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Rapport :

Deux grands types d'hydrogénases peuvent &tre distingués selon leur contenu
métallique (1): les hydrogénases a fer seulement et les hydrogénases a [NiFe], possédant un
sous-groupe: les hydrogénases a
rayons X aux seuils du nickel et du sélénium ainsi que des études de RPE sur ’hydrogénase
a [NiFeSe] de Desulfomicrobium baculatum enrichie en 77Se ont montré qu'une des
cysteines ligands du nickel chez les hydrogénases a [NiFe] est remplacée ‘par une
sélénocysteine (2). Une expérience de dispersion anomale au seuil du selenium a également

permis de confirmer sa présence au site actif et comme étant un des ligands du nickel.

Une des différences principales entre les 2 classes est la réaction d’échange H2/HD; le
rapport H2/HD qui a en général une valeur inférieure a 0.5 chez les protéines a [NiFe],
pourrait prendre une valeur supérieure a 1 pour les hydrogénases a [NiFeSe]. Il semblerait

donc que la présence de sélénium au site actif ait un effet important sur l'activité

catalytique de I'enzyme



Un enregistrement a été effectué a 100K sur un cristal réduit ayant poussé en anaérobiose.
Un trés bon jeu de données a 2.135 A de résolution a été obtenu: avec R=9.1% et
Complétude=96.6%. La maille est orthorhombique avec les paramétres suivants: a=110.4A
b=63.7A c=99.6A, et o=P=y=90" et le groupe d'espace est P212121 avec une molécule par
unité asymétrique et un pourcentage de solvant de 37.5%. Le modele de D. gigas a 2.54A
(3) a servi de modele de départ pour le remplacement moléculaire. L’affinement avec X-
PLOR ainsi que plusieurs étapes de construction manuelle & I’écran avec le programme O
ont permis l’obtention d’un modele final de trés bonne qualité. La dernieére phase
d’affinement a été réalisée avec REFMAC et a conduit a un facteur R de 18.9% et un

facteur Rfree de 24.9%. Environ 300 molécules d’eau ont pi étre ajoutées au modele.
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