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Sensory photoreceptors mediate vital organismal adaptations in response
to light. Certain photoreceptors afford control by light over gene expres-
sion with minimal invasiveness, full reversibility, and high spatiotemporal
resolution. The ability to precisely regulate in space and time the forma-
tion of arbitrary gene products now enables applications in optogenetics
and biotechnology in both prokaryotic and eukaryotic hosts.
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B Licht dient iiber seine Rolle als primére
Energiequelle des Lebens hinaus zahlreichen
Organismen als Quelle zeitlicher und raum-
licher Information, auf deren Basis entschei-
dende Anpassungen von Verhalten, Entwick-
lung und Stoffwechsel erfolgen. Auf moleku-
larer Ebene vermitteln sensorische Photore-
zeptorproteine, die Photosensor- und Effek-
tormodule umfassen, die Wahrnehmung und
Verarbeitung von Lichtreizen. Ein im Photo-
sensor eingebetteter Chromophor (Farbstoff-
molekiil) absorbiert hierbei Photonen, was
eine Serie reversibler, photochemischer Reak-
tionen — den Photozyklus — ausldst. Der Photo-
sensor interagiert mit dem Effektor in licht-
abhangiger Weise und steuert dadurch des-
sen biologische Aktivitdt, die beispielsweise
enzymatischer oder transkriptioneller Natur
sein kann. Aufgrund ihrer Photochemie unter-
teilen sich Photorezeptoren in mehrere Klas-
sen [1]; so verwenden etwa LOV-Photorezep-
toren (light, oxygen, voltage) Flavinnukleoti-
de als Chromophore, um Licht im blauen
Spektralbereich zu absorbieren, wahrend Phy-
tochrome mittels ihrer linearen Tetrapyrrol-
Chromophore rotes und nah-infrarotes Licht
detektieren. Haufig sind Photosensor- und
Effektormodule voneinander abgegrenzte Pro-
teindoméanen, was bei der Erzeugung syn-
thetischer Photorezeptoren mit neuartiger,
lichtregulierter Funktion durch Rekombina-
tion von Photosensor- und Effektordoménen
ausgenutzt wird [2]. Seit einigen Jahren
kommt Photorezeptoren eine zentrale Bedeu-
tung im Forschungsfeld Optogenetik zu [3].
Dabei werden auf genetischem Wege Photo-
rezeptoren in lebende Organismen einge-
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schleust, in definierten Zellen exprimiert und
dadurch die nicht-invasive, reversible Steue-
rung physiologischer Prozesse durch optische
Methoden - Lichtbestrahlung - mit hoher
raumlicher und zeitlicher Auflosung ermog-
licht. Im Folgenden betrachten wir prokaryo-

tische und eukaryotische Photorezeptoren zur
lichtregulierten Expression von Genen und
diskutieren mogliche Anwendungen in Opto-
genetik und Biotechnologie.

Lichtregulierte Genexpression
in Prokaryoten

Obgleich lichtvermittelte Anpassungen in Pro-
karyoten, etwa Phototaxis in Purpurbakterien
[4], seit geraumer Zeit beschrieben sind, blie-
ben die molekularen Hintergriinde lange im
Dunkeln. Erst die Identifikation zahlreicher
Photorezeptoren, insbesondere in den ver-
gangenen 20 Jahren, ermoglichte deren Cha-
rakterisierung und nachfolgenden Einsatz,
unter anderem zur lichtregulierten Gen-
expression. Die Verwendung natiirlicher
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A Abb. 1: Lichtregulierte Genexpression mit den Plasmiden pDusk und pDawn. A, schematische
Darstellung von pDusk und pDawn. Beliebige Gene kénnen liber eine multiple cloning site (MCS)
eingefiihrt und lichtabhangig exprimiert werden. B, In pDusk wird die Expression des Fluoreszenz-
proteins DsRed in E. coli durch Blaulicht um den Faktor zw6lf gemindert; in pDawn fiihrt Blaulicht
zu einer 460-fachen Steigerung der Expression. C, Beleuchtung eines Inkubatorschiittlers tiber

475-Nanometer-Leuchtdioden.
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A Abb. 2: Einsatz lichtregulierter Genexpression in Optogenetik und Biotechnologie. A, Einzelne
Knotenpunkte in Signaltransduktions-Netzwerken lassen sich lber Licht zeitlich und rédumlich
genau ansteuern und untersuchen. B, Kontrolle von Fermentationsprozessen durch lichtregulierte

Genexpression.

Photorezeptoren auBerhalb ihres Ursprungs-
organismus ist oft schwierig, da zahlreiche
zusatzliche Proteine an der Lichtantwort betei-
ligt sind. Gegenwartig wird die lichtregulier-
te Genexpression von synthetischen Photo-
rezeptoren und Systemen beherrscht, die die-
ses Problem umgehen und somit vielseitig
einsetzbar sind. So ldsst sich die transkrip-
tionelle Aktivitit des Zwei-Komponenten-Sys-
tems EnvZ/OmpR aus Escherichia coli durch
Rotlicht steuern, indem man das Sensormodul
der EnvZ-Histidinkinase durch das Photo-
sensormodul des cyanobakteriellen Phytoch-
roms Cphl ersetzt [5]. Im Licht ist die Expres-
sion von Zielgenen in E. coli um etwa den Fak-
tor zehn gegeniiber Dunkelbedingungen her-
abgesetzt. Allerdings erfordert dieses System
die exogene Zugabe des Chromophors Phy-
cocyanobilin (PCB) oder dessen endogene Pro-
duktion durch zwei zusitzlich einzufithrende
Enzyme.

