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Coenzym B12 – umfunktioniert fîr die Photoregulation
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Die Existenz entwickelter Lebensformen auf der Erde
h�ngt von der F�higkeit ab, Licht zu sammeln und nutzbar zu
machen.[1] So ist die Strahlung der Sonne Triebkraft fîr die
Photosynthese,[2] womit Pflanzen Kohlendioxid fixieren und
atmosph�rischen Sauerstoff generieren, was die Grundlage
fîr alle hçheren Lebenformen darstellt.[3] Dennoch ist das
energiereiche Sonnenlicht ein zweifelhafter Segen, denn es
verursacht auch photoinduzierten oxidativen Stress, und sein
UV-Anteil kann zur Sch�digung unseres Genoms fîhren.[4]

Lebende Organismen haben daher komplexe Wege entwi-
ckelt, sich dem facettenreichen Einfluss der Sonnenstrahlung
anzupassen. Manche Zellen haben ausgeklîgelte photoregu-
latorische Netzwerke ausgebildet, um Licht wahrzunehmen
und darauf zu reagieren.[5]

Die Photoregulation der Genexpression basiert auf Pho-
torezeptorproteinen, welche mithilfe empfindlicher Chro-
mophore wie Flavinen, Bilinen, Retinal usw. auf Licht an-
sprechen.[5, 6] Eine aktuelle und bemerkenswerte Wendung im
Verst�ndnis der biologischen Rolle von Coenzym B12 (Ade-
nosylcobalamin, AdoCbl)[7] in Radikalenzymen[8] hat dazu
gefîhrt, dass auch AdoCbl auf die Liste der lichtsensitiven
Cofaktoren mit einer photoregulatorischen Aufgabe bei der
Genexpression gesetzt werden muss (Abbildung 1). Wie
kîrzlich von Perez-Mar�n, Murillo, Padmanabhan, Elias-Ar-
nanz et al.[9] gezeigt wurde, reguliert der Coenzym-B12-ba-
sierte Photorezeptor CarH die Biosynthese von Carotinoiden
im Bakterium Myxococcus xanthus. Diese Entdeckung und
der damit verbundene, durch Bioinformatik gestîtzte Nach-
weis einer auffallenden Fîlle an B12-basierter Photoregulati-
on in Bakterien (u.a. Thermus thermophilus) warfen die
Frage auf, wie der organometallische B12-Cofaktor AdoCbl so
umfunktioniert werden kann, dass er als breitgef�cherter
lichtsensitiver Genregulator dient. Erstaunliche kristallogra-

phische, mutationale und mechanistische Studien von Jost,
Drennan et al.[10] haben nun pr�zise strukturelle Einblicke in
die herausragende lichtabh�ngige Genregulation durch den
Coenzym-B12-abh�ngigen CarH in T. thermophilus ermçg-
licht.

Der Mechanismus der Genregulation durch CarH beruht
auf der Anpassung des oligomeren Zustands des Proteins
durch die Natur des gebundenen Cofaktors. Unter geringem
Lichteinfluss bindet CarH intaktes AdoCbl und bildet so ein
Tetramer aus zwei Dimeren. In diesem Zustand besitzt CarH
eine hohe Affinit�t zur Promotorregion jener Gene, welche
fîr die Carotinoid-Biosynthese codieren, und inhibiert deren
Transkription (Abbildung 2A). Unter dem Einfluss von
Strahlung und der damit verbundenen photolytischen Spal-
tung der Co-C-Bindung in AdoCbl kommt es zu einer Kon-
formations�nderung des Protomors, welche letztendlich zur
Dissoziation des Tetramers in die Monomere fîhrt. Diese sind
nicht mehr in der Lage, an die DNA zu binden.

CarH weist einen modularen Aufbau auf, wobei jedes
Protomer drei unterschiedliche Dom�nen mit spezifischen
Funktionen besitzt. W�hrend die N-terminale „winged-he-
lix“-Dom�ne fîr die Interaktion mit der DNA verantwortlich

Abbildung 1. Links: Chemische Formel eines im „base off/His on“-Mo-
dus an ein Protein gebundenes Cobalamins. Rechts: Zwei Mçglichkei-
ten der Spaltung von Coenzym B12 (Adenosylcobalamin, AdoCbl). In
AdoCbl-abh�ngigen Enzymen wird die Co-C-Bindung homolytisch ge-
spalten und liefert ein reaktives Ado-Radikal (blau), wohingegen die
photolytische Spaltung von AdoCbl gebunden an CarH zur irreversi-
blen Bildung von 4’,5’-Anhydroadenosin (rot) fíhrt.
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ist, bindet die C-terminale Rossman-artige Dom�ne den B12-
Cofaktor. Ein 4-Helix-Bîndel separiert diese beiden Dom�-
nen. Es ist haupts�chlich verantwortlich fîr die Oligomer-
Bildung und „erspîrt“ die photochemische Modifikation des
gebundenen Cofaktors. Die DNA-Bindungsdom�ne zeigt
strukturelle øhnlichkeiten mit der entsprechenden Dom�ne
der Transkriptionsfaktoren der MerR-Familie.[11] Die B12-
Bindedom�ne ist strukturell der Bindedom�ne der MetH sehr
�hnlich und bedient sich auch des typischen „base-off/His-
on“-Bindemechanismus (Abbildung 2 B). Die Kristallstruk-
tur des CarH-Tetramer-DNA-Komplexes zeigte, dass die
flexible Verbindung zwischen der DNA-Bindedom�ne und
dem restlichen Protein die gleichzeitige Interaktion von drei
Dom�nen mit der Nukleins�ure zul�sst (Abbildung 2A), was
zu einer Erhçhung der Bindungsaffinit�t fîhrt. Im Monomer,
welches durch Lichteinwirkung entsteht, geht diese Koope-
rativit�t verloren und die Bindungsaffinit�t zur DNA wird
signifikant geschw�cht.

AdoCbl ist nicht direkt an der DNA-Bindung beteiligt.
Vielmehr findet eine Destabilisierung des Tetramers durch
Konformations�nderungen im Protein statt, welche wieder-
um durch die photolytische Co-C-Bindungsspaltung und den

Verlust der Adenosylgruppe induziert werden. Daraufhin
wird das 4-Helix-Bîndel reorganisiert, und die bindenden
Wechselwirkungen zwischen den Protomer-Einheiten werden
aufgehoben. Im Tetramer steht die Seitenkette von Trp 131 in
der Helix-Bîndel-Dom�ne in engem Kontakt mit dem
Riboserest der Adenosylgruppe von AdoCbl (Abbil-
dung 2B). Dadurch wird die Konformation des Proteins im
„dunklen Zustand“ stabilisiert. Der Verlust dieser starken
Interaktion durch die lichtinduzierte Abspaltung des Ade-
nosylliganden ermçglicht die Konformations�nderung, wel-
che schließlich durch His 132 arretiert wird, indem der ver-
bleibende Cobalaminrest durch zweifache axiale His-Koor-
dination fixiert wird (Abbildung 2 B). Daher stellen die
Adenosylgruppe des AdoCbls, gebunden an eine Dom�ne
von CarH, sowie Trp 131 und His 132 in der anderen Dom�ne
die wesentlichen Elemente eines „mechanischen“ photosen-
sitiven Schalters dar. Diese Anordnung ist in etwa mit einer
gespannten Feder vergleichbar, welche durch die Spaltung
der Co-C-Bindung freigegeben wird. Der Indolring von
Trp 131 verdr�ngt dabei die Adenosylgruppe. Mutagenese-
Experimente haben in der Tat gezeigt, dass Trp 131 fîr die
Funktion des Photoschalters unabkçmmlich ist. Die Entfer-
nung von His132 hingegen weist keinen Einfluss auf die
Photoregulation von CarH auf, erhçht jedoch die B12-Ver-
lustrate nach der Bestrahlung.[10]

Bemerkenswerterweise ist Myxococcus xanthus nicht in
der Lage, Corrinoide zu biosynthetisieren[9b] und ist daher auf
externe Quellen von Cbl angewiesen. Tats�chlich werden
AdoCbl und verwandte Cbl nur von einigen Prokaryoten
produziert.[13] Das beobachtete Festhalten des Cofaktors in
einer photochemisch inaktiven, zweifach His-koordinierten
Form im Photorezeptor kçnnte dem Organismus helfen, mit
dem wertvollen AdoCbl zu haushalten. Dies steht im Ein-
klang mit der Notwendigkeit, den „schçnsten“[14] und wahr-
scheinlich komplexesten Cofaktor der Natur[15] rîckzuge-
winnen und wiederzuverwenden.

Die Kristallstruktur des Dunkelzustands von CarH of-
fenbarte eine in Kontakt mit dem Lçsungsmittel stehende
Adenosylgruppe, welche in Richtung des molekularen „Os-
tens“ des gebundenen B12-Cofaktors orientiert ist. Dies stellt
einen wesentlichen Unterschied zur Struktur des freien Co-
enzym bzw. von AdoCbl-abh�ngigen Enzymen dar (Abbil-
dung 2C). Die lichtinduzierte (formale) Heterolyse der Co-
C-Bindung produziert unreaktives 4’,5’-Anhydroadenosin[16]

und ein nicht charakterisiertes, instabiles B12-Derivat, bei
welchem es sich um „Hydrido-Cobalamin“[17] handeln dîrfte.
Bei dem irreversiblen Prozess wurden keine Hinweise auf
direkte Bildung radikalischer Zwischenprodukte gefunden.[18]

Im Gegensatz dazu ist bei der lichtinduzierten Reaktion von
freiem AdoCbl in Lçsung, welche prim�r Adenosylradikale
generiert,[19] 4’,5’-Anhydroadenosin nur ein in geringen
Mengen auftretendes Nebenprodukt. In �hnlicher Weise wird
in AdoCbl-abh�ngigen Radikalenzymen wie der Glutamat-
mutase das Adenosylradikal durch reversible thermische
Homolyse der Co-C-Bindung von AdoCbl gebildet (Abbil-
dung 1).[20] Dieses hochreaktive prim�re Radikal ist durch ein
Netz von Wasserstoffbrîcken fixiert, die es pr�zise fîr die H-
Atom-Abstraktion vom Substrat ausrichten[20, 21] – oder al-
ternativ fîr seine Rekombination zu AdoCbl in einer Form

Abbildung 2. Kristallstruktur von CarH. A) Darstellung des an DNA ge-
bundenen CarH-Tetramers (Dunkelzustand). Die vier Protomere sind
jeweils in Grín, Cyan, Magenta und Gelb gezeigt. Das gebundene
AdoCbl wird in roter St�bchendarstellung und die DNA in grauer Car-
toondarstellung mit halbtransparenter Oberfl�che gezeigt. B) Vergleich
des CarH-Promoters im Dunkeln (links) und nach Photolyse (rechts)
durch �berlagerung der B12-Bindedom�nen. Letztere ist in Blau ge-
zeigt, die vier Helix-Bíndel-Dom�nen in Grín. Das gebundene Cobal-
amin ist in roter St�bchendarstellung gezeigt. Seitenketten, von denen
angenommen wird, dass sie wichtig fír die Funktion des Photoschal-
ters sind, werden in Gelb dargestellt. C) Vergleich der relativen Orien-
tierung der Adenosylgruppe von AdoCbl in unterschiedlichen Umge-
bungen (gelb: AdoCbl gebunden an CarH, magenta: gebunden an die
Glutamatmutase, weiß: freies AdoCbl= Coenzym B12). Der Corrinring
ist in Cyan abgebildet. Diese Abbildung wurde mit dem Programm Py-
MOL erstellt (http://www.pymol.org).
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von negativen Katalyse.[8a] Demgegenîber wurde in der
Struktur von CarH nur eine H-Brîcke zwischen der Ribose
und Glu141 beobachtet (Abbildung 2B). Diese H-Brîcke
und der enge Kontakt des Indolrings von Trp131 scheinen fîr
die neu beobachtete Adenosyl-Konformation in CarH ent-
scheidend zu sein (Abbildung 2C). Es liegt nahe zu speku-
lieren, dass diese zwei Bindungspartner des umfunktionier-
ten, photoregulativen AdoCbl eine schwer fassbare, jedoch
maßgebliche Rolle in der „Umprogrammierung“ der lichtin-
duzierten Spaltung der Co-C-Bindung spielen.

Es gibt zunehmend Beweise fîr die Beteiligung von
AdoCbl bei der Genregulation in Bakterien. So ist z. B.
AdoCbl ein Ligand der weitverbreiteten B12-Riboschalter.[22]

Diese sind in die Regulation der B12-Biosynthese und die
Expression von Proteinen involviert, die an der Aufnahme
und am Transport des B12 beteiligt sind.[22b, 23] B12-Riboschalter
durchlaufen eine pr�zise Umstrukturierung durch die Bin-
dung des intakten B12-Cofaktors.[24] Im vorliegenden Fall
hingegen basiert die Photoregulation durch AdoCbl und
CarH auf der lichtinduzierten, irreversiblen Zerstçrung des
gebundenen AdoCbl,[9b,10, 16] und sie betrifft Gene der Bio-
synthese nicht-corrinoider Pigmente. Eine �hnliche Situation
wurde im Fall eines Cbl-abh�ngigen Photoregulators im
Photosynthesebakterium Rhodobacter capsulatus berichtet,
welches jedoch zur Biosynthese der Cbl in der Lage ist.[25]

Dort bindet das B12-bindende Protein AerR an CrtJ (einen
Regulator von Genen, die fîr die Tetrapyrrol-Biosynthese
codieren), wenn das aerobe Photolyseprodukt von AdoCbl,
Aquocobalamin, gebunden ist. B12, im Allgemeinen bekannt
als Vitamin, dîrfte somit ein Potential fîr weitere faszinie-
rende, „nicht-kanonische“ biologische Aufgaben besitzen,
wie nun im Fall des AdoCbl-abh�ngigen Photoregulators
CarH mit beeindruckendem strukturellem Detail gezeigt
werden konnte.
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