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Kurzfassung

Magnetfelder kénnen das Wachstum von Proteinkristallen auf verschiedene Arten be-
einflussen. In homogenen Magnetfeldern richten sich einzelne Molekiile und vor allem
groflere Kristallite aufgrund ihrer magnetischen Anisotropie in Richtung des Magnetfel-
des aus. In stark inhomogenen Magnetfeldern erfahren diamagnetische Substanzen eine
abstoflende und paramagnetische Substanzen eine anziehende Kraft zu Orten kleinerer
bzw. groBerer Feldstirke. Bei ausreichend starken Inhomogenitéiten ldsst sich daher fiir
diamagnetische Proteine ein der Mikrogravitation und fiir paramagnetische Proteine
ein der Hypergravitation vergleichbarer Zustand auf der Erde herstellen. Insbesondere
fiir die Proteinkristallisation in homogenen Magnetfeldern und die Kristallisation dia-
magnetischer Proteine in inhomogenen Magnetfeldern wird in der Literatur iiber einen
positiven Effekt auf die Kristallqualitdt berichtet.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine systematische Untersuchung des Effektes der
Proteinkristallisation in Magnetfeldern auf die Kristallqualitit durchgefiihrt. Die Be-
stimmung der Kristallqualitit erfolgte dabei durch Bestimmung der Mosaizitéit mittels
hochaufgeltster Rontgenbeugung. Von einigen Kristallen wurden zudem Intensitéitsda-
tensatze aufgezeichnet. Eine statistische Auswertung der Daten erfolgte durch Wilco-
zon-Rangsummentests.

Eine Untersuchung des Effektes homogener Magnetfelder von 57", 8.8 T und 15.8T
auf die Kristallqualitiit erfolgte an den diamagnetischen Proteinen Thaumatin, Trypsin
und Lysozym sowie an paramagnetischem Myoglobin. Wihrend fiir die diamagneti-
schen Proteine kein deutlicher Effekt zu erkennen ist, sind die Myoglobin Kristalle aus
dem Magnetfeld bis zu 14 mal groBer als die Kristalle der Kontrollgruppe und weisen
signifikant kleinere Mosaizitdten auf. Die Kristalle aus dem Magnetfeld beugten zudem
zu deutlich hoheren Auflésungen als der beste in der Literatur beschriebene Datensatz.

Zum Erreichen stark inhomogener Magnetfelder wurden fiir einen Elektromagneten
spezielle Polschuhe berechnet und konstruiert. Der Aufbau erlaubt die Magnetolevi-
tation kleiner Mengen Wasser und von Losungen diamagnetischer Proteine. Dies war
bisher nur mit Bitter- oder supraleitenden Magneten moglich.

Der Effekt der Kristallisation in einer der Mikrogravitation vergleichbaren Umge-
bung wurde an den diamagnetischen Proteinen Lysozym und Insulin untersucht. Mo-
saizitdtsmessungen zeigen jedoch, wenn iiberhaupt einen leicht negativen Effekt der
Kristallisation in inhomogenen Magnetfeldern auf die Kristallqualitdt. In inhomogenen
Magnetfeldern kristallisierte paramagnetische Myoglobinkristalle weisen eine signifikant
hohere Mosaizitdt auf und zeigen bereits unter dem Polarisationsmikroskop deutliche
Storungen.

Zusammenfassend konnte festgestellt werden, dass die Kristallisation von Proteinen
mit einer groen magnetischen Anisotropie wie z.B. Myoglobin eine vielversprechende
Methode zu einer deutlichen Verbesserung der Kristallqualitit darstellt.




Abstract

Magnetic fields can affect protein crystal growth in several ways. In homogeneous ma-
gnetic fields molecules and crystallites lign up themselves along the magnetic field
direction due to their magnetic anisotropy. Inhomogeneous magnetic fields exert a for-
ce on diamagnetic and paramagnetic compounds towards regions of lower or higher
field strength. This effect can be used to create a microgravity-like environment for
diamagnetic proteins and an environment comparable to hypergravity for paramagne-
tic proteins. Crystallization in homogeneous magnetic fields and a microgravity-like
environment are reported to have a positive effect on crystal quality.

The aim of this work was to systematically investigate the effect of protein crystalli-
zation in magnetic fields on the crystal quality by comparing a large number of crystals
grown under identical conditions with- and without magnetic fields. Crystal quality
was determined by means of high resolution rocking-curve measurements. Furthermore
in certain cases complete diffraction datasets were collected. Any possible influence of
magnetic fields on the mosaicity and the quality of the diffraction data was evaluated
statistically by applying Wilcoron-ranksum tests.

To investigate the effect of protein crystallization in homogeneous magnetic fields
the diamagnetic proteins Thaumatin, Trypsin, and Lysozyme and paramagnetic Myo-
globin were crystallized in magnetic fields of 57, 8.8, and 15.8T. The analysis of
crystal mosaicity and quality of the diffraction data of the diamagnetic proteins did
not reveal a significant influence on the crystal quality. In contrast the crystals of para-
magnetic Myoglobin grew up to 14 times larger than the ones in the control experiment.
In addition they had a significant lower mosaicity, and diffracted to a higher resolution
than ever reported before.

Special pole pieces for an existing magnet were designed and build to grow protein
crystals in an inhomogeneous magnetic field The experimental setup generates gradients
of up to 1400 T2 /m, which were previously only realized with Bitter- and supercon-
ducting magnets. It levitates microliter amounts of water and diamagnetic proteins in
solution.

The influence on protein crystallization of an inhomogeneous magnetic field which
generated a microgravity-like environment was studied on Lysozyme and Insulin. Sur-
prisingly, mosaicity measurements did not reveal any improvement in crystal quality.
Paramagnetic Myoglobin crystals grown inside this field configuration were of signifi-
cantly inferior quality compared to the ones from the control group.

In conclusion the crystallization of proteins with a large magnetic anisotropy, such
as Myoglobin, in homogeneous magnetic fields is a promising method for growing better
quality crystals.
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Kapitel 1
Einleitung

Auf dem Gebiet Rontgenstrukturanalyse von biologischen Makromolekiilen konnten
in den letzten Jahren erhebliche Fortschritte erzielt werden. Neue und weiter ver-
feinerte Methoden in der Molekularbiologie erlauben die schnellere Expression von
Proteinen bei zugleich héheren Ausbeuten. Zudem erlauben neue brillantere Synchro-
tronstrahlungsquellen der dritten Generation in Kombination mit schnell auslesbaren
2D-Detektoren erheblich schnellere Datensammlungen an deutlich kleineren Kristallen.
Durch die fortschreitende Automatisierungstechnik ist zudem eine erheblich effiziente-
re Nutzung der Kapazititen von Synchrotronstrahlungsquellen méglich. Auch auf dem
Gebiet der Strukturléosung wurden durch die Etablierung neuer Methoden, wie z.B. der
SAD-Methode, erheblich effizientere Abldufe moglich.

Ein nach wie vor jedoch nicht zufriedenstellend gelostes Problem stellt die Kristal-
lisation von biologischen Makromolekiilen dar. Oft lassen sich von einem bestimmten
Protein iiberhaupt keine Einkristalle ziichten und wenn Einkristalle erhalten werden
konnen, weisen diese oft ein fiir die Strukturbestimmung nicht ausreichendes Streu-
vermogen auf. Daher wurden auf dem Gebiet der Proteinkristallisation in den letzten
Jahren erhebliche Anstrengungen unternommen, um auch dieses Problem in den Griff
zu bekommen.

Neben molekularbiologischen Methoden, bei denen versucht wird durch Verdnderun-
gen der Aminosiduren-Sequenz eine verbesserte Kristallisierbarkeit des entsprechenden
Proteins zu erreichen, lassen sich die weiteren Ansétze in zwei Gruppen unterteilen. Da-
bei wird zum einen versucht, durch Verdnderung der chemischen Umgebung und zum
anderen durch verdnderte physikalische Parameter eine bessere Kristallisierbarkeit der
Proteine zu erreichen.

Bei ersteren Methoden soll durch den Zusatz von verschiedenen Hilfsstoffen wie z.B.
organischen und anorganischen Substanzen oder durch die Verénderung des pH-Wertes
eine bessere Kristallisierbarkeit erreicht werden. In den letzten Jahren wurden zahlrei-
che neue Substanzen in die sogenannten ’screening kits’ integriert. Zur Kristallisation
eines neuen Proteins werden heutzutage iiblicherweise oft mehr als 1000 unterschiedliche
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Kristallisationsbedingungen ausprobiert. Zwar konnten durch diese neuen Kristallisa-
tionsbedingungen von einigen zuvor nicht kristallisierten Proteinen Kristalle erhalten
werden, doch blieb dieser Erfolg auf eine relativ geringe Zahl von Proteinen beschrénkt.

Die prominenteste Methode der zweiten Gruppe, die auf eine Verbesserung der
Kristallisierbarkeit durch Verdnderung physikalischer Parameter abzielt, dirfte wohl
die Proteinkristallisation im Weltraum unter Mikrogravitation darstellen. Auf der Er-
de findet bei der Proteinkristallisation ein weitgehend durch Konvektion dominierter
Stofftransport zum wachsenden Kristall hin statt. Im Weltraum dagegen wird die auf
der Erde durch die Gravitationskraft hervorgerufene Konvektion weitestgehend unter-
driickt und es ist ein diffusiver Stofftransport zu erwarten. Die durch diffusiven Stofi-
transport entstandenen Kristalle sollen dabei von besserer Qualitét sein. Neben der
Mikrogravitation wurde der Einfluss vieler weiterer physikalischer Parameter, wie z.B.
der Kristallisationstemperatur, der Viskositdt durch Kristallisation in Gelen oder der
Effekt der Kristallisation in einem elektrischen Feld auf die Kristallqualitit untersucht.

Besonders hiufig wurde auch iiber einen positiven Effekt durch die Kristallisation
in homogenen und inhomogenen Magnetfeldern auf die Qualitéit von Proteinkristallen
berichtet. Durch das Anlegen eines homogenen Magnetfeldes soll es dabei iiber die Aus-
richtung der magnetisch anisotropen Molekiile und deren Kristalliten durch verschiede-
nen Mechanismen zu einer Verbesserung der Kristallqualitit kommen. In inhomogenen
Magnetfeldern erfahren diamagnetische Substanzen zusitzlich eine abstofilende Kraft,
mit der bei ausreichend grofier Feldinhomogenitit die Schwerkraft kompensiert wer-
den kann. Daher sollten bei der Kristallisation von diamagnetischen Proteinen in stark
inhomogenen Magnetfeldern dhnliche Effekte wie bei der Kristallisation unter Mikro-
gravitation zu erwarten sein.

Eine Untersuchung der Qualitdt von Proteinkristallen ist mit Réntgenbeugungs-
methoden gut moglich. Neben herkémmlichen Intensitidtsdatensammlungen stellen ins-
besondere Mosaizitdtsmessungen eine besonders gut geeignete Methode zum Vergleich
der Kristallqualitit verschiedener Kristalle dar. Allerdings wurde der Einfluss physikali-
scher Parameter auf die Qualitit von Proteinkristallen, bis auf sehr wenige Ausnahmen
zum Einfluss von Mikrogravitation, bisher nicht systematisch untersucht. Die in der Li-
teratur beschriebenen positiven Effekte iiber den Einfluss magnetischer Felder auf die
Kristallqualitéit basieren, wenn iiberhaupt, immer nur auf dem Vergleich der Qualitit
von jeweils einem oder bestenfalls zwei Kristallen einer Versuchs- und einer entspre-
chenden Kontrollgruppe. Der Vergleich von derartig kleinen Stichproben erlaubt dabei
jedoch auch nicht nur ansatzweise signifikante Schliisse. Daher sind die Ergebnisse der
bisher angestellten Untersuchungen eher als Spekulationen denn als fundierte wissen-
schaftliche Erkenntnisse anzusehen.

Ziel dieser Arbeit ist daher, eine systematische Untersuchung des vielfach in der
Literatur beschriebenen aber bisher nur unzufriedenstellend untersuchten positiven Ef-
fektes der Proteinkristallisation in homogenen und inhomogenen Magnetfeldern auf die
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Kristallqualitédt vorzunehmen. Ein méglicher Effekt soll dabei an verschiedenen Modell-
systemen untersucht werden.

Hierzu ist zunichst die Auswahl geeigneter Modellsubstanzen und die Etablierung
von Kristallziichtungsmethoden zum Erhalt von Einkristallen der gewihlten Proteine
notwendig. Zur Kristallisation in homogenen Magnetfeldern miissen Kristallziichtungs-
einsdtze fiir die unterschiedlichen zur Verfiigung stehenden Magneten entwickelt wer-
den. Stark inhomogene Magnetfelder, ausreichend zur Magnetolevitation von wissrigen
Proteinlésungen, lassen sich bisher nur durch Bitter-Magneten, spezielle supraleiten-
de Magnete oder eine Kombination dieser beiden Typen erzielen. Da solche Magnete
jedoch nicht zur Verfiigung standen, ist zur Kristallziichtung in stark inhomogenen Ma-
gnetfeldern die Entwicklung eines auf einem klassischen Elektromagneten basierenden
eigenen Magnetaufbaus angestrebt.

Die in den unterschiedlichen Magnetfeldern zu ziichtenden Proteinkristalle sollen
durch Mosaizitdtsmessungen mittels hochaufgeloster Rontgendiffraktometrie und in ei-
nigen Féllen durch das Aufzeichnen von Intensititsdatenséitzen hinsichtlich ihrer Qua-
litdt charakterisiert werden. Um abschlieflend statistisch belegbare Aussagen iiber den
Einfluss von Magnetfeldern auf die Kristallqualitdt erhalten zu koénnen, ist der Ver-
gleich einer grofleren Zahl von Kristallen aus den unterschiedlichen Magnetfeldern mit
Kristallen der entsprechenden Kontrollgruppen vorgesehen.

Mit den im Rahmen dieser Arbeit etablierten Methoden zur Bestimmung der
Kristallqualitit von Proteinkristallen wurde zudem der Effekt der Aufreinigung des
Proteinmaterials und der Effekt der Kristallisation unter Mikrogravitation auf die

Mosaizitdat und die Beugungseigenschaften von Proteinkristallen untersucht.

Im folgenden Kapitel werden zunéchst die zum Verstindnis dieser Arbeit notwen-
digen Grundlagen der Kristallziichtung, der Réntgenbeugung und dem Verhalten von
dia- und paramagnetischen Substanzen in Magnetfeldern kurz dargelegt. Ausfiithrlicher
wird auf die Qualitit von Proteinkristallen und die im Rahmen dieser Arbeit unter-
suchten Methoden zur Verbesserung der Qualitdt von Proteinkristallen eingegangen.
Im dritten Kapitel werden die experimentellen Arbeiten beschrieben. Neben den Kri-
stallziichtungsversuchen in Magnetfeldern werden insbesondere die Entwicklung des
Magnetaufbaus zur Kristallziichtung in inhomogenen Magnetfeldern PROLET und die
Beugungsexperimente ausfiihrlicher beschrieben. Im vierten Kapitel werden die durch
Beugungsuntersuchungen erhaltenen Ergebnisse vorgestellt. Daran schliefit sich die Dis-
kussion der Ergebnisse an. Im letzten Kapitel werden mogliche Anwendungen und wei-
tere Experimente basierend auf den in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnissen vorge-

schlagen.
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Kapitel 2

Grundlagen

2.1 Proteinkristallziichtung

Im folgenden Abschnitt werden die zum Verstédndnis dieser Arbeit notwendigen Grund-
lagen der Proteinkristallziichtung kurz dargelegt. Zunichst werden die thermodynami-
schen Grundlagen der Keimbildung und des Kristallwachstums vorgestellt. Da viele
Methoden der Proteinkristallziichtung, wie z.B. die Kristallisation unter Mikrogra-
vitation aber auch in Magnetfeldern, durch Unterdriickung der Konvektion auf eine
Verbesserung der Kristallqualitit abzielen, wird diese in einem eigenen Abschnitt be-
handelt. In einem weiteren Abschnitt wird dann auf weitere wichtige Parameter der
Proteinkristallziichtung eingegangen. Da diese z.T. erhebliche Auswirkungen auf die
Kristallqualitdt haben kénnen, spielt deren genaue Kenntnis insbesondere fiir verglei-
chende Untersuchungen, wie sie im Rahmen dieser Arbeit vorgenommen wurden, eine
wichtige Rolle. Abschlieflend werden die wichtigsten Techniken zur Kristallisation von
Proteinen vorgestellt. Ausfithrlichere Abhandlungen dieses Themas mit z.T. wertvollen
praktischen Hinweisen und Anleitungen finden sich z.B. in [1] und [2].

2.1.1 Thermodynamik

Im folgenden werden die wichtigsten thermodynamischen Aspekte der Nukleation und
des Kristallwachstums kurz umrissen. Eine ausfiihrliche Abhandlung des Themas findet
sich z.B. in [3], eine gute Ubersicht mit dem Schwerpunkt Proteinkristallwachstum
findet sich in [4].

Ubersittigung

Zur Kristallisation muss eine wissrige Proteinlésung in einen thermodynamisch insta-
bilen Zustand iiberfithrt werden. Dies kann auf unterschiedliche Arten erfolgen, z.B.
durch die Zugabe eines Stoffes zur Erniedrigung der Loslichkeit, durch Verdnderung
des pH-Wertes, durch Verdunstung des Losungsmittels oder durch Absenken der Tem-
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2.1 Proteinkristallziichtung

peratur. Die Antriebskraft fiir Nukleation und Kristallwachstum sind die unterschied-
lichen chemischen Potentiale zwischen den Molekiilen in einer iiberséttigten und einer
gesattigten Losung. Ist C' die aktuelle und C; die Gleichgewichtskonzentration, so gilt
fiir die entsprechende Energiedifferenz der Molekiile

Ap = kT In(C/Cs). (2.1)

Die Ubersittigung wird meist als das Verhiltnis 8 = C/C, oder auch als ¢ = (C —
Cs)/Cs definiert.

