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Fluoreszierende oder durch Licht schaltbare Proteine sind
wichtige Werkzeuge in den Lebenswissenschaften und Kan-
didaten f�r die Speicherung von Daten. Dabei sind f�r In-
vivo-Markierungen insbesondere Proteine von Interesse,
deren Chromophore autokatalytisch aus der Aminos�ure-
kette gebildet werden,[1] wobei einige auch zwischen zwei
Zust�nden schaltbar sind.[2,3] Ein alternativer Ansatz ist die
Verwendung von Apoproteinen, die spontan endogene
Chromophore wie Retinal aufnehmen.[4,5]

Die offenkettigen Tetrapyrrol-Chromophore der Bilipro-
teine zeigen eine bemerkenswerte Kontrolle des angeregten
Zustands durch das Apoprotein.[6–8] So werden Absorption
und Fluoreszenz von Phycocyanobilin (PCB) im nativen
Protein im Vergleich zu denen des freien Chromophors
deutlich verst�rkt, die Anregungsenergien k�nnen �ber
100 nm und mehr verschoben werden, und in photochromen
Biliproteinen wie den Phytochromen[9] und Cyano(bacterio)-
chromen[7] wird ein photochemischer Reaktionsweg ge�ffnet.
Aufgrund der nat�rlichen Varianten sowie der M�glichkeit,
die photophysikalischen Eigenschaften weiter durch Mutati-
on zu ver�ndern, sind Biliproteine prinzipiell ausgezeichnet

zur Markierung in den Lebenswissenschaften und als photo-
nische Materialien geeignet.

Ihre Anwendung wurde allerdings dadurch behindert,
dass bei den Biliproteinen die Chromophore getrennt syn-
thetisiert und anschließend mit dem Apoprotein kovalent
verkn�pft werden m�ssen. In fr�heren Ans�tzen wurden die
Gene f�r das Apoprotein zusammen mit denen exprimiert,
die f�r die Biosynthese der Chromophore und ihre kovalente
Verkn�pfung mit dem Apoprotein kodieren.[10–12] Wir be-
richten hier �ber einen alternativen Zugang, bei dem in situ
verschiedene Biliproteine ausgehend von einem einzigen,
multifunktionellen Gen und endogenem H�m erhalten
wurden. Als Beispiele daf�r beschreiben wir zwei dauerhaft
rot fluoreszierende Biliproteine auf der Basis von Allo-
phycocyaninen und zwei von einem neuartigen Cyanobacte-
riochrom abgeleitete photochrome Biliproteine, die durch
Licht reversibel zwischen einem rot absorbierenden, intensiv
fluoreszierenden Zustand (Pr) und einem spektroskopisch gut
getrennten, gr�n absorbierenden und schw�cher fluoreszie-
renden Zustand (Pg) schaltbar sind.

Das Gen slr1393 des Cyanobacteriums Synechocystis sp.
PCC6803 kodiert ein photoreversibles Cyanobacteriochrom.
Das Volll�ngenprotein enth�lt drei GAF-Dom�nen, von
denen nur GAF3 (AS 441-596) in der Lage ist, autokataly-
tisch PCB an Cystein-528 zu binden.[21] Die Addition von
PCB an GAF3 liefert ein photoreversibel photochromes
Chromoprotein, das als Rot-Gr�n-schaltbares Protein (RGS)
bezeichnet wurde. Im Zustand Pr (lmax = 650 nm) ist es stark
fluoreszierend (FF = 0.06) und kann durch Rotlicht reversibel
in den Zustand Pg mit blauverschobener Absorption (lmax =

539 nm) und verminderter Fluoreszenz �berf�hrt werden
(Tabelle 1, Abbildung 1a). Dieses lichtinduzierte Schalten
kann viele Male wiederholt werden; es ist �ber einen weiten
pH-Bereich stabil und bleibt auch beim Einbetten von RGS
in Polyvinylalkohol(PVA)-Filme erhalten (Abbildun-
gen S1,S2 in den Hintergrundinformationen).

