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Pflanzen benotigen Licht fur die Photosynthese. Zur Adaption an die Lichtverhaltnisse ihres 
jeweiligen Stmdorts haben sie mehrere Photorezeptorsysteme entwickelt. darunter das Phyto- 
chrom, das itinen sogar ein Zwei-Farben-Sehen im Bereich Hellrot-Dunkelrot ermoglicht. Mit 
dem Phytochrom beschaftigen sich nicht nur Botaniker. sondern auch Naturstoffchemiker. 
Photochemiher, Biochemiker. Photobiologen und neuerdings Molekularbiologen. Trotz um- 
fangreicher Untersuchungen ist noch Iangst nicht alles uber diesen Photorezeptor bekannt. 
Dieser Ubersichtsartikel schildert zunichst die grundlegenden Strukturuntersuchungen am 
Tetrapyrrol-Chromophor des Phytochroms und dessen photochemische cis.rrans-Isomerisie- 
rung, die zur  Photochromie des Chromoproteins fuhrt. Im Abschnitt uber den Protein- 
teil werden unter anderern die Struktur der Dominen des Phytochroms und Konformations- 
inderungen bei der Photoumwandlung diskutiert. SchlieBlich werden aus den bisher bekann- 
ten Phytochromgenen phylogenetische Zusammenhange abgeleitet und mogliche Struktur- 
Funktions-Bzziehungen aufgezeigt. 

1. Einleitung 

Hohere Pflanzen bleiben nach dem Auskeimen fest mit 
ihrem Standort verwurzelt. Sie haben daher Strategien ent- 
wickelt. um iich den jeweiligen Umweltbedingungen anzu- 
passen. Ein wichtiger Umweltfaktor fur Pflanzen ist Licht. 
das fur die Photosynthese benotigt wird. Bekannt 1st die 
Anpassung des Photosyntheseapparates an die Lichtqualitit 
(,.Licht- und Schattenpflanzen sowie -bl%tter"). Daneben 
gibt es im Leben der Pflanzen von der Samenkeimung uber 
Wachstum und Ergrunen bis zur Bliitenbildung zahlreiche 
lichtgesteuer1.e Prozesse, die man unter dern Begriff .,Photo- 
rnorphogene:ie" zusammenfant [ ' I .  Die Photomorphogenese 
wird uber Photorezeptoren gesteuert. Je nach dem wirksa- 
men Spektralbereich, der durch ein Wirkungsspektrum er- 
mittelt werdcn kann und der der Absorption des jeweiligen 
Photorezeptors entspricht. unterscheidet man bei Pflanzen 
mindestens tlrei Photorezeptoren fur die Bereiche UV-B, 
UV-AiBlaulicht und Hellrot/Dunkelrot. Wihrend die Pho- 
torezeptoren fur die beiden zuerst genannten Spektralberei- 
che bisher nur schlecht charakterisiert sind. konnte der Hell- 
rotiDunkelrot-Rezeptor ,.Phytochrom" identifiziert und be- 
reits eingehend untersucht werden. 

Phytochrom wurde vor 40 Jahren in Beltsville (Maryland) 
entdeckt[". B o r t h ~ ~ i c , k  und Hcwdricks et al. beschiftigten 
sich rnit der photoperiodischen Steuerung der Bliitenbildung 
und der Lichtregulation der Samenkeirnung. Die entschei- 
dende Entdeckung war, daB in beiden Fillen - mit nahezu 
identischern Wirkungsspektrurn - Hellrot (i,,, = 660 nm) 
einen induzierenden Effekt aufwies. der durch nachfolgendes 
Dunkelrot (,,.,,,ax = 730 nm) wieder aufgehoben w ~ r d e ' ~ . ~ ~ .  
Das Postulat eines photochromen Photorezeptors. der in ei- 
ner physiologisch inaktiven. Hellrot-absorbierenden Form 
(Pr, engl. ..red" absorbing form) und in einer physiologisch 
aktiven. Dunkelrot-absorbierenden Form (Pfr, engl. ..far- 
red" absorbing form) existieren sollte. wurde nachfolgend 
durch die Isolierung des Photorezeptors bestiitigt. Es handelt 
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sich um ein Chromoprotein, das in Pflanzen nur in sehr gerin- 
ger Menge vorkommt : Selbst in Keimpflanzen. die irn Dun- 
keln angezogen wurden und die daher chlorophyllfrei sind. 
ist der Photorezeptor mit bloBem Auge nicht sichtbar. Dage- 
gen liBt er sich aufgrund seiner Photochromie im Gewebe 
solcher Pflanzen spektroskopisch sehr wohl nachweisen. 

660 nrn 
Pr I Pfr  -- Physiologische Reak t ton  

710 nrn 

Als Ausgangsmaterial fur die Isolierung von Phytochrom 
wurden bevorzugt im Dunkeln gewachsene (..etiolierte") 
Haferkeimlinge verwendet, die in den Spitzen der Koleopti- 
len (Keimblattscheiden) relativ vie1 Phytochrom enthalten. 
Aufgrund von Proteasen. die beim Aufbrechen der Pflanzen- 
zellen wirksam werden. konnten iiber viele Jahre hinweg nur 
Proteolyseprodukte (,.kleines Phytochrom" 60 kDa. ..go- 
Bes Phytochrom" 1 1  4- 11 8 kDa) des nativen Photorezeptors 
isoliert werden. Erst 1982 gelang es. die GroBe des intakten 
Molekuls (MonomergroBe von Haferphytochrom : 124 kDa) 
festzustellen und dieses zu isolieren".']. Die photochromen 
Eigenschaften bleiben bei der Isolierung erhalten : Sittigende 
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Ahh. I .  Ahsorptionsspektren von 124 kDa-Phytochrom aus etioliertem Hafer 
in 10 mM Phosphatpuffer, pH 7.8 (nach 171). Die Spektren wurden hei 4 C nach 
sittigender Bestrahlung mil Dunkelrot ( -  ) aufgenommen. 
Das Ahsorptionsverhiltnib A,,,jA,,, der Pr-Form (hier: 0.99) is1 ein MaO fur 
die Reinheit des isolierten Phytochroms. 

) und Hellrot ( 



Bestrahlung mit clunkelrotem Licht (k,,, = 730 nm) fuhrt 
Phytochrom zu iiber 99% in die Pr-Form uber, wihrend die 
slttigende Bestrahlung mit hellrotem Licht etwa 8 5 %  Pfr 
neben 1S0/o Pr lielert. Die Absorptionsspektren der beiden 
Formen zeigt Abbildung 1. Natives Phytochrom 1st ein Di- 
mer. das aus zwei gleichen Untereinheiten aufgebaut ist. Jede 
Untereinheit besteht aus einer N-terminalen chromophor- 
haltigen Domine Iund einer C-terminalen Domane (N bzw. 
C in Abb. 2). Die Quartirstruktur des Phytochroms aus Erb- 

Abb. 2 .  Modclle de\ dinieren Phyfochrom-Molckuls. die aus a )  Riintgenklein- 
uinkelsfreuunp und Elei~fronenmikroskopie (nach [ X I .  umgezeichnet) und aus 
b) Elektronenmikro~koriie (nach [9]) abgeleitet wurden. 

sen wurde aus Rongtenkleinwinkelstreuung und Elektronen- 
mikroskopie abgeleitet (vgl. Abb. 2)'*'. Fur Phytochrom aus 
Hafer wurde e1ek:ronenmikroskopisch eine ganz ihnliche 
Y-Form ermitteIt['I. 

2. Der Tetrapyrrol-Chromophor 

2.1. Die Struktur von Phytochromobilin 

Die Absorption von sichtbarem Licht deutete bereits fruh- 
zeitig auf einen Nicht-Proteinchromophor im Phytochrom 
hin. Uber dessen chemische Natur gab es lange Zeit nur 
Spekulationen. Der Nachweis einer offenkettigen Tetrapyr- 
rolstruktur gelang erst 1969'10'durch oxidativen Abbau und 
Nachweis der Abhauprodukte. 

Der oxidative /\bbau mit Chromsiure oder Dichromat 
war bereits zu einer einfachen analytischen Mikromethode 
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Ahb.  3. Chromsiiure- und Dichromat;ibh;iu von Phytochroinobilin I .  Der Ab- 
bau isf hier fur synfhefisches I gezeigf. Die analyfischen Unfersuchungen vcrlie- 
fen entsprechend den in Abbildung 4 gezeigtcn Reaktionen 

zur Strukturaufklirung von Gallenfarbstoffen ausgearbeitct 
worden. die mit ca. I nmol eines Tetrapyrrols auskommtl"l. 
Dabei wurden sowohl die Kinetik der Entfirbung des Pig- 
ments bestimmt. die bei offenkettigen Tetrapyrrolen (Gal- 
lenfarbstoffen) erheblich schncller abliuft als bei Porphyri- 
nen und Chlorophyllderivaten. als auch P-substituierte Pyr- 
roldialdehyde, Maleinimide und Succinimide als charakteri- 
stische Abbauprodukte identifiziert. z. B. mittels Dunnschicht- 
Chromatographic und speifischer Firbung. Die P-Substituen- 
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ten des Tetrxpyrrols werden beim Abbau nicht abgespalten, 
treten also auch in den Abbauprodukten auf. Zahlreiche 
Tetrapyrrola sind mit dieser Methode untersucht worden[' 'I. 

Der oxidative Abbau des Phytochromchromophors wur- 
de zunachst ohne Spaltung der kovalenten Bindung zum 
Protein ausgefuhrt[lol. Dabei konnten nur die Abbaupro- 
dukte 3 und 6 aus den Ringen B und C identifiziert werden 
(Abb. 3). Fur die Untersuchung der kovalenten Bindung an 
Ring A wurden Thioether wie 7 als Modellsubstanzen syn- 
thetisiert (Abb. 4a)['31. Die Spaltung der Thioether und der 
aus ihnen durch Chromsaureoxidation gebildeten Sulfone 
im alkalischan Medium wurde ~ p t i m i e r t [ ' ~ ] .  So gelang es. das 
Abbauprodukt 2 aus Ring A des Tetrapyrrols in einer zwei- 
stufigen Reaktion freizusetzen und nachzuweisen (Abb. 4 b). 
Dabei ergab sich uber die rontgenographisch bestimmte Kon- 
figuration dt:r Modellsulfone 10 und 10a['51 und das Auftre- 
ten der Z,E-isomeren Abbauprodukte 2 bzw. 2a (Abb. 4c) 
sogar ein Hinweis auf die absolute Konfiguration der Thio- 
etherbindung im Phytochrom : Da bei der stereoselektiven 
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Abb. 4. Modell dersuche und Abbaureakttonen zur Strukturerrnittlung von 
Ring A des Phytochrornobilins. a)  Modellsynthese von 7 aus 2 und Eliminie- 
rung des Thiols [I  31. b) Gewinnung von 2 aus Phytochrorn 8 uber das protetn- 
gebundene 9 [lC,]. c) Stereoselektivitat der Elirninierungsreaktion der Sulfone 
10 und 1On zu dcn Olefinen 2 bzw. 2 n  [14. IS]. d)  Abgeleitete Konfiguration an 
Ring A des T:trapyrrol-Chrornophors 1161. DMSO = Dirnethylsulfoxid. 
Prot = Protein. Ch = Chrornophor. 

