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Abkürzungsverzeichnis 

APA active phytochrome A binding 

APB active phytochrome B binding 

At Arabidopsis thaliana 

ATP Adenosintriphosphat 

bHLH basic helix-loop-helix 

BLUF sensor of blue light using flavin adenine dinucleotide 

BphP Bakteriophytochrom 

BV Biliverdin 

CA katalytische Domäne 

CBCR Cyanobakteriochrom 

DHp dimerization and phospho-accepting histidine 

Dr Deinococcus radiodurans 

Ds Discosoma species 

EYFP enhanced yellow fluorescent protein 

GAF cGMP-specific phoshodiesterases, adenylyl cyclases and FhlA 

GFP green fluorescent protein 

HK Histidinkinase 

HKRD histidine kinase related domain 

HO Hämoxygenase 

Ilac light-activated adenylyl cyclase 

IR Infrarot 

LAPD light-activated phosphodiesterase 

LOV Light-oxygen-voltage-sensing 

NTE N-terminal extension 

(s)OPA (shortened) only phytochrome A binding  

PAC photoactivated adenylyl cyclase 

PAS Per-ARNT-SIM 

PCB Phycocyanobilin 

Pfr fernrotlichtabsorbierender Zustand 

PHY phytochrome-specific 

PhyA Phytochrom A 

PhyB Phytochrom B 

PIF Phytochrominteraktionsfaktor 

PPI Protein-Protein Interaktion 

Pr rotlichtabsorbierender Zustand 
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PSM photosensorisches Modul 

PYP photoactive yellow protein 

PΦB Phytochromobilin 

REC response regulator receiver domain 

UV Ultraviolett 
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Zusammenfassung 

Die Wahrnehmung von Licht ist essenziell für viele Organismen, um sich an ihre Umgebung 

anzupassen. Zu diesen Zweck besitzen Lebewesen sensorische Photorezeptorproteine mit 

unterschiedlichster Lichtsensitivität. Photorezeptoren bestehen aus einem Sensormodul, das 

den Chromophor für die Lichtwahrnehmung enthält, und einem Effektormodul für die 

Vermittlung der biologischen Funktion. Aufgrund ihrer Sensitivität, der Reversibilität und der 

zeitlichen und räumlichen Präzision der kontrollierten Antworten sind sie daher ein gefragtes 

Werkzeug, um zelluläre Prozesse mit Hilfe von Licht zu steuern, eine als Optogenetik 

bezeichnete Technik. Phytochrome sind rot- und fernrotlichtabsorbierende Photorezeptoren 

deren Signalzustände bimodular gesteuert werden können. Die von ihnen detektierten 

Wellenlängen besitzen eine hohe Eindringtiefe in biologisches Gewebe und sind daher von 

hohem Interesse für die Optogenetik.  

In dieser Doktorarbeit wurden verschiedene Aspekte von Phytochromsystemen untersucht, 

wobei ein Hauptaugenmerk auf lichtgesteuerte Protein-Protein Interaktion, die von pflanzlichen 

Phytochromen eingegangen werden, lag. Die Wechselwirkung zwischen dem Arabidopsis 

thaliana Phytochrom B (PhyB) und seinen Interaktionsfaktoren (PIFs) ist die bekannteste rot- 

bzw. fernrotlichtabhängige Protein-Protein Interaktion. Nach Rotlichtbestrahlung erfährt 

AtPhyB strukturelle Veränderungen auf molekularer Ebene, die die Wechselwirkung mit PIF 

Proteinen erlauben. Nach längerer Zeit im Dunkeln oder nach Fernrotlichtbestrahlung geht die 

Interaktion jedoch wieder verloren. Trotz ihrer vielfältigen Anwendung ist 

überraschenderweise relativ wenig über die Interaktion dieser Proteine bekannt. So konnte in 

der Vergangenheit zwar bereits gezeigt werden, dass lediglich das photosensorische Modul von 

AtPhyB und das APB (active phytochrome B binding) Motiv der PIFs für die Wechselwirkung 

benötigt werden, jedoch ist nicht viel über die Interaktionsstärke und Dynamik bekannt. Aus 

diesem Grund wurden verschiedene biophysikalische und fluoreszenzspektroskopische 

Verfahren etabliert und angewandt, um die Interaktion von natürlichen und modifizierten PIF 

Proteinen mit dem rotlicht- bzw. fernrotlichtadaptierten Zuständen von AtPhyB zu untersuchen. 

Die gewonnenen Erkenntnisse eröffnen neue Einblicke in das APB Motiv von PIFs, liefern 

Dissoziationskonstanten für die Interaktion von PIF Proteinen mit den beiden Zuständen von 

AtPhyB und zeigen auf, dass die Interaktionsstärke durch die Assoziationsreaktion definiert 

wird. 

A. thaliana besitzt noch weitere Phytochrome, jedoch ist zum aktuellen Zeitpunkt noch wenig 

über potenzielle Interaktionspartner bekannt. In einem kollaborativen Projekt wurde ein 



8 

 

Protein, benannt als OPA, mit unbekannter biologischer Funktion identifiziert, das 

lichtabhängige Protein-Protein Interaktion mit Phytochrom A (PhyA) eingeht und keine 

Wechselwirkung mit AtPhyB zeigt. In dieser Arbeit wurde die lichtabhängige Interaktion von 

AtPhyA mit OPA bzw. einer verkürzten OPA Variante untersucht. 

Um die zuvor beschriebenen Wechselwirkungen ausüben zu können, verwenden pflanzliche 

Phytochrome den Chromophor Phytochromobilin, der nicht in anderen Organismen vorhanden 

ist. Für die Anwendung außerhalb von Pflanzen setzt dies die Versorgung mit geeigneten 

Chromophoren voraus, was die Einsatzmöglichkeiten reduziert. Es konnte hier gezeigt werden, 

dass im Gegensatz zu früheren Annahmen AtPhyB den Chromophoren Biliverdin, eine 

Vorstufe des Phytochromobilin, verwenden kann. Die lichtgesteuerte Protein-Protein 

Interaktion ist unabhängig vom eingebauten Chromophor. Aufgrund der spektralen 

Eigenschaften des AtPhyB mit Biliverdin wurde auf einen neuartigen Bindemechanismus für 

Biliverdin in pflanzlichen Phytochromen geschlossen. Basierend auf diesem 

Bindemechanismus ist eine modifizierte Biliverdin-bindende AtPhyB Variante erstellt worden, 

die einen erhöhten Einbaugrad mit Biliverdin zeigt. Die neue Variante könnte somit das 

Anwendungsmöglichkeiten von AtPhyB in anderen Organismen beflügeln. 

Neben den pflanzlichen Phytochromen wurde auch das bakterielle Phytochrom aus 

Deinococcus radiodurans (DrBphP) untersucht, das als Paradigma für die Strukturbiologie und 

Signalweiterleitung von Phytochromen fungiert. Bakterielle Phytochrome agieren in der Regel 

als Histidinkinasen, jedoch wurde für DrBphP nie eine solche Funktion festgestellt. In einem 

kollaborativen Projekt wurde dieses offenstehende Rätsel gelöst und gezeigt, dass DrBphP als 

rotlichtaktivierte Phosphatase agiert. Die innerhalb dieser Arbeit analysierte Interaktion von 

DrBphP mit seinem Antwortregulator unterstützt diese Entdeckung.  

Zusammengefasst lässt sich sagen, dass diese Doktorarbeit neue Einblicke in Phytochrome und 

deren Interaktion mit Partnerproteinen gewährt. Die hierin erbrachten Erkenntnisse werden es 

ermöglichen die quantitative Untersuchung und Analyse der Signalweiterleitung in Pflanzen 

besser zu verstehen. Des Weiteren eröffnen sie die Möglichkeiten bereits bestehende 

lichtabhängige Interaktionssysteme zu optimieren und neue Einsatzgebiete für pflanzliche 

Phytochrome zu erschließen. Alternative lichtgesteuerte Interaktionssysteme und eine 

rotlichtaktivierbare Phosphatase stehen außerdem dazu bereit Einsatz in der Optogenetik und 

Biotechnologie zu finden. 
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Summary 

The detection of light conditions is essential for many organisms, as it allows them to adapt to 

the environment. For this purpose, organisms possess sensory photoreceptors that respond to 

different light qualities. Photoreceptors consist of a sensor module, which contains the 

chromophore for light sensing, and an effector module, which mediates biological function. 

Owing to the sensitivity, reversibility and spatiotemporal precision of the responses controlled 

by photoreceptors, they are powerful tools for the control of cellular processes by light, an 

approach called optogenetics. As one photoreceptor class, phytochromes sense red to far-red 

light and can be bimodally toggled between two signaling states. Since light of these colors 

exhibits deep tissue penetration, phytochromes are of considerable interest for optogenetic 

application. 

This thesis studies different aspects of phytochrome systems, with the main focus on light-

controlled protein-protein interaction of plant phytochromes. The interaction of the Arabidopsis 

thaliana phytochrome B (PhyB) and its interacting factors (PIFs) is arguably the most 

prominent red and far-red light-controlled protein-protein interaction. Upon red light 

illumination, AtPhyB undergoes conformational changes that allow interaction with PIFs. The 

interaction is lost, if the system is kept in dark for a prolonged time or illuminated with far-red 

light. Although widely used, only sparse and qualitative data are available on the molecular 

interaction of these proteins. Previous studies identified the photosensory core module of 

AtPhyB and the APB (active phytochrome B binding) motif of PIFs as sufficient for binding. 

However, quantitative information on interaction strength and dynamics is missing. To address 

this deficit, several biophysical and fluorescence-spectroscopic methods were established and 

applied to the interaction of natural and modified PIF proteins with AtPhyB under red and far-

red light. The findings precisely delineate the APB motif, provide dissociation constants for the 

interaction, and reveal that the light dependence of the interaction is encoded in the association 

kinetics.  

A. thaliana also possesses several other phytochromes, but little is known about their potential 

interaction partners. Within a collaborative project, a protein of unknown biological function, 

denoted OPA, was found to undergo light-dependent interactions with phytochrome A (PhyA) 

but not with AtPhyB. In this thesis, the light-dependent interaction of AtPhyA with OPA and a 

shortened OPA variant is quantitatively analyzed. 

To mediate the above and related responses, plant phytochromes utilize the plant-specific 

chromophore phytochromobilin, which however is generally absent in other organisms. 
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Therefore, deployment outside of plants mandates the supplementation of suitable 

chromophores, thus limiting the application scope. This work demonstrates that contrary to the 

prevalent view in the field, AtPhyB can utilize biliverdin, a precursor of the plant-specific 

chromophore. The light-controlled interaction with PIFs is independent of the incorporated 

chromophore. Based on spectral analysis, a novel mechanism for biliverdin binding in plant 

phytochromes was elucidated. On the grounds of this mechanism, a modified biliverdin-binding 

AtPhyB variant was designed which enhanced biliverdin incorporation and thereby, stands to 

spur the application of AtPhyB in other organisms. 

This thesis also deals with the bacterial phytochrome of Deinococcus radiodurans (DrBphP) 

that serves as a paradigm in structural biology and signal transduction. Bacterial phytochromes 

generally act as histidine kinases, but previously no catalytic activity was observed for DrBphP, 

although it exhibits pronounced structural responses to light. Within a collaborative project, this 

long-standing conundrum was resolved by revealing that DrBphP acts as red-light-activated 

phosphatase. The analysis of the interaction that DrBphP undergoes with its partner protein, 

achieved within this thesis, provide support for these findings. 

Taken together, this thesis provides unprecedented insight into phytochromes and the 

interactions they enter with partner proteins. These findings will facilitate the quantitative 

interrogation and analysis of signal transduction in plants. Moreover, they enable the 

construction of optimized, light-dependent interaction systems and thereby unlock additional 

applications for plant phytochromes. Alternative light-controlled interaction systems and a red-

light-activated phosphatase stand ready for implementation in optogenetics and biotechnology. 
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1 Einleitung 

Die Absorption von sichtbarem Licht, elektromagnetischer Strahlung mit einer Wellenlänge im 

Bereich von nahem Ultraviolett (UV, 380 nm) bis hin zu nahem Infrarot (IR, 780 nm), durch 

Proteinkomplexsysteme erfüllt in der Natur drei entscheidende Aufgaben: Energiegenerierung, 

Fluoreszenzerzeugung und Adaption des Organismus an seine Umgebung (Gilbert 2012; Presti 

und Delbruck 1978; Shimomura et al. 1962). Die Photosynthese, die von Pflanzen, Algen und 

einigen Bakterien betrieben wird, stellt hierbei die Grundlage aller Energieproduktion auf 

unserem Planten dar (Arnon 1959). Über die natürliche Funktion von Fluoreszenz ist indes 

wenig bekannt. Es kann lediglich spekuliert werden, dass Fluoreszenz zur Kommunikation 

zwischen Organismen genutzt wird (Michiels et al. 2008). Die Wahrnehmung von Licht und 

daraus resultierende Vermittlung von biologischen Antworten wie Phototaxis (Jékely 2009), 

Phototropismus (Whippo und Hangarter 2006) und dem Sehprozess bei Tieren (Gehring 2005) 

wird durch sensorische Photorezeptoren vermittelt.  

 

Abbildung 1: Schematische Darstellung des allgemeinen Aufbaus von Photorezeptoren. Das N-terminale 

Sensormodul ist meist mit einem C-terminalen Effektor verbunden. Der Chromophor für die Wahrnehmung der 

Lichtbedingungen ist im Sensor enthalten. Nach Absorption von Photonen einer spezifischen Wellenlänge erfolgen 

strukturelle bzw. dynamische Änderungen, die an den Effektor weitergegeben werden und zu dessen Aktivierung 

führen (Möglich und Nack 2017)  

Photorezeptoren können im Aufbau vereinfacht als zwei funktionelle Module dargestellt 

werden (Möglich und Moffat 2010; Ziegler und Möglich 2015), dem photosensorischen Modul 

(Sensor bzw. PSM) und dem Effektormodul (Effektor) (Abbildung 1). Der meist N-terminale 

Sensor detektiert einfallendes Licht und leitet die erhaltenen Informationen an den meist C-

terminal, gekoppelten Effektor weiter (Ziegler und Möglich 2015). In einigen wenigen 

Ausnahmen ist es jedoch möglich, dass die Domänenabfolge sich vom konventionellen Aufbau 

unterscheidet und somit der N-terminale Effektor gefolgt wird von einem C-terminalen Sensor 

(Weber et al. 2019; Losi und Gärtner 2008). Die Wahrnehmung des Lichts erfolgt mit Hilfe 

eines organischen Chromophors, der in einer Proteindomäne des Sensors gebunden ist. Im 

dunkeladaptierten Zustand absorbiert der Chromophor Licht spezifischer Wellenlängen und 

durchläuft anschließend einen Photozyklus dessen Resultat die Bildung des (meta)stabilen 

Signalzustands ist (Kottke et al. 2018). Der Photorezeptor erfährt in Folge dessen strukturelle 
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Änderungen, die vom Sensor an den Effektor weitergegeben werden, wodurch der Effektor 

entweder seine biologische Funktion vermittelt (Christie et al. 1998; Huala et al. 1997) oder in 

der Ausübung dieser inhibiert wird (Karniol und Vierstra 2003). Durch thermische Reversion 

kehrt dieser (meta)stabile Zustand über die Zeit oder in einigen Fällen auch gezielt durch 

Bestrahlung mit Licht einer anderen Wellenlänge zurück in seinen Ausgangszustand, was als 

Photochromie bezeichnet wird (Rockwell und Lagarias 2010). Die Wellenlängen, die von 

einem Photorezeptor wahrgenommen werden können, sind dabei stark verknüpft mit dem 

entsprechenden Chromophoren. Die Einordnung von Photorezeptoren erfolgt in der Regel 

anhand ihres Chromophoren, Photochemie, Proteinfamilien und taxonomischer Herkunft 

(Abbildung 2) (Porter 2016; Ziegler und Möglich 2015).  

 

Abbildung 2: Photorezeptoren können anhand ihrer Chromophoren, Photochemie, Proteinfamilien und 

taxonomischer Herkunft eingeordnet werden (Porter 2016; Ziegler und Möglich 2015).  

Während viele Organismen meist nur über einige wenige Klassen von Photorezeptoren 

verfügen (Fiedler et al. 2005; Davis et al. 1999), haben sich in Pflanzen vermutlich aufgrund 

ihrer sessilen Lebensweise und der damit verbundenen Notwendigkeit der präzisen 

Wahrnehmung ihrer Umgebung eine Vielzahl verschiedener Photorezeptorfamilien entwickelt 

(Weiler 2003; Wada et al. 2005; Möglich et al. 2010). Die UV-B Photorezeptoren, zu denen 

UVR8 aus Arabidopsis thaliana zählt, detektieren Licht im nahen UV Bereich (280 – 315 nm) 

und verwenden Tryptophane zur Absorption von Photonen (Heijde und Ulm 2012; Wu et al. 

2015).  
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Für die Wahrnehmung von blauem Licht haben sich spezifische Rezeptorgruppen entwickelt, 

die größtenteils Flavine als Chromophoren beinhalten (Losi et al. 2018). Light-Oxygen-

Voltage-sensing (LOV) Photorezeptoren wurden zunächst in Pflanzen als Mediator für den 

Phototropismus entdeckt (Huala et al. 1997; Christie et al. 1998), jedoch stellte sich bereits sehr 

bald heraus, dass diese Proteinfamilie auch in Bakterien, Pilzen und Cyanobakterien vorhanden 

ist (Losi und Gärtner 2012). Eine weitere Klasse der Blaulichtrezeptoren sind Cryptochrome, 

die in Pflanzen das Wachstum (Zlotorynski 2016) und in Tieren den zirkadianen Rhythmus 

kontrollieren (Yu et al. 2010). Sensors of Blue Light Using Flavin adenine dinucleotide (BLUF) 

werden primär in Proteobakterien gefunden und regulieren dort oftmals den zyklischen 

Nukleotidmetabolismus (Losi et al. 2018). Die letzte Klasse der Blaulichtrezeptoren sind 

Xanthopsine, zu denen das photoactive yellow protein (PYP) zählt (Borucki 2006). Im 

Gegensatz zu anderen Blaulichtrezeptoren verwenden Xanthopsine die 4-Hydroxyzimtsäure als 

Chromophor und sind vermutlich an der negativen Phototaxis in halophilen Bakterien beteiligt 

(Sprenger et al. 1993). 

Der Bereich des für den Menschen sichtbaren Lichts (380 – 780 nm) wird von Opsinen mit 

Hilfe von 11-cis-Retinal detektiert (Müller et al. 2019). Außer in Säugertieren findet man 

Opsine in Mikroorganismen und Algen, in denen sie z. B. als lichtabhängige Ionenkanäle 

fungieren (Nagel et al. 2002; Nagel et al. 2003; Gushchin und Gordeliy 2018). Neben den 

Opsinen detektieren unter anderem erst kürzlich entdeckte Rezeptorklassen eine große 

Bandbreite des sichtbaren Lichts. Die CarH Proteine sind UV, Blau- und Grünlicht Sensoren, 

die Vitamin B12 in Form von 5‘-Deoxyadenosylcobalamin als Kofaktor verwenden und als 

Transkriptionsfaktoren in Bakterien agieren (Padmanabhan et al. 2017; Padmanabhan et al. 

