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1 Einleitung

Die Rontgenstrukturanalyse bietet dieolglichkeit, den dreidimensionalen atomaren Auf-

bau kristalliner Substanzen zu bestimmen. Der Zusammenhang zwischen der in einem Beu-
gungsexperiment gemessenen Inteam(lﬁ) eines reziproken Gitterpunkt@sund der La-

gerj der Atome in der Elementarzelle wird durch den Strukturfakt(T) beschrieben:

(R OIFR) mit F(R) = % f;(R) €21,
J

wobei f; (h) fur den Atomformfaktor deg-ten Atoms in der Elementarzelle steht. Die Elek-
tronendichtedfRt sich durch REktransformation aus den Strukturfaktoren berechnen:

P(?)Z\E/ZF(F\)eZT‘iF‘? mit F(R) = |F(R)| %M.
h

Die Strukturfaktoren sind die Fourierkoeffizienten der Elektronendichteverteilung innerhalb
der Elementarzelle. Da die Strukturfaktorphasen nicht bekannt sind, ist eine dingt#te R”™
transformation der Mel3werte auf die Elektronendichteverteilung nidgfiohi: Dies wird

auch als da®’hasenproblem der Kristallograpfiezeichnet. Insbesondere in der Protein-
kristallographie ist das Phasenproblem eine entscheidendieHbéi der StruktuniSung.

Das Enzym Urease war das erste Protein, das kristallisiert wurde (Sumner, 1926). Das ge-
ordnete Moleklgitter eines Kristalls kann sich nur dann bilden, wenn es aus identischen
Molekuleinheiten aufgebaut ist. Es revolutionierte die Ansichibear Proteine, als gezeigt
wurde, dal’ sogar groR3e Proteine diskrete chemische Einheiten mit festgetegtdichien
Strukturen sind.

1960 wurde it Myoglobin bei nahezu atomarer Aasling (2,) ein dreidimensionales
Modell bestimmt (Kendrew, Dickerson, Strandberg, Hart & Davis, 1960). Damit war nach
25 Jahren di das erste Proteine das PhasenproblemsgeDiese Strukturbestimmung
brachte den Durchbruch beim Vastinis der Proteinstrukturen, darfdie Klarung der
Reaktionsmechanismen, an denen Proteine mitwirken, die genaue Kenntnis ihres dreidi-
mensionalen Aufbaus erforderlich ist.

In der Proteinkristallographie werden die Strukturfaktorphasen einer antlgj unbekann-
ten Proteinstruktur meistens mit Hilfe des mehrfachen isomorphen Ersatzes, (endfiple
isomorphous replacement’ MIR; Green, Ingram & Perutz, 1954)ggRamakrishnan &
Biou, 1997). Bei dieser Methode werden Datensammlungen an KristallemadesnPro-
teins und an Kristallen verschiedener Schweratomderivate durdigeym Schweratom-
derivate zu erhalten, werden die Kristalle des nativen Protein®suhgen verschiedener
Schweratomsalze geimnkt. Die in den Proteinkristallen vorhandenen Kignérnoglichen
den Schweratomsalzen, in die Kristalle zu diffundieren. Binden die Schweratome an aus-
gezeichneten Positionen des Proteinmolekkann ihre Lage durch die Pattersonmethode
bestimmt werden. Phaseninformationemkén aus dem Unterschied der Strukturfaktorbe-
trage des nativen Proteins und der Schweratomderivate berechnet werden.



4 1 Einleitung

Bei nicht—zentrosymmetrischen Strukturehift der signifikante imagaré Anteil des Atom-
streufaktors der meisten verwendeten Schweratome zu anomaler Streuung (AS), bei der das
Friedelsche GesetE (h) = F(—h) undg(h) = —¢(—h)) nicht mehr ertilt ist. Die Bestim-

mung dieser sogenannten Bijvoet-Differenzen ist eine weiterglighikeit, Phaseninforma-

tionen zu erhalten. Die Methoden zur Strukastihg aus MIR-Datenddinen daher Pha-
seninformationen aus den Intemggtinterschieden durch isomorphen Ersatz und aus den
Bijvoet—Differenzen der Schweratomderivate verwenden.

Die Schwierigkeit dieser Methode ist, ein geeignetes Schweratomderivat zu finden. Oft
lagert sich kein Schweratom an eine geeignete Position in der Proteinstruktur an, oder das
Schweratomderivat ist zur nativen Proteinstruktur nicht isomorph.

Die wachsende Veufjbarkeit von Synchrotronstrahlungrélert eine weitere Methode, um
Strukturfaktorphaseab initiozu bestimmen, die Methode der anomalen Dispersion bei ver-
schiedenen Welleatigen (engl.,multiwavelength anomalous dispersion“ MAD; Hendrick-
son, 1991). Dabei werden zwei oder mehr Intextsdatensammlungen bei Wellengen in

der Nahe der Absorptionskante eines in der Proteinstruktur enthaltenen Schweratoms durch-
geflihrt. In der Nihe der Absorptionskante tritt ein signifikanter Unterschied im Real- und
Imagirérteil (f' und f”") des Atomformfaktors auf. Besonders der Austausch der Amaimes”
Methionin durch Selenomethionin (K—Absorptionskante Selen: &)98ei dem das Schwe-
felatom durch ein Selenatom ersetzt wird, egicht viele Anwendungen von MAD.

Um die bei MAD auftretenden IntenaiSunterschiede von teilweise nur 5% beobachten
zu kénnen, mul3 ein sehr guter Datensd®gyf, Vollstandigkeit, Redundanz) aufgenom-
men werden. Bei durchschnittlichen DatatzEn liegen die IntensitSunterschiede zum
Teil im Bereich von nur &(1 ) und damit bereits in der &tie der statistischen Schwankungen.

Bei denDirekten MethodeffHauptman & Karle, 1953) werden mit statistischen Methoden
Aussageruber die Strukturfaktorphasen direkt aus den Strukturfaktapetr abgeleitet,

die bei Kleinmolekilstrukturen sehr effektiv sind. Die stete Weiterentwicklung dieser
Methoden, der sogenannt&hake—and—Bak&erfahren (Miller et al., 1993; Sheldrick &
Gould, 1995), bei der alternierend eine Phasenverfeinerung im reziproken Raum und
eine Suche nach Atomen im realen Raum durchigetfivird, ernoglichen auch gf3ere
Strukturen zu dsen, wie beispielsweise die Struktur eines Metalloproteinsubetr 2000
unablaingigen Atomen (Sheldrick, 1998). Diese ab initio Methode benutzt nur die nativen
Daten, ohne zwzliche Phaseninformation wie bei MIR oder MAD. Nachteilig wirken sich
die erforderliche IntensatSdatensammlungen bis zu atomarer éalilig ¢ 1,2,&) und die
Rechenzeit—intensive Auswertung aus.

In dieser Arbeit wird eine Methode zur Phasenbestimmung an Proteinkristallen vorgestellt,
bei der ebenfalls kein Schweratom in der Struktur erforderlich ist. Bereits 1949 wurde von
Lipscomb vorgeschlagen, die Intemdfinderung eines Reflexesatwend der Anregung
eines weiteren Reflexes zu beobachten. In dieser Inégssitierung kann der Interferenz-
effekt zweier Wellen beobachten werden. Da sich im Kristall neben dem einfallenden Strahl
noch zwei abgebeugte Strahlen ausbreiten wird dies ein Dreistrahlinterferenz—Experiment
genannt. Bei der Messung von Dreistrahlinterferenz—Profilen werden Phasenbeziehungen



zwischen Reflexen direkt bestimmt: die sogenannten Triplettphasen. Inzwischen ist es
moglich, Dreistrahlinterferenz—Experimente an Kristallen kleiner Proteinstrukturen durch-
zufihren (Weckert & Wimmer, 1997). Voraussetzungrfdie experimentelle Bestimmung

der Triplettphasen an Proteinkristallen ist eine geringe Mosaikverteilung der Kristalle.
Fur die Messungen der Dreistrahlinterferenz—Profile sind Synchrotronstrahlung und ein
spezielledP—Kreisdiffraktometer vorteilhatft.

In dieser Arbeit wird eine ab initio Struktwsung mit experimentell bestimmten Triplett-
phasen am Beispiel des tetragonalen Lysozyms als Modellsubstanz aufgezeigt. Dazu wurden
Intensitits— und Triplettphasen—Datensammlungen an Lysozym durdigef”

Aus den experimentell bestimmten Triplettphasen lassen sich Strukturfaktorphasen ableiten.
Dabei kann es erforderlich sein, symbolische Einzelphasen zu verwenden. Bei der Variation
dieser symbolischen Einzelphasen nach deagic—integer\erfahren (Main, 1977) erge-

ben sich mehrere Phasendatdme. Die Bewertung der verschiedenen Phageassrfolgt

durch das Maximum—Entropie—\Verfahren. Mit dem geeignetsten Phasendatensatz wird eine
Maximum—Entropie—Elektronendichtekarte berechnet, an diese wird dann ein Startmodell
angepaldt und verfeinert.

Der Einflu3 der Reflexe mit bestimmten Strukturfaktorphasen auf die Qudkr” ME—
Elektronendichtekarten wurde untersucht, indem verschiedene Auswahlkriteriegief”
Strukturfaktorbet@ge und den Aurﬂ§ungsbereicHFQ|—1) angewandt wurden.

An dem Protein Nessellectin, das mit henkimlichen Methoden bisher nicht gst'werden
konnte, wurden die ersten Dreistrahlinterferenz—Profilen aufgenommen. Basierend auf den
210 experimentell bestimmten Triplettphasen konnte eine Maximum—Entropie—Elektronen-
dichtekarte berechnet werden. In dieser sind Proteinmblekd Losungsmittel bereits
deutlich voneinander getrennt, jedoch ist eine Strukturbestimmung aufgrund der geringen
Anzahl von experimentell bestimmten Strukturfaktorphasen noch niogtiof:

Die Schadigung der Proteinstrukturen durcloigenstrahlungen kann durch Experimente
bei tiefen Temperaturen reduziert werden. Um die Anwendbarkeit der Dreistrahlinterferenz—
Experimente bei tiefen Temperaturen zuferi, wurden erste hochaufgsté Untersuchun-

gen des Mosaikbaus der Proteinkristalle im Temperaturbereich zwischen 100 und 130K
durchgetihrt.
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2 Grundlagen der dynamischen Beugungstheorie

Eine theoretische Beschreibung von Mehrstrahlinterferenz—Experimenten unter Betrachtung
der gegenseitigen Phasenbeziehungen der beteiligten Wellen kann nur mit der dynamischen
Beugungstheorie er&it werden, die Ewald (1917) erstmals €ine dreidimensionale, pe-
riodische Anordnung von Dipoloszillatoren allgemein formulierte. Von Laue (1981irtd¢”

die dreidimensionale periodische Suszeptihiléin. In dieser Formulierung wird die dyna-
mische Theorie heute noch angewandt.

Verschiedene Autoren (Cruickshank et al., 1992; von Laue, 1960) beschreiben die Grundla-
gen der dynamischen Theorie im Zweistrahlfall. Bei diesem ist zumgvem(einfallenden)
Wellenfeld nur ein weiteres (sekuaics) Wellenfeld angeregt. Pinsker (1978petéit die
dynamische Theorie unter Bazksichtigung von Mehrstrahlinterferenzen.

Im Rahmen dieser Arbeit wird auf die Grundlagen der dynamischen Beugungstheorie nur in-
soweit eingegangen, wie sich EudEe auf die Interpretierbarkeit der Dreistrahlinterferenz—
Profile an Proteinkristallen ergeben. Aukflichere Darstellungen sind bei Weckert &
HUmmer (1997) und Weckert (1997) gegeben.

2.1 Grundgleichung der dynamischen Theorie

Ein Kristall stellt eine dreidimensionale periodische Anordnung von Atomen dar, wobei die
Periodizitt in der GoRenordnung der Welleaahige von Ritgenstrahlung liegt. Die elektro-
magnetischen Wellen werden im wesentlichen an den Elektronen der Atome gestreut. Die
elektrischen und magnetischen Felder in Materie werden durch die Maxwellschen Gleichun-
gen beschrieben.uf Materialien ohne spontane Polarisation gilt:

P=gyxE und D=go(1+X)E =eceE. 1)

Fur die Berechnung der Suszeptilatiiy' kann im Fall von Rntgenstrahlung die Eigenfre-
quenz der Elektronen gegdper der der elektromagnetischen Welle vernassiljt werden.

Somit ergeben sich die Suszeptikitiy 'und die dielektrische Funktioaus der Elektronen-
dichtepe zu:

€ e

4Teomev2’

€ Pe ,
E=14X 4TggMeV2 mit- X

(@)

Der Wert der Suszeptibilit’ ist negativ und vom Betrag kleiner als 10 Somit gilt réihe-
rungsweise:

_ _ X _ _
P—¢goXE = -2 D~xD. 3
oX T x X (3)

Damit lautet die Wellengleichungfdie Ausbreitung elektromagnetischer Wellen in Materie
(Pinsker, 1978):

Af)+4n2k25+v><(vxxf)):0 mit k:%. @)
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Wegen der Periodizt der Elektronendichtge(F) ist auch die Suszeptibilt’ (r) eine git-
terperiodische Funktion undﬂkann damit in eine Fourierreihe entwickelt werden, wodei -
alle reziproken Gittervektorem, summiert wird:

X(F) =S X(Fn) &2, (5)

Die Fourierkoeffizientery (h,) sind mit den StrukturfaktoreR (hy) tiber

1 @ NN
ATEg MeC? TNEz  CTiVEZ

X(F) = —-TF(hy) mit = (6)

verbunden, wobdi eine dimensionslose Kopplungskonstante in des@riordnung 1

bis 10 7 ist. Sie stellt ein MaRui die Wechselwirkung der elektromagnetischen Welle mit
den Elektronen des Kristalls dar, mit dem Elementarzellvolu¥jenund dem klassischen
Elektronenradiuse = 4—#50 % =2.8-10"1m.

Fir die dielektrische Verschiebung im Kristall wird ein Ewald—Bloch—Wellenahsate
wendet. Unter Bercksichtigung der Beugungsbedingung_é(ﬁn) = K(0) + hy, ergibt sich

fur das Gesamtwellenfeld im Kristall:

B(r) = 5 B(hy) e 2K (Mo, 7)
n
Gleichungen (5) und (7) werden in die Wellengleichung (Gleichung (4)) eingesetzt, und

durch Koeffizientenvergleich ergeben sich deundgleichungen der dynamischen Theorie
(von Laue, 1960):

B — /) - (i BB 5
( m)—m ;X( m—hn)D(hn) ), (8)

. . K2(hm)
mit dem ResonanztermR(hy) = o————. 9)

ko bezeichnet den Wellenvektor der einfallenden Welle im Vakuﬁ(‘ﬁn)[m} ist die Kompo-
nente, die senkrecht zur Ausbreitungsrichtit{@,) steht. Das gesamte Wellenfelihy,)
ergibt sich aus der katiénterlUberlagerung aller im Kristall angeregten Bloch—Wellen, die
sowohl durch eine geometrische Koppluwrggef die Projektiortf)(ﬁn)[m] als auch durch eine
elektromagnetische Kopplungér die Suszeptibih’it’énx(ﬁm — ﬁn) miteinander verkuapft
sind. Die geometrische Kopplung ergibt sich aus dem vektoriellen Charaktérdreider.
Nur die zuD(hy) parallelen Komponenten voB(hy) liefern einen Beitrag. Die elektro-
magnetische Kopplung wird durct(hm — hy), und damit durch die Strukturfaktoren der
Differenzvektorerhy, — hy, vermittelt. Dadurch beeinflussen die Phagén) und die Struk-
turfaktorbeteigeF (h) die Amplituden der Welle.

1Der Ansatz it die Wellenfelder im Kristall in dieser Form geht auf P.P. Ewald (1917yckrSiter
entwickelte F. Blochdf die Wellenfunktionen der Elektronen im Kristall einghnrilichen Ansatz.
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Die Amplitude der Welleﬁ(ﬁm) kann nur dann grof3e Werte annehmen, wenn der zugeh”
ge WellenvektorK (hy)| nahe beilkg| liegt, d. h. sich in der Mhe der Beugungsposition
befindet, und somit der ResonanzteRfh,) signifikante Werte besitzt. Daher erlaubt der
Resonanzterm, alle Wellen zu vernadgigen, deren reziproke Gittervektoren nicht in der
Nahe der Ewaldkugel liegen. Somit reduziert sich daslimensionale Gleichungssystem
der Gleichung (8) auf N Dimensionen (N-Strahlfall), wenn N Gittervektorenddesichtigt
werden nissen. Beim Durchgang durch die Ewaldkugiatiért der Resonanzterm und somit
auchf)(ﬁm) das Vorzeichen, dies entspricht einer Phasenverschighbpingn 180.

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Bedeutung des
Resonanzterms R, i=h, g, hy,

Gleichung (8) kann daher in ein Eigenwertsystem umgeschrieben werden:

k2 — R2(hm) « o o
WD(hm) + ;x(hm— hn)D(hn) jm = O. (10)

Die selbstkonsistentedsung dieser Gleichung ergihirféine einfallende Well@(?)) mit

der Einstrahlrichtun&o die im Kristall erlaubten Wellenvektorelﬁ(ﬁm) (Eigenwerte) und

die dazugebrigen Amplitudenverhltnissef)(F]m) (Eigenvektoren). Absolute Amplituden
kdnnen durch das Anpassen der Randbedingungen berechnet werden. Der geometrische Ort
der Anfangspunkte aller erlaubté&a-Vektoren wird Dispersionsfthe genannt.

Am einfachsten Beispiel, dem Zweistrahlfall, werden die Ergebnisse der Wellenoptik be-
schrieben. Der Energieflu (Poyntingvektor) zeigt in Richtung der Normalen der Dispersi-
onsfiche am Anregungspunkt (Ewald, 1958; Kato, 1958).

Die Dispersionséiche im Zweistrahlfall besteht, vereinfacht dargestellt, aus zwei Dispersi-
onskugeln um die reziproken Gitterpunkte O und H. Die Aufspaltung der Dispersionskugeln
durch die Polarisation derdRtgenstrahlungit-PolarisationD parallel zur Beugungsebene,
G—PolarisationD senkrecht zur Beugungsebene) wird vernassitjt. Aufgrund der Wech-
selwirkung der beiden Wellen zi(0) und K (h) wird die Entartung der Eigenwerte von
Gleichung (8) auf dem Schnittkreis der beiden Kugeln aufgehoben. In Abbildung 2(a) ist die
Aufspaltung der Dispersionsithe nicht gezeigt, da das Vaitnis des Radius’ der einge-
zeichneten Kugeln zum Effekt der Aufspaltung 172Gst.

Wegen der Stetigkeitsbedingung der Tangentialkomponent&€Esldes an der Eintritts-
flache lohnen sich dieK (0)-Vektoren im Kristall nur in der Komponente parallel zur
Oberflichennormale unterscheiden. Durch die Richtung der einfallenden Strahlung und die
Schnittpunkte der Obedthennormale mit der Dispersiorsiflie werden die Anregungs-
punkte auf der Dispersionafthe festgelegt. In Abbildung 2(a) sind die Anregungspunkte
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Oberfliche So R(0)
Dispersions-
A flache R(hm)
B S(0) S(0)
) 4 S () S(hn)
T(hm)
D
T(0)
(a) Reziproker Raum (b) Ortsraum

Abbildung 2: Poyntingvektoren mglicher Wellenfelder im Zweistrahlfall

mit A bis D gekennzeichnet. Im Kristall werden acht Wellenfelder angeregt, uiejetie
Polarisationsrichtung. Innerhalb des Kristalls sind dies die transmittierten Wellenfelder
S(0) und§ (hn), sowie die reflektierte; (0) und S (hm). Unter der Annahme, der Kristall

sei eine dnne planparallele Platte, werden auf beiden Seiten des Kristalls jeweils zwei
Wellenfelder angeregt (s. Abb. 2(b)). Diese sind der einfallende S&ahder spiegelnd
reflektierte StrahR(0), der in Reflexion gebeugte StraR(Ny,), der transmittierte Strahl
T(0), sowie der in Transmission gebeugte Strdith,). Die Intensititsverteilung der

Wellenfelder faihgt von der Beugungsgeometrie (s. Abb. 7) ab.

Bei einem N-Strahlfall befinden sich aiglich zum Ursprung des reziproken Gitters noch
N-1 reziproke Gitterpunkte auf der Ewaldkugel. Liegen N reziproke Gitterpunkte in der
Nahe der Ewaldkugel, werden 2N Anregungspunutgdde Polarisationsrichtung, d. h. ins-
gesamt 4N Anregungspunkte ausgént.”

2.2 Lo6sung der Grundgleichung
2.2.1 Eigenwertproblem

Ublicherweise wird zur b$ung der dynamischen Grundgleichung der Resonanznenner
(Gleichung (9)) linearisiert. Da sich die Batré der Wellenvektoren im Kristall und im Vaku-

um in der GoRenordnung 1 unterscheiden, kann folgendah&rung verwendet werden
(Pinsker, 1978):

K —K%(Am) = 2[K(0) —K(hw)]
e )
wobei K(G) = ko[1+ x(@)] gt (12)
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K(0) ist der Wellenvektor der einfallenden Welle im Einstrahlfall, d.h. es sind keine
weiteren Wellenfelder angeregt. Gleichung (11) wurde von Ewald als Resonanzfehler
bezeichnet. Durch die Linearisierung wird die Zahl der Wellenfelder auf3erhalb des Kristalls
halbiert. Generell wird der spiegelnd reflektierte Str&0) vernachéissigt. Zuatzlich
werden in der Bragg—Beugungsgeometrie der in Transmission gebeugte'f?gﬁ.ahlmd in

der Laue—Beugungsgeometrie der in Reflexion gebeugte ﬁ(ﬁm nicht bericksichtigt.

g

‘T[/\ / Abbildung 3: Definition der Polarisationsvektoren im
9 T

Dreistrahlfall

Die dielektrischen VerschiebungsvektorBiih,) stehen senkrecht zur Richtung des Wel-
lenvektorsK (), daher &Rt sich das vektorielle Gleichungssystem (10) der Ordnung N in
ein skalares Gleichungssystem der Ordnung 2N zerlegemjeBé Welle werden drei zu-
einander senkrechte Vektor& = K (hy)/|K(hn)|, T, Gn eingefihrt. In Abbildung 3 ist

die relative Lage der Polarisationsvektoren dargestellt. In derk@) und K(h) aufge-
spannten Ebene liegen die-Polarisationsvektoren aller Wellen und dazu senkrechBdie
Polarisationsvektoren. Die Vektoramplituddth,) lassen sich durch

B (hn) = Dr(hn) i + Do ()3 (13)

ausdricken. Darausa3t sich Gleichung (10) als skalares Eigenwertsystem formulieren:

(RZﬁm) - (1—X@>> Orlfn) - 5 X(Fn—Fo) (Or(Fo) oo+ Do )it =0 (14

¢ o i B
(RZ(Hm) . (1— x(o>)> Do (Fim) + n;mx(hm— Fin) (Dn(hn)rrncm+ Dc(hn)onom) — 0. (15)
Die elektromagnetische Kopplung zwischen den einzelnen Wellen wird durch die Suszep-
tibilit"atenx(ﬁm—ﬁn) vermittelt. Die geometrische Kopplung aufgrund der verschiedenen
Richtungen K—Vektoren) der Wellen wird durch die Skalarprodukte der Polarisationsvek-
toren beucksichtigt. Eine nicht—triviale @Sung dieses Gleichungssystems ist nur bei einer
Determinante der Koeffizientenmatrix ungleich null gegeben.

Jedem EigenwelK ((3) j=1,2,3,.., 4N entspricht ein Anregungspunki der Dispersi-
onsfkiche. VonX; gehen N ebene WelleB; (h,) mitn =1, 2,..., N aus, die sich aus den
zugelorigen Eigenvektoren ergeben und das Wellenfeld des j—ten Anregungspunktes bilden.



12 2 Grundlagen der dynamischen Beugungstheorie

Aus den Eigenvektoren werden die Amplituden nur relativ zueinandgeélen einzelnen
Anregungspunkt bestimmt. Durch die Randbedingungen wird festgelegt, wie stark die von
jedem einzelnen Anregungspunkt ausgehende Welle zum Gesamtwellenfedd)t&ker
vollstandige dielektrische Verschiebungsvektor im Kristall wird durch

4N N T
Biot(F) = 3 aj  Bj(hn) e~ (M)r (16)
J n

ausgeduckt. Hierbei sind die 4N Faktorex) noch unbekannte, komplexe Koeffizienten, die
durch die Randbedingungen festgelegt werden.

2.2.2 Randbedingungen

Die Stetigkeitsbedingungif'elektromagnetische Wellen an einer Greadii verlangt, dai3

die Tangentialkomponente des elektrischen Fellemd des magnetischen Felddsund

die Normalkomponente der dielektrischen VerschiebDngd der magnetischen Induktion

B konstant bleiben. Es ergeben sich vier skalare Gleichungetid Tangentialkomponenten
vonE undH fur jede Welle im Vakuum. Im Kristall existieren zu jedem Gittervekigvon

den 4N Anregungspunkten ausgehende, ebene Wellen mit dem Wellenliqe((?hg}. Fur

die Wellen im Kristall lassen sich die elektrischen und magnetischen FeldvelganedH

durch die dielektrischen Verschiebungsvektoﬁqmﬁn) ausdricken. Die Randbedingungen
werden in Ablahgigkeit der Beugungsgeometrie formuliert und aus ihnen ergeben sich die
4N Faktorerg;.

2.3 Experimentelle Phasenbestimmung durch Dreistrahlinterferenzen

Die Bestimmung von Strukturfaktorphasen aus Dreistrahlinterferenz—Experimenten wurde
bereits von Lipscomb (1949) vorgeschlagen. Der Welle eines ersten Reflexes wird die
zweimal gebeugte Welle (Umwegwelle) eines zweiten Reflenesl&gert. In der Inten-
sitatsinderung eines Reflexesatwend der Anregung eines weiteren Reflexes zeigt sich
der Interferenzeffekt, der von der Phasendifferenz der beiden WellemgbliDies ist ein
sogenanntes Dreistrahlinterferenz—Experiment, datzlish zur vorvéits gebeugten Welle

zwei weitere Wellen angeregt werden.

Ein Dreistrahlfall wird im Experiment durch einé—Drehung realisiert. Zuerst wird der
Kristall fur den prinaren Reflex justiert. Um den reziproken Gittervektor des aren”
Reflexes wird nun einé’-Drehung ausgefirt, dies entspricht einer Drehung um die
Normale der entsprechenden Gitterebene, bis ein weiterer Reflex angeregt ahend™
der W-Drehung wird die Intensit&nderung des priarén Reflexes durch die Anre-
gung des sekuratén Reflexes aufgenommen. Zur Vereinfachung ist in Abbildung 4 die
geometrische Anordnunguif’einen koplanaren Dreistrahlfall dargestelltr Flie experi-
mentelle Phasenbestimmung jedoeinfeiiK (0), K () undK (g) nicht in einer Ebene liegen.
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Detektor
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K(h) p  K(O)
>
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(a) Ortsraum (b) Reziproker Raum

Abbildung 4: Schematische Darstellung eines Dreistrahlfalls im Ortsraum und im reziproken Raum
mit dem pringren Reflexh und dem sekurafén Reflexy. Zur Vereinfachung sind die dr&i—-Vektoren
koplanar gezeichnet.

In der Nomenklatur der Dreistrahlinterferenz wird der reziproke Gittervektor zumapeim”
Reflex mith, der zum sekurafen Reflex mig bezeichnet, und der zugeige Dreistrahlfall
wird mit h/g/h— g angegeben.

Wenn sich die Endpunkte vdnundg auf der Ewaldkugel befinden, sind ebenfalls Anfangs—
und Endpunkt des Differenzvektoins- g auf der Ewaldkugel. Dies bedeutet, dal3 die Welle
mit dem WellenvektoK (g) teilweise an der Netzebeie- g in RichtungK (h) und umge-
kehrt die Welle mit dem Wellenvektdf (h) teilweise an der Netzeberge- h in Richtung

K (g) gebeugt wird. In Richtung (h) laufen somit zwei Wellen: die direkt an der Netzebene
h gebeugte Welle mit der Phagéh) und die an den Netzebengmindh — g gebeugte Welle
(Umwegwelle) mit der Phasgg) +cp(F1— d). Die resultierende Intensitaus der Interferenz
der primar abgebeugten Welle mit der Umwegwelbnigt von deren Phasendifferenz ab:

@z = £[@(@) +oh—9) —eh)], @31 =—¢5 . (17)

Es zeigt sich, dal? die Phasendiffergaz der Triplettphaser entspricht. Die Triplettphase

ist eine Strukturinvarinate, d. h. sie ist unabkig von der Wahl des Ursprungs, und somit ei-

ne melbare @GRe. Das bedeutet, dalR Dreistrahlinterferenz—Experimente die experimentelle
Bestimmung von Triplettphasen eoglichen.

2.3.1 Bethe—-Naherung

Durch die Verwendung der BetheaNérung kihnen grundlegende Eigenschaften der
Dreistrahlinterferenz—Profile und der Triplettphasen diskutiert werden.
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Zur Vereinfachung sollen digG—Skalarprodukte vernaassigt werden, d. h. die Kopplung
zwischen der Polarisationsrichtumigund & ist aufgehoben. Im weiteren wird nur eine Po-
larisationsrichtung betrachtet. Das skalare Eigenwertsystem (Gleichung (14) unda(®5)) I”
sich somit vereinfachen zu:

R(O)ﬁl Clon X (— ) CogX(—0) [:)@
aonx(A)  RB)7T angx(h—g) | | B(R) | =0 (18)
dogX(d) OngX(G—h) R@)™ D(9)
mit dem Resonanzterm
co (K () K?(hm)
R(Fim) ‘(szm) (2 x(0>)> T (19)

Die ann sind geometrische Faktoren, die je nach Polarisation vom Skalarprigiitkioder
O0n0Om abréngen.

Um das Verlaltnis D(h) /D(0) zu bestimmen, wird der stiingstheoretische Ansatz, die
Bethesche—Potential-Methode (Bethe, 1928), verwendet. Die AmplR{de IaRt sich
durchD(0) undD(h) ausdticken. Durch Einsetzen der dritten Gleichung von Gleichung (18)
in die zweite ergibt sich:

(
(

(o]}
=l
N—

= N'R() (oo F (F) + R@)aogangT F@F (—9)) =N "RE)Fer  (20)
mit N =1-ohy(TF(h-8))’R@R(M).

Gleichung (20)&f3t sich folgendermalien interpretieren: die Intabsit Dreistrahlfall ergibt
sich aus der Intensit'im ZweistrahlfallD,(h) / D(0) = R(h)aenF (h) und einem Korrek-
turterm, der die Wechselwirkung mit dem Wellenf@dg) beschreibt.