Nukleation

Bei ausreichend hoher Ubersittigung bilden sich Kristallkeime. Dabei werden zwei Ar-
ten der Nukleation unterschieden: die homogene und die heterogene Nukleation. Bei
ersterer findet die Nukleation innerhalb der Losung statt, bei letzterer erfolgt sie an
Phasengrenzflichen, z.B. der GefiBoberfliche oder an Staubpartikeln. Im folgenden soll
nur auf die homogene Nukleation eingegangen werden. Zur Bildung eines Kristallkeims
mit dem Volumens V' und der Oberfliche S muf3 die Energie

AG:—%@Tmﬂ+87 (2.2)

aufgebracht werden, wobei {2 das Volumen eines Molekiils und 7 die freie Oberflichen-
energie zwischen Kristall und Losung sind. Unter der Annahme eines kugelférmigen
Nukleus mit dem Radius r 148t sich fiir Gleichung 2.2 auch

473
3Q

schreiben. Ein Kristallkeim ist entsprechend Gleichung 2.3 erst dann thermodynamisch

AG = — kpT1npf + 4nr’y (2.3)

stabil, d.h. die Anlagerung weiterer Molekiile fithrt zu einem Energiegewinn, wenn er
die kritische Grofle

207y
*x _ 2.4
" T kpTnp (24)
iiberschritten hat. Hierzu muss jedoch zuvor die freie Energie
167023
AGF = ————— 2.
¢ 3(kpT InfB)? (25)

durch Energiefluktuationen innerhalb der Losung aufgebracht werden. Anschaulich be-
deutet dies, dass zunéchst eine ausreichend grofie Anzahl von Molekiilen koagulieren
muf}, bevor ein stabiler Keim entsteht. Homogene Nukleation ist daher umso wahr-
scheinlicher, je hoher die Konzentration der Molekiile in der Losung ist bzw. je nidher
sich die Molekiile einander in der Losung kommen. Hierzu ist anzumerken, dass zur
homogenen Nukleation erheblich grofere Ubersittigungen erforderlich sind als zur he-
terogenen Nukleation.

14



Konvektion 2.1.2

Kristallwachstum

Bei einem perfekten bzw. stérungsfreien Kristall findet das Flidchenwachstum iiber 2D-
Nukleation statt. Hierzu mufl ein Molekiil zunéchst von der Kristallfliche adsorbiert
werden. Werden weitere Molekiile adsorbiert und lagern sich durch Oberflichendiffu-
sion zusammen, entsteht analog zur 3D-Nukleation ein sog. 2D-Fliachenkeim. Hat der
Fliachenkeim seine kritische Grofle erreicht, so ist er thermodynamisch stabil und die
Anlagerung weiterer Molekiile fiihrt zu einem Energiegewinn. Schlielich ist die gesamte
Kristallfliche mit einer neuen Schicht bedeckt. Weitere Schichten entstehen nach dem
gleichen Prinzip. Das Wachstum iiber einen solchen 2D-Nukleationsmechanismus ist al-
lerdings relativ selten, da hier analog zur 3D-Nukleation relativ hohe Ubersiittigungen
benétigt werden.

Héufiger dagegen ist Spiralwachstum zu beobachten (z.B. [5, 2]). Voraussetzung
fiir das Spiralwachstum ist das Vorhandensein von Schraubenversetzungen. Durch eine
Schraubenversetzung stehen den Molekiilen an der Wachstumsfléiche stindig Stufen zur
Verfiigung, an denen sie sich energetisch besonders giinstig anlagern kénnen.

2.1.2 Konvektion

Der Konvektion kommt in der Proteinkristallisation, vor allem in der Literatur, eine
relativ grole Bedeutung zu. In einem konvektionsfreien System ist ein rein diffusiver
Stofftransport zu erwarten. Unter herkémmlichen Kristallisationsbedingungen tritt je-
doch neben diffusivem auch konvektiver Stofftransport auf. Numerische Simulationen
zeigen, dass der konvektive Stofftransport einen um 1-2 Gréflenordnungen groleren Bei-
trag zum Gesamtstofftransport leistet als der diffusive Stofftransport [6, 7] und damit
einen erheblichen Einfluss auf das Kristallwachstum haben sollte. Einige Methoden wie
z.B. das Kristallwachstum in der Schwerelosigkeit [8, 9, 10, 11, 12, 13, 14] oder die Kri-
stallisation in Gelen [15, 12] zielen daher auf eine Verminderung bzw. Unterdriickung
der Konvektion. Grundsétzlich lassen sich zwei Arten der Konvektion unterscheiden:
Die durch Auftriebskrifte verursachte Rayleigh-Konvektion und die durch Oberflichen-
spannungseffekte verursachte Marangoni-Konvektion.

Rayleigh-Konvektion

Bei der Kristallisation findet ein Stofftransport aus der Losung hin zu dem wachsenden
Kristall statt. Durch den Einbau von Molekiilen in das Kristallgitter kommt es in der
Umgebung des wachsenden Kristalls zu einer Verarmung an Molekiilen: Es bildet sich
ein Konzentrationsgradient und damit ein Dichtegradient um den wachsenden Kristall
aus. Durch diesen Dichtegradienten kommt es unter dem Einfluss der Gravitation neben
diffusivem zu konvektivem Stofftransport (s. Abb.2.1).

In einem System tritt die durch Dichtegradienten hervorgerufene Rayleigh-
Konvektion auf, wenn die sog. Rayleigh-Zahl Ra einen kritischen Wert erreicht. Die
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2.1 Proteinkristallziichtung

L]

Abbildung 2.1: Schematische Darstellung der Rayleigh-Konvektion bei einem wachsenden Pro-

teinkristall: Die an Protein verarmte Losung (heller Bereich) weist eine geringere Dichte als die
iibrige Losung auf und steigt nach oben auf. Gleichzeitig findet im unteren Bereich des Gefifles
ein Stofftransport zum Kristall hin statt. In der Losung kommt es hierdurch zu turbulenten
Stromungen und dadurch zu der durch Pfeile angedeuteten Konvektion.

Rayleigh-Zahl ist definiert als:

) 3
—SLcogH

Ra = D

(2.6)
In dieser Gleichung ist % die Abhéngigkeit der Dichte p eines Stoffes von dessen Kon-
zentration ¢y, H die Abmessung des Systems, g die Erdbeschleunigung, p die Viskositét
der Losung und D die Diffusionskonstante [16]. Bei Betrachtung von Gleichung 2.6 er-
geben sich einige naheliegende Moglichkeiten, Rayleigh-Konvektion zu unterdriicken:
Durch Kristallziichtung unter Mikrogravitation, durch Erhéhung der Viskositét, z.B.
durch die Zugabe von Gelen, oder auch durch eine Verkleinerung des Systems, wobei
solch einer Verkleinerung durch die zur Kristallisation notwendige Stoffmenge allerdings
Grenzen gesetzt sind.

Marangoni-Konvektion

Durch dieselben Konzentrations- und auch Temperaturgradienten, die zur Ausbil-
dung von Dichtegradienten fithren, kommt es gleichzeitig zur Ausbildung von Gradien-
ten der Oberflichenspannung. Abbildung 2.2 verdeutlicht diesen Zusammenhang. Um
einen wachsenden Proteinkristall bilden sich an Protein verarmte Zonen. Solche Verar-
mungszonen treten besonders deutlich unter Mikrogravitation bei fehlender Rayleigh-
Konvektion auf. Aus den daraus resultierenden unterschiedlichen Proteinkonzentratio-
nen an der Oberfliche bilden sich Gradienten der Oberflichenspannung aus, welche zu
konvektivem Stofftransport an der Grenzfliche fiihren.
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Abbildung 2.2: Marangoni-Konvektion um einen wachsenden Proteinkristall: Die an Protein
verarmten Zonen sind hell dargestellt. Die Proteinkonzentration bei 2 ist kleiner als bei 1.
Durch Marangoni-Konvektion kommt es im Bereich der fliissig-gasformig Grenzfliche zu ei-
nem beschleunigten konvektiven Stofftransport zu der der Oberfliche am nichsten gelegenen
Kristallfliche (in Anlehnung an [16]).

Analog zu der Rayleigh-Zahl 2.6 148t sich die Marangoni-Zahl Ma eines Systems
angeben [16]:

oy
— %COH

Ma =
a D

(2.7)
Die Bedeutung der Variablen ist dabei die gleiche wie in Gleichung 2.6. d-y/dc stellt
die Abhingigkeit der Oberflichenspannung von der Konzentration dar. Wie aus der
Gleichung 2.7 hervorgeht, sollte Marangoni-Konvektion im Unterschied zur Rayleigh-
Konvektion auch unter Mikrogravitation auftreten. Eine Erhthung der Viskositéit da-
gegen sollte auch hier zu einer Unterdriickung der Konvektion fithren. Im Unterschied
zur Rayleigh-Konvektion, bei der die Abmessung des Systems mit der dritten Potenz
in die Rayleigh-Zahl eingeht, geht die Abmessung des Systems nur einfach in die Ma-
rangoni-Zahl ein. Daher sollte in groflen Behéltnissen die Rayleigh- und in kleinen
die Marangoni-Konvektion dominieren. Eine sehr ausfiihrliche Behandlung der Ma-
rangoni-Konvektion mit besonderem Bezug zur Proteinkristallisation findet sich in
[16]. Allerdings wird ihr Einfluss auf die Proteinkristallisation im Vergleich zur Ray-
leigh-Konvektion als sehr gering angesehen. Zudem ist zu beachten, dass Marangoni-
Konvektion nur in fliissig-fliissig und fliissig-gasformigen Systemen auftritt.

Zusammenfassung

Bei konvektivem Stofftransport wird der wachsende Kristall stéindig von der Mut-
terlosung umspiilt und ist an verschiedenen Stellen bzw. Kristallflichen unterschied-
lichen Protein- und Salzkonzentrationen ausgesetzt. Es wird angenommen, dass diese
Fluktuationen zu einem unregelmifligen Wachstum und damit zu einer Verschlechte-
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2.1 Proteinkristallziichtung

rung der Kristallqualitdt fithren. Durch Unterdrickung der Konvektion wihrend des
Kristallwachstums findet dagegen ein rein diffusiver Stofftransport zum wachsenden
Kristall hin statt und der Kristall wiachst unter konstanteren Bedingungen, was zu
einer besseren Kristallqualitidt fithren soll. Eine ausfiihrlichere Behandlung des The-
mas findet sich im Abschnitt 2.6.3, in dem die Effekte von Mikrogravitation auf die
Kristallqualitét diskutiert werden.

2.1.3 Wachstumsparameter

Der Ausgang eines Proteinkristallisationsexperimentes hingt empfindlich von den Um-
gebungsparametern wie z.B. Vibrationen oder der Kristallisationstemperatur ab. Im
folgenden werden daher einige wichtige Parameter und ihr Einfluss auf die Kristall-
qualitdt diskutiert. Die Einfliisse der in dieser Arbeit genauer untersuchten Parameter
'Reinheit des Ausgangsmaterials’, Mikrogravitation und der Effekt durch homogene
und inhomogene Magnetfelder werden ausfiirlich in Abschnitt 2.6 behandelt.

Vibrationen

Auch Vibrationen kénnen einen Einfluss auf den Kristallisationsprozess und damit auf
die Kristallqualitdt haben. Im Zusammenhang mit der Kristallisation unter Mikrogra-
vitation wird z.B. das Problem von Vibrationen durch Crew-Manéver oder das An-
docken von Raumfahrzeugen an die internationale Raumstation (ISS) diskutiert [17].
Zur Unterdriickung dieser Einfliisse wurde fiir die Proteinkristallisation auf der ISS ein
spezielles Schockddmpfungssystem (ARIS) entwickelt. Dagegen konnte kein Einfluss
einer im Kristallisationslabor betriebenen Zentrifuge auf das Kristallisationsverhalten
von Proteinen beobachtet werden [2]. Allerdings wurden hierzu bisher keine systemarti-
schen Untersuchungen, insbesondere nicht in Bezug auf die Beugungseigenschaften der

Kristalle, vorgenommen.

Temperatur

Die Temperatur hat einen erheblichen Einfluss auf die Loslichkeit von Proteinen und da-
mit auf die Nukleations- und Wachstumsraten [18, 19]. Aus diesem Grunde kénnen un-
terschiedliche Temperaturen in Kristallisationsexperimenten zu Kristallen unterschied-
licher Qualitét fithren.

Von ebensolcher Bedeutung ist die zeitliche und réumliche Temperaturkonstanz.
Insbesondere wihrend des Kristallwachtums haben Temperaturschwankungen Auswir-
kungen auf die Kristallwachstumsraten und damit auf die Kristallqualitdt [20]. Durch
besonders starke Temperaturschwankungen kann es sogar zu zeitweisen Auflésungs-
prozessen des Kristalls kommen. Temperaturgradienten innerhalb der Lésung fithren

zudem zu einer verstirkten Konvektion. Desweiteren kénnen schnelle Temperaturiande-
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Methoden zur Proteinkristallziichtung 2.1.4

rungen zu thermischen Spannungen und damit zu Briichen in bereits gewachsenen Kri-
stallen fiithren.

Loésungseigenschaften

Der pH-Wert und die Konzentrationen von Salzen und anderen Stoffen beeinflussen
ebenfalls empfindlich die Proteinloslichkeit und damit das Kristallisationsverhalten von
Proteinlosungen [18]. Abrupte Wechsel des pH-Wertes oder der Salzkonzentration ha-
ben dabei einen negativen Einfluss auf die Kristallqualitét [20].

Auch Verunreinigungen haben einen Einfluss auf die Kristallwachstumsgeschwin-
digkeit. Insbesondere beeinflussen sie die Kinetik des Wachstums. Werden nur wenige
Wachstumsstufen durch Verunreinigungen blockiert, kann dies die Wachstumsgeschwin-
digkeit um Gréfenordnungen verlangsamen. Im allgemeinen reichen hierzu schon ge-
ringste Mengen an Verunreinigungen aus, daher nimmt mit zunehmender Konzentration
der Verunreinigungen auch ihr Einfluss auf das Wachstum zu.

Staubpartikel und andere Feststoffe in der Losung beeinflussen vor allem den Nu-
kleationsmechanismus. So kénnen in der Losung vorhandene Staubpartikel und nicht
gelostes Proteinmaterial als Kristallisationskeime dienen. In solchen Fillen erfahren die
Kristalle andere Ubersittigungen als dies bei homogener Nukleation der Fall ist.

Probengeometrie

Die Geometrie der Kristallisationsgefifle beeinflusst zum einen das Konvektionsver-
halten [16], zum anderen hat z.B. bei den vapor diffusion-Methoden (siehe folgenden
Abschnitt) der Abstand zwischen Reservoir und Proteinlosung einen Einfluss auf die
Diffusionsgeschwindigkeit und damit auf die Nukleationsrate und die Wachstumsge-
schwindigkeit [21]. Das Tropfen- und Reservoirvolumen haben ebenfalls einen Einfluss
auf die Diffusionsgeschwindigkeit [22].

Zusammenfassung

Wie hier dargelegt, wird die Proteinkristallisation von vielen Parametern beeinflusst.
Einige davon, wie z.B. die Temperatur, lassen sich relativ einfach und prizise regeln. An-
dere, wie z.B. die Konvektion, lassen sich dagegen nur schwer kontrollieren. Insgesamt
sind bei der Proteinkristallisation wohl definierte, konstante Bedingungen anzustreben.

2.1.4 Methoden zur Proteinkristallziichtung

Zur Ziichtung von Proteinkristallen existieren viele Methoden. Allerdings haben sich in
der Praxis einige Methoden als besonders vorteilhaft erwiesen, die im folgenden kurz
vorgestellt werden sollen.

19



2.1 Proteinkristallziichtung

vapor diffusion-Methoden

Die beiden wohl am h&ufigsten angewandten Methoden zur Proteinkristallisation sind
die hanging- bzw. sitting-drop vapor diffusion. Bei diesen Methoden diffundiert Losungs-
mittel von einem hingenden oder sitzenden Tropfen Proteinlésung, wie in Abbildung
2.3 gezeigt, iiber die Gasphase in ein Fliissigkeitsreservoir. Durch die Verdampfung des
Losungsmittels kommt es in dem Tropfen zu einer langsamen Erhéhung der Protein-
und Salzkonzentration. Dies fithrt zu einer Ubersittigung der Proteinlésung und es
wachsen Kristalle. Die treibende Kraft fiir diesen Diffusionsprozess ist der Dampf-

R *

Protein Protein

Losung Losung
@D

Reservoir Reservoir

Losung Losung

Abbildung 2.3: Experimenteller Aufbau zur Kristallziichtung nach der hanging-drop (links) bzw.
sitting-drop vapor diffusion Methode (rechts). Kommerziell erhiltliche Kristallisationsplatten
enthalten i.d.R. 24 - 96 solcher Probenkammern.

druckunterschied, der sich durch unterschiedliche Salzkonzentrationen in Tropfen und
Reservoir ergibt. Der Einfluss des Proteins auf den Dampfdruck ist dabei vernachliissig-
bar gering. Bei manueller Priparation werden typischerweise Tropfen von 1 — 20 yl mit
einer bestimmten Salzkonzentration gegen 250 — 1000u! Reservoirlésung der doppel-
ten Salzkonzentration equilibriert. Die Tropfengrofie verringert sich bei diesem Prozess
auf nahezu die Hilfte. Der Einsatz von Kristallisationsrobotern erlaubt den Einsatz
wesentlich kleinerer Tropfen mit Volumina von < 1 ul. Die hanging-drop-Methode hat
hierbei gegeniiber der sitting-drop-Methode den Vorteil, dass sich die sedimentieren-
den Kristalle an der Phasengrenze fliissig-gasformig befinden, und dadurch leicht und
unbeschadet zu entnehmen sind, wihrend sie bei letzterer oft am Gefilboden haften
bleiben.

Batch-Kristallisation

Eine weitere relativ hdufig angewandte Methode ist die sog. Batch-Kristallisation. Bei
dieser Methode wird die Proteinlésung mit einer Féllungslosung gemischt, was zu einer
Uberséttigung des Proteins in der Losung fithrt. Nach einiger Zeit entstehen aus dieser
Loésung Proteinkristalle. Im Unterschied zu den vapor diffusion-Methoden, bei denen es
langsam zu einer Ubersittigung der Losung kommt, fithrt bei der Batch-Kristallisation
das Mischen unmittelbar zur Uberséttigung. Dies fithrt in vielen Fillen zu einer héheren
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Nukleationsrate und dadurch zur Ausbildung vieler, kleiner Kristalle. Ist die durch
das Mischen erzielte Ubersittigung zu gro$, kann es, eher als bei der vapor diffusion,
zur Ausbildung von amorphem Prizipitat anstelle von Kristallen kommen. Die Batch-
Kristallisation weist jedoch den Vorteil auf, dass sie mit relativ geringem Aufwand
betrieben werden kann und viele Proben auf einem kleinen Volumen untergebracht
werden konnen. Das kann vor allen Dingen in speziellen Umgebungen mit geringem
Platzangebot, wie z.B. in Magneten oder elektrischen Feldern von Vorteil sein.

