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1 Einleitung

Die Röntgenstrukturanalyse bietet die M¨oglichkeit, den dreidimensionalen atomaren Auf-
bau kristalliner Substanzen zu bestimmen. Der Zusammenhang zwischen der in einem Beu-
gungsexperiment gemessenen Intensit¨at I(~h) eines reziproken Gitterpunktes~h und der La-
ge~r j der Atome in der Elementarzelle wird durch den StrukturfaktorF(~h) beschrieben:

I(~h) ∝ jF(~h)j2 mit F(~h) =
N

∑
j

f j(~h)e2πi~h~r j ;

wobei f j(~h) für den Atomformfaktor desj–ten Atoms in der Elementarzelle steht. Die Elek-
tronendichte l¨aßt sich durch R¨ucktransformation aus den Strukturfaktoren berechnen:

ρ(~r) =
1
V ∑

~h

F(~h)e�2πi~h~r mit F(~h) = jF(~h)jeiφ(~h):

Die Strukturfaktoren sind die Fourierkoeffizienten der Elektronendichteverteilung innerhalb
der Elementarzelle. Da die Strukturfaktorphasen nicht bekannt sind, ist eine direkte R¨uck-
transformation der Meßwerte auf die Elektronendichteverteilung nicht m¨oglich. Dies wird
auch als dasPhasenproblem der Kristallographiebezeichnet. Insbesondere in der Protein-
kristallographie ist das Phasenproblem eine entscheidende H¨urde bei der Strukturl¨osung.

Das Enzym Urease war das erste Protein, das kristallisiert wurde (Sumner, 1926). Das ge-
ordnete Molek¨ulgitter eines Kristalls kann sich nur dann bilden, wenn es aus identischen
Moleküleinheiten aufgebaut ist. Es revolutionierte die Ansichten ¨uber Proteine, als gezeigt
wurde, daß sogar große Proteine diskrete chemische Einheiten mit festgelegten r¨aumlichen
Strukturen sind.
1960 wurde für Myoglobin bei nahezu atomarer Aufl¨osung (2,0̊A) ein dreidimensionales
Modell bestimmt (Kendrew, Dickerson, Strandberg, Hart & Davis, 1960). Damit war nach
25 Jahren f¨ur das erste Proteine das Phasenproblem gel¨ost. Diese Strukturbestimmung
brachte den Durchbruch beim Verst¨andnis der Proteinstrukturen, da f¨ur die Klärung der
Reaktionsmechanismen, an denen Proteine mitwirken, die genaue Kenntnis ihres dreidi-
mensionalen Aufbaus erforderlich ist.

In der Proteinkristallographie werden die Strukturfaktorphasen einer vollst¨andig unbekann-
ten Proteinstruktur meistens mit Hilfe des mehrfachen isomorphen Ersatzes (engl.:

”
multiple

isomorphous replacement“ MIR; Green, Ingram & Perutz, 1954) gel¨ost (Ramakrishnan &
Biou, 1997). Bei dieser Methode werden Datensammlungen an Kristallen desnativenPro-
teins und an Kristallen verschiedener Schweratomderivate durchgef¨uhrt. Um Schweratom-
derivate zu erhalten, werden die Kristalle des nativen Proteins in L¨osungen verschiedener
Schweratomsalze getr¨ankt. Die in den Proteinkristallen vorhandenen Kan¨ale ermöglichen
den Schweratomsalzen, in die Kristalle zu diffundieren. Binden die Schweratome an aus-
gezeichneten Positionen des Proteinmolek¨uls, kann ihre Lage durch die Pattersonmethode
bestimmt werden. Phaseninformationen k¨onnen aus dem Unterschied der Strukturfaktorbe-
träge des nativen Proteins und der Schweratomderivate berechnet werden.
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Bei nicht–zentrosymmetrischen Strukturen f¨uhrt der signifikante imagin¨are Anteil des Atom-
streufaktors der meisten verwendeten Schweratome zu anomaler Streuung (AS), bei der das
Friedelsche Gesetz (F(~h) = F(�~h) undφ(~h) =�φ(�~h)) nicht mehr erfüllt ist. Die Bestim-
mung dieser sogenannten Bijvoet–Differenzen ist eine weitere M¨oglichkeit, Phaseninforma-
tionen zu erhalten. Die Methoden zur Strukturl¨osung aus MIR–Daten k¨onnen daher Pha-
seninformationen aus den Intensit¨atsunterschieden 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 Verf¨ugbarkeit von Synchrotronstrahlung f¨ordert eine weitere Methode, um
Strukturfaktorphasenab initiozu bestimmen, die Methode der anomalen Dispersion bei ver-
schiedenen Wellenl¨angen (engl.:

”
multiwavelength anomalous dispersion“ MAD; Hendrick-

son, 1991). Dabei werden zwei oder mehr Intensit¨atsdatensammlungen bei Wellenl¨angen in
der Nähe der Absorptionskante eines in der Proteinstruktur enthaltenen Schweratoms durch-
geführt. In der Nähe der Absorptionskante tritt ein signifikanter Unterschied im Real– und
Imaginärteil (f 0 und f 00) des Atomformfaktors auf. Besonders der Austausch der Aminos¨aure
Methionin durch Selenomethionin (K–Absorptionskante Selen: 0,98Å), bei dem das Schwe-
felatom durch ein Selenatom ersetzt wird, erm¨oglicht viele Anwendungen von MAD.
Um die bei MAD auftretenden Intensit¨atsunterschiede von teilweise nur 5 % beobachten
zu können, muß ein sehr guter Datensatz (Rsym, Vollständigkeit, Redundanz) aufgenom-
men werden. Bei durchschnittlichen Datens¨atzen liegen die Intensit¨atsunterschiede zum
Teil im Bereich von nur 4σ(I) und damit bereits in der N¨ahe der statistischen Schwankungen.

Bei denDirekten Methoden(Hauptman & Karle, 1953) werden mit statistischen Methoden
Aussagen ¨uber die Strukturfaktorphasen direkt aus den Strukturfaktorbetr¨agen abgeleitet,
die bei Kleinmolekülstrukturen sehr effektiv sind. Die stete Weiterentwicklung dieser
Methoden, der sogenanntenShake–and–Bake–Verfahren (Miller et al., 1993; Sheldrick &
Gould, 1995), bei der alternierend eine Phasenverfeinerung im reziproken Raum und
eine Suche nach Atomen im realen Raum durchgef¨uhrt wird, ermöglichen auch gr¨oßere
Strukturen zu l¨osen, wie beispielsweise die Struktur eines Metalloproteins mit ¨uber 2000
unabhängigen Atomen (Sheldrick, 1998). Diese ab initio Methode benutzt nur die nativen
Daten, ohne zus¨atzliche Phaseninformation wie bei MIR oder MAD. Nachteilig wirken sich
die erforderliche Intensit¨atsdatensammlungen bis zu atomarer Aufl¨osung (� 1,2Å) 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 Intensit¨atsänderung eines Reflexes w¨ahrend der Anregung
eines weiteren Reflexes zu beobachten. In dieser Intensit¨atsänderung 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
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zwischen Reflexen direkt bestimmt: die sogenannten Triplettphasen. Inzwischen ist es
möglich, Dreistrahlinterferenz–Experimente an Kristallen kleiner Proteinstrukturen durch-
zuführen (Weckert & H¨ummer, 1997). Voraussetzung f¨ur die experimentelle Bestimmung
der Triplettphasen an Proteinkristallen ist eine geringe Mosaikverteilung der Kristalle.
Für die Messungen der Dreistrahlinterferenz–Profile sind Synchrotronstrahlung und ein
speziellesΨ–Kreisdiffraktometer vorteilhaft.

In dieser Arbeit wird eine ab initio Strukturl¨osung mit experimentell bestimmten Triplett-
phasen am Beispiel des tetragonalen Lysozyms als Modellsubstanz aufgezeigt. Dazu wurden
Intensitäts– und Triplettphasen–Datensammlungen an Lysozym durchgef¨uhrt.
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 demmagic–integer–Verfahren (Main, 1977) erge-
ben sich mehrere Phasendatens¨atze. Die Bewertung der verschiedenen Phasens¨atze erfolgt
durch das Maximum–Entropie–Verfahren. Mit dem geeignetsten Phasendatensatz wird eine
Maximum–Entropie–Elektronendichtekarte berechnet, an diese wird dann ein Startmodell
angepaßt und verfeinert.
Der Einfluß der Reflexe mit bestimmten Strukturfaktorphasen auf die Qualit¨at der ME–
Elektronendichtekarten wurde untersucht, indem verschiedene Auswahlkriterien f¨ur die
Strukturfaktorbetr¨age und den Aufl¨osungsbereich (j~hj�1) angewandt wurden.

An dem Protein Nessellectin, das mit herk¨ommlichen Methoden bisher nicht gel¨ost 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 Proteinmolek¨ul und Lösungsmittel bereits
deutlich voneinander getrennt, jedoch ist eine Strukturbestimmung aufgrund der geringen
Anzahl von experimentell bestimmten Strukturfaktorphasen noch nicht m¨oglich.

Die Schädigung der Proteinstrukturen durch R¨ontgenstrahlungen kann durch Experimente
bei tiefen Temperaturen reduziert werden. Um die Anwendbarkeit der Dreistrahlinterferenz–
Experimente bei tiefen Temperaturen zu pr¨ufen, wurden erste hochaufgel¨oste Untersuchun-
gen des Mosaikbaus der Proteinkristalle im Temperaturbereich zwischen 100 und 130 K
durchgeführt.
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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 erkl¨art werden, die Ewald (1917) erstmals f¨ur eine dreidimensionale, pe-
riodische Anordnung von Dipoloszillatoren allgemein formulierte. Von Laue (1931) f¨uhrte
die dreidimensionale periodische Suszeptibilit¨at ein. 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 zum prim¨aren (einfallenden)
Wellenfeld nur ein weiteres (sekund¨ares) Wellenfeld angeregt. Pinsker (1978) erl¨autert die
dynamische Theorie unter Ber¨ucksichtigung von Mehrstrahlinterferenzen.
Im Rahmen dieser Arbeit wird auf die Grundlagen der dynamischen Beugungstheorie nur in-
soweit eingegangen, wie sich Einfl¨usse auf die Interpretierbarkeit der Dreistrahlinterferenz–
Profile an Proteinkristallen ergeben. Ausf¨uhrlichere Darstellungen sind bei Weckert &
Hümmer (1997) und Weckert (1997) gegeben.

2.1 Grundgleichung der dynamischen Theorie

Ein Kristall stellt eine dreidimensionale periodische Anordnung von Atomen dar, wobei die
Periodizität in der Größenordnung der Wellenl¨ange von R¨ontgenstrahlung 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. F¨ur Materialien ohne spontane Polarisation gilt:

~P= ε0χ~E und ~D = ε0(1+χ)~E = ε0ε~E: (1)

Für die Berechnung der Suszeptibilit¨at χ kann im Fall von R¨ontgenstrahlung die Eigenfre-
quenz der Elektronen gegen¨uber der der elektromagnetischen Welle vernachl¨assigt werden.
Somit ergeben sich die Suszeptibilit¨atχ und die dielektrische Funktionε aus der Elektronen-
dichteρe zu:

ε = 1+χ = 1� e2ρe

4π2ε0meν2 mit χ =� e2ρe

4π2ε0meν2 : (2)

Der Wert der Suszeptibilit¨atχ ist negativ und vom Betrag kleiner als 10�4. Somit gilt nähe-
rungsweise:

~P= ε0χ~E =
χ

1+χ
~D� χ~D: (3)

Damit lautet die Wellengleichung f¨ur die Ausbreitung elektromagnetischer Wellen in Materie
(Pinsker, 1978):

4~D+4π2k2~D+5�
�
5�χ~D

�
= 0 mit k=

ν
c
: (4)



8 2 Grundlagen der dynamischen Beugungstheorie

Wegen der Periodizit¨at der Elektronendichteρe(~r) ist auch die Suszeptibilit¨at χ(~r) eine git-
terperiodische Funktion und kann damit in eine Fourierreihe entwickelt werden, wobei ¨uber
alle reziproken Gittervektoren~hn summiert wird:

χ(~r) = ∑
n

χ(~hn)e�2πi~hn~r : (5)

Die Fourierkoeffizientenχ(~hn) sind mit den StrukturfaktorenF(~hn) über

χ(~r) =�ΓF(~hn) mit Γ =
1

4πε0

e2

mec2

λ2

πVEZ
= re

λ2

πVEZ
(6)

verbunden, wobeiΓ eine dimensionslose Kopplungskonstante in der Gr¨oßenordnung 10�6

bis 10�7 ist. Sie stellt ein Maß f¨ur die Wechselwirkung der elektromagnetischen Welle mit
den Elektronen des Kristalls dar, mit dem ElementarzellvolumenVEZ und dem klassischen
Elektronenradiusre =

1
4πε0

e2

mec2 = 2;8�10�15m.

Für die dielektrische Verschiebung im Kristall wird ein Ewald–Bloch–Wellenansatz1 ver-
wendet. Unter Ber¨ucksichtigung der Beugungsbedingungen~K(~hn) = ~K(0)+~hn ergibt sich
für das Gesamtwellenfeld im Kristall:

~D(~r) = ∑
n

~D(~hn)e�2πi~K(~hn)~r : (7)

Gleichungen (5) und (7) werden in die Wellengleichung (Gleichung (4)) eingesetzt, und
durch Koeffizientenvergleich ergeben sich dieGrundgleichungen der dynamischen Theorie
(von Laue, 1960):

~D(~hm) =
~K2(~hm)

~K2(~hm)�~k2
0

∑
n

χ(~hm�~hn)~D(~hn)[m]; (8)

mit dem ResonanztermR(~hm) =
~K2(~hm)

~K2(~hm)�~k2
0

: (9)

~k0 bezeichnet den Wellenvektor der einfallenden Welle im Vakuum.~D(~hn)[m] ist die Kompo-

nente, die senkrecht zur Ausbreitungsrichtung~K(~hm) steht. Das gesamte Wellenfeld~D(~hm)
ergibt sich aus der koh¨arentenÜberlagerung aller im Kristall angeregten Bloch–Wellen, die
sowohl durch eine geometrische Kopplung ¨uber die Projektion~D(~hn)[m] als auch durch eine

elektromagnetische Kopplung ¨uber die Suszeptibilit¨atenχ(~hm�~hn) miteinander verkn¨upft
sind. Die geometrische Kopplung ergibt sich aus dem vektoriellen Charakter der~D–Felder.
Nur die zu~D(~hm) parallelen Komponenten von~D(~hn) liefern einen Beitrag. Die elektro-
magnetische Kopplung wird durchχ(~hm�~hn), und damit durch die Strukturfaktoren der
Differenzvektoren~hm�~hn, vermittelt. Dadurch beeinflussen die Phasenφ(~h) und die Struk-
turfaktorbeträgeF(~h) die Amplituden der Welle.

1Der Ansatz für die Wellenfelder im Kristall in dieser Form geht auf P.P. Ewald (1917) zur¨uck. Später
entwickelte F. Bloch f¨ur die Wellenfunktionen der Elektronen im Kristall einen ¨ahnlichen Ansatz.
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Die Amplitude der Welle~D(~hm) kann nur dann große Werte annehmen, wenn der zugeh¨ori-
ge Wellenvektorj~K(~hm)j nahe beij~k0j liegt, d. h. sich in der N¨ahe der Beugungsposition
befindet, und somit der ResonanztermR(~hm) signifikante Werte besitzt. Daher erlaubt der
Resonanzterm, alle Wellen zu vernachl¨assigen, deren reziproke Gittervektoren nicht in der
Nähe der Ewaldkugel liegen. Somit reduziert sich das∞–dimensionale Gleichungssystem
der Gleichung (8) auf N Dimensionen (N–Strahlfall), wenn N Gittervektoren ber¨ucksichtigt
werden müssen. Beim Durchgang durch die Ewaldkugel ¨andert der Resonanzterm und somit
auch~D(~hm) das Vorzeichen, dies entspricht einer Phasenverschiebung∆φ von 180�.

K(0)
0

K(n)
K(n)

n n

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Bedeutung des
Resonanzterms R(~n),~n=~h; ~g; ~hm

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

~k2
0�~K2(~hm)

~K2(~hm)
~D(~hm)+∑

n
χ(~hm�~hn)~D(~hn)[m] = 0: (10)

Die selbstkonsistente L¨osung dieser Gleichung ergibt f¨ur eine einfallende Welle~D(~0) mit
der Einstrahlrichtung~k0 die im Kristall erlaubten Wellenvektoren~K(~hm) (Eigenwerte) und
die dazugeh¨origen Amplitudenverh¨altnisse~D(~hm) (Eigenvektoren). Absolute Amplituden
können durch das Anpassen der Randbedingungen berechnet werden. Der geometrische Ort
der Anfangspunkte aller erlaubten~K–Vektoren wird Dispersionsfl¨ache genannt.

Am einfachsten Beispiel, dem Zweistrahlfall, werden die Ergebnisse der Wellenoptik be-
schrieben. Der Energiefluß (Poyntingvektor) zeigt in Richtung der Normalen der Dispersi-
onsfläche am Anregungspunkt (Ewald, 1958; Kato, 1958).
Die Dispersionsfl¨ache im Zweistrahlfall besteht, vereinfacht dargestellt, aus zwei Dispersi-
onskugeln um die reziproken Gitterpunkte 0 und H. Die Aufspaltung der Dispersionskugeln
durch die Polarisation der R¨ontgenstrahlung (~π–Polarisation:~D parallel zur Beugungsebene,
~σ–Polarisation:~D senkrecht zur Beugungsebene) wird vernachl¨assigt. Aufgrund der Wech-
selwirkung der beiden Wellen zu~K(~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 Dispersionsfl¨ache nicht gezeigt, da das Verh¨altnis des Radius’ der einge-
zeichneten Kugeln zum Effekt der Aufspaltung 1 : 10�5 ist.
Wegen der Stetigkeitsbedingung der Tangentialkomponente des~E–Feldes an der Eintritts-
fläche können sich die~K(~0)–Vektoren im Kristall nur in der Komponente parallel zur
Oberflächennormale unterscheiden. Durch die Richtung der einfallenden Strahlung und die
Schnittpunkte der Oberfl¨achennormale mit der Dispersionsfl¨ache werden die Anregungs-
punkte auf der Dispersionsfl¨ache festgelegt. In Abbildung 2(a) sind die Anregungspunkte
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Abbildung 2: Poyntingvektoren m¨oglicher Wellenfelder im Zweistrahlfall

mit A bis D gekennzeichnet. Im Kristall werden acht Wellenfelder angeregt, vier f¨ur jede
Polarisationsrichtung. Innerhalb des Kristalls sind dies die transmittierten Wellenfelder
~St(~0) und~St(~hm), sowie die reflektierten~Sr(~0) und~Sr(~hm). Unter der Annahme, der Kristall
sei eine d¨unne planparallele Platte, werden auf beiden Seiten des Kristalls jeweils zwei
Wellenfelder angeregt (s. Abb. 2(b)). Diese sind der einfallende Strahl~S0, der spiegelnd
reflektierte Strahl~R(~0), der in Reflexion gebeugte Strahl~R(~hm), der transmittierte Strahl
~T(~0), sowie der in Transmission gebeugte Strahl~T(~hm). Die Intensitätsverteilung der
Wellenfelder hängt von der Beugungsgeometrie (s. Abb. 7) ab.

Bei einem N–Strahlfall befinden sich zus¨atzlich zum Ursprung des reziproken Gitters noch
N–1 reziproke Gitterpunkte auf der Ewaldkugel. Liegen N reziproke Gitterpunkte in der
Nähe der Ewaldkugel, werden 2N Anregungspunkte f¨ur jede Polarisationsrichtung, d. h. ins-
gesamt 4N Anregungspunkte ausgew¨ahlt.

2.2 Lösung der Grundgleichung

2.2.1 Eigenwertproblem

Üblicherweise wird zur L¨osung der dynamischen Grundgleichung der Resonanznenner
(Gleichung (9)) linearisiert. Da sich die Betr¨age der Wellenvektoren im Kristall und im Vaku-
um in der Größenordnung 10�5 unterscheiden, kann folgende N¨aherung verwendet werden
(Pinsker, 1978):

~k2
0�~K2(~hm)

~K2(~hm)
+χ(~0)' 2[K(~0)�K(~hm)]

k0
; (11)

wobei K(~0) = k0[1+
1
2

χ(~0)] gilt. (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 außerhalb des Kristalls
halbiert. Generell wird der spiegelnd reflektierte Strahl~R(~0) vernachlässigt. Zus¨atzlich
werden in der Bragg–Beugungsgeometrie der in Transmission gebeugte Strahl~T(~hm) und in
der Laue–Beugungsgeometrie der in Reflexion gebeugte Strahl~R(~hm) nicht berücksichtigt.

πσ σ
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h

g

π0

h
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g

g 0
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Abbildung 3: Definition der Polarisationsvektoren im
Dreistrahlfall

Die dielektrischen Verschiebungsvektoren~D(~hn) stehen senkrecht zur Richtung des Wel-
lenvektors~K(~hn), daher läßt sich das vektorielle Gleichungssystem (10) der Ordnung N in
ein skalares Gleichungssystem der Ordnung 2N zerlegen. F¨ur jede Welle werden drei zu-
einander senkrechte Vektoren~Sn = ~K(~hn)=j~K(~hn)j; ~πn; ~σn eingeführt. In Abbildung 3 ist
die relative Lage der Polarisationsvektoren dargestellt. In der von~K(~0) und ~K(~h) aufge-
spannten Ebene liegen die~π–Polarisationsvektoren aller Wellen und dazu senkrecht die~σ–
Polarisationsvektoren. Die Vektoramplituden~D(~hn) lassen sich durch

~D(~hn) = Dπ(~hn)~πn+Dσ(~hn)~σn (13)

ausdrücken. Daraus l¨aßt sich Gleichung (10) als skalares Eigenwertsystem formulieren: 
k2

0
~K2(~hm)

�
�

1�χ(~0)
�!

Dπ(~hm)+ ∑
n6=m

χ(~hm�~hn)
�

Dπ(~hn)~πn~πm+Dσ(~hn)~σn~πm

�
= 0 (14)

 
k2

0
~K2(~hm)

�
�

1�χ(~0)
�!

Dσ(~hm)+ ∑
n6=m

χ(~hm�~hn)
�

Dπ(~hn)~πn~σm+Dσ(~hn)~σn~σm

�
= 0: (15)

Die elektromagnetische Kopplung zwischen den einzelnen Wellen wird durch die Suszep-
tibilit ätenχ(~hm�~hn) vermittelt. Die geometrische Kopplung aufgrund der verschiedenen
Richtungen (~K–Vektoren) der Wellen wird durch die Skalarprodukte der Polarisationsvek-
toren berücksichtigt. Eine nicht–triviale L¨osung dieses Gleichungssystems ist nur bei einer
Determinante der Koeffizientenmatrix ungleich null gegeben.

Jedem EigenwertKj(~0) j = 1, 2, 3,: : : , 4N entspricht ein AnregungspunktXj der Dispersi-
onsfläche. VonXj gehen N ebene Wellen~Dj(~hn) mit n = 1, 2,: : : , N aus, die sich aus den
zugehörigen Eigenvektoren ergeben und das Wellenfeld des j–ten Anregungspunktes bilden.
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Aus den Eigenvektoren werden die Amplituden nur relativ zueinander f¨ur jeden einzelnen
Anregungspunkt bestimmt. Durch die Randbedingungen wird festgelegt, wie stark die von
jedem einzelnen Anregungspunkt ausgehende Welle zum Gesamtwellenfeld beitr¨agt. Der
vollständige dielektrische Verschiebungsvektor im Kristall wird durch

~Dtot(~r) =
4N

∑
j

qj

N

∑
n

~Dj(~hn)e�2πi~Kj (~hn)~r (16)

ausgedr¨uckt. Hierbei sind die 4N Faktorenqj noch unbekannte, komplexe Koeffizienten, die
durch die Randbedingungen festgelegt werden.

2.2.2 Randbedingungen

Die Stetigkeitsbedingung f¨ur elektromagnetische Wellen an einer Grenzfl¨ache verlangt, daß
die Tangentialkomponente des elektrischen Feldes~E und des magnetischen Feldes~H und
die Normalkomponente der dielektrischen Verschiebung~D und der magnetischen Induktion
~B konstant bleiben. Es ergeben sich vier skalare Gleichungen f¨ur die Tangentialkomponenten
von~E und~H für jede Welle im Vakuum. Im Kristall existieren zu jedem Gittervektor~hn von
den 4N Anregungspunkten ausgehende, ebene Wellen mit dem Wellenvektor~Kj(~hn). Für
die Wellen im Kristall lassen sich die elektrischen und magnetischen Feldvektoren~E und~H
durch die dielektrischen Verschiebungsvektoren~Dj(~hn) ausdrücken. Die Randbedingungen
werden in Abhängigkeit der Beugungsgeometrie formuliert und aus ihnen ergeben sich die
4N Faktorenqj .

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 Reflexes ¨uberlagert. In der Inten-
sitätsänderung eines Reflexes w¨ahrend der Anregung eines weiteren Reflexes zeigt sich
der Interferenzeffekt, der von der Phasendifferenz der beiden Wellen abh¨angt. Dies ist ein
sogenanntes Dreistrahlinterferenz–Experiment, da zus¨atzlich zur vorwärts gebeugten Welle
zwei weitere Wellen angeregt werden.

Ein Dreistrahlfall wird im Experiment durch eineΨ–Drehung realisiert. Zuerst wird der
Kristall für den primären Reflex justiert. Um den reziproken Gittervektor des prim¨aren
Reflexes wird nun eineΨ–Drehung ausgef¨uhrt, dies entspricht einer Drehung um die
Normale der entsprechenden Gitterebene, bis ein weiterer Reflex angeregt wird. W¨ahrend
der Ψ–Drehung wird die Intensit¨atsänderung des prim¨aren Reflexes durch die Anre-
gung des sekund¨aren Reflexes aufgenommen. Zur Vereinfachung ist in Abbildung 4 die
geometrische Anordnung f¨ur einen koplanaren Dreistrahlfall dargestellt. F¨ur die experi-
mentelle Phasenbestimmung jedoch d¨urfen~K(~0), ~K(~h) und~K(~g) nicht in einer Ebene liegen.
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Abbildung 4: Schematische Darstellung eines Dreistrahlfalls im Ortsraum und im reziproken Raum
mit dem primären Reflex~hund dem sekund¨aren Reflex~g. Zur Vereinfachung sind die drei~K–Vektoren
koplanar gezeichnet.

In der Nomenklatur der Dreistrahlinterferenz wird der reziproke Gittervektor zum prim¨aren
Reflex mit~h, der zum sekund¨aren Reflex mit~g bezeichnet, und der zugeh¨orige Dreistrahlfall
wird mit~h=~g=~h�~g angegeben.
Wenn sich die Endpunkte von~h und~g auf der Ewaldkugel befinden, sind ebenfalls Anfangs–
und Endpunkt des Differenzvektors~h�~g auf der Ewaldkugel. Dies bedeutet, daß die Welle
mit dem Wellenvektor~K(~g) teilweise an der Netzebene~h�~g in Richtung~K(~h) und umge-
kehrt die Welle mit dem Wellenvektor~K(~h) teilweise an der Netzebene~g�~h in Richtung
~K(~g) gebeugt wird. In Richtung~K(~h) laufen somit zwei Wellen: die direkt an der Netzebene
~h gebeugte Welle mit der Phaseφ(~h) und die an den Netzebenen~g und~h�~g gebeugte Welle
(Umwegwelle) mit der Phaseφ(~g)+φ(~h�~g). Die resultierende Intensit¨at aus der Interferenz
der primär abgebeugten Welle mit der Umwegwelle h¨angt von deren Phasendifferenz ab:

φ3� =�[φ(~g)+φ(~h�~g)�φ(~h)]; φ3+ =�φ3�: (17)

Es zeigt sich, daß die Phasendifferenzφ3� der TriplettphaseφT entspricht. Die Triplettphase
ist eine Strukturinvarinate, d. h. sie ist unabh¨angig von der Wahl des Ursprungs, und somit ei-
ne meßbare Gr¨oße. Das bedeutet, daß Dreistrahlinterferenz–Experimente die experimentelle
Bestimmung von Triplettphasen erm¨oglichen.

2.3.1 Bethe–N äherung

Durch die Verwendung der Bethe–N¨aherung k¨onnen grundlegende Eigenschaften der
Dreistrahlinterferenz–Profile und der Triplettphasen diskutiert werden.
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Zur Vereinfachung sollen die~π~σ–Skalarprodukte vernachl¨assigt werden, d. h. die Kopplung
zwischen der Polarisationsrichtung~π und~σ ist aufgehoben. Im weiteren wird nur eine Po-
larisationsrichtung betrachtet. Das skalare Eigenwertsystem (Gleichung (14) und (15)) l¨aßt
sich somit vereinfachen zu:0

@ R(~0)�1 α0hχ(�~h) α0gχ(�~g)
α0hχ(~h) R(~h)�1 αhgχ(~h�~g)
α0gχ(~g) αhgχ(~g�~h) R(~g)�1

1
A
0
@ ~D(~0)

~D(~h)
~D(~g)

1
A= 0 (18)

mit dem Resonanzterm

R(~hm)
�1 =

 
k2

0
~K2(~hm)

�
�

1�χ(~0)
�!