Chromophor tragendes RGS l�sst sich in E.-coli-
Zellen[11, 13] bilden, die durch mehrfache Transformation das
GAF3-Apoprotein sowie zwei biosynthetische Enzyme pro-
duzieren, welche H�m in PCB umwandeln: die H�m-Oxy-
genase HO1 und die Biliverdin-Reduktase PcyA. Die Zellen
zeigen nach Induktion eine intensive rote Fluoreszenz, die
durch Rotlicht gel�scht und durch nachfolgendes Bestrahlen
mit Gr�nlicht wiederhergestellt wird (Abbildung S2). Beim
Ersatz von pcyA durch hy2 wird der Phytochromobilin-
Chromophor (PFB) gebildet. Dadurch entsteht ein photo-
reversibel photochromes Protein, das zwischen Pr (lmax =

663 nm) und Pg (lmax = 573 nm) geschaltet werden kann; in
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diesem Fall sind beide Zust�nde m�ßig fluoreszierend (Ta-
belle 1).

HO1 gibt in vivo sein Produkt, BV, wahrscheinlich direkt
an PcyA weiter („substrate channeling“).[14] Deshalb wurden
die entsprechenden Gene fusioniert und das ho1:pcyA-Kon-
strukt zusammen mit einem zweiten Plasmid in E. coli ein-
gef�hrt, welches das Apoprotein-Gen gaf3 enth�lt. Diese
Zellen produzieren das Chromophor tragende RGS in �hn-
licher Ausbeute (70–90%, Tabelle 1) wie die mit den ge-
trennten Plasmiden transformierten, und die beiden Produkte
sind spektroskopisch identisch. Schließlich wurde das f�r das
Apoprotein kodierende gaf3-Gen �ber das 5’-Ende mit dem
ho1:pcyA-Konstrukt fusioniert. E.-coli-Zellen, die dieses
Drei-Gen-Konstrukt gaf3 :ho1:pcyA exprimieren, fluoreszie-
ren rot (Abbildung 1) und produzieren in guter Ausbeute
Chromophor tragendes RGS:HO1:PcyA (Tabelle 1). Seine
spektroskopischen Eigenschaften gleichen wiederum denen
des RGS (Abbildung 1 b, Tabelle 1), und es beh�lt seine
Photochromie in einem PVA-Film (Abbildung 2). Auch in
diesem Fall wird durch Ersatz von pcyA durch hy2 ein pho-
tochromes Chromoprotein gebildet, das PFB als Chromo-
phor tr�gt und entsprechend rotverschobene, aber ansonsten
vergleichbare Spektren zeigt (Tabelle S1, Abbildung S3).

Der Genfusions-Ansatz kann auch zur Bildung dauerhaft
fluoreszierender Proteine nach Transformation mit einem
einzigen Plasmid genutzt werden. In einem ersten Beispiel
wurde das GAF3-Apoprotein durch die Chromophor-
Dom�ne (AS 1-258) des Phycobilisom-Kern-Membran-Lin-
kers ApcE ersetzt, welche den Chromophor autokatalytisch
bindet.[15] Mit apcE(1-258):ho1:pcyA transformierte E.-coli-
Zellen zeigten eine stabile rote Fluoreszenz (Tabelle 1, Ab-
bildung S4). Ein zweites dauerhaft rot fluoreszierendes Pro-
tein wurde durch Ersatz von apcE(1-258) durch apcA erhal-
ten, welches die a-Untereinheit des Allophycocyanins kodiert
(Tabelle 1).

Bei Nutzung des ubiquit�ren endogenen H�ms als Aus-
gangsprodukt des Bilin-Chromophors reicht offensichtlich
die Einf�hrung eines einzigen Multigen-Konstrukts aus, um in

Tabelle 1: Absorptions- und Fluoreszenzparameter der dauerhaft fluoreszierenden und der RGS-Biliproteine.[a]

Biliprotein Ausbeute Absorption Fluoreszenz
[mgL�1 Kultur] lmax [nm] e [m�1 cm�1] � 10�4 [b] lmax [nm] FF

