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Mikroorganismen zeigen h�ufig eine große metabolische
Diversit�t, die es ihnen ermçglicht, sich auf grunds�tzliche
�nderungen von Energiequellen und N�hrstoffen einzustel-
len. Dies ist besonders f�r das essenzielle Element Stickstoff
von Bedeutung, dessen Verf�gbarkeit h�ufig ein wachstums-
limitierender Faktor ist.[1] In seiner vollst�ndig reduzierten
Form, NH4

+, kann Stickstoff f�r biosynthetische Zwecke as-
similiert werden. Durch ein Netzwerk von Redoxreaktionen
werden verschiedene Modifikationen des Elements ineinan-
der umgewandelt, wobei freie Enthalpie in Form einer pro-
tonenmotorischen Kraft gespeichert wird, die die Synthese
von Adenosintriphosphat (ATP) antreibt.[2]

Das Enterobakterium Escherichia coli, ein klassisches
Labormodell und ein verbreiteter Bewohner des S�uger-
darms, hat drei verschiedene Nitratreduktasen (Nar), die
Nitrat zu Nitrit reduzieren kçnnen, und zwei Nitritreduktasen
(Nir), die Nitrit zu bioverf�gbarem Ammonium umsetzen
(Abbildung 1).[3] Nars sind große Enzyme mit komplexen
Metallzentren, und ihre Anordnung in und um die Cyto-
plasmamembran bringt ein funktionelles Problem mit sich:
Die Enzyme sind im Cytoplasma lokalisiert, da ihre Reaktion
(durch Bildung von H2O) Protonen verbraucht und so zur
Erzeugung der protonenmotorischen Kraft beitr�gt. Aller-
dings ist das Reaktionsprodukt Nitrit ein starkes Zellgift,
dessen Anreicherung im Zellinneren zu vermeiden ist. E. coli
nutzt als konstitutive Nitratreduktase das Enzym NarZYW
und steigt bei Bedarf an respiratorischer Nitratreduktion auf
die starke Expression eines zweiten Systems, NarGHI, um.
Die ionischen Spezies NO3

� , NO2
� und NH4

+ kçnnen biolo-
gische Membranen nicht �berwinden und bençtigen daher
spezifische Transportsysteme. Um den �bertritt von Wasser
oder Protonen zu verhindern und gleichzeitig in der Lage zu
sein, Ionen entgegen ihrem Konzentrationsgradienten zu
transportieren, m�ssen diese hoch selektiv arbeiten. Reali-
siert wird dies durch die Nitrat/Nitrit-Antiporter NarK (f�r
NarGHI) und NarU (Abbildung 2; f�r NarZYW), die zur

Nitrat/Nitrit-Porterfamilie (NNP) innerhalb der Major-Faci-
litator-Superfamilie (MFS) der Transportproteine gehçren,
durch den NO2

�-Kanal NirC, ein Mitglied der Formiat/Nitrit-

Abbildung 1. N-Stoffwechsel in Escherichia coli. Die Nitratreduktasen
NarGHI und NarZYW weisen ins Cytoplasma. Nitrat wird aufgenom-
men, und das toxische Produkt Nitrit wird �ber die Austauscher NarK
und NarU exportiert. Die periplasmatischen Nitrat- und Nitritredukta-
sen NapAB und NrfA dienen der Detoxifikation, w�hrend der NH4

+-
Transporter AmtB und die cytoplasmatische Nitritereduktase NirBD,
mit dem zugehçrigen Nitritkanal NirC, zur N-Assimilation f�r Biosyn-
thesen bençtigt werden.