�
~K2(~0)�~K2(~hm)

~K2(~hm)
: (19)

Die αmn sind geometrische Faktoren, die je nach Polarisation vom Skalarprodukt~πn~πm oder
~σn~σm abhängen.
Um das Verh¨altnis ~D(~h)=~D(~0) zu bestimmen, wird der st¨orungstheoretische Ansatz, die
Bethesche–Potential–Methode (Bethe, 1928), verwendet. Die Amplitude~D(~g) läßt sich
durch~D(~0) und~D(~h) ausdrücken. Durch Einsetzen der dritten Gleichung von Gleichung (18)
in die zweite ergibt sich:

~D(~h)
~D(~0)

= N�1R(~h)
�

α0hΓF(~h)+R(~g)α0gαhgΓ2F(~g)F(~h�~g)
�
= N�1R(~h)Fe� (20)

mit N = 1�α2
hg(ΓF(~h�~g))2R(~g)R(~h):

Gleichung (20) läßt sich folgendermaßen interpretieren: die Intensit¨at im Dreistrahlfall ergibt
sich aus der Intensit¨at im Zweistrahlfall~D2(~h)=~D(~0) = R(~h)α0hΓF(~h) und einem Korrek-
turterm, der die Wechselwirkung mit dem Wellenfeld~D(~g) beschreibt.
Wenn R(~h) sehr klein ist, d.̇h. der reziproke Gittervektor~h erfüllt nicht die Beugungsbe-
dingung, kann keine Intensit¨at in Richtung vonK(~h) beobachtet werden (selbst wenn ein
weiteres WellenfeldD(~g) angeregt ist), da die Beugungsbedingung von~K(~g) über~h�~g
in Richtung von~K(~h) nicht erfüllt ist. Daher ist es f¨ur die Beobachtung von Dreistrahlin-
terferenzen erforderlich, daß der reziproke Gittervektor~h während derΨ–Drehung in der
exakten Beugungsposition bleibt.

Der ResonanztermR(~g) beschreibt die Amplitude und Phase der Umwegwelle und verur-
sacht beim Durchgang des reziproken Gittervektors~g durch die Ewaldkugel einen Phasen-
schub von 180�. In Abbildung 1 wird dies mit Hilfe der Ewald–Konstruktion gezeigt. Der
Radius der Ewaldkugel ist gegeben durchj~K(~0)j. Zu Beginn der Drehung liegt der Endpunkt
von~g innerhalb der Ewaldkugel. Da~K(~g) = ~K(~0)+~g gilt, wird der Endpunkt des reziproken
Gittervektors von innen nach außen durch die Ewaldkugel gedreht. Der ResonanztermR(~g)
ist positiv, solangej~K(~g)j< j~K(~0)j erfüllt ist. Nähert sich~g der Ewaldkugel, wird der Nen-
ner des Resonanzterms kleiner, der Resonanzterm und somit die Amplitude der Umwegwel-
le werden gr¨oßer. Beij~K(~g)j = j~K(~0)j, d. h. wenn der Endpunkt von~g auf der Ewaldkugel
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liegt, erreicht die Amplitude den Maximalwert. Bei weitererΨ–Drehung entfernt sich der
Endpunkt von~g von der Ewaldkugel nach außen, der ResonanztermR(~g) und somit die Am-
plitude der Umwegwelle werden kleiner. Nun giltj~K(~g)j> j~K(~0)j, der ResonanztermR(~g)
hat sein Vorzeichen ge¨andert, dies entspricht dem Resonanzphasenschub von 180�. R(~g) ist
eine Lorentzfunktion. Unter Ber¨ucksichtigung der Absorption sind die~K–Vektoren komple-
xe Größen. In Abbildung 5 sind die Amplitude und Phase des ResonanztermsR(~g) gezeigt.
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der Amplitude und Phase des ResonanztermsR(~g) beim
Durchgang durch die Ewaldkugel.

Zur Nomenklatur: Dreistrahlinterferenz–Profile werden von
”
innen nach außen“ aufgetra-

gen.Ψ = 0 entspricht der exakten geometrischen Dreistrahlposition, f¨ur Ψ < 0 liegt der
Endpunkt von~g innerhalb und f¨ur Ψ > 0 außerhalb der Ewaldkugel. Der Resonanzphasen-
schub∆φ geht dann von 0� nach 180�.

Die Eigenschaften der integrierten Dreistrahlinterferenz–Profile lassen sich aus Glei-
chung (20) ableiten. In erster N¨aherung, mit Ausnahme des Bereichs nahe der Dreistrahlposi-
tion, kannN' 1 angenommen werden (Juretschke, 1984). N¨aherungsweise ist die integrierte
Intensität im Dreistrahlfall (Fe� : Definition siehe Gleichung (20)):

Ih(Ψ)' jFe� j2: (21)

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

R(~g) = jRg(Ψ)jei∆(Ψ); (22)

F(~hn) = jF(~hn)jeiφ(~hn) mit ~hn =~h;~g;~h�~g: (23)

Die Intensität zweier interferierender Wellen mit den AmplitudenA1 undA2 und den Phasen
α1 undα2 wird durch den Kosinus von�(α2�α1) bestimmt:

I = jA1eiα1 +A2eiα2j2 = A2
1+A2

2+2A1A2cos(α2�α1): (24)
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Näherungsweise gilt f¨ur die integrierte Intensit¨at im Dreistrahlfall:

Ih(Ψ)' A2
1+A2

2+2A1A2cos([φ(~g)+φ(~h�~g)+∆(Ψ)]�φ(~h)) (25)

mit A1 = α0hΓjF(~h)j; A2 = α0hαhgΓ2jRg(Ψ)jjF(~g)jjF(~h�~g)j:
Die Interferenz der prim¨aren Welle mit der Umwegwelle h¨angt somit von der gesamten
Phasendifferenzφtot(Ψ) = �[φ3++∆(Ψ)] = �[φ3��∆(Ψ)] ab. Die integrierte Dreistrahl-
intensität hängt also nicht nur vom Kosinus der Triplettphase, sondern auch vom Kosinus
der gesamten Phasendifferenzφtot(Ψ) ab (Hümmer & Billy, 1982). Damit ist die integrierte
Dreistrahlintensit¨at abhängig vom Vorzeichen vonjφ3j für 0� jφ3j � 180�.

Die Resonanzphase∆φ(Ψ) wurde bei denÜberlegungen von Lipscomb (1949) nicht
berücksichtigt. Sie ist das Ergebnis der selbstkonsistenten, dynamischen Wechselwirkung.
Der Resonanzphasenschub tritt auch im Zweistrahlfall auf, wenn der reziproke Gittervektor
die Ewaldkugel durchl¨auft. Bragg–Beugung an einem Kristall entspricht einem r¨aumlichen
Resonanzph¨anomen (Ewald, 1917; Ewald, 1965). Der Resonanzterm gibt die Effizienz
des Kristalls an, Energie von der einfallenden Welle~D(~0) zur abgebeugten Welle~D(~h) zu
übertragen. Ist die Beugungsbedingung erf¨ullt, erreicht der Resonanzterm den Maximal-
wert. Dann stimmt die r¨aumliche Periodizit¨at der einfallenden Welle mit der r¨aumlichen
Periodizität des Kristallgitters ¨uberein.

Einige charakteristische Dreistrahlinterferenz–Profile sind in Abbildung 6 dargestellt. Diese
wurden mit dem Programmdreist (Weckert & Hümmer, 1990) berechnet.
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Abbildung 6: Verschiedene Dreistrahlinterferenz–Profile in Abh¨angigkeit von der Triplettphase;
Zentrosymmetrisch korrelierte Dreistrahlf¨alle unterscheiden sich im Vorzeichen der TriplettphaseφT .

2.3.2 Einfluß von Polarisationseffekten

Die Wechselwirkung zwischen~π– und~σ–Polarisation wurde bisher vernachl¨assigt. Bei spe-
ziellen geometrischen Anordnungen kann durch Kopplung der Wellen verschiedener Pola-
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risation ein weiterer Phasenschub um 180� auftreten (Schwegle, 1993). Dadurch wird die
Asymmetrie der Dreistrahlinterferenz–Profile umgekehrt. Dieser Effekt wird als

”
anomale

Asymmetrie“ bezeichnet.
Bei Proteinkristallen sind wegen der großen Gitterparameter die Beugungswinkel klein. Die
Skalarprodukte~π0~σh und~σg~πh der Kopplungsterme der Wellen mit verschiedener Polari-
sation sind beinahe gleich null, daher werden die Dreistrahlinterferenz–Profile nicht durch
Polarisationseffekte beeinflußt.

2.3.3 Einfluß der Beugungsgeometrie

Um eindeutige Interpretationen der experimentellen Dreistrahlinterferenz–Profile zu
gewährleisten, muß der Einfluß der Beugungsgeometrie ber¨ucksichtigt werden. Der
primäre sowie der sekund¨are Reflex k¨onnen sich sowohl in Bragg– als auch in Laue–
Beugungsposition befinden (s. Abb. 7).

R(h)hS0

(a) Symmetrische Bragg–Beugungsgeometrie

T(h)
h

T(0)

S0

(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 primäre Reflex in Bragg–Geometrie gebeugt, so ist der Einfluß der Beugungs-
geometrie des sekund¨aren Reflexes gering (Weckert, 1988). Wird der prim¨are Reflex
in Laue–Geometrie gebeugt, so kann nur unter extremen geometrischen Bedingungen
der sekund¨are Reflex in Bragg–Geometrie gebeugt werden. F¨ur Dreistrahlinterferenz–
Experimente ist die Laue–Bragg–Beugungsgeometrie somit nicht relevant, es muß nur die
Laue–Laue–Beugungsgeometrie ber¨ucksichtigt werden. In der Laue–Beugungsgeometrie
wird das Dreistrahlinterferenz–Profil aufgrund der Pendell¨osungseffekte vom Verh¨altnis der
Kristalldicke zur Extinktionsl¨angeΛB� 2π

kjχ(~h)j
beeinflußt. Diese Effekte treten nur auf, wenn

die Kristalldicke größer als die Extinktionsl¨ange ist.
Die Dreistrahlinterferenz–Experimente an Proteinkristallen werden aufgrund der kleinen
Beugungswinkel meist in Laue–Beugungsgeometrie durchgef¨uhrt. Da bei Makromolek¨ulkri-
stallen die Strukturfaktorbetr¨age im Verhältnis zur Gesamtzahl der Elektronen pro Ele-
mentarzelle klein sind, liegt die Extinktionsl¨ange in der Gr¨oßenordnung von einigen Mil-
limetern. Die untersuchten Proteinkristalle waren kleiner als 1;5� 1;5� 1;0 mm3 und so-
mit kleiner als die Extinktionsl¨ange. Die Form der Interferenzprofile ist daher nahezu un-
abhängig von der Beugungsgeometrie und der Kristalldicke.
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2.3.4 Phasenunabh ängige Effekte: Umweganregung und Aufhellung

Der phasenunabh¨angige Energiefluß zwischen den Reflexen kann im Rahmen der kinemati-
schen Theorie durch die Energie–Transfergleichungen (Moon & Shull, 1964; Zachariasen,
1967) unter Ber¨ucksichtigung der Energieerhaltung beschrieben werden. In der dynami-
schen Theorie sind diese Effekte durch die Randbedingungen selbstkonsistent enthalten
(Weckert, 1988).

Unter Vernachl¨assigung von anomaler Dispersion unterscheiden sich zentrosymmetrische
korrelierte Dreistrahlf¨alle nur im Vorzeichen der Triplettphase, die Strukturfaktorbetr¨age der
beteiligten Reflexe sind gleich. Bei geeigneter Wahl von Strukturfaktoren, Wellenl¨ange, Kri-
stalldicke und Beugungsgeometrie ergeben sich

”
Idealprofile“, bei denen sich die Interfe-

renzeffekte des DreistrahlfallsI rel
h (Ψ)+ und des zentrosymmetrisch korrelierten Dreistrahl-

falls I rel
h (�Ψ)� gegenseitig aufheben (s. Abb. 6):

∆I(Ψ) =
1
2
[I rel

h (Ψ)++ I rel
h (�Ψ)�] = 1 (26)

Bei Mehrstrahlinterferenz–Experimenten k¨onnen zus¨atzliche phasenunabh¨angige Effekte
auftreten.∆I(Ψ) ist dann nicht konstant. Ist∆I(Ψ)< 1, wird der EffektAufhellunggenannt,
bei ∆I(Ψ)> 1 alsUmweganregungbezeichnet.

Ist der Strukturfaktorbetrag des prim¨aren Reflexes~h kleiner als die Strukturfaktorbetr¨age
des sekund¨aren Reflexes~g und des Kopplungsreflexes~h�~g, wird ein Teil der Intensit¨at des
Reflexes~g über~h�~g in den Reflex~h umgeleitet, und ein Anstieg der Intensit¨at in Richtung
von K(~h) ist zu beobachten. Der Effekt der Umweganregung wurde bereits von Renninger
(1937) an Diamant nachgewiesen.
Umgekehrt wird bei einem prim¨aren Reflex~h, dessen Strukturfaktorbetrag gr¨oßer ist als der
Strukturfaktorbetrag des sekund¨aren Reflexes~g, ein Teil der Intensit¨at des Reflexes~h über
�(~h�~g) in den Reflex~g umgeleitet. Der Intensit¨atsverlust des Reflexes~h kann nicht durch
Intensität, die von~g über~h�~g in den Reflex~h abgebeugt wird, ausgeglichen werden. Der
Intensitätsverlust des Reflexes~h wird als Aufhellung bezeichnet, da sich bei Filmaufnahmen
die Filmschwärzung des Reflexes~h verringert.

Jedes Dreistrahlinterferenz–Profil kann in ein phasenunabh¨angiges symmetrisches Pro-
fil (Umweganregungs– und Aufhellungseffekte) und ein

”
ideales Dreistrahlinterferenz–

Profil“, das die Information ¨uber die Triplettphase enth¨alt, zerlegt werden. Die Gr¨oße
der Umweganregungs– oder Aufhellungseffekte f¨ur die zentrosymmetrisch korrelierten
Dreistrahlfälle sind gleich, da die Strukturfaktorbetr¨age der beteiligten Reflexe gleich sind,
sodaß eine Trennung der phasenabh¨angigen und phasenunabh¨angigen Beitr¨agen möglich ist.
Im Experiment werden die beiden zentrosymmetrisch korrelierten Dreistrahlinterferenz–
Profile (~h=~g=~h�~g) und (�~h=�~g=~g�~h) aufgenommen, um Fehlinterpretationen der Tri-
plettphase aufgrund der phasenunabh¨angigen Effekte auszuschließen.
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3 Experimentelle Anordnung

3.1 Röntgenstrahlungsquellen

3.1.1 Drehanode

Am Institut für Kristallographie der Universit¨at Karlsruhe steht eine Drehanode mit einer
Kupfer– und einer Molybd¨ananode zur Verf¨ugung. Der Fokus der Drehanode ist 0,3� 3mm2

und kann mit 5,4 kW belastet werden. Das Maximum der R¨ontgenstrahlung tritt unter einem
Winkel von etwa 6� aus; dies f¨uhrt zu einem effektiven Fokus von 0,3� 0,3 mm2. Messun-
gen werden mit der Kα–Linie des R¨ontgenspektrums durchgef¨uhrt. Die Drehanode dient als
Röntgenstrahlungsquelle f¨ur ein Bildplattensystem und einΨ–Kreisdiffraktometer. Bei Mes-
sungen mit dem Diffraktometer wird die Kβ–Linie, sowie ein Teil des Bremsspektrums mit
Hilfe einesβ–Filters (Mo–Anode: Zr–Filter; Cu–Anode: Ni–Filter) unterdr¨uckt. Für Mes-
sungen mit dem Bildplattensystem wird ein Graphitmonochromator verwendet.

3.1.2 Synchrotronstrahlung

Die Synchrotronstrahlung zeichnet sich unter anderem durch ein kontinuierliches Wel-
lenlängenspektrum aus, das eine freie Wahl der Wellenl¨ange erm¨oglicht. Die Brillanz2 der
Synchrotronstrahlung an einem Ablenkmagneten ist gegen¨uber der Strahlung einer R¨ont-
genröhre etwa um den Faktor 1000 gr¨oßer.
In den Jahren 1991/92 wurden bereits an dem Ablenkmagneten des Strahlrohrs C an DO-
RIS II des Hamburger Synchrotron–Labors (HASYLAB) 74 Triplettphasen an Lysozymkri-
stallen experimentell bestimmt (Weckert, Schwegle & H¨ummer, 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) durchgef¨uhrt.

An diesem Strahlrohr befindet sich ein Zweikristallmonochromator mit fester Aus-
gangsstrahlh¨ohe. Als Monochromatorkristalle werden symmetrisch geschnittene Si (1 1 1)–
Kristalle in nicht–dispersiver Anordnung verwendet. Die Halbwertsbreite des Elektronen-
strahlquerschnitts an der ESRF betr¨agt etwa 0,3�0,3 mm2. Bei einem Abstand der Quelle
zum Kristall von 47,5 m und einer Kristallgr¨oße bzw. Prim¨arstrahlblendengr¨oße von 0,3 mm
ergibt sich eine Divergenz von 0,0007� �2,600. Aus der intrinsischen Breite des Si (1 1 1)–
Reflexes ergibt sich bei der Wellenl¨angeλ = 1,0Å die Energieaufl¨osung zu∆λ

λ = 1,6�10�4,
sie beträgt etwas mehr als die H¨alfte der nat¨urliche Breite der Cu Kα–Linie. Der zugängliche
Wellenlängenbereich liegt zwischen 0,4 und 2,0Å. Die Einstellung der Wellenl¨ange erfolgt
mit einer Genauigkeit kleiner als 1�10�4 Å. Die Angabe der Wellenl¨ange bezieht sich auf
einen Si–Eichkristall, der mit demselben Diffraktometer mit der Mo Kα1– und Cu Kα1–Linie
geeicht wurde. Durch die geringe Divergenz und die hohe Energieaufl¨osung kann die Breite
der Reflexprofile bei einem perfekten Siliziumkristall kleiner als 0,001� sein. Die Halbwerts-
breite der untersuchten Proteinkristallen lagen im Bereich zwischen 0,002� und 0,01�.

2

�
Photonen

(s�mm2
�mrad2

�A�0;1%∆ω
ω )

�
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(a) Reflexprofil von (16 16 0)
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Abbildung 8: ω–Reflexprofile von (16 16 0) und (0 0 8) des tetragonalen Lysozymkristalls ly452 ge-
messen an der Mo–Drehanode. Die Aufspaltung der Reflexe durch die Kα1– und Kα2–Linie ist zu
beobachten.
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Abbildung 9: ω–Reflexprofile von (16 16 0) und (0 0 8) des tetragonalen Lysozymkristalls ly452 ge-
messen an der ESRF bei der Wellenl¨angeλ = 1,300Å. Die geringe Divergenz der Synchrotronstrah-
lung ermöglicht die Bestimmung der Mosaikverbreiterung auch bei nahezu perfekten Kristallen. Da
Lysozymkristalle besserer Qualit¨at (FWHM = 0,003�) für die Dreistrahlinterferenz–Experimente zur
Verfügung standen, wurden am Kristall ly452 nur 11 Triplettphasen bestimmt.
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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 D1 (λ = 1,300Å) aufgenommen wurden, darge-
stellt. Bei der Messung von Dreistrahlinterferenz–Profilen wird der Kristall auf das Maxi-
mum der abgebeugten Intensit¨at positioniert. Voraussetzung f¨ur die Interpretierbarkeit der
Dreistrahlinterferenz–Profile ist eine hohe Stabilit¨at der gesamten Meßanordnung, da sonst
eine Mittelungüber die von zeitlichen Instabilit¨aten verursachten Schwankungen notwendig
ist. Am Strahlrohr D1 zeigte sich, daß die Strahlungsquelle ausreichend stabil ist.

3.2 Bildplattensystem

Für die Intensitätsdatensammlung der Proteinkristalle stand ein Bildplattensystem der Fir-
ma MAR–Researchmit der Steuerungs– und Auswertesoftwaremarxds (Kabsch, 1988)
zur Verfügung. Die Bildplatte hat einen Durchmesser von 180 mm und eine Aufl¨osung von
0,15 mm pro Bildpunkt. Der dynamische Bereich erstreckt sich ¨uber fünf Größenordnungen.
Der Abstand Kristall–Detektor kann zwischen 70 und 430 mm variiert werden, dieφ–Achse
ist um 360� drehbar. Das Bildplattensystem erm¨oglicht eine schnelle Bestimmung der Orien-
tierungsmatrix3 der Kristalle, bevor weitere Untersuchungen mit demΨ–Kreisdiffraktometer
(an der Drehanode oder am Synchrotron) durchgef¨uhrt werden.

3.3 Ψ-Kreisdiffraktometer

Für die Messung von Dreistrahlinterferenz–Profilen ist ein Diffraktometer erforderlich, das
eine Drehung um den Beugungsvektor, eine sogenannteΨ–Drehung, mit hoher Genauigkeit
ausführen kann. Mit einem 4–Kreis–Diffraktometer kann eineΨ–Drehung nur aus Kombi-
nationen der beiden Eulerwiegenkreiseφ und χ und desω–Kreises durchgef¨uhrt werden.
Daher wurde ein spezielles Diffraktometer entwickelt, das durch die alleinige Drehung der
Ψ–Achse eine Drehung um den Beugungsvektor ausf¨uhrt. Am Institut für Kristallographie
wurde für dieses Diffraktometer das Steuerprogrammdiff6 entwickelt (Weckert, Schroer,
Hölzer, Zellner & Brennfleck, 1995).

ψ ν

Θ

Detektor

φ

χ

ω

Abbildung 10: Ψ–Kreisdiffraktometer
Das Diffraktometer unterscheidet sich von ei-
nem 4–Kreisdiffraktometer durch die beiden
zusätzlichen KreiseΨ undν, die für die Un-
tersuchung von Mehrstrahlinterferenzen er-
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
φ und χ der primäre reziproke Gittervektor~h auf die Ψ–Achse zentriert. Der Beugungs-
winkel ϑB wird mit demω–Kreis eingestellt. Durch Drehung desΨ–Kreises wird auf die
Ψ–Position des Dreistrahlfalls justiert. Die Beugungsebene des reziproken Gittervektors~h
liegt in der horizontalen Ebene. Die beiden DetektorkreiseΘ undν stehen senkrecht zuein-
ander. Um ein Reflexprofil von~h aufzunehmen, muß der Detektor mit Hilfe desΘ–Kreises
auf die Beugungsposition gebracht werden. W¨ahrend einerΨ–Drehung um den reziproken
Gittervektor~h ermöglichen die KreiseΘ undν die Aufnahme eines Reflexprofils von~g. Am
Detektorarm sind zwei Szintillationsz¨ahler angebracht. F¨ur Zählraten bis zu 105s�1 wird ein
NaJ(T1)–Szintillationsz¨ahler verwendet, f¨ur Zählraten bis zu 107s�1 wird ein Plastikszintil-
lationszähler (Zellner, 1996) eingesetzt.
Die Winkelauflösung der Kristallkreiseφ und χ beträgt 0,0002� (5000 Schritte/1�). Der
ω–Kreis besitzt eine Winkelaufl¨osung von 0,00005� und derΨ–Kreis von 0,0001�. Die Win-
kelauflösung der beiden Detektorkreise betr¨agt jeweils 0,001�.

3.4 Ablauf eines Dreistrahlinterferenz–Experiments

Für die Messung von Dreistrahlinterferenz–Profilen an Proteinkristallen ist aufgrund des ge-
ringen Streuverm¨ogens und der̈Uberlappung von Interferenzprofilen Synchrotronstrahlung
erforderlich.
Die Strukturfaktorbetr¨age sind im Vergleich zur Gesamtzahl der Elektronen in einer Ele-
mentarzelle (jF(~h)j=F(~0)) klein. Bei tetragonalem Lysozym entsprechen die gr¨oßten Struk-
turfaktorbeträge etwa 3 bis 5% des Gesamtstreuverm¨ogens der Einheitszelle. Damit liegt
die Extinktionslänge für die meisten Reflexe bei Proteinkristallen in der Gr¨oßenordnung
von Millimetern. Für die Dreistrahlinterferenz–Experimente an Proteinkristallen werden vor
allem Reflexe mit großen Strukturfaktorbetr¨agen verwendet. Aufgrund des Formfaktorab-
falls f (~h) und der bei Proteinkristallen großen Debye–Waller–Faktoren liegen diese Refle-
xe meistens im Bereich kleiner Beugungswinkeln. Daher werden die Dreistrahlinterferenz–
Experimente an Proteinkristallen vorwiegend in Laue–Beugungsgeometrie durchgef¨uhrt.
Bedingt durch die großen Elementarzellen und die endliche apparative Aufl¨osung kommt
es zur Überlappung von Interferenzprofilen benachbarter Dreistrahlf¨alle. Daher muß
durch geeignete Wahl der Wellenl¨ange der Einfluß von benachbarten Dreistrahlf¨allen
minimiert werden. Dazu m¨ussen bei der Messung des Interferenzprofils des Dreistrahlfalls
(~h=~g=~h�~g) die Strukturfaktorbetr¨agejF(~g0)j und jF(~h�~g0)j aller reziproken Gittervekto-
ren~g0 und~h�~g0 für ~g0 6= ~g klein gegen¨uber den Strukturfaktorbetr¨agenjF(~h)j, jF(~g)j und
jF(~h�~g)j der reziproken Gittervektoren~h und~g sein.

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

� Möglichst kompletter Intensit¨atsdatensatz
Die Strukturfaktorbetr¨age aller Reflexe werden ben¨otigt, um vor der Messung den Ein-
fluß benachbarter Dreistrahlf¨alle (~h=~g0 =~h�~g0) auf den zu messenden Dreistrahlfall



3.4 Ablauf eines Dreistrahlinterferenz–Experiments 23

abzusch¨atzen. Da bei Intensit¨atsdatensammlungen mit Bildplattensystemen die Re-
flexe mit niedriger Aufl¨osung (10̊A< j~hj�1) oft im nicht zugänglichen Meßbereich
liegen, müssen diese Reflexe mit einer Diffraktometermessung bestimmt werden.

� Gitterparameter
Die Ψ–Position der Dreistrahlf¨alle ist abhängig von Gitterparametern und Wel-
lenlänge. F¨ur die Berechnung derΨ–Position des zu messenden Dreistrahlfalls und
der Abstände von benachbarten Dreistrahlf¨allen muß die genaue Metrik bekannt sein.
Bei Proteinen unterscheiden sich die Gitterparameter der Kristalle bei Verwendung
unterschiedlicher Ausgangssubstanz deutlich.

� Orientierungsmatrix
Für Dreistrahlinterferenz–Experimente muß die exakte Richtung des prim¨aren Git-
tervektors~h bekannt sein. Der Aufwand zur Bestimmung der Richtung des prim¨aren
Gittervektors~h wird durch eine genaue Orientierungsmatrix verringert.

Die Auswahl der geeigneten Wellenl¨ange für den zu messenden Dreistrahlfall sowie die
Berechnung des Einflusses benachbarter Dreistrahlf¨alle (Abstand und normierte Amplitude
der Umwegwelle q) erfolgen mit dem Programmpsiab (Weckert, 1994) auf der Grundlage
der Strukturfaktorbetr¨age und der Metrik.

� Der Einfluß von benachbarten Dreistrahlf¨allen kann vernachl¨assigt werden, wenn
derenΨ-Werte außerhalb des IntervallsΨ� ∆Ψ liegen. Das IntervallΨ� ∆Ψ ist
abhängig von der Divergenz, dem Wellenl¨angenband der einfallenden Strahlung und
der Mosaikverteilung des Proteinkristalls. Bei den durchgef¨uhrten Messungen am
Strahlrohr D1 ergab sich f¨ur tetragonales Lysozym:∆Ψ = � 0,02�.
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Abbildung 11: Dreistrahlpositionen als
Funktion von ψ und λ für tetragona-
les Lysozym. Nur Dreistrahlf¨alle mit
dem primären Gittervektor 4 7 0 und
q>0,25 sind eingezeichnet. Der Verlauf
des Dreistrahlfalles7 4 0 /5 2 1 /2 21 in
Abhängigkeit der Wellenl¨ange wird
durch die dicke Linie dargestellt.

� Innerhalb diesesΨ–Intervalls kann der Effekt der benachbarten Dreistrahlf¨alle ver-
nachlässigt werden, wenn f¨ur die normierte Amplitude der Umwegwelle q n¨aherungs-
weise gilt:

q =
jF(~g0)j � jF(~h�~g0)j
jF(~g)j � jF(~h�~g)j

< 0;25: (27)
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Abbildung 12: Normierte Amplituden
der Umwegwelle q der benachbarten
Dreistrahlfälle zum Dreistrahlfall
7 4 0 /5 2 1 /2 21 bei der Wellenl¨ange
λ = 1,3302Å f ür tetragonales Lysozym
aufgetragen ¨uber die Position. Bei
der Berechnung der benachbarten
Dreistrahlfälle wurden nur Reflexe bis
zu einer maximalen Aufl¨osung (j~hj�1)
von 2Å berücksichtigt.

