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Abstract 

Light-oxygen-voltage (LOV) photoreceptors enable a variety of organisms to sense and respond 

to (sun)light. The receptors feature modular architecture and comprise sensor and effector mod-

ules. The LOV sensor incorporates a flavin-nucleotide chromophore to detect blue light. Light 

absorption induces conformational changes within the sensor that are further propagated to the 

effector which in turn mediates a specific biological response. Due to the compact architecture 

of the LOV sensor and diverse allosteric strategies by which light signals are translated into 

changes of biological activity, LOV domains often operate in optogenetic systems. In optoge-

netics, sensory photoreceptors enable the minimally invasive control of diverse processes in 

cells and organisms with high spatiotemporal resolution. Recombination of sensor and effector 

modules from different proteins yields photoreceptor chimeras to put cellular signaling path-

ways under light control. Both, knowledge of precise regulation, sensitivity and signaling prin-

ciples of underlying receptors are essential for their application as an optogenetic tool. The 

present work provides further insights into characteristics and signal transduction of LOV re-

ceptors and covers the engineering of new synthetic LOV-based (optogenetic) actuators. 

Using the engineered photoreceptor YF1 and its derived gene expression systems pDusk and 

pDawn, it was initially shown that pulsed illumination allows precise and graduated control of 

downstream responses, whereas continuously applied light of the same color failed to do so. 

Further the employment of pulsed illumination schemes affords the reduction of the overall 

light dose and hence mitigates phototoxicity, photobleaching and sample heating. This thesis 

also demonstrates that photoreceptor proteins can be addressed separately with a single light 

color when differing in their dark recovery kinetics. In turn this allows the sequential control of 

several optogenetic systems. 

In addition to light reception, subsequent signal transduction is decisive for the functionality of 

LOV receptors. Prior studies indicated that downstream signaling involves the rotation of a 

conserved glutamine residue and subsequent alteration of hydrogen bonding interactions adja-

cent to the flavin. Contrary to the prevalent view in the field, here it was shown that signals can 

be forwarded to expediently regulate downstream responses in YF1 even when devoid of the 

conserved glutamine. Signal transduction most likely occurs via an alternative mechanism and 

presumably does not hinge on the conventional hydrogen bonding pathway. Further character-

ization of a newly identified LOV-GGDEF receptor revealed that glutamine devoid LOV re-

ceptors exist in nature and equally facilitate blue light-dependent signal transduction.  

LOV receptors do not only integrate light signals but can also sense other environmental stim-

uli. Within this thesis the light and temperature sensitivity of the LOV domain of Rhodobacter 
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sphaeroides (RsLOV), which dissociates upon blue light illumination, was further analyzed and 

characterized. For this purpose a new optogenetic tool that is based on the E. coli Tet repressor 

(TetR) and the RsLOV domain was developed. It provides blue light-controlled gene expression 

in E. coli, whereas an increase in temperature results in a loss of light regulation. This effect 

could be ascribed to the RsLOV domain. By using distinct approaches, two RsLOV variants 

were identified that restore light-dependent gene expression at 37°C. Biochemical analysis 

demonstrated that, one variant improves the weak homodimer affinity of the wildtype protein 

by two-fold, whereas the other reveals an enhanced thermodynamic stability. Owing to the re-

vised homodimer affinity of the identified RsLOV variant, blue light-dependent control of a 

receptor tyrosine kinase was likewise established, while any attempts on light regulation using 

the wildtype RsLOV domain failed. 

Finally this thesis demonstrates that the use of LOV domains is not limited to cellular contexts. 

By establishing the blue light-induced assembly of gold nanoparticles (AuNPs) it could be 

shown that LOV domains can successfully be utilized in extracellular applications. The assem-

bly is based on the immobilization of the LOV domain VIVID from Neurospora crassa on the 

surface of functionalized AuNPs. In darkness, VIVID is monomeric, whereas blue light expo-

sure triggers the dimerization which in turn resulted in the assembly and formation of huge 

AuNP clusters. The demonstrated combination of genetically encoded, light-switchable pro-

teins with inorganic AuNPs augurs new applications in biology and material science.  
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Zusammenfassung 

Light oxygen voltage (LOV) Photorezeptoren ermöglichen einer Vielzahl von Organismen die 

Wahrnehmung und Reaktion auf (Sonnen)-Licht. Die Rezeptoren sind modular aufgebaut und 

bestehen aus einem Sensor- und einem Effektormodul. Mit Hilfe eines Flavinderivats detektiert 

der Sensor Licht im blauen Bereich und leitet das Signal über konformationelle Änderungen an 

seinen Effektor weiter. Dieser übt sodann eine spezifische biologische Antwort aus. Auf Grund 

der kompakten Architektur des Sensors und der vielfältigen allosterischen Prinzipien zur Sig-

nalweiterleitung, fungieren diese oftmals als Werkzeug in optogenetischen Systemen. Optoge-

netik beschreibt die räumlich-zeitlich exakte und minimalinvasive Kontrolle zellulärer Prozesse 

mit Hilfe von sensorischen Photorezeptoren. Die Rekombination von Sensor- und Effektormo-

dulen unterschiedlicher Ausgangsproteine erzeugt neue Chimäre, welche die Lichtsteuerung 

ausgewählter Signalwege erlaubt. Wesentlich für den Einsatz als optogenetisches Werkzeug ist 

sowohl das Verständnis über eine präzise Regulation, die Sensitivität, als auch das Wissen über 

die molekulare Wirkweise. Die vorliegende Arbeit gewährt weitere Einblicke in die Eigen-

schaften und Signaltransduktion von LOV Rezeptoren sowie beschäftigt sich mit der Erstellung 

neuer synthetischer LOV-basierter (optogenetischer) Schalter.  

Anhand des künstlichen Photorezeptors YF1 und der abgeleiteten Genexpressionssysteme 

pDusk und pDawn wurde zunächst gezeigt, dass gepulste Beleuchtung im Gegensatz zu konti-

nuierlich verabreichtem Licht gleicher Farbe eine sehr präzise und gestaffelte Kontrolle der 

Signalantwort erlaubt. Darüber hinaus ermöglicht der Einsatz gepulster Beleuchtungsschemata 

die Reduzierung der Gesamlichtdosis, sodass mögliche Schäden im Gewebe, die durch hohe 

Lichtdosen entstehen, verhindert werden können. Ebenso wurde gezeigt, dass Photorezeptoren 

mit einer einzigen Lichtfarbe getrennt voneinander adressiert werden können, solange diese 

sich hinsichtlich ihrer Rückkehrkinetik unterscheiden. Dies ermöglicht die sequenzielle Kon-

trolle mehrerer optogenetischer Systeme.  

Neben der Wahrnehmung des Lichts ist eine nachfolgende Signalweiterleitung maßgebend für 

die Funktionalität von LOV Rezeptoren. Vorhergehende Studien hierzu zeigten, dass eine blau-

lichtausgelöste Umlagerung eines chromophornahen, konservierten Glutamins sowie folgende 

Veränderungen am Wasserstoffbrückennetzwerk für die Signalweiterleitung entscheidend sind. 

Mittels Mutagenesestudien an YF1 konnte innerhalb dieser Arbeit hingegen gezeigt werden, 

dass Signale in fast vollem Umfang auch ohne das konservierte Glutamin an den Effektor über-

mittelt werden können. Die Signaltransduktion erfolgt dabei höchstwahrscheinlich über einen 

alternativen Mechanismus und verläuft nicht über den herkömmlichen Weg. Hinzukommend 
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konnte anhand eines neu identifizierten LOV-GGDEF Rezeptors gezeigt werden, dass gluta-

minfreie LOV Rezeptoren in der Natur existieren und eine blaulichtgesteuerte Signalübermitt-

lung erlauben. 

LOV Rezeptoren sind nicht nur empfindlich gegenüber Blaulicht, sondern können auch weitere 

umgebungsbedingte Reize wahrnehmen. Innerhalb dieser Arbeit wurden weitere Einblicke in 

die Licht- und Temperatursensitivität der auf Blaulicht hin dissoziierenden LOV Domäne aus 

Rhodobacter sphaeroides (RsLOV) gewonnen. Hierfür wurde mit Hilfe des E. coli Tet Repres-

sors (TetR) und der RsLOV Domäne ein neues optogenetischen Werkzeugs entwickelt. Dieses 

ermöglicht blaulichtabhängige Genexpression in E. coli, wobei eine Erhöhung der Temperatur 

zum Verlust dieser führt und vermutlich auf die RsLOV Domäne zurückzuführen ist. Unter 

Verwendung unterschiedlicher Herangehensweisen konnten zwei RsLOV Varianten identifi-

ziert werden, welche auch bei 37°C eine Lichtregulation gestatten. Die eine Variante erhöht die 

schwache Homodimerisierungsaffinität der wildtypischen Domäne um das zweifache, wohin-

gegen die andere RsLOV Variante eine ausgeprägtere thermodynamische Stabilität aufweist. 

Die verbesserten Dimerisierungseigenschaften der hier identifizierten RsLOV Variante er-

brachten zudem die blaulichtabhängige Steuerung einer Rezeptortyrosinkinase, welche bei Ver-

wendung des wildtypischen Rezeptors nicht erreicht werden kann. 

Zuletzt wird gezeigt, dass sich der Einsatz von LOV Domänen sich nicht nur auf zelluläre Kon-

texte beschränkt. Die in dieser Arbeit realisierte blaulichtinduzierte Assemblierung von Gold-

nanopartikeln (AuNP) demonstriert, dass LOV Domänen auch in extrazellulären Anwendungen 

gewinnbringend eingesetzt werden können. Grundlage dessen ist die Immobilisierung der He-

xahistidin-markierten LOV Domäne VIVID aus Neurospora crassa auf der Oberfläche von 

funktionalisierten AuNP. In Dunkelheit bildet VIVID Monomere, wohingegen Blaulichtbe-

strahlung die Dimerisierung auslöst und so zur Assemblierung und Ausbildung großer AuNP-

Netzwerke führt. Die hier gezeigte Kombination von genetisch kodierten, lichtschaltbaren Pro-

teinen mit anorganischen Goldnanopartikeln verspricht neue Anwendungen in biologischen 

und materialwissenschaftlichen Bereichen. 
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1 Einleitung 

Die Evolution des Lebens auf der Erde ist seit jeher geprägt durch die Gegenwart von Sonnen-

licht. Zahlreiche Organismen haben daher die Fähigkeit entwickelt, Lichtreize wahrzunehmen 

und darauf zu reagieren. Seither dient Licht als essenzielle Energie- und Informationsquelle, 

welche das Wachstum und Überleben sichert. Lichtquanten werden von Pflanzen, Algen und 

bestimmten Bakterien benötigt, um im Rahmen der Photosynthese chemische Energie zu ge-

winnen, welche zum Aufbau energiereicher, organischer Verbindungen genutzt wird (Arnon 

1959, Blankenship 2010). Daneben ermöglicht die Absorption von Licht die Anpassung des 

Organismus an seine Umgebung. Die Detektion des Lichts resultiert in diversen biologischen 

Antworten wie dem Phototropismus in Pflanzen, der Phototaxis in bestimmten Flagellaten und 

der visuellen Wahrnehmung in Tieren (Christie et al. 1998, Nagel 2002, Gehring 2005). Auf 

molekularer Ebene wird dies durch sensorische Photorezeptoren vermittelt. Diese sind wie viele 

andere Signaltransduktionsproteine modular aufgebaut und können vereinfacht durch zwei 

funktionelle Module, dem sogenannten Sensor- und dem Effektormodul, beschrieben werden 

(Abbildung 1) (Möglich et al. 2010b). Beide Module werden meist durch separate, globuläre 

Proteindomänen realisiert und können mittels verschiedener, oft helikaler Linker verbunden 

sein (Möglich und Moffat 2007).  

  
Abbildung 1: Vereinfachte Darstellung des Aufbaus eines sensorischen Photorezeptors, welcher sich aus 
einem N-terminalen Sensormodul (hellgrün) und einem C-terminalen Effektormodul (dunkelgrün) zusam-
mensetzt. Die funktionellen Module sind oftmals durch einen helikalen Linkers miteinander verbunden. Der 
Sensor beinhaltet einen organischen Chromophor (Fünfeck), welcher Licht einer bestimmten Wellenlänge 
absorbiert. Resultierende strukturelle und dynamische Veränderungen innerhalb des Sensors werden an den 
Effektor weitergegeben und führen zu dessen Aktivierung.  

Der vorwiegend N-terminal lokalisierte Sensor beinhaltet einen organischen Chromophor, wel-

cher auf Grund seines konjugierten π-Elektronen-Systems die Detektion des Lichts ermöglicht. 

Chromophore gehen meist aus kleinen Metaboliten hervor oder können aus proteineigenen, 

aromatischen Seitenketten gebildet werden (Christie et al. 2012a, Wu et al. 2012). Im dunkel-

adaptierten Zustand absorbiert dieser Licht spezifischer Wellenlänge und durchläuft anschlie-

ßend einen Photozyklus, welcher die Bildung eines (meta)stabilen (Signal-)Zustands zur Folge 

hat (Mathes 2016). Daraufhin erfährt das Sensormodul strukturelle und dynamische Verände-

rungen, die an das C-terminal gekoppelte Effektormodul übertragen werden. In einigen Pho-

torezeptoren weicht jedoch die Abfolge der Module vom konventionellen Aufbau ab und die 

Architektur ist invers (Takahashi et al. 2007). Der Effektor besitzt häufig katalytische Aktivität 

und ist für die physiologische Antwort ausschlaggebend, wobei die biologische Vermittlung 
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entweder lichtinduziert oder lichtreprimiert erfolgen kann (Karniol und Vierstra 2003, Ziegler 

und Möglich 2015, Heintz und Schlichting 2016). Der lichtadaptierte Zustand kehrt entweder 

durch thermische Reversion über die Zeit oder durch Bestrahlung mit Licht einer anderen Wel-

lenlänge in seinen Ausgangszustand zurück und der Photozyklus ist abgeschlossen (Losi und 

Gärtner 2012, Kreslavski et al. 2018).  

Um präzise auf unterschiedliche Lichteinflüsse reagieren und diese möglichst effizient nutzen 

zu können, haben insbesondere Pflanzen viele verschiedene sensorische Photorezeptoren ent-

wickelt (Kong und Okajima 2016). Diese unterscheiden sich hauptsächlich in ihrer Sensitivität 

zum einfallenden Licht, welche durch die Verwendung von unterschiedlichen Chromophoren 

realisiert wird. Anhand dieser und der damit einhergehenden Photochemie erfolgt eine Unter-

gliederung in verschiedene Klassen (Abbildung 2) (Ziegler und Möglich 2015). 

 
Abbildung 2: Beispielhafte Übersicht über natürlich vorkommende Photorezeptoren (A) Einordnung von 
sensorischen Photorezeptoren erfolgt anhand des verwendeten Chromophors, der Photochemie und der taxo-
nomischen Herkunft. (B) Strukturen und primäre Photochemie möglicher Kofaktoren (Shcherbakova et al. 
2015, Ziegler und Möglich 2015, Porter 2016). 

Phytochrome stellen wohl auf Grund ihrer großen spektralen Bandbreite die vielfältigste Klasse 

an Photorezeptoren dar. Anfänglich wurden diese ausschließlich als Rot- und Fernrotlicht-Re-

zeptoren (600-780 nm) in Pflanzen beschrieben, mittlerweile konnten diese aber auch in Bak-

terien, Pilzen, Algen und Cyanobakterien identifiziert werden (van der Horst und Hellingwerf 

2004). Dort vermitteln sie sie diverse biologische Funktionen wie Schattenvermeidung und Sa-

menkeimung in Pflanzen oder Phototaxis in Mikroorganismen (Wilde et al. 2002, Franklin und 
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Whitelam 2005). Phytochrome binden lineare Tetrapyrrole, sogenannte Biline (Abbildung 2B), 

und können abhängig vom Protonierungszustand, Wasserstoffbrückennetzwerk und Torsions-

winkel der zugrundeliegenden Pyrrolringe verschiedenste Wellenlängen absorbieren (Rockwell 

und Lagarias 2010, Kottke et al. 2018).  

Opsine decken hingegen vorrangig mit Hilfe von 11-cis-Retinal (Abbildung 2B) oder in einigen 

wenigen Fällen unter Benutzung von all-trans-Retinal den Bereich des für den Menschen sicht-

baren Lichts (380-780 nm) ab. In Vertebraten sind sie für das Sehen verantwortlich (Hao und 

Fong 1999, Ernst et al. 2014, Nagata et al. 2018).  

Light-oxygen-voltage (LOV), blue light sensors using flavin adenine nucleotide (BLUF) Re-

zeptoren und Cryptochrome nutzen hingegen Flavinderivate als Chromophor, um vorranging 

energiereiches nah-UV bis blaues Licht wahrzunehmen (Abbildung 2B). Während LOV Re-

zeptoren in Pflanzen, Bakterien, Pilzen und Cyanobakterien vorkommen, wurden BLUF Re-

zeptoren bislang hautsächlich in Bakterien und Algen gefunden (Gomelsky und Klug 2002, 

Christie et al. 2012b, Losi und Gärtner 2012). Cryptochrome sind in allen Lebensformen zu 

finden und regulieren hierbei beispielsweise das Wachstum in Pflanzen oder sind an der Auf-

rechterhaltung der zirkadianen Rhythmik beteiligt (Chaves et al. 2011, Shcherbakova et al. 

2015). Die Klasse der Xanthopsine ist ebenso Bestandteil der Blaulichtrezeptoren und bedient 

sich 4-Hydroxyzimtsäure als Chromophor (Losi et al. 2018). Zu ihnen zählt das photoactive 

yellow protein (PYP), welches in halotoleranten Bakterien in der Vermittlung negativer Photo-

taxis eine Rolle spielt (Sprenger et al. 1993). Auf Grund seiner sehr guten Löslichkeit, seiner 

Stabilität und der schnellen Ausbildung von Kristallen wurde es als Modellsystem für die Un-

tersuchung photochemischer und Proteinfaltungs-Prozesse verwendet (Hellingwerf et al. 2003).  

