevaron a cabo estimulacion 6ptica y registro de pinzamiento
zonal de células completas in vitro en las células transfectadas y cultivadas usando los métodos descritos en el
ejemplo 1. La figura 2 muestra el espectro de accion a igual dosis de fotones en todas las longitudes de onda
registradas en células HEK293FT. ChR2 (pico a 470 nm) y VChR1 (pico a 545 nm) representan el intervalo de
sensibilidad de color de canalrodopsina existente. ChR87 (pico a 515 nm) y ChR90 (pico a 500 nm) son
canalrodopsinas sensibles a la luz azul y verde. Mientras que ChR88 (pico a 590 nm) es la primera canalrodopsina
natural sensible a la luz roja.

Ejemplo 4

Se expresaron los canales i6nicos activados por luz ChR90 y ChR88 en neuronas del hipocampo cultivadas usando
los métodos de cultivo, transfeccion, infeccién y obtencion de imagenes de neuronas descritos en el ejemplo 1. Se
llevaron a cabo estimulacién éptica y registro de pinzamiento zonal de células completas in vitro en las neuronas
usando los métodos descritos en el ejemplo 1. La figura 3 muestra disparos neuronales accionados opticamente en
las neuronas del hipocampo cultivadas. La figura 3A muestra trenes de disparos neuronales accionados por luz roja
a baja frecuencia para Ch88. Generalmente, ChR88 podia accionar de manera fiable disparos neuronales de hasta 5
Hz. Sin embargo, a una frecuencia mayor tal como 20 Hz, ChR88 desensibiliza y/o provoca bloqueo de
despolarizacion. La figura 3B muestra trenes de disparos neuronales accionados por luz verde a alta frecuencia para
Ch90. Debido a la rapida cinética de recuperacion de fotocorriente pico y tau off de ChR90, pudo accionar
temporalmente disparos neuronales precisos a la frecuencia mas a alta que una neurona puede mediar.

Ejemplo 5

Se expresaron los canales io6nicos activados por luz ChR88, Chr2, ChR87 y ChR90 en neuronas del hipocampo
cultivadas usando los métodos de cultivo, transfeccién, infeccién y obtencién de imagenes de neuronas descritos en
el ejemplo 1. Se llevaron a cabo estimulacién optica y registro de pinzamiento zonal de células completas in vitro en
las neuronas usando los métodos descritos en el ejemplo 1. La figura 4 ilustra los resultados y muestra la cinética de
canalrodopsina medida en el voltaje de cultivo de neuronas del hipocampo fijado a -65mV. La figura 4A muestra
cinética de desactivacién del canal exponencial Unico basada en un pulso de 5 ms. ChR90 tuvo la cinética de
desactivacion mas rapida (3,5 ms) observada en todas las canalrodopsinas naturales. La figura 4B muestra la razén
de recuperacion de fotocorriente pico basada en la iluminacion de 1 s. ChR87 y ChR90 tuvieron ambos una rapida
recuperacion de fotocorriente pico a aproximadamente el 70%. Sin embargo, ChR88 tuvo una cinética de
recuperacion lenta similar a ChR2.

Ejemplo 6

Se expresaron los canales idnicos activados por luz Chrimson (ChR88) en neuronas del hipocampo cultivadas
usando los métodos de cultivo, transfeccion, infeccion y obtencion de imagenes de neuronas descritos en el ejemplo
1. Se llevaron a cabo estimulacion éptica y registro de pinzamiento zonal de células completas in vitro en las
neuronas usando los métodos descritos en el ejemplo 1. La figura 5 muestra la caracterizacion de la diafonia de luz
azul de Chrimson en neuronas cultivadas. La figura 5A muestra el espectro de accién de Chrimson y la longitud de
onda de luz azul (470 nm) usada para iluminacién. Se eligié la longitud de onda para minimizar la diafonia. La figura
5B muestra trazados representativos de una sola neurona en diversas condiciones de iluminacion. Cuando se
duplicé la potencia de luz azul desde 0,1 hasta 0,2 mW mm? mientras que el protocolo de estimulacion se fijo como
5 ms 5 Hz, la desviacién de voltaje también se duplicé. Sin embargo, cuando la potencia de luz azul se fij6 a 0,1 mW
mm™ pero la duracién del pulso cambié desde 5 ms hasta 1000 ms, la diafonia cambié desde <5 mV hasta disparo
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neuronal completo, de manera correspondiente. Esto significa que la diafonia de luz azul era una funcién tanto de la
potencia de luz como de la duracién del pulso de luz (recuento total de fotones).

Ejemplo 7

Se expresaron los canales iénicos activados por luz Chronos (ChR90) y ChR2 en neuronas del hipocampo
cultivadas usando los métodos de cultivo, transfeccién, infeccion y obtencién de imagenes de neuronas descritos en
el ejemplo 1. Se llevaron a cabo estimulacién optica y registro de pinzamiento zonal de células completas in vitro en
las neuronas usando los métodos descritos en el ejemplo 1. La figura 6 ilustra la sensibilidad a la luz azul de
Chronos y ChR2 en neuronas del hipocampo cultivadas. La figura 6A es una curva de irradiancia de disparo
neuronal para neuronas individuales. La figura 6B muestra la potencia de luz mas baja necesaria para una
probabilidad de disparo neuronal del 100% de una célula individual frente a fluorescencia de GFP. Chronos
(circulos) era aproximadamente 5 veces mas sensible a la luz que ChR2 (triangulos) a un nivel de expresién dado
(GFP). La figura 6C muestra trazados de ejemplo de la formacién de disparos neuronales por Chronos a diversas
potencias de luz. La figura 6D ilustra que los controles no mostraron diferencias eléctricas significativas entre
neuronas que expresan ChR2 y Chronos.

Ejemplo 8

Se usaron métodos de electroporacién en Utero y preparacién de cortes tal como se describe en el ejemplo 1 para
examinar la activacién de Chronos (ChR90) y Chrimson (ChR88). La figura 7 ilustra la estrategia usada para la
caracterizacion de cortes de Chronos y Chrimson. La figura 7A muestra la longitud de onda de iluminacién usada
para los experimentos de corte. La figura 7B proporciona imagenes micrograficas que muestran la histologia para el
constructo de fusion de Chronos y Chrimson-GFP expresado individualmente en la corteza visual de capa 2/3 en
ratones.

Ejemplo 9

Se usaron métodos de electroporacion en Utero, preparacion de cortes y electrofisiologia de cortes tal como se
describe en el ejemplo 1 para caracterizar la sensibilidad a la luz azul y roja de Chrimson (ChR88) y Chronos
(ChR90) en preparaciones de corte. La figura 8 ilustra resultados obtenidos usando métodos de pinzamiento zonal
de células completas. La figura 8A muestra que la luz roja provocé disparos neuronales del 100% en neuronas que
expresan Chrimson PEro no en neuronas que expresan Chronos entre mW mm™. La figura 8B muestra que la luz
azul a 0,2-0,5 mW mm™ pudo provocar disparos neuronales del 100% en células que expresan Chronos pero no en
células que expresan Chrimson. Sin embargo, puede producirse dlafonla de disparos neuronales completa en
células que expresan Chrimson a potencias mayores de 0,6 mW mm™. La figura 8C muestra el voltaje de diafonia de
luz azul de neuronas que expresan Chrimson.

Ejemplo 10

Se usaron métodos de electroporacion en utero, preparacion de cortes y electrofisiologia de cortes tal como se
describe en el ejemplo para caracterizar Chrimson (ChR88) y Chronos (ChR90). La figura 9 ilustra resultados con
trazados de eJempIo de neuronas que expresan opsina con fijacion de corriente en corte de capa 2/3 expresando luz
azul 0,1 mW mm?, luz roja 1 mW mm2. No se observé diafonia bajo luz roja para Chronos mientras que se observé
diafonia subumbral minima (<5 mV) baJo luz azul para Chrimson.

La figura 10 ilustra resultados con trazados de ejemplo de neuronas que no expresan opsina con fijacion de voltaje
en la capa 2/3 o 5, de manera postsinaptica con respecto a células que expresan opsina. Se observd diafonia
postsinaptica cero tanto para Chronos como para Chrlmson bajo iluminacién de luz r Aa y azul respectlvamente
Chronos: luz azul 0,13 mW mm™, luz roja 1,7 mW mm™. Chrimson: luz azul 0,37 mW mm, luz roja 1,7 mW mm?

La figura 11 ilustra resultados de estudios de iluminacién por pulsos emparejados en corte que expresan
diferencialmente Chrimson y Chronos en neuronas separadas. La figura 11A muestra un esquema de
electroporacion en Utero de triple plasmido usado para obtener la expresién no solapante de Chrimson y Chronos.
La figura 11B muestra la expresién de opsina en la corteza visual, no se observé solapamiento de GFP y mQO2, la
razon de marcaje de Chronos con respecto a Chrimson puede ajustarse valorando el plasmido Cre. La figura 11C
muestra neuronas que no expresan opsina con fijacion de voltaje en la estimulacion por pulsos emparejados de la
capg 2/3 para demostrar que se accionaron selectivamente diferentes sinapsis por luz azul y roja. Azul 0,2 mW
mm; roja: 5 mW mm?

Ejemplo 11
Se expresaron los canales idnicos activados por luz Chrimson (ChR88) en neuronas del hipocampo cultivadas
usando los métodos de cultivo, transfeccion, infeccion y obtencion de imagenes de neuronas descritos en el ejemplo

1. Se llevaron a cabo estimulacion éptica y registro de pinzamiento zonal de células completas in vitro en las
neuronas usando los métodos descritos en el ejemplo 1. La figura 12 ilustré resultados que mostraron que Chrimson
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podia accionar disparos neuronales en el rojo lejano (660 nm) usando pulsos de 5 ms a 2,6 mW mm™ en neuronas
del hipocampo cultivadas.