WennR(h) sehr klein ist, ch. der reziproke Gittervektdn erfiillt nicht die Beugungsbe-
dingung, kann keine Intensitin Richtung vorK (h) beobachtet werden (selbst wenn ein
weiteres WellenfeldD(g) angeregt ist), da die Beugungsbedingung ¥qg) tiberh— g

in Richtung vonK (h) nicht erfillt ist. Daher ist esut die Beobachtung von Dreistrahlin-
terferenzen erforderlich, daR der reziproke Gittervektovahrend detV—Drehung in der
exakten Beugungsposition bleibt.

(W)

0)

Der ResonanzterrR(g) beschreibt die Amplitude und Phase der Umwegwelle und verur-
sacht beim Durchgang des reziproken Gittervekgodsirch die Ewaldkugel einen Phasen-
schub von 180 In Abbildung 1 wird dies mit Hilfe der Ewald—Konstruktion gezeigt. Der
Radius der Ewaldkugel ist gegeben dufii0)|. Zu Beginn der Drehung liegt der Endpunkt
vong innerhalb der Ewaldkugel. D§(g) = K (0) + g gilt, wird der Endpunkt des reziproken
Gittervektors von innen nach aufRen durch die Ewaldkugel gedreht. Der ResonaRzigrm

ist positiv, solangéK (g)| < |K(0)] erfillt ist. Nahert sichg der Ewaldkugel, wird der Nen-

ner des Resonanzterms kleiner, der Resonanzterm und somit die Amplitude der Umwegwel-
le werden goRer. Bei|K(g)| = |[K(0)|, d. h. wenn der Endpunkt vagauf der Ewaldkugel
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liegt, erreicht die Amplitude den Maximalwert. Bei weitetrDrehung entfernt sich der
Endpunkt vorg von der Ewaldkugel nach auf3en, der ResonanzRighund somit die Am-
plitude der Umwegwelle werden kleiner. Nun git(g)| > |K(0)|, der ResonanzterR(g)
hat sein Vorzeichen gedert, dies entspricht dem Resonanzphasenschub vonR(@Q ist
eine Lorentzfunktion. Unter Backsichtigung der Absorption sind die-Vektoren komple-
xe Giol3en. In Abbildung 5 sind die Amplitude und Phase des ResonanzRégngezeigt.

100 T T T ] ]_80
o i ] — :
S i ] 3 ‘
2075} . O, 135 -
E ] S F
] € ; ;
E 0.50 | . 2__:) 90 innen
ks ] 2 ‘
E 1 Q F
5025Ff . @ 45 ¢
] Je B
c o g
0||| O: — T
0.90 0.95 1.00 1.05 1.10 0.90 0.95 1.00 1.05 1.10
K(g)/K(0) K(g)/K(0)
(a) Amplitude des Resonanzterms (b) Phase des Resonanzterms

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Amplitude und Phase des ResonanR@)riseim
Durchgang durch die Ewaldkugel.

Zur Nomenklatur: Dreistrahlinterferenz—Profile werden yomen nach aufRen“ aufgetra-
gen.¥ = 0 entspricht der exakten geometrischen Dreistrahlposition¥f'< O liegt der
Endpunkt vorg innerhalb und df W > 0 aul3erhalb der Ewaldkugel. Der Resonanzphasen-
schubAg geht dann von Onach 180.

Die Eigenschaften der integrierten Dreistrahlinterferenz—Profile lassen sich aus Glei-
chung (20) ableiten. In erste@dérung, mit Ausnahme des Bereichs nahe der Dreistrahlposi-
tion, kannN ~ 1 angenommen werden (Juretschke, 1984h&tiingsweise ist die integrierte
Intensitit im Dreistrahlfall E: Definition siehe Gleichung (20)):

In(W) = |Fefe|. (21)

Der Resonanzterm und die am Dreistrahlfall beteiligten Strukturfaktoren lassen sich zerlegen
in Betrag und Phase:

R(0) = |Ry(W)|4%), (22)
F () = [F(hy)[€%™  mit h,=h,gh—g. (23)

Die Intensitit zweier interferierender Wellen mit den Amplitud&nhundA, und den Phasen
a1 undaz wird durch den Kosinus vof (a2 — o1) bestimmt:

| = |AL €9+ Ay €922 = A2+ AZ 4 2A1 Apcog(ap —a). (24)
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Naherungsweise giluf'die integrierte Intensat’im Dreistrahlfall:

In(W) ~ AZ + A%+ 2A1 Aocos[@(d) + (R — ) + A(W)] — () (25)
mit Ay = aonl [F(R)], Az = donOihgl2|Ry(W)|IF (9)[|F (h— ).

Die Interferenz der primfen Welle mit der Umwegwelleamgt somit von der gesamten
Phasendifferengot (W) = (@3 + A(W)] = F[@s— — A(W)] ab. Die integrierte Dreistrahl-
intensi@t hangt also nicht nur vom Kosinus der Triplettphase, sondern auch vom Kosinus
der gesamten Phasendifferapg (W) ab (Himmer & Billy, 1982). Damit ist die integrierte
Dreistrahlintensit abtaingig vom Vorzeichen vofys| fur 0 < |@z| < 180°.

Die ResonanzphasA@(W) wurde bei denUberlegungen von Lipscomb (1949) nicht
bericksichtigt. Sie ist das Ergebnis der selbstkonsistenten, dynamischen Wechselwirkung.
Der Resonanzphasenschub tritt auch im Zweistrahlfall auf, wenn der reziproke Gittervektor
die Ewaldkugel durclaift. Bragg—Beugung an einem Kristall entspricht einaommlichen
Resonanzpdmriomen (Ewald, 1917; Ewald, 1965). Der Resonanzterm gibt die Effizienz
des Kristalls an, Energie von der einfallenden W&I@) zur abgebeugten WellB(h) zu
Ubertragen. Ist die Beugungsbedingungultif'erreicht der Resonanzterm den Maximal-
wert. Dann stimmt dieatimliche Periodizdt der einfallenden Welle mit deauimlichen
Periodizitit des Kristallgittersiberein.

Einige charakteristische Dreistrahlinterferenz—Profile sind in Abbildung 6 dargestellt. Diese
wurden mit dem Programureist (Weckert & Himmer, 1990) berechnet.

L I L I L I L R I L B B
o= ° T = T o= T = T =
512 % 0 Los 45’ o= 90’ Los 135 Los 180’ ]
g [ T T T T ]
g 10r - T T T ]
c [ I I I I ]
e %% T i T T ]
E L L L e e 0.0 e e
€12- T T j\ T T .
o L 1 1 1 1 i
c L 1 s 1 1 ]
1.0 5 T T + )
08LC o €T B €T €T
Fe=0 T ¢=-45 T ¢=-90 T ¢=-135 T @=-180
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-0.01 0.00 0.01-0.01 0.00 0.01-0.01 0.00 0.01-0.01 0.00 0.01-0.01 0.00 0.01
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Abbildung 6: Verschiedene Dreistrahlinterferenz—Profile in Ahpigkeit von der Triplettphase;
Zentrosymmetrisch korrelierte Dreistradlle unterscheiden sich im Vorzeichen der Triplettphase

2.3.2 Einfluf von Polarisationseffekten

Die Wechselwirkung zwischert- undé—Polarisation wurde bisher vernaak$igt. Bei spe-
ziellen geometrischen Anordnungen kann durch Kopplung der Wellen verschiedener Pola-
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risation ein weiterer Phasenschub um 180ftreten (Schwegle, 1993). Dadurch wird die
Asymmetrie der Dreistrahlinterferenz—Profile umgekehrt. Dieser Effekt wirgaaemale
Asymmetrie* bezeichnet.

Bei Proteinkristallen sind wegen der grof3en Gitterparameter die Beugungswinkel klein. Die
Skalarprodukteioy und dgTi, der Kopplungsterme der Wellen mit verschiedener Polari-
sation sind beinahe gleich null, daher werden die Dreistrahlinterferenz—Profile nicht durch
Polarisationseffekte beeinfluf3t.

2.3.3 Einflul der Beugungsgeometrie

Um eindeutige Interpretationen der experimentellen Dreistrahlinterferenz—Profile zu
gewdhrleisten, muf3 der Einflud der Beugungsgeometriaudksichtigt werden. Der
primare sowie der sekuadé Reflex khnen sich sowohl in Bragg— als auch in Laue—
Beugungsposition befinden (s. Abb. 7).

h
S T(h
T(0)
(a) Symmetrische Bragg—Beugungsgeometrie (b) Symmetrische Laue—Beugungsgeometrie

Abbildung 7: Zur Unterscheidung der beiden Beugungsgeometrien im Zweistrahlfall
Im Gegensatz zu Abbildung 2 sind nur die starken Wellenfelder eingezeichnet.

Wird der prindre Reflex in Bragg—Geometrie gebeugt, so ist der Einflul3 der Beugungs-
geometrie des sekuatEn Reflexes gering (Weckert, 1988). Wird der e Reflex

in Laue—Geometrie gebeugt, so kann nur unter extremen geometrischen Bedingungen
der sekundie Reflex in Bragg—Geometrie gebeugt werdenr Breistrahlinterferenz—
Experimente ist die Laue—Bragg—Beugungsgeometrie somit nicht relevant, es muf3 nur die
Laue—Laue—Beugungsgeometrie uksSichtigt werden. In der Laue—Beugungsgeometrie
wird das Dreistrahlinterferenz—Profil aufgrund der Pemdelligseffekte vom Vedithis der

Kristalldicke zur Extinktionsihge/\g ~ k|;(T‘r[i)| beeinfluf3t. Diese Effekte treten nur auf, wenn

die Kristalldicke goR3er als die Extinktionalhige ist.

Die Dreistrahlinterferenz—Experimente an Proteinkristallen werden aufgrund der kleinen
Beugungswinkel meist in Laue—Beugungsgeometrie durcimgeDa bei Makromolekikri-
stallen die Strukturfaktorbetge im Verlltnis zur Gesamtzahl der Elektronen pro Ele-
mentarzelle klein sind, liegt die Extinktiorsige in der GsRenordnung von einigen Mil-
limetern. Die untersuchten Proteinkristalle waren kleiner afsx11,5 x 1,0 mn? und so-

mit kleiner als die Extinktionsliige. Die Form der Interferenzprofile ist daher nahezu un-
abhéngig von der Beugungsgeometrie und der Kristalldicke.




18 2 Grundlagen der dynamischen Beugungstheorie

2.3.4 Phasenunabh angige Effekte: Umweganregung und Aufhellung

Der phasenunalaimgige Energieflul3 zwischen den Reflexen kann im Rahmen der kinemati-
schen Theorie durch die Energie—Transfergleichungen (Moon & Shull, 1964; Zachariasen,
1967) unter Barcksichtigung der Energieerhaltung beschrieben werden. In der dynami-
schen Theorie sind diese Effekte durch die Randbedingungen selbstkonsistent enthalten
(Weckert, 1988).

Unter Vernachdssigung von anomaler Dispersion unterscheiden sich zentrosymmetrische
korrelierte DreistrahkHlle nur im Vorzeichen der Triplettphase, die Strukturfaktowdmptrder
beteiligten Reflexe sind gleich. Bei geeigneter Wahl von Strukturfaktoren, Watige) Kri-
stalldicke und Beugungsgeometrie ergeben sldealprofile”, bei denen sich die Interfe-
renzeffekte des Dreistrahlfall$®! (W), und des zentrosymmetrisch korrelierten Dreistrahl-
falls IrﬂeI (—W)_ gegenseitig auftheben (s. Abb. 6):

1
Al(W) = 3] PW) I (-w) ] =1 (26)
Bei Mehrstrahlinterferenz—Experimentenriten zuatzliche phasenunabhgige Effekte
auftretenAl (W) ist dann nicht konstant. I8l (W) < 1, wird der EffektAufhellunggenannt,
bei Al (W) > 1 alsUmweganregungezeichnet.

Ist der Strukturfaktorbetrag des pramen Reflexe$ kleiner als die Strukturfaktorbetge
des sekunaen Reflexeg und des Kopplungsrcaflexé?sr d, wird ein Teil der Intensdt des
Reflexesj Uiberh — g in den Reflexh umgeleitet, und ein Anstieg der Interaitiy Richtung
von K(F]) ist zu beobachten. Der Effekt der Umweganregung wurde bereits von Renninger
(1937) an Diamant nachgewiesen.

Umgekehrt wird bei einem priarén Reflesh, dessen Strukturfaktorbetrago@er ist als der
Strukturfaktorbetrag des sekarén Reflexes, ein Teil der Intensit des Reflexeb tiber
—(h—g) in den Reflexg umgeleitet. Der Intensitsverlust des Reflexéskann nicht durch
Intensitit, die vong tiberh— g in den Reflexh abgebeugt wird, ausgeglichen werden. Der
Intensititsverlust des Reflexdswird als Aufhellung bezeichnet, da sich bei Filmaufnahmen
die Filmschvaizung des Reflexerverringert.

Jedes Dreistrahlinterferenz—Profil kann in ein phasenwarapibés symmetrisches Pro-

fil (Umweganregungs— und Aufhellungseffekte) und gideales Dreistrahlinterferenz—
Profil*, das die Informationuber die Triplettphase erdh; zerlegt werden. Die Gfie

der Umweganregungs— oder Aufhellungseffekie flie zentrosymmetrisch korrelierten
Dreistrahlélle sind gleich, da die Strukturfaktorbage der beteiligten Reflexe gleich sind,
sodald eine Trennung der phaseratgigen und phasenunabigigen Beitagen noglich ist.

Im Experiment werden die beiden zentrosymmetrisch korrelierten Dreistrahlinterferenz—
Profile 1/d/h—d) und (-h/ —g/g— h) aufgenommen, um Fehlinterpretationen der Tri-
plettphase aufgrund der phasenuraiifigen Effekte auszuschliel3en.
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3 Experimentelle Anordnung

3.1 Rontgenstrahlungsquellen
3.1.1 Drehanode

Am Institut flr Kristallographie der Universit Karlsruhe steht eine Drehanode mit einer
Kupfer—und einer Molybdiianode zur Veugung. Der Fokus der Drehanode ist 8, 3mm?
und kann mit 5,4 kW belastet werden. Das Maximum dentgénstrahlung tritt unter einem
Winkel von etwa 8 aus; diesifirt zu einem effektiven Fokus von 03,3 mn?. Messun-
gen werden mit der k-Linie des Rhtgenspektrums durchggfit. Die Drehanode dient als
Rdéntgenstrahlungsquellarféin Bildplattensystem und eti-Kreisdiffraktometer. Bei Mes-
sungen mit dem Diffraktometer wird diegkLinie, sowie ein Teil des Bremsspektrums mit
Hilfe einesp—Filters (Mo—Anode: Zr-Filter; Cu—Anode: Ni—Filter) untendkt. Rir Mes-
sungen mit dem Bildplattensystem wird ein Graphitmonochromator verwendet.

3.1.2 Synchrotronstrahlung

Die Synchrotronstrahlung zeichnet sich unter anderem durch ein kontinuierliches Wel-
lenlangenspekirum aus, das eine freie Wahl der Wellegg erroglicht. Die BrillanZ der
Synchrotronstrahlung an einem Ablenkmagneten ist gagender Strahlung einerdrt-
genohre etwa um den Faktor 1000odR€ér.

In den Jahren 1991/92 wurden bereits an dem Ablenkmagneten des Strahlrohrs C an DO-
RIS Il des Hamburger Synchrotron—Labors (HASYLAB) 74 Triplettphasen an Lysozymkri-
stallen experimentell bestimmt (Weckert, Schwegle @ntivier, 1993).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Messungen von Dreistrahlinterferenz—Profilen
an Proteinkristallen an einem Ablenkmagneten am Schweiz.—Norwegischen Strahlrohr D1
(SNBL) der ,,European Synchrotron Radiation Facility* (ESRF, Grenoble) durehgef”

An diesem Strahlrohr befindet sich ein Zweikristallmonochromator mit fester Aus-
gangsstrahibfie. Als Monochromatorkristalle werden symmetrisch geschnittene Si(111)-
Kristalle in nicht—dispersiver Anordnung verwendet. Die Halbwertsbreite des Elektronen-
strahlquerschnitts an der ESRF laefr'etwa 0,30,3 mn?. Bei einem Abstand der Quelle
zum Kristall von 47,5 m und einer Kristallg8e bzw. Primaistrahlblendengf3e von 0,3 mm
ergibt sich eine Divergenz von 0,000%2,8’. Aus der intrinsischen Breite des Si(111)-
Reflexes ergibt sich bei der WellemigeA = 1,0A die Energieautisung zuATA =1,61074,

sie betagt etwas mehr als diedffte der natirliche Breite der Cu K—Linie. Der zugihgliche
Wellenlingenbereich liegt zwischen 0,4 und & Die Einstellung der Wellegliige erfolgt

mit einer Genauigkeit kleiner als-104A. Die Angabe der Wellemliige bezieht sich auf
einen Si—Eichkristall, der mit demselben Diffraktometer mit der MgKund Cu ky,—Linie
geeicht wurde. Durch die geringe Divergenz und die hohe Energisauniy kann die Breite

der Reflexprofile bei einem perfekten Siliziumkristall kleiner als 050§#in. Die Halbwerts-
breite der untersuchten Proteinkristallen lagen im Bereich zwischen°0,®020,0Z2.

2 Photonen
(smn?-mrac?-A-0,1 %52)
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Abbildung 8: w—Reflexprofile von (16 16 0) und (0 0 8) des tetragonalen Lysozymkristalls ly452 ge-
messen an der Mo-Drehanode. Die Aufspaltung der Reflexe durchqgheuld Kq,—Linie ist zu
beobachten.
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(a) Reflexprofil von (16 16 0)
Halbwertsbreite: 0,0056

(b) Reflexprofil von (00 8)
Halbwertsbreite: 0,0088

Abbildung 9: w-Reflexprofile von (16 16 0) und (0 0 8) des tetragonalen Lysozymekristalls ly452 ge-
messen an der ESRF bei der Wellardée = 1,300A. Die geringe Divergenz der Synchrotronstrah-
lung ernoglicht die Bestimmung der Mosaikverbreiterung auch bei nahezu perfekten Kristallen. Da
Lysozymkristalle besserer Qualit{(FWHM = 0,003) fur die Dreistrahlinterferenz—Experimente zur
Verfugung standen, wurden am Kiristall ly452 nur 11 Triplettphasen bestimmit.
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In Abbildung 8 sind zwei Reflexprofile vom Lysozymkristall ly452 gezeigt, die an der
Mo—-Drehanode gemessen wurden. Zum Vergleich sind in Abbildung 9 die entsprechen-
den Reflexprofile, die am Strahlrohr DA @1,300,&) aufgenommen wurden, darge-
stellt. Bei der Messung von Dreistrahlinterferenz—Profilen wird der Kristall auf das Maxi-
mum der abgebeugten Interaipositioniert. Voraussetzungrfdie Interpretierbarkeit der
Dreistrahlinterferenz—Profile ist eine hohe Stahilifer gesamten Mel3anordnung, da sonst
eine Mittelunguber die von zeitlichen Instabiitén verursachten Schwankungen notwendig
ist. Am Strahlrohr D1 zeigte sich, daR die Strahlungsquelle ausreichend stabil ist.

3.2 Bildplattensystem

Fur die Intensiditsdatensammlung der Proteinkristalle stand ein Bildplattensystem der Fir-
ma MAR—-Researchmit der Steuerungs— und Auswertesoftwararxds (Kabsch, 1988)

zur Verfligung. Die Bildplatte hat einen Durchmesser von 180 mm und ein@#uwrftj von

0,15 mm pro Bildpunkt. Der dynamische Bereich erstreckt stodr Tinf Gré3enordnungen.

Der Abstand Kristall-Detektor kann zwischen 70 und 430 mm variiert werdeip-diehse
istum 360 drehbar. Das Bildplattensystem argiicht eine schnelle Bestimmung der Orien-
tierungsmatrixX der Kristalle, bevor weitere Untersuchungen mit désKreisdiffraktometer

(an der Drehanode oder am Synchrotron) durchigefiverden.

3.3 Y-Kreisdiffraktometer

Fur die Messung von Dreistrahlinterferenz—Profilen ist ein Diffraktometer erforderlich, das
eine Drehung um den Beugungsvektor, eine sogenaBrehung, mit hoher Genauigkeit
ausfihren kann. Mit einem 4—Kreis—Diffraktometer kann etheDrehung nur aus Kombi-
nationen der beiden Eulerwiegenkreigeind x und desw-Kreises durchgetirt werden.
Daher wurde ein spezielles Diffraktometer entwickelt, das durch die alleinige Drehung der
W—-Achse eine Drehung um den BeugungsvektorusiAm Institut tir Kristallographie
wurde fir dieses Diffraktometer das Steuerprogranifi6  entwickelt (Weckert, Schroer,
Holzer, Zellner & Brennfleck, 1995).

Detektor

Abbildung 10: W—Kreisdiffraktometer
Das Diffraktometer unterscheidet sich von ei-
nem 4—Kreisdiffraktometer durch die beiden

% zusitzlichen Kreisé¥ undv, die flir die Un-
c) tersuchung von Mehrstrahlinterferenzen er-
T T forderlich sind.

3Die Orientierungsmatrix beschreibt die Orientierung des Kristalls im Laborkoordinatensystem.
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Bei der Messung von Dreistrahlinterferenz—Profilen wird zuerst mit den Eulerwiegenkreisen
@ und X der primdre reziproke Gittervektdn auf die W—Achse zentriert. Der Beugungs-
winkel 9g wird mit dem w-Kreis eingestellt. Durch Drehung dds-Kreises wird auf die
W—Position des Dreistrahlfalls justiert. Die Beugungsebene des reziproken Gittervektors
liegt in der horizontalen Ebene. Die beiden Detektorkr@aendv stehen senkrecht zuein-
ander. Um ein Reflexprofil voh aufzunehmen, muR der Detektor mit Hilfe d@sKreises

auf die Beugungsposition gebracht werderahénd einelW—Drehung um den reziproken
Gittervektorh ermgglichen die Kreis® undv die Aufnahme eines Reflexprofils vgnAm
Detektorarm sind zwei Szintillationahler angebracht.uf Zahlraten bis zu 1%~ wird ein
NaJ(T1)-Szintillationsatiler verwendetu Zahlraten bis zu 1065~1 wird ein Plastikszintil-
lationszhler (Zellner, 1996) eingesetzt.

Die Winkelaufbsung der Kristallkreisep und x bet@gt 0,0002 (5000 Schritte/1). Der
w—Kreis besitzt eine Winkelawffung von 0,00005und derV—Kreis von 0,0001 Die Win-
kelauflbsung der beiden Detektorkreise lagfirjeweils 0,001

3.4 Ablauf eines Dreistrahlinterferenz—Experiments

Fur die Messung von Dreistrahlinterferenz—Profilen an Proteinkristallen ist aufgrund des ge-
ringen Streuvermgens und detberlappung von Interferenzprofilen Synchrotronstrahlung
erforderlich.

Die Strukturfaktorbeuge sind im Vergleich zur Gesamtzahl der Elektronen in einer Ele-
mentarzelle |F (h)|/ F (0)) klein. Bei tetragonalem Lysozym entsprechen disfigen Struk-
turfaktorbetege etwa 3 bis 5% des Gesamtstreuvageris der Einheitszelle. Damit liegt

die Extinktionsinge fir die meisten Reflexe bei Proteinkristallen in deoiiordnung

von Millimetern. Rir die Dreistrahlinterferenz—Experimente an Proteinkristallen werden vor
allem Reflexe mit groRen Strukturfaktorkegen verwendet. Aufgrund des Formfaktorab-
falls f(h) und der bei Proteinkristallen groRen Debye—-Waller—Faktoren liegen diese Refle-
xe meistens im Bereich kleiner Beugungswinkeln. Daher werden die Dreistrahlinterferenz—
Experimente an Proteinkristallen vorwiegend in Laue—Beugungsgeometrie durdetigef”
Bedingt durch die groRen Elementarzellen und die endliche apparativesfnf“kommt

es zur Uberlappung von Interferenzprofilen benachbarter Dreistadialf Daher muR
durch geeignete Wahl der Wellamge der Einflu3 von benachbarten Dreistiatdfi
minimiert werden. Dazu mssen bei der Messung des Interferenzprofils des Dreistrahlfalls
(h/g/h Q) die Strukturfaktorbeng|F(g’)| und|F (h—g)| aller re2|proken Gittervekto-

ren g’ undh—g fur g # g klein gegeluber den Strukturfaktorbetgen|F (h)|, |F(g)| und

IF (h—g)| der reziproken Gittervektoremundg sein.

Zu Beginn eines Dreistrahlinterferenz—Experiments sind folgende Vorkenntnisse erforder-
lich.

e Moglichst kompletter Intensitsdatensatz
Die Strukturfaktorbetige aller Reflexe werden betrgt, um vor der Messung den Ein-
fluR benachbarter Dreistrablfé (h/ g /h— @) auf den zu messenden Dreistrahlfall
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abzuschizen. Da bei Intengitsdatensammlungen mit Bildplattensystemen die Re-
flexe mit niedriger Aubsung (1< |h|~Y) oft im nicht zuginglichen MeRbereich
liegen, missen diese Reflexe mit einer Diffraktometermessung bestimmt werden.

e Gitterparameter
Die W—Position der Dreistratdlle ist ablingig von Gitterparametern und Wel-
lenlange. Ef die Berechnung dé¥—Position des zu messenden Dreistrahlfalls und
der Abstinde von benachbarten Dreistralién muf3 die genaue Metrik bekannt sein.
Bei Proteinen unterscheiden sich die Gitterparameter der Kristalle bei Verwendung
unterschiedlicher Ausgangssubstanz deutlich.

e Orientierungsmatrix
Fur Dreistrahlinterferenz—Experimente muf3 die exakte Richtung desammGit-
tervektorsh bekannt sein. Der Aufwand zur Bestimmung der Richtung desaysm”
Gittervektorsh wird durch eine genaue Orientierungsmatrix verringert.

Die Auswahl der geeigneten Wellamge fir den zu messenden Dreistrahlfall sowie die
Berechnung des Einflusses benachbarter Dreistiéh(fAbstand und normierte Amplitude
der Umwegwelle q) erfolgen mit dem Programpemeb (Weckert, 1994) auf der Grundlage
der Strukturfaktorbe&ie und der Metrik.

e Der EinfluR von benachbarten Dreistrattién kann vernachEsigt werden, wenn
derenW-Werte aul3erhalb des Intervalg + AW liegen. Das IntervallW + AW ist
abhéngig von der Divergenz, dem Wellamijenband der einfallenden Strahlung und
der Mosaikverteilung des Proteinkristalls. Bei den durchggEn Messungen am
Strahlrohr D1 ergab sichuftetragonales LysozymW = +0,02.

Abbildung 11: Dreistrahlpositionen als
Funktion vony und A fur tetragona-
les Lysozym. Nur Dreistrahdiile mit
dem pringren Gittervektor 470 und
g> 0,25 sind eingezeichnet. Der Verlauf
des Dreistrahlfalle¥ 40/521/221 in
Abhangigkeit der Wellerdihge wird
durch die dicke Linie dargestellt.

Psi [Grad]

154 156 158 1.60
Wellenlange [A]

¢ Innerhalb diese&’—Intervalls kann der Effekt der benachbarten Dreistediaifver-
nachbssigt werden, wenmf die normierte Amplitude der Umwegwelle amérungs-
weise qilt:

< 0,25 (27)
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Abbildung 12: Normierte Amplituden
der Umwegwelle g der benachbarten
Dreistrahlglle  zum  Dreistrahlfall
740/521/221 bei der Wellerdhge
A=1,3302A fur tetragonales Lysozym
aufgetragen uber die Position. Bei
der Berechnung der benachbarten
Dreistrahl&lle wurden nur Reflexe bis

- | - zu einer maximalen Ausung (h|=1)

906 ~0.03 0.00 0.03 0.06 von 2A berticksichtigt.
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e Phasenunalamgige Anteile (Umweganregung und Aufhellung) erschweren die Inter-
pretation der Dreistrahlinterferenz—Profile, daher sollte dasalgris der Strukturfak-
torbetdge:

_F@IFR-9| _ (28)
IF(h)[2
entsprechen.

Die Messung von Dreistrahlinterferenz—Profilen wird vom Steuerungsprogoifém aus-
geflihrt. Die einzelnen Schritte sind im folgenden autdet:

e Die gewahlte Wellenéinge wird am Monochromator eingestellt.

e Bestimmung der Beugungspositionrfden pringren Reflexh beim W—Wert des
Dreistrahlfalls
Zentrierung des priaren reziproken Gittervektohsauf dieW—Achse mit den Kristall-
kreisengundy. Mit demw-Kreis wird der reziproke Gittervektdrin Beugungsposi-
tion gebracht. Ein Profil des priamén Reflexeb wird aufgenommen und gespeichert,
und der Kristall wird auf das Maximum der abgebeugten Intahggntriert.

e Bestimmung der Beugungspositiamr fden sekunaen Reflexg
Der Detektor wird mit den beiden Detektorkreisgmnind v auf die Richtung des ab-
gebeugten Strahls des sekaneli Reflexeg positioniert. Durch ein&—Drehung um
den Reflexh wird das Maximum der abgebeugten Inteashiéstimmt, dies entspricht
der exakten Dreistrahlposition. Bei Kristallen mit ausgepei Mosaikbau kann die
W—-Abhédngigkeit des Reflexprofils vandas Dreistrahlinterferenz—Profil beeinflussen.

e Aufnahme des Dreistrahlinterferenz—Profils
Der Detektor wird wieder in die Richtung des abgebeugten Strahls deanpnmé-
ziproken Gittervektor$ positioniert und die Intensit wahrend det’—Drehung um
die zuvor bestimmte Dreistrahlposition aufgenommen. Bdatervall héingt von Di-
vergenz und EnergieaoBung des Priarstrahls sowie vom Mosaikbau des Kristalls
ab. Die Schrittweitedi die Messung der Dreistrahlinterferenz—Profilen liegt zwischen
0,000% und 0,0008.
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e Um die phasenunakingigen Beitage Umweganregung und Aufhellung zu erken-
nen, wird das Drei§trahlinterfejenz—Experimamd'én zentrosymmetrisch korrelier-
ten Dreistrahlfall €h/—g/d— h) in gleicher Weise durchgefiit.

Bei der Auftragung der gemessenen Dreistrahlinterferenz—Profile ist zu den MelRpunkten
eine Hilfslinie zur Orientierung eingezeichnet. Diese Linie ist die nach gemeralized
cross—validationVerfahren berechnete &tungskurve (Craven & Wahba, 1979), die den
wahrscheinlichsten Verlauf der experimentellen Daten darstellt.

3.5 Interpretation der Dreistrahlinterferenz—Profile

Vor allem bei nicht—zentrosymmetrischen Kristallstrukturen kann durch Umweganregungs—
und Aufhellungseffekte die Interpretation der Dreistrahlinterferenz—Profile erheblich
erschwert werden. Die phasenunabbigen Effekteuberlagern das Dreistrahlinterferenz—
Profil. Der phasenalamgige Interferenzeffekt kann von den phasenuanaglgen Effekten
getrennt werden, indem Messungen der Interferenzprofile der beiden zentrosymmetrisch
korrelierten Dreistrahéile (h/g/h—g) und (-h/ —d/g— h) durchgefihrt werden.