Dialyse

Seltener erfolgt die Proteinkristallisation durch Dialyse. Wie in Abbildung 2.4 gezeigt,
befindet sich hierbei die Proteinlésung, durch eine Dialysemembran getrennt, in Kon-
takt mit einer Fallungslosung. Durch die Membran diffundieren nun kleine Molekiile
bzw. Ionen von der Fillungslésung in die Reservoirlésung. Durch diese Molekiile bzw.
Tonen kommt es in der Proteinlosung zu einer Ubersittigung und es wachsen Kri-
stalle. Umgekehrt verhindert die Membran die Diffusion von den erheblich gréfleren
Proteinmolekiilen in die Féllungslésung. Da bei der Dialyse keine fliissig-fliissig und
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Abbildung 2.4: Schematischer Aufbau eines Dialyseexperimentes zur Proteinkristallziichtung
am Beispiel eines kommerziell erhéltlichen sog. microdialysis-button.

fliissig-gasformig Phasengrenze und damit auch keine Marangoni-Konvektion auftritt,
wird diese Methode bevorzugt zur Kristallisation in Rayleigh-konvektionsfreien Umge-
bungen wie z.B. unter Mikrogravitation eingesetzt. Werden bei dieser Methode geringe
Mengen Proteinlosung (5 — 50ul) eingesetzt, so spricht man auch von microdialysis.
Die Dialyse ist eine der aufwendigeren Methoden zur Proteinkristallziichtung und wird
daher vergleichsweise selten eingesetzt.
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2.2 Rontgenkristallographie

In diesem Abschnitt werden die zum Verstindnis der Arbeit notwendigen Grundlagen
der Kristallographie und insbesondere der Rontgenbeugung kurz dargelegt. Vollstdndige
Darstellungen des Themas finden sich z.B. in [23, 24]. Da Proteinkristalle in den meisten
Fillen kleiner als die Extinktionslingen sind und zudem i.A. eine hohe Dichte von
Kristalldefekten aufweisen, kommt hier die kinematische Theorie der R6ntgenbeugung
zur Anwendung. Lediglich der Abschnitt iiber die Darwin-Breite, also die Reflexbreite
eines perfekten Kristalls, ist der dynamischen Theorie entnommen.

2.2.1 Kiristallgitter und reziprokes Gitter

Der kristalline Zustand zeichnet sich durch eine dreidimensional-periodische Anordnung
der Atome aus. Die Elementarzelle wird durch die drei Basisvektoren a, b und ¢ auf-
gespannt. Dabei werden je nach Symmetrie der Anordnung der Atome oder Molekiile
innerhalb der Elementarzelle sieben Kristallsysteme und 230 Raumgruppen unterschie-
den.

Analog zum Kristallgitter im realen Raum spannen die reziproken Gittervektoren
a*, b* und c¢* ein Gitter im reziproken Raum auf, dessen Gitterpunkte sich durch den

reziproken Gittervektor
h = ha* + kb* + Ic* (2.8)

beschreiben lassen. Das reziproke Gitter steht dabei mit dem Kristallgitter in folgendem

Zusammenhang;:

a*ra=1 a*-b=0 a*-c=0,
b*-a=0 b*-b=1 b*-c=0, (2.9)

ccra=0 ¢c*b=0 c*-c=1.

2.2.2 Rontgenbeugung

Rontgenstrahlen sind elektromagnetische Wellen mit Wellenléngen in der Groéflenord-
nung von typischerweise 0.1 — 10 A. Zwischen Réntgenstrahlung und Materie treten
zahlreiche Wechselwirkungen auf. Fiir die Rontgenbeugung ist hierbei insbesondere die
Thomson-Streuung von Bedeutung. Dabei regt das elektromagnetische Feld E(r,t) mit
der Frequenz v der einfallenden Rontgenstrahlung

E(r,t) = Egexp?™{—7/¢) (2.10)

die Elektronen des Streuobjektes zu Oszillationen an. Diese beschleunigten Ladun-
gen emittieren ihrerseits Rontgenstrahlung der gleichen Wellenldinge wie die anregende
Strahlung. Die Atomkerne koénnen aufgrund ihrer gréfleren Masse den Oszillationen
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nicht folgen und tragen daher nur unwesentlich zum Streuprozel bei. Der Thomson-
Streuprozef} ist dabei kohérent, d.h. es gibt einen feste Phasenbeziehung zwischen der
einfallenden und der gebeugten Strahlung.

Streuvektor

Dem Streuvektor s kommt bei der Beugung eine besondere Bedeutung zu. Er ist, wie
in Abbildung 2.5 gezeigt, als der Differenzvektor zwischen dem unter dem Winkel 26
gebeugtem Strahl S und dem einfallendem Strahl S¢ mit |S| = [So| = 1/ definiert:

s =S — So. (2.11)

Wihrend die Beugung an einer aperiodischen Anordnung von Atomen zu einer mo-
dulierten, kontinuierlichen Intensitéitsverteilung im reziproken Raum fiihrt, kommt es
durch die Periodizitit des Kristallgitters an bestimmten Stellen durch konstruktive
Interferenz zu intensiven Beugungsmaxima wihrend an den iibrigen Stellen keine In-

tensitat zu beobachten ist.

Streuobjekt 20

Abbildung 2.5: Definition des Streuvektors in einem Beugungsexperiment.

Laue-Gleichungen

Eine konstruktive Interferenz ist bei der Beugung an einkristallinen Proben immer dann
zu beobachten, wenn die sog. Laue-Gleichungen

a-s=h, b-s=k und c-s=1 (2.12)

mit h, k,l € Ny alle gleichzeitig erfiillt sind. Die Zahlentripel h, k, [ werden auch als Mil-
ler-Indizes bezeichnet. Diese Bedingungen sind fiir alle Punkte des reziproken Gitters,
d.h. s = h erfiillt. Bei der Beugung am Einkristall ist also immer dann konstruktive
Interferenz zu beobachten, wenn der Streuvektor s mit einem reziproken Gittervektor

h zusammenfallt.
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Bragg-Gleichung

Eine skalare Betrachtung der Laue-Gleichungen fithrt zur sog. Bragg-Gleichung. Diese
gibt den Zusammenhang zwischen dem Beugungswinkel 20 und dem Netzebenenab-
stand zweier benachbarter Netzebenen d, bei gegebener Wellenldnge A an:

A = 2dp sinf (2.13)

Ist die Bragg-Gleichung erfiillt, kommt es zu konstruktiver Interferenz der an den ver-
schiedenen Netzebenen gebeugten Strahlung und damit zum Auftreten von sog. Bragg-
Reflexen.

2.2.3 Darwin-Breite

Aus der dynamischen Theorie der Rontgenbeugung 138t sich fiir einen perfekten, d.h.
einen stérungsfreien Kristall, die Breite eines Reflexprofils theoretisch bestimmen [25].
Diese Darwin-Breite wp(h) errechnet sich fiir einen unendlich dicken Kristall in Trans-
missionsgeometrie zu

2)2 P
h)= —
wp(h) 7rV0rOsin20

| Fh |, (2.14)

wobei Vj das Volumen der Elementarzelle, F}, der Strukturfaktor und P der Polarisa-
tionsfaktor ist. 7o = 2.81°10 '® m stellt den klassischen Elektronenradius dar. Einige
ausgewahlte Darwin-Breiten von Silizium und Proteinkristallen sind im Abschnitt 2.3.1
in Tabelle 2.1 angegeben.

2.2.4 Intensitit der gebeugten Strahlung

In diesem Abschnitt sollen kurz die die Intensitiat der Bragg-Reflexe bestimmenden
Faktoren im Rahmen der kinematischen Theorie vorgestellt werden.

Strukturfaktor

Das Rontgenbeugungsexperiment liefert den Betrag der Fouriertransformierten der
Elektronendichteverteilung p(r) des Streuobjektes in Einheiten der Streuamplitude ei-

nes einzelnen Elektrons:
Fyes(s) = / p(r) exp [27ir - s] dv. (2.15)
Vv

F(s) ist dabei die im Allgemeinen komplexe Amplitude der gestreuten Strahlung, r
der Ortsvektor und V das Volumen des Streuobjektes. Wie im vorherigen Abschnitt
dargelegt, kommt es bei der Beugung am Einkristall nur an den Punkten des reziproken
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Gitters zu konstruktiver Interferenz. Das Integral in Gleichung 2.15 148t sich daher fiir
diesen Fall durch eine Fouriersummation der Form

Fyes(h) = F(h) ) exp [2ih - g] (2.16)

ersetzen, wobei iiber alle Elementarzellen, beschrieben durch deren Gittervektor g,
summiert wird. Der Term F'(h) in Gleichung 2.16 stellt die Fouriertransformierte der
Elektronendichteverteilung einer Elementarzelle dar und wird auch als Strukturfaktor
bezeichnet. Fiir ihn gilt:

N

F(h) =" f;j(h)exp[2rih - r}] (2.17)
j=1

In dieser Gleichung ist f;(h) der sog. Atomformfaktor, der das atomare Streuvermogen
beschreibt, und r; der Ortsvektor des j-ten Atoms in der Einheitszelle.

Atomformfaktor

Der Atomformfaktor beschreibt das Streuvermégen eines einzelnen freien Atoms in Ru-
helage bezogen auf ein Elektron und ist die Fouriertransformierte der Elektronendichte
po des entsprechenden Atoms:

o0

palr) 1 sin (27rs)
a
0

fi(s) = / pa(r) exp [2mir - 8] dr® = 4n / (2.18)

r— 27rs

In dieser Gleichung stellt der Atomformfaktor eine reelle Grosse dar und héingt lediglich
von der Liange des Streuvektors |s| ab. Dieser einfache Zusammenhang trifft jedoch nur
fiir ausreichend kleine Wellenléingen jenseits der Absorptionskanten des entsprechenden
Atoms zu. Befindet sich die Wellenlidnge der einfallenden Strahlung in der N&dhe von
Absorptionskanten, so treten Resonanzeffekte auf. Resonanzeffekten wird durch das
Hinzufiigen eines reellen Korrekturfaktors f'(\) und eines imaginiren i f”(\) Rechnung
getragen. Fiir den Strukturfaktor gilt dann

Fi(,2) = £2() + FL0) +if1 V), (2.19)

wobei der Teil fJQ(s) dem Atomformfaktor aus Gleichung 2.18 entspricht. Atomform-
faktoren fiir neutrale Atome und Ionen sind z.B. in [26] in tabellierter Form angegeben.

Friedelsches Gesetz

Bedingt durch den Streuprozess weisen die Reflexe h und h i.A. die gleichen Inten-
sitdten auf, es gilt also

I(h) = I(h). (2.20)
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2.2 Rontgenkristallographie

Dieser Zusammenhang wird auch als Friedelsches Gesetz bezeichnet. Im Falle resonan-
ter Streuung gilt das Friedelsche Gesetz allerdings nicht mehr. Die Abweichungen vom
Friedelschen Gesetz konnen dann zur Bestimmung der absoluten Konfiguration eines
Molekiils dienen. D.h. in einer nicht zentrosymmetrischen Raumgruppe kann zwischen
den Strukturen mit den Atomkoordinaten r; und der mit den Atomkoordinaten —r;
unterschieden werden.

B-Faktor

Die bisherige Betrachtung des Streuvermdgens geht von einer perfekt kristallinen An-
ordnung von Atomen in Ruhelage aus. Tatséichlich schwingen die Atome durch thermi-
sche Anregung um ihre energetisch giinstigsten Ruhelagen. Zudem liegt insbesondere
bei Proteinkristallen keine perfekte 3-dimensional-periodische Anordnung der Molekiile
vor, vielmehr ist diese durch statische Fehlordnung gestort. Beide Effekte fithren zu ei-
ner Abnahme des Streuvermogens insbesondere bei héheren Beugungswinkeln. Eine
Unterscheidung dieser beiden Effekte ist nicht ohne weiteres moglich. Daher wird ihnen
gemeinsam durch den sog. B-Faktor oder auch Temperaturfaktor Rechnung getragen.
Der Name Temperaturfaktor geht darauf zuriick, dal die Theorie zunéchst fiir kleine
Molekiile ohne nennenswerte Fehlordnung entwickelt wurde, bei denen das verdnderte
Streuvermogen vor allem auf die thermische Auslenkung zuriickzufiihren ist.

Die Beriicksichtigung beider Effekte erfolgt iiber die Korrektur des Streuvermdogens
f; der Atome um den Beitrag T);(h):

sz'iyn — f;tat . Tj(h). (2.21)

Unter der Annahme isotroper harmonischer Schwingungen gilt vereinfachend:

)
T; = exp [—87r2Uj2 Sl; 0] ,

(2.22)

wobei Uj2 das mittlere Auslenkungsquadrat des j-ten Atoms mit der Dimension [AQ]
ist. Der Term

B =8r°U} (2.23)

wird auch Temperaturfaktor des j-ten Atoms bezeichnet. Unter der Annahme gleicher
thermischer Auslenkungsparameter fiir alle Atome und isotropen Schwingungsverhal-
tens ergibt sich fiir die Intensitit der gestreuten Strahlung bei der Temperatur T

I(h)7 = I(h)exp (—2Bsin6/)?). (2.24)

Der Exponentialterm in dieser Gleichung wird auch als Debye- Waller-Faktor bezeich-
net. Wie aus Gleichung 2.24 hervorgeht, fiilhren thermische Schwingungen und Fehl-
ordnung insbesondere bei groflen Streuvektoren bzw. hohen Beugungswinkeln zu einer

Verringerung des Streuvermdogens.
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Intensitat der gebeugten Strahlung 2.2.4

Im Rahmen einer Strukturverfeinerung werden meistens individuelle Tempera-
turfaktoren fiir die Atome angenommen. Bei besonders hochaufgelosten Datensitzen
kénnen anisotrope thermische Auslenkungsparameter bestimmt werden.

Die Gleichungen wurden aus historischen Griinden fiir den Fall thermischer Auslen-
kungen abgehandelt. Im Falle statischer Fehlordnung geben die Auslenkungsparameter
die Verteilung der Atome um ihren Mittelwert an, der im Falle thermischer Auslenkung
der energetisch giinstigsten Ruhelage entspricht. Eine ausfithrlichere Abhandlung des
B-Faktors von Proteinkristallen findet sich im Abschnitt 2.3.4.

Lorentz- und Polarisationskorrektur

Die gemessenen Reflexintensititen hingen neben strukturellen Parametern auch von
den experimentellen Bedingungen ab. Dabei sind vor allem die Lorentz- und Polarisa-
tionskorrektur von Bedeutung. Die Lorentzkorrektur beriicksichtigt den Effekt, dass
Reflexe bei hoheren Beugungswinkeln die Ewaldkugel bei konstanter Winkelgeschwin-
digkeit w mit einer verdnderten Lineargeschwindigkeit schneiden. Fiir die hiufig vorlie-
gende sog. Weissenberg 0. Schicht-Geometrie gilt:

22

L= sin26° (22)

Die ebenfalls winkelabhingige Polarisationskorrektur P beriicksichtigt den Dipolcha-
rakter des Streuprozesses. Durch den Dipolcharakter und die Polarisation der einfallen-
den Strahlung kommt es in einer Richtung zu einer winkelabhéngigen Schwichung der
gebeugten Strahlung. Lorentz- und Polarisationskorrektur werden meist gemeinsam als
LP-Korrektur bezeichnet.

Integral gestreute Intensitit

Die von einem Kristall integral gestreute Energie E fiir einen Reflex h hingt neben
den bereits erwdhnten Parametern noch von der Winkelgeschwindigkeit w mit der der
Reflex durch die Ewaldkugel gedreht wird, dem Kristallvolumen V, und dem Volumen
V der Elementarzelle ab. Es gilt:

A e2 2 V.
En="I)|———) LP-E2 | Fy|*. 2.26
h= I <47r50c2m) 72 | Fhr | (2.26)

Dabei ist das Streuvermégen proportional zu 1/V2. Fiir sehr groBe Elementarzellen,
wie sie bei Proteinkristallen vorkommen, sind daher pro Reflex relativ wenig gestreu-
te Photonen zu erwarten. Fiir Beugungsuntersuchungen an Proteinkristallen werden
deshalb grofie Primérintensititen Iy bendtigt.
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2.2 Rontgenkristallographie

2.2.5 Wilson-Plot

Der Wilson-Plot stellt eine elegante Methode dar, den globalen B-Faktor einer Struktur
aus Intensitidtsdaten zu bestimmen. Nach erfolgter Lorentz- und Polarisationskorrektur
und ggf. einer Absorptionskorrektur gilt fiir die gemessene Intensitéit eines Reflexes

Iy = K | (Fy)r |* exp (—2Bsin?0/)) . (2.27)

K ist in dieser Gleichung ein Skalenfaktor und F'(h), der Strukturfaktor fiir Atome
in Ruhelage. Unter der Annahme einer statistischen Verteilung der Atome in der Ele-
mentarzelle ergibt sich fiir den Erwartungswert des Strukturfaktors fiir N-Atome

N

(| F(R): )2 =) f(0);="%. (2.28)

Fiir den Mittelwert der Intensitit in einen kleinen Winkelbereich Iy gilt demnach

(Ip) = K{| F, |*) exp (—2Bsin® 8/2?) = KSgexp (—2Bsin® 0/)\?) . (2.29)
Logarithmierung von Gleichung 2.29 ergibt

ln{%} =InK — 2Bsin? 0/)°. (2.30)

Eine Auftragung der In{(Ip)/3q}-Werte gegen sin?0/)? sollte eine Gerade mit der
Steigung —2B und dem Achsenabschnitt In K ergeben.

