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Ein Netzwerk aus hydrophoben Tunneln zum Transport gasformiger
Reaktanten in einer O,-toleranten, membrangebundenen [NiFe]-
Hydrogenase, aufgedeckt durch Derivatisierung mit Krypton

Jacqueline Kalms, Andrea Schmidt, Stefan Frielingsdorf, Peter van der Linden,
David von Stetten, Oliver Lenz, Philippe Carpentier und Patrick Scheerer*

Abstract: [NiFe]-Hydrogenasen katalysieren die reversible
heterolytische Spaltung von Wasserstoff in Protonen und
Elektronen. Das tief im Protein liegende aktive Zentrum wird
dabei von gasformigen Substraten und Inhibitoren iiber
Tunnel erreicht. Hier wird die Proteinstruktur der O,-toleran-
ten, membrangebundenen [NiFe[-Hydrogenase von Ralstonia
eutropha (ReMBH) anhand von Proteinkristallen beschrieben,
die mit Krypton derivatisiert wurden. Die Positionen der
Kryptonatome ermdoglichen eine umfassende Beschreibung des
Gastunnelnetzwerks. Eine detaillierte Ubersicht von Grife,
Linge und Route der Tunnel wurde mithilfe von Rechnungen
erstellt. Vergleicht man die Tunneleigenschaften der ReMBH
mit Kristallstrukturen anderer O,-toleranter und O,-sensitiver
[NiFe]-Hydrogenasen hinsichtlich der Grofse und Anzahl der
hydrophoben Gastunnel, ergeben sich wesentliche Unter-
schiede zwischen beiden Gruppen. Einige sind womdglich auf
die bemerkenswerte Eigenschaft der Sauerstofftoleranz zu-
riickzufiihren.

P roteine, in denen die Reaktanten iiber Tunnel von der
Proteinoberfliche zu einem innenliegenden aktiven Zentrum
oder zwischen mehreren katalytischen Zentren transportiert
werden, sind in allen sechs Enzymklassen vertreten.?! Ein
pragnantes Beispiel fiir den Transport von Katalyse-Inter-
mediaten durch lange Tunnel ist die Carbamylphosphat-
Synthetase aus der Enzymklasse 6. Die drei aktiven Zentren
des Enzyms sind iiber zwei Substrattunnel mit einer Linge
von insgesamt 100 A miteinander verbunden.””) Die Zuging-
lichkeit von tief verborgenen aktiven Zentren fiir ihre Sub-
strate wurde bereits eingehend fiir z. B. Bakteriorhodopsin,
Lipoxygenase, Photosystem II und Hydrogenase unter-
sucht.*) Hydrogenasen sind Metalloenzyme, welche entwe-
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der den ersten oder beide Teilschritte der Reaktion H,=H™ +
H*=2e~ +2H" katalysieren. Sie sind in allen drei Doménen
des phylogenetischen Stammbaums verbreitet und werden
anhand des Vorhandenseins von Metallen im aktiven Zen-
trum eingeordnet. [Fe]-Hydrogenasen katalysieren einen
wesentlichen Schritt der Methanogenese in Wasserstoff ver-
wertenden Archaeen.'”! Die [FeFe]-Hydrogenasen sind vor-
wiegend an der H,-Produktion unter strikt anaeroben Be-
dingungen beteiligt, wohingegen [NiFe]-Hydrogenasen
hauptsichlich H,-oxidierende Enzyme sind."! [NiFe]-Hy-
drogenasen konnen weiterhin in O,-sensitive und O,-tole-
rante Enzyme unterteilt werden. O,-sensitive Hydrogenasen
werden durch die Gegenwart von Sauerstoff meist irreversi-
bel inaktiviert, vermutlich verursacht durch die Reaktion von
reaktiven Sauerstoffspezies mit den Metallkofaktoren.? O,-
tolerante Hydrogenasen hingegen erhalten ihre enzymatische
Funktion in Gegenwart von Sauerstoff.*] Dies macht sie sehr
interessant fiir biotechnologische Anwendungen.'¥ Die
Sauerstofftoleranz ist verkniipft mit der Féhigkeit des
Enzyms, einige der durch die H,-Oxidation generierten
Elektronen fiir die komplette Reduktion von O, zu harmlo-
sem Wasser zu nutzen.!'>"” Gut untersuchte Vertreter der O,-
toleranten Enzyme gehoren zu der Gruppe 1 der membran-
gebundenen [NiFe]-Hydrogenasen (MBHs), die aus drei
Untereinheiten bestehen.

