Photorezeptoren

Flavin und lineare Tetrapyrrole
als Lichtsensoren in Pilzen

REINHARD FISCHER, JULIO RODRIGUEZ-ROMERO

KARLSRUHER INSTITUT FUR TECHNOLOGIE

Light sensing in organisms is conferred by a small number of light-
absorbing, organic molecules. The primary light reaction is transmitted to
the protein moiety, which in turn triggers cellular reactions. In filamen-
tous fungi a large number of different morphogenetic and physiological
processes is controlled by light; flavine- and tetrapyrrol-containing pho-

toreceptors are main players.
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B Licht ist nicht nur als primére Energie-
quelle fiir das Leben auf der Erde essenziell,
sondern wird von vielen Organismen zur
Orientierung in der Umwelt verwendet, so

auch von Pilzen. Solange Pilze im Substrat
wachsen, sind sie meist recht gut gegen Aus-
trocknung, schadliche UV-Strahlung und
andere widrige Umwelteinfliisse geschiitzt.

» Abb. 1: Lichtwahr- Lichtreaktionen
nehmung in Pilzen.

Geadndert nach [12].
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Erreichen sie aber die Substratoberflache,
konnen sie starken duBerlichen Schwankun-
gen unterliegen. Licht steuert dann bei-
spielsweise die Bildung von Pigmenten als
Sonnenschutz, das Spektrum der gebildeten
Sekundédrmetabolite, aber auch komplexe Ent-
wicklungsprozesse (Abb. 1, [1]).

Rotes und blaues Licht als Signal

Die Wahrnehmung von Licht erfolgt mit mole-
kularen Schaltern, die durch Licht ,,umgelegt*
werden (Abb. 2). Die Schalter bestehen aus
einem lichtabsorbierenden organischen Mole-
kiil, dem Chromophor, und einem Proteinan-
teil. So ist im Phytochrom ein lineares Tetra-
pyrrol kovalent {iber ein Cystein an ein Apo-
protein gekoppelt. Nach Belichtung mit hell-
rotem Licht kommt es zu einer Isomerisie-
rung, die zu einem Aktivitatsunterschied des
Apoproteins fiihrt. Die spektralen Eigen-
schaften des Chromophors dndern sich dar-
aufhin, und das Absorptionsmaximum wird in
den dunkelroten Wellenlangenbereich ver-
schoben. Absorbiert das Molekiil jetzt dun-
kelrotes Licht, wird der Chromophor wieder
in die Hellrotlichtform {iberfiihrt.

Lange Jahre wurde angenommen, dass
Phytochrom ein typisch pflanzliches Mole-
kiil darstellt, bis es zunéachst in Cyanobakte-
rien und spater auch in nicht-photosynthe-
tischen Bakterien entdeckt wurde. Seit
Genomsequenzen von Pilzen verfligbar sind,
wurden Phytochrom-artige Proteine in fila-
mentdsen Pilzen - nicht aber in Saccharo-
myces cerevisiae — identifiziert. Im Schim-
melpilz Aspergillus nidulans ist Phytochrom
bisher am besten untersucht. Es handelt sich
um ein mehr als 1.200 Aminosauren langes
Protein, und der Chromophor ist an der glei-
chen Position wie in Bakterien iiber ein
Cystein an das Protein gebunden [2]. Neben
einer Chromophor-bindenden, sensorischen
Domane enthdlt das Protein eine Histidinki-
nase-Domaéne, die von bakteriellen Zwei-
komponentensystemen bekannt sind. Die
Ahnlichkeit zu Zweikomponentensystemen
wird durch eine weitere Doméne am C-Ter-
minus unterstrichen, die bakteriellen Res-
ponse-Regulatoren dhnelt. Die Struktur bak-
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A Abb. 2: Schema verschiedener Lichtrezeptoren, die in Pilzen vorkommen. Das Phytochrom-
protein besteht aus einem sensorischen Teil mit den Doménen P2, GAF und PHY, einer Histidin-
kinase-Doméne (HKRD) und einer Response-Regulator-Domane (RRD). Das White Collar-1-Protein
enthélt eine LOV(light-oxygen-voltage)-Doméne, zwei PAS-Doménen fiir Proteininteraktionen und
ein Zinkfinger-Motiv (Zn) zur DNA-Bindung. Abbildung aus [12].
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A Abb. 3: Proteininteraktionen von Komponenten der Lichtregulation. A, Das Velvet-Protein ist
eine wesentliche Komponente in der Regulation der Entwicklung und des Sekundédrmetabolismus.
VeA interagiert mit einer méglichen Methyltransferase, LaeA, einem Velvet-dhnlichen Protein
(VelB) und einer Reihe von weiteren Velvet-interagierenden Proteinen (VipA-C). VelB interagiert
mit einem weiteren Regulator der asexuellen Entwicklung, VosA. B, Der Lichtregulator-Komplex in
Aspergilus nidulans enthélt ebenfalls das VeA-Protein. Phytochrom (FphA) interagiert mit VeA und
dem WC-2-Homologen LreB, welches seinerseits an das WC-1-Homologe LreA bindet. Abbildung