� Phasenunabh¨angige Anteile (Umweganregung und Aufhellung) erschweren die Inter-
pretation der Dreistrahlinterferenz–Profile, daher sollte das Verh¨altnis der Strukturfak-
torbeträge:

3<
jF(~g)jjF(~h�~g)j

jF(~h)j2
< 6 (28)

entsprechen.

Die Messung von Dreistrahlinterferenz–Profilen wird vom Steuerungsprogrammdiff6 aus-
geführt. Die einzelnen Schritte sind im folgenden aufgef¨uhrt.

� Die gewählte Wellenlänge wird am Monochromator eingestellt.

� Bestimmung der Beugungsposition f¨ur den primären Reflex~h beim Ψ–Wert des
Dreistrahlfalls
Zentrierung des prim¨aren reziproken Gittervektors~h auf dieΨ–Achse mit den Kristall-
kreisenφ undχ. Mit demω–Kreis wird der reziproke Gittervektor~h in Beugungsposi-
tion gebracht. Ein Profil des prim¨aren Reflexes~h wird aufgenommen und gespeichert,
und der Kristall wird auf das Maximum der abgebeugten Intensit¨at zentriert.

� Bestimmung der Beugungsposition f¨ur den sekund¨aren Reflex~g
Der Detektor wird mit den beiden Detektorkreisenθ und ν auf die Richtung des ab-
gebeugten Strahls des sekund¨aren Reflexes~g positioniert. Durch eineΨ–Drehung um
den Reflex~h wird das Maximum der abgebeugten Intensit¨at bestimmt, dies entspricht
der exakten Dreistrahlposition. Bei Kristallen mit ausgepr¨agtem Mosaikbau kann die
Ψ–Abhängigkeit des Reflexprofils von~g das Dreistrahlinterferenz–Profil beeinflussen.

� Aufnahme des Dreistrahlinterferenz–Profils
Der Detektor wird wieder in die Richtung des abgebeugten Strahls des prim¨aren re-
ziproken Gittervektors~h positioniert und die Intensit¨at während derΨ–Drehung um
die zuvor bestimmte Dreistrahlposition aufgenommen. DasΨ-Intervall hängt von Di-
vergenz und Energieaufl¨osung des Prim¨arstrahls sowie vom Mosaikbau des Kristalls
ab. Die Schrittweite f¨ur die Messung der Dreistrahlinterferenz–Profilen liegt zwischen
0,0001� und 0,0005�.
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� Um die phasenunabh¨angigen Beitr¨age Umweganregung und Aufhellung zu erken-
nen, wird das Dreistrahlinterferenz–Experiment f¨ur den zentrosymmetrisch korrelier-
ten Dreistrahlfall (�~h=�~g=~g�~h) in gleicher Weise durchgef¨uhrt.

Bei der Auftragung der gemessenen Dreistrahlinterferenz–Profile ist zu den Meßpunkten
eine Hilfslinie zur Orientierung eingezeichnet. Diese Linie ist die nach demgeneralized
cross–validation–Verfahren berechnete Gl¨attungskurve (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 phasenunabh¨angigen Effekte ¨uberlagern das Dreistrahlinterferenz–
Profil. Der phasenabh¨angige Interferenzeffekt kann von den phasenunabh¨angigen Effekten
getrennt werden, indem Messungen der Interferenzprofile der beiden zentrosymmetrisch
korrelierten Dreistrahlf¨alle (~h=~g=~h�~g) und (�~h=�~g=~g�~h) durchgeführt werden.

Bei einer geeigneten Wahl der Strukturfaktorbetr¨age, der Wellenl¨ange, des Kristallhabitus
und der Beugungsgeometrie ist die in Kapitel 2.3.4 angegebene Gleichung (26) erf¨ullt:

∆I(Ψ) =
1
2
[I rel

h (Ψ)++ I rel
h (�Ψ)+] = 1:

Da bei den Messungen von Dreistrahlinterferenzen an Proteinkristallen meist Bragg– und
Laue–Beugungsgeometrien gleichzeitig auftreten, ist der exakte phasenunabh¨angige Beitrag
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 Allgemeing¨ultig-
keit dieser Methode muß noch bewiesen werden.

Bei einem qualitativen Vergleich der Interferenzprofile zentrosymmetrisch korrelierter
Dreistrahlfälle wird der Oktant der Triplettphase bestimmt. Dies entspricht einer Genau-
igkeit von 45�. Teilweise erm¨oglicht die Asymmetrie der Dreistrahlinterferenz–Profile eine
genauere Einteilung. Um die gemessenen Dreistrahlinterferenz–Profile objektiv zu interpre-
tieren, wurde das Programmdiff6triplet (Hölzer, 1997) entwickelt. F¨ur die Simulation
der Interferenzprofile wird ein empirisches Modell gem¨aß Gleichung (29)

y=
f �h

x2

b2 +1

�
a�sin(arctan(

4x
b
)+φT)

�
: (29)

verwendet. Umweganregungs– oder Aufhellungseffekte werden im Parameter a ber¨uck-
sichtigt. Die Breite des Interferenzeffektes beschreibt der Parameter b. Den Maximalwert
der Intensitätsänderung durch den Dreistrahlinterferenz–Effekt wird durch den Parameter h
ausgedr¨uckt. Es werden f¨ur die zentrosymmetrisch korrelierten Dreistrahlf¨alle die selben
Werte für die Parameter a, b und h verwendet, der Faktor f beschreibt das Verh¨altnis der
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Intensitätsänderung der beiden Dreistrahlf¨alle. Der Parameter x gibt dieΨ–Position der
Dreistrahlinterferenz an. Ist der Kristall nicht exakt zentriert, kann dieΨ–Position der zen-
trosymmetrisch korrelierten Dreistrahlf¨alle unterschiedlich sein. Die TriplettphaseφT wird
in 15�–Schritten variiert, da das empirische Modell keine genauere Bestimmung der Triplett-
phase erlaubt. Dar¨uber hinaus sollte der phasenunabh¨angige nicht wesentlich gr¨oßer als der
phasenabh¨angige Effekt sein. Grunds¨atzlich müssen für die experimentelle Bestimmung der
Triplettphasen allzugroße phasenunabh¨angige Effekte vermieden werden. Die zu messenden
Dreistrahlfälle wurden daher so ausgew¨ahlt, daß nur geringe Aufhellungs– oder Umwegan-
regungseffekte auftraten.
Das Programmdiff6triplet liest die Meßdaten der beiden zentrosymmetrisch korre-
lierten Dreistrahlfälle ein, und Interferenzprofile werden unter Ber¨ucksichtigung beider
Meßkurven angepaßt. Die Ergebnisse der Anpassung werden gespeichert. Auf diese Weise
kann ein Liste mit Dateinamen und gegebenfalls abgesch¨atzter Triplettphasen automatisch
ausgewertet werden.

Für zwei Dreistrahlfälle sind in den Abbildungen 13 und 14 die experimentellen Drei-
strahlinterferenz–Profile an tetragonalem Lysozym und die zugeh¨origen 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, Ri`es-Kautt & Ducruix, 1996) verwendet.

Simulationen aller an Proteinkristallen gemessenen Dreistrahlinterferenz–Profile wurden
durchgeführt und die dabei erhaltenen Triplettphasen mit den durch visuelle Interpretation
bestimmten Werten verglichen. Bei Abweichung von mehr als 30� zeigte sich bei einer̈Uber-
prüfung der Dreistrahlinterferenz–Profile beinahe immer eine fehlerhafte oder ungenaue vi-
suelle Auswertung der Dreistrahlinterferenz–Profile. In den ¨ubrigen Fällen konnte aufgrund
des Mosaikbaus und der experimentellen Bedingungen (Stabilit¨at des Prim¨arstrahls, Oszil-
lationen des Kristalls in der Kapillare) die Triplettphase nicht genauer bestimmt werden.
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0.66 0.67 0.68 0.69
Ψ [Grad]   in−>out

0.9

1.0

1.1

1.2

Z
äh

lra
te

 [3
31

55
/0

.6
6 

s]

l45032.dat
Fit:  −60

(b) Dreistrahlinterferenz–Profil von

1526=210=1336 beiλ= 1,2772Å

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 zuφT = 60�. Die berechnete Triplettphase istφR193

T = 68�.
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Abbildung 14: Interferenzprofil an tetragonalem Lysozym. Aus der Simulation (gestrichelte Li-
nie) ergibt sich die Triplettphase des Dreistrahlfalls832=111=723 zu φT = �150�. In diesem
Dreistrahlinterferenz–Profil ist der Einfluß von Aufhellungseffekten zu sehen. Die berechnete Tri-
plettphase istφR193

T =�167�.
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4 Experimentelle Bestimmung von Triplettphasen
an Proteinkristallen

Proteine geh¨oren zu den verbreitesten biologischen Makromolek¨ulen und sind an beinahe
allen zellulären Prozessen beteiligt. Sie bauen Strukturen auf, katalysieren Reaktionen und
erfüllen unzählige andere Aufgaben.
Alle Proteine sind aus nur 20 verschiedenen Aminos¨auren aufgebaut, die kovalent zu cha-
rakterischen linearen Sequenzen verbunden sind (Lehninger et al., 1994). Jede dieser pro-
teinogenen Aminos¨auren besitzt eine Charboxy– und eine Aminogruppe, die an das selbe
Kohlenstoffatom (dasα–Kohlenstoffatom) gebunden sind (s. Abb. 4). Sie unterscheiden sich
durch ihre Seitenketten R (Reste), deren Struktur, Gr¨oße und elektrische Ladung variieren
und damit u. a. auch ihre Wasserl¨oslichkeit. Wenn der Rest eine Kette mit zus¨atzlichen Koh-
lenstoffatomen enth¨alt, werden diese, ausgehend vomα–Kohlenstoffatom, alsβ, γ, δ, etc.,
bezeichnet.

H N H
+

-COO

C3

H

Aminosäure          Glycin

H N H
+

-COO

C

R

3 α α

Abbildung 15: Allgemeine Struktur der proteino-
genen Aminos¨auren (links). Diese Struktur tritt bei
allen Aminosäuren auf (mit Ausnahme von Pro-
lin); sie unterscheiden sich nur in der Natur der
Seitenkette R. Dasα–Kohlenstoffatom ist im Zen-
trum der Aminos¨aure, R bezeichnet die Seiten-
gruppe oder Seitenkette, die f¨ur jede Aminos¨aure
spezifisch ist. Mit Ausnahme von Glycin (rechts),
trägt dasα–Kohlenstoffatom aller Aminos¨auren
vier verschiedene Substituenten.

Zur Unterscheidung von Aminos¨auren, die nach dem Einbau in ein Protein modifiziert wer-
den, sowie von vielen anderen Aminos¨auren, die nicht in Proteinen vorkommen, sondern an-
dere biologische Funktionen haben, werden die proteinogenen Aminos¨auren auch Standard–,
primäre oder normale Aminos¨auren genannt. Den Standard–Aminos¨auren wurden Drei–
Buchstaben–Abk¨urzungen und Ein–Buchstaben–Symbole zugeordnet (siehe Tabelle 1). Mit
dieser Kurzschrift werden Zusammensetzung und Sequenz von Proteinen angegeben.

Aminosäure Abkürzungen Aminos¨aure Abkürzungen Aminos¨aure Abkürzungen

Glycin Gly G Serin Ser S Phenylalanin Phe F
Alanin Ala A Threonin Thr T Tyrosin Tyr Y
Valin Val V Cystein Cys C Tryptophan Trp W
Leucin Leu L Methionin Met M Lysin Lys K
Isoleucin Ile I 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–)Aminos¨auren
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Abbildung 16: Die Reste R der 20 proteinogenen (Standard–) Aminos¨auren (Giacovazzo et al., 1995)

Die Aminosäuren lassen sich in Klassen einteilen, die auf den Eigenschaften ihrer Seiten-
ketten beruhen, insbesondere deren Polarit¨at oder 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 Aminos¨auren sind unpolar und hydrophob. Die unterschiedlich sperrigen
Seitenketten von Alanin, Valin, Leucin und Isoleucin sind f¨ur die Ausbildung hydrophober
Wechselwirkungen innerhalb der Proteinstruktur wichtig. Glycin besitzt die einfachste
Aminosäurestruktur. Ihr minimaler Raumbedarf erm¨oglicht in Proteinen gr¨oßere strukturelle
Flexibilität als andere Aminos¨auren. F¨ur Prolin gilt das Gegenteil, die sekund¨are Amino-
gruppe wird in einer starren Konformation gehalten, die strukturelle Flexibilit¨at des Proteins
ist an dieser Stelle stark eingeschr¨ankt.

Polare, ungeladene Seitenketten: Die Seitenketten von Serin, Threonin, Cystein, Methio-
nin, Asparagin und Glutamin sind wasserl¨oslicher bzw. hydrophiler als die der unpolaren
Aminosäuren. Sie enthalten funktionelle Gruppen, die Wasserstoffbr¨uckenbindungen mit
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Wasser bilden k¨onnen. Die Polarit¨at 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 zur¨uckzuführen. Cystein kann zu einer dimeren Form oxidieren, die
als Cystin bezeichnet wird. In Cystin sind zwei Cysteinmolek¨ule durch eine Disulfidbr¨ucke
kovalent verbunden. Disulfidbr¨ucken wirken stabilisierend auf die Proteinstruktur.

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

Positiv geladene (basische) Seitenketten: Die Aminosäuren, deren Seitenketten bei
pH 7,0 eine positive Nettoladung tragen, sind Lysin, mit einer zweiten Aminogruppe am
ε–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 pH 7,0 eine negative Nettoladung. Jede tr¨agt eine zweite Carboxylgruppe in
der Seitenkette. Aspartat und Glutamat sind die Stammverbindungen von Asparagin bzw.
Glutamin.

Cα  

i-1Cα  

Ci-1

Oi-1

Cβ

Ni+1

i+1Cα  

H

N

H

C

O

ψτ
φ

ω

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

Die Cα–Atome sind in einer Polypeptidkette durch drei Bindungen voneinander getrennt
(s. Abb. 17). Die N–Cα– und die Cα–C–Bindung besitzen Rotationsfreiheit, wobei die
Rotation um diese Bindung mit den Winkelnφ und ψ gekennzeichnet ist. Die C–N–
Bindung der planaren Peptidgruppe hat keine Rotationsfreiheit. Die Rotationsfreiheit
anderer Einfachbindungen kann, abh¨angig von Größe und Ladung des Restes R, ebenfalls
behindert sein. Gem¨aß der Konvention sind die beiden Winkelφ und ψ als 0� definiert,
wenn die beiden das Cα–Atom flankierenden Peptidbindungen in einer Ebene liegen. Diese
Konformation ist aufgrund sterischer Behinderungen zwischen dem Carbonylsauerstoff und
demα–Wasserstoff nicht m¨oglich.
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Die Beschreibung der Struktur von Proteinen l¨aßt sich in vier Ebenen gliedern (Lehninger
et al., 1994). ZurPrimärstrukturgehören alle kovalenten Bindungen zwischen den Ami-
nosäuren. Die Prim¨arstruktur ist normalerweise durch die Sequenz der ¨uber Peptidbindun-
gen verkn¨upften Aminosäuren sowie durch die Lage der Disulfidbr¨ucken definiert; sie gibt
jedoch nicht die relative r¨aumliche Anordnung der verbundenen Aminos¨auren an. Polypetid-
ketten können nicht jede beliebige dreidimensionale Struktur einnehmen. Sterische Zw¨ange
und viele schwache Wechselwirkungen bedingen, daß einige Anordnungen stabiler sind als
andere. Unter derSekundärstrukturwerden regelm¨aßige, periodisch wiederkehrende r¨aum-
liche Anordnungen benachbarter Aminos¨aurereste in einer Polypeptidkette verstanden. Die
wichtigsten Typen von Sekund¨arstrukturen sind dieα–Helix und dieβ–Faltblattstruktur. Als
Tertiärstrukturwird die vollständige, dreidimensionale Struktur eines Polypeptids bezeich-
net. Innerhalb der dreidimensionalen Struktur eines großen Proteins kommen h¨aufig mehrere
verschiedene Sekund¨arstrukturen vor. Proteine, die aus mehreren Polypetidketten aufgebaut
sind, besitzen eine weitere Strukturebene, die sogenannteQuartärstruktur. Diese gibt die
räumliche Anordnung der Polypetidketten bzw. der Untereinheiten innerhalb des Proteins
wieder.

4.1 Tetragonales Lysozym

Lysozym, ein in Eiweiß und in menschlichen Tr¨anen vorkommendes Enzym, katalysiert die
hydrolytische Spaltung von Polysacchariden in den sch¨utzenden Zellw¨anden einiger Bak-
terienfamilien (Lehninger et al., 1994). Lysozym tr¨agt diesen Namen, weil es in der Lage
ist, Bakterienzellw¨ande zu lysieren, also abzubauen, und somit bakterizide Wirkung besitzt.
40 % seiner 129 Aminos¨aurereste liegen alsα–helicale Abschnitte und ein geringer Anteil
in β–Faltblatt–Konformation vor. Vier Disulfidbr¨ucken tragen zur Stabilit¨at der Struktur bei.

Kristallographische Daten:

� Raumgruppe P 43212

� a = 79,1Å, c = 37,9Å

� 1 Molekül pro asymmetrischer Einheit

Molek üldaten:

� Molekulargewicht4 14,6 kDa

� 129 Aminosäuren

� 1001 Nicht–Wasserstoffatome

0,5 mm

Abbildung 18: Tetragonale Lysozymkristalle

Bereits im Jahre 1946 wurden die ersten tetragonalen Lysozymkristalle von Alderton und
Fevold gez¨uchtet. Die ersten R¨ontgenstrukturbestimmungen von H¨uhnereiweiß–Lysozym
wurden an Kristallen des tetragonalen Kristallsystems durchgef¨uhrt (Blake et al., 1965).

4Das Molekulargewicht wird in Dalton angegeben. Ein Dalton entspricht dem Molekulargewicht eines Was-
serstoffatoms 1 Da = 1,6604�10�24g.
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Darauf folgten Strukturbestimmungen an Kristallen von triklinen, monoklinen oder or-
thorhombischen Kristallsytemen mit unterschiedlicher Aufl¨osung und bei verschiedenen
Temperaturen und Dr¨ucken. In der Proteinkristallographie werden bei methodischen Unter-
suchungen oft Lysozymkristalle in den verschiedenen Modifikationen als Modellsubstanz
verwendet.

Tetragonales Lysozym wurde gew¨ahlt, um an einem kleinen Protein eine Strukturbestim-
mung mit experimentell bestimmten Triplettphasen ab initio durchzuf¨uhren. Die Lysozym-
kristalle wurden nach demHanging–Drop–Verfahren gez¨uchtet ohne Aufreinigung der Pro-
teinsubstanz (SIGMA, 1997, Cat. No L–6876, lot 64H7025). Die Gr¨oße der untersuchten
Kristalle lag zwischen 0;7�0;3�0;2 mm3 und 1;5�1;0�0;9 mm3. Für die Messung von
Dreistrahlinterferenz–Profilen m¨ussen die Kristalle in eine luftdicht verschlossene Kapillare
mit Mutterlösung gebracht werden.

4.1.1 Intensit ätsdatensammlung

Ein möglichst vollständiger Intensit¨atsdatensatz wird ben¨otigt, um den Einfluß der benach-
barten Dreistrahlf¨alle auf den zu messenden Dreistrahlfall abzusch¨atzen. Daher wurden
Datensätze mit unterschiedlichen Aufl¨osungsbereichen aufgenommen (s. Tab. 2).

Ein Datensatz f¨ur den Auflösungsbereich von 19,8 bis 2,60Å wurde am Institut für Kristal-
lographie mit dem MAR–Research Bildplattensystem mit Cu Kα–Strahlung der Drehanode
bei Raumtemperatur aufgenommen. Bei der Mittelung ¨uber symmetrisch ¨aquivalente Refle-
xe ergeben sich aus den 54055 gemessenen Reflexen 3991 unabh¨angige Reflexe. Der interne
R–Wert (s. Kap. 6.3.2) bezogen auf F2 ergibt sich zu 2,5 %.
Die Datens¨atze bei niedriger Aufl¨osung (lyso3.hkl: 39,6 bis 6,79̊A; lyso 12.hkl: 55,5 bis
4,0Å) wurden bei Raumtemperatur mit demΨ–Kreisdiffraktometer mit Mo Kα–Strahlung
der Drehanode aufgenommen. Die Reflexprofile wurden nach dem Lehmann–Larsen–
Verfahren (Lehmann & Larsen, 1974) ausgewertet. Daf¨ur wurde das Programmdiff6xmgr
(Schroer, 1995) durch die Routineleh-lar (Hölzer, 1996) erweitert. Der Datensatz am Kri-
stall lyso3 umfaßt 1612 Reflexe. Der Rint–Wert der 187 unabh¨angigen Reflexe ist 2,7 %.
Am Kristall lyso 12 wurde mehrmals eine Vollkugel des reziproken Raumes gemessen, um
mögliche Fehler zu minimieren. Aus den insgesamt 17674 Reflexen ergeben sich 1060 un-
abhängige Reflexe mit einem Rint–Wert von 1,9 %.
Für den Auflösungsbereich von 1,34 bis 14,7Å wurde von Vaney at al. (1996) der Inten-
sitätsdatensatz R193LSF freundlicherweise zur Verf¨ugung gestellt. Dieser Datensatz wurde
bei 279 K an dem Strahlrohr W32, LURE (Orsay) bei einer Wellenl¨ange von 0,901̊A mit
dem MAR–Research Bildplattensystem aufgenommen. Der Datensatz setzt sich aus drei
Teildatens¨atze (low, high und cusp) zusammen und umfaßt insgesamt 212432 gemessene
Reflexe. Der Datensatz R193LSF enth¨alt 24111 symmetrisch unabh¨angige Reflexe mit
einem Rint–Wert von 4,9 %.

Bei der Mittelung über die verschiedenen Datens¨atze ergibt sich der Datensatz ly-
so merge.hkl mit 24314 unabh¨angigen Reflexen und einem Rint–Wert von 9,2 % und Rσ–
Wert von 6,5 %. Verschiedene Kristallisationsbedingungen f¨ur den Kristall des Datensatzes
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R193LSF und die Kristalle lyso1, lyso 3 und lyso12 können Unterschiede in der Kristall-
struktur bewirken. Des weiteren wurden die Datens¨atze bei unterschiedlichen Temperaturen
aufgenommen, die thermischen Auslenkungsparameter sind daher verschieden. Dies beides
kann den großen Rint–Wert erklären.

Datensatz Experimentelle Rmax Rmin Anzahl der Reflexe Rint

Bedingungen [Å] [Å] gemessen unabhängig [%]
lyso 1.hkl Cu Kα IP RT 19,8 2,60 54055 3991 2,5
lyso 3.hkl Mo Kα D6 RT 39,6 6,79 1612 187 2,7
lyso 12.hkl Mo Kα D6 RT 55,5 4,00 17674 1060 1,9
R193LSF 0,901Å IP 279 K 14,7 1,34 212432 24111 4,6

low 14,6 1,8 79862 10818 4,9
high 15,0 1,3 89323 22485 3,7
cusp 14,6 1,3 43247 20543 3,5

lyso merge.hkl 55.5 1,34 24314 9,2

Tabelle 2: Zusammenstellung der verwendeten Datens¨atze. Die Datens¨atze lyso1.hkl, lyso 3.hkl und
lyso 12.hkl wurden an der Drehanode gemessen. Der Datensatz R193LSF wurde am Synchrotron
aufgenommen (Vaney, Maignan, Ri`es-Kautt & Ducruix, 1996). Er setzt sich aus den Teildatens¨atze
low, high und cusp zusammen. IP steht f¨ur Bildplattensystem und D6 f¨ur dasΨ–Kreisdiffraktometer.
RT kennzeichnet Messungen bei Raumtemperatur. Der Datensatz lysomerge.hkl ergibt sich aus der
Mittelung aller Datens¨atze.

4.1.2 Triplettphasen–Datensammlung

Die ersten Dreistrahlinterferenz–Profile an tetragonalem Lysozym wurden bereits 1991 am
HASYLAB aufgenommen (Weckert, Schwegle & H¨ummer, 1993). F¨ur die Strukturlösung,
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 Proteinsubstanz abh¨angig. Die erste Gruppe bilden die Kristalle,
die bis 1994 gez¨uchtet wurden. Das Kristallvolumen und der Gitterparameter a sind klei-
ner, der Gitterparameter c jedoch gr¨oßer. Eine Ausnahme bildet der Kristall ly29, dessen
Gitterparameter eine Einteilung in die zweite Gruppe erfordern. Die nach 1994 gez¨uchte-
ten Kristalle, mit Ausnahme von lsg2 und lsg3, 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 lsg2 und lsg3, die unter
Mikrogravitation gez¨uchtet wurden (Snell et al., 1995). Die Proteinsubstanz und die Kristal-
lisationsbedingungen sind unterschiedlich. Obwohl die Gitterparameter a und c Unterschiede
aufzeigen, stimmt das Kristallvolumen mit den Kristallen der zweiten Gruppe ¨uberein.
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Anzahl
a [Å] c [Å] V [Å3] derφT Größe [mm3]

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 1,1�0,7�0,6 01/95 ESRF
lsg2 (MG) 79,101 38,013 237846 14 1,2�1,0�0,6 01/95 ESRF
lsg3 (MG) 79,070 38,051 237897 16 1,0�0,9�0,6 01/95 ESRF
ly450 79,181 37,948 237920 51 - 07/95 ESRF
ly451 79,255 37,926 238227 39 1,0�0,8�0,6 07/95 ESRF
ly452 79,216 37,931 238024 11 1,0�0,8�0,4 07/95 ESRF
ly457 79,199 37,963 238122 68 1,2�0,9�0,3 07/95 ESRF
ly461 79,197 37,959 238085 3 1,0�0,6�0,4 07/95 ESRF
ly465 79,203 37,956 238102 32 0,7�0,3�0,2 07/95 ESRF
ly490 79,245 37,884 237903 70 - 11/95 ESRF
ly491 79,239 37,881 237848 148 - 11/95 ESRF
ly4a 79,212 37,949 238113 20 1,5�1,0�0,9 02/96 ESRF
ly4b 79,187 37,940 237906 88 - 05/96 ESRF
ly4c3 79,217 37,929 238017 50 0,5�0,3�0,3 02/97 ESRF
ly4c7 79,160 37,985 238026 51 1,0�0,8�0,2 02/97 ESRF
ly4c8 79,170 37,990 238117 45 0,7�0,4�0,3 02/97 ESRF

Tabelle 3: Verteilung der gemessenen Triplettphasen pro Kristall
Die Gitterparameter k¨onnen mit einer Genauigkeit besser als 0,02Å bestimmt werden. Die Abwei-
chung der Gitterparameter ist auf unterschiedliche Proteinsubstanz zur¨uckzuführen. Deutlich ist der
Unterschied zwischen den Kristallen, die bis 1992 und denen, die anschließend gez¨uchtet wurden.
Die unter Mikrogravitation (MG) gez¨uchteten Kristalle lsg2 und lsg3 zeigen unterschiedliche Git-
terparameter a und c, w¨ahrend das Kristallvolumen unver¨andert ist. Ohne die MG–Kristalle erge-
ben sich die Mittelwerte der Gitterparameter der Kristalle, die an der ESRF gemessen wurden, zu
a = 79,202(29)Å, c=37,946(33)Å undV = 238036(105)̊A3.

