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Wie erkennt der innere Monatskalender
von Tieren die richtige Mondphase?
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Many marine animals time their reproduction according to moon phas-
es. The marine bristle worm Platynereis dumerilii has a light-sensitive
cryptochrome, L-Cry, that enables the bristle worm to synchronize its
reproduction to the full moon phase. We found that L-Cry can discrimi-
nate between moonlight and sunlight and between moon phases. Addi-
tionally, structures of dark-adapted and light-activated L-Cry provided
insights into its light activation mechanism.
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B Bei vielen marinen Organismen spielt der
Mond eine tiberlebenswichtige Rolle, da sie
ihre Fortpflanzung zeitlich nach den Mond-
phasen ausrichten [1]. Damit wird auch in
Ozeanen eine hinreichend hohe lokale Kon-
zentration mannlicher und weiblicher Keim-
zellen fiir eine effiziente Befruchtung
gewahrleistet. Leider werden diese Prozesse
(z. B. bei Korallen) zunehmend durch nacht-
liche anthropogene Lichtverschmutzung
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beeintrachtigt [2]. Es ist daher wichtig, die
der Synchronisation mit dem Mondzyklus
zugrunde liegenden molekularen Prozesse
zu verstehen. Der marine Borstenwurm Pla-
tynereis dumerilli ist hierfiir ein geeigneter
Modellorganismus, da er sich im Labor ziich-
ten und genetisch verandern lasst. Er besitzt
eine zirkadiane Uhr, welche seinen taglichen
(24 h) Aktivitatszyklus steuert, sowie einen
inneren Monatskalender (auch zirkalunare(r)

Zirkalunarer
Oszillator

Sea (Naples)
n = 5991

% mature animals

© Prof. Kristin Tessmar-Raible

o Ly

Illj.nar ciay -
Sexuelle Reifung nach Vollmond

A Abb. 1: Zirkadiane und zirkalunare Uhren/Oszillatoren in Platynereis dumerilii regulieren den
téglichen Aktivitatszyklus, die monatliche sexuelle Reifung nach dem Vollmond (FM) und den
Paarungsbeginn vor Mondaufgang [3-5]. Die zirkadiane Uhr enthélt die Uhrenproteine Period
(Per), Timeless (Tim), Cryptochrom (tr-Cry) sowie Clock/Bmal.

Oszillator/Uhr genannt), iiber den er seine
Fortpflanzung mit dem Vollmond synchroni-
siert, sodass die meisten Borstenwiirmer in
den Néchten nach Vollmond geschlechtsreif
werden [3, 4]. Zudem setzt die Paarung der
Borstenwiirmer in diesen Nachten wahrend
der dunklen Stunden vor Mondaufgang ein
(Abb. 1, [5]).

Wie erkennt der marine Borsten-
wurm, wann Vollmond ist?

Wir haben gezeigt, dass ein lichtsensitives
Cryptochrom-Protein, L-Cry, den Borsten-
wiirmern ermoglicht, zwischen Sonnenlicht
und Mondlicht sowie zwischen Vollmond
und anderen Mondphasen zu unterscheiden
[4, 5]. Um die Reaktionen von L-Cry auf
Mond- und Sonnenlicht molekular-mechanis-
tisch zu untersuchen, haben wir das L-Cry-
Protein rekombinant exprimiert, aufgereinigt
und mit speziellen ,naturalistischen“ Licht-
quellen bestrahlt, deren Intensitiat und spek-
trale Zusammensetzung mit dem Mond- und
Sonnenlicht im natiirlichen Lebensraum der
Borstenwiirmer tibereinstimmt [4]. Mittels
UV/VIS-Spektroskopie und GroBenaus-
schluss-Chromatografie (SEC) konnten wir
zeigen, dass L-Cry drei Zustande einnehmen
kann: einen Sonnenlicht-, einen Mondlicht-
und einen Dunkelzustand. Bei Dunkelheit
bildet das L-Cry-Protein Homodimere mit
einem komplett oxidierten Flavin-Adenin-
Dinukleotid(FAD  )-Kofaktor, der ein Absorp-
tionsmaximum bei 450 nm besitzt (Dunkel-
zustand; Abb. 2A-E). Beleuchtung mit natu-
ralistischem Sonnenlicht fiihrt innerhalb
von Minuten zur vollstindigen Photoreduk-
tion von FAD__ zu dem anionischen FAD®-
Radikal, wobei die Absorption bei 450 nm
abnimmt und bei 405 und 370 nm zunimmt
(Sonnenlichtzustand; Abb. 2A, C, E). AuBer-
dem wird das L-Cry-Dimer bei Licht in Mono-
mere gespalten (SEC, Abb. 2D). Hingegen
wird der Mondlichtzustand von L-Cry erst
nach mindestens sechs Stunden Mondlicht-
bestrahlung erreicht, wobei nur etwa die
Halfte der FAD-Molekiile zu FAD°™ reduziert
werden (Abb. 2B). Wir vermuten, dass die
beiden Flavin-Kofaktoren im L-Cry-Dimer

