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erzielt werden (Abb. 1). Die mechanistische 
Untersuchung entsprechender Vorgänge 
dient nicht nur einem besseren Verständnis 
organismischer Antworten, sondern ermög-
licht auch den gezielten Einsatz in der grund-
legenden und angewandten Forschung. Ein 
wichtiges und vertrautes Beispiel hierfür ist 
der Lac-Repressor, der bei Vorliegen passen-
der Induktoren wie Lactose bzw. entsprechen-
der Analoga die Transkription von Zielgenen 
freigibt und somit deren Expression auslöst.

Unser Hauptaugenmerk gilt indes Pro-
teinen, die in ihrer genregulatorischen Wir-
kung abhängig von Licht sind und daher zu 
den sensorischen Photorezeptoren zählen 
 [1]. Licht als Induktor der Genexpression 
weist einige Aspekte auf, die sich die Natur 
zunutze macht und die auch für Anwendun-
gen in heterologen Zellen spannend sind. So 
durchdringt Licht lebendes Gewebe bis zu 
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ó Entwicklung und physiologische Anpas-
sungen von Organismen beruhen vielfach auf 
zeitlich veränderlicher, stringent regulierter 

Genexpression. Differenzielle Genexpression 
kann sowohl durch Regulation auf transkrip-
tioneller als auch translationaler Ebene 

Lichtgesteuerte Genexpression

Lichtschalter zur Kontrolle bakterieller 
Transkription und Translation

˚ Abb. 1: Beispiele lichtvermittelter Regulation der bakteriellen Genexpression  [1]. Durch Rotlicht (hν) ausgelöst bindet ein Aktivator an die Promotor-
region und rekrutiert die RNA-Polymerase, um die Transkription zu initiieren  [5, 6]. Kontrolle kann auch auf Ebene der Translation durch Proteine, die 
unter Blaulicht RNA-Motive binden und dadurch die Shine-Dalgarno-Sequenz maskieren, erzielt werden  [10, 12].
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sion etablieren, die wir ob der invertierten 
Antwort als pDERusk  [6] bezeichnen 
(Abb. 2A und Abb. 3A).

Unsere Arbeiten identifi zieren den Linker 
als zentrales Steuerelement der Signallei-
tung  [6, 7], das mutmaßlich auch in natürlich 
vorkommenden Histidinkinasen ausgenutzt 
wird. Auf molekularer Ebene bestimmen 
die Beschaffenheit des Linkers und die 
Gegenwart des entsprechenden Signals das 
Gleichgewicht zwischen den genannten anta-
gonistischen Kinase- und Phosphataseaktivi-
täten  [3]. Dieses Gleichgewicht wird auch 
durch den Austausch einer Sensoreinheit 
gegen eine homologe andere ausgelenkt. Auf 
diese Weise erzielten wir Paare von Syste-
men, die in ähnlicher Weise lichtabhängig 
Genexpression regulieren, jedoch bis zu 
zehnfache Unterschiede in ihrer Lichtemp-
fi ndlichkeit aufweisen  [6]. Eine zusätzliche 
Erweiterung des Portfolios ergibt sich durch 
Einsatz von Bathyphytochromen  [8], die 
durch nah-infrarotes statt rotes Licht akti-
viert werden. Erneut den modularen Aufbau 

einem gewissen, von seiner Wellenlänge 
abhängigen Grad, ist leicht und stufenlos 
dosierbar und mit hoher Aufl ösung in Raum 
und Zeit an- und abschaltbar. Für den bio-
technologischen Einsatz durch Licht kon-
trollierter Genexpression ist zudem von Inte-
resse, dass die Beleuchtung und somit die 
Induktion automatisierbar sind und, je nach 
Fragestellung, kontinuierlich nachjustiert 
werden können  [2].