In Abbildung 19 sind experimentelle Dreistrahlinterferenz–Profile von tetragonalen Lyso-
zymkristallen dargestellt. Um Einfl¨usse von Umweganregung oder Aufhellung zu erkennen,
müssen für die experimentelle Bestimmung der Triplettphase die Interferenzprofile der bei-
den zentrosymmetrisch korrelierten Dreistrahlf¨alle verglichen werden. Die tetragonalen Ly-
sozymkristalle sind nahezu perfekte Kristalle, dies spiegelt sich in den geringen Halbwerts-
breiten der Reflexprofile (0,003�) wider.
Zu Beginn der Messungen war die Halbwertsbreite der Reflexprofile der verwendeten Kri-
stalle zwischen 0,002� und 0,01�. Im Laufe der Messungen nahm durch den Einfluß der
Strahlensch¨aden die Halbwertsbreite zu (s. Kap. 4.1.3) und die erforderliche Meßzeit pro in-
terpretierbarem Dreistrahlinterferenz–Profil stieg an. Unter g¨unstigen Bedingungen k¨onnen
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(a) Reflexprofil von (7 96)
Halbwertsbreite: 0,0024�
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(b) Dreistrahlinterferenz–Profil von

796=521=275 beiλ = 1,2104Å
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(c) Reflexprofil von (79 6)
Halbwertsbreite: 0,0026�
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(d) Dreistrahlinterferenz–Profil von

796=521=275 beiλ = 1,2104Å

Abbildung 19: Interferenzprofile an tetragonalem Lysozym vom Dreistrahlfall796=521=275 und
vom zentrosymmetrisch korrelierten Dreistrahlfall 796=521=275, sowie Reflexprofile von (796)
und (796). Die Triplettphase von796=521=275 ist aufφT = 45� abgesch¨atzt. Die berechnete Tri-
plettphase ergibt sich zuφR193

T = 20� (Vaney, Maignan, Ri`es-Kautt & Ducruix, 1996).

an einem Lysozymkristall f¨unf Triplettphasen pro Stunde und etwa 150 Triplettphasen pro
Kristall bestimmt werden.
Die mittlere Triplettphasendifferenz zum Strukturmodell R193 aus der Protein–Datenbank
(PDB) beträgt 19,9�. Teilweise treten Abweichungen zwischen den gemessenen und be-
rechneten Triplettphasen bis zu 180� auf. Vor allem Dreistrahlf¨alle, an denen Reflexe mit
niedrigem Strukturfaktorbetrag oder niedriger Aufl¨osung beteiligt sind, zeigen große 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 180�. Interferenzprofile ei-
niger Dreistrahlfälle wurden an verschiedenen Kristallen gemessen. Beim Vergleich dieser
Interferenzprofile ergeben sich Abweichungen von maximal�20�. Damit zeigt sich, daß die
Dreistrahlinterferenz–Profile an Proteinkristallen nahezu unabh¨angig von der Beugungsgeo-
metrie und der Kristallgr¨oße sind.

4.1.3 Strahlensch äden

Seit Beginn der Proteinkristallographie ist die Sch¨adigung der Kristallstruktur durch R¨ont-
genstrahlung ein Problem, trotzdem gibt es hierzu nur wenige systematische Untersuchun-
gen.
Untersuchungen bei Raumtemperatur haben gezeigt, daß f¨ur die Strahlensch¨aden der Prote-
inkristalle zwei Komponenten verantwortlich sind (Garman & Schneider, 1997). Die einfal-
lenden R¨ontgenphotonen setzen Elektronen frei und sch¨adigen unmittelbar die Molek¨ule, in-
dem sie chemische Reaktionen ausl¨osen. Dies ist die dosisabh¨angige Komponente der Strah-
lenschädigung. Bei einer Energie von 8 keV (λ = 1,54Å) werden pro absorbiertem Photon
schätzungsweise 100 Elektronen freigesetzt (Henderson, 1990).
Die zeitabhängige Komponente steht im Zusammenhang mit dem relativ hohen Anteil von
Wasser in Kristallen biologischer Makromolek¨ule (Matthews, 1968). Dieses

”
Kristallwas-

ser“ ist die Quelle der Radikale, die entweder direkt aus der Spaltung der Wassermolek¨ule
oder durch Reaktionen der Wassermolek¨ule mit den freien Radikalen hervorgehen. Diese
Radikale (Hydoxyl, Hydroperoxyl und Sauerstoff) reagieren mit den Proteinmolek¨ulen. Ihre
Reaktion kann von lokaler Sch¨adigung bis zur vollst¨andigen Zersetzung des Proteinmolek¨uls
reichen. Das

”
Kristallwasser“ erleichtert zus¨atzlich die Diffusion der Radikale und sch¨adigt

selbst entfernte Bereiche des Kristalls. Durch die intensive R¨ontgenstrahlung wird der Kri-
stall erwärmt, die Diffusionsgeschwindigkeit erh¨oht sich und die Strahlensch¨adigungsrate
steigt an. Die Erzeugung der Radikale und die Diffusionsgeschwindigkeit variieren bei
jedem System, daher ist keine Vorhersage f¨ur die Schädigungsrate verschiedener Kristalle
möglich (Garman & Schneider, 1997).

Bei Röntgenstrukturuntersuchungen k¨onnen die prim¨aren Strahlensch¨aden, erzeugt durch
die einfallenden Photonen, nicht vermieden werden. Die sekund¨aren Strahlungssch¨aden
können reduziert werden, indem die Beugungsexperimente bei tiefen Temperaturen durch-
geführt 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 Strahlensch¨aden in abnehmender Integralintensit¨at
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-
lit ät stellen, macht sich die Sch¨adigung in der Gr¨oße des Interferenzeffektes bemerkbar.
Die Größe des Interferenzeffektes reagiert auf die gesch¨adigte Kristallstruktur empfindli-
cher als die Breite der Reflexprofile. Der Einfluß der Strahlensch¨aden ist an einem Re-
ferenzdreistrahlfall in den Abbildungen 22 und 23 gezeigt. Innerhalb von 36 Stunden hat
sich die Größe des Interferenzeffektes um 50 % verringert. Um die Kristallqualit¨at zu
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(a) Reflexprofil von (740):
Halbwertsbreite: 0,003�,
normierte maximale Z¨ahlrate: 11200/0,05s,
normierte Integralintensit¨at: 26500
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(b) Reflexprofil von (740):
Halbwertsbreite: 0,0026�,
normierte maximale Z¨ahlrate: 14800/0,05s,
normierte Integralintensit¨at: 31500

Abbildung 20: Zu Beginn der Messungen: Reflexprofile von (740) und (740). Die Intensit¨at wurde
auf die Monitorzählrate normiert.
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(a) Reflexprofil von (740):
Halbwertsbreite: 0,003�,
normierte maximale Z¨ahlrate: 9200/0,05s,
normierte Integralintensit¨at: 21300
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(b) Reflexprofil von (740):
Halbwertsbreite: 0,0036�,
normierte maximale Z¨ahlrate 7500/0,05s,
normierte Integralintensit¨at 20100

Abbildung 21: Nach 36 Stunden Bestrahlung: Reflexprofile von (740) und (740). Die Intensit¨at
wurde auf die Monitorz¨ahlrate normiert. Eine Verbreiterung des Reflexprofils von (740) ist zu be-
obachten. Durch die Strahlensch¨aden nimmt die Breite der Mosaikverteilung zu, und die normierte
Integralintensit¨at wird kleiner.
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(a) Dreistrahlinterferenz–Profil von

740=521=221 beiλ =1,3302Å
Die Intensitätsänderung durch den Inter-
ferenzeffekt betr¨agt etwa 60 %.
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(b) Dreistrahlinterferenz–Profil von
740=521=221 beiλ =1,3302Å
Die Intensitätsänderung durch den Inter-
ferenzeffekt betr¨agt etwa 35 %.

Abbildung 22: Zu Beginn der Messungen: Interferenz–Profil des Dreistrahlfalls740=521=221
und des zentrosymmetrisch korrelierten Dreistrahlfalls 740=521=221. Die Triplettphase von
740=521=221 ist unter Ber¨ucksichtigung von Umweganregung aufφT = 180� abgesch¨atzt. Die
berechnete Triplettphase ergibt sich zuφR193

T = 173�
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(a) Dreistrahlinterferenz–Profil von

740=521=221 beiλ =1,3302Å
Die Intensitätsänderung durch den Inter-
ferenzeffekt betr¨agt nur noch 30 %.
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(b) Dreistrahlinterferenz–Profil von

740=521=221 beiλ =1,3302Å
Die Intensitätsänderung durch den Inter-
ferenzeffekt betr¨agt nur noch 28 %.

Abbildung 23: Nach 36 Stunden Bestrahlung: Interferenzprofil des Dreistrahlfalls740=521=221
und des zentrosymmetrisch korrelierten Dreistrahlfalls 740=521=221. Der Interferenzeffekt beim
Dreistrahlfall740=521=221 nimmt innerhalb von 36 Stunden um 50 % ab.
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überprüfen, wird bei Triplettphasen–Datensammlungen in bestimmten Zeitabst¨anden ein
Referenzdreistrahlfall gemessen. Am Strahlrohr D1 der ESRF konnten Triplettphasen–
Datensammlungen an Lysozym maximal 48 Stunden pro Kristall durchgef¨uhrt werden.

4.2 Triklines Lysozym

Im Jahr 1959 gelang Steinrauf die Z¨uchtung von Lysozymkristallen der triklinen Mo-
difikation. Ausgehend vom Strukturmodell der tetragonalen Modifikation wurde eine
Röntgenstrukturverfeinerung der triklinen Modifikation durchgef¨uhrt (Hodsdon, Brown,
Sieker & Jensen, 1990).

Kristallographische Daten:

� Raumgruppe P 1

� a = 27,5Å, b = 32,1Å, c = 34,4Å
α = 88�, β = 109�, γ = 111�

� 1 Molekül pro asymmetrischer Einheit

Molek üldaten:

� Molekulargewicht 14,3 kDa

� 129 Aminosäuren

� 1001 Nicht–Wasserstoffatome

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 höherer Auflösung sind die Strukturfaktorbetr¨age für die trikline Modifikation
größer als die der tetragonalen. Die trikline Form enth¨alt weniger Wasser, das Zellvolumen
pro Molekül 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 Dreistrahlf¨alle geringer. An der triklinen Form konnten Dreistrahlinterferenz–
Experimente durchgef¨uhrt werden, an denen Reflexe mit einer Aufl¨osung bis zu 2̊A beteiligt
sind (Masson-Fauchier, 1995). F¨ur Kristalle von tetragonalem Lysozym konnte nur eine
maximale Auflösung von 2,5̊A erreicht werden. Bei der triklinen Modifikation sind die
Halbwertsbreiten der Reflexprofile deutlich gr¨oßer (> 0;01�) als bei der tetragonalen
Modifikation.

In Abbildung 24 sind experimentelle Dreistrahlinterferenz–Profile von triklinem Lysozym
dargestellt. Die Intensit¨atsänderung, verursacht durch den Interferenzeffekt, betr¨agt für die-
sen Dreistrahlfall etwa 8 %. Die Meßzeit pro Punkt betrug 4,61 s bzw. 4,88 s. Beim Kri-
stall lt51 betrug die Halbwertsbreite der Reflexprofile 0,0122�. In den Interferenzprofilen
(s. Abb. 24(b) und 24(d)) sind benachbarte Interferenzprofile (~h=~g0=~h�~g0) bei∆ψ = �0,1�

zu erkennen. Die Triplettphase der benachbarten Interferenzprofile kann in der Regel nicht
bestimmt werden. Diese Dreistahlinterferenzen sind nicht durch die Wahl der Wellenl¨ange
optimiert und sind wiederum durch benachbarte Dreistrahlf¨alle stark beeinflußt.
An triklinem Lysozym wurden insgesamt 50 Triplettphasen bestimmt. Die Reflexe, die an
den Dreistrahlinterferenz–Experimenten beteiligt sind, haben eine Aufl¨osung zwischen 30
und 2Å. Das Maximum der Verteilung liegt bei 4̊A. Die mittlere Phasendifferenz der ex-
perimentell bestimmten Triplettphasen zu denen aus dem PDB–Eintrag 1LZT (Hodsdon,
Brown, Sieker & Jensen, 1990) berechneten Triplettphasen betr¨agt 20�.
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(a) Reflexprofil von (745)
Halbwertsbreite: 0,0122�
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(b) Dreistrahlinterferenz–Profil von

745=011=736 beiλ = 1,2454Å
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(c) Reflexprofil von (7 4 5)
Halbwertsbreite: 0,0122�
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(d) Dreistrahlinterferenz–Profil von

745=011=736 beiλ = 1,2454Å

Abbildung 24: Interferenzprofil an triklinem Lysozym des Dreistrahlfalls 745=011=736 und des
zentrosymmetrisch korrelierten Dreistrahlfalls745=011=736 sowie Reflexprofile von (745) und
(7 4 5). Die Triplettphase von 745=011=736 ist aufφT = �60� abgesch¨atzt. Die berechnete Tri-
plettphase ergibt sich zuφ1LZT

T =�52� (Hodsdon, Brown, Sieker & Jensen, 1990).
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4.3 β–Trypsin

Trypsin wird in den Zellen des Pankreas produziert. Es ist ein Enzym, das zur Familie
der Serin–Proteinasen geh¨ort, die durch die Existenz eines außergew¨ohnlich reaktiven
Serin–Restes gekennzeichnet sind. Ihre bekanntesten Vertreter sind die Verdauungsenzyme
Trypsin, Chymotrypsin und Elastase.

Die Züchtungsbedingungen f¨ur 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:

� Raumgruppe P 212121

� a = 54,8Å, b = 58,4Å, c = 67,6Å

� 1 Molekül pro asymmetrischer Einheit

Molek üldaten:

� Molekulargewicht 24 kDa

� 223 Aminosäuren

� 1630 Nicht–Wasserstoffatome

0,25 mm

Abbildung 25: Orthorhombische Kristalle
der β–Modifikation von Rindertrypsin. Die
nadelförmigen Kristalle sind etwa 0;1 �
0;1�0;5 mm3 groß.

Das Volumen der Elementarzelle vonβ–Trypsin entspricht etwa dem des tetragonalen Lyso-
zyms, jedoch kristallisiertβ–Trypsin in einer niedrigsymmetrischen Raumgruppe. Kristalle
desβ–Trypsin wurden freundlicherweise von Stuhrmann (1997) zur Verf¨ugung gestellt. Bei
Raumtemperatur wurden Dreistrahlinterferenz–Profile anβ–Trypsin aufgenommen. Die
Experimente bei tiefen Temperaturen werden in Kapitel 7.1.2 vorgestellt.

In Abbildung 26 sind experimentelle Dreistrahlinterferenz–Profile vonβ–Trypsin darge-
stellt. Die Intensit¨atsänderung – verursacht durch den Interferenzeffekt – betr¨agt für diesen
Dreistrahlfall etwa 4 %. Die Meßzeit pro Punkt betrug 6,12 s bzw. 4,90 s. Beim Kristall try01
betrug die Halbwertsbreite der Reflexprofile 0,0088�, verschiedene Mosaikbl¨ocke tragen
zum Reflexprofil bei. Der nadelf¨ormige Habitus der Kristalle erh¨oht die Streustrahlung. Um
die Triplettphase zu interpretieren, ist daher eine l¨angere Meßzeit erforderlich. Die Kristalle
befanden sich bereits ein Jahr in der Stabilisierungsl¨osung. Vermutlich l¨aßt sich auch durch
den Alterungsprozeß das geringe Streuverm¨ogen erklären.
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(b) Dreistrahlinterferenz–Profil von

1175=250=3125 beiλ = 1,0050Å
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(c) Reflexprofil von (1 17 5)
Halbwertsbreite: 0,0088�
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(d) Dreistrahlinterferenz–Profil von

1175=250=3125 beiλ = 1,0050Å

Abbildung 26: Interferenzprofil anβ–Trypsin des Dreistrahlfalls 1175=250=3125 und des zen-
trosymmetrisch korrelierten Dreistrahlfalls1175=250=3 125 sowie Reflexprofile von (1175) und
(1 17 5). Die Triplettphase von 1175=250=3125 ist aufφT = 135� abgesch¨atzt. Die berechnete Tri-
plettphase ergibt sich zuφ1TPO

T = 124� (Marquart, Walter, Deisenhofer, Bode & Huber, 1983).
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4.4 Proteinase K

Proteinase K wird aus FungusTritirachium albumLimber gewonnen und wird nach ihrer
Fähigkeit, Keratin zu verdauen, benannt (Dattagupta et al., 1975). Das Enzym ist eine
Serin Proteinase und hydrolysiert wie dasα–Chymotrypsin Proteine am Carboxyl–Rest von
hydrophoben Aminos¨auren.

Die Züchtungsbedingungen f¨ur Kristalle von Proteinase K (Dattagupta et al., 1975), sowie
die Struktur von Proteinase K (P¨ahler et al., 1984), sind bereits bekannt. Kristalle von Prote-
inase K sind ebenfalls durch ihren geringen Mosaikbau f¨ur Experimente bei tiefen Tempera-
turen geeignet (Betzel, 1995).

Kristallographische Daten:

� Raumgruppe P 43212

� a = 68,2Å, c = 108,3Å

� 1 Molekül pro asymmetrischer Einheit

Molek üldaten:

� Molekulargewicht 28,8 kDa

� 279 Aminosäuren

� 2020 Nicht–Wasserstoffatome

0,25 mm

Abbildung 27: Proteinase K kristallisiert in
tetragonalen Bipyramiden. Die Gr¨oße der
Kristalle ist in etwa 0;2�0;2�0;1 mm3.

Proteinase K kristallisiert in der Raumgruppe P 43212 mit einem Elementarzellvolumen von
5�105 Å3, dies entspricht dem doppelten Elementarzellvolumen des tetragonalen Lysozyms.
Mit zunehmender Molek¨ulgröße wird die mittlere Reflexintensit¨at im Vergleich zum Streu-
vermögen der gesamten Elementarzelle kleiner. Bei gleicher Molek¨ulgröße ist bei h¨oher-
symmetrischen Raumgruppen das reziproke Gitter dichter. Dreistrahlinterferenz–Profile
ohne den Einfluß st¨orender Nachbarn zu messen, wird daher schwieriger. Daher begrenzt
die Molekülgröße bzw. Elementarzellengr¨oße die Möglichkeit, Dreistrahlinterferenz–Profile
zu messen.

In Abbildung 28 ist ein experimentelles Dreistrahlinterferenz–Profil von Proteinase K dar-
gestellt. Die Intensit¨atsänderung, verursacht durch den Interferenzeffekt, betr¨agt für diesen
Dreistrahlfall etwa 25 %. Die Meßzeit pro Punkt betrug 0,61 s. Beim Kristall prtk001 betrug
die Halbwertsbreite des Reflexprofils 0,0034�. Für Dreistrahlfälle, bei denen nur seminvari-
nate Reflexe beteiligt sind, ist die Triplettphase entweder 0� oder 180�. In diesen F¨allen ist
für 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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(b) Dreistrahlinterferenz–Profil von

0036=112=1134 beiλ = 1,1572Å

Abbildung 28: Interferenzprofil an Proteinase K des Dreistrahlfalls 0036=112=1134 und des Re-
flexprofils (0 036). Die Triplettphase von 0036=112=1134 ist aufφT = 0� abgesch¨atzt. Die berech-
nete Triplettphase ergibt sich zuφ2PRK

T = 0� (Betzel, Pal & Saenger, 1988).

4.5 Nessellectin

In Zusammenarbeit mit I. Zegers (Vrije Universiteit Br¨ussel) konnten zum ersten Mal
Dreistrahlinterferenz–Profile an einer bisher ungel¨osten Proteinstruktur, Lectin der Bren-
nessel oder Nessellectin (Peumans, De Ley & Broekaert, 1984), durchgef¨uhrt werden. Die
Kristalle von Nessellectin wurden am Instituut voor Moleculaire Biologie & Biotechnologie
an der Vrije Universiteit Br¨ussel gez¨uchtet (Loris, Dao-Thi, Lisgarent & Wyns, 1993).

Lectine sind Proteine, die ein oder mehrere (meist zwei) aktive Zentren f¨ur die Bindungen
zu Kohlenhydraten aufweisen. Lectine kommen h¨aufig in Pflanzen vor und k¨onnen bis zu
10 % des Gesamtstickstoffgehalts im Samen ausmachen. Wegen der Vielzahl potentieller
Anwendungen in der Pharmakologie, in der Immunit¨atsforschung, in der Krebstherapie
und in der Landwirtschaft sind Lectine von großem Interesse, wie das insektizide Lectin
des Weizenkeims oder das antifungale Lectin der Brennessel. Lectine dienen auch als
Modellsystem für die Analyse der Protein–Kohlenhydrat–Wechselwirkung, einer zentralen
Wechselwirkung vieler biologischer Systeme, die bisher noch nicht vollst¨andig geklärt ist.

Um die spezifischen Eigenschaften von Nessellectin zu verstehen, muß die r¨aumliche
Proteinstruktur bekannt sein. Zur Strukturl¨osung ist jedoch die Kenntnis einiger Strukturfak-
torphasen erforderlich, die mit herk¨ommlichen 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:

� Raumgruppe P 212121

� a = 37,6Å, b = 49,0Å, c = 57,3Å

� 1 Molekül pro asymmetrischer Einheit

Molek üldaten:

� Molekulargewicht 8,5 kDa

� 89 Aminosäuren

Intensit ätsdatensammlung: Der verwendete Intensit¨atsdatensatz des Aufl¨osungsbereichs
von 1,65 bis 49̊A mit insgesamt 13313 unabh¨angigen Reflexen und einem Rint–Wert von
6,6 % ergibt sich aus der Mittelung zweier Datens¨atze.
Der Datensatz f¨ur den Auflösungsbereich von 1,65 bis 25Å wurde am Institut für Kristal-
lographie mit dem MAR–Research Bildplattensystem mit Cu Kα–Strahlung der Drehanode
bei Raumtemperatur aufgenommen. Bei der Mittelung ¨uber die symmetrisch ¨aquivalenten
Reflexe ergeben sich 13282 unabh¨angige Reflexe.
Der Datensatz bei niedriger Aufl¨osung (7 bis 49̊A) wurde bei Raumtemperatur mit dem
Ψ–Kreisdiffraktometer am Strahlrohr D1, ESRF bei einer Wellenl¨ange von 1,026̊A aufge-
nommen. Bei der Mittelung ¨uber die symmetrisch ¨aquivalenten Reflexe ergeben sich aus
den 497 gemessenen Reflexen 185 unabh¨angige Reflexe mit einem Rint von 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 gegen¨uber den Reflexprofilen des tetragonalen Lysozyms. Teil-
weise sind einzelne Mosaikbl¨ocke 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-
tensitätsänderung durch den Interferenzeffekt betr¨agt jeweils etwa 20 % und die Zeiten pro
Meßpunkt weniger als 1 s.
Von den etwa 20 Kristallen von Nessellectin entsprachen nur die beiden verwendeten
Kristalle den hohen Anforderungen von Dreistrahlinterferenz–Experimenten an die Kristall-
qualität. Die beiden Kristalle waren etwa 0;1�0;1�0;5 mm3 groß.
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(b) Dreistrahlinterferenz–Profil von

0108=011=0117 beiλ = 0,9763Å
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(d) Dreistrahlinterferenz–Profil von

0108=011=0117 beiλ = 0,9763Å

Abbildung 29: Interferenzprofil an Nessellectin des Dreistrahlfalls 0108=01 1=0117 und des zen-
trosymmetrisch korrelierten Dreistrahlfalls 0108=011=0117 sowie Reflexprofile von (0 10 8) und
(0108). Die Triplettphase von 0108=011=0117 ist aufφT = 0� abgesch¨atzt.
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(b) Dreistrahlinterferenz–Profil von

549=110=659 beiλ = 1,0544Å
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(d) Dreistrahlinterferenz–Profil von

549=110=659 beiλ = 1,0544Å

Abbildung 30: Interferenzprofil an Nessellectin des Dreistrahlfalls549=110=659 und des zentro-
symmetrisch korrelierten Dreistrahlfalls 549=110=659 sowie Reflexprofile von (5 4 9) und (549).
Die Triplettphase von549=110=659 ist aufφT =�60� abgesch¨atzt.
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5 Strukturl ösung mit experimentell bestimmten
Triplettphasen

Die experimentell bestimmten Triplettphasen k¨onnen bei verschiedenen Strukturl¨osungsme-
thoden verwendet werden. DieDirekten Methodenund dasMaximum–Entropie–Verfahren
(ME) ermöglichen es, die experimentell bestimmten Triplettphasen in den Prozeß der Struk-
turlösung einzubringen. Diese beiden Verfahren werden in den folgenden Abschnitten vor-
gestellt.

5.1 Direkte Methoden

Der NameDirekte Methodensteht für eine Reihe von Methoden zur Strukturl¨osung, die aus
statistischen Betrachtungen die Strukturfaktorphasenab initio aus der Verteilung der Struk-
turfaktorbeträge absch¨atzen (Hauptman & Karle, 1953). Einige Grundbegriffe der Direkten
Methoden, die f¨ur das Verst¨andnis der folgenden Abschnitte notwendig sind, werden vorge-
stellt. Für weitergehende Literatur wird beispielsweise auf Giacovazzo (1980) und Woolfson
& Fan (1995) verwiesen.

5.1.1 Grundbegriffe der Direkten Methoden

Die Abschätzung der Strukturfaktorphasen ist von den Betr¨agen der Strukturfaktoren
abhängig. Da der Atomformfaktorf j(~h) bei größerenj~hj, abnimmt, können die Betr¨age der
Strukturfaktoren bei verschiedenen Beugungswinkeln nicht unkorrigiert verglichen werden.

Unit äre Strukturfaktoren: Um den Abfall des Formfaktors auszugleichen, wird der unit¨are
StrukturfaktorU(~h) eingeführt:

U(~h) :=
F(~h)

N
∑
j=1

f j(~h)
: Aus jF(~h)j �

N

∑
j=1

f j(~h) folgt jU(~h)j � 1: (30)

Nur für den vorwärtsgebeugten Strahl~0 ist jU j= 1 erfüllt.

Normierte Strukturfaktoren: Bei normierten StrukturfaktorenE(~h) erfolgt die Korrektur
der Winkelabh¨angigkeit durch die Normierung mit dem Erwartungswert des Strukturfaktor-
betrags. Somit ergibt sich:

jE(~h)j2 :=
jF(~h)j2
N
∑
j=1

f j(~h)2

(31)

E(~h) =
N

∑
j=1

ν j(~h)e
2πi~h~r mit ν j(~h) =

f j(~h)s
N
∑

k=1
fk(~h)2

: (32)

Der Erwartungswert der Quadrate der normierten Strukturfaktoren ist gleich eins.



50 5 Strukturlösung mit experimentell bestimmten Triplettphasen

Sowohl die unitären als auch die normierten Strukturfaktoren repr¨asentieren das Beugungs-
bild von Punktstreuern und nicht mehr das von ausgedehnten Atomen.
Für eine Struktur ausN gleichen Atomen ist folgende Vereinfachung m¨oglich:

ν =
fp

N f2
=

1p
N

! E(~h) =
1p
N

N

∑
j=1

e2πi~h~r : (33)

Triplettbeziehung: Eine exakte Ableitung der Wahrscheinlichkeitsverteilung f¨ur die Tri-
plettphasen als Funktion der normierten Strukturfaktorbetr¨agen wird von Giacovazzo (1980)
gegeben. Im folgenden wird der zugrunde liegende Gedanke qualitativ vorgestellt.
Wenn zwei Reflexe~h und~g einen großen normierten Strukturfaktor haben, entspricht dies
einer im Ortsraum periodischen Lokalisierung der Atompositionen in Richtungen senkrecht
zu~h bzw.~g mit der Periodenl¨ange vonj~hj�1 bzw.j~gj�1. In Abbildung 31 ist dies schematisch
dargestellt. WennE(~h) undE(~g) gleichzeitig große Werte annehmen, m¨ussen die Atompo-
sitionen in der N¨ahe der Schnittpunkte der durchgezogenen Linien liegen. Ist der normierte
StrukturfaktorE(~h�~g) ebenfalls gr¨oßer als der Erwartungswert, so ist die wahrscheinlichste
Lage der Maxima der Dichtewelle in der N¨ahe der Schnittpunkte, die mitE(~h) und E(~g)
ausgezeichnet sind.

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

h-g

hg

(b) Die dazugeh¨origen Richtungen im reziproken Raum

Abbildung 31: Die Maxima der Elektronendichte, die
durch den Anteil vonE(~h) undE(~g) hervorgerufen wer-
den, sind durch die durchgezogenen Linien dargestellt.
Ist der normierte StrukturfaktorE(~h�~g) ebenfalls groß,
so entspricht die wahrscheinlichste Lage der gestrichel-
ten Linie. Die punktierte Linie entspricht der Lage mit
der geringsten Wahrscheinlichkeit.

Die Elektronendichteverteilung spiegelt den atomaren Aufbau der Struktur wider. An den Or-
ten der Atome sind ausgepr¨agte Maxima der Elektronendichte und in den Zwischenr¨aumen
ist nur geringe Elektronendichte zu erwarten. Daher ist es wahrscheinlich, daß die Einfl¨usse
der drei Reflexe mit großen normierten Strukturfaktoren sich nicht gegenseitig aufheben,
sondern daß die Maxima zusammenfallen. Die Summe der drei Phasenφ(~h), φ(~g), φ(~h�~g)
ist in diesem Fall gleich null. Diese Absch¨atzung der Triplettphase auf null h¨angt nur vom
Betrag der normierten Strukturfaktoren ab. Die Triplettbeziehung (Cochran, 1955) l¨aßt sich
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zusammenfassen zu: Je gr¨oßer das Produkt der normierten Strukturfaktoren

GT �
1p
N
jE(~h)jjE(~g)jjE(~h�~g)j (34)

ist, mit umso gr¨oßerer Wahrscheinlichkeit gilt:

φT =�φ(~h)+φ(~g)+φ(~h�~g) = 0: (35)

Sayre–Gleichung: Bereits im Jahre 1952 wurde von Sayre eine allgemeine Gleichung
abgeleitet, mit der in zentrosymmetrischen Strukturen Phasenbeziehungen f¨ur Reflexe zu
erhalten sind. Die Herleitung von Gleichung (36) basiert auf der Annahme einer gleich-
atomigen Struktur; sie l¨aßt sich aber auch bei Strukturbestimmungen azentrischer nicht–
gleichatomiger Strukturen erfolgreich anwenden.