Abbildung 2. Raumstruktur des Nitrat/Nitrit-Antiporters NarU aus
E. coli (PDB-ID 4IU8).[5] Die Stereo-Abbildung zeigt eine Cartoon-Dar-
stellung, eingef�rbt von Blau am N-Terminus zu Rot am C-Terminus.
NarU arbeitet nach dem statistischen „rocker-switch“-Mechanismus,
bei dem eine Bindestelle f�r die transportierten Molek�le Nitrat und
Nitrit abwechselnd hin zu verschiedenen Seiten der Membran expo-
niert wird. p steht f�r das Periplasma, die „Außenseite“, w�hrend c das
Cytoplasma, die „Innenseite“, markiert.
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Transporterfamilie, und durch die NH4
+-Transporter der

Amt/Rh-Familie.[3, 4]

W�hrend reichlich Informationen �ber Amt-Proteine[4]

und �ber NirC[6] verf�gbar sind, war bis vor kurzem nichts
�ber die Struktur eines Nitrat/Nitrit-Austauschers bekannt.
Dies hat sich nun mit den k�rzlich verçffentlichten Kristall-
strukturen von NarU[5] und NarK[7] aus E. coli ge�ndert, die
unabh�ngig voneinander in den Arbeitsgruppen von Shi bzw.
Gonen bestimmt wurden. Interessanterweise enth�lt die
Struktur von NarK ein gebundenes Nitrition, w�hrend NarU
mit Nitrat kristallisiert wurde. Zusammengenommen ermçg-
lichen diese Daten damit nun erstmals eine direkte Analyse,
wie die Transportproteine die entscheidende F�higkeit er-
langen, zuverl�ssig zwischen zwei so �hnlichen Molek�len wie
NO3

� und NO2
� zu unterscheiden.

Nitrat/Nitrit-Austauscher sind insofern typische MFS-
Proteine, als dass eine invertierte Wiederholung von f�nf
transmembran�ren a-Helices zwei Dom�nen erzeugt, die
�ber eine pseudo-zweiz�hlige Rotationsachse in der Mem-
branebene miteinander verbunden sind (Abbildung 3A).
Transport setzt dann eine Bewegung der beiden Proteinh�lf-
ten relativ zueinander voraus, die eine Bindestelle im Zen-
trum entweder zur „Außenseite“ (dem bakteriellen Peri-
plasma) oder zur „Innenseite“ (dem Cytoplasma) hin expo-
niert. Diese extremen Konformationen sind durch geschlos-

sene („occluded“) Zust�nde miteinander verbunden, in de-
nen das Anion im Inneren des Transporters eingeschlossen
ist. Abbildung 3B zeigt das einfachste Schema eines derarti-
gen Modells des alternierenden Zugangs, bekannt als „ro-
cker-switch“-Mechanismus. Um als strikter Nitrat/Nitrit-
Austauscher zu arbeiten und den Uniport eines der Ionen
auszuschließen, darf NarK/U den �bergang vom nach außen
weisenden zum nach innen weisenden Zustand nicht ermçg-
lichen, wenn kein Ion gebunden ist. NO3

� und NO2
� tragen

die gleiche Ladung und unterscheiden sich lediglich in einem
einzelnen Sauerstoffatom. Es war schwer vorstellbar, wie eine
spezifische Bindestelle f�r Nitrat das kleinere Nitritmolek�l
unterscheiden sollte. Die Strukturen von NarK und NarU
beantworten diese Frage nun mit unerwarteter Klarheit. In
NarK/U sind zwei Argininreste f�r die Ionenbindung essen-
ziell, die Teil eines konservierten Nitrat-Signaturmotivs sind.
In der nitritgebundenen Struktur von NarK (Abbildung 3C)
gehen beide Argininreste, R89 und R305, kurze Wasser-
stoffbr�cken mit den Anionen ein, die in einer von den aro-
matischen Seitenketten von F147 und F267 gebildeten Bin-
detasche liegen. Zwei weitere relevante Reste in dieser Bin-
detasche sind Y263 und N175. Von den sechs Aminos�ure-
Seitenketten, die die Ionen umgeben, gehçren drei zur einen
H�lfte des Transporters (R89, F147, N175) und drei zur an-
deren (F267, Y263, R305). Die Bindung von Nitrit ermçglicht
die Bildung einer H-Br�cke zwischen N175 und R305, welche
die beiden H�lften von NarK verbindet. Im sehr �hnlichen
NarU bindet ein Nitratmolek�l in die genau entsprechende
Tasche. Dies ist aber nur mçglich, indem es einige der Li-
ganden verdr�ngt, um Platz f�r das zus�tzliche Sauerstoff-
atom zu schaffen. W�hrend die Interaktionen mit einem Ar-
ginin (R87 in NarU) und mit Tyrosin Y261 in der Tat unver-
�ndert bleiben, f�hrt das O-Atom zum Bruch eben jener H-
Br�cke, die R303 und N173 verbindet. Die spezifische Un-
terscheidung von Nitrat und Nitrit basiert also nicht auf einer
starren Bindetasche, sondern vielmehr auf struktureller Fle-
xibilit�t, die ein exaktes Anpassen an das jeweilige Ion er-
mçglicht. Die Region um die Bindetasche bildet dabei den
Angelpunkt, um den sich die H�lften des Transporters dre-
hen, um von einem Zustand in den anderen zu gelangen. Es
l�sst sich leicht vorstellen, dass das Brechen einer einzigen
Wasserstoffbr�cke, entsprechend einer Enthalpie�nderung
von etwa 20 kJ mol�1, der entscheidende Faktor sein kann.