Ejemplo 12

Se expresaron canales iénicos activados por luz con Chrimson sustituido (ChR88), denominados “ChR-88 K176R”,
que tenian una secuencia de aminoacidos expuesta como SEQ ID NO: 5, en neuronas del hipocampo cultivadas
usando los métodos de cultivo, transfeccion, infeccion y obtencion de imagenes de neuronas descritos en el ejemplo
1. Se llevaron a cabo estimulacion éptica y registro de pinzamiento zonal de células completas in vitro en las
neuronas usando los métodos descritos en el ejemplo 1. La figura 13 muestra resultados que indican que el mutante
ChR88 K176R tenia cinética mejorada (tau off de 13 ms) y podia mediar disparos neuronales de alta frecuencia en
neuronas del hipocampo cultivadas. Se muestran ejemplos de trazados con fijacién de corriente de una neurona
individual que expresa ChR88 K176R. La figura 13A muestra que ChR88 K176R podia accionar de manera fiable
disparos neuronales de desde 1 hasta 10 mW mm™ a una estimulacién de 625 nm, 5 Hz. La figura 13B muestra
trenes de disparos neuronales accionados por luz roja (625 nm) a diversas frecuencias para ChR88 K176R. Se usa
una potencia de luz de 1 mW mm™ para todas las frecuencias. La figura 13C muestra control de inyeccion de
corriente que demostrd que en la neurona podian producirse disparos neuronales a las frecuencias indicadas.

Ejemplo 13

Se usaron los métodos de registro de la conductancia de iones expuestos en el ejemplo 1, para examinar la cinética
de cierre de canal para ChR88, ChR90, ChR87 y ChR2 expresados en células HEK293. Se examind y se comparé
la cinética de cierre. Se us6 un pulso de luz de 2 ms para activar canalrodopsina y todas las mediciones tuvieron
fijacion de voltaje a -65 mV. Chronos tuvo la cinética de cierre de canal mas rapida y es independiente del voltaje.

Ejemplo 14
Los genes descritos en (a), (b) y (c) se expresaron en células usando los métodos proporcionados a continuacion.
Genes

a) El gen de Chloromonas subdivisa denominado en el presente documento ChR87 y que tiene la secuencia de
aminodcidos expuesta en el presente documento como SEQ ID NO: 5 y una secuencia de ADN con codones
optimizados de mamifero expuesta en el presente documento como SEQ ID NO: 6;

b) el gen para Chlamydomonas noctigama denominado en el presente documento ChR88 o Chrimson, y que tiene la
secuencia de aminoacidos expuesta en el presente documento como SEQ ID NO: 1 y una secuencia de ADN con
codones optimizados de mamifero expuesta en el presente documento como SEQ ID NO: 2; y

c) el gen para Stigeoclonium helveticum, denominado en el presente documento ChR90 o Chronos y que tiene la
secuencia de amino&cidos expuesta en el presente documento como SEQ ID NO: 3 y que tiene una secuencia de
ADN con codones optimizados de mamifero expuesta en el presente documento como SEQ ID NO: 4 se expresan
en células tal como sigue.

Meétodos

(1) Se clond el gen de opsina en un plasmido de empaquetamiento de lentivirus o virus adenoasociado (AAV), u otro
plasmido de expresién deseado, y luego se clond GFP después del gen preferido, eliminando el codéon de
terminacion del gen de opsina, creando por tanto una proteina de fusion.

(2) El plasmido viral o de expresion contenia o bien un promotor general fuerte, un promotor especifico de la célula,
o bien un promotor general fuerte seguido por un elemento légico mas (tal como una secuencia lox-stop-lox, que se
eliminara mediante recombinasa Cre expresada selectivamente en células en un animal transgénico, o en un
segundo virus, permitiendo por tanto que el promotor general fuerte accione entonces el gen.

(3) Si se usa un plasmido viral, se sintetiza el vector viral usando el plasmido viral.

(4) Si se usa un virus, tal como es apropiado para la terapia génica (hasta la fecha, mas de 600 personas se han
tratado con AAV que portan diversas cargas genéticas utiles, en 48 ensayos clinicos independientes, sin un solo
acontecimiento adverso), se inyecta el virus usando una pequefia aguja o canula en el area de interés,
administrando asi el gen que codifica para la proteina de fusiéon de opsina en las células de interés. Si se usa otro
vector de expresion, se somete a electroporacién directamente o se inyecta ese vector en la célula u organismo
(para expresar plenamente la opsina, o se obtiene una linea celular, o un ratén transgénico u otro animal).

(5) lluminacién con luz. Para Chronos, las longitudes de onda de iluminacién pico son 500 nm +/- 15 nm. Para
Chrimson, las longitudes de onda de iluminacion pico son 590 nm +/- 15 nm.
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(6) Para iluminar dos poblaciones de células diferentes (por ejemplo, en un Unico tejido) con dos colores de luz
diferentes, en primer lugar se selecciona como diana una poblaciéon con Chrimson, y la otra poblacién con Chronos,
usando dos virus diferentes (por ejemplo, con diferentes promotores o proteinas de recubrimiento) o dos plasmidos
diferentes (por ejemplo, con dos promotores diferentes). Luego, después de que se exprese la molécula, se ilumina
el tejido con luz de 470 + 10 nm o 406 + 10 nm para despolarizar preferiblemente las células que expresan Chronos,
y se ilumina el tejido con luz de 406 = 10 nm o 660 £ 10 nm, para despolarizar preferiblemente las células que
expresan Chrimson.

(7) Las longitudes de onda anteriores ilustran modos de operacion tipicos, pero no se pretende limitar los protocolos
que pueden usarse. Pueden usarse longitudes de onda o bien mas estrechas o bien mas amplias, o espectros de
iluminacién con centro diferente. Para usos protésicos, pueden implantarse los dispositivos usados para administrar
luz. Para seleccién de farmacos, puede usarse una lampara de xendn o LED para administrar la luz.

Los aspectos de la invencién incluyen composiciones de materia que se han puesto en practica, tal como se
describe a continuacion:

Se han preparado plasmidos que codifican para los genes anteriores, y se han usado para administrar genes en
células, donde los genes se han expresado. Como vector a modo de ejemplo, se han preparado lentivirus que portan
cargas Uutiles que codifican para los genes anteriores y se han usado para administrar genes en células dando como
resultado la expresion de los canales i6nicos activados por luz en las células. Ademas, se han preparado virus
adenoasociados que portan cargas utiles que codifican para los genes anteriores y se han usado para administrar
genes en células, dando como resultado la expresion de los canales idnicos activados por luz en las células. Se han
preparado células que expresan los genes de canales idnicos activados por luz expuestos en el ejemplo 2. Se han
preparado animales que incluyen células que expresan los genes de canales iénicos activados por luz dados a
conocer en el presente documento.

Ejemplo 15

Se realizan ensayos de dos colores. Chronos (para activacion de luz azul) y Chrimson (para activacion de luz roja)
se expresan en conjuntos de células separados que representas poblaciones neuronales no solapantes. Tras la
expresion, la poblacion de células se expone a la luz y se optimizan la longitud de onda y el momento y “la dosis” de
luz siguiendo los siguientes parametros.

La poblacion se pone en contacto con luz azul que tiene una longitud de onda de entre 450 nm y 500 nm, y con un
ancho de pulso de entre 1 y 5 ms para la activacién. Un ancho de pulso de 5 ms proporciona diafonia subumbral
minima en la luz azul, que se define como <15 mV, <10 mV, y de manera 6ptima como <5 mV.

(1) La potencia de luz azul maxima que puede usarse se determina mediante pinzamiento zonal de células que
expresan Chrimson, iluminado con luz azul y midiendo la desviacion de voltaje. Usando de manera o6ptima la
potenciazde luz azul de manera que la desviacién de voltaje maxima es <10 mV, habitualmente de 0,4 a 0,6
mW/mm®~.

(2) La potencia de luz azul 6ptima que puede usarse para accionar Chronos se determina usando las mismas
condiciones que antes en (1), excepto porque se usa una potencia de luz menor, tal como de 50 mW/mm?® a 0,4
mW/mm?, y de manera 6ptima 0,2 mW/mm®. La potencia depende el sistema de expresion y del tipo de célula
usados en el estudio.

Se pone en contacto la poblacidn con luz roja que tiene una longitud de onda de entre 620 nm y 640 nm, y con un
ancho de pulso de entre 1 y 5 ms para la activacién, que puede optimizarse a 5 ms. Se determina la potencia de luz
optima para accionar Chrimson en el rojo aumentando las potencias de luz desde 0,5 mW/mm? hasta 10 mW/mm?.
El método se optimiza de manera que se usa una potencia de luz roja minima para lograr disparos neuronales del
100% para Chrimson.
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Val