aus [12].

terieller und pilzlicher Phytochrome ldsst auf
einen prokaryotischen Ursprung des Phy-
tochromsignalweges in Pilzen schlieBen. His-
tidinkinase-Aktivitdt und eine Transphos-
phorylierung des Response-Regulators wur-
den mit gereinigten Proteinen nachgewiesen
[3]. Eine Deletion des Phytochrom-Gens fiihrt
zu einer gestorten Rotlichtwahrnehmung,
was belegt, dass Phytochrome in Eukaryoten
auch auBerhalb der Pflanzen als Photosen-
soren aktiv sind [2].

Ein anderes auf Licht antwortendes Sys-
tem, das bei allen untersuchten Pilzen vor-
kommt, enthalt Flavin und absorbiert blaues
Licht. Durch Lichtabsorption kommt es in
diesem System zu einer reversiblen, kova-
lenten Bindung des Flavins an ein Cystein
des Proteins. Dieses Sensorsystem ist am
besten in Neurospora crassa untersucht, wird
als White Collar bezeichnet und besteht aus
WC-1 und WC-2, die den White Collar Com-
plex (WCC) bilden. Beide Proteine sind Tran-

skriptionsfaktoren, und WC-1 enthélt FAD
(Flavin-Adenin-Dinukleotid) [4]. Der Licht-
rezeptor stellt somit gleichzeitig den zentra-
len Regulator dar, der Hunderte lichtgesteu-
erter Gene reguliert. Ein weiterer Flavin-hal-
tiger Blaulichtphotorezeptor ist ein kleines
Protein namens Vivid, das offensichtlich aber
nur in einigen Pilzen wie N. crassa und Tri-
choderma reesei vorkommt. Vivid interagiert
mit WCC und fiihrt zu einer Desensibilisie-
rung des Systems [5]. Cryptochrome sind
konservierte Chromoproteine, die sich wahr-
scheinlich aus DNA-Photolyasen entwickelt
haben. Cryptochrome und Photolyasen ent-
halten FAD und oft 5,10-Methenyltetrahy-
drofolat (MTHF) als Chromophor. In A. nidu-
lans existiert interessanterweise nur ein
Cryptochrom, das allerdings auch Photolyase-
Aktivitat besitzt [6]. Dieses Cryptochrom ist
an der Regulation des sexuellen Entwick-
lungszyklus beteiligt. Neben diesen Photo-
rezeptoren gibt es in vielen Pilzen Opsin-ahn-
liche Proteine, deren Funktion allerdings
noch weitgehend unverstanden ist.

Viele Rezeptoren - ein Ziel?

Im Laufe der Evolution entstanden eine Rei-
he verschiedener Chromophoren, die auf die
Wahrnehmung verschiedener Licht-Wellen-
langen spezialisiert sind. Erste Hinweise auf
die Verwendung eines oder mehrerer Rezep-
toren liefern Aktionsspektren, doch das vol-
le Inventar dieser Rezeptoren erschlieBt sich
meist erst nach einer Sequenzierung des ge-
samten Genoms. Offensichtlich ist es fiir Pil-
ze —und andere Organismen - nicht nur wich-
tig, hell oder dunkel zu unterscheiden, son-
dern auch die Tages- oder die Jahreszeit. Neu-
ere Ergebnisse in A. nidulans zeigen, dass
Phytochrom und die WC-Proteine sogar in
einem postulierten Licht-Regulator-Komplex
interagieren und gemeinsam die Expression
viele Gene steuern (Abb. 3, [7, 8]).