UV-B-Rezeptoren verwenden hingegen keinen zusätzlichen Chromophor sondern absorbieren 

Licht im nahen UV-Bereich (280-315 nm) mit Hilfe proteineigener Tryptophane. In Arabidop-

sis thaliana vermittelt beispielsweise UVR8 den Schutz vor energiereicher UV-B-Strahlung, 

um so DNA- und Zellschäden entgegenzuwirken (Brown et al. 2005, Christie et al. 2012a).  

Im Folgenden wird näher auf die Klasse der dieser Arbeit zu Grunde liegenden blaulichtsensi-

tiven LOV Rezeptoren eingegangen.  

 

1.1 Light-oxygen-voltage (LOV) Photorezeptoren 

Seit der Entdeckung von LOV Rezeptoren in Phototropinen in A. thaliana als blaulichtabhän-

gige Regulatoren von diversen physiologischen Prozessen, wie etwa dem Phototropismus, der 

Chloroplastenrelokalisation oder der Stomataöffnung, konnten auch in anderen Organismen 
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noch viele weitere identifiziert werden (Christie et al. 2002, Harada et al. 2003). LOV Rezep-

toren spielen beispielsweise in Bakterien, Archaeen und Pilzen eine Rolle in der Vermittlung 

von Stressantworten und Virulenz, aber auch in der Regulation des Tagesrhythmus (Herrou und 

Crosson 2011). Die Sensormodule von LOV Rezeptoren bestehen aus kleinen Proteindomänen 

(110-120 Aminosäuren) und detektieren UV-A Strahlung oder Licht im blauen Bereich (320-

500 nm). Im dunkeladaptierten Zustand liegt ein nicht kovalent gebundenes Flavinderivat, ent-

weder Flavinmononukleotid (FMN) oder Flavin-Adenin-Dinukleotid (FAD), als Chromophor 

vor (siehe Abbildung 2B) (Möglich und Moffat 2007, Zoltowski et al. 2007). Die durch den 

Sensor vermittelte Blaulichtsensitivität beeinflusst dabei mehr als 100 verschiedene Effektoren 

(Glantz et al. 2016).  

 
1.1.1 Architektur und topologische Vielfalt  

Der modulare Aufbau von sensorischen Photorezeptoren bedingt, dass sowohl Rezeptoren mit 

einem einzigen Sensor umgeben von einem einzigen Effektor, aber auch Multidomänenrezep-

toren, welche etwa zwei LOV Sensoren beinhalten, existieren. Sogenannte Tandem-LOV-Sen-

soren wurden bisher nur in Landpflanzen und Protisten beschrieben. Möglicherweise verstärken 

diese dort die Sensitivität des Systems gegenüber einfallendem Licht, um beispielsweise die 

Photosyntheserate nutzbringend anzupassen (Christie 2007, Okajima et al. 2014). Die Vielzahl 

von physiologischen Prozessen, welche LOV Rezeptoren vermitteln, ist auf die topologische 

Vielfalt möglicher Effektordomänen zurückzuführen.  

Eine Studie zur Datenbankanalyse von LOV Sensor-Effektor Beziehungen erfasste über 6500 

verschiedene LOV Rezeptoren und verdeutlicht die große Diversität möglicher Effektor in un-

terschiedlichen Organismen (Abbildung 3) (Glantz et al. 2016). Dabei konnte gezeigt werden, 

dass die Architektur von LOV Rezeptoren vorwiegend von der Art des Effektors abhängig ist; 

verschiedene Effektortypen präferieren dabei entweder eine N- oder C- terminale Lokalisation.  

LOV Sensordomänen sind häufig von Per-Arnt-Sim (PAS) Domänen, Histidin-Kinase-Phos-

phoakzeptor Domänen (HisKA), Serin-Threonin Kinasen (Pkinase) oder F-box Domänen um-

geben, können in vielen Organismen aber auch ohne weitere Proteindomänen gefunden werden.  

PAS Domänen sind in allen Lebensformen vertreten, detektieren ein breites Spektrum an che-

mischen sowie physikalischen Signalen, vermitteln Proteindimerisierung und sind oftmals in 

der Signaltransduktion beteiligt (Möglich et al. 2009a, 2010a). 
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Abbildung 3: Übersicht über die Variabilität primärer Effektordomänen in LOV Rezeptoren und deren abge-
leitete biologische Aktivität. Die Balken repräsentieren die Zahl an Effektoren eines funktionellen Clusters 
in logarithmischer Darstellung. Entnommen von (Glantz et al. 2016).  

In LOV-HisKA Rezeptoren steht die Aktivität einer Histidin-Kinase (HK) unter der Kontrolle 

des LOV Sensors. HK bestehen aus einer Dimerisierungs- und Phosphoakzeptordomäne (dime-

rization and histidine phosphotransfer, DHp) sowie einer katalytischen und Adenosintriphos-

phat-bindenden Domäne (catalytic and ATP binding, CA). Sie kommen in der Regel als Dimere 

vor und operieren je nach Signalzustand entweder als Kinasen oder Phosphatasen (Gao und 

Stock 2017). Erst kürzlich konnte jedoch auch ein monomerischer LOV-HisKA-Rezeptor iden-

tifiziert und näher charakterisiert werden (Rivera-Cancel et al. 2014, Dikiy et al. 2019). Senso-

rische HK sind Teil von Zweikomponentensystemen (two-component system, TCS), welche in 

Archaeen, Bakterien und teilweise in Pflanzen eine wichtige Rolle in der Regulation von 

Chemo- und Phototaxis und der Virulenzvermittlung einnehmen (Swartz et al. 2007). Einfach 

aufgebaute TCS bestehen aus einer Sensorkomponente, der HK, und einer Effektorkompo-

nente, dem sogenannten Antwortregulator (response regulater, RR) (Abbildung 4). Dieser um-

fasst meist eine Phosphoakzeptor- und eine Regulatordomäne (Trajtenberg und Buschiazzo 

2020). Rund 70 % aller bekannten klassischen Antwortregulatoren beinhalten eine DNA-Bin-

dedomäne und agieren somit als Transkriptionsfaktoren (Zschiedrich et al. 2016). Die signal-

abhängige Aktivierung der HK führt unter Verbrauch eines Adenosintriphosphats (ATP) zur 

Autophosphorylierung eines Histidinrests innerhalb der DHp-Domäne. In einem zweiten 

Schritt wird die Phosphorylgruppe auf ein Aspartat des Antwortregulators übertragen, welcher 
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dadurch aktiviert wird (Purcell et al. 2007, Swartz et al. 2007). In der Regel katalysieren Histi-

dinkinasen auch die Hydrolyse des Phospho-Aspartyl-Rests im phosphoryliertem RR. Ent-

scheidend für die Nettoleistung der Histidinkinase und die resultierenden biologischen Antwor-

ten ist somit das dynamische Gleichgewicht zwischen den beiden Aktivitätszuständen (Möglich 

et al. 2009b, Möglich 2019).  

  
Abbildung 4: HisKA Domänen als Effektormodul in LOV-basierten Rezeptoren als Teil von Zweikompo-
nentensystemen. Nach Adenosintriphosphat (ATP)-abhängiger Autophosphorylierung der Histidinkinase 
(HK) folgt der Transfer der Phosphatgruppe auf die Phosphoakzeptordomäne des Antwortregulators. Dieser 
fungiert oft als Transkriptionsfaktor und ermöglicht die Expression eines Zielgens (Möglich et al. 2009b). 

Zu den in Bakterien stark verbreiteten Effektoren zählen des Weiteren sulfate transporter and 

anti-sigma factor antagonist (STAS) und GGDEF Domänen. STAS Domänen können meist C-

terminal von bestimmten Sulfattransportern und in Antisigma-Faktor Antagonisten gefunden 

werden und agieren dort als Nukleotidbinde-Phosphoproteine oder Nukleotidasen (Aravind und 

Koonin 2000). Ebenso dienen sie als Interaktions- bzw. Transduktionsmodule in vielen Mul-

tidomänensensoren, die neben Licht auch Gasotransmitter oder zyklische Nukleotide wahrneh-

men (Sharma et al. 2011). Beispielsweise aktiviert der LOV-STAS Rezeptor YtvA in Bacillus 

subtilis den für die Initiation der Transkription notwendigen Sigma-Faktor σB, und reguliert so 

in blaulichtabhängiger Art und Weise die generelle Stressantwort des Organismus (Avila-Perez 

et al. 2006, Gaidenko et al. 2006).  

LOV Domänen, welche hingegen an GGDEF-EAL Domänen gekoppelt sind, regulieren die 

Synthese und Hydrolyse von bis-(3'-5')-zyklischem di-Guanosinmonophosphat (cyclic dimeric 

guanosine monophosphate, c-di-GMP) (Abbildung 5). Dieses dient als wichtiger sekundärer 

Botenstoff und reguliert eine Vielzahl von physiologischen Prozessen wie die Biofilmbildung, 

Motilität, den Zellzyklus oder die Vermittlung von Virulenz (Hengge 2009, Gomelsky 2011). 

Der Domänenname ist jeweils auf das konservierte GGDEF- bzw. EAL-Motiv (Gly-Gly-Asp-

Glu-Phe und Glu-Ala-Leu) innerhalb des aktiven Zentrums zurückzuführen. Diguanylatzykla-

sen aus der GGDEF-Familie katalysieren dabei die Zyklisierung zweier Guanosintriphosphat-

moleküle (GTP) in ein c-di-GMP Molekül (Navarro et al. 2009). Die Hydrolyse von c-di-GMP 

konnte hingegen in EAL-Domänen enthaltenen Proteinen nachgewiesen werden. Diese kann 

entweder direkt oder indirekt über 5'-Phosphoguanylyl-(3'→5')-Guanosin (pGpG) sowie mit 
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Hilfe eines anderen Proteins oder auch allein ablaufen (Schmidt et al. 2005). Bisher sind zwar 

nur sehr wenige LOV-GGDEF-EAL Rezeptoren funktionell untersucht worden, dennoch wird 

vermutet, dass diese eine ubiquitäre Rolle in der Anpassung des zytosolischen c-di-GMP-Spie-

gels spielen (Cao et al. 2010, Herrou und Crosson 2011).  

 
Abbildung 5: GGDEF-EAL Domänen als Effektormodul in LOV-basierten Rezeptoren. Tandem-GGDEF-
EAL Proteine katalysieren je nach Signalzustand mit Hilfe ihrer Diguanylatzyklaseaktivität die Synthese von 
bis-(3'-5')-zyklischem di-Guanosinmonophosphat (cyclic dimeric guanosine monophosphate, c-di-GMP) aus 
zwei Molekülen Guanosintriphosphat (GTP), oder dank ihrer Phosphodiesteraseaktivität die Hydrolyse von 
c-di-GMP zu 5'-Phosphoguanylyl-(3'→5')-Guanosin (pGpG). Als sekundärer Botenstoff beeinflusst c-di-
GMP diverse biologische Prozesse. 

Im Gegensatz zu den Multidomänenrezeptoren bestehen short LOV (sLOV) Rezeptoren ledig-

lich aus einem photoaktiven Sensormodul und besitzen keine kovalent gebundene Effektordo-

mäne. Stattdessen interagieren diese vermutlich mit anderen Proteinen, sogenannten Protein-

partnern, oder ihre flankierenden Enden besitzen selbst enzymatische, beziehungsweise DNA-

Bindeaktivität (Chen et al. 2010, Hunt et al. 2010, Malzahn et al. 2010, Endres et al. 2015, 

Glantz et al. 2016). Funktionell und strukturell gut charakterisierte Beispiele für sLOV Rezep-

toren umfassen PpSB1-LOV und PpSB2-LOV aus Pseudomonas putida, RsLOV aus Rho-

dobacter sphaeroides und VIVID aus Neurospora crassa (Crosson et al. 2003, Zoltowski et al. 

2007, Herrou und Crosson 2011, Losi und Gärtner 2012, Pathak et al. 2012). Während der C-

Terminus von RsLOV von einem helix-turn-helix (HTH) Motiv gebildet wird und bisher kein 

Proteinpartner identifiziert werden konnte, bindet VIVID im lichtadaptierten Zustand an white 

collar-1 (WC-1)-Dimere und schwächt hierdurch die Expression eines den tagesperiodischen 

Rhythmus regulierenden Gens (Hunt et al. 2010, Vaidya et al. 2011, Conrad et al. 2013).  

Neben der Vielfalt möglicher Effektorproteine weisen LOV Rezeptoren Cluster von konser-

vierten Linkern, welche den Sensor und den Effektor verbinden, auf. Die Sequenz und Länge 

ist dabei vom Effektor abhängig, wobei oftmals eine Heptadenabhängigkeit in helikalen Ver-

bindungsstücken festgestellt werden kann (Möglich et al. 2009b, 2009a, Ohlendorf et al. 2016). 
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1.1.2 Struktureller Aufbau von LOV Domänen 

LOV Sensordomänen gehören strukturell der Klasse der PAS Familie an. Das konservierte 

PAS-Motiv besteht aus einem zentralen fünfsträngigen antiparallelen β-Faltblatt, welches von 

mehreren α-Helices umgeben ist (Abbildung 6). Der Isoalloxazinring des Chromophors ist zwi-

schen dem β-Faltblatt und zwei benachbarten α-Helices eingebettet, wobei eine der beiden α-

Helices zur Koordination des Flavinderivats ein konserviertes Konsensusmotiv (GXNCRFLQ) 

beherbergt (Abbildung 6) (Taylor und Zhulin 1999, Möglich und Moffat 2007, Möglich et al. 

2009a, 2010b, Zoltowski und Gardner 2011). Während die Kernstruktur weitestgehend konser-

viert vorliegt, variieren die terminalen α-Helices, die sogenannten A’α- und Jα-Helices, doch 

sehr stark. Es konnte gezeigt werden, dass diese einen großen Beitrag zur allosterischen Sig-

nalweiterleitung an das Effektormodul leisten (Anantharaman et al. 2006, Halavaty und Moffat 

2007, Zoltowski et al. 2007, Nash et al. 2011, Conrad et al. 2013).  

 
Abbildung 6: Kristallstrukturen dunkeladaptierter LOV Domänen mit den N- (hellgrün) und C-terminalen 
(dunkelgrün) flankierenden A’α- und Jα-Helices. Der Chromophor ist jeweils als Stäbchenmodell (rot) dar-
gestellt. (A) Die YtvA-LOV Domäne (Reste 1-143, PDB: 4GCZ) aus Bacillus subtilis bildet ein Kopf-an-
Kopf orientiertes Homodimer aus. Die Dimerisierungsfläche ist durch die superspiralisierten N- und C-ter-
minalen Helices realisiert. (B) Die LOV Domäne aus Rhodobacter sphaeroides (RsLOV, PDB: 4HIA) bildet 
ebenso ein Homodimer aus, wobei die Dimerisierungsfläche aus einem Bündel verlängerter flankierender 
Termini besteht. (C) Die isolierte Aureochrom 1a LOV Domäne aus Phaeodactylum tricornutum (Ptaur-
LOV, PDB: 5DKK) liegt als Monomer vor.  

Viele LOV Domänen neigen zur Ausbildung von Dimeren, welche ebenso lichtabhängig von-

stattengehen kann. Die Dimerisierungsfläche wird entweder durch das β-Faltblatt-Gerüst der 

PAS Domäne gebildet oder durch die terminalen Helices jeder Untereinheit realisiert (Salomon 

et al. 2004, Möglich und Moffat 2007, Conrad et al. 2013, Banerjee et al. 2016). Beispielsweise 

liegt sowohl YtvA als auch seine isolierte LOV Domäne YtvA-LOV lichtunabhängig als kon-

stitutives Homodimer vor (Abbildung 6A), während die sLOV Domäne aus Rhodobacter 
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sphaeroides RsLOV nur im dunkeladaptierten Zustand ein Homodimer bildet (Abbildung 6B) 

(Möglich und Moffat 2007, Jurk et al. 2010, Conrad et al. 2013). Blaulichtbestrahlung führt 

hier indessen zur Dissoziation (Conrad et al. 2013). Im Gegensatz dazu liegt die isolierte, dun-

keladaptierte Aureochrom 1a LOV Domäne aus Phaeodactylum tricornutum (Ptaur-LOV) als 

Monomer vor (Abbildung 6C), wobei Blaulichtexposition deren Homoassoziation bewirkt 

(Banerjee et al. 2016).  

 

1.1.3 Photozyklus und initiale Signalweiterleitung in LOV Rezeptoren 

LOV Rezeptoren verbindet nicht nur das Vorkommen des konservierten PAS-Motivs, sondern 

auch das Durchlaufen eines blaulichtausgelösten Photozyklus (Abbildung 7A). Dieser unter-

scheidet LOV Rezeptoren von anderen flavin-basierten Photorezeptoren (Schleicher et al. 2004, 

Möglich et al. 2010b).  