2019). Einige Cyanobakterien verwenden zum Schutz vor zu hohen Lichtintensitäten orange 

carotenoid proteins, eine Photorezeptorfamilie die Carotin als Chromophor verwendet und mit 

Phycobilisomen der Cyanobakterien interagieren (Muzzopappa und Kirilovsky 2020). Zu den 

weiteren erst kürzlich näher charakterisierten Klassen zählen die vom grün fluoreszierenden 

Protein (green fluorescent protein, GFP) abgeleiteten Photorezeptoren wie beispielsweise 

Dronpa, welches durch die Absorption von UV- und Blaulicht unterschiedliche 

Oligomersierungszustände eingeht (Jöhr et al. 2019), oder das photospaltbare Protein 

(photocleavable protein, PhoCl) bei dem es durch violettes Licht zu einem spezifischen Bruch 

im Proteinrückgrat kommt (Zhang et al. 2017).  

Eine besonders vielseitige Familie der Photorezeptoren sind die Phytochrome. Ursprünglich als 

Rot- und Fernrotlicht (600 nm – 780 nm) detektierende Rezeptoren in Pflanzen (PhyA-E) 
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entdeckt (Butler et al. 1959), konnten Phytochrome mittlerweile auch in Bakterien (BphP), 

Pilzen (Fph), Algen (Dph) und Cyanobakterien (Cph) nachgewiesen werden (Karniol et al. 

2005). In Mikroorganismen erfüllen Phytochrome eine wichtige Rolle bei der Phototaxis 

(Narikawa et al. 2013; Jékely 2009) und in Pflanzen regulieren sie eine Vielzahl von Prozessen, 

darunter Samenkeimung und Schattenvermeidung (Kreslavski et al. 2018). Phytochrome und 

phytochrom-ähnliche Cyanobakteriochrome (CBCRs) verwenden lineare Tetrapyrrole, 

sogenannte Biline, als Chromophore und können abhängig von ihrer spezifischen 

Aminosäuresequenz ein breites Spektrum des sichtbaren Lichts detektieren (Abbildung 2).  

Im Folgenden wird auf die Charakteristika von Phytochromen, dem Hauptthema dieser Arbeit, 

eingegangen. 

1.1 Phytochrome 

Beginnend mit Experimenten bei denen vom tageslichtabhängigen Verhalten von Pflanzen auf 

hierfür verantwortliche Bestandteile geschlussfolgert wurde (Garner und Allard 1920), über den 

ersten Nachweis von Phytochromen (Butler et al. 1959), bis hin zur molekularen 

Charakterisierung der heutigen Zeit (Burgie et al. 2014a; Takala et al. 2014) umfasst die 

Geschichte der Phytochromforschung mittlerweile einen Zeitraum von ungefähr 100 Jahren 

(Sage 1992). Phytochrome werden dabei als bilinbindende Proteine zusammengefasst, die 

abhängig von der Beleuchtung zwei stabile Zustände einnehmen können (Rockwell und 

Lagarias 2010).  

Das Sensormodul von Phytochromen setzt sich in der Regel aus einer PAS (Per-ARNT-SIM) 

(Möglich et al. 2009b), einer GAF (cGMP-specific phoshodiesterases, adenylyl cyclases and 

FhlA) (Aravind und Ponting 1997) und einer PHY (phytochrome-specific) Domäne zusammen 

(Yang et al. 2008; Rockwell und Lagarias 2010; Essen et al. 2008). Der Chromophor ist dabei 

in der GAF Domäne eingebettet und kovalent über ein Cystein in PAS oder GAF Domäne mit 

dem Protein verbunden (Abbildung 3). Bei den CBCRs genügt indes lediglich die GAF Domäne 

als Sensor und ist für die Ausbildung beider Signalzustände ausreichend  (Ikeuchi und Ishizuka 

2008).  
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Abbildung 3: Schematischer Aufbau der Phytochrome und Cyanobakteriochrome. Phytochrome können in Sensor 

und Effektor gegliedert werden. Der Sensor setzt sich in der Regel aus PAS, GAF und PHY Domäne zusammen 

wobei die PAS-Domäne bei einigen cyanobakteriellen Phytochromen fehlen kann. Der Bilinchromophor (grün) ist 

in der GAF Domäne eingebettet und kovalent über ein Cystein (Cys), welches sich entweder in der GAF oder der 

PAS Domäne befindet, mit dem Protein verbunden. In Phytochromen aus Pflanzen, Algen, Pilzen und teilweise 

auch aus Cyanobakterien befindet sich vor der ersten PAS Domäne noch eine N-terminale Erweiterung. Bei der 

Effektordomäne von Phytochromen handelt es sich in der Regel um eine Histidinkinase (HK). Bei pflanzlichen 

Phytochromen folgen der PHY Domäne jedoch zunächst zwei zusätzliche PAS Domänen und eine Histidinkinase-

ähnliche Domäne (histidine kinase related domain, HKRD). In Phytochromen aus Algen und Pilzen ist häufig eine 

C-terminale response-regulator receiver Domäne (REC) konserviert. Einige cyanobakterielle Phytochrome 

verwenden außerdem GGDEF Domänen als Effektor. Cyanobakteriochrome, z.B. SyCikA, sind phytochrom-

ähnliche Photosensoren, die lediglich GAF Domänen als Sensor verwenden und unterschiedliche 

Effektordomänen besitzen können (Rockwell und Lagarias 2010; Ikeuchi und Ishizuka 2008). 

Phytochrome verwenden lineare Tetrapyrrole als Chromophore, die im Zuge des katabolen 

Porphyrinstoffwechsels gebildet werden (Spudich und Briggs 2005). Die am häufigsten 

verwendeten Chromophore sind Biliverdin (BV) in bakteriellen Phytochromen und dessen 

reduzierte Stoffwechselprodukte Phytochromobilin (PΦB) in pflanzlichen Phytochromen bzw. 

Phycocyanobilin (PCB) in cyanobakteriellen Phytochromen und CBCRs, jedoch werden 

vereinzelt auch Phycoviolobilin (PVB) oder Bilirubin genutzt (Rockwell und Lagarias 2010). 
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Unabhängig von der genauen Art des Bilins im Phytochrom durchlaufen diese eine reversible 

Z zu E Isomerisierung der Doppelbindung zwischen dem C15 und dem C16 Atom nach 

Rotlichtbestrahlung was eine Drehung des D-Ring bewirkt (Abbildung 4). Die resultierende E-

Konformation kehrt im Dunkeln oder nach Fernrotlichtbestrahlung zurück in die Z-

Konformation. Der Zustand des Chromophors legt somit fest, ob das Phytochrom Rotlicht oder 

Fernrotlicht absorbiert und damit ob es sich im Pr oder Pfr Zustand befindet. Die biologische 

Aktivität von Phytochromen ist stark mit entsprechenden Beleuchtungszuständen verknüpft. 

Beim Effektormodul handelt es sich bei bakteriellen Phytochromen in der Regel um 

Histidinkinasen (HK). Abhängig vom Ursprungsorganismus können auch andere Domänen als 

Effektor fungieren (Abbildung 3). Alternativ kann die biologische Funktion durch 

lichtabhängige Protein-Protein Interaktion vermittelt wird (Pham et al. 2018).  

 

Abbildung 4: Darstellung der kovalenten Bindung und der Photoisomerisierung der Chromophore in 

Phytochromen. Die Bindung des Chromophoren zum Phytochrom entsteht durch Reaktion der Vinyl Gruppe des 

A-Ring mit einem Cystein des Proteins. Phycocyanobilin (PCB) und Phytochromobilin (PΦB) binden jeweils über 

das C31 Atom an ein Cystein in der GAF Domäne. PCB und PΦB unterscheiden sich lediglich durch eine Ethyl- 

bzw. Vinyl Gruppe am D-Ring. Biliverdin (BV), welches in bakteriellen Phytochromen zum Einsatz kommt, bildet 

eine kovalente Bindung mit einem Cystein der PAS-Domäne über das C32 Atom aus. Nach Rotlichtabsorption 

erfolgt eine Z zu E Isomerisierung der Doppelbindung zwischen C15 und C16, die im Dunkeln oder nach 

Fernrotlichtabsorption in den Ausgangzustand zurückkehrt (Mroginski et al. 2007).  

Im Folgenden soll auf die spezifischen Details der wichtigsten Phytochromfamilien 

eingegangen werden. 
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1.1.1 Struktur von Phytochromen 

Phytochrome weisen in ihrem Sensor eine Domänenarchitektur bestehend aus jeweils einer 

PAS, GAF und PHY Domäne auf. Vor allem bei den Cyanobakterien lassen sich jedoch 

Ausnahmen von dieser Regel finden bei denen keine N-terminale PAS Domäne vorhanden ist 

(Anders et al. 2013; Rockwell und Lagarias 2010). Der Sensor bei den CBCRs besteht hingegen 

lediglich aus einer GAF Domäne und ist vollkommend ausreichend für Photochromie (Ikeuchi 

und Ishizuka 2008).  

Soweit strukturell untersucht, liegen Phytochrome in der Regel als parallele Homodimere vor 

(Burgie et al. 2014a; Burgie et al. 2014b). Die Fähigkeit Dimere zu bilden wird dabei nicht nur 

vom Sensor vermittelt, sondern in Teilen auch vom Effektor was in pflanzlichen Phytochrome 

durch die Entfernung des C-terminalen Effektors gezeigt wurde (Burgie et al. 2017). Betrachtet 

man den klassischen Aufbau des Sensormoduls innerhalb unterschiedlicher Familien, so zeigen 

sich aber auch hier Unterschiede zwischen den einzelnen Familien. In den Phytochromen aus 

Cyanobakterien, Pilzen, Algen und höheren Pflanzen befinden sich vor der ersten PAS Domäne 

noch weitere Aminosäuren, die N-terminale Erweiterung (N-terminal extension, NTE). Die 

Länge der NTE ist dabei in der Regel vom Herkunftsorganismus abhängig. Besonders in 

pflanzlichen Phytochromen ist die Rolle der NTE bereits intensiver erforscht und es konnte 

gezeigt werden, dass dieser einen Einfluss auf die Stabilität des Pfr Zustandes hat (Velázquez 

Escobar et al. 2017a). Des Weiteren beinhaltet die NTE in pflanzlichen Phytochromen 

Phosphorylierungsstellen, die sowohl die thermale Reversion als auch die biologische Funktion 

beeinflusst (Medzihradszky et al. 2013; Nito et al. 2013; Viczián et al. 2020). Am Übergang 

der NTE in die PAS Domäne befindet sich ein weiteres charakteristisches Element der 

Phytochrome, die Knotenstruktur, bei der eine Schleife der GAF Domäne einen Bereich der 

PAS Domäne umspannt. Im Phytochrom B aus Arabidopsis thaliana (AtPhyB) scheint diese 

Region zentralen Einfluss auf die Interaktion mit Partnerproteinen zu haben (Kikis et al. 2009). 

Die genaue Bindestelle der Partnerproteine an Phytochromen ist jedoch aktuell noch unbekannt. 

Die PAS Domäne besitzt die räumliche Struktur eines fünfsträngigen antiparallelen β-Faltblatts 

umgeben von drei α-Helices und befindet sich in engem Kontakt zur GAF Domäne, die aus 

einem sechssträngigen antiparallelen β-Faltblatts und fünf α-Helices besteht (Wagner et al. 

2005). Die GAF Domäne beinhaltet den organischen Chromophor in einer Bindetasche, die aus 

dem β-Faltblatt und zwei der α-Helices aufgebaut ist (Burgie et al. 2014a). Zusätzlich zu den 

Aminosäuren der GAF Domäne sind auch Aminosäuren von PAS- und PHY-Domäne für einen 

korrekten Einbau des Bilins notwendig (Abbildung 5). Diese Aminosäuren sind 
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hochkonserviert zwischen Phytochromen aus unterschiedlichen Familien (Wagner et al. 2008; 

Burgie und Vierstra 2014; Burgie et al. 2014a).  

 

Abbildung 5: PΦB Chromophor und Aminosäuren der Bindetasche von AtPhyB (PDB-Eintrag 4our). Der PΦB 

Chromophor ist grün hervorgehoben. Die Aminosäuren von PAS-, GAF- und PHY-Domäne sind blaugrün, cyan 

und dunkelblau eingefärbt. Wasserstoffbrückenbindungen sind in gestrichelten Linien eingezeichnet (Burgie et al. 

2014a).  

Für die Ausbildung der kovalenten Bindung zum Chromophoren wird in bakteriellen 

Phytochromen in der Regel ein Cystein in der PAS Domäne verwendet (Takala et al. 2014). 

Bei pflanzlichen und cyanobakteriellen Phytochromen kommt ein Cystein in der GAF Domäne 

zum Einsatz (Abbildung 5). Die Absorption von Rotlicht führt zur charakteristischen Z zu E 

Isomerisierung des Chromophoren, die eine Drehung des D-Rings zur Folge hat. Die Änderung 

wird von umgebenden Aminosäuren wahrgenommen wodurch ein Strukturänderungssignal an 

die PHY Domäne weitergegeben wird. Der Abstand der beiden PHY Domänen des 

Phytochromdimers vergrößert sich infolgedessen (Abbildung 6). Die PHY-Zunge, ein von der 

PHY Domäne ausgehendes Strukturelement, das direkte Interaktion mit der 

Chromophorbindetasche der GAF Domäne ausübt, durchlebt eine reversible strukturelle 

Änderung von β-Schleife im Pr Zustand zu α-Helix im Pfr Zustand. Dies konnte jedoch aktuell 

nur für bakterielle Phytochrome gezeigt werden (Takala et al. 2014; Takala et al. 2015). Im Fall 

der Bakteriophytochrome gehen die C-terminalen Helices der PHY Domänen stufenlos in die 

Dimerisierungs- und Phosphatakzeptor-Histidin (dimerization and phospho-accepting 
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histidine, DHp) Domäne der Histidinkinasen über, wodurch das Signal an den Effektor 

weitergegeben wird (Möglich 2019). Da für viele Phytochrome jedoch lediglich Strukturen des 

Sensors ohne den Effektor vorhanden sind, ist der genaue Mechanismus der Signalweiterleitung 

in anderen Phytochromfamilien noch weitestgehend unbekannt. Es wird allerdings anhand der 

bereits vorhandenen Strukturen geschlussfolgert, dass die Signalweiterleitung vermutlich 

primär über coiled-coil Helixstrukturen erfolgt (Otero et al. 2016; Gourinchas et al. 2017).  

 

Abbildung 6: Struktur des isolierten Sensormoduls des Deinococcus radiodurans Bakteriophytochroms 

(DrBphP) im dunkel- (PDB-Eintrag 4o0p) und lichtadaptierten Zustand (PDB-Eintrag 4o01). Nach Beleuchtung 

mit Rotlicht kommt es zu strukturellen Änderungen in der Verbindungshelix zwischen GAF und PHY Domäne, 

wodurch sich die PHY Domänen des parallelen Dimers voneinander wegbewegen. Die Zunge nimmt im 

dunkeladaptierten Zustand die Struktur eines β-Faltblatts ein, welches nach Rotlicht Bestrahlung zu einer α-Helix 

umgewandelt wird. 

1.1.2 Chromophore und Photozyklus 

Biline sind offenkettige lineare Tetrapyrrole, die im Zuge des Porphyrinstoffwechsels aus 

Metalloporphyrinen, Häm oder Chlorophyll gebildet werden. Aufgrund ihres konjugierten π-

Elektronensystems absorbieren Biline Licht im sichtbaren Spektrum wodurch Sie in der Natur 

für Pigmentierung, Lichtwahrnehmung und Energiegewinnung in Lichtsammelkomplexen 

Verwendung finden (Frankenberg und Lagarias 2000). Biliverdin (BV) ist das Primärprodukt 

des Häm-Katabolismus in Tieren und wird vom Enzym Hämoxygenase (HO) gebildet 

(Abbildung 7) (Liu und Ortiz de Montellano 2000; Mahawar und Shekhawat 2018; Ortiz de 

Montellano 2000).  
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Abbildung 7: Synthese der wichtigsten Biline, die als Chromophore in Phytochromen dienen. Fe-Protoporphyrin 

IX [Fe(ppIX)] wird von Hämoxygenase-α (HO-α) in Biliverdin IXa (BV) umgewandelt, welches als Chromophor 

in Bakteriophytochromen zum Einsatz kommt. BV ist die Vorstufe von Phytochromobilin (PΦB) und 

Phycocyanobilin (PCB), die von den Enzymen Ferredoxin Oxidoreduktase (HY2) bzw. 

Phycocyanobilin:ferredoxin Oxidoreduktase (pcyA) gebildet werden. PΦB kommt in pflanzlichen Phytochromen 

zum Einsatz, während PCB als Chromophor von cyanobakteriellen Phytochromen und CBCRs verwendet wird 

(Frankenberg und Lagarias 2000). 

In Tieren wird das Oxidationsmittel für die Spaltung der Methinbrücke von der NADPH-

abhängigen Cytochrome P450 Reduktase bereitgestellt, während pflanzliche und 

cyanobakterielle Hämoxygenasen Ferredoxin-abhängig sind (Frankenberg und Lagarias 2000). 

Die in Bakteriophytochromen als Chromophor verwendete Isoform ist Biliverdin IXa, welche 

über ihr C3² Atom kovalent an ein Cystein in der PAS-Domäne des Phytochroms gebunden 
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wird. BV wird in Tieren abgebaut zu Bilirubin, in Pflanzen zu Phytochromobilin (PΦB) und in 

Cyanobakterien zu Phycocyanobilin (PCB) (Abbildung 7). PΦB und PCB sind die 

Chromophore, die in pflanzlichen bzw. cyanobakteriellen Phytochromen zum Einsatz kommen 

(Rockwell und Lagarias 2010). 

Die Ferredoxin Oxidoreduktase HY2 in Pflanzen, auch PΦB Synthase genannt, bildet PΦB 

durch eine zwei Elektronen Reduktion aus BV (Kohchi 2001; Frankenberg 2001). Auf analoge 

Weise wird PCB in Cyanobakterien mit Hilfe der Phycocyanobilin:ferredoxin Oxidoreduktase 

pcyA generiert (Uda et al. 2017). PΦB und PCB unterscheiden sich lediglich anhand einer 

Ethyl- bzw. Vinyl Gruppe am D-Ring (Abbildung 7). Die Bindung dieser Biline in pflanzlichen 

und cyanobakteriellen Phytochromen erfolgt zwischen dem C31 Atom und einem strukturell 

konservierten Cystein der GAF-Domäne. Aufgrund der molekularen Ähnlichkeit der 

Chromophore ist es möglich PΦB in pflanzlichen Phytochromen durch PCB zu substituieren 

(Mroginski et al. 2011; Kyriakakis et al. 2018). Besonders bei der Anwendung von pflanzlichen 

und cyanobakteriellen Phytochromen bzw. CBCRs in Bakterien, Säugetierzellkultur und in 

Modelorganismen ist es daher notwendig, dass die entsprechenden Enzyme für die Herstellung 

der Chromophoren vorhanden sind (Cornejo et al. 1998; Kyriakakis et al. 2018; Lu et al. 2017; 

Mukougawa et al. 2006; Uda et al. 2017). Alternativ kann der PCB Chromophor auch extern 

über das Medium zugeführt werden (Toettcher et al. 2011b; Müller et al. 2013a).  