E(~h) = const:∑
g

E(~g)E(~h�~g) (36)

Aus der Sayre–Gleichung folgt, daß jeder Strukturfaktor aus dem Produkt aller anderen
Strukturfaktoren ausgedr¨uckt 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-
ginär– und Realteil der Sayre–Gleichung:

tanφ(~h) =
∑
~g jE(~g)jjE(~h�~g)jsin(φ(~g)+φ(~h�~g))

∑
~g jE(~g)jjE(~h�~g)jcos(φ(~g)+φ(~h�~g))

(37)

Um den genauen Wert vonφ(~h) zu berechnen, muß ¨uber eine unendliche Anzahl von Glie-
dern summiert werden, da bei den normierten Strukturfaktorbetr¨agen kein Formfaktorabfall
für großej~hj auftritt. Eine gute Absch¨atzung vonφ(~h) ist möglich, wenn die Phasen einiger
Reflexe mitüberdurchschnittlich großem 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.

Für die Berechnung einer Elektronendichtekarte werden Strukturfaktorphasen (Einzelpha-
sen) ben¨otigt. Für die Wahl des Ursprungs einer Kristallstruktur m¨ussen je nach Raum-
gruppe bis zu drei Strukturfaktorphasen ausgew¨ahlter Reflexe festgelegt werden, bei nicht–
zentrosymmetrischen Strukturen legt die Strukturfaktorphase eines weiteren ausgew¨ahlten
Reflexes die Enantiomorphie der Kristallstruktur fest.
Ausgehend von den festgelegten Einzelphasen (Startphasen) werden durch Verkn¨upfung mit
den Triplettphasen weitere Einzelphasen abgeleitet. Damit alle abgesch¨atzten Triplettphasen
verwendet werden k¨onnen, ist meist die Einf¨uhrung symbolischer Einzelphasen f¨ur eini-
ge Reflexe notwendig. Diese symbolischen Einzelphasen werden nach demmagic–integer–
Verfahren (Main, 1977) variiert. Die daraus erhaltenen Phasens¨atze werden mit verschiede-
nen Gütekriterien 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 abgesch¨atzten Triplettphasen k¨onnen experimentell bestimmte
Triplettphasen bei der Verkn¨upfung der Startphasen sowie in der Tangensformel verwendet
werden. Im Vergleich mit den statistisch abgesch¨atzten Triplettphasen haben die experimen-
tell bestimmten Triplettphasen eine h¨ohere Genauigkeit, in der Tangensformel muß dies
durch unterschiedliche Gewichtung ber¨ucksichtigt werden. Desweiteren kann die Konsi-
stenz verschiedener Phasendatens¨atze anhand der experimentell bestimmten Triplettphasen
überprüft werden.

Die Direkten Methoden verwenden f¨ur die Abschätzung Reflexe mit großen normierten
Strukturfaktoren (E–Werte), jedoch sind f¨ur die Messung von Dreistrahlinterferenz–Profilen
nur Reflexe mit großen Strukturfaktoren (F–Werte) zug¨anglich. In Abbildung 32 ist am Bei-
spiel des tetragonalen Lysozyms die Verteilung der jeweils 2000 Reflexe mit den gr¨oßten
jF(~h)j– bzw. jE(~h)j–Werten gezeigt. In der Schnittmenge befinden sich die Reflexe, deren
Phase experimentell bestimmt und die auch in den Direkten Methoden verwendet werden
können. Ein Großteil der experimentell bestimmten Triplettphasen kann somit nicht verwen-
det werden, da die Direkten Methoden auf Reflexe mit großenE–Werte angewiesen sind.
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Abbildung 32: Häufigkeitsverteilung von 2000
Reflexen mit den gr¨oßten jF(~h)j– bzw. jE(~h)j–
Werten von tetragonalem Lysozym in Abh¨angig-
keit der Auflösung

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

5.2 Maximum–Entropie und statistische Auswerteverfahren

Zur Berechnung einer Elektronendichteverteilung wird eine Fouriertransformation mit den
Strukturfaktoren als Fourierkoeffizienten durchgef¨uhrt. Die Auflösung der berechneten Elek-
tronendichtekarte ist von der Anzahl der Strukturfaktoren des entsprechenden Beugungs-
winkels 2ϑ abhängig. Meist ist nur f¨ur eine geringe Anzahl von Reflexen die Strukturfak-
torphase bekannt. Die fehlenden Fourierkoeffizienten werden bei der Fouriertransformation
willk ürlich auf null gesetzt, dies f¨uhrt zu sogenannten Abbrucheffekten. Solange die Betr¨age
der fehlenden Strukturfaktoren in der N¨ahe von null sind, wird das Ergebnis der Fourier-



5.2 Maximum–Entropie und statistische Auswerteverfahren 53

transformation nur gering beeinflußt, w¨ahrend das Fehlen von Strukturfaktoren mit großen
Beträgen die Elektronendichteverteilung deutlich verf¨alscht.
Eine Verringerung der Abbrucheffekte bietet das Maximum–Entropie–Verfahren. Bei die-
sem wird eine m¨oglichst gleichverteilte Elektronendichtekarte (maximale Entropie) unter
der Nebenbedingung berechnet, daß die berechneten mit den gemessenen Strukturfaktoren
übereinstimmen.
Einige Grundbegriffe des Maximum–Entropie–Verfahrens, die f¨ur das Verst¨andnis der fol-
genden Abschnitte notwendig sind, werden vorgestellt. F¨ur die weitergehende Literatur
sei auf Bricogne (1984, 1997a, 1997b) und Buck & Macaulay (1991) verwiesen. F¨ur die
Berechnung nach dem Maximum–Entropie–Verfahren stand das Programmmemnewzur
Verfügung, 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, daß das andere
unter der Voraussetzung des einen eintritt:

P(X;Y) = P(X)P(YjX) = P(Y)P(XjY): (38)

In der Kristallographie stehtX für die Meßdaten D (Strukturfaktorbetr¨age und –phasen) und
Y für die ElektronendichteverteilungE, so gilt:

P(E;D) = P(E)P(DjE) = P(D)P(EjD): (39)

P(E;D) ist die gemeinsame Wahrscheinlichkeit der ElektronendichteverteilungE und
der MeßdatenD.

P(E) ist die a priori Wahrscheinlichkeit der Elektronendichteverteilung.
P(DjE) ist die Wahrscheinlichkeit der Daten bei einer vorgegebenen Elektronendichte-

verteilung. Die sogenannteLikelihood, 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 kannP(D) als Ska-
lierungsfaktor betrachtet werden.

P(EjD) ist die Wahrscheinlichkeit der ElektronendichteverteilungE bei gegebenen
MeßdatenD.

Die beste Approximation der Kristallstruktur ist die Elektronendichteverteilung, bei der
P(EjD) maximal ist. Gleichung (39) kann umgeformt werden zu:

P(EjD) = P(E)
P(DjE)

P(D)
� P(E)P(DjE): (40)

Der Satz von Bayeszeigt, daß das Ergebnis nicht nur durch die Messung festgelegt wird,
sondern auch durch die a priori Wahrscheinlichkeit der ElektronendichteverteilungP(E).
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Maximum–Entropie: Zur Bestimmung vonP(E) wird die Elementarzelle inM gleich-
große Raumbereiche eingeteilt.N Einheitsportionen von Elektronendichte werden statistisch
darauf verteilt, wobei die Vorabwahrscheinlichkeit f¨ur jede Portion in jedem Raumbereich
gleich ist. Die Wahrscheinlichkeit f¨ur die Verteilung mitpi Portionen im Raumbereichi ist
gegeben durch:

P(E) =
N!

M
∏
i=1

pi !
: (41)

Die Wahrscheinlichkeit erreicht daher ihr Maximum, wenn die Elektronendichte gleichver-
teilt ist. Da zur Lösung der Struktur das ProduktP(E)P(DjE) zu maximieren ist, geht jede
Abweichung von der Gleichverteilung vonE aufP(DjE) zurück.
Die EntropieSeiner gegebenen Verteilung berechnet sich aus der Wahrscheinlichkeit nach:

S= k lnP(E): (42)

Die wahrscheinlichste Verteilung der Elektronendichte auf die Elementarzelle ist also dieje-
nige mit der größten Entropie. Mit der Stirlingschen Formel lnN! � N lnN�N (für große
N) kann die EntropieSausgedr¨uckt werden durch:

S=�k∑
i

pi ln pi +const: (43)

Die pi können kontinuierliche Werte annehmen. Die Bezeichnungpi wurde anstelle vonρi

gewählt, da es sich um die Fouriertransformierte der unit¨aren Strukturfaktoren handelt und
nicht um die Elektronendichteverteilung. Die WahrscheinlichkeitP(E) berechnet sich nach
Gleichung (42) zu:

P(E) = eαS: (44)

Die bedingte WahrscheinlichkeitP(DjE), die unitären StrukturfaktorenUexp(~hj) bei einer
Elektronendichteverteilung der Quasipunktatomeρ(~r) – unter der Annahme einer Gaußver-
teilung – zu messen, ergibt sich zu:

P(DjE)�∏
j

e
�[Uexp(~hj )�Uber(~hj )]

2

2σ2 : (45)

σ ist die Standardabweichung der normierten Strukturfaktorbetr¨age. Die normierten Struk-
turfaktorenUber(~hj) werden aus der Verteilungpi berechnet:

Uber(~hj) = ∑
i

pi e
2π~hj~ri : (46)

Für die bedingte WahrscheinlichkeitP(DjE) (Gleichung (45)) wird dieχ2–Statistik ange-
setzt:

P(DjE)� e
1
2χ2

mit χ =

vuut∑
j

[Uexp(~hj)�Uber(~hj)]2

σ2 : (47)
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Nach dem Satz von Bayes (Gleichung (40)) und den Gleichungen (44) und (47) ergibt sich
die bedingte WahrscheinlichkeitP(EjD) zu:

P(EjD) = eαS� 1
2χ2

: (48)

Die bedingte WahrscheinlichkeitP(EjD) ist zur Lösung der Struktur zu maximieren. Dies
entspricht einer Maximierung des Exponenten von Gleichung (48).

max

 
αS�∑

j

[Uexp(~hj)�Uber(~hj)]
2

2σ2

!
(49)

Die Konstanteα kann willkürlich gewählt werden. Meist wird sie so gew¨ahlt, daßχ2 gleich
der Anzahl der Meßdaten ist, da dies der Erwartungswert einerχ2–Verteilung ist.

5.2.2 Likelihood

Die Menge aller Reflexe wird in zwei Untermengen geteilt. Im BasisdatensatzB befinden
sich die Reflexe, deren Betrag und Phase des normierten StrukturfaktorsU(~h) bekannt sind.
Im zweiten DatensatzNB befinden sich Reflexe, f¨ur die nur der Betrag des normierten
StrukturfaktorsjU(~k)j bekannt ist. Die Dimension des DatensatzesNBseik.

Es wird angenommen, daß f¨ur alle~h 2 B die normierten StrukturfaktorenU(~h) des Ba-
sisdatensatzesB den Erwartungswerten der ME–berechneten normierten Strukturfaktoren
UME(~h) =< e2πi~h~r > entsprechen:U(~h) =UME(~h). Die bedingte Wahrscheinlichkeitsvertei-
lung für die normierten StrukturfaktorenU(~k), unter der AnnahmeU(~h) =UME(~h),

P(U(~k)jU(~h) =UME(~h)) ∝ e�
1
2N(U(~k)�UME(~k))TQ�1(U(~k)�UME(~k)) (50)

mit U(~k) = (U(~k1);U(~k2); � � � ;U(~kk))
T

entspricht einer k–dimensionalen Gaußverteilung um den PunktUME(~k) (Bricogne, 1984).
(U(~k)�UME(~k)) entspricht demk–dimensionalen Differenzvektor vonU(~k) und den Er-
wartungswertenUME(~k). N ist die Anzahl der Atome.Q entspricht der Kovarianzmatrix mit
den Elementenqi j ,

qi j =< e2πi(~ki+~kj)~r >�< e2πi~ki~r >< e2πi~kj~r > : (51)

Die Wahrscheinlichkeitsverteilung, die sich aus der Null–Hypothese (U(~h) = 0) ergibt, ist
eine Gaußverteilung um den Ursprung:

P(U(~k)jU(~h) = 0) ∝ e�
1
2NU(~k)Tε�1

kk U(~k): (52)

εkk entspricht der Diagonalmatrix der statistischen Gewichte der Reflexe (Wilson–
Verteilung).
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Der DatensatzB kann auch Reflexe mit unbekannter Phase enthalten, beispielsweise sym-
bolische Einzelphasen, die nach dem magic–integer–Verfahren variiert werden. Aus Glei-
chung (50) läßt sich die bedingte Wahrscheinlichkeit f¨ur den BetragjU(~k)j der normierten
Strukturfaktoren des DatensatzesNBberechnen. Da die Betr¨age der normierten Strukturfak-

toren jU(~k)j bekannt sind, kannP(jU(~k)j
���U(~h) = UME(~h)) als Funktion der unbekannten

Phasen der Reflexe ausB maximiert werden. Die Konsistenz der unbekannten Strukturfak-
torphasen aus dem DatensatzB kann somit durch die Betr¨age der Reflexe ausNB überprüft
werden. Als G¨utezahl (

”
figure of merit“) wird der Logarithmus des Quotienten

Λ(UME(~h))

Λ(~0)
=

P
�
jU(~k)j

���U(~h) =UME(~h)
�

P
�
jU(~k)j

���U(~h) =~0
� (53)

bestimmt.Λ wird alsLikelihoodbezeichnet und gibt die Wahrscheinlichkeit an, mit der eine
bestimmte Hypothese zutrifft.

Somit wird für jede Variation des BasisdatensatzesB eine Maximum–Entropie–Verteilung
berechnet. Anhand der log–Likelihood–Absch¨atzung des BasisdatensatzesB und aufgrund
der bekannten Strukturfaktorbetr¨agejU(~k)j des DatensatzesNB, wird der wahrscheinlichste
Phasensatz ausgew¨ahlt. Für den Phasensatz mit dem gr¨oßten Wert für Entropie und Like-
lihood wird eine Maximum–Entropie–Elektronendichtekarte berechnet.

Aus Gleichung (50) l¨aßt sich auch die bedingte Wahrscheinlichkeit f¨ur die Phaseφ(~k) eines
Strukturfaktors aus dem DatensatzNB für den gegebenen BetragjU(~k)j berechnen. Jedoch
werden nur die Phasen der Reflexe, deren normierte Strukturfaktorbetr¨age jU(~k)j und
jUME(~k)j groß sind, mit einer guten Wahrscheinlichkeit abgesch¨atzt. Somit kannUME(~k)
als Information ¨uberU(~k) interpretiert werden, die bereits durchU(~h) 2 B in die Verteilung
eingebracht wurde.

Um eine deutliche Verbesserung der Elektronendichtekarte zu erreichen, m¨ussen die
Strukturfaktorphasen von Reflexen aus dem DatensatzNB bestimmt werden, die bei
der Extrapolation durch das Maximum–Entropie–Verfahren große Abweichungen von���jFexp(~k)j� jFME(~k)j

��� aufzeigen (Carter Jr, 1995; Weckert, 1997).

5.3 Maximum–Entropie–Verfahren f ¨ ur tetragonales Lysozym
am Beispiel verschiedener Triplettphasen–Datens ätze

Wie im vorigen Kapitel erw¨ahnt, läßt sich mit dem Maximum–Entropie–Verfahren aus
den verschiedenen Phasendatens¨atzen der geeigneteste ausw¨ahlen und die dazugeh¨orige
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 Phasendifferenz ver¨andert und die Qualit¨at der ME–Elektronendichtekarten
verbessert.
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5.3.1 Bewertung der Phasendatens ätze durch Likelihood und Entropie

Für die Berechnung einer Maximum–Entropie–Elektronendichtekarte mit dem Programm
memnew(Weckert, 1997) werden Strukturfaktorphasen (Einzelphasen) ben¨otigt.
Für die Wahl des Ursprungs m¨ussen bei tetragonalem Lysozym die Strukturfaktorphasen
zweier ausgew¨ahlter Reflexe festgelegt werden. Die Strukturfaktorphase seminvarianter
Reflexe kann direkt aus einem Dreistrahlinterferenz–Profil bestimmt werden, da die
beteiligten Reflexe ¨uber Symmetriebeziehungen miteinander verkn¨upft sind. Aus diesem

”
Startphasensatz“ von Einzelphasen werden durch Verkn¨upfung mit den Triplettpha-

sen weitere Einzelphasen abgeleitet. Jede Einzelphase ist von maximal drei oder bei
Strukturfaktorphasen spezieller Reflexe von vier Triplettphasen abh¨angig. Um alle Tri-
plettphasen ber¨ucksichtigen zu k¨onnen, m¨ussen den Strukturfaktorphasen einiger Reflexe
Symbole zugeordnet werden. Diese symbolischen Strukturfaktorphasen werden nach dem
magic–integer–Verfahren (Main, 1977) variiert, und f¨ur jeden Phasendatensatz wird eine
Maximum–Entropie–Verteilung berechnet. Die Bewertung der Phasendatens¨atze durch
Likelihood und Entropie ist in Abbildung 33 dargestellt.

Bei den weiteren Messungen werden Dreistrahlf¨alle ausgew¨ahlt, die sich durch die Ver-
knüpfung 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 den f¨ur die 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 Verkn¨upfung nicht festgelegt sind, werden Symbole zugeordnet. Drei die-
ser Symbole sind sogenanntespezielle Symbole, das bedeutet, die Strukturfaktorphase ist
durch die Kristallsymmetrie bis auf�180� festgelegt. Es ergeben sich durch Variationen
der symbolischen Strukturfaktorphasen 32 Phasendatens¨atze. Von 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 Entscheidung f¨ur den Datensatz mit der gr¨oßten 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 korreliert ist. F¨ur
die Berechnung der ME–Elektronendichtekarte wurde der Phasendatensatz mit der gr¨oßten
Entropie (Nummer 28) ausgew¨ahlt. Die mittlere gewichtete Strukturfaktorphasen–Differenz
zum Strukturmodell 193L (Vaney, Maignan, Ri`es-Kautt & Ducruix, 1996) betr¨agt 16,3�.
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(c) 626 Einzelphasen / 64 Phasendatens¨atze
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(d) 752 Einzelphasen / 4 Phasendatens¨atze

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) 4(3) 4(-) 5(1) 2(2)
Davon abh¨angige Einzelphasen 16 44 48 4
Anzahl der Phasendatens¨atze 32 32 64 4
Nummer des verwendeten Phasendatensatzes28 19 56 3
Strukturfaktorphasen–Differenz des
verwendeten Phasendatensatzes zu 193L [�] 16,3 17,4 17,8 15,9

Tabelle 4: Zusammenfassung der verschiedenen Phasendatens¨atze
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592 Triplettphasen: Die Zahl der seminvarianten Reflexe hat sich im Startphasensatz auf 16
erhöht. 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 gr¨oßeren 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 für die Berechnung der ME–Elektronendichtekarte (Nummer 19) aus-
gewählt. Die mittlere gewichtete Strukturfaktorphasen–Differenz zum Strukturmodell 193L
beträgt 17,4�.

701 Triplettphasen: Durch Dreistrahlinterferenz–Experimente wurden die Strukturfaktor-
phasen von 24 seminvarianten Reflexen direkt bestimmt. Aus dem Triplettphasen–Datensatz
können 626 Strukturfaktorphasen abgeleitet werden. Darunter sind f¨unf Strukturfaktorpha-
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 193L betr¨agt 17,8�.

Mit diesem Phasendatensatz wurde eine Extrapolation von Strukturfaktorphasen mit
dem Maximum–Entropie–Verfahren durchgef¨uhrt. Die mittlere gewichtete Struktur-
faktorphasen–Differenz steigt deutlich an (bis zu 40�). Beim visuellen Vergleich der
ME–Elektronendichtekarten mit unterschiedlicher Anzahl extrapolierter Strukturfaktor-
phasen ist keine Verbesserung zu beobachten, die das Anpassen eines Startmodells an die
Elektronendichtekarte vereinfachen w¨urde.

Beim Vergleich der ME–Elektronendichtekarten verschiedener Phasendatens¨atze aus
dem Bereich A zeigten sich im inneren Bereich des Proteinmolek¨uls nur vernachl¨assig-
bare Unterschiede. An der Oberfl¨ache des Proteinmolek¨uls ist die Elektronendichte in
allen ME–Elektronendichtekarten, basierend auf 626 Strukturfaktoren, schlecht defi-
niert, und eine vollst¨andige Interpretation dieser Karten ist nicht m¨oglich. Da sich die
Phasendatens¨atze des Bereiches A nur um maximal 8� in der mittleren gewichteten
Strukturfaktorphasen–Differenz unterscheiden, ist auch nur ein geringer Einfluß auf die
ME–Elektronendichtekarten zu erwarten.

847 Triplettphasen: Im Startphasensatz befinden sich nun 26 Strukturfaktorphasen se-
minvarianter Reflexe. 752 Strukturfaktorphasen k¨onnen 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 daß 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 193L betr¨agt 15,9� und
die mittlere Triplettphasendifferenz 19,9�. Der Unterschied entsteht dadurch, daß die Struk-
turfaktorphasen teilweise von mehreren Dreistrahlf¨alle abhängen, 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 Abhängigkeit von der Aufl¨osung und des Strukturfaktorbetrags aufgetragen.
Für die Messungen der ersten Dreistrahlinterferenz–Profile wurden vor allem Reflexe niedri-
ger Auflösung mit hohem Strukturfaktorbetrag ausgew¨ahlt, da diese große Interferenzeffekte
zeigen und geringe Meßzeiten erforderlich sind.
Die Messungen der Dreistrahlinterferenz–Profile, an denen Reflexe mit einer Aufl¨osung
besser als 2,5̊A oder einem Strukturfaktorbetrag kleiner als 100 beteiligt sind, zeigen die
Grenzen der experimentellen Bestimmung von Triplettphasen an tetragonalem Lysozym.

535 Einzelphasen: Die Reflexe der zus¨atzlichen 213 Strukturfaktorphasen liegen vor allem
im Auflösungsbereich zwischen 3 und 6Å, dem Bereich der Sekund¨arstruktur des Protein-
moleküls. Ihre Strukturfaktorbetr¨age sind gr¨oßer als 500 (s. Abb. 34).
Die ausgew¨ahlten Reflexe versprechen einerseits große Interferenzeffekte und geringe
Meßzeit und anderseits durch die großen Strukturfaktorbetr¨age auch großen Einfluß auf die
Elektronendichteverteilung im Aufl¨osungsbereich der Sekund¨arstruktur.

626 Einzelphasen: Die weiteren 75 Reflexe, deren Strukturfaktorphasen bestimmt wurden,
liegen ebenfalls im Aufl¨osungsbereich zwischen 3 und 6Å, jedoch liegen die Strukturfaktor-
beträge im Bereich zwischen 300 und 600 (s. Abb. 34).
Die geringe Verbesserung der Elektronendichtekarte ist auf die wenigen neu bestimmten
Triplettphasen und deren kleine Strukturfaktorbetr¨age zur¨uckzuführen.

752 Einzelphasen: Die zusätzlichen 136 Reflexe, deren Strukturfaktorphasen bestimmt
wurden, liegen haupts¨achlich im Auflösungsbereich zwischen 3 bis 10Å mit Strukturfaktor-
beträgen zwischen 300 und 1500.
Bei dieser Messung wurden vor allem die Strukturfaktorphasen von Reflexen bestimmt, de-
ren Strukturfaktorbetr¨age eine große Abweichung zwischen den gemessenen und den aus
der ME–berechneten Werten aufweisen. Dies waren teilweise Reflexe mit sehr großen Struk-
turfaktorbeträgen. Dieses Auswahlkriterium f¨uhrte zu einer wesentlichen Verbesserung der
Elektronendichtekarte.
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(a) Häufigkeit der Reflexe in Abh¨angigkeit
von der Auflösung
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(b) Häufigkeit der Reflexe in Abh¨angigkeit
vom Strukturfaktorbetrag
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(c) Anteil der Reflexe des Datensatzes ly-
so merge.hkl (s. Kap. 4.1.1 Tabelle 2), de-
ren Strukturfaktorphase bestimmt wurde, in
Abhängigkeit von der Aufl¨osung.
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(d) Anteil der Reflexe des Datensatzes ly-
so merge.hkl, deren Strukturfaktorphase be-
stimmt wurde, in Abh¨angigkeit vom Struktur-
faktorbetrag.

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

5.3.3 Maximum–Entropie–Elektronendichtekarten

Um die Verbesserung der Elektronendichtekarten in Abh¨angigkeit der Triplettphasenanzahl
zu verdeutlichen, wurden die Elektronendichtekarten mit dem Strukturmodell 193L vergli-
chen. Bei der Interpretation einer Elektronendichtekarte muß eine durchgehende Cα–Kette
bestimmt werden. Schwierigkeiten ergeben sich, wenn die Elektronendichte unterbrochen
ist, ein sogenannter Kettenbruch (engl: chain break), und somit der Weg in einer

”
Sackgasse“

endet oder wenn durch viele zus¨atzliche 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 Proteinmolek¨uls und des L¨osungsmittels. Die Elektronendichte ist in
der Nähe des Strukturmodells akkumuliert. Allerdings ist keine Sekund¨arstruktur in dieser
Elektronendichtekarte zu erkennen. Viele Kettenbr¨uche und zus¨atzliche Verbindungen
erlauben es nicht, zusammenh¨angende Fragmente an die Elektronendichte anzupassen.
Teilweise ist im Randbereich des Proteinmolek¨uls keine Elektronendichte vorhanden. Eine
Interpretation der Elektronendichtekarte ist nicht m¨oglich (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
Sekundärstruktur vonα–Helices zu sehen. Die etwa 20 Kettenbr¨uche und die mehrfach
auftretenden Vielfachverzweigungen verhindern die Bestimmung einer Cα–Kette über die
Länge von mehreren Aminos¨auren.

626 Einzelphasen: Die Elektronendichtekarte basierend auf 626 Strukturfaktoren ist in
den Abbildungen 35(c) und 36(c) dargestellt. Sie zeigt neben Sekund¨arstrukturen auch
einige charakteristische Seitenketten. Im Zentrum des Proteinmolek¨uls lassen sich bereits
Fragmente ¨uber die Länge einiger Aminos¨auren an die Elektronendichte anpassen. Die
Anzahl der Kettenbr¨uche ist gegen¨uber der vorhergehenden Elektronendichtekarte beinahe
unverändert, aber die Anzahl der Vielfachverzweigungen ist deutlich geringer. Somit
können an diese Elektronendichtekarte bereits einige Fragmente einer zusammenh¨angenden
Cα–Kette angepaßt werden. Eine vollst¨andige Interpretation ist jedoch nicht m¨oglich
(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 Kettenbr¨uche auf, die Anzahl der Vielfachverzweigungen hat sich nochmals
verringert. Teilweise ist trotz eines Kettenbruchs der Verlauf der Cα–Kette deutlich zu
erkennen, zum Beispiel beim Kettenbruch Met 12–Lys 13 in derα–Helix (s. Abb. 37(a)). An
diese Elektronendichtekarte lassen sich direkt große Fragmente anpassen (Koepke, 1997).
In den Bereichen Trp 63, Pro 70–Glu 71 und Asn 74–Asn 77 ist die Elektronendichtekarte
schlecht definiert, dies stimmt mit Konformations¨anderungen der Residuen Pro 70–Leu 75
überein (Vaney, Maignan, Ri`es-Kautt & Ducruix, 1996). Die Fragmente k¨onnen durch eine
Cα–Kette verbunden werden, eine Strukturverfeinerung kann beginnen.