2.2.6 Messung von Reflexintensitéiten

Die Messung der Intensitit eines Reflexes kann mit Punkt- oder Flichendetektoren er-
folgen. Da mit dem Punktdetektor immer nur einzelne Reflexe gemessen werden kénnen,
eignen sich solche Messungen weniger zur Intensititsdatensammlung an Kristallen
groflerer Molekiile wie z.B. Proteinen. Solche Messungen erfolgen vorteilhafterweise mit
Rotationsaufnahmen in Kombination mit Flichendetektoren wie CCD-Kameras oder
Bildplattensystemen. Diese Methode erlaubt pro Bild die parallele Aufzeichnung von
bis zu mehreren tausend Reflexprofilen.

Intensititsmessungen mit Punktdetektoren

Abbildung 2.6 (links) zeigt schematisch den Aufbau zur Messung von Reflexintensititen
mit einem Punktdetektor. Der Kristall befindet sich dabei im Zentrum eines Vier- oder
auch eines Sechs-Kreis-Diffraktometers. Zur Messung der Intensitét I(h) eines Reflexes
wird der Detektor unter dem sich aus dem d-Wert des Reflexes und der Wellenlénge er-
gebenden Winkel 260 positioniert. Nun wird der entsprechende reziproke Gittervektor dj,
mit Hilfe eines Diffraktometers nahe an seine Beugungsposition (P1) gebracht. Durch
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Messung von Reflexintensititen 2.2.6

Drehung um einen Kreis des Diffraktometers (hier des w-Kreises) wird der reziproke
Gittervektor anschlieend iber die Beugungsposition (P2) hinweg durch die Ewaldkugel
gedreht und die im Detektor registrierte Intensitdt I(w) als Funktion des Drehwinkels
aufgezeichnet. Die Auftragung I(w) wird auch als Reflexprofil oder rocking-Kurve be-
zeichnet. Die Flache unter der Kurve ist dabei der Reflexintensitit proportional.

Punktdetektor

Kristall beam stop

Flaechendetektor

reziprokes Gitter

Abbildung 2.6: Methoden zur Messung von Reflexintensitéten: Messung einzelner Reflexinten-
sititen mit dem Punktdetektor (oben) und simultane Messung vieler Reflexintensititen nach
der Rotationsmethode mit einem Flichendetektor (unten).

Rotationsaufnahmen mit Flichendetektoren

Fir die Intensitdtsdatensammlung mit der Rotationsmethode wird, wie in Abbildung
2.6 (unten) gezeigt, nur ein Drehkreis benotigt. Dieser wird meist als ¢-Kreis bezeichnet.
Im Zentrum dieses Drehkreises befindet sich der Kristall. Die gebeugte Strahlung wird
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2.2 Rontgenkristallographie

mit einem hinter dem Kristall angeordneten Flachendetektor registriert. Ein Datensatz
besteht aus einer bestimmten Anzahl von Bildern. Zur Aufnahme eines Bildes wird
der Kristall um einen gewé#hlten Drehwinkel A¢ mit konstanter Winkelgeschwindig-
keit gedreht. Genau wihrend dieser Zeit wird der Kristall durch Offnen und SchlieBen
des shutters mit Rontgenlicht bestrahlt. Immer wenn ein reziproker Gitterpunkt, be-
schrieben durch den Vektor h, wihrend der Kristallrotation die Ewaldkugel schneidet,
kommt es zu konstruktiver Interferenz der Rontgenstrahlung die mit dem Detektor er-
faflt wird. Fir die Aufnahme der folgenden Bilder wird der Kristall um den Winkel
A¢ weitergedreht bis die Bilder den gewiinschten Winkelbereich umfassen. Die Indi-
zierung der Reflexe und die Ermittlung der Reflexintensititen erfolgt anschlielend mit
Computerprogrammen.
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2.3 Qualitidt von Proteinkristallen

Es existieren eine Reihe von Kriterien zur Beschreibung der Qualitéit eines bestimmten
Kristalls. Welche Kriterien dabei von Relevanz sind, hingt im Wesentlichen von der
spateren Anwendung des Kristalls ab. Wihrend bei Edelsteinen vor allem Grofle, Farbe
und Klarheit eine Rolle spielen, kommt es bei Halbleiterkristallen vor allem auf einen
storungsfreien Bau des Kristalls und einen moglichst geringen Grad von unerwiinschten
Verunreinigungen an.

Fiir experimentell arbeitende Strukturbiologen kommt es weniger auf den Kristall
selbst an, als vielmehr auf die durch den entsprechenden Kristall gewinnbaren Struk-
turinformationen. Morphologie oder Farbe sind daher fiir ihn nur von untergeordneter
Bedeutung. Als Qualitéitskriterien dienen in diesem Fall vor allem aus Intensititsda-
tensammlungen zugéngliche Parameter wie z.B. das maximal erreichbare Auflésungs-
vermogen, das Signal-Rausch-Verhiltnis der Daten, der interne R-Wert und nicht zu-
letzt die abschlieBend erhaltene Elektronendichtekarte bzw. das Strukturmodell. Al-
lerdings hingen all diese Parameter neben der Kristallqualitit auch stark von den
experimentellen Bedingungen wie z.B. der Primérstrahlintensitit, der Empfindlichkeit
der Kamera und vielen weiteren Parametern ab.

Eine mehr intrinsische Grofle der Proteinkristalle stellt die Kristallmosaizitit dar.
Bei ausreichender instrumenteller Auflésung sollte sie weitestgehend unabhéngig von
den experimentellen Bedingungen sein und stellt daher fiir vergleichende Qualitéitsun-
tersuchungen eine geeignete Methode zur Evaluation der Kristallqualitat dar.

In den folgenden Abschnitten wird auf die verschiedenen Kristallbaufehler von Pro-
teinkristallen und deren Auswirkungen auf das Beugungsverhalten niher eingegangen.
Zudem werden einige Methoden zur Bestimmung der Qualitéit von Proteinkristallen vor-
gestellt. Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Einfluss unterschiedlicher Wachstumspa-
rameter, und hier insbesondere der Einfluss von Magnetfeldern, auf die Qualitdt von
Proteinkristallen untersucht. Den Schwerpunkt in den folgenden Abschnitte bilden da-
her die auch im Rahmen dieser Arbeit experimentell eingesetzten Methoden der Mosa-

izitdtsmessung und Intensitdtsdatensammlung.

2.3.1 Kristallbaufehler

Ein perfekter Kristall zeichnet sich durch seine exakt dreidimensional-periodische An-
ordnung der Atome iiber das gesamte Kristallvolumen aus. Allerdings sind nur sehr
wenige Substanzen bekannt, wie z.B. hochreines Silizium, von denen solch perfekte Ein-
kristalle erhalten werden konnen. Die meisten Kristalle weisen eine mehr oder weniger
hohe Dichte an Kristallbaufehlern auf. Allgemein werden dabei zwei Arten von Defekten
unterschieden: Punktdefekte und ausgedehnte Gitterdefekte [23]. Erstere fithren durch
das Fehlen, den Ersatz oder den falschen Einbau einzelner Molekiile zu einer Verletzung
der Translationssymmetrie. Bei letzteren ist die Periodizitdt des Gitters gestort, d.h.
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2.3 Qualitat von Proteinkristallen

der Kristall besteht aus zwei oder mehr perfekten Bereichen, deren Gitter jedoch eine
Fehlorientierung zueinander aufweisen.

Besonderheiten von Proteinkristallen

Im Allgemeinen werden bei Proteinkristallen die gleichen Defekte wie bei Kristallen
kleinerer organischer Molekiile, anorganischer Salze oder Halbleitern beobachtet [27].
Proteinkristalle weisen jedoch einige Besonderheiten auf. Der wesentliche Unterschied
besteht in den erheblich schwécheren Kontakten zwischen den Molekiilen in Proteinkri-
stallen und der daraus resultierenden geringeren mechanischen und thermodynamischen
Stabilitit der Kristalle [28]. Sie sind daher meist sehr weich und empfindlich gegeniiber
mechanischen Einwirkungen, Temperaturschwankungen und trocknen an der Luft sehr
schnell aus.

Punktdefekte - Molekulare Fehlordnung

Bei Proteinkristallen kommen verschiedene Arten von Punktdefekten vor. In erster Li-
nie handelt es sich hierbei um Fehlordnungsphéinomene. In Abbildung 2.7 sind drei
mogliche Punktdefekte in Proteinkristallen schematisch gezeigt. Bei der Positionsfehl-
ordnung sind die Molekiile leicht versetzt in das Gitter eingebaut, bei der Orientierungs-
fehlordnung weisen die Molekiile eine Fehlorientierung zu den anderen Molekiilen auf
und bei der Konformationsfehlordnung weisen die in den Kristall eingebauten Molekiile
eine verinderte Konformation gegeniiber den anderen Molekiilen auf. Einen #hnlichen
Effekt wie die Konformationsfehlordnung sollte auch die Inkorporation von Verunrei-
nigungen vergleichbarer Gréfie haben. All diese kurzreichweitigen Fehlordnungserschei-
nungen sollten sich vor allem auf den B-Faktor (s. Abschn. 2.2.4) und damit auf das
erreichbare Auflssungsvermégens der Kristallstrukturbestimmung auswirken [29, 30].
Neben der Verringerung der kohérent gestreuten Intensitét sollten diese Kristalldefekte

ccececececeecee  ceceeeaceeteere  eeennceeceeeneee
cecececeeecececee  ceceeceeaccente  neeeeeneneceeee
COCCOCECEOrerer  CALEELEPELLEELE  COCONCECENCEnee
cecCetceeCeccee  ceeeeaceecceere  eneneencecceeee
ceeCeCleeceelee  cencecececncene  ceeceeeneneeenee
ceceetleccceele  eceenceaceteer  crecececeeeeree
COCCOCOPCOOCCrr  CACACLECELLEEAL  COCENCECECOCNEL
COCCECCECOCrere  COCOOCOCEOAPELE  CORCERCENENCEEE
COCCECTEereeree CCOLOCOACACACEEe  nECERCRECECENER

Abbildung 2.7: Verschiedene Formen der Fehlordnung in Proteinkristallen (v.l.n.r.): Positions-
fehlordnung, Orientierungsfehlordnung und Konformationsfehlordnung (in Anlehnung an [30]).

zusétzlich zu einer Erhohung der diffusen Streuung und damit letztendlich zu einem

schlechteren Signal/Rauschverhéltnis bei der Datensammlung fithren.
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Kristallbaufehler 2.3.1

Gitterdefekte - Kristallmosaizitit

Ein perfekter Kristall weist ein Kristallgitter ohne Stérungen der Periodizitit auf. Fiir
solch einen Kristall sollte die Breite eines Reflexes (s. Abschn. 2.3.3) bei der Unter-
suchung mit einer ebenen monochromatischen Welle und bei halbunendlicher Dicke
der Kristalle der Darwin-Breite (s. Abschn. 2.2.3) entsprechen. In Tabelle 2.1 sind
die Darwin-Breiten ausgewihlter Reflexe von Silizium, tetragonalem Lyoszym, tetra-
gonalem Thaumatin und monoklinem Pottwal-Myoglobin fiir Dicken von 10 gm und
500 um angegeben. Fiir diinne Kristallplatten sind die berechneten Darwin-Breiten

Tabelle 2.1: Nach Gleichung 2.14 berechnete Darwin-Breiten wp ausgewihlter Reflexe von
Silizium, tetragonalem Lyoszym, tetragonalem Thaumatin und monoklinem Pottwal-Myoglobin
fiir symmetrische Lauefille paralleler plattenformiger Kristalle mit endlichen Dicken von 10um
und 500um bei einer Wellenléinge von A = 0.6888 A. Die Gitterparameter der Proteine sind in
den Tabellen D.1, D.2 und D.4 angegeben. Die Berechnung der Halbwertsbreiten erfolgte mit
dem Programm DREIST nach dem in [31] angegebenen Algorithmus.

Substanz Reflex | | Fn | wg 10pm [°] | wq 500pm [°]
Silizium 111 58.26 0.00088 0.00084
113 41.94 0.00038 0.00030
222 1.456 [32] | 0.00018 1.05-107°
tetragonales Lysozym 16160 | 970 0.00180 3.53-1075
008 915 0.00240 4.45-107°
776 1157 0.00254 4.84-107°
tetragonales Thaumatin | 0040 4179 0.00193 3.56 - 107°
2000 | 2408 0.00147 2.67-107°
101024 | 2190 0.00173 3.58-107°
monoklines Myoglobin | 006 44 0.00278 5.34-107°
0120 | 402 0.00133 2.66 -10°°
1400 | 463 0.00222 4.44-107°
155 218 0.00222 4.45-107°

von Proteinkristallen mit Werten zwischen 1.47 x 1073° — 2.78 x 10 3° leicht groBer
als fiir Siliziumkristalle mit Breiten von unter 0.9 x 10~3°. Fiir Kristallplatten mit ei-
ner Dicke von 500um sind die Breiten der Proteinkristalle mit Werten von 2.67 - 10~5°
und 5.34 - 10 %° um nahezu zwei GréSenordnungen kleiner als die Darwin-Breiten der
(111)- und (11 3)-Siliziumreflexe. Lediglich der Si-(222)-Reflex weist aufgrund sei-
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2.3 Qualitat von Proteinkristallen

nes kleinen Strukturfaktors hier einen extrem kleinen Wert von 1.05 x 1075° auf. Die
Darwin-Breiten der Siliziumreflexe verringern sich aufgrund der sehr kleinen Extinkti-
onslange bei einer Kristalldickendnderung von 10 ym auf 500 gm nur minimal, wihrend
sich die der Proteinkristalle um etwa 3 Gréflenordnungen verkleinern. In Abbildung 2.8
ist dieser Einfluss der Kristallgrofie auf die Darwin-Breite noch einmal anschaulich am
Beispiel des (00 8)-Reflexes von tetragonalem Lyoszym dargestellt. Im Allgemeinen wei-
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Abbildung 2.8: Abhingigkeit der Darwin-Breite des (00 8) Reflexes von tetragonalem Lysozym
von der Kristalldicke. Die Berechnung der Halbwertsbreiten erfolgte mit dem Programm DREIST
unter der Annahme symmetrischer Laue-Fille und plattenformiger Kristalle nach dem in [31]
angegebenen Algorithmus fiir einen Wellenliinge von A = 0.6888 A.

sen an Proteinkristallen gemessene Reflexprofile erheblich gréfiere Halbwertsbreiten als
die theoretisch berechneten Darwin-Breiten auf [33, 34, 35]. Das schmalste an einem
Proteinkristall beobachtete Reflexprofil weist eine Breite von 0.0007° auf [36]. Diese
Diskrepanz zwischen gemessener und theoretischer Reflexbreite ist dabei nicht allein
auf die instrumentelle Auflésung zuriickzufithren und ist auch von anorganischen und
organischen Kristallen her bekannt. Diese Diskrepanz fithrt zu dem Konzept des Mo-
saikkristalls [25]. Dabei wird angenommen, dass der Kristall aus vielen kleinen mehr
oder weniger perfekten Bereichen aufgebaut ist, die leicht gegeneinander verkippt sind
[37]. Solche Gitterstorungen werden auch als Kristallmosaizitdt bezeichnet. Zu einer
Reflexverbreiterung durch die Kristallmosaizitit tragen dabei zwei Effekte bei. Zum

einen hat, wie in Abbildung 2.8 gezeigt, die Grofle der einzelnen Kristallblocke einen
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Kristallbaufehler 2.3.1

Einfluss auf die Reflexbreite [38] und zum anderen beugt der Kristall durch die Verkip-
pung der einzelnen Mosaikblocke gegeneinander iiber einen gréfleren Rotationswinkel,
was ebenfalls zu einer Verbreiterung der Reflexprofile fiihrt. Eine Unterscheidung der
beiden Effekte ist dabei nicht oder nur schwer méglich.

Je nach Gréfle der einzelnen Mosaikblocke wird in der Literatur zwischen Makro-
und Mikromosaizitit, wie in Abbildung 2.9 (links) gezeigt, unterscheiden [20, 30]. Be-
sitzen die einzelnen Mosaikbereiche in etwa die Grofle des Gesamtkristalls, i.d.R. also
Abmessungen von etwa 50 — 500um, so wird dies als Makromosaizitit bezeichnet. Als
Ursache fiir die Makromosaizitdt werden dabei vor allem Verzwilligungen, Kleinwin-
kelkorngrenzen, Wachstumssektoren und Briiche angenommen. Die Mikromosaizitit
dagegen umfasst Gitterstérungen von Bereichen mit Ausdehnungen von einigen Mikro-
metern und weniger. Zur Mikromosaizitit tragen Effekte wie z.B. Versetzungen und der
Einbau von Verunreinigungen bei. Im mittleren Bild von Abbildung 2.9 ist solch ein
moglicher Einfluss von Stufenversetzungen auf die Mikromosaizitéit eines Mosaikblocks
gezeigt.

Die Mosaizitédt von Proteinkristallen ist dabei meist anisotrop, d.h. Proteinkristalle
weisen in bestimmten Richtungen hohere und in anderen Richtungen geringere Mosai-
zitdten auf [39, 40, 37, 36].

Durch Konzentrationsgradienten wihrend des Wachstums oder durch den Einbau
von Verunreinigungen kann es bei Proteinkristallen zudem zur Ausbildung von Span-
nungen und d-Wert-Variationen innerhalb des Kristalls kommen (s. Abb. 2.9 (rechts))
[37]. Allerdings sind diese d-Wert-Variationen zumindest bei Messungen an Lysozymkri-
stallen bei Raumtemperatur relativ klein [20, 36]. Auch eine Verbiegung von plittchen-
oder nadelférmigen Kristallen z.B. in einer Glaskapillare fithrt zu Spannungen inner-
halb des Kristalls [30]. Langreichweitige Effekte wie die Kristallmosaizitat und d-Wert-
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Abbildung 2.9: Gitterdefekte und d-Wert-Variationen in Proteinkristallen. Links: Konzept des
Mosaikkristalls. Der Kristall ist aus groferen (Makromosaizitéit) und kleineren Mosaikbldcken
(Mikromosaizitét) aufgebaut. Mitte: Einfluss von Stufenversetzungen auf die Mikromosaizitét
(in Anlehnung an [30]). Rechts: Durch die Inkorporation von Verunreinigungen und eines Gra-
dienten innerhalb des Kristalls kommt es zu d-Wert Variationen (in Anlehnung an [37]).