Eliminierung aus Phytochrom nur 2 und nicht 2a entsteht. 
wurde die 2R.3R.3'R-Konfiguration fur Ring A und seine 
Substituenten im Phytochrom abgeleitet ( 1  1 in Abb. 4d)'''I. 

Die Abspaltung des intakten Tetrapyrrol-Chromophors 
vom Protein gelang unter den in Abbildung 4 angegebenen 
alkalischen Bedingungen nicht. Offensichtlich 1st die Oxida- 
tion zurn Succinirnid und vor allem die Oxidation des Thio- 
ethers zurn Sulfon die Voraussetzung fur eine erleichterte 
Eliminierung. Dagegen gelang die Spaltung des Thioethers 
unter Erhaltung des Tetrapyrrols rnit HBr in Eisessig (Sche- 
ma l)f171. Dabei ergab sich aber eine Komplikation an 
Ring D (12 in Schema 1 ) :  Die Vinylgruppe addiert offen- 
sichtlich sehr leicht HBr; das entstehende Bromderivat 13 
reagiert dann mit nucleophilen Gruppen des Proteins zu 14. 
Diese Schwierigkeit wurde dadurch umgangen. dal3 zur Ab- 
spaltung des Chromophors nicht das intakte Chrornoprotein 
verwendet wurde, sondern ein durch Proteolyse erhaltenes 
Chrornopeptid, welches nur noch acht bis elf Aminosauren 
neben dem Chromophor enthielt. Durch Aufarbeitung mit 
Methanol erhielt man dann hauptsiichlich Verbindungen wie 
15, d. h. Methanoladdukte des Chromophors. Die Reaktions- 
schritte von 12 nach 15 wurden mit synthetischem 1 nach- 
voIlzogen[l7. ' " I .  Diese Reaktionsfolge und die Totalsynthese 
des racemischen 1 aus 16 und 17lI8] darf als .,klassisch-che- 
rnische" Strukturaufklirung des Phytochromchromophors 
gelten. 
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Unabhangig von diesen Arbeiten in Munchen untersuch- 
ten Lagarias et al. in Berkeley Chromopeptide aus Phycocy- 
anin und Phytochrom mittels 'H-NMR-Spektroskopie. Das 
Chromoprotein Phycocyanin 1st ein Lichtsammelpigment der 
Photosynthese bei Cyanobakterien"']. Es enthilt mehrere 
Phycocyanobilin-Chromophore (einen in der a-Unterein- 
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heit, zwei in der P-Untereinheit), die dern Phytochrornobilin 
nahe verwandt sirid. Da Phycocyanin leicht in groBer Menge 
gewonnen werderi kann. wurde es in rnehreren Arbeitsgrup- 
pen als Modell fur die Untersuchung von Phytochrorn her- 
angezogen. Lugutius et al. gingen bei ihren Untersuchungen 
von synthetischen Peptiden aus. Fur die Zuordnung der 'H-  
NMR-Signale dei. einzelnen Arninosauren synthetisierten sie 
das Peptid Leu-Arg-Ala-Pro-His-(Ser,Cys)-His-Leu-Gln- 
Tyr, das bereits 1971 beschrieben worden war[201. Sie synthe- 
tisierten auch ein Heptapeptid, das einern Chrornopeptid aus 
Phycocyanin entsprach. 

Durch Vergleich rnit dern bekannten ' H-NMR-Spektrurn 
von freiern Phycocyanobilin konnte zunlchst der Strukturvor- 
schlag fur das gebundene Phycocyanobilin (18 in Schema 2) 
bestiitigt und die Thioetherbindung lokalisiert werden" ' I .  

S- 
18 R = Ethy l  X = AI:~-Ala-C~s-Leu-Arg-Arp-1Isl 
19 R = Viny l  X = Leii-Arg-Ala-Pro-His-Ser-Cys-tiis-Leu-Gln-Tyr 

4. 
Schema 2 Hsl = Homoserinlacton. 

Die anschlie8ende Untersuchung des Phytochrornpeptids 
19'221 ergab, da8 :;ich beide Chrornophore lediglich im Sub- 
stituenten R des Ringes D unterscheiden: Im Phytochromo- 
bilin liegt ein Vinyl-, irn Phycocyanobilin dagegen ein Ethyl- 
substituent vor. 

2.2. Die Chromophorstruktur in der Pfr-Form 

Fur die Photochernie des Phytochrorns ist die Wechselwir- 
kung des Chrornclphors rnit dern nativen Protein essentiell, 
da sich weder die spektralen Eigenschaften von freiern Phy- 
tochrornobilin noch von in der Pr-Form denaturiertern Phy- 
tochrorn bei Belichtung andern. Einige Autoren[22. 2 3 1  ver- 
rnuteten, da8 sich bei der Photournwandlung des Phyto- 
chrorns die chernische Struktur des Chromophors nicht blei- 
bend veriindert. sondern sich nur die Wechselwirkungen rnit 
dern Protein oder Bindungen zu Arninosiiuren andern soll- 
ten. Das wurde jetloch durch unsere Beobachtung widerlegt, 
wonach aus der Pti-Form und der Pr-Form bei der Denatu- 
rierung rnit H a r n : ; t ~ f f [ ~ ~ ]  oder bei der Proteolyse rnit Pep- 
sin[251 Produkte rriit verschiedenen spektralen Eigenschaften 
zu erhalten sind, sofern die Reaktionen irn Dunkeln ausge- 
fuhrt werden (Abl). 5). Die Produkte aus der Pfr-Form sind 
lichtempfindlich; :;ie gehen bei Belichtung sofort in die Pro- 
dukte uber, die aus der Pr-Form gewonnen werden konnen. 
Diese Lichternpfindlichkeit konnte der Grund dafur sein, 
dal3 anderen Autcmren[201 der Unterschied zwischen Pr- und 
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Abb. 5. Absorptionsspektrum des Chromopeptids aus Pfr in lproz. wlUriger 
Ameisenslure. Das Spektrum wurde zunlchst nach chromatographischer Iso- 
lierung des Peptids im Dunkeln ( - ) und dann nach 10 s Belichtung mit WeiU- 
licht ( -  - ) aufgenommen. Das Lweite Spektrum is! identisch mil dem Spek- 
[rum des Pr-Peptids (nach [?XI). 

Pfr-Peptiden entgangen war. Der Unterschied ist nicht nur 
auf sie spektralen Eigenschaften beschrankt: Pr- und Pfr- 
Peptide lassen sich chromatographisch voneinander trennen, 
obwohl sie aus den gleichen Aminosauren zusammengesetzt 
sind. Der Unterschied mu8 also irn Chrornophor liegen. Da 
das Tetrapyrrol aus dern Pr- und Pfr-Peptid dieselben Oxida- 
tionsprodukte liefert[251, sollte der Unterschied in den Me- 
thinbrucken lokalisiert sein, die beirn Chrorndureabbau zer- 
stort werden. Mehrere ModellverbindungenLZ6] gaben die 
Verhlltnisse nicht richtig wieder, da sie nicht die Lichternp- 
findlichkeit des Pfr-Peptids hatten. Als geeignete Modellreak- 
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Abb. 6. 2.E-Isomerie bei offenkettigen Tetrapyrrolen a )  Gewinnung eines E- 
konfigurierten Bilatriens nach 1271 am Beispiel des Octaethylbiliverdins. 
b) Struktur des Phytochromobilins in der Pr-Form 20 und in der Pfr-Form 21. 
Die Konformation 20 entspricht der durch Rontgenstrukfuranalyse ermittelten 
Konformation des Phycocyanobilins im nativen Phycocyanin [54]. Durch Pfeile 
is! die Verschiebung von Ring D durch Conrotation der C14-Cl5- und C15- 
CI6-Bindungen von 20 (Z , syn)  nach 21 (E.anri) und zuriick angedeutet (vgl. 
auch Abschnitt 2.3) .  
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tion erwies sich schlienlich die Z,E-Isomerisierung von Tetra- 
pyrrolen, die nach einer Methode von Fnlk et al. (Abb. 6a)1271 
auch bei Chromopeptiden aus Phycocyanin und Phytochrom 
ausgefiihrt wzrden konnte[281. Die Isomerisierung findet beim 
Pfr-Peptid n x h  H-NMR-spektroskopischen Befunden an 
der C15-C16--Doppelbindung statt (Abb. 6 b)[291. Damit kann 
dem Pr-Chromophor die 5Z.lOZ.1 5Z-Konfiguration 20 und 
dem Pfr-Chromophor die 5Z.lOZ.lSE-Konfiguration 21 zu- 
geordnet werden. 

Ein moglicher Einwand gegen diese SchluDfolgerung ist, 
daD die 15E-Konfigurdtion ein Artefakt der Proteolyse von 
Pfr sein konrite. Hintergrund dieser Uberlegung ist z. B. die 
beachtliche Verschiebung des langwelligen Absorptionsma- 
ximums von 730 nm nach 600 nm bei der Proteolyse (vgl. 
Abb. 1 und 5 ) .  Auf diese spektrale Verschiebung wird in 
Abschnitt 2.3 eingegangen. Der Einwand beriicksichtigt je- 
doch nicht. daD das 15E-Isomer in exergonischer Reak- 
tion in das 1 5Z-Isomer ubergeht (AC" betragt mindestens 

~ 20 kJ mol- 1i301). Die umgekehrte Reaktion ist mit freiem 
Phytochromobilin nicht moglich. Das hangt rnit der Raum- 
erfiillung der 0-Substituenten zusammen, die nur bei E-Iso- 
meren zu einem betrachtlichen Torsionswinkel, d. h. zu einer 
partiellen Entkopplung des n-Systems und damit zu einer 
hypsochromcn Verschiebung der Absorptionsbanden fiihrt. 
Bei den an h 2 1  und N24 methylierten Bilatrienen tritt auf- 
grund ahnlicher sterischer Hinderung eine Torsion sowohl in 
der Z- als auch in der E-Konfiguration auf; dementsprechend 
verlauft hier die Photoisomerisierung ( Z  c E )  in beiden 
Richtungen i :U  einem menbaren Gleichgewicht, z. B. bei ei- 
nem 21.24-DImethylbilatrien zu Z.Z,ZC E,Z,Z c E,Z,Ei3I1. 