Licht und Zeit

Licht stellt einen einfachen und zuverlassi-
gen Parameter dar, wie Pilze sich rdaumlich
und zeitlich in der Umwelt und im Tagesver-
lauf orientieren konnen. Die Bedingungen
nachts und tagsiiber sind verschieden, und
eine Anpassung an die jeweilige Tageszeit ist
fiir viele zelluldre Prozesse wiinschenswert.
Daher ist die Entwicklung einer inneren Uhr
ein evolutiondrer Fortschritt. Circadiane
Rhythmik ist in V. crassa seit Langem be-
kannt [9]. Der molekulare Mechanismus der
Uhr beinhaltet eine negative Rickkopp-
lungsschleife: Ein positives Element steht
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unter der Kontrolle eines negativen Elements
und umgekehrt, sodass es zu einer rhythmi-
schen Expression kommt. Interessanterweise
ist WC-1 das positiv agierende Element in die-
ser inneren Uhr und ein weiterer Transkrip-
tionsfaktor, FREQUENCY (FRQ), das negativ
agierende Element (Abb. 4). Durch die Betei-
ligung von WC-1 wird die innere Uhr licht-
abhingig. Die freilaufende Periode von
N. crassa betragt 22 Stunden, ist also etwas
kiirzer als unser Tag. Deshalb wird immer
mit Sonnenaufgang die Uhr korrekt gestellt.
Wie universell dieses System ist, miissen wei-
tere Untersuchungen zeigen, da in vielen Pil-
zen bisher kein FRQ-Protein gefunden wurde,
obwohl es offensichtlich circadiane Rhyth-
men gibt.

Die Epigenetik kommt ins Spiel
Die Regulation der lichtabhangigen Gen-
expression beruht auf einem Zusammenspiel
der Photorezeptoren mit Transkriptionsfak-
toren. Allerdings ist offensichtlich auch die
Chromatinstruktur fiir die Expression von
Bedeutung. Fiir viele Sekundarmetabolit-Gen-
cluster gibt es Hinweise, dass die Regulation
der Expression wahrscheinlich eine Ande-
rung der Chromatinstruktur bendétigt. Eine
zentrale Komponente spielt LaeA, das wahr-
scheinlich eine Methyltransferase-Aktivitat
besitzt. Dieses Protein interagiert in A. nidu-
lans mit einem Regulator, Velvet A, der wiede-
rum mit Phytochrom in Wechselwirkung tritt
[10]. Ob und inwieweit allerdings Phytoch-
rom direkt an einer Chromatinstrukturande-
rung beteiligt ist, miissen weitere Forschun-
gen zeigen. Kiirzlich wurde auch eine Acety-
lierung der Histone in A. nidulans-Sekundar-
metabolit-Genclustern entdeckt [11].
N. crassa wurde eine Methylierung der DNA
und eine Acetylierung von Histon H3 in cir-
cadian gesteuerten Genen nachgewiesen.
Die Tatsache, dass viele Pilze auf Licht rea-
gieren, ist seit vielen Jahrzehnten bekannt.
Die Entdeckung und erste Beschreibung eini-
ger Photorezeptoren vor einigen Jahren eroff-
net eine detaillierte Analyse der molekularen
Vorgédnge. Man darf sicher auf viele neue
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A Abb. 4: Schema der Lichtregulation und Steuerung der circadianen Uhr in Neurospora crassa.
Im Dunkeln liegt der White Collar Complex (WCC), bestehend aus WC-1 und WC-2 inaktiv vor (1).
Nach Belichtung bindet der Komplex in den Promotoren lichtregulierter Gene an light-response
elements (LRE) (2). Dadurch kommt es zur Expression dieser Gene (3). Unter den lichtregulierten
Genen befinden sich auch frequency (frq) und vivid (vvd), die beide negativ auf den WCC wirken,
sodass es zu einer Aufhebung der Aktivierung der lichtregulierten Gene und damit zur Reduktion
der Expression von frequency und vivid kommt. FRQ und VVD werden abgebaut, und der Zyklus
beginnt von Neuem. Die Stabilitdt und Lokalisierung von FRQ wird durch ein weiteres Protein, FRH
(FREQUENCY interacting RNA-Helicase), reguliert.

Erkenntnisse auch iiber das Pilzreich hinaus
gespannt sein. |
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