Bei einer geeigneten Wahl der Strukturfaktorbg;, der Wellerliige, des Kristallhabitus
und der Beugungsgeometrie ist die in Kapitel 2.3.4 angegebene Gleichung (28) erf”
1

Al(W) = é[ (W) IR (-W)4 ) =1
Da bei den Messungen von Dreistrahlinterferenzen an Proteinkristallen meist Bragg— und
Laue—Beugungsgeometrien gleichzeitig auftreten, ist der exakte phaseang@gjaBeitrag
zum Interferenzprofil nicht bestimmt. Eine quantitative Methode, die Triplettphase aus den
Interferenzprofilen unter Einbeziehung der experimentellen Parameter zu bestimmen, wurde
von Chang & Tang (1988) und Tang & Chang (1990) vorgeschlagen. Die Allgeniggig”
keit dieser Methode muf3 noch bewiesen werden.

Bei einem qualitativen Vergleich der Interferenzprofile zentrosymmetrisch korrelierter
Dreistrahlglle wird der Oktant der Triplettphase bestimmt. Dies entspricht einer Genau-
igkeit von 45. Teilweise ermglicht die Asymmetrie der Dreistrahlinterferenz—Profile eine
genauere Einteilung. Um die gemessenen Dreistrahlinterferenz—Profile objektiv zu interpre-

tieren, wurde das Programdiff6triplet (Holzer, 1997) entwickelt. &"die Simulation
der Interferenzprofile wird ein empirisches Modell gedrGleichung (29)
f-h : 4
y=— a— sm(arctar(—x) +or)|. (29)
1 b

verwendet. Umweganregungs— oder Aufhellungseffekte werden im Parametenck-ber”
sichtigt. Die Breite des Interferenzeffektes beschreibt der Parameter b. Den Maximalwert
der Intensidtsinderung durch den Dreistrahlinterferenz—Effekt wird durch den Parameter h
ausgednckt. Es werdenui' die zentrosymmetrisch korrelierten Dreistrali " die selben
Werte Ur die Parameter a, b und h verwendet, der Faktor f beschreibt daaltiesider
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Intensigitsinderung der beiden Dreistradlle. Der Parameter x gibt di#—Position der
Dreistrahlinterferenz an. Ist der Kristall nicht exakt zentriert, kanrdéi€osition der zen-
trosymmetrisch korrelierten Dreistraélié unterschiedlich sein. Die Triplettphage wird

in 15°—Schritten variiert, da das empirische Modell keine genauere Bestimmung der Triplett-
phase erlaubt. Daber hinaus sollte der phasenunabgige nicht wesentlich gRer als der
phasenabdrigige Effekt sein. Grunds&Zlich missen @it die experimentelle Bestimmung der
Triplettphasen allzugroRe phasenuradige Effekte vermieden werden. Die zu messenden
Dreistrahl&lle wurden daher so ausgeklt, dal? nur geringe Aufhellungs— oder Umwegan-
regungseffekte auftraten.

Das Programntiff6triplet liest die MelRdaten der beiden zentrosymmetrisch korre-
lierten Dreistrahléille ein, und Interferenzprofile werden unter BekSichtigung beider
MelRkurven angepaldt. Die Ergebnisse der Anpassung werden gespeichert. Auf diese Weise
kann ein Liste mit Dateinamen und gegebenfalls abgagtdr Triplettphasen automatisch
ausgewertet werden.

Fur zwei Dreistrahlfille sind in den Abbildungen 13 und 14 die experimentellen Drei-
strahlinterferenz—Profile an tetragonalem Lysozym und die zrggdni simulierten
Interferenzprofile (gestrichelte Linien) gezeigt. Bei bekannten Proteinstrukturen lassen sich
aus Strukturmodellen der Protein—Datenbank (PDB; Bernstein et al., 1977) die Triplettpha-
sen berechnen. Zur Berechnung der Triplettphasen von tetragonalem Lysozym wurde das
PDB-Strukturmodell R193 (Vaney, Maignan gRiKautt & Ducruix, 1996) verwendet.

Simulationen aller an Proteinkristallen gemessenen Dreistrahlinterferenz—Profile wurden
durchgetihrt und die dabei erhaltenen Triplettphasen mit den durch visuelle Interpretation
bestimmten Werten verglichen. Bei Abweichung von mehr atsz@@te sich bei einddber-
prifung der Dreistrahlinterferenz—Profile beinahe immer eine fehlerhafte oder ungenaue vi-
suelle Auswertung der Dreistrahlinterferenz—Profile. In diengen Rillen konnte aufgrund

des Mosaikbaus und der experimentellen Bedingungen (Stdtulks Primarstrahls, Oszil-
lationen des Kristalls in der Kapillare) die Triplettphase nicht genauer bestimmt werden.
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Abbildung 13: Interferenzprofil an tetragonalem Lysozym. Das simulierte Interferenzprofil ist durch
eine gestrichelte Linie dargestellt. Aus der Simulation ergibt sich die Triplettphase des Dreistrahlfalls
1526/210/1336 zu@r = 60°. Die berechnete Triplettphase &% = 68°.
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Abbildung 14: Interferenzprofil an tetragonalem Lysozym. Aus der Simulation (gestrichelte Li-
nie) ergibt sich die Triplettphase des Dreistrahlfé@l82/111/723 zu@r = —15C. In diesem
Dreistrahlinterferenz—Profil ist der Einfluld von Aufhellungseffekten zu sehen. Die berechnete Tri-
plettphase isgf!%3 = —167.
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4 Experimentelle Bestimmung von Triplettphasen
an Proteinkristallen

Proteine gebrien zu den verbreitesten biologischen Makromolek und sind an beinahe
allen zellukren Prozessen beteiligt. Sie bauen Strukturen auf, katalysieren Reaktionen und
erflllen unzhlige andere Aufgaben.

Alle Proteine sind aus nur 20 verschiedenen Amawwsi aufgebaut, die kovalent zu cha-
rakterischen linearen Sequenzen verbunden sind (Lehninger et al., 1994). Jede dieser pro-
teinogenen Aminaairen besitzt eine Charboxy— und eine Aminogruppe, die an das selbe
Kohlenstoffatom (das—Kohlenstoffatom) gebunden sind (s. Abb. 4). Sie unterscheiden sich
durch ihre Seitenketten R (Reste), deren Struktugf¥8rind elektrische Ladung variieren

und damit u. a. auch ihre Wasssslichkeit. Wenn der Rest eine Kette mit atdichen Koh-
lenstoffatomen entdt, werden diese, ausgehend vomKohlenstoffatom, al§, v, o, etc.,
bezeichnet.

Abbildung 15: Allgemeine Struktur der proteino-
genen Aminoairen (links). Diese Struktur tritt bei

N C?O_ N C?O- allen Aminosiuren auf (mit Ausnahme von Pro-
H§\|* C,—H Hg\I*CG*H I|n)_; sie unterscheiden sich nur in d(_er Natur der
| | Seitenkette R. Das—Kohlenstoffatom ist im Zen-
R H trum der Aminoglure, R bezeichnet die Seiten-
_ . _ gruppe oder Seitenkette, dierfjede Aminogaure
Aminosaure Glycin

spezifisch ist. Mit Ausnahme von Glycin (rechts),
tragt dasa—Kohlenstoffatom aller Aminaairen
vier verschiedene Substituenten.

Zur Unterscheidung von Aminasiten, die hach dem Einbau in ein Protein modifiziert wer-
den, sowie von vielen anderen Amirasén, die nicht in Proteinen vorkommen, sondern an-
dere biologische Funktionen haben, werden die proteinogenen Aauresauch Standard—,
primare oder normale Aminasifen genannt. Den Standard—Amiam€n wurden Drei—
Buchstaben—Abkrzungen und Ein—Buchstaben—Symbole zugeordnet (siehe Tabelle 1). Mit
dieser Kurzschrift werden Zusammensetzung und Sequenz von Proteinen angegeben.

Aminosaure Abkirzungen Aminoaire Abkirzungen Aminosire Abkirzungen

Glycin Gly G Serin Ser S Phenylalanin Phe F
Alanin Ala A Threonin Thr T Tyrosin Tyr Y
Valin Val VvV Cystein Cys C Tryptophan Trp W
Leucin Leu L Methionin  Met M Lysin Lys K
Isoleucin lle | Asparagin Asn N Arginin Arg R
Prolin Pro P Glutamin Gln Q Histidin His H
Glutamat Glu E Aspartat Asp D

Tabelle 1. Bezeichnung der 20 proteinogenen (Standard—)Anainicesi



30 4 Experimentelle Bestimmung von Triplettphasen an Proteinkristallen

Abbildung 16: Die Reste R der 20 proteinogenen (Standard—) Anaincesi (Giacovazzo et al., 1995)

Die Aminosiuren lassen sich in Klassen einteilen, die auf den Eigenschaften ihrer Seiten-
ketten beruhen, insbesondere deren Paliaoidler deren Tendenz, mit Wasser bei physiolo-
gischem pH-Wert (um pH 7,0) zu reagieren (Lehninger et al., 1994).

Unpolare, aliphatische Seitenketten: Die Kohlenwasserstoff-Seitenketten in dieser
Klasse von Aminoslren sind unpolar und hydrophob. Die unterschiedlich sperrigen
Seitenketten von Alanin, Valin, Leucin und Isoleucin sind dlie Ausbildung hydrophober
Wechselwirkungen innerhalb der Proteinstruktur wichtig. Glycin besitzt die einfachste
Aminosdurestruktur. Ihr minimaler Raumbedarf ergticht in Proteinen gif3ere strukturelle
Flexibilitat als andere Amin@siren. kit Prolin gilt das Gegenteil, die sekuar@” Amino-
gruppe wird in einer starren Konformation gehalten, die strukturelle Flexibies Proteins

ist an dieser Stelle stark eingesahki.

Polare, ungeladene Seitenketten:  Die Seitenketten von Serin, Threonin, Cystein, Methio-
nin, Asparagin und Glutamin sind wasseslicher bzw. hydrophiler als die der unpolaren
Aminosduren. Sie enthalten funktionelle Gruppen, die Wasserstmferibindungen mit
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Wasser bilden &finen. Die Polarit' von Serin und Threonin ist auf ihre Hydroxygruppe, die
von Cystein und Methionin auf ihre Schwefelatome und die von Asparagin und Glutamin
auf ihre Amidgruppe zwckzutihren. Cystein kann zu einer dimeren Form oxidieren, die
als Cystin bezeichnet wird. In Cystin sind zwei Cysteinmaleldurch eine Disulfidlucke
kovalent verbunden. Disulfidocken wirken stabilisierend auf die Proteinstruktur.

Aromatische Seitenketten:  Phenylalanin, Tyrosin und Tryptophan sind mit ihren aro-
matischen Seitenketten relativ unpolar (hydrophob). Siankh an allen hydrophoben
Wechselwirkungen beteiligt sein, die besonders stark sind, wenn die aromatischen Gruppen
Ubereinander gestapelt vorliegen. Tryptophan, Tyrosin und in geringem Malf3 auch Phenyl-
alanin absorbieren ultraviolettes Licht (280 nm).

Positiv geladene (basische) Seitenketten: Die Aminosiuren, deren Seitenketten bei
pH 7,0 eine positive Nettoladung tragen, sind Lysin, mit einer zweiten Aminogruppe am
e—Kohlenstoffatom der aliphatischen Kette, Arginin, das eine positiv geladen Guanidino-
gruppe besitzt, und Histidin mit einer Imidazolgruppe.

Negativ geladene (saure) Seitenketten: Die Seitenketten von Aspartat und Glutamat
tragen bei pH7,0 eine negative Nettoladung. Jedgtteine zweite Carboxylgruppe in

der Seitenkette. Aspartat und Glutamat sind die Stammverbindungen von Asparagin bzw.
Glutamin.

Ca 5~

1 = \C/
Ot A

Abbildung 17: Schematischer Aufbau einer Polypeptidkette (Giacovazzo et al., 1995)

Die Cy,—Atome sind in einer Polypeptidkette durch drei Bindungen voneinander getrennt
(s.Abb. 17). Die N-g— und die G—C-Bindung besitzen Rotationsfreiheit, wobei die
Rotation um diese Bindung mit den Winketm und ¢y gekennzeichnet ist. Die C—N—
Bindung der planaren Peptidgruppe hat keine Rotationsfreiheit. Die Rotationsfreiheit
anderer Einfachbindungen kann, ablgig von Gol3e und Ladung des Restes R, ebenfalls
behindert sein. Geafd der Konvention sind die beiden Winkelund  als ¢ definiert,

wenn die beiden dasgGAtom flankierenden Peptidbindungen in einer Ebene liegen. Diese
Konformation ist aufgrund sterischer Behinderungen zwischen dem Carbonylsauerstoff und
dema-Wasserstoff nicht wglich.
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Die Beschreibung der Struktur von Proteinafdti'sich in vier Ebenen gliedern (Lehninger

et al., 1994). ZurPrimérstrukturgetoren alle kovalenten Bindungen zwischen den Ami-
nosauren. Die Prirai'struktur ist normalerweise durch die Sequenzulesr Peptidbindun-

gen verknipften Aminosiuren sowie durch die Lage der Disulfidbkén definiert; sie gibt
jedoch nicht die relativeatimliche Anordnung der verbundenen Amiaosen an. Polypetid-
ketten lohnen nicht jede beliebige dreidimensionale Struktur einnehmen. Sterisamg&w”
und viele schwache Wechselwirkungen bedingen, daf3 einige Anordnungen stabiler sind als
andere. Unter deSekundirstrukturwerden regelralRige, periodisch wiederkehrendaimi-

liche Anordnungen benachbarter Amiaoséreste in einer Polypeptidkette verstanden. Die
wichtigsten Typen von Sekuadstrukturen sind die—Helix und die—Faltblattstruktur. Als
Tertidrstrukturwird die vollstindige, dreidimensionale Struktur eines Polypeptids bezeich-
net. Innerhalb der dreidimensionalen Struktur eines grof3en Proteins koranfenméhrere
verschiedene Sekuadstrukturen vor. Proteine, die aus mehreren Polypetidketten aufgebaut
sind, besitzen eine weitere Strukturebene, die sogendpmatirstruktur Diese gibt die
raumliche Anordnung der Polypetidketten bzw. der Untereinheiten innerhalb des Proteins
wieder.

4.1 Tetragonales Lysozym

Lysozym, ein in Eiweil3 und in menschlicherafien vorkommendes Enzym, katalysiert die
hydrolytische Spaltung von Polysacchariden in derustdriden Zelhahden einiger Bak-
terienfamilien (Lehninger et al., 1994). Lysozynadt 'diesen Namen, weil es in der Lage
ist, Bakterienzelhanhde zu lysieren, also abzubauen, und somit bakterizide Wirkung besitzt.
40 % seiner 129 Amin@airereste liegen ats—helicale Abschnitte und ein geringer Anteil

in B—Faltblatt—Konformation vor. Vier Disulfidicken tragen zur Stabiéit der Struktur bei.

Kristallographische Daten:
e Raumgruppe P#2;2
e a=79,1A, c=37,9A

e 1 Molektil pro asymmetrischer Einheit

Molek uldaten:

e Molekulargewicht 14,6 kDa

e 129 Aminosiuren |—|0,5mm
e 1001 Nicht—Wasserstoffatome Abbildung 18: Tetragonale Lysozymkristalle

Bereits im Jahre 1946 wurden die ersten tetragonalen Lysozymkristalle von Alderton und
Fevold gemchtet. Die ersten &itgenstrukturbestimmungen voruktiereiwei3—Lysozym
wurden an Kristallen des tetragonalen Kristallsystems durcinge{Blake et al., 1965).

4Das Molekulargewicht wird in Dalton angegeben. Ein Dalton entspricht dem Molekulargewicht eines Was-
serstoffatoms 1 Da= 1,660 %*g.
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Darauf folgten Strukturbestimmungen an Kristallen von triklinen, monoklinen oder or-
thorhombischen Kristallsytemen mit unterschiedlicher ésiffig und bei verschiedenen
Temperaturen und Dcken. In der Proteinkristallographie werden bei methodischen Unter-
suchungen oft Lysozymkristalle in den verschiedenen Modifikationen als Modellsubstanz
verwendet.

Tetragonales Lysozym wurde gatli, um an einem kleinen Protein eine Strukturbestim-
mung mit experimentell bestimmten Triplettphasen ab initio duraltmefi. Die Lysozym-
kristalle wurden nach demanging—DropVerfahren geachtet ohne Aufreinigung der Pro-
teinsubstanz (SIGMA, 1997, Cat. No L-6876, lot 64H7025). Dielf&rder untersuchten
Kristalle lag zwischen @& x 0,3 x 0,2mn? und 15 x 1,0 x 0,9 mn®. Fiir die Messung von
Dreistrahlinterferenz—Profilenumssen die Kristalle in eine luftdicht verschlossene Kapillare
mit Mutterlésung gebracht werden.

4.1.1 Intensit &tsdatensammlung

Ein moglichst vollseindiger Intensétsdatensatz wird betigt, um den Einflul3 der benach-
barten Dreistrahéflle auf den zu messenden Dreistrahlfall abzasari. Daher wurden
Datensitze mit unterschiedlichen Aaungsbereichen aufgenommen (s. Tab. 2).

Ein Datensatzdi den Aufbsungsbereich von 19,8 bis 2 AQvurde am Institut éif Kristal-
lographie mit dem MAR—-Research Bildplattensystem mit Gu8trahlung der Drehanode

bei Raumtemperatur aufgenommen. Bei der Mittelubgr'symmetrischdguivalente Refle-

xe ergeben sich aus den 54055 gemessenen Reflexen 399 hngigierReflexe. Der interne
R—Wert (s. Kap. 6.3.2) bezogen auf €rgibt sich zu 2,5 %.

Die Datensfze bei niedriger Aufisung (lyso3.hkl: 39,6 bis 6,74 lyso_12.hkl: 55,5 bis

4,0,&) wurden bei Raumtemperatur mit dei+-Kreisdiffraktometer mit Mo lg—Strahlung

der Drehanode aufgenommen. Die Reflexprofile wurden nach dem Lehmann-Larsen—
Verfahren (Lehmann & Larsen, 1974) ausgewertetuDaflirde das Programudifféxmgr

(Schroer, 1995) durch die Routifeda-lar  (Holzer, 1996) erweitert. Der Datensatz am Kri-
stall lysa3 umfal3t 1612 Reflexe. Derjfr-Wert der 187 unalarngigen Reflexe ist 2,7 %.

Am Kiristall lyso_12 wurde mehrmals eine Vollkugel des reziproken Raumes gemessen, um
maogliche Fehler zu minimieren. Aus den insgesamt 17674 Reflexen ergeben sich 1060 un-
abléngige Reflexe mit einem;R-Wert von 1,9 %.

Fir den Aufbisungsbereich von 1,34 bis 14 &vurde von Vaney at al. (1996) der Inten-
sitatsdatensatz R193LSF freundlicherweise zur\gufig gestellt. Dieser Datensatz wurde

bei 279K an dem Strahlrohr W32, LURE (Orsay) bei einer WeHlegE von 0,904 mit

dem MAR-Research Bildplattensystem aufgenommen. Der Datensatz setzt sich aus drei
Teildatenatze (low, high und cusp) zusammen und umfaf3t insgesamt 212432 gemessene
Reflexe. Der Datensatz R193LSF emith24111 symmetrisch unabhgige Reflexe mit
einem Ry—Wert von 4,9 %.

Bei der Mittelung uber die verschiedenen Dateiw® ergibt sich der Datensatz ly-
so.merge.hkl mit 24314 unalingigen Reflexen und einemyRWert von 9,2% und R-
Wert von 6,5 %. Verschiedene Kristallisationsbedingungerdén Kristall des Datensatzes
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R193LSF und die Kristalle lysd, lysa.3 und lysal2 kénnen Unterschiede in der Kristall-
struktur bewirken. Des weiteren wurden die Datdms bei unterschiedlichen Temperaturen
aufgenommen, die thermischen Auslenkungsparameter sind daher verschieden. Dies beides
kann den grof3en;rR—Wert erkEren.

Datensatz Experimentelle Rmax | Rmin Anzahl der Reflexe | Rint
Bedingungen [A] | [A] | gemessen unabheingig | [%]

lyso_1.hkl CuKy [IP | RT 19,8| 2,60 54055 3991| 25
lyso_3.hkl MoKy | D6 | RT 39,6 6,79 1612 187 | 2,7
lyso_12.hkl MoKy | D6 | RT 55,5( 4,00 17674 1060| 1,9
R193LSF 0,901A | IP | 279K | 14,7| 1,34| 212432 24111| 4,6
low 146 1,8 79862 10818| 4,9

high 15,0 1,3 89323 22485| 3,7
cusp 146| 1,3 43247 20543| 3,5
lyso_merge.hkl 55.5| 1,34 24314| 9,2

Tabelle 2: Zusammenstellung der verwendeten Dag¢res. Die Dateratze lysal.hkl, lysa3.hkl und
lyso_12.hkl wurden an der Drehanode gemessen. Der Datensatz R193LSF wurde am Synchrotron
aufgenommen (Vaney, Maignan,dRiKautt & Ducruix, 1996). Er setzt sich aus den Teilda&res”

low, high und cusp zusammen. IP stelnt Bildplattensystem und D@f dasW—-Kreisdiffraktometer.

RT kennzeichnet Messungen bei Raumtemperatur. Der Datensatmbsge.hkl ergibt sich aus der
Mittelung aller Datenatze.

4.1.2 Triplettphasen—Datensammlung

Die ersten Dreistrahlinterferenz—Profile an tetragonalem Lysozym wurden bereits 1991 am
HASYLAB aufgenommen (Weckert, Schwegle &ukiimer, 1993). & die Strukturbsung,
basierend auf experimentell bestimmten Triplettphasen, wurden insgesamt 847 Triplett-
phasen an 23 verschiedenen Kristallen bestimmt, davon an der ESRF 775 Triplettphasen
an 17 Kristallen. Eine Aufstellung der Anzahl der Triplettphasen pro Kristall und der
Gitterparameter der einzelnen Kristalle ist in Tabelle 3 gegeben.

Die Kristalle lassen sich aufgrund ihrer Gitterparameter in drei Gruppen einteilen. Das Kri-
stallwachstum ist von der Proteinsubstanzaaitfij. Die erste Gruppe bilden die Kristalle,

die bis 1994 gexchtet wurden. Das Kristallvolumen und der Gitterparameter a sind klei-
ner, der Gitterparameter ¢ jedocho@er. Eine Ausnahme bildet der Kristall ly29, dessen
Gitterparameter eine Einteilung in die zweite Gruppe erfordern. Die nach 199igez”

ten Kristalle, mit Ausnahme von Isg2 und Isg3, bilden die zweite Gruppe. Geringe Unter-
schiede der Gitterparameter innerhalb der Gruppe sind mit verschiedenen Lieferungen der
Proteinsubstanz korreliert. Die dritte Gruppe bilden die Kristalle Isg2 und Isg3, die unter
Mikrogravitation gemchtet wurden (Snell et al., 1995). Die Proteinsubstanz und die Kristal-
lisationsbedingungen sind unterschiedlich. Obwohl die Gitterparameter a und ¢ Unterschiede
aufzeigen, stimmt das Kristallvolumen mit den Kristallen der zweiten Grujpeecin.
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Anzahl
alAl | c[A]| V[A3| dergr | GroRe [mnd]
ly19 78,883| 38,060| 236829 25 11/91 HASYLAB
ly20 78,883| 38,054| 236792 6 11/91 HASYLAB
ly29 79,224| 37,924| 238028 11 11/91 HASYLAB
ly32 78,903| 38,019| 236694 15 07/92 HASYLAB
ly25 78,731/ 38,233| 236990 4 11/92 HASYLAB
ly30 78,865| 38,041| 236603 13 11/92 HASYLAB
ly419 79,165| 37,977| 238006 9 - 12/94 ESRF

ly408 79,182| 37,979 238120 60 | 1,1x0,7x0,6 | 01/95 ESRF
Isg2 (MG) | 79,101| 38,013| 237846 14| 1,2x1,0x0,6 | 01/95 ESRF
Isg3 (MG) | 79,070| 38,051| 237897 16| 1,0x0,9x0,6 | 01/95 ESRF
ly450 79,181| 37,948 237920 51 - 07/95 ESRF
ly451 79,255| 37,926| 238227 39| 1,0x0,8x0,6 | 07/95 ESRF
ly452 79,216| 37,931| 238024 11| 1,0x0,8x0,4 | 07/95 ESRF
ly457 79,199| 37,963| 238122 68 | 1,2x0,9x0,3 | 07/95 ESRF

ly461 79,197| 37,959 238085 3| 1,0x0,6x0,4 | 07/95 ESRF
ly465 79,203| 37,956| 238102 32| 0,7x0,3x0,2 | 07/95 ESRF
ly490 79,245| 37,884 | 237903 70 - 11/95 ESRF
ly491 79,239| 37,881| 237848 148 - 11/95 ESRF
lyda 79,212| 37,949| 238113 20| 1,5x1,0x0,9 | 02/96 ESRF
ly4b 79,187| 37,940| 237906 88 - 05/96 ESRF
ly4c3 79,217| 37,929| 238017 50| 0,5x0,3x0,3 | 02/97 ESRF
ly4c7 79,160| 37,985| 238026 51| 1,0x0,8x0,2 | 02/97 ESRF
ly4c8 79,170| 37,990| 238117 45| 0,7x0,4x0,3 | 02/97 ESRF

Tabelle 3: Verteilung der gemessenen Triplettphasen pro Kristall

Die Gitterparameter dtinen mit einer Genauigkeit besser als Gazestimmt werden. Die Abwei-
chung der Gitterparameter ist auf unterschiedliche Proteinsubstamezkzufihren. Deutlich ist der
Unterschied zwischen den Kristallen, die bis 1992 und denen, die anschlieRermhtgezivurden.

Die unter Mikrogravitation (MG) gaxchteten Kristalle Isg2 und Isg3 zeigen unterschiedliche Git-
terparameter a und c,alkfend das Kristallvolumen unaardert ist. Ohne die MG—Kristalle erge-

ben sich die Mittelwerte der Gitterparameter der Kristalle, die an der ESRF gemessen wurden, zu
a=79,202(294, t =37,946(33A undV = 238036(105/3.

In Abbildung 19 sind experimentelle Dreistrahlinterferenz—Profile von tetragonalen Lyso-
zymkristallen dargestellt. Um Einf§se von Umweganregung oder Aufhellung zu erkennen,
mussen dif die experimentelle Bestimmung der Triplettphase die Interferenzprofile der bei-
den zentrosymmetrisch korrelierten Dreistraliéverglichen werden. Die tetragonalen Ly-
sozymkristalle sind nahezu perfekte Kristalle, dies spiegelt sich in den geringen Halbwerts-
breiten der Reflexprofile (0,00Bwider.

Zu Beginn der Messungen war die Halbwertsbreite der Reflexprofile der verwendeten Kri-
stalle zwischen 0,002und 0,02. Im Laufe der Messungen nahm durch den Einflu® der
Strahlenscaden die Halbwertsbreite zu (s. Kap. 4.1.3) und die erforderliche Mel3zeit pro in-
terpretierbarem Dreistrahlinterferenz—Profil stieg an. Untarstjgen Bedingungerokinen
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Abbildung 19: Interferenzprofile an tetragonalem Lysozym vom Dreistrahf&#6 /521 /275 und
vom zentrosymmetrisch korrelierten DreistrahlfaB&/521/275, sowie Reflexprofile von7©6)

plettphase ergibt sich 2pf'%3 = 20° (Vaney, Maignan, Ri3-Kautt & Ducruix, 1996).

an einem Lysozymkristalluif Triplettphasen pro Stunde und etwa 150 Triplettphasen pro
Kristall bestimmt werden.

Die mittlere Triplettphasendifferenz zum Strukturmodell R193 aus der Protein—Datenbank
(PDB) betegt 19,9. Teilweise treten Abweichungen zwischen den gemessenen und be-
rechneten Triplettphasen bis zu 28@uf. Vor allem DreistrahHlle, an denen Reflexe mit
niedrigem Strukturfaktorbetrag oder niedriger Asfling beteiligt sind, zeigen grol3e Diffe-
renzen zwischen den experimentell bestimmten und den berechneten Werten der Triplett-
phase. Bereits die Triplettphasen der verschiedenen PDB-Strukturmodelle des tetragonalen
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Lysozyms zeigen untereinander Triplettphasendifferenzen bis Zu @érferenzprofile ei-
niger Dreistrahlflle wurden an verschiedenen Kristallen gemessen. Beim Vergleich dieser
Interferenzprofile ergeben sich Abweichungen von maxiy#°. Damit zeigt sich, dal3 die
Dreistrahlinterferenz—Profile an Proteinkristallen nahezu uswadply von der Beugungsgeo-
metrie und der Kristallgif3e sind.

4.1.3 Strahlensch aden

Seit Beginn der Proteinkristallographie ist die &digung der Kristallstruktur durchdrt-
genstrahlung ein Problem, trotzdem gibt es hierzu nur wenige systematische Untersuchun-
gen.

Untersuchungen bei Raumtemperatur haben gezeigt,ulalief Strahlensaden der Prote-
inkristalle zwei Komponenten verantwortlich sind (Garman & Schneider, 1997). Die einfal-
lenden Rhtgenphotonen setzen Elektronen frei undasiofpen unmittelbar die MoleKé, in-

dem sie chemische Reaktionen asdlii. Dies ist die dosisabhjige Komponente der Strah-
lenschidigung. Bei einer Energie von 8ke¥ € 1,54A) werden pro absorbiertem Photon
schatzungsweise 100 Elektronen freigesetzt (Henderson, 1990).

Die zeitablaihgige Komponente steht im Zusammenhang mit dem relativ hohen Anteil von
Wasser in Kristallen biologischer Makromoldk“(Matthews, 1968). DieseXristallwas-

ser ist die Quelle der Radikale, die entweder direkt aus der Spaltung der Wasser@olek™
oder durch Reaktionen der Wassermaolekimit den freien Radikalen hervorgehen. Diese
Radikale (Hydoxyl, Hydroperoxyl und Sauerstoff) reagieren mit den Proteinmieiekihre
Reaktion kann von lokaler Saldigung bis zur vollgtiidigen Zersetzung des Proteinmalisk
reichen. DasKristallwasser* erleichtert zagZlich die Diffusion der Radikale und sathigt
selbst entfernte Bereiche des Kristalls. Durch die intenswetgEnstrahlung wird der Kri-
stall erwérmt, die Diffusionsgeschwindigkeit evht sich und die Strahlensatligungsrate
steigt an. Die Erzeugung der Radikale und die Diffusionsgeschwindigkeit variieren bei
jedem System, daher ist keine Vorhersagedie Scladigungsrate verschiedener Kristalle
moglich (Garman & Schneider, 1997).