Im thermodynamisch stabilsten, dunkeladaptierten D450 Zustand absorbiert der oxidierte, nicht 

kovalent gebundene Flavinchromophor mit einem charakteristischen Maximum im Bereich von 

450 nm (D450 Zustand) (Abbildung 7B). Absorption von Photonen des blauen Lichts führt zur 

Ausbildung eines angeregten Singulett-Zustands (S1), welcher durch effizientes Intersystem 

Crossing (ISC) innerhalb weniger Nanosekunden in einen Triplettzustand übergeht (T1, L650 

Zustand). Anschließend erfolgt binnen Mikrosekunden die Ausbildung eines kovalenten Thio-

addukts zwischen dem C4a Atom des Flavins (FMN-C4a) und einem hochkonservierten, pro-

ximalen Cysteinrests (Swartz et al. 2001, Conrad et al. 2014). Die Adduktbildung läuft dabei 

höchstwahrscheinlich über Radikalintermediate ab. Es wird angenommen, dass der Triplettzu-

stand konzertierte Elektronen- und Protonentransferreaktionen am C4a Atom und an der 

Schwefelgruppe des Cysteinrests auslöst, welche zur Reduktion des FMNs und der Ausbildung 

eines neutralen radikalischen Paars (FMNH●/Cys-S●) führt. Anschließend treffen die beiden 

Radikale aufeinander und es kommt zur Bildung des FMN-Cysteinyl-Thiol-Addukts (Bauer et 

al. 2011, Kutta et al. 2015, Chang et al. 2017). Der reduzierte Chromophor absorbiert mit einem 

ausgedehnten Maximum bei rund 390 nm (SAddukt, S390 Zustand) (Abbildung 7B).  

Die formale Reduktion des Flavinchromophors durch Ausbildung des Photoadduktes erhöht 

dabei den pKa des N5 Atoms und erleichtert dessen Protonierung. Zur Aufrechterhaltung des 

Wasserstoffbrückennetzwerks rotiert und verlagert sich infolgedessen die Seitenkette eines na-

hegelegenen, konservierten Glutaminrests (Abbildung 8B). Die ursprüngliche Wasserstoffbrü-

ckenbindung zum FMN-O4 wird aufgehoben und es kommt zur Ausbildung einer neuen FMN-

N5H Wasserstoffbrücke. Die dadurch ausgelösten Veränderungen am gesamten Wasserstoff-

brückenbindungsnetzwerk bedingen strukturelle und dynamische Änderungen innerhalb des β-
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Faltblatts. Diese werden an die amphipathischen α-Helices der terminalen Enden propagiert 

und sind ausschlaggebend für die Signalweiterleitung an den jeweiligen Effektor (Avila-Perez 

et al. 2006, Möglich und Moffat 2007, Nash et al. 2008, Möglich et al. 2009b, 2009a, Ganguly 

et al. 2017, Henry et al. 2020, Polverini et al. 2020). Neuere Studien haben allerdings gezeigt, 

dass in Abwesenheit des konservierten Cysteinrests eine Reduktion des Flavins unter Bildung 

eines neutralen Semiquinons mit einhergehender N5 Protonierung stattfindet und ebenso Sig-

nalweiterleitung erfolgen kann (Yee et al. 2015).  

  
Abbildung 7: Photozyklus von LOV Rezeptoren. (A) Im dunkeladaptierten Zustand liegt der FMN Chromo-
phor oxidiert und nicht kovalent an das Protein gebunden vor und zeigt eine ausgeprägte Absorption im 
Bereich von 450 nm (S0, D450 Zustand). Blaulichtbestrahlung führt zur Absorption von Photonen und Aus-
bildung eines angeregten Singulett-Zustands (S1), welcher innerhalb von Nanosekunden mittels Intersystem 
Crossing (ISC) in einen Triplettzustand (T1) übergeht. Mutmaßlich via eines bi-radikalischen Intermediats 
(nicht gezeigt) erfolgt sogleich die Ausbildung eines kovalenten Addukts zwischen dem C4a Atom des 
Isoalloxazinrings und einem konservierten Cysteinrest innerhalb der LOV Domäne (SAddukt). Der lichtadap-
tierte Zustand zeigt eine ausgeprägte Absorption um 390 nm (S390 Zustand). Durch thermische Relaxation 
kehrt dieser anschließend in den dunkeladaptierten Zustand zurück. Verändert nach (Bauer et al. 2011, Chang 
et al. 2017). (B) Absorptionsspektrum eines typischen LOV Rezeptors in seinem dunkeladaptierten (schwarz) 
und lichtadaptierten (grau gestrichelt) Zustand. 
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Durch thermische Relaxation kehrt der lichtadaptierte Zustand vollständig via Deprotonierung 

des N5 Atoms und Auflösung des kovalenten Photoaddukts in seinen dunkeladaptierten Zu-

stand zurück. Die Lebenszeit des Adduktzustands schwankt dabei abhängig von der jeweiligen 

LOV Domäne zwischen wenigen Sekunden bis zu mehreren Tagen und ist stark temperaturab-

hängig (Kottke et al. 2003, Alexandre et al. 2007, Zoltowski et al. 2009, Pudasaini et al. 2015). 

Ebenso wurde berichtet, dass die Bestrahlung mit nahem UV-Licht die Regeneration des dun-

keladaptierten Zustands innerhalb weniger Pikosekunden herbeiführt (Kennis et al. 2004).  

Prinzipiell ist die Lebenszeit des lichtadaptierten Zustands einer LOV Domäne von folgenden 

Aspekten abhängig (Abbildung 8A): (i) Sterische Kontakte zum reaktiven Cysteinrest; (ii) Ba-

senzugänglichkeit und Wasserstoffbrückenbindungen zum Chromophor; und (iii) konformati-

onelle und elektronische Änderungen innerhalb des Isoalloxazinrings. Diese Faktoren werden 

größtenteils durch Aminosäurereste, welche die Lösungsmittelzugänglichkeit zur Chromophor-

region beeinflussen oder durch stereoelektronische Effekte an der Unterseite des Flavins, der 

re-Seite, bestimmt (siehe Abbildung 8B). Mutation einer oder mehrerer dieser Aminosäuren 

kann infolgedessen großen Einfluss auf die Lebenszeit des lichtadaptierten Zustands haben. 

 
Abbildung 8: Beeinflussung der FMN-Cysteinyl-Thiol-Adduktbildung. (A) Unter konstanter Beleuchtung 
befindet sich der Photorezeptor in einem photostationären Gleichgewicht zwischen dem dunkeladaptierten 
D450-Zustand und dem lichtadaptierten S390-Zustand. Dieses ist bestimmt durch das Verhältnis der lichtindu-
zierten Vorwärtsreaktion k1(I) und der Rückreaktion k-1. Mutationen innerhalb der Chromophorregion kön-
nen die Ratenkonstante k-1 stark erniedrigen oder erhöhen. (B) Aminosäurereste in der Chromophorregion 
der YtvA-LOV Domäne (Reste 1-143, PDB: 4GCZ), welche bei Mutation Einfluss auf die Lebenszeit des 
lichtadaptierten Zustands haben. Die Reste Q66, N94, N104 und Q123 bilden Wasserstoffbrückenbindungen 
zum FMN (gestrichelte Linien), während V28, T30 und L82 hydrophobe Wechselwirkungen eingehen. I78 
stabilisiert die Elektronendichte des Flavin-Nukleotid-Chromophors und stabilisiert den lichtadaptierten Zu-
stand (Diensthuber et al. 2014, Polverini et al. 2020).  

Studien an YtvA-LOV, Phototropin 1 LOV2 Domäne aus Avena sativa (AsLOV2) und VIVID 

haben gezeigt, dass Aminosäuren, welche die Ausbildung und Aufrechterhaltung des FMN-

Cysteinyl-Thiol-Addukts sterisch behindern, den lichtadaptierten Zustand destabilisieren 

(Christie 2007, Zoltowski et al. 2009, Kawano et al. 2013). Des Weiteren bewirken Aminosäu-
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ren, die Wasserstoffbrückenausbildung in der Nähe des Isoalloxazinrings begünstigen und so-

mit die Elektronendichte des Flavins stärken, eine Stabilisierung des lichtadaptierten Zustands. 

Im Gegenzug erleichtern Aminosäuren, die diese stören, die Rückkehr in den dunkeladaptierten 

Zustand. Beispielhaft führt der Austausch eines stark konservierten Asparaginrests (N94 in 

Ytva-LOV, siehe Abbildung 8B), welcher Wasserstoffbrücken zum Isoalloxazinrings ausbildet, 

durch Serin, Asparaginsäure oder Alanin eine fünf- bis 45-fache Beschleunigung der Rückkehr 

herbei (Raffelberg et al. 2011).  

Faktoren, die zur Erhöhung der Lösungsmittelzugänglichkeit beitragen und folglich die Depro-

tonierung des FMN-N5H begünstigen, tragen ebenso zur Beschleunigung des Adduktzerfalls 

bei (Kottke et al. 2003, Purcell et al. 2010, Raffelberg et al. 2011, Zoltowski et al. 2011). Der 

Austausch eines Valinrests an Position 28 in YtvA-LOV (Abbildung 8B) gegen Threonin re-

sultiert in einer erheblich kürzeren Halbwertszeit des lichtadaptierten Zustands. Der Austausch 

gegen das aliphatische Isoleucin hingegen führt zu dessen Erhöhung. Es wird vermutet, dass 

Mutationen an dieser Stelle zum einen die Zugänglichkeit zur Chromophorbindetasche und zum 

anderen die sterische Stabilität des Adduktzustands beeinflussen und so zu unterschiedlichen 

Lebenszeiten beitragen (Zoltowski et al. 2011, Kawano et al. 2013, Diensthuber et al. 2014). 

Ebenso kann die Adduktstabilität von bestimmten Aminosäureresten, welche an der re-Seite 

lokalisiert sind und veränderte sterische und elektronische Eigenschaften aufweisen, stark ge-

schwächt werden. Es wurde berichtet, dass elektronenreiche Aminosäurereste einen schnelleren 

Zerfall des Addukts bewirken. Hingegen führt die Einführung von β-verzweigten aliphatischen 

Resten (vergleiche Abbildung 8B, Aminosäurerest I78) zur Stabilisierung der Elektronendichte 

des Flavins. Dies äußert sich sowohl in einem langlebigeren Adduktzustand als auch in der 

Stabilisierung von reduzierten Semiquinonspezies (Druhan und Swenson 1998, Yamamoto et 

al. 2008, Zoltowski et al. 2009, Vaidya et al. 2011).  

Die Möglichkeit zur gezielten Veränderung der Lebenszeit des lichtadaptierten Zustands ge-

stattet die Einstellung der effektiven Lichtsensitivität im photostationären Gleichgewicht unter 

konstanter Bestrahlung. Diese wird durch das Verhältnis der lichtinduzierten Vorwärtsreaktion 

k1(I) in Abhängigkeit der Lichtintensität I und der Rückreaktion k-1 bestimmt (Abbildung 8A). 

Um beispielsweise das photostationäre Gleichgewicht unter konstanter Bestrahlung im Falle 

einer beschleunigten Rückreaktion k-1 aufrecht zu erhalten, muss eine Erhöhung der Lichtinten-

sität I erfolgen. Folglich ist die Empfindlichkeit des LOV Rezeptors gegenüber Licht herabge-

setzt (Diensthuber et al. 2014, Ziegler und Möglich 2015). Im Falle einer deutlich verlangsam-

ten Rückkehr in den dunkeladaptierten Zustand ist unter gleichen Annahmen die Empfindlich-

keit des Rezeptors gegenüber Blaulicht erhöht.  
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1.1.4 Allosterische Signalweiterleitung in LOV Rezeptoren 

Während die ersten Schritte der Signalweiterleitung in LOV Domänen infolge ihres konservier-

ten Photozyklus ähnlich verlaufen, variiert die weitere Signalvermittlung zwischen unterschied-

lichen Rezeptoren drastisch (Herrou und Crosson 2011). Eine entscheidende Rolle spielen da-

bei die N- und C-terminalen Helices, welche abhängig von der Architektur des LOV Rezeptors 

die Sensor- und Effektordomäne verbinden. Die Veränderung des Wasserstoffbrückenbin-

dungsmusters und/oder der Elektronendichte innerhalb des β-Faltblatts nach Blaulichtexposi-

tion leitet konformationelle Änderungen ein, welche je nach LOV Rezeptor unterschiedlich 

stark ausfallen können (Zoltowski et al. 2009, 2011, Henry et al. 2020). Diese werden an die 

gesamte LOV Domäne weitergegeben und bedingen oftmals die Entfaltung und/oder Neuori-

entierung der terminalen α-Helices und modulieren so die Aktivität des Effektors. Abhängig 

davon ob LOV Rezeptoren infolge der Änderung der Lichtbedingung ihren oligomeren Zustand 

ändern, kann zwischen nicht-assoziierenden und assoziierenden Arten unterschieden werden 

(Abbildung 9) (Ziegler und Möglich 2015, Losi et al. 2018).  

    
Abbildung 9: Allosterie von LOV Photorezeptoren. Die Signaltransduktionsmechanismen können anhand 
der Untergliederung in assoziierende und nicht-assoziierende Arten beschrieben werden. Die Signalweiter-
leitung von nicht-assoziierenden LOV Rezeptoren basiert auf lichtregulierten Ordnungs-Unordnungs-Über-
gängen, wie das lichtinduzierte Entfalten der Jα-Helix in AsLOV2 oder auf Änderungen in der Tertiär- oder 
Quartärstruktur. Im Falle von assoziierenden Photorezeptoren kommt es infolge des Lichtstimulus zur Än-
derung des oligomeren Status. Die Assoziation kann entweder blaulichtinduziert oder -reprimiert sowie zwi-
schen identischen (homotypisch) oder unterschiedlichen Partnern (heterotypisch) erfolgen. Ferner können 
Dimere oder höhere Oligomere vorliegen. Das hellgrüne Rechteck veranschaulicht den Sensor und das dun-
kelgrüne Rechteck den Effektor, welche durch einen Linker/die terminale Helix verbunden sind. Dunkle und 
helle Farben des Fünfecks repräsentieren den oxidierten und reduzierten Zustand des Chromophors. Abbil-
dung modifiziert nach (Ziegler und Möglich 2015, Losi et al. 2018). 

Die allosterische Signalweiterleitung in AsLOV2, der wohl meiststudierten LOV Domäne, ist 

ein prominentes Beispiel für einen nicht-assoziierenden Rezeptor. Hier induziert Blaulichtbe-

strahlung die konzertierte, reversible Entfaltung und Freisetzung der N-terminalen A’α-Helix 

und der C-terminalen Jα-Helix. Die Ablösung der Jα-Helix von der Kerndomäne moduliert so-

dann die Aktivität der C-terminal gelegenen Kinase (Harper et al. 2004, Schleicher et al. 2004, 

Halavaty und Moffat 2007, Nash et al. 2008, Alexandre et al. 2009, Zayner et al. 2012). Im 
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Falle der konstitutiv homodimeren YtvA-LOV Domäne schwächt Blaulichtbestrahlung die In-

teraktion des zentralen β-Faltblatts mit der N-terminalen A’α-Helix und führt so zu einer leich-

ten Drehung und zum Auseinanderkippen der Monomer-Untereinheiten. Die Änderung der 

Quartärkernstruktur wird an die N-terminalen Jα-Helices weitergegeben, welche sich daraufhin 

um ca. 3 Å auseinander bewegen und die mechanistische Grundlage für eine anschließende 

Signalweiterleitung an den Effektor bilden (Möglich und Moffat 2007, Berntsson et al. 2017a, 

2017b, Engelhard et al. 2017, Möglich 2019). 

Assoziierende LOV Rezeptor-Typen können am besten anhand von sLOV Rezeptoren 

beschrieben werden. Beispielsweise führt Blaulichtbestrahlung im Falle von N. crassa VIVID 

zu dessen Homodimerisierung (Zoltowski et al. 2007; Zoltowski and Crane 2008). Die 

Dimerisierung wird hierbei durch konformationelle Änderungen der besonders ausgeprägten 

N-terminalen Verlängerung, der sogenannten Ncap, vermittelt (Zoltowski et al. 2007, Zol-

towski und Crane 2008). Zusätzlich können die Dimere mit WC-1-Dimeren interagieren und 

höhere Oligomere ausbilden (Hunt et al. 2010). Im Gegensatz dazu liegt RsLOV im dunkel-

adaptierten Zustand als Homodimer vor und dissoziiert bei Blaulichtbestrahlung. Die Dissozi-

ation wird vermutlich ebenfalls durch strukturelle Änderungen der terminalen Enden, welche 

ein ungewöhnliches helikales Bündel in der Dimerisierungsfläche bilden, ausgelöst (Conrad et 

al. 2013). Weitere Beispiele umfassen die jeweils isolierten Aureochrom 1a LOV Domänen aus 

Vaucheria frigida (Vfaur-LOV) und Phaeodactylum tricornutum (Ptaur-LOV), welche eben-

falls eine blaulichtausgelöste Homodimerisierung erfahren (Takahashi et al. 2007, Banerjee et 

al. 2016). Anzumerken ist, dass der oligomere Zustand von isolierten LOV Sensoren und der 

des Volllängenproteins variieren kann. Während Ptaur-LOV eine blaulichtinduzierte Dimeri-

sierung erfährt, liegt Ptaur wohl auf Grund des N-terminal lokalisierten bZIP Motivs als kon-

stitutives Dimer vor. Dennoch wird angenommen, dass Blaulicht die Entfaltung von der termi-

nalen A’α- und Jα-Helix auslöst und infolgedessen die LOV Domänen vom bZIP Motiv disso-

ziieren and anschließend dimerisieren. Dies erhöht die Flexibilität der bZIP Domäne und stei-

gert deren Affinität für die Bindung der Ziel-DNA-Sequenz (Heintz und Schlichting 2016, Tian 

et al. 2020). Prinzipiell kann der oligomere Zustand eines Photosensors durch die Länge der 

terminalen Helices moduliert werden. Dies stellt ein wichtiges Schlüsselelement in der Erstel-

lung künstlicher Photorezeptoren dar (Halavaty und Moffat 2013).  
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1.2 Erstellung künstlicher Photorezeptoren 

Sensorische Photorezeptoren finden oftmals Anwendung in diversen sogenannten optogeneti-

schen Systemen. Ursprünglich wurde die Optogenetik für die Neurobiologie entwickelt und 

nutzte die heterologe Expression von natürlichen Photorezeptoren, wie lichtempfindliche Chan-

nelrhodopsine, um zelluläre Prozesse durch gezielt angelegte optische Signale minimalinvasiv 

manipulieren zu können (Boyden et al. 2005, Deisseroth 2011). Sowohl das detaillierte Wissen 

über die Struktur und Funktionalität von natürlichen Photorezeptoren als auch ihr modularer 

Aufbau führte vor einigen Jahren zu der Idee der Erzeugung neuer künstlicher Photorezeptoren. 