Variationen spielen bei der Intensitdtsdatensammlung und hier insbesondere bei der
Integration der Daten eine Rolle. Sie haben dabei Auswirkungen auf die azimutale
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2.3 Qualitat von Proteinkristallen

Reflexbereite auf dem Detektor und die Reflexbreite im Rotationswinkel w. In beiden
Féllen fithrt eine verringerte Mosaizitat zu einer Konzentration der gebeugten Photo-
nen auf wenige Detektorpixel bzw. einen kleinen Rotationswinkel (s.a. Abschn. 2.2.6).
Dies macht sich zum einen in einem besseren Signal/Rausch-Verhéltnis bemerkbar, zum
anderen kommt es insbesondere bei groflen Elementarzellen zu weniger Reflexiiberlap-
pungen. Durch das bessere Signal/Rausch-Verhiltnis sollten sich auch noch schwache
Reflexe bei hohen Beugungswinkeln aus dem Untergrund hervorheben und damit zu
einem verbesserten Auflosungvermogen fithren [33]. Untersuchungen zeigten zudem,
dass ein der Kristallmosaizitit angepasster Rotationswinkel pro Bild bei Rotationsauf-
nahmen (s. Abschn. 2.2.6) zu einer besseren Datenqualitdt fithrt [41]. Aufnahmen, bei
denen der Rotationswinkel erheblich gréfler war als die Kristallmosaizitit, waren dabei
von deutlich schlechterer Qualitéit. Allerdings fithrt eine Anpassung des Rotationswin-
kels an die Kristallmosaizitit insbesondere bei Kristallen mit kleiner Mosaizitit durch
die im Vergleich zur Belichtungszeit sehr lange Auslesezeit zu einem erheblichen An-
stieg der benotigten Messzeit. Durch den Einsatz von Pixel-Detektoren sollte das Pro-
blem der langen Auslesezeiten jedoch in ndherer Zukunft gelost sein [42]. Bei all diesen
Betrachtungen ist jedoch anzumerken, dass die meisten Intensititsdatensammlungen
heutzutage bei tiefen Temperaturen durchgefithrt werden und das hierzu notwendige
Abkiihlen der Kristalle i.A. zu einer erheblichen Erhéhung der Spannungen im Kristall
und der Mosaizitét fithren (s. Abschn. 2.3.1). Zudem wird die Reflexbreite fiir Kristal-
le sehr guter Qualitit an dem meisten Synchrotronstrahlungsmessplitzen nicht durch
die Mosaizitdt sondern vielmehr durch die Wellenléngendispersion und die Divergenz
bestimmt (s. Abschn. 2.3.3).

Erste Untersuchungen zur Mosaizitidt von Proteinkristallen wurden 1981 von Shaike-
vitch und Kam vorgenommen [28]. Sie beobachteten dabei an Lysozym- und Myoglobin-
kristallen Reflexbreiten bzw. Mosaizitatswerte von 0.03° bis 0.05°. Neben einigen wei-
teren exemplarischen Messungen [43, 44, 45], wurden Mosaizititsmessungen erstmals
1995 zur Untersuchung des Effektes von Mikrogravitation auf die Kristallqualitdt von
Lysozymkristallen eingesetzt [33]. In der Untersuchung wurde die Mosaizitét eines unter
Mikrogravitation geziichteter Kristalls mit der eines auf der Erde gewachsenen Kristall
verglichen. In weiteren Untersuchungen wurde der Effekt von Mikrogravitation auf die
Mosaizitdt von Apocrustacyanin C; und Thaumatinkristallen untersucht [34, 35]. In
diesen Untersuchungen wurden drei bzw. zwei unter Mikrogravitation geziichtete Kri-
stalle mit jeweils 2 Kristallen einer Kontrollgruppe von auf der Erde geziichteten Kri-
stallen verglichen. Mosaizitdtsmessungen wurden zudem zur Untersuchung des Effektes
von Verunreinigungen, von verdnderten Wachstumsbedingungen und von magnetischen
Feldern auf die Kristallqualitit eingesetzt [29, 40, 20, 46, 47]. Allgemein ist die Aussage-
kraft all dieser Untersuchungen durch die geringe Zahl der untersuchten Kristalle stark
eingeschrinkt. Nur in zwei Fillen wurde bisher die Mosaizitit einer grofleren Zahl von
Kristallen untersucht, die eine statistisch signifikantere Aussage erlauben. Zum einen
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zur Untersuchung des Effektes von Mikrogravitation auf die Mosaizitdt von Insulinkri-
stallen [48] und zum anderen zum Einfluss von Magnetfeldern und der Kristallisation
in Agarose-Gelen auf die Qualitit von Lysozymkristallen [36].

Kristallmosaizitit bei tiefen Temperaturen

Die meisten Intensitdtsdatensammlungen werden heutzutage standardméifig bei Tem-
peraturen um 100K durchgefiithrt [49, 50]. Zum einen lassen sich dadurch Strah-
lenschéden reduzieren (s. Abschn. 2.3.4) und zum anderen fiithren die reduzierten ther-
mischen Schwingungen zu einem besseren Beugungsverhalten insbesondere bei h6heren
Auflésungen [49]. Zum Abkiihlen werden die Kristalle zunichst mit einem sog. cryo-
protectant wie z.B. Glycerol oder anorganischen Salzen behandelt [51, 52, 53] und an-
schliefend schockgefroren. Durch die Behandlung mit einem cryo-protectant in Ver-
bindung mit einem schnellen Abkiihlen (engl. flash freezing) wird die Nukleation von
Eis-Kristallen [49] und damit eine vollstindige Zerstérung des Kristalls verhindert. Al-
lerdings fithrt diese Prozedur zu starken Spannungen innerhalb der Kristalle und damit
zu einer stark erhohten Mosaizitdt [51, 54, 55]. Untersuchungen an Insulin-Kristallen
zeigten jedoch, dass die Doménenstruktur der Kristalls bei diesem Prozess erhalten
bleibt [56]. Durch ein (wiederholtes) gezieltes Aufwirmen und anschlielendes erneutes
Schockgefrieren, dem sog. annealing, lasst sich die durch das Gefrieren der Kristalle
hervorgerufene erhthte Mosaizitdt in manchen Fillen stark reduzieren [57].

2.3.2 Evaluation der Kristallqualitit

Es existieren viele Methoden zur Analyse der Qualitidt eines (Protein-)Kristalls. Ei-
ne relativ einfache aber sehr effiziente Methode stellt z.B. die optische Untersuchung
der Kristalle unter dem Polarisationsmikroskop dar. Mit dieser Methode lassen sich
Defekte wie z.B. makroskopische Risse oder Verzwilligungen schnell erkennen. Die Un-
tersuchung der doppelbrechenden Eigenschaften von Proteinkristallen erméglicht so-
gar Vorhersagen iiber die Beugungseigenschaften [58]. Kristallbaufehler unterhalb der
Auflésungsgrenze des optischen Mikroskops lassen sich jedoch nicht erkennen. Hierzu
zdhlen insbesondere Kristallbaufehler wie Stufen- und Schraubenversetzungen und an-
dere Gitterstérungen durch den Einbau von Verunreinigungen sowie feine Risse bzw.
Briiche im Kristall mit sehr kleinen Verkippungswinkeln. Solche Kristalldefekte lassen
sich jedoch mittels hochaufgeloster Rontgendiffraktometrie und -topographie erkennen.
Kristalldefekte haben zudem Auswirkungen auf die Beugungseigenschaften und da-
mit auf die durch Beugungsuntersuchungen zuginglichen Strukturinformationen. Die
Qualitdt dieser Intensitdtsdatensitze ldsst zwar keine direkten Schliisse auf die Ursa-
che der die Kristallqualitit limitierenden Faktoren zu, sie stellt jedoch ein durchaus
geeignetes Mittel dar, Qualitdtsunterschiede von Proteinkristallen aufzuzeigen.
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2.3.3 Mosaizitdtsmessungen

Es existieren verschiedene Methoden zur Bestimmung der Mosaizitét eines Kristalls. Bei
diesen Beugungsuntersuchungen spielen experimentelle Parameter wie die Strahldiver-
genz und die Wellenldngendispersion eine erheblich Rolle. Daher werden zunichst diese
Parameter und ihr Einfluss auf die Kristallmosaizitéit behandelt. Anschliefend werden
verschiedene Methoden zur Bestimmung der Kristallmosaizitéit vorgestellt. Diese kann
neben herk6mmlichen Reflexprofilmessungen mit einem 4- oder mehrkreisigem Diffrak-
tometer auch durch das sog. ¢-fine-slicing bestimmt werden. Eine weitere Moglichkeit
stellt die Extraktion eines Mosaizititsparameters aus Intensitdtsdatensitzen dar. Da-
bei weisen all diese Methoden Vor- und Nachteile auf, die in den einzelnen Abschnitten
diskutiert werden. Auf polychromatische Methoden zur Bestimmung der Kristallmosa-
izitédt soll hier aufgrund ihrer geringen Verbreitung nicht eingegangen werden [43, 33].

In Abbildung 2.10 ist der Zusammenhang zwischen der Kristallmosaizitit und den
gemessenen Reflexprofilen schematisch gezeigt. Auf der rechten Seite sind drei experi-
mentell gemessene Reflexprofile gezeigt. Die linke Seite zeigt einen moglichen zugrun-
deliegenden Mosaikaufbau des Kristalls.

Experimentelle Auflésung

Fiir den (hypothetischen) Fall eines exakt parallelen, monochromatischen Rontgen-
strahls sollte bei der Beugung an einem perfekten halbunendlich dicken Einkristall
die experimentell bestimmte Halbwertsbreite (FWHM) der theoretisch berechneten
Darwin-Breite wp(h) (s. Abschn. 2.2.3) entsprechen [43, 25]. In der Praxis jedoch weist
der Kristall eine Mosaizitit 1 und der Rontgenstrahl eine Divergenz d, und eine Wel-
lenldangendispersion AA/A auf. Die Breite des experimentell bestimmten Reflexprofils
Wegp. €rgibt sich aus der Uberlagerung dieser Parameter. Unter der Annahme von Gauf-
Funktionen gilt [59, 36]:

2 2 2 AN 2 2 2

Die Gleichung gilt in dieser Form nur fiir herkémmliche Reflexprofilmessungen in verti-
kaler oder horizontaler Beugungsgeometrie. In Abbildung 2.11 wird der Einfluss der Kri-
stallmosaizitat, der Strahldivergenz und der Wellenldngendispersion auf das gemessene
Reflexprofil anhand der Fwald-Konstruktion noch einmal verdeutlicht. Da Strahldiver-
genz und Wellenldngendispersion ebenso wie die Kristallmosaizitit zu einer Verbreite-
rung des experimentell bestimmten Reflexprofils fithren und eine nachtrigliche Korrek-
tur dieser Einfliisse mit einem erheblichen Aufwand verbunden und zudem mit einem
groflem Fehler behaftet ist, sollten diese beiden Parameter moglichst vernachlédssigbar
klein gegeniiber der Kristallmosaizitét sein. D.h. neben einem Diffraktometer mit hoher
Winkelauflosung ist zu Mosaizitdtsmessungen ein wenig divergenter Rontgenstrahl mit

kleiner Wellenléngendispersion erforderlich.
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Abbildung 2.10: Schematischer Zusammenhang zwischen der Kristallmosaizitit (links) und den
daraus resultierenden Reflexprofilen (rechts): Kristall bestehend aus einem Mosaikblock mit
geringer Mosaizitét (oben), Kristall aus 2 grofleren Mosaikblocken (Mitte) und ein Kristall
bestehend aus mehreren kleineren Mosaikblocken (unten). Die abgebildeten Reflexprofile stam-
men von Pottwal-Myoglobinkristallen und wurden am Petra-1 Messplatz bei einer Energie von
18 keV aufgezeichnet
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Abbildung 2.11: Einfluss experimenteller Parameter auf die Breite von Reflexprofilen: 1. Ver-
breiterung des Reflexprofils durch die Kristallmosaizitét. Die Mosaizitéit des Kristalls fiihrt zu
einer Ausdehnung des reziproken Gitterpunktes senkrecht zur Richtung des Streuvektors h und
dadurch zu einer Verbreiterung des Reflexprofils. 2. Verbreiterung des Reflexprofils durch die
Strahldivergenz. 3. Reflexverbreiterung durch Wellenléngendispersion. Durch die Wellenldngen-
dispersion weist die Ewaldkugel eine rdumliche Ausdehnung auf (grauer Bereich) und der Reflex
beugt iiber einen gréfleren Winkelbereich.
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Reflexprofilmessungen mit dem Einkristalldiffraktometer

Reflexprofil- bzw. rocking-curve-Messungen werden mit einem 4- oder mehrkreisigem
Diffraktometer und einem Punktdetektor nach der in Abschnitt 2.2.6 (Messung mit
Punktdetektor) beschriebenen Methode durchgefiihrt. Sie stellen die élteste und gingig-
ste Methode zur Bestimmung der Kristallmosaizitéit dar. Diese Methode weist viele Vor-
teile auf. So kénnen bei bekannter Orientierung des Kristalls auf dem Diffraktometer
gezielt Reflexe angefahren und Reflexprofile gemessen werden. Insbesondere fiir verglei-
chende Untersuchungen ist wichtig, immer Reflexe in gleiche Richtungen des reziproken
Raumes aufzuzeichnen, da die Anisotropie der Mosaizitidt hier schnell zu Verfilschun-
gen fithren kann [60, 36]. Zudem konnen alle Reflexe in der gleichen Beugungsgeome-
trie gemessen werden und es kann dadurch auf viele geometrische Korrekturen ver-
zichtet werden. Die Verwendung eines 6-Kreisdiffraktometers erlaubt dabei zuséitzlich
die Aufzeichnung von Profilen desselben Reflexes unter verschiedenen Azimutwinkeln
[36]. Ein Nachteil dieser Methode besteht in den hohen experimentellen Anforderun-
gen. Um gezielt Reflexe anfahren zu konnen muf} die Orientierungsmatrix des Kristalls
bekannt sein. Vorteilhafterweise sollte hierzu an dem Instrument ein Flichendetektor
zur Verfiigung stehen, um die Orientierungsmatrix durch Rotationsaufnahmen ziigig
bestimmen zu koénnen. Zudem wird zu den Messungen ein 4- oder mehrkreisiges Dif-
fraktometer bendtigt, wie es an den wenigsten Proteinkristallographie-Messplatzen zur
Verfiigung steht.

phi-fine-slicing

Eine alternative Methode zu herkémmlichen Reflexprofilmessungen ist das sog. phi-
fine-slicing [39, 61]. Der Versuchsaufbau entspricht dabei dem, der auch zur Daten-
sammlung mit Rotationsaufnahmen eingesetzt wird (s. Abschn. 2.2.6). Ebenso wie zur
zur herkémmlichen Datensammlung mit Rotationsaufnahmen wird dabei eine Serie von
aufeinander folgenden Aufnahmen aufgezeichnet. Im Unterschied dazu wird der Kristall
hier jedoch nur pro Aufnahme um einen méglichst kleinen Winkel A¢ < 0.001° gedreht.
Das Profil eines einzelnen Reflex wird dadurch erhalten, dass fiir jede Aufnahme die In-
tensitét iiber alle einen bestimmten Reflex enthaltenen Pixel integriert wird. Trigt man
die Reflexintensitit pro Bild als Funktion des Drehwinkels auf, wird das entsprechende
Reflexprofil erhalten.

Der grofie Vorteil des phi-fine-slicing besteht darin, dass die Messung mit
herkémmlichen Einkreisdiffraktometern, wie sie an den meisten Proteinkristallographie-
Messplitzen vorhanden sind, erfolgen kann und kein 4- oder mehrkreisiges Diffrakto-
meter benotigt wird. Ein weiterer Vorteil besteht darin, dass mit wenigen hundert
aufeinanderfolgenden Bildern ausgesprochen viele Reflexe auf einmal erfasst werden
konnen.

Allerdings hat diese Methode auch Nachteile. So weisen viele
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Proteinkristallographie-Messplidtze fiir ~ Mosaizitdtsuntersuchungen  ungeeignete
experimentelle Bedingungen auf (siehe dazu auch den néchsten Abschnitt) und
fokussierende optische Elemente miissen fiir solche Untersuchungen ggf. aus dem
Strahlengang entfernt werden. Fiir Mosaizitdtsmessungen relativ gut geeignet sind
MAD-Strahlfiihrungen, da diese zumindest eine sehr kleine Wellenldngendispersion
aufweisen [37]. Zudem sind fiir die verschiedenen Reflexe in Abhingigkeit von der
Position auf dem Detektor z.T. komplizierte beugungsgeometrische Korrekturen notig
[62]. Zwar werden mit dieser Methode viele Reflexe auf einmal erfasst, allerdings
entstammen alle Reflexe nur einer Schicht des reziproken Raumes. Sollen mehr als
zwei Richtungen des reziproken Raumes erfasst werden, z.B. um Anisotropieeffekte
zu untersuchen oder zu beriicksichtigen, miissen mindestens zwei solcher Serien
aufgezeichnet werden. Dies fithrt zum einen zu einem riesigen Datenvolumen und zum
anderen, bedingt durch die lange Auslesezeit des Detektors, zu langen Messzeiten pro
Kristall.