Bei Rontgenstrukturuntersuchungenorkien die primfen Strahlenseden, erzeugt durch

die einfallenden Photonen, nicht vermieden werden. Die sekendStrahlungsselén
konnen reduziert werden, indem die Beugungsexperimente bei tiefen Temperaturen durch-
geftihrt werden, da sich bei niedriger Temperatur die Diffusionsgeschwindigkeit veringert.
In Kapitel 7 werden Experimente mit Proteinkristalle bei tiefen Temperaturen vorgestellt.

Im Beugungsexperiment zeigen sich die Strahleadeh’in abnehmender Integralinteasit™
verbunden mit einer Verbreiterung der Reflexprofile. Die Auswirkungen auf die Reflexprofile
sind in den Abbildungen 20 und 21 verdeutlicht.

Bei den Dreistrahlinterferenz—Experimenten, die hohe Anforderung an die Kristallqua-
litat stellen, macht sich die Satigung in der GslRe des Interferenzeffektes bemerkbar.
Die Grol3e des Interferenzeffektes reagiert auf die gadighé Kristallstruktur empfindli-

cher als die Breite der Reflexprofile. Der Einflu3 der Strahlemdeh ist an einem Re-
ferenzdreistrahlfall in den Abbildungen 22 und 23 gezeigt. Innerhalb von 36 Stunden hat
sich die GoRe des Interferenzeffektes um 50% verringert. Um die Kristallguatiti
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Abbildung 20: Zu Beginn der Messungen: Reflexprofile vardQ) und (Z40). Die Intensit wurde
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Abbildung 21: Nach 36 Stunden Bestrahlung: Reflexprofile vd® Q) und (#0). Die Intensit
wurde auf die Monitorahlrate normiert. Eine Verbreiterung des Reflexprofils voaQyist zu be-
obachten. Durch die Strahlenselieh nimmt die Breite der Mosaikverteilung zu, und die normierte
Integralintenst wird kleiner.
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Abbildung 22: Zu Beginn der Messungen: Interferenz—Profil des Dreistrahliadl®/521/2 21
und des zentrosymmetrisch korrelierten Dreistrahlfal607521/221. Die Triplettphase von
740/521/221 ist unter Beucksichtigung von Umweganregung apf = 180 abgeschtzt. Die

berechnete Triplettphase ergibt sich@i® = 173
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(a) Dreistrahlinterferenz—Profil von
740/521/221 beix =1,3302A

Die Intensititsnderung durch den Inter-
ferenzeffekt beagt nur noch 30 %.

0.06

‘'
,‘i’ * 1408f4.dat
o
oS
™
(e}
Lo
<
=,
]
S
<
S
N
1 1
-0.06 -0.03 0.00 0.03 0.06
Y [Grad]

(b) Dreistrahlinterferenz—Profil von
740/521/221 beix =1,33023

Die Intensititsinderung durch den Inter-
ferenzeffekt bew@t nur noch 28 %.

Abbildung 23: Nach 36 Stunden Bestrahlung: Interferenzprofil des Dreistrahfallg/521/221
und des zentrosymmetrisch korrelierten Dreistrahlfal97521/221. Der Interferenzeffekt beim
Dreistrahlfall740/521/2 21 nimmt innerhalb von 36 Stunden um 50 % ab.
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Uberprifen, wird bei Triplettphasen—Datensammlungen in bestimmten Zeatadbest” ein
Referenzdreistrahlfall gemessen. Am Strahlrohr D1 der ESRF konnten Triplettphasen—
Datensammlungen an Lysozym maximal 48 Stunden pro Kristall durahgefierden.

4.2 Triklines Lysozym

Im Jahr 1959 gelang Steinrauf dieu@itung von Lysozymkristallen der triklinen Mo-
difikation. Ausgehend vom Strukturmodell der tetragonalen Modifikation wurde eine
Roéntgenstrukturverfeinerung der triklinen Modifikation durchgdet” (Hodsdon, Brown,
Sieker & Jensen, 1990).

Kristallographische Daten: Molek uldaten:
e Raumgruppe P1 e Molekulargewicht 14,3 kDa
e a=275A, b=32,1A, c=34,4A e 129 Aminosiuren

a=88,3=109,y=11"r )
e 1001 Nicht—Wasserstoffatome

e 1 Molektil pro asymmetrischer Einheit

Die isotropen Temperaturfaktoren der triklinen Modifikation von Lysozym sind in etwa 50%
kleiner als die der tetragonalen Modifikation (Hodsdon, Brown, Sieker & Jensen, 1990).
Im Bereich foherer Aufbsung sind die Strukturfaktorbageé fir die trikline Modifikation
groR3er als die der tetragonalen. Die trikline Form aifitveniger Wasser, das Zellvolumen
pro Moleklil ist kleiner. Die Elementarzelle der triklinen Modifikation ist also um mehr
als den Faktor acht kleiner als die der tetragonalen Modifikation, daher ist die Dichte der
benachbarten Dreistrahlfé geringer. An der triklinen Form konnten Dreistrahlinterferenz—
Experimente durchgafirt werden, an denen Reflexe mit einer Asfiig bis zu A beteiligt

sind (Masson-Fauchier, 1995)uiFKristalle von tetragonalem Lysozym konnte nur eine
maximale Aufbsung von 2,3\ erreicht werden. Bei der triklinen Modifikation sind die
Halbwertsbreiten der Reflexprofile deutlichoGer ¢ 0,01°) als bei der tetragonalen
Modifikation.

In Abbildung 24 sind experimentelle Dreistrahlinterferenz—Profile von triklinem Lysozym
dargestellt. Die Intensat&nderung, verursacht durch den Interferenzeffektaeftii die-

sen Dreistrahlfall etwa 8%. Die Mel3zeit pro Punkt betrug 4,61s bzw. 4,88s. Beim Kri-
stall I1t51 betrug die Halbwertsbreite der Reflexprofile 0,0128 den Interferenzprofilen

(s. Abb. 24(b) und 24(d)) sind benachbarte Interferenzprdfilg/(/ h— g') bei Ay = +0,1°

zu erkennen. Die Triplettphase der benachbarten Interferenzprofile kann in der Regel nicht
bestimmt werden. Diese Dreistahlinterferenzen sind nicht durch die Wahl der Vaelignl”
optimiert und sind wiederum durch benachbarte DreistadlblStark beeinfluf3t.

An triklinem Lysozym wurden insgesamt 50 Triplettphasen bestimmt. Die Reflexe, die an
den Dreistrahlinterferenz—Experimenten beteiligt sind, haben ein@fufy zwischen 30

und 2A. Das Maximum der Verteilung liegt bei&. Die mittlere Phasendifferenz der ex-
perimentell bestimmten Triplettphasen zu denen aus dem PDB-Eintrag 1LZT (Hodsdon,
Brown, Sieker & Jensen, 1990) berechneten Triplettphaseadi®'".
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Abbildung 24: Interferenzprofil an triklinem Lysozym des Dreistrahlfallé%/011/736 und des
zentrosymmetrisch korrelierten Dreistrahlfallgd5/011 /736 sowie Reflexprofile von @5) und
(7 45). Die Triplettphase von45/011/736 ist aufgr = —60° abgeschtzt. Die berechnete Tri-
plettphase ergibt sich apt-4T = —52° (Hodsdon, Brown, Sieker & Jensen, 1990).
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4.3 [B-Trypsin

Trypsin wird in den Zellen des Pankreas produziert. Es ist ein Enzym, das zur Familie
der Serin—Proteinasen gat”die durch die Existenz eines auf3ergbwliich reaktiven
Serin—Restes gekennzeichnet sind. lhre bekanntesten Vertreter sind die Verdauungsenzyme
Trypsin, Chymotrypsin und Elastase.

Die Zichtungsbedingungenrf Trypsinkristalle (Stroud, Kay & Dickerson, 1974) sowie die
Struktur von Trypsin (Bode & Schwager, 1975) sind bekannt. Trypsinkristalle zeichnen sich
durch geringen Mosaikbau bei Raumtemperatur und 100 K aus (Bartunik, 1996).

Kristallographische Daten:
e Raumgruppe Pi2121

e a=5487 b=584A, c=67,6A

e 1 Molektil pro asymmetrischer Einheit

Molek uldaten: | |
0,25 mm

e Molekulargewicht 24 kDa

Abbildung 25: Orthorhombische Kristalle
der B—Modifikation von Rindertrypsin. Die
nadelbrmigen Kristalle sind etwa ,Q x

e 1630 Nicht—Wasserstoffatome 0,1x 0,5 mm?® grof3.

e 223 Aminosiuren

Das Volumen der Elementarzelle vBrTrypsin entspricht etwa dem des tetragonalen Lyso-
zyms, jedoch kristallisiefB—Trypsin in einer niedrigsymmetrischen Raumgruppe. Kristalle
despB—Trypsin wurden freundlicherweise von Stuhrmann (1997) zurugenig gestellt. Bei
Raumtemperatur wurden Dreistrahlinterferenz—Profileaiirypsin aufgenommen. Die
Experimente bei tiefen Temperaturen werden in Kapitel 7.1.2 vorgestellt.

In Abbildung 26 sind experimentelle Dreistrahlinterferenz—Profile fdefirypsin darge-
stellt. Die Intensitsanderung — verursacht durch den Interferenzeffekt -agefiir diesen
Dreistrahlfall etwa 4 %. Die Mel3zeit pro Punkt betrug 6,12 s bzw. 4,90 s. Beim Kristall try01
betrug die Halbwertsbreite der Reflexprofile 0,0088rschiedene Mosaikixtke tragen
zum Reflexprofil bei. Der nadealfinige Habitus der Kristalle edfnt die Streustrahlung. Um
die Triplettphase zu interpretieren, ist daher earegEre Mel3zeit erforderlich. Die Kristalle
befanden sich bereits ein Jahr in der Stabilisieruwgystgy. Vermutlichd3t sich auch durch
den Alterungsprozel} das geringe Streuvayen erkdiren.
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Abbildung 26: Interferenzprofil arB-Trypsin des Dreistrahlfalls 175 /250/ 3125 und des zen-
trosymmetrisch korrelierten Dreistrahlfalls175/250/3 125 sowie Reflexprofile von {75) und
(1175). Die Triplettphase von1l7/5/250/ 3125 ist aufgr = 135 abgeschtzt. Die berechnete Tri-
plettphase ergibt sich z2pt" P° = 124 (Marquart, Walter, Deisenhofer, Bode & Huber, 1983).
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4.4 Proteinase K

Proteinase K wird aus FunguRitirachium albumLimber gewonnen und wird nach ihrer
Fahigkeit, Keratin zu verdauen, benannt (Dattagupta et al., 1975). Das Enzym ist eine
Serin Proteinase und hydrolysiert wie @aasChymotrypsin Proteine am Carboxyl-Rest von
hydrophoben Aminaairen.

Die Zichtungsbedingungenif Kristalle von Proteinase K (Dattagupta et al., 1975), sowie
die Struktur von Proteinase K#Rler et al., 1984), sind bereits bekannt. Kristalle von Prote-
inase K sind ebenfalls durch ihren geringen MosaikhauEXperimente bei tiefen Tempera-
turen geeignet (Betzel, 1995).

Kristallographische Daten:
e Raumgruppe P22 Q
e a=68,2A, c=108,3A

e 1 Molektil pro asymmetrischer Einheit .

-

Molek uldaten: 'E_

e Molekulargewicht 28,8 kDa

e 279 Aminosiuren Abbildung 27: Proteinase K kristallisiert in
tetragonalen Bipyramiden. Die @& der
e 2020 Nicht—Wasserstoffatome Kristalle ist in etwa 02 x 0,2 x 0,1 mn®.

Proteinase K kristallisiert in der RaumgruppesR«2 mit einem Elementarzellvolumen von
5x10° A3, dies entspricht dem doppelten Elementarzellvolumen des tetragonalen Lysozyms.
Mit zunehmender Moleligro3e wird die mittlere Reflexintenaitim Vergleich zum Streu-
vermogen der gesamten Elementarzelle kleiner. Bei gleicher Mided(ie ist bei bher-
symmetrischen Raumgruppen das reziproke Gitter dichter. Dreistrahlinterferenz—Profile
ohne den Einflu sténder Nachbarn zu messen, wird daher schwieriger. Daher begrenzt
die MoleklilgréRe bzw. Elementarzellerafte die Myglichkeit, Dreistrahlinterferenz—Profile

Zu messen.

In Abbildung 28 ist ein experimentelles Dreistrahlinterferenz—Profil von Proteinase K dar-
gestellt. Die Intens#étsinderung, verursacht durch den Interferenzeffektagefttir diesen
Dreistrahlfall etwa 25 %. Die Mel3zeit pro Punkt betrug 0,61 s. Beim Kristall prtk001 betrug
die Halbwertsbreite des Reflexprofils 0,003B(r Dreistrahlélle, bei denen nur seminvari-
nate Reflexe beteiligt sind, ist die Triplettphase entwedeyder 180. In diesen Rllen ist

fur die Bestimmung der Triplettphase die Messung eines Dreistrahlinterferenz—Profils aus-
reichend. An diesem Kristall konnten etwa drei Triplettphasen pro Stunde bestimmt werden.
Die Experimente bei tiefen Temperaturen werden in Kapitel 7.1.3 vorgestellt.
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Abbildung 28: Interferenzprofil an Proteinase K des Dreistrahlfalls360112 /1134 und des Re-
flexprofils (0 036). Die Triplettphase von 03b6/112 /1134 ist aufgr = 0° abgeschtzt. Die berech-
nete Triplettphase ergibt sich gg"RX = 0° (Betzel, Pal & Saenger, 1988).

45 Nessellectin

In Zusammenarbeit mit |. Zegers (Vrije Universiteit Bsel) konnten zum ersten Mal
Dreistrahlinterferenz—Profile an einer bisher uogtn Proteinstruktur, Lectin der Bren-
nessel oder Nessellectin (Peumans, De Ley & Broekaert, 1984), duntingefrden. Die
Kristalle von Nessellectin wurden am Instituut voor Moleculaire Biologie & Biotechnologie
an der Vrije Universiteit Bussel geachtet (Loris, Dao-Thi, Lisgarent & Wyns, 1993).

Lectine sind Proteine, die ein oder mehrere (meist zwei) aktive Zentretid Bindungen

zu Kohlenhydraten aufweisen. Lectine kommetj in Pflanzen vor undddnen bis zu

10% des Gesamtstickstoffgehalts im Samen ausmachen. Wegen der Vielzahl potentieller
Anwendungen in der Pharmakologie, in der Immatstorschung, in der Krebstherapie

und in der Landwirtschaft sind Lectine von grof3em Interesse, wie das insektizide Lectin
des Weizenkeims oder das antifungale Lectin der Brennessel. Lectine dienen auch als
Modellsystem @it die Analyse der Protein—Kohlenhydrat—Wechselwirkung, einer zentralen
Wechselwirkung vieler biologischer Systeme, die bisher noch nicht aallistj'gekdiit ist.

Um die spezifischen Eigenschaften von Nessellectin zu verstehen, mufauwidictie
Proteinstruktur bekannt sein. Zur Struktsiling ist jedoch die Kenntnis einiger Strukturfak-
torphasen erforderlich, die mit herkimlichen Methoden (Molekularer Ersatz, MIR) bisher
nicht bestimmt werden konnten. Die Messung von Dreistrahlinterferenz—Profilen bietet hier
eine Alternative zu den etablierten Methoden, Strukturfaktorphasen zu bestimmen.
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Kristallographische Daten: Molek uldaten:
e Raumgruppe Pi2:12; e Molekulargewicht 8,5 kDa
e a=37,64, b=49,0A c=57,3A e 89 Aminosiuren

e 1 Molektil pro asymmetrischer Einheit

Intensit atsdatensammlung:  Der verwendete IntensitSdatensatz des Aafliingsbereichs
von 1,65 bis 4R mit insgesamt 13313 unabhgigen Reflexen und einem,RWert von
6,6 % ergibt sich aus der Mittelung zweier Datatzs.

Der Datensatzui den Auftisungsbereich von 1,65 bis A5vurde am Institut fif Kristal-
lographie mit dem MAR—Research Bildplattensystem mit Gu8trahlung der Drehanode
bei Raumtemperatur aufgenommen. Bei der Mittelubgr'die symmetrischduivalenten
Reflexe ergeben sich 13282 unabbige Reflexe.

Der Datensatz bei niedriger AoB8ung (7 bis 4§\) wurde bei Raumtemperatur mit dem
W—Kreisdiffraktometer am Strahlrohr D1, ESRF bei einer WeHdegg von 1,028 aufge-
nommen. Bei der Mittelungiber die symmetriscaduivalenten Reflexe ergeben sich aus
den 497 gemessenen Reflexen 185 unablge Reflexe mit einemiirRvon 4,4 %.

Triplettphasen—-Datensammlung: Innerhalb von 2,5 Tagen Strahlzeit wurden insgesamt
210 Triplettphasen an zwei Kristallen experimentell bestimmt. Die Reflexprofile zeigten ei-
ne deutliche Verbreiterung gegdrer den Reflexprofilen des tetragonalen Lysozyms. Teil-
weise sind einzelne Mosaikiike deutlich voneinander getrennt (s. Abb. 29(a) und 29(c)),
dennoch lassen sich die Dreistrahlinterferenz—Profile interpretieren. In den Abbildungen 29
und 30 sind experimentelle Dreistrahlinterferenz—Profile an Nessellectin dargestellt. Die In-
tensiits@inderung durch den Interferenzeffekt bgtrjeweils etwa 20 % und die Zeiten pro
Mel3punkt weniger als 1s.

Von den etwa 20 Kristallen von Nessellectin entsprachen nur die beiden verwendeten
Kristalle den hohen Anforderungen von Dreistrahlinterferenz—Experimenten an die Kristall-
qualitit. Die beiden Kristalle waren etwaDx 0,1 x 0,5mn? groR.
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Abbildung 29: Interferenzprofil an Nessellectin des Dreistrahlfalls 01081/0117 und des zen-
trosymmetrisch korrelierten Dreistrahlfallst08/011/0117 sowie Reflexprofile von (0108) und
(0108). Die Triplettphase von 010/®11/0117 ist aufpr = 0° abgeschtzt.
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Abbildung 30: Interferenzprofil an Nessellectin des Dreistrahlf&l$9/110/659 und des zentro-
symmetrisch korrelierten Dreistrahlfalls#®/110/ 659 sowie Reflexprofile von54 9) und (549).
Die Triplettphase vo®49/110/659 ist aufgr = —60° abgeschtzt.
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5 Strukturl 6sung mit experimentell bestimmten
Triplettphasen

Die experimentell bestimmten Triplettphasemkén bei verschiedenen Strukaslingsme-
thoden verwendet werden. Digirekten Methodemnd dasMaximum—Entropie—Verfahren
(ME) ermoglichen es, die experimentell bestimmten Triplettphasen in den Prozel der Struk-
turlosung einzubringen. Diese beiden Verfahren werden in den folgenden Abschnitten vor-
gestellt.

5.1 Direkte Methoden

Der NameDirekte Methodersteht fir eine Reihe von Methoden zur Struktsling, die aus
statistischen Betrachtungen die Strukturfaktorphasemitioaus der Verteilung der Struk-
turfaktorbetege abschizen (Hauptman & Karle, 1953). Einige Grundbegriffe der Direkten
Methoden, diedii das Versaidnis der folgenden Abschnitte notwendig sind, werden vorge-
stellt. Rir weitergehende Literatur wird beispielsweise auf Giacovazzo (1980) und Woolfson
& Fan (1995) verwiesen.

5.1.1 Grundbegriffe der Direkten Methoden

Die Absclatzung der Strukturfaktgrphasen ist von den Bgén der Strukturfaktoren
abteingig. Da der Atomformfaktof;(h) bei gioi3erenh|, abnimmt, lohnen die Betige der
Strukturfaktoren bei verschiedenen Beugungswinkeln nicht unkorrigiert verglichen werden.

Unitare Strukturfaktoren: ~ Um den Abfall des Formfaktors auszugleichen, wird derareit”
StrukturfaktorU (h) eingefihrt:

U(h):= . Aus |F(ﬁ)|§%fj(ﬁ) folgt U (h)| < 1. (30)
. =1

Nur fiir den vorveirtsgebeugten Strafilist|U | = 1 erfiillt.

Normierte Strukturfaktoren:  Bei normierten StrukturfaktoreB(h) erfolgt die Korrektur
der Winkelablahgigkeit durch die Normierung mit dem Erwartungswert des Strukturfaktor-
betrags. Somit ergibt sich:

- FOL @)
fj(h)2
=1
E(h) :% (R mit vj(ﬁ):&. (32)
=1 N -
kzlfk(h)2

Der Erwartungswert der Quadrate der normierten Strukturfaktoren ist gleich eins.
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Sowohl die uniéren als auch die normierten Strukturfaktoren aspritieren das Beugungs-
bild von Punktstreuern und nicht mehr das von ausgedehnten Atomen.
Fur eine Struktur aubl gleichen Atomen ist folgende Vereinfachungghch:

N -
\/% _ % & E(M)= % Zlezﬂ'h?. (33)
i=

Triplettbeziehung:  Eine exakte Ableitung der Wahrscheinlichkeitsverteilung die Tri-
plettphasen als Funktion der normierten Strukturfaktodmgtn wird von Giacovazzo (1980)
gegeben. Im folgenden wird der zugrunde liegende Gedanke qualitativ vorgestellt.

Wenn zwei Reflexd und g einen groRen normierten Strukturfaktor haben, entspricht dies
einer im Ortsraum periodischen Lokalisierung der Atompositionen in Richtungen senkrecht
zuh bzw.g mit der Perioderaiige vorih| 1 bzw. |g| . In Abbildung 31 ist dies schematisch
dargestellt. WeniiE (h) undE(g) gleichzeitig groRe Werte annehmen,ssén die Atompo-
sitionen in der Mhe der Schnittpunkte der durchgezogenen Linien liegen. Ist der normierte
StrukturfaktorE(Fl— d) ebenfalls goRer als der Erwartungswert, so ist die wahrscheinlichste

Lage der Maxima der Dichtewelle in deraNé der Schnittpunkte, die nii(h) und E(G)
ausgezeichnet sind.

V=

(b) Die dazugebrigen Richtungen im reziproken Raum

Abbildung 31: Die Maxima der Elektronendichte, die
durch den Anteil vorE (h) undE(g) hervorgerufen wer-
den, sind durch die durchgezogenen Linien dargestellt.
Ist der normierte StrukturfaktdE (h— g) ebenfalls grof3,

so entspricht die wahrscheinlichste Lage der gestrichel-
ten Linie. Die punktierte Linie entspricht der Lage mit
der geringsten Wahrscheinlichkeit.

(a) Maxima der Aufenthaltswahrschein-
lichkeiten der Atome im Ortsraum

Die Elektronendichteverteilung spiegelt den atomaren Aufbau der Struktur wider. An den Or-
ten der Atome sind ausgeggte Maxima der Elektronendichte und in den Zwischamén

ist nur geringe Elektronendichte zu erwarten. Daher ist es wahrscheinlich, daf3 disgeanfl”
der drei Reflexe mit grof3en normierten Strukturfaktoren sich nicht gegenseitig aufheben,
sondern daR die Maxima zusammenfallen. Die Summe der drei Ppdsen(d), o(h— g)

ist in diesem Fall gleich null. Diese Absatzung der Triplettphase auf nulahgt nur vom
Betrag der normierten Strukturfaktoren ab. Die Triplettbeziehung (Cochran, I&=ich
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zusammenfassen zu: JoBer das Produkt der normierten Strukturfaktoren

GTNT“E( h)[[E(d)|[E(h—9)| (34)
ist, mit umso goRerer Wahrscheinlichkeit gilt:
¢r = —o(h) + ¢(g) + p(h—g) = 0. (35)

Sayre-Gleichung:  Bereits im Jahre 1952 wurde von Sayre eine allgemeine Gleichung
abgeleitet, mit der in zentrosymmetrischen Strukturen PhasenbeziehungRefléxe zu
erhalten sind. Die Herleitung von Gleichung (36) basiert auf der Annahme einer gleich-
atomigen Struktur; sieal3t sich aber auch bei Strukturbestimmungen azentrischer nicht—
gleichatomiger Strukturen erfolgreich anwenden.

E(h) = const Z E(9)E(h—g) (36)

Aus der Sayre—Gleichung folgt, daf} jeder Strukturfaktor aus dem Produkt aller anderen
Strukturfaktoren ausgedckt werden kann. Die Summation kann nach einem Summanden
abgebrochen werden, wenn die Summe im wesentlichen durch diesen bestimmt ist. Somit
ist die Triplettbeziehung (Gleichung (35)) ein Spezialfall von Gleichung (36).

Tangensformel: Die Tangensformel (Karle & Hauptman, 1956) ist der Quotient aus Ima-
ginar— und Realteil der Sayre—Gleichung:

5glE(9)]|E(h—g)|sin(e(@) +e(h—7))
SglE(9)|E(h—7)|cod@(g) +9(h—7))

Um den genauen Wert vap(h) zu berechnen, mugbér eine unendliche Anzahl von Glie-

dern summiert werden, da bei den normierten Strukturfakt@beirkein Formfaktorabfall

fur groRelh| auftritt. Eine gute Abscitzung vorp(h) ist méglich, wenn die Phasen einiger
Reflexe mituberdurchschnittlich grofiem normierten Strukturfaktorbetrag bekannt sind. Die
Tangensformel ist selbstkonsistent und kann mehrmals hintereinander angewandt werden.
Die bereits bekannten Phasen werden in der Summation verwendet, wodurch sich bisher
unbekannte Phasen bestimmen und bereits bestimmte Phasen verfeinern lassen.

tang(h) = 37)

Fur die Berechnung einer Elektronendichtekarte werden Strukturfaktorphasen (Einzelpha-
sen) bentigt. Rir die Wahl des Ursprungs einer Kristallstruktuussén je nach Raum-
gruppe bis zu drei Strukturfaktorphasen ausgieiteir Reflexe festgelegt werden, bei nicht—
zentrosymmetrischen Strukturen legt die Strukturfaktorphase eines weiteren ahkgaw"
Reflexes die Enantiomorphie der Kristallstruktur fest.

Ausgehend von den festgelegten Einzelphasen (Startphasen) werden durahpiergmit

den Triplettphasen weitere Einzelphasen abgeleitet. Damit alle alagesehTriplettphasen
verwendet werden dainen, ist meist die Einfirung symbolischer Einzelphaseur fini-

ge Reflexe notwendig. Diese symbolischen Einzelphasen werden nacmagio-integer
Verfahren (Main, 1977) variiert. Die daraus erhaltenen Phaseasierden mit verschiede-

nen Gitekriterien bewertet, um mit dem geeignetesten Phasensatz eine Elektronendichtekar-
te zu berechnen.
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5.1.2 Experimentell bestimmte Triplettphasen und Direkte Methoden

Anstelle der statistisch abgesthten Triplettphasen dhanen experimentell bestimmte
Triplettphasen bei der Verkipfung der Startphasen sowie in der Tangensformel verwendet
werden. Im Vergleich mit den statistisch abgesieken Triplettphasen haben die experimen-
tell bestimmten Triplettphasen ein®lere Genauigkeit, in der Tangensformel mul3 dies
durch unterschiedliche Gewichtung beksichtigt werden. Desweiteren kann die Konsi-
stenz verschiedener Phasendadtzresanhand der experimentell bestimmten Triplettphasen
uberpuift werden.

Die Direkten Methoden verwendenmrfdie Absclatzung Reflexe mit groRen normierten
Strukturfaktoren E—Werte), jedoch sinduf'die Messung von Dreistrahlinterferenz—Profilen

nur Reflexe mit grof3en Strukturfaktorer{\Werte) zu@nglich. In Abbildung 32 ist am Bei-

spiel des tetragonalen Lysozyms die Verteilung der jeweils 2000 Reflexe mit dBtegr”

IF (h)|- bzw. |E(h)|-Werten gezeigt. In der Schnittmenge befinden sich die Reflexe, deren
Phase experimentell bestimmt und die auch in den Direkten Methoden verwendet werden
konnen. Ein Grol3teil der experimentell bestimmten Triplettphasen kann somit nicht verwen-
det werden, da die Direkten Methoden auf Reflexe mit graieierte angewiesen sind.

300

200 r

Haufigkeit

100

1 Abbildung 32: Haufigkeitsverteilung von 2000

| | Reflexen mit den @fiten |F(h)|— bzw. |E(h)|-

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 Werten von tetragonalem Lysozym in Adaigig-
Il [1/A] keit der Aufisung

Die Moglichkeiten, experimentell bestimmte Triplettphasen und Direkte Methoden zu kom-
binieren, werden in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. C. Giacovazzo (Uni-
versitt Bari) untersucht.

5.2 Maximum-Entropie und statistische Auswerteverfahren

Zur Berechnung einer Elektronendichteverteilung wird eine Fouriertransformation mit den
Strukturfaktoren als Fourierkoeffizienten durchget. Die Auflosung der berechneten Elek-
tronendichtekarte ist von der Anzahl der Strukturfaktoren des entsprechenden Beugungs-
winkels 2 abhangig. Meist ist nurtif eine geringe Anzahl von Reflexen die Strukturfak-
torphase bekannt. Die fehlenden Fourierkoeffizienten werden bei der Fouriertransformation
willk'Urlich auf null gesetzt, diesufirt zu sogenannten Abbrucheffekten. Solange diesBetr”

der fehlenden Strukturfaktoren in deahg von null sind, wird das Ergebnis der Fourier-
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transformation nur gering beeinfluRtalwend das Fehlen von Strukturfaktoren mit grof3en
Betrdgen die Elektronendichteverteilung deutlich aéstht.

Eine Verringerung der Abbrucheffekte bietet das Maximum-Entropie—Verfahren. Bei die-
sem wird eine raglichst gleichverteilte Elektronendichtekarte (maximale Entropie) unter
der Nebenbedingung berechnet, dal? die berechneten mit den gemessenen Strukturfaktoren
Ubereinstimmen.

Einige Grundbegriffe des Maximum—Entropie—Verfahrens, dredfis Versihdnis der fol-
genden Abschnitte notwendig sind, werden vorgestellt. &é weitergehende Literatur

sei auf Bricogne (1984, 1997a, 1997b) und Buck & Macaulay (1991) verwiesgrdi&"
Berechnung nach dem Maximum-Entropie—Verfahren stand das Prognammewzur
Verfuigung, eine Beschreibung der Grundlagen und verwendeten Algorithmen befindet sich
bei Weckert (1997).

5.2.1 Grundbegriffe aus der Statistik

Bayesscher Satz:  Die Darstellung der Bayesschen Theorie wurde aus Buck & Macaulay
(1991) entnommen. Die gemeinsame Wahrscheinlichkeit zweier Ereignisse ist das Produkt
aus der Wahrscheinlichkeit eines der beiden und der Wahrscheinlichkeit, dal das andere
unter der Voraussetzung des einen eintritt:

P(X,Y) =P(X)P(Y|X) =P(Y)P(X]Y). (38)

In der Kristallographie stetX fur die Mel3daten D (Strukturfaktorbagé und —phasen) und
Y fur die Elektronendichteverteilurig, so gilt:

P(E,D) =P(E)P(D|E) = P(D)P(E|D). (39)

P(E,D) ist die gemeinsame Wahrscheinlichkeit der Elektronendichteverteiumngy
der MeRdate.