Vergleich der ME–Elektronendichtekarten: Die Verbesserung der Elektronendichtekar-
ten in Abhängigkeit der Anzahl der experimentell bestimmten Triplettphasen wird an zwei
Beispielen gezeigt.
Das erste Beispiel (s. Abb. 35) zeigt das Zentrum des Proteinmolek¨uls (Strukturmodell
193L). In Abbildung 35(a) akkumuliert sich die Elektronendichte in der N¨ahe des Struk-
turmodells, eine Sekund¨arstruktur ist nicht zu erkennen. In Abbildung 35(b) umgibt die
Elektronendichte das Strukturmodell in beinahe allen Bereichen, in der unteren Bildh¨alfte
zeigen sich Mehrfachverzweigungen bei Ser 91. Im Zentrum des Proteinmolek¨uls wird die
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(a) ME–Elektronendichtekarte basierend auf 322
Strukturfaktoren

(b) ME–Elektronendichtekarte basierend auf 535
Strukturfaktoren

(c) ME–Elektronendichtekarte basierend auf 626
Strukturfaktoren

(d) ME–Elektronendichtekarte basierend auf 752
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 Proteinmolek¨uls. Bereits mit 535 Strukturfaktoren wird das Zentrum des
Proteinmolek¨uls durch die ME–Elektronendichtekarte gut wiedergegeben. Weitere Erl¨auterungen sie-
he Text.
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(a) ME–Elektronendichtekarte basierend auf 322
Strukturfaktoren

(b) ME–Elektronendichtekarte basierend auf 535
Strukturfaktoren

(c) ME–Elektronendichtekarte basierend auf 626
Strukturfaktoren

(d) ME–Elektronendichtekarte basierend auf 752
Strukturfaktoren

Abbildung 36: Die ME–Elektronendichtekarten basieren auf einer unterschiedlichen Anzahl von
Strukturfaktoren. Zum Vergleich ist das Strukturmodell R193 gelb eingezeichnet. In der rechten
Bildhälfte ist eineα–Helix zu erkennen, die Elektronendichtekarte basierend auf 535 Strukturfak-
toren zeigt bereits deren Sekund¨arstruktur. Weitere Erl¨auterungen 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
aufgelöst, die Elektronendichtekarte weist eine deutlichere Struktur auf (Glu 35). 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 Bildh¨alfte eineα–Helix zu erkennen. In
der linken Bildhälfte ist die Verbesserung der Elektronendichtekarte in Abh¨angigkeit 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 Kettenbr¨uche in der
Cα–Helix bei Lys 97 und in der linken Bildh¨alfte bei His 15 und Tyr 20 auf. Eine zus¨atzliche
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, die zus¨atzliche Verbindung His 15
und Val 92 bleibt erhalten. In der Elektronendichtekarte der Abbildung 36(d) sind alle Ket-
tenbrüche geschlossen, und auch die Verbindung His 15 und Val 92 hat sich aufgel¨ost. An
diese Elektronendichtekarte l¨aßt sich eine Cα–Kette anpassen.

5.3.4 Zusammenfassung

Das Maximum–Entropie–Verfahren erm¨oglicht, aus den verschiedenen Phasendatens¨atzen
den geeignetsten anhand Entropie und Likelihood auszuw¨ahlen. 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 gr¨oßere Anzahl von Strukturfaktorphasen von der Variation betrof-
fen. Entscheidende Unterschiede in der Qualit¨at von 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 –betr¨age ergeben, entsprechen in etwa der Qualit¨at der ME–Elek-
tronendichtekarten. Bei der großen Anzahl der zur Verf¨ugung 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 Strukturfaktorbetr¨age große
Abweichung zwischen den gemessenen und den aus der ME–berechneten Werten aufweisen,
ergab eine wesentliche Verbesserung der Elektronendichtekarte. Darunter befand sich eine
große Anzahl von Reflexen mit sehr großen Strukturfaktorbetr¨agen.
Erst die Qualität der ME–Elektronendichtekarte basierend auf 752 Strukturfaktoren
ermöglichte es, ein vollst¨andiges 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 sind f¨ur die Berechnung
einer ME–Elektronendichtekarte entscheidend?
Dazu wurden nach dem Maximum–Entropie–Verfahren Elektronendichtekarten berechnet,
bei denen die Reflexe, deren Strukturfaktorphase bestimmt wurde, in Abh¨angigkeit der ma-
ximalen Auflösung und/oder des Strukturfaktorbetrags eingeschr¨ankt sind. In Tabelle 5 sind
die verschiedenen Auswahlkriterien f¨ur die Elektronendichtekarten zusammengefaßt.

Elektronen– Strukturfaktor Auflösung Anzahl der Abbildungen
dichtekarten min. max. min. max. Reflexe
I 70 1435 55,5 2,5 752 37(a) und 38(a)
II 360 1435 55,5 2,5 670 37(b) und 38(b)
III 70 1435 55,5 3,5 617 37(d) und 38(d)
IV 360 1435 55,5 3,5 548 37(c) und 38(c)

Tabelle 5: Zusammenfassung der Auswahlkriterien f¨ur die Elektronendichtekarten.

Vergleich der ME–Elektronendichtekarten: Die Auswirkungen der verschiedenen Ein-
schränkungen auf die Elektronendichtekarten wird an zwei Beispielen gezeigt.
Im ersten Beispiel (s. Abb. 37) ist eineα–Helix dargestellt. In Abbildung 37(a) zeigt die
Elektronendichtekarte I viele Details der Struktur, z. B. ist in derα–Helix ein Ketten-
bruch bei Lys 13 zu sehen. Die Elektronendichtekarte II in Abbildung 37(b) zeigt große
Übereinstimmungen mit der Elektronendichtekarte I. In der unteren, linken Bildh¨alfte löst
sich eine

”
falsche“ Verbindung zwischen Glu 7–Ala 10 auf (die Beschriftung Glu 7 ist

nicht mehr in der Abbildung enthalten). Die Elektronendichtekarte III in Abbildung 37(c)
ist gleichförmiger, sie zeigt weniger Details, der Kettenbruch hat sich geschlossen. Die
Elektronendichtekarte IV in Abbildung 37(d) zeigt großeÜbereinstimmungen mit der
Elektronendichtekarte III, auch hier ist der Kettenbruch geschlossen.

Für das zweite Beispiel (s. Abb. 38) wurde ein Bereich des Proteinmolek¨uls gewählt, in
dem die Elektronendichte schlechter definiert ist. In Abbildung 38(a) sind in der Elek-
tronendichtekarte I 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, Trp 63) und der
Elektronendichte der Hauptkette erschwert. Die Elektronendichtekarte II in Abbildung 38(b)
ist gegen¨uber der Elektronendichtekarte I nahezu unver¨andert. In Abbildung 38(c) ist
die Elektronendichtekarte III wieder gleichf¨ormiger, Mehrfachverbindungen haben sich
aufgelöst (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, dagegen l¨ost sich die Elektronendichte der Seitenkette Arg 61 von der Elektro-
nendichte der Hauptkette. Die Elektronendichtekarte IV in Abbildung 38(d) zeigt wieder
großeÜbereinstimmungen mit der Elektronendichtekarte III. Die Elektronendichtekarte ist
übersichtlich und kann daher gut interpretiert werden.
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(a) ME–ElektronendichtekarteI basierend auf
752 Strukturfaktoren

(b) ME–ElektrondichtekarteII basierend auf
670 Strukturfaktoren mit Strukturfaktorbetr¨agen
größer als 360

(c) ME–ElektronendichtekarteIII basierend auf
617 Strukturfaktoren und einer maximalen
Auflösung von 3,5̊A

(d) ME–ElektrondichtekarteIV basierend auf
548 Strukturfaktoren mit Strukturfaktorbetr¨agen
größer als 360 und einer maximalen Aufl¨osung
von 3,5Å

Abbildung 37: Am Beispiel dieserα–Helix werden die Ver¨anderung der ME–Elektronendichtekarten
durch Einschr¨ankung des Strukturfaktorbetrags und der maximalen Aufl¨osung gezeigt. Zum Ver-
gleich ist das Strukturmodell R193 gelb eingezeichnet. Weitere Erl¨auterungen siehe Text.
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(a) ME–ElektronendichtekarteI basierend auf
752 Strukturfaktoren

(b) ME–ElektrondichtekarteII basierend auf
670 Strukturfaktoren mit Strukturfaktorbetr¨agen
größer als 360

(c) ME–Elektronendichtekarte III basierend
auf 617 Strukturfaktoren und einer maximalen
Auflösung von 3,5̊A

(d) ME–ElektrondichtekarteIV basierend auf
548 Strukturfaktoren mit Strukturfaktorbetr¨agen
größer als 360 und einer maximalen Aufl¨osung
von 3,5Å

Abbildung 38: Die Veränderung der ME–Elektronendichtekarten durch Einschr¨ankung des Struktur-
faktorbetrags und der maximalen Aufl¨osung kann in diesem Bereich mit schlecht definierter Elektro-
nendichte beobachtet werden. Zum Vergleich ist das Strukturmodell R193 gelb eingezeichnet. Weitere
Erläuterungen siehe Text.
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Einschr änkungen des Strukturfaktorbetrags: Die Elektronendichtekarte II, die aus
670 Strukturfaktoren mit einem Strukturfaktorbetrag gr¨oßer als 360 berechnet wurde,
zeigt nur wenige, unbedeutende Ver¨anderungen gegen¨uber der Elektronendichtekarte I.
Der Einfluß der 82 Reflexe mit kleinem Strukturfaktorbetrag ist bei der Berechnung der
Elektronendichtekarte gering.

Bei einer restriktiveren Einschr¨ankung des Strukturfaktorbetrags w¨achst die Zahl der
Mehrfachverzweigungen sprunghaft an, die Zahl der Kettenbr¨uche bleibt nahezu konstant,
eine Interpretation dieser Elektronendichtkarten ist nicht mehr m¨oglich.

Elektronendichtekarten, bei denen eine obere Grenze f¨ur den Strukturfaktorbetrag vor-
gegeben wurde, sind nicht interpretierbar. Sie zeigen viele Mehrfachverzweigungen und
Kettenbrüche, teilweise ist die Elektronendichte ¨uber mehrere Residuen nicht definiert.

Einschr änkungen des Aufl ösungsbereichs: Die Elektronendichtekarte III, die aus
670 Strukturfaktoren mit einer maximalen Aufl¨osung von 3,5̊A berechnet wurde, zeigt
weniger Details als die unbeschr¨ankte Elektronendichtekarte. Die Zahl der Kettenbr¨uche
hat sich auf elf erh¨oht, allerdings ist die Zahl der Mehrfachverzweigungen zur¨uckgegangen.
Die Elektronendichtekarte III ist dadurch ¨ubersichtlicher, und die Interpretation hat sich
vereinfacht.

Bei einer restriktiveren Einschr¨ankung der maximalen Aufl¨osung steigt die Zahl der
Kettenbrüche an, die Elektronendichtekarte verliert die Information der Sekund¨arstruktur,
und eine Interpretation ist nicht mehr m¨oglich.

Elektronendichtekarten, bei denen eine Grenze f¨ur die minimale Auflösung vorgegeben
wird, weisen zu viele Kettenbr¨uche auf, als daß eine Interpretation m¨oglich wäre.

Einschr änkungen des Aufl ösungsbereichs und des Strukturfaktorbetrags : Die
Elektronendichtekarte IV, die sich aus den Einschr¨ankungen Strukturfaktorbetrag gr¨oßer
als 360 und maximale Aufl¨osung von 3,5̊A ergibt, ist noch interpretierbar. Die Zahl der
Kettenbrüche hat sich auf 12 erh¨oht, aber nur wenige Mehrfachverzweigungen sind zu
beobachten. Aufgrund der Auswahlkriterien sind 204 Reflexe ausgeschlossen, von denen nur
13 Reflexe beide Ausschlußkriterien erf¨ullen. Um diesen Satz von 548 Strukturfaktorphasen
zu erhalten, m¨ussen etwa 620 Triplettphasen bestimmt werden.

Zusammenfassung: Diese Einschr¨ankungen zeigen, daß f¨ur die Interpretation einer Elek-
tronendichtekarte Reflexe mit großen Strukturfaktorbetr¨agen und bis zu einer Aufl¨osung von
etwa 3,5Å entscheidend sind. Diese Reflexe sind auch besonders f¨ur die experimentelle Be-
stimmung von Triplettphasen geeignet, da sie große Interferenzeffekte zeigen und geringe
Meßzeiten erforderlich sind.
Wurden bei der Berechnung der ME–Elektronendichtekarte Reflexe mit sehr großen Struk-
turfaktorbeträgen nicht ber¨ucksichtigt, so konnte diese fehlende Information nicht durch das
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Maximum–Entropie–Verfahren extrapoliert werden. Reflexe mit kleinem Strukturfaktorbe-
trag zeigen nur geringen Einfluß auf die Elektronendichtekarten.
Reflexe mit höherer Auflösung erschweren die Interpretation, wenn nicht die Strukturfaktor-
phase von mindestens 30 % der Reflexe in diesem Aufl¨osungsbereich bestimmt wurde.
Bei der Auswahl der zu messenden Dreistrahlf¨alle sollten vor allem Strukturfaktorphasen
von Reflexen bestimmt werden, die folgende Kriterien erf¨ullen:

� Gemessene und aus der ME–berechneten Strukturfaktorbetr¨age unterscheiden sich
deutlich;

� Reflexe mit großen Strukturfaktorbetr¨agen;

� Reflexe mit einer maximalen Aufl¨osung von etwa 3,5̊A.

5.5 Maximum–Entropie–Verfahren f ¨ ur Nessellectin

5.5.1 Bewertung der Phasens ätze durch Likelihood und Entropie

An Nessellectin wurden insgesamt 210 Triplettphasen experimentell bestimmt. Im Start-
phasensatz befindet sich neben den Strukturfaktorphasen dreier ausgew¨ahlter Reflexe (f¨ur
die Wahl des Ursprungs) die Phase eines seminvarianten Reflexes. Damit k¨onnen aus dem
Triplettphasen–Datensatz 188 Strukturfaktoren abgeleitet werden. Darunter befinden sich
sieben Phasen, die aufgrund der Verkn¨upfung nicht festgelegt und daher Symbolen (davon
zwei spezielle Symbole) zugeordnet werden. In diesem Fall sind 170 Strukturfaktorphasen
von den symbolischen Einzelphasen abh¨angig. Die Variationen der symbolischen Struk-
turfaktorphasen ergeben 200 Phasendatens¨atze, für die jeweils eine Entropiemaximierung
durchgeführt wird.
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Abbildung 39:
188 Einzelphasen / 200 Phasendatens¨atze
Bei dieser geringen Anzahl von Strukturfaktorpha-
sen ist noch keine Korrelation zwischen Entropie
und Likelihood zu erkennen.

Bei der großen Anzahl der von symbolischen Phasen abh¨angigen Einzelphasen ist die Be-
wertung der Phasendatens¨atze durch Entropie und Likelihood entscheidend f¨ur die Be-
rechnung einer Elektronendichtekarte. In Abbildung 39 ist zu erkennen, daß 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 Kriterium f¨ur die Auswahl
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der Phasendatens¨atze mit geringer Strukturfaktorphasen–Differenz. F¨ur die Berechnung der
ME–Elektronendichtekarte wurde daher der Phasendatensatz mit der gr¨oßten Entropie aus-
gewählt.

5.5.2 Verteilung der Reflexe mit bestimmter Strukturfaktorphase

Die an den 210 Triplettphasen beteiligten Reflexe sind in Abbildung 40 in Abh¨angigkeit der
Auflösung und des Strukturfaktorbetrags aufgetragen.
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(a) Häufigkeit der Reflexe in Abh¨angigkeit
von der Auflösung
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(b) Häufigkeit der Reflexe in Abh¨angigkeit
vom Strukturfaktorbetrag
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(c) Anteil der Reflexe des Datensatz nett-
le.hkl (s. Kap. 4.5), deren Strukturfaktorpha-
se bestimmt wurde, in Abh¨angigkeit von der
Auflösung.
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(d) Anteil der Reflexe des Datensatz nett-
le.hkl, deren Strukturfaktorphase bestimmt
wurde, in Abhängigkeit vom Strukturfaktor-
betrag

Abbildung 40: Verteilung der Reflexe, deren Strukturfaktorphase bestimmt wurde.
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Die Reflexe liegen im Aufl¨osungsbereich zwischen 3,15 und 37,25Å und besitzen Struk-
turfaktorbeträge zwischen 260 und 1500. In Abbildung 40(c) ist der Anteil der Reflexe des
Intensitätsdatensatznettle.hkl(s. Kap. 4.5), deren Strukturfaktorphase bestimmt wurde, in
Abhängigkeit von der Aufl¨osung aufgetragen. Die meisten Strukturfaktorphasen wurden von
Reflexen im Auflösungsbereich von 3 bis 5̊A bestimmt. Im Auflösungsbereich von 6 bis 9̊A
und 11 bis 13̊A wurden nur von wenigen Reflexen die Strukturfaktorphasen bestimmt. Da-
durch ist in diesem Aufl¨osungsbereich der ME–Elektronendichtekarte kaum Strukturinfor-
mation enthalten.
In Abbildung 40(d) ist der Anteil der Reflexe des Intensit¨atsdatensatznettle.hkl, deren Struk-
turfaktorphase bestimmt wurde, in Abh¨angigkeit vom Strukturfaktorbetrag aufgetragen. Es
ist zu erkennen, daß die Strukturfaktorphase der Reflexe mit großen Strukturfaktorbetr¨agen
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 Proteinmolek¨ul und Lösungsmittel ist deutlich zu erkennen
(Zegers, 1997). In der ME–Elektronendichtekarte berechnet aus dem Phasendatensatz mit
der größten Likelihood, ist die Trennung von Proteinmolek¨ul und Lösungsmittel weniger
ausgepr¨agt.

Abbildung 41: Die ME–Elektronendichtekarten basierend auf 188 Strukturfaktoren. Die
”
einhüllende

Elektronendichte“ (engl.: envelope) des Proteinmolek¨uls entspricht der zu erwartenden Gr¨oße.
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5.5.4 Zusammenfassung

Da in diesem Fall 170 Strukturfaktorphasen von symbolischen Einzelphasen abh¨angen, kann
durch das Maximum–Entropie–Verfahren der geeignete Phasensatz ausgew¨ahlt werden. Die
Anzahl der experimentell bestimmten Triplettphasen ist zu gering, um eine Korrelation zwi-
schen Entropie und Likelihood zu erhalten. Der Phasensatz mit der gr¨oßten Entropie zeigt die
gleichförmigste Elektronendichteverteilung. Da nur wenige Strukturfaktorphasen von Refle-
xen im Auflösungsbereich von 5 bis 13Å bestimmt wurden, ist in der ME–Elektronendichte
nur wenig Strukturinformation dieses Aufl¨osungsbereichs enthalten. Aus der Erfahrung bei
tetragonalem Lysozym l¨aßt sich folgern, daß voraussichtlich weitere 200 Triplettphasen
benötigt werden, um eine direkt interpretierbare ME–Elektronendichtekarte zu erhalten.
In Zusammenarbeit mit I. Zegers (Universit¨at Brüssel) wird versucht, ausgehend von der
Einhüllenden 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 durchgef¨uhrt.
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6 Strukturverfeinerung an tetragonalem Lysozym

6.1 Anpassung eines Startmodells an die Elektronendichtekarte

Das ProgrammXtalView (McRee, 1993) ist ein Programmpaket zur L¨osung makromoleku-
larer Kristallstrukturen mittels isomorphen Ersatzes. Aus diesem Programmpaket wurde das
Programmxfit verwendet, um die Elektronendichtekarten und Modelle darzustellen. Es
bietet die Möglichkeit, selbstt¨atig Strukturmodelle zu ver¨andern oder sie an die Elektronen-
dichtekarten anpassen zu lassen, unter Ber¨ucksichtigung der Bindungswinkel und –abst¨ande.

Der
”
Bau“ eines Strukturmodells erfolgt in drei Schritten. Zuerst werden nur einzelne Frag-

mente der Cα–Atompositionen an die Elektronendichtekarte angepaßt, die anschließend ¨uber
die Bereiche mit schlecht definierter Elektronendichte zu einer durchgehenden Cα–Kette zu-
sammengef¨ugt werden. Ausgehend von den Cα–Positionen wird zuerst eine Ala–Kette an
die Elektronendichtekarte angepaßt, die dann durch die bekannte Sequenz der Aminos¨auren
ersetzt wird. Dieses Strukturmodell wird als Startmodell f¨ur die anschließende Strukturver-
feinerung verwendet.

6.2 Ablauf einer Strukturverfeinerung

Eine Proteinstruktur kann nicht gel¨ost werden, indem das Startmodell mit allen Daten (ein-
schließlich der Daten bei hoher Aufl¨osung) verfeinert wird, bis das Strukturmodell kon-
vergiert. Da sich das Startmodell deutlich vom verfeinerten Strukturmodell unterscheidet
(s. Abb. 43, 46 und 47), w¨urde eine solche Verfeinerung in einem lokalen Minimum enden.
Zu Beginn der Verfeinerungen werden nur die Meßdaten mittlerer Aufl¨osung ber¨ucksich-
tigt, anschließend werden schrittweise Daten h¨oherer Auflösung hinzugenommen. In je-
dem Verfeinerungsschritt m¨ussen die R–Werte konvergieren. Die Datenmenge kann ver-
größert werden, wenn die R–Werte den Erwartungswerten dieses Aufl¨osungsbereiches
entsprechen. Bei zu hohen R–Werten ist eine Korrektur des Strukturmodells mit Hil-
fe der Differenz–Elektronendichtekarten (2jFoj � jFcj und jFoj � jFcj) erforderlich. In den
Differenz–Elektronendichtekarten sind die Abweichungen der Elektronendichte aus den ge-
messenen Daten und der des verfeinerten Modells mit

”
positiver“ und

”
negativer“ Elektro-

nendichte gekennzeichnet. Die 2jFoj�jFcj–Elektronendichtekarte ist eine mit derjFoj�jFcj–
Elektronendichtekarte moduliertejFoj–Elektronendichtekarte, die fehlerhafte Stellen deutli-
cher zeigt als einejFoj–Elektronendichtekarte. Nach der Korrektur des Strukturmodells wird
die Verfeinerung fortgef¨uhrt. Dabei werden sich die R–Werte zun¨achst erh¨ohen, um dann auf
kleinere Werte als vor der Korrektur zu konvergieren.
Werden für die Verfeinerung die Daten des Aufl¨osungsbereiches zwischen 2,5 und 2,1Å ver-
wendet, können individuelle thermische Auslenkungsparameter f¨ur die verschiedenen Ato-
me verfeinert werden.
Bei der Verwendung von Daten mit einer Aufl¨osung besser als 2,0̊A und R–Werten klei-
ner als 25 % k¨onnen die Wassermolek¨ullagen bestimmt und verfeinert werden. Maxima
der Differenz–Elektronendichtekarte, die mit keinem existierenden Atom ¨ubereinstimmen,
geben Hinweise auf die Wassermolek¨ullagen. Jedoch ist einëUberprüfung der Abst¨ande
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von Wassermolek¨ulen zu den benachbarten Atomen erforderlich. Die Zahl der verfei-
nerten Parameter erh¨oht sich bei Verfeinerung der Wassermolek¨ullagen, wodurch die R–
Werte deutlich kleiner werden. Das Strukturmodell wird durch die Verfeinerung der Was-
sermoleküllagen nur verbessert, wenn die Maxima derselben eindeutig in der Differenz–
Elektronendichtekarte zu bestimmen sind. Bei den anschließenden Verfeinerungen werden
weitere Wassermolek¨ullagen 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 L¨osungsmittel hinweisen.
Während und am Ende der Strukturverfeinerung muß das Strukturmodell auf Konsistenz
geprüft werden (Dodson, Kleywegt & Wilson, 1996). Eine Auswahl der Konsistenzkriterien
für Strukturmodelle wird im n¨achsten Abschnitt gegeben.

6.3 Konsistenzkriterien f ¨ ur Strukturmodelle

6.3.1 Stereochemie

Die Untersuchung von Proteinstrukturen, die mit hoher Aufl¨osung gemessen wurden, erlaubt
genaue Angaben ¨uber die räumliche Anordnung der Atome in Proteingruppen. Mit Hilfe der
daraus berechneten idealen Bindungsabst¨ande, Bindungswinkel, Torsionswinkel und Van–
der–Waals–Bindungsabst¨ande können Abweichungen des verfeinerten Strukturmodells zur
idealen Stereochemie aufgezeigt werden.
Die geringe Auflösung der Elektronendichtekarten f¨uhrt zu Abweichungen des Struk-
turmodells von den Idealwerten der Stereochemie. Dar¨uber hinaus sind die Bindungen,
die für die Sekund¨arstruktur der Proteinmolek¨ule verantwortlich sind, nur schwach und
daher flexibel, so daß die Elektronendichtekarte nur das zeitliche und r¨aumliche Mittel
der Proteinstruktur darstellt. In vielen F¨allen 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
können in der Elektronendichtekarte nicht unterschieden werden. Die Fehlordnung f¨allt
nur durch gr¨oßere thermische Auslenkungsparameter auf. Die zu erwartende Genauigkeit
der Bindungsl¨angen betr¨agt zwischen 0,03 und 0,05̊A und für die Bindungwinkel etwa 3�

(McRee, 1993).

6.3.2 R–Werte

Die R–Werte geben ein Maß f¨ur dieÜbereinstimmung der gemessenen und berechneten In-
tensitäten an. Sie zeigen die Verbesserung des Strukturmodells und geben Anhaltspunkte
für dieÜbereinstimmung des verfeinerten Modells mit der Elektronendichtekarte. Als allei-
niges Kriterium für die Genauigkeit des verfeinerten Strukturmodells k¨onnen die R–Werte
nicht verwendet werden, da sie kein absolutes Maß f¨ur die Güte der Strukturverfeinerung
sind. Sie sind abh¨angig von der Vollst¨andigkeit, dem Aufl¨osungsbereich und der Qualit¨at
des gemessenen Datensatzes. F¨ur den Verlauf der R–Werte bei der Strukturverfeinerung ei-
nes Proteinmolek¨uls sind die folgenden Anhaltspunkte gegeben (McRee, 1993). Zu Beginn
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einer Strukturverfeinerung sind die R–Werte ¨ublicherweise zwischen 45 % und 40 %. Je nach
Güte des Startmodells verringern sich die R–Werte auf 35 % bis 25 %, bevor das Struktur-
modell mit Hilfe der Differenz–Elektronendichtekarten korrigiert werden muß. Die R–Werte
verringern sich, je h¨oher der Auflösungsbereich der verwendeten Daten ist. Ist die Aufl¨osung
der gemessenen Daten h¨oher als 2,0̊A 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 G¨ute der Verfeinerung sind aus der Auftragung der R–Werte in Abh¨angig-
keit von der Auflösung der gemessenen Daten zu erhalten. Bei niedriger Aufl¨osung (etwa
10Å) sind die Strukturfaktoren wesentlich durch das L¨osungsmittel beeinflußt, und die
R–Werte sind groß. Zwischen 5,0 und 2,5Å sind die R–Werte am kleinsten, bei h¨oherer
Auflösung vergr¨oßern sie sich wieder.

Folgende Definitionen der R–Werte sind aus dem Handbuch des Programmpaketes zur
StrukturverfeinerungSHELX-97 (Sheldrick, 1997) entnommen5.

� Interner R–Wert Rint

Für die Berechnung des internen R–Wertes wird ¨uber dieF2
o –Werte symmetrisch ¨aqui-

valenter Reflexe gemittelt. MitF2
o werden die experimentellen Daten bezeichnet. R–

Werte, die auf der Basis vonF2 berechnet werden, sind mindestens um den Faktor
zwei größer als die aufF basierenden R–Werte.

Rint =
∑(jF2

o �F2
o (Mittelwert)j)
∑F2

o
(54)

� Kristallographischer R–Wert Rkrist

Um die R–Werte unterschiedlicher Strukturverfeinerungsprogramme zu vergleichen,
die meistens R–Werte auf der Basis vonF angeben, wird der kristallographische R–
Wert berechnet. Zus¨atzlich kann das AbschneidekriteriumFo > 4σ(Fo) für die Be-
rechnung des Rkrist verwendet werden. MitFc werden die berechneten Strukturfaktor-
beträge bezeichnet.

Rkrist =
∑(jjFoj� jFcjj)

∑ jFoj
(55)

� Gewichteter R–Wert wR
Der gewichtete R–Wert wird auf der Basis vonF2 berechnet mit dem in dieser Arbeit
verwendeten Gewichtungschemaw:

w=
1

σ2(F2
o )+(0;1�F2

c )
2 (56)

wR=

s
∑[w(F2

o �F2
c )

2]

∑w(F2
o )

2 (57)

5In diesem Abschnitt werden daher mitF2
o die gemessen und mitF2

c die berechneten Strukturfaktorbetr¨age
bezeichnet.
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� Goodness of Fit GooF
Der Goodness of Fit wird ebenfalls auf der Basis vonF2 berechnet.Nn bezeichnet die
Zahl der unabh¨angigen Reflexe,Np die Zahl der Parameter.

GooF=

s
∑[w(F2

o �F2
c )

2]

(Nn�Np)
(58)

� Rf ree–Wert (Brünger, 1992)
Für die Berechnung des Rf ree–Wertes wird der gesamte Datensatz in einen

”
Arbeits-

datensatz“ (90–95% der Reflexe) und einen
”
Referenzdatensatz“ (5–10% der Reflexe)

unterteilt. Die Auswahl der Reflexe erfolgt zuf¨allig. Jede Verfeinerung und auch je-
de Berechnung der Elektronendichtekarten wird nur mit dem Arbeitsdatensatz durch-
geführt. Das Strukturmodell soll unabh¨angig vom Referenzdatensatz sein. Mit Rf ree

wird der aus dem Referenzdatensatz berechnete Rkrist bezeichnet. Der Rf ree–Wert ist
somit ein objektiveres Kriterium f¨ur die Güte der Verfeinerung. Mit Hilfe des Rf ree–
Wertes kann unterschieden werden, ob die Erh¨ohung der Parameterzahl das Struktur-
modell verbessert oder nur die R–Werte verkleinert.

