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ZUSAMMENFASSUNG

Cryptochrome sind Blaulicht-Photorezeptoren, die die lichtabhingige Signaliibertragung in Pflanzen vermitteln. In dieser
Arbeit kldren wir den molekularen Mechanismus der Blaulichtaktivierung der Cryptochrom-1-Photolyase-Homologie-Region
(CRY1-PHR) aus Arabidopsis thaliana auf. Hierzu kombinieren wir zeitaufgeloste native Massenspektrometrie mit kinetischer
Modellierung. Dieser Ansatz ermoglicht die direkte Beobachtung der lichtgetriebenen Komplexbildung mit zeitlicher und
molekularer Auflésung. Wir zeigen, dass die Blaulichtaktivierung von CRY1-PHR einem reversiblen Assemblierungsweg folgt,
bei dem Monomere rasch Dimere bilden, die sich weiter zu Tetrameren zusammenlagern. Ein quantitatives zweistufiges
kinetisches Modell erfasst das dynamische Zusammenspiel zwischen lichtinduzierter Oligomerisierung und thermischem Zerfall.
ATP beschleunigt die Tetramerbildung und stabilisiert Oligomere, indem es die zugrunde liegende Photochemie des FAD-
Chromophors moduliert. Im Gegensatz dazu wirkt der Blaulicht-Inhibitor von Cryptochromen 1 (engl. Blue-light Inhibitor
of Cryptochromes 1, BIC1) als potenter Antagonist. BIC1 bindet selbst im Dunkeln an CRY1-PHR, wobei die Affinitidt unter
Blaulichtbedingungen deutlich erhéht ist. Dadurch wird die Oligomerisierung gehemmt und bereits gebildete Tetramere
aktiv disassembliert. Dieser Prozess ist unabhéingig von den Lichtbedingungen und findet unabhingig vom Redoxzustand
des CRYs statt. Zusammenfassend liefern diese Erkenntnisse ein kinetisches und mechanistisches Modell fiir die reversible
Blaulicht-vermittelte Signaliibertragung durch pflanzliche CRYs und verdeutlichen, wie gegensitzlich wirkende Regulatoren die
Aktivierung von Photorezeptoren auf molekularer Ebene prézise steuern.

von Photorezeptoren entwickelt, darunter Phytochrome, Pho-
totropine, den UV-B-Photorezeptor UVR8 und Cryptochrome

| Einleitung

Pflanzen nutzen Licht nicht nur als Energiequelle, sondern auch
als entscheidendes Umweltsignal, das nahezu alle Aspekte ihres
Wachstums und ihrer Entwicklung steuert [1-3]. Um Lichtinfor-
mationen iiber das gesamte Spektrum hinweg wahrzunehmen
und zu verarbeiten, haben Pflanzen ein komplexes Netzwerk

(CRYs) [1, 4-6]. CRYs sind evolutionér konservierte Flavopro-
teine, die blaues und Ultraviolett-A-Licht iiber einen Flavin-
Adenin-Dinukleotid (FAD)-Chromophor absorbieren, der nicht-
kovalent innerhalb der Photolyase-Homologie-Region (PHR)-
Doméne gebunden ist [7-10]. Die PHR-Domine wird durch
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die C-terminale Erweiterung von Cryptochromen (engl. Crypto-
chrom CRYs C-terminal Extension, CCE) erginzt, die wesentlich
weniger konserviert ist und in Linge und Sequenz variiert
[11]. In Arabidopsis thaliana operieren zwei CRYs, CRY1 und
CRY2, in teilweise tiberlappenden, aber unterschiedlichen phy-
siologischen Kontexten [12]. CRY1 steuert vorwiegend die frithe
Keimlingsphase, indem es die Hypokotyl-Streckung hemmt,
wihrend CRY?2 als photoperiodischer Sensor die Bliitezeit regu-
liert [12-16]. Die Aktivierung pflanzlicher CRYs wird durch
die lichtgetriebene Photoreduktion von FAD eingeleitet [17, 18],
wodurch Konformationsdnderungen induziert werden, welche
wiederum die Oligomerisierung [19-22] und die Bindung an
nachgeschaltete Signalpartner férdern [23]. Obwohl CRY1 und
CRY2 strukturell verwandt sind [24], deutet ihre funktionelle
Spezialisierung darauf hin, dass sie sich in Aktivierungsdynamik,
Signalinteraktionen und Regulationsmechanismen unterschei-
den. Strukturuntersuchungen haben gezeigt, dass sowohl CRY1
als auch CRY2 eine Blaulicht-induzierte Oligomerisierung durch-
laufen [13, 15-17], wobei fiir CRY2 tetramere Komplexe mit der
Signalaktivitdt in Verbindung gebracht wurden [25]. CRY1 bildet
ebenfalls lichtinduzierte Oligomere [26], doch die Dynamik und
Regulation dieses Prozesses sind noch unzureichend verstanden.
Wihrend die Oligomerisierung durch die PHR-Doméne vermit-
telt wird, ist die CCE an der Fliissig-Fliissig-Phasentrennung
(engl. liquid-liquid phase separation, LLPS) beteiligt [11]. Um
die spezifische Oligomerisierung dynamischer, gréfienvariabler
Kondensate zu unterscheiden, sind In-vitro-Studien der isolierten
PHR-Domaine entscheidend, da sie den intrinsischen Mecha-
nismus der CRY-Oligomerisierung ohne Einfluss von LLPS
beleuchten. Insbesondere sind der molekulare Mechanismus der
CRY1-Oligomerisierung sowie der Einfluss zelluldrer Cofaktoren
oder inhibitorischer Proteine auf diesen Prozess weitgehend
unerforscht.

