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E Nitrit tritt im biogeochemischen Stick-
stoffkreislauf als zentrales Zwischenpro-
dukt in verschiedenen Stoffwechselwegen
auf. Während im Zuge der Denitrifikation
jedoch lediglich eine Einelektronen-Re-
duktion zu Stickstoffmonoxid stattfindet,
taucht im Rahmen der dissimilatorischen
Nitratreduktion zu Ammoniak ein bemer-
kenswerter Reduktionsschritt um sechs
Elektronen auf, katalysiert durch das Mul-
tihämenzym Cytochrom c-Nitritreduktase
(NiR). Die Elektronen stammen hierbei
aus der Oxidation von Wasserstoff oder For-
miat und gelangen über den Chinonpool
der Cytoplasmamembran und eine zwi-
schengeschaltete Chinol-Oxidase zur NiR. 

Zur Aufklärung der Struktur des Enzyms
aus den beiden γ-Proteobakterien Sulfuro-
spirillum deleyianum [1] und Wolinella succino-
genes [2] wurde zunächst das kodierende Gen,
nrfA (nitrite reduction with formate), klo-
niert und sequenziert und die zugehörigen
Proteine kristallisiert. Die Anwesenheit von
Eisen in den Hämgruppen ermöglichte die
Strukturbestimmung mittels multiple-wave-
length anomalous dispersion (MAD) des En-
zyms aus S. deleyianum. Mit dem daraus ge-
wonnenen Strukturmodell gelang mit Hilfe
der Methode des molekularen Ersatzes auch
die Strukturbestimmung für W. succinogenes.

Es zeigte sich in beiden Fällen, dass NiR
funktional offensichtlich als Dimer vorliegt,
mit fünf kovalent an die Proteinkette ge-

bundenen Hämgruppen pro Monomer. Be-
reits aus der Aminosäuresequenz wurde
deutlich, dass eine der fünf Hämgruppen
ein von dem klassischen Cys-X-X-Cys-His
abweichendes Bindemotiv aufweist, in
dem das abschließende Histidin durch ein
Lysin ersetzt ist. Wie aus der Röntgenstruk-
tur ersichtlich, ist gerade diese Hämgruppe
das aktive Zentrum der NiR: Ein fünffach
koordiniertes high spin-Hämeisenzentrum
mit einem (vorher nie beobachteten) Lysin-
rest als proximalem Liganden und einer
freien Koordinationsstelle an der distalen
axialen Position. Das Aktivzentrum ist von
der Proteinoberfläche über einen Kanal mit
deutlich positivem elektrostatischem Ober-
flächenpotential zugänglich, während ein
zweiter Kanal mit im wesentlichen negati-
vem elektrostatischem Potential auf der ge-
genüberliegenden Seite hin zur Protein-
oberfläche führt. Da NiR das Anion Nitrit
zum Kation Ammonium reduziert, gewähr-
leistet diese Anordnung einen gerichteten
Reaktionsfluss: Aufnahme von Anionen
und Abgabe von Kationen sind räumlich
getrennt, was Produktinhibition verhindert
und somit die Effektivität des Systems stei-
gert. Im Aktivzentrum selbst bindet Nitrit
über sein Stickstoffatom an Eisen und wird
sukzessive zu Ammonium reduziert, wobei
die beiden Sauerstoffatome in Form von

Wasser abgespalten werden [3]. Dabei treten
NO und Hydroxylamin als enzymgebunde-
ne Zwischenstufen auf.

Über das Verständnis der komplexen Re-
doxchemie des Enzyms hinaus stellt NiR
auch ein anspruchsvolles Modellsystem für
intra- und intermolekularen Elektronentrans-
fer dar, dessen spektroskopische und kine-
tische Eigenschaften bei weitem nicht voll-
ständig verstanden sind. Ferner wird die
Struktur ein wichtiger Ausgangspunkt für
die Weiterentwicklung eines auf dem Enzym-
basierenden Biosensors sein. 
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Abb.1: Strukturmodell der Cytochrom c-Nitritreduktase. Das dimere Enzym besitzt zehn kovalent mit
der Peptidkette verknüpfte Hämgruppen, von denen zwei eine freie Koordinationsstelle aufweisen, 
an der die Reduktion von Nitrit zu Ammoniak stattfindet.
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