Gly

Ala

105

Cys

Thr

32

Arg

10

His

Phe

Gly

Gly

Glu

90

Ile

Gly

Leu

Ser

His

Ser

Tyr

Val

75

Lys

Ala

Trp

Glu

Leu

Glu

Thr

Gly

Glu

Ile

Leu

Glu

Ile
140

Phe

Asp

Glu

45

Tyr

Lys

Gly

Leu

Glu

125

Phe

Ala

Met

30

Trp

Cys

Lys

Ala

Thr

110

Val

Lys

Ala

15

Gly

Trp

Phe

Gln

Gln

95

Phe

Tyr

Glu

Gly

Cys

Cys

Val

Ala

80

Val

Tyr

Val

Phe



Ser

145

Leu

Leu

Gly

Gly

Ile

225

Ala

Met

Ala

Ile

Leu

305

Gly

Glu

Pro

Arg

Gly
385

Ser

Arg

Ser

Leu

Leu

210

Tyr

Asn

Ala

val

Gly

290

Ala

Asp

Val

Thr

Met

370

Pro

Pro

Tyr

Asn

Ile

195

Ala

Gly

His

Tyr

Gly

275

His

His

Ile

Glu

Ser

355

Arg

Met

Ala

Phe

Leu

180

vVal

Thr

Gly

Ser

Ala

260

Pro

Ser

His

Arg

Glu

340

Asn

Ala

Ile

Thr

Glu

165

Ser

Ser

Asp

Tyr

Val

245

Tyr

Glu

Ile

Leu

Lys

325

Phe

Leu

Arg

Glu

ES 2660 114 T3

Val

150

Trp

Gly

Cys

Trp

Met

230

Pro

Phe

Gly

Cys

Arg

310

Thr

Val

Ala

Gly

Ser
390

Tyr

Leu

Leu

Val

Leu

215

Tyr

Lys

Ala

Leu

Asp

295

Ile

Thr

Glu

Asn

Ile

375

Gly

Leu

Leu

Lys

Gly

200

Lys

Phe

Gly

Ser

Leu

280

Ile

Lys

Lys

Glu

Arg

360

Asp

Arg

Ser

Ser

Asn

185

Met

Trp

Gln

His

Trp

265

Lys

Ile

Ile

Met

Glu

345

Asn

Val

val

33

Thr

Cys

170

Asp

Ile

Leu

Ala

Cys

250

Gly

Leu

Ala

His

Glu

330

Asp

Ser

Arg

Ile

Gly

155

Pro

Tyr

Val

Leu

Ala

235

Arg

Ser

Ser

Lys

Glu

315

Ile

Glu

Phe

Ala

Leu
395

Asn

Val

Ser

Phe

Tyr

220

Lys

Met

Tyr

Pro

Glu

300

His

Gly

Asp

Val

Ser

380

Ala

His

Ile

Lys

Gly

205

Ile

Cys

vVal

Pro

Tyr

285

Phe

Ile

Gly

Thr

Ile

365

Leu

Asp

Ala

Leu

Arg

190

Met

vVal

Tyr

val

Ile

270

Ala

Trp

Leu

Glu

Val

350

Met

Asp

Thr

Tyr

Tle

175

Thr

Ala

Ser

Val

Lys

255

Leu

Asn

Thr

Ile

Glu

335

Thr

Ala

Arg

Asp

Cys

160

Lys

Met

Ala

Cys

Glu

240

Leu

Trp

Ser

Phe

His

320

Val

His

Glu

Asn

Ile
400



Phe

Tle

Gln

Gln

Met

465

Leu

Asn

Arg

Met

Gln

545

Met

Gln

Gly

Pro

Gly

625

Asp

Val

Glu

Gln

Phe

450

Met

Ile

Leu

Gln

Ser

530

Gln

Gln

Pro

Ser

Leu

610

Asn

Thr

Leu

Ala

435

Leu

Gly

Glu

Tyr

Ala

515

Gly

Met

Gly

Gly

Ala

595

Gly

Gln

Glu

Tle

420

Ser

Lys

Gln

Ser

Gln

500

Ala

Met

Met

Gly

Arg

580

Met

Ser

Ala

Met

405

Pro

Val

Asp

Arg

Cys

485

Leu

Met

Gly

Met

Ala

565

Gln

Val

Ala

Ala

ES 2660 114 T3

Phe

Ala

Leu

Asn

val

470

Asp

Arg

Met

Met

Gln

550

Ala

Ala

Gly

val

Ala
630

Gly Thr Asp Val Glu

645

Lys

Leu

Gly

Ser

455

vVal

Val

Gln

Gly

Gly

535

Gln

Ser

Ser

Ser

Gly

615

Gly

Ala

Gly

Gly

440

Pro

Ala

Asp

Val

Gly

520

Met

Asp

Met

Leu

Asn

600

Ala

Gly

Gln

Ala

425

Cys

Ser

Phe

Ala

Val

505

Met

His

Gly

Arg

Gly

585

Pro

Glu

Ile

Phe

410

Asp

Asp

Gly

Gly

Trp

490

Ala

Gly

Ala

Ser

Gly

570

Gly

Leu

Ala

Pro

Ala

Asn

Phe

Leu

Pro

475

Ile

Gln

Gly

Gly

Ala

555

Ser

Pro

Phe

Met

Ala
635

Gln

Ala

Val

Val

460

Ala

Glu

Met

Gly

Ser

540

Met

Gly

Gln

Gly

Gly

620

Ala

Leu

Leu

Met

445

Ala

Asn

Ala

Gln

Met

525

Met

Met

Leu

Ser

Thr

605

His

Ser

Pro

Gln

430

Val

Arg

Leu

Pro

Leu

510

Lys

Trp

Met

Ile

Val

590

Ala

Asn

Ala

Ala

415

Leu

His

Leu

Arg

Pro

495

Met

Gly

Lys

Pro

Ser

575

Met

Pro

Leu

Ala

Met Met Gln Gln Leu Met Ser Glu Ile

650

655

Arg Leu Lys Gly Glu Leu Gly Glu Gln Asp Met Pro Arg
660

34

665

Ala

Val

Pro

Arg

Glu

480

Ile

Arg

Gly

Gln

Ala

560

Ala

Met

Ser

Tyr

Ala

640

Asp



<210>2
<211> 350

<212> PRT

<213> Chlamydomonas noctigama

<400> 2

Met

Gly

Gly

Asp

Glu

65

Trp

Cys

Gly

Cys

Ser

145

Leu

Leu

Gly

Ala

Ile

Gly

Pro

50

Ala

Leu

Gln

Phe

Cys

130

Ser

Arg

Ser

Leu

Glu

Asn

Met

35

Ser

Thr

His

Trp

Ser

115

Val

Pro

Tyr

Asn

Ile
195

Leu

Pro

20

Thr

Tyr

Gly

Ser

Ile

100

Ala

Glu

Ala

Phe

Leu

180

Val

Ile

Trp

Pro

Gly

Gly

Arg

85

Ala

Trp

Val

Thr

Glu

165

Ser

Ser

ES 2660 114 T3

Ser

Pro

Thr

Leu

Tyr

70

Gly

Phe

Lys

Leu

Val

150

Trp

Gly

Cys

Ser

Asn

Gly

Ser

55

Leu

Thr

Ser

Ala

Phe

135

Tyr

Leu

Leu

Val

Ala

Pro

Glu

40

Asp

Val

Pro

Ile

Thr

120

Val

Leu

Leu

Lys

Gly
200

Thr

Tyr

25

Cys

Ala

Val

Gly

Ala

105

Cys

Thr

Ser

Ser

Asn

185

Met

35

Arg

10

His

Phe

Gly

Gly

Glu

90

Ile

Gly

Leu

Thr

Cys

170

Asp

Ile

Ser

His

Ser

Tyr

vVal

75

Lys

Ala

Trp

Glu

Gly

155

Pro

Tyr

Val

Leu

Glu

Thr

Gly

Glu

Ile

Leu

Glu

Ile

140

Asn

Val

Ser

Phe

Phe

Asp

Glu

45

Tyr

Lys

Gly

Leu

Glu

125

Phe

His

Ile

Lys

Gly
205

Ala

Met

30

Trp

Cys

Lys

Ala

Thr

110

Val

Lys

Ala

Leu

Arg

190

Met

Ala

15

Gly

Trp

Phe

Gln

Gln

95

Phe

Tyr

Glu

Tyr

Ile

175

Thr

Ala

Gly

Cys

Cys

Val

Ala

80

Val

Tyr

Val

Phe

Cys

160

Lys

Met

Ala



ES 2660 114 T3

Ala Thr Leu Leu Leu Ile Val Ser

215

Leu
210

Gly Asp Trp Lys Trp Tyr

220

Cys

Ile
225

Met
230

Phe Gln Ala Ala

235

Val Glu

240

Tyr Gly Gly Tyr Tyr Lys Cys Tyr

Ala Val

245

Asn His Ser Pro Lys Gly His Cys Met Val Vval Leu

250

Arg Lys

255

Met Ala Ala

260

Phe Ala Ile

270

Tyr Tyr Ser Trp Ser Pro Leu

265

Gly Tyr Trp

Ala Val Gly

275

Glu Leu Leu Ser Pro Ala Asn Ser

280

Pro Gly Leu Lys Tyr

285

Ile Ile Ile Ile Ala Glu

300

Gly His Ser Phe Thr Phe

290

Cys Asp

295

Lys Trp

Ala Ile Ile Glu

315

Ile Ile His

320

Leu His His Leu His His Leu

305

Arg
310

Lys

Ile Thr Thr Met Glu

330

Ile Glu Glu

335

Gly Asp Arg Lys Val

325

Lys Gly Gly

Glu Val Glu Glu Thr

340

Phe Val Glu Glu Glu

345

Glu Val

350

Asp Asp

<210> 3

<211> 1050

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético, ADN con codones optimizados de mamifero

<400> 3

atggctgagce
tggcctaace
tgcttcagca
tattgctteg
tggctgcaca
gctttcagca
tgeggttgag

ttcaaggagt

tgatcagcag
cctaccacca
ccgagtggtyg
tggaggccac
gcagaggcac
tcgececatege
aggaggtcta

tcagcagccce

cgccaccaga
cgaggacatg
gtgtgaccct
aggcggctac
accaggagaa
cctgectgaca
cgtctgttge

cgccacagtg

tctetgtttg
ggctgtggag
tcttacggac
ctggtegtgg
aagatcggcg
ttctacggcet
gtecgaggtge

tacctgtcta

36

ccgccggagg
gaatgacacc
tgagcgacgce
gagtggagaa
cccaggtcectg
tcagcgecetg
tgttcgtgac

ccggcaacca

catcaaccct
tacaggcgag
cggatacgga
gaagcaggct
ccagtggatt
gaaggccact
cctggagatce

cgecctattge

60

120

180

240

300

360

420

480
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ctgcgectact
agcggcecctga
atgatcgtgt
atcgtgtctt
gccaaccaca
tacttcgecet
aagctgagcc
ttttggacct
ggcgacatcc

ttegtggagg

tcgagtggcet
agaacgacta
tcggecatgge
gcatctacgg
gcgtgectaa
cttggggcag
cttacgccaa
tcectggecca
ggaagaccac

aggaggacga

<210> 4

<211> 235

<212> PRT

<213> Chlamydomonas noctigama

<400> 4

Gly Thr Pro Gly

1

Phe

Lys

Leu

Ser

Ala

Phe

Ile Ala

20

Thr
35

Cys

Val Thr

50

Val

65

Trp

Gly

Cys

Trp

Tyr

Leu

Leu

Val

Leu

Leu Ser

Ser

Leu

Asn
100

Lys

Gly Met

115

Lys Trp

130

ES 2

gctgtcttge
cagcaagcgg
cgcaggactg
cggctacatg
aggccattge
ctacccaatc
cagcatcggce
ccacctgagg
caagatggag

ggacacagtg

Glu Lys Ile

Ile Ala Leu

Gly Trp Glu

Glu Ile

55

Leu

Thr Gly Asn

70

Cys Pro Val

85

Asp Tyr Ser

Ile Val Phe

Leu Leu Tyr

135

660 114 T3

ccegtgatcee
accatgggce
gctaccgatt
tacttccagg
cgcatggtceg
ctctgggecag
cacagcatct

atcaagatcc

atcggaggcg

Gly Ala

10

Thr
25

Leu

Glu
40

Val

Phe Lys

His Ala

Ile Leu

90

Lys Arg

105

Gly Met

120

Ile Val

37

Gln

Phe

Tyr

Glu

Tyr

Ile

Thr

Ala

Ser

tgatcaagct
tgatcgtgtc
ggctcaagtg
ccgccaagtg
tgaagctgat
tgggaccaga
gcgacatcat

acgagcacat

aggaggtgga

Val Cys

Tyr

Gly

Val Cys

Gln

Phe

Cys

gagcaacctg
ttgcgtggga
gctgectgtat
ctacgtggaa
ggcctacgct
aggactgctg
cgccaaggag
cctgatccac

agtggaagag

Ile
15

Trp

Ser Ala

30

Val Glu

45

Phe Ser

60

Cys Leu

75

Lys Leu

Met

Gly

Ala Gly

Ser

Arg

Ser

Leu

Leu

Pro Ala

Phe

Tyr

Leu
95

Asn

Ile
110

vVal

Ala Thr

125

Ile
140

Cys

Tyr

Gly Gly

Ala

Trp

Val

Thr

Glu

80

Ser

Ser

Asp

Tyr

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1050
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Met Tyr
145