Nach Einbau des Chromophors in das entsprechende Phytochrom zeigt dieses die 

charakteristischen Pr bzw. Pfr Spektren (Abbildung 8). Der Pr-Zustand ist in der Regel der 

dunkeladaptierte Zustand, jedoch gibt es einige Phytochrome, Bathyphytochrome, bei denen 

im Dunkeln der Pfr-Zustand adaptiert wird (Rottwinkel et al. 2010; Salewski et al. 2013; 

Velázquez Escobar et al. 2017b). Der durch Rotlicht erzeugte Zustand ist in der Regel ein 

Mischzustand aus den reinen Pr und Pfr Spektren, da beide Zustände Rotlicht absorbieren 

können (Butler et al. 1964). Der Pr Zustand cyanobakterieller Phytochrome und pflanzlicher 

Phytochrome besitzt ein Absorptionsmaxima von ca. 655 nm für PCB und ca. 665 nm für PΦB 

(Lamparter 2004). Bakteriophytochrome mit BV weisen dahingegen ein um ca. 50 nm 

rotverschobenes Pr-Absorptionsmaxima bei ca. 700 nm auf (Quest und Gärtner 2004; 

Auldridge und Forest 2011).  
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Abbildung 8: Absorptionsspektren des Pflanzenphytochroms aus Arabidopsis thaliana (AtPhyB) und des 

Bakteriophytochroms aus Deinococcus radiodurans (DrBphP) nach Rotlicht (rot) und Fernrotlicht (braun) 

Bestrahlung und das berechnete Spektrum für den reinen Pfr Zustand (gepunktete Linie)  

Nach Absorption eines Photons mit Wellenlänge im Rotlichtbereich durchläuft der 

Chromophor einen charakteristischen Photozyklus bei dem über einige kurzlebige 

Zwischenstufen zunächst ein (meta)stabiles Produkt, Pfr-Zustand, gebildet wird (Abbildung 9). 

Die Anzahl der Zwischenstufen variiert dabei abhängig vom Phytochrom (Björling et al. 2016; 

Ulijasz und Vierstra 2011). Innerhalb von Pikosekunden nach der Anregung durch Rotlicht 

kommt es zur Ausbildung des Lumi-R Zustandes, der nach Mikrosekunden durch thermische 

Reversion in den Meta-Ra-Zustand übergeht. Deprotonierung führt zunächst zur Ausbildung 

des meta-Rc-Zustandes, welcher durch Protonierung in den (meta)stabilen Pfr Zustand 

überführt wird. Bildung und Zerfall des meta-Rc erfolgt im Millisekunden Zeitraum (Ulijasz 

und Vierstra 2011). Der Pfr Zustand kehrt nach einiger Zeit im Dunkeln wieder in den Pr 

Zustand zurück, wobei die Geschwindigkeit der thermischen Reversion vom jeweiligen 

Phytochrom (Remberg et al. 1998), dem eingebauten Chromophor (Remberg et al. 1998), der 

strukturellen Vollständigkeit des Phytochroms (Burgie et al. 2017) und der Beschaffenheit der 

Aminosäuren in der Chromophorbindetasche (Zhang et al. 2013) abhängig ist. Der Pfr-Zustand 

kann auch durch Fernrotlichtbestrahlung in den Pr-Zustand überführt werden und durchläuft 

dabei eine ähnliche Reaktionsfolge wie nach Rotlichtbestrahlung (Abbildung 9). Zunächst wird 

nach einigen Pikosekunden der Lumi-F-Zustand gebildet, der innerhalb von Nanosekunden in 

den Meta-Fa-Zustand überführt wird. Der Meta-Fa wird anschließend innerhalb von 

Mikrosekunden in den Meta-Fb und daraufhin nach einigen Millisekunden in den Pr-Zustand 

überführt (Ulijasz und Vierstra 2011). Der Übergang zwischen Pr und Pfr Zustand ist mit der 
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Isomerisierung der Doppelbindung zwischen C15=C16 der Bilinchromophore verknüpft, die 

während der Bildung der Lumi-Zustände erfolgt.  

 

Abbildung 9: Vereinfachter Photozyklus von Phytochromen. Nach Absorption von Rotlicht erfolgt der Übergang 

vom Pr in den Pfr Zustand über mehrere Zwischenstufen. Zunächst kommt es innerhalb von Pikosekunden, durch 

Isomerisierung der C15=C16 Doppelbindung, zur Ausbildung des Lumi-R Zustands, welcher nach einigen 

Mikrosekunden in den Meta-Ra Zustand übergeht. Daraufhin wird der Meta-Rc gebildet und in den Pfr Zustand 

überführt. Bildung und Zerfall des Meta-Rc geschieht auf der Millisekunden Zeitskala. Der Pfr Zustand kann 

entweder durch thermische Reversion im Dunkeln oder nach Fernrotlichtbeleuchtung wieder in den Pr Zustand 

überführt werden. Die einzelnen Prozesse laufen dabei analog zum Pr → Pfr Übergang mit leicht veränderten 

Zeitkonstanten ab, wobei die gebildeten Zwischenprodukte jedoch Lumi-F, Meta-Fa und Meta-Fb genannt werden 

(Ulijasz und Vierstra 2011).  

Neben den klassischen Rot- und Fernrotlicht absorbierenden Phytochromen haben sich in der 

Familie der Cyanobakterien eine Vielzahl von phytochrom-ähnlichen CBCRs entwickelt, deren 

Farbsensitivität nicht nur auf das rote Spektrum des sichtbaren Lichts begrenzt ist (Rockwell 

und Lagarias 2010). Die resultierenden Photozyklen in CBCRs sind divers und der 

dunkeladaptierten Zustand kann sich, z. B. innerhalb der Grün- und Rotlicht absorbierenden 

CBCRs, unterscheiden (Hirose et al. 2010; Narikawa et al. 2008; Rockwell et al. 2012). Eine 

Blauverschiebung der Absorptionsspektren bis hin in den nahen UV Bereich wird durch ein 

weiteres Cystein bewirkt, das eine zusätzliche kovalente Bindung zum C10 Atom des Bilin 

Chromophoren ausbildet (Rockwell et al. 2011; Rockwell et al. 2008). Der Grund für die 

Entwicklung dieser phytochrom-ähnlichen Photorezeptoren ist vermutlich darauf 

zurückzuführen, dass Cyanobakterien für ihr Überleben sowohl auf die Energieproduktion 

durch Lichtabsorption angewiesen sind, aber gleichzeitig versuchen schädliche 

Lichtbedingungen zu vermeiden (Song et al. 2011; Narikawa et al. 2013).  
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Kürzlich wurden aber auch einige Algenphytochrome identifiziert deren Absorptionsspektren 

ebenfalls deutliche Abweichungen vom klassischen Rot und Fernrotlicht Verhalten aufweisen 

(Rockwell et al. 2014; Duanmu et al. 2014). Auch hier scheint eine deutliche Blauverschiebung 

durch ein weiteres Cystein bewirkt zu werden (Duanmu et al. 2014). 

1.1.3 Histidinkinasen als Effektor in bakteriellen Phytochromen 

Die biologische Aufgabe von Phytochromen ist die Wahrnehmung von Lichtbedingungen und 

Umwandlung des Lichtsignals in eine biologische Antwort. Bakterielle Phytochrome bewirken 

ihre biologische Aktivität meist als Bestandteil von Zweikomponentensystemen mit Hilfe ihrer 

Histidinkinase-Effektordomäne indem sie den Phosphorylierungszustand von Antwort-

regulatoren beeinflussen (Bhoo et al. 2001; Möglich 2019). Der Großteil unseres Wissens 

bezüglich der biologischen Aufgabe von bakteriellen Phytochromen, abseits der 

Cyanobakterien, bezieht sich auf Bakterienarten, die Interaktionen mit Pflanzen eingehen 

(Beattie et al. 2018). Es konnte gezeigt werden, dass Phytochrome in diesen Bakterienarten 

lichtabhängig unter anderem die Synthese des Bakteriochlorophylls kontrollieren (Giraud et al. 

2002), Konjugation (DNA Transfer) zwischen Agrobakterien regulieren (Bai et al. 2016; Xue 

et al. 2019) oder über Genexpression, Beweglichkeit und Virulenz beeinflussen (McGrane und 

Beattie 2017; Bonomi et al. 2016; Wu et al. 2013).  

Aufgrund ihrer Löslichkeit und der einfachen Zustandskontrolle mittels Licht haben sich 

Photorezeptor-Histidinkinasen in der Vergangenheit als optimale Plattform zu Untersuchung 

der Histidinkinasefamilie bewährt (Diensthuber et al. 2013; Jacob-Dubuisson et al. 2018; 

Möglich 2019). Histidinkinasen, in der Regel Homodimere (Rivera-Cancel et al. 2014), agieren 

abhängig von ihrem Signalzustand entweder als Kinasen oder Phosphatasen. Als erster 

Reaktionsschritt erfolgt die Autophosphorylierung der Histidinkinase. Dabei wird die γ-

Phosphatgruppe von einem ATP auf das katalytisch aktive Histidin übertragen (Abbildung 

10a). Die phosphorylierte Histidinkinase kann daraufhin die Phosphatgruppe auf einen 

spezifischen Asparaginsäurerest im Antwortregulator übertragen (Abbildung 10b). Die 

Dephosphorylierung des Antwortregulators erfolgt durch die Hydrolyse der 

Phosphorsäureesterbindung unter Verbrauch eines Wassermoleküls (Abbildung 10c). Für alle 

Reaktionsschritte werden bivalente Metallionen benötigt, in der Regel Mg2+ (Stock et al. 2000).   

Obwohl es eine Vielzahl von Kristallstrukturen des Sensormoduls bakterieller Phytochrome 

gibt (Burgie et al. 2016; Takala et al. 2014; Yang et al. 2008), fehlt bis dato noch eine 

vollständige Struktur mit dem Histidinkinase-Effektor, die die Verbindung zwischen PHY 
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Domäne und DHp Domäne über die coiled-coil Helices zeigt. Unabhängig von der Art der 

Histidinkinase gibt es jedoch eine sehr hohe Verwandtschaft zwischen den Histidinkinasen. Die 

Konservierung zeigt sich in der Signalweiterleitung via coiled-coil Helices zum Effektor, der 

Ähnlichkeit der DHp Domäne als auch der katalytischen (catalytic, CA) Domäne im Effektor 

und schlussendlich durch die Kinase- bzw. Phosphataseaktivität (Möglich 2019). Aus diesem 

Grund können sehr gut charakterisierte Histidinkinasen wie das DesK aus Bacillus subtilis, das 

HK853 aus Thermotoga maritima oder das künstlich erzeugte, lichtabhängige YF1 als Model 

für Histidinkinase-Antwortregulator Zweikomponentensysteme betrachtet und von diesen auf 

andere Histidinkinasesysteme geschlussfolgert werden (Trajtenberg et al. 2016; Casino et al. 

2009; Casino et al. 2014; Diensthuber et al. 2013; Möglich et al. 2009a).  

 

Abbildung 10: Schematische Darstellung der drei von Histidinkinasen (HK) katalysierten Reaktion. (a) Unter 

Verbrauch eines ATP Moleküls wird während der Autophosphorylierungsreaktion eine Phosphatgruppe auf die 

Histidinkinase übertragen. (b) Die Phosphatgruppe wird anschließend von der Histidinkinase auf den 

Antwortregulator (AR) transferiert. (c) Bei der Phosphataseaktivität handelt es sich um die hydrolytische 

Entfernung der Phosphatgruppe des phosphorylierten Antwortregulators durch die Histidinkinase. (Stock et al. 

2000)  

Das vom Sensor wahrgenommene Signal wird über coiled-coil Verbindungshelices an den HK-

Effektor weitergegeben. Die coiled-coil α-Helices winden sich dabei um eine zentrale Achse 

und besitzen sich wiederholende Aminosäureabfolgen, die die Ausbildung dieses 

Strukturmotives garantieren. Die Aminosäuren der einen Helix greifen dabei optimal in die 

Lücken der anderen Helix und umgekehrt. Kommt es zu einer Signaländerung im Sensor so 

wird diese im Helixbündel vermutlich durch Rotation übertragen. Die Packung der 

Aminosäuren ändert sich und die daraus resultierenden Verzerrungen der Helices werden an 

die α1 und α2 Helices der DHp Domäne übertragen (Möglich 2019).  
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Abhängig von der Orientierung der Helices befindet sich das für die Aktivität verantwortliche 

Histidin entweder im Kinasezustand an der Oberfläche oder im Phosphatasezustand im Inneren 

des Helixbündels (Abbildung 11). Der Kinasezustand erlaubt es, dass das Histidin entweder in 

der Nähe der CA Domäne des eigenen Monomers oder des benachbarten Monomers ist. Als 

Resultat erfolgt Autophosphorylierung entweder in cis oder in trans Orientierung (Ashenberg 

et al. 2013). Obwohl die CA Domäne sehr variable Anordnungen einnehmen kann, ist sie 

während der Autophosphorylierungsreaktion in einer spezifischen Orientierung zur DHp 

Domäne, die eine räumliche Nähe der γ-Phosphatgruppe des ATP-Kofaktors zum katalytisch 

aktiven Histidin gestattet (Bhate et al. 2015). Zur Übertragung der Phosphatgruppe bilden das 

aktive Histidin und ein benachbarter Asparaginsäurerest eine katalytische Diade in DesK. Die 

CA Domäne löst sich vermutlich nach der Autophosphorylierung von der DHp Domäne und 

schafft Platz für die Interaktion mit dem Antwortregulator (Trajtenberg et al. 2016). Im 

Kinasezustand erfolgt demnach sowohl die Autophosphorylierung als auch die Übertragung der 

Phosphatgruppe auf den Antwortregulator (Trajtenberg et al. 2016; Buschiazzo und Trajtenberg 

2019). Der Transfer der Phosphatgruppen erfolgt dabei sehr spezifisch nur auf 

Antwortregulatoren und nicht auf andere Proteine (Capra et al. 2010), jedoch konnte gezeigt 

werden, dass Histidinkinasen auch Antwortregulatoren aus anderen Organismen 

phosphorylieren können (Bhoo et al. 2001).  

 

Abbildung 11: Modell für die Positionierung der katalytisch relevanten Aminosäuren in der DHp Domäne. Die 

katalytisch aktiven Histidine sind im Kinasezustand (K Zustand) an der Oberfläche des Helixbündels. Nach 

Übergang in den Phosphatasezustand (P Zustand) befinden sich die Histidine im inneren Bereich zwischen den 

Helices und das Glutamin kann an der Phosphatasereaktion mitwirken. (erstellt aus PDB-Einträgen 5ium und 5iun) 
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Im Phosphatasezustand kommt es zur Rotation der α-Helices der DHp Domäne. Das aktive 

Histidin verlagert sich nun ins Zentrum des Helixbündels und ein Glutamin tritt an dessen 

Position an der Oberfläche (Abbildung 11). Die drei wichtigsten Aminosäuren für die 

Histidinkinasefunktionen bilden ein hochkonserviertes H-D-x-x-x-Q Motiv in der Pfam 

HisKA_3 Klasse (Finn et al. 2006; Willett und Kirby 2012), jedoch gibt es auch Abweichungen 

von diesem Motiv (Diensthuber et al. 2013). Unabhängig von Signalzustand bleibt die 

Bindestelle für den Antwortregulator größtenteils unverändert. Nachdem der Antwortregulator 

an die Histidinkinase im Phosphatasezustand bindet, erfolgt die Hydrolyse durch ein vom 

Glutamin koordiniertes Wassermolekül und der Antwortregulator wird anschließend 

freigegeben. 

1.1.4 Lichtgesteuerte Protein-Protein Interaktion in Pflanzen 

Die biologische Funktion pflanzlicher Phytochrome ist deutlich ausgiebiger untersucht als die 

Rolle der entsprechenden Phytochrome in anderen Organismen. Zu den wichtigsten Prozessen, 

die durch pflanzliche Phytochrome beeinflusst werden, zählen Samenkeimung (Song und Choi 

2019), Wurzelwachstum (Gil et al. 2018; Ha et al. 2018), Photomorphogenese (Tripathi et al. 

2019; Enderle et al. 2017), rotlichtabhängige Seneszenz von Blättern (Lim et al. 2018), die 

Wahrnehmung der Morgendämmerung (Seaton et al. 2018; Qiu et al. 2017), Beeinflussung des 

zirkadianen Rhythmus (Oakenfull et al. 2019; Oakenfull und Davis 2017; Shor et al. 2017), 

Schattenvermeidung und Detektion von Nachbarpflanzen (Romero-Montepaone et al. 2020; 

Roig-Villanova et al. 2019). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass das Pflanzenwachstum, 

die Biomassenproduktion und der Ernteertrag von Mais durch Phytochrom B kontrolliert wird 

(Wies et al. 2019). Pflanzliche Phytochrome fungieren dabei sowohl als Sensoren für Licht als 

auch für Temperatur (Han et al. 2019; Klose et al. 2020).  

Auf molekularer Ebene werden diese Prozesse in der Regel über die Veränderung der 

Expression verschiedenster Gene gesteuert (Ushijima et al. 2017; Pham et al. 2018; Stawska 

und Oracz 2019). Der durch Phytochrome gesteuerte Kontrollmechanismus in Pflanzen 

beinhaltet dabei ein ausgeklügeltes Zusammenspiel von Proteinsynthese, photochemischer 

Signalwahrnehmung, Translokation in den Zellkern, Ausbildung von photobodies, thermische 

Reversion und Proteinabbau (Sellaro et al. 2019; Enderle et al. 2017; Grima et al. 2018; Hahm 

et al. 2020; Helizon et al. 2018). Phytochrome befinden sich im Dunkeln zunächst im Zytosol, 

werden jedoch nach Rotlichtabsorption in den Zellkern transportiert (Abbildung 12). Die 

biologische Funktion wird anschließend über lichtabhängige Protein-Protein Interaktion (PPI) 

mit Partnerproteinen, primär Phytochrominteraktionsfaktoren (phytochrome interacting 
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factors, PIFs), vermittelt (Pham et al. 2018). PIFs sind basic Helix-loop-helix (bHLH) 

Transkriptionsfaktoren, deren lichtgesteuerte Interaktion mit Phytochromen zum Übergang von 

Skotomorphogenese zu Photomorphogenese führt und zur Folge hat, dass PIF Proteine durch 

Phosphorylierung für den Proteinabbau freigegeben werden (Castillon et al. 2007; Leivar und 

Quail 2011).  

 

Abbildung 12: Dynamische Regulation der Konzentration der Phytochrominteraktionsfaktoren (PIF) in 

pflanzlichen Zellen. (a) Während der Skotomorphogenese liegt Phytochrom B (PhyB) im Pr Zustand vor und 

befindet sich im Zytosol. PIF Proteine im Zellkern können an die DNS binden und die Expression von Genen, die 

wichtig sind für das Wachstum in Dunkelheit sind, initiieren. (b) Die Absorption von Rotlicht bewirkt den 

Übergang von Skotomorphogenese zu Photomorphogenese. PhyB wird in den Pfr Zustand überführt und 

anschließend in den Zellkern transportiert. Dort angekommen kommt es zur Wechselwirkung mit PIF Proteinen 

und die Genexpression wird gestoppt. Die PhyB-PIF Interaktion bewirkt, dass PIF Proteine von PhyB und 

Proteinkinasen (PK) phosphoryliert werden. Die phosphorylierten PIFs werden nach anschließender 

Ubiquitinierung im 26S-Proteasom (26S) abgebaut (Castillon et al. 2007; Pham et al. 2018).    