In der groBlen Untereinheit befindet sich das aktive
[NiFe]-Zentrum, an dem die Wasserstoffspaltung stattfindet.
Die kleine Untereinheit enthilt drei [FeS]-Cluster, die das
katalytische Zentrum mit der dritten Untereinheit, einem
membranstdndigen Cytochrom bsg,, verbinden. Hier wird die
Untersuchung der katalytisch aktiven, heterodimeren Form
der ReMBH ohne Cytochrom bs4, vorgestellt.

In Abhéngigkeit von der Natur des Gasmolekiils, das
durch den hydrophoben Tunnel zum aktiven [NiFe]-Zentrum
gelangt, finden verschiedene enzymatische Reaktionen statt.
Im Rahmen des katalytischen Zyklus wird H, zu Protonen
und Elektronen oxidiert. Die Protonen werden iiber proto-
nierbare Aminosduren und Wassermolekiile zur Protein-
oberfliche transportiert."! Die Elektronen werden iiber
mehrere Eisen-Schwefel-Cluster (Elektronrelais) zum pri-
miren Elektronenakzeptor geleitet.'”! Es wird angenommen,
dass O, am aktiven Zentrum ebenfalls katalytisch umgesetzt
wird. In diesem Reaktivierungsprozess wird O, durch Elek-
tronen und Protonen zu H,O reduziert, das anschlieBend iiber
einen nahegelegenen Wasserkanal zur Proteinoberflidche ge-
langt. Das Elektronrelais liefert die hierfiir benotigten Elek-
tronen (Abbildung 1). Unter aeroben Bedingungen kann der
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Abbildung 1. Cartoon-Darstellung der groRen und kleinen Untereinheit
der ReMBH (PDB-Nr.: 3RGW) mit dem aktiven [NiFe]-Zentrum und
den [FeS]-Clustern (proximal: [4Fe3S], medial: [3Fe4S], distal: [4Fe4S])
gezeigt als Kugeln/Stibe. Der Gastunnel (magenta) und der Wasserka-
nal (blau) sind als Oberflichenmodell dargestellt (alle Abbildungen
wurden mit PyMOL generiert).”” Die Wassermolekiile (Kugeln) sind in
den Tunneln und Kanilen zugehdrigen Farben abgebildet (magenta/
blau). Die Wege von H,/O, und H,O durch die Tunnel und Kanile
sind durch hellblaue bzw. gelbe Pfeile gekennzeichnet. Wege des Elek-
tronenflusses sind als schwarzer Pfeile dargestellt.

[4Fe3S]-Cluster des Elektronrelais zwei Redoxiiberginge in
einem physiologischen Potentialbereich durchlaufen und
insgesamt zwei Elektronen in kurzer Zeit zum aktiven Zen-
trum abgeben. Die dadurch hervorgerufene Superoxidation
dieses Clusters bewirkt Strukturédnderungen, und ein Eisen-
ion (Fed) wechselt seine Bindungspartner."®! Alle bisher
vorhandenen Kristallstrukturen der ReMBH!""'8! zeigen klare
mogliche Pfade fiir den Elektronentransport und die Was-
serfreisetzung, wohingegen die Wege fiir Protonentransport
und Gastransport iiberwiegend undefiniert blieben. Fiir den
effizienten Gastransport von der Proteinoberfliche zum tief
im Inneren liegenden aktiven Zentrum ist ein Tunnel not-
wendig.["’