6.3.3 Auftragung nach Ramachandran (Phi–Psi–Auftragung)

Jede Sekund¨arstruktur von Proteinen l¨aßt sich vollst¨andig durch die beiden Bindungswin-
kel φ undψ beschreiben (s. Abb. 17). M¨ogliche Kombinationen f¨ur φ undψ können durch
einfache Auftragung vonφ gegenψ 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 G¨ute einer 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–Werte) erm¨oglicht, 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
mögliche Fehler im Strukturmodell hin. Sind die B–Werte zu klein (< 2Å2) oder zu groß
(>35Å2), liegt in diesem Bereich m¨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 große Abweichung aufweist. Die Ursache kann
sein, daß diese Position mit einem Atom mit zu niedriger Ordnungzahl besetzt ist, oder daß
Fehler in den Strukturfaktorphasen einen Anstieg der Elektronendichte am Ort dieses Atoms
verursachen. F¨ur die Entscheidung, ob das Strukturmodell korrigiert werden muß, 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 ProgrammSHELXL (Sheldrick, 1997) durchgef¨uhrt. Für
die Überprüfung und Diagnose der Strukturmodelle unter Ber¨ucksichtigung der exakten
Bindungswinkel und –abst¨ande nach Engh und Huber (1991) und die Berechnung der
Differenz–Elektronendichtekarten stand das ProgrammSHELXPRO(Sheldrick, 1997) zur
Verfügung.

Der zur Strukturverfeinerung verwendete Datensatz wurde vom Vaney et al. (1996)
freundlicherweise zur Verf¨ugung gestellt. Dieser Datensatz, basierend auf F, enth¨alt 24111
symmetrisch unabh¨angige Reflexe, davon haben 19013 Reflexe Strukturfaktorbetr¨age mit
F0 > 4σ(F0). Für den Rf ree–Test wurden daraus 5 % der Reflexe ausgew¨ahlt, dies ent-
spricht 1208 Reflexen (davon 966 Reflex mit Strukturfaktorbetr¨agenF0 > 4σ(F0)). Iterativ
wurde das Strukturmodell mit der konjugierten–Gradienten–Methode (Hendrickson &
Konnert, 1980) verfeinert und anschließend mit Hilfe der Differenz–Elektronendichtekarten
(2jFoj � jFcj und jFoj � jFcj) korrigiert. Wassermolek¨ullagen konnten in den Differenz–
Elektronendichtekarten lokalisiert und mit dem Strukturmodell verfeinert werden. Nach
weiteren Verfeinerungen konnten je eine Na+– und eine Cl�–Atomposition des L¨osungsmit-
tels lokalisiert und verfeinert werden. Eine Verfeinerung der anisotropen Temperaturfaktoren
konnte aufgrund des Verh¨altnisses von Anzahl unabh¨angiger Reflexe zu Anzahl der Parame-
ter nicht durchgef¨uhrt werden. Die Analyse der Differenz–Elektronendichtekarte zeigte eine
Fehlordnung der Seitenketten von Asn 59 und Val 109. Die R–Werte sind f¨ur einige Schritte
der Verfeinerung in Tabelle 6 angegeben.

Np Nr R+
f ree R+

krist Rf ree Rkrist wR GooF GooFr

[%] [%] [%] [%] [%]
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 H2O 4403 4118 22,0 17,3 23,6 19,0 45,3 4,02 3,77
SK korrigiert
insg. 109 H2O 4471 4147 20,7 16,6 22,1 17,7 43,4 3,83 3,59
Aufspaltung:
Asn 59, Val 109 4487 4174 20,3 16,3 21,6 17,2 44,4 2,20 2,06
L.S.–Zyklus
insg. 114 H2O 4487 4175 20,1 16,3 21,4 17,2 44,3 2,20 2,06

L.S.–Zyklus
vollst. Datensatz 4487 4175 – 16,5 – 17,4 45,1 2,22 2,10

Tabelle 6: Ergebnisse der Auswertung
Np ist die Anzahl der Parameter undNr Anzahl der

”
Restraints“. F¨ur die Berechnung von R+f ree und

R+krist wurden nur Reflexe mitFo > 4σ(Fo) verwendet. Mit GooFr wird der
”
Goodness of Fit“ unter

Berücksichtigung der Restraints bezeichnet.
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Um die Standardabweichungen der Atompositionen und Bindungsl¨angen zu berechnen, wur-
de der letzte Verfeinerungszyklus ohne Ver¨anderungen der Strukturparameter mit der Me-
thode der kleinsten Quadrate durchgef¨uhrt6. Die Standardabweichung der Bindungsl¨angen
beträgt 0,03Å, die Standardabweichung des Chiralvolumens ist 0,07Å3.
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Abbildung 42: Für verschiedene Aufl¨osungs-
bereiche ist der kristallographische R–Wert
aufgezeichnet. Bei einer Aufl¨osung niedriger
als 6Å weisen die hohen R–Werte auf Defi-
zite bei der Bestimmung von L¨osungsmittel
hin, während bei hoher Aufl¨osung (>1,5Å)
die Einflüsse von Fehlordnung (anisotro-
pe Debye–Waller–Faktoren) sichtbar werden.
Jedoch muß ber¨ucksichtigt werden, daß die
Qualität der Meßdaten beij~hj�1 < 1,5Å oder
j~hj�1 > 10Å deutlich abnimmt.

In Abbildung 43 sind die Abweichungen der Atomkoordinaten pro Residuum beim Vergleich
des Startmodells mit dem verfeinerten Strukturmodells dargestellt. Es zeigt sich, daß die
Atompositionen der Hauptkette des Startmodells bereits im wesentlichen mit denen des ver-
feinerten Strukturmodells ¨ubereinstimmen. Jedoch unterscheiden sich vor allem die großen,
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 betr¨agt 1,20Å. Abweichungen gr¨oßer als 2σ treten nur für Atom-
positionen der Seitenketten auf.

6Für diesen Verfeinerungszyklus wurde dieSHELXL–Option L.S. (
”
full–Matrix“–Methode) verwendet.
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Abbildung 44: Das Ramachandran–
Diagramm des verfeinerten Strukturmodells
zeigt die theoretisch erlaubten Konforma-
tionen der Aminos¨auren. Sie sind durch die
Werte φ und ψ definiert. Die Aminos¨auren
sind in verschiedenen Graut¨onen darge-
stellt, Glycin wird durch offene Quadrate
dargestellt. 115 der Aminos¨auren (Gly-
cin ausgeschlossen) befinden sich in der
Kernregion, 90 davon sogar in der inneren
Kernregion. Das verfeinerte Strukturmodell
zeigt für keine der Aminos¨auren Abwei-
chungen von den theoretisch erlaubten
Konformationen.

Für 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 Abh¨angigkeit des Residuums aufgetragen.
Residuen, die an der Bildung vonα–Helices beteiligt sind, besitzen einen B–Wert von etwa
15Å2. Die an der Bildung desβ-Faltblattes beteiligten Residuen besitzen gr¨oßere B–Werte,
da diese Sekund¨arstruktur flexibler ist. Residuen mit B–Werten gr¨oßer als 25̊A2 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, Riès-Kautt & Ducruix, 1996). Die Seitenketten der Residuen Ser 100–Asn 103
und Arg 125–Leu 129 liegen an der Oberfl¨ache des Proteinmolek¨uls. 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 großen
B–Werten widerspiegelt, beeinflußt die Atome der Hauptkette und deren mittlere thermische
Auslenkungsparameter.

In Abbildung 45(b) sind die mittleren thermischen Auslenkungsparameter der Atome der
Seitenkette in Abh¨angigkeit des Residuums aufgetragen. Der mittlere B–Wert von Atomen
der Seitenkette ist gr¨oßer. Atome von flexiblen Seitenketten (Arg, Lys, Gln) besitzen gr¨oßere
B–Werte. Wie bereits im vorigen Abschnitt erw¨ahnt, sind die Seitenketten Arg 13, Arg 14,
Arg 21, Arg 73, Asn 77, Lys 97, Asp 101, Asn 103, Arg 112, Asp 119, Gln 121, Arg 125,
Arg 128 und Leu 125 an der Oberfl¨ache des Proteinmolek¨uls. Die schlecht definierte
Elektronendichte weist auf Fehlordnungen hin, die sich ebenfalls in den großen B–Werten
der Atome der Seitenketten widerspiegeln.

In den Abbildungen 46 und 47 sind die Ver¨anderungen vom Startmodell bis zum verfeinerten
Strukturmodell gezeigt.
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(a) Mittlere thermische Auslenkungsparameter der Atome der Hauptkette
Die Residuen Arg 5–Arg14, Tyr 20–Gly 22, Leu 25–Ser 36, Cys 80–Leu84, Thr 89–Val 99, Gly 104–
Ala 107, Val 109–Arg114, Val 120–Ile 124 sind an denα–Helices beteiligt, ihre mittleren B–Werte sind
klein und nahezu konstant. An der Bildung desβ-Faltblattes sind die Residuen Thr 43–Tyr53 beteiligt,
deren B–Werte sind gr¨oßer. Auffallend sind die hohen B–Werte bei den Residuen Thr 69–Arg73. Die
Hauptkette ist in diesem Bereich fehlgeordnet. Im Bereich Ser 100–Asn103 und Arg 125–Leu129 sind
deutliche Fehlordnungen der Seitenketten in der Elektronendichtekarte zu beobachten. Dies beeinflußt die
B–Werte der Atome in der Hauptkette und deren mittlere thermische Auslenkungsparameter.
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(b) Mittlere thermische Auslenkungsparameter der Atome der Seitenketten
Die Seitenketten sind in verschiedenen Graut¨one dargestellt. Auffallend sind die hohen B–Werte der Re-
siduen Arg 13, Arg 14, Arg 21, Arg 73, Asn 77, Lys 97, Asp 101, Asn 103, Arg 112, Asp 119, Gln 121,
Arg 125, Arg 128 und Leu 125. Diese Residuen befinden sich alle an der Oberfl¨ache des Proteinmolek¨uls.
Die Elektronendichte ist in diesen Bereichen schlecht definiert und weist auf Fehlordnungen hin.

Abbildung 45: Mittlere thermische Auslenkungsparameter der Atome in Abh¨angigkeit des Residu-
ums
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(a) Startmodell und ME–Elektronendichtekarte
basierend auf 752 Strukturfaktoren

(b) Verfeinertes Strukturmodell und die dazu-
gehörige Elektronendichtekarte

Abbildung 46: Veränderung vom Startmodell zum verfeinerten Strukturmodell
Die Atompositionen werden bei der Strukturverfeinerung ver¨andert. Die Seitenkette Val 109 ist fehl-
geordnet, es konnten zwei Positionen verfeinert werden. Das Einschn¨uren der Elektronendichte im
Benzolring der Seitenkette Trp 108 ist ebenfalls zu beobachten.

(a) Startmodell und ME–Elektronendichtekarte
basierend auf 752 Strukturfaktoren

(b) Verfeinertes Strukturmodell und die dazu-
gehörige Elektronendichtekarte

Abbildung 47: Die Atompositionen der Residuen, die dieα–Helix bilden, sind bereits im Startmodell
gut zu bestimmen. Die Ver¨anderung 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 ProgrammpaketX-Plor
(Brünger, 1987) mit einem R–Wert von 18,4 % und einem Rf ree–Wert von 22,6 % verfei-
nert. Es wurden insgesamt 142 Wassermolek¨ullagen und jeweils zwei Konformationen der
Seitenketten von Lys 1, Asn 59, Ser 86 und Val 109 bestimmt. Die mittlere Differenz der
experimentell bestimmen Triplettphasen zu den aus dem Strukturmodel R193 berechneten
beträgt 19,9�.
In dieser Arbeit wurde die Strukturverfeinerung mit demselben Datensatz, aber mit dem Pro-
grammpaketSHELXL-97 durchgeführt. Für das Strukturmodell wurde mit dem vollst¨andigen
Datensatz ein Rkrist–Wert von 17,4 % und aus dem Referenzdatensatz ein Rf ree–Wert von
21,4 % berechnet. Insgesamt konnten 114 Wassermolek¨ullagen verfeinert werden. In den
Differenz–Elektronendichtekarten konnten nur f¨ur die 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 berechneten betr¨agt 19,5�,
die Übereinstimmung mit den Triplettphasen hat sich somit nur geringf¨ugig verbessert.
Für beide Strukturmodelle konnte jeweils eine konsistente Differenz–Elektronendichtekarte
berechnet werden. Als Referenz wurde eine Verfeinerung des Strukturmodells R193 mit
SHELXL-97 durchgeführt (Rkrist–Wert 17,5 %; Rf ree–Wert 21,3 %), die keine wesentlichen
Veränderungen des Strukturmodells R193 ergab. Strukturverfeinerungen auf der Basis von
jFj2 (SHELXL-97 ) oder auf der Basis vonjFj (X-Plor ) mit verschiedenen Programmpaketen
können 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 daß Unterschiede in den verfeinerten
Modellen auftreten k¨onnen.
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Abbildung 48: Standardabweichung der Atomkoordinaten pro Residuum beim Vergleich des verfei-
nerten Strukturmodells mit dem Strukturmodell 193L
Die mittlere Standardabweichung betr¨agt 0,54Å. Abweichungen gr¨oßer als 2σ treten nur für 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 [̊A]
NZ Lys 13 1,91 ND2 Asn 59 1,52 CG1 Val 109 2,46 NE Arg 128 1,50
CG Arg 14 1,24 CD Arg 73 1,75 CG Arg 125 2,32 CZ Arg 128 1,53
ND2 Asn 19 1,13 NE Arg 73 1,24 CD Arg 125 3,60 NH1 Arg 128 1,14
OD1 Asn 44 2,30 CZ Arg 73 2,46 NE Arg 125 3,89 NH2 Arg 128 2,31
ND2 Asn 44 2,20 NH1 Arg 73 4,36 CZ Arg 125 5,31 C Leu 129 1,73
OD1 Asn 46 2,18 CE Lys 97 1,34 NH1 Arg 125 6,32 CD1 Leu 129 2,47
ND2 Asn 46 2,24 ND2 Asn 103 1,61 NH2 Arg 125 5,78 CD2 Leu 129 2,69
OD1 Asn 59 1,64

Tabelle 7: Atome, deren Differenz der Atompositionen des verfeinerten Strukturmodells zu denen
des Strukturmodells 193L gr¨oßer als 2σ 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 Residuum betr¨agt 0,54Å. In Tabel-
le 7 sind die Atome aufgef¨uhrt, deren Standardabweichung pro Residuum gr¨oßer als 2σ
ist. Die beiden Modelle unterscheiden sich nur in den Seitenketten Lys 13, Arg 14, Asn 19,
Arg 73, Lys 97, Asp 103, Val 109, Arg 125, Arg 128 und Arg 129. Diese Seitenketten, die
sich an der Oberfl¨ache 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
Intensitäten keine Information ¨uber diesen Bereich enthalten, sind die verfeinerten Atompo-
sitionen vom Startmodell abh¨angig. Bei den Seitenketten Asn 44, Asn 46 und Asn 59 sind
jeweils die Positionen der Sauerstoff– und Stickstoffatome vertauscht.

6.6 Zusammenfassung

Die Qualität der Maximum–Entropie–Elektronendichtekarte basierend auf 752 Strukturfak-
toren ermöglichte, ausgehend von einzelnen Fragmenten einer Cα–Kette, ein vollst¨andiges
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 Oberfläche des Proteinmolek¨uls konnten einige
Seitenketten des Startmodells kaum an die in diesen Bereichen schlecht definierte Elektro-
nendichtekarte angepaßt werden.

Ausgehend von diesem Startmodell und dem Strukturfaktor–Datensatz R193LSF wurde
eine Strukturverfeinerung mit dem ProgrammSHELXL-97 durchgeführt. Im Laufe der
Verfeinerung wurde anhand der Differenz–Elektronendichtekarten das Strukturmodell
und die Lagen von Wassermolek¨ulen bestimmt und mehrmals korrigiert. Das verfeinerte
Strukturmodell wurde mit verschiedenen Konsistenzkriterien ¨uberprüft. Es stimmt bis auf
einige Seitenketten an der Oberfl¨ache des Proteinmolek¨uls, in den Bereichen mit schlecht
definierter Elektronendichte, mit dem Strukturmodel R193 ¨uberein. Die Strukturverfeine-
rung ergab einen Rkrist–Wert von 17,4 % und einem Rf ree–Wert von 21,4 %.
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Zur Strukturverfeinerung konnten die experimentell bestimmten Triplettphasen nicht
verwendet werden, da bisher kein Strukturverfeinerungsprogramm Triplettphasen ber¨uck-
sichtigt.

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

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die M¨oglichkeit geprüft, Dreistrahlinterferenz–Experimente
bei tiefen Temperaturen durchzuf¨uhren. Dazu wurden die ersten Beugungsexperimente
hoher Auflösung zur Charakterisierung des Mosaikbaus von Proteinkristallen bei Tempera-
turen unter 130 K durchgef¨uhrt. Der unter Kryobedingungen erforderliche experimentelle
Aufbau (gefrorener Kristall in einer Reyonschleife, Kaltluftstrom–Apparatur) erwies sich
auch für Dreistrahlinterferenz–Experimente als geeignet. Die untersuchten Proteinkristalle
zeichneten sich durch geringe Mosaikverbreiterung bei Intensit¨atsdatensammlungen mit
Bildplattensystemen aus (Young, Dewan, Nave & Tilton, 1993; Bartunik, 1996; Betzel,
1995). Unter Verwendung von Synchrotronstrahlung erm¨oglichen die mit einem Diffrak-
tometer hoher Winkelaufl¨osung aufgenommenen Reflexprofile genauere Aussagen ¨uber
die Mosaikverteilung als Bildplattensysteme. Es zeigte sich, daß die Halbwertsbreiten der
Reflexprofile bei den untersuchten Proteinstrukturen alle in der selben Gr¨oßenordnung
liegen. Daher wurden nur an Lysozymkristallen weiter Untersuchungen zum Verst¨andnis
der höheren Mosaizit¨at bei tiefen Temperaturen durchgef¨uhrt.

Intensit ätsdatensammlungen bei tiefen Temperaturen: Die Anzahl der R¨ontgenstruk-
turbestimmungen an Proteinkristallen, die bei tiefen Temperaturen durchgef¨uhrt werden,
nimmt ständig zu. Inzwischen werden Beugungsexperimente an Proteinkristallen an Syn-
chrotronstrahlungsquellen sowie an Laborr¨ontgenquellen bei tiefen Temperaturen routi-
nemäßig durchgef¨uhrt (Garman & Schneider, 1997).

Experimente an Proteinkristallen bei Temperaturen unter 130 K zeigen f¨ur die herkömm-
liche Intensitätsdatensammlung mehrere Vorteile. Der wichtigste ist die Verringerung der
Röntgenstrahlungssch¨aden an den Proteinkristallen bei tiefen Temperaturen. Wie bereits
in Kapitel 4.1.3 erw¨ahnt, sind die Proteinkristalle durch ihren hohen Anteil an Wasser in
der Kristallstruktur und dessen Diffusionsm¨oglichkeiten für Strahlensch¨aden besonders
anfällig. Bei Temperaturen unter 130 K ist durch die verringerte Diffusionsgeschwindigkeit
in vielen Fällen die Aufnahme eines vollst¨andigen Datensatzes an nur einem Kristall
möglich. Zusätzlich sind die thermischen Bewegungen der Atome bei tiefen Temperaturen
verringert, wodurch die Aufnahme von Datens¨atzen mit höherer Auflösung möglich ist. Für
Experimente bei tiefen Temperaturen werden die Kristalle nicht in Kapillaren gebracht,
sondern mit einer Reyonschleife aus der Fl¨ussigkeit

”
gefischt“ und sofort abgek¨uhlt. Die

Vermeidung von Streuung an der Quarzglaskapillare und Mutterl¨osung zeigt sich in einem
verbesserten Verh¨altnis von Signal zu Untergrund. Ein weiterer Vorteil zeigt sich in den
Präparationstechniken f¨ur Experimente bei tiefen Temperaturen, die weniger Manipulation
an den Kristallen erfordern.

Präparation der Kristalle: Wird der Kristall eines biologischen Makromolek¨uls unbehan-
delt auf Temperaturen unter 170 K abgek¨uhlt, treten Kristallsch¨aden durch mechanische Ver-
spannung auf, die durch die 9–prozentige Vergr¨oßerung 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 binären Lösungen durchgef¨uhrt (Angell & Trucker, 1980). Daraus ergeben sich verschie-
dene Möglichkeiten, die Eisbildung in den Proteinkristallen zu verhindern.
Ein Übergang von fl¨ussigem Wasser zu einer festen ungeordneten glasartigen Phase kann
erreicht werden, wenn die Zeit f¨ur das Abkühlen deutlich kleiner ist als die der Kristalli-
sation. Diese Forderung wird durch sogenanntes

”
Schockgefrieren“ erf¨ullt, indem die Kri-

stalle in flüssigen Stickstoff oder Propan (Haas & Rossmann, 1970; Thomanek, Parak &
Wintergerst, 1977) getaucht werden. Dar¨uber hinaus k¨onnen die Proteinkristalle durch Hin-
zufügen sogenannter

”
Kryoprotektoren“ gesch¨utzt werden (Petsko, 1975; Sousa, 1995). Die

Kryoprotektoren m¨ussen für jede Proteinart individuell gew¨ahlt werden. Die Kristalle zei-
gen Sch¨aden durch die Wechselwirkung mit dem Kryoprotektor und durch das Abk¨uhlen in
der Mosaikverbreiterung der Reflexprofile und in der Verringerung des Beugungsverm¨ogens.
Für 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 durchgef¨uhrt, daher werden im folgenden zwei Arbeiten
zu tetragonalem Lysozym vorgestellt.

Bei einer Temperatur von 100 K wurde bereits eine R¨ongtenstrukturbestimmung an tetra-
gonalem Lysozym durchgef¨uhrt (Young, Dewan, Nave & Tilton, 1993). Als Kryoprotektor
wurde dabei unverd¨unntes Paratone–N–Öl verwendet (Hope, 1988) und der Kristall wurde
direkt im Kaltluftstrom abgek¨uhlt. An diesem Kristall wurde unter Verwendung einer
Drehanode (Cu Kα) mit einem Bildplattensystem ein vollst¨andiger Datensatz mit einer
Auflösung von 1,9̊A aufgenommen. Die Autoren konnten am Kristall keine nachteiligen
Auswirkungen des Abk¨uhlens beobachten.

Von Kurinov & Harrison (1995) wurden im Temperaturbereich von 95 bis 295 K Struk-
turuntersuchungen an tetragonalem Lysozym durchgef¨uhrt. Die 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 und in fl¨ussigem
Stickstoff schockgefroren. Die Kristalle wurden im Kaltluftstrom gemessen. An diesen
Kristallen wurde unter Verwendung einer Drehanode (Cu Kα) mit einem Bildplattensystem
ein Datensatz mit einer Aufl¨osung bis zu 1,7̊A aufgenommen. Die Kristalle zeigten eine
Mosaikverbreiterung bis zu 1�.

Einfluß von Kryoprotektoren: Kryoprotektoren sollen die Eisbildung des Wassers im Kri-
stall und an der Kristalloberfl¨ache während des Abk¨uhlens verhindern. Geeignete Kryopro-
tektoren zeichnen sich dadurch aus, daß die auf 100 K abgek¨uhlte Kryoprotektorl¨osung klar
ist und sich keine kristallinen Ausscheidungen gebildet haben. Bei Raumtemperatur zeigt
sich die Verträglichkeit der Proteinkristalle und der Kryoprotektorl¨osung dadurch, daß die
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Kristalle in der Kryoprotektorl¨osung optisch perfekt sind, d. h. es sind keine Risse an der
Kristalloberfläche oder Tr¨ubung der Kristalle zu beobachten. Die verwendeten Kryoprotek-
toren sind in Tabelle 8 zusammengestellt.

CR : Reservoirlösung Rodgers, 1994
CRG: CR + 10–25% Glyzerin Rodgers, 1994

CA : 1M (NH4)Ac, pH = 4,7 Petsko, 1975
CAG: CA + 25% Glyzerin, pH = 4,7 Petsko, 1975

Tabelle 8: Zusammenstellung der verschiedenen Kryoprotektoren f¨ur tetragonales Lysozym

Einfluß der Kristallgr öße: Um die Eisbildung des
”
Kristallwassers“ zu verhindern, ist eine

hohe Abkühlrate erforderlich, die von der W¨armeleitfähigkeit im Kristall und dem Verh¨altnis
Kristalloberfläche zu Kristallvolumen (S/V) abh¨angt. Die Wärmeleitfähigkeit im Kristall ist
vom Verhältnis Lösungsmittel zu Proteinmolek¨ul, Dichte der Struktur, Zusammensetzung
der Mutterlösung, etc. abh¨angig. Kristalle mit gr¨oßerem S/V–Verh¨altnis haben eine gr¨oßere
Abkühlrate. Bei Kristallen mit kleinerem S/V–Verh¨altnis treten große Temperaturgradienten
zwischen Kristalloberfl¨ache und der Kristallmitte auf, die zu thermischen Verspannungen
führen. Daher wurden Kristalle verschiedener Gr¨oßen und Habitus untersucht.

Einfluß der Abk ¨uhlmethode: Die Kristalle wurden entweder direkt im Kaltluftstrom bei
100 K (Oxford Cryosystem), oder in fl¨ussigem Stickstoff (Schmelzpunkt 63 K, Siedepunkt
78 K) oder in flüssigem Propan7 (Schmelzpunkt 86 K, Siedepunkt 231 K) abgeschreckt.
Die experimentelle Bestimmung der effektiven Abk¨uhlrate ist schwierig und f¨uhrt zu
kontroversen Diskussionen (Hope, 1996; Plattner & Bachmann, 1982). Die Abk¨uhlrate
im Kaltluftstrom ist durch die geringe W¨armekapazit¨at des gasf¨ormigen Stickstoffs am
geringsten. Beim Schockgefrieren in fl¨ussigem Stickstoff bilden sich um die Probe isolie-
rende Bläschen, die das Abk¨uhlen verlangsamen. Bei kleinen Proben, wie Proteinkristallen,
hat dieses m¨oglicherweise keine Bedeutung (Hope, 1996). Propan besitzt einen großen
Temperaturunterschied zwischen Schmelzpunkt und Siedepunkt, daher bilden sich beim
Schockgefrieren keine Bl¨aschen. Allerdings bildet sich in einem Beh¨alter mit flüssigem
Propan ein Temperaturgradient zwischen Oberfl¨ache und Boden aus.