Unterschiede zwischen nativem Pr und Pfr wurden nun 
auch durch R.esonanz-Raman-Spektr~skopie~~~~ und SERSS 
(Surface-Enhanced Resonance Raman Scattering Spectros- 
copy)[331 bestimmt. In beiden Fallen wurden die gemessenen 
Unterschiede im Sinn einer 1 5-Konfiguration des Chromo- 
phors in der F'r-Form und einer 1 5E-Konfiguration des Chro- 
mophors in der Pfr-Form interpretiert und somit die bereits 
vorliegenden Daten und SchluDfolgerungen bestatigt. Diffe- 
renz-Fourier-Transform( FT)-IR-Spektren[341 zeigen zumin- 
dest Ahnlichkeiten zwischen Z.E-isomeren Modellchromo- 
phoren und den beiden Phytochromformen. Nach den IR- 
Spektren ist tier Chromophor sowohl in der Pr- als auch in 
der Pfr-Forrr protoniert. 

Die Z,E-Isomerisierung des Chromophors wurde von uns 
bereits 1985 als mogliche photochemische Primarreaktion 
des Phytochroms d i ~ k u t i e r t l ~ ~ 1 .  Eine Z,E-Isomerisierung des 
Chromophors Retinal wird auch beim Sehpigment des Men- 
schen und der Siuger als photochemische Primarreaktion 
angesehen. Diirch Konvergenz der Evolution scheint demnach 
fur chemisch ganz verschiedene Chromophore (beim Phyto- 
chrom ein Tetrapyrrol. beim Rhodopsin ein Isoprenoid) das- 
selbe Prinzip verwirklicht zu sein : Die eigentliche Photoreak- 
tion besteht in der Isomerisierung einer C-C-Doppelbin- 
dung, die, ausgehend von einem angeregten Zustand, nur 
eine minimale Aktivierungsenergie benotigt. Die Riickreak- 
tion im Dunkeln ist aufgrund der hoheren thermischen Akti- 
vierungsenerg.ie fur die Isomerisierung (beim Tetrapyrrol ca. 
108 kJ mol- I ' 301) blockiert, so daD ein stabiles Photopro- 
dukt entsteht. Aufgrund von Wechselwirkungen mit dem 
Protein folgen dann schrittweise Dunkelreaktionen, deren 
Intermediate man sowohl beim Rhodopsin als auch beim 
Phytochrom beobachten kann. 

2.3. Intermediate 

Als Intermediate bezeichnet man Relaxationsprodukte 
auf den Wegen Pr + Pfr oder Pfr + Pr, die sich anhand ihrer 
Absorptionsspektren voneinander unterscheiden lassen. Das 
Absorptionsverhalten linearer Tetrapyrrole kann man durch 
sehr viele verschiedenartige Faktoren ~ e r a n d e r n [ ~ ~ ] ;  beim 
Phytochrom kommen dafiir Wechselwirkungen des Apopro- 
teins mit Phytochromobilin in Betracht. Es 1st auffallig, daB 
sowohl bei Phytochrom als auch bei Rhodopsin diskonti- 
nuierliche Anderungen der spektralen Eigenschaften zu be- 
obachten sind, so dal3 einzelne Intermediate deutlich vonein- 
ander abgrenzbar sind. Auf dem Weg von Pr nach Pfr sind 
mindestens vieri3'], auf dem Weg von Pfr nach Pr mindestens 
zwei Intermediate zu erkennen1381. Das Reaktionsschema 
der Photoumwandlung (Abb. 7) wurde zunichst aus Ab- 

. - m e t a - R c F  F Fr (pre-lumi- R)  - luml-R >170K meta-Ra >21OK irneta-Rb'l- 
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Abb. 7. Schematische Wiedergabe der Photoumwandlung der beiden Phyto- 
chromformen ineinander uber mehrere Intermediate (nach [38]. erginzt) Die 
angegebenen Temperaturen sind Mindestwerte fur die einzelnen Relaxations- 
schritte. die Zeiten geben die Groknordnungder  Relaxationszeiten bei Raum- 
temperatur an 

sorptionsmessungen bei tiefen Temperat uren abgeleitet, bei 
denen die einzelnen Intermediate ,,eingefroren" wurden (Ta- 
belle 1) .  Fur die Absorptionsmessungen war ein klares GIas 
erforderlich, welches aus Pufferlosung mit 66 O/O Glycerin 
erhalten wurde. Alle Daten in Abbildung 7 und Tabelle 1 
beziehen sich auf dieses Losungsmittelgemisch. So erhalt 
man unterhalb 170 K durch Belichtung von Pr nur lumi-R 
(als Intermediat mit i.,,, z 700 nm, von einigen Autoren 
I,,, genannt); dieses geht beim Erwirmen ohne weitere Be- 
lichtung iiber die nachfolgenden Intermediate schlieBlich in 
Pfr iiber. Bei entsprechend hoherer Temperatur erhalt man 
sofort die Intermediate meta-Ra oder meta-Rc; meta-Rb 
entsteht im nativen Phytochrom nur im Dauerlicht und rela- 
xiert im Dunkeln zu meta-Rc. Mit fortschreitender Proteolyse 
zu Phytochromfragmenten der GroDe 114/118 kDa, 60 kDa, 
39 kDa nimmt der Anteil an meta-Rb immer mehr zu. Viele 

Tabelle I .  Elek~ronenspektroskopische Daten von Phytochromformen, gemes- 
sen bei - 140°C in Glycerin-Pufferlosung (nach 1381 1. /, und I ,  = relative Os- 
iillatorstlrken der ersten bzw. zweiten Absorptionsbande. 

Phytochrom- ersle Absorptionsbande zweite Absorptionsbdndc 

[nm] [dm'mol- 'cm- '1 [nm] [dm'mol- 'cm- '1 
form i,.. & L.. & f2!/, 

Pr 667 
Pfr 74 1 
a )  Weg Pr - Pfr 
lumi-R 693 
meta-Ra 663 
mera-Rb (PbJ 665 
meta-Rc 725 
b) Weg Pfr + Pr 
lumi-F 673 
meta-F 660 

140000 
1 I9000 

190000 
86000 
40000 
80000 

I05 000 
133000 

380 
403 

384 
386 
380 
387 

38X 
38 I 

50000 
41 000 

47000 
52 000 
57000 
50000 

44000 
55000 

1.10 
1.10 

0 86 
1.37 
2.29 
1.45 

1.02 
1 . 1 5  
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Autoren fassen die Produkte rneta-Ria, rneta-Rb und rneta- 
Rc zurn Interrnediat Ibl (=  gebleichtes Phytochrorn) zusarn- 
men, jedoch sind durchaus unterschiedliche Absorptions- 
spektren erkennbar (Tabelle 1). 

Dieselben (oder zurnindest sehr ahnliche) Intermediate 
treten auch bei Raurnternperatur auf und konnen durch zeit- 
aufgeloste Elektronenspektroskopie untersucht ~erden '~ ' !  
Dabei wurden die Intermediate p r e - l ~ r n i - R [ ' ~ ~  und meta- 
Rb'[371 beschrieben, die von anderen Autoren bisher nicht 
gefunden worden waren. Die in Abbildung 7 aufgefiihrten 
Zeiten geben nur die GroRenordnungen fur die Dauer der 
Uberglnge in die verschiedenen Intermediate an. Sowohl die 
P r - F l u ~ r e s z e n z [ ~ ' . ~ ~ ~  als auch Absorptionslnderungen der 
friihen Interrnedi i~te '~~]  lassen sich nur rnit rnindestens zwei 
parallelen, aber kinetisch unterscheidbaren Kornponenten er- 
klaren. Allerdings konnen kornplexe Kinetiken bei Absorp- 
tionsrnessungen auch auftreten, wenn aufeinanderfolgende 
Intermediate sich in ihrer Absorption stark iiberlagern[37. 441. 

Uber die Chernie der Intermediate liegen bisher noch keine 
direkten experirntmtellen Befunde vor. Folgende allgerneine 
Uberlegungen lassen sich anstellen : Die photochernische Pri- 
marreaktion, die :;elbst in einer Eisrnatrix unter 170 K rnog- 
lich ist, rnuR in einer Proteintasche ablaufen, die den Chro- 
rnophor von auI3e.n abschirrnt. Gegeniiber dern Angriff che- 
rnischer Agentien von auBen 1st der Chrornophor in der Pr- 
Form noch besse: abgeschirmt als in der P f r - F ~ r r n l ~ ~ ] .  Die 
Proteintasche rnuR groB genug sein, urn z. B. die Z,E-Isome- 
risierung des Chrornophors zu errnoglichen; aber nicht so 
groB, daR die Isoinerisierung vollig frei, d. h. ohne nennens- 
werte Wechselwir kung rnit der Proteinurngebung ablauft. 
Eine vollstandige Rotation von Ring D mit zwischenzeitlich 
groRern Raurnbetlarf senkrecht zur Ringebene 1st - zurnin- 
dest irn Pikosekundenbereich - sehr schlecht vorstellbar. 
Den geringsten Raumbedarf hat eine conrotatische Bewe- 
gung der C14-Cl5-Einfachbindung rnit der C15-Cl6-Dop- 
pelbindung (Abb 6). Dabei verschiebt sich Ring D gegen- 
iiber dern Rest dcs Molekiils nur innerhalb der Ringebene, 
ohne eine Rotation auszufiihren. Dieses von uns bereits 1985 
vorgestellte M ~ d e l l ' ~ ~ ~  wird durch neue Resonanz-Rarnan- 
Untersuchungen g e ~ t i i t z t [ ~ * ~ :  Danach nirnrnt der Chrorno- 
phor in der Pr-Form die C15-Z,syn- und in der Pfr-Form die 
C15-E,unfi-Konforrnation ein. 