1997 wurde bereits ein Gastunnel in der O,-sensitiven
[NiFe]-Hydrogenase aus Desulfovibrio fructosovorans (Df)
anhand von mit Xenon (Xe) derivatisierten Kristallen vor-
geschlagen.’) In der hier vorgelegten Arbeit zeigen wir
hochaufgeloste Rontgenkristallographiedaten der O,-tole-
ranten ReMBH mit mehreren Krypton(Kr)-Einlagerungen,
anhand derer ein hydrophober Gastunnel definiert wurde.
Die Hydrophobie und die hohe Ordnungszahl von Edelgasen
wie Kr und Xe qualifizieren sie speziell fiir die Untersuchung
von hydrophoben Gastunneln in rontgenkristallographischen
Experimenten mit Druckbegasung.**! Ein Vergleich der
Tunnelstrukturen mehrerer Kristallstrukturen von O,-sensi-
tiven und O,-toleranten [NiFe]-Hydrogenasen deckte mar-
kante Unterschiede auf, die hinsichtlich der O,-Toleranz ei-
niger dieser Enzyme diskutiert werden.
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Wir nutzten die effiziente Methode der Edelgas-Deriva-
tisierung von ReMBH-Kristallen, um den Verlauf der hy-
drophoben Gastunnel nachzuvollziehen. Es wurden ver-
schiedene native und anomale Datensiitze bei 1.47 und 2.52 A
Auflosung gemessen (Tabelle S1 der Hintergrundinforma-
tionen). Die Proteingrobstruktur der mit Krypton derivati-
sierten ReMBH inklusive der vier Metallkofaktoren ist
strukturell mit dem nativen Enzym (wie isoliert oder auch
soxidierter Zustand 2“ genannt) identisch."®! Das aktive
[NiFe]-Zentrum befindet sich im so genannten Ni-B-Zu-
stand, der durch einen die beiden Metallionen verbindenden
OH -Liganden charakterisiert ist, wobei der Ni-Fe-Abstand
2.85 A betriigt. Die Struktur des [4Fe3S]-Clusters ist aller-
dings heterogen, da das flexible Eisenion Fe4 in einer Doppel-
Konformation vorliegt, was sich in einer etwas ausge-
schmierten Elektronendichte widerspiegelt (Abbildung S1).
Die erhohte Flexibilitdt entsteht womoglich durch die Edel-
gas-Derivatisierung. Zu unterstreichen ist, dass die Struktur
des Clusters keine Mischung aus dem zuvor veroffentlichten
H,-reduzierten Zustand und dem ,oxidierten Zustand 2*
darstellt, da sich in der aktuellen Struktur beide Positionen in
der Nihe der Position des Fe4 im ,,oxidierten Zustand 2“
befinden."™ Die ReMBH-Struktur enthilt 19 mogliche Kr-
Positionen, die aufgrund der hohen Elektronendichte an
diesen Positionen bestimmt wurden, mit unterschiedlichen
Besetzungen, vorwiegend lokalisiert in Tunneln und Hohl-
rdaumen (Tabelle S2 und Abbildung S2). Von den 19 Kryp-
tonatomen bilden 15 ein sichtbares Netzwerk aus hydropho-
ben Gastunneln, welche die Proteinoberfliche mit dem ak-
tiven Zentrum verbinden (Abbildung?2). Wassermolekiile
befinden sich in hydrophilen Hohlrdumen und bilden einen
Wasserkanal, der das katalytische Zentrum mit der Protein-