Auswertung der Reflexprofile: Um den Einfluß der verschiedenen Abk¨uhlmethoden 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 derselben Z¨uchtung bei Raumtemperatur
Reflexprofile mit Halbwertsbreiten von 0,003� aufgenommen. Die Stabilit¨at der experi-
mentellen Anordnung war f¨ur die Messung der Reflexprofile bei Temperaturen unter 130 K
ausreichend. Es zeigte sich, daß in Abh¨angigkeit von Kryoprotektor, Abk¨uhlmethode und
Kristallgröße keine signifikanten Unterschiede in den Halbwertsbreiten der Reflexprofile

7Die Experimente wurden freundlicherweise von Prof. J. C. Fontecilla–Champs und Herrn X. Vernede (IBS,
Grenoble) unterst¨utzt.
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(a) Halbwertsbreite: 0,21�

Kryoprotektor: CAG; fl. Stickstoff
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(b) Halbwertsbreite: 0,15�

Kryoprotektor: CRG; fl. Stickstoff
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(c) Halbwertsbreite: 0,36�

Kryoprotektor: CA, CAG; fl. Stickstoff
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(d) Halbwertsbreite: 0,17�

Kryoprotektor: CA, CAG; Kaltluftstrom
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(e) Halbwertsbreite: 0,18�

kein Kryoprotektor; fl. Propan

−4.2 −4.0 −3.8 −3.6 −3.4 −3.2
ω [Grad]

0

200

400

600

800

Z
äh

lra
te

 [1
/0

.0
5 

s] clyso_g_07.dat

(f) Halbwertsbreite: 0,17�

Kryoprotektor: CA, CAG; fl. Propan

Abbildung 49: Bei tiefen Temperaturen wurden an den Lysozymkristallen keine Orientierungsmatri-
zen bestimmt, daher wurden Reflexprofile mit unbekannter Indizierung aufgenommen.
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Größe [mm3] FWHM [ �] T [K] Kühlbedingungen
lycryob - 0,18 130 CAG -
lycryoc - 0,16 130 CAG -
lycryod 0,7�0,5�0,5 0,09 – 0,28 130 CAG -
clyso 00 - 0,28 100 CAG N
clyso 01 - 0,67 100 CAG N
clyso 02 - 0,37 100 CAG, K
clyso 04 - 0,34 – 0,76 130 CA N
clyso 05 - 0,68 – 0,74 130 CAG K
clyso 06 - 0,26 – 0,58 130 CAG N
clyso 07 - 0,21 – 0,56 130 CAG N
clyso 08 1,0�0,7�0,7 0,60 130 CRG N
clyso 09 0,5�0,5�0,3 0,80 130 CRG N
clyso 10 0,5�0,5�0,3 0,15 – 0,21 130 CRG 30 s N
clyso 11 - 0,54 130 CRG 30 s N
clyso 12 - 0,68 – 0,86 130 CRG 30 s N
clyso 13 0,05�0,05�0,025 0,62 130 CRG 900 s N
clyso 14 - 0,15 130 – N
clyso 15 - 0,25 – 0,44 130 – N
clyso 16 - 0,26 130 – N
clyso 17 - 0,38 – 0,42 130 CRG N
clyso 18 - 0,50 130 CRG N
lycry3 - 2,60 – 3,30 100 CA, CAG je 60 s N
lycry4 - 1,80 – 2,70 100 CA, CAG je 120 s N
lycry5 - 2,50 100 CA, CAG N
lycry8 - 3,20 100 CA 60 s, CAG 1 s K
lycry9 - 1,28 Parafinöl K
lycry12 0,5 0,56 – 2,56 100 CA, CAG je 60 s K
lycry14 0,3 0,42 100 CA 60 s, CAG 1 s K
lycry15 0,3 1,44 100 CA 60 s, CAG 1 s K
lycry16 0,5 3,68 100 – K
lycry17 0,5 0,42 130 – K
lycry18 0,5 0,92 – 2,65 130 CA N
lycry19 0,5 0,27 – 0,60 130 CA 1 s, CAG 1 s N
lycry21 0,4 0,49 – 0,81 130 CA 1 s, CAG 1 s N
lycry25 - 0,31 130 CA 1 s, CAG 1 s N
lycry26 - 0,34 – 0,56 130 Parafinöl N
lycry28 - 0,16 – 0,38 130 CA 1 s, CAG 1 s K
clyso a 1,0�1,0�0,3 0,18 – 0,66 130 – P
clyso b 0,8�0,8�0,4 0,08 – 0,31 130 – P
clyso d 1,5�1,5�1,0 0,26 – 1,34 130 CA, CAG P
clyso e 1,5�0,8�0,8 0,18 – 0,37 130 – P
clyso g - 0,17 – 0,86 130 CA, CAG P

Tabelle 9: Kristalle, die unter verschiedenen Bedingungen abgek¨uhlt wurden.
K, N und P bezeichnen die Abk¨uhlmethode: Kaltluftstrom, fl. Stickstoff oder fl. Propan.
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zu beobachten sind. Bei Temperaturen unter 130 K konnten mit unterschiedlichen Abk¨uhl-
methoden Halbwertsbreiten von 0,2� erreicht werden (s. Abb. 49). Diese sind kleiner als
die Literaturwerte (Kurinov & Harrison, 1995). Dreistrahlinterferenz–Experimente an
Proteinkristallen mit Halbwertsbreiten der Reflexprofile von 0,2� sind jedoch nicht m¨oglich.

Die Versuchsbedingungen beim Schockgefrieren der Kristalle in fl¨ussigem Propan waren am
besten zu reproduzieren. Die pr¨aparierten Kristalle befinden sich in einem Beh¨alter, gefüllt
mit flüssigem Propan. In diesem Zustand k¨onnen die Kristalle aufbewahrt werden, indem die
Propanbeh¨alter in einen Dewar, gef¨ullt mit fl üssigem Stickstoff, gebracht werden, wodurch
sich das Propan verfestigt. Da die Proben in dieser Form gelagert und transportiert werden
können, kann die Pr¨aparation der Kristalle bereits vor Beginn der Meßzeit erfolgen.

7.1.2 β–Trypsin

Literaturangaben: Von Stuhrmann (1997) wurde an derβ–Modifikation des Rindertrypsin
bei 110 K eine MAD–Strukturbestimmung in der N¨ahe der K–Absorptionskante von Schwe-
fel (zwischen 4,992 und 5,033̊A) mit einem Bildplattensystem durchgef¨uhrt. Verwendet
wurde als Kryoprotektor CT : 8g Phytohistol in 1 ml Ethylenglykol mit Stabilisierungsl¨osung
auf 10 ml aufgef¨ullt. Die Kristalle wurden in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Weder bei
Stuhrmann (1997) noch bei Earnest et al. (1991) wurde Angaben zur Mosaikverbreiterung
bei tiefen Temperaturen gemacht.

Präparation der Kristalle: Für die Qualitätsuntersuchungen an Proteinkristallen bei tiefen
Temperaturen wurden freundlicherweise Kristalle und die optimierten Kryobedingungen
von Stuhrmann (1997) zur Verf¨ugung gestellt.
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Abbildung 50: Bei tiefen Temperaturen wurden an denβ–Trypsinkristallen keine Orientierungsma-
trizen bestimmt, daher wurden Reflexprofile mit unbekannter Indizierung aufgenommen.
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Größe [mm3] FWHM [�] T [K]
cryo try01 – 0,36 – 0,48 115
cryo try02 – 0,85 115
cryo try03 0,1�0,1�1,0 0,85 90
cryo try04 0,1�0,1�0,7 0,65 – 0,75 90
cryo try05 0,1�0,1�0,5 0,26 – 0,38 95
cryo try06 – 1,76 95
cryo try07 – 0,28 95
cryo try08 – 0,24 95

Tabelle 10: Halbwertsbreiten der Re-
flexprofile derβ–Trypsinkristalle bei tie-
fen Temperaturen

Auswertung der Reflexprofile: Bei Raumtemperatur besitzen die Reflexprofile Halbwerts-
breiten zwischen 0,005� und 0,02� (s. Kap. 4.3). Bei Temperaturen zwischen 90 und 115 K
wiesen die Reflexprofile Halbwertsbreiten gr¨oßer als 0,2� auf. Die Meßergebnisse sind in Ta-
belle 10 aufgef¨uhrt, und in Abbildung 50 sind Reflexprofile anβ–Trypsinkristallen bei 95 K
gezeigt. Die Halbwertsbreiten liegen in der Gr¨oßenordnung der Lysozymkristalle bei tiefen
Temperaturen. Bei Messungen mit Bildplattensystemen ist diese Verbreiterung der Reflex-
profile kaum zu beobachten. Dreistrahlinterferenz–Experimente anβ–Trypsinkristallen bei
100 K sind nicht m¨oglich.

7.1.3 Proteinase K

Präparation der Kristalle: Für Experimente bei tiefen Temperaturen an Kristallen von Pro-
teinase K wurden freundlicherweise von Betzel (1995) die Kryobedingungen zur Verf¨ugung
gestellt. Als Kryoprotektor CRG wurde die Reservoirl¨osung mit einer Beimischung von 10
bis 20% Glyzerin verwendet. Die Kristalle wurden in fl¨ussigem Stickstoff schockgefroren.
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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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Größe [mm3] FWHM [�] T [K]
c prtk 01 0,2�0,2�0,1 0,34 – 0,72 120
c prtk 02 0,2�0,2�0,1 0,38 – 0,43 120
c prtk 03 0,2�0,2�0,1 0,52 120

Tabelle 11: Halbwertsbreiten der Re-
flexprofile der Kristalle von Protein-
ase K bei 120 K

Auswertung der Reflexprofile: Bei Raumtemperatur besitzen die Reflexprofile Halbwerts-
breiten zwischen 0,006� und 0,014� (s. Kap. 4.4). Bei 120 K wurden insgesamt acht Kristal-
le untersucht, wobei nur an drei Kristallen die Aufnahme von Reflexprofilen m¨oglich war.
Die Halbwertsbreiten der Reflexprofile an Kristallen von Proteinase K sind bei 120 K gr¨oßer
als 0,3�. Die Meßergebnisse sind in Tabelle 11 aufgef¨uhrt und in Abbildung 51 sind Re-
flexprofile an Kristallen von Proteinase K bei 120 K gezeigt. Auch hier zeigt es sich, daß
Dreistrahlinterferenz–Experimente an Kristallen von Proteinase K bei tiefen Temperaturen
nicht möglich sind.

7.2 Mosaikverbreiterung bei langsamen Abk ¨ uhlen

Bereits durch die Messung von Proteinkristallen bei Temperaturen von 273 K bis zu Tempe-
raturen oberhalb des Gefrierpunktes der Mutterl¨osung können Sch¨aden der Kristallstruktur
durch Röntgenstrahlung reduziert werden.

Um den Einfluß der Temperatur auf Lysozymkristalle zu untersuchen, wurde beginnend bei
292 K der Kristall lyc6 mit einer Rate von 1 K pro Minute abgek¨uhlt und dabei Profile des
Reflexes (16 16 0) aufgenommen. Der Kristall befand sich vor dem Austrocknen gesch¨utzt
in einer Kapillare, und es wurde kein Kryoprotektor verwendet.

Aus den Profilen des Reflexes (16 16 0) wurden die Halbwertsbreite und die normierte
Integralintensit¨at in Abhängigkeit der Temperatur bestimmt, die in Abbildung 53 dargestellt
sind. Reflexprofile bei ausgew¨ahlten 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 abgek¨uhlt und befand sich vermutlich noch nicht im thermischen
Gleichgewicht, daher treten thermische Verspannungen auf. Der Kristall wurde nun lang-
samer (1 K pro Minute) abgek¨uhlt und für 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 0,0019� verkleinert und gleichzeitig erh¨oht
sich die maximale Intensit¨at. 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 eingeschr¨ankt. Bei niedrigeren Temperaturen erh¨ohen sich durch die
thermischen Verspannungen die Halbwertsbreiten bis auf 0,004� und die maximale Intensit¨at
fällt ab. Die Reflexprofile ¨ahneln Lorentzfunktionen, und die Ausl¨aufer der Reflexprofile er-
strecken sich ¨uber einen gr¨oßeren Winkelbereich (s. Abb. 52(c) bis 52(e)). Der Anteil der
diffusen Streuung nimmt zu. Gleichzeitig ist ein geringer Anstieg der Integralintensit¨at zu
beobachten. Durch die Verspannungen im Kristall kann ein gr¨oßeres Wellenl¨angenintervall
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Abbildung 52: Während der Abk¨uhlung des Kristalls lyc6 wurden Profile vom Reflex (16 16 0) auf-
genommen. Weitere Erl¨auterungen siehe Text.
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(a) Halbwertsbreite des Reflexprofils (16 16 0) in Abh¨angigkeit von der Temperatur
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(b) Integralintensit¨at des Reflexes (16 16 0) in Abh¨angigkeit von der Temperatur

Abbildung 53: Während der Abk¨uhlung des Kristalls lyc6 wurden Profile vom Reflex (16 16 0) auf-
genommen. Daraus wurde die Integralintensit¨at und die Halbwertsbreite der Reflexprofile bestimmt.
Weitere Erläuterungen siehe Text.
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akzeptiert werden, daher werden die Reflexprofile breiter. Bei 243 K setzt die Eisbildung ein
und zerst¨ort den Kristall vollständig.
Bis zur Temperatur von 244 K war der Lysozymkristall lyc6 f¨ur Dreistrahlinterferenz–
Experimente geeignet.

7.3 Untersuchung zur Mosaikblockgr öße– und Verspannungseffekten

Um den Einfluß von Verspannungs– und Teilchengr¨oßeneffekten 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 hochaufgel¨osten Untersuchungen wurden mit einem Analysator durchgef¨uhrt, der in
Abbildung 54 schematisch dargestellt ist. Die Anordnung besteht aus dem Monochro-
matorkristall (Si 1 1 1), dem Probenkristall (Lysozymkristall) und dem Analysatorkristall
(Si 1 1 1), wobei der Analysatorkristall in nicht–dispersiver Anordnung bez¨uglich des Pro-
benkristalls in der Beugungsebene reflektiert. Der Analysator ist amθ–Kreis des Diffrak-
tometers (s. Abb. 10) befestigt und wird durch eineθ–Drehung in Beugungsposition ge-
bracht. Die Auflösung des Analysatordrehkreises betr¨agt 0,00005�, die Auflösung derω/2θ–
Drehung ist durch die Aufl¨osung desθ–Drehkreises auf 0,0005� beschränkt. Für die Mes-
sungen bei Raumtemperatur wurde ein Untersetzungsgetriebe mit einem Faktor f¨unf in den
θ–Drehkreis eingebaut.

kristall
Analysator-

abgebeugter
Strahl

α

Detektor

Abbildung 54: Schematischer Aufbau des
Analysators, der amθ–Drehkreis befestigt ist

Der Einfluß von Mosaikblockgr¨oßen und Verspannungen auf die Reflexprofile kann experi-
mentell bestimmt werden (M¨uller, 1998). Die Halbwertsbreite der Reflexprofile ist von der
Auflösung der Apparatur und der Qualit¨at der untersuchten Probe abh¨angig.

Theoretische Grundlagen:

� Verbreiterung der Reflexprofile durch die Aufl¨osung der Apparatur:

Die Verbreiterung des reziproken Gitterpunktes durch die Aufl¨osung der Apparatur
ergibt sich aus der Faltung des aufgrund der Wellenl¨angendispersion verbreiterten Re-
flexprofils mit der Divergenz der Prim¨arstrahlung und mit der Aufl¨osungsfunktion des
Analysatorsaana.
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– Dispersion der Prim¨arstrahlung
Aus der Braggschen Gleichung folgt f¨ur die Verbreiterung des reziproken Gitter-
punktes durch die Wellenl¨angendispersion∆λ

λ :

∆ϑ =
∆λ
λ

tanϑ: (59)

Am Strahlrohr D1 (ESRF) betr¨agt die Wellenlängendispersion∆λ
λ =1,6�10�4.

– Divergenz der Prim¨arstrahlungδ
Die horizontale Divergenz betr¨agt am Strahlrohr D1δ = 0,0006�.

Divergenz der 
Primärstrahlung K’(0)

K(0)

K(h)

K’(h)
ω 

h

∆λDispersion
Detektor

Abbildung 55: Schematische Darstellung der
Verbreiterung des Reflexprofils aufgrund von
Wellenlängendispersion und Divergenz der
Primärstrahlung

– Auflösung des Analysators
Die Auflösungsfunktion des Analysatorsaana hängt von der dynamischen Brei-
te Bdyn und dem Beugungswinkelϑana des Analysatorkristalls ab, die wiederum
von der Wellenlänge abh¨angen. Aufgrund der Wellenl¨angendispersion besitzt ein
Reflex eines perfekten Analysatorkristalls ein Reflexprofil mit endlicher Halb-
wertsbreite. Die Aufl¨osungsfunktionaana ergibt sich zu:

aana=

s
B2

dyn+

�
∆λ
λ

tanϑana

�2

(60)

mit Bdyn=
λ2

sin2ϑana

pe2

4π2ε0mec2VEZ
jF(~h)j:

Die Verbreiterung der Reflexprofile durch den verwendeten (Si 1 1 1)–
Analysatorreflex ergibtaana = 0,0009�.

Für eineω=2θ–Drehung ergibt sich damit die Verbreiterung des reziproken Gitter-
punktes zu:

∆ϑ =

r
δ2+

�
∆λ
λ tanϑ

�2
+a2

ana

2
: (61)
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K(0)

K(h)

ω 
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Mosaizität

Verspannung

Detektor

Analysator

Abbildung 56: Schematische Darstellung der
Verbreiterung des Reflexprofils aufgrund von
Verspannung und Mosaizit¨at

(a)ω–Drehung mit Analysator

(b) ω=2ϑ–Drehung mit Analysator

Abbildung 57: Schematische Darstellung der
Wirkungsweise des Analysators bei einem
verbreiterten Reflexprofil

� Verbreiterung der Reflexprofile durch den untersuchten Kristall

– Dynamische Reflexbreite
Die dynamische Breite der Lysozymreflexe ist vernachl¨assigbar klein gegen¨uber
der instrumentellen Verbreiterung.

– Verspannungen im Kristall
Durch Verspannungen im Kristall treten Abweichungen in den Gitterparametern
auf. Aus der Braggschen Gleichung folgt f¨ur die Verbreiterung des reziproken
Gitterpunktes durcḧAnderungen der Gitterparameter∆d

d :

∆ϑ =
∆d
d

tanϑ: (62)

– Endliche Mosaikblockgr¨oße
Bei einem endlichen Kristall wird die Gitterfunktion mit der Formfunktion ge-
faltet. Die Fouriertransformierte dieser Faltung besitzt Punkte endlicher Ausdeh-
nung. Näherungsweise ist die Verbreiterung der Reflexprofile der Abstand der
ersten Nullstelle dieser Funktion zum Ursprung. F¨ur die Verbreiterung des Re-
flexprofils aufgrund endlicher Mosaikblockgr¨oßeb ergibt sich (Wölfel, 1972):

∆ϑ =
λ
2b

: (63)

Die Verbreiterung der Reflexprofile durch den Mosaikbau wird mit steigendem
Beugungswinkel gr¨oßer. Sie ist unabh¨angig von der Elementarzellengr¨oße.

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

∆ϑ =

vuut� λ
2b

�2

+

"�
∆d
d

�2

+

�
∆λ
λ

�2
#

tan2ϑ+δ2+a2
ana: (64)
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Messungen: Bei Raumtemperatur wurde am Lysozymkristall clysort und bei 130 K am
Lysozymkristall lycry28 (s. Tab. 9) jeweils eine Orientierungsmatrix bestimmt und Profile
von Reflexen verschiedener Ordnung mit und ohne Analysator aufgenommen.
Um den genauenω–Beugungswinkel zu bestimmen, wurde ein Reflexprofil ohne Analy-
sator (ω–Drehung) aufgenommen. Der Analysatorkristall wird bei diesemω–Winkel auf
die maximale Intensit¨at justiert (α–Drehung). Mit Analysator wurde je ein Reflexprofil
senkrecht zur Richtung von~h (ω–Drehung) und ein Reflexprofil entlang der Richtung von~h
(ω/2θ–Drehung) aufgenommen (s. Abb. 57).

mit Analysator
Reflex ϑB α–Drehung ω–Drehung ω/2θ–Drehung
(4 4 0) 2,047� 0,0016� 0,0030� 0,0009�

(7 7 0) 3,584� 0,0017� 0,0031� 0,0009�

(12 12 0) 6,152� 0,0016� 0,0033� 0,0009�

(15 15 0) 7,699� 0,0016� 0,0031� 0,0009�

(16 16 0) 8,205� 0,0017� 0,0027� 0,0010�

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

mit Analysator ohne Analysator
Reflex ϑB α–Drehung ω–Drehung ω/2θ–Drehung ω–Drehung
(4 4 0) 2,270� 0,0020� 0,21� 0,0025� 0,26�

(7 7 0) 3,962� 0,0048� 0,19� 0,0035� 0,26�

(12 12 0) 6,780� 0,0070� 0,18� 0,0050� 0,24�

(15 15 0) 8,479� 0,0095� 0,17� 0,0060�

(16 16 0) 9,053� 0,0088� 0,16� 0,0055� 0,24�

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

In Abbildung 59 sind f¨ur den Kristall lycry28 die verschiedenen Profile des Reflexes (7 7 0)
gezeigt. Die Halbwertsbreiten der Reflexprofile sind f¨ur die Messung bei Raumtemperatur
und bei 130 K in Tabelle 12 und 13 zusammengestellt. Dieω–Drehung mit Analysator
zeigt, daß eine breite Winkelverteilung der Mosaikbl¨ocke vorliegt, die im wesentlichen zur
Verbreiterung der Reflexprofile f¨uhrt.
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(a) Profil des Reflexes (7 7 0) an tetragonalem
Lysozym bei 130 K (ohne Analysator)
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Abbildung 58: Am Lysozymkristall lycry28 wurden bei 130 K Profile des Reflexes (7 7 0) mit und
ohne Analysator aufgenommen.

Auswertung: Nach Gleichung (64) ergibt sich bei bekannter Wellenl¨angendispersion∆λ
λ aus

der Auftragung von∆ϑ2 über tan2ϑ aus der Steigung der Ausgleichsgeraden die Verspan-
nung ∆d

d und aus dem Achsenabschnitt die Mosaikblockgr¨oßeb. Die Meßwerte bei Raum-
temperatur und 130 K sind in Abbildung 59 aufgetragen.
Aus den Messungen bei Raumtemperatur ergeben sich im Rahmen der Meßgenauigkeit keine
Hinweise auf Verspannungen oder Teilchengr¨oßeneffekte, der Kristall ist scheinbar perfekt.
Bei einer Temperatur von 130 K ist eine Verkleinerung der Gitterparameter um∆d

d = 5�10�3

zu beobachten. Aus der Auftragung ergibt sich f¨ur die Verspannung∆d
d = 5,7�10�4 und für die

Mosaikblockgrößeb = 13600Å. Beim Abkühlen zerbrach der Kristall in kleine, stark ver-
spannte Mosaikbl¨ocke. Da die Messung bei 130 K nur an einem Kristall durchgef¨uhrt wurde,
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sind die Ergebnisse als erste Anhaltspunkte f¨ur die Verspannungen und Mosaikblockgr¨oßen
in einem Lysozymkristall zu werten.
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Abbildung 59: Halbwertsbreiten in Abh¨angigkeit des Beugungswinkels bei Raumtemperatur (Qua-
drate) und bei T=130 K (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, daß eine Struk-
turlösung ab initio von kleinen Proteinstrukturen ohne Schweratome mittels experimentell
bestimmter Triplettphasen prinzipiell m¨oglich ist. Dazu wurden Dreistrahlinterferenz–
Profile an tetragonalem Lysozym am Strahlrohr D1 der ESRF, Grenoble aufgenommen.
Insgesamt wurden 847 Triplettphasen an 23 verschiedenen Lysozymkristallen experimentell
bestimmt. F¨ur die mittlere gewichtete Triplettphasendifferenz zum Strukturmodel R193
(Vaney, Maignan, Ri`es-Kautt & Ducruix, 1996) ergab sich 19,9�. Unter günstigen Be-
dingungen konnten an Lysozymkristallen f¨unf Triplettphasen pro Stunde und etwa 150
Triplettphasen pro Lysozymkristall bestimmt werden. Durch Verkn¨upfung der experimentell
bestimmten Triplettphasen und die Zuordnung symbolischer Strukturfaktorphasen (847
Triplettphasen: zwei symbolische Einzelphasen) ließen sich 752 Strukturfaktorphasen
ableiten. Diese symbolischen Strukturfaktorphasen wurden variiert und mit dem Maximum–
Entropie–Verfahren (ME) wurde der geeignetste Phasendatensatz ausgew¨ahlt und eine
ME–Elektronendichtekarte berechnet. An diese konnte direkt ein Startmodell angepaßt, und
davon ausgehend eine Strukturverfeinerung durchgef¨uhrt werden. Das daraus resultierende
Strukturmodell stimmt bis auf einige Seitenketten mit dem Strukturmodel R193 ¨uberein.

Das ME–Verfahren erwies sich als hilfreich, die durch Variation der symbolischen Struk-
turfaktorphasen erhaltenen Phasendatens¨atze zu 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, um Datens¨atze
mit niedrigem Phasenfehler auszuw¨ahlen. Sind nur wenige Strukturfaktorphasen von sym-
bolischen Einzelphasen abh¨angig (bei 752 Strukturfaktorphasen nur vier Einzelphasen), so
ist der Einfluß

”
falscher“ Phasen auf die ME–Elektronendichtekarten nicht zu beobachten.

Bei der großen Anzahl von Strukturfaktorphasen und –betr¨agen entspricht die Qualit¨at
der Elektronendichtekarten, die direkt aus der Fouriertransformation berechnet wurden,
der der ME–Elektronendichtekarten. Die bei 703 experimentell bestimmten Triplettphasen
durchgeführte Extrapolation von unbekannten Strukturfaktorphasen ergab keine Verbes-
serung der ME–Elektronendichtekarten. Die Bestimmung der Strukturfaktorphasen von
Reflexen, deren Strukturfaktorbetr¨age große Abweichungen zwischen den gemessenen
und den aus der ME–berechneten Werten aufweisen, ergab eine deutliche Verbesserung
der ME–Elektronendichtekarte. Somit k¨onnen mit Hilfe des ME–Verfahren die Reflexe
ausgew¨ahlt werden, die an den zu messenden Dreistrahlf¨alle beteiligt sein sollten.

Um die Bedingungen f¨ur zukünftige Messungen von Dreistrahlinterferenz–Profilen an
Proteinkristallen zu optimieren, wurde der Einfluß der Reflexe mit bestimmter Struktur-
faktorphase auf die ME–Elektronendichtekarte untersucht. Die Reflexe wurden aufgrund
des Auflösungsbereiches und/oder des Strukturfaktorbetrages ausgew¨ahlt. Die ME–
Elektronendichtekarte, berechnet aus Reflexen mit den 548 gr¨oßten Strukturfaktorbetr¨agen
aus dem Aufl¨osungsbereich zwischen 3,5 und 55,5Å, erwies sich noch als interpretierbar.
Dies entspricht der experimentellen Bestimmung von etwa 620 Triplettphasen. Diese Refle-
xe sind auch besonders f¨ur die Messung von Dreistrahlinterferenzen geeignet, da sie meist
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große Interferenzeffekte zeigen und geringe Meßzeiten erforderlich sind. Wurden Reflexe
mit großen Strukturfaktorbetr¨agen bei der Berechnung der ME–Elektronendichtekarten
nicht berücksichtigt, so konnte die fehlende Information nicht durch das ME–Verfahren ex-
trapoliert werden. Reflexe mit hoher Aufl¨osung sind f¨ur die Interpretation nicht erforderlich.

An der bisher noch ungel¨osten Proteinstruktur von Nessellectin wurden 210 Triplettphasen
experimentell bestimmt, aus denen sich 188 Strukturfaktorphasen ableiten lassen. Bei
der Bewertung der Phasendatens¨atze 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 Einh¨ullende des Proteinmolek¨uls
zu erkennen ist. Aus der Erfahrung bei tetragonalem Lysozym ist zu erwarten, daß etwa
200 weitere Triplettphasen bestimmt werden m¨ussen, um eine vollst¨andig interpretier-
bare ME–Elektronendichte zu erhalten. Insbesondere sollte die Strukturfaktorphase von
Reflexen bis zu einer Aufl¨osung von 3,5̊A bestimmt werden. Weitere Messungen von
Dreistrahlinterferenz–Profilen sind in Vorbereitung, konnten aber im Rahmen dieser Arbeit
nicht mehr durchgef¨uhrt werden.

Für die Strukturbestimmung an Proteinkristallen stellt die Sch¨adigung der Proteinstruktur
durch Röntgenstrahlung ein Problem dar. Bei den Dreistrahlinterferenz–Experimenten
zeigen sich die Strahlensch¨aden in der Verbreiterung der Reflexprofile und in der Abnahme
der Größe des Interferenzeffektes, wodurch die Interpretierbarkeit der Dreistrahlinterferenz–
Profile erschwert wird. Eine Reduktion der Strahlensch¨aden kann erreicht werden, wenn
die Experimente bei Temperaturen um 120 K durchgef¨uhrt werden. Erste hochaufgel¨oste
Untersuchungen des Mosaikbaus ergaben, daß die Proteinkristalle bei Temperaturen um
130 K den Anforderungen einer Datensammlung mit Bildplattensystemen gen¨ugen, jedoch
ist die Mosaikverbreiterung auf mindestens 0,2� für Messungen von Dreistrahlinterferenz–
Profilen zu groß. Bei einer Abk¨uhlung der Proteinkristalle auf 273 bis 243 K, oberhalb des
Gefrierpunktes der Mutterl¨osung, sind die Kristalle im thermischen Gleichgewicht nahezu
perfekt, so daß die Messung von Dreistrahlinterferenz–Profilen m¨oglich wäre. Bei diesen
Temperaturen ist die Sch¨adigungsrate bereits reduziert, wodurch eine l¨angere Lebensdauer
der Proteinkristalle im R¨ontgenstrahl zu erwarten ist.

Die Verwendung der experimentell bestimmten Triplettphasen sollte in allen Programmen
zur Strukturlösung möglich sein. Durch eine effektive Ausnutzung dieser Triplettphasen
kann voraussichtlich die Anzahl der zu messenden Dreistrahlinterferenz–Profile reduziert
werden. Bei verschiedenen Methoden zur Strukturl¨osung ist eine Extrapolation der Struktur-
faktorphasen von Reflexen mit bekanntem Strukturfaktorbetrag m¨oglich. Dies kann zu einer
Reduzierung der experimentell zu bestimmenden Triplettphasen f¨uhren.
Im Maximum–Entropie–Verfahren k¨onnte die Ber¨ucksichtigung der Strukturfaktorbetr¨age
der Reflexe mit unbekannter Phase eine verbesserte Elektronendichtekarte ergeben.
Bisher können bei der Strukturverfeinerung die experimentell bestimmten Triplettphasen
oder die daraus abgeleiteten Strukturfaktorphasen nicht ber¨ucksichtigt werden. Diese zus¨atz-
liche Information kann in Form von Zwangsbedingungen eingebunden werden und zu einer
besseren̈Ubereinstimmung des Strukturmodells mit den gemessenen Daten f¨uhren.
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