Diese Bewegung rniiI3te irn Pikosekundenbereich nur bis 
iiber die Aktivierungsschwelle fur die 2.E-Isomerisierung er- 
folgen; das Tetrapyrrol wiirde dann anschlieRend weiter in 
der durch die Pfeile angegebenen Richtung relaxieren. Falls 
die Proteintasche eng genug ist, miiJ3te das Protein dieser 
Relaxation folgeri. Die Konsequenz waren die Konforrna- 
tionsanderungen, die iiber die Intermediate letztlich zurn 
physiologisch aktiven Pfr fiihren. Dabei konnten neben die- 
sen rein sterischen aber auch elektrostatische Wechselwir- 
kungen des protonierten. positiv geladenen Chromophors 
rnit geladenen Aininosiureresten sowie Wechselwirkungen 
iiber Wasserstoffiriicken fur Konforrnationslnderungen des 
Proteins, die letztlich durch den Chrornophor erzwungen 
werden, eine Rolle spielen. 

Beim Vergleich der Oszjllatorstarken (Tabelle 1)  fillt auf, 
daR der Quotient,f2/fL beirn Interrnediat rneta-Rb besonders 
groB 1st. Dieser hohe Wert entspricht eher einern protein- 
freien Tetrapyrrol in cyclisch-helicaler Konforrnation, wah- 
rend Pr, Pfr und die anderen Intermediate aufgrund der Os- 
zillatorstarken eher in durch das Protein gestreckten 

Konforrnationen vorliegen sollten. F d k  hat zwar darauf hin- 
g e ~ i e s e n ' ~ ~ !  daR aufgrund vielfiltiger Einfliisse auf die Elek- 
tronenspektren von offenkettigen Tetrapyrrolen solche Da- 
ten allein keine Aussagen uber Konforrnationen errnogli- 
chen; eine besonders geringe Wechselwirkung zwischen Chro- 
rnophor und Protein in belichtetern Phytochrorn. in dern be- 
vorzugt rneta-Rb akkumuliert wird. laDt sich jedoch auch 
aus anderen Daten ableiten: Der Chrornophor undioder sei- 
ne Bindungsstelle sind wihrend der Belichtung fur cherni- 
sche Agentien besser zuganglich als irn Dunkeln in der Pr- 
oder der P f r - F ~ r r n [ ~ ~ . ' ~ ] .  

Aus den Daten der Tabelle 1 geht auch hervor, daR die 
charakteristische langwellige Absorptionsbande der Pfr- 
Form erst bei den letzten Relaxationsschritten auftritt, d. h. 
rnit der photochernischen Prirnarreaktion direkt nichts zu 
tun hat. Dan die Z.E-Isornerisierung bereits vor Auftreten 
der Pfr-Bande erfolgt. konnten wir durch Saure-Denaturie- 
rung des Interrnediats rneta-Rb und Aufnahrne der Elektro- 
nenspektren nachwei~en1~~l .  In einern 39 kDa-Fragment, 
welches noch photoreversibel ist und prinzipiell dieselben 
Intermediate bildet wie Pr. fehlt die langwellige Absorption 
v ~ l l s t a n d i g [ ~ ~ ~ .  Offensichtlich 1st in diesern Fragment der 
Teil der Peptidkette, der zur Erzeugung der langwelligen Ab- 
sorptionsbande rnit dern Chrornophor wechselwirken rnuR, 
nicht vorhanden. Ursache einer solchen Wechselwirkung 
konnte eine Punktladung sein, die eine bathochrorne Ver- 
schiebung bewirken kann, sofern sie in eine definierte Lage 
zurn n-Elektronensystern gebracht wirdl'']. 

3. Untersuchungen am Protein 

3.1. Struktur der Domanen 

Durch Elektronenmikroskopie und Rontgenkleinwinkel- 
streuung konnte die Gestalt des Phytochrom-Molekiils nur 
in groben Urnrissen erkannt werden (Abb. 2); biochemische 
Untersuchungsrnethoden lieferten erganzend Hinweise auf 
die Struktur der Dornanen des Phytochrorns. Nach partieller 
Proteolyse, elektrophoretischer Trennung der Fragrnente und 
deren Untersuchungen rnit rnonoklonalen Antikorpern oder 
rnonospezifischen Antiseren15'. ' I  ergab sich das Bild einer 
relativ kornpakten, chrornophorhaltigen, 64 kDa-grolJen Do- 
mane, die gegeniiber einern weiteren proteolytischen Abbau 
relativ inert ist. Diese Dornine liegt in der N-terrninalen 
Halfte der Peptidkette (Abb. 8a). Sie entspricht dern zu Be- 
ginn der Phytochrornforschung isolierten ,,kleinen" Phyto- 
chrorn. Auf dieser Dornane sind die Peptidregionen lokali- 
siert, die direkt rnit dern Chrornophor wechselwirken und 
darnit die Photochrornie verursachen. Dabei ist der Bereich 
der Aminosauren 65 bis 400 und 200 bis 400[523 5 3 1  fur die 
spektralen Eigenschaften des Pr-Chromophors und der Be- 
reich der Arninosauren 420 bis 6001531 fur die langwellige 
Absorption des Pfr-Chrornophors essentiell. Von den fur die 
Wechselwirkung rnit dern Tetrapyrrol essentiellen Arnino- 
sauren in diesern Bereich sei Arginin-316 (fiinf Reste N-ter- 
rninal von chrornophorbindenden Cystein-321) hervorgeho- 
ben, das in allen bisher bekannten Phytochrornsequenzen 
konserviert 1st und auch in allen Phycocyaninsequenzen an 
entsprechender Stelle gefunden wird. Aufgrund elektrosta- 
tischer Wechselwirkung rnit einer Propionsaure-Seitenkette 
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des Chromophors verursacht Arginin-316 (zusammen mit 
dem chromciphorbindenden Cystein) im Phycocyanin eine 
gestreckte Konformation des Tetrapyrrol~['~I. Wir nehmen 
eine entsprechend gestreckte Konformation auch fur den 
Phytochrom-Chromophor an (Abb. 6 b). Die C-terminale, 
chromophorfreie Domane (ca. 55  kDa groB) ist dagegen 
durch Proteasen leicht angreifbar und wird daher rdsch zu 
kleinen, schlecht definierten Peptiden abgebaut. Besonders 
schnell wird aber die Verbindung zwischen der chromophor- 
haltigen uncl der chromophorfreien Domine (,,hinge re- 
gion") durch Proteasen angegriffen. Ein proteolytischer An- 
griff kann auch an einer ganzen Reihe von Stellen im 
auBersten N-terminalen Bereich des Phytochroms, der ca. 
10 kDa u m f d t ,  erfolgen (Abb. 8a). 

a1 
Pr Pfr Pfr 

u - 1  u 
I I I  111 

Abb. 8. Dominenstruktur von Phytochrom A aus etioliertem Hafer. Die Pep- 
tidkette 1st als durchgehende Linie vom N- (N)  zum C-Terminus (C) angegeben. 
Ch = Tetrapyrrol-Chromophor. a) Die romischen Ziffern bezeichnen drei 
Klassen von Anti korpern. deren Epitope in den angegebenen Bereichen lokali- 
siert wurden. Die arabischen Zahlen geben die GroDe der entsprechenden Do- 
manen in kDa an  (nach [SO]). Die Pfeile kennreichnen Stellen des proteolyti- 
schen Angriffs bet der partiellen Proteolyse. Pfr = bevorzugt in der Pfr-Form. 
Pr = bevorzugt in der Pr-Form (nach [Sl]). b) Durch kinetische Messungen der 
partiellen Proteolyse erhaltenes Bild der Konformation der Peptidkette in der 
Pr- und der Pfr-Form. Exponierte Teile der Peptidkette. die fruhe Spaltstellen 
der Proteolyse enrhalten. sind nach oben gezeichnet. Nach unlen gezeichnete, 
im Inneren des globuliren Proteins liegende Bereiche der Peptidkette enthalten 
potentielle Spdlts.ellen der Proteolyse. die erst sehr spat angegriffen werden. 
Der gestrichelte Hereich der Peptidkette wird rasch und haufig gespalten und 
ergibt daher keinc detinierten Fragmente Zwei durch Pfeile gekennzeichnete 
Bereiche sind nur in der Pfr-Form exponiert (nach 1541). 

Nach Auklarung der Primiirstruktur von Haferphyto- 
chrom (vgl. Abschnitt 4.1) war es moglich, durch Bestim- 
mung der N-terminalen Sequenzen der Peptidfragmente 
diese innerhalb der Gesamtsequenz einzuordnen und damit 
die Angriffsorte der Proteasen auf die Arninosauren genau 
zu be~t immen[ '~ .  ''I. Da der N-Terminus der gesamten Pep- 
tidkette blockiert ist, kann ein Edman-Abbau nicht am Phy- 
tochrom direkt erfolgen. Durch massenspektrometrische 
Untersuchungen N-terminaler Peptide konnten Acetylserin 
als N-Terminus von Haferphytochrom ermittelt werden; das 
nach der DNA-Sequenz vor dem Serin stehende Methionin 
wird offensichtlich vor der Acetylierung abge~palten['~]. Nach 
der Kinetik ties proteolytischen Angriffs an bestimmten 
Schnittstellen lassen sich besonders exponierte Regionen der 

Peptidkette von den im Inneren des Molekuls liegenden, ge- 
gen den proteolytischen Angriff besser geschutzten Regio- 
nen unterscheiden (Abb. 8 b). Man erkennt den bevorzugten 
Angriff von Proteasen in der ,.hinge region", nahe am C-Ter- 
minus und - nur in der Pr-Form - nahe am N-Terminus. 

Der 6- 10 kDa groDe, N-terminale Bereich der Peptidkette 
spielt eine besondere Rolle: Wird er durch Proteolyse ent- 
fernt["] oder durch Bindung von Antikijrpern b l ~ c k i e r t l ' ~ ~ ,  
so wird das Absorptionsmaximum der Pfr-From von 730 
nach ca. 722 nm verschoben, die Dunkelreversion von Pfr 
nach Pr um mindestens den Faktor zehn erhoht. der Chro- 
mophor in der Pfr-Form empfindlicher gegenuber BuDeren 
chemischen Einflussen und das Circulardichroismus(CD)- 
Spektrum von Pfr im Bereich 200-230 nm dem Spektrum der 
Pr-Form angenihert. Es ist daher naheliegend. eine direkte 
Interaktion dieses Teils der Peptidkette rnit dem Chromo- 
phor in der Pfr-Form an~unehmen[ '~] ;  ein indirekter EinfluB 
dieser Region auf die Protein-Chromophor-Wechselwirkung 
kann aber nicht ausgeschlossen werden. 