Oftmals ermöglicht die Kombination einer gut charakterisierten Sensordomäne mit einer neuen, 

bis dato nicht lichtregulierten Effektordomäne deren Steuerung mittels Licht (Ziegler und Mög-

lich 2015, Losi et al. 2018). Mit der Erstellung synthetischer Photorezeptoren vergrößerte sich 

sodann das Repertoire an Möglichkeiten biologische Funktionen und Signalwege mit exakter, 

räumlich-zeitlicher Auflösung zu erforschen (Möglich und Moffat 2010, Ziegler und Möglich 

2015, Losi et al. 2018). Oftmals können auf Grund einer neu geschaffenen und gut zu detektie-

renden Signalausgabe von künstlichen Rezeptoren auch weitere Einblicke in den Mechanismus 

der Signaltransduktion gewonnen werden (Möglich et al. 2009b, Diensthuber et al. 2014, Yee 

et al. 2015).  

 
Abbildung 10: Übersicht über zelluläre Prozesse, welche durch synthetische LOV-basierte Photorezeptoren 
kontrolliert werden können. Verändert nach (Nack und Möglich 2017, Losi et al. 2018). 

Auf Grund der ubiquitären Verfügbarkeit von Flavinen in vivo, des umfassenden molekularen 

Verständnisses und der Diversität der allosterischen Signalweiterleitung basieren bisher die 

meisten optogenetischen Schalter auf LOV Domänen (Kolar et al. 2018). So ist es z. B. möglich 
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blaulichtabhängig Sekretion, Rekrutierung und Abbau von unterschiedlichsten Proteinen, Ak-

tivierung von Caspase/Apoptose und anderer Enzyme, Epigenetik oder Genexpression in vielen 

Pro- oder auch Eukaryoten zu steuern (Abbildung 10) (Lee et al. 2008, Möglich et al. 2009b, 

Lungu et al. 2012, Mills et al. 2012, Ohlendorf et al. 2012, Wang et al. 2012, Chen et al. 2013, 

Renicke et al. 2013, Bonger et al. 2014, Guntas et al. 2015, Kawano et al. 2015, Losi et al. 

2018). Blaues Licht kann jedoch in hohen Dosen auf Grund von endogenen Photosensibilisa-

toren, welche reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS) generieren, einen pho-

totoxischen Effekt hervorrufen und dringt zudem weniger tief in lebendes Gewebe als beispiels-

weise Rot- oder Fernrotlicht (Shcherbakova et al. 2015, Losi und Gärtner 2017). 

Blaulichtsensitive künstliche Photorezeptoren dienen nicht nur als Werkzeug für die Kontrolle 

physiologischer Prozesse, vielmehr können diese auch für weitere Zwecke eingesetzt werden. 

Die relative hohe Fluoreszenzquantenausbeute von LOV Rezeptoren und die Möglichkeit diese 

durch bestimmte Mutationen zu steigern, ermöglicht den Einsatz als Fluoreszenzprotein (Drep-

per et al. 2007, Chapman et al. 2008, Guntas et al. 2015, Sanford und Palmer 2017). Zugleich 

dienen LOV Rezeptoren als Ausgangspunkt für genetisch kodierbare Photosensibilisatoren, 

welche blaulichtabhängig ROS generieren (Shu et al. 2011, Losi und Gärtner 2017).  

Im Folgenden soll auf die Strategien zum Design neuer chimärer LOV-basierter Werkzeuge 

eingegangen werden.  

 

1.2.1 Designstrategien von LOV-basierten optogenetischen Werkzeugen 

Dem Design neuer LOV-basierter Photorezeptoren liegen allosterische Prinzipien zugrunde, 

die die Signalweiterleitung an mögliche Effektoren vermitteln. Eine Klassifizierung der mögli-

chen Strategien erfolgt infolge der bereits getroffenen Einteilung in nicht assoziierende und 

assoziierende Photorezeptoren (siehe 1.1.4). Jede dieser Strategien basiert gleichwohl auf licht-

ausgelösten konformationellen Änderungen, welche entweder direkt die Aktivität des Effektors 

beeinflussen oder Hetero- sowie Homo-Oligomerisierung bewirken. Die folgenden Designstra-

tegien beruhen vorwiegend der Fusion einer isolierten LOV Domäne mit einem bis dato licht-

unempfindlichen Effektormodul.  

Wegweisend für die Erstellung blaulichtabhängiger optogenetischer Aktoren war die Ausnut-

zung der lichtinduzierten Entfaltung und gleichzeitige Ablösung der terminalen A’α- und Jα- 

Helices der AsLOV2 Domäne. Beispielsweise erbrachte die Fusion der N-terminalen Helix des 

Escherichia coli Trp Repressorproteins (TrpR) mit der C-terminalen Jα-Helix der AsLOV2 Do-

mäne die Erschaffung eines lichtregulierten DNA-Bindeproteins. Die Fusion verursacht dabei 
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eine sterische Interferenz der beiden Einheiten, sodass die gemeinsame Helix entweder die Fal-

tung der AsLOV2 Domäne oder der TrpR Domäne erlaubt. Blaulichtexposition ermöglicht die 

korrekte Faltung von TrpR und infolgedessen die Bindung der Konsensussequenz (Strickland 

et al. 2008, 2010). 

    
Abbildung 11: Designstrategien zur Erstellung blaulichtabhängiger Photorezeptoren. (A) Basierend auf na-
türlichen nicht-assoziierenden Rezeptoren kann mittels lichtinduzierter Ordnungs-Unordnungs-Übergänge 
eine sterische Aktivierung der Effektordomäne/Peptidfreisetzung oder sterische Inhibition der Aktivität des 
Effektors realisiert werden. (B) Lichtinduzierte Änderungen der Positionierung der Sensordomänen ermög-
lichen ebenso eine lichtabhängige Steuerung eines Effektors. (C) Assoziierende Photorezeptoren erlauben 
die Wiederherstellung vorher vorsätzlich geteilter Effektormodule in lichtabhängiger Art. Je nach oligome-
rem Zustand des zu regulierenden Effektors beruht das Design auf homo- oder heterotypischen Sensoren. 
Modifiziert nach (Ziegler und Möglich 2015, Losi et al. 2018).  

Die lichtinduzierte Entfaltung der AsLOV2 Jα-Helix ist zudem Basis für viele weitere De-

signstrategien. Beispielsweise kann die Fusion der Jα-Helix von AsLOV2 an den N-Terminus 

ausgewählter Effektoren zu einer Blockierung deren aktiven Zentrums führen. Blaulichtindu-

zierte Entfaltung der Jα-Helix führt sodann zur Ablösung der Effektordomäne, wodurch steri-

sche Einschränkungen aufgehoben werden und die biologische Aktivität begünstigt wird (Ab-

bildung 11A) (Wu et al. 2009, Pham et al. 2011, Lungu et al. 2012, Mills et al. 2012).  

Ein weiteres Prinzip setzt auf die Insertion von nicht-assoziierenden LOV Domänen in schlei-

fenförmigen Oberflächenbereichen von Effektorproteinen (Abbildung 11A). Unter Ausnutzung 

der lichtinduzierten Entfaltung der terminalen AsLOV2 Helices und der einhergehenden kon-

formationellen Änderung innerhalb des Fusionsproteins ist es etwa möglich verschiedene 

Signalproteine wie Kinasen, Guanosintriphosphatasen (GTPasen) und GTP-Austauschfaktoren 

(GEFs) in blaulichtabhängiger Weise zu steuern (Lee et al. 2008, Dagliyan et al. 2016). 

Ebenso verbreitet ist der Ansatz natürliche Sensor- oder Effektormodule gegen homologe Do-

mänen auszutauschen (Abbildung 11B) (Shcherbakova et al. 2015, Losi et al. 2018). Der Aus-
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tausch der Häm-bindenden und Sauerstoff-detektierenden PAS-B Sensordomäne der Bradyrhi-

zobium japonicum FixL Histidinkinase mit der strukturell homologen Sensordomäne YtvA-

LOV ermöglichte die Erschaffung der lichtregulierten Histidinkinase YF1 (Abbildung 12A). 

 
Abbildung 12: Architektur und Struktur der blaulichtreprimierten Histidinkinase YF1. (A) YF1 besteht aus 
der YtvA-LOV Sensordomäne aus B. subtilis und der FixL Histidinkinase (DHp und CA Domänen) aus B. 

japonicum. Der Linker der FixL Histidinkinase verbindet den Sensor und den Effektor. (B) Die Kristallstruk-
tur von YF1 (PDB: 4GCZ) zeigt ein Homodimer mit superspiralisierten Jα-Helices, welche die Sensor- und 
Effektordomänen verbinden.  

Im dunkeladaptierten Zustand agiert YF1 als HK, wohingegen Blaulichtexposition die Netto-

Phosphorylierungsrate um ein 1000-faches reprimiert, da YF1 als Netto-Phosphatase fungiert. 

Biochemischen und spektroskopischen Daten zu Folge, weist YF1 jedoch nur Kinaseaktivität 

auf, wenn sich beide LOV Domänen im dunkeladaptierten Zustand befinden (Möglich et al. 

2009b). Im funktionellen Homodimer verbinden die parallelen, superspiralisierten, helikalen 

Jα-Linker die N-terminal lokalisierte YtvA-LOV Sensordomäne mit der DHp- und der CA-

Domäne der HK (Abbildung 12B). Blaulichtabsorption induziert das Auseinanderschwenken 

der Sensordomäne, welches eine linksgerichtete Spiralisierung der terminalen Jα-Helices aus-

löst und zur Neuorientierung der CA-Module führt. Im Zuge dessen kommt es zur Modulation 

der Kinaseaktivität (Berntsson et al. 2017a, 2017b, Engelhard et al. 2017, Möglich 2019). Die 
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Länge der α-helikalen Verbindung zwischen Sensor und Effektor ist dabei maßgebend für die 

katalytische Funktion und die Schaltbarkeit. Für lichtschaltbare Varianten sollte der Linker ide-

alerweise auf Grund der superspiralisierten Helices, den sogenannten Coiled-Coils, eine Hep-

tadenperiodizität aufweisen. Coiled-Coil-Strukturen zeichnen sich durch ihr periodisches Se-

quenzmuster aus, welches im Falle eines regelmäßigen, parallelen Coiled-Coils sieben Amino-

säurereste und zwei α-Helixwindungen beinhaltet. Konstrukte mit einer Linkerlänge von 7n 

sowie 7n + 5 Aminosäuren zeigen lichtreprimierte Kinaseaktivität, wohingegen Linkerlängen 

von 7n + 1 Aminosäuren die Inversion der Lichtantwort bewirken (Ohlendorf et al. 2016). Die 

hier beobachtete Abhängigkeit verdeutlicht die Rolle des gewählten Linkers. Hier ist nicht nur 

die Länge, sondern auch die Struktur und Dynamik von besonderer Bedeutung. 

Deutlich geringere Anforderungen an die Verbindungsstücke zwischen dem Sensor und dem 

Effektor beinhalten Designstrategien, welche auf assoziierenden LOV Rezeptoren basieren 

(Abbildung 11C). Hier ist es oftmals ausreichend überwiegend hydrophile, kurze und flexible 

Linkerelemente zu verwenden (Ziegler und Möglich 2015). Da viele biologische Prozesse in 

der Natur auf Oligomerisierungsreaktionen, insbesondere auf Dimerisierungen, zurückgreifen, 

beruhen einige blaulichtsensitive Schalter auf assoziierenden LOV Domänen. Beispielsweise 

erlaubt die Fusion eines zu assoziierenden Effektormoduls an eine dimerisierende LOV Do-

mäne dessen Photoaktivierung. Auf diese Strategie greifen häufig lichtinduzierbare Genexpres-

sionssysteme zurück. Die LOV Domäne VIVID bildet beispielsweise die Grundlage für das 

sogenannte „Light-ON“-System für die lichtinduzierte Expression von Genen in Eukaryoten. 

Die Fusion von VIVID an eine trunkierte Version des DNA-Bindeproteins Gal4 erlaubt dessen 

lichtinduzierte Dimerisierung und Bindung an seine Konsensussequenz (Wang et al. 2012). 

Weitere homodimerisierende LOV Domänen wurden unter anderem bereits an den intrazellu-

lären C-terminalen Teil des murinen fibroblast growth factor receptor 1 (mFGFR-1) fusioniert. 

Blaulicht induziert sodann deren Dimerisierung und löst die MAPK/ERK-Signaltransduktions-

kaskade aus (Grusch et al. 2014). Ebenso gebräuchlich ist die photoinduzierte Rekonstruktion 

von vorsätzlich geteilten Effektormodulen (Abbildung 11C). Um deren Selektivität und Effizi-

enz zu steigern, wird hier oftmals auf heterodimerisierende LOV Sensoren zurückgegriffen. 

Neben der Verwendung von natürlichen heterodimerisierenden Photorezeptoren wie Flavin 

binding-Kelch-Fbox-1 (FKF1) aus A. thaliana, welches lichtabhängig an das Protein GIGAN-

TEA bindet, gelang basierend auf der LOV Domäne VIVID die Erstellung eines neuen hetero-

assoziierenden Schalters. Die Dimerisierungsfläche von VIVID wurde so verändert, dass durch 

elektrostatische Wechselwirkungen eine Homodimerisierung verhindert und eine Heterodime-

risierung favorisiert wird (Kawano et al. 2015). Die sogenannten magnets weisen eine schnelle 
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Dissoziationskinetik auf und finden Anwendung in diversen optogenetischen Systemen (Ka-

wano et al. 2015, 2015, 2016, Nihongaki et al. 2015, Baumschlager et al. 2017, Furuya et al. 

2017). Neuere Studien haben allerdings gezeigt, dass in einigen Fällen die Assoziationsstärke 

der magnets nicht ausreichend ist, um eine exakte räumlich-zeitliche Kontrolle bestimmter Sig-

nalwege zu gewährleisten (Benedetti et al. 2018). 

Betrachtet man die Anzahl an diversen blaulichtgesteuerten optogenetischen Systemen, macht 

die Regulation der Genexpression einen der am häufigsten durch Licht manipulierten Bereiche 

aus. Daher soll auf diesen im Folgenden näher eingegangen werden.  

 
1.2.2 Bakterielle LOV-basierte Genexpressionssysteme 

Die Kontrolle der Genexpression stellt eines der ersten und wichtigsten Steuerelemente zur 

Untersuchung oder zur gezielten Modifikation eines zellulären Prozesses dar. Bereits seit eini-

gen Jahren wurde versucht diese artifiziell durch Gabe externer chemischer Stimuli zu beein-

flussen (Studier und Moffatt 1986, Gossen et al. 1995, Gottesfeld et al. 2001). Um die Limitie-

rungen von chemischen Induktoren wie eine begrenzte Diffusionsrate (langsame Aktivierung) 

und schwierige Entfernung (langsame Deaktivierung) zu überwinden, stützen sich zahlreiche 

optogenetische Anwendungen auf die Kontrolle der Transkription. Die Tatsache, dass der mo-

lekulare Ablauf der Transkription gut untersucht ist und von modular aufgebauten Transkripti-

onsfaktoren initiiert werden kann, erleichtert das Design von künstlichen Photorezeptoren zur 

lichtregulierten Genexpressionskontrolle.  

Oftmals wird beim Design lichtgesteuerter Transkriptionssysteme Gebrauch von der Modula-

rität der Transkriptionsfaktoren gemacht und auf Grundlage dieser werden neue Fusionsprote-

ine erstellt (Strickland et al. 2008, Li et al. 2020). Wie bereits im vorherigen Abschnitt erwähnt, 

stellt die Fusion des Trp Repressorproteins an die C-terminale Jα-Helix von AsLOV2 eines der 

ersten lichtgesteuerten Transkriptionssysteme in Prokaryoten dar. Dieses findet aber auch nach 

Weiterentwicklung zum LOV-TAP angesichts seiner geringen DNA-Bindeaffinität nur gerin-

gen Einsatz (Abbildung 13) (Strickland et al. 2008, 2010, Ziegler und Möglich 2015).  

Durchaus verbreiteter in der Anwendung ist der bakterielle, photosensitive Transkriptionsfaktor 

EL222 aus Erythrobacter litoralis (Abbildung 13). Dieser besteht aus einer photosensorischen 

LOV Domäne und einer HTH-DNA-Bindedomäne. In Abwesenheit von Blaulicht bindet die 

LOV Domäne die HTH-Bindedomäne und blockiert sterisch die 4α-Helix, welche für eine Di-

merisierung und DNA-Bindung entscheidend ist. Blaulichtexposition hebt die inhibitorischen 

LOV-HTH-Interaktionen auf, worauf die Assoziation und Bindung an den Operator folgt (Nash 

et al. 2011, Rivera-Cancel et al. 2012, Zoltowski et al. 2013). Die kürzliche Entwicklung eines 



31 
 

bidirektionalen EL222-basierenden Promotorsystems erlaubt die Verwendung von EL222 als 

lichtinduzierten Aktivator oder Repressor in E. coli (Jayaraman et al. 2016).  

 
Abbildung 13: Bakterielle LOV-basierte Genexpressionssysteme, welche blaulichtabhängige Transkription 
eines gewünschten Gens ermöglichen. Modifiziert nach (Losi et al. 2018, Mathony und Niopek 2020). 