P(E) ist die a priori Wahrscheinlichkeit der Elektronendichteverteilung.

P(D|E) istdie Wahrscheinlichkeit der Daten bei einer vorgegebenen Elektronendichte-
verteilung. Die sogenanntgkelihood, ist die Wahrscheinlichkeit mit der eine
bestimmte Hypothese zutrifft.

P(D) ist die Wahrscheinlichkeit, einen bestimmten Datensatz zu messen. Im Falle
einer Strukturbestimmung sind die Daten festgelegt, daher RéDhals Ska-
lierungsfaktor betrachtet werden.

P(E|D) ist die Wahrscheinlichkeit der Elektronendichteverteildbdei gegebenen
MeldaterD.

Die beste Approximation der Kristallstruktur ist die Elektronendichteverteilung, bei der
P(E|D) maximal ist. Gleichung (39) kann umgeformt werden zu:
_ pey P(OE)
P(E|D) = P(E)W ~ P(E)P(D|E). (40)
Der Satz von Bayegeigt, dal3 das Ergebnis nicht nur durch die Messung festgelegt wird,
sondern auch durch die a priori Wahrscheinlichkeit der Elektronendichteverté&i(é)g
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Maximum—Entropie: ~ Zur Bestimmung vorP(E) wird die Elementarzelle itM gleich-
grofl3e Raumbereiche eingeteltEinheitsportionen von Elektronendichte werden statistisch
darauf verteilt, wobei die Vorabwahrscheinlichkeit féde Portion in jedem Raumbereich
gleich ist. Die Wahrscheinlichkeiuf'die Verteilung mitp; Portionen im Raumbereidhist

gegeben durch:
N!

M

n p!

i=1
Die Wahrscheinlichkeit erreicht daher ihr Maximum, wenn die Elektronendichte gleichver-
teilt ist. Da zur Losung der Struktur das ProduRtE)P(D|E) zu maximieren ist, geht jede
Abweichung von der Gleichverteilung véhaufP(D|E) zurtick.
Die EntropieSeiner gegebenen Verteilung berechnet sich aus der Wahrscheinlichkeit nach:

P(E) = (41)

S=kInP(E). (42)

Die wahrscheinlichste Verteilung der Elektronendichte auf die Elementarzelle ist also dieje-
nige mit der gofRten Entropie. Mit der Stirlingschen FormeNh= NInN — N (fur grol3e
N) kann die Entropié& ausgednckt werden durch:

S= —kz pi In p; + const (43)
I

Die p; kdnnen kontinuierliche Werte annehmen. Die Bezeichnpingurde anstelle vop;
gewdhlt, da es sich um die Fouriertransformierte deraneit” Strukturfaktoren handelt und
nicht um die Elektronendichteverteilung. Die WahrscheinlichRel) berechnet sich nach
Gleichung (42) zu:

P(E) = €S, (44)

Die bedingte WahrscheinlichkeR(D|E), die unitiren StrukturfaktorehJeXp(ﬁj) bei einer
Elektronendichteverteilung der Quasipunktatqri® — unter der Annahme einer Gaul3ver-
teilung — zu messen, ergibt sich zu:

*[U exp(ﬁj )7U ber(ﬁj )]2
POE)~[1e == . (45)
J

o ist die Standardabweichung der normierten StrukturfaktaagetrDie normierten Struk-
turfaktorenU®'(h;) werden aus der Verteilung berechnet:

UPeI(Rj) = § pi ?Mi, (46)

Fiir die bedingte Wahrscheinlichké®D|E) (Gleichung (45)) wird dig(>Statistik ange-
setzt:

[Uexp(hy) —Uber(h)]2
0?2 '

P(D|E) ~e2X’ mit x= J S (47)

J
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Nach dem Satz von Bayes (Gleichung (40)) und den Gleichungen (44) und (47) ergibt sich
die bedingte Wahrscheinlichkd E|D) zu:

P(E|D) = €S 2X*, (48)
Die bedingte Wahrscheinlichke(E|D) ist zur Losung der Struktur zu maximieren. Dies
entspricht einer Maximierung des Exponenten von Gleichung (48).

max (GS_ 5 o) - bef<hj>]2) (49)

J

Die Konstantex kann willkiirlich gewghit werden. Meist wird sie so galt, dalx? gleich
der Anzahl der MeRdaten ist, da dies der Erwartungswert gifieverteilung ist.

5.2.2 Likelihood

Die Menge aller Reflexe wird in zwei Untermengen geteilt. Im Basisdate@sh&finden
sich die Reflexe, deren Betrag und Phase des normierten Strukturfdktorbekannt sind.
Im zweiten DatensatAB befinden sich Reflexeuf'die nur der Betrag des normierten
StrukturfaktorgU (k)| bekannt ist. Die Dimension des DatensatX@sseik.

Es wird angenommen, da@rfalle h € B die normierten Strukturfaktored (h) des Ba-
sisdatensatzeBﬂden Erwartungswerten der ME—berechneten normierten Strukturfaktoren
UME(h) =< &@" > entsprechentJ (h) = UME(h). Die bedingte Wahrscheinlichkeitsvertei-
lung fiir die normierten Strukturfaktora(k), unter der Annahmé (h) = UME(h),

P(U (R)IU (F) = UME (R) D e~ INUR-UMER)TQ HUR-UYER) (50)
mit U (K) = (U (k),U (k2),---,U (k)T

entspricht einer k—dimensionalen Gaul3verteilung um den RJJJMEI(E) (Bricogne, 1984).
(U (k) — UME(Kk)) entspricht denk—dimensionalen Differenzvektor vdnm(k) und den Er-
wartungswertet) ME (k). N ist die Anzahl der AtomeQ entspricht der Kovarianzmatrix mit
den Elementeq;j,

gj =< e?m Kk "> (51)
Die Wahrscheinlichkeitsverteilung, die sich aus der NuII—HypothUs{E)(: 0) ergibt, ist
eine Gaulverteilung um den Ursprung:

—

P(U(R)|U () = 0) 0 e 2NV eV (), (52)

&k entspricht der Diagonalmatrix der statistischen Gewichte der Reflexe (Wilson—
Verteilung).
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Der DatensatB kann auch Reflexe mit unbekannter Phase enthalten, beispielsweise sym-
bolische Einzelphasen, die nach dem magic—integer—Verfahren variiert werden. Aus Glei-
chung (50) &Rt sich die bedingte Wahrscheinlichkait tflen BetradU (k)| der normierten
Strukturfaktoren des Datensat2¢B berechnen. Da die Beigé der normierten Strukturfak-
toren|U (k)| bekannt sind, kan®(|U (K)| ‘U (h) = UME(h)) als Funktion der unbekannten
Phasen der Reflexe aBsmaximiert werden. Die Konsistenz der unbekannten Strukturfak-
torphasen aus dem DatensBtkann somit durch die Bedge der Reflexe au$B Uberprift
werden. Als Gitezahl (figure of merit*) wird der Logarithmus des Quotienten

AuMEF)  P(U®IUF =UvER)
AO) P<|U(T<)|‘U(Fl):6>

bestimmtA wird als Likelihoodbezeichnet und gibt die Wahrscheinlichkeit an, mit der eine
bestimmte Hypothese zutrifft.

(53)

Somit wird ftir jede Variation des BasisdatensatBesine Maximum—Entropie—Verteilung
berechnet. Anhand der log—Likelihood—Abathing des BasisdatensatBand aufgrund
der bekannten Strukturfaktorbagé|U (k)| des Datensatzd$B, wird der wahrscheinlichste
Phasensatz ausgatli. Fir den Phasensatz mit demo@téen Wert @ir Entropie und Like-
lihood wird eine Maximum—Entropie—Elektronendichtekarte berechnet.

Aus Gleichung (50)dRt sich auch die bedingte Wahrscheinlichkertdie Phasep(ﬁ) eines
Strukturfaktors aus dem Datens&tB fur den gegebenen Betrédd (k)| berechnen. Jedoch
werden nur die Phasen der Reflexe, deren normierte Strukturfakagbeti(k)| und
JUME(K)| groR sind, mit einer guten Wahrscheinlichkeit abgeszh 'Somit kanrUME (k)
als InformationuberU (k) interpretiert werden, die bereits durotth) € Bin die Verteilung
eingebracht wurde.

Um eine deutliche Verbesserung der Elektronendichtekarte zu erreichesgemdie
Strukturfaktorphasen von Reflexen aus dem DatenbHdzbestimmt werden, die bei
der Extrapolation durch das Maximum-Entropie—Verfahren grof3e Abweichungen von

|Fe*P(K) | — |FME(K)|| aufzeigen (Carter Jr, 1995; Weckert, 1997).

5.3 Maximum-Entropie—Verfahren f” ur tetragonales Lysozym
am Beispiel verschiedener Triplettphasen—Datens  atze

Wie im vorigen Kapitel enahnt, BRt sich mit dem Maximum-Entropie—Verfahren aus
den verschiedenen Phasendasétrsi der geeigneteste awwen und die dazugehge
Maximum—Entropie—Elektronendichtekarte berechnen.

In diesem Kapitel wird an vier Abschnitten gezeigt, wie sich mit der Anzahl der experimen-
tell bestimmten Triplettphasen die Korrelation zwischen Likelihood, Entropie und der mittle-
ren gewichteten Phasendifferenzamdért und die Quabt der ME—Elektronendichtekarten
verbessert.
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5.3.1 Bewertung der Phasendatens &tze durch Likelihood und Entropie

Fur die Berechnung einer Maximum-Entropie—Elektronendichtekarte mit dem Programm
memnew(Weckert, 1997) werden Strukturfaktorphasen (Einzelphasemyigen ™

Fur die Wahl des Ursprungs ussen bei tetragonalem Lysozym die Strukturfaktorphasen
zweier ausgewfilter Reflexe festgelegt werden. Die Strukturfaktorphase seminvarianter
Reflexe kann direkt aus einem Dreistrahlinterferenz—Profil bestimmt werden, da die
beteiligten Reflexauber Symmetriebeziehungen miteinander vagéhsind. Aus diesem
.Startphasensatz* von Einzelphasen werden durch Jpfiamg mit den Triplettpha-

sen weitere Einzelphasen abgeleitet. Jede Einzelphase ist von maximal drei oder bei
Strukturfaktorphasen spezieller Reflexe von vier Triplettphasemrapf.” Um alle Tri-
plettphasen beicksichtigen zu &inen, nussen den Strukturfaktorphasen einiger Reflexe
Symbole zugeordnet werden. Diese symbolischen Strukturfaktorphasen werden nach dem
magic—integer—\Verfahren (Main, 1977) variiert, und féden Phasendatensatz wird eine
Maximum-—Entropie—Verteilung berechnet. Die Bewertung der Phasend&tendurch
Likelihood und Entropie ist in Abbildung 33 dargestellt.

Bei den weiteren Messungen werden Dreisti@ldfausgewhlt, die sich durch die Ver-
kniipfung zweier Reflexe bekannter Strukturfaktorphasen mit einem Reflex unbekannter
Strukturfaktorphase ergeben. So kann mit jedem weiteren Dreistrahlinterferenz—Profil die
Strukturfaktorphase eines Reflexes bestimmt werden.

375 Triplettphasen:  Nach der Bestimmung von 375 Triplettphasen wurde die erste Elek-
tronendichtekarte mit Hilfe eines Maximum—Entropie—\Verfahrens (ME) berechnet.

In diesem Triplettphasen—Datensatz befinden sich 15 Strukturfaktorphasen seminvarianter
Reflexe. Diese bilden, zusammen mit dein ie Wahl des Ursprungs festgelegten Struk-
turfaktorphasen zweier Reflexe den Startphasensatz. Mit diesem Startphasensatz lassen sich
aus den 375 Triplettphasen 322 Strukturfaktorphasen ableiten. Vier Strukturfaktorphasen,
die aufgrund der Verkupfung nicht festgelegt sind, werden Symbole zugeordnet. Drei die-
ser Symbole sind sogenanrdpezielle Symboledas bedeutet, die Strukturfaktorphase ist
durch die Kristallsymmetrie bis auf180° festgelegt. Es ergeben sich durch Variationen
der symbolischen Strukturfaktorphasen 32 Phasendsisns/on der Variation sind nur 16
Strukturfaktorphasen betroffen.

In Abbildung 33(a) ist der Zusammenhang von Likelihood und Entropie aufgetragen. Bei
der geringen Anzahl von Strukturfaktorphasen ist noch keine Korrelation zu erkennen,
d. h., die Entscheidungif‘den Datensatz mit der @ten Entropie und Likelihood ist nicht
eindeutig. Die Entropie scheint allerdings ein besseres Kriterium als die Likelihood zu sein,
da die mittlere gewichtete Strukturfaktorphasen—Differenz mit der Entropie korreliemiist. F~
die Berechnung der ME—Elektronendichtekarte wurde der Phasendatensatz maf¥tengr”
Entropie (Nummer 28) ausgalt. Die mittlere gewichtete Strukturfaktorphasen—Differenz
zum Strukturmodell 193L (Vaney, Maignan,éRiKautt & Ducruix, 1996) beagt 16,3.
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Abbildung 33: Jeder Phasendatensatz wird durch Entropie und Likelihood bewertet. An jedem Da-
tenpunkt ist die mittlere gewichtete Strukturfaktorphasen—Differenz zu 193L angegeben.

Stand: 07/95| 11/95| 05/96 | 02/97
Anzahl der Triplettphasen 375| 592| 701| 847
Anzahl der Reflexe mit Phase 322| 535| 626| 752
Seminvarianten 15 16 24 26
Symbole (davon spezielle) 43)| 4(-)| 51)| 22
Davon ablaingige Einzelphasen 16 44 48 4
Anzahl der Phasendateatge 32 32 64 4
Nummer des verwendeten Phasendatensatze8 19 56 3
Strukturfaktorphasen—Differenz des

verwendeten Phasendatensatzes zu 193L|[ 16,3| 17,4| 17,8| 15,9

Tabelle 4: Zusammenfassung der verschiedenen Phasendtens™
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592 Triplettphasen:  Die Zahl der seminvarianten Reflexe hat sich im Startphasensatz auf 16
erhoht. 535 Strukturfaktorphasen lassen sich aus diesem Triplettphasen—Datensatz ableiten.
Darunter befinden sich vier Strukturfaktorphasen, denen Symbole zugeordnet sind. Von den
somit erforderlichen 32 Variationen sind 44 Strukturfaktorphasen betroffen.

In Abbildung 33(b) ist nun, bei einer g8eren Anzahl von Triplettphasen, die Korrelation
zwischen Entropie und Likelihood, sowie der mittleren gewichteten Strukturfaktorphasen—
Differenz deutlich zu erkennen. Der Phasendatensatz mit maximaler Entropie und
Likelihood wurde tir die Berechnung der ME—Elektronendichtekarte (Nummer 19) aus-
gewdhlt. Die mittlere gewichtete Strukturfaktorphasen—Differenz zum Strukturmodell 193L
betrégt 17,4.

701 Triplettphasen: ~ Durch Dreistrahlinterferenz—Experimente wurden die Strukturfaktor-
phasen von 24 seminvarianten Reflexen direkt bestimmt. Aus dem Triplettphasen—Datensatz
konnen 626 Strukturfaktorphasen abgeleitet werden. Darunter @ifictrukturfaktorpha-

sen, denen Symbole zugeordnet sind (davon ein spezielles Symbol). Von den erforderlichen
64 Variationen sind 48 Strukturfaktorphasen betroffen.

In Abbildung 33(c) ist wiederum die Korrelation zwischen Likelihood und Entropie,
sowie der mittleren gewichteten Strukturfaktorphasen—Differenz deutlich zu erkennen.
Im Bereich der maximalen Entropie und Likelihood (Bereich A) ist die mittlere gewich-
tete Strukturfaktorphasen-Differenz deutlich kleiner als im unteren linken Bereich des
Diagramms. Die in dieser Arbeit dargestellte ME—-Elektronendichtekarte wurde aus dem
Phasendatensatz mit der Nummer 56 (maximale Entropie und Likelihood) berechnet, die
mittlere gewichtete Strukturfaktorphasen—Differenz zum Strukturmodell 193adieitv,;8.

Mit diesem Phasendatensatz wurde eine Extrapolation von Strukturfaktorphasen mit
dem Maximum-Entropie—Verfahren durchgeft. Die mittlere gewichtete Struktur-
faktorphasen—Differenz steigt deutlich an (bis zu)4Beim visuellen Vergleich der
ME—Elektronendichtekarten mit unterschiedlicher Anzahl extrapolierter Strukturfaktor-
phasen ist keine Verbesserung zu beobachten, die das Anpassen eines Startmodells an die
Elektronendichtekarte vereinfachemmé.

Beim Vergleich der ME-Elektronendichtekarten verschiedener Phaseratatenais
dem Bereich A zeigten sich im inneren Bereich des Proteinnuddekir vernaclassig-

bare Unterschiede. An der Obexhie des Proteinmolals’ist die Elektronendichte in
allen ME-Elektronendichtekarten, basierend auf 626 Strukturfaktoren, schlecht defi-
niert, und eine vollgtiidige Interpretation dieser Karten ist nichogtich. Da sich die
PhasendateatZe des Bereiches A nur um maximal 8 der mittleren gewichteten
Strukturfaktorphasen-Differenz unterscheiden, ist auch nur ein geringer EinfluR auf die
ME—Elektronendichtekarten zu erwarten.

847 Triplettphasen:  Im Startphasensatz befinden sich nun 26 Strukturfaktorphasen se-
minvarianter Reflexe. 752 Strukturfaktorphasemién aus dem Triplettphasen—Datensatz
abgeleitet werden. Darunter befinden sich nur zwei Strukturfaktorphasen, denen speziel-
len Symbole zugeordnet sind. Von den vier erforderlichen Variationen sind nur vier Struk-
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turfaktorphasen betroffen. In Abbildung 33(d) sind wiederum zwei Bereiche zu erkennen.
Die mittlere gewichtete Strukturfaktorphasen—Differenz ist nahezu gleich, so daf auch die
ME—Elektronendichtekarten beim visuellen Vergleich nahezu identisch sind. Die abgebildete
ME-Elektronendichtekarte wurde aus dem Phasendatensatz Nummer 3 berechnet, die mitt-
lere gewichtete Strukturfaktorphasen—Differenz zum Strukturmodell 193adiet6,9 und

die mittlere Triplettphasendifferenz 19,Der Unterschied entsteht dadurch, dal3 die Struk-
turfaktorphasen teilweise von mehreren Dreistraldfabt@ngen, und somit durch Mittelung

die Abweichungen der Strukturfaktorphasen zu R193 verringert werden.

5.3.2 Verteilung der Reflexe mit bestimmter Strukturfaktorphase

322 Einzelphasen: Die an den 375 Dreistrahlinterferenzen beteiligten Reflexe sind in Ab-
bildung 34 in Ablaingigkeit von der Auisung und des Strukturfaktorbetrags aufgetragen.
Fur die Messungen der ersten Dreistrahlinterferenz—Profile wurden vor allem Reflexe niedri-
ger Aufldsung mit hohem Strukturfaktorbetrag ausghit; da diese groR3e Interferenzeffekte
zeigen und geringe Mel3zeiten erforderlich sind.

Die Messungen der Dreistrahlinterferenz—Profile, an denen Reflexe mit einerséadgl”
besser als 2,8 oder einem Strukturfaktorbetrag kleiner als 100 beteiligt sind, zeigen die
Grenzen der experimentellen Bestimmung von Triplettphasen an tetragonalem Lysozym.

535 Einzelphasen: Die Reflexe der zwZzlichen 213 Strukturfaktorphasen liegen vor allem

im Auflosungsbereich zwischen 3 undpdem Bereich der Sekuadstruktur des Protein-
molekils. Ihre Strukturfaktorbetige sind golRer als 500 (s. Abb. 34).

Die ausgewhlten Reflexe versprechen einerseits grof3e Interferenzeffekte und geringe
Mel3zeit und anderseits durch die grol3en Strukturfaktabetauch grof3en Einfluf auf die
Elektronendichteverteilung im Aufsungsbereich der Sekuardtruktur.

626 Einzelphasen: Die weiteren 75 Reflexe, deren Strukturfaktorphasen bestimmt wurden,
liegen ebenfalls im Auisungsbereich zwischen 3 undGedoch liegen die Strukturfaktor-
betrdige im Bereich zwischen 300 und 600 (s. Abb. 34).

Die geringe Verbesserung der Elektronendichtekarte ist auf die wenigen neu bestimmten
Triplettphasen und deren kleine Strukturfaktoragé zudckzutihren.

752 Einzelphasen:  Die zustzlichen 136 Reflexe, deren Strukturfaktorphasen bestimmt
wurden, liegen haupashlich im Aufisungsbereich zwischen 3 bisAnit Strukturfaktor-
betrdgen zwischen 300 und 1500.

Bei dieser Messung wurden vor allem die Strukturfaktorphasen von Reflexen bestimmt, de-
ren Strukturfaktorbe#ifje eine grol3e Abweichung zwischen den gemessenen und den aus
der ME—berechneten Werten aufweisen. Dies waren teilweise Reflexe mit sehr grof3en Struk-
turfaktorbetegen. Dieses Auswahlkriteriuraliite zu einer wesentlichen Verbesserung der
Elektronendichtekarte.
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(c) Anteil der Reflexe des Datensatzes ly- (d) Anteil der Reflexe des Datensatzes ly-
samerge.hkl (s.Kap. 4.1.1 Tabelle 2), de- samerge.hkl, deren Strukturfaktorphase be-
ren Strukturfaktorphase bestimmt wurde, in stimmt wurde, in AbRhgigkeit vom Struktur-
Abhéngigkeit von der Autisung. faktorbetrag.

Abbildung 34: Verteilung der Reflexe, deren Strukturfaktorphase bestimmt wurde.

5.3.3 Maximum—-Entropie—Elektronendichtekarten

Um die Verbesserung der Elektronendichtekarten inakigigkeit der Triplettphasenanzahl

zu verdeutlichen, wurden die Elektronendichtekarten mit dem Strukturmodell 193L vergli-
chen. Bei der Interpretation einer Elektronendichtekarte muf3 eine durchgehgrdette
bestimmt werden. Schwierigkeiten ergeben sich, wenn die Elektronendichte unterbrochen
ist, ein sogenannter Kettenbruch (engl: chain break), und somit der Weg in 8aekgasse*

endet oder wenn durch viele aigliche Verbindungen zwischen den Seitenketten und/oder
der Hauptkette Mehrfachverzweigungen auftreten.
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322 Einzelphasen: Die Elektronendichtekarte basierend auf 322 Strukturfaktoren ist in
den Abbildungen 35(a) und 36(a) dargestellt. Sie zeigt eine deutliche Trennung zwischen
den Bereichen des Proteinmolgg und des b3ungsmittels. Die Elektronendichte ist in

der N&he des Strukturmodells akkumuliert. Allerdings ist keine Se&stdiktur in dieser
Elektronendichtekarte zu erkennen. Viele Kettembe und zustzliche Verbindungen
erlauben es nicht, zusammemgende Fragmente an die Elektronendichte anzupassen.
Teilweise ist im Randbereich des Proteinmaiiskkeine Elektronendichte vorhanden. Eine
Interpretation der Elektronendichtekarte ist nicldgtich (Betzel, 1995).

535 Einzelphasen: Die Elektronendichtekarte basierend auf 535 Strukturfaktoren ist
in den Abbildungen 35(b) und 36(b) dargestellt. In dieser Elektronendichtekarte ist die
Sekundirstruktur vono—Helices zu sehen. Die etwa 20 Kettemtiteé und die mehrfach
auftretenden Vielfachverzweigungen verhindern die Bestimmung eigeKélte uber die
Lange von mehreren Aminagien.

626 Einzelphasen: Die Elektronendichtekarte basierend auf 626 Strukturfaktoren ist in
den Abbildungen 35(c) und 36(c) dargestellt. Sie zeigt neben Sekstnadkturen auch
einige charakteristische Seitenketten. Im Zentrum des Proteinaisl&ssen sich bereits
Fragmenteuber die lange einiger Aminagiren an die Elektronendichte anpassen. Die
Anzahl der Kettenhrche ist gegauter der vorhergehenden Elektronendichtekarte beinahe
unvelndert, aber die Anzahl der Vielfachverzweigungen ist deutlich geringer. Somit
konnen an diese Elektronendichtekarte bereits einige Fragmente einer zusamgesatein
Cu—Kette angepalRt werden. Eine vdstlige Interpretation ist jedoch nichtoglich
(Koepke, 1996).

752 Einzelphasen: Die Elektronendichtekarte basierend auf 752 Strukturfaktoren ist

in den Abbildungen 35(d) und 36(d) dargestellt. Diese Elektronendichtekarte weist nur
noch acht Kettenluche auf, die Anzahl der Vielfachverzweigungen hat sich nochmals
verringert. Teilweise ist trotz eines Kettenbruchs der Verlauf dgrKette deutlich zu
erkennen, zum Beispiel beim Kettenbruch Met 12—Lys 13 irodetelix (s. Abb. 37(a)). An

diese Elektronendichtekarte lassen sich direkt grof3e Fragmente anpassen (Koepke, 1997).
In den Bereichen Trp 63, Pro70-Glu 71 und Asn74—Asn 77 ist die Elektronendichtekarte
schlecht definiert, dies stimmt mit Konformati@mglerungen der Residuen Pro 70-Leu 75
tberein (Vaney, Maignan, Bs-Kautt & Ducruix, 1996). Die Fragmentetrien durch eine
Cu—Kette verbunden werden, eine Strukturverfeinerung kann beginnen.

Vergleich der ME-Elektronendichtekarten: Die Verbesserung der Elektronendichtekar-
ten in Abhengigkeit der Anzahl der experimentell bestimmten Triplettphasen wird an zwei
Beispielen gezeigt.

Das erste Beispiel (s. Abb. 35) zeigt das Zentrum des Proteinmisl€Btrukturmodell
193L). In Abbildung 35(a) akkumuliert sich die Elektronendichte in dah&l'des Struk-
turmodells, eine Sekumdstruktur ist nicht zu erkennen. In Abbildung 35(b) umgibt die
Elektronendichte das Strukturmodell in beinahe allen Bereichen, in der unterealBédh”
zeigen sich Mehrfachverzweigungen bei Ser91. Im Zentrum des Proteirulekd die
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(a) ME—Elektronendichtekarte basierend auf 322  (b) ME—Elektronendichtekarte basierend auf 535
Strukturfaktoren Strukturfaktoren

(c) ME—-Elektronendichtekarte basierend auf 626  (d) ME—Elektronendichtekarte basierend auf 752
Strukturfaktoren Strukturfaktoren

Abbildung 35: Die ME-Elektronendichtekarten basieren auf einer unterschiedlichen Anzahl von
Strukturfaktoren. Zum Vergleich ist das Strukturmodell R193 gelb eingezeichnet. Der gezeigte Be-
reich liegt im Zentrum des Proteinmoldlk. Bereits mit 535 Strukturfaktoren wird das Zentrum des

Proteinmolekls durch die ME—Elektronendichtekarte gut wiedergegeben. WeiteaatErlingen sie-
he Text.
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(a) ME—Elektronendichtekarte basierend auf 322

(b) ME—Elektronendichtekarte basierend auf 535
Strukturfaktoren

Strukturfaktoren

(c) ME-Elektronendichtekarte basierend auf 626

(d) ME—Elektronendichtekarte basierend auf 752
Strukturfaktoren

Strukturfaktoren

Abbildung 36: Die ME-Elektronendichtekarten basieren auf einer unterschiedlichen Anzahl von
Strukturfaktoren. Zum Vergleich ist das Strukturmodell R193 gelb eingezeichnet. In der rechten

Bildhalfte ist einea—Helix zu erkennen, die Elektronendichtekarte basierend auf 535 Strukturfak-
toren zeigt bereits deren Sekuamstiruktur. Weitere Ealliterungen siehe Text.
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Struktur bereits durch die ME-Elektronendichtekarte basierend auf 535 Strukturfaktoren
gut wiedergegeben. In Abbildung 35(c) hat sich die Mehrfachverbindung bei Ser 91 bereits
aufgebst, die Elektronendichtekarte weist eine deutlichere Struktur auf (Glu35). Die
Elektronendichtekarte ist im ganzen Bereich der Abbildung 35(d) deutlich strukturiert.
Der Bereich der Elektronendichte der Trp 28—Seitenkette ist nun auch mit demjenigen der
Hauptkette verbunden.

Im zweiten Beispiel (s. Abb. 36) ist in der rechten Bidditté einea—Helix zu erkennen. In

der linken Bildralfte ist die Verbesserung der Elektronendichtekarte inahigigkeit der
Anzahl der Triplettphasen sehr gut zu beobachten. Wie bereits im ersten Beispiel ist auch
in Abbildung 36(a) die Elektronendichte um das Strukturmodell grob lokalisiert. Eine struk-
turierte Elektrondichtekarte ist in Abbildung 36(b) zu sehen. Es treten Kettehéiin der
Co—Helix bei Lys 97 und in der linken Bilddifte bei His 15 und Tyr 20 auf. Eine zaliche
Verbindung zwischen His 15 und Val 92 ist zu beobachten. In Abbildung 36(c) ist der Bereich
der Elektronendichte der Lys 96—Seitenkette auch mit demjenigen der Hauptkette verbunden.
Nur noch ein Kettenbruch ist bei His 15 zu beobachten, diatziishie Verbindung His 15

und Val 92 bleibt erhalten. In der Elektronendichtekarte der Abbildung 36(d) sind alle Ket-
tenbiuiche geschlossen, und auch die Verbindung His 15 und Val 92 hat sichasifgeh

diese Elektronendichtekarta(t sich eine g—Kette anpassen.

5.3.4 Zusammenfassung

Das Maximum—Entropie—Verfahren eoglicht, aus den verschiedenen Phasendatees™

den geeignetsten anhand Entropie und Likelihood aushlem. Ab einer gewissen Anzahl

von Strukturfaktorphasen (etwa 500) ist die Korrelation zwischen Entropie und Likelihood,
sowie der mittleren gewichteten Strukturfaktorphasen—Differenz zu R193 deutlich zu erken-
nen.

In den gezeigten Beispielen ist nur im Fall von 703 experimentell bestimmten Triplettpha-
sen (s. Abb. 33(c)) eine gBere Anzahl von Strukturfaktorphasen von der Variation betrof-
fen. Entscheidende Unterschiede in der QaaMdn ME—Elektronendichtekarten sind bei
Abweichungen der mittleren gewichteten Strukturfaktorphasen—Differenz von maximal 8
nicht zu beobachten.

Eine Extrapolation der Strukturfaktorphasen erbrachte keine Verbesserung der ME—Elektro-
nendichtekarten.