Die C-terminale 55 kDa-Domine ist nicht an Chromo- 
phor-Protein-Wechselwirkungen beteiligt ; dagegen ist sie fur 
die Dimerisierung von Phytochrom entscheidend. Bei der 
Gelchromatographie ergibt sich fur Phytochrom eine schein- 
bare Molmasse von 320-360 kDa["], bei der Gleichge- 
wichtszentrifugation von 253 kDaf601. Die Daten sprechen 
fur ein Dimer von nichtglobulirer Gestalt (vgl. Abb. 2). 
Nach partieller Proteolyse wandern nur die Fragmente. die 
die C-terminale Domane enthalten, bei der Gelchromatogra- 
phie rnit dem 2-3fachen Wert ihrer durch Natriumdodecyl- 
sulfat(SDS)-Gelelektrophorese bestimmten Molmasse; N- 
terminale. chromophorhaltige Fragmente zeigen bei Gelchro- 
matographie und SDS-Gelelektrophorese dieselbe Molmas- 
se["]. Auch Versuche zur Quervernetzung der Peptidketten 
mit Glutaraldehyd oder .,Dimethylsuberimidat" (Octandi- 
imidsauredimethylester)[601 sprechen fur Kontaktstellen der 
C-terminalen Domane im Phytochromdimer. Das Modell 
des Phytochromdimers (Abb. 2) wurde zum Teil aus diesen 
Versuchen hergeleitet. 

3.2. Unterschiede zwischen Pr und Pfr 

Obwohl Konformationsinderungen des Proteins als Folge 
der Photoumwandlung bereits lange postuliert worden waren. 
treten deutliche Anderungen der Gestalt[*] oder der Protein- 
konformation[6'.621 nicht auf. Selbst die aus der Messung des 
Circulardichroismus im UV abgeleitete Zunahme des a-He- 
lix-Anteils um 3 YO bei der P h o t o ~ m w a n d l u n g [ ~ ~ .  591 lie13 sich 
durch Differenz-FT-IR-Spektroskopie nicht b e ~ t i i t i g e n l ~ ~ ] ;  
wahrscheinlich tragt der Tetrapyrrol-Chromophor auch im 
UV-Bereich zum CD-Spektrum bei. Auch der Unterschied 
der Retentionszeiten von Pr und Pfr bei der Gelchromato- 
graphie, der zunachst als Formanderung des Molekuls ge- 
deutet wurde15 * I ,  geht auf andere Ursachen, vermutlich eine 
Veranderung der O b e r f l l c h e n l a d ~ n g [ ~ ~ ~ .  zuruck. 

Lokale Veriinderungen der Oberflachenstruktur von Phy- 
tochrom bei der Photoumwandlung sind mit mehreren Me- 
thoden nachgewiesen worden. Dazu gehoren z. B. die bevor- 
zugte Phosphorylierung der Pr-Form im N-terminalen Be- 
r e i ~ h l ~ ~ l ,  eine starker negative OberflCchenladung der Pfr- 
Form, die mit der exponierten Lage von Aspartat- und Glu- 
tamatresten im Bereich der Aminosauren 340-355 zusam- 
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menhiingtIb31. die bessere Zugiinglichkeit des Chromophors 
in der Pf r -F~rm[ '~] ,  Unterschiede in der Affinitit verschie- 
dener Antikorper LU Pr und PfrIs8. "I. unterschiedlich expo- 
nierte arornatischz Arninosiiuren["l und Unterschiede bei 
der bereits irn vorigen Abschnitt diskutierten partiellen Pro- 
teolyse. Wie in Ahbildung 8 b zu sehen, ist der N-terminale 
Bereich (ca. 10 kDa) in der Pr-Form der Proteolyse gut zu- 
giinglich, in der Pfr-Form dagegen nicht. Besonders auffallig 
sind zwei Bereichs um die Aminosiiuren 354 und 753, die 
bevorzugt in der Pfr-Form zuganglich sind['']. Solche Re- 
gionen sind als potentielle Bestandteile eines ,.aktiven Zen- 
trums" an der 0bt:rfliiche der Pfr-Form von Interesse. Aller- 
dings konnte ein aktives Zentrum oder eine damit zusam- 
menhiingende Funktion bisher nicht nachgewiesen werden. 

3.3. Untersuchungen mit Antikorpern 

Phytochrom ist wohl dasjenige pflanzliche Protein, das am 
eingehendsten mit monoklonalen Antikorpern abgetastet 
worden i ~ t 1 ~ ~ l .  Vcm den zahlreichen Untersuchungen seien 
hier nur einige herausgegriffen. 

Phytochrorn kann mit Antikorpern quantitativ bestimrnt 
werden. Als eine Anwendung sei hier die Bestimmung der 
Verteilung von Phytochrom innerhalb einer Keimpflanze ge- 
nannt (Abb. 9)[h7.681. Die Konzentration des Photorezep- 

i 
- 
2 cm 

I Wurzel  I Mesoko ty l  I Koleoptile 

W u r z e l h a u b e  Korn Spronsp i t ze  

Ahh.  9. Verteilung von Phytochrom In einem etiolierten. funf Tage alten Mais- 
keimling Die Pflanie wurde in Sektionen geteilt. die dann  einzeln extrahiert 
und im Extrakt mil Anlikdrpern auf Phytochrom untersucht wurden. Die Ab- 
schnitte a u f  der A b m s e  geben die LHnge derjeweils analysierten Sektionen an  
(nach [ 6 8 ] ) .  

tors ist am hochsten in der Koleoptil- und SproBspitze und 
in der Wurzelhaube. Eine derartige Verteilung war auch spek- 
tralphotometrisch16'1 und immunocytochemisch~70~ gefunden 
worden. Bei der Untersuchung der intrazellularen Lokalisie- 
rung von Phytochrom in etiolierten Keimpflanzen ergab sich 
eine gleichmiiBige Verteilung der Pr-Form im Cytoplasma. 
aber eine rasche Bindung an diskrete. bis heute nicht identifi- 
zierte Stellen der Plasmamembran (Plasmalemma) nach Um- 
wandlung in die Pli-ForrnI7 ' I .  In griinen. niederen Pflanzen, 
L. B. dem Farn A d i a n l ~ m [ ~ ~ ~  und der Alge M o ~ g e o t i a [ ~ ~ I  
scheint Phytochrorn aber permanent in dichroitischer Anord- 
nung in oder nahr der Plasmamembran lokalisiert zu sein. 

Es ist bereits lange bekannt, daB das photoreversible Phy- 
tochrom etiolierter Pflanzen bei Belichtung bis auf einen 
kleinen Rest (1 - 5  % der Anfangsmenge) verschwindet['I. 
Mit Antikorpern wurde festgestellt, daB nicht nur der Chro- 
mophor, sondern auch das Phytochrorn-Protein dabei abge- 
baut ~ i r d [ ~ ~ ] .  Das verbleibende Phytochrom erwies sich als 
irnmunologisch heterogenf7' - "I. Der in etiolierten Pflanzen 
vorherrschende Photorezeptor wurde zunachst Phytochrom 
Typ I genannt; inzwischen hat sich die von Molekularbiolo- 
gen eingefiihrte Bezeichnung Typ A @hyA) durchgesetzt. 
Das in belichteten. griinen Pflanzen vorherrschende Phyto- 
chrom (zunachst Typ I1 ger~annt[~'l) erwies sich ebenfalls als 
heterogen[801. Wahrscheinlich handelt es sich urn phyB und 
phyC (vgl. Abschnitt 4), obwohl Unterschiede durch post- 
translationale Modifikationen bisher nicht ausgeschlossen 
werden konnen. 

3.4. Verbreitung von Phytochrom im Pflanzenreich 

Das operationale Kriterium fur die Anwesenheit von Phy- 
tochrom 1st ein durch Hellrot induzierbarer physiologischer 
Effekt, der durch Dunkelrot urngekehrt werden kann. Auf- 
grund derartiger Beobachtungen bei zahlreichen Pflanzen 
wird angenommen, daB Phytochrom in hoheren Pflanzen (Sa- 
rnenpflanzen) generell, in niederen Pflanzen (Farne, Moose, 
Algen) dagegen nur sporadisch vorkommt. Der direkte Nach- 
weis von Phytochrom durch Isolierung oder partielle Reini- 
gung und Nachweis der Proteinbande gelang ohnehin erst in 
wenigen Fallen, so z. B. fur etiolierte Keimpflanzen von Ha- 
fer, Roggen, Erbse, Zucchini, Reis18'.821 und fur einige grii- 
ne Pflanzen wie Hafer17'. 781, E r b ~ e [ ~ ~ ] ,  das Moos Alrichum 
u n d u l a ~ u m ' ~ ~ ~ ,  die Griinalgen Mesoraenium c a l d a r i o r ~ m I ~ ~ ~  
und Chaetomorpha l i r ~ u m [ ~ ' ~ .  

Mit monoklonalen Antikorpern, die gegen Phytochrom aus 
etioliertem Haferl6'. 871, M a i ~ ' ~ ' ' ,  Roggen oder ErbseLa6. 881 

gerichtet sind und die eine gute Kreuzreaktion mit dem Phy- 
tochrom anderer Pflanzen zeigen, wurde die Verbreitung von 
Phytochrom untersucht (Tabelle 2). Auch hier ergab sich eine 
generelle Verbreitung bei den untersuchten hoheren Pflanzen, 
wahrend viele der untersuchten niederen Pflanzen eine nega- 
tive Reaktion zeigten. Dies muB nicht notwendigerweise die 
Abwesenheit von Phytochrom bedeuten. Falls aber Phyto- 
chrom vorhanden ware, mu13 die Peptidkette so verschieden 

Tdbelle 2. Nachweis von Phytochrom durch ..Western Blotting" [a] 

Abteilung der Pflanzen N [bl Lit. 