Pro Lys

Phe Ala

Gly Leu

Cys Asp
210

Arg Ile
225

<210>5
<211> 350
<212> PRT

Phe

Gly

Ser

Leu

195

Ile

Lys

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido sintético

<400>5

Met Ala

Gly Ile

Gly Gly

Asp Pro

50

Glu Ala
65

Trp Leu

Cys Gln

Glu

Asn

Met

35

Ser

Thr

His

Trp

Gln

His

Trp

180

Lys

Ile

Ile

Leu

Pro

20

Thr

Tyr

Gly

Ser

Ile
100

Ala

Cys

165

Gly

Leu

Ala

His

Ile

Trp

Pro

Gly

Gly

Arg

85

Ala

ES 2660 114 T3

Ala

150

Arg

Ser

Ser

Lys

Glu
230

Ser

Pro

Thr

Leu

Tyr

70

Gly

Phe

Lys

Met

Tyr

Pro

Glu

215

His

Ser

Asn

Gly

Ser

55

Leu

Thr

Ser

Cys

Val

Pro

Tyr

200

Phe

Ile

Ala

Pro

Glu

40

Asp

Val

Pro

Ile

Tyr

Val

Ile

185

Ala

Trp

Leu

Thr

Tyr

25

Cys

Ala

Val

Gly

Ala
105

38

Val

Lys

170

Leu

Asn

Thr

Ile

Arg

10

His

Phe

Gly

Gly

Glu

90

Ile

Glu

155

Leu

Trp

Ser

Phe

His
235

Ser

His

Ser

Tyr

Val

75

Lys

Ala

Ala

Met

Ala

Ile

Leu
220

Leu

Glu

Thr

Gly

Glu

Ile

Leu

Asn

Ala

Val

Gly

205

Ala

Phe

Asp

Glu

45

Tyr

Lys

Gly

Leu

His

Tyr

Gly

190

His

His

Ala

Met

30

Trp

Cys

Lys

Ala

Thr
110

Ser

Ala

175

Pro

Ser

His

Ala

15

Gly

Trp

Phe

Gln

Gln

95

Phe

Val

160

Tyr

Glu

Ile

Leu

Gly

Cys

Cys

Val

Ala

80

Val

Tyr
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Gly

Cys

Ser

145

Leu

Leu

Gly

Gly

Ile

225

Ala

Met

Ala

Ile

Leu

305

Gly

Glu

<210>6
<211> 421
<212> PRT

Phe

Cys

130

Ser

Arg

Ser

Leu

Leu

210

Tyr

Asn

Ala

Val

Gly

290

Ala

Asp

Val

Ser

115

Val

Pro

Tyr

Asn

Ile

195

Ala

Gly

His

Tyr

Gly

275

His

His

Ile

Glu

Ala

Glu

Ala

Phe

Leu

180

Val

Thr

Gly

Ser

Ala

260

Pro

Ser

His

Arg

Glu
340

Trp

Val

Thr

Glu

165

Ser

Ser

Asp

Tyr

Val

245

Tyr

Glu

Ile

Leu

Lys

325

Phe
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Lys

Leu

Val

150

Trp

Gly

Cys

Trp

Met

230

Pro

Phe

Gly

Cys

Arg

310

Thr

Val

Ala

Phe

135

Tyr

Leu

Leu

Val

Leu

215

Tyr

Lys

Ala

Leu

Asp

295

Ile

Thr

Glu

Thr

120

Val

Leu

Leu

Lys

Gly

200

Lys

Phe

Gly

Ser

Leu

280

Ile

Lys

Lys

Glu

Cys

Thr

Ser

Ser

Asn

185

Met

Trp

Gln

His

Trp

265

Lys

Ile

Ile

Met

Glu
345

39

Gly

Leu

Thr

Cys

170

Asp

Ile

Leu

Ala

Cys

250

Gly

Leu

Ala

His

Glu

330

Asp

Trp

Glu

Gly

155

Pro

Tyr

Val

Leu

Ala

235

Arg

Ser

Ser

Lys

Glu

315

Ile

Glu

Glu

Ile

140

Asn

Val

Ser

Phe

Tyr

220

Lys

Met

Tyr

Pro

Glu

300

His

Gly

Asp

Glu

125

Phe

His

Ile

Lys

Gly

205

Ile

Cys

Val

Pro

Tyr

285

Phe

Ile

Gly

Thr

Val

Lys

Ala

Leu

Arg

190

Met

Val

Tyr

Val

Ile

270

Ala

Trp

Leu

Glu

Val
350

Tyr

Glu

Tyr

Ile

175

Thr

Ala

Ser

Val

Lys

255

Leu

Asn

Thr

Ile

Glu
335

Val

Phe

Cys

160

Arg

Met

Ala

Cys

Glu

240

Leu

Trp

Ser

Phe

His

320

Val



<213> Stigeoclonium helveticum

<400> 6

Met

Ser

Thr

Gly

Gln

65

Ile

Gly

Ile

Asn

Cys

145

Glu

Ile

Leu

Ile

Cys
225

Glu

Ala

Pro

Ala

50

His

Val

Trp

Glu

Gly

130

Pro

Tyr

Val

Phe

Ala

210

Arg

Thr

Glu

Ala

35

Asp

Lys

Gln

Glu

Leu

115

Gly

Val

Ser

Trp

Phe

185

Lys

Lys

Ala

Ala

20

Ala

His

Ile

Leu

Glu

100

Phe

Ala

Ile

Lys

Gly

180

Met

Val

Ile

Ala

Thr

Asp

Gly

Ala

Ile

85

Val

His

val

Leu

Arg

165

Ile

Ile

Tyr

Cys
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Thr

Ile

Ala

Cys

Val

70

Phe

Tyr

Glu

Ile

Ile

150

Thr

Thr

Gly

Ile

Lys
230

Met

Arg

His

Phe

55

Gly

Tyr

Val

Val

Trp

135

His

Met

Ala

Leu

Glu

215

Ile

Thr

Gly

Gly

40

Pro

Leu

Gly

Cys

Asp

120

Leu

Leu

Thr

Ala

Phe

200

Ser

Met

His

Leu

25

Glu

His

Gln

Trp

Val

105

Ser

Arg

Ser

Ile

Phe

185

Tyr

Tyr

Ala

40

Ala

10

Leu

Thr

Ile

Trp

His

90

Ile

Pro

Tyr

Asn

Leu

170

Thr

Gly

His

Tyr

Phe

Ser

Ser

Asn

Phe

75

Ser

Glu

Ala

Ser

Leu

155

Val

Lys

Val

Thr

Val
235

Ile

Ala

Asn

His

60

Thr

Phe

Leu

Thr

Met

140

Thr

Thr

Gly

Thr

Leu

220

Phe

Ser

Ala

Ala

45

Gly

Val

Lys

Val

Val

125

Trp

Gly

Asp

Pro

Cys

205

Pro

Phe

Ala

Ala

30

Thr

Thr

Ile

Ala

Lys

110

Tyr

Leu

Leu

Ile

Leu

190

Phe

Lys

Cys

Val

15

Val

Thr

Glu

Val

Thr

95

Cys

Gln

Leu

His

Gly

175

Lys

Phe

Gly

Ser

Pro

Val

Ala

Leu

Ala

80

Thr

Phe

Thr

Thr

Glu

160

Asn

Ile

Gln

Val

Trp
240
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Leu Met