Pflanzliche Phytochrome besitzen anstelle der Histidinkinase Domäne eine Histidinkinase-

ähnliche Domäne (histidine kinase related domain, HKRD) bei der das konservierte Histidin 

im aktiven Zentrum fehlt. Anstelle der Histidinkinaseaktivität ist eine Serin/Threonin-

Kinaseaktivität berichtet worden (Yeh und Lagarias 1998) und die Phosphorylierung einiger 

Zielproteine durch pflanzliche Phytochrome wurde nachgewiesen (Nagano 2016). 

Interessanterweise konnte für Avena sativa Phytochrom A festgestellt werden, dass lediglich 

das Photosensormodul ausreichend ist um PIF3 zu phosphorylieren (Shin et al. 2016). Die 

Stärke des Phosphorylierungseffekts von Phytochromen ist jedoch in vielen Fällen unklar und 
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es wird vermutet, dass die Hyperphosphorylierung, die bei PIF Proteinen in Pflanzen 

nachweislich zum Proteinabbau führt, auch auf andere Proteinkinasen zurückzuführen ist 

(Hoang et al. 2019; Ni et al. 2017; Pham et al. 2018).  

Die lichtkontrollierte Interaktion von pflanzlichen Phytochromen und PIF Proteinen, von der 

erstmals vor über 20 Jahren berichtet wurde (Ni et al. 1998; Ni et al. 1999), ist die am besten 

untersuchte biologische Funktion von Phytochromen. Phytochrome und PIF Proteine wurden 

mittlerweile in verschiedensten Pflanzenorganismen nachgewiesen (Pham et al. 2018; Lee und 

Choi 2017). Als Model für diese Interaktionsfamilie wird das Arabidopsis thaliana Phytochrom 

B (AtPhyB) und PIF System herangezogen, für das bereits tiefgreifendere biochemische und 

biologische Charakterisierungen durchgeführt wurden. A. thaliana verfügt über insgesamt 8 

PIF Proteine (PIF1-8), die alle mit AtPhyB interagieren (Pham et al. 2018; Lee und Choi 2017). 

Zusätzlich dazu sind PIF1 und PIF3 in der Lage mit A. thaliana Phytochrom A (AtPhyA) zu 

interagieren (Huq et al. 2004; Lee und Choi 2017), wobei die Interaktion präferenziell mit dem 

Pfr Zustand von Phytochromen erfolgt (Ni et al. 1999; Huq et al. 2004; Khanna et al. 2004; 

Huq und Quail 2002; Leivar und Monte 2014). Im dunkeladaptierten Pr Zustand findet 

hingegen keine bzw. nur geringe Interaktion statt (Abbildung 13a).  

 

Abbildung 13: Schematische Darstellung der lichtkontrollierten AtPhyB-PIF Interaktion. (a) Nach 

Rotlichtbestrahlung interagieren AtPhyB und PIF. Die Wechselwirkung kann durch Fernrotlicht aufgehoben 

werden. (b) PIFs sind basic Helix Loop Helix (bHLH) Transkriptionsfaktoren, die ein N-terminales „aktives 

Phytochrom B“ Bindemotiv (APB) besitzen. Zusätzlich besitzen PIF1 und PIF3 noch ein „aktives Phytochrom A“ 

Bindemotiv (APA).  

Für die spezifische Interaktion mit AtPhyA bzw. AtPhyB sind die aktiven 

Phytochrombindemotive A bzw. B (active phytochrome A/B binding, APA bzw. APB) in PIF 

Proteinen verantwortlich (Leivar und Quail 2011; Khanna et al. 2004), die in den N-terminalen 

Bereichen der PIF Proteine konserviert sind (Abbildung 13b). Besonders das APB Motiv der 

PIFs wurde bereits näher charakterisiert. So konnte gezeigt werden, dass das Motiv in den ersten 

100 Aminosäuren aller PIFs vorliegt und dort in zwei unterschiedlich stark konservierte 

Bereiche eingeordnet werden kann (Khanna et al. 2004). Der erste, N-terminal liegende 

Bereich, beinhaltet das hochkonservierte E-L-x-x-x-x-G-Q Motiv, von dem in 

Mutationsstudien gezeigt wurde, dass es unentbehrlich für die Interaktion mit AtPhyB ist 



30 

 

(Khanna et al. 2004). Über den zweiten, weniger stark konservierten Bereich und dessen 

Aufgabe bei der Interaktion mit PhyB ist aktuell jedoch noch wenig bekannt. Des Weiteren ist 

auffällig, dass es deutliche Unterschiede in den nicht konservierten Bereichen der ersten 100 

Aminosäuren gibt. Beim Großteil der PIF Proteine befinden sich noch einige N-terminale 

Aminosäuren vor dem ersten konservierten Bereich, jedoch variiert ihre Anzahl stark zwischen 

den einzelnen Vertretern der Familie. Außerdem weist das Verbindungsstück zwischen dem 

vorderen und dem hinteren konservierten Bereich kaum Übereinstimmung zwischen 

unterschiedlichen PIFs auf, und auch dessen Länge unterscheidet sich deutliche innerhalb der 

Proteinfamilie (Khanna et al. 2004).  

Als die AtPhyB-PIF Interaktion erstmals entdeckt wurde, vermutete man, dass PIF Proteine mit 

dem C-terminalen Effektorteil von AtPhyB interagieren (Ni et al. 1998). Dies wurde anhand 

von Mutationsstudien innerhalb des Effektors geschlussfolgert (Quail et al. 1995; Wagner und 

Quail 1995; Xu et al. 1995), jedoch zeigte sich bald, dass der N-terminale Sensorteil primär für 

die Interaktion mit PIFs verantwortlich ist (Ni et al. 1999; Shimizu-Sato et al. 2002; Matsushita 

et al. 2003). Der Grund für diese fälschliche Annahme ist vermutlich darin begründet, dass 

Mutationen innerhalb der beiden PAS Domänen des Effektors zum Verlust der Fähigkeit von 

Phytochromen führt in den Zellkern transportiert zu werden (Bae und Choi 2008). 

Infolgedessen kann die Interaktion mit PIF Proteinen aufgrund räumlicher Trennung nicht 

stattfinden, obwohl diese auf molekulare Ebene in Theorie noch möglich sein sollte (Nagano 

2016). Für eine Funktionalität der Interaktion mit PIFs ist es notwendig, dass das Sensormodul 

von AtPhyB vollständig vorliegt, da die Entfernung der PHY Domäne den Pfr Zustand 

destabilisiert (Hill et al. 1994). Die genaue Interaktionsstelle von PIF Proteinen am AtPhyB ist 

aktuell noch unbekannt, jedoch deuten Mutationsstudien darauf hin, dass die N-terminale 

Knotenregion zwischen PAS und GAF Domäne einen entscheidenden Einfluss auf die 

Interaktion hat (Oka et al. 2008; Kikis et al. 2009). Interessanterweise verlangsamt die Bindung 

von AtPhyB-PIF Proteinen die thermische Reversion des Pfr Zustands, was wiederum die Rolle 

des AtPhyB als Licht und Temperatursensor unterstreicht. (Smith et al. 2017; Klose et al. 2020). 

Neben der AtPhyB-PIF Interaktion sind vor allem lichtabhängige Interaktionen von AtPhyA mit 

Partnerproteinen bekannt (Lu et al. 2015; Sheerin et al. 2015), jedoch interagieren diese Partner 

oftmals auch mit AtPhyB ähnlich wie es beispielsweise bei der Interaktion mit PIF1 bzw. PIF3 

der Fall ist (Zhu et al. 2000; Pham et al. 2018). 

Für lange Zeit wurde angenommen, dass die lichtgesteuerte Interaktion von Phytochromen und 

Partnerproteinen eine spezifische Eigenschaft pflanzlicher Phytochrome ist. Jedoch konnte 
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gezeigt werden, dass das Bakteriophytochrom RpBphP1 aus Rhodopseudomonas palustris 

lichtabhängige Interaktion mit dem Transkriptionsrepressor RpPpsR2 eingeht (Kojadinovic et 

al. 2008; Bellini und Papiz 2012).  

Lichtgesteuerte Systeme besitzen nicht nur eine hohe biologische Relevanz, sondern haben 

auch einen hohen Wert für die Anwendung in der synthetischen Biologie und Biotechnologie, 

welcher im Folgenden näher erörtert werden soll.  

1.2 Optogenetik und Biotechnologie 

Die Kontrolle biochemischer, biophysikalischer und zellulärer Prozess mit Hilfe von Licht 

bietet oftmals entscheidende Vorteile gegenüber klassischen konstitutiv aktiven bzw. chemisch 

induzierten Verfahren. Sie erlaubt eine hohe räumliche als auch zeitliche Auflösung, ist nicht 

invasiv, reversibel und wiederholt einsetzbar. Die genetische Veränderung von Zellen für die 

Expression von Photorezeptorproteinen und der damit verbundenen lichtgesteuerten 

Manipulation des Verhaltens und der Physiologie von Zellen wird als Optogenetik bezeichnet 

(Deisseroth et al. 2006; Deisseroth 2011). Basierend auf natürlichen Photorezeptoren wurde 

über die Jahre ein Repertoire an künstlichen Photorezeptoren erstellt (Möglich und Moffat 

2010; Ziegler und Möglich 2015; Losi et al. 2018; Chernov et al. 2017). Der Ursprung dieser 

Technologie ist in der Entdeckung von lichtkontrollierten Kanalrhodopsinen in einzelligen 

Algen begründet (Nagel et al. 2002; Nagel et al. 2003). Daraus resultierend ergab sich, dass 

diese Technologie zunächst primär Einsatz in der Neurobiologie fand, um beispielsweise 

Depolarisation in Nervenzellen zu induzieren (Boyden et al. 2005; Gradinaru et al. 2008). 

Dieses, als neuronale Optogenetik bekannte Forschungsgebiet, stellt mittlerweile nur einen Teil 

der Anwendungsmöglichkeiten optogenetischer Systeme dar. Inzwischen wird diese 

Technologie in vielen zellulären Kontexten zur Kontrolle und Erforschung unzähliger 

Signalwege angewandt (Losi et al. 2018).  

Während die Anwendung von Phytochromen lange Zeit vor allem in der Optogenetik 

beheimatet war, findet diese Photorezeptorfamilie indes auch vermehrt Einsatz in der 

Biotechnologie zur Kontrolle von Prozessen und Materialen (Hörner et al. 2019a; Hörner et al. 

2019b; Hudson 2018; Jia et al. 2018; Beyer et al. 2018). Auch die Erzeugung von 

Fluoreszenzproteinen, Biosensoren und biologischen Reportern, die auf Grundlage der 

Phytochrome entwickelt wurden, ist rapide vorangetrieben worden. Im Folgenden soll daher 
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speziell auf die Anwendungsmöglichkeit phytochrombasierter Systeme für Biotechnologie und 

Optogenetik eingegangen werden. 

1.2.1 Fluoreszenzproteine und Biosensoren 

Ausgehend von der Entdeckung des grün fluoreszierenden Proteins (green fluorescent protein, 

GFP) im Jahre 1962 (Shimomura et al. 1962) ist die Weiterentwicklung und Anwendung von 

Fluoreszenzproteinen rasant vorangeschritten. Fluoreszenzproteine sind nunmehr als 

biotechnologisches Werkzeug für die Forschung unentbehrlich (Rodriguez et al. 2017). Trotz 

der Tatsache, dass natürliche und künstliche Fluoreszenzproteine basierend auf GFP und 

homologen Proteinen annähernd das gesamte Spektrum des Lichts abdecken, konnten erst 

durch die Modifikation von bakteriellen Phytochromen (Nah-)Infrarotfluoreszenzproteine 

entwickelt werden. Besonders für die Anwendung in tierischem Gewebe besitzen 

Infrarotfluoreszenzproteine entscheidende Vorteile, so ist die Eindringtiefe des benötigten 

Anregungslichts höher und der Streulichtanteil minimiert (Jöbsis 1977; Weissleder und 

Ntziachristos 2003). Das erste auf Phytochromen basierende Fluoreszenzprotein wurde aus dem 

cyanobakteriellen Cph1 entwickelt und verwendete den cyanobakterienspezifischen 

Chromophor PCB (Fischer und Lagarias 2004). Erst durch Erzeugung der Fluoreszenzproteine 

IFP1.4 und iRFP aus den Bakteriophytochromen D. radiodurans bzw. R. palustris fand diese 

Familie der Fluoreszenzproteine Anwendung in Säugetiergewebe, da als Chromophor das in 

Säugern vorhandene BV verwendet werden konnte (Shu et al. 2009; Filonov et al. 2011; Tran 

et al. 2014). Cyanobakterielle Fluoreszenzproteine wurden indes ebenfalls weiterentwickelt, 

um BV als Chromophor zu verwenden was ihr Anwendungspotenzial signifikant steigert 

(Rodriguez et al. 2016). Während BV zwar universell in Säugerzellen vertreten zu sein scheint 

(Tran et al. 2014; Gasser et al. 2014), sei jedoch angemerkt, dass abhängig vom verwendeten 

Fluoreszenzprotein und vom Zielgewebe ggf. die Zugabe von exogenem BV notwendig ist 

(Chernov et al. 2017). Um die Fluoreszenzintensität von Phytochromen zu steigern muss der 

lichtgetriebene Pr → Pfr Übergang inhibiert werden. (Chernov et al. 2017). Dies wird entweder 

durch das Entfernen von Domänen (Shu et al. 2009) oder durch das Einbringen von Mutationen 

(Fischer et al. 2005; Su und Lagarias 2007), z.B. Y276H in A. thaliana PhyB (Abbildung 5), 

erreicht. Diese Tyrosin zu Histidin Substitution in AtPhyB hält den Chromophor spektral im Pr 

Zustand gefangen, wobei das Protein sich funktional wie im Pfr Zustand verhält (Su und 

Lagarias 2007).  
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Phytochrombasierte Reporter und Biosensoren fußen nach aktuellem Stand auf 

Fluoreszenzproteine aus Bakteriophytochromen. Es gibt dabei zwei Varianten um diese als 

Reporter zu verwenden. In einem aktuell noch weniger häufig verwendeten Ansatz wird der 

Förster-Resonanzenergietransfer (FRET) zwischen zwei (Nah-)Infrarotfluoreszenzproteinen 

ausgenutzt. Eine mögliche Art der Anwendung ist dabei die Untersuchung von 

Proteinwechselwirkungen wie beispielsweise die Interaktion von Rac1 und der p21-binde 

Domäne von PAK1 (Shcherbakova et al. 2018).  

Die zweite, deutlich häufiger verwendete, Variante bei diesen Reportern beruht auf der 

Spaltung eines (Nah-)Infrarotfluoreszenzproteins zwischen PAS und GAF Domäne. Die 

Trennung der beiden Domänen voneinander bewirkt einen Verlust der Fluoreszenz. Wenn die 

beiden Fragmente aber beispielsweise an zwei unterschiedliche, interagierende Proteine 

gekoppelt werden, kann die Fluoreszenz durch die Erzeugung von räumlicher Nähe wieder 

hergestellt werden (Filonov et al. 2012; Tchekanda et al. 2014; Chen et al. 2015; Pandey et al. 

2015). Eine weitere mögliche Anwendung dieser Methodik wurde beim iProtease Reporter 

verwendet (To et al. 2015). Das iProtease System beinhaltet die PAS und die GAF Domäne des 

Fluoreszenzreporters, jedoch sind diese über eine Proteaseschnittstelle so miteinander 

verbunden, dass kein kovalenter Einbau des Chromophoren stattfinden kann. Erst nach 

Spaltung der Schnittstelle durch die entsprechende Protease wird das funktionale 

Fluoreszenzprotein gebildet.  

1.2.2 Lichtaktivierbare Enzyme 

Eine Vielzahl von rotlichtaktivierbaren Enzymen sind nach dem Prinzip des photoreceptor 

engineering erzeugt worden (Ziegler und Möglich 2015). Gezielter Austausch von natürlichen 

Effektordomänen durch Proteindomänen mit alternativer Funktion ermöglicht es 

lichtaktivierbare Enzyme zu erzeugen. Es ist dabei jedoch zu beachten, dass es strukturellen 

Übereinstimmungen zwischen natürlichem und gewünschtem Effektor gibt. Trotz dieser 

Einschränkung war es möglich in den letzten Jahren einige rotlichtabhängige Enzyme auf 

Grundlage von Bakteriophytochromen zu entwickeln.  

Der Schwerpunkt bei der Erzeugung rotlichtaktivierbarer Enzyme lag größtenteils auf der 

Bildung und dem Abbau von zyklischen Nukleotiden, die als second messenger physiologische 

Prozesse in Prokaryoten und Eukaryoten beeinflussen (Steiner et al. 2002). Photoaktivierbare 

Adenylylcyclasen (PACs) wurden zunächst in Euglena gracilis entdeckt und reagieren auf 

Blaulicht (Iseki et al. 2002). Mit der Intention PACs rotlichtkontrollierbar zu machen wurde 
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Ilac aus dem Photosensor des Rhodobacter sphaeroides Bakteriophytochroms und der 

Adenylylzyklasedomäne CyaB1 aus Nostoc sp. geschaffen (Ryu et al. 2014). Seither wurde die 

gezielte Entwicklung und Erzeugung rotlichtaktivierbarer Zyklasen weiter vorangetrieben und 

umfasst nun neben spezifischen Adenylyl- und Guanylylzyklasen auch Diguanylylzyklasen 

(Gourinchas et al. 2017; Etzl et al. 2018). Kürzlich wurden PACs durch die Anwendung 

programmierbare lichtemittierender Diodenmatrixsysteme näher charakterisiert und deren 

Lichtantwort optimiert (Stüven et al. 2019; Dietler et al. 2019). Eine lichtaktivierbare 

Phosphodiesterase (LAPD) stellt das Gegenstück zu den PACs dar. Durch Fusion des 

Sensormoduls von D. radiodurans und der menschlichen Phosphodiesterase PDE2A katalysiert 

LAPD die Hydrolyse von cAMP und cGMP (Gasser et al. 2014). Kürzlich wurde eine Vielzahl 

analoger lichtaktivierbarer PDEs vorgestellt, die zum Teil verbesserte Lichtantwort und 

Reversibilität zeigen (Stabel et al. 2019). Des Weiteren wurde gezeigt, dass es möglich ist 

zyklische Nukleotidkonzentration in Zellen gezielt und präzise unter zu Hilfenahme von LAPD 

und bPAC zu kontrollieren (Raju et al. 2019). 

Obwohl Bakteriophytochrome als Photorezeptorhistidinkinasen fungieren, ist ihre Anwendung 

als Kinasen in der Optogenetik eher selten. So wurde beispielsweise ein Grün- bzw. Rotlicht 

steuerbarer Transkriptionsregulationssignalweg basierend auf der Kinaseaktivität von CBCRs 

genutzt, um Genexpression in Bacillus subtilis lichtabhängig zu steuern (Castillo-Hair et al. 

2019). In einem anderen Ansatz wurde das Photosensormodul von D. radiodurans mit 

Tyrosinkinasen kombiniert, um Signalwege in Zellen rotlichtabhängig zu manipulieren 

(Leopold et al. 2020). 