Eine wichtige Klasse negativer Regulatoren von CRYs sind die
Blaulicht-Inhibitoren von Cryptochromen (engl. Blue-light Inhi-
bitors of Cryptochromes, BICs) [27]. BICs interagieren mit CRY2 in
der PHR-Domine und blockieren effizient die Tetramerbildung,
wodurch die Signaltibertragung gehemmt wird [21, 24]. CRY1
wurde ebenfalls als Ziel von BIC1 identifiziert [21, 25-27], doch
die mechanistischen Details dieser Hemmung sind bislang unge-
kldrt. Frithere Studien haben gezeigt, dass BIC1 sowohl unter
Dunkel- als auch unter Lichtbedingungen an CRY1 binden kann
[28]. Dies wirft die Frage auf, ob BIC1 primir die Oligomer-
bildung verhindert oder bereits gebildete CRY1-Komplexe aktiv
disassemblieren kann.

Eine weitere potenzielle Regulationsebene stellen zellulidre Meta-
bolite dar [29-31]. Es ist bekannt, dass ATP an die PHR-Domine
pflanzlicher CRYs bindet [17, 18]. Zahlreiche Studien haben
gezeigt, dass ATP die Photoreduktion von FAD beschleunigt und
die reduzierten Zustinde stabilisiert [30, 32-34]. Ob ATP jedoch
direkt die Oligomerisierungsdynamik von CRY1 beeinflusst, ist
bislang ungeklért.

Aufbauend auf unserer vorherigen Arbeit, in der wir
zeitaufgeloste lichtinduzierte Konformationsdnderungen des
monomeren, tierdhnlichen CRY aus Chlamydomonas reinhardtii
(CraCRY) demonstrierten [35], gehen wir nun einen Schritt
weiter und untersuchen den Oligomerisierungsmechanismus,
der auf die Photoaktivierung von CRYl aus A.

thaliana  folgt. Wir kombinieren verschiedene native
Massenspektrometrie-Methoden, Absorptionsspektroskopie
und Transmissions-Elektronenmikroskopie (TEM), um die
lichtinduzierte Assemblierung und Regulation der PHR-
Domine von Arabidopsis CRY1 in vitro aufzukldren. Unsere
Ergebnisse zeigen, dass die CRY1-Oligomerisierung iiber einen
sequenziellen Monomer — Dimer — Tetramer Weg verlduft,
der durch ein reversibles zweistufiges kinetisches Modell
quantitativ beschrieben werden kann. ATP beschleunigt diesen
Prozess, indem es die Oligomerisierungsraten erhdht und die
oligomeren Zustdnde stabilisiert. Dariiber hinaus zeigen wir,
dass BIC1 sowohl im Dunkeln als auch unter Blaulicht an CRY1
bindet, wobei sich die Affinititen signifikant unterscheiden.
BIC1 verhindert nicht nur die Tetramerbildung, sondern baut
auch bereits gebildete CRY1-Oligomere ab. Diese Fihigkeit
erstreckt sich auch auf die konstitutiv als Tetramer vorliegende
Mutante CRY1 L407F [36, 37]. Schliefilich zeigen wir, dass die
inhibitorische Wirkung von BIC1 nicht auf der Hemmung der
Photoreduktion des FAD-Chromophors beruht. Dies deutet
darauf hin, dass BIC1 CRY1 iiber direkte Konkurrenz mit
CRY1-CRYl-Interaktionen reguliert, anstatt die Photochemie des
Chromophors zu beeinflussen.

Zusammen etablieren unsere Ergebnisse ein quantitatives kine-
tisches Modell fiir die Oligomerisierung von pflanzlichem CRY1
und zeigen zwei regulatorische Hebel auf: ATP als gebundener
Cofaktor und die aktive Dissoziation durch BIC1. Diese Ergeb-
nisse decken grundlegende Prinzipien der CRY1-Regulation auf,
die CRY1 von CRY?2 unterscheiden. Sie verdeutlichen wie Pflan-
zenzellen Cofaktor-Bindung und inhibitorische Proteine kombi-
nieren, um die CRY-Signaliibertragung prézise abzustimmen.

2 | Ergebnisse und Diskussion

2.1 | Oligomerisierungsmechanismus von
Arabidopsis CRY1

Um mechanistische Einblicke in die Oligomerisierung von Ara-
bidopsis CRY1 zu gewinnen, untersuchten wir die oligomeren
Zustinde der rekombinanten CRY1-PHR-Doméane (CRY1-PHR),
im Folgenden als CRY1 bezeichnet, in vitro mittels Nano-
Elektrospray-Ionisations-Massenspektrometrie (nESI-MS). Fiir
diese Experimente wurde das nESI-Setup mit einer Blaulicht-
LED ausgestattet, die wihrend der Messung direkt auf die
Probe gerichtet wurde (Abbildung Sla). In Ubereinstimmung mit
fritheren Studien [26] liegt CRY1 im Dunkeln iiberwiegend als
Monomer vor (m/z = 3500-4800, Abbildung 1a), wobei nur ein
kleiner Anteil als Dimer (m/z = 5000-5700) vorhanden ist. Die
Bestrahlung mit Blaulicht fordert die Oligomerisierung und fiihrt
zur Bildung von Tetrameren (m/z = 6000-8500) (Abbildung 1b).