Ile Thr

Ser Lys

His Glu
290

Asn Val
305

Glu Glu

Ser Phe

Arg Ala

Lys Phe
370

Gly Lys
385

Arg Asp

Leu Gly

<210>7
<211> 325
<212> PRT

Phe

Pro

Asn

275

His

Ala

Gly

Gln

Ser

355

Ala

Val

Gln

Met

Pro

Tyr

260

Thr

Ile

Gly

Gly

Lys

340

Leu

Gln

Ile

Phe

Asp
420

<213> Stigeoclonium helveticum

<400>7

Met Glu Thr Ala

1

Ser Ala Glu Ala

20

Val

245

Thr

Trp

Leu

Glu

Val

325

Met

Asp

Lys

Leu

Glu

405

Thr

ES 2660 114 T3

Met

Ser

Gly

Ile

Asn

310

Asn

Gly

Ala

Ser

Ile

390

Gln

Phe

Gly

Phe

His

295

Met

His

Asp

His

Ala

375

Val

Leu

Ile

Ile

Leu

280

Gly

Glu

Gly

Arg

Glu

360

Ala

Pro

Pro

Ala

Gly

265

Gly

Asp

Ile

Thr

Leu

345

Val

Ala

Asp

Thr

Gly

250

His

His

Ile

Glu

Ala

330

Arg

Pro

Asn

Met

Arg
410

His

Leu

His

Arg

Thr

315

Asp

Ala

Pro

Met

Ser

395

Met

Glu

Ile

Leu

Lys

300

Phe

Leu

Gln

Ala

Pro

380

Met

Glu

Gly

Leu

Arg

285

Thr

Val

Ala

Gly

Asp

365

Ala

Val

Leu

Leu

Asp

270

Val

Thr

Asp

His

Val

350

Glu

Tyr

Asp

Leu

Gly

255

Leu

Lys

Thr

Glu

Arg

335

Thr

Glu

Asn

Tyr

Pro
415

Leu

Ile

Ile

Ile

Glu

320

Ala

Val

Asn

Pro

Phe

400

Ala

Ala Thr Met Thr His Ala Phe Ile Ser Ala Val Pro

5

10

15

Thr Ile Arg Gly Leu Leu Ser Ala Ala Ala Val Vval

25

41

30



Thr

Gly

Gln

65

Ile

Gly

Ile

Asn

Cys

145

Glu

Ile

Leu

Ile

Cys

225

Leu

Ile

Ser

Pro

Ala

50

His

val

Trp

Glu

Gly

130

Pro

Tyr

val

Phe

Ala

210

Arg

Met

Thr

Lys

Ala

35

Asp

Lys

Gln

Glu

Leu

115

Gly

Val

Ser

Trp

Phe

195

Lys

Lys

Phe

Pro

Asn
275

Ala

His

Ile

Leu

Glu

100

Phe

Ala

Ile

Lys

Gly

180

Met

Val

Ile

Pro

Tyr

260

Thr

Asp

Gly

Ala

Ile

85

vVal

His

Val

Leu

Arg

165

Ile

Ile

Tyr

Cys

Val

245

Thr

Trp

ES 2660 114 T3

Ala

Cys

Val

70

Phe

Tyr

Glu

Ile

Ile

150

Thr

Thr

Gly

Ile

Lys

230

Met

Ser

Gly

His

Phe

55

Gly

Tyr

vVal

Val

Trp

135

His

Met

Ala

Leu

Glu

215

Tle

Phe

Gly

Phe

Gly

40

Pro

Leu

Gly

Cys

Asp

120

Leu

Leu

Thr

Ala

Phe

200

Ser

Met

Ile

Ile

Leu
280

Glu

His

Gln

Trp

val

105

Ser

Arg

Ser

Ile

Phe

185

Tyr

Tyr

Ala

Ala

Gly

265

Gly

42

Thr

Tle

Trp

His

90

Ile

Pro

Tyr

Asn

Leu

170

Thr

Gly

His

Tyr

Gly

250

His

His

Ser

Asn

Phe

75

Ser

Glu

Ala

Ser

Leu

155

Val

Lys

Val

Thr

Val

235

His

Leu

His

Asn

His

60

Thr

Phe

Leu

Thr

Met

140

Thr

Thr

Gly

Thr

Leu

220

Phe

Glu

Ile

Leu

Ala

45

Gly

Val

Lys

val

Val

125

Trp

Gly

Asp

Pro

Cys

205

Pro

Phe

Gly

Leu

Arg
285

Thr

Thr

Ile

Ala

Lys

110

Tyr

Leu

Leu

Ile

Leu

190

Phe

Lys

Cys

Leu

Asp

270

val

Thr

Glu

val

Thr

95

Cys

Gln

Leu

His

Gly

175

Lys

Phe

Gly

Ser

Gly

255

Leu

Lys

Ala

Leu

Ala

80

Thr

Phe

Thr

Thr

Glu

160

Asn

Ile

Gln

Val

Trp

240

Leu

Ile

Ile
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His Glu His Ile Leu Ile His Gly Asp Ile Arg Lys Thr Thr Thr Ile
290 295 300

Asn Val Ala Gly Glu Asn Met Glu Ile Glu Thr Phe Val Asp Glu Glu

15

20

305 310 315 320
Glu Glu Gly Gly Val
325

<210> 8

<211> 975

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleétido sintético, ADN con codones optimizados de mamifero

<400> 8
atggaaacag ccgccacaat gacccacgcc tttatctcag ccgtgectag cgccgaagcece 60
acaattagag gcctgetgag cgecgcageca gtggtgacac cagcagcaga cgctcacgga 120
gaaacctcta acgccacaac agccggagcc gatcacggtt gecttccccca catcaaccac 180
ggaaccgagc tgcagcacaa gatcgcagtg ggactccagt ggttcaccgt gatcgtggcet 240
atcgtgcagc tcatcttcta cggttggcac agcttcaagg ccacaaccgg ctgggaggag 300
gtctacgtct gcecgtgatcga gectcgtcaag tgcecttcatcg agetgttcecca cgaggtcgac 360
agcccagcecca cagtgtacca gaccaacgga ggagccgtga tttggetgeg gtacagcatg 420
tggctcctga cttgecccegt gatcctgatce cacctgagca acctgaccgg actgcacgaa 480
gagtacagca agcggaccat gaccatcctg gtgaccgaca tcggcaacat cgtgtggggg 540
atcacagccg cctttacaaa gggccccctg aagatcctgt tcttcatgat cggectgttce 600
tacggcgtga cttgcettett ccagatcgece aaggtgtata tcgagagcta ccacaccctg 660
cccaaaggcg tctgccggaa gatttgcaag atcatggcct acgtcecttett ctgetettgg 720
ctgatgttce ccgtgatgtt catcgccgga cacgagggac tgggcctgat cacaccttac 780
accagcggaa tcggccacct gatcctggat ctgatcagca agaacacttg gggcttccetg 840
ggccaccacc tgagagtgaa gatccacgag cacatcctga tccacggcega catccggaag 900
acaaccacca tcaacgtggc cggcgagaac atggagatcg agaccttcgt cgacgaggag 960
gaggagggag gagtg 975