Abbildung 2. Proteinriickgrat-Darstellung der groflen und kleinen Un-
tereinheit der Krypton-derivatisierten ReMBH (PDB-Nr.: 5D51). Das
aktive [NiFe]-Zentrum und die [FeS]-Cluster sind in der Kugel/Stab-
Darstellung gezeigt. Der hydrophobe Gastunnel und der Wasserkanal
sind als graue Oberflichen dargestellt. Kryptonatome (magenta) und
Wassermolekiile (blau) sind als ungebundene Kugeln veranschaulicht.
R530, fungierte als initialer Startpunkt fiir die Caver-Rechnungen. Die
Ergebnisse sind als griine und orange Ketten mit einem Radius der
Tunnelengstelle von 1.3 bzw. 1.5 A gezeigt.
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oberfliche verbindet (Abbildung 2). Zwei Offnungen an der
Proteinoberfliche, bezeichnet als Gastunnel A und B, er-
moglichen den Gaseintritt in das Tunnelnetzwerk (Abbil-
dung 2). Montet et al.”! beschrieben zuvor zwei Hauptein-
ginge fiir Xe und H, in der Df-[NiFe]-Hydrogenase, die
teilweise mit den Tunneleingéngen der ReMBH iiberein-
stimmen. Der vorgeschlagene Haupttunnelzugang der Df-
Hydrogenase ist in der ReMBH verschlossen (Zweig 2
(,,branch 2¢) in Abbildung 2), wohingegen der zweite Ein-
gang dem Gastunneleingang A der ReMBH entspricht. Die
zweite Gastunnel6ffnung der ReMBH (Gastunnel B) wurde
im Df-Enzym jedoch als funktionell unwichtiger Gasdiffusi-
onsweg beschrieben.”’ Die zehn Xe-Dichten, die von Montet
et al. gefunden wurden, scheinen den gleichen hydrophoben
Tunnel zu besetzen, den wir in unserer Studie fiir die ReMBH
beschreiben.

Um die experimentellen Befunde zu bekriftigen, wurden
zusitzlich Tunnel-Berechnungen mit dem Programm Caver
durchgefiihrt.” Der minimale Kugel-Probenradius (minimal
probe radius) wurde dabei auf 1.2 A festgelegt. Dieser ent-
spricht dem Van-der-Waals-Radius von Wasserstoff (Tabel-
le $3). Die Tunnelvoraussage mit Caver erfolgte in 0.1-A-
Schritten bis auf 1.6 A als groBtmoglichen Wert fiir die Dar-
stellung der Tunnel. Als initialer Startpunkt fiir die Tunnel-
Berechnungen fungierte die Aminosdure R530, (ReMBH-
Nomenklatur: L =groe und S =kleine Untereinheit).

Dieses Arginin befindet sich in unmittelbarer Néahe des
aktiven Zentrums (Abbildung 2) und ist in allen bis jetzt be-
kannten [NiFe]-Hydrogenasen konserviert.'”?! Die Rech-
nungen deckten zwei plausible Tunnelpfade in der ReMBH
auf, die mit den Positionen der Kryptonatome deckungsgleich
sind (Abbildung 2). Gastunnel A hat eine Linge von 30 A,
und der Radius der engsten Tunnelstelle (,,bottleneck radius*
Tunnel®) betrigt 1.5 A. Gastunnel B ist 50 A lang, mit einem
Radius der engsten Tunnelstelle von 1.3 A (Abbildung 2 und
Tabelle S4). Die berechneten Routen stimmen vollstandig mit
der Lage der Kryptonatome in der ReMBH-Struktur tiberein.
AnschlieBend untersuchten wir mit Caver die Kristallstruk-
turen verschiedener Gruppe-1-Hydrogenasen auf Vorhan-
densein und Position von moglichen Gastunneln. Zu diesem
Zweck wurden die O,-toleranten Enzyme von Ralstonia eu-
tropha (Re), Escherichia coli (Ec), Hydrogenovibrio marinus
(Hm) und Salmonella enterica (Se) mit den O,-sensitiven
Hydrogenasen von Desulfovibrio gigas (Dg), Desulfovibrio
desulfuricans (Dd), Desulfovibrio vulgaris (Dv), Desulfovi-
brio fructosovorans (Df) und Allochromatium vinosum (Av)
verglichen (Tabellen S4 und S5). Ein Vergleich der Gastun-
nelnetzwerke O,-toleranter und O,-sensitiver Hydrogenasen
ist in Abbildung 3 beispielhaft fiir die Hydrogenasen von Re
und Dv dargestellt. Obwohl grof3e Abschnitte des Gastun-
nelnetzwerks konserviert sind (Abbildung 3), gibt es mar-
kante Unterschiede zwischen den Hydrogenasen beziiglich
der Anzahl der zur Proteinoberfliche fithrenden Tunnel
(Tabellen S4 und S5). O,-tolerante Hydrogenasen enthalten
im Durchschnitt zwei Gastunnel mit Ausnahme der
HmMBHP, welche im reduzierten bzw. oxidierten Zustand
drei bzw. vier Tunneloffnungen zur Oberfliche enthilt. Die
Radien der Tunnelengstellen variieren zwischen 1.2 und
1.5 A. Demzufolge gibt es eine auffallende Ubereinstimmung
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Abbildung 3. Darstellung der O,-toleranten ReMBH (PDB-Nr.: 3RGW,
Proteinriickgrat orange eingefirbt) und der O,-sensitiven Hydrogenase
aus DV’ (PDB-Nr.: TWUL, dunkelblau). Die [FeS]-Cluster und das
aktive [NiFe]-Zentrum sind in der Kugel/Stab-Darstellung gezeigt. Die
hydrophoben Gastunnel sind ebenfalls orange (ReMBH) und dunkel-
blau (Dv-Hydrogenase) eingefarbt. Hydrophile Taschen und Tunnel in
der Dy-Hydrogenase sind hellblau gekennzeichnet.