1.2.3 Lichtkontrollierbare Protein-Protein Interaktion 

Die Kontrolle von Protein-Protein Interaktionen (PPI) mit Hilfe von Rot- und Fernrotlicht ist 

eines der ältesten bekannten Anwendungen für Phytochrome in der synthetischen Biologie 

(Shimizu-Sato et al. 2002). Lichtabhängige PPIs können in Homo- und Heterodimerisierung 

unterteilt werden (Tichy et al. 2019). Während rotlichtgesteuerte Homodimerisierung zur 

Kontrolle von Signalwegen erst kürzlich Einzug in das optogenetische Repertoire fanden 

(Reichhart et al. 2016), ist vor allem die Anwendung des AtPhyB-PIF Systems als 

Heterodimerisierungswerkzeug weit verbreitet (Abbildung 14). In der Regel werden verkürzte 

Fragmente der beiden Interaktionspartner eingesetzt. So genügt es für ein funktionelles System 

die NTE und das photosensorische Modul von AtPhyB zusammen mit den ersten 100 

Aminosäuren der PIF Konstrukte zu verwenden (Levskaya et al. 2009). Besonders die präzise 
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und reversible Steuerung der AtPhyB-PIF Interaktion mittels Lichts unterschiedlicher 

Wellenlängen stellt einen entscheidenden Vorteil gegenüber anderen Photorezeptorsystemen 

dar, bei denen die PPI nur über längere Verweilzeit in Dunkelheit aufgehoben wird (Adrian et 

al. 2017). 

 

Abbildung 14: Übersicht der wichtigsten Einsatzmöglichkeiten des lichtschaltbaren AtPhyB-PIF 

Interaktionssystems in Zellen. (a) Lichtkontrollierte Genexpression. AtPhyB ist gekoppelt an eine VP16 

Transaktivatordomäne und PIF an den Tet Repressor (TetR). Rotlicht bewirkt Transkription des Zielgens während 

Fernrotlicht diese inhibiert. (b) Subzelluläre Lokalisierung. AtPhyB fusioniert mit einem nuklearen Exportsignal 

(NES) wird durch rotlichtinduzierte AtPhyB-PIF Interaktion in den Zellkern befördert. Fernrotlicht unterbricht die 

Interaktion und es kommt zum Export aus dem Nukleus. (c) Lichtgesteuerte Signalwege. AtPhyB ist mittels CAAX 

Motiv an der Plasmamembran gebunden. Im interagierenden Zustand kommt es zur Lokalisierung von PIF-SOS 

an AtPhyB was die Aktivierung des Ras/Erk Signalwegs zur Folge hat. Fernrotlicht hebt die Interaktion auf und 

stoppt die Aktivierung des Signalweges. 

Ein prominentes Beispiel für die Nutzung des AtPhyB-PIF Systems ist die lichtabhängige 

Regulierung von Genexpression (Müller et al. 2013a; Müller et al. 2014). In diesem System ist 

AtPhyB an eine Transaktivatordomäne gekoppelt und PIF, z.B. PIF6, wurde mit einem DNA-

bindenden Protein, z.B. dem Tet Repressor Protein (TetR) verbunden (Abbildung 14a). Das 

TetR-PIF Konstrukt bindet kontinuierlich an den TetA Operator auf einem Reporter-DNS-

Konstrukt. Die Position des TetA Operators ermöglicht dabei räumlicher Nähe des TetR-PIFs 

zu einer minimal Promotorsequenz, welche die Expression des Zielgens kontrolliert. Erst durch 

Bestrahlung mit Rotlicht wird AtPhyB-VP16 in seinen interagierenden Zustand überführt, 
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bindet an den Repressor und führt zur Transkription des Zielgens. Die Genexpression kann 

durch Bestrahlung mit Fernrotlicht unterbunden werden. Durch die Kombination von 

Photorezeptorsystemen mit unterschiedlicher Wellenlängenspezifität ist es unteranderem 

möglich die Expression verschiedenster Gene parallel und unabhängig voneinander zu 

kontrollieren (Müller et al. 2013b).  

Ein weiteres Anwendungsgebiet ist subzelluläre Lokalisierung (Abbildung 14b und 14c). Ein 

oftmals verwendetes Verfahren ist die Fusion von AtPhyB und der CAAX 

Transmembranlokalisierungssequenz (Levskaya et al. 2009; Toettcher et al. 2011a). Alternativ 

können auch andere Ankerproteine verwendet werden, um AtPhyB an die verschiedensten 

subzellulären Positionen zu befördern (Yang et al. 2013). Interessanterweise kann für eine 

Lokalisierung in den Zellkern auch die entsprechende intrinsische Funktion von AtPhyB und 

PIF genutzt werden (Abbildung 14b). Kombiniert man AtPhyB zusätzlich mit einem nuklearen 

Exportsignal kann ein lichtkontrollierbares Transportsystem zwischen Cytoplasma und 

Zellkern geschaffen werden (Beyer et al. 2015). Durch die Fusion von PIFs mit Zielproteinen 

wird es ermöglicht die Lokalisierung dieser Proteine in Abhängigkeit der Lichtbestrahlung zu 

regulieren (Buckley et al. 2016). Eine derartige Anwendung erlaubt es außerdem Signalwege 

in Zellen lichtgesteuert zu manipulieren (Abbildung 14c). Durch Verbindung von PIF und 

Guaninnukleotid-Austauschfaktoren ist beispielweise die präzise räumliche Aktvierung von 

GTPasen möglich (Levskaya et al. 2009). Des Weiteren konnte durch die Kombination von 

membrangebundenem AtPhyB-CAAX und PIF6-SOS ein lichtgesteuertes Werkzeug für die 

Erforschung des Ras/Erk Signalwegs erzeugt werden (Toettcher et al. 2013; Goglia et al. 2017). 

Nach Bestrahlung mit Rotlicht wird SOS an die Plasmamembran transportiert und aktiviert dort 

Ras. Dies führt wiederum zur Phosphorylierung von Erk, das anschließend in den Zellkern 

transportiert wird. Dieser Prozess kann durch Bestrahlung mit Fernrotlicht rückgängig gemacht 

werden (Toettcher et al. 2013; Goglia et al. 2017).  

Das AtPhyB-PIF System benötigt für die Ausübung seiner Funktion den PΦB oder PCB 

Chromophor. Da tierische Zellen und Modelorganismen diesen Chromophoren in der Regel 

nicht intrinsisch produzieren, ist es notwendig das jeweilige System extern über das Medium 

mit PCB zu versorgen (Müller et al. 2013a) oder durch genetische Manipulation die Enzyme 

für die PCB Synthese einzubringen (Hochrein et al. 2017). Durch die Entdeckung der 

lichtkontrollierbaren bakteriellen PPI aus R. palustris gibt es mittlerweile ein Alternative zum 

AtPhyB-PIF System, das mit zelleigenem BV verwendet werden kann (Kaberniuk et al. 2016). 

Aufgrund der spektralen Eigenschaften bakterieller Phytochrome ist die Lichtempfindlichkeit 
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des Systems weiter in den Fernrot- bis Nahinfrarotlichtbereich verschoben. Außerdem wurde 

das Anwendungspotenzial des Systems durch Verringerung der Proteingrößen optimiert 

(Redchuk et al. 2017). Mittlerweile wurde gezeigt, dass es möglich ist dieses bakterielle System 

analog zum AtPhyB-PIF Interaktionspaar für lichtkontrollierte Steuerung verschiedenster 

Prozesse in Zellen zu verwenden (Redchuk et al. 2018a; Redchuk et al. 2018b; Redchuk et al. 

2020). 

Neben der Anwendung in der Optogenetik findet das AtPhyB-PIF System indes vermehrt 

Einsatz innerhalb der Biotechnologie. Durch die Kopplung von AtPhyB an Membranen und die 

präzise Bestrahlung mit Rotlicht ist es beispielsweise möglich Membranoberflächen mit PIF 

Fusionsproteinen zu beschichten (Jia et al. 2018). Die lokale Konzentration dieser PIF-Schicht 

kann dabei verhältnismäßig einfach durch Veränderung der Laserleistung und der 

Bestrahlungszeit angepasst werden (Jia et al. 2018). Die AtPhyB-PIF Interaktion kann alternativ 

auch genutzt werden, um Biomoleküle innerhalb von Systemen freizusetzen oder diese aus den 

entsprechenden Anwendungsbereichen zu entfernen (Beyer et al. 2018). Perspektivisch können 

verkürzte PIF-tags für Proteinreinigungen eingesetzt werden um Zielproteine aus 

Lysatlösungen zu extrahieren (Hörner et al. 2019a). Zusätzlich ist die reversible Veränderung 

der mechanischen Eigenschaften von Biomaterialien denkbar, indem deren Durchlässigkeit und 

Festigkeit sich beispielweise durch AtPhyB-PIF Interaktion manipulieren lässt (Hörner et al. 

2019b). Ein für Forschung und Biotechnologie hoch relevantes Einsatzgebiet ist auch die 

Veränderung von Zelloberflächen. Zellen, die an ihrer Oberfläche AtPhyB präsentieren, können 

genutzt werden um PIF beschichtete Oberflächen in reversibler Weise zu besetzen (Yüz et al. 

2018; Baaske et al. 2019). Von hohem Interesse ist dieser Oberflächenveränderungsansatz für 

die Untersuchung der Wirkungsweisen von T-Zellen (Yousefi et al. 2019).  
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1.3 Zielsetzung 

Phytochrome sind sowohl für die Lichtantwort von Organismen als auch die Anwendung 

innerhalb der Optogenetik und Biotechnologie von hohem Interesse. Die Charakteristika und 

Wirkweisen der Phytochrome aus verschiedenen Organismenfamilien sind vielfältig. Ziel 

dieser Arbeit war es daher das Verständnis der verschiedenen Eigenschaften und 

Wechselwirkungen von Phytochromen zu erweitern, und mit diesem Wissen neue 

Anwendungsmöglichkeiten für phytochrombasierte Systeme zu eröffnen. 

Besonders das Phytochrom B aus A. thaliana fand in den letzten Jahren vielfältigen Einsatz in 

der Optogenetik. Obwohl die lichtgesteuerte Interaktion dieses Phytochroms mit seinen PIF 

Partnerproteinen vielseitig ausgenutzt wurde, um zelluläre Prozesse zu manipulieren, ist 

überraschend wenig über die eigentliche Interaktion dieser Proteine bekannt. Um diese Lücke 

zu schließen, soll die Interaktion von AtPhyB und PIFs näher untersucht werden. Es werden 

daher Interaktionsstärken von verschiedenen natürlichen und modifizierten PIF Varianten mit 

den lichtabhängigen Zuständen von AtPhyB bestimmt, um eine detaillierte Charakterisierung 

des für die Interaktion notwendigen APB Motivs von PIF Proteinen zu erhalten. Jedoch ist 

neben der Interaktionsstärke auch die Dynamik der Wechselwirkung zwischen den Proteinen 

von Interesse, weswegen kinetische Studien der lichtkontrollierten Protein-Protein Interaktion 

durchgeführt werden sollen.  

Neben der lichtgesteuerten Interaktion von AtPhyB ist wenig über die Interaktionspartner 

anderer Phytochrome aus A. thaliana bekannt. Ein orthogonales Interaktionspaar, das keine 

Überschneidung zur AtPhyB-PIF Interaktion zeigt, wäre von großem Interesse für die 

Forschung und Anwendung in der Optogenetik. Aus diesem Grund soll innerhalb einer 

Kooperation ein AtPhyA spezifisches Partnerprotein identifiziert und anschließend 

charakterisiert werden, das lichtabhängig Interaktion mit diesem Phytochrom eingeht. 

Ein Nachteil pflanzlicher Phytochrome bei der Anwendung in Säugerzellen im Vergleich zu 

anderen Photorezeptorsystemen ist die Notwendigkeit der Zugabe von spezifischen 

Chromophoren. Ein weiteres Ziel war es daher zu verstehen, warum pflanzliche Phytochrome 

im Gegensatz zu bakteriellen Phytochromen kein Biliverdin verwenden und einen Weg zu 

finden diese Phytochrome zugänglicher für den Einbau von Biliverdin zu gestalten.  

Des Weiteren ist bis heute nicht geklärt, wie das D. radiodurans Bakteriophytochrom auf 

molekularer Ebene seine biologische Funktion vermittelt. Die Erkenntnisse und Techniken, die 

zur Untersuchung von pflanzlichen Phytochromen eingesetzt werden, sollen daher im 

Folgenden auf dieses bakterielle Phytochrom angewandt werden. 



39 

 

2 Synopsis 

Die vorliegende kumulative Dissertation beinhaltet fünf wissenschaftliche Manuskripte. Von 

diesen Manuskripten ist eines bereits veröffentlicht, zwei weitere wurden eingereicht und eines 

dieser beiden befindet sich aktuell in Revision. Bei den anderen beiden Manuskripten handelt 

es sich zum jetzigen Zeitpunkt um noch nicht eingereichte wissenschaftliche Arbeiten. Der 

Inhalt aller Manuskripte befasst sich mit der Aufklärung, Charakterisierung und Anwendung 

der biochemischen bzw. biophysikalischen Eigenschaften von Phytochromen. Die ersten 

beiden Arbeiten befassen sich dabei mit der lichtkontrollierten Interaktion zwischen dem 

pflanzlichen Phytochrom B aus A. thaliana und dessen Interaktionsfaktoren (Kapitel 2.1 und 

2.2). Außerdem wird gezeigt, dass Phytochrom B gegensätzlich zu bisherigen Annahmen 

Biliverdin als Chromophor verwenden kann und dabei seine Funktionalität erhalten bleibt 

(Kapitel 2.3). Des Weiteren wurde für die kombinierte, orthogonale Anwendung von 

pflanzlichen Phytochromen ein spezifischer Interaktionspartner für Phytochrom A 

charakterisiert (Kapitel 2.4). Neben pflanzlichen Phytochromen wurde auch die biochemische 

Aktivität zweier bakterieller Phytochrome aufgeklärt und die Interaktion dieser mit ihren 

jeweiligen Antwortregulatoren untersucht (Kapitel 2.5).  

2.1 Funktionelle Charakterisierung der AtPhyB-PIF Interaktion 

Die erste Veröffentlichung (Kapitel 5.1) behandelt die Charakterisierung der Interaktion 

zwischen den pflanzlichen Phytochrom B und dessen Interaktionsfaktoren aus A. thaliana. 

Obwohl dieses Interaktionssystem für das Überleben von Pflanzen unentbehrlich ist und auf 

vielfältige Art in der Optogenetik und Biotechnologie eingesetzt wird, ist überraschend wenig 

über die tatsächlichen Interaktionsstärken von AtPhyB mit den unterschiedlichen PIF Proteinen 

bekannt. Für diese Interaktion wird lediglich die NTE und das photosensorische Modul (PSM) 

von AtPhyB benötigt (Levskaya et al. 2009). Zusätzlich wurde gezeigt, dass das für die 

Interaktion mit dem AtPhyB benötigte APB Motiv in den ersten 100 Aminosäuren der PIFs 

codiert ist (Khanna et al. 2004). Dieses Motiv enthält zwei unterschiedlich stark konservierte 

Bereiche, im Folgenden als APB.A und APB.B bezeichnet. Der APB.A Teil enthält eine E-L-

x-x-x-x-G-Q Aminosäurenabfolge, die für die Interaktion unerlässlich ist. Abgesehen von den 

A- und B-Bereichen weist das APB Motiv kaum Konservierung auf. Innerhalb dieser Arbeit 

sollte daher das APB Motiv näher charakterisiert werden. Um dieses Ziel zu erreichen, wurden 

verkürzte und modifizierte APB Konstrukte der meistverwendeten Varianten PIF3 und PIF6 

erstellt (Abbildung 15). 
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Abbildung 15: Schematische Übersicht der untersuchten APB Varianten. x repräsentiert das jeweils verwendeten 

PIF3 bzw. PIF6. A bzw. B steht für den jeweiligen APB.A bzw. APB.B Teil. Px.100 entspricht dem vollständigen 

APB Motiv; Px ist das Motiv ohne die ersten nicht konservierten Aminosäuren; L1, L2, LP1 und LS repräsentieren 

verkürzte und modifizierte Linker Konstrukte; fus, As bzw. Bs repräsentieren Konstrukte ohne Linker und A8-19 

steht für verkürzte A-Varianten. 

Die PIF Varianten wurden in E. coli exprimiert und die Interaktion der PIFs im Lysats mit 

gereinigten AtPhyB-PSM zunächst anhand des verlangsamenden Einflusses auf die thermale 

Reversion des Phytochroms getestet (Abbildung 16a). Zur Kontrolle der erfolgreichen 

Expression und zur Quantifizierung wurden die PIF Konstrukte mit einem enhanced yellow 

fluorescent protein (EYFP) Label versehen. Zu Beginn stellte sich die Frage, wie wichtig die 

nicht konservierten Bereiche für die Interaktion sind. Es zeigte sich, dass die Entfernung N-

terminaler Aminosäuren vor dem APB.A Teil die Interaktion mit dem Pfr Zustand nicht negativ 

beeinflusst (Abbildung 16b). Varianten mit verkürzten und modifizierten Linkern zwischen 

dem APB.A- und APB.B Teil weisen ebenfalls unverändert Interaktion auf. 

Überraschenderweise störte auch die vollständige Entfernung des Linkers das System nicht. 

Um zu testen, ob eine spezifische Topologie des APB Motives für eine Interaktion mit AtPhyB-

PSM notwendig ist, wurden Konstrukte mit vertauschter Anordnung von APB.A und APB.B 

Teil erstellt. Auch diese modifizierten PIFs zeigten unverändert Interaktion. Die Ergebnisse 

zeigen, dass nur die konservierten APB.A und APB.B Bereiche notwendig für das 

Zusammenspiel mit AtPhyB-PSM sind. Daraus ergab sich jedoch die Frage, ob beide Teile 

gleichermaßen beteiligt sind oder ob nur ein Teil benötigt wird. Die Trennung der beiden 

Bereiche voneinander ergab, dass lediglich der APB.A Teil mit ca. 25 Aminosäuren für die 

Interaktion mit AtPhyB-PSM unentbehrlich ist (Abbildung 17). Dies wird auch bei Konstrukten 

mit verdoppelten A- oder B-Teil ersichtlich, die gleiches Verhalten wie die entsprechenden A- 

und B-Konstrukte zeigten. Eine weitere Reduzierung der Größe des A-Teils war nicht möglich. 
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Abbildung 16: Biochemische Analyse der AtPhyB-PIF Interaktion. (a) Normierte Absorption von AtPhyB-PSM 

bei 720 nm nach vorheriger Bestrahlung mit Rotlicht in Anwesenheit von P3.100-EYFP (weiß) oder EYFP (grau). 

(b) Normiert initiale Rückkehrraten für AtPhyB-PSM in Anwesenheit von EYFP oder verschiedenen PIF-EYFP 

Konstrukten. (c) Größenausschlusschromatographie von AtPhyB-PSM und P3.100-EYFP Gemischen nach 

Bestrahlung mit Rotlicht (Pfr) oder Fernrotlicht (Pr). Absorptionsmessung erfolgte bei 514 nm (gelb) und 650 nm 

(rot). (d) Änderung der Fluoreszenzanisotropie von P3.100-EYFP in Anwesenheit von AtPhyB-PSM. Nach 

Bestrahlung mit Rotlicht (Kreise) liegt AtPhyB-PSM im Pfr Zustand vor und interagiert mit P3.100-EYFP. Nach 

Fernrotlichtbestrahlung (Dreiecke) geht ein Großteil der Interaktion verloren.  