Die Elektronendichtekarten, die sich bei der direkten Fouriertransformation der bestimmten
Strukturfaktorphasen und —bagié ergeben, entsprechen in etwa der Qatadiér ME—Elek-
tronendichtekarten. Bei der grol3en Anzahl der zur Mguiig stehenden Strukturfaktoren

mit bekannter Phase ergibt sich bei der Verwendung der ME—Methode in Bereichen hoher
Elektronendichte keine entscheidende Verbesserung der Elektronendichtekarten.

Die Bestimmung der Strukturfaktorphasen von Reflexen, deren Strukturfakbmbeirof3e
Abweichung zwischen den gemessenen und den aus der ME—berechneten Werten aufweisen,
ergab eine wesentliche Verbesserung der Elektronendichtekarte. Darunter befand sich eine
grof3e Anzahl von Reflexen mit sehr grof3en Strukturfaktoaigetn.

Erst die Qualiét der ME-Elektronendichtekarte basierend auf 752 Strukturfaktoren
ermaglichte es, ein vollstridiges Startmodell direkt an die Elektronendichte anzupassen.
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5.4 Auswahlkriterien f* ur die Triplettphasenbestimmung
an tetragonalem Lysozym

Da die Maximum-Entropie—Elektronendichtekarte basierend auf 752 Strukturfaktorphasen
interpretierbar ist, stellt sich die Frage: Welche Strukturfaktoren sindli& Berechnung

einer ME-Elektronendichtekarte entscheidend?

Dazu wurden nach dem Maximum—Entropie—Verfahren Elektronendichtekarten berechnet,
bei denen die Reflexe, deren Strukturfaktorphase bestimmt wurde, sngigkeit der ma-
ximalen Aufbsung und/oder des Strukturfaktorbetrags eingesdttrsind. In Tabelle 5 sind

die verschiedenen Auswahlkriterieurfdie Elektronendichtekarten zusammengefaf3t.

Elektronen—| Strukturfaktor| Auflosung | Anzahl der| Abbildungen
dichtekarten min. | max.| min. | max.| Reflexe
I 70| 1435|55,5| 2,5 752 37(a) und 38(a
Il 360| 1435| 55,5| 2,5 670 37(b) und 38(b)
1 70| 1435| 55,5| 3,5 617 37(d) und 38(d)
\Y, 360| 1435| 55,5/ 3,5 548 37(c) und 38(c)

Tabelle 5: Zusammenfassung der Auswabhlkriteriem flie Elektronendichtekarten.

Vergleich der ME—-Elektronendichtekarten: Die Auswirkungen der verschiedenen Ein-
schi@nkungen auf die Elektronendichtekarten wird an zwei Beispielen gezeigt.

Im ersten Beispiel (s. Abb. 37) ist eiree-Helix dargestellt. In Abbildung 37(a) zeigt die
Elektronendichtekarte | viele Details der Struktur, z.B. ist in deiHelix ein Ketten-
bruch bei Lys 13 zu sehen. Die Elektronendichtekarte Il in Abbildung 37(b) zeigt grolRe
Ubereinstimmungen mit der Elektronendichtekartel. In der unteren, linken &itdHost

sich eine,falsche” Verbindung zwischen Glu7-Alal10 auf (die Beschriftung Glu7 ist
nicht mehr in der Abbildung enthalten). Die Elektronendichtekartelll in Abbildung 37(c)
ist gleichbrmiger, sie zeigt weniger Details, der Kettenbruch hat sich geschlossen. Die
Elektronendichtekarte IV in Abbildung 37(d) zeigt groRkbereinstimmungen mit der
Elektronendichtekarte Ill, auch hier ist der Kettenbruch geschlossen.

Fir das zweite Beispiel (s. Abb. 38) wurde ein Bereich des Proteinmislejewahlt, in

dem die Elektronendichte schlechter definiert ist. In Abbildung 38(a) sind in der Elek-
tronendichtekarte | einerseits sehr viele Details der Struktur zu erkennen, anderseits wird
die Interpretation durch Mehrfachverzweigungen (Asp 66, Cys 64, Pro 70) und fehlende
Verbindungen zwischen der Elektronendichte der Seitenketten (Trp 62, Trp63) und der
Elektronendichte der Hauptkette erschwert. Die Elektronendichtekarte Il in Abbildung 38(b)
ist gegember der Elektronendichtekartel nahezu uawelert. In Abbildung 38(c) ist

die Elektronendichtekartelll wieder gleiadrfiiger, Mehrfachverbindungen haben sich
aufgebst (Cys 64, Pro 70) oder sind deutlich als falsche Verbindungen zu erkennen (Asp 66).
Die Elektronendichte der Seitenketten (Trp 62, Trp 63) ist mit derjenigen der Hauptkette
verbunden, dagegendt sich die Elektronendichte der Seitenkette Arg61 von der Elektro-
nendichte der Hauptkette. Die Elektronendichtekarte IV in Abbildung 38(d) zeigt wieder
groReUbereinstimmungen mit der Elektronendichtekarte Ill. Die Elektronendichtekarte ist
tbersichtlich und kann daher gut interpretiert werden.
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(&) ME-Elektronendichtekartel basierend auf (b) ME-Elektrondichtekartell basierend auf
752 Strukturfaktoren 670 Strukturfaktoren mit Strukturfaktorbatyen
groRer als 360

(c) ME-Elektronendichtekartelll basierend auf  (d) ME-ElektrondichtekartelV basierend auf

617 Strukturfaktoren und einer maximalen 548 Strukturfaktoren mit Strukturfaktorbagén

Auflésung von 3,3 gréRRer als 360 und einer maximalen Aasfling
von 3,58

Abbildung 37: Am Beispiel diesen—Helix werden die Vaihderung der ME—Elektronendichtekarten
durch Einschahkung des Strukturfaktorbetrags und der maximaleno&ufig gezeigt. Zum Ver-
gleich ist das Strukturmodell R193 gelb eingezeichnet. WeiteruEatingen siehe Text.
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(&) ME-Elektronendichtekartel basierend auf (b) ME-Elektrondichtekartell basierend auf

752 Strukturfaktoren 670 Strukturfaktoren mit Strukturfaktorbagén
groRer als 360

(c) ME-Elektronendichtekarte 1l basierend  (d) ME—-ElektrondichtekartelV basierend auf

auf 617 Strukturfaktoren und einer maximalen 548 Strukturfaktoren mit Strukturfaktorbaggén

Auflosung von 3,3 groler als 360 und einer maximalen Aadling
von 3,54

Abbildung 38: Die Verdnderung der ME—Elektronendichtekarten durch Eireakuing des Struktur-
faktorbetrags und der maximalen Aasling kann in diesem Bereich mit schlecht definierter Elektro-
nendichte beobachtet werden. Zum Vergleich ist das Strukturmodell R193 gelb eingezeichnet. Weitere
Erlauterungen siehe Text.
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Einschr ankungen des Strukturfaktorbetrags: Die Elektronendichtekartell, die aus
670 Strukturfaktoren mit einem Strukturfaktorbetrag@gi als 360 berechnet wurde,
zeigt nur wenige, unbedeutende &ederungen gegebér der Elektronendichtekarte I.
Der Einflul? der 82 Reflexe mit kleinem Strukturfaktorbetrag ist bei der Berechnung der
Elektronendichtekarte gering.

Bei einer restriktiveren EinscAnkung des Strukturfaktorbetragsaetist die Zahl der
Mehrfachverzweigungen sprunghatft an, die Zahl der Kettesti® bleibt nahezu konstant,
eine Interpretation dieser Elektronendichtkarten ist nicht medglicti.

Elektronendichtekarten, bei denen eine obere Grenredé€n Strukturfaktorbetrag vor-
gegeben wurde, sind nicht interpretierbar. Sie zeigen viele Mehrfachverzweigungen und
Kettenbriche, teilweise ist die Elektronendichtber mehrere Residuen nicht definiert.

Einschr ankungen des Aufl 6sungsbereichs: Die Elektronendichtekarte Ill, die aus
670 Strukturfaktoren mit einer maximalen Aasling von 3,3 berechnet wurde, zeigt
weniger Details als die unbesemkte Elektronendichtekarte. Die Zahl der Ketterdbre
hat sich auf elf erbfit, allerdings ist die Zahl der Mehrfachverzweigungeruzlgegangen.
Die Elektronendichtekarte lll ist daduralibérsichtlicher, und die Interpretation hat sich
vereinfacht.

Bei einer restriktiveren Einscankung der maximalen Aw$ung steigt die Zahl der
Kettenbriche an, die Elektronendichtekarte verliert die Information der Sednstrdiktur,
und eine Interpretation ist nicht mehiogich.

Elektronendichtekarten, bei denen eine Grenmedié minimale Auftsung vorgegeben
wird, weisen zu viele Kettenbiche auf, als dal3 eine Interpretationghch wére.

Einschr &nkungen des Aufl 6sungsbereichs und des Strukturfaktorbetrags : Die
Elektronendichtekarte IV, die sich aus den Einsctatingen Strukturfaktorbetrag af$ér

als 360 und maximale Audsung von 38 ergibt, ist noch interpretierbar. Die Zahl der
Kettenbriche hat sich auf 12 eoht, aber nur wenige Mehrfachverzweigungen sind zu
beobachten. Aufgrund der Auswahlkriterien sind 204 Reflexe ausgeschlossen, von denen nur
13 Reflexe beide Ausschlul3kriteriendhgn. Um diesen Satz von 548 Strukturfaktorphasen

zu erhalten, m&sen etwa 620 Triplettphasen bestimmt werden.

Zusammenfassung: Diese Einschaikungen zeigen, da@3rfdie Interpretation einer Elek-
tronendichtekarte Reflexe mit grof3en Strukturfaktodmri und bis zu einer Awigung von

etwa 3,58 entscheidend sind. Diese Reflexe sind auch besondedsef experimentelle Be-
stimmung von Triplettphasen geeignet, da sie gro3e Interferenzeffekte zeigen und geringe
MeRzeiten erforderlich sind.

Wurden bei der Berechnung der ME—Elektronendichtekarte Reflexe mit sehr grof3en Struk-
turfaktorbetegen nicht barcksichtigt, so konnte diese fehlende Information nicht durch das



70 5 Strukturlésung mit experimentell bestimmten Triplettphasen

Maximum—Entropie—Verfahren extrapoliert werden. Reflexe mit kleinem Strukturfaktorbe-
trag zeigen nur geringen EinfluR auf die Elektronendichtekarten.

Reflexe mit loherer Aufbsung erschweren die Interpretation, wenn nicht die Strukturfaktor-
phase von mindestens 30 % der Reflexe in diesenp8ufigsbereich bestimmt wurde.

Bei der Auswahl der zu messenden Dreistralldf sollten vor allem Strukturfaktorphasen
von Reflexen bestimmt werden, die folgende Kriteriemigfi:

e Gemessene und aus der ME-berechneten Strukturfaktageetniterscheiden sich
deutlich;

e Reflexe mit grol3en Strukturfaktorbagén;

e Reflexe mit einer maximalen Aafsung von etwa 3,5.

5.5 Maximum-Entropie—Verfahren f” ur Nessellectin
5.5.1 Bewertung der Phasens é&tze durch Likelihood und Entropie

An Nessellectin wurden insgesamt 210 Triplettphasen experimentell bestimmt. Im Start-
phasensatz befindet sich neben den Strukturfaktorphasen dreier abkgeRéflexe (i

die Wahl des Ursprungs) die Phase eines seminvarianten Reflexes. Daménkdus dem
Triplettphasen—Datensatz 188 Strukturfaktoren abgeleitet werden. Darunter befinden sich
sieben Phasen, die aufgrund der Venghing nicht festgelegt und daher Symbolen (davon
zwei spezielle Symbole) zugeordnet werden. In diesem Fall sind 170 Strukturfaktorphasen
von den symbolischen Einzelphasen abgigy. Die Variationen der symbolischen Struk-
turfaktorphasen ergeben 200 Phasendatzestir die jeweils eine Entropiemaximierung
durchgetihrt wird.
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Bei dieser geringen Anzahl von Strukturfaktorpha-
sen ist noch keine Korrelation zwischen Entropie
und Likelihood zu erkennen.

ool
1.000 1.001 1.002 1.003 1.004 1.005
Likelihood [rel. Einheiten]

Bei der grof3en Anzahl der von symbolischen Phasemarmdigen Einzelphasen ist die Be-
wertung der Phasendatetzé durch Entropie und Likelihood entscheidend flie Be-
rechnung einer Elektronendichtekarte. In Abbildung 39 ist zu erkennen, dal3 bei der ge-
ringen Anzahl von Strukturfaktorphasen noch keine Korrelation zwischen Entropie und
Likelihood vorhanden ist. Wie aus Abbildung 33(a) bekannt ist, ist im Fall einer gerin-
gen Anzahl von Strukturfaktorphasen die Entropie das bessere Kriteaudie /Auswahl



5.5 Maximum—Entropie—Verfahren flir Nessellectin 71

der Phasendateaizée mit geringer Strukturfaktorphasen—Differenar &ie Berechnung der
ME-Elektronendichtekarte wurde daher der Phasendatensatz mitofkdegEntropie aus-
gewahlt.

5.5.2 Verteilung der Reflexe mit bestimmter Strukturfaktorphase

Die an den 210 Triplettphasen beteiligten Reflexe sind in Abbildung 40 iraAdpigkeit der
Auflosung und des Strukturfaktorbetrags aufgetragen.
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=) >
oo - He] L £
T T
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Auflésung [A] Strukturfaktorbetrag
(a) Haufigkeit der Reflexe in Aldmigigkeit (b) Haufigkeit der Reflexe in Aldrigigkeit
von der Aufbsung vom Strukturfaktorbetrag
100 T T T T T T T T 100 L
80 B 80
= 60t ] = 60t
T B T
E 40 + E 40 +
20 + 20 + H
0 ’_J_||_H_I.—.| ! —I 0 - .H. Ul
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 0 500 1000 1500
Auflosung [A] Strukturfaktorbetrag
(c) Anteil der Reflexe des Datensatz nett- (d) Anteil der Reflexe des Datensatz nett-
le.hKkl (s.Kap. 4.5), deren Strukturfaktorpha- le.hkl, deren Strukturfaktorphase bestimmt
se bestimmt wurde, in Alarigigkeit von der wurde, in Ablangigkeit vom Strukturfaktor-
Auflosung. betrag

Abbildung 40: Verteilung der Reflexe, deren Strukturfaktorphase bestimmt wurde.
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Die Reflexe liegen im AuiSsungsbereich zwischen 3,15 und 37226nd besitzen Struk-
turfaktorbetege zwischen 260 und 1500. In Abbildung 40(c) ist der Anteil der Reflexe des
Intensititsdatensatrettle.hki(s. Kap. 4.5), deren Strukturfaktorphase bestimmt wurde, in
Abhangigkeit von der Autisung aufgetragen. Die meisten Strukturfaktorphasen wurden von
Reflexen im Auftisungsbereich von 3 bisfebestimmt. Im Auftisungsbereich von 6 bis?

und 11 bis 13 wurden nur von wenigen Reflexen die Strukturfaktorphasen bestimmt. Da-
durch ist in diesem AufiSungsbereich der ME—Elektronendichtekarte kaum Strukturinfor-
mation enthalten.

In Abbildung 40(d) ist der Anteil der Reflexe des Inteasstiatensatzettle.hk|/ deren Struk-
turfaktorphase bestimmt wurde, in Adahgigkeit vom Strukturfaktorbetrag aufgetragen. Es
ist zu erkennen, dal3 die Strukturfaktorphase der Reflexe mit grof3en Strukturfaligeetr”
bereits bestimmt ist.

5.5.3 Maximum-Entropie—Elektronendichtekarten

In Abbildung 41 ist die ME—Elektronendichtekarten basierend auf 188 Strukturfaktoren ge-
zeigt. Die Abtrennung zwischen Proteinmalékind Losungsmittel ist deutlich zu erkennen
(Zegers, 1997). In der ME—Elektronendichtekarte berechnet aus dem Phasendatensatz mit
der gof3ten Likelihood, ist die Trennung von Proteinmalekind Losungsmittel weniger

ausgepagt.

. °

Abbildung 41: Die ME—-Elektronendichtekarten basierend auf 188 Strukturfaktoren,dbidillende
Elektronendichte” (engl.: envelope) des Proteinmolglentspricht der zu erwartendendBE.
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5.5.4 Zusammenfassung

Da in diesem Fall 170 Strukturfaktorphasen von symbolischen Einzelphasamgsrh kann
durch das Maximum—Entropie—Verfahren der geeignete Phasensatz abkgesrden. Die
Anzahl der experimentell bestimmten Triplettphasen ist zu gering, um eine Korrelation zwi-
schen Entropie und Likelihood zu erhalten. Der Phasensatz mitolétegr Entropie zeigt die
gleichformigste Elektronendichteverteilung. Da nur wenige Strukturfaktorphasen von Refle-
xen im Aufiésungsbereich von 5 bis Z3bestimmt wurden, ist in der ME—Elektronendichte
nur wenig Strukturinformation dieses Aadllingsbereichs enthalten. Aus der Erfahrung bei
tetragonalem Lysozymal3t sich folgern, dal® voraussichtlich weitere 200 Triplettphasen
berotigt werden, um eine direkt interpretierbare ME—Elektronendichtekarte zu erhalten.

In Zusammenarbeit mit |. Zegers (UnivesdiBriissel) wird versucht, ausgehend von der
Einhlillenden ein Startmodell an diese Elektronendichtekarte anzupassen. Weitere Messun-
gen von Dreistrahlinterferenz—Profilen an Nessellectin sind in Vorbereitung, wurden aber im
Rahmen dieser Arbeit nicht mehr durchgjesft.
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6 Strukturverfeinerung an tetragonalem Lysozym

6.1 Anpassung eines Startmodells an die Elektronendichtekarte

Das ProgramnixtalView (McRee, 1993) ist ein Programmpaket zuarsiuhg makromoleku-

larer Kristallstrukturen mittels isomorphen Ersatzes. Aus diesem Programmpaket wurde das
Programmxfit  verwendet, um die Elektronendichtekarten und Modelle darzustellen. Es
bietet die Moglichkeit, selbsttig Strukturmodelle zu varidern oder sie an die Elektronen-
dichtekarten anpassen zu lassen, unteu@esichtigung der Bindungswinkel und —adostié.

Der ,Bau® eines Strukturmodells erfolgt in drei Schritten. Zuerst werden nur einzelne Frag-
mente der g—Atompositionen an die Elektronendichtekarte angepalit, die anschligitend ~
die Bereiche mit schlecht definierter Elektronendichte zu einer durchgehegd&et® zu-
sammengef{jt werden. Ausgehend von deg-€Positionen wird zuerst eine Ala—Kette an
die Elektronendichtekarte angepaldt, die dann durch die bekannte Sequenz deradingimos”
ersetzt wird. Dieses Strukturmodell wird als Startmodatidie anschlie3ende Strukturver-
feinerung verwendet.

6.2 Ablauf einer Strukturverfeinerung

Eine Proteinstruktur kann nicht gedt'werden, indem das Startmodell mit allen Daten (ein-
schlielich der Daten bei hoher Aaflling) verfeinert wird, bis das Strukturmodell kon-
vergiert. Da sich das Startmodell deutlich vom verfeinerten Strukturmodell unterscheidet
(s.Abb. 43, 46 und 47), wrde eine solche Verfeinerung in einem lokalen Minimum enden.
Zu Beginn der Verfeinerungen werden nur die MelRdaten mittlerero8ufi§ bemcksich-

tigt, anschlieRend werden schrittweise Daterhdréer Aufbsung hinzugenommen. In je-
dem Verfeinerungsschritt ussen die R—Werte konvergieren. Die Datenmenge kann ver-
groBert werden, wenn die R—Werte den Erwartungswerten diesessfinfisbereiches
entsprechen. Bei zu hohen R-Werten ist eine Korrektur des Strukturmodells mit Hil-
fe der Differenz—ElektronendichtekartenKg — |F;| und |F,| — |R;|) erforderlich. In den
Differenz—Elektronendichtekarten sind die Abweichungen der Elektronendichte aus den ge-
messenen Daten und der des verfeinerten Modellspogitiver* und, negativer* Elektro-
nendichte gekennzeichnet. Dig=g| — |Fc|-Elektronendichtekarte ist eine mit d&g| — |Fc|—
Elektronendichtekarte moduliertg,|—Elektronendichtekarte, die fehlerhafte Stellen deutli-
cher zeigt als einf~|—Elektronendichtekarte. Nach der Korrektur des Strukturmodells wird
die Verfeinerung fortgeiffirt. Dabei werden sich die R—Werte aahst erbhen, um dann auf
kleinere Werte als vor der Korrektur zu konvergieren.

Werden fir die Verfeinerung die Daten des Aagkingsbereiches zwischen 2,5 und®yker-
wendet, lkohnen individuelle thermische Auslenkungsparametedié verschiedenen Ato-

me verfeinert werden.

Bei der Verwendung von Daten mit einer Ansling besser als 220und R-Werten klei-

ner als 25% hkinen die Wassermolakdgen bestimmt und verfeinert werden. Maxima
der Differenz—Elektronendichtekarte, die mit keinem existierenden Atben€instimmen,
geben Hinweise auf die Wassermal#gen. Jedoch ist eingberpuifung der Absainde
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von Wassermolakén zu den benachbarten Atomen erforderlich. Die Zahl der verfei-
nerten Parameter avht sich bei Verfeinerung der Wassermal8&gen, wodurch die R—
Werte deutlich kleiner werden. Das Strukturmodell wird durch die Verfeinerung der Was-
sermolekillagen nur verbessert, wenn die Maxima derselben eindeutig in der Differenz—
Elektronendichtekarte zu bestimmen sind. Bei den anschliel3enden Verfeinerungen werden
weitere Wassermolei#fagen in den Differenz—Elektronendichtekarten sichtbar.

Die Strukturverfeinerung ist abgeschlossen, wenn in den Differenz—Elektronendichtekarten
keine Bereiche mehr zu erkennen sind, die auf eine Korrektur des Strukturmodells oder auf
noch nicht bestimmte dsungsmittel hinweisen.

Wahrend und am Ende der Strukturverfeinerung muf3 das Strukturmodell auf Konsistenz
gepuft werden (Dodson, Kleywegt & Wilson, 1996). Eine Auswahl der Konsistenzkriterien
fur Strukturmodelle wird im achsten Abschnitt gegeben.

6.3 Konsistenzkriterien f~ ur Strukturmodelle
6.3.1 Stereochemie

Die Untersuchung von Proteinstrukturen, die mit hoher dsiflig gemessen wurden, erlaubt
genaue Angabember die aumliche Anordnung der Atome in Proteingruppen. Mit Hilfe der
daraus berechneten idealen Bindungsaim#, Bindungswinkel, Torsionswinkel und Van—
der—Waals—Bindungsalastde kohnen Abweichungen des verfeinerten Strukturmodells zur
idealen Stereochemie aufgezeigt werden.

Die geringe Auftsung der Elektronendichtekarteohft zu Abweichungen des Struk-
turmodells von den Idealwerten der Stereochemie.uBarhinaus sind die Bindungen,

die fur die Sekundistruktur der Proteinmoleke verantwortlich sind, nur schwach und
daher flexibel, so daf} die Elektronendichtekarte nur das zeitliche aindliche Mittel

der Proteinstruktur darstellt. In vieleralfién sind Aufspaltungen der Atompositionen von
Seitenketten und Schlaufen der Hauptkette in der Elektronendichtekarte zu beobachten.
Oft ist die Aufspaltung der Atompositionen nur gering und die einzelnen Atompositionen
konnen in der Elektronendichtekarte nicht unterschieden werden. Die Fehlordalitng f
nur durch goRRere thermische Auslenkungsparameter auf. Die zu erwartende Genauigkeit
der Bindungsihgen betigt zwischen 0,03 und 0,d6und fiir die Bindungwinkel etwa 3
(McRee, 1993).

6.3.2 R—-Werte

Die R—-Werte geben ein MaRftlie Ubereinstimmung der gemessenen und berechneten In-
tensiditen an. Sie zeigen die Verbesserung des Strukturmodells und geben Anhaltspunkte
fur die Ubereinstimmung des verfeinerten Modells mit der Elektronendichtekarte. Als allei-
niges Kriterium fir die Genauigkeit des verfeinerten Strukturmodetiatkén die R—Werte

nicht verwendet werden, da sie kein absolutes Mafdfé Qite der Strukturverfeinerung

sind. Sie sind akdrigig von der Vollsahdigkeit, dem AuBisungsbereich und der Qualit”

des gemessenen Datensatzes.d€n Verlauf der R—Werte bei der Strukturverfeinerung ei-
nes Proteinmolaks sind die folgenden Anhaltspunkte gegeben (McRee, 1993). Zu Beginn
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einer Strukturverfeinerung sind die R—Weutdicherweise zwischen 45 % und 40 %. Je nach
Gute des Startmodells verringern sich die R—Werte auf 35 % bis 25 %, bevor das Struktur-
modell mit Hilfe der Differenz—Elektronendichtekarten korrigiert werden muf3. Die R—Werte
verringern sich, je bfier der Aufbsungsbereich der verwendeten Daten ist. Ist dieoSufi(y

der gemessenen Datealt€r als 2,@ und sind die R—Werte kleiner als 20 %, so ist das ver-
feinerte Strukturmodell essentiell richtig. Proteinstrukturen mit einem R—Wert kleiner als
17 % gelten als gut verfeinert. R—Werte kleiner als 12 % sind eher die Ausnahme.
Hinweise auf die @te der Verfeinerung sind aus der Auftragung der R—Werte inefAgig-

keit von der Aufbsung der gemessenen Daten zu erhalten. Bei niedrigeosunidj’ (etwa
10A) sind die Strukturfaktoren wesentlich durch dassuigsmittel beeinfluit, und die
R-Werte sind grof3. Zwischen 5,0 und A %ind die R—Werte am Kleinsten, beohérer
Auflésung vergoRern sie sich wieder.

Folgende Definitionen der R—Werte sind aus dem Handbuch des Programmpaketes zur
Strukturverfeinerun§HELX-97 (Sheldrick, 1997) entnommen

e Interner R—Wert Rt
Fiir die Berechnung des internen R—Wertes wiber dieF>—\Werte symmetrischgui-
valenter Reflexe gemittelt. ME2 werden die experimentellen Daten bezeichnet. R—
Werte, die auf der Basis voR? berechnet werden, sind mindestens um den Faktor
zwei grol3er als die aufF basierenden R—Werte.

5 (|[F2 — F2(Mittelwert)|)

S (54)

Rint -

¢ Kristallographischer R—Wert st
Um die R—Werte unterschiedlicher Strukturverfeinerungsprogramme zu vergleichen,
die meistens R—Werte auf der Basis rangeben, wird der kristallographische R—
Wert berechnet. ZadZlich kann das AbschneidekriteriuRg > 40(F,) fur die Be-
rechnung des Rt verwendet werden. Mig; werden die berechneten Strukturfaktor-
betidge bezeichnet.

erist = Z |F0|

e Gewichteter R—-Wert wR
Der gewichtete R—Wert wird auf der Basis VBA berechnet mit dem in dieser Arbeit
verwendeten Gewichtungschema

1
" R 01 )
2_E2)2
e \/Z[WZ(CQF&)F;) ] 7

5In diesem Abschnitt werden daher rff die gemessen und nfi die berechneten Strukturfaktorbege
bezeichnet.
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e Goodness of Fit GooF
Der Goodness of Fit wird ebenfalls auf der Basis ¥drberechnetN,, bezeichnet die
Zahl der unabarigigen Reflexd\, die Zahl der Parameter.

_ Z[W(Foz _ |:C2)2]
GooF = \/ No —Np) (58)

e Riee—Wert (Bringer, 1992)
Fir die Berechnung desiRe—Wertes wird der gesamte Datensatz in eip&rbeits-
datensatz‘ (90-95% der Reflexe) und eipReferenzdatensatz* (5-10% der Reflexe)
unterteilt. Die Auswahl der Reflexe erfolgt alifg. Jede Verfeinerung und auch je-
de Berechnung der Elektronendichtekarten wird nur mit dem Arbeitsdatensatz durch-
geflihrt. Das Strukturmodell soll unahhgig vom Referenzdatensatz sein. MR
wird der aus dem Referenzdatensatz berechnglg Bezeichnet. Der Ree—Wert ist
somit ein objektiveres Kriteriumuf'die Qite der Verfeinerung. Mit Hilfe des fRe—
Wertes kann unterschieden werden, ob dieoBting der Parameterzahl das Struktur-
modell verbessert oder nur die R—Werte verkleinert.

6.3.3 Auftragung nach Ramachandran (Phi—Psi—Auftragung)

Jede Sekurafstruktur von Proteinera3t sich vollsthdig durch die beiden Bindungswin-

kel @ und @ beschreiben (s. Abb. 17). dgliche Kombinationenut @ und ¢ kdnnen durch
einfache Auftragung vop gegeny graphisch dargestellt werden. Man bezeichnet das ent-
stehende Diagramm als Ramachandran—Diagramm (Ramachandran, Ramakrishnan & Sasi-
sekharan, 1963). Die Bereiche der theoretisch erlaubten Konformationen von Peptiden sind
jeweils angegeben.

Ramachandran—Diagramme sind geeignet, um die &ner Verfeinerung zu beurteilen. Die
Torsionswinkel der Hauptkette der Proteinstruktur sollten alle in den erlaubten Bereichen des
Ramachandran—Diagramms liegen. Glycin, das keine Seitenkette besitzt, bildet eine Aus-
nahme. Bei mehreren Abweichungen von den theoretisch erlaubten Konformationen ist eine
Korrektur des Strukturmodells mit Hilfe der Differenz—Elektronendichtekarte erforderlich.

6.3.4 Thermische Auslenkungsparameter

Eine Analyse der thermischen Auslenkungsparameter (B—Wertedpgéioht, Fehler im
Strukturmodell zu erkennen (s. Abb. 45). In einer gut bestimmten Proteinstruktur variie-
ren die B-Werte zwischen benachbarten Atomen wenig. Abweichungen davon deuten auf
mogliche Fehler im Strukturmodell hin. Sind die B-Werte zu kleinA2) oder zu grofR
(>35A2), liegt in diesem Bereich oglicherweise ein Fehler im Strukturmodell vor. Zu Klei-

ne B—Werte sind physikalisch sinnlos, da sich dann ein Atom an einer Position befindet, die
in der Differenz—Elektronendichtekarte eine groRe Abweichung aufweist. Die Ursache kann
sein, dal diese Position mit einem Atom mit zu niedriger Ordnungzahl besetzt ist, oder daf3
Fehler in den Strukturfaktorphasen einen Anstieg der Elektronendichte am Ort dieses Atoms
verursachen. & die Entscheidung, ob das Strukturmodell korrigiert werden muf3, ist die
Analyse der thermischen Auslenkungsparameter allein nicht ausreichend.
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6.4 Verfeinerung des Startmodells aus der ME—Elektronendichtekarte

Die Verfeinerung wurde mit dem Program®tELXL (Sheldrick, 1997) durchgefirt. Fir

die Uberprifung und Diagnose der Strukturmodelle unter iBsichtigung der exakten
Bindungswinkel und —abatide nach Engh und Huber (1991) und die Berechnung der
Differenz—Elektronendichtekarten stand das PrograB8HBLXPRO(Sheldrick, 1997) zur
Verfugung.