Mosaizitdtsparameter aus Intensitdtsdaten

Eine dritte Methode zur Bestimmung der Kristallmosaizitéit ist die Extraktion eines Mo-
saizitdtsparameters aus den Bildern eines Intensitidtsdatensatzes. Der grofle Vorteil die-
ser Methode liegt darin, dass aus jedem Intensitéitsdatensatz durch die gingige Integra-
tionssoftware routineméfig ein Mosaizitétsparameter extrahiert wird und dazu keine se-
parate Messung notwendig ist [63, 64]. Allerdings werden bei der Ermittlung des Mosa-
izitdtsparameters oft keine geometrischen Korrekturen vorgenommen. Zudem wird nur
ein mittlerer Mosaizitatsparameter fiir alle Reflexe ermittelt. Der grofite Nachteil dieser
Methode ergibt sich jedoch aus den experimentellen Bedingungen. Um eine méglichst
hohe Primérintensitéit zu erzielen, werden an Proteinkristallographie Strahlfiihrungen
meist fokussierende optische Elemente wie fokussierende Rontgenspiegel oder geboge-
ne Monochromatorkristalle verwendet. Die hohe Primérintensitit wird dabei mit einer
groflen Strahldivergenz und einer groflen Wellenldngendispersion bezahlt. Wahrend dies
fiir einfache Intensitdtsdatensammlungen nur von geringem Nachteil ist, verschlechtert
dies entsprechend Gleichung 2.31 die experimentelle Auflésungsfunktion. In den mei-
sten Fillen, und hier insbesondere bei Kristallen geringer Mosaizitit, wird der Mosai-
zitdtsparameter daher durch die experimentellen Bedingungen dominiert und hat wenig
mit der ’echten’ Kristallmosaizitidt zu tun.

reciprocal space maps

Einfache Mosaizititsmessungen, wie sie im vorherigen Abschnitt beschrieben wur-
den, weisen den Nachteil auf, dass sich mit ihnen nicht zwischen Mosaizitdt und d-
Wert-Variationen innerhalb des Kristalls (Spannungen) unterscheiden lisst. d-Wert-
Variationen Ad/d fithren ebenso wie die Mosaizitit zu einer Verbreiterung der Re-
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flexprofile. Aus der Braggschen Gleichung ergibt sich fiir den Beitrag solcher d-Wert-
Variationen zur Reflexbreite

Ad
Aw = i tan 6. (2.32)

Sollen d-Wert-Variationen ebenfalls beriicksichtigt werden, mufl Gleichung 2.31 um
diesen Beitrag erweitert werden. Eine gleichzeitige Erfassung der Kristallmosaizitét
und von d-Wert Variationen ist durch das Aufzeichnen von sog. reciprocal space maps
moglich. Der Aufbau entspricht dabei weitgehend dem zum Aufzeichnen von Reflex-
profilen. Allerdings befindet sich hierbei, wie in Abbildung 2.12 gezeigt, ein weiterer
Analysatorkristall zwischen Probe und Detektor um ebenfalls eine ausgangsseitige Win-

kelauflésung zu erreichen. Zum Aufzeichnen einer reciprocal space map werden, wie in

Detektor />
Anaysator 44

Abbildung 2.12: Experimenteller Aufbau zur Aufzeichnung von reciprocal space maps. Zur
Auflosung der d-Wert-Variationen befindet sich zwischen Probe und Detektor zusétzlich ein
Analysator-Kristall.

Abbildung 2.12 gezeigt, fiir verschiedene 26-Stellungen des Analysators- bzw. Detektors
Reflexprofile durch Drehung des Probenkristalls in w aufgezeichnet. Eine Auftragung
der gemessenen Intensitit gegen die entsprechenden w- und 26-Werte ergibt eine re-
ciprocal space map. Dabei reprisentieren Schnitte entlang des Streuvektors h d-Wert
Variationen und solche senkrecht dazu die Kristallmosaizitit.

Reciprocal space maps wurden in einigen Fillen exemplarisch zur Untersuchung der
Qualitdt von Proteinkristallen eingesetzt [65, 66, 36]. Allerdings wurden dabei jeweils
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immer nur wenige Kristalle untersucht, was in erster Linie auf den anspruchsvollen
experimentellen Aufbau und die lange Messzeit zuriickzufithren sein diirfte.

2.3.4 Informationen aus Intensitidtsdaten

Fiir Strukturbiologen sind die aus den Intensitidtsdaten zuginglichen Strukturinforma-
tionen von groflem Interesse. Je hoher die Datenqualitit und die erreichbare Auflésung,
desto detaillierter sind auch die zuginglichen Strukturinformationen. Wie bereits im
Abschitt 2.3.1 diskutiert, hingt die Qualitdt dieser Daten eng mit der Nahordnung im
Kristall zusammen. Kristalle mit starker Fehlordnung und einem grofien Anteil an Ver-
unreinigungen sollten daher deutlich schlechtere Intensitédtsdaten liefern als ein wenig
fehlgeordneter Kristall der wenig Verunreinigungen enthélt.

Im Unterschied zu der Mosaizitét, welche eine intrinsische Gréfle des Kristalls dar-
stellt, sind die integralen Beugungseigenschaften eines Kristalls jedoch stark durch das
Beugungsexperiment selbst bestimmt. Wie aus Gleichung 2.26 hervorgeht, hingt die
integral gestreute Energie mafigeblich von der Primérintensitéit der Rontgenstrahlung,
der Kristallgrofie bzw. dem beleuchteten Kristallvolumen und nicht zuletzt von der ver-
wendeten Energie ab. Zudem haben z.B. die Detektoreffizienz [67], die Belichtungszeit
und der Rotationswinkel pro Bild, der Abstand zwischen Probe und Detektor, Schidi-
gungen des Kristalls durch die Rontgenstrahlung und viele weitere Parameter einen
Einfluss auf die Datenqualitit. Daher ist ein Vergleich der Kristallqualitit aus Inten-
sitdtsdaten, die an verschiedenen Instrumenten gewonnen wurden, nur bedingt mdoglich.
Werden die Daten am gleichen Instrument und bei gleichen Datensammlungsparame-
tern gesammelt, sollte ein Vergleich jedoch méglich sein (s.a. Abschn. 2.3.5).

Um neben einem moglichen Einfluss von Magnetfeldern auf die Fernordnung bzw.
Kristallmosaizitit auch mogliche Auswirkungen auf die Nahordnung in Proteinkristal-
len zu untersuchen, wurden von einigen Kristallen Intensititsdatensitze aufgezeichnet
und beziiglich ihrer Qualitit untersucht. Im Folgenden sollen kurz die aus Intensitéitsda-
ten ableitbaren Qualitédtsparameter vorgestellt werden. Da es vor allem bei Raumtem-
peraturmessungen zu massiven Schidigungen des Kristalls durch die Réntgenstrahlung
kommen kann, wird auf diese im letzten Abschnitt kurz eingegangen.

I/o(I) - Verhiltnis

Das I/o(I) -Verhiltnis eines Datensatzes wird zum einen durch die Intensitéit und die
Ausdehnung der Reflexe auf dem Detektor und zum anderen durch den umgebenden
Untergrund bestimmt. Alle Parameter hingen dabei sowohl von den experimentellen
Bedingungen als auch von der Qualitidt der Probe selbst ab. Fiir einen Kristall guter
Qualitdt ist ein intensiver Bragg-Peak mit einer geringen rdumlichen Ausdehnung auf
dem Detektor bei einem zugleich geringen Anteil von (thermisch) diffuser Strahlung
zwischen den Peaks und damit ein grofies I/o(I) -Verhéltnis zu erwarten. Umgekehrt
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sollte von einem schlechten Kristall ein schwicherer Bragg-Peak bei zugleich héherem
diffusen Untergrund und damit ein kleineres I /o (I) -Verhéltnis zu erwarten sein. Durch
die Abnahme des atomaren Streuvermoégens und den zunehmenden Einfluss des B-
Faktors (s.a. Abschn. 2.2.4) nimmt zudem die Intensitidt der gestreuten Strahlung zu
héheren Beugungswinkeln bzw. hoherer Auflésung hin ab. Diese Abnahme bedingt ein
schlechteres Signal-Rausch Verhéltnis bei hoheren Beugungswinkeln. Der Abfall des
I/o(I)-Verhiltnisses als Funktion der Auflésung liefert daher zusétzliche Informationen
iiber den B-Faktor und damit iiber die Nahordnung im Kristall

Vollstéindigkeit der Datensétze

Die Vollstindigkeit eines Datensatzes (im folgenden nur noch als "Vollstéindgkeit’ be-
zeichnet) gibt das Verhéltnis der Zahl der beobachteten Reflexe zu der Zahl der unter
der gegebenen Beugungsgeometrie theoretisch beobachtbaren Reflexe in Prozent an. Ob
ein Reflex als beobachtet oder nicht beobachtet gilt, wird dabei durch ein Signifikanzkri-
terium wie z.B. I /o(I) > 2 definiert. Die Gesamt-Vollstindigkeit bezieht sich dabei auf
den ganzen Auflésungsbereich einer Messung. Wie auch beim Signal-Rausch-Verhalt-
nis erlaubt insbesondere eine auf die Auflésung bezogene Analyse der Vollstindigkeit
Hinweise auf die Daten- und somit auch die Kristallqualitét.

Auflésungsverméogen

Die durch eine Rontgenstrukturanalyse zugéngliche Information hingt jedoch mafigeb-
lich von dem sogenannten Auflésungsvermdgen ab, welches sich bei einem Diffrakti-
onsexperiment erreichen ldsst. Dieses Auflésungsvermégen d wird durch den kleinsten
Netzebenenabstand der im Diffraktionsexperiment noch sichtbaren Reflexe definiert.
In einer mehr quantitativen Form ist es als der d-Wert (Bereich) definiert, fiir den die
Vollstandigkeit bei einem Signal/Rausch-Verhéltnis von I/o(I) > 2 z.B. 50% betragt
[68].

B-Faktoren

Eng mit den drei zuvor beschriebenen Parametern verbunden ist auch der B-Faktor.
Seine mathematische Bedeutung ist in Abschnitt 2.2.4 beschrieben. Bei Proteinkristal-
len ist er in erster Linie ein Maf} fiir die molekulare Fehlordnung. B-Faktoren sind
dabei insbesondere ein Maf§ fiir Stérungen der Nahordnung (s.a. 2.3.1). Langreich-
weitige Kristalldefekte sollten dagegen keinen Einfluss auf den B-Faktor haben [30].
Typische B-Faktoren von Proteinkristallen liegen zwischen 5 A” fiir einen sehr gut und
100A” fiir einen schlecht geordneten Proteinkristall. Ein globaler B-Faktor ldsst sich
aus Intensitiatsdatensitzen durch einen Wilson-Plot ermitteln (s. Abschn. 2.2.5).
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2.3 Qualitat von Proteinkristallen

Interner R-Wert

Ein weiteres Mafl zur Beurteilung der Datenqualitit von Intensitdtsdaten stellt in der
Kristallographie der interne R-Wert oder auch Ry, dar. Er stellt ein Maf fiir die
Ubereinstimmung mehrfach gemessener oder symmetrieiquivalenter Reflexe i dar:

Yon | In—Ing |
Ryym = il 2.33
S S T (259

1 &
=N "1,.. 2.34
h nh; h,i ( )

Die Reflexe eines guten Kristalls sollten ein grofies I/o(I)-Verhéltnis aufweisen und
ihre gemessenen Intensitéiten sollten daher mit einem kleinen Fehler behaftet sein. Der
Ry sollte daher fiir Kristalle guter Qualitit kleiner sein als fiir schlecht beugende
Kristalle. Durch die Abnahme des I/o(I)-Verhéltnis hin zu hoheren Beugungswinkeln
ist auch hier ein ungiinstigerer Ry, zu erwarten.

Ein Problem des Ry, besteht jedoch darin, dass dieser mit der Anzahl der gemes-
senen Reflexe bzw. der Multiplizitit eines Datensatzes ansteigt, auch wenn die Daten-
qualitit gleichbleibend gut ist. Diederichs und Karplus schlagen daher die Einfithrung
eines neuen Ry,erge vor, bei dem dieses Problem nicht auftritt [69]. Dazu werden die
np, mehrfach gemessenen oder symmetrieiquivalenten Beobachtungen eines Reflexes h
entsprechend ny p = int(ny/2) und ny,g = np — ny p auf zwei Gruppen P und Q ver-
teilt. Fiir diese beiden Gruppen werden die gemessenen Intensititen getrennt gemittelt.

Der Ryerge errechnet sich dann entsprechend zu

2l Inp—Ing|

R = 2.35
mersel =05 Inp + Ing' (2:35)
mit
1 Nh,P 1 nh,Q
Ih,p = nh—P Z Ih,i und Ih,Q = W Z Ih,i- (236)
” eP Q 1€Q

In diesen Gleichungen stellen die Ij, p und Ij g bereits teilweise gemittelte und damit
bessere Schitzungen der Intensitéit eines Reflexes als die Einzelbeobachtungen Iy, ; dar.
Analog zu Gleichung 2.35 ldsst sich auch ein auf die Strukturamplituden A = |F'(h)|
bezogener Ry,¢;gcF berechnen:

> | Anp — Ang |
0.5- Z Ah’p + Ah,Q’

Ryerger = (2.37)

wobei Ay, p und Aj, g sich sinngeméf aus den Gleichungen 2.36 ergeben. In dieser Arbeit
wird ausschliefilich der auf die Strukturamplituden bezogene R;erger verwendet.
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Mosaizitatsmessungen versus Intensitatsdaten 2.3.5

Elektronendichtekarte

Das eigentliche Ziel von biologischen Rontgenstrukturanalysen ist der Erhalt einer
moglichst detailierten Elektronendichtekarte bzw. eines Strukturmodells. Dieses wird
nach der Strukturlésung im Rahmen einer Strukturverfeinerung durch Anpassung der
Modellgréflen an die Beobachtungsgroflen erhalten.

Strahlenschiden

Einen weiteren Einfluss auf die Qualitdt von Intensitdtsdaten haben Strahlenschiden
an den untersuchten Proteinkristallen, siehe z.B. [43, 70]. W&hrend die ersten Rota-
tionsaufnahmen von einem nicht bzw. schwach geschidigten Kristall stammen, weist
der Kristall bei einer spiteren Aufnahme meist schon erhebliche strukturelle Ande-
rungen und dadurch ein vermindertes Streuvermdgen auf [71]. Strahlenschéiden spielen
insbesondere bei Raumtemperaturmessungen eine grofle Rolle, lassen sich jedoch durch
Datensammlung bei tiefen Temperaturen erheblich reduzieren [72, 50]. Die Schidigung
héngt dabei nicht nur von der Dosis sondern auch von der Energie ab [73]. Da In-
tensitdtsdatensétze oft bei unterschiedlichen Energien gesammelt werden, erschweren
Strahlenschiden zuséitzlich die Vergleichbarkeit der Qualitéit der Daten.

2.3.5 Mosaizititsmessungen versus Intensitéitsdaten

Tabelle 2.2 zeigt einen Vergleich der experimentellen Einfliisse auf die Profilparameter
und die Intensitdtsdaten. Anhand der Tabelle wird deutlich, dass Mosaizitidtsmessun-
gen weitgehend unabhingig von experimentellen Parametern sind. Mosaizitdtspara-
meter von verschiedenen Messplidtzen erlauben daher eine bessere Vergleichbarkeit als
Qualitdtsparameter aus Intensitdtsdatensidtzen. Unter Verwendung der exakt gleichen
Datensammlungsparameter sind allerdings auch Intensitdtsdaten fiir vergleichende Un-
tersuchungen geeignet. Hier hat neben der Kristallqualitit selbst nur die Kristallgréfe

als zusétzlicher Parameter einen Einfluss auf die Datenqualitét.
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2.3 Qualitat von Proteinkristallen

Tabelle 2.2: Abhingigkeit der aus Reflexprofilen und Intensititsdatensammlungen

zugdnglichen Kristallqualitdtsinformationen von experimentellen Parametern.

Parameter Profilparameter | Intensitdtsdatensammlung
Wellenlénge bedingt 2 ja

Divergenz ja b bedingt
Wellenldngendispersion ja b bedingt
Rotationsgeschwindigkeit | nein ja

Primérintensitat nein ja

Kristallvolumen nein © ja

Detektor nein ja

Strahlenschiden nein 4 ja

2 Abhéngigkeit von der Energie berechenbar.

b Divergenz bzw. Wellenlingendispersion miissen klein im Vgl. zur Mosa-

izitat sein.
C

men ist.

unter der Annahme, dass die Mosaizitit unabhéingig vom Kristallvolu-

4 benstigte Dosis betriigt ca. 1-2% im Vgl. zu Intensitsitsdaten.
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2.4 Grundlagen des Magnetismus

In dem folgenden Abschnitt sollen die im Rahmen dieser Arbeit relevanten allgemeinen
Aspekte des Magnetismus kurz beschrieben werden. Eine ausfiihrliche Darstellung des
Themas findet sich z.B. in [74]. In der Literatur werden magnetische Grofien oft in CGS-
Einheiten angegeben. In dieser Arbeit werden ausschliellich SI-Einheiten verwendet.

2.4.1 Magnetisierung

Ein Strom der Stérke I, der durch eine zylinderférmige Spule der Linge [ mit n-
Windungen fliesst, induziert im Inneren der Spule ein Magnetfeld der Stérke

H-= ”TI (2.38)
Die magnetische Induktion oder Flussdichte B ist geméfl der Gleichung
B=uH (2.39)

definiert, und wird in der Einheit Tesla (17 = 1Vs/m?) angegeben. Der Proportiona-
litétsfaktor po = 47-10~"VsA~'m~! wird als magnetische Feldkonstante des Vakuums
bezeichnet. Wird Materie in ein Magnetfeld gebracht, so liegt in dieser eine gegeniiber
der Materie im freien Raum um den Beitrag der Magnetisierung M gednderte Flussdich-
te vor:

B = uo (H+ M). (2.40)

Daraus ergibt sich die Definition der Magnetisierung zu

_B—[,L()H
Ko )

M (2.41)

2.4.2 Magnetische Suszeptibilitit

Die Magnetisierung eines Stoffes ist, einmal abgesehen von sehr starken Magnetfeldern,
i.a. der Feldstirke proportional:

M = yH (2.42)

Die dimensionslose Konstante x wird als Volumensuszeptibilitdt bezeichnet und stellt
fiir anisotrope Stoffe einen Tensor 2. Stufe dar [75]. Allgemein lassen sich Stoffe nach
ihrer Suszeptibilitidt in 2 Stoffklassen einteilen:

diamagnetische Stoffe  x <0,

(Vakuum x =0),

paramagnetische Stoffe x > 0.
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2.4 Grundlagen des Magnetismus

Zusétzlich zur Volumensuszeptibilitdt werden oft die Massensuszeptibilitit x, = x pt

und die Molsuszeptibilitit xmo = x M,”' angegeben. p ist die Dichte (kg m—3) und M,
die Molmasse (kg mol~!). Diamagnetische Substanzen weisen mit Ausnahme der Sur-
praleiter Suszeptibilititen zwischen —10~* bis —107% auf. Stoffe, die aus Atomen mit
abgeschlossenen Elektronenschalen aufgebaut sind, wie z.B. viele Salzverbindungen, die
meisten Molekiilverbindungen und ein Teil der Metalle sind diamagnetisch. Parama-
gnetische Stoffe weisen Suszeptibilitdten zwischen 10~ bis 10~2 auf. Diese Substanzen
enthalten Atome mit ungepaarten Elektronen in nicht vollstéindig gefiillten Unterscha-
len.