Samenpflanren 
Monokotyledonen 17 

Farne 3 
Moose 5 
Rotalgen 7 

Dikotyledonen 71 

Brdunalgen 2 
Griinalgen 7 

[86- 891 
[86 - 891 
WI 
183, 86. 891 
[85 .  901 
[85. 901 
[83. 85. 86. 901 

[a] Pflanzenextrakte wurden durch SDS-Gelelektrophorese getrennt. die Pro- 
teine auf  einc geeignete Membran (meist Nitocellulose) transferiert und mil 
monoklonalen anti-Phytochrom-Antikorpern behandelt. Als positives Ergeb- 
nis gal! die spezifische Reaktion einer Proteinbande im Groknbere i ch  120.- 
130 kDa .  Die monoklonalen Antikorper waren gegen Phytochrom aus Hafer 
[85 -87. 89. 901. Mais [83. 85,  89.901. Roggen [SS] oder  Erbse 186. 881 gerichtet. 
Epitope der kreuzredgierenden Antikorper, soweit bisher ermittelt, liegen ent- 
wcder im N- oder  C-terminalen Bereich der Peptidkette. [b] Zahl der Spezies. 
in denen Phytochrom bisher nachgewiesen wurde. 
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von derjenigen des Phytochroms aus hoheren Pflanzen sein. 
da13 sie kein von den verwendeten Antikorpern erkennbares 
Epitop enthiilt. lnteressant 1st das Vorkommen von Phyto- 
chrom bei einigen Algen, bet denen bisher keine phytochrom- 
abhiingige physiologische Reaktion bekannt war. Bei der 
Griinalge U!vu rigidu fanden wir in anschliel3enden Versu- 
chen eine phytochromabhiingige Proteinsynthese, die wahr- 
scheinlich mit der Phytochrom-regulierten Aufnahme und 
Reduktion con Nitrat zusammenhiingt[y1."21. 

4. Phytochrorngene 

4.1. Struktur der Phytochromgene, Phylogenie 

Informationen uber die Primiirstruktur von grol3en Protei- 
nen erhiilt man am einfachsten durch die Analyse der Gene. 
die fur die entsprechenden Proteine codieren. DasphyA-Pro- 
tein aus Hafer war das erste Phytochrom-Molekul, dessen 
Primirstruklur in der Arbeitsgruppe von Quuil auf diese 
Weise aufgekliirt ~ u r d e [ ' ~ .  "41. 

Mit den Informationen aus dieser grundlegenden Arbeit 
wares nun r,oglich. weitere Phytochromgene zu isolieren und 
zu charakterisieren. Durch heterologes Screening konnten 
cDNA-Klone. die fur phyA aus Zucchini["1, Maisly6] und 
Aruhidop.si.s t h a l i u n ~ ~ ~ ~ ~  codieren. identifiziert werden. Mit 
synthetischen Oligonucleotidprimern gelang es Kuy et al.["*l. 
cDNA-Kloni:. die fur Reisphytochrom codieren, zu isolieren. 
Unabhingig davon wurde von Tomiiuwu et al.['91 ein cDNA- 
Klon fur Ertlsen-phj*A aus einer Expressionsbank durch Im- 
munoscreening mit einem spezifischen Antikorper identifi- 
ziert. 

Wiederum waren es Qituil et al.. denen es als erste gelang. 
die Primiirstruktur von lichtstabilem, ,,grunem" Phytochrom 
der hoheren Pflanzen aufzukliiren. Mit einer phyA-DNA- 
Sonde aus Zicchini ,.screenten" sie ein cDNA-Bank. herge- 
stellt mit poly(A)@-RNA aus grunen A .  thalianu-Blittern, 
bei niedriger Stringenz und konnten so die entsprechenden 
cDNA-Klone (fur p h ~ B  und p/ijC) i~olieren[~']. Weitere Ge- 
ne, die fur lichtstabiles Phytochrom codieren, sind inzwi- 
schen auch aus Reis. Erbse und Tabak isoliert wordenl'OO1. 
Ein Fragment fur ein viertes Phytochromgen aus A .  thuliunu 
(pl2j.D) wurcle ebenfalls kloniert und sequenziert['". 

Thiirnnilcr et al.['"3.11 gelang es vor kurzem. erstmals aus 
einer niederen Pflanze. dem Laubmoos Ccrutodoti pitrpurcws. 
dessen Pfr-abhingiger Phototropismus gut untersucht 
Phytochron1,iequenzen (phjCer) mit der Polymerase-Ketten- 
reaktion zu erhalten. Dazu wurden Oligonucleotidprimer 
verwendet. die gegen konservierte DNA-Sequenzen im Chro- 
mophorbindungsbereich der Phytochromgene der hoheren 
Pflanzen (siehe Tabelle 3 )  gerichtct sind. Inzwischen wurde 
auch aus dein Farn Sduginc~llu niurtensii ein Phytochrom- 
cDNA-Klon durch Immunoscreening einer hgtl I-Expres- 
sionsbank mit dem kreuzreagierenden Antikorper Z3Bl. der 
gegen Maisphytochrom gerichtet ist, i ~ o l i e r t ~ ' ~ ~ ] .  

Fur pl1j.A aus Hafer['"'I. Reis'"n", MaislY6l, Erbse" ''I 

und furpliyC'er aus dem Moos Ccwitodori1'a6. '"I wurde die 
Primirstruktur der entsprechendcn Gene ermittelt. In Abbil- 
dung 10 1st die Organisation dieser Gene schematisch wieder- 
gegeben. Vom Zucchiniphytochrom und den beiden lichtstabi- 
len Phytochromtypen phyB und p h j C  aus A .  thaliuriu ist nur 

Tabelle 3. Prozentualer Anted identischer Aminosiuresequenzen bei verschiedener 
Phytochrom-Proreinen. Die von den Exons I his IV codierten Pepridbcreiche (Ahb.  10 
sind getrennt iiufgelisrer [ii]. 

Mais E r h x  A B 

H ii Se r 

Mais 

Erhsc 

Ar;i A 

Arii B 

Arii C 

I YO 69 69 52 
I I  X2 60 5 X  47 

I l l  85 49 45 29 
I V  79 56 61) 46 

I -  7 0  70 53 
I I  5Y 57 46 

I l l  44 40 27 
IV 57 57 36 

I 84 56 
11 71 52 

I l l  63 31 
IV 67 40 

I 56 
I I  S? 

I l l  30 
I V  44 

I 
I I  

I l l  
I V  

1 
I 1  

111 
IV 

Ar:i D [d] I 
Selag [el I 

I I  
I l l  
IV 

A f i t  

c 

55 
43 
13 
3') 
56 
43 
30 
34 

5K 
45 
35 
41 

.i X 
44 
37 
41 

57 
46 
42 
5 2  

~ 

Selag 

Ibl 
55 
33 
43 

Ibl 

~ 

51 
?Y 
37 

lhl 
62 
40 
41 

Ibl 
60 
41 
4Y 

lbl 
64 
41 
60 

[bl 
46 
40 
51 

lbl 

Ccriit 

57 
47 

__ 

Icl 
lcl 
sx 
47 
lcl 
lcl 
60 
50 
14 
14 
61 
47 
Icl 
Icl 
61 
4Y 

lcl 
lcl 
sx 
3X 
lcl 
Icl 
64 

lbl 
53 
Icl 
Icl 

~~ 

[a] Die paarweiaen Homologievergleiche wurden mit dem FASTA-Programm durchge- 
Siihrf [ I  191. Abkurrungen '  Seliig = S. n i i i r r i w i i .  Ceriil = C'. piirpurmv. Ara = Aruhi- 
do psi.^ i/iu/iunu [b] Die abgeleifeten Polypepridsequenren iiberlappen sich nichr in den 
enfsprechenden Bereichen. [c] Das FASTA-Programm findet innerhalb der vorgegebe- 
nen ..cufofr'-Einslellung keine Homologie iwischen den cnrsprechenden Aminos iu re~  
sequenzcn [d] Fur  p/fj L) 1st nur ein rund 500 Basenpaare langer DNA-Fragment  he- 
kannt. das in Exon I lokaliriert ist. [el Das Phytochronigen aus .'. n i u r r i w i i  is( nur lm 
3'-terminalern Bereich sequenrierr. und zwar a h  ca 130 Basenpiisre nach dem Beginn 
von Exon I I .  Literaturangaben fur die Phytochromgene: Mais [Y6], Erbse [IOS]. Ara A. 
B. C = .4. rholiunu pliyA. p/ij,B und p / i K  1971. Ara D = A rhuliono phrD [lo?], Selag 
[104]. ('era[ (lox]. 

die cDNA-Sequenz bekannt. Von S.  niurretisii wurde bislang 
nur eine partielle, 3'-terminale cDNA-Sequenz veroffentlicht. 

Wie Abbildung 10 zeigt. bestehen die Phytochromgene 
aus mehreren Exons. die durch kurzere Introns unterbrochen 
sind. Das Hafer-phj*A-Gen beispielsweise ist 5.94 Kilobasen 
(KB) lang und besteht aus  sechs Exons und funf Introns. Als 
Besonderheit weisen die phyA-Gene auch in den 5'- und 3'- 
flankierenden. nicht translatierten Genabschnitten liingere 
Intronsequenzen auf. In Reis ist das 5'-terminale Intron so- 
gar 2585 Basenpaare lang und ist damit eines der langsten 
Introns. die bisher in  einem Pflanzengen gefunden wurden. 
Im Gegensatz zu den Phytochromgenen der monokotylen 
Pflanzen fehlt dem Erbsengen das 3'-terminale lntron voll- 
stindig. Damit besteht das Erbsenphytochromgen nur aus 
funf Exons und vier kurzen Introns. Im Falle des Maisphyto- 
chromgens wurde nicht uberpruft. o b  ein 3'-terminales In- 
tron vorliegt. In den pkyA-Genen von Reis und Hafer ist die 
Nucleotid-Sequenz am Ubergang von Exon 5 zu Intron 5 
(S'TCAAATG/gtat 3') konserviert. und das Auftreten dieser 
Sequenz an entsprechender Stelle im Maisphytochromgen ist 
ein starker Hinweis auf die Existenz dieses Introns auch im 
Maisgen. Das plijCer-Gen ist deutlich anders aufgebaut als 
die phj.A-Gene. Im Gegensatz zu diesen besteht es nur aus 
zwei groBen codierenden Exons. die ein kurzes zentrales Exon 
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einschliekn. Ob sich auch im p/i.vCer in den 5'- und 3'flankie- 
renden, nicht translatierten Genabschnitten Introns befinden, 
ist nicht bekannt. Die phj*A-Gene in Hafer. Mais. Reis und 
Erbse enthalten Sequenzmotive. die in den Promotorberei- 
chen vieler eukaryotischer Gene gefunden werden und die 
fur die Expressiorisregulation dieser Gene eine wichtige Rolle 
spielen. Dazu gehoren ein TATA-Motiv, ein CCAAT-Motiv 
und ein GC-Elenient[to91. Ebenso weisen diese Gene (ein- 
schlieBlich des S. niurtetuii- und des c'. pirrpzrreus-Gens) AA- 
TAAA- oder davon abgeleitete Motive in den 3'-nicht trans- 
latierten Bereichen auf. die fur die Polyadenylierung der 
entsprechenden T'ranskripte verantwortlich sind. 