Um den zugrunde liegenden Mechanismus dieser lichtindu-
zierten Oligomerisierung aufzukldren, untersuchten wir als
Nichstes, ob die Tetramerbildung ausschliellich tiber Dimer-
Intermediate erfolgt oder ob trimere Zwischenstufen beteiligt
sind. Zu diesem Zweck fiihrten wir bei Raumtemperatur zeitauf-
geloste Massenspektrometrie durch, mit der wir transiente
oligomere Zustdnde unter Blaulichtbedingungen nachweisen
und quantifizieren konnten (Abbildung S2). Die zeitaufgeldsten
Daten zeigen einen klar definierten kinetischen Verlauf der
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ABBILDUNG 1 |

Oligomerisierungskinetik von CRY1 unter Blaulicht und der Einfluss von ATP. nESI-MS-Spektren von CRY1 im Dunkeln (graue

Linie) (a, ¢) und unter Blaulichtbestrahlung (blaue Linie) (b, d) in Abwesenheit (a, b) und in Anwesenheit von 100 pM ATP (c, d). Die Bestrahlung
mit blauem Licht fithrt zur Oligomerisierung von CRY1. Die Zugabe von ATP fordert diesen Prozess. Zeitaufgeloste Massenspektrometrie-Messungen
des CRY1-Monomers (e), Dimers (f) und Tetramers (g) in Abwesenheit und Anwesenheit (h—j) von ATP sowie die kinetische Anpassung in pink. Die
Zeitachse ist logarithmisch skaliert, um die frithen kinetischen Ubergiinge besser aufzulosen. (k) Konzentrationsprofil von CRY1-Monomer, -Dimer und
-Tetramer in Abwesenheit (k) und Anwesenheit (1) von 100 uM ATP wihrend der Bestrahlung mit blauem Licht. Die Konzentrationsprofile wurden aus
der Anpassung des zweistufigen reversiblen kinetischen Modells (n) erhalten. (m) Assoziations- (blau hervorgehoben) und Dissoziationsraten (grau
hervorgehoben), die aus der kinetischen Modellierung in Anwesenheit und Abwesenheit von 100 uM ATP erhalten wurden. Die Raten stellen den
Mittelwert aus drei unabhingigen Messungen dar (n = 3); die Fehlerabschidtzungen wurden aus der Anpassung des kinetischen Modells abgeleitet.

CRY1-Oligomerisierung (Abbildungen le-g, S3a—c). Im dunkela-
daptierten Zustand liegt das CRY iiberwiegend als Monomer vor
(Abbildungen 1a,e, S3a). Die Bestrahlung mit Blaulicht fiihrt zu
einer raschen Abnahme des Monomeranteils (Abbildungen 1e,
S3a), begleitet vom Auftreten von Dimeren (Abbildungen 1f, S3b).
Nach einer kurzen Verzogerung bilden sich Tetramere, was den
Verlauf eines schrittweisen Assemblierungswegs widerspiegelt
(Abbildungen 1g, S3c). Der Dimer-Anteil erreicht nach etwa
3 Sekunden sein Maximum (Abbildungen 1f, S3b), wihrend
die Akkumulation der Tetramere langsamer voranschreitet und
nach 120 Sekunden ein stationires Plateau erreicht (Abbildun-

gen 1g, S3c). Bemerkenswerterweise verschwindet die monomere
Spezies nicht vollstindig (Abbildungen 1b,e, S3a), was darauf
hinweist, dass der Oligomerisierung gleichzeitig ein thermi-
scher Dissoziationsprozess entgegenwirkt. Diese Beobachtung
verdeutlicht, dass selbst unter anhaltender Lichtaktivierung Oli-
gomerbildung und -abbau in kinetischer Konkurrenz zueinander
stehen.

Um den Oligomerisierungsmechanismus quantitativ zu beschrei-
ben, stellten wir ein reversibles kinetisches Modell auf, bestehend
aus zwei Schritten (Abbildung 1n). Dieses Modell basiert auf
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einer sequenziellen Assemblierung vom Monomer iiber das
Dimer zum Tetramer (M—D—T), ohne direkte Umwandlung
vom Monomer zum Tetramer und ohne Trimere als Zwi-
schenstufen. Die Anpassung unserer Daten an dieses Modell
(Abbildungen le-g, S3a-c) ergibt die in Abbildung 1m auf-
gefiihrten Assoziations- und Dissoziationsgeschwindigkeitskon-
stanten. Das Modell beschreibt die zeitlichen Verldufe aller
drei oligomeren Zustinde genau (Abbildung 1k). Die relativ
niedrige Rate fiir die Monomer-Dimer-Umwandlung (ky_p, =
(3,7 £ 0,3) x 1073 uM~! s71) deutet auf eine langsame Dimeri-
sierung hin, wihrend die hohere Rate fiir die Dimer-Tetramer-
Umwandlung, kp_r = (75 £ 4) x 1073 uM~! s71, zeigt, dass
die Tetramerisierung effizient ablduft, sobald Dimere gebildet
sind. Auch die Dissoziationsraten unterscheiden sich deutlich:
Dimere dissoziieren schnell (kp_,; = (560 + 70) x 1073 s71),
wiihrend Tetramere stabiler sind (k;_, = (6,3 +0,6) x 1073 s71).
Zusammen erkldren diese Geschwindigkeitskonstanten sowohl
die Anreicherung von Tetrameren als auch das Fortbestehen
von Monomeren in einem dynamischen, lichtinduzierten statio-
niren Zustand. Unsere Ergebnisse zeigen, dass die experimentell
beobachtete Oligomerisierungsdynamik von CRY1 effektiv durch
ein zweistufiges Modell reversibler Reaktionen beschrieben
werden kann, wobei die Dimerbildung als geschwindigkeitsbe-
stimmender Schritt bei der CRY1-Aktivierung identifiziert wird.
Im Vergleich dazu erfolgt die FAD-Photoreduktion innerhalb
von Mikrosekunden [38] und damit wesentlich schneller als
die Oligomerisierung. Dies zeigt, dass die lichtinduzierte Akti-
vierung des Flavin-Cofaktors keine nennenswerte kinetische
Verzogerung verursacht. Die relative Stabilitdt der Oligomere
unterscheidet sich erheblich: Wahrend Dimere sehr kurzlebig
sind, weisen Tetramere eine deutlich hohere Stabilitdt auf.
Diese lichtabhéngigen Gleichgewichtszustdnde deuten darauf
hin, dass die CRY1-Signaliibertragung ein hochdynamischer
Prozess ist und nicht einem einfachen Ein-Aus-Prinzip folgt.
Um unsere In-vitro-Oligomerisierungskinetik direkt mit den In-
vivo-Beobachtungen von Liu et al. [22], zu vergleichen, passten
wir die Daten der Tetramerbildung mit einem einfachen expo-
nentiellen Modell an und bestimmten eine Halbwertszeit von
etwa t;, = 18 s (Abbildung S4). In vivo ist die entsprechende
Halbwertszeit bei einer Fluenzrate von 30 umol m~2 s7! etwa
fiinfmal ldnger, was zusitzliche zelluldre Faktoren wie regula-
torische Wechselwirkungen (z. B. BIC1-Hemmung), Metabolite,
eine andere reduzierende Umgebung, Temperaturunterschiede
und abweichende Proteinkonzentrationen widerspiegelt. Trotz
dieser Unterschiede liegen die Zeitskalen in derselben Grofien-
ordnung, was die physiologische Relevanz des durch zeitaufge-
16ste Massenspektrometrie erfassten Oligomerisierungsprozesses
unterstreicht. Unser In-vitro-Ansatz ermdglicht es, die Einfliisse
einzelner Faktoren zu entkoppeln, die im zelluldren Kontext nur
schwer zu unterscheiden sind, und bietet somit eine sinnvolle
Erginzung zu In-vivo-Messungen. Obwohl die kinetischen Para-
meter fiir CRY1-PHR bestimmt wurden, ist das zugrunde liegende
sequenzielle Monomer-Dimer-Tetramer-Assemblierungsschema
wahrscheinlich bei allen pflanzlichen CRYs konserviert. In Uber-
einstimmung mit Ahnlichkeiten in der Photorezeptorregulation,
diirfte die Unterscheidung zwischen schneller lichtinduzier-
ter Oligomerisierung und langsamerer thermischer Disassem-
blierung auch fiir CRY2 gelten. Uber die biologische Rele-
vanz hinaus erdffnet eine derart detaillierte kinetische Ana-
lyse zudem neue Mboglichkeiten zur Entwicklung von CRYI-
basierten optogenetischen Werkzeugen mit fein justierbarer zeit-