2.4.3 Ausrichtung von Stoffen in Magnetfeldern

Die magnetischen Eigenschaften von Molekiilen wie auch von Kristallen sind in den
meisten Fillen anisotrop. Wird ein Stoff mit dem Volumen V und der Suszeptibilitéit
x einem Magnetfeld der Stirke B ausgesetzt, so dndert sich dessen innere Energie um
den Beitrag [76]

X BV

AU =
240

(2.43)

Magnetisch anisotrope Stoffe, wie z.B. Kristalle oder auch einzelne Molekiile, lassen sich
durch ein Magnetfeld ausrichten. Weist ein Stoff in axialer Richtung die Suszeptibilitét
Xaz Und dazu senkrecht die Suszeptibilitit y g, auf, so gilt fiir den Energieunterschied
zwischen den beiden Orientierungen entlang der Hauptachsen

AU = — (Xaw B Xsr) B2V_ (2_44)
240

Fiir einen diamagnetischen Stoff (x < 0) ist es energetisch giinstiger sich in Richtung
der kleinsten diamagnetischen Suszeptibilitit (|x|) entlang der Magnetfeldrichtung aus-
zurichten. Umgekehrt ist es fiir einen paramagnetischen Stoff (x > 0) giinstiger sich
in Richtung seiner gréBten Suszeptibilitdt entlang der Magnetfeldrichtung zu orientie-
ren. Durch einen Boltzmann-Ansatz 148t sich die Verteilungsfunktion der Ausrichtung
angeben [77]:

1 1+B?[2
POD =5 o7 |3

Axaz (3 cos? 0 — 1) + Axsr (sin2 6' cos2¢) |, (2.45)

Axqazr und Ays, sind die Abweichungen der beiden Hauptachsenanisotropien von der
isotropen Suszeptibilitit und ¢ bzw ¢ die Winkel zwischen den Richtungen von x.z
bzw. xsr des Stoffes und der Magnetfeldrichtung. N ist die Verteilungsfunktion fiir
einen isotropen Stoff und dient hier zur Normierung. Ein hoher Ausrichtungsgrad wird
entsprechend Gleichung 2.45 bei grofien Anisotropien der Suszeptibilitit und hohen
Magnetfeldern erreicht. Der Ausrichtungsgrad ist dabei dem Quadrat der Feldstéirke
proportional.
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Inhomogene Magnetfelder 2.4.4

2.4.4 Inhomogene Magnetfelder

Weist der Verlauf eines Magnetfeldes einen Gradienten auf, so erfahren Substanzen in

diesem eine Kraft. Differentiation von Gleichung 2.43 fiihrt zu

XV
240

F= V B2 (2.46)
Wie aus dieser Gleichung ersichtlich, erfahren diamagnetische Substanzen eine absto-
Bende Kraft hin zu Orten geringerer Feldstirke, wihrend paramagnetische Substanzen
eine Kraft zu Orten hoherer Feldstiarke hin erfahren.
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2.5 Magnetolevitation

2.5 Magnetolevitation

Diamagnetische Substanzen erfahren in inhomogenen Magnetfeldern eine abstoflende
Kraft. Ist diese aus den Feldinhomogenitéten resultierende Kraft grof genug und wirkt
sie in entgegengesetzter Richtung zur Schwerkraft, so 148t sich die Schwerkraft kompen-
sieren. Fiir diamagnetische Substanzen ist es daher méglich, einen der Mikrogravitation
vergleichbaren Zustand auf der Erde zu erzeugen [78].

Insbesondere fiir die Proteinkristallziichtung in konvektionsreduzierter Umgebung
(s. Abschn. 2.6.3), die bisher mit groBem (finanziellen) Aufwand im Weltraum betrieben
wurde, z.B. [17], stellt die Magnetolevitation eine interessante und preiswerte Alterna-
tive dar [79, 80, 81, 82]. Im folgenden sollen daher kurz die theoretischen Grundlagen
der Magnetolevitation von Wasser und Proteinen dargelegt werden.

2.5.1 Grundlagen
Fiir die potentielle Energie U einer Substanz im Vakuum in einem Magnetfeld gilt:

BV
U=—

+ mgz, 2.47
o g (2.47)

wobei V' das Volumen der Probe, m deren Masse, z die Héhe der Probe und g die Erdbe-
schleunigung ist. Zur Kompensation der Schwerkraft mufl daher die folgende Gleichung
erfiillt sein:

v
XY VB? = mgé, baw. BVB = uog’ée,, (2.48)
240 X

wobei &, der Einheitsvektor in vertikaler Richtung ist. Fiir eine stabile Levitation
miissen zudem im Punkte der Levitation fiir die vertikale bzw. seitliche Stabilisierung
die Bedingungen

9*B? 9’B? 9’B?
—_— . 2.4
952 > 0 bzw 92 und a2 >0 (2.49)

gleichzeitig erfiillt sein. Thomson, der spétere Lord Kelvin, zeigte bereits im Jahre 1847,
daf die stabile Levitation diamagnetischer Substanzen theoretisch méglich sein sollte
[83]. In Tabelle 2.3 sind die Suszeptibilititen ausgewihlter diamagnetischer Substan-
zen, deren Dichte und die zu ihrer Levitation notigen VB2/2-Werte in SI-Einheiten
angegeben.
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Magneto-Archimedes Levitation 2.5.2

Tabelle 2.3: Magnetische Suszeptibilitdten ausgewdhlter diamagnetischer
Substanzen, deren Dichte und zur Levitation bendtigte V.B?/2-Werte bei
203 K.

Substanz x x 1070 | px 1073 [kg/m?] P| VB?2/2 [T?/m)]
Graphit-Stab 2| -160 2.25 164

Bismut P -165 9.8 732

Wasser P -9.08 1.00 1363
Methionin | -10.3 1.34 1608

Glycin P -10.8 1.61 1827
Tryptophan ® | -10.9 1.34 1518

Lysozym °© -10.3 ~ 12 =~ 1436

@ Suszeptibilitdtswerte stammen aus [76];
b Werte stammen aus [84];
¢ Suszeptibilititswerte stammen aus [85].

2.5.2 Magneto-Archimedes Levitation

Gleichung 2.48 bezieht sich auf eine Substanz im Vakuum. Befindet sich die Probe
jedoch nicht im Vakuum sondern in Luft, fithrt dies durch die Masse der Luft zu einer
sehr geringen Auftriebskraft. Gravierender wirken sich jedoch die paramagnetischen
Eigenschaften des in der Luft vorhandenen Sauerstoffes aus. Seien pp bzw. py die Dichte
der Probe bzw. der Umgebung und xp bzw. xy die entsprechenden Suszeptibilitéiten,
so wird Gleichung 2.48 zu:

XP_XUVB2

5 = (pp — pu) g&.. (2.50)
Ko

Der Term auf der linken Seite fiihrt fiir eine Wasserprobe in einer Luftumgebung unter
Normaldruck gegeniiber einer Vakuumumgebung zu einer Verringerung des zur Levi-
tation nétigen V.B?/2-Wertes um ca. 4% auf 130572 /m. Durch Verwendung von Sau-
erstoff unter Druck anstelle von Luft lassen sich durch die sog. Magneto-Archimedes
Levitation fiir den Fall xp < xy sogar paramagnetische Stoffe stabil levitieren [86].

2.5.3 Experimentelle Realisation

Der experimentelle Nachweis der Magnetolevitation diamagnetischer Substanzen erfolg-
te im Jahre 1939 durch Braunbek [87]. Thm gelang mit der in Abbildung 2.13 gezeigten
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N

Abbildung 2.13: Von Braunbek benutzte Polschuhanordnung zur stabilen Magnetolevitation von
kleinen Graphitstiicken und Bismutkristallen. Aufsicht auf die Polschuhe mit dem eingezeich-
neten Levitationspunkt E (links) und Seitenansicht der Polschuhanordnung (rechts). Quelle:
[87].

Polschuhanordnung die stabile Levitation von kleinen Graphitstiicken und Bismutkri-
stallen. Der verwendete Magnet hatte eine Leistung von 530 Watt und Polschuhe von
7 cm Durchmesser. Bei den Versuchen mit Bismut betrug die Feldstirke 2.3 —2.4T bei
einem Polschuhabstand von 2mm.

Wie aus Tabelle 2.3 zu entnehmen ist, werden zur Levitation von Wasser und orga-
nischen Substanzen V B2/2-Werte von etwa 1300 — 2000 72 /m benétigt. Solche starken
inhomogenen Magnetfelder lassen sich mit sog. Bitter-Magneten erzielen [88, 78, 76].
Allerdings ist der Betrieb solcher Magnete aufgrund elektrischer Leistungen von einigen
Megawatt sehr kostspielig [89]. Neuerdings lassen sich auch mit sog. Hybridmagneten,
einer Kombination aus normalleitenden und supraleitenden Spulen [90], und rein supra-
leitenden Magneten solch groBe VB2/2-Werte realisieren [91, 82]. Diese weisen jedoch
gegeniiber den Bitter-Magneten den Nachteil eines schlecht zuginglichen Probenrau-
mes auf. Alle diese Magneten arbeiten bei sehr hohen Feldstdrken von 12-20 Tesla und
relativ moderaten Gradienten von etwa 100 T'/m.
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2.6 Spezielle Aspekte der Proteinkristallziichtung

In diesem Abschnitt sollen die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Methoden zur
Verbesserung der Kristallqualitidt kurz vorgestellt werden. Neben dem Effekt der Auf-
reinigung des Ausgangsmaterials und der Kristallisation unter Mikrogravitation wird
insbesondere auf die Kristallisation in homogenen und inhomogenen Magnetfeldern

eingegangen.

2.6.1 Reinheit des Ausgangsmaterials

Verunreinigungen gelten als einer der wichtigsten Einflussfaktoren auf die Kristallqua-
litdt und die Beugungseigenschaften [2, 1]. Unter Proteinkristallographen gilt daher die
Einhaltung der 'drei P-Regel’ als Voraussetzung fiir die erfolgreiche Kristallisation von
Proteinen: purity, purity, purity.

Kristallisationslésungen von Proteinen enthalten oft bis zu einigen Prozenten
an Verunreinigungen [29, 30]. Bei diesen Verunreinigungen kann es sich dabei so-
wohl um strukturverwandte Proteine, die durch genetische Verdnderungen oder durch
posttranslationale Modifikationen, wie z.B. Deglykolisierung, Deaminierung, partiel-
le Denaturierung oder Di- und Oligomerisierung entstanden sind, als auch um nicht-
strukturverwandte Proteine handeln [29].

Verunreinigungen sind eine der hiufigsten Ursachen fiir fehlgeschlagene Kristalli-
sationsversuche bzw. Kristalle von schlechter Qualitit. Lagern sich wiahrend des Kri-
stallwachstums viele Verunreinigungen an der Wachstumsfldche eines Kristalls an, so
konnen sich ab einem bestimmten Verunreinigungsgrad keine Molekiile des zu kristal-
lisierenden Proteins mehr anlagern, die Kristallfliche ist 'vergiftet’ [92, 93]. Kommt
es an allen Kristallflichen zu solchen Vergiftungen, kénnen oft gar keine (sichtbaren),
nur stark verzwillingte oder Mikrokristalle erhalten werden [94]. Kénnen dennoch grofie
Kristalle erhalten werden, weist der Kristallkeim einen héheren Anteil an Verunreini-
gungen auf als der dussere Teil des Kristalls [95, 29].

Durch den Kristallisationsprozess findet zwar eine Aufreinigung statt, dennoch wird
ein Teil der Verunreinigungen auch in den Kristall eingebaut [96, 97, 29].

Untersuchungen zum Einfluss von Verunreinigungen auf die Beugungseigenschaften
von Proteinkristallen fiihrten zu unterschiedlichen Ergebnissen. So beugten Kristalle
aus kommerziell erhiltlichem Hiihnereiweif-Lysozym (HEWL) bis zu einer Auflésung
von 2.0 A und solche aus aufgereinigtem HEWTL, bis zu 1.55 A [98]. Absichtlich zu-
gesetzte Puteneiweif-Lysozym (TEWL) Verunreinigungen bei der Kristallisation von
HEWL wurden zwar, wie durch Massenspektrometrie nachgewiesen werden konnte, in
die Kristalle inkorporiert, zeigten dagegen jedoch keine oder nur sehr geringe Auswir-
kungen auf die Qualitéit der an diesen Kristallen gesammelten Rontgenintensitidtsdaten
[97, 29, 40].

Der Einfluss von Verunreinigungen auf die Mosaizitit von Proteinkristallen wurde
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2.6 Spezielle Aspekte der Proteinkristallziichtung

erstmals von Caylor et al. untersucht. Dabei beobachteten sie an HEWL-Kristallen, wel-
che aus mit 5%—20% TEWL und 5% Ovotransferrin verunreinigten Losungen geziichtet
wurden, Halbwertsbreiten von 0.01° — 0.03° [29]. Zudem bestanden die Reflexprofile
dabei aus mehreren Maxima. An Kristallen aus nicht verunreinigtem HEWL dagegen
wurden Halbwertsbreiten von 0.002° — 0.006° gemessen [20]. In weitere Untersuchun-
gen fithrten TEWL- und Ovotransferrin-Verunreinigungen ebenfalls zu einer erhéhten
Mosaizitdt von HEWL-Kristallen [40]. Der Effekt von TEWL-Verunreinigungen wirkt
sich dabei anisotrop auf die Mosaizitdt aus. Wahrend sich kleinere Anteile an Verun-
reinigungen nur auf die Mosaizitidt der (hk0)-Reflexe auswirken, fithren hohere Anteile
an Verunreinigungen zudem zu einer erhohten Mosaizitdt der (007)-Reflexe [40].

Durch das Aufzeichnen von w — 26-Scans konnten Caylor et al. zudem zeigen,
dass Ovotransferrin-Verunreinigungen keinen auflésbaren Einfluss auf die d-Wert-
Variationen zeigten, wihrend mit TEWL verunreinigte Kristalle d-Wert Variationen
von etwa 0.2% aufwiesen. Diese unterschiedlichen Effekte werden darauf zuriickgefiihrt,
dass TEWL-Molekiille HEWL-Molekiile ersetzen und es durch das unterschiedliche Mo-
lekiilvolumen zu Spannnungen kommt. Fiir die Ovotransferrin-Verunreinigungen wird
dagegen angenommen, dass sie nicht homogen auf HEWL-Pldtzen in den Kristall einge-
baut werden sondern vielmehr inhomogen an bestimmten Wachstumsflichen anlagern
und daher nur Auswirkungen auf die Mosaizitdt nicht aber auf d-Wert Variationen
haben.

Einschrinkend sollte hierbei jedoch erwdhnt werden, dass allen hier vorgestellten
Ergebnissen zum Einfluss von Verunreinigungen auf die Kristallqualitit immer nur
wenige untersuchte Kristalle (i.d.R. 1-2 Kristalle pro Gruppe) zugrundeliegen. Eine
systematische Untersuchung basierend auf einer gréfieren Anzahl von Kristallen wurde

bisher nicht vorgenommen.

2.6.2 Homogene Magnetfelder

Erste Untersuchungen deuten darauf hin, dass die Kristallisation von Proteinen in ho-
mogenen Magnetfeldern in einigen Fillen zu einer Verbesserung der Kristallqualitét
fithrt [46, 80, 47, 99, 100]. Dieser Effekt wird auf die Anisotropie der magnetischen
Suszeptibilitdt der Molekiile und ihrer Kristalle zuriickgefiihrt. Im Magnetfeld kommt
es durch diese Anisotropie zu einer Ausrichtung der Molekiile und Kristalle. Diese Aus-
richtung beeinflusst den Kristallisationsprozess durch mehrere Effekte.

Im folgenden Abschnitt wird zunéchst kurz auf die strukturellen Ursachen der ma-
gnetischen Anisotropie und die Ausrichtung von Molekiilen und Kristallen in Magnet-
feldern eingegangen. In den weiteren Abschnitten werden dann die durch Kristallisation
in Magnetfeldern beobachteten Effekte und die in der Literatur vorgeschlagenen Me-
chanismen, die zu einer Verbesserung der Kristallqualitét fithren sollen, beschrieben. Im
letzten Abschnitt werden die bisher an Proteinkristallen aus homogenen Magnetfeldern
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vorgenommen Qualitdtsuntersuchungen vorgestellt.

Magnetische Anisotropie

Zur Ausrichtung diamagnetischer Proteinmolekiile in Magnetfeldern tragen, neben den
aromatischen Seitenketten [101, 102], vor allem die Anisotropie der Peptidbindung und
hier insbesondere die der a-helicalen Bereiche [103] bei. Lonsdale zufolge tritt ein star-
ker Diamagnetismus vor allem bei Systemen mit konjugierten Mehrfachbindungen und
einer ebenen Anordnung der Atome senkrecht zu dieser Anordnung auf [102]. Genau
diese Bedingungen werden von der Peptidbindung erfiillt. In a-Helices treten die Schich-
ten mit den Peptidbindungen senkrecht zur helicalen Achse auf. Daher tritt senkrecht
zu der Achse der Helices die stéirkere diamagnetische Suszeptibilitéit auf. Entsprechend
Gleichung (2.44) ist eine Ausrichtung der Helices mit ihrer Achse in Richtung des
Magnetfeldes energetisch giinstiger [103]. Experimente stiitzen diese These (siehe z.B.
[104]). In p-Faltblatt-Strukturen sind die Peptidbindungen parallel zu den Schichten
angeordnet. Daher sollte eine Ausrichtung senkrecht zu diesen Schichten erfolgen. Aller-
dings ist die magnetische Anisotropie von §-Faltblatt Strukturen dabei deutlich kleiner
als die von iiberwiegend a-helicalen Strukturen [103].

Bei paramagnetischen Makromolekiilen, die ebenfalls eine magnetische Anisotro-
pie aufweisen, ist diese Anisotropie dagegen im Wesentlichen durch die magnetische

Anisotropie des paramagnetischen Ions bestimmt [105, 77].