Zur Bestätigung der Ergebnisse und um zu ermitteln ob die Interaktion der PIF Varianten mit 

AtPhyB-PSM noch in Abhängigkeit der Lichtbedingungen erfolgt, wurde Größenausschluss-

chromatographie mit gereinigten PIF-EYFP Konstrukten und AtPhyB-PSM nach vorheriger 

Bestrahlung mit Rot- bzw. Fernrotlicht durchgeführt (Abbildung 16c). Alle Varianten, die 

verlangsamenden Einfluss auf die thermale Reversion von AtPhyB-PSM zeigten, 

demonstrierten auch währende der Größenausschlusschromatographie eine 1:1 Interaktion mit 

dem Pfr Zustand des Phytochroms. Eine vorherige Bestrahlung mit Fernrotlicht versetzte 

AtPhyB-PSM in den Pr Zustand und die Interaktion mit den PIF Konstrukten ging verloren 

(Abbildung 16c). Dies zeigt, dass die Wechselwirkung bei allen interagierenden PIF Varianten 
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noch lichtabhängig erfolgt. Die Größenausschlusschromatographie ermöglicht es auch den 

Oligomerisierungszustand der PIF Konstrukte zu bestimmen. PIFs agieren in der Natur als 

bHLH-Transkriptionsfaktoren und beeinflussen Genexpression entweder als Homo- oder 

Heterodimere (Castillon et al. 2007; Pham et al. 2018). Der homodimerische Charakter findet 

sich ebenfalls im APB Motiv wieder und ist nicht im monomerischen EYFP Label begründet. 

Alle Varianten ohne APB.A Teil liegen monomerisch vor, was auf eine wichtige Rolle des A-

Teils bei der Ausbildung von Dimeren hindeutet. Der A-Teil scheint aber allein nicht 

ausreichend für die Bildung von Dimeren zu sein, da Varianten nur mit A-Teil ohne Linker-

Aminosäuren monomerisch vorliegen (Abbildung 17).  

 

Abbildung 17: Schematische Übersicht der neuen Erkenntnisse für das APB Motiv. Der APB.A Teil (A) ist 

unentbehrlich für die lichtabhängige Interaktion mit dem Pfr Zustand von AtPhyB. Die N-terminalen, nicht 

konservierten Aminosäuren erhöhen bei PIF3 die Interaktionsstärke mit dem Pr Zustand. Der APB.B Teil (B) von 

PIF6 erhöht im Zusammenspiel mit dem A-Teil die Affinität für den Pfr Zustand von AtPhyB bei ausreichender 

Linkerlänge zwischen den beiden Teilen. Für die Homodimerisierung des APB Motivs ist der A-Teil zusammen 

mit einigen Aminosäuren des Linkers verantwortlich. 

Da bisheriger Methoden lediglich qualitative Aussagen bezüglich des Zusammenspiels 

zwischen AtPhyB-PSM und PIFs lieferten, war es von Interesse zu bestimmen welche 

Interaktionsstärke das APB Motiv und modifizierte Varianten mit dem Phytochrom besitzen. 

Zu diesem Zweck wurde Fluoreszenzanisotropie angewandt und die Drehbewegung des EYFP 

Labels an den PIF Proteinen in Lösung betrachtet. In einem Gemisch aus AtPhyB-PSM im Pr 

Zustand und PIF-EYFP liegt das PIF Konstrukt ungebunden vor, wodurch es in seiner 

Beweglichkeit uneingeschränkt ist. Kommt es nach Rotlichtbestrahlung zur Interaktion mit 

AtPhyB-PSM erhöht sich die Gesamtgröße durch Ausbildung von AtPhyB-PIF Heterodimeren. 

Diese Größenänderung hat eine Erhöhung des hydrodynamischen Radius und dadurch 

Reduzierung der Drehbeweglichkeit des EYFP Labels zur Folge. Bei konstanter PIF-EYFP und 

zunehmender AtPhyB-PSM Konzentration können somit Bindeisothermen aufgezeichnet 
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werden, aus denen sich die Dissoziationskonstante KD ermitteln lassen (Abbildung 16d). 

Abhängig vom Belichtungszustand und der Menge des gebildeten Pfr-Anteils können somit 

Interaktionsstärken für den Pr und Pfr Zustand bestimmt werden. Der Vergleich der KD Werte 

der unveränderten APB Motive ergab eine deutlich höhere Affinität von PIF6 (KD = 10 nM ± 

8 nM) für den Pfr Zustand von AtPhyB-PSM als dies im direkten Vergleich mit PIF3 (KD = 200 

nM ± 70 nM) der Fall ist. Während für PIF6 keine Interaktion mit dem Pr Zustand des AtPhyB 

festgestellt wurde, konnte für PIF3 noch schwache Affinität extrapoliert werden (KD > 2 µM). 

Die unterschiedlichen Affinitäten der beiden PIFs, sowohl für den Pr als auch den Pfr Zustand, 

ist vermutlich in ihrer unterschiedlichen biologischen Funktion begründet. Während PIF3, wie 

der Großteil der anderen PIFs, als negativer Regulator für die Photomorphogenese agiert (Pham 

et al. 2018), scheint PIF6 als positiver Regulator zu wirken, da gezeigt werden konnte, dass eine 

Überexpression von PIF6 Hypokotylwachstum unter Rotlichteinfluss inhibiert (Penfield et al. 

2010). Der ausgeprägte Unterschied zwischen Pr und Pfr Interaktion bei PIF6 scheint daher 

ggf. dabei zu helfen vorzeitige Inhibierung des Hypokotylwachstums zu verhindern. 

Interessanterweise führt die Abtrennung der nicht konservierten, N-terminalen Aminosäuren 

vor dem APB.A Teil im Falle des PIF3 dazu, dass dessen Affinität zum Pr Zustand des AtPhyB-

PSM sinkt (KD > 10 µM) was für eine Aufgabe dieser Aminosäurereste bei der Feinregulierung 

der basalen Aktivität spricht (Abbildung 17). Im Gegensatz dazu hat die Entfernung des Linkers 

oder des B-Teils kaum Einfluss auf die Interaktionsstärken von PIF3, aber reduziert die Pfr-

Interaktion von PIF6 und AtPhyB-PSM deutlich (Abbildung 17). Bei PIF6 scheint also der B-

Teil bei der Regulierung der Interaktionsstärke mit dem Pfr-Anteil beteiligt zu sein. Als Resultat 

weisen alle Varianten bei denen Linker oder B-Teil entfernt wurden kaum noch Unterschiede 

zwischen PIF3 und PIF6 bezüglich ihrer Interaktion mit AtPhyB-PSM auf. Zusammenfassend 

kann also geschlussfolgert werden, dass die nicht konservierten Aminosäuren des APB Motivs 

bei der Feinregulierung der AtPhyB-PIF Interaktion beteiligt sind und der B-Teil zumindest bei 

PIF6 einen Einfluss auf die Pfr-Interaktion hat. Die erhaltenden Erkenntnisse stellen somit 

einen weiteren Beitrag zum besseren Verständnis des Zusammenspiels zwischen Rotlicht- und 

Fernrotlichtinteraktion, der daraus resultierenden Konkurrenz verschiedener PIFs um DNA-

Bindestellen und des durch Phosphorylierung vermittelten Proteinabbau von PIFs dar (Pham et 

al. 2018; Ni et al. 2017). 

Die in dieser Arbeit erzeugten PIF Varianten haben aber nicht nur Relevanz für den 

biologischen Kontext, sondern auch für die Anwendung in der Optogenetik. Durch den Einsatz 

der neuen PIFs zur lichtabhängigen Kontrolle der secreted alkaline phosphatase (SEAP) 
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Reportergenexpression konnten die Resultate der biochemischen Charakterisierung bestätigt 

werden (Abbildung 18a). Konstrukte, die den vollständigen APB.A Teil besitzen zeigen auch 

innerhalb der Anwendung in Zellkultur lichtkontrollierte Reportergenexpression, wohingegen 

der APB.B Teil allein oder verkürzte APB.A Varianten keine Genexpression mehr auslösen. 

Die erhaltenen Erkenntnisse konnten ebenfalls auf PIF1 Konstrukte übertragen werden, was die 

Relevanz der Ergebnisse verdeutlicht. Außerdem wurden die Konstrukte erfolgreich zur 

lichtschaltbaren Membranlokalisierung eingesetzt (Abbildung 18b). Die erzeugten PIF 

Varianten stellen daher aufgrund ihrer unterschiedlichen Interaktionsstärken eine Erweiterung 

des AtPhyB-PIF Systems dar.  

 

Abbildung 18: Optogenetische Anwendung der AtPhyB-PIF Interaktion. (a) Normierte secreted alkaline 

phosphatase (SEAP) Expression unter Kontrolle der lichtabhängigen Interaktion von AtPhyB-PSM und PIF6 

Konstrukten in Dunkelheit (schwarz) oder unter Rotlicht (rot). Experimente durchgeführt von der Arbeitsgruppe 

Zurbriggen. (b) Fluoreszenzmikroskopieaufnahmen von NIH-3T3 Zellen die AtPhyB-PSM-CAAX und 

unterschiedliche EYFP-PIF6 Varianten exprimiert haben. Der Größenmaßstab entspricht 20 µm. Die 

Lichtschaltbarkeit des Systems konnte durch abwechselnde Bestrahlung mit Rotlicht (rot) oder Fernrotlicht (lila) 

gezeigt werden. Experimente durchgeführt von der Arbeitsgruppe Toettcher.          

2.2 Biophysikalische Untersuchung der AtPhyB-PIF Interaktion 

Das zweite Manuskript (Kapitel 5.2) beschäftigt sich mit einer detaillierten Charakterisierung 

der AtPhyB-PIF Interaktion mit Hilfe von fluoreszenzspektroskopischen Verfahren. Zu diesem 

Zweck wurde das monomerische P6.A, das innerhalb der ersten Veröffentlichung (Kapitel 5.1) 

generiert wurde, mit einer optimierten Version des roten Fluoreszenzproteins aus Discosoma 
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sp. (DsRed) fusioniert (Strack et al. 2008). Das resultierende P6.A-DsRed ist ein tetramerisches 

Konstrukt, das lichtabhängige Interaktion mit AtPhyB-PSM eingeht (Abbildung 19a). 

Multivalente, lichtabhängige PPIs sind von hohem Interesse für die Erforschung von 

physiologischen Prozessen wie der durch Assemblierung vermittelten Rezeptoraktivierung 

oder der Ausbildung bzw. Auflösung subzellulärer Kompartimente (Shin et al. 2017; Dine et 

al. 2018).  

 

Abbildung 19: Anwendung von P6.A-DsRed zur Untersuchung der lichtschaltbaren Interaktion von AtPhyB und 

PIF Proteinen. (a) Schematische Darstellung der Interaktion des tetramerischen P6.A-DsReds und AtPhyB-PSM 

im Pr oder Pfr Zustand. (b) Normierte Fluoreszenzemissionsspektren von EYFP und DsRed und normiertes 

Absorptionsspektrum des reinen Pfr Zustands von AtPhyB-PSM. 

Im Gegensatz zum zuvor verwendeten EYFP besitzt DsRed ein weiter rotverschobenes 

Emissionsspektrum, welches einen besseren Förster-Resonanzenergietransfer (FRET) zum 

interagierenden Pfr-Zustand von AtPhyB-PSM ermöglicht (Abbildung 19b). Wenn Interaktion 

zwischen P6.A-DsRed und AtPhyB-PSM stattfindet, nähern sich DsRed und AtPhyB, wodurch 

ein Teil der Anregungsenergie von DsRed auf das AtPhyB übertragen wird. Da die Fluoreszenz 

von AtPhyB-PSM jedoch ohne das Einbringen entsprechender Mutationen im Vergleich zu 

optimierten Fluoreszenzproteinen nur schwach ist, wurde die Abnahme der 

Fluoreszenzintensität von DsRed als Maß für die Interaktion herangezogen. Auf die 

Modifikation von AtPhyB-PSM zur Steigerung der Fluoreszenz wurde aufgrund des daraus 

resultierenden gestörten Pr → Pfr Übergangs verzichtet (Su und Lagarias 2007). Bei 

gleichbleibender P6.A-DsRed und zunehmender AtPhyB-PSM Konzentration kann somit 

anhand der Abnahme der absoluten Fluoreszenzintensität des DsRed eine Bindungskurve für 

die P6.A-AtPhyB Interaktion erstellt werden (Abbildung 20a). Die erhaltene 
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Dissoziationskonstante KD beträgt (50 ± 15) nM. Da bei dieser Methode der 

Fluoreszenzemissionsunterschied zwischen freiem und gebundenem P6.A-DsRed bestimmt 

wird, kann die resultierende Bindekurve nur Auskunft über die Interaktion von P6.A mit dem 

Pfr-Zustand von AtPhyB geben.  

 

Abbildung 20: Interaktionsstudien zwischen P6.A-DsRed und AtPhyB-PSM (PhyB). (a) Untersuchung der P6.A- 

AtPhyB Interaktion anhand der relativen Fluoreszenzintensitätsänderung des DsRed Fluorophors aufgrund von 

Förster-Resonanzenergietransfer (FRET). (b) Fluoreszenzanisotropiemessung von P6.A-DsRed zur Bestimmung 

der Interaktionsstärke mit dem Pr (rot) und Pfr (blau) Zustand von PhyB nach vorheriger Bestrahlung mit Rot- 

oder Fernrotlicht (fr). (c) Fluoreszenzkorrelationsspektroskopiemessung von P6.A-DsRed zur Bestimmung der 

Interaktionsstärke von P6.A mit dem Pr und Pfr Zustand von PhyB nach Rotlicht Beleuchtung oder bei konstanter 

Fernrotlichtbeleuchtung. (d) Fluoreszenzkorrelationsspektroskopiemessung einer P6.A-DsRed Probe in 

Anwesenheit von PhyB nach Rotlichtbestrahlung (ungerade Zyklenzahl) und während Fernrotlichtbestrahlung 

(gerade Zyklenzahl). 

Aus diesem Grund wurde Fluoreszenzanisotropie verwendet, um Bindekurven für die Pr- und 

Pfr-Interaktion zu erhalten (Abbildung 20b). Bindung zwischen P6.A-DsRed und AtPhyB-PSM 
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bewirkt eine Vergrößerung des hydrodynamischen Radius und damit eine Verlangsamung der 

Drehbeweglichkeit des DsRed Fluorophors. Die Änderung der Fluoreszenzanisotropie von 

P6.A-DsRed bei steigender AtPhyB-PSM Konzentration konnte, analog zu vorherigen 

Messungen mit P6.A-EYFP, durch eine einfache Bindeisotherme beschrieben werden. Mit 

Hilfe der Fluoreszenzanisotropie wurde eine Bindestärke für P6.A mit dem Pfr-Zustand von 

AtPhyB-PSM von (50 ± 10) nM nach vorheriger Beleuchtung mit Rotlicht bestimmt. Für die 

Pr-Interaktion nach Fernrotlichtbeleuchtung wurde ein KD > 1 µM extrapoliert. Die Werte sind 

in vergleichbarer Größenordnung zu den zuvor für P6.A-EYFP mittels Fluoreszenzanisotropie 

erhaltenen KD Werten von (280 ± 100) nM für die Pfr-Interaktion und > 2 µM für die Pr-

Interaktion. Des Weiteren wurde die Stöchiometrie des verwendeten Systems mit Hilfe von 

Fluoreszenzanisotropiemessungen, bei denen P6.A-DsRed in Konzentrationen über dem KD 

eingesetzt wurde, bestimmt. Liegt mehr P6.A-DsRed als AtPhyB-PSM vor bindet jeweils ein 

P6.A-Tetramer ein AtPhyB-PSM Molekül. Im deutlichen Überschuss von AtPhyB-PSM binden 

jeweils vier Moleküle an das P6.A-DsRed. Da sich die Fluoreszenzanisotropie bei der 

Bestimmung der KD Werte durch ein einfaches Bindemodel beschreiben lässt und weil die 

Stöchiometrie auf vier frei zugängliche Bindestellen hindeutet, ist davon auszugehen, dass sich 

die vier Bindestellen des P6.A-DsRed unabhängig zueinander verhalten und die 

Tetramerisierung keinen wesentlichen Einfluss auf die AtPhyB-PIF Interaktion hat. 

Um die Interaktion auf der molekularen Ebene besser zu verstehen, wurde anschließend 

Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie angewandt. Bei dieser Methode wird ein Fluorophor in 

einem konfokalen, Femtoliter großen Volumen mit Hilfe eines Lasers angeregt und der zeitliche 

Verlauf des Emissionssignals gemessen. Das Messsignal fluktuiert dabei abhängig vom 

Diffusionsverhalten der fluoreszierenden Moleküle, da die Teilchen in Abhängigkeit ihrer 

Größe das Fokalvolumen schneller oder langsamer durchqueren. Durch Anwendung der 

Autokorrelationsfunktion kann die Diffusionszeit des betrachteten Fluorophoren bestimmt 

werden. Bei geeigneter Verdünnung sind somit sogar Einzelmolekülmessungen möglich. Der 

Versuchsaufbau dieser Methode gestattet es die Probe während des Messvorgangs zusätzlich 

zum Anregungslaserlicht auch mit Fernrotlicht zu bestrahlen. Die erhaltenen Diffusionszeiten 

bei konstanter P6.A-DsRed Konzentration und steigender AtPhyB-PSM Konzentration 

beschreiben ähnlich wie bei vorherigen Messungen ebenfalls den Verlauf einer einfachen 

Bindekurve, wenn sich das Phytochrom im Pfr Zustand befindet (Abbildung 20c). Die erhaltene 

Interaktionsstärke beträgt (180 ± 60) nM und ist in guter Übereinstimmung mit vorherigen 

Messungen. Die parallele Bestrahlung mit Fernrotlicht bewirkt, dass keine Interaktion mit dem 
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Pr Zustand mehr festgestellt werden kann (Abbildung 20c). Der Grund hierfür ist vermutlich 

darin begründet, dass die konstante Beleuchtung mit Fernrotlicht auch geringste Restmengen 

an Pfr sofort nach Bildung wieder in den Pr Zustand überführt und dadurch unspezifische 

Interaktion verhindert wird. Bei der Fluoreszenzanisotropiemessung wird die Probe vor dem 

eigentlichen Messvorgang mit Fernrotlicht beleuchtet. Während der Messung wird demnach 

die Interaktion des PIFs mit dem durch Fernrotlicht gebildeten Gleichgewicht aus Pr und Pfr 

Zustand vermessen. Geringfüge Restmengen an Pfr können daher Einfluss auf die Pr 

Interaktion haben. Die Fluoreszenzkorrelationsmessungen verdeutlicht daher, dass unter 

direktem Lichteinfluss der Interaktionsunterschied zwischen Pr und Pfr Interaktion sogar noch 

ausgeprägter ist als zuvor vermutet. Zusätzlich wurde die Robustheit der AtPhyB-PIF 

Interaktion verdeutlicht, indem das System mehrere Male zwischen dem interagierten und nicht 

interagierenden Zustand hin und her geschaltet wurde (Abbildung 20d). Die Ergebnisse zeigen, 

dass die Interaktion mehrmals aktiviert und inaktiviert werden kann ohne, dass ein Verlust der 

Effizienz beobachtet wird. Dies stellt einen entscheidenden Vorteil im Vergleich zu chemisch 

induzierten Interaktionssystemen dar. 