licher Prézision, die bestehende CRY2-basierte Systeme ergénzen
[39-43].

2.2 | ATP fordert die Bildung von
CRY1-Oligomeren

Angesichts fritherer Berichte, wonach ATP die Kinetik der FAD-
Photoreduktion von CRYs beeinflusst [30, 32-34], untersuchten
wir, ob ATP auch die lichtinduzierte Oligomerisierung von CRY1
moduliert. Unter identischen Bedingungen in Anwesenheit und
Abwesenheit von ATP zeigt sich eine deutliche ATP-abhéngige
Zunahme der Tetramerbildung (Abbildung 1c,d). In Gegenwart
von 100 uM ATP, was im Bereich der geschétzten physiologischen
ATP-Konzentrationen in Pflanzenzellen liegt [44], bildet CRY1
effizienter Tetramere und erreicht unter Blaulichtbestrahlung
deutlich hohere Tetramerkonzentrationen (Abbildung 1d). Die
kinetische Modellierung zeigt, dass ATP sowohl die Assoziations-
als auch die Dissoziationsschritte der CRY1-Oligomerisierung
beeinflusst. Wiahrend ATP die Assoziation von Monomeren zu
Dimeren um etwa das Zweifache beschleunigt, verlangsamt es die
umgekehrte Dimer-Dissoziation um fast eine Gréfienordnung,
was zu einer ausgeprigten Stabilisierung des dimeren Zwischen-
produkts fithrt (Abbildung 1m). Dariiber hinaus erhoht ATP die
Dimer-Tetramer-Assoziation um den Faktor vier, wihrend es die
thermische Dissoziation der Tetramere um etwa das Zweifache
verlangsamt (Abbildungen 1h-j,m, SI-Abbildung S3d-f). In der
Summe verschieben diese Effekte das stationire Gleichgewicht
deutlich in Richtung der Tetramere, die unter kontinuierlicher
Beleuchtung zur dominanten Spezies werden (Abbildung 11).
Um die Konzentrationsabhingigkeit weiter zu untersuchen,
analysierten wir auch Proben mit 200 uM ATP. Unter diesen
Bedingungen zeigt sich bereits im Dunkeln eine erhhte Dimer-
population im Vergleich zu Proben ohne ATP oder mit 100 uM
ATP (Abbildung S5a-c). Dies deutet darauf hin, dass hohere
ATP-Konzentrationen die Dimerbildung auch ohne Blaulicht
fordern oder stabilisieren kdnnen. Insgesamt zeigen diese Ergeb-
nisse, dass ATP insbesondere die Dimerbildung verstdrkt und
stabilisiert. Diese haben wir als den geschwindigkeitsbestimmen-
den Schritt der Tetramerbildung unter Blaulichtbedingungen
identifiziert. Dadurch nimmt ATP eine zentrale regulatorische
Rolle bei der Steuerung der Oligomerisierungsdynamik von CRY1
ein. In Ubereinstimmung zu fritheren Studien, zeigen UV/Vis-
Absorptionsspektren zudem einen verstirkenden Effekt von ATP
auf die Kinetik der FAD-Photoreduktion [30, 32-34]. In unseren
Messungen beschleunigt ATP die Photoreduktion von FAD,, zu
FADH° um etwa 12%, wihrend der thermische Zerfall von FADH®
zuriick zu FAD,, um nahezu 60% verlangsamt wird (Abbildung
S5d-h). Obwohl die Beschleunigung der Photoreduktion gering
ist und physiologisch vermutlich keine grofie Bedeutung hat, stiit-
zen unsere Daten insgesamt die Annahme, dass ATP als Cofaktor
wirkt, der oligomere Zustinde stabilisiert und die fiir deren
Bildung erforderlichen Konformationsinderungen begiinstigt.