BIOspektrum | 07.24 | 30.Jahrgang &) Springer



767

unterschiedliche Quantenausbeuten & fiir
die FAD-Photoreduktion besitzen (Abb. 2F).
Dabei wiirde eines der Monomere (,A“) mit
einer hohen Quantenausbeute &, als
Schwachlichtsensor fiir das sehr schwache
Mondlicht fungieren, wahrend das zweite
Monomer (,B“) mit einer geringeren Quan-
tenausbeute ¢, nur durch das 10°- bis 106-
mal starkere Sonnenlicht aktiviert werden
kann. Da der Vollmond am ldngsten am
Nachthimmel zu sehen ist und die hochste
Mondlichtintensitat aufweist, kann der
Mondlichtzustand von L-Cry nur in Voll-
mondnédchten erreicht werden, in denen der
Mond mindestens 6 h scheint. Dadurch wird
eine Unterscheidung zwischen Vollmond
und den anderen Mondphasen ermoglicht.
Interessanterweise benotigen auch die Bors-
tenwiirmer ca. 6 h nachtliches Licht, um ihre
Fortpflanzung mit dem Vollmond zu synchro-
nisieren [6].

Die Arbeitsgruppe von Kristin Tessmar-
Raible konnte zeigen, dass L-Cry im Mond-
licht und bei Dunkelheit tiberwiegend im
Zellkern lokalisiert ist, wahrend es nach Son-
nenlichteinstrahlung in das Zytosol verscho-
ben und nach einiger Zeit abgebaut wird
(Abb. 2G, [4]). Somit ist zu erwarten, dass
Mondlicht-aktivierte Signalwege tiberwie-
gend im Zellkern stattfinden, wahrend
Sonnenlicht-aktivierte Signalwege im Zyto-
sol ablaufen. AuBerdem postulieren wir, dass
die Spaltung des Dimers durch Sonnenlicht
eine Voraussetzung fiir den Kernexport dar-
stellt.

Die Struktur von L-Cry erlaubt
Einblicke in die lichtabhéngige
Spaltung des Dimers

Um die strukturellen Grundlagen der lichtab-
héngigen Spaltung des L-Cry-Dimers aufzu-
klaren, haben wir gereinigtes L-Cry-Protein
mithilfe der Kryo-Elektronenmikroskopie
(Kryo-EM) im dunklen und im beleuchteten
Zustand untersucht [7]. Hierbei wurde der
Dunkelzustand unter tiefrotem Licht herge-
stellt, wahrend der belichtete Zustand durch
Beleuchtung mit intensivem blauem Licht
wenige Sekunden vor der Gefrierfixierung
erzeugt wurde. Die beleuchtete Probe zeigte
ein monomeres L-Cry-Protein, welches
jedoch aufgrund seiner geringen Grofe nur
bei mittlerer Auflosung sichtbar gemacht
werden konnte. Dagegen konnten wir fiir das
im Dunkeln vorliegende L-Cry-Homodimer
aufgrund der besonders hohen Auflésung
auch Aminosédure-Seitenketten sichtbar
machen. Die Struktur des Dunkelzustands
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A Abb. 2: Regulation von L-Cry durch Mondlicht und Sonnenlicht. A-F beschreiben Lichtantwor-
ten des FAD Kofaktors (A-C,E,F) und des gereinigten L-Cry Proteins (D), G illustriert das Verhalten
des L-Cry Proteins in der Zelle. A, Photoreaktion von L-Cry. B, Bildung des halbreduzierten Mond-
lichtzustands und C, des vollsténdig reduzierten Sonnenlichtzustands [4]. D, SEC: L-Cry-Dimer im
Dunkeln zerféllt bei Licht in Monomere. E, Absorptionsspektren von FAD_, FAD°~ (Anopheles
gambiae CRY1), FADH®, FADH, (Escherichia coli-Photolyase) [11]. F, G Modelle fir Mond- und
Sonnenlichtaktivierung des FAD (adaptiert aus [4]) (F) und fiir Dunkel (grau)-, Mondlicht (griin),
und Sonnenlichtzustand (orange) von L-Cry in der Zelle (G).