Zweikomponentensysteme zur 
transkriptionellen Genregulation
Zweikomponentensysteme (TCS) sind modu-
lar aufgebaute Signaltransduktionssysteme 
aus Histidinkinase und Antwortregulator, die 
die Transkription bakterieller Gene regulie-
ren (Abb. 1 und Abb. 2A). Hierbei nimmt die 
Histidinkinase über ihr Sensormodul einen 
spezifi schen Reiz wahr und phosphoryliert 
daraufhin ihren entsprechenden Antwortre-
gulator, der an eine spezifi sche Operator-
Sequenz bindet und so die Transkription 
initiiert  [3]. Den meisten Histidinkinasen ist 
neben ihrer Kinase- auch eine Phosphatase-
Aktivität eigen (Abb. 2A , [3]). Signalabhän-
gige Anpassung der gegensätzlichen enzy-
matischen Reaktionen erlaubt die Phospho-
rylierung des Antwortregulators besonders 
genau zu steuern und somit die nachfolgende 
Genexpression überaus stringent zu regulie-
ren  [3]. Histidinkinasen weisen einen modu-
laren Aufbau aus Sensor- und katalytisch 
aktiven Effektoreinheiten auf, der die Erzeu-
gung künstlicher Rezeptoren durch Rekom-
bination dieser Einheiten begünstigt  [1]. 
Bereits vor einigen Jahren erzeugten wir 
nach diesem Rezept Systeme, die die bakte-
rielle Genexpression abhängig von Blaulicht 
 kontrollieren [4] und seitdem breite Anwen-
dung in der Synthetischen Biologie und Bio-
technologie gefunden haben  [1].

Den genannten modularen Aufbau ausnut-
zend leiteten wir aus diesen Systemen 
unlängst neuartige ab, die statt auf blaues auf 
rotes Licht ansprechen  [5, 6]. Als Sensorein-
heiten kommen bakterielle Phytochrome 
zum Einsatz, die mittels Biliverdin Licht im 
rot- und fernroten Bereich wahrnehmen  [3]. 
Auf molekularer Ebene löst die Absorption 
entsprechenden Lichts die Z/E-Isomerisie-
rung einer Doppelbindung des Biliverdins 
aus. Durch Verwendung der Sensoreinheiten 
bakterieller Phytochrome gelang uns die 
Erstellung Rotlicht-regulierter Histidinkina-
sen  [5, 6]. Nach Einbringung in ein TCS und 
Kodierung aller Bausteine auf einem einzel-
nen Plasmid kann auf diese Weise die 

Expression von Zielgenen in Escherichia coli 
durch rotes Licht stringent kontrolliert wer-
den.

Zunächst erstellten wir das pREDusk- 
System  [5], das eine unerwartet ausgeprägte 
Antwort zeigt und die Genexpression unter 
Rotlicht stark absenkt (Abb. 2A und 
Abb. 3A). Jedoch verlangen Anwendungen 
vielfach nach einer lichtinduzierten Aktivie-
rung der Genexpression statt einer Inhibiti-
on. Dem Rechnung tragend drehten wir 
zunächst die Antwort des Systems durch 
Einbringung einer genetischen Inversions-
kassette um, die als logischer NOT-Schalter 
fungiert und somit die Steigerung der 
Expression unter Rotlicht vermittelt [8]. Eine 
Aktivierung der Genexpression durch Rot-
licht ließ sich aber auch auf deutlich elegan-
tere Weise erzielen – mittels Variation des 
Linkers  [3], der in der Histidinkinase die 
Sensor- und Effektoreinheiten verbindet. 
Obschon sowohl Sensor als auch Effektor 
unverändert blieben, konnten wir so Systeme 
mit durch Rotlicht aktivierbarer Genexpres-

˚ Abb. 2: Kontrolle der Genexpression auf Ebene der Transkription und Translation. A, Die auf 
den Plasmiden pREDusk  [5] und pDERusk  [6] realisierten Zweikomponentensysteme vermitteln 
abhängig von Rotlicht die Phosphorylierung und Dephosphorylierung des Antwortregulators. 
Letzte rer aktiviert in seinem phosphorylierten Zustand die Transkription an spezifi schen Promo-
toren. B, Unter Blaulicht bindet der PAL-Rezeptor aus Nakamurella multipartita  [9] spezifi sche 
RNA-Motive. Durch deren Einbettung in die 5‘-untranslatierte Region von mRNAs kann mittels PAL 
die Expression auf Translationsebene durch Blaulicht kontrolliert werden  [10, 12].
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eine polycistronische mRNA eingebaut wer-
den, um verschiedene Genprodukte, die vom 
selben Promotor transkribiert werden, unter-
schiedlich zu regulieren  [12].