hinsichtlich der Anzahl der hydrophoben Gastunnel (ca. 2) in
O,-toleranten [NiFe]-Hydrogenasen. Gleiches gilt fiir die O,-
sensitiven Enzyme, die rund fiinf Gastunnel enthalten. Hier-
von ausgenommen ist die Dd-Hydrogenase™! mit lediglich
zwei Tunneln. Die anderen vier untersuchten Enzyme ent-
halten mindestens fiinf Gastunnel. Die Radien der Tunnel-
engstellen liegen zwischen 1.2 und 1.6 A.

Fiir O,-sensitive Hydrogenasen ergibt sich daraus im
Durchschnitt ein zweimal hoheres Vorkommen von hydro-
phoben Tunneln und Offnungen als in den O,-toleranten
Enzymen (Tabellen S4 und S5). Obwohl HmMBH, EcHyd-
14 und die Dd-Hydrogenase ein dhnliches Tunnelnetzwerk
wie die verwandten O,-toleranten Enzyme aufweisen, gibt es
deutliche Unterschiede in der Anzahl der Tunneloffnungen.
Die Zweige 1 und 2 (,,branch 1 und 2“; Abbildung 2), die in
allen untersuchten, O,-sensitiven Enzymen Offnungen an der
Oberfliache haben (Abbildung 3), sind in der Dd-Hydroge-
nase blockiert. Die O,-tolerante HmMBH hat dagegen Off-
nungen an den Enden der Zweige 1 und 2. Den Caver-
Rechnungen zufolge hat im Fall von EcHyd-1 lediglich Gas-
tunnel A eine Offnung zur Oberfliche (Abbildung 4). Die
Tatsache, dass Gastunnel A offensichtlich in allen [NiFe]-
Hydrogenasen prisent ist (Abbildung 2), lidsst auf eine ge-
nerelle Rolle fiir den Gastransport schlieBen. Unterschiede
zwischen den Hydrogenasen zeigen sich auch in den Ab-
messungen der Gastunnel. Die Mehrheit der Tunnel in den
O,-toleranten und O,-sensitiven Enzymen hat an der Tun-
nelengstelle einen Radius von 1.2 A (37.5%) beziehungs-
weise 1.3 A (43.5%), und sie iiberspannen einen Abstand
von 28-76 A zwischen aktivem Zentrum und Proteinober-
flache. Die Tunnel mit gro3en Tunnelengstellenradien sind im
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Abbildung 4. Uberlagerung der hydrophoben Gastunnel der ReMBH
(PDB-Nr.: 3RGW, grau) und der EcHyd-1 (PDBNr.: 3UQY, rot). Gezeigt
ist ebenfalls das Proteinriickgrat der ReMBH mit den vier Metallkofak-
toren, dargestellt im Kugel/Stab-Modell. Die uiberlagerten Tunnel sind
als Oberflichen gezeigt. VergréRerung: Die drei Aminosiuren M129,,
1132, und F203, (als rote Stibe dargestellt) der EcHyd-1 blockieren
den Gastunnel B. In der Uberlagerung dargestellt sind die Aminosiu-
ren L128, V131, V203, der ReMBH (griine Stabe).