< A S  
S S C L D L  99 DLELR 
S S C L D L  99 DLELR 
S S C L D L  99 D F E L R  

GYLDL 98 N L E L S  

G F I D L  98 H L E F R  
GCLDL 9 8  N L E I R  
G S F V L  98 R T E F R  
GYVEL 100 E L E F R  
G Y L E L  98 H L E F R  

AlG Chromophor stop 

> < B p > <  A S  > 
1 3 7  IKHQG 7 1  
1 0 2  IKHQG 68 * 
1 0 6  IKHRG 7 1  
1 3 6  I T H G G  69 * 

? I T Y A G  7 0  
? LTHTG 66 
? MACPG 84 
? I I H P A  6 6  
? I T H P G  79 

i 
1 - 1 ,  I t  I I I I V  Reis m n 

U = I L l  ", 2585 

AATAAA Hafer 
n n 

I215 26L 1 
AATAAA 

Ma45 
n 

817 ? t  
AATAAA Erb5e 

-.In nt 230 
A A T T A A  A A l A A  

A A l A A A  

1 KE 

Ahb.  10. Vergleichend,: schematische Darstellung der Phytochromgene von 
Reis. Hafer, Mais. F.rh,,e und C piirpurms. Intron- und flankierende Sequen- 
zen. die Z:ihlen gehen die Linpen des lntrons in den nicht translatierten Exons 
in Basenpaaren (Bp) 311; 1 nicht transhtierte Exonsequenzen: I translatierte 
Exonsequenzen I .  I I .  111 und I V ;  Literaturangahen fur die entsprechendcn 
Gene .  Reis 19x1. Hafer [107], Mais [96]. Erhse [I051 und C .  purpiir6'u.s [lox]. 

Die Gene fur Multidominen-Proteine sind durchweg aus 
mehreren Exons aufgebaut. Die Stellen, die den Exon-In- 
tron-Verbindungen entsprechen. scheinen oft an der Ober- 
fliche dieser Protoine zu liegen und sind somit einem proteo- 
lytischem Angrift' besonders ausgesetzt lo] .  Beim Phyto- 
chrom A entspricht das codierende Exon I der chromophor- 
haltigen. N-terminalen Domane. wahrscheinlich unter Ein- 
schlulJ der ..hinge region", so daR mehrere ..fruhe Spaltstel- 
len" (Arninosaurcreste 600- 700) in diesen Sequenzbereich 

H a f e r  
R e i s  
Mais 
E r b s e  

zucc 
A r a  A 
A r a  B 
A r a  C 
Se laq  

cer 

I I1 

MSTT 6 E 5  LALQ G E E E  

M S T S  6.54 LALQ G Q E E  272 D K I I D  ? 
MSGS 6E6 NALEI I G T E E  272 E S I I E  1 ? 
MVSG 7 2 1  RALR 9 0  G D E E  269 E S I E D  ? .. _ _  ._ ~~ 

MSSN 622 L A L E I  I I G S E E  273 E G I E E  ? 
? : ?  >229 E S I E D  I ? 

fallen (vgl. Abb. 8). Die Exons 11.111 und IV codieren fur die 
C-terminale, chromophorfreie Domane. Vielleicht hingt die 
bevorzugte proteolytische Spaltung dieser Domane (vgl. Ab- 
schnitt 3.1) mit den zahlreichen Exon-Intron-Ubergingen in 
diesem Bereich zusammen. Es ist nicht bekannt, ob die 3'- 
Exons fur unterschiedliche, funktionelle Subdomanen im C- 
Terminus der Phytochromproteine codieren. Interessanter- 
weise finden Sclineid~~r-Poetsch et al." I ' I  im 250 Aminosau- 
ren langen C-terminalen Polypeptid von Seluginrllu-Phyto- 
chrom, das im phjiA-Gen aus Hafer von den letzten beiden 
Exons codiert wird, Strukturhomologien zu bakteriellen Sen- 
sorproteinen. 

In Tabelle 3 sind die Aminosluresequenz-Homologien der 
Phytochromproteine aufgegliedert nach einzelnen Exons wie- 
dergegeben und in Abbildung 1 1 die Aminosluresequenzen 
an den Exon-Intron-Ubergingen. Die grolk Sequenzhomolo- 
gie an den Uberggngen der Exons zu den Introns llnt vermu- 
ten, daR die Phytochromgene der hoheren Pflanzen und des 
Farns die in Abbildung 10 gezeigte Exon-lntron-Struktur auf- 
weisen. Beim phyB-Gen aus Amhidopsis konnte dies fur den 
Ubergang von Exon I zu Exon I 1  bestitigt werdenllo8I. 

In diesem Zusammenhang ist das Phytochromgen aus 
dem Moos Cerutocloti eine Ausnahme. Der Ubergang von 
Exon I zu Exon I1 ist wie bei allen anderen phjGenen kon- 
serviert. Exon I1 aber. das in diesem Bereich eine hohe Ho- 
mologie zu den anderen Phytochromen aufweist. bricht nach 
rund 100 Aminosauren ab;  es folgt ein Intron von unbe- 
kannter GrolJe (wahrscheinlich 300 Basenpaare (Bp)). Dann 
schlient sich ein langer offener Leserahmen von etwa 530 
Aminosluren an[1o81. Dieses vermutete Protein weist keine 
Homologie zu den C-terminalen Peptidsequenzen der be- 
kannten Phytochromproteine auf. 

4.2. Expression der Phytochromgene 

Die Expression vieler lichtregulierter Gene wird durch 
Phytochrom moduliert[' t 2 1 .  Fur die meisten dieser Gene be- 
steht eine Stimulation der Expression durch Licht, im Falle 
der Protochlorophyllidreduktasel' und den phj,A-Genen 
selbstl' 14. I I 5 .  981 wird die Expression negativ von Pfr beein- 
fluljt. Der regulatorische Wirkungsort ist dabei hauptsach- 
lich die Transkription. In monokotylen Pflanzen wie Ha- 
ferI' 14. l l s l  und ReisIqB1 ist diese Negativkontrolle sehr 
drastisch. in Mais'"] und den dikotylen Pflanzen aber we- 
sentlich schwacher ausgeprigt. In Hafer oder Reis wird die 

A S  
1 1 2 9  
1 1 2 8  
1 1 3 2  
1 1 2 4  

1 1 2 4  
1 1 2 2  
1 1 7 2  
1111 

4 0 6  

=1300 

Ahh.  1 1 .  Vergleich der Arninosiuresequenzen an  den hekannten Exon-lntron-Uhergangen derphyA-Gene aus Hafer. Reis. Mais und Erbse mil den 
Arninosluresequenzen an  den vermuteten Exon-lntron-Uhergdngen derphyA-Gene aus Zucchini und A .  rhuliunu. derphyB- und plyC-Gene aus .4 
rhuliunu und mit dem Phytochromgen aus C'. piirpiirm\ und S. niurrimii.  AS = Zahl der Aminosiuren. die von Exon I .  11. I l l  und IV kodiert werden 
oder  die Zahl der Amir osiiuren des gesamten Phytochrom-Polypeptids: Bp = Linge der entsprechenden lntrons in Basenpaaren. Literaturangaben 
fur die Phytochromgen:: tlafer [107]. Reis [YX] .  Mais [96]. Erhse [l05]. Zucc = Zucchini 1951. Ara A. B. C = A.  rholionuphsA. pli1.B u n d p h K  [97]. 
Selag = S. tnurrm.rii 11041 und C'er = C p i i r p i m w )  [I081 
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phjiA-Transkription bereits funf Minuten nach der Bildung 
von Pfr auch in Abwesenheit einer funktionierenden Pro- 
teinsynthese unterdruckt; demnach sind alle fur die entspre- 
chende Sign;iliibermittlung notwendigen Faktoren bereits 
vorhanden[' 'I. In Arahidopsis kann die Regulation von 
p/ij.A-mRNA nur in DauerweiMicht beobachtet ~ e r d e n [ ' ~ ] ,  
wihrend in Hafer oder Reis eine kurze induktive Rotlichtbe- 
strahlung auxeichend ist. 

Im Vergleich zu den monokotylen Pflanzen 1st in dikotylen 
Pflanzen die Pfr-abhingige plijIA-Expression komplex. In 
Arahiclopsis hybridisieren plij.A-spezifische Gensonden zu 
zwei, in Erbse zu drei unterschiedlich langen plijIA-Trans- 
kripten. Dies hat seine Ursache in mehreren Transkriptions- 
startstellen innerhalb des komplexen phy-Promotors 
(Abb. 10)l'"s. '"I. Eines dieser Transkripte wird stark licht- 
abhingig transkribiert. wihrend die anderen mehr oder we- 
niger lichtunabhiingig exprimiert werdenIV7. ' 1 6 ] .  Eine 
weitere Besonderheit bei den dikotylen Pflanzen sind nicht 
identifizierte offene Leserahmen (URFs). die ..in frame'' mit 
den langen Leserahmen der Phytochrompolypeptide orien- 
tiert sind und fur kurze Peptide codieren. Auch in phyB und 
phjC von Arddopsis  treten diese URFs auf. ihre Funktion 
ist ~ n b e k a n n t [ ' ~ .  '"'I. Im Gegensatz zu phyA werden phyB 
und phjC in .4rahidop.si.s nur sehr schwach und nahezu licht- 
unabhingig t:~prImiert[ '~~. Welcher Phytochromtyp die Ex- 
pression von phj,A beeinflufit. ist unklar, in Erbse ist jeden- 
falls auch der lichtstabile Phytochromtyp an diesem Effekt 
beteihgt''' ' I .  In mehreren phj.A-Promotoren der hoheren 
Pflanzen wurden konservierte Sequenzmotive beobach- 
tet[' "1. Diesc Motive. die vermutlich eine funktionelle Rolle 
bei der Expression der plij*A-Gene spielen. sind heute ein 
Gegenstand intensiver Forschungl' ". ''I. 

