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ó Solute carrier transportieren zahlreiche 
Metabolite und Ionen über biologische Mem-
branen, die sonst für sie undurchlässig 
wären. Diese Transporter erfüllen damit eine 
essenzielle biologische Funktion. Proteine 
der SLC23-Familie transportieren Nukleo-
basen, die Bausteine von DNA und RNA, und 
fi nden sich in allen Domänen des Lebens. 
Eine Ausnahme sind die Homologe aus höhe-
ren Eukaryoten: Sie transportieren stattdes-
sen Vitamin C.

SLC23-Transporter, deren Funktion bis-
lang untersucht wurde, werden als sekun-
där aktiv beschrieben, das heißt, sie kop-
peln die intrazelluläre Akkumulation von 
Nukleo basen oder Vitamin C gegen deren 
Konzen trationsgradienten an den – energe-
tisch begünstigten – Infl ux von Protonen 
oder Natriumionen. Strukturen von SLC23-
Homologen, die des Uraciltransporters UraA 
aus Escherichia coli sowie der von UapA, 
einer Xanthin-Permease aus Aspergillus 
nidulans, zeigen eine Reihe geladener oder 
polarer Reste in der Nähe der Substratbin-
destelle (Abb. 1A, [1, 2]). Aufgrund der star-
ken Konservierung dieser Reste nahm man 
an, dass sie zur Protonenkopplung beitra-
gen würden (Abb. 1B). Zellbasierte Trans-
portversuche und molekulardynamische 
Simulationen deuteten auf eine Bedeutung 
dieser Reste für den Substrattransport hin, 
aber die genaue molekulare Grundlage für 
gekoppelten Nu kleobasen- und Protonen-
transport war bisher nicht bekannt. Wir 
wollten deshalb zunächst herausfi nden, wie 
diese Kopplung in SLC23-Transportern 
erreicht wird.

Scheinbarer protonengekoppelter 
Transport in vivo
Der Transport von radioaktiv markierten 
Nukleobasen in E. coli stellt einen unkompli-
zierten, einfach durchzuführenden Aktivi-
tätsassay für die SLC23-Familie dar. Die Pro-
tonenkopplung in dieser Proteinfamilie wur-
de bislang ausschließlich anhand dieser 
in vivo-Experimente untersucht. Wie andere 
Forschungsgruppen beobachteten auch wir 
eine drastische Verringerung des Uracil-
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Membrantransporter/solute carrier

SLC23-Nukleobasentransport 
entschlüsselt

˚ Abb. 1: Triebkraft des Transports von Uracil durch SLC23-Transporter. A, Struktur der Sub-
stratbindestelle in UraA. B, Konservierung von Aminosäuren in der Substratbindestelle von 
SLC23-Nukleobasentransportern. Die Größe des Buchstabens gibt den Grad der Konservierung an 
und die Zahlen zeigen die Aminosäurepositionen in UraA an. C, Der Protonophor CCCP vermindert 
die Uracil-Transportaktivität von UraA und SLC23Tx in Escherichia coli-Zellen. D, Transport von 
Uracil in SLC23Tx-Proteoliposomen in Anwesenheit verschiedener Gradienten (Uracil, Substrat-
gradient; H+, Protonengradient; Na+, Natriumgradient; Ψ, Membranpotential, innen negativ). Die 
Datenpunkte stellen Mittelwerte und Standardabweichungen von drei Replikaten dar.
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Eine Erklärung für den 
protonenabhängigen in vivo-
Transport
Um die unterschiedlichen Beobachtungen 
beim Vergleich des Transports in vivo und 
in vitro zu erklären, haben wir das Schicksal 
von Uracil nach seiner Aufnahme in die Zelle 
untersucht. In E. coli befi ndet sich das Gen für 
den Uraciltransporter UraA im selben Operon 
wie upp, das für die Uracil-Phosphoribosyl-
transferase (UPRT) codiert. Dieses Enzym 
katalysiert die intrazelluläre Umwandlung 
von Uracil in Uridinmonophosphat (UMP) 
(Abb. 2A, [4]). Die Aktivität von UPRT erwies 
sich als äußerst wichtig für den Transport: In 
einem upp-Knockout-Stamm war die Uracil-
aufnahme durch SLC23Tx oder UraA dras-
tisch reduziert (Abb. 2B). Da UMP deutlich 
größer ist als Uracil, untersuchten wir als 
nächstes, ob UMP immer noch als Substrat 
von SLC23Tx oder UraA erkannt werden wür-
de. UMP zeigte weder eine Kompetition von 
Uracil in Zellen, noch erhöhte es die Stabilität 
der beiden Proteine während der hitzebeding-
ten Entfaltung, im Gegensatz zu dem Substrat 
Uracil (Abb. 2C). Die Phosphoribosylierung 
von Uracil zu UMP, das nicht länger vom 
Transporter erkannt wird, ist daher ein effek-
tiver Weg, den Substratgradienten über der 
Membran aufrecht zu erhalten.

Die obigen Ausführungen erklären zwar 
die Bedeutung von UPRT für den Transport 
von Uracil in vivo, nicht aber die Relevanz 
eines Protonengradienten. In diesem Zusam-
menhang ist von Bedeutung, dass die Zugabe 
eines Protonophors nicht nur den Protonen-
gradienten aufhebt, sondern auch den intra-
zellulären pH-Wert so verändert, dass er dem 
des externen Mediums entspricht [5]. Auf-
grund des experimentellen Aufbaus des 
in vivo-Transportassays führt die Inkubation 
der Zellen mit einem Protonophor zu einer 
Azidifi zierung des Cytoplasmas. Bei der Ana-
lyse des pH-abhängigen Aktivitätsprofi ls von 
gereinigtem UPRT haben wir festgestellt, 
dass das Enzym bei einem pH-Wert unter 7,0 
nicht mehr aktiv ist (Abb. 2D). Unsere Daten 
deuten daher darauf hin, dass die Wirkung 
des Protonophors auf die Uracilaufnahme 
in vivo nicht auf die protonengekoppelte Auf-
nahme von Nukleobasen zurückzuführen ist, 
sondern auf eine Inaktivierung von UPRT bei 
niedrigem intrazellulärem pH-Wert [6].