2.3 | BIC1 bindet CRY1 sowohl im dunkeln als
auch unter blauem Licht

Obwohl bekannt ist, dass BIC1 an CRY1 bindet, ist bislang
unklar, ob diese Wechselwirkung die Oligomerisierung hemmt
oder sogar bereits bestehende Komplexe auflést. Um den
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ABBILDUNG 2 | BICI inhibiert die Oligomerisierung von CRY1 sowohl bei Dunkelheit als auch unter Blaulicht, wobei BIC1 unter Blaulicht eine
héhere Affinitidt zu CRY1 aufweist. Das LILBID-MS-Spektrum von CRY1 zeigt ein Monomer (theoretische molare Masse: 59,2 kDa, experimentelle molare
Masse: 59,9 kDa) (a) im Dunkeln, welches bei Bestrahlung mit blauem Licht Tetramere bildet (b). CRY1-Trimere entstehen durch Laserdissoziation. (c)
Die Inkubation von CRY1-Monomer und BIC1 (theoretische molare Masse: 18,9 kDa, experimentelle molare Masse: 17,5 kDa) im dquimolaren Verhiltnis
im Dunkeln fiihrt zu einer Mischung aus CRY1-BIC1-Heterodimer und CRY1-Monomer. (d) Bei Bestrahlung mit blauem Licht verschiebt sich das
Gleichgewicht zugunsten des CRY1-BIC1-Heterodimers im Verhiltnis zum CRY1-Monomer (grau hervorgehoben). (e) Unter Blaulichtbedingungen
fiihrt die Zugabe von BIC1 zum CRY1-Tetramer zur Bindung an jedes Protomer, wodurch das Tetramer in CRY1-BIC1-Heterodimere dissoziiert. (f)
qLILBID-MS-Analysen zeigen, dass das CRY1-BIC1-Heterodimer unter Blaulicht eine zehnmal hohere Affinitdt aufweist als im Dunkelzustand (g). Die
angegebenen Kp-Werte stellen den Mittelwert aus drei unabhéngigen Messungen dar (n = 3).

Mechanismus der CRY1-Hemmung durch BIC1 direkt zu unter- nimmt der Anteil des CRY1-BICI1-Heterodimers unter Blaulicht
suchen, setzten wir Laser-Induced Liquid Bead Ion Desorption- deutlich zu (Abbildung 2d). Bemerkenswerterweise ist in den
Massenspektrometrie (LILBID-MS) ein [45]. Zur Echtzeitbeob- belichteten Proben kein Signal fiir CRY1-Tetramere mehr nach-
achtung lichtabhéngiger Effekte wurde das LILBID-MS-Setup weisbar, was darauf hindeutet, dass die Bindung von BIC1 die
mit einer Blaulicht-LED ausgestattet, durch die es moglich ist, Oligomerbildung effektiv unterdriickt. Zur quantitativen Bestim-
die Probe wihrend der gesamten Messung zu beleuchten (Abbil- mung der Interaktionsstirke des CRY1-BICl-Heterodimers bei
dung S1b). In Ubereinstimmung mit den nESI-MS-Daten zeigte  unterschiedlichen Lichtbedingungen, setzten wir quantitative
die LILBID-MS-Analyse, dass CRY1 im Dunkeln iiberwiegend LILBID-MS (qLILBID-MS) ein. qLILBID-MS ist eine Label-
als Monomer (~60 kDa) vorliegt, widhrend nur eine geringe  freie Methode, die die Bestimmung von Dissoziationskonstanten
Dimerpopulation (~120 kDa) nachweisbar ist (Abbildung 2a). unter den erforderlichen Pufferbedingungen erlaubt [46-48].
Unter Blaulicht verschiebt sich die Oligomerverteilung rasch in ~ Im Dunkeln bindet BIC1 mit moderater Affinitdt an CRY1
Richtung von Tetrameren (~240 kDa) (Abbildung 2b). Dariiber (Kp ~ 1,2 uM) (Abbildung 2g), wihrend die Wechselwirkung
hinaus wurde ein kleiner Anteil von CRY1-Trimeren detektiert, unter Blaulicht deutlich verstirkt ist (K, ~ 0,13 uM) (Abbil-
der auf eine teilweise Dissoziation der Tetramere durch den Ener-  dung 2f). Diese etwa zehnfache Affinitétssteigerung deutet darauf
gieeintrag wihrend der LILBID-MS-Analyse zuriickzufiihren ist ~ hin, dass lichtinduzierte Konformationsdnderungen in CRY1
(Abbildung S6a). Nach Zugabe von BIC1 (~20 kDa) ldsst sich ~ dessen Erkennung durch BICI begiinstigen. Insgesamt zeigen

sowohl im Dunkeln als auch unter Blaulicht eine Ladungsver- diese Ergebnisse, dass BIC1 sowohl an den inaktiven als auch
teilung beobachten, die der Masse des CRY1-BIC1-Heterodimers an den lichtaktivierten Zustand von CRY1 bindet, jedoch mit
(~80 kDa) entspricht. Dies deutet auf eine direkte Bindung zwi- klarer Priferenz fiir die aktive Form. Dies spricht fiir einen

schen den beiden Proteinen hin (Abbildung 2c,d). Wiahrend die Mechanismus, bei dem BIC1 selektiv photoaktiviertes CRY1
Bindung im Dunkeln schwicher ausgeprégt ist (Abbildung 2c), = hemmt.