<210>9

<211> 235

<212> PRT

<213> Stigeoclonium helveticum

<400>9

43



5

Gly

Val

Lys

Val

Val

65

Trp

Gly

Asp

Pro

Cys

145

Pro

Phe

Gly

Leu

Arg
225

<210> 10
<211> 457
<212> PRT

Thr

Ile

Ala

Lys

50

Tyr

Leu

Leu

Ile

Leu

130

Phe

Lys

Cys

Leu

Asp

210

Val

Glu

Val

Thr

35

Cys

Gln

Leu

His

Gly

115

Lys

Phe

Gly

Ser

Gly

195

Leu

Lys

Leu

Ala

20

Thr

Phe

Thr

Thr

Glu

100

Asn

Ile

Gln

Val

Trp

180

Leu

Ile

Ile

Gln

Ile

Gly

Ile

Asn

Cys

85

Glu

Ile

Leu

Ile

Cys

165

Leu

Ile

Ser

His

ES 2660 114 T3

His

Val

Trp

Glu

Gly

70

Pro

Tyr

Val

Phe

Ala

150

Arg

Met

Thr

Lys

Glu
230

Lys

Gln

Glu

Leu

55

Gly

Val

Ser

Trp

Phe

135

Lys

Lys

Phe

Pro

Asn

215

His

Ile

Leu

Glu

40

Phe

Ala

Ile

Lys

Gly

120

Met

val

Ile

Pro

Tyr

200

Thr

Ile

Ala

Ile

25

Val

His

Val

Leu

Arg

105

Ile

Ile

Tyr

Cys

Val

185

Thr

Trp

Leu

44

Val

10

Phe

Tyr

Glu

Ile

Ile

90

Thr

Thr

Gly

Ile

Lys

170

Met

Ser

Gly

Ile

Gly

Tyr

Val

Val

Trp

75

His

Met

Ala

Leu

Glu

155

Ile

Phe

Gly

Phe

His
235

Leu

Gly

Cys

Asp

60

Leu

Leu

Thr

Ala

Phe

140

Ser

Met

Ile

Ile

Leu
220

Gln

Trp

Val

45

Ser

Arg

Ser

Ile

Phe

125

Tyr

Tyr

Ala

Ala

Gly

205

Gly

Trp

His

30

Ile

Pro

Tyr

Asn

Leu

110

Thr

Gly

His

Tyr

Gly

190

His

His

Phe

15

Ser

Glu

Ala

Ser

Leu

95

Val

Lys

Val

Thr

Val

175

His

Leu

His

Thr

Phe

Leu

Thr

Met

80

Thr

Thr

Gly

Thr

Leu

160

Phe

Glu

Ile

Leu



<213> Chloromonas subdivisa

<400> 10

Met

Gly

Thr

Phe

Cys

65

Gly

Phe

Arg

Val

Leu

145

Trp

Gly

Asp

Phe

Thr

Ser

Ile

Asp

Asp

50

Gly

Ser

Ala

Ala

His

130

Tyr

Leu

Met

val

Val

210

Phe

Arg

Thr

Gly

35

Glu

Pro

Lys

Val

Thr

115

Val

Leu

Leu

Lys

Gly

195

Lys

Tyr

Leu

Ser

20

Thr

Leu

Ala

Glu

Cys

100

Cys

Cys

Ser

Thr

Asn

180

Cys

Ile

Ala

Val

Thr

Ala

Ala

Asp

Glu

85

Ile

Gly

Phe

Thr

Cys

165

Asp

Ile

Ile

Ala
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Ala

Thr

Ala

Lys

Lys

70

Lys

Ile

Trp

Gly

Gly

150

Pro

Tyr

val

Phe

Ala

Ala

Thr

Ala

Gly

55

Cys

Thr

Ser

Glu

Leu

135

Asn

Val

Asn

Trp

Phe

215

Lys

Ser

Ala

Ala

40

Ala

Tyr

Ala

Leu

Glu

120

Trp

Met

Ile

Lys

Gly

200

Phe

Ile

Trp

Ser

25

Val

Val

Cys

Phe

Leu

105

Val

His

Val

Leu

Arg

185

Thr

Leu

Tyr

45

Leu

10

Ser

Ser

Val

Ser

Thr

90

Phe

Tyr

Glu

Leu

Ile

170

Thr

Thr

Gly

Ile

Leu

Ala

His

Pro

Ala

75

Val

Tyr

Val

Val

Trp

155

His

Met

Ala

Leu

Glu

Ala

Pro

Tyr

Glu

60

Trp

Met

Ala

Thr

Asp

140

Leu

Leu

Ala

Ala

Leu

220

Ala

Leu

Ala

Ala

45

Asp

Leu

Gln

Tyr

Ile

125

Ser

Arg

Ser

Leu

Leu

205

Tyr

Tyr

Leu

Ala

30

Met

His

His

Trp

Gln

110

Ile

Pro

Tyr

Asn

Leu

190

Ser

Gly

His

Leu

15

Ser

Asn

Phe

Ser

Ile

95

Thr

Glu

Cys

Ala

Leu

175

Val

Thr

Phe

Thr

Cys

Ser

Gly

Val

His

80

Val

Trp

Leu

Thr

Glu

160

Thr

Ser

Asp

Tyr

Val



225

Pro Lys

Phe Phe

Gly Phe

Cys Asp
290

Arg Val
305

Lys Thr

Val Asp

Gln Glu

Arg Ala
370

Thr Glu
385

Arg Ile

Glu Gln

Gly Pro

Gly Ala
450

<210> 11
<211> 346
<212> PRT

Gly

Thr

Gly

275

Leu

Lys

Lys

Gln

Leu

355

Lys

Met

Ile

Phe

Glu

435

Asn

Ile

Trp

260

Lys

Leu

Ile

Val

Asp

340

Ala

Gly

Thr

Leu

Ser

420

Val

Tyr

<213> Chloromonas subdivisa

Cys

245

Ser

Ile

Ser

His

Asn

325

Glu

Asn

Val

Lys

Cys

405

Gln

Ala

Ile

ES 2660 114 T3

230

Arg

Met

Thr

Lys

Glu

310

Val

Glu

Arg

Asp

Ala

390

Val

Met

Leu

Asp

Gln

Phe

Ala

Asn

295

His

Ala

His

His

Val

375

Gly

Pro

Pro

Gln

Tyr
455

Leu

Pro

Tyr

280

Leu

Ile

Gly

Asp

Ser

360

Arg

Asn

Asp

Val

Leu

440

Val

Val

Ile

265

Ser

Trp

Leu

Asp

Glu

345

Phe

Ala

Met

Met

Pro

425

Val

Met

46

Arg

250

Leu

Ser

Gly

Val

Met

330

Gly

Val

Ser

Asn

Ser

410

Phe

Gln

235

Leu

Phe

Gly

Leu

His

315

Val

Thr

Val

Leu

Gly

395

Leu

Glu

Gln

Gln

Met

Ile

Met

300

Gly

Glu

Ile

Met

Gly

380

Thr

Val

Val

Ala

Ala

Val

Ala

285

Gly

Asn

Leu

Asp

Arg

365

Asp

Leu

Asp

Val

Leu
445

Tyr

Gly

270

His

His

Ile

Asp

Arg

350

Glu

Ile

Glu

Phe

Pro

430

Ser

Asp

255

Pro

Glu

Phe

Thr

Thr

335

Gly

Asn

Asp

Pro

Phe

415

Ala

Ile

240

Phe

Glu

Val

Ile

Lys

320

Tyr

Thr

Met

Gly

Gly

400

Arg

Leu

Gly



<400> 11

Met

Gly

Thr

Phe

Cys

65

Gly

Phe

Arg

Val

Leu

145

Trp

Gly

Asp

Phe

Thr
225

Ser

Ile

Asp

Asp

Gly

Ser

Ala

Ala

His

130

Tyr

Leu

Met

Val

Val

210

Phe

Arg

Thr

Gly

35

Glu

Pro

Lys

Val

Thr

115

Val

Leu

Leu

Lys

Gly

185

Lys

Tyr

Leu

Ser

20

Thr

Leu

Ala

Glu

Cys

100

Cys

Cys

Ser

Thr

Asn

180

Cys

Ile

Ala

Val

Thr

Ala

Ala

Asp

Glu

85

Ile

Gly

Phe

Thr

Cys

165

Asp

Ile

Ile

Ala

ES 2660 114 T3

Ala

Thr

Ala

Lys

Lys

70

Lys

Ile

Trp

Gly

Gly

150

Pro

Tyr

Val

Phe

Ala
230

Ala

Thr

Ala

Gly

55

Cys

Thr

Ser

Glu

Leu

135

Asn

Val

Asn

Trp

Phe

215

Lys

Ser

Ala

Ala

40

Ala

Tyr

Ala

Leu

Glu

120

Trp

Met

Ile

Lys

Gly

200

Phe

Ile

Trp

Ser

25

Val

Val

Cys

Phe

Leu

105

Val

His

Val

Leu

Arg

185

Thr

Leu

Tyr

47

Leu

10

Ser

Ser

Val

Ser

Thr

90

Phe

Tyr

Glu

Leu

Ile

170

Thr

Thr

Gly

Ile

Leu

Ala

His

Pro

Ala

75

Val

Tyr

Val

Val

Trp

155

His

Met

Ala

Leu

Glu
235

Ala

Pro

Tyr

Glu

60

Trp

Met

Ala

Thr

Asp

140

Leu

Leu

Ala

Ala

Leu

220

Ala

Leu

Ala

Ala

45

Asp

Leu

Gln

Tyr

Ile

125

Ser

Arg

Ser

Leu

Leu

205

Tyr

Tyr

Leu

Ala

30

Met

His

His

Trp

Gln

110

Ile

Pro

Tyr

Asn

Leu

190

Ser

Gly

His

Leu

15

Ser

Asn

Phe

Ser

Ile

95

Thr

Glu

Cys

Ala

Leu

175

Val

Thr

Phe

Thr

Cys

Ser

Gly

Val

His

80

Val

Trp

Leu

Thr

Glu

160

Thr

Ser

Asp

Tyr

Val
240



ES 2660 114 T3

48

Pro Lys Gly Ile Cys Arg Gln Leu Val Arg Leu Gln Ala Tyr Asp Phe
245 250 255
Phe Phe Thr Trp Ser Met Phe Pro Ile Leu Phe Met Val Gly Pro Glu
260 265 270
Gly Phe Gly Lys Ile Thr Ala Tyr Ser Ser Gly Ile Ala His Glu Val
275 280 285
Cys Asp Leu Leu Ser Lys Asn Leu Trp Gly Leu Met Gly His Phe Tle
290 295 300
Arg Val Lys Ile His Glu His Ile Leu Val His Gly Asn Ile Thr Lys
305 310 315 320
Lys Thr Lys Val Asn Val Ala Gly Asp Met Val Glu Leu Asp Thr Tyr
325 330 335
Val Asp Gln Asp Glu Glu His Asp Glu Gly
340 345
<210> 12
<211> 1038
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Oligonucleétido sintético, ADN con codones optimizados de mamifero
<400> 12
atgagcagac tggtcgccge ttcecttggetg ctggetctece tecctetgegg aattaccage 60
acaacaacag cctctagcge cccagcaget tcttctacag acggaacagce cgccgcagca 120
gtgtctcact acgccatgaa cggcttcgac gagctggcta aaggagccgt ggtgccagaa 180
gaccactttg tctgcggacc agccgacaag tgctattget ccgettgget gcacagceccac 240
ggaagcaagg aggagaagac cgccttcacc gtcatgcagt ggatcgtgtt cgcegtetge 300
atcatcagcc tgctgttcta cgcctaccag acttggaggg ctacttgegg ttgggaggag 360
gtgtacgtga ccatcatcga gctggtccac gtctgecttecg gactctggca cgaggtcgat 420
agcccttgta ccctgtacect gagcacaggce aacatggtcce tcectggectgag atacgceccgag 480
tggctgctga cttgccecegt gatcectgatc cacctgagca acctgaccgg catgaagaac 540
gactacaaca agcggaccat ggccctgcectg gtgtcagacg tgggctgtat cgtgtgggga 600
acaacagccg ccctgagcac cgatttcgtg aagatcatct tettettecet gggectgetg 660
tacggcttect acaccttcta cgccgeccecgece aagatctaca tcgaggceccta ccacaccgtg 720
cccaagggca tttgtagaca gctcgtgegg ctgcaggcct acgacttett cttcacttgg 780



10

agcatgttcce
agcagcggaa
ggccacttca
aagaccaagg
gaggaacacg

<210> 13
<211> 235
<212> PRT

ccatcctgtt
tcgececcacga
tccgegtgaa
tcaacgtgge

acgaggga

<213> Chloromonas subdivisa

<400> 13

Gly Ser Lys Glu

Phe Ala Val Cys

20

Arg Ala Thr Cys

35

Val His Val Cys
50

Leu Tyr Leu Ser

65

Trp Leu Leu Thr

Gly Met Lys Asn

100

Asp Val Gly Cys

115

Phe Val Lys Ile
130

Thr Phe Tyr Ala

145

Pro Lys Gly Ile

Phe Phe Thr Trp

ES 2660 114 T3

catggtcgge

agtgtgcgat

gatccacgag

cggcgacatg

Glu

Ile

Gly

Phe

Thr

Cys

85

Asp

Ile

Ile

Ala

Cys

165

Ser

Lys

Ile

Trp

Gly

Gly

70

Pro

Tyr

Val

Phe

Ala

150

Arg

Met

Thr

Ser

Glu

Leu

55

Asn

Val

Asn

Trp

Phe

135

Lys

Gln

Phe

ccagagggat tcggcaagat caccgcctac
ctgctgagca agaacctctg gggcctgatg
cacatcectgg tgcacggcaa catcaccaag