Viele optogenetische Systeme nutzen den dimeren Charakter natürlich vorkommender, bisher 

nicht lichtregulierter Repressoren, welcher es ihnen erlaubt spezifische DNA-Sequenzen zu 

binden. Die Fusion einer trunkierten, monomeren Version des E. coli LexA Repressorproteins 

mit VIVID, benannt als LEVI, ermöglicht die blaulichtgesteuerte Dimerisierung und Wieder-

herstellung der Repressoraktivität (Abbildung 13) (Chen et al. 2016). Während diese Systeme 

aus einem einzelnen chimären Protein bestehen, setzen viele andere auf die Erstellung zweier 

unterschiedlicher Fusionsproteine. Jene basieren dann häufig auf heterodimerisierenden LOV 

Domänen, einer DNA-Binde- und einer Transkriptionsaktivierungsdomäne. Blaulichtexposi-

tion führt auf Grund der Interaktion des Photorezeptorpaars zur Rekrutierung der DNA-Binde- 

und der Aktivierungsdomäne und so zur Transkriptionsaktivierung (Lungu et al. 2012, Polstein 

und Gersbach 2012, Guntas et al. 2015). An diese Strategie anknüpfend wurde gezeigt, dass die 

Aktivität der in zwei Fragmente gespaltenen T7-Polymerase durch Fusion mit magnets in blau-

lichtabhängiger Weise wiederhergestellt werden kann (Abbildung 13) (Baumschlager et al. 

2017, Han et al. 2017). Oftmals erlaubt der Anknüpfung viraler Transaktivierungsdomänen den 

Einsatz von genannten optogenetischen Schalter in Eukaryoten (Wang et al. 2012, Motta-Mena 

et al. 2014, Rullan et al. 2018).  

Komplexere Systeme zur lichtinduzierten Genregulation stützen sich häufig auf Zweikompo-

nentensysteme (siehe 1.1.1). Der am häufigsten angewandte, hierauf basierende, künstlich er-
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stellte Photorezeptor ist YF1 (siehe 1.2.1). Die blaulichtreprimierte Histidinkinase dient als Ba-

sis für die Plasmide pDusk und pDawn, welche blaulichtgesteuerte Genexpression in E. coli 

erlauben (Abbildung 14).  

 
Abbildung 14: Die Plasmide pDusk und pDawn stützen sich auf das lichtsensitive YF1/FixJ Zweikompon-
tentensystem und erlauben licht-reprimierte und licht-aktivierte Genexpression. Das Plasmid pDawn ist eine 
abgeleitete Version des pDusk-Systems und beherbergt eine Geninversionskasette basierend auf dem λ-Pha-
gen Repressor cI. Modifiziert nach (Ohlendorf et al. 2012). 

Das pDusk Plasmid beinhaltet YF1 und dessen zugehörigen Antwortregulator FixJ. Beide wer-

den konstitutiv in einem bicistronischen Operon exprimiert. In Abwesenheit von Blaulicht 

phosphoryliert YF1 sein Partnerprotein FixJ. Dieses kann in seiner phosphorylierten Form an 

den FixK2 Promotor binden, welcher stromaufwärts von einer multiplen Klonierstelle behei-

matet ist und so Genexpression ermöglicht. Umgekehrt vermindert Blaulichtbestrahlung die 

Netto-Kinaseaktivität von YF1, was zur Dephosphorylierung des Antwortregulators und zur 

Repression der Genexpression führt. Das pDawn Plasmid erlaubt hingegen blaulichtinduzierte 

Genexpression. Die Inversion basiert auf der Expression des λ-Phagen Repressors cI vom 

FixK2 Promotor. Da der Phagen-Repressor an den λ-Promotor pR bindet, inhibiert dieser so-

dann die Expression des gewünschten Zielgens (Ohlendorf et al. 2012). Die Tatsache, dass 

pDusk und pDawn jeweils auf einem einzigen Plasmid kodiert und somit leicht mit anderen 

Systemen kombiniert werden können, eröffnet ein großes Anwendungsspektrum (Farzadfard 

und Lu 2014, Magaraci et al. 2014, Jin und Riedel-Kruse 2018, Pu et al. 2018, Lalwani et al. 

2019, 2020).  
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1.3 Ziele der Arbeit 

LOV Rezeptoren besitzen als lichtsensitive Aktoren nicht nur große Wichtigkeit in diversen 

Organismen sondern finden immer größeren Einsatz in der Optogenetik und Photobiologie. In 

der vorliegenden, mehrgliedrigen Arbeit sollen zum einen die Charakteristika von LOV Rezep-

toren weiter analysiert und zum anderen neue Anwendungsmöglichkeiten geschaffen werden. 

Zunächst soll untersucht werden, ob eine exakt staffelbare, sequenzielle Kontrolle mehrerer 

optogenetischer Systeme durch Variation der Intensität und Pulsfrequenz einer einzigen Licht-

farbe erzielt werden kann. Dafür sollen für die blaulichtsensitiven Genexpressionssysteme 

pDusk und pDawn, welche sich auf den künstlich erstellen Photorezeptor YF1 stützen, die Ant-

worten auf gepulstes Blaulicht analysiert werden. Zudem wird der Einfluss der Modulation der 

Rückkehrzeiten von YF1 auf die Sensitivität des Systems näher betrachtet.  

Daneben sollen in einem weiteren Projekt weitere Einblicke in die Signaltransduktion von LOV 

Rezeptoren geschaffen werden. Datenbankanalysen zeigen dabei, dass es LOV-artige Rezepto-

ren gibt, welche anstelle des konservierten, für die Signalweiterleitung wesentlichen Glutamin-

rests eine andere Aminosäure aufweisen. Ausgehend von Mutagenesestudien an YF1 soll ge-

prüft werden, ob und inwieweit Signale auch ohne das chromophornahe Glutamin übermittelt 

werden können. Zudem wird die blaulichtvermittelte Signalantwort eines bisher noch nicht cha-

rakterisierten, natürlich vorkommenden, glutaminfreien LOV-GGDEF Rezeptors genauer ana-

lysiert. 

Neben Licht können LOV-Rezeptoren vermutlich auch andere Reize wie Sauerstoff- oder Tem-

peraturveränderungen wahrnehmen. Innerhalb dieser Arbeit soll die Licht- und Temperatursen-

sitivität der LOV Domäne aus Rhodobacter sphaeroides (RsLOV) näher charakterisiert werden. 

Hierfür wird unter zu Hilfenahme des E. coli Tet Repressors (TetR) und der auf Blaulicht hin 

dissoziierenden RsLOV Domäne ein neues Genexpressionssystem erstellt. Dieses dient zum 

einen der Identifikation verbesserter RsLOV Varianten und zum anderen, neben biochemischen 

Analysen, der Charakterisierung der Licht- und Temperaturantwort selbiger.  

LOV Rezeptoren finden nicht nur breite Anwendung in der Optogenetik, sondern können auch 

im extrazellulären Kontext eingesetzt werden. Besonders im Bereich der Kolloidchemie ist 

etwa eine sorgfältige Reaktionskontrolle nützlich, welche durch LOV Rezeptoren mit hoher 

räumlich-zeitlicher Genauigkeit vermittelt werden könnte. Mit Hilfe der assoziierenden LOV 

Domäne VIVID wird innerhalb dieser Arbeit die prinzipielle Durchführbarkeit dieses Ansatzes 

untersucht. Insbesondere soll die photobiologisch gelenkte Assemblierung von Goldnanoparti-

keln etabliert werden. 
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2 Synopsis 

Die vorliegende kumulative Dissertation umfasst insgesamt fünf wissenschaftliche Arbeiten: 

Kapitel 5.1: „Optogenetic Control by Pulsed Illumination” 

Kapitel 5.2: „Pulsatile Illumination for Photobiology and Optogenetics” 

Kapitel 5.3: „Signal Transduction in Light-Oxygen-Voltage Receptors Lacking the Active-                                                                         

Site Glutamine” 

Kapitel 5.4: „A Light-Oxygen-Voltage Sensor Integrates Light and Temperature” 

Kapitel 5.5: „Photobiologically Directed Assembly of Gold Nanoparticles” 

Während von diesen Arbeiten vier bereits veröffentlicht (Kapitel 5.1, 5.2, 5.4 und 5.5) sind, 

wurde das fünfte Manuskript (Kapitel 5.3) im Fachjournal Nature Chemical Biology einge-

reicht.  

Die einzelnen Manuskripte behandeln die Charakterisierung sowie die Anwendung von LOV 

Photorezeptoren. Die beiden ersten Arbeiten befassen sich mit der Möglichkeit zur Regulation 

optogenetischer Systeme mittels periodisch applizierten, unterschiedlich starken Lichts gleicher 

Wellenlänge. Zugleich beschreiben diese die Konstruktion programmierbarer Beleuchtungsap-

parate zur schnellen und parallelen Analyse biologischer Signale auf verschiedene Lichtver-

hältnisse hin. Das dritte Manuskript konzentriert sich auf den Mechanismus zur Übermittlung 

von Signalen in LOV Rezeptoren. Die beiden letzten Manuskripte befassen sich mit der Erstel-

lung und Anwendung neuer LOV Rezeptoren. Insbesondere beschreibt die vierte Arbeit die 

Konstruktion und Optimierung eines blaulichtregulierten Genexpressionssystems und beschäf-

tigt sich zudem mit der Temperatur- und Lichtsensitivität der eingesetzten LOV Domäne. Das 

fünfte Manuskript, zeigt das Anwendungspotential von LOV Rezeptoren außerhalb der Opto-

genetik. Es beschreibt die Möglichkeit der Kombination von biologischen und chemischen 

Bausteinen anhand der lichtgesteuerten Assemblierung von Goldnanopartikeln. 

 

2.1  Gepulste Beleuchtung in der Optogenetik und Photobiologie 

Die ersten beiden Veröffentlichungen (Kapitel 5.1 und 5.2) befassen sich mit der Reaktion 

optogenetischer Schaltkreise auf periodisch verabreichtes Licht unterschiedlicher Intensität und 

Pulsfrequenz. Im Fall eines monomeren Photorezeptors führt Lichtabsorption zum Übergang 

des dunkeladaptierten Zustands D in den lichtadaptierten Zustand L (Abbildung 15A). Dies 

erfolgt in Abhängigkeit der Lichtintensität mit einer Ratenkonstanten von k1; die Rückreaktion 

findet hingegen mit einer Ratenkonstanten von k-1 statt. Numerische Simulationen zur Sys-

temantwort zeigen, dass während einer Folge von Lichtpulsen eine monomerer Photorezeptor 

in Abhängigkeit der Ratenkonstanten k1 und k-1 und der angelegten Pulsfrequenz wiederholt 
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zwischen den beiden Zuständen D und L hin und her wechselt (Abbildung 15B). Unterschied-

liche Beleuchtungsschemata bei identischer Gesamtlichtdosis können so den Rezeptor in ver-

schiedenem Umfang aktivieren. Zudem erlaubt der Einsatz von gepulster Beleuchtung zwei 

Photorezeptorsysteme, welche sich in ihrer Ratenkonstanten k-1 unterscheiden, diskriminieren 

zu können. 

 
Abbildung 15: Simulationen zur Antwort lichtsensitiver Systeme auf gepulste Beleuchtung. (A) Licht bedingt 
die Konversion eines dunkeladaptierten monomeren Photorezeptors D in seinen lichtadaptierten Zustand L 
mit einer unimolekularen Ratenkonstanten von k1. Der Photorezeptor kehrt anschließend in den dunkeladap-
tierten Zustand mit einer Ratenkonstanten von k-1 zurück. (B) Das kinetische Modell aus (A) wurde in den 
angegebenen Zeiten unter periodischer Beleuchtung (blaue Balken) numerisch gelöst. Die Ordinate stellt die 
Fraktion des Rezeptors im lichtadaptieren Zustand dar. Gezeigt sind Simulationen für eine langsame (rot) 
und 10-fach schnellere (schwarz) Rückkehr in den D-Zustand. Die Pulsfrequenz wurde im rechten Diagramm 
vierfach erhöht und die Dauer der Lichtperiode um den gleichen Faktor reduziert, sodass die Gesamtlichtdo-
sis konstant gehalten wird. (C) In dimeren Photorezeptoren erfolgt die Reaktion von DD nach LL und um-
gekehrt über eine zweischrittige Reaktion via DL/LD-Intermediate. Die Protomere gehen unabhängig vonei-
nander mit Ratenkonstanten k1 und k-1 in den D- bzw. L-Zustand über. (D) Analoge Simulationen zu (B), 
jedoch für dimere Photorezeptoren. 

Im Falle eines dimeren Photorezeptors führt Lichtabsorption zum Übergang des dunkeladap-

tierten Zustands DD in den lichtadaptierten Zustand LL unter Durchlaufen der Intermediatszu-

stände DL und LD (Abbildung 15C). Der Einfachheit halber wird hierbei angenommen, dass 

die beiden Untereinheiten unabhängig voneinander zwischen den Zuständen D und L mit einer 

Ratenkonstanten k1 und k-1 übergehen. Wie bereits in mindesten einem dimeren Photorezeptor 

experimentell gezeigt wurde (Möglich et al. 2009b), kann weiterhin angenommen werden, dass 

die Zustände DL, LD und LL jeweils die gleiche Aktivität aufweisen. Anders als im monomeren 

Szenario kann die Rückkehr in den dunkeladaptierten Zustand nicht mit einer Einfachexponen-

tialfunktion beschrieben werden, sondern ist durch einen sigmoidalen Reaktionsverlauf ge-
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kennzeichnet. Infolgedessen zeigen analoge Simulationen zur Systemantwort dimerer Photore-

zeptoren, dass diese im Vergleich zu monomeren Rezeptoren in größerem Umfang aktiviert 

werden können, sofern der Photorezeptor mehrerer kürzerer Lichtpulse als einen seltenen, aber 

längeren Lichtpuls erfährt (Abbildung 15D). Ebenso bedingt der sigmoidale Reaktionsverlauf 

eine deutlich bessere Unterscheidung zweier Photorezeptorsysteme mit unterschiedlichen 

Rückkehrraten. Zusammengefasst legen die theoretischen Studien nahe, dass gepulste Beleuch-

tung neben der Möglichkeit die Dauer und Intensität von stetig appliziertem Licht zu variieren 

einen zusätzlichen Ansatzpunkt zur präzisen und sequenziellen Kontrolle mehrerer Photorezep-

torsysteme erlauben können.  

 
2.1.1 Erstellung programmierbarer Beleuchtungsapparaturen  

Zur anschließenden systematischen Untersuchung der Antwort lichtsensitiver Systeme auf ver-

schiedene Lichtintensitäten und Zeitschemata in vivo wurden auf Leuchtdioden- (light-emitting 

diodes, LED) Matrizen basierte Beleuchtungsvorrichtungen entworfen und optimiert (Abbil-

dung 16). Diese erlauben eine parallele und programmierbare Beleuchtung von 64 Proben einer 

kommerziellen 96-Loch-Titerplatte von unten. Die zugrundeliegenden LED-Matrizen können 

individuell bestückt werden und basieren ausschließlich auf open-source Arduino-Bauteilen. 

Die Beleuchtungsvorrichtung kann mit geringem Aufwand und Kosten assembliert und mittels 

einer dazugehörigen graphischen Benutzeroberfläche leicht programmiert werden.  

 
Abbildung 16: Schematische Darstellung der Anwendung des LED-Matrix basierten Beleuchtungsapparates. 
Eine graphische Benutzeroberfläche ermöglicht die Konfiguration der LED-Matrix. Die Konfigurationsdatei 
wird anschließend auf eine Arduino Uno Mikrokontrolleinheit, welche die Terminierung und Intensität der 
64 LEDs regelt, hochgeladen. Die Matrix ist umhüllt von einem 3D-gedrucktem Gehäuse, welches die indi-
viduelle Beleuchtung der einzelnen Löcher einer Standard-96-Loch-Titerplatte von unten erlaubt.  

Der hier beschriebene Beleuchtungsapparat ermöglicht das routinemäßige Testen von multiplen 

Beleuchtungsschemata nicht nur in optogenetischen Anwendungen, sondern auch in anderen 

lichtsensitiven (chemischen) Prozessen. 
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2.1.2 Präzise und sequenzielle Kontrolle bakterieller Genexpression  

Unter Zuhilfenahme der programmierbaren Beleuchtungsvorrichtungen konnte anschließend 

die Reaktion des künstlich erstellen und gut verstandenen Photorezeptors YF1 auf periodisch 

verabreichtes Licht unterschiedlicher Intensität und Pulsfrequenz näher untersucht werden. 

Hierfür wurde auf die bereits etablierten, abgeleiteten Genexpressionssysteme pDusk- und 

pDawn zurückgegriffen (Ohlendorf et al. 2012). Entsprechende E. coli Kulturen wurden zu-

nächst unter alternierenden Zyklen von Dunkelheit und Blaulichtbeleuchtung inkubiert. Die 

lichtabhängige Expression des DsRed Express2 (DsRed) Reportergens ermöglichte dabei die 

Erfassung der Systemantwort. Es zeigte sich, dass die Verwendung von gepulster Beleuchtung 

eine präzise und gestufte Kontrolle des Umfangs der DsRed-Expression ermöglicht, welche 

durch konstante Beleuchtung nicht erreicht werden kann (Abbildung 17A).  

  
Abbildung 17: Kontrolle der Genexpression mittels Variation der Lichtintensität und Pulsfrequenz. (A) Die 
Konturdiagramme zeigen die normierte Expression von DsRed in Abhängigkeit der Länge der Dunkelperiode 
und der Intensität des applizierten Blaulichts im pDusk- und pDawn-DsRed Expressionskontext. (B) Die 
DsRed-Expression steigt mit zunehmender durchschnittlich verabreichter Lichtdosis hyperbolisch an. (C) Im 
Bereich von 0,5 und 2,5 μW cm-2 variiert die Antwort des Systems abhängig von der verwendeten Pulsfre-
quenz stark. Generell bewirkt die Verabreichung mehrerer Pulse mit geringerer Intensität eine höhere Akti-
vierung als die Verwendung eines einzelnen Pulses von hoher Intensität. Die Symbole verdeutlichen die 
verschiedene Lichtintensitäten ( : 0, : 2, : 8, : 55, : 78 und : 150 μW cm-2).  