Angewandte Chemie, 2026 50f10



2.4 | BIC116st CRY1-Oligomere auf

CRY1 bildet bei Bestrahlung mit blauem Licht Tetramere (Abbil-
dung 2b), und BIC1 bindet unter diesen Bedingungen mit hoher
Affinitdt (Abbildung 2d). Dabei stellt sich die Frage, ob BIC1
lediglich die Tetramerbildung blockiert oder sogar bereits vor-
handene CRY1-Oligomere aktiv auflosen kann, wie dies fiir CRY2
und BICs gezeigt wurde [21, 24]. Um dies zu untersuchen, gaben
wir BIC1 zu lichtinduziertem CRY1-Tetramer unter konstan-
ten Blaulichtbedingungen hinzu. Die Massenspektren zeigen,
dass BICI schrittweise an einzelne CRY1-Protomere innerhalb
des Tetramers (~260-320 kDa) bindet (Abbildung 2e), diese
aus dem Komplex verdringt und ein dominantes BIC1-CRY1-
Heterodimer (~80 kDa) bildet. Diese Beobachtungen belegen,
dass BICI1 nicht nur die Tetramerbildung blockiert, sondern
bereits bestehende CRY1-Tetramere aktiv zerlegt, indem es suk-
zessive alle Untereinheiten besetzt. Die direkte Beobachtung
der BICl-induzierten CRY-Dissoziation mittels nativer Massen-
spektrometrie liefert mechanistische Einblicke auf molekularer
Ebene und unterstiitzt einen allgemeinen Mechanismus der
BIC-vermittelten Hemmung pflanzlicher CRYs. Damit erwei-
tern unsere Ergebnisse frithere, mit orthogonalen Methoden
gewonnenen Befunde zu CRY2.

Die Negativkontrast-TEM bestitigt die massenspektrometrischen
Daten. In belichteten Proben bildet CRY1 ringformige Strukturen,
die in dunkeladaptierten Proben fehlen (Abbildung 3a-c,e,f) und
mit der Bildung tetramerer Anordnungen {iibereinstimmt. Die
Zugabe von BIC1 reduziert die Hiufigkeit dieser oligomeren
Partikel deutlich. Selbst nach 30-miniitiger Beleuchtung zeigen
die mit BIC1 inkubierten Proben nur noch wenige ringformige
Strukturen (Abbildung 3d,h). Dariiber hinaus zerfallen die CRY1-
Oligomere nach der Uberfithrung ins Dunkle in Gegenwart von
BIC1 deutlich schneller. Bereits zum friihesten Zeitpunkt kann
eine nahezu vollstindige Monomerisierung beobachtet werde
(Abbildung 3g).

2.5 | BIC1 bewirkt eine lichtunabhingige
Disassemblierung von CRY1-Tetrameren

Um zu priifen, ob die BICl-vermittelte Hemmung von CRY1-
Tetrameren eine Lichtaktivierung erfordert, analysierten wir die
Mutante CRY1"F, die als hyperaktiv gilt und zu einem kon-
stitutiven photomorphogenetischen Phinotyp fiihrt [36, 37]. Die
analytische Grofienausschlusschromatographie (SEC) zeigt, dass
CRY1"F im Vergleich zum Wildtyp bereits im Dunkeln eine
Retentionszeit aufweist, die einem Tetramer entspricht (Abbil-
dung 4d). LILBID-MS bestitigt ebenfalls das Vorhandensein
von Tetrameren im Dunkeln (Abbildung 4a), wihrend UV/Vis-
Absorptionsspektroskopie zeigt, dass der Austausch von Leucin
gegen Phenylalanin an Position 407 die Photoreduktion des
FAD-Chromophors nicht beeintréchtigt (Abbildung 4h).

Nach Zugabe von BIC1 werden die CRY1?7F-Tetramere effizient
in BIC1-CRY1"'F-Heterodimere zerlegt (Abbildungen 4b,
S6b). Im Gegensatz zum Wildtyp-CRY1 (Abbildung 2c,d)
verstirkt Blaulichtbestrahlung die Bildung des CRY1“%7F-BIC1-
Heterodimers nicht weiter (Abbildung 4c) und hat auch keine
anderen signifikanten Auswirkungen auf die beobachteten
Komplexe. qLILBID-Messungen zeigen, dass BIC1 unabhingig

E - 400
£ 40 g h [0
3 2
> 300 - 300
g — - BIC1 _
E’ 200 — +BIC1 - 200%
= ¥ =
£ 100 4 — EcGroEL L 100 5,
o i s
0 1 L 1 ¥ 1 L T - 0
0 10 20 30 ¢ 9, & &
Zeit / min € (")4. g <
(5% &?o G/o
% 7
%,
%,
L4

ABBILDUNG 3 |
Monomerisierungsdynamik von CRY1l. TEM-Aufnahmen von CRY1-
PHR zeigen im Dunkeln einen {iberwiegend diffusen Proteinhintergrund
(a), wihrend die Bestrahlung mit Blaulicht die quantitative Bildung

Durch Blaulicht induzierte Ringbildung und

von ringformigen Strukturen induziert (b). (c) CRYI-PHR nach
Blaulichtbestrahlung, gefolgt von einer 30-miniitigen Inkubation im
Dunkeln. (d) CRYI-PHR unter Blaulichtbestrahlung in Gegenwart
von BICl. (e) Reprisentative 2D-Klassen der durch Blaulicht
induzierten CRYI1-PHR-Ringstrukturen; wurden 6734
Partikel ausgewidhlt. (f) Draufsicht und Seitenansicht des ringférmigen

insgesamt

Tetramers, gemittelt aus 176 bzw. 150 Partikeln. Maf3stabsbalken: 10 nm.
Die Blaulichtbehandlung erfolgte bei 450-465 nm fiir 20 min mit
einer Fluenzrate von 115 pmol m~2 s~1. (g) Kinetik der CRY1-PHR-
Monomerisierung nach der Uberfiihrung der Probe von Blaulicht in
Dunkle in Abwesenheit oder Anwesenheit von BICI oder E. coli GroEL
als Negativkontrolle (n = 3 = SD). (h) Quantifizierung des Einflusses
von BIC1 auf den Riickgang der Anzahl an CRY1-PHR-Partikeln (n =
3+ SD).