Wir umgehen diese Einschrankung in zwei
kiirzlich entwickelten Systemen, die den syn-
thetischen LOV-Photorezeptor YF1 und somit
Flavinmononukleotid als Chromophor ver-
wenden, das in den meisten Organismen vor-
kommt [6]. Bei YF1 handelt es sich um eine

durch Blaulicht gehemmte Histidinkinase, die
auf dem Austausch des Sensormoduls der His-
tidinkinase FixL aus Bradyrhizobium japoni-
cum gegen das LOV-Photosensormodul des
YtvA-Proteins aus Bacillus subtilis beruht [7].
Gemeinsam mit dem Antwortregulator FixJ
aus B. japonicum bildet YF1 ein Zwei-Kom-
ponenten-System, das die Expression iiber
den zugehorigen FixK2-Promotor Blaulicht-
abhéngig steuert. Um den praktischen Ein-
satz zu erleichtern, haben wir alle Kompo-
nenten auf dem Plasmid pDusk vereinigt und
um eine MCS (multiple cloning site) erganzt,
iber welche die Expression beliebiger Gene
durch Blaulicht gesteuert wird (Abb. 1A). Bei-
spielsweise verringert sich die Expression
des Fluoreszenzproteins DsRed in E. coli bis
um den Faktor zwolf gegentiiber Dunkelbe-
dingungen (Abb. 1B). In dem aus pDusk abge-
leiteten, komplementdren Plasmid pDawn
steuern YF1 und FixJ die Expression des
Lambda-Repressors cl, der wiederum die
Expression beliebiger Gene vom starken
Lambda-Promotor pR unterbindet. In Summe
ergibt sich eine Umkehr und Verstarkung des
Signals: Wahrend in pDusk Blaulicht die
Expression herabsetzt, fiihrt es in pDawn zu

einer bis zu 460-fachen Steigerung der
Expression. Sowohl in pDusk als auch pDawn
kann die Expression mit einer Auflgsung von
einigen Mikrometern rdumlich kontrolliert
und iiber Anderung der Lichtdosis variabel
in ihrer Starke eingestellt werden [6].

Lichtregulierte Genexpression
in Eukaryoten

Die gegenwirtig effizientesten Ansétze licht-
regulierter Genexpression in Eukaryoten
beruhen allesamt auf Photorezeptoren, die
bei Lichtbestrahlung Homo- oder Heterodi-
mere bilden. Konzeptionell dhnlich dem Zwei-
Hybrid-System wird die Kontrolle der Genex-
pression dadurch erzielt, dass mit entspre-
chenden Photorezeptoren gekoppelte Tran-
skriptionsfaktoren iiber lichtvermittelte Dime-
risierung an einen Promotor rekrutiert wer-
den. Da eukaryotische Promotoren im Grund-
zustand inaktiv vorliegen [8], kommen hier-
bei ausnahmslos transkriptionelle Aktivato-
ren zum Einsatz. Ein erstes, auf pflanzlichen
Phytochromen beruhendes System zeigt eine
1.000-fache Steigerung der Genexpression im
Rotlicht, benotigt aber die Zugabe des Chro-
mophors PCB, was eine weite Verbreitung die-
ses Systems hemmt [9]. Hingegen verwendet
ein vielversprechender neuer Ansatz LOV-
Photorezeptoren und kommt somit ohne Chro-
mophorzugabe aus, ermoglicht aber dennoch
eine etwa 300-fache Induktion der Expres-
sion nach Blaulicht-Bestrahlung [10]. Von
besonderem Interesse sind zwei neue Syste-
me, welche die lichtvermittelte Aktivierung
beliebiger, nativer Promotoren in eukaryoti-
schen Genomen durch Verwendung von DNA-
bindenden Zinkfinger- [11] oder transcription-
activator-like-Proteinen (Feng Zhang, Massa-
chusetts Institute of Technology, Cambridge,
USA, personliche Mitteilung) erlauben.

Einsatz in Optogenetik und
Biotechnologie

Die rdumliche und zeitliche Kontrolle der Bil-
dung von Genprodukten iiber Licht er6ffnet
neuartige Anwendungen in Optogenetik und
Biotechnologie. So konnen innerhalb von Sig-
naltransduktions-Netzwerken einzelne Kno-
tenpunkte in Raum und Zeit beliebig aktiviert
oder deaktiviert werden, um Informationen
tiber Verschaltung und Dynamik des Netz-
werks zu erhalten (Abb. 2A). Ein weiteres Bei-
spiel stellt die raumliche und zeitliche Unter-
suchung von Bakteriengemeinschaften und
ihrer Kommunikation dar. Neben der Analy-
se bestehender Systeme konnen gezielt neue
Schaltkreise und Organismen Konstruiert wer-
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den, die nach Lichtbestrahlung gewiinschte
Funktionen ausiiben [12]. Uber analytische
Anwendungen hinaus ist der praparative Ein-
satz lichtregulierter Genexpression in bio-
technologischen Produktionsverfahren denk-
bar (Abb. 2B). So konnten wir fiir die hetero-
loge Proteinexpression zeigen, dass die Licht-
induktion vom pDawn-Plasmid der konven-
tionellen Induktion iiber Zugabe chemischer
Agenzien - etwa IPTG (Isopropyl-B-D-thioga-
laktopyranosid) — ebenbiirtig ist. Spezifische
Vorteile lichtinduzierter Genexpression sind
dabei leichte Automatisierbarkeit, variables
Einstellen der gewiinschten Expressionsni-
veaus iiber Beleuchtungsstarke und -dauer,
mogliche Kostenersparnis sowie nicht-inva-
sive, kontaminationsfreie Induktion.
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