Die Betrachtung der durchschnittlich eingesetzten Lichtdosis im pDawn-DsRed System zeigte 

einen hyperbolischen Anstieg der Reportergenfluoreszenz. Interessanterweise skaliert diese je-

doch bei kleinen bis mittleren Lichtdosen, weit unterhalb des Sättigungsbereichs, nicht gleich-

bleibend mit der verabreichten Lichtdosis, sondern ist vor allem von der Pulsfrequenz der Be-
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leuchtung abhängig. Dies impliziert, dass die Verabreichung gleicher Lichtdosen in diesem Be-

reich abhängig von der Häufigkeit des Lichtpulses zu unterschiedlichen Antworten führen kann 

und somit eine erweiterte Kontrolle des Systems erlaubt (Abbildung 17C). Der Einsatz von 

gepulstem Licht anstelle kontinuierlicher Beleuchtung kann überdies zu einer nahezu identi-

schen Aktivierung des Systems führen, wobei gepulste Beleuchtung eine beträchtlich geringere 

Lichtdosisexposition mit sich bringt (Abbildung 17C). Auf diesen Erkenntnissen beruhend ver-

mag die Entwicklung und Anwendung optimierter Beleuchtungsschemata dazu genutzt werden 

schädlichen phototoxischen Effekten im Gewebe, die bei langer Lichtexposition und hoher 

Lichtdosis entstehen können, entgegenzuwirken.  

Basierend auf den Simulationen zur Systemantwort dimerer Photorezeptoren hinsichtlich ge-

pulster Beleuchtung (siehe Abbildung 15) wurde erwartet, dass eine Veränderung der Rück-

kehrkinetik einen signifikanten Einfluss auf die Antwort des Systems unter periodisch verab-

reichtem Licht haben sollte. Um dies zu testen wurden zwei YF1 Varianten, V28T und V28I, 

welche eine zweifach beschleunigte bzw. 10-fach verlangsamte Rückkehr in den dunkeladap-

tierten Zustand aufweisen, erstellt und mittels des pDusk- bzw. pDawn-DsRed Systems hin-

sichtlich der Sensitivität gegenüber periodisch verabreichtem Licht untersucht.  

 
Abbildung 18: Modulation des Genexpressionsmusters durch Veränderung der Rückkehrraten von YF1 bei 
periodisch verabreichtem Licht. (A) Die normierte DsRed Expression als Funktion der Pulsfrequenz und 
Lichtintensität zeigt eine erniedrigte bzw. erhöhte Lichtsensitivität der Varianten V28T bzw. V28I im Ver-
gleich zu YF1. (B) Gepulste, gleichfarbige Beleuchtung ermöglicht die individuelle Kontrolle verschiedener 
lichtabhängiger Expressionssysteme. E. coli Kulturen, welche entweder YF1, die V28T oder V28I Variante 
im pDawn-DsRed Kontext enthalten, wurden bei in A gekennzeichneten Beleuchtungsprotokollen inkubiert 
und spiegeln die resultierende Reportergenexpression wider. 

Die Variante V28T zeigte dabei einhergehend mit der schnelleren Rückkehr eine erniedrigte 

Lichtsensitivität, wohingegen die Variante V28I, bedingt durch die verlangsamte Rückkehr in 

den dunkeladaptierten Zustand, eine deutlich erhöhte Sensitivität gegenüber Blaulicht aufweist 

(Abbildung 18A). Ein Vergleich der Expressionsmuster des pDawn-DsRed Systems zeigt zu-

dem, dass es Beleuchtungsregime gibt, in denen ein Teil der Varianten effektiv geschaltet wer-

den kann und zugleich andere Varianten kaum Aktivierung aufweisen (Abbildung 18B). Dies 
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kann nur beobachtet werden sofern gepulste Beleuchtungsschemata eingesetzt wurden. Kon-

stante Beleuchtung ist hingegen nicht ausreichend, um im gleichen Umfang eine individuelle 

und sequenzielle Aktivierung der Systeme herbeizuführen.  

Zusammenfassend konnte hier gezeigt werden, dass periodisch verabreichtes, einfarbiges Licht 

genauere Kontrolle ermöglicht und diese für eine parallele Nutzung verschiedener Systeme und 

deren sequenzieller Steuerung eingesetzt werden kann. Auf Grundlage des Verständnisses der 

Möglichkeiten zur Modulation der Rückkehrkinetik durch bestimmte Aminosäuresubstitutio-

nen, kann prinzipiell die Antwort eines Photorezeptors auf gepulste Beleuchtung hin adäquat 

für die jeweilige Anwendung eingestellt werden. Außerdem vermag die Möglichkeit verschie-

dene Photorezeptorsysteme mit Hilfe einer einzelnen Lichtfarbe unterschiedlich stark adressie-

ren zu können, die Mehrfachnutzung verschiedener lichtregulierter Aktoren und Fluoreszenz-

reporter zu erleichtern.  

 
2.2  Signaltransduktion in LOV Rezeptoren  

Vorangegangene Studien zeigen, dass in LOV Domänen Blaulichtbestrahlung zur Ausbildung 

eines kovalenten Thioaddukts und zur Protonierung des N5 Atoms führt, was schließlich die 

Rotation bzw. Umlagerung eines konservierten Glutaminrests hervorruft. Es wird gemutmaßt, 

dass das Glutamin als entscheidender molekularer Hebel für die nachfolgende Signalweiterlei-

tung fungiert und folglich unter anderem ausschlaggebend für die Aktivität des Effektors ist 

(Avila-Perez et al. 2006, Nash et al. 2008, Ganguly et al. 2017, Losi et al. 2018, Henry et al. 

2020, Polverini et al. 2020). Eine Analyse der Sequenzdatenbanken zeigte jedoch, dass das 

chromophornahe Glutamin zwar stark konserviert vorliegt, aber auch einige LOV-artige Re-

zeptoren vorkommen, welche andere Aminosäuren an besagter Stelle aufweisen. Besonders 

häufig ist dabei das polare Glutamin gegen das unpolare Leucin substituiert.  

Es stellt sich daher die Frage inwieweit auch ohne das konservierte Glutamin eine Signalwei-

terleitung stattfindet und eine Regulation des Effektors ausgelöst werden kann. Hierzu wurden 

zunächst YF1 Mutanten erstellt, welche anstelle des konservierten Glutamins eine beliebig an-

dere Aminosäure aufweisen (Q123X). Diese wurden anschließend unter Zuhilfenahme des 

pDusk-DsRed Genexpressionssystems auf blaulichtausgelöste Reportergenrepression unter-

sucht (Abbildung 19A). Ein Vergleich mit YF1 zeigt, dass überraschenderweise bei nahezu 

allen Mutanten blaulichtinduzierte Signaltransduktion stattfindet. Einzig der Austausch gegen 

Prolin, Tryptophan, Tyrosin und Histidin bedingt eine konstitutive Reportergenexpression, wo-

hingegen diese im Falle von YF1 Q123R weder im Licht noch im Dunkeln beobachtbar ist. 

Insbesondere löst Blaulichtbestrahlung im Falle von YF1 Q123L eine ebenso starke Repression 

der Reportergenexpression aus wie YF1. 
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Abbildung 19: Aktivitätsmessungen von YF1 Varianten mit Hilfe des pDusk- und pDawn-DsRed Genex-
pressionssysteme. (A) Blaulichtabhängige Reportergenexpression im pDusk-DsRed Kontext. Im Falle von 
YF1 induziert Blaulicht (weiße Balken) eine zwölffache Repression der DsRed Reportergenexpression im 
Vergleich zu in Dunkelheit inkubierten Kulturen (graue Balken). (B) Lichtsensitivität von YF1, YF1 Q123L, 
YF1 V28I:Q123L und YF1 V28I im Kontext des pDawn-DsRed Genexpressionssystems. Die normierte 
DsRed Expression als Funktion der Pulsfrequenz und Lichtintensität zeigt eine erhöhte Lichtsensitivität der 
Varianten Q123L, V28I:Q123L bzw. V28I im Vergleich zu YF1. 

Da Leucin innerhalb der Datenbankanalyse eine der mit am häufigsten gefundenen Aminosäu-

resubstitutionen darstellt, wurde die Signalantwort von YF1 Q123L weiter mit Hilfe des 

pDawn-DsRed Genexpressionssystems untersucht. Im Falle von YF1 führt Blaulichtexposition 

zu einer ca. 65-fachen Erhöhung der Reportergenfluoreszenz, welche im gleichen Maß für YF1 

Q123L beobachtet werden konnte. Durch Variation der Blaulichtintensität und Pulsfrequenz 

konnte zudem die Sensitivität des glutamindefizienten Rezeptors näher analysiert werden (Ab-

bildung 19B). Dabei zeigte sich, dass YF1 Q123L deutlich sensibler auf Blaulicht reagiert, aber 

im Vergleich zu YF1 V28I, welches in vorangegangenen Studien ebenso als sensitive Variante 

identifiziert werde konnte (siehe Kapitel 2.1.2), weniger empfindlich ist. Eine Kombination der 

beiden Mutationen generierte eine Variante, welche eine erhöhte effektive Lichtsensitivität als 

YF1 Q123L aufweist, aber die von YF1 V28I nicht übertrifft.  

Funktionale Studien an anderen LOV Rezeptoren, wie der blaulichtregulierten AsLOV2-dCas9 

Endonuklease oder dem blaulichtabhängig bindenden PAL Rezeptors, zeigen ebenso, dass auch 

in diesen Systemen in Gegenwart des unpolaren Leucins Signaltransduktion stattfindet. 
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Abbildung 20: In vitro Analyse von YF1 Varianten. (A) UV/VIS-Absorptionsprofile von YF1 (schwarz) und 
YF1 Q123L (grau) im dunkeladaptierten (durchgezogene Linie) und lichtadaptierten (gestrichelt) Zustand. 
(B) Fern-UV CD spektroskopische Analyse von YF1 (schwarz), YF1 Q123L (grau), YF1 Q123P (orange) 
und YF1 Q123H (rot) im Dunkeln. (C) Schematische Darstellung der Interkation von FixJ mit dem fluores-
zenzmarkiert FixK2-Epitop in Abhängigkeit der YF1-Aktivität. (D) Zeitaufgelöste Fluoreszenzanisotropie 
der Interaktion von FixJ und fluoreszenzmarkiertem DNA-Substrat in Gegenwart von YF1 (schwarz), YF1 
Q123L (grau), YF1 Q123P (orange) und YF1 Q123H (rot) nach ATP-Zugabe. Der blaue Balken symbolisiert 
eine Bestrahlung mit Blaulicht. 

Infolgedessen stellte sich die Frage welchen Einfluss der Austausch des konservierten Gluta-

mins auf die biochemischen und biophysikalischen Eigenschaften ausübt. Während die Substi-

tution gegen Arginin, wohl auf Grund seiner Größe, den Einbau des Chromophors gänzlich 

verhindert und zu einer partiellen Destabilisierung des Proteins führt, durchlaufen die YF1 Mu-

tanten Q123L und Q123P den für LOV Domänen typischen Photozyklus (Abbildung 20A). Auf 

Grund des veränderten Wasserstoffbrückennetzwerks innerhalb der Chromophorregion im Ver-

gleich zu YF1 kommt es hier jedoch zur Verschiebung der Feinstruktur der FMN-Absorption 

zu kleinerer Wellenlänge um bis zu 6 nm im Falle von YF1 Q123L (Nozaki et al. 2004, Jones 

et al. 2007, Kobayashi et al. 2020). Die Substitution gegen ein Histidin führt hingegen wohl auf 

Grund sterischer Hinderungen zum Verlust der photochemischen Schaltbarkeit und bedingt so 

das Ausbleiben einer Signaltransduktion. Die abgeänderten elektronischen Eigenschaften in der 

Nähe des Chromophors spiegeln sich ebenso in der Rückkehrkinetik wider. Für YF1 Q123L 

konnte beispielsweise im Vergleich zu YF1 eine zehnfach verlangsamte Rückkehr in den dun-

keladaptierten Zustand beobachtet werden. Wie bereits die Reportergenmessungen zur gepuls-

ten Beleuchtung gezeigt haben, wird hierdurch die Sensitivität gegenüber Blaulicht deutlich 
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erhöht (vgl. Abbildung 19B). Eine fern-UV CD spektroskopische Analyse der Sekundärstruktur 

zeigte, dass die Varianten Q123L, Q123P und Q123H ebenso wie YF1 einem gemischten α/β-

Protein entsprechen und gefalten vorliegen (Abbildung 20B). Die Einführung der Mutationen 

führte daher zu keiner signifikanten Änderung der Sekundärstruktur. 

Zur näheren Überprüfung der Signaltransduktion der YF1 Varianten wurde zudem Fluores-

zenzanisotropie angewandt und die Drehbewegung eines fluoreszenzmarkierten DNA-Sub-

strats in Lösung betrachtet (Abbildung 20C). Dieses weist die spezifische Bindestelle für FixJ 

auf. Im Dunkeln agiert YF1 als Nettohistidinkinase, sodass es nach Zugabe von ATP zur Phos-

phorylierung von FixJ durch YF1 kommt. Der phosphorylierte Antwortregulator FixJ intera-

giert anschließend mit der fluoreszenzmarkierten DNA. Die Größenänderung bedingt die Er-

höhung des hydrodynamischen Radius und führt zur Einschränkung der Beweglichkeit 

wodurch die Anisotropie ansteigt. Blaulichtbestrahlung hingegen löst die Nettophosphataseak-

tivität von YF1 aus, was zur Dephosphorylierung von FixJ und letztendlich zur Aufhebung der 

FixJ-DNA-Interaktion führt. Infolgedessen kommt es zur Verringerung der Anisotropie. In 

Übereinstimmung mit den Erkenntnissen des pDusk-DsRed Genexpressionsassays konnte ge-

zeigt werden, dass die Mutanten Q123L, Q123P und Q123H in Abwesenheit von Blaulicht als 

Histidinkinasen fungieren und Blaulichtbestrahlung nur im Falle der Q123L Mutante zur Erhö-

hung der Phosphataseaktivität führt (Abbildung 20D). Im Vergleich zu YF1 ist diese jedoch, 

anders als die in vivo Ergebnisse implizieren, schwächer ausgeprägt und ist womöglich auf eine 

weniger effiziente Signalweiterleitung zurückzuführen. 

Interessanterweise durchläuft YF1 Q123P, anders als YF1 Q123H, zwar den typischen Photo-

zyklus, dennoch bleibt vermutlich auf Grund des fehlenden Wasserstoffatoms der Peptidbin-

dung eine blaulichtausgelöste Signalübertragung an den Effektor aus. Infolgedessen kommt es 

mutmaßlich zu einer Verschiebung des Gleichgewichts zwischen Kinase- und Phosphataseak-

tivität, wodurch deutlich höhere Anisotropiewerte erreicht werden. Diese Ergebnisse lassen 

vermuten, dass die blaulichtausgelöste, zur Signalweiterleitung essenzielle N5 Protonierung 

nicht allein von der Seitenkette des Glutamins, sondern auch durch Wechselwirkung mit dem 

Proteinrückgrat oder von Wassermolekülen innerhalb der Chromophorbindetasche wahrge-

nommen werden kann. Die veränderten Proteinrückgratwechselwirkungen würden konforma-

tionelle Änderungen innerhalb des Sensors einleiten und zur Modulation der Effektoraktivität 

führen. 

Molekulardynamik-Simulationen zur Signalweiterleitung in AsLOV2 und YtvA-LOV legen 

nahe, dass für eine Signalweiterleitung wichtige zusätzliche Wasserstoffbrücken vermutlich 
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von zwei benachbarten Asparaginresten (entsprechend N94 und N104 in YF1) vermittelt wer-

den (Abbildung 21A) (Iuliano et al. 2020, Polverini et al. 2020). Eine entsprechende Substitu-

tion in YF1 gegen Alanin zeigte, dass das Fehlen der Wasserstoffbrücken im Falle von N94 

zum vollständigen Verlust der Signaltransduktion führt, wohingegen diese im Fall von N104 

aufrechterhalten wird (Abbildung 21B). Interessanterweise bedingt jedoch die zusätzliche Ein-

führung eines Leucins anstelle des konservierten Glutamins (YF1 N94A:Q123L) eine partielle 

Wiederherstellung der lichtabhängigen Signaltransduktion. Dies lässt vermuten, dass die Aus-

bildung der N94-vermittelten Wasserstoffbrücke für eine Signalweiterleitung in glutaminhalti-

gen Rezeptoren unerlässlich ist. In Abwesenheit des Glutamins vermag hingegen eine Signal-

weiterleitung unabhängig vom ausgebildeten Wasserstoffbrückennetzwerk stattfinden und 

durch konformationelle Änderungen des Peptidrückgrats oder von Wassermolekülen propagiert 

werden.  

 
Abbildung 21: Signaltransduktion in Abhängigkeit von Wasserstoffbrücken innerhalb der Chromophorre-
gion. (A) Ausbildung von Wasserstoffbrücken innerhalb der Chromophorregion in YF1 (PDB: 4GCZ). (B) 
Aktivitätsmessungen von YF1 Mutanten mit Hilfe des pDusk-DsRed Genexpressionssystems. Während In-
kubation in Dunkelheit (grau) oder unter Blaulicht (weiß) im Falle von YF1 N94A eine konstitutive Histi-
dinkinaseaktivität bedingt, kommt es in YF1 N94A:Q123L zu einer blaulichtausgelösten Signalweiterlei-
tung.  