15Z 15E 15Z 15E 15Z 15E 15Z 15E

Durch Licht schaltbar (RGS)
PCB-GAF3:HO1:PcyA[c] 2.2 648 536 9.7 4.7 670 617 0.07 0.04
PCB-GAF3 (RGS)[c] 3.2 650 539 9.3 5.0 672 616 0.06 0.03
PFB-GAF3[c] n.b. 663 573 9.1 4.5 685 631 0.04 0.03
PFB-GAF3:HO1:HY2[d] n.b. 661 560 – – 680 625 0.01 0.006

Dauerhaft fluoreszierend
PCB-ApcA:HO1:PcyA[c] 0.10 617,635[e] – 5.9 – 638 – 0.14 –
PCB-ApcE(1-258):HO1:PcyA[c] 0.15 658 – 9.9 – 672 – 0.15 –
PFB-ApcE(1-258):HO1:HY2[d] n.b. 670 – – – 680 – 0.005 –

[a] Die Spektren wurden in Kaliumphosphat-Puffer (20 mm, pH 7.0) aufgenommen. Angegeben sind jeweils Mittelwerte aus zwei unabh�ngigen
Experimenten. [b] Bei der Bestimmung des molaren Extinktionskoeffizienten von PFB-Chromoproteinen wurde angenommen, dass der molare
Extinktionskoeffizient bei 675 nm in saurem Harnstoff (8m, pH 1.5) mit dem von PCB-Chromoproteinen bei 660 nm identisch ist (e =

35500m
�1 cm�1). [c] Spektren von His6-markierten Chromoproteinen nach Aufreinigung durch Ni2+-Affinit�tschromatographie. [d] Spektren von den

�berst�nden unmarkierter Chromoproteine. [e] Die Spektren unterscheiden sich von denen von nat�rlichem a-APC, weil keine Lyase vorhanden war.

Abbildung 1. Photochromie von His6-markierten RGS-Biliproteinen.
a) PCB-GAF3. Absorptionsspektren des nativen Biliproteins im Pr-Zu-
stand (15Z-Chromophor, c), erhalten durch Belichtung bei 500 nm,
im Pg-Zustand (15E-Chromophor, c), erhalten durch Belichtung bei
650 nm, der durch Belichtung mit Weißlicht erhaltenen Mischung (vor-
wiegend 15Z, c) und von denaturiertem Pr (a) und Pg (c).
Linker Einschub: R�hrchen mit Pr (gr�n) und Pg (rosa); rechter Ein-
schub: Zn2+-induzierte Fluoreszenz des SDS-PAGE-Gels. b) PCB-
GAF3:HO1:PcyA: Absorptions- (c) und Fluoreszenzemissionsspek-
tren (a) des Pr-Zustands (15Z-Chromophor), der durch Belichtung
bei 500 nm erhalten wurde (Fluoreszenzanregung 620 nm), und des
Pg-Zustands (15E-Chromophor), erhalten durch Belichtung bei 650 nm
(Absorption c und Fluoreszenz a bei Anregung 550 nm). Der
Einschub zeigt R�hrchen mit Pg (links) und Pr (rechts). Alle Proben
wurden �ber Ni2+-Affinit�tschromatographie gereinigt. Die Spektren
der nativen Biliproteine wurden in Kaliumphosphat-Puffer (20 mm,
pH 7.0, 0.5m NaCl) aufgenommen, die der denaturierten Biliproteine
in saurem Harnstoff (8m, pH 1.5).
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situ chromophorylierte Biliproteine zu erzeugen, welche,
abh�ngig vom verwendeten Apoprotein, entweder dauerhaft
fluoreszieren oder durch Licht reversibel zwischen zwei Zu-
st�nden schaltbar sind. Obwohl der Chromophor, anders als
bei den Proteinen vom GFP-Typ, nicht aus dem Protein ge-
bildet wird,[1] sollten Konstrukte dieses Typs als Reporter in
vielen Organismen einsetzbar sein. In E. coli gab es keine
Hinweise auf St�rungen durch „Abzweigen“ des H�m f�r die
Biogenese des Bilin-Chromophors; aber dies m�sste von Fall
zu Fall abgesichert werden.