von der Beleuchtung mit hoher Affinitit (K, = 0,10 + 0,03 pM)
an CRY1%F bindet, vergleichbar mit der Affinitit von BIC1 fiir
das lichtaktivierte Wildtyp-CRY1 (K, = 0,13 + 0,09 uM). Dies
deutet darauf hin, dass die L407F-Mutation eine Konformations-
danderung in CRY1 hervorruft, die dessen lichtaktivierten Zustand
hinsichtlich der BICI-Erkennung nachahmt. Insgesamt legen
diese Ergebnisse nahe, dass BIC1 die Oligomerisierung von CRY1
stort, indem es an einzelne CRY1-Protomere mit einer hGheren
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ABBILDUNG 4 | BICI inhibiert konstitutiv aktive CRY1*407F-Tetramere ohne dabei die Photoreduktion des FAD-Cofaktors zu hemmen. (a) Das
LILBID-MS-Spektrum der konstitutiv aktiven CRY1*07F-Mutante zeigt im Dunkeln ein Tetramer (theoretische molare Masse: 236,8 kDa, experimentelle
molare Masse: 241,4 kDa). CRY1*7F.Trimere entstehen durch Laserdissoziation. (b) Die Zugabe von BIC1 zu CRY1*7F im #quimolaren Verhiltnis
im Dunkeln fiihrt zur Bindung an jedes Protomer, wodurch das CRY1M7F-Tetramer in ein CRY1-4?7F-BIC1-Heterodimer und monomeres CRY1-407F
dissoziiert. (c) Die Bestrahlung mit blauem Licht verschiebt das Gleichgewicht nicht in Richtung des CRY1“*°7F-BIC1-Heterodimers, wie dies fiir
Wildtyp-CRY1 gezeigt wurde. (d) SEC-Elutionsprofile von Wildtyp-CRY1, das im Dunkeln aufbewahrt oder mit blauem Licht bestrahlt wurde, sowie von
der hyperaktiven CRY14°7F-Mutante im Dunkeln. Das verbreiterte Elutionsprofil von CRY1 im dunklen Zustand deutet auf einen gewissen Anteil an
oligomeren Zustinden bereits unter diesen Versuchsbedingungen hin. (e) qLILBID-MS-Messungen des CRY1*07F-BIC1-Heterodimers unter dunklen
Bedingungen ergab, dass BIC1 mit hoher Affinitit an CRY1™%7F bindet (n = 3). (f) Die Absorptionsspektren von Wildtyp-CRY1 vor und nach
der Bestrahlung mit blauem Licht weisen auf eine FAD-Photoreduktion hin, mit einer Abnahme des FAD,-Peaks bei 450 nm und dem Auftreten
einer breiten Bande bei 550-600 nm, das charakteristisch fiir das FADH®-Semichinon ist. (g) Die Zugabe von BICI zu Wildtyp-CRY1 hemmt die
Photoreduktion des FAD-Chromophors von CRY nicht. (h) Die Absorptionsspektren der CRY1*07F-Mutante zeigen, dass die Mutation keinen Einfluss
auf die Photoreduktion des Chromophors hat. (i) Die Zugabe von BICI zu CRY14’7F hemmt die Photoreduktion des FAD-Chromophors nicht.

Affinitdt bindet als die CRY1-Protomere zueinander. Hierdurch FAD-Chromophors in Anwesenheit und Abwesenheit von
konnen die CRY1-CRY1-Wechselwirkungen unabhingig vom  BICl. Die UV/Vis-Absorptionsspektren von gereinigtem CRY1
Photoreduktionszustand des Chromophors effektiv iberwunden =~ vor und nach Blaulichtbestrahlung zeigen die erwarteten
werden. spektralen Verdnderungen, die mit der FAD-Photoreduktion

einhergehen (Abbildungen 4f, S5d,e). Im dunkeladaptierten

Zustand zeigt CRY1 charakteristische Absorptionsmaxima
2.6 | BIC1 hat keinen Einfluss auf die fiir oxidiertes Flavin (FAD,,) bei 450 nm und eine Schulter
Photoreduktionskinetik des FAD-Cofaktors nahe 480 nm. Bei Bestrahlung mit blauem Licht nimmt die

Intensitdt dieser Peaks ab, begleitet vom Auftreten einer
Die verbleibende offene Frage ist, ob BIC1 die CRYI- breiten Bande zwischen 550 und 600 nm, was der Bildung des
Oligomerisierung unterdriickt, indem es dessen neutralen Semichinonradikals (FADH®) entspricht [17, 18, 49].
Photoaktivierung st6rt, wie dies zuvor fiir die Hemmung  Diese spektralen Verdnderungen spiegeln den lichtgetriebenen
von CRY2 durch BIC2 gezeigt wurde [24]. Um dies zu Redoxiibergang des CRY1-Chromophors wider. Identische
priifen, bestimmten wir den Photoreduktionszustand des spektrale Merkmale werden beobachtet, wenn CRY1 oder
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Oligomerisierungsmechanismus des pflanzlichen CRY1
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ABBILDUNG 5 | Schematische Darstellung der Oligomerisierungsdynamik von pflanzlichem CRY, der ATP-Modulation und der BIC1-vermittelten
Inhibierung. Bei Bestrahlung mit blauem Licht geht CRY1 iiber ein kurzlebiges dimeres Intermediat von einem monomeren in einen tetrameren
Zustand {iiber. Diese Oligomerisierung folgt einem zweistufigen, reversiblen Mechanismus. ATP erhoht die Assoziationsraten fiir die Dimer- und
Tetramerbildung, wahrend es gleichzeitig die Dissoziationsraten dieser Oligomere verlangsamt. BIC1 bindet CRY1 sowohl unter Dunkel- als auch unter
Lichtbedingungen, wobei die Affinitit zur lichtaktivierten Konformation deutlich hoher ist. BIC1 verhindert die CRY1-Oligomerbildung und baut bereits
gebildete Tetramere aktiv ab, indem es an einzelne CRY1-Protomere bindet. Die Messung erfolgte unter kontinuierlicher Blaulichtbestrahlung, um eine