Inwieweit eine Signalweiterleitung in YF1 in Abwesenheit des reaktiven Cysteinrests und dem 

gleichzeitigen Fehlen des hier untersuchten Glutminrests stattfinden kann, konnte innerhalb 

dieser Arbeit auf Grund der Sensibilität der verwendeten Methoden gegenüber entstehender 

ROS nicht ermittelt werden. Gleichzeitig durchgeführte Studien an AsLOV2 lassen dennoch 

vermuten, dass keiner der beiden Reste für eine Signaltransduktion nötig ist. 

Neben den Studien zur Signalweiterleitung in Abwesenheit des konservierten Glutaminrests in 

gut untersuchten LOV Rezeptoren ist interessant, inwiefern die in der Datenbankanalyse iden-

tifizierten, von Natur aus glutaminfreien LOV Rezeptoren eine Signalweiterleitung erlauben. 

Zur Überprüfung wurde die Diguanylatzyklaseaktivität eines bislang nicht charakterisierten 

LOV-GGDEF Rezeptors aus Mesorhizobium loti mittels eines lacZ-basierten Reportertestsys-

tems im Hinblick auf verschiedene Lichtverhältnisse genauer untersucht. Wie viele andere in 
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der Datenbank gefundene LOV-GGDEF Rezeptoren enthält dieser ein Methionin anstelle des 

Glutmaninrests. Da es infolge einer c-di-GMP Produktion zur Transkription von Genen aus 

dem csgBAC Operons kommt, gibt die Expression einer csgB::lacZ Fusion Auskunft über die 

Aktivität des GGDEF-haltigen Proteins (Abbildung 22A) (Römling et al. 1998, Sommerfeldt 

et al. 2009, Serra et al. 2013). Das E. coli lacZ Gen kodiert dabei das Enzym β-Galactosidase; 

dessen Aktivität kann infolge der Hydrolyse des synthetischen Substrates o-Nitrophenyl-β-D-

galactopyranosid (ONPG) bestimmt werden (Miller 1972). 

 
Abbildung 22: Diguanylatzyklaseaktivität von LOV-GGDEF Rezeptoren. (A) Schematische Darstellung des 
lacZ-basierten Reportertestsystems zur Bestimmung der Diguanylatzyklaseaktivität in E. coli. (B) Spezifi-
sche β-Galactosidaseaktivität von E. coli Kulturen, welche eine genomische csgB::lacZ Fusion enthalten und 
LOV-GGDEF Varianten entweder in Dunkelheit (grau), in Anwesenheit von Blaulicht (weiß) oder von Rot-
licht (rot) exprimieren. Die β-Galactosidaseaktivität wurde infolge der Hydrolyse des synthetischen Substra-
tes o-Nitrophenyl-β-D-galactopyranosid nach (Miller 1972) bestimmt. Als Positivkontrolle diente ein Repor-
terstamm, welcher konstitutiv die Diguanlytatzyklase DgcE exprimiert und infolgedessen lichtunabhängig 
eine hohe β-Galactosidaseaktivität aufweist. Hingegen kommt es im diguanylatdefizienten E. coli Reporter-
stamm zu keiner β-Galactosidaseexpression. 

Zur Analyse der Signaltransduktion wurden zunächst LOV-GGDEF Varianten in einem digu-

anylatdefizienten E. coli Reporterstamm unter verschiedenen Lichtbedingungen exprimiert und 

die β-Galactosidaseaktivität bestimmt. Dabei zeigte sich, dass eine Inkubation in Dunkelheit 

oder unter Rotlicht die Diguanylatzyklasaeaktivität des wildtypischen LOV-GGDEF Rezeptors 

erlaubt, während Blaulichtbestrahlung diese signifikant reprimiert (Abbildung 22B). Der inner-

halb dieser Arbeit erstmals untersuchte LOV-GGDEF Rezeptor agiert folglich als blaulichtre-

primierte Diguanylatzyklase und demonstriert, dass natürlich vorkommende glutaminfreie 

LOV Rezeptoren eine Signaltransduktion erlauben. Die Anwesenheit des in anderen Rezepto-

ren stark konservierten Glutamins bewirkt dabei keine höhere Blaulichtschaltbarkeit und bringt 

folglich unter den getesteten Bedingungen keinen ersichtlichen Vorteil mit sich.  

Die hier erbrachten Ergebnisse verdeutlichen, dass eine Signaltransduktion nicht zwingend 

bzw. nicht ausschließlich durch eine Neujustierung des konservierten Glutamins und damit ver-
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bundene Veränderungen am Wasserstoffbrückennetzwerk ausgelöst wird. Vielmehr konnte in-

nerhalb dieser Arbeit gezeigt werden, dass es einen alternativen Mechanismus gibt, welcher es 

erlaubt Signale unabhängig vom konventionellen Wasserstoffbrückennetzwerk zu übermitteln, 

und dieser womöglich auch in natürlich vorkommenden glutamindefizienten LOV Rezeptoren 

ausgenutzt wird.  

 

2.3  Charakterisierung, Anwendung und Optimierung einer licht- und tem-

peratursensitiven LOV Domäne  

Das vierte Manuskript (Kapitel 5.4) behandelt die Charakterisierung der Licht- und Tempera-

tursensitivität einer LOV Domäne sowie die Erstellung und Optimierung eines neuen optoge-

netischen Werkzeugs. Anders als bei vielen anderen, in der Optogenetik bereits mehrfach ein-

gesetzten, assoziierenden LOV Domänen, führt Blaulichtbestrahlung bei der LOV Domäne aus 

Rhodobacter sphaeroides (RsLOV) zur Dissoziation des Homodimers. Dies ermöglichte bereits 

die Konstruktion eines lichtschaltbaren Cas9-Proteins, welches jedoch auch auf Temperaturän-

derung reagiert (Richter et al. 2016, 2017). Obwohl die starke Temperaturabhängigkeit nur un-

zureichend verstanden ist, könnte sie in der RsLOV Domäne selbst verwurzelt sein und auf eine 

allgemeine Labilität des Proteins hinweisen. Innerhalb dieser Arbeit sollte daher die Reaktion 

der RsLOV Domäne auf blaues Licht und Temperatur genauer untersucht werden. Hierzu 

wurde zunächst mit Hilfe des konstitutiv dimeren E. coli Tet Repressors (TetR) ein neues blau-

lichtinduzierbares Genexpressionssystem entwickelt. Die Wirkweise des TetR ist sehr gut un-

tersucht, sodass dieser als zuverlässiger Transkriptionsregulator in Bakterien, Pflanzen, Hefen 

und Säugerzellen breite Anwendung findet (Gatz und Quail 1988, Geissendörfer und Hillen 

1990, Gossen et al. 1995, Lutz 1997, Belli 1998). In Abwesenheit von Tetrazyklinen bindet 

TetR an den tet-Operator und reprimiert die Transkription nachfolgender Gene. In Gegenwart 

seines Induktors kommt es zu konformationellen Änderungen und zur Aufhebung der TetR-

DNA-Interaktion (Orth et al. 1998).  

In einer vorangegangenen Arbeit führte die Kürzung des C-Terminus des TetR zur Unterbin-

dung bzw. Schwächung der inhärenten Dimerisierung des TetR. Diese konnte anschließend 

durch die Fusion mit der RsLOV Domäne, welche im Dunkeln als Homodimer vorliegt, wie-

derhergestellt werden (Schuster & Möglich). Blaulichtexposition löst vermutlich die Dissozia-

tion des Fusionsproteins aus und erlaubt die Aktivierung der Transkription (Abbildung 23A). 

Anhand des Vergleichs der Expressionsstärke des Reportergens DsRed von in Dunkelheit oder 

unter Blaulicht inkubierten E. coli Kulturen bei 29°C wurden verschiedene chimäre TetR-
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RsLOV Varianten, welche sich in der Länge des TetR und des verbindenden Linkers unter-

scheiden, auf Lichtregulation geprüft. Die Fluoreszenz von E. coli Kulturen, welche ein ent-

sprechendes Plasmid ohne das Reportergen tragen, wurde jeweils abgezogen. 

 
Abbildung 23: Das lichtschaltbare TetR-Genexpressionssystem. (A) Schematische Darstellung des TetR-
RsLOV basierten Genexpressionssystems in E. coli (B) Die RsLOV Domäne wurde mittels unterschiedlich 
langer Linker (5, 10, 15, 20 Aminosäuren) an trunkierte Versionen des TetR Proteins (195, 196, oder 197 
Aminosäuren) fusioniert. Die entsprechenden Proteine wurden in E. coli im Dunkeln (grau), unter Blaulicht 
(weiß) oder in Gegenwart von Anhydrotetrazyklin (schwarz) exprimiert und bei 29°C auf blaulichtausgelöste 
Reportergenexpression getestet. Die Hintergrundfluoreszenz von E. coli Kulturen, welche ein Plasmid ohne 
DsRed enthalten, wurde abgezogen. (C) Modifikation des Replikationsursprungs des zugrundeliegenden 
Vektors erhöhte die Schaltbarkeit des TetR195-20-RsLOV Konstrukts bei 29°C. Der Austausch gegen an-
dere, auf Blaulicht hin dimerisierende LOV Domänen wie Ptaur-LOV aus Phaeodactylum tricornutum, VI-
VID aus Neurospora crassa und Vfaur aus Vaucheria frigida führt zur Aktivierung im Dunkeln (grau) und 
Repression der Genexpression unter Blaulichtbedingungen (weiß).  

Das Fusionsprotein TetR195-20-RsLOV zeigte dabei von allen getesteten Konstrukten die 

beste Repression im Dunkeln in Kombination mit einer moderaten Aktivierung der Reporter-

genexpression unter Blaulicht (Abbildung 23B). Die Chimäre beinhaltet die ersten 195 Amino-

säuren des TetR, einen 20 Aminosäuren langen Linker sowie die RsLOV Domäne und wird im 

nachfolgendem als TetR195-RsLOV bezeichnet. Durch eine Erhöhung der Plasmidkopienzahl 

des zugrundeliegenden Vektors konnte innerhalb dieser Arbeit auf Grund einer größeren Re-

pressorexpression dessen Schaltbarkeit von fünf- auf 40-fach gesteigert werden (Abbildung 

23C) (Kim und Ryu 1991, French und Ward 1996). Das entwickelte Genexpressionssystem 

zeigt somit eine vergleichbare Schaltbarkeit wie das auf das Zweikomponentensystem 

YF1/FixJ basierte pDusk Genexpressionssystem und kann genauso wie dieses als potentes 

Werkzeug in der Optogenetik eingesetzt werden (Ohlendorf et al. 2012). Überdies konnte hier 

gezeigt werden, dass der Austausch der RsLOV Domäne gegen andere bereits beschriebene, 
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assoziierende LOV Domänen ebenso eine blaulichtgesteuerte Genexpression zulässt (Abbil-

dung 23C). Da in diesen Fällen Blaulichtbestrahlung die Dimerisierung der Domänen bedingt 

(Zoltowski und Crane 2008, Nakatani und Hisatomi 2015, Banerjee et al. 2016), kommt es im 

Gegensatz zur Verwendung der RsLOV Domäne zur blaulichtinduzierten Repression der Re-

portergenexpression. Anhand dieser Ergebnisse konnte gezeigt werden, dass die Aktivität der 

erstellen lichtsensitiven Repressorproteine auf die Dimerisierung der jeweiligen LOV Domänen 

zurückzuführen ist. 

 
Abbildung 24: Temperatursensitivität der RsLOV Domäne. (A) Eine Erhöhung der Inkubationstemperatur 
führt zum Verlust der Repressionsfähigkeit des TetR195-RsLOV Konstrukts im Dunkeln (grau) und unter 
Blaulicht (weiß) in E. coli. Die Hintergrundfluoreszenz von E. coli Kulturen, welche ein Plasmid ohne DsRed 
enthalten, wurde abgezogen. (B) CD spektroskopische Analyse zur Bestimmung der thermischen Stabilität 
der RsLOV Domäne in Dunkelheit (grau) und nach Blaulichtbestrahlung (weiß). (C) Der Austausch von 
RsLOV gegen optimierte Varianten im TetR195-RsLOV-Kontext führt zu einer höheren Repression im Dun-
keln (grau), aber ermöglicht ebenso blaulichtausgelöste (weiß) Reportergenexpression bei 37°C. Im Falle des 
ursprünglichen TetR kommt es in Gegenwart von Anhydrotetrazyklin (schwarz) zu einer ca. 70-fachen Stei-
gerung der Genexpression. Die Hintergrundfluoreszenz von E. coli Kulturen, welche ein Plasmid ohne 
DsRed enthalten, wurde abgezogen. (D) CD spektroskopische Analyse zur Bestimmung der thermischen 
Stabilität der RsLOV d2 Mutante in Dunkelheit (grau) und nach Blaulichtbestrahlung (weiß). 

Wie bereits frühere Studien an lichtschaltbaren RsLOV basierten Cas9-Varianten zeigten 

(Richter et al. 2016), weist auch das hier erstellte Genexpressionssystem neben der Lichtsensi-

tivität eine Temperaturabhängigkeit auf. Die Erhöhung der Inkubationstemperatur von 29°C 

auf 37°C führt dabei zum fast vollständigen Verlust der Repressionsfähigkeit des Fusionspro-
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teins (Abbildung 24A), welche beim ursprünglichen TetR nicht festgestellt werden konnte. Fol-

gende biochemische Studien zur thermischen Stabilität der RsLOV Domäne zeigen, dass bei 

Temperaturen unterhalb des Entfaltungsübergangs in Dunkelheit ein allmählicher Verlust der 

α-helikalen Struktur auftritt (Abbildung 24B). Im lichtadaptierten Zustand kann dies hingegen 

nicht beobachtet werden und deutet darauf hin, dass nicht nur Blaulicht sondern auch ein Tem-

peraturanstieg zur teilweisen Entfaltung terminaler α-Helices und vermutlich zur Dissoziation 

des Dimers führen könnte. 

Um die Temperaturempfindlichkeit des TetR195-RsLOV-Systems zu umgehen, wurden zwei 

Strategien zur Optimierung der RsLOV Domäne verfolgt. Nach Zufallsmutagenese des RsLOV 

Proteins konnte mit Hilfe des TetR195-RsLOV-Genexpressionssystems eine Variante identifi-

ziert werden, welche bei 37°C eine deutlich bessere Repression im Dunkeln erlaubt (Abbildung 

24C). Diese beherbergt in einer lösungsmittelexponierten Schleife fernab der Dimerisierungs-

fläche der RsLOV Domäne ein Glycin anstelle eines Aspartatrests (Position 109). Zudem 

konnte mithilfe des Protein Repair One-Stop Shop (PROSS)-Algorithmus eine Proteinvariante 

(RsLOV d2) identifiziert werden, die ebenso im TetR-basierten Genexpressionskontext bei 

37°C eine erhöhte Repressionsfähigkeit im Dunkeln aufweist (Abbildung 24C). Die insgesamt 

sechs eingebrachten Mutationen befinden sich ebenfalls nicht in direkter Nähe der Dimerisie-

rungsfläche, sondern sind an lösungsmittelexponierten Stellen lokalisiert. 

Während die Repressionsstärke im Dunkeln bei beiden Varianten D109G und d2 nahezu gleich 

ausgeprägt ist, wird im Falle von RsLOV D109G eine deutlich höhere blaulichtinduzierte Ge-

nexpression erreicht (Abbildung 24C). Bei niedrigeren Inkubationstemperaturen erfolgt jedoch 

in keinem Fall eine Aktivierung der Genexpression. Die Repression und der Grad der Lichtre-

gulierung der TetR195-RsLOV-Varianten konnte durch gezielte Destabilisierung des TetR mo-

duliert werden. Ebenso brachte die Insertion einer C-terminalen Hexahistidinsequenz, welche 

vermutlich zur Beeinträchtigung der RsLOV Dimerisierung führt, auch bei niedrigen Tempe-

raturen lichtschaltbare Konstrukte hervor. Durch einen Vergleich der Expressionsstärke der re-

kombinanten TetR195-RsLOV Proteine konnte ausgeschlossen werden, dass das verbesserte 

Repressionsvermögen auf das Vorliegen höherer Proteinkonzentrationen zurückzuführen ist. 

Um die Temperaturtoleranz der RsLOV Varianten D109G und d2 besser zu verstehen erfolgte 

eine biochemische Charakterisierung. Während die beiden Varianten die kanonische LOV-Pho-

tochemie aufwiesen und Gelfiltrationsstudien zu Folge in gleichem Ausmaß wie der wildtypi-

sche Rezeptor blaulichtabhängige Dissoziation erfahren, zeigten sich Unterschiede in ihren Re-

aktionen auf Licht und Temperaturerhöhung. CD spektroskopische Analysen zeigen, dass die 

Variante d2 einen weniger stark ausgeprägten blaulichtinduzierten Verlust an α-helikalen 
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Strukturen erfährt als der Wildtyp und die Variante D109G (Abbildung 24D). Zudem verläuft 

die thermische Entfaltung der Variante d2 über ein stabiles Gleichgewichtsintermediat (Abbil-

dung 24D), welches im Falle des wildtypischen Rezeptors und der D109G Variante nicht beo-

bachtet werden kann. Die sich aus dem Gleichgewichtsintermediat ergebenen Übergänge zei-

gen je einen ca. 50%-igen Verlust an α-Helizität, was vermutlich auf die Entfaltung der termi-

nalen Helices und auf die der Kerndomäne zurückzuführen ist. Bei Temperaturen unterhalb des 

ersten Übergangs kommt es im Gegensatz zum Wildtyp und der D109G Mutante kaum zum 

Verlust α-helikaler Strukturen. Der Verlust tritt hier erst bei höherer Temperatur auf und lässt 

auf eine gesteigerte Kooperativität der temperaturgesteuerten Entfaltung schließen. Die Unter-

schiede in der thermischen Stabilität der Variante d2 könnten somit die Ursache der erhöhten 

Temperaturtoleranz im TetR-Kontext sein. 