In RGS wird die rote Fluoreszenz durch s�ttigende Rot-
und Gr�nlicht-Pulse an- bzw. wieder abgeschaltet. Da die
spektrale �berlappung der beiden Zust�nde sehr gering ist
(Dl = 110 nm), k�nnen Breitbandfilter f�r die Belichtung und
Detektion genutzt werden. In vielen Phytochromen und Cy-
anobacteriochromen ist einer der Zust�nde (in der Regel Pfr

mit dem 15E-Chromophor) metastabil und revertiert auch
thermisch, was f�r bestimmte Anwendungen in der Mikro-
skopie vorteilhaft ist.[3] Mit den Chromophor-Dom�nen be-
kannter Cyanobacteriochrome und Phytochrome wird der
sichtbare Spektralbereich nahezu vollst�ndig abgedeckt (430–
750 nm),[7, 9] und Erweiterungen dieses Bereichs sind durch
neue nat�rliche Chromoproteine, durch Mutagenese der
Apoproteine oder durch Auswahl geeigneter Reduktasen zu
erwarten. Dadurch sind auch weitergehende �nderungen der
photophysikalischen Eigenschaften m�glich, z. B. der Fluo-
reszenzausbeuten in den beiden Zust�nden, der Richtung und
St�rke der spektralen Verschiebungen von Absorption und
Fluoreszenz oder der thermischen Stabilit�t des 15E-Zu-
stands (Tabelle 1).

Derzeit erfolgt die Mutagenese von Biliproteinen im
Hinblick auf erw�nschte spezielle biophysikalische Eigen-
schaften noch weitgehend nach dem Prinzip von Versuch und
Irrtum, aber bereits jetzt sind einige Prinzipien erkennbar,
und es ist zu erwarten, dass sich der gezielte Zugang in naher
Zukunft verbessern wird. Eine offensichtliche Erweiterung ist
die Herstellung von Biliproteinen, welche den Chromophor

nicht autokatalytisch binden, was durch die zus�tzliche
Fusion von Lyasen zur Ankn�pfung der Chromophore m�g-
lich sein d�rfte.[12] Nicht zuletzt sind fusionierte Biosynthese-
Gene wie ho1:pcyA auch interessant f�r einen Synthonansatz
beim Studium der Phycobilisom-Assemblierung.

Experimentelles
Das gaf3-DNA-Fragment von slr1393 wurde aus genomischer DNA
von Synechocystis sp. PCC6803 durch PCR vervielf�ltigt und entwe-
der in pET30 inseriert oder in pCDF f�r die Cotransformation mit
pET-ho1*:pcyA. Das Arabidopsis-Gen hy2 wurde von Tair (http://
www.arabidopsis.org/) bezogen und zur Erzeugung von pACYC-ho1-
hy2 in pACYC-ho1[16] subkloniert. Zur �berexpression wurde E. coli
Tuner (DE3) (Novagen) mit den Expressionsvektoren transformiert.
Die Sequenzen aller Konstrukte wurden verifiziert.

Mikrophotos von Zellen wurden mit einem Fluoreszenzmikro-
skop aufgenommen, das reversible Schalten zwischen den Zust�nden
des Chromoproteins erfolgte �ber die Mikroskopbeleuchtung mit
roten (640–660 nm) oder gr�nen Bandenfiltern (540–555 nm).

Die His6-markierten Chromoproteine wurden durch Ni2+-Affi-
nit�tschromatographie �ber chelatisierende Sepharose gereinigt. Bei
der spektroskopischen Bestimmung des Chromophorgehalts in
saurem Harnstoff (8m, pH 1.5) wurde der Extinktionskoeffizient von
Protein-gebundenem PCB[17] zugrundegelegt, bei der Bestimmung
der Fluoreszenzquantenausbeute diente Phycocyanin aus Nostoc als
Standard.[18] Photoreaktionen wurden mithilfe einer faseroptischen
Kaltlichtquelle und geeigneter Interferenzfilter induziert.[19]

Chromoproteine wurden in PVA-Filmen durch Mischen einer
w�ssrigen PVA-L�sung (7%) mit dem gleichen Volumen einer Pro-
benl�sung (0.7 mm in 20 mm KPB, 0.5m NaCl, pH 7.0) immobili-
siert.[20]

Weitere Details sind in den Hintergrundinformationen zu finden.
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