zeigte, dass L-Cry eine Photolyase-Homolo-
gie-Region (PHR) mit der typischen, den
DNA-reparierenden Photolyasen dhnlichen
Faltung besitzt sowie eine C-terminale Exten-
sion (CTE), welche durch eine C-terminale
Helix (023) auf der PHR-Oberfldche veran-
kert ist (Abb. 3A). Zudem weist das L-Cry-
Homodimer eine unerwartete Anordnung der
L-Cry-Untereinheiten auf, bei der der Kon-
taktbereich vor allem durch die Helices a8
sowie Teile des Phosphat-Bindungs-Loops
(PBL) und des connectors ausgebildet wird.
Das verwandte DmCry-Protein aus der Tau-
fliege Drosophila melanogaster [8] zeigte im
Kristall eine andere, jedoch physiologisch
vermutlich nicht relevante, dimere Anord-
nung der Proteinuntereinheiten [9]. Fiir die
weniger verwandten Cryptochrome aus
Pflanzen (AtCry2) wurden Dimere aus Dime-
ren publiziert [10], welche ebenfalls zu L-Cry
unterschiedliche Kontaktbereiche zwischen
den Untereinheiten aufweisen (Abb. 3B).
Die Anordnung der beiden L-Cry-Unterein-
heiten ermoglicht ein molekulares Netzwerk
zwischen dem ,Lichtempfanger® FAD, der
C-terminalen Helix 023 sowie Helix a8 und
dem PBL, das erkldren konnte, warum L-Cry

bei intensiver Beleuchtung in seine Monome-
re aufspaltet (Abb. 3C). Die Absorption eines
Photons durch das FAD sorgt fiir die Bildung
eines Radikalpaars zwischen FAD, welches
vom neutralen, oxidierten Zustand zum nega-
tiven Semichinon reduziert wird, und einem
Oberflachen-exponiertem Tryptophan oder
Tyrosin (blaue Pfeile). Die negative Ladung
am Isoalloxazin-Ring von FAD verandert die
Konformation des nahegelegenen His-
tidins 386, was wiederum die Bindung der
C-terminalen Helix 023 destabilisiert (griine
Pfeile). Die Destabilisierung von Trypto-
phan 545 der Helix a.23 verandert die raum-
liche Lage von Glutamin 271 des PBL (orange
Pfeile). Dadurch konnte der Status der
a23-Helix Einfluss auf den Kontaktbereich
im Dimer nehmen, insbesondere tiber Tyro-
sin 266 (PBL), welches sehr wichtig flir die
Stabilisierung des Dimers ist (pinke Pfeile).
Unsere Mutagenese von zwei die a23-Helix
verankernden Aminosauren, Phe543 und
Trp545, zeigt, dass eine Destabilisierung der
CTE direkt Einfluss auf die Stabilitdt des
Dimers nehmen kann, da L-Cry mit F543A-
oder W545A-Mutationen auch im Dunklen
als Monomer vorliegt [7].



A Abb. 3: Strukturelle Merkmale und Besonderheiten von L-Cry. A, L-Cry zeigt eine typische
Photolyase-dahnliche Faltung (PDB-ID 8P4X), und ist im Dunkelzustand ein Dimer (B), bei dem sich
die Anordnung der Untereinheiten vom kristallinen DmCry Dimer (PDB-ID 4JZY) und vom AtCry2-
Tetramer (PDB-ID 6M79) unterscheidet. C, Hypothese fiir die Licht-induzierte Monomerisierung
des L-Cry-Dimers. C, Hypothese fiir die Licht-induzierte Monomerisierung des L-Cry-Dimers. Die
Absorption eines Photons durch das FAD sorgt fiir die Bildung eines Radikalpaars zwischen FAD,
welches vom neutralen, oxidierten Zustand zum negativen Semichinon reduziert wird, und einem
Oberflachen-exponiertem Tryptophan oder Tyrosin, welche zur entsprechenden Radikal-Spezies
umgewandelt werden (blaue Pfeile). Die negative Ladung am Isoalloxazine-Ring von FAD verén-
dert die Konformation des nahegelegenen Histidins 386, was wiederum die Bindung der C-termi-
nalen Helix 0:23 destabilisiert (griine Pfeile). Die Destabilisierung von Tryptophan 545 der Helix
023 verandert die raumliche Lage von Glutamin 271 des PBL (orange Pfeile). Diese Bewegung
im PBL destabilisiert das Dimer durch Verdnderung der Positionen von Tyrosin 266 sowie der

Helix o:8.

Offene Fragen

Unsere Daten haben wichtige Einblicke in
den molekularen Mechanismus der Sonnen-
lichtaktivierung von L-Cry erlaubt. Bei dem
Mondlichtzustand vermuten wir, dass es sich
um ein Dimer oder um ein aus mehreren
L-Cry-Dimeren aufgebautes Oligomer han-
deln konnte, da nur etwa die Halfte der FAD-
Molekiile durch Mondlicht photoreduziert
werden. Ein molekular-mechanistisches Ver-
standnis dieses geheimnisvollen Mondlicht-
zustands erfordert jedoch weitergehende
Studien. Auch ist unbekannt, wie L-Cry mit
dem zirkalunaren Oszillator kommuniziert
und wie der zirkalunare Oszillator selbst auf-
gebaut ist. Angesichts ihrer groBen okologi-
schen Bedeutung ist es wichtig, diese mole-
kularen Mechanismen weitergehend zu
erforschen. [ |
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