Der zur Strukturverfeinerung verwendete Datensatz wurde vom Vaney et al. (1996)
freundlicherweise zur Veujung gestellt. Dieser Datensatz, basierend auf Fadr?d111
symmetrisch unaldrigige Reflexe, davon haben 19013 Reflexe Strukturfakteupemiit

Fo > 40(Fp). Rir den Rpee—Test wurden daraus 5% der Reflexe ausgjdty dies ent-
spricht 1208 Reflexen (davon 966 Reflex mit StrukturfaktodwsnFy > 40(F)). Iterativ
wurde das Strukturmodell mit der konjugierten—Gradienten—Methode (Hendrickson &
Konnert, 1980) verfeinert und anschlie3end mit Hilfe der Differenz—Elektronendichtekarten
(2|Fo| — |F¢| und |Fo| — |Fe|) korrigiert. WassermolaKlagen konnten in den Differenz—
Elektronendichtekarten lokalisiert und mit dem Strukturmodell verfeinert werden. Nach
weiteren Verfeinerungen konnten je eine'™Naind eine Ci—Atomposition des b$ungsmit-

tels lokalisiert und verfeinert werden. Eine Verfeinerung der anisotropen Temperaturfaktoren
konnte aufgrund des Vealthisses von Anzahl unabhgiger Reflexe zu Anzahl der Parame-
ter nicht durchgafhrt werden. Die Analyse der Differenz—Elektronendichtekarte zeigte eine
Fehlordnung der Seitenketten von Asn 59 und Val 109. Die R—Werte siradrfige Schritte

der Verfeinerung in Tabelle 6 angegeben.

Np Nr | Riee | Rivist | Rfree | Rurist | WR | GooF | Gook
[%] | [%] | [%] | [%] | [%]
Startmodell 4007 | 4122| 40,3| 35,9| 41,9| 37,2| 73,3| 8,39| 7,74
Strukturmodell
korrigiert 4007 | 4107 | 25,8| 22,6| 27,1| 23,7|55,3| 5,14 4,80
100 HL,O 4403 | 4118| 22,0| 17,3| 23,6| 19,0| 45,3| 4,02 3,77

SK korrigiert
insg. 109 HO | 4471 4147| 20,7| 16,6| 22,1| 17,7|43,4| 3,83| 3,59

Aufspaltung:
Asnb59, Val 109 | 4487 | 4174| 20,3| 16,3| 21,6| 17,2|44,4| 2,20| 2,06
L.S.—Zyklus
insg. 114 HO | 4487| 4175| 20,1| 16,3| 21,4\ 17,2| 44,3| 2,20| 2,06
L.S.—Zyklus
vollst. Datensatz 4487 | 4175 -1 16,5 —| 17,4451 2,22 2,10

Tabelle 6: Ergebnisse der Auswertung

Np ist die Anzahl der Parameter ul Anzahl der,Restraints*. i die Berechnung von R}, und
Ririst Wurden nur Reflexe mi, > 40(F,) verwendet. Mit GooFwird der,Goodness of Fit* unter
Berticksichtigung der Restraints bezeichnet.
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Um die Standardabweichungen der Atompositionen und Bindangski zu berechnen, wur-
de der letzte Verfeinerungszyklus ohne afedéerungen der Strukturparameter mit der Me-
thode der kleinsten Quadrate durchgef®. Die Standardabweichung der Binduraysijen
betragt 0,03, die Standardabweichung des Chiralvolumens ist A7

30
I ] Abbildung 42: Fr verschiedene Aufsungs-
o5 L i bereiche ist der kristallographische R—\Wert
I ] aufgezeichnet. Bei einer Awung niedriger
als 6A weisen die hohen R—Werte auf Defi-

¥ ]

. 20 - ) zite bei der Bestimmung vondsungsmittel

v | ] hin, wahrend bei hoher AufSung ¢1,5A)
15 - ] die Einflisse von Fehlordnung (anisotro-

pe Debye—Waller—Faktoren) sichtbar werden.
i 1 Jedoch muf3 backsichtigt werden, dal3 die
10 1 > 3 5 10 Qualitit der MeRdaten bé| 1 < 1,5A oder
i} IA|=1 > 10A deutlich abnimmt.
Auflosung[A]

In Abbildung 43 sind die Abweichungen der Atomkoordinaten pro Residuum beim Vergleich
des Startmodells mit dem verfeinerten Strukturmodells dargestellt. Es zeigt sich, daf3 die
Atompositionen der Hauptkette des Startmodells bereits im wesentlichen mit denen des ver-
feinerten Strukturmodellgbereinstimmen. Jedoch unterscheiden sich vor allem die grof3en,
beweglichen Seitenketten deutlich vom verfeinerten Strukturmodell.
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Abbildung 43: Standardabweichung der Atomkoordinaten pro Residuum beim Vergleich des Start-
modells mit dem verfeinerten Strukturmodell.

Die mittlere Standardabweichung ket 1,208. Abweichungen goRer als & treten nur i Atom-
positionen der Seitenketten auf.

SFur diesen Verfeinerungszyklus wurde @GigELXI—Option L.S. {full-Matrix‘'—Methode) verwendet.
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Abbildung  44: Das Ramachandran—

150
Diagramm des verfeinerten Strukturmodells
1001 zeigt die theoretisch erlaubten Konforma-
tionen der Aminoairen. Sie sind durch die
= %ﬁ Werte @ und  definiert. Die Aminoauren
g " sind in verschiedenen Grautén darge-
% 0 °8 stellt, Glycin wird durch offene Quadrate
&_ ? dargestellt. 115 der Aminasiien (Gly-

al
o

cin ausgeschlossen) befinden sich in der
Kernregion, 90 davon sogar in der inneren
Kernregion. Das verfeinerte Strukturmodell

-100 1

150 1 e zeigt flir keine der Aminoalren Abwei-
: : : : — : chungen von den theoretisch erlaubten
150 -100 -50 0 50 100 150 Konformationen.
Phi [Grad]

Fur die Atome der Haupt— und Seitenketten ist jeweils der mittlere thermische Auslenkungs-
parameter berechnet. In Abbildung 45(a) sind die mittleren thermischen Auslenkungspara-
meter (B—Werte) der Atome der Hauptkette in Ablgigkeit des Residuums aufgetragen.
Residuen, die an der Bildung var-Helices beteiligt sind, besitzen einen B—Wert von etwa
15A2. Die an der Bildung deB-Faltblattes beteiligten Residuen besitzeogre B—Werte,

da diese Sekuratstruktur flexibler ist. Residuen mit B—-Werteroger als 242 treten in

den Bereichen Thr 69—Arg 74, Ser 100—Asn 103 und Arg 125—-Leu 129 auf. Das Strukturmo-
dell R193 zeigt entlang der Hauptkette Fehlordnungen im Bereich Thr 69—Arg 74 (Vaney,
Maignan, Res-Kautt & Ducruix, 1996). Die Seitenketten der Residuen Ser100—-Asn 103
und Arg 125—-Leu 129 liegen an der Obadiie des Proteinmolals. Die schlecht definierte
Elektronendichte weist auf Fehlordnungen hin, die jedoch nicht als getrennte Positionen ver-
feinert werden konnten. Die Unordnung der Atome in der Seitenkette, die sich in den grof3en
B—Werten widerspiegelt, beeinflul3t die Atome der Hauptkette und deren mittlere thermische
Auslenkungsparameter.

In Abbildung 45(b) sind die mittleren thermischen Auslenkungsparameter der Atome der
Seitenkette in Abarigigkeit des Residuums aufgetragen. Der mittlere B—Wert von Atomen
der Seitenkette ist gf¥er. Atome von flexiblen Seitenketten (Arg, Lys, GIn) besitzefdgre
B—Werte. Wie bereits im vorigen Abschnitt eatuit, sind die Seitenketten Arg 13, Arg 14,
Arg 21, Arg73, Asn77, Lys97, Asp 101, Asn103, Arg112, Asp119, GIn121, Arg 125,
Arg128 und Leul25 an der Obexflie des Proteinmolals. Die schlecht definierte
Elektronendichte weist auf Fehlordnungen hin, die sich ebenfalls in den grol3en B—Werten
der Atome der Seitenketten widerspiegeln.

In den Abbildungen 46 und 47 sind die #@rderungen vom Startmodell bis zum verfeinerten
Strukturmodell gezeigt.
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(a) Mittlere thermische Auslenkungsparameter der Atome der Hauptkette

Die Residuen Arg5-Arg14, Tyr20-Gly22, Leu25-Ser36, Cys80-Leu84, Thr89-Val99, Gly 104—
Ala 107, Val 109-Arg 114, Val 120-lle 124 sind an denHelices beteiligt, ihre mittleren B—Werte sind

klein und nahezu konstant. An der Bildung de§altblattes sind die Residuen Thr43-Tyr53 beteiligt,
deren B-Werte sind gfler. Auffallend sind die hohen B—Werte bei den Residuen Thr69—-Arg 73. Die
Hauptkette ist in diesem Bereich fehlgeordnet. Im Bereich Ser 100-Asn 103 und Arg 125—-Leu 129 sind
deutliche Fehlordnungen der Seitenketten in der Elektronendichtekarte zu beobachten. Dies beeinfluf3t die
B—Werte der Atome in der Hauptkette und deren mittlere thermische Auslenkungsparameter.

60

45 1

30

15

Mittlerer B-Wert

O T I |
20 40 60 80 100 120

Resi duum-Nummer

(b) Mittlere thermische Auslenkungsparameter der Atome der Seitenketten

Die Seitenketten sind in verschiedenen Goaetdargestellt. Auffallend sind die hohen B—-Werte der Re-
siduen Arg 13, Arg 14, Arg21, Arg 73, Asn77, Lys97, Asp 101, Asn103, Arg112, Asp 119, GIn121,
Arg 125, Arg128 und Leu 125. Diese Residuen befinden sich alle an der @ibherfiies Proteinmolals.

Die Elektronendichte ist in diesen Bereichen schlecht definiert und weist auf Fehlordnungen hin.

Abbildung 45: Mittlere thermische Auslenkungsparameter der Atome inaklgigkeit des Residu-
ums
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(a) Startmodell und ME-Elektronendichtekarte (b) Verfeinertes Strukturmodell und die dazu-
basierend auf 752 Strukturfaktoren gelorige Elektronendichtekarte

Abbildung 46: Veranderung vom Startmodell zum verfeinerten Strukturmodell

Die Atompositionen werden bei der Strukturverfeinerungamdert. Die Seitenkette Val 109 ist fehl-
geordnet, es konnten zwei Positionen verfeinert werden. Das Einschdér Elektronendichte im
Benzolring der Seitenkette Trp 108 ist ebenfalls zu beobachten.

(a) Startmodell und ME-Elektronendichtekarte (b) Verfeinertes Strukturmodell und die dazu-
basierend auf 752 Strukturfaktoren gelorige Elektronendichtekarte

Abbildung 47: Die Atompositionen der Residuen, die dieHelix bilden, sind bereits im Startmodell

gut zu bestimmen. Die Variderung der Atompositionen im Laufe der Verfeinerung ist hier deutlich
in den Seitenkette zu sehen.
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6.5 Vergleich der verfeinerten Strukturmodelle

Das Strukturmodell 193L wurde von Vaney et al. (1996) mit dem ProgrammpaRiet
(Briinger, 1987) mit einem R—Wert von 18,4 % und einepm.&RWert von 22,6 % verfei-

nert. Es wurden insgesamt 142 Wassermalleigén und jeweils zwei Konformationen der
Seitenketten von Lys1, Asn59, Ser86 und Val 109 bestimmt. Die mittlere Differenz der
experimentell bestimmen Triplettphasen zu den aus dem Strukturmodel R193 berechneten
betrégt 19,9.

In dieser Arbeit wurde die Strukturverfeinerung mit demselben Datensatz, aber mit dem Pro-
grammpakeSHELXL-97 durchgefihrt. Rir das Strukturmodell wurde mit dem volsidigen
Datensatz ein Rist—Wert von 17,4 % und aus dem Referenzdatensatz gi-RVert von
21,4 % berechnet. Insgesamt konnten 114 Wassermitdgleh verfeinert werden. In den
Differenz—Elektronendichtekarten konnten nuir diie Seitenketten Asn 59 und Val 109 zwei
Konformationen bestimmt und verfeinert werden. Die mittlere Differenz der experimentell
bestimmen Triplettphasen zu den aus dem verfeinerten Modell berechnetegt A&X)5,

die Ubereinstimmung mit den Triplettphasen hat sich somit nur garigigfierbessert.

Fur beide Strukturmodelle konnte jeweils eine konsistente Differenz—Elektronendichtekarte
berechnet werden. Als Referenz wurde eine Verfeinerung des Strukturmodells R193 mit
SHELXL-97 durchgeftihrt (Rqist—Wert 17,5 %; Rree—Wert 21,3 %), die keine wesentlichen
Veranderungen des Strukturmodells R193 ergab. Strukturverfeinerungen auf der Basis von
|F|? (SHELXL-97) oder auf der Basis vojfF | (X-Plor ) mit verschiedenen Programmpaketen
kdnnen geringe Unterschiede der Strukturmodelle und der R—Werte ergeben. Da in man-
chen Bereichen die Elektronendichte sehr schlecht definiert ist, kann je nach Startmodell die
Verfeinerung in einem lokalem Minimum enden, so dal3 Unterschiede in den verfeinerten
Modellen auftreten &rinen.
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Abbildung 48: Standardabweichung der Atomkoordinaten pro Residuum beim Vergleich des verfei-
nerten Strukturmodells mit dem Strukturmodell 193L

Die mittlere Standardabweichung tmjt"0,545\. Abweichungen goRer als & treten nur €ir Atom-
positionen der Seitenketten auf (s. Tab. 7). Der Verlauf der Seitenkette Arg 125 ist in den Differenz—
Elektronendichtekarten beider Strukturmodelle nicht eindeutig zu erkennen, da die Elektronendichte-
karte in diesem Bereich kaum definiert ist.
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Bezeichnung Bezeichnung Bezeichnung Bezeichnung

des Atoms A | des Atoms A] | des Atoms A] | des Atoms Al
NZ_Lys13 1,91) ND2_Asn59 1,52/ CG1Val109 2,46/ NE_LArg128 1,50
CGArgl4 1,24 CDArg73 1,75 CGArg125 2,32| CZ.Arg128 1,53
ND2_Asn19 1,13 NE_Arg 73 1,24| CD_Arg125 3,60 NH1.Arg128 1,14
OD1Asn44 2,30 CZ.Arg73 2,46| NELArg125  3,89| NH2_Arg128 2,31
ND2_Asn44 2,20] NH1.Arg73 4,36| CZ.Arg125 5,31 C_Leul29 1,73
OD1Asn46 2,18 CE Lys97 1,34 NH1 Arg125 6,32 CD1Leul29 2,47
ND2_Asn46 2,24/ ND2_.Asn103 1,61 NH2_Arg125 5,78 CD2Leul29 2,69
OD1Asn59 1,64

Tabelle 7: Atome, deren Differenz der Atompositionen des verfeinerten Strukturmodells zu denen
des Strukturmodells 193L gRer als & ist (s. Abb. 48).

In Abbildung 48 sind die Standardabweichungen der Atomkoordinaten pro Residuum beim
Vergleich des verfeinerten Strukturmodells mit dem Strukturmodell 193L aufgetragen. Die
mittlere Standardabweichung der Atomkoordinaten pro Residuuragleﬁr545\. In Tabel-

le 7 sind die Atome aufgefirt, deren Standardabweichung pro Residuuof3grials &

ist. Die beiden Modelle unterscheiden sich nur in den Seitenketten Lys 13, Arg 14, Asn 19,
Arg 73, Lys 97, Asp 103, Val109, Arg 125, Arg 128 und Arg 129. Diese Seitenketten, die
sich an der Obewdiche des Protein befinden, sind fehlgeordnet. Die Elektronendichte beider
Strukturmodelle ist in diesen Bereichen schlecht definiert. Der Verlauf dieser Seitenketten
ist teilweise nicht in den Differenz—Elektronendichtekarten zu erkennen. Da die gemessenen
Intensigiten keine Informationber diesen Bereich enthalten, sind die verfeinerten Atompo-
sitionen vom Startmodell abingig. Bei den Seitenketten Asn44, Asn46 und Asn 59 sind
jeweils die Positionen der Sauerstoff— und Stickstoffatome vertauscht.

6.6 Zusammenfassung

Die Qualitit der Maximum—Entropie—Elektronendichtekarte basierend auf 752 Strukturfak-
toren ernoglichte, ausgehend von einzelnen Fragmenten eigeKette, ein vollsthdiges
Startmodell direkt an die Elektronendichte anzupassen. Der Verlauf der Hauptkette war im
wesentlichen in der ME—Elektronendichtekarte zu erkennen, ebenso viele charakteristische
Seitenketten (Cys, Trp, Tyr,.). An der Oberfliche des Proteinmolals’ konnten einige
Seitenketten des Startmodells kaum an die in diesen Bereichen schlecht definierte Elektro-
nendichtekarte angepal3t werden.

Ausgehend von diesem Startmodell und dem Strukturfaktor-Datensatz R193LSF wurde
eine Strukturverfeinerung mit dem ProgranBrlELXL-97 durchgetihrt. Im Laufe der
Verfeinerung wurde anhand der Differenz—Elektronendichtekarten das Strukturmodell
und die Lagen von Wassermoldkin bestimmt und mehrmals korrigiert. Das verfeinerte
Strukturmodell wurde mit verschiedenen Konsistenzkritetibarprift. Es stimmt bis auf
einige Seitenketten an der Obadtie des Proteinmolals; in den Bereichen mit schlecht
definierter Elektronendichte, mit dem Strukturmodel R1@greéin. Die Strukturverfeine-

rung ergab einen Rsi—Wert von 17,4 % und einemRe—Wert von 21,4 %.
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Zur Strukturverfeinerung konnten die experimentell bestimmten Triplettphasen nicht
verwendet werden, da bisher kein Strukturverfeinerungsprogramm Triplettphasek-ber”
sichtigt.

Somit konnte gezeigt werden, dal3 ausgehend von der ME—Elektronendichtekarte basie-
rend auf 752 Strukturfaktoren, eine Strukturbestimmung ab initio an tetragonalem Lysozym
durchgetihrt werden konnte.
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7 Beugungsexperimente hoher Aufl G6sung zur Charakteri-
sierung des Mosaikbaus von Proteinkristallen

Im Rahmen dieser Arbeit wurde diedglichkeit gepuft, Dreistrahlinterferenz—Experimente

bei tiefen Temperaturen durchmiifen. Dazu wurden die ersten Beugungsexperimente
hoher Aufbsung zur Charakterisierung des Mosaikbaus von Proteinkristallen bei Tempera-
turen unter 130K durchgehiit. Der unter Kryobedingungen erforderliche experimentelle
Aufbau (gefrorener Kristall in einer Reyonschleife, Kaltluftstrom—Apparatur) erwies sich
auch fir Dreistrahlinterferenz—Experimente als geeignet. Die untersuchten Proteinkristalle
zeichneten sich durch geringe Mosaikverbreiterung bei Ingssiitensammlungen mit
Bildplattensystemen aus (Young, Dewan, Nave & Tilton, 1993; Bartunik, 1996; Betzel,
1995). Unter Verwendung von Synchrotronstrahlung aglichen die mit einem Diffrak-
tometer hoher Winkelawdbung aufgenommenen Reflexprofile genauere Aussaben
die Mosaikverteilung als Bildplattensysteme. Es zeigte sich, dal3 die Halbwertsbreiten der
Reflexprofile bei den untersuchten Proteinstrukturen alle in der selbeleGordnung
liegen. Daher wurden nur an Lysozymkristallen weiter Untersuchungen zumanerss

der oheren Mosaizidt bei tiefen Temperaturen durchgbft.

Intensit atsdatensammlungen bei tiefen Temperaturen: Die Anzahl der Rnhtgenstruk-
turbestimmungen an Proteinkristallen, die bei tiefen Temperaturen duutitgeiérden,
nimmt séindig zu. Inzwischen werden Beugungsexperimente an Proteinkristallen an Syn-
chrotronstrahlungsquellen sowie an Lalbmtigenquellen bei tiefen Temperaturen routi-
nemel3ig durchgefhrt (Garman & Schneider, 1997).

Experimente an Proteinkristallen bei Temperaturen unter 130K zeigedid herlomm-

liche Intensiditsdatensammlung mehrere \Vorteile. Der wichtigste ist die Verringerung der
Rontgenstrahlungssadén an den Proteinkristallen bei tiefen Temperaturen. Wie bereits
in Kapitel 4.1.3 enahnt, sind die Proteinkristalle durch ihren hohen Anteil an Wasser in
der Kiristallstruktur und dessen Diffusionsglichkeiten tir Strahlenschden besonders
anféllig. Bei Temperaturen unter 130 K ist durch die verringerte Diffusionsgeschwindigkeit
in vielen Fllen die Aufnahme eines volltdigen Datensatzes an nur einem Kristall
moglich. Zusitzlich sind die thermischen Bewegungen der Atome bei tiefen Temperaturen
verringert, wodurch die Aufnahme von Datatien mit loherer Aufbsung noglich ist. Rir
Experimente bei tiefen Temperaturen werden die Kristalle nicht in Kapillaren gebracht,
sondern mit einer Reyonschleife aus deundsigkeit,gefischt’ und sofort abgeiilt. Die
Vermeidung von Streuung an der Quarzglaskapillare und Magten§ zeigt sich in einem
verbesserten Vedithis von Signal zu Untergrund. Ein weiterer Vorteil zeigt sich in den
Praparationstechnikeruf Experimente bei tiefen Temperaturen, die weniger Manipulation
an den Kristallen erfordern.

Praparation der Kristalle: ~ Wird der Kristall eines biologischen Makromolgk unbehan-

delt auf Temperaturen unter 170 K abgik; treten Kristallschden durch mechanische Ver-
spannung auf, die durch die 9—prozentige Vef@rung des spezifischen Volumens bei der
Umwandlung von Wasser zu hexagonalem Eis verursacht werden. Da die Eisbildung in Pro-
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teinkristallen sehr kompliziert ist, wurden Untersuchungen zur Eisbildung an reinem Wasser
und biraren Losungen durchgafirt (Angell & Trucker, 1980). Daraus ergeben sich verschie-
dene Moglichkeiten, die Eisbildung in den Proteinkristallen zu verhindern.

Ein Ubergang von fissigem Wasser zu einer festen ungeordneten glasartigen Phase kann
erreicht werden, wenn die Zeitif'das Abkihlen deutlich kleiner ist als die der Kristalli-
sation. Diese Forderung wird durch sogenanp&shockgefrieren” etfilt, indem die Kri-

stalle in flissigen Stickstoff oder Propan (Haas & Rossmann, 1970; Thomanek, Parak &
Wintergerst, 1977) getaucht werden. Diaef hinaus &ihnen die Proteinkristalle durch Hin-
zufligen sogenannteKryoprotektoren* gesaltzt werden (Petsko, 1975; Sousa, 1995). Die
Kryoprotektoren mssen @it jede Proteinart individuell geatilt werden. Die Kristalle zei-

gen Scladen durch die Wechselwirkung mit dem Kryoprotektor und durch dasidlbkin

der Mosaikverbreiterung der Reflexprofile und in der Verringerung des Beugungsyems

Fur weitergehende Literatur siehe Rodgers (1994) oder Garman & Schneider (1997).

7.1 Mosaikverbreiterung bei schnellem Abk™ uhlen
7.1.1 Tetragonales Lysozym

Literaturangaben:  Bisher wurden nur wenige systematische Untersuchungen der Mosaik-
verbreiterung von Proteinkristallen durchgleft, daher werden im folgenden zwei Arbeiten
zu tetragonalem Lysozym vorgestellt.

Bei einer Temperatur von 100K wurde bereits eiren§énstrukturbestimmung an tetra-
gonalem Lysozym durchgetfiit (Young, Dewan, Nave & Tilton, 1993). Als Kryoprotektor
wurde dabei unvertintes Paratone—I® verwendet (Hope, 1988) und der Kristall wurde
direkt im Kaltluftstrom abgelfilt. An diesem Kristall wurde unter Verwendung einer
Drehanode (Cuk) mit einem Bildplattensystem ein volistdiger Datensatz mit einer
Auflésung von 1,9 aufgenommen. Die Autoren konnten am Kristall keine nachteiligen
Auswirkungen des Abkfilens beobachten.

Von Kurinov & Harrison (1995) wurden im Temperaturbereich von 95 bis 295K Struk-
turuntersuchungen an tetragonalem Lysozym durahgefDie Kristalle zerbrachen im
Kryoprotektor 2—methyl-2,4—pentanediol (MPD) (Petsko, 1975). Daher wurden die Kristal-
le ohne Kryoprotektor mit Epoxyd—Harz auf einem Glasfaden befestigt undissigém
Stickstoff schockgefroren. Die Kristalle wurden im Kaltluftstrom gemessen. An diesen
Kristallen wurde unter Verwendung einer Drehanode (Guiit einem Bildplattensystem

ein Datensatz mit einer Auf§ung bis zu 1,A aufgenommen. Die Kristalle zeigten eine
Mosaikverbreiterung bis zu’1

EinfluR von Kryoprotektoren:  Kryoprotektoren sollen die Eisbildung des Wassers im Kri-
stall und an der Kristallobedthe veihrend des Abkfilens verhindern. Geeignete Kryopro-
tektoren zeichnen sich dadurch aus, daf? die auf 100 K abhd¢fekkryoprotektosung klar

ist und sich keine kristallinen Ausscheidungen gebildet haben. Bei Raumtemperatur zeigt
sich die Vertaglichkeit der Proteinkristalle und der Kryoprotektsiling dadurch, dal3 die
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Kristalle in der Kryoprotektod3ung optisch perfekt sind, d. h. es sind keine Risse an der
Kristalloberféiche oder Tubung der Kristalle zu beobachten. Die verwendeten Kryoprotek-
toren sind in Tabelle 8 zusammengestellt.

Cr : Reservoirbsung Rodgers, 1994
Crc Cr + 10-25% Glyzerin Rodgers, 1994
Ca : 1M (NHs)Ac, pH = 4,7 Petsko, 1975
Cac: Ca + 25% Glyzerin, pH =4,7 Petsko, 1975

Tabelle 8: Zusammenstellung der verschiedenen Kryoprotektanetetiagonales Lysozym

EinfluR der Kristallgr 6Re: Um die Eisbildung desKristallwassers" zu verhindern, ist eine
hohe Abkihlrate erforderlich, die von der &vinheleitBhigkeit im Kristall und dem Verdtnis
Kristalloberféiche zu Kristallvolumen (S/V) alaimgt. Die WarmeleitBhigkeit im Kristall ist
vom Verhaltnis Losungsmittel zu Proteinmolak Dichte der Struktur, Zusammensetzung
der Mutterbsung, etc. akdrigig. Kristalle mit gpRerem S/V-Verdltnis haben eine gfiere
Abkuhlrate. Bei Kristallen mit kleinerem S/V-Vaaihiis treten groRe Temperaturgradienten
zwischen Kristalloberéiche und der Kristallmitte auf, die zu thermischen Verspannungen
fuhren. Daher wurden Kristalle verschiedeneo®eii und Habitus untersucht.

EinfluR der Abk~uhimethode: Die Kristalle wurden entweder direkt im Kaltluftstrom bei
100K (Oxford Cryosystem), oder inussigem Stickstoff (Schmelzpunkt 63 K, Siedepunkt
78K) oder in flissigem Propan(Schmelzpunkt 86K, Siedepunkt 231K) abgeschreckt.
Die experimentelle Bestimmung der effektiven Alblrate ist schwierig unduhirt zu
kontroversen Diskussionen (Hope, 1996; Plattner & Bachmann, 1982). Diehiike

im Kaltluftstrom ist durch die geringe Winekapazdt des gasfrimigen Stickstoffs am
geringsten. Beim Schockgefrieren imgBigem Stickstoff bilden sich um die Probe isolie-
rende Bschen, die das Alokilen verlangsamen. Bei kleinen Proben, wie Proteinkristallen,
hat dieses mglicherweise keine Bedeutung (Hope, 1996). Propan besitzt einen grol3en
Temperaturunterschied zwischen Schmelzpunkt und Siedepunkt, daher bilden sich beim
Schockgefrieren keine Bfchen. Allerdings bildet sich in einem Bater mit flissigem
Propan ein Temperaturgradient zwischen Obeh& und Boden aus.