 
Abbildung 25: Biochemische Analyse von RsLOV Varianten. (A) 1H–15N HSQC-Spektren von dunkeladap-
tiertem RsLOV (schwarz) und der Variante D109G (orange) bei 37°C. (B) 1H–15N HSQC-Spektren von dun-
keladaptiertem (schwarz) und lichtadaptiertem RsLOV (türkis) bei 37°C. (C-E) Retentionsvolumina von Gel-
filtrationsstudien in Abhängigkeit der Konzentration an wildtypischen RsLOV (C), D109G (D) und d2 (E) 
im dunkeladaptierten (schwarz gefüllte Kreise) sowie lichtadaptierten Zustand (weiß gefüllte Kreise). Die 
Daten wurden an reversible Homodimerisierungsisothermen gefittet. 

Um ferner Unterschiede zwischen der D109G Variante und dem wildtypischen LOV Rezeptor 

ausmachen zu können, wurde Kernspinresonanz (NMR)-Spektroskopie angewandt. 1H-15N He-

teronuclear Single Quantum Coherence (HSQC)-Experimente zeigten, dass beide Proteine bei 

29°C im Dunkeln gefalten vorliegen und sich die Spektren in nur wenigen Resonanzwerten, 
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welche auf den mutierten Rest und die direkte Umgebung zurückzuführen sind, unterscheiden. 

Des Weiteren bedingt die Erhöhung der Temperatur auf 37°C keine signifikante Änderung Sig-

nale. Folglich kann angenommen werden, dass beide Proteine temperaturunabhängig eine ähn-

liche Struktur aufweisen (Abbildung 25A). Zur genaueren Beurteilung des oligomeren Zu-

stands dunkeladaptierter Proteine wurden zudem NMR Relaxationsmessungen durchgeführt. 

Ausgehend von den Relaxationszeiten T2 konnten für beide Proteine Rotationskorrelationszei-

ten τc von 17 ns bei 29°C und 16 ns bei 37°C berechnet werden. Diese deuten auf das Vorliegen 

von Homodimeren hin. 1H-15N HSQC-Spektren von lichtadaptierten wildtypischen RsLOV und 

RsLOV D109G bei 37°C unterscheiden sich drastisch von denen der dunkeladaptierten Proteine 

und weisen auf eine Entfaltung mehrerer Proteinsegmente hin (Abbildung 25B). Die hier beo-

bachteten umfassenden, blaulichtausgelösten konformationellen Änderungen stehen somit in 

Einklang mit der CD spektroskopisch beobachteten α-helikalen Entfaltung. Unterschiede zwi-

schen dem Wildtyp und der Mutante konnten wiederum nicht festgestellt werden, sodass davon 

ausgegangen werden kann, dass beide Proteine gleichartige, lichtinduzierte, strukturelle Verän-

derungen erfahren. 

Angesichts des insgesamt ähnlichen biochemischen Verhaltens von RsLOV und der D109G 

Mutante, könnte die verbesserte Temperaturtoleranz auf Unterschiede in der Homodimeraffi-

nität zurückzuführen sein. Zur Überprüfung dessen wurden die jeweiligen Dissoziations-

konstanten (KD) im Dunkeln bei 4°C mittels Gelfiltrationsstudien bestimmt. Während die Re-

tentionszeiten der lichtadaptierten RsLOV Varianten über den Konzentrationsbereich von 0,5-

100 µM kaum variierten, verringerten sich diese im Falle der dunkeladaptierten Probe mit stei-

genden Proteinkonzentrationen (Abbildung 25C, D, E). Diese Beobachtung ist konsistent mit 

einer zunehmenden Ausbildung von Dimeren. Unter Annahme einer reversiblen Homodimeri-

sierung konnte für den wildtypischen Rezeptor und Variante d2 ein apparenter KD-Wert von ca. 

40 µM bestimmt werden. RsLOV D109G weist hingegen eine rund zweifach höhere Homodi-

merisierungsaffinität auf, welche womöglich der Grund für das verbesserte Abschneiden im 

TetR-Kontext ist.  

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass innerhalb dieser Arbeit Einblicke in die Licht- und 

Temperatursensitivität der RsLOV Domäne gewonnen und ein weiteres lichtsensitives Genex-

pressionssystem geschaffen wurde. Die Temperatursensitivität der RsLOV Domäne konnte 

zwar nicht vollständig überwunden werden, dennoch gelang die Identifizierung zweier Varian-

ten, welche auf Grund einer erhöhten thermodynamischen Stabilität bzw. Dimerisisierungsaf-

finität im TetR-Kontext lichtgesteuerte Genexpression bei 37°C zulassen. Ebenso zeigen Stu-

dien in Säugerzellen, dass der Einsatz einer der hier ermittelten RsLOV Variante D109G zu 



51 
 

einer lichtsensitiven Rezeptortyrosionkinase führt, wohingegen die Verwendung des wildtypi-

schen Rezeptors keine Lichtregulation zulässt. 

 

2.4  Blaulichtgesteuerte Assemblierung von Goldnanopartikeln  

Die fünfte wissenschaftliche Arbeit (Kapitel 5.5) konzentriert sich auf die Anwendung assozi-

ierenden LOV Rezeptoren abseits optogenetischer Systeme. Die Vorteile der Kontrolle durch 

sensorische Photorezeptoren vermögen auch in dem Bereich der Reaktionskontrolle in der Kol-

loidchemie von Relevanz zu sein. Ziel dieser Arbeit war es daher mit Hilfe homodimerisieren-

der LOV Domänen die Assemblierung von Goldnanopartikeln (AuNP) als Modelpartikel in 

blaulichtabhängiger Art und Weise zu kontrollieren und somit eine neue Möglichkeit zur Re-

aktionskontrolle zu etablieren.  

 
Abbildung 26: Strategie zur lichtinduzierten Assemblierung von Goldnanopartikeln. (A) Hexahistidin (His6)-
markierte, assoziierende LOV Domänen werden auf der Oberfläche von Goldnanopartikeln mittels Nickel-
koordinationschemie immobilisiert. Blaulicht löst die Dimerisierung der LOV Domäne aus, was folglich zur 
Assemblierung der Partikel führt. (B) Größenauschlusschromatographie von VIVID-His6 in Ab- (schwarz) 
und Anwesenheit von Blaulicht (grau gestrichelt).  

Grundlage ist die Immobilisierung von assoziierenden LOV Domänen an der Oberfläche von 

Goldnanopartikeln mit Hilfe von Nickelkoordinationschemie. Hierfür wurden in einem Koope-

rationsprojekt AuNP synthetisiert und anschließend mit Nitrilotriessigsäure-(NTA) Liganden 

funktionalisiert. Diese ermöglichen zusammen mit Ni2+ als Chelator die Koordination Hexa-

histidin (His6)-markierter LOV Domänen (Abbildung 26A). Innerhalb dieser Arbeit konnte ge-

zeigt werden, dass ausschließlich eine C-terminale Markierung von VIVID (VIVID-His6) zur 

Aufrechterhaltung der lichtgesteuerten Dimerisierung führt (Abbildung 26B).  

Zunächst wurde die gewünschte Assoziation von VIVID-His6 an Ni2+-funktionalisierte AuNP 

mittels asymmetrischer Fluss-Feld-Fluss-Fraktionierung untersucht. Eine beobachtete Erhö-

hung des apparenten hydrodynamischen Radius von (11,7 ± 1,5) nm auf (17,8 ± 1,2) nm ließ 

auf eine Immobilisierung der LOV Proteine an der Oberfläche der funktionalisierten AuNP 

schließen. Die Beleuchtung der Mischung führte zur Ausbildung großer Cluster, welche sich 

bereits qualitativ durch die Änderung der Farbe von Rot nach Violett infolge der veränderten 

Oberflächenplasmonenresonanz (surface plasmon resonance, SPR) der Goldnanopartikel 
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zeigte. Um die lichtgetriebene Assemblierungsreaktion der Photorezeptor-Nanopartikel-Kon-

jugate genauer zu charakterisieren, wurden zeitaufgelöste Absorptionsspektren in Abwesenheit 

und unter Blaulichtbeleuchtung aufgenommen (Abbildung 27A).  

 
Abbildung 27: Blaulichtgetriebene Assemblierung von Goldnanopartikeln. (A) Zeitserie von UV/VIS -Spek-
tren über 90 min von Ni2+-funktionalisierten AuNP in Anwesenheit von VIVID-His6 in Dunkelheit (oben) 
und während Blaulichtbestrahlung (unten). Blaulichtexposition führt zur Verschiebung und Verbreiterung 
der Oberflächenplasmonbande, was indikativ für die Assemblierung der Nanopartikel ist. (B) Transmissi-
onselektronenmikroskopische Aufnahmen mit VIVID-His6 konjugierten Ni2+-NTA-AuNP in Dunkelheit 
(oben) und nach Blaulichtbestrahlung (unten). In Abwesenheit von Blaulicht kommt es zur gleichmäßigen 
Verteilung und keiner direkten Interaktion, während Blaulicht zur Assoziation und Interaktion der Partikel 
führt. 

Die Lokalisation der SPR-Bande der AuNP gibt dabei Aufschluss über die Größe der Nanopar-

tikelcluster (He et al. 2016). Ni2+-NTA funktionalisierte AuNP weisen lichtunabhängig eine 

definierte SPR-Bande bei rund 524 nm auf. Innerhalb dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass 

die Gegenwart von VIVID-His6 zu keiner signifikanten Änderung der spektralen Eigenschaften 

führte, sofern die Proben im Dunkeln gehalten wurden. Ausschließlich bei Blaulichtbestrahlung 

der proteinhaltigen Proben konnte eine deutliche Rotverschiebung und Verbreiterung der SPR-

Bande beobachtet werden (Abbildung 27A). Diese Veränderungen spiegeln die Ausbildung von 

heterogenen, ausgedehnten Nanopartikelansammlungen wider (Kundu et al. 2015, Zhang et al. 

2015, Neupane et al. 2017, Chen et al. 2018). In Gegenwart von Imidazol, welches mit Histidin 

um die Bindung an den Ni2+-NTA-Linker konkurriert, konnte in keinem Fall eine Rotverschie-

bung beobachtet werden. Diese Ergebnisse bestärken die These, dass die blaulichtinduzierte 

Dimerisierung der immobilisierten LOV Proteine ausschlaggebend für die Assemblierung der 

Nanopartikel ist. Es konnte zudem gezeigt werden, dass eine Erhöhung bzw. Verringerung der 
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Menge an lichtschaltbaren Proteinen auf der Oberfläche die Beschleunigung bzw. Verlangsa-

mung der Assemblierung bedingt und einen zusätzlichen Ansatzpunkt zur Reaktionskontrolle 

liefert.  

Zur Bestätigung der Ergebnisse wurden die in Dunkelheit oder unter Blaulicht inkubierten Pro-

ben mittels Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) untersucht (Abbildung 27B). Die Auf-

nahmen zeigen, dass die AuNP auf dem TEM-Gitter in Abwesenheit von Blaulicht monodispers 

und gleichmäßig verteilt vorliegen. Demgegenüber führt Blaulichtbestrahlung zur Ausbildung 

von stabilen, ausgedehnten Netzwerken, die eine Größe von bis zu 1,5 μm einnehmen können. 

Die blaulichtinduzierte Ausbildung der Cluster konnte, sobald diese in unmittelbare Nähe ge-

bracht werden, auf Grund der starken Wechselwirkung der Nanopartikel untereinander nicht 

wieder ausgelöst werden (Pamies et al. 2014). 

Zusammenfassend unterstreicht diese Arbeit das breite Anwendungspotential von LOV Rezep-

toren auch außerhalb der Optogenetik. Die hier gezeigte Kombination von anorganischen und 

proteinartigen Bausteinen demonstriert ein neues Verfahren zur präzisen und nicht-invasiven 

Reaktionskontrolle und eröffnet die Verwendung in den Bereichen der Bio- und Materialwis-

senschaft.  

 
2.5  Fazit  

Die molekulare Wirkweise von LOV Rezeptoren und deren Empfindlichkeit gegenüber Para-

metern wie Licht und Temperatur sind vielschichtig und trotz intensiver Studien noch immer 

nicht vollständig aufgeklärt.  

Die hier erbrachten Erkenntnisse zu einer gezielten und sequenziellen Kontrolle mittels gepuls-

ter Beleuchtung sowie die Charakterisierung der Signalweiterleitung und Sensitivität von LOV 

Rezeptoren erweitern das Verständnis und sind in vielen Bereichen von großem Interesse. Die 

Untersuchung der intrinsischen Kinetik, mit welcher ein Photorezeptor nach Anregung wieder 

in seinen dunkeladaptierten Zustand zurückkehrt, vermag in zahlreichen, auch bereits existie-

renden optogenetischen Systemen zur Verwendung gepulster, energieärmerer Beleuchtungs-

schemata führen. Genauere Einblicke in den Mechanismus der Signaltransduktion und die in-

nerhalb dieser Arbeit näher untersuchten biochemischen sowieso biophysikalischen Eigen-

schaften helfen die Funktionsweise von LOV Rezeptoren besser zu verstehen, um diese opti-

mieren und für (optogenetische) Zwecke einsetzten zu können. Die hier gezeigte Entwicklung 

weiterer blaulichtsensitiver Schalter erweitert zum einen das Spektrum an optogenetischen 

Werkzeugen und ebnet zum anderen den Weg für den Einsatz von lichtsensitiven biologischen 

Bausteinen in chemischen Bereichen.  
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Kristallisation und der Strukturauflösung. A. Möglich erstellte das Sequenzalignment und löste 

zusammen mit R. Gelfert die Kristallstruktur J. Dietler verfasste zusammen mit A. Möglich das 

Manuskript. Der korrespondierende Autor ist A. Möglich. 

 
4.4  Manuskript IV 

Titel: „A Light-Oxygen-Voltage Sensor Integrates Light and Temperature” 

Autoren: J. Dietler; R. Schubert; T. G. A. Krafft; S. Meiler; S. Kainrath; F. Richter; K. Schwei-

mer; M. Weyand; H. Janovjak und A. Möglich  

Veröffentlicht in: Journal of Molecular Biology (2021), vol. 433(15), 167107 

DOI: 10.1016/j.jmb.2021.167107 

 

A. Möglich, R. Schubert, F. Richter und J. Dietler hatten die zugrunde liegenden Ideen. J. Diet-

ler und A. Möglich planten die bakteriellen und biochemischen Experimente. Die Säugerzel-

lenexperimente wurden von S. Kainrath und H. Janovjak entwickelt. R. Schubert erstellte das 

initiale bakterielle lichtinduzierte Expressionssystem. J. Dietler optimierte dieses, erstellte und 
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testete alle weiteren Konstrukte. J. Dietler erstellte und durchsuchte eine Bibliothek zur Identi-

fizierung neuer RsLOV Varianten und testete diese im bakteriellen Reportergenassay auf Licht- 

sowie Temperatursensitivität. PROSS-basierte RsLOV Varianten wurden von J. Dietler kloniert 

und im TetR195-RsLOV Kontext untersucht. Initiale biochemische Studien der PROSS-basier-

ten Varianten erfolgten durch S. Meiler unter Anleitung von J. Dietler. Alle weiteren grundle-

genden biochemischen Experimente wurden von J. Dietler durchgeführt. K. Schweimer reali-

sierte zusammen mit J. Dietler die NMR-Messungen. T. G. A. Krafft kristallisierte mit Hilfe 

von A. Möglich und M. Weyand die RsLOV-Varianten. A. Möglich löste zusammen mit T. G. 

A. Krafft und M. Weyand die Kristallstrukturen. S. Kainrath führte die Rezeptortyrosinkinase-

experimente durch. Die Datenauswertung erfolgte durch J. Dietler für bakterielle Genexpressi-

onsexperimente und durch S. Kainrath für eukaryotische Rezeptorsingalweiterleitungsexperi-

mente. Biochemische Experimente wurden von J. Dietler zusammen mit A. Möglich ausgewer-

tet. J. Dietler erstellte die Abbildungen. J. Dietler und A. Möglich verfassten das Manuskript. 

Der korrespondierende Autor ist A. Möglich. 

 
4.5  Manuskript V 

Titel: „Photobiologically Directed Assembly of Gold Nanoparticles” 

Autoren: J. Dietler*; C. Liang*; S. Frank; A.-K. Müller; A. Greiner; A. Möglich 

Veröffentlicht in: Advanced Biology 

DOI: 10.1002/adbi.202000179 

 

A. Möglich, A. Greiner, J. Dietler und C. Liang hatten die zugrunde liegenden Ideen und plan-

ten die Experimente. J. Dietler und S. Frank erstellten und charakterisierten die verwendeten 

Proteine. C. Liang synthetisierte und analysierte die Ni2+-NTA funktionalisierten Goldnanopar-

tikel. Erste Interaktionsstudien wurden von J. Dietler, C. Liang und S. Frank umgesetzt. A.-K. 

Müller etablierte und nahm zusammen mit J. Dietler und C. Liang die AF4 Messungen vor. Die 

zeitaufgelösten Absorptionsspektren bei unterschiedlichen Proteinkonzentrationen und in Ge-

genwart von Imidazol wurden von J. Dietler realisiert. S. Frank und C. Liang präparierten die 

Proben für TEM-Messungen und C. Liang führte diese durch. Die Datenauswertung erfolgte 

durch J. Dietler, C. Liang, A.-K. Müller und A. Möglich. J. Dietler erstellte mit Unterstützung 

von C. Liang und A. Möglich die Abbildungen. J. Dietler und A. Möglich erstellten das Manu-

skript. Die Bearbeitung erfolgte durch J. Dietler, A. Möglich, C. Liang, A.-K- Müller und A. 

Greiner. Die korrespondierenden Autoren sind A. Greiner und A. Möglich. 
 

*Gleichberechtigte Erstautoren  
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