Durchschnitt am kiirzesten. So hat z. B. der Gastunnel A der
ReMBH (Abbildung2) eine Tunnelengstelle mit einem
Radius von 1.5 A und eine Lénge von 30 A; Gastunnel B hat
dagegen eine Linge von 50 A mit einem Radius der Tun-
nelengstelle von nur 1.3 A. Die Abmessungen der Gastunnel
in allen anderen untersuchten Strukturen (die Dv-Hydroge-
nase ausgenommen!®)) zeigen einen #hnlichen Zusammen-
hang. Wie bereits erwihnt, gibt es eine erhebliche Ahnlich-
keit in der Architektur der Gastunnel in O,-toleranten und
O,-sensitiven [NiFe]-Hydrogenasen, speziell in der Nihe des
aktiven Zentrums. Entsprechend unseren Rechnungen liegt
der kalkulierte Startpunkt des Tunnels 3-4 A vom konser-
vierten Argininrest (R530, der ReMBH; Abbildung 2) ent-
fernt. Eine VergroBlerung des Kugel-Probenradius wiirde zu
einem groferen Abstand zwischen dem initialen und be-
rechneten Startpunkt fithren. Dies impliziert, dass in der
Nihe des aktiven Zentrums der Gastunnel zunehmend enger
wird. Eine derartige Auswirkung wurde bereits fiir die Df-
Hydrogenase mit verschiedenen Aminosduresubstitutionen
am Tunneleingang am aktiven [NiFe]-Zentrum beobachtet
(Tabelle S6).”°! Des Weiteren zeigte eine friihere Studie, dass
eine Erweiterung des potenziellen Gastunnels der regulato-
rischen [NiFe]-Hydrogenase von Re durch einen ortsspezifi-
schen Aminosdureaustausch zu Hydrogenase-Varianten
fithrte, die empfindlicher gegeniiber der Inhibition durch O,
waren.”’) Substitutionen der konservierten Aminoséuren
V74, und L122; der Df-Hydrogenase durch entweder M74,/
M122; (PDB-Nr.: 3CUR) oder 174;/F122; (PDB-Nr.: 3CUS)
fiihrten wegen der volumindseren Aminosdureseitenketten
zu einer Verschiebung des kalkulierten Startpunkts auf eine
Entfernung von 9 A zum Rest R530, (Abbildung $3).2°) Wir
verwendeten die zugehorigen Kristallstrukturen, um einen
simulierten Gastunnel mit einem maximalen Abstand von
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3 A zum konservierten Arginin zu berechnen. Diese Rech-
nung ergab einen Radius der Tunnelengstelle von nur 1 A,
welche die Erreichbarkeit des aktiven Zentrums sowohl
durch O, als auch durch H, erschwert. Diese Annahme
spiegelte sich im Fall der V74, I/L122, F- (K,,** =50 um) und
V74, M/L122, M-Varianten (K, =200 um) in einer be-
trachtlichen Zunahme der Michaelis-Konstante fiir H, ge-
geniiber der nativen Df-Hydrogenase (K, =10 um)
wider.?¢!

Die Substitutionen einzelner Aminoséduren fithrten da-
gegen nur zu geringen Abstandsverschiebungen zwischen
Arginin und Tunnel6ffnung zur Proteinoberfliche (Tabel-
le S6). Die Kristallstrukturen der O,-toleranten Hydrogena-
sen zeigen einen geringfiigig groleren Abstand zwischen den
Seitengruppen der Valin- und Leucinreste, die gemeinhin die
Offnung des Gaskanals am aktiven Zentrum darstellen, als
bei den O,-sensitiven Enzymen. Dies ist hauptsédchlich auf
Rotationsunterschiede der Seitengruppe von L125]
(ReMBH-Nomenklatur) zuriickzufithren (Abbildung S4).
Die experimentellen Daten in Zusammenhang mit den
Caver-Rechnungen veranschaulichen, dass der Austausch der
Aminosduren an der Gaskanaloffnung am aktiven Zentrum
durch voluminodsere Reste den Kanaldurchmesser deutlich
verringert und damit den Gastransport zum aktiven Zentrum
offenbar erheblich einschriankt. Interessanterweise ldsst sich
bei den O,-sensitiven Hydrogenasen eine hohere Variabilitit
in der Gesamtheit der tunnelbildenden Aminosduren beob-
achten als bei den O,-toleranten Hydrogenasen. Innerhalb
der konservierten Tunnelstrukturen zeigen beide Gruppen
allerdings eine einheitliche Aminosédure-Invarianz von 37.4 %
(Abbildungen S7 und S8).