Neben der Interaktionsstärke ist auch die Dynamik eines Interaktionssystems von Interesse. Zur 

Bestimmung dieser Parameter wurde erneut der FRET Effekt zwischen DsRed und AtPhyB-

PSM ausgenutzt. Zeichnet man das Fluoreszenzsignal von P6.A-DsRed in Anwesenheit von 

sehr hohen Mengen AtPhyB-PSM auf und beleuchtet die Probe zeitgleich mit Rot- oder 

Fernrotlicht, dann kann die Änderung im Interaktionsverhalten anhand der Änderung des 

Fluoreszenzsignals über die Zeit bestimmt werden (Abbildung 21a). Bestimmt man diese 

Assoziations- und Dissoziationskinetiken bei verschiedenen AtPhyB-PSM Konzentrationen 

lassen sich Zusammenhänge zwischen der AtPhyB-PSM Konzentration und der Dynamik des 

Systems bestimmen (Abbildung 21b). Aus der Steigung und dem Achsenabschnitt der 

Auftragung der beobachteten kinetischen Parameter gegen die eingesetzte AtPhyB-PSM 

Konzentration lassen sich die Assoziations- und Dissoziationsraten k1 und k-1 der AtPhyB-PIF 

Interaktion für den Pr und Pfr Zustand bestimmen. Während für die beobachteten Raten beim 

Pfr Zustand von AtPhyB-PSM eine ausgeprägte Abhängigkeit von der Konzentration 

beobachtet wurde, ist dies beim Pr Zustand nicht der Fall. So wurde für den Pfr Zustand k1 = 

(3.9 ± 0.5) × 105 M-1 s-1 und k-1 = (0.42 ± 0.06) s-1 bestimmt, während eine verlässliche 

Bestimmung des k1 [(0.8 ± 5.0) × 104 M-1 s-1] für den Pr Zustand nicht möglich war. k-1 im Pr 

Zustand beträgt (0.19 ± 0.09) s-1. Die gemessenen Assoziations- und Dissoziationsraten 

verdeutlichen, dass die ausgeprägte Interaktionsstärke zwischen PIFs und dem Pfr-Zustand von 
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AtPhyB in der Assoziation begründet liegen. Dies ist eine überraschende Entdeckung, da starke 

Protein-Ligand Interaktion in der Regel das Resultat langsamer Dissoziationsreaktionen sind 

(Schreiber et al. 2009). Die hier durchgeführte Untersuchung liefert somit neue Erkenntnisse 

bezüglich der zuvor unbekannten kinetischen Parameter der AtPhyB-PIF Interaktion. 

 

Abbildung 21: Fluoreszenzintensitätsmessungen zur Bestimmung der Dynamik der Interaktion zwischen P6.A-

DsRed und AtPhyB-PSM (PhyB). (a) Zeitlicher Verlauf der Fluoreszenzintensität von P6.A-DsRed in Anwesenheit 

von 1000 nM PhyB nach Aktivierung von Rot- (r) bzw. Fernrotlichtbestrahlung (fr). (b) Auftragung der 

beobachteten Kinetischen Parameter kobs für die Assoziation (blau) und Dissoziation (rot) gegen die PhyB 

Konzentration. 

2.3 Biliverdin als Chromophor in pflanzlichen Phytochromen 

Innerhalb der dritten Arbeit (Kapitel 5.3) wird der funktionelle Einbau von Biliverdin (BV) als 

Chromophor in AtPhyB untersucht. Im Gegensatz zu früheren Annahmen, dass pflanzliche 

Phytochrome den Bilinchromophor BV nicht oder im besten Fall nur extrem schlecht 

inkorporieren können (Li und Lagarias 1992; Rockwell und Lagarias 2010; Spudich und Briggs 

2005), wurde hier gezeigt, dass ein funktionaler Einbau von BV in AtPhyB-PSM möglich ist. 

Zu diesem Zweck wurde AtPhyB-PSM zusammen mit Synechocystis sp. Hämoxygenase 1 

(HO1) in E. coli Zellen für 16 h und 18 °C koexprimiert. In den ersten Experimenten wurde 

außerdem ein Inkubationsschritt der Proteinlösung mit Überschuss an freiem BV während der 

Proteinreinigung durchgeführt, da ein schlechter Chromophoreinbau zu vermuten war. 

Überraschenderweise zeigte das AtPhyB-PSM ohne jegliche Veränderungen an der 

Aminosäuresequenz bereits einen guten Einbaugrad von 62 %. Im direkten Vergleich war für 

einen erfolgreichen BV Einbau in cyanobakteriellen Phytochromen das Einbringen diverser 

Veränderungen innerhalb der Chromophorbindetasche notwendig (Fushimi et al. 2019; 
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Kuwasaki et al. 2019). Unter den genannten Expressionsbedingungen kann für PCB, einem 

reduzierten Bilin das bereitwillig von AtPhyB-PSM inkorporiert wird, ein Chromophoreinbau 

von 93 % erzielt werden. Es sei angemerkt, dass zur PCB Produktion das Enzym pcyA 

zusätzlich benötigt und kein Chromophor extern zugegeben wurde. Anschließend wurde 

versucht durch Verlängerung der Expressionszeit auf 40 h und durch die gleichzeitige 

Bestrahlung mit 800 nm Fernrotlicht während der Expression den Einbau auch ohne BV Zugabe 

zu steigern. Dies resultierte schlussendlich in einen Einbaugrad von 84 %. Die verlängerte 

Expressionszeit steigert den Chromophoreinbau vermutlich, weil bei der Bildung von BV durch 

HO1 die Abgabe des Chromophors an das Zytosol nur langsam erfolgt. Bevorzugt übertragen 

Hämoxygenasen das gebildete BV in einem kooperativen Prozess direkt an Oxidoreduktasen 

anstatt es in die umgebende Matrix abzugeben (Liu und Ortiz de Montellano 2000). Der positive 

Effekt des Fernrotlichts ist vermutlich darauf zurückzuführen, dass diese Lichtbedingungen die 

Ausbildung des eigentlich im Dunkeln adaptierten Pr Zustands begünstigen. Konventionelle 

Phytochrome, darunter PhyB aus A. thaliana und BphP aus D. radiodurans, adaptieren den Pr 

Zustand in Dunkelheit, weswegen vermutet wird, dass der Einbau in dieser Konformation 

bevorzugt erfolgt (Burgie und Vierstra 2014). Eine Temperaturerhöhung während der 

Expression durch die Fernrotlichtbestrahlung kann ausgeschlossen werden, da sich die Zellen 

unter ständiger Temperaturkontrolle befanden. 

Der spektroskopische Vergleich zwischen AtPhyB-PSM mit PCB oder BV und dem 

bakteriellen Phytochrom DrBphP mit BV zeigt, dass AtPhyB-PSM mit BV deutlich ähnlichere 

Eigenschaften zum AtPhyB-PSM mit PCB als zum bakteriellen Phytochrom besitzt (Abbildung 

22a-c). Die Maxima für den Pr und Pfr Zustand sind mit ca. 13 nm nur leicht rotverschoben im 

Vergleich zu AtPhyB-PSM mit PCB, jedoch mit ca. 20-40 nm deutlich stärker blauverschoben 

als bei DrBphP mit BV. Auch die thermische Reversion des AtPhyB-PSM mit BV ist der des 

gleichen Proteins mit PCB ähnlicher als der des bakteriellen Phytochroms. Die einzelnen 

Phasen haben jedoch unterschiedliche Gewichtung in Abhängigkeit vom verwendeten 

Chromophor, wodurch die thermische Reversion in ihrer Gesamtheit mit BV im AtPhyB-PSM 

schneller erfolgt als es mit PCB im AtPhyB-PSM der Fall ist (Abbildung 22d). Um die 

spektralen Charakteristika noch genauer zu untersuchen, wurde ultraschnelle 

Absorptionsspektroskopie angewandt. Diese Methode erlaubt es kurzlebige spektroskopische 

Zustände beim Übergang vom Pr in den Pfr Zustand zu betrachten (Abbildung 9). Die 

kurzlebigen Absorptionsspektren und das primäre Photoproduktspektrum, Lumi-R, beim 

bakteriellen Phytochrom sind hier ebenfalls deutlich rotverschoben im Vergleich zu den 
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Spektren für das AtPhyB-PSM. Der Chromophor in AtPhyB-PSM kann anhand des Anteils der 

stimulierten Emission innerhalb der kurzlebigen (~ ps) Spektren unterschieden werden. Obwohl 

es aufgrund technischer Limitierungen nicht möglich ist die sehr frühen Spektren ohne Einfluss 

des Photoproduktspektrums zu messen (Dietzek et al. 2007), deuten die Ergebnisse zusammen 

mit kürzlichen Beobachtungen während zeitaufgelöste Kristallographie darauf hin, dass die 

Isomerisierung des Chromophoren innerhalb der ersten Pikosekunden erfolgt (Claesson et al. 

2020). Eine überraschende Beobachtung, da bisher für die Ausbildung des Lumi-R eine deutlich 

längere Zeitspanne von bis zu mehreren hundert Pikosekunden angenommen wurde (Choudry 

et al. 2018; Ihalainen et al. 2018; Kennis und Groot 2007). 

 

Abbildung 22: Spektrale Charakterisierung des photosensorischen Moduls (PSM) von verschiedenen 

Phytochromen (a) Absorptionsspektren von AtPhyB-PSM mit PCB im Pr Zustand (durchgezogene Linie), Pfr 

Zustand (gestrichelte Linie) und 100 % Pfr Spektrum (gepunktete Linie) berechnet nach (Butler et al. 1964).  

(b) wie in (a) aber DrBphP-PSM mit BV. (c) wie in (a) aber AtPhyB-PSM mit BV. (d) Thermale Reversion von 

AtPhyB-PSM mit PCB (rot) oder BV (blau) und DrBphP-PSM mit BV (orange). 

Der Vergleich der spektroskopischen Eigenschaften lässt vermuten, dass die spektrale 

Verschiebung nicht aufgrund der umgebenden Aminosäuren erfolgt. Eine Untersuchung bei der 

die Aminosäuren in näherer Chromophorumgebung verändert wurden zeigte beispielsweise nur 

geringen Einfluss auf die Position der Absorptionsmaxima (Wagner et al. 2008). Dem zu Folge 

wird vermutet, dass ein alternativer Bindemechanismus für BV in AtPhyB-PSM die Ursache 
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für die veränderten spektralen Eigenschaften ist. Bakterielle Phytochrome bilden mit BV eine 

kovalente Bindung zwischen dem C32 Atom des Chromophoren und einem Cystein in der PAS 

Domäne (Abbildung 23a). In pflanzlichen Phytochromen erfolgt die Ausbildung der Bindung 

zu reduzierten Bilinen jedoch zwischen der C31 Position und einem Cystein der GAF Domäne 

(Abbildung 23b). Aufgrund der räumlichen Gegebenheiten innerhalb des Proteins ist daher zu 

vermuten, dass die Bindung zwischen Cystein und BV in pflanzlichen Phytochromen ebenfalls 

am C31 Atom erfolgt (Abbildung 23c). Im Gegensatz zur Reaktion mit reduzierten Bilinen ist 

in diesem Fall aber kein Transfer von Elektronen in den A-Ring möglich und es wird an der 

C32 Position ein Carbanion gebildet, das protoniert werden muss (Abbildung 23b und 23c). Die 

Ausbildung einer solchen Bindung wurde bereits für ein künstliches bakterielles Phytochrom 

mit blauverschobenem Absorptionsmaximum berichtet (Hontani et al. 2016; Shcherbakova et 

al. 2015). Der hier vorgestellte Mechanismus hat aber in pflanzlichen Phytochromen mehrere 

Nachteile. So fehlen beispielsweise elektronenziehende Gruppen neben der C31 Position des 

Chromophoren, es werden positive Aminosäuren in der Nähe der C32 Position zur Ausbildung 

des Carbanion benötigt und dieses Carbanion muss anschließend protoniert werden was auf 

eine pH-Abhängigkeit der Reaktion hindeutet. Diese Nachteile erklären eventuell, warum BV 

deutlich schlechter in AtPhyB-PSM eingebaut wird als reduzierte Biline und warum ein BV 

Einbau in AtPhyB nicht bereits früher berichtet wurde. 

Unabhängig vom tatsächlichen Bindemechanismus stellt sich jedoch die Frage, ob AtPhyB-

PSM trotz der Verwendung eines anderen Chromophoren immer noch seine biochemische 

Funktion als lichtgesteuerter Interaktionspartner mit PIF Proteinen ausführen kann. Zu diesem 

Zweck wurde Größenausschlusschromatographie und Fluoreszenzanisotropie von AtPhyB-

PSM mit BV bzw. PCB und PIF3-EYFP durchgeführt. Die Messungen nach vorheriger 

Rotlichtbeleuchtung zeigen, dass Interaktion zwischen den Phytochromen und dem PIF Protein 

stattfindet (Abbildung 24a und 24b), während diese Interaktion nach Fernrotlichtbeleuchtung 

stark reduziert ist (Abbildung 24c und 24d). Ein Vergleich der Bindestärken zwischen dem Pfr 

Zustand und PIF3 weist eine annähernd identische Interaktionsstärke von ca. (250 ± 40) nM für 

das AtPhyB mit BV und (200 ± 70) nM für das AtPhyB mit PCB auf (Abbildung 24e und 24f). 

Die Pr Interaktion ist wie zu erwarten deutlich schwächer mit > 5 µM bzw. > 2 µM für AtPhyB-

PSM mit BV bzw. PCB. 
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Abbildung 23: Ausbildung der kovalenten Bindungen zwischen verschiedenen Chromophoren und 

Phytochromen. (a) In bakteriellen Phytochromen erfolgt der nucleophile Angriff des Cysteins der PAS Domäne an 

der C32 Position von BV. (b) Die kovalente Bindung wird zwischen dem Cystein der GAF Domäne in pflanzlichen 

Phytochromen und dem C31 Atom in reduzierten Bilinen, z. B. PCB, gebildet. (c) Vorgeschlagener Mechanismus 

für die Ausbildung der kovalenten Bindung zwischen pflanzlichen Phytochromen und BV.  

Anhand der mittels AtPhyB-PSM mit BV gewonnen Erkenntnisse wurden anschließend eine 

Phytochromvariante mit einem Histidin an der Position 578 erstellt. Die genannte Position 

befindet sich innerhalb der Zungenregion und ist im dunkeladaptierten Pr Zustand in räumlicher 

Nähe zum C32 Atom des Chromophoren (Abbildung 5). Im wildtypischen AtPhyB-PSM ist 

diese Position ein Arginin und trägt somit bereits eine positive Ladung. Ein Histidin in dieser 

Position könnte jedoch als Protonendonor dienen während gleichzeitig die positive Ladung 

erhalten bleibt und dadurch den Einbau von BV fördern. Die resultierende BV bindende 

Phytochrom B Variante (BVB-PhyB) zeigt in der Tat erhöhten BV-Einbau. Unter nicht 

optimierten Bedingungen war der Einbaugrad von BVB-PhyB um ca. 10 % höher als es dies 

beim wildtypischen AtPhyB der Fall war. Es konnte insgesamt ein Einbaugrad mit BV von  

87 % in BVB-PhyB erzielt werden. Außerdem hatte die eingebrachte Mutation keine negativen 

Auswirkungen auf die biochemische Funktion. BVB-PhyB könnte dadurch von großem 

Interesse bei der Anwendung des AtPhyB-PIF Systems in der Optogenetik und Biotechnologie 

ohne Notwendigkeit von externer Chromophorzugabe sein. 
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Abbildung 24: Interaktionsstudien an AtPhyB-PSM und PIF3-EYFP. (a) Größenausschlusschromatographie von 

AtPhyB-PSM mit BV (blau) und PIF3-EYFP (gelb) Gemischen nach vorheriger Beleuchtung mit Rotlicht. (b) wie 

in (a) aber AtPhyB-PSM mit PCB (rot). (c) Größenausschlusschromatographie von AtPhyB-PSM mit BV und 

PIF3-EYFP Gemischen nach vorheriger Beleuchtung mit Fernrotlicht. (d) wie in (c) aber AtPhyB-PSM mit PCB. 

(e) Fluoreszenzanisotropie von PIF3-EYFP und zunehmenden Konzentrationen von AtPhyB-PSM mit BV im Pr 

(blau) oder Pfr (grau) Zustand. (f) wie in (e) aber AtPhyB-PSM mit PCB (rot). 

2.4 Identifizierung eines PhyA spezifischen Interaktionspartners 

A. thaliana besitzt insgesamt fünf Vertreter der Phytochromfamilie, die als PhyA-E bezeichnet 

werden (Bae und Choi 2008). Vor allem für AtPhyB wurden viele Partnerproteine entdeckt, die 

in lichtabhängiger Weise mit dem Phytochrom interagieren (Pham et al. 2018; Khanna et al. 

2004). Über mögliche Interaktionspartner der anderen Phytochrome in A. thaliana ist weniger 

bekannt. Es wurde gezeigt, dass die eigentlich AtPhyB spezifischen PIF1 und PIF3 zusätzlich 

ein Erkennungsmotiv für AtPhyA besitzen (Zhu et al. 2000; Leivar und Quail 2011). Des 
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Weiteren wurden noch einige andere AtPhyA Partnerproteine entdeckt wie beispielsweise 

SPA1, die jedoch ebenfalls Bindung zu AtPhyB aufweisen (Lu et al. 2015; Sheerin et al. 2015). 

Für eine orthogonale Anwendung von AtPhyA und AtPhyB innerhalb der Optogenetik ist daher 

ein AtPhyA spezifischer Interaktionspartner von hohem Interesse. Aus diesem Grund wurden 

innerhalb eines Kooperationsprojekts (Kapitel 5.4) lichtabhängige Protein-Protein 

Interaktionsstudien von AtPhyA und 30 potenziellen Partnerproteinen mit Hilfe eines 

Genexpressionssystems mit geteiltem Transkriptionsfaktor durchgeführt. Im Zuge dieser 

Untersuchung wurde ein Protein mit unbekannter Funktion entdeckt, das nur unter Rotlicht, 

nicht jedoch im Dunkeln, Interaktion mit PhyA aufweist. Da dieses Protein in diesen 

Untersuchungen keine Interaktion zu AtPhyB aufzeigte, wurde es als only phytochrome A 

binding (OPA) Protein benannt.  

Beim Versuch OPA lediglich mit dem AtPhyA-PSM einzusetzen zeigte sich, dass die 

Interaktion verloren geht. OPA scheint daher im Gegensatz zur AtPhyB-PIF Interaktion nicht 

mit dem PSM von AtPhyA sondern vermutlich dem Effektormodul zu interagieren. Eine 

Betrachtung der potenziellen Domänenarchitektur von OPA zeigte lediglich eine C-terminale 

DUF1639 Domäne unbekannter Funktion auf. Diese Domäne ist jedoch nicht an der Interaktion 

mit AtPhyA beteiligt und übernimmt im Organismus daher vermutlich eine andere Funktion. 

Der für die lichtabhängige Protein-Protein Wechselwirkung mit AtPhyA relevante Bereich ist 

innerhalb der ersten 90 Aminosäuren von OPA kodiert. Die Anwendung des resultierenden 

verkürzten OPA Konstrukts (sOPA) zusammen mit AtPhyA wurde innerhalb des 

Genexpressionssystems näher charakterisiert und weist in seiner Sensitivität und Reversibilität 

große Ähnlichkeit zum AtPhyB-PIF System auf. 

Um die tatsächliche Interaktionsstärken der OPAs mit AtPhyA zu bestimmen, wurden AtPhyA 

und OPA-EYFP Konstrukte gereinigt und mittels Fluoreszenzanisotropiemessungen des EYFP 

untersucht (Abbildung 25). Eine Interaktion zwischen AtPhyA und OPAs bewirkt, dass der 

hydrodynamische Radius der Teilchen zunimmt und daher die Drehbeweglichkeit abnimmt. 