Da der Riboptoregulator ebenso wie pCre-
pusculo die lichtabhängige Regulation auf 
mRNA-Ebene erreicht, kann er gleicherma-
ßen einfach in andere genregulatorische 
Schaltkreise eingebettet werden, um deren 
Lichtantwort zu modulieren und zu verbes-
sern. Diesen Gedanken aufgreifend erstellten 
wir das pAurora2-Plasmid als Kombination 
des Riboptoregulators mit dem ursprüngli-
chen pAurora-System  [12]. In dem integrier-
ten Schaltkreis induziert PAL die Expression 
von Zielgenen synergistisch auf zwei Pfaden, 
woraus sich eine ausgenommen stringente 
Kontrolle ergibt (Abb. 3A). Während im Dun-
keln die basale Expression kaum detektierbar 
ist, induziert Blaulicht eine mehr als tausend-
fache Steigerung, was pAurora2 zu einem der 
Setups mit der größten Antwort macht.

Multimodale Kontrolle bakterieller 
Genexpression
Die obigen Ansätze bieten zahlreiche Mög-
lichkeiten zur genauen Kontrolle der Pro-
teinsynthese in Bakterien. Insbesondere 
erlaubt die Kombination zweier Systeme, die 
auf unterschiedliche Lichtfarben anspre-
chen, auch die zeitgleiche, unabhängige und 
aufeinander abgestimmte Expressionskon-
trolle zweier Zielgene  [6, 12]. Diese Strategie 
ist einfach durch gemeinsames Einbringen 
der zugrunde liegenden Plasmide in eine 
Bakterienzelle umsetzbar. Die Kombination 
pAurora und pDERusk ermöglicht beispiels-
weise die differenzielle Expression zweier 
Zielgene durch Rot- oder Blaulicht (Abb. 3B). 
Für eine kompaktere Lösung können ver-
schiedene Schaltkreise aber auch in einem 

Obschon der Umfang der Lichtschaltbar-
keit hinter dem der genannten, auf differen-
zieller Transkription beruhenden Systeme 
zurückbleibt, ist herauszustellen, dass in 
pCrepusculo die Regulation auf mRNA-Ebene 
umgesetzt ist. Dies erlaubt nicht zuletzt die 
Kombination mit Regulationsmechanismen, 
die auf DNA-Ebene wirken, um somit ihre 
Lichtantwort zu variieren und zu steigern. In 
einer ersten Demonstration dieses Konzepts 
kehrten wir die Lichtantwort von pCrepuscu-
lo durch Einbringung der oben genannten 
genetischen Inversionskassette um  [10]. Im 
resultierenden pAurora-System induziert 
Blaulicht daher die Expression von Zielgenen 
und verstärkt den regulatorischen Effekt 
(Abb. 3B).

Inspiriert durch die Riboregulatoren  [11] 
ergründeten wir anschließend, ob statt der 
kombinierten transkriptionellen und trans-
lationalen Kontrolle, wie sie in pAurora vor-
liegt, die Expression von Zielgenen mittels 
PAL alleinig auf mRNA-Ebene aktiviert 
werden kann  [12]. Hierzu gestalteten wir 
die 5‘-untranslatierte Region der mRNA 
im pCrepusculo-System derart um, dass 
die SD-Sequenz durch Ausbildung einer lan-
gen cis-repressorischen Haarnadelschleife 
blockiert und somit die Translation behindert 
wird (Abb. 2B). Lichtkontrolle wird in diesem 
als Riboptoregulator (RoR) bezeichneten 
Schaltkreis durch Einbringung des PAL-spe-
zifi schen Aptamers in die cis-repressorische 
Schleife erzielt. Die durch Blaulicht hervor-
gerufene Bindung von PAL an das Aptamer 
führt dann zu einer Ablösung der cis-repres-
sorischen Schleife und gleichzeitiger Freile-
gung der SD-Sequenz. Die Translation wird 
daher initiiert und die Expression des Ziel-
gens durch Blaulicht induziert (Abb. 3A). 
Alternativ kann der Riboptoregulator auch in 

ausnutzend, erstellten wir in laufenden 
Arbeiten das pNIRusk-System, mittels des-
sen sich die bakteriel le Genexpression strin-
gent durch nah-infrarotes Licht aktivieren 
lässt (Abb. 3A).

Lichtaktiviertes RNA-bindendes 
Protein für mRNA-Kontrolle
Wie eingangs beschrieben, unterliegt die 
Genexpression auch einer Kontrolle auf Ebe-
ne der Translation neben der der Transkrip-
tion. Eine gezielte lichtabhängige Regulation 
auf mRNA-Ebene ermöglicht der von uns im 
Actinobacterium Nakamurella multipartita 
entdeckte PAL-Photorezeptor  [9]. PAL gehört 
der Klasse der light-oxygen-voltage(LOV)-
Rezeptoren an, die über einen Flavinnukleo-
tid-Kofaktor blaues Licht absorbieren und 
diesen Stimulus letztlich in Umlagerungen 
von Wasserstoffbrückenbindungen umset-
zen  [1]. Im PAL-Rezeptor wird auf diese Wei-
se durch Licht die Affi nität zu einer kurzen 
RNA-Haarnadelschleife, dem Aptamer, bis zu 
tausendfach erhöht  [9, 10]. Die kompakte 
Größe des Aptamers erlaubt seine Einbrin-
gung in verschiedene andere RNA-Moleküle, 
um die vielseitige Kontrolle der Genexpres-
sion in Pro- und Eukaryoten zu erlauben. 
Beispielsweise lässt sich die bakterielle 
Expression von Zielgenen mittels PAL durch 
Blaulicht beeinfl ussen, indem man das Apta-
mer im Bereich der Ribosomen-Bindestelle 
einer mRNA platziert (Abb. 2B und Abb. 3A). 
Bindung von PAL an das Aptamer steht somit 
in Konkurrenz zur Erkennung der Shine-
Dalgarno-Sequenz (SD) durch die 16S-rRNA 
der kleinen ribosomalen Untereinheit  [9]. 
Wir realisierten dieses Konzept im pCrepus-
culo-Plasmid, das in E. coli die Herabsetzung 
der Expression des Zielgens unter Blaulicht 
vermittelt  [10].

˚ Abb. 3: Kontrolle der Genexpression in Escherichia coli durch verschiedene Lichtfarben. A, Gezeigt ist die im Dunkeln bzw. unter Licht verschiede-
ner Farbe erzielte relative Genexpression für die im Artikel besprochenen Systeme  [4–6, 10, 12]. Die Expression wurde durch Verwendung fl uoreszie-
render Proteine bestimmt und auf den jeweiligen Maximalwert normiert. B, Einfache Kombination der Systeme pAurora  [10] und pDERusk  [6] erlaubt 
die unabhängige Kontrolle zweier Zielgene durch Blau- und Rotlicht.
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Plasmid vereinigt werden  [12], ähnlich wie 
dies oben für pAurora2 ausgeführt ist.

Die vorgestellten und weitere, verwandte 
Systeme  [1] ermöglichen, bakterielle Expres-
sion über Licht genau zu steuern, mit den 
daraus resultierenden, eingangs genannten 
Vorteilen. Über die Beantwortung von Frage-
stellungen der Grundlagenforschung hinaus 
scheinen die lichtregulierten Systeme gut 
geeignet für innovative Anwendungen in der 
Biotechnologie, perspektivisch auch im bio-
medizinischen Umfeld  [1]. ó
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