thermische Dissoziation auszuschlieflen. Die Abbildung wurde mit Biorender.com erstellt.

CRY1"F unter denselben Bedingungen mit BICI inkubiert
wird (Abbildungen 4g,i, SI S7a-c), was darauf schlieflen
lasst, dass BIC1 den lichtinduzierten Redoxiibergang von
FAD,, zu FADH° nicht beeintrichtigt und den initialen
Photoaktivierungsschritt von CRY1 nicht stort. Stattdessen wirkt
es abseits der Photoreduktion und zielt auf die lichtinduzierten
oligomeren Zustédnde von CRY1 ab. Diese Ergebnisse legen nahe,
dass sich die Inhibierungsmechanismen von CRY1 und CRY2
unterscheiden. Dies stiitzt die Annahme, dass CRYs zwar einen
konservierten photochemischen Aktivierungsschritt teilen, ihre
nachgeschaltete Regulation jedoch variieren kann, wodurch eine
funktionelle Spezifitit ermdglicht wird.

3 | Schlussfolgerung

Die Lichtwahrnehmung bei Pflanzen ist ein dynamischer Pro-
zess, der von zahlreichen molekularen Faktoren beeinflusst wird.
Unsere kinetische Analyse des pflanzlichen CRY1 zeigt, dass die
Oligomerisierung in diskreten Assemblierungsschritten erfolgt
und sowohl durch Cofaktoren als auch durch inhibitorische
Wechselwirkungen moduliert wird. Dies deutet darauf hin,
dass die CRY1-Aktivitit flexibel an sich dndernde Bedingungen
angepasst werden kann, wodurch eine fein abgestimmte Regu-
lation der lichtinduzierten Signaliibertragung ermdoglicht wird.
Zeitaufgeloste native Massenspektrometrie liefert einen klaren
kinetischen Ablauf der CRY-Oligomerisierung in Pflanzen, hier
am Beispiel von Arabidopsis CRY1 (Abbildung 5). Der schritt-

weise Aufbau von Monomer zu Dimer zu Tetramer stimmt mit
einem zweistufigen reversiblen kinetischen Modell iiberein. Uber
die intrinsische Kinetik hinaus verdeutlichen unsere Ergebnisse,
wie ATP die CRY1-Aktivitit beeinflusst. Es stabilisiert oligomere
Zwischenprodukte und fordert die Assemblierung hoherer Oli-
gomere, wodurch das Gleichgewicht in Richtung der Tetramere
verschoben wird. Dies ist besonders spannend, da ATP nicht
nur ein universeller Energietrédger ist, sondern auch an die PHR-
Domaéne pflanzlicher CRYs bindet [21, 28] und die Kinetik der
FAD-Photoreduktion beeinflusst [30, 32-34].

Unsere Daten beleuchten die inhibitorische Rolle von BIC1
genauer und offenbaren einen eleganten Regulationsmecha-
nismus (Abbildung 5). BICI bindet sowohl unter Dunkel- als
auch unter Lichtbedingungen an CRY1, wobei die Affinitdt zur
lichtaktivierten Form deutlich erhoht ist. Dieser lichtabhéngige
Anstieg der Bindungsstirke bietet einen Mechanismus fiir die
selektive Hemmung von lichtaktiviertem CRY1. Dariiber hin-
aus liefern wir eindeutige Belege dafiir, dass BIC1 ein aktiver
Inhibitor von CRY1-Oligomeren ist und nicht lediglich als pas-
siver Konkurrent wirkt. Die starke Interaktion von BIC1 mit
der konstitutiv aktiven CRY1***”F-Mutante, die den tetrameren,
lichtaktivierten Zustand nachahmt, deutet darauf hin, dass BIC1
eine spezifische Konformationsform erkennt, die unabhingig
vom FAD-Redoxzustand ist. Bemerkenswerterweise beeintrich-
tigt BIC1 die FAD-Photoreduktion nicht, was im Gegensatz
zu jlingsten Studien iiber die CRY2-BIC2-Wechselwirkung steht
[24]. Zusammenfassend etabliert unsere Arbeit ein quantitatives
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kinetisches Modell fiir die CRY1-Oligomerisierung. Indem wir
zeigen, dass ATP die Oligomerbildung beschleunigt, wihrend
BIC1 aktiv Tetramere abbaut, gewinnen wir ein differenzier-
teres Verstindnis der Regulation von CRY1 {iiber die einfache
Lichtwahrnehmung hinaus. Diese Erkenntnisse liefern nicht
nur Einblicke in die funktionelle Spezialisierung von CRY1,
sondern verdeutlichen auch ein allgemeines Prinzip pflanzlicher
Signaliibertragung, bei dem die Aktivitit eines Photorezeptors
durch das komplexe Zusammenspiel von Licht, Cofaktoren und
spezifischen Regulatoren fein abgestimmt wird.
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