Magnetische Orientierung

Die Ausrichtung von aromatischen Molekiilen und deren Kristallen durch Magnetfel-
der ist seit langem bekannt. Ausgiebige Studien zur Anisotropie des Diamagnetismus
von organischen Kristallen und deren Relation zur Kristallstruktur wurden z.B. von
Lonsdale durchgefithrt [101, 102, 106]. Untersuchungen zur Ausrichtung biologischer
Systeme in Magnetfeldern wurden erst spéiter durchgefiihrt, so z.B. an Stdbchen der
dufleren Retina von Froschaugen [107] und zur Polymerisation von Fibrin-Filamenten
[108]. Auch in der Faser-Diffraktion macht man sich den ausrichtenden Effekt von
Magnetfeldern zunutze: Durch das Anlegen eines Magnetfeldes wihrend des Austrock-
nens oder Polymerisation der Probe richten sich die einzelnen Spezies aus. Durch die
Ausrichtung lassen sich in Diffraktionsexperimenten zuséitzliche Strukturinformationen
iiber die Probe gewinnen (z.B. [109, 110, 111]).

Auch die Ausrichtung einzelner Makromolekiile durch ein dufleres Magnetfeld ist be-
kannt. So wird z.B. an wissrigen Losungen von DNA-Molekiilen in starken Magnetfel-
dern magnetische Doppelbrechung beobachtet [112]. Diese magnetisch induzierte Dop-
pelbrechung ist auf eine Ausrichtung der Molekiile in der Losung zuriickzufithren. Dieser
Effekt wird auch als Cotton-Mouton-Effekt bezeichnet [113]. In NMR-Untersuchungen
lasst sich ebenfalls eine Ausrichtung von Makromolekiilen durch das Magnetfeld beob-
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achten. So richten sich z.B. Poly-L-Lysin-Hydrobromid-Molekiile, die zum groflen Teil
a-helical geordnet sind, in wéssrigen Losungen mit ihrer helicalen Achse in Richtung
des angelegten Magnetfeldes aus [104]. Diese Ausrichtung einzelner Makromolekiile
in Losung durch das zur Untersuchung angewendete Magnetfeld ist heutzutage ein
erwiinschter Nebeneffekt in der NMR-Spektroskopie. Durch die Ausrichtung der Mo-
lekiile treten Signalaufspaltungen auf, durch die sich zusétzliche Strukturinformationen
iiber das Molekiil gewinnen lassen [104, 114, 77]. Durch Zugabe von Hilfssubstanzen
wie z.B. Phagen, die durch ihre Ausrichtung in starken Magnetfeldern in einen geord-
neten Zustand iibergehen, vergleichbar mit dem von Fliissigkristallen, lassen sich auch
magnetisch weniger stark anisotrope Makromolekiile ausrichten bzw. der Effekt der
Ausrichtung verstirken [115, 116].

Die Kristallisation von Proteinen in Magnetfeldern wurde 1979 von Torbet vor-
geschlagen [109]. Erste Untersuchungen zur Kristallisation von Met-Myoglobin unter
dem Einfluss eines Magnetfeldes folgten dann von Oldfield und Rothgeb im Rahmen
von Festkérper NMR-Untersuchungen an Met-Myoglobin [117]. Von ihnen wurde auch
erstmals die Ausrichtung von Proteinkristallen durch ein Magnetfeld beobachtet. Wei-
tere systematische Untersuchungen zur Kristallisation von Proteinen in homogenen
Magnetfeldern erfolgten dann ab 1997 von Ataka et al., Sazaki et al. und Wakayama et
al. [118, 119, 79).

Ataka et al. untersuchten die Kristallisation von tetragonalem Lysozym in homoge-
nen Magnetfeldern der Stérken 0 — 1.27T. Dabei beobachteten sie eine Ausrichtung der
Kristalle mit ihrer tetragonalen c-Achse entlang der Magnetfeldrichtung. Als Ursache
fiir die Ausrichtung geben Sazaki et al. eine magnetische Anisotropie von 5x10727 JT~1
pro Elementarzelle tetragonalem Lysozyms an. Sie beobachteten zudem eine Abhéngig-
keit des Anteils von ausgerichteten Kristallen von der Feldstéirke: Bei einer Feldstéirke
von 0.17 sind etwa 25%, bei einer Feldstéirke von 0.6 T' sind etwa 80% und bei einer
Feldstirke von 1.27 sind ca. 95% aller Kristalle entlang der Feldrichtung orientiert.
Dieser Wert stimmt gut mit den von Tanimoto et al. gemachten Beobachtungen, die
bei einer Feldstéirke von 0.64 T einen Ausrichtungsgrad von 90% fanden, iiberein [120].
Yanagiya et al. dagegen beobachteten in ihren Untersuchungen bei hoheren Feldstéirken
einen geringeren Ausrichtungsgrad [121]. Astier et al. beobachteten neben der Ausrich-
tung von tetragonalen Lysozym Kristallen auch die Ausrichtung von bovine pancreatic
trypsin inhibitor- und porcine pancreatic a-Amylase-Kristallen in einem Magnetfeld
von 1.257 [122]. Weiterhin wurde eine fast vollstindige Ausrichtung von monokli-
nen Lysozym-, Ribonuclease A- und Met-Myoglobin-Kristallen bei einer Feldstirke von
0.6 T beobachtet [123, 124].
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Nukleation und Kristallwachstum

Bei der Kristallisation von Proteinen in Magnetfeldern konnte eine verdnderte Nu-
kleationsrate beobachtet werden. So wurde bei der Kristallisation von tetragonalen
Lysozym- und kubischen Ferritinkristallen in einem homogenen 107 Magnetfeld eine
stark verminderte Kristallzahl gegeniiber einer Kontrollgruppe ohne Magnetfeld be-
obachtet [119]. Die Kristallisation in einem 107 Magnetfeld fithrte ebenfalls zu einer
Verringerung der Zahl von pro Gefifl gewachsenen orthorhombischem Lysozymkristal-
len [47]. Ein Magnetfeld von 0.6 T" zeigt dagegen keinen Einfluss auf die Anzahl der pro
Gefifl gewachsenen tetragonalen Lysozymkristalle [79].

Ein Einfluss von Magnetfeldern auf die Kristallmorphologie konnte ebenfalls be-
obachtet werden. So weisen in einem 107 Magnetfeld geziichtete tetragonale Lyso-
zymkristalle eine geringere Ausdehnung entlang ihrer tetragonalen c-Achse auf [119].
Lysozymkristalle, die unter Zusatz paramagnetischer Salze geziichtet wurden, zeigten
ebenfalls eine verdnderte Kristallmorphologie, wenn sie im Feld eines 107" Magneten
geziichtet wurden [125].

Untersuchungen zeigen zudem, dass Magnetfelder die Wachstumsgeschwindigkeit
von Proteinkristallen beeinflussen. So fiihrt ein 117-Magnetfeld zu einer gegeniiber
der Kristallisation ohne Magnetfeld um 10% — 60% reduzierten Flichenwachstumsge-
schwindigkeit von tetragonalen Lysozymkristallen [126]. Bei der Beobachtung des Kri-
stallisationsvorgangs von tetragonalem Lyoszym in einem 67T-Magnetfeld mit einem
Mach-Zehnder Interferometer konnte ebenfalls eine verringerte Kristallwachstumsge-
schwindgkeit im Magnetfeld festgestellt werden [127]. Mit dem gleichen experimentellen
Aufbau konnte zudem eine verminderte Auflésungsgeschwindigkeit von Lysozymkristal-
len durch ein homogenes Magnetfeld von 6 T' festgestellt werden [128].

Konvektion

In der Halbleiter-Einkristallziichtung werden Magnetfelder wihrend des Kristallwachs-
tums erfolgreich zur Verbesserung der Kristallqualitit eingesetzt [129]. Durch die
Lorentz-Kraft auf die elektrisch leitende Schmelze lidsst sich die Konvektion durch
duflere Magnetfelder mafigeblich verringern. Im Unterschied zu Proteinlosungen (o =
einige Q0 'm ') weist eine Silizium-Schmelze jedoch eine um mehrere Gré8enordnungen
héhere Leitfihigkeit (0 = 2 x 105Q " 1m 1) auf. Daher ist der Effekt der Lorentz-Kraft
auf Proteinlésungen vernachlissigbar klein und sollte damit auch keinen Einfluss auf
die Konvektion haben.

Viskositidtsmessungen mit der Fallkugelmethode zeigten jedoch, dass sich auch die
Viskositdt einer geséttigten Lysozymlosung durch das Anlegen eines homogenen 107-
Magnetfeldes um bis zu 34% erhoht [130]. Wurde das Magnetfeld fiir mehrere Stunden
angelegt, blieb diese erhohte Viskositidt auch nach Abschalten des Magnetfeldes beste-
hen. Als Ursache fiir diese Erhohung der Viskositét wird die Orientierung der Molekiile
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in der Losung angenommen [131, 99]. Als Folge dieser Ausrichtung soll es bei hohen
Proteinkonzentrationen zur Ausbildung eines gelartigen 3-dimensionalen Netzwerkes
der Proteinnmolekiile kommen, was zu einer erhéhten Viskositdt der Lésung fiihrt.
Rechnungen zeigen zudem, dass die durch ein Magnetfeld erhéhte Viskositdt auch zu
einer Verminderung der Konvektion fithren sollte [132].

Solch eine Verminderung der Konvektion um einen Faktor 2 durch ein Magnetfeld
mit einer Stirke von 107 konnte an einer 25%-igen NaCl-Losung beobachtet werden
[133]. In der Untersuchung dienten Polystyren-Kugeln mit einem Durchmesser von 5um
als Marker, deren Bewegungen mit einem Mikroskop beobachtet wurden. In der Unter-
suchung bleibt allerdings offen, ob nicht die direkte Wechselwirkung des Magnetfeldes
mit den Polystyren-Kugeln fiir deren beobachtete verminderte Bewegung verantwort-
lich ist.

Auf die Auswirkungen der Konvektion auf die Qualitdt von Proteinkristallen wird
in Abschnitt 2.6.3 nidher eingegangen.

3D-Nukleation

Als weiterer positiver Effekt homogener Magnetfelder auf die Kristallqualitit wird die
3D-Flichennukleation diskutiert [99]. Durch AFM-Beboachtungen wihrend des Kri-
stallwachstums konnte dieses Phinomen, bei dem sich ein kleiner 3D-Nukleus auf einer
Kristallfliche anlagert und in den wachsenden Kristall inkorporiert wird, erstmals an
Virenkristallen beobachtet werden [134]. Dieser Effekt tritt auch bei der Kristallisation
von Proteinen auf. So beobachteten Malkin et al. bei der Kristallisation von Canavalin
die Anlagerung eines 15 x 8 um groflen 3D-Nukleus mit einer Dicke von 0.3 um. Die
Anlagerung dieses Mikrokristalls, mit einer anderen Gitterorientierung als der Wirtskri-
stall, fiihrte zur Ausbildung einer Stérungszone in dem untersuchten Kristall [135]. Die
Entstehung eines Makrodefektes durch Inkorporation eines Mikrokristalls wurde eben-
falls an a-Amylase Kristallen beobachtet [136]. Diese Makrodefekte konnten eine Er-
kldrung fiir die relativ schlechten Beugungseigenschaften von Conavalin und o-Amylase
Kristallen sein [135, 136]. Eine - wenn auch nur eindimensionale - Ausrichtung dieser
eingelagerten Mikrokristalle kénnte diese Storungszonen erheblich reduzieren und da-
mit die Beugungseigenschaften von im Magnetfeld gewachsenen Kristallen verbessern
[99]. Da die kritische Grofie, bei der sich die Kristallite ausrichten, von dem Quadrat
der Feldstirke abhingt (s. Gleichung 2.45), sollte dieser Effekt umso stérker sein, je
stirker das Magnetfeld ist, unter dem die Kristalle geziichtet wurden. Zudem sollte der
Effekt nur bei solchen Kristallen zu beobachten sein, bei denen bereits eine Ausrichtung
der Wirtskristalle vorhanden war.
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Kristallqualitit

Von einigen Arbeitsgruppen wurden Beugungsuntersuchungen zur Evaluation der Kri-
stallqualitit durchgefithrt. Mosaizitdtsuntersuchungen an 2 orthorhombischen Lyso-
zymbkristallen zeigten, dass der in einem Magnetfeld von 107 geziichtete Kristall im
Vergleich zu dem Kristall der 0 T-Kontrollgruppe im Schnitt um 30.8% schmalere Re-
flexprofile aufwies [46, 47]. An dem Kristall aus dem Magnetfeld betrug der durch-
schnittliche FWHM-Wert 0.0058° und an dem der Kontrollgruppe 0.0081°. Intensitéts-
datensammlungen an zwei weiteren Kristallen zeigten, dass der Kristall aus dem Ma-
gnetfeld bis zu einer Auflésung 1.13A beugte, withrend der Kristall der Kontrollgruppe
nur bis 1.33A beugte. Kritisch anzumerken ist hierbei, dass fiir die beiden Kristalle
unterschiedliche Datensammlungsparameter wie z.B. verschiedene Rotationswinkel pro
Bild gewihlt wurden. Eine spitere Verfeinerung der Datensédtze zeigte, dass der Kri-
stall aus dem Magnetfeld zum Teil um 1.8A2 kleinere B-Faktoren aufweist. Zudem sind
einige Seitenketten in dem Kristall aus dem Magnetfeld besser geordnet [100].

An Kristallen aus Schlangenmuskel-Fructose-1,6-biphosphatase konnte ebenfalls ei-
ne Verbesserung des erreichbaren Auflésungsvermogens durch die Kristallisation in ei-
nem 107-Magnetfeld beobachtet werden [80]. Letztere Ergebnisse basieren dabei auf
jeweils 4 Kristallen aus dem Magnetfeld und 4 Kristallen der Kontrollgruppe.

Insgesamt basieren die Ergebnisse, die einen positiven Effekt von homogenen Ma-
gnetfeldern auf die Kristallqualitidt belegen sollen, auf sehr wenigen Kristallen. Aussa-
gen, die auf dem Vergleich von insgesamt nur 2 Kristallen beruhen, sind dabei mehr
als fragwiirdig.

2.6.3 Mikrogravitation

Die Kristallziichtung in der Schwerelosigkeit zdhlt zu den am besten untersuchten Pro-
teinkristallziichtungsmethoden und kann als ein Motor fiir viele Entwicklungen auf
diesem Gebiet angesehen werden [17]. Erstmalig wurden 1982 von Littke Versuche zur
Kristallisation von Proteinen an Bord des space shuttle unternommen [8]. Die unter
Mikrogravitation geziichteten Kristalle waren dabei um ein vielfaches grofler als die auf
der Erde geziichteten Kristalle und zeigten bei lichtmikroskopischer Betrachtung weni-
ger Defekte. In den folgenden beiden Jahrzehnten wurde ein grofler Aufwand mit z.T.
erheblichen Kosten betrieben, um die Moglichkeiten der Proteinkristallziichtung unter
Mikrogravitation zu untersuchen [17]. Eine mégliche, positive Beeinflussung des Kri-
stallisationprozesses in der Schwerelosigkeit wird vor allem auf 2 Effekte zuriickgefiihrt:
Die Unterdriickung von Konvektion (s. Abschn. 2.1.2) und die Verhinderung der Se-
dimentation der entstandenen Kristalle [13]. Allerdings wird nur an ca. 20% der im
Weltraum geziichteten Proteinkristalle eine Verbesserung der Kristallqualitidt beobach-
tet [137]. In den folgenden Abschnitten soll kurz auf die Effekte von Mikrogravitation
auf das Kristallwachstum und die Kristallqualitit eingegangen werden.
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Unterdriickung der Konvektion

Bei der Kristallisation unter Gravitationsbedingungen steigt an Protein verarmte
Losung, die eine geringere Dichte aufweist, iiber dem wachsenden Kristall auf. Gleich-
zeitig findet im unteren Bereich ein Stofftransport zum Kristall hin statt. Diese beiden
Prozesse verstirken sich gegenseitig und es kommt zu einem konvektiven Stofftransport
(s.a. Abschn. 2.1.2).

Unter Gravitationsbedingungen der Erde dominiert daher die Konvektion den Stoff-
transport zum wachsenden Kristall hin [17]. Durch den Schlieren-Effekt in der Umge-
bung eines wachsenden tetragonalen Lysozymkristalls konnte die Konvektion wihrend
des Proteinkristallwachstums unter Gravitationsbedingungen direkt beobachtet werden
[138, 139]. Dabei stieg eine Fahne aufsteigender Proteinlésung geringerer Dichte iiber
den wachsenden Lysozymkristallen auf. Durch lichtmikroskopische Beobachtung von
prazipitiertem Protein als Marker lief} sich die Konvektion wihrend des Proteinkristall-
wachstums ebenfalls direkt beobachten [140, 141].

Unter Mikrogravitationsbedingungen dagegen wird die Konvektion weitestgehend
unterdriickt und in der Umgebung wachsender Kristalle bilden sich an Protein ’verarm-
te’ Zonen aus. Solche ’Verarmungszonen’ konnten durch Beobachtung eines farbigen
Proteins mit einer CCD-Kamera [142] nachgewiesen werden.

Positive Auswirkungen von verminderter Konvektion auf die Qualitit von Protein-
kristallen werden dabei vor allem auf zwei Effekte zuriickgefiihrt [17]. Eine Verringe-
rung der Orientierungsfehlordnung der Molekiile und eine verminderte Inkorporation

von Verunreinigungen.

Beim konvektiven Stofftransport ist die Transportrate meist grofler als die Inkorpo-
rationrate der Molekiile in den Kristall. In diesem Fall ist der Kristall von einer hohen
Proteinkonzentration, wie sie auch im iibrigen Teil der Losung vorliegt, umgeben. Das
Wachstum findet in diesem Fall aus einer stark iibersittigten Losung statt. Bei diesem
schnellen Wachstum wird angenommen, dass die Molekiile nicht immer die richtige Ori-
entierung einnehmen kénnen, bevor sie in den Kristall eingebaut werden. Dies sollte
zu einer erhohten Orientierungsfehlordnung im Kristall fithren. Beim rein diffusiven
Stofftransport dagegen ist die Anlagerungsrate an den Kristall erheblich grofler als die
Stofftransportrate. Die Proteinkonzentration an der Grenzflache sollte in diesem Fall
der Sittigungskonzentration entsprechen und das Kristallwachstum findet im metasta-
bilen Bereich des Phasendiagramms statt. Bei diesem langsameren Wachstum sollten
die Molekiile die richtige Orientierung einnehmen kénnen, bevor sie sich an die