Auswertung der Reflexprofile: Um den Einflul® der verschiedenen Alitmethoden auf

die Mosaikverteilung der Kristalle zu untersuchen, wurden an der ESRF Reflexprofile bei
tiefen Temperaturen aufgenommen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 9 zusammengestellt, und
einige Reflexprofile unterschiedlich behandelter Kristalle sind in Abbildung 49 dargestellt.
Zum Vergleich wurden an Lysozymkristallen derselbemciitung bei Raumtemperatur
Reflexprofile mit Halbwertsbreiten von 0,00aufgenommen. Die Stabdit der experi-
mentellen Anordnung wauf die Messung der Reflexprofile bei Temperaturen unter 130K
ausreichend. Es zeigte sich, dal3 in Abgigkeit von Kryoprotektor, Abkiilmethode und
KristallgroRe keine signifikanten Unterschiede in den Halbwertsbreiten der Reflexprofile

"Die Experimente wurden freundlicherweise von Prof. J. C. Fontecilla—Champs und Herrn X. Vernede (IBS,
Grenoble) unterstzt.
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Abbildung 49: Bei tiefen Temperaturen wurden an den Lysozymkristallen keine Orientierungsmatri-
zen bestimmt, daher wurden Reflexprofile mit unbekannter Indizierung aufgenommen.
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GroRe [mni] | FWHM[°] | T[K] | Kuhlbedingungen
lycryob - 0,18| 130| Cac -
lycryoc - 0,16 130| Cac -
lycryod 0,7x0,5x0,5| 0,09-0,28 130| Cac -
clyso.00 - 0,28| 100| Cac N
clyso01 - 0,67| 100| Cac N
clyso.02 - 0,37| 100| Cag, K
clysa 04 -10,34-0,76] 130| Ca N
clysa 05 -10,68-0,74 130| Cac K
clyso 06 -10,26-0,58 130| Cac N
clyso 07 -10,21-0,56] 130| Cac N
clyso 08 1,0x0,7x0,7 0,60 130| Crg N
clysa 09 0,5x0,5x0,3 0,80| 130| Cre N
clysa 10 0,5x0,5x0,3| 0,15-0,21] 130| Crg30s N
clyso.11 - 0,54| 130| Crg30s N
clysol12 -10,68-0,86 130| Crg30s N
clyso13| 0,05x0,05x0,025 0,62| 130| Crg900s N
clyso 14 - 0,15| 130| - N
clyso 15 -10,25-0,44 130| - N
clyso.16 - 0,26| 130| - N
clysol7 -10,38-0,42 130| Cgrg N
clyso.18 - 0,50| 130| Cgrg N
lycry3 -12,60-3,300 100| Cp,Cacje60s N
lycry4 -11,80-2,70, 100| Cp, Cagje 120s N
chry5 - 2,50 100 | Ca, Cac N
lycry8 - 3,20 100| Cp60s,Ggls K
lycry9 - 1,28 Parafirol K
lycry12 0,5/ 0,56-2,56 100| Ca,Cacje60s K
lycryl4 0,3 0,42] 100| Ca60s,Ggls K
lycryl5 0,3 1,44 100| Cpo60s,Ggls K
lycryl16 0,5 3,68 100| - K
lycryl7 0,5 0,42 130| - K
lycry18 0,5/0,92-2,65 130| Ca N
lycry19 0,5/0,27-0,60 130|Cals,Ggls N
lycry21 04/049-0,81 130|Cals,Ggls N
lycry25 - 0,31 130/ Cals,Ggls N
lycry26 -10,34-0,56] 130 | Parafirol N
lycry28 -10,16-0,38 130| Cals, Ggls K
clysoa 1,0x1,0x0,3| 0,18-0,66| 130 — P
clysab 0,8x0,8x0,4 | 0,08—-0,31] 130|— P
clysod 1,5x1,5x1,0| 0,26 —1,34 130| Ca, Cac P
clysoe 1,5x0,8x0,8| 0,18-0,37] 130| — P
clysog -10,17-0,86 130 Ca, Cac P

Tabelle 9: Kristalle, die unter verschiedenen Bedingungen abgkkiurden.
K, N und P bezeichnen die Abklimethode: Kaltluftstrom, fl. Stickstoff oder fl. Propan.
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zu beobachten sind. Bei Temperaturen unter 130 K konnten mit unterschiedlichahlAbk™
methoden Halbwertsbreiten von 0,8rreicht werden (s. Abb. 49). Diese sind kleiner als
die Literaturwerte (Kurinov & Harrison, 1995). Dreistrahlinterferenz—Experimente an
Proteinkristallen mit Halbwertsbreiten der Reflexprofile vort @jad jedoch nicht mglich.

Die Versuchsbedingungen beim Schockgefrieren der Kristallessitjem Propan waren am
besten zu reproduzieren. Diegpdrierten Kristalle befinden sich in einem B#ér, gefillt

mit flussigem Propan. In diesem Zustamhkén die Kristalle aufbewahrt werden, indem die
Propanbealter in einen Dewar, gaflt mit flussigem Stickstoff, gebracht werden, wodurch
sich das Propan verfestigt. Da die Proben in dieser Form gelagert und transportiert werden
kdnnen, kann die Rparation der Kristalle bereits vor Beginn der Mel3zeit erfolgen.

7.1.2 [B-Trypsin

Literaturangaben: Von Stuhrmann (1997) wurde an d&rModifikation des Rindertrypsin

bei 110 K eine MAD-Strukturbestimmung in deaNe der K—Absorptionskante von Schwe-

fel (zwischen 4,992 und 5,03"8 mit einem Bildplattensystem durchggfit. Verwendet
wurde als Kryoprotektor € 8g Phytohistol in 1 ml Ethylenglykol mit Stabilisierungsling

auf 10 ml aufgetllt. Die Kristalle wurden in flissigem Stickstoff schockgefroren. Weder bei
Stuhrmann (1997) noch bei Earnest et al. (1991) wurde Angaben zur Mosaikverbreiterung
bei tiefen Temperaturen gemacht.

Praparation der Kristalle: ~ Fur die Qualiitsuntersuchungen an Proteinkristallen bei tiefen
Temperaturen wurden freundlicherweise Kristalle und die optimierten Kryobedingungen
von Stuhrmann (1997) zur Vergung gestellt.
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Kryoprotektor: G; fl. Stickstoff; 95K Kryoprotektor: G ; fl. Stickstoff; 95K

Abbildung 50: Bei tiefen Temperaturen wurden an d&rTrypsinkristallen keine Orientierungsma-
trizen bestimmt, daher wurden Reflexprofile mit unbekannter Indizierung aufgenommen.
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GroRe [mn¥] | FWHM[] | T [K]
cryo_tryOl -10,36-0,48 115
cryo_try02 - 0,85| 115
cryo_try03 | 0,1x0,1x1,0 0,85 90
cryo_try04 | 0,1x0,1x0,7 | 0,65-0,75 90
cryo.try05| 0,1x0,1x0,5| 0,26 - 0,38 95
cryo_try06 - 1,76 95
cryo_try07 - 0,28 95
cryo_try08 - 0,24 95

Auswertung der Reflexprofile:

7.1.3 Proteinase K

Préparation der Kristalle:
teinase K wurden freundlicherweise von Betzel (1995) die Kryobedingungen zugveid”
gestellt. Als Kryoprotektor gs wurde die Reservoiosung mit einer Beimischung von 10
bis 20% Glyzerin verwendet. Die Kristalle wurden ingsigem Stickstoff schockgefroren.

Tabelle 10: Halbwertsbreiten der Re-
flexprofile der3—Trypsinkristalle bei tie-
fen Temperaturen

Bei Raumtemperatur besitzen die Reflexprofile Halbwerts-
breiten zwischen 0,005und 0,02 (s. Kap. 4.3). Bei Temperaturen zwischen 90 und 115K
wiesen die Reflexprofile Halbwertsbreitermfer als 0,2auf. Die Mel3ergebnisse sind in Ta-
belle 10 aufgaihrt, und in Abbildung 50 sind Reflexprofile @A Trypsinkristallen bei 95 K
gezeigt. Die Halbwertsbreiten liegen in deroBenordnung der Lysozymekristalle bei tiefen
Temperaturen. Bei Messungen mit Bildplattensystemen ist diese Verbreiterung der Reflex-
profile kaum zu beobachten. Dreistrahlinterferenz—Experimenfe-arypsinkristallen bei
100K sind nicht noglich.
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Fur Experimente bei tiefen Temperaturen an Kristallen von Pro-
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Abbildung 51: Bei 120 K wurden an den Kristallen von Proteinase K keine Orientierungsmatrizen
bestimmt, daher wurden Reflexprofile mit unbekannter Indizierung aufgenommen.
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GroRe [mm] | FWHM[] | T [K]
c_prtk 01| 0,2x0,2x0,1| 0,34-0,72 120 Tabelle 11: Halbwertsbreiten der Re-
c_prtk 02 | 0,2x0,2x0,1| 0,38 -0,43 120 flexprofile der Kristalle von Protein-
c_prtk 03 | 0,2x0,2x0,1 0,52 120 ase K bei 120K

Auswertung der Reflexprofile: ~ Bei Raumtemperatur besitzen die Reflexprofile Halbwerts-
breiten zwischen 0,006ind 0,014 (s. Kap. 4.4). Bei 120 K wurden insgesamt acht Kristal-

le untersucht, wobei nur an drei Kristallen die Aufnahme von Reflexprofileglioti war.

Die Halbwertsbreiten der Reflexprofile an Kristallen von Proteinase K sind bei 1203¢gr”

als 0,3. Die MelRergebnisse sind in Tabelle 11 autdet'und in Abbildung 51 sind Re-
flexprofile an Kristallen von Proteinase K bei 120K gezeigt. Auch hier zeigt es sich, dal}
Dreistrahlinterferenz—Experimente an Kristallen von Proteinase K bei tiefen Temperaturen
nicht moglich sind.

7.2 Mosaikverbreiterung bei langsamen Abk™ uhlen

Bereits durch die Messung von Proteinkristallen bei Temperaturen von 273K bis zu Tempe-
raturen oberhalb des Gefrierpunktes der Mutteukig kohnen Schden der Kristallstruktur
durch Rontgenstrahlung reduziert werden.

Um den Einflul3 der Temperatur auf Lysozymekristalle zu untersuchen, wurde beginnend bei
292 K der Kiristall lyc6 mit einer Rate von 1K pro Minute abgékt 'und dabei Profile des
Reflexes (16 16 0) aufgenommen. Der Kristall befand sich vor dem Austrocknerugesch™

in einer Kapillare, und es wurde kein Kryoprotektor verwendet.

Aus den Profilen des Reflexes (16 16 0) wurden die Halbwertsbreite und die normierte
Integralintenskt in Abhéngigkeit der Temperatur bestimmt, die in Abbildung 53 dargestellt
sind. Reflexprofile bei ausgahlten Temperaturen sind in Abbildung 52 gezeigt.

Bei 292 K zeigt das Reflexprofil Abweichungen vom Idealprofil (s. Abb. 52(a)). Der Kristall
wurde schnell auf 292 K abgeaklt und befand sich vermutlich noch nicht im thermischen
Gleichgewicht, daher treten thermische Verspannungen auf. Der Kristall wurde nun lang-
samer (1K pro Minute) abgekilt und tir 30 min konstant auf 278 K gehalten, damit sich
ein thermisches Gleichgewicht einstellen kann. Bei 273 K hat sich im thermischen Gleichge-
wicht die Halbwertsbreite des Reflexprofils auf 0,00%8rkleinert und gleichzeitig edt

sich die maximale Intensit.' In Abbildung 52(b) ist das Reflexprofil bei 272,8 K dargestellt,

es weist auf einen nahezu perfekten Kristall hin. Bei dieser Temperatur sind die thermischen
Bewegungen der Atome eingesahkt. Bei niedrigeren Temperaturen enen sich durch die
thermischen Verspannungen die Halbwertsbreiten bis auf Oi0@#ldie maximale Intensit”

fallt ab. Die Reflexprofil@hneln Lorentzfunktionen, und die Aasifer der Reflexprofile er-
strecken sictuber einen gsl3eren Winkelbereich (s. Abb. 52(c) bis 52(e)). Der Anteil der
diffusen Streuung nimmt zu. Gleichzeitig ist ein geringer Anstieg der Integralirdéemasit”
beobachten. Durch die Verspannungen im Kristall kann enfdgrés Wellemlfigenintervall



7.2 Mosaikverbreiterung bei langsamen Abkiihlen 95

— T T T T T

15000 F ]
Ty [ * lyc6_cryo_04.daf
LO L
o L
S 10000 - -
‘:|. L
Q
IS
= 5000 - -
N L
0 L T I L
8.98 8.99 9.00 9.01 9.02

w [Grad]

(a) Temperatur: 292,3K; FWHM: 0,0025
normierte Integralintenst: 1,0000

— T T T T T T

15000 ]
D [ * lyc6_cryo_38.daf
[Te) L
o I
2 10000+ -
|F_‘| L
[0}
E i
< 5000 1
N L
07 R
9.00 9.01 9.02 9.03 9.04
w [Grad]

(c) Temperatur: 268,8K; FWHM: 0,0028
normierte Integralintensit? 1,0991

L B e S e B e e

15000 ]
[ * lyc6_cryo_50.daf

10000 -

5000

Zahlrate [1/0.05 s]

899 9.00 9.01 9.02 9.03
w [Grad]

(e) Temperatur: 258,0K; FWHM: 0,0026
normierte Integralintensit: 0,8908

15000 T ¥ T
Y [ * lyc6_cryo_34.dat
L L
o L
2 10000
‘:|' L
Q
5 :
< 5000
N L

0 L
9.00 9.01 9.02 9.03 9.04

w [Grad]

(b) Temperatur: 272,8K; FWHM: 0,0019
normierte Integralintenst: 0,9873

L s B S B B LA A

15000 - ]
Y [ * lyc6_cryo_44.daf]
n L
o L
S 10000
‘:|' L
[}
5 :
< 5000 |
N i
0l b
8.99 9.00 9.01 9.02 9.03
w [Grad]

(d) Temperatur: 263,3K; FWHM: 0,0029
normierte Integralintensit: 1,1601

T T T T T T
15000 r =
[ * lyc6_cryo_65.daf

10000 -

5000 -

Zahlrate [1/0.05 s]

8.97

898 899 900
w [Grad]

() Temperatur: 243,7 K; FWHM: 0,0036
normierte Integralintenst: 1,0643

Abbildung 52: Wahrend der Abihlung des Kristalls lyc6 wurden Profile vom Reflex (16 16 0) auf-

genommen. Weitere Eliterungen siehe Text.
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Abbildung 53: Wahrend der Abihlung des Kristalls lyc6 wurden Profile vom Reflex (16 16 0) auf-
genommen. Daraus wurde die Integralinteasiiind die Halbwertsbreite der Reflexprofile bestimmt.
Weitere Erfiuterungen siehe Text.
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akzeptiert werden, daher werden die Reflexprofile breiter. Bei 243 K setzt die Eisbildung ein
und zersbrt den Kristall vollséindig.

Bis zur Temperatur von 244K war der Lysozymkristall lyaér Dreistrahlinterferenz—
Experimente geeignet.

7.3 Untersuchung zur Mosaikblockgr  63e— und Verspannungseffekten

Um den Einflu3 von Verspannungs— und Teilchefigrieffekten bei tiefen Temperaturen
zu untersuchen, wurde an Lysozymkristallen die Ausdehnung der reziproken Gitterpunkte
in Richtung des Beugungsvektors bei Raumtemperatur und bei 130 K aufgenommen.

Die hochaufgedsten Untersuchungen wurden mit einem Analysator durcigefder in
Abbildung 54 schematisch dargestellt ist. Die Anordnung besteht aus dem Monochro-
matorkristall (Si 11 1), dem Probenkristall (Lysozymkristall) und dem Analysatorkristall
(Si 111), wobei der Analysatorkristall in nicht—dispersiver Anordnungubbefi des Pro-
benkristalls in der Beugungsebene reflektiert. Der Analysator isé-alfreis des Diffrak-
tometers (s. Abb. 10) befestigt und wird durch eBeDrehung in Beugungsposition ge-
bracht. Die Aufbsung des Analysatordrehkreises hgtr0,00005, die Auflosung dery/26—
Drehung ist durch die AuBlSung de®-Drehkreises auf 0,000%eschankt. Rir die Mes-
sungen bei Raumtemperatur wurde ein Untersetzungsgetriebe mit einem kaktordén
6—Drehkreis eingebaut.

Analysator-

kristall
Dete tor a
! abgebeugter Abbildung 54: Schematischer Aufbau des

Strahl Analysators, der ari—Drehkreis befestigt ist

Der Einflu3 von Mosaikblock@f3en und Verspannungen auf die Reflexprofile kann experi-
mentell bestimmt werden (Mler, 1998). Die Halbwertsbreite der Reflexprofile ist von der
Auflésung der Apparatur und der Quatitier untersuchten Probe ainigiig.

Theoretische Grundlagen:

e \erbreiterung der Reflexprofile durch die Aagling der Apparatur:

Die Verbreiterung des reziproken Gitterpunktes durch die dsuiiig der Apparatur
ergibt sich aus der Faltung des aufgrund der WedlegEndispersion verbreiterten Re-
flexprofils mit der Divergenz der PrianStrahlung und mit der Audsungsfunktion des
Analysatorsagna.
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— Dispersion der Primrstrahlung
Aus der Braggschen Gleichung folgirfdie Verbreiterung des reziproken Gitter-
punktes durch die Welleahgendispersio(:)%:

AS = ATA tand. (59)

Am Strahlrohr D1 (ESRF) bedgt die Wellerﬂihgendispersio(f)%:l,G10—4.

— Divergenz der Priraistrahlung
Die horizontale Divergenz betgt am Strahlrohr D = 0,0006.

-

Detektor

Dispersion (A

Abbildung 55: Schematische Darstellung der

Verbreiterung des Reflexprofils aufgrund von

K(0) Wellenlingendispersion und Divergenz der
’ Primérstrahlung

Divergenz der
- ___Primérstrahlung K(0) |

— Auflosung des Analysators

Die Auflosungsfunktion des Analysatoag,a hangt von der dynamischen Brei-
te Bgyn und dem Beugungswinkéian, des Analysatorkristalls ab, die wiederum
von der Wellendihge abhigen. Aufgrund der Welleatigendispersion besitzt ein
Reflex eines perfekten Analysatorkristalls ein Reflexprofil mit endlicher Halb-
wertsbreite. Die Autisungsfunktioraana €rgibt sich zu:

A\ 2
Aana = \/ Bﬁyn+ <7 tarh9ana> (60)

% pe
SiN 20 ana 4TREgMeC3VE 7

Die Verbreiterung der Reflexprofile durch den verwendeten (Si 111)-
Analysatorreflex ergibdizng = 0,0009.

Fir einew/26-Drehung ergibt sich damit die Verbreiterung des reziproken Gitter-
punktes zu:

o \/62+ (ATA tan8>2+a§na‘

. (61)
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Detektor

Analysator />

\Verspannung @

(a) w-Drehung mit Analysator

@

K(0) (b) w/25-Drehung mit Analysator

Mosaizitat

Abbildung 56: Schematische Darstellung der Abbildung 57: Schematische Darstellung der
Verbreiterung des Reflexprofils aufgrund von Wirkungsweise des Analysators bei einem
Verspannung und Mosaiait” verbreiterten Reflexprofil

e \erbreiterung der Reflexprofile durch den untersuchten Kristall

— Dynamische Reflexbreite
Die dynamische Breite der Lysozymreflexe ist vernashigbar klein gegerér
der instrumentellen Verbreiterung.

— Verspannungen im Kristall
Durch Verspannungen im Kristall treten Abweichungen in den Gitterparametern
auf. Aus der Braggschen Gleichung folgt flie Verbreiterung des reziproken
Gitterpunktes durcnderungen der Gitterparamet%q:

AS = %d tand. (62)

— Endliche Mosaikblockgf3e
Bei einem endlichen Kristall wird die Gitterfunktion mit der Formfunktion ge-
faltet. Die Fouriertransformierte dieser Faltung besitzt Punkte endlicher Ausdeh-
nung. Ndherungsweise ist die Verbreiterung der Reflexprofile der Abstand der
ersten Nullstelle dieser Funktion zum Ursprungr Hie Verbreiterung des Re-
flexprofils aufgrund endlicher Mosaikbloclag$éb ergibt sich (Wolfel, 1972):

A
AS = —. 63
5 (63)
Die Verbreiterung der Reflexprofile durch den Mosaikbau wird mit steigendem
Beugungswinkel gif3er. Sie ist unalargig von der Elementarzellerofgé.

Die gesamte Verbreiterung der Reflexprofile berechnet sich, unter Verwendung von Gaul3—
Funktionen, aus der Faltung der verschiedenen Funktionen zu:

A2, [/ad\? (an? )
AS = <%> + (F) +<7> ]tan?%)+62+aana. (64)
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Messungen: Bei Raumtemperatur wurde am Lysozymkristall clysand bei 130K am
Lysozymkristall lycry28 (s. Tab. 9) jeweils eine Orientierungsmatrix bestimmt und Profile
von Reflexen verschiedener Ordnung mit und ohne Analysator aufgenommen.

Um den genauem-Beugungswinkel zu bestimmen, wurde ein Reflexprofil ohne Analy-
sator (o-Drehung) aufgenommen. Der Analysatorkristall wird bei diesedVinkel auf

die maximale Intensitf’ justiert 6—Drehung). Mit Analysator wurde je ein Reflexprofil
senkrecht zur Richtung vdm(cw-Drehung) und ein Reflexprofil entlang der Richtung ton
(w/26—Drehung) aufgenommen (s. Abb. 57).

mit Analysator
Reflex 9 | a—Drehung| w-Drehung| w/26—-Drehung
(440) 2,047 0,0016 0,0030 0,0009
(770) 3,584 0,0017 0,003t 0,0009
(12120) 6,152 0,0016 0,0033 0,0009
(15150) 7,699 0,0016 0,003t 0,0009
(16160) 8,205 0,0017 0,0027 0,0010

Tabelle 12: Lysozymkristall clysart bei Raumtemperatur: Halbwertsbreiten der Reflexe entlang eines
Beugungsvektors mit Analysator gemessen.

mit Analysator ohne Analysatot
Reflex 9g | a—Drehung| w-Drehung| w/26-Drehung w-Drehung
(440) 2,270 0,0020 0,21 0,0025 0,26
(770) 3,962 0,0048 0,19 0,0035 0,26
(12120) 6,780 0,0070 0,18 0,0050 0,24
(15150) 8,479 0,0095 0,17 0,0060
(16160) 9,053 0,0088 0,16 0,0055% 0,2&

Tabelle 13: Lysozymkristall lycry28 bei 130 K: Halbwertsbreiten der Reflexe entlang eines Beu-
gungsvektors mit und ohne Analysator gemessen.

In Abbildung 59 sind @it den Kristall lycry28 die verschiedenen Profile des Reflexes (7 7 0)
gezeigt. Die Halbwertsbreiten der Reflexprofile sind die Messung bei Raumtemperatur
und bei 130K in Tabelle 12 und 13 zusammengestellt. ®i®Orehung mit Analysator
zeigt, dal3 eine breite Winkelverteilung der Mosaddié vorliegt, die im wesentlichen zur
Verbreiterung der Reflexprofilehit.
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Abbildung 58: Am Lysozymekristall lycry28 wurden bei 130 K Profile des Reflexes (7 7 0) mit und
ohne Analysator aufgenommen.

Auswertung: Nach Gleichung (64) ergibt sich bei bekannter Wel#&zlt‘ljéndispersio{jA aus
der Auftragung vom\3? {iber tak 9 aus der Steigung der Ausgleichsgeraden die Verspan-
nung%d und aus dem Achsenabschnitt die Mosaikblookgt). Die MelRwerte bei Raum-

temperatur und 130K sind in Abbildung 59 aufgetragen.
Aus den Messungen bei Raumtemperatur ergeben sich im Rahmen der MelRgenauigkeit keine

Hinweise auf Verspannungen oder Teilchafigieffekte, der Kristall ist scheinbar perfekt.
Bei einer Temperatur von 130K ist eine Verkleinerung der Gitterparameté%?uarrﬁ-10—3
zu beobachten. Aus der Auftragung ergibt sighdie Verspannun%OI =5,7.10~% und fiir die
Mosaikblockgol3eb = 13600A. Beim Abkuihlen zerbrach der Kristall in kleine, stark ver-
spannte Mosaikbicke. Da die Messung bei 130 K nur an einem Kristall durchigefivurde,
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sind die Ergebnisse als erste Anhaltspunktedié Verspannungen und Mosaikbloc&Ben
in einem Lysozymkristall zu werten.
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Abbildung 59: Halbwertsbreiten in Ab#irigigkeit des Beugungswinkels bei Raumtemperatur (Qua-

drate) und bei T=130K (Dreiecke)
Die durchgezogenen Linien entsprechen den Ausgleichsgeraden.
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8 Zusammenfassung und Ausblick

In dieser Arbeit wurde am Beispiel des tetragonalen Lysozyms gezeigt, dal} eine Struk-
turldosung ab initio von kleinen Proteinstrukturen ohne Schweratome mittels experimentell
bestimmter Triplettphasen prinzipiell aglich ist. Dazu wurden Dreistrahlinterferenz—
Profile an tetragonalem Lysozym am Strahlrohr D1 der ESRF, Grenoble aufgenommen.
Insgesamt wurden 847 Triplettphasen an 23 verschiedenen Lysozymekristallen experimentell
bestimmt. Eif die mittlere gewichtete Triplettphasendifferenz zum Strukturmodel R193
(Vaney, Maignan, Ris-Kautt & Ducruix, 1996) ergab sich 19,9Unter ginstigen Be-
dingungen konnten an Lysozymkristalleanf Triplettphasen pro Stunde und etwa 150
Triplettphasen pro Lysozymkristall bestimmt werden. Durch Vagkaoing der experimentell
bestimmten Triplettphasen und die Zuordnung symbolischer Strukturfaktorphasen (847
Triplettphasen: zwei symbolische Einzelphasen) lieBen sich 752 Strukturfaktorphasen
ableiten. Diese symbolischen Strukturfaktorphasen wurden variiert und mit dem Maximum-—
Entropie—Verfahren (ME) wurde der geeignetste Phasendatensatz abigewd eine
ME—Elektronendichtekarte berechnet. An diese konnte direkt ein Startmodell angepal3t, und
davon ausgehend eine Strukturverfeinerung durchgefverden. Das daraus resultierende
Strukturmodell stimmt bis auf einige Seitenketten mit dem Strukturmodel R&&&ein.

Das ME—Verfahren erwies sich als hilfreich, die durch Variation der symbolischen Struk-
turfaktorphasen erhaltenen Phasendatereszu bewerten. Ab einer gewissen Anzahl von
Strukturfaktorphasen (etwa 500) ist die Korrelation zwischen Entropie und Likelihood,
sowie mit der mittleren gewichteten Strukturfaktorphasen—Differenz zu erkennen. Bei
weniger Einzelphasen scheint die Entropie das bessere Kriterium zu sein, umdbadens”
mit niedrigem Phasenfehler auszaiwén. Sind nur wenige Strukturfaktorphasen von sym-
bolischen Einzelphasen adhgig (bei 752 Strukturfaktorphasen nur vier Einzelphasen), so
ist der Einflu3,falscher* Phasen auf die ME—Elektronendichtekarten nicht zu beobachten.
Bei der grol3en Anzahl von Strukturfaktorphasen und -agein” entspricht die Quadit™

der Elektronendichtekarten, die direkt aus der Fouriertransformation berechnet wurden,
der der ME—Elektronendichtekarten. Die bei 703 experimentell bestimmten Triplettphasen
durchgetihrte Extrapolation von unbekannten Strukturfaktorphasen ergab keine \Verbes-
serung der ME—-Elektronendichtekarten. Die Bestimmung der Strukturfaktorphasen von
Reflexen, deren Strukturfaktorbagyé grofRe Abweichungen zwischen den gemessenen
und den aus der ME—berechneten Werten aufweisen, ergab eine deutliche Verbesserung
der ME—-Elektronendichtekarte. Somibikien mit Hilfe des ME-Verfahren die Reflexe
ausgewahlt werden, die an den zu messenden Dreistadlélbeteiligt sein sollten.

Um die Bedingungenur’ zukiinftige Messungen von Dreistrahlinterferenz—Profilen an
Proteinkristallen zu optimieren, wurde der Einflu3 der Reflexe mit bestimmter Struktur-
faktorphase auf die ME—Elektronendichtekarte untersucht. Die Reflexe wurden aufgrund
des Aufbsungsbereiches und/oder des Strukturfaktorbetrages aaisiggevidie ME-—
Elektronendichtekarte, berechnet aus Reflexen mit den SfBen Strukturfaktorbedgen

aus dem Aufbsungsbereich zwischen 3,5 und 58,%rwies sich noch als interpretierbar.
Dies entspricht der experimentellen Bestimmung von etwa 620 Triplettphasen. Diese Refle-
xe sind auch besondersrfdie Messung von Dreistrahlinterferenzen geeignet, da sie meist



104 8 Zusammenfassung und Ausblick

grol3e Interferenzeffekte zeigen und geringe Mel3zeiten erforderlich sind. Wurden Reflexe
mit grofRen Strukturfaktorbetgen bei der Berechnung der ME—-Elektronendichtekarten
nicht berticksichtigt, so konnte die fehlende Information nicht durch das ME—Verfahren ex-
trapoliert werden. Reflexe mit hoher Aodlting sinddir die Interpretation nicht erforderlich.

An der bisher noch unges$ten Proteinstruktur von Nessellectin wurden 210 Triplettphasen
experimentell bestimmt, aus denen sich 188 Strukturfaktorphasen ableiten lassen. Bei
der Bewertung der Phasendataze” durch das ME-Verfahren tritt bei der geringen
Anzahl von bestimmten Strukturfaktorphasen noch keine Korrelation zwischen Entropie
und Likelihood auf. Aus dem Phasendatensatz mit der maximalen Entropie wurde eine
ME—-Elektronendichtekarte berechnet, in der bereits die Wiehde des Proteinmolalks

zu erkennen ist. Aus der Erfahrung bei tetragonalem Lysozym ist zu erwarten, dald etwa
200 weitere Triplettphasen bestimmt werdems®sen, um eine vollatidig interpretier-

bare ME—Elektronendichte zu erhalten. Insbesondere sollte die Strukturfaktorphase von
Reflexen bis zu einer Auf§ung von 3,3 bestimmt werden. Weitere Messungen von
Dreistrahlinterferenz—Profilen sind in Vorbereitung, konnten aber im Rahmen dieser Arbeit
nicht mehr durchgeifirt werden.

Fur die Strukturbestimmung an Proteinkristallen stellt dieg8fling der Proteinstruktur
durch Rontgenstrahlung ein Problem dar. Bei den Dreistrahlinterferenz—Experimenten
zeigen sich die Strahlensatién in der Verbreiterung der Reflexprofile und in der Abnahme
der Giool3e des Interferenzeffektes, wodurch die Interpretierbarkeit der Dreistrahlinterferenz—
Profile erschwert wird. Eine Reduktion der StrahlersgE kann erreicht werden, wenn

die Experimente bei Temperaturen um 120K durchbefwerden. Erste hochaufgské
Untersuchungen des Mosaikbaus ergaben, dal? die Proteinkristalle bei Temperaturen um
130K den Anforderungen einer Datensammlung mit Bildplattensystemargganjedoch

ist die Mosaikverbreiterung auf mindestens°ti@r Messungen von Dreistrahlinterferenz—
Profilen zu grol3. Bei einer Ahlilung der Proteinkristalle auf 273 bis 243 K, oberhalb des
Gefrierpunktes der MuttesBung, sind die Kristalle im thermischen Gleichgewicht nahezu
perfekt, so dal3 die Messung von Dreistrahlinterferenz—Profileglioh’ wére. Bei diesen
Temperaturen ist die Seldigungsrate bereits reduziert, wodurch esrggére Lebensdauer

der Proteinkristalle im Britgenstrahl zu erwarten ist.

Die Verwendung der experimentell bestimmten Triplettphasen sollte in allen Programmen
zur Strukturbsung noglich sein. Durch eine effektive Ausnutzung dieser Triplettphasen
kann voraussichtlich die Anzahl der zu messenden Dreistrahlinterferenz—Profile reduziert
werden. Bei verschiedenen Methoden zur Struksuhyg ist eine Extrapolation der Struktur-
faktorphasen von Reflexen mit bekanntem Strukturfaktorbeti@gjioh. Dies kann zu einer
Reduzierung der experimentell zu bestimmenden Triplettphabeari.

Im Maximum—Entropie—\Verfahrendkinte die Beucksichtigung der Strukturfaktorbatyé

der Reflexe mit unbekannter Phase eine verbesserte Elektronendichtekarte ergeben.
Bisher lkonnen bei der Strukturverfeinerung die experimentell bestimmten Triplettphasen
oder die daraus abgeleiteten Strukturfaktorphasen nichtksichtigt werden. Diese zatz-

liche Information kann in Form von Zwangsbedingungen eingebunden werden und zu einer
besseretUbereinstimmung des Strukturmodells mit den gemessenen Datgent”
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