Im Rahmen unserer Untersuchungen identifizierten wir
auBerdem einen hydrophilen Tunnel am medialen [3Fe4S]-
Cluster, der ausschlieflich in den O,-sensitiven Hydrogena-
sen zu beobachten ist. In O,-toleranten Hydrogenasen ist
dieser Tunnel durch ein Tryptophan blockiert, das ein Phe-
nylalanin in den O,-sensitiven Enzymen ersetzt (ausgenom-
men im Fall der Av-Hydrogenase;®! Abbildungen S5 und
S6). Dieser zusitzliche Schutz des [3Fe4S]-Clusters gegen
Wassermolekiile von auflen beeinflusst moglicherweise das
elektrochemische Potential dieses Kofaktors.” Im Falle der
O,-toleranten Enzyme zeigt lediglich EcHyd-1 wesentliche
Unterschiede in der Aminosdurezusammensetzung des Gas-
tunnelnetzwerks. Die groen Aminosduren F203;, M129; und
1132, blockieren den Gastunnel B (Abbildung 4, Tabel-
le S7).”" Der Hauptgastunnel A hat eine Linge von 32 A und
einen Tunnelengstellenradius von 1.2 A.

Basierend auf der Position der Kryptonatome im hydro-
phoben Gastunnel der ReMBH und den entsprechenden
theoretischen Prognosen der Routen fiir die Gastunnel in O,-
sensitiven und O,-toleranten [NiFe]-Hydrogenasen stellen
wir die Hypothese auf, dass O,-sensitive Enzyme ein kom-
plexeres Tunnelnetzwerk und mehr Tunneleingédnge als O,-
tolerante Hydrogenasen aufweisen. Dies fithrt womdéglich zu
erhohten Diffusionsraten fiir das Substrat H, sowie inhibie-
rende Gase wie O, und CO. Die Gastunnel der O,-toleranten
Hydrogenasen sind im Vergleich schmaler und haben weniger
Offnungen. Diese Eigenschaft limitiert vermutlich die Gas-
diffusion zum aktiven Zentrum, was wiederum zur auf3erge-
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wohnlichen O,-Toleranz dieser Enzyme beitrdgt. Wir moch-
ten hervorheben, dass die Ergebnisse dieser Arbeit auf der
Analyse von statischen Kristallstrukturen basieren. Es ist al-
lerdings zu vermuten, dass dynamische Anderungen im
Gastunnelnetzwerk den Zugang von Gasen zum aktiven
Zentrum entscheidend beeinflussen. Fiir die Untersuchung
solcher Effekte in zukiinftigen Arbeiten sind Molekiildyna-
mik-Simulationen bestens geeignet. Unsere Krypton-deriva-
tisierten ReMBH-Kristallstrukturen bieten daher einen ex-
zellenten Startpunkt, um die Gasdiffusionsprozesse in Ab-
hiingigkeit von dynamischen Anderungen der Gastunnel-
durchmesser zu untersuchen. Zusétzlich wire eine Untersu-
chung von Varianten der ReMBH mit gezielten
Aminosidureaustauschen im Gastunnel hilfreich, um unsere
Hypothese zu untermauern.

Experimentelles

ReMBH wurde wie zuvor beschrieben produziert und gereinigt.!'”!
Optimierte ReMBH-KTristalle wurden mit der Dampfdiffusionsme-
thode im sitzenden Tropfen geziichtet!'”' und in einem Hoch-
druckkiihlungssystem mit Krypton derivatisiert.””’ Eine detaillierte
Beschreibung aller Experimente befindet sich in den Hintergrund-
informationen.
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