gtggaactgg acacctacgt ggaccaggac

Ala Phe Thr Val Met Gln Trp Ile
10 15

Leu Leu Phe Tyr Ala Tyr Gln Thr
25 30

Glu Val Tyr Val Thr Ile Tle Glu
40 45

Trp His Glu Val Asp Ser Pro Cys
60

Met Val Leu Trp Leu Arg Tyr Ala
75

Ile Leu Ile His Leu Ser Asn Leu
90 95

Lys Arg Thr Met Ala Leu Leu Val
105 110

Gly Thr Thr Ala Ala Leu Ser Thr
120 125

Phe Leu Gly Leu Leu Tyr Gly Phe
140

Ile Tyr Ile Glu Ala Tyr His Thr
155

Leu Val Arg Leu Gln Ala Tyr Asp
170 175

Pro Ile Leu Phe Met Val Gly Pro

49

Val

Trp

Leu

Thr

Glu

80

Thr

Ser

Asp

Tyr

Val

160

Phe

Glu

840

900

960

1020

1038



10

Gly Phe

Cys Asp
210

Arg Val
225

<210> 14
<211> 310
<212> PRT

Gly
195

Leu

Lys

<213> Neochlorosarcina

<400> 14

Met Ala

Met Val

Ser Cys

His Ser
50

Ile Phe
65

Trp Glu

Asp Gln

Gly Asn

Pro Val
130

Tyr Ser
145

Val Phe

Asp

Ser

Tyr

35

Leu

Leu

Glu

Phe

Arg

115

Ile

Lys

Gly

180

Lys

Ile
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Thr

Leu Ser Lys

Ile

Phe

His

20

Cys

Ser

Val

Ile

Leu

100

Val

Leu

Arg

Val

His

Val

Tyr

Glu

Asn

Tyr

Tyr

85

Ser

Leu

Ile

Thr

Thr

Glu
230

Trp

Pro

Asp

Ala

Tyr

70

val

Ser

Trp

His

Met

150

Ser

Ala

Asn

215

His

Gln

Asn

Trp

Cys

55

Ala

Cys

Asn

Ile

Leu

135

Ala

Ala

Tyr
200

Leu

Ile

Gly

Gly

Tyr

40

Asp

Trp

Thr

Ser

Arg

120

Ser

Leu

Met

185

Ser Ser Gly

Trp Gly Leu

Leu Val His

Ala

Ser

25

Thr

Trp

Ala

Val

Pro

105

Tyr

Asn

Leu

Cys

50

Gly

10

Val

Ser

Phe

Ala

Glu

90

Cys

Gly

Val

Val

Thr

235

Asn

Leu

Arg

Ala

Phe

75

Leu

Thr

Glu

Thr

Ser

155

Gly

190

Ile Ala His Glu Val

205

Met Gly His Phe Ile

220

Gly

Leu

Gly

Phe

60

Asn

Ile

Leu

Trp

Gly

140

Asp

Tyr

Gly

Glu

Asn

45

Ala

Ser

Lys

Tyr

Leu

125

Leu

Ile

Pro

Pro

Ser

30

His

Ile

Ser

val

Leu

110

Leu

Lys

Gly

Lys

Ser

15

Ser

Val

Ser

Val

Ser

95

Ser

Thr

Asp

Thr

Val

Ala

Gly

Glu

Val

Gly

80

Ile

Thr

Cys

Asn

Ile

160

Ile



10

Phe

Ala

Arg

Met

225

Asn

Lys

Glu

Val

Ala
305

<210> 15
<211> 930
<212> ADN

Phe

Lys

Thr

210

Phe

Met

Asn

His

Ala

290

Asp

Ile

Val

195

Leu

Pro

Tyr

Ile

Ile

275

Gly

Glu

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido sintético; ADN con codones optimizados de mamifero

<400> 15

Leu

180

Tyr

Ile

Ile

Gln

Trp

260

Leu

Glu

Thr

165

Gly

Leu

Arg

Leu

Ser

245

Gly

Ile

Glu

Thr

ES 2660 114 T3

Cys

Glu

Leu

Phe

230

Asn

Met

His

Met

Val
310

Cys

Ala

Met

215

Val

Ile

Leu

Gly

Gln
295

Tyr

His

200

Ala

Leu

Ala

Gly

Asp

280

Val

Gly

185

His

Tyr

Gly

His

His

265

Leu

Glu

51

170

Ala

Thr

Thr

Pro

Thr

250

Phe

Arg

Thr

Asn

Leu

Tyr

Glu

235

Val

Leu

Thr

Met

Thr

Pro

Tyr

220

Ser

Ile

Arg

Thr

Val
300

Phe

Lys

205

Ala

Phe

Asp

His

Thr

285

Ala

Phe

190

Gly

Ser

Gly

Leu

Lys

270

Thr

Ala

175

Asn

Ser

Trp

His

Met

255

Ile

Val

Glu

Ala

Cys

Gly

Met

240

Ser

Arg

Asn

Asp
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atggccgact tcgtgtggca gggagctgga aacggaggac caagcgccat ggtgtcccac 60
taccccaatg gcagegtget gectggagagce tccggcaget gctactgtga agactggtat 120
acttctcggg gcaaccacgt ggagcattct ctgagtaatg cttgcgattg gttcgecttt 180
gctatcageg tgattttcect ggtgtactat gecctgggecg cttttaactce tagtgtggge 240
tgggaggaaa tctacgtgtg caccgtggag ctgatcaagg tgagcattga tcagttcecctg 300
agctccaact ctccttgtac cctgtacctg agtacaggga atagggtget gtggatcaga 360
tatggcgaat ggctgctgac ttgtccagtg atcctgattce acctgtccaa cgtgacaggg 420
ctgaaggaca attactctaa acgcactatg gctctgctgg tgagtgatat cgggaccatc 480
gtgttcggeg tgacttctge catgtgcacc ggatacccca aagtgatctt ctttattctg 540
ggctgetgtt atggagctaa cacattcttt aatgccgcta aggtgtacct ggaggcccac 600
catacactgc ctaaaggctc ttgtaggact ctgatcagac tgatggccta tacctactat 660
gctagttggg gaatgttccc cattctgttt gtgctgggac ctgagagectt cggeccacatg 720
aacatgtacc agtccaatat cgcccatacce gtgattgace tgatgtccaa gaacatctgg 780
ggaatgctgg ggcactttct gecggcataaa attcgecgage acatcctgat tcatggagat 840
ctgcggacca caactaccgt gaatgtggcet ggggaggaaa tgcaggtgga aacaatggtg 900
gccgetgagg acgccgatga aacaactgtg 930

<210> 16

<211> 304

<212> PRT

<213> Heterochlamydomonas inaequalis

<400> 16

52



Met

Gly

Asp

Gly

Tyr

65

Val

Tyr

Trp

His

Met
145

Gly

Ala

Trp

Phe

50

Ala

Cys

Asp

Leu

Leu

130

Val

Gly

Asn

Gln

35

Gln

Tyr

Val

Thr

Arg

115

Ser

Leu

Ile

Gly

20

Gln

Leu

Glu

Val

Pro

100

Tyr

Asn

Leu

Gly

Thr

Pro

Phe

Trp

Glu

85

Phe

Ala

Ile

Met
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Gly

Val

Phe

Thr

Tyr

70

Met

Cys

Glu

Thr

Ser
150

Gly

Cys

Gly

Ile

55

Lys

Ser

Leu

Trp

Gly

135

Asp

Gly

Val

Ser

40

Ala

Ala

Lys

Tyr

Leu

120

Leu

Ile

Ile

Asn

25

Asn

Leu

Thr

Ile

Leu

105

Met

Gly

Gly

53

Gln

10

Pro

Met

Ser

Cys

Cys

90

Ala

Thr

Thr

Cys

Pro

Asp

Glu

Ala

Gly

75

Ile

Thr

Cys

Asp

Ile
155

Arg

Val

Asn

Cys

60

Trp

Glu

Gly

Pro

Tyr

140

Val

Asp

Cys

Asn

45

Ile

Glu

Leu

Ser

Val

125

Asn

Phe

Tyr

Phe

30

Val

Leu

Glu

Val

Arg

110

Ile

Lys

Gly

Ser

15

Cys

Ser

Met

Ile

His

95

Val

Leu

Arg

Ala

Tyr

Leu

Gln

Phe

Tyr

80

Glu

Leu

Ile

Thr

Thr
160
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Ala Ala Phe Ala Glu Val Ala Phe Leu Leu

175

Asn
165

Gly Tyr Lys

170

Cys Cys

Gly Met Ala Met Thr Phe

185

Trp Asn Asn Ala Ala Val

180

Gly Tyr Lys

190

Tyr

Glu Val Val Pro Ser Ile Leu Leu Val

200

Ser Leu

195

Tyr Tyr Gly Cys Lys

205

Ala Vval

210

Met Ala Gly Val Ser Leu Phe Pro Ile

220

Leu Tyr Ser

215

Tyr Trp

Phe Ala Ile Glu Phe Val

235

Ile Gln Ala

240

Pro Ser Leu

230

Leu
225

Gly Gly Gly

Thr Ile Thr Ile Ala Val

250

Met
255

His Leu Ser Asn

245

Ser Gly Asp Lys Trp

Gly Met Phe Val

265

Gln Ile His Ile Leu

270

Leu Gly His Leu

260

Arg Tyr Lys

Ile Ile Met

285

Pro Leu His Leu Glu

280

Leu His Gly Asn

275

Arg Lys Lys Gly

Glu Vval Thr

290

Glu Val Met Ala Leu Val Ser Glu Glu Glu Val

295

Gly
300

Asp

<210> 17

<211>912

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucleétido sintético; ADN con codones optimizados de mamifero

<400> 17

atgggaggaa
acagtctgceg
aacatggaga
atcctgatgt
gtectgegtgg
ttttgectgt
atgacttgcecce

aacaagcgga

ttggcggagyg
tgaaccccga
acaacgtgtc
tctacgcecta
tggagatgag
acctggccac
ccgtgatcect

ccatggtgct

cggcattcag
cgtctgettce
ccagggcttc
cgagtggtac
caagatttgc
cggcagcaga
gatccacctg

cctgatgage

cctagagact
tgtctggatt
cagctgttta
aaggccactt
atcgagctgg
gtcctectgge
agcaacatca

gacatcggtt

54

acagctacgg
ggcagcagcc
ccatcgeccect
gcggttggga
tgcacgagta
tgagatacgc
ccggactggg

gcatcgtgtt

cgccaacgga
cttecggetcet
gagcgcctge
ggagatctac
cgacaccccec
cgagtggctce
caccgactac

cggcgccaca

60

120

180

240

300

360

420

480



10

15

gcagcattcg
ggcatgaaca
tcecggaattt
ctgttcececcea
agcaccattg
cacttcectge
atcaagctgce

gaggataccg

ccaacgaggg
ccttctacaa
gcaagctgct
tcctgtttge
gccacacaat
gggtgcagat
acatgctggg

tg

ES 2660 114 T3

ctacgtgaag
cgccgecaag
ggtggccgtg
catcggccca
cgccgacgtg
ctacaagcac

cgaggaggtg

tgcgettgtt
gtgtactacg
atggccggac
gagggatttg
ctgagcaaga
atcctgcetge

gaagtgatgg

tcectgetggg
agagctacgt
tgtactacgt
gcgtgatcag
acatgtgggg
acggcaacat

ctctggtgte

<210> 18

<211> 927

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético; ADN con codones optimizados de mamifero