Nukleobasentransporter der SLC23-
Familie sind Uniporter
Anstatt als protonengekoppelte Symporter 
arbeiten SLC23-Uracil-Transporter also auch 

einem negativen Membranpotenzial resul-
tiert, das als zusätzliche Antriebskraft wir-
ken kann.

Beim Anlegen aller drei Gradienten beob-
achteten wir eine robuste Aufnahme von 
Uracil in Proteoliposomen von SLC23Tx 
(Abb. 1D). Überraschenderweise aber hatte 
das Fehlen des Membranpotenzials, des 
Na triumionen- oder des Protonengradienten 
keine nennenswerten Auswirkungen auf 
die Uraciltransportrate. Es scheint also, dass 
der Konzentrationsgradient des Substrats 
([Uracil]out > [Uracil]in) die einzige Antriebs-
kraft für den Transport ist. Im in vitro-Assay 
funktioniert SLC23Tx daher als Uniporter 
und nicht als Protonensymporter, wie es der 
in vivo-basierte Uraciltransport nahelegte. 
Eine wichtige Schlussfolgerung dieser Beob-
achtung ist, dass Uniporter im Gegensatz zu 
Symportern ihr Substrat nicht entgegen des 
Konzentrationsgradienten akkumulieren 
können. Der Nettotransport endet, sobald 
sich die Konzentrationen des Substrats auf 
beiden Seiten der Membran angeglichen 
haben (([Uracil]out = [Uracil]in).

transports durch UraA nach Zugabe eines 
Protonophors, einer Verbindung, die eine 
sofortige Aufhebung des physiologischen 
Protonengradienten verursacht [3]. Diese 
Beobachtung legt nahe, dass der Transport 
von Nukleobasen durch SLC23-Proteine pro-
tonenabhängig ist. Wir sahen eine ähnliche 
Verringerung des Transports auch bei einem 
neuen SLC23-Homolog aus Thalassospira 
 xiamenensis, SLC23Tx (Abb. 1C).

In vitro-Transport von Uracil
Im Gegensatz zu UraA konnte gereinigtes 
SLC23Tx effi zient in Liposomen rekonsti-
tuiert werden, was es uns ermöglichte, die 
treibenden Kräfte des Transports viel detail-
lierter zu untersuchen als mit einem zell-
basierten Assay. Die meisten Zellen pumpen 
Protonen und Natriumionen hinaus, was zu 
Konzentrationsgradienten führt, die von 
Symportern für die Aufnahme von Metaboli-
ten genutzt werden können. Der Export von 
Kationen aus der Zelle resultiert darüber 
hinaus in einer höheren Konzentration nega-
tiver Ladungen im Inneren der Zelle, was in 

˚ Abb. 2: Bedeutung von UPRT für die Aufnahme von Uracil in vivo. A, In Escherichia coli wird 
aufgenommenes Uracil in UMP umgewandelt. B, UPRT, das vom upp-Gen codiert wird, ist wichtig 
für die in vivo-Aufnahme von Uracil. Uraciltransport ist im upp-Knockout-Stamm reduziert. C, Die 
Zugabe von UMP hemmt die Aufnahme von radioaktivem Uracil nicht, im Gegensatz zur Zugabe 
von einem Überschuss an nicht radioaktivem Uracil. D, Die Aktivität von UPRT ist pH-abhängig. 
Die Datenpunkte stellen Mittelwerte und Standardabweichungen von drei Replikaten dar.
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in vivo als Uniporter. Die Aufnahme von 
 Uracil unterliegt nur dem Substratgradien-
ten; der Substratgradient wiederum wird 
durch die Entfernung von intrazellulärem 
Uracil durch dessen Umwandlung in UMP 
aufrechterhalten, die von UPRT katalysiert 
wird. Frühere Veröffentlichungen über die 
Funktion von SLC23-Transportern mit unter-
schiedlichen Substratspezifitäten deuten 
darauf hin, dass nachgeschaltete modifi zie-
rende Enzyme auch bei der Aufnahme ande-
rer Nukleobasen, z. B. Adenin und Hypo-
xanthin, eine Rolle spielen könnten [7, 8].

Die Bedeutung dieser nachgeschalteten 
Enzyme wurde bisher bei der Untersuchung 
der SLC23-Transporteraktivität weitgehend 
vernachlässigt und hat, wie wir exemplarisch 
für den Transport von Uracil durch SLC23Tx 
und UraA zeigen, zu der Interpretation dieser 
Transporter als Protonensymporter geführt. 
Erst die Etablierung eines in vitro-Transport-
assays, bei dem die Transporterfunktion 
ohne die Hintergrundaktivität anderer Trans-
portproteine und losgelöst vom zellulären 
Stoffwechsel untersucht werden kann, 
ermöglichte die eindeutige Identifi zierung 
der treibenden Kräfte für den Transport von 
Nukleobasen durch die SLC23-Familie und 
offenbarte deren Funktion als Uniporter. Die-
ser Nachweis von Uniport in SLC23-Pro-
teinen ist ein wichtiger Schritt auf dem Weg 
zu einem mechanistischen Verständnis die-
ser Transporter, das nicht mehr auf die Rele-
vanz einer Protonenbindestelle ausgerichtet 
ist.
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