Dies hat eine Steigerung der Fluoreszenzanisotropie zur Folge, die bei konstanter OPA-EYFP 

Konzentration und steigender AtPhyA Konzentration zur Bestimmung der Bindestärke genutzt 

werden kann. Für OPA-EYFP ergab sich eine Dissoziationskonstante KD = (450 ± 70) nM für 

den rotlichtadaptierten Pfr Zustand von AtPhyA. Der KD Wert für den Pr Zustand war jedoch > 

10 µM. Diese KD Werte befinden sich in sehr guter Übereinstimmung mit denjenigen für die 

AtPhyB-PIF Interaktion. Das sOPA hingegen wies reduzierte Affinität von > 10 µM und > 20 

µM für den Pfr bzw. Pr Zustand auf. Obwohl diese Werte für eine deutlich abgeschwächte 
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Interaktion sprechen, scheint der Pr/Pfr-Unterschied dennoch groß genug zu sein, um 

erfolgreich Genexpression lichtabhängig zur steuern.  

 

Abbildung 25: Fluoreszenzanisotropie von OPA-EYFP (a) bzw. sOPA-EYFP (b) in Anwesenheit von AtPhyA 

nach vorheriger Beleuchtung mit Rotlicht (Kreise) oder Fernrotlicht (Dreiecke). 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die hier identifizierten OPAs lichtabhängige und 

selektive Interaktion mit AtPhyA eingehen. Das erhaltene AtPhyA-OPA System ist damit bis 

auf die detektierten Wellenlängen orthogonal zum bereits bekannten AtPhyB-PIF System. Die 

identische Lichtspezifität sollte eine kombinierte Anwendung der beiden Systeme erlauben um 

mehrere Prozesse in Zellen mit nur einer Anregungslichtwellenlänge zu kontrollieren. 

2.5 Charakterisierung einer lichtaktivierbaren Phosphatase 

Neben der Untersuchung und Weiterentwicklung pflanzlicher Photorezeptoren wurde in einem 

Kooperationsprojekt auch an der Entschlüsselung der biochemischen Funktion bakterieller 

Phytochrome gearbeitet (Kapitel 5.5). Bakteriophytochrome sind in der Regel Histidinkinasen, 

die im Zusammenspiel mit ihren jeweiligen Antwortregulatoren zelluläre Prozesse beeinflussen 

(Karniol und Vierstra 2003; Bhoo et al. 2001). Obwohl die Histidinkinasefunktion für einige 

Bakteriophytochrome bereits nachgewiesen wurde, ist die biochemische Funktion des D. 

radiodurans Bakteriophytochroms bis dato unbekannt. DrBphP gilt als Modelphytochrome, da 

innerhalb der letzten Jahre viele grundlegende Erkenntnisse bezüglich der Struktur und des 

Photozyklus für dieses Phytochrom aufgeklärt wurden (Takala et al. 2014; Ihalainen et al. 

2018). Umso überraschender ist es, dass bis heute nichts über die biochemische Funktion dieses 

Phytochroms bekannt ist. DrBphP besitzt eine Histidinkinasedomäne und der zugehörige 

Antwortregulator DrRR ist wie bei vielen anderen Organismen innerhalb desselben Operons 

kodiert (Bhoo et al. 2001; Möglich 2019; Arnold et al. 2006). Es wurde daher 

Interaktionsstudien, enzymatische Tests und Strukturanalysen durchgeführt, um die 



57 

 

tatsächliche Funktion dieses bakteriellen Phytochroms zu entschlüsseln. Zum Vergleich wurde 

außerdem das Phytochrom AgP1 aus Agrobacterium fabrum und dessen Antwortregulator 

AtRR untersucht, da von diesem Phytochrom bereits bekannt ist das es als lichtaktivierte 

Histidinkinase agiert (Karniol und Vierstra 2003). 

Zunächst wurde die Interaktion zwischen den Phytochromen und den Antwortregulatoren 

mittels Größenausschlusschromatographie untersucht (Abbildung 26). Während sich das 

Elutionsverhalten von DrBphP und DrRR Gemischen deutlich von dem der 

Einzelkomponenten unterscheidet, wurde für das AgP1-AtRR Paar kein Unterschied bei der 

Auftragung als Mischung im Vergleich zu den Analysen der Einzelkomponenten festgestellt. 

Interessanterweise waren diese Beobachtungen unabhängig vom Beleuchtungszustand der 

Phytochrome. Um dieses Phänomen besser zu verstehen und um mehr über die tatsächliche 

Interaktionsstärke der Systeme zu erfahren, wurde anschließend Isotherme 

Titrationskalorimetrie (ITC) angewandt. Die ITC bestätigte die Beobachtung innerhalb der 

Größenausschlusschromatographie. Der DrRR besitzt eine Interaktionsstärke von  

(10.5 ± 1.5) µM mit dem dunkeladaptierten Zustand von DrBphP. Im Vergleich dazu wird keine 

Interaktion zwischen AgP1 und AtRR beobachtet. Zur Ermittlung der Interaktionsstärken im 

Dunkeln und nach Rotlichtbeleuchtung wurde diese mittels Oberflächenplasmonen-

resonanzspektroskopie untersucht. Die Interaktion zwischen DrBphP und DrRR ist 

lichtunabhängig was durch die annähernd identischen Interaktionsstärken von (43 ± 8) µM für 

den dunkeladaptierten Pr Zustand und (60 ± 7) µM für den lichtadaptierten Pfr Zustand 

verdeutlicht wird. Im Gegensatz dazu war die AgP1 und AtRR Interaktion unabhängig von den 

Lichtbedingungen substanziell schwächer und es konnte lediglich abgeschätzt werden, dass 

diese > 200 µM ist.  

Obwohl die Interaktion zwischen AgP1-AtRR System nur transient ist, kann AgP1 seinen 

Antwortregulator erfolgreich phosphorylieren (Karniol und Vierstra 2003). Der deutliche 

Unterschied bei den Interaktionsstärken wirft die Frage auf in welcher Art DrBphP seine 

biologische Funktion vermittelt. Ein Test auf Kinaseaktivität mit Hilfe von radioaktiv 

gelabelten γ-32P-ATP verdeutlicht, dass AgP1 erfolgreich seinen Antwortregulator 

phosphoryliert. Im Gegensatz dazu wird diese Aktivität für DrBphP nicht beobachtet. Da 

Histidinkinasen jedoch gleichzeitig als Kinase und als Phosphatase agieren, ist die 

Nettoaktivität dieser Enzyme als Summe der jeweiligen Aktivitäten im entsprechenden 

Signalzustand definiert (Möglich 2019). Sollte DrBphP also tatsächlich keine oder nur sehr 

geringe Kinaseaktivität besitzen, dann wäre es denkbar, dass die Phosphataseaktivität die 
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treibende Funktion dieses Enzyms ist. Zur Ermittlung der Phosphataseaktivität von AgP1 und 

DrBphP wurden daher Phos-tag Gele verwendet. Bei diesen Gelen handelt es sich um 

polymerisierte Acrylamidgele die mit funktionellen Molekülen versetzt wurden. Diese 

Moleküle sind organische Verbindungen, die Wechselwirkungen mit Phosphatgruppen 

eingehen und dadurch das Laufverhalten von phosphorylierten Proteinen innerhalb der 

Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese beeinflussen. Nach Behandlung mit 

Acetyl-Phosphat liegen die Antwortregulatoren phosphoryliert vor, werden anschließend mit 

den Phytochromen im dunkeladaptierten Zustand oder nach Rotlichtbeleuchtung versetzt, und 

der Einfluss des Enzyms auf den Phosphorylierungszustand des Antwortregulators wird auf 

dem Phos-tag Gel untersucht. DrBphP zeigte im dunkeladaptierten Pr Zustand nur leichte 

Phosphataseaktivität, die durch Rotlichtbeleuchtung aber deutlich gesteigert werden konnte. 

Für AgP1 wurde für keinen der beiden Zustände eine ausgeprägte Phosphataseaktivität 

beobachtet (Willett und Kirby 2012).  

 

Abbildung 26: Interaktionsstudien zwischen Bakteriophytochromen (BphP) und Antwortregulatoren (RR) aus D. 

radiodurans und A. fabrum mittels Größenausschlusschromatographie. Die Komponenten wurden entweder 

einzeln oder als Gemische aus RR und BphP im dunkeladaptierten Zustand (D) oder nach Rotlichtbeleuchtung (R) 

untersucht. Die Absorption wurde bei 280 nm detektiert. 

Betrachtet man den Zusammenhang zwischen Struktur und biochemischer Funktion so sind die 

Aminosäuren in näherer Umgebung zum katalytisch aktiven Histidin von hoher Relevanz. Für 

die Autophosphorylierungsreaktion wird eine Aminosäure mit saurer Ladung in der +1 Position 

zum aktiven Histidin (H+1) benötigt (Casino et al. 2014). Die Wichtigkeit dieser Position wird 

durch einen Austausch von Asparaginsäure zu Histidin in AgP1 verdeutlicht, dass dadurch 

seine Kinaseaktivität verliert. DrBphP besitzt an dieser Stelle ebenfalls ein weiteres Histidin. 

Das Einbringen einer Asparaginsäure in der H+1 Position von DrBphP konnte die 
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Kinasefunktion nicht wiederherstellen. Es wird deswegen davon ausgegangen das in DrBphP 

noch weitere Aminosäuren verändert werden müssten, um die Kinaseaktivität zu erzeugen. Die 

Rolle der H+1 Position wird auch verdeutlicht, wenn man die Interaktion mit dem 

Antwortregulator betrachtet. Befindet sich nämlich an der H+1 Stelle ein Histidin, dann geht 

die Interaktion mit einem Asparagin innerhalb des Antwortregulators verloren. Eine weitere 

wichtige Position ist H+4, da innerhalb der HisKA Familie Threonine und Asparagine an dieser 

Stelle für die Phosphataseaktivität von höchster Wichtigkeit sind (Willett und Kirby 2012). 

DrBphP besitzt an dieser Position eine Glutaminsäure, die bei der Feinregulierung der 

Phosphataseaktivität hilft, was durch eine Funktionsbeeinträchtigung durch den Austausch mit 

Alanin bestätigt wurde. Die Glutaminsäure in der H+4 Position interagiert mit dem Mg2+ Ion 

im aktiven Zentrum, eine Position, die in Anwesenheit des phosphorylierten Antwortregulators 

mit der Phosphatgruppe besetzt ist. 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass diese Untersuchung die Frage nach der biochemischen 

Aktivität von DrBphP beantwortet, die seit ca. 20 Jahren ungelöst war (Davis et al. 1999). Des 

Weiteren eröffnen diese Erkenntnisse die Möglichkeit DrBphP als rotlichtaktivierbare 

Phosphatase innerhalb der Optogenetik zum Einsatz zu bringen. 

2.6 Fazit 

Die Eigenschaften und Wirkweisen von Phytochromen sind komplex. Obwohl in den letzten 

Jahren einige Aspekte bezüglicher dieser faszinierenden Photorezeptorfamilie aufgeklärt 

wurden, sind noch viele Gesichtspunkte ungeklärt.  

Die hierin präsentierten Erkenntnisse erweitern unser Verständnis von pflanzlichen und 

bakteriellen Phytochromen. Es werden die Charakteristika von lichtgesteuerten Protein-Protein 

Interaktionssystemen aufgeklärt, ein neuer Interaktionspartner für AtPhyA charakterisiert, 

ergründet warum pflanzliche Phytochrome Biliverdin vergleichsweise schlecht nutzen und die 

biochemische Funktion eines bakteriellen Modelphytochroms ergründet.  

Die erbrachten Erkenntnisse sind somit von hoher Relevanz für die Grundlagenforschung, da 

tiefergehende Einsicht in die durch Phytochrome vermittelte Signaltransduktion sowohl für 

Pflanzen als auch für Bakterien gewonnen wurde. Die Quantifizierung der Interaktionsstärken 

von Phytochromen und verschiedenen Partnerproteinen wird dazu beitragen das lichtabhängige 

Zusammenspiel dieser Proteine in Pflanzenzellen besser zu verstehen. Des Weiteren können 

die hier etablierten Methoden eingesetzt werden, um weitere phytochrombasierte 
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Wechselwirkungen aufzuklären, um dadurch ein besseres Verständnis dieser Systeme zu 

erhalten.  

Basierend auf diesen Ergebnissen besteht nun die Möglichkeit bereits bestehende 

optogenetische Systeme zu erweitern oder gänzlich neue lichtschaltbare Werkzeuge zu 

erschließen, was neue Anwendungsmöglichkeiten für die Optogenetik und Biotechnologie 

eröffnen wird.   
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phytochromes and interacting factors” 
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Zurbriggen, M. D.; Möglich. A. 
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10.1038/s42003-019-0687-9  

Eigenanteil: 

Idee & Konzept: 50 %, Experimente: 60 %, Datenauswertung: 60 %, Abbildungen: 85 %, Verfassen 

des Manuskripts: 40 % 

A. Möglich und D. Golonka hatten die zugrundeliegende Idee. L.-O. Essen beriet bei der Planung. A. 

Möglich und D. Golonka planten die biochemischen Experimente, M. D. Zurbriggen und P. Fischbach 

planten Genexpressionsexperimente in Zellkultur, J. E. Toettcher und S. G. Jena planten 

Membrantranslokationsexperimente in Zellkultur. Plasmide für biochemische Untersuchungen und 

Anwendung in Genexpressionsexperimenten wurden von D. Golonka und J. Kleeberg erzeugt, S. G. 

Jena erstellte Plasmide für die Anwendung in Membrantranslokationsexperimenten. Interaktionsstudien 

in bakteriellem Lysat wurden von D. Golonka und J. Kleeberg durchgeführt. D. Golonka und J. Kleeberg 

reinigten Proteinvarianten und D. Golonka führte biochemische Analysen durch. P. Fischbach führte 

Genexpressionsexperimente und S. G. Jena Membrantranslokationsexperimente durch. Die 

Datenauswertung erfolgte von D. Golonka für biochemische Experimente, P. Fischbach für 

Genexpressionsexperimente und S. G. Jena für Membrantranslokationsexperimente. D. Golonka und A. 

Möglich erstellten das Manuskript mit Unterstützung von P. Fischbach, S. G. Jena, L.-O. Essen, J. E. 

Toettcher und M. D. Zurbriggen. Die korrespondierenden Autoren sind M. D. Zurbriggen und A. 

Möglich. 
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Titel: „The association kinetics encode the light dependence of Arabidopsis phytochrome B 

interactions” 

Autoren: Golonka, D.; Gerken, U.; Köhler, J.; Möglich. A. 

Eingereicht bei: Journal of Molecular Biology (in Revision, JMB-D-20-00261) 
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Idee & Konzept: 25 %, Experimente: 70 %, Datenauswertung: 75 %, Abbildungen: 100 %, Verfassen 

des Manuskripts: 40 % 

A. Möglich, J. Köhler, U. Gerken und D. Golonka hatten die zugrundeliegenden Ideen und planten die 

Experimente. D. Golonka erstellte Proteine, führte spektroskopische Charakterisierungen und 

Interaktionsstudien durch. U. Gerken erstellte den Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (FCS) Aufbau 

und führte mit D. Golonka FCS-Experimente durch. Datenauswertung erfolgte von D. Golonka und U. 

Gerken. D. Golonka und A. Möglich erstellten das Manuskript mit Unterstützung von U. Gerken und J. 

Köhler. Die korrespondierenden Autoren sind J. Köhler und A. Möglich. 
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Titel: „Arabidopsis thaliana phytochrome B incorporates biliverdin and undergoes light-

dependent interactions” 

Autoren: Golonka, D.; Kuznetsova, V.; Ihalainen, J. A.; Möglich. A. 
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Eigenanteil: 
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A. Möglich und D. Golonka hatten die zugrundeliegende Idee. A. Möglich und D. Golonka planten 

biochemische Experimente, J. A. Ihalainen und V. Kuznetsova planten Kurzzeit-Spektroskopie-

Experimente. D. Golonka erstellte Proteine und führte ihre Charakterisierung und Interaktionsstudien 

durch. V. Kuznetsova führte Kurzzeit-Spektroskopie-Experimente durch. Datenauswertung erfolgte von 

D. Golonka und V. Kuznetsova. D. Golonka und V. Kuznetsova erstellten das Manuskript mit 

Unterstützung von J. A. Ihalainen und A. Möglich. Der korrespondierende Autor ist A. Möglich. 

4.4 Manuskript IV 

Titel: „Alternative red-light inducible split transcription factor system” 

Autoren: Fischbach, P.; Golonka, D.; Fedotov, S.; Hiltbrunner, A.; Möglich. A., Zurbriggen 

M. D. 

Noch nicht eingereicht 

Eigenanteil: 
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M. D. Zurbriggen und A. Hiltbrunner hatten die zugrundeliegenden Ideen. M. D. Zurbriggen und P. 

Fischbach planten Zellkulturexperimente. A. Möglich und D. Golonka planten Interaktionsstudien an 

gereinigten Proteinen. P. Fischbach und S. Fedotov führten Zellkulturexperimente, und D. Golonka 

führte Interaktionsstudien an gereinigten Proteinen durch. Datenauswertung erfolgte durch P. Fischbach 

für Zellkulturexperimente und durch D. Golonka für Interaktionsstudien an gereinigten Proteinen. P. 

Fischbach und D. Golonka erstellten das Manuskript und die Abbildungen. A. Möglich und M. D. 

Zurbriggen editierten das Manuskript. Die korrespondierenden Autoren sind A. Möglich und M. D. 

Zurbriggen. 

4.5 Manuskript V 

Titel: „Illuminating a phytochrome paradigm – a light-activated phosphatase in two-

component signaling uncovered” 

Autoren: Multamäki, E.; Nanekar, R.; Morozov, D.; Lievonen, T.; Golonka, D.; Wahlgren, 

W. Y.; Stucki-Buchli, B.; Rossi, J.; Hytönen, V. P.; Westenhoff, S.; Ihalainen, J. A.; Möglich, 

A.; Takala, H. 

Eingereicht bei: Cell (noch kein Aktenzeichen) 
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Idee & Konzept: 5%, Experimente: 5 %, Datenauswertung: 5 %, Verfassen des Manuskripts: 5 % 

H. Takala und J. A. Ihalainen hatten die zugrunde liegende Idee. H. Takala, E. Multamäki, A. Möglich 

und J. A. Ihalainen planten die Experimente. E. Multamäki, R. Nanekar, D. Morozov, T. Lievonen, D. 

Golonka, W. Y. Wahlgren, B. Stucki-Buchli und H. Takala führten Experimente durch und werteten 

diese mit Unterstützung von A. Möglich, J. A. Ihalainen, S. Westenhoff, J. Rossi und V. P. Hytönen 

aus. E. Multamäki, H. Takala, A. Möglich und J. A. Ihalainen erstellten das Manuskript mit 

Unterstützung der Koautoren. Die korrespondierenden Autoren sind H. Takala und J. Ihalainen. 

  



83 

 

5 Manuskripte 

5.1 Manuskript I 

Titel: „Deconstructing and repurposing the light-regulated interplay between Arabidopsis 

phytochromes and interacting factors” 

Autoren: Golonka, D.; Fischbach P.; Jena, S. G.; Kleeberg, J.; Essen, L.-O.; Toettcher, J. E.; 
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