<400> 18

atggactatg
gtggtggtga
gaatctcgceg
ggattcagca
tgggaggaga
gagtttaaga
tatgcagagt
ctgagcaacg
gtgtgggggg
ggattgtgct
catactgtgc
gtgagctggg
agcgtctatg
gggttgttgg
atccgcaaaa

gaagacgaag

gcggegettt
acgggtccgt
gcacgaacgg
ttttgectget
tctatgtgtg
atccctctat
ggctgctcac
actacagcag
ctaccagcge
atggcgcgaa
caaagggtcg
gtatgttccce
gctccaccgt
gacactacct

ccaccaaact

ccgaggcegg

gtctgeegtce
cctggtceect
cgctcagacce
gatgttctat
cgccattgaa
gctctacctt
ttgtectgtce
gagaaccatg
catggcaacc
cacatttttt
gtgccgeccag
aattctcttc
aggtcacacg
gcgegtcectg
gaacatcggce

agccgtg

ggacgcgaac
gaggatcaat
gcgtcaaatg
gcctaccaaa
atggttaagg
gccacaggac
atccttatcc
ggactccttg
ggctatgtta
cacgccgeca
gtcgtgaccg
attttgggge
attattgatc

atccacgage

ggaacggaga

ttttgttegt
gttactgtgc
tcectgecagtg
cctggaaatc
tgattctcga
accgggtgca
acctgagcaa
tctcagacat
aagtcatctt
aagcatatat
gcatggcatg
ccgaaggttt
tgatgagtaa
acatattgat

tcgaggtcga

<210> 19

<211> 309

<212> PRT

<213> Chlamydomonas reinhardtii

55

catggecttgg
gctggtgecce
gtcttggagce
cctgecaggece
cctgatggge

ccggaagcect

cgaggaggga

tactaatcct
cggatggatt
gcttgcagca
tacatgcggce
gttetttttt
gtggctgege
cctcaccgge
cgggactatc
cttttgtcett
cgagggttat
gctgtttttc
tggcgtccetg
aaattgttgg
tcacggagat

gactctcgtce

540

600

660

720

780

840

900

912

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

927



<400> 19

Met

Val

Gln

Gln

Leu

65

Trp

Glu

Gly

Pro

Tyr

145

Val

Phe

Ala

Arg

Met
225

Asp

Thr

Cys

Thr

50

Leu

Glu

Phe

His

Val

130

Ser

Trp

Phe

Lys

Gln

210

Phe

Tyr

Asn

Tyr

35

Ala

Leu

Glu

Phe

Arg

115

Ile

Arg

Gly

Cys

Ala

185

Val

Pro

Gly

Pro

20

Cys

Ser

Met

Ile

Phe

100

Val

Leu

Arg

Ala

Leu

180

Tyr

Val

Ile

Gly

Val

Ala

Asn

Phe

Tyr

85

Glu

Gln

Ile

Thr

Thr

165

Gly

Ile

Thr

Leu
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Ala

Val

Gly

Val

Tyr

70

Val

Phe

Trp

His

Met

150

Ser

Leu

Glu

Gly

Phe
230

Leu

Val

Trp

Leu

55

Ala

Cys

Lys

Leu

Leu

135

Gly

Ala

Cys

Gly

Met

215

Ile

Ser

Asn

Ile

40

Gln

Tyr

Ala

Asn

Arg

120

Ser

Leu

Met

Tyr

Tyr

200

Ala

Leu

Ala

Gly

25

Glu

Trp

Gln

Ile

Pro

105

Tyr

Asn

Leu

Ala

Gly

185

His

Trp

Gly

56

Val

10

Ser

Ser

Leu

Thr

Glu

90

Ser

Ala

Leu

Val

Thr

170

Ala

Thr

Leu

Pro

Gly

Val

Arg

Ala

Trp

75

Met

Met

Glu

Thr

Ser

155

Gly

Asn

Val

Phe

Glu
235

Arg

Leu

Gly

Ala

60

Lys

Val

Leu

Trp

Gly

140

Asp

Tyr

Thr

Pro

Phe

220

Gly

Glu

Val

Thr

45

Gly

Ser

Lys

Tyr

Leu

125

Leu

Ile

Val

Phe

Lys

205

Val

Phe

Leu

Pro

30

Asn

Phe

Thr

Val

Leu

110

Leu

Ser

Gly

Lys

Phe

190

Gly

Ser

Gly

Leu

15

Glu

Gly

Ser

Cys

Ile

95

Ala

Thr

Asn

Thr

Val

175

His

Arg

Trp

Val

Phe

Asp

Ala

Ile

Gly

Leu

Thr

Cys

Asp

Ile

160

Ile

Ala

Cys

Gly

Leu
240
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15

20

25

30

35

40

<210> 20
<211> 60

Ser

Lys

Glu

Ile

Glu
305

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

Val

Asn

His

Gly

290

Ala

Tyr

Cys

Ile

275

Gly

Gly

Gly

Trp

260

Leu

Thr

Ala

<223> Oligonucledtido sintético

<400> 20

gtccegtgea cgetgetect getgttggea gecgecctgg cteecgactca gacgegggec 60

<210> 21
<211> 21

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido sintético

<400> 21

<210> 22
<211> 21

Met Val Pro Cys Thr Leu Leu Leu Leu Leu Ala Ala Ala Leu Ala Pro

1

ES 2660 114 T3

Ser Thr Val Gly
245

Gly Leu Leu Gly

Ile His Gly Asp
280

Glu Ile Glu Val
295

val

5

Thr Gln Thr Arg Ala

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

20

<223> Oligonucleétido sintético

<400> 22

ttctgctacg agaatgaagt g 21

<210> 23
<211>7

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

His

His

265

Ile

Glu

57

Thr
250

Tyr

Arg Lys Thr Thr Lys Leu Asn

Thr

10

Ile Ile Asp Leu Met Ser

Leu Arg Val Leu Ile His

Leu Val Glu Asp Glu Ala

300

285

270

255

15
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15

20

25

<223> Polipéptido sintético

<400> 23

<210> 24

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Oligonucledtido sintético

<400> 24

aaatccagaa ttacttctga aggggagtat atccctctgg atcaaataga catcaatgtt 60

<210> 25

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 25

Lys Ser Arg Ile Thr Ser Glu Gly Glu Tyr Ile Pro Leu Asp Gln Ile

1

Asp Ile Asn Val
20

5

Phe Cys Tyr Glu Asn Glu Val

1

ES 2660 114 T3

58

5

10

15
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60
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REIVINDICACIONES

1. Polipéptido de canal i6nico activado por luz aislado que comprende una secuencia de aminoacidos de un
polipéptido de canal de Chlamydomonas noctigama activado por luz de tipo natural o modificado,

en el que la secuencia de aminoacidos del polipéptido de canal i6nico activado por luz comprende SEQ ID NO: 2 o la
secuencia de aminoacidos del polipéptido de canal idnico activado por luz comprende una secuencia modificada de
canal i6nico de Chlamydomonas noctigama activado por luz que tiene una identidad de al menos el 70% con
respecto a los aminoacidos 86-320 de SEQ ID NO: 2 y una identidad de al menos el 95% con respecto a los
aminoacidos restantes en la secuencia expuesta como SEQ ID NO: 2,

mediante lo cual una secuencia de acido nucleico o polipéptido puede expresarse de manera natural en una célula u
organismo de un miembro del género Chlamydomonas, pero siempre que la secuencia no sea parte de o esté
incluida en una célula u organismo de Chlamydomonas, se considera aislado.

2. Polipéptido segun la reivindicacion 1, en el que la secuencia de aminoacidos del polipéptido de canal iénico
activado por luz comprende una secuencia modificada de canal i6nico de Chlamydomonas noctigama activado por
luz que tiene una identidad de al menos el 75%, el 80%, el 85%, el 90%, el 95% o el 99% con respecto a los
aminoacidos 86-320 de SEQ ID NO: 2 y una identidad de al menos el 96%, el 97%, el 98%, el 99% o el 100% con
respecto a los aminodcidos restantes en la secuencia expuesta como SEQ ID NO: 2.

3. Polipéptido segun la reivindicacion 1, en el que la secuencia de aminoacidos del polipéptido de canal iénico
activado por luz comprende SEQ ID NO: 5.

4. Polipéptido segun la reivindicacion 1, en el que la secuencia de aminoacidos del polipéptido de canal iénico
activado por luz comprende una secuencia modificada de canal i6nico de Chlamydomonas noctigama activado por
luz que tiene una identidad de al menos el 70%, el 75%, el 80%, el 85%, el 90%, el 95% o el 99% con respecto a los
aminoacidos 86-320 de SEQ ID NO: 5 y una identidad del 95%, el 96%, el 97%, el 98%, el 99% o el 100% con
respecto a los aminodacidos restantes en la secuencia expuesta como SEQ ID NO: 5.

5. Acido nucleico que codifica para el polipéptido de canal iénico activado por luz aislado, segiin una cualquiera de
las reivindicaciones 1-4.

6. Acido nucleico segun la reivindicacién 5, en el que la secuencia de 4cido nucleico es tal como se expone en SEQ
ID NO: 3.

7. Vector que comprende el acido nucleico segun la reivindicacion 5 6 6.
8. Vector segun la reivindicacion 7, en el que el vector es un vector de expresion.

9. Polipéptido de canal iénico activado por luz segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, para su uso en un
método de tratamiento médico de un sujeto.

10. Polipéptido para su uso en un método segun la reivindicacion 9, en el que el trastorno se selecciona de alcalosis
y trastornos del sistema visual.

11. Polipéptido de canal i6nico activado por luz segln cualquiera de las reivindicaciones 1-4, acido nucleico segun
las reivindicaciones 5-6 o vector segun las reivindicaciones 7-8, para su uso en un método de tratamiento de un
trastorno en un sujeto, comprendiendo el método

a) administrar a un sujeto que necesita tal tratamiento, una cantidad terapéuticamente eficaz de dicho polipéptido de
canal i6nico activado por luz, dicho acido nucleico o dicho vector, para tratar el trastorno, mediante lo cual dicha
administracion da como resultado la expresion del canal idnico activado por luz en una célula en el sujeto, y

b) poner en contacto la célula del sujeto con luz y activar el canal ibnico activado por luz en la célula en condiciones
suficientes para alterar la conductividad i6nica de una membrana celular, en el que la alteracion de la conductividad
de la membrana celular trata el trastorno.

12. Polipéptido, &cido nucleico o vector para su uso en un método segun la reivindicacion 11, en el que la alteracion
de la conductividad i6nica de la membrana despolariza la célula.

13. Polipéptido, acido nucleico o vector para su uso en un método segun la reivindicacién 11, en el que el trastorno
se selecciona de lesién, dafio cerebral y estados neurolégicos degenerativos.

14. Polipéptido, acido nucleico o vector para su uso en un método segun la reivindicacion 13, en el que el trastorno
se selecciona de enfermedad de Parkinson, enfermedad de Alzheimer, convulsidn, pérdida de vision y pérdida de

59
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audicion.
15. Método de alteracion de la conductividad idnica de una membrana, comprendiendo el método,

a) expresar, en una membrana celular huésped, un polipéptido de canal idnico activado por luz tal segin una
cualquiera de las reivindicaciones 1-4, y

b) poner en contacto el polipéptido de canal i6nico activado por luz con una luz que activa el canal ibnico activado
por luz y altera la conductividad iénica de la membrana,

en el que el método se lleva a cabo in vitro.
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