4.3. Mogliche Struktur-Funktions-Beziehungen 
und Signalketten 

Da mit bicchemischen Methoden bisher keine detaillier- 
ten Kenntnkie uber die Funktion von Phytochrom und die 
davon ausgehende Signalkette gewonnen werden konnten. 
seien hier einige Uberlegungen zusammengefafit. die auf der 
Struktur der bisher bekannten Phytochromgene basieren. 
Alle bckanntcn Phytochromgcne lassen sich auf ein gemein- 
sames ..Urphytochromgen" zuruckfuhren. das zumindest im 
5'-terminalen Bereich eine ihnliche Struktur hat wie in Abbil- 
dung 10 dargc:stellt. In der Chromophordomine (Exon I )  wei- 
sen alle Phytochrome @/ij*A. p1ij.B. p / i j C ,  plij,D, plijCer) eine 
Aminosiures,.quenz-Homologie von 50 bis 60 % zueinander 
auf (die plij'A-Typen untereinander von 70 bzw. 90%; siehe 
Tabelle 3). Dies zeigt, dafi die lichtregulatorische Domine 
des Phytochrom-Molekuls einem starken Evolutionsdruck 
ausgesetzt ist. Die Funktion dieser Domine. nimlich die 
Wechselwirkung mit dem Tetrapyrrol-Chromophor zur Er- 
moghchung der reversiblen Photokonversion, durfte in allen 
Phytochromen dieselbe sein. 

Die Ahnlichkeit der Hydropathieprofile (die ein Mafi fur 
die Hydrophobizitit der einzelnen Aminosiuren entlang der 
Sequenz sind) von p/ij.A. p/ij.B, phjC und Si.lci~incIlri-Phyto- 
chromIY7. ' I ' I  lafit prinzipielle Ahnlichkeiten auch im C-ter- 
minalen Bereich vermuten. Von den Exons. die fur die C-ter- 
minale Domine von Phytochrom codieren. sind die Exons I1 
und IV etwas stirker konservicrt; Exon 111 ist am variabel- 

sten. Dagegen grenzt sich das Phytochrom aus Cerarndnn 
stark von dieser Phytochromgruppe ab. Das Fehlen auffdli- 
ger Homologien in der C-terminalen Proteinhilfte und der 
abweichende Genaufbau in diesem Bereich sprechen fur eine 
andere regulatorische Funktionsweise des Phytochroms im 
Moos. Es 1st allerdings auch mogbch. dall ein verwandter 
Phytochromtyp in den hoheren Pflanzen oder in Farnen 
noch nicht entdeckt wurde. 

Die Existenz vieler unterschiedlicher phytochromabhingi- 
ger Reaktionen. die von schnellen Anderungen von Mem- 
braneigenschaften bis hin zur komplexen Regulation der 
Genexpression reichen. legt, ebenso wie das Vorhandensein 
vcrschiedener Phytochromtypen. verschiedene Signalketten 
fur ein und denselben Lichtstimulus nahe. 

Die Signalubertragung in tierischen Zellen 1st gut unter- 
sucht. Viele tierische Hormonwirkungen beruhen auf der Bin- 
dung der Hormonmolekule an Hormonrezeptoren in der Plas- 
mamembran. die zu einer Aktivierung von G-Proteinen fuhrt. 
Die G-Proteine aktivieren Enzyme wie die Phospholipase C. 
ein Effektorenzym der Phosphoinositkaskade. oder die Ade- 
nylatcyclase. Diese Aktivierung fuhrt schlienlich zur Offnung 
von Calciumkanilen und zur kurzzeitigen Erhohung der cyto- 
solischen Calciumkonzentration. die aber sofort uber eine 
Calcium/Calmodulin-abhingige Calcium-ATPase wieder auf 
die Ausgangskonzentration abgesenkt wird. Die kurzzeitige 
Anderung der Calciumkonzentration ist dann uber cine Phos- 
phorylierungskaskade angekoppelt, die uber membrangebun- 
dene. calciumregulierte Kinasen eingeleitet wird. Die Signal- 
kette fuhrt schlieMlich zu der entsprechenden Antwort der 
Zielzellen. Es mehren sich die Hinweise, da8 analoge Signal- 
ketten auch in Pflanzenzellen existieren. Fur viele phyto- 
chromabhlngige Reaktionen konnten die Beteiligung von 
Calcium nachgewiesen werden[12']; so spielt z. B. das Cal- 
cium/Calmodulin-System bei der lichtabhingigen Expres- 
sion der Chlorophyll a/b-bindenden Proteinell 2 2 1  als auch 
bei der Pfr-abhingigen Chloroplastendrehung in der Alge 
Moicgeoriri eine R ~ l l e ' ~ ~ .  ' lo].  Ebenso wurden Hellrot/Dun- 
kelrot-abhingige Phosphorylierungsvorgiinge und Anderun- 
gen in den zelluliiren Konzentrationen von Phosphatidylino- 
sitolen beobachtet'' 2 6 .  I 231 . Versuche mit spezifischen Inhibi- 
toren und Aktivatoren lassen die Beteiligung von regulatori- 
schen Proteinen wie G-Proteine. Calmodulin, Phospholipase 
C. Proteinkinase C oder Adenylatcyclase an der phytochroab- 
hingigen Schwellung von Weizenprotoplasten vermutenl' ' I .  
Eine phytochromabhingige Phospholipase C wurde in Moo- 
sen gefunden" 2 3 1  und fur die rotlichtabhingige Proteinphos- 
phoryherung in Haferprotoplasten wird die Beteiligung einer 
Proteinkinase C vermutet[lZ7]. Fur die Wachstumsregulation 
der tierischen Gewebe spielen Rezeptormolekule mit Tyro- 
sinkinaseaktivitgt eine zentrale Rolle. Die Beteiligung ihnli- 
cher Signalketten bei der Vermittlung von phytochromabhan- 
gigen Reizen in der Pflanzenzelle wurde noch nicht untersucht. 

Die Hormonwirkungen im Tierreich beruhen durchweg auf 
Transmembran-Signaluibertragungen. Da in den Pflanzen das 
aktivierte Phytochrom in den Zielzellen selbst gebildet wird, 
1st fur Phytochromreaktionen die Signalubertragung uber 
Membranbarrieren hinweg nicht erforderlich. Deshalb 1st 
die kritiklose Ubertragung der tierischen Signalwege auf die 
Pflanzenzellen iunerst problematisch. Man sollte die phyto- 
chromabhingige Signahbertragung im Licht der intrazellu- 
liren Signalubertragung betrachten. Interessant 1st die von 
S~/itiri~k.r-Poc,r,s~/f et al. festgestellte Hornologte von phyA. 
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pIirB. p h K  und Sela~inc~lla-Phytochrom zu bakteriellen Sen- 
sorproteinenl' ' ' ] .  Sie impliziert Signalketten fur Phytochrom- 
reaktionen. die der fur die Signaltransduktion fur chemische 
Reize in Bakterien ihnlich sind1l2'I. Fur die Existenz solcher 
Signalketten in Pflanzen gibt es aber noch keine experimen- 
teilen Beweise. Eirien Hinweis, daJ3 die Regulation der Gen- 
expression durch Phytochrom auf verschiedenen Wegen be- 
ruht, geben die Versuche von Lam et al.1'291. Sie konnten 
zeigen. dal3 fur dis Pfr-abhingige Expression der Gene der 
Chlorophyll a/b-tiindenden Proteine und der Gene fur die 
kleine Untereinhei t der Ribulose-l,5-bisphosphat-Carboxyla- 
se die cytoplasmalische Proteinsynthese notwendig 1st. wiih- 
rend fur die Pfr-abhiingige Hemmung der Expression des 
Protochlorophyllidreduktase-Gens und des phyA-Gens kei- 
ne Proteinsynthess notwendig 1st. Anhaltspunkte fur unter- 
schiedliche Funktionen der verschiedenen Phytochromtypen 
ergaben sich aus Versuchen mit Phytochrom-Mutanten["41. 
Die Fortsetzung iind Vertiefung dieser Versuche durfte zu 
weiteren wichtigen Erkenntnissen fuhren. 

5. Zusammenfassung und Ausblick 

Der aus einem Tetrapyrrol-Chromophor und einem Pro- 
teinteil aufgebaute pflanzliche Photorezeptor Phytochrom 
hat sich als lohnendes Objekt fur die interdisziplinire For- 
schung auf Teilgehieten der Chemie. Physik und Biologie er- 
wiesen. Fur Naturstoffchemiker standen dabei Struktur und 
Synthese des Tetrapyrrol-Chromophors im Vordergrund. In- 
teressant 1st nach wie vor die Frage. ob man die Chromo- 
phor-Protein-Wechselwirkung durch Anknupfen des Tetra- 
pyrrols an geeignete Modellstrukturen nachahmen kann. Als 
wichtige Kriterien fur solche Wechselwirkungen kann man 
das Fixieren bestimmter Konformationen des flexiblen Te- 
trapyrrols und die Photochromie heranziehen. Fur den Bio- 
chemiker sind definierte, reversible Konformationsinderun- 
gen des Proteins, die sich durch Belichtung erzeugen lassen. 
nach wie vor von Interesse. Das Phytochrom eignet sich als 
Modell zum Studium einiger Aspekte der Proteinfaltung. 
Das Auffnden verschiedener Phytochromgene und die Mog- 
lichkeit der Rekonstitution des Chromoproteins aus Apopro- 
tein und Chromophor haben neue Fragestellungen fur Spek- 
troskopiker und Eliologen aufgeworfen. So sind die neuent- 
deckten Phytochrome bisher weder spektroskopisch genauer 
charakterisiert noch im Hinblick auf ihre spezifische biologi- 
sche Wirksamkeit untersucht worden. Die vom Phytochrom 
ausgehende Signalkette 1st nach wie vor unbekannt. Die alte 
Frage, ob es fur das Phytochrom nur eine einzige Primirwir- 
kung oder eine Vielzahl von direkten Reaktionen mit ande- 
ren Komponenteri in der Pflanzenzelle gibt. muJ3 im Licht 
der verschiedenen Phytochrome erneut untersucht werden. 

Ohne die vertrnuensvolle Kooperntion niit Fachkollegen und 
ohne den engagierten Einsut: zahlreicher Mitarheiter. die in 
den Lilernturzitiitm nls Coautorcw gmannt sind. hatten unscve 
Ergehnisse nicht erzielt nwdcn kiinnm. Wir rlunken all clmen, 
die mit uns an der Erforscliung des Phytochroms heteiligt HYI- 

ren. Die Arheitcn iiwden von der Deutschen Forschungsge- 
nieinschuji und clem Fonds der Chcmii.sc.hcm Industrie gc'f6rdcrt. 
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