Obwohl sich die Strukturen von NarK und NarU in
idealer Weise erg�nzen, um die Ionenbindung in der zentra-
len Tasche zu beschreiben, bilden sie dennoch nicht die glei-
che Struktur ab. Wichtiger noch ist, dass beide Strukturen den
nach innen gerichteten Zustand der Proteine darstellen. Die
Kristalle von NarU enthielten zwei Monomere in der asym-
metrischen Einheit, die sich strukturell leicht unterschieden,
wobei das zweite Monomer einen substratgebundenen, ok-
kludierten Zustand repr�sentierte. Mithilfe von isothermaler
Titrationskalorimetrie bestimmte Bindungsaffinit�ten waren
10-mal hçher f�r Nitrat (KD = 33 mm) als f�r Nitrit (KD =

373 mm). W�hrend dies zu der Beobachtung passt, dass Nitrat
an NarU band, Nitrit jedoch nicht, w�rde man doch erwarten,
dass die Konformation mit hoher Nitrataffinit�t diejenige ist,
die nach außen weist, und nicht – wie in der Struktur – nach
innen. Andererseits wurde die Struktur von NarK im Kom-

Abbildung 3. Transportmechanismus der Nitrat/Nitrit-Austauscher.
A) Wie viele andere Transporter ist auch E.-coli-NarK aus zwei homolo-
gen, invertiert-wiederholten H�lften aufgebaut. B) Das Modell des al-
ternierenden Zugangs („rocker-switch“) f�r Membrantransport basiert
auf Konformations�nderungen zweier Halbkan�le. C) Struktur von
NarK mit gebundenem Nitrit, erhalten durch Kokristallisation mit dem
Fab-Fragment eines Antikçrpers. Eine kurze (2.9 �) H-Br�cke verbindet
N175 und R305 aus verschiedenen H�lften des Proteins. D) Nitratbin-
dung in der Struktur von NarU. Das zus�tzliche O-Atom von NO3

� in-
terferiert mit den umgebenden Liganden und bricht die H-Br�cke zwi-
schen R303 und N173.
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plex mit dem Fab-Fragment eines monoklonalen Antikçrpers
erhalten, der die Kristallbildung unterst�tzte. Auch sie zeigt
eine nach innen gerichtete Konformation, aber in diesem Fall
mag die starke Wechselwirkung zwischen Transporter und
Antikçrper die Flexibilit�t des Transporters in der Tat ein-
geschr�nkt haben. Damit bleiben einige Fragen zum Mecha-
nismus der Nitrat/Nitrit-Austauscher weiterhin offen, und es
wird von besonderer Bedeutung sein, NarK und NarU in den
verbleibenden Konformationen zu kristallisieren, um das
Ausmaß der konformativen Umlagerungen genau beschrei-
ben zu kçnnen. Obwohl eine Reihe von Strukturen von MFS-
Transportern in verschiedenen Konformationen verf�gbar
ist,[8] ermçglicht es die Strukturvariabilit�t innerhalb der Fa-
milie bislang kaum, generelle R�ckschl�sse auf Transport-
mechanismen zu ziehen, ohne die anderen Familienmitglieder
individuell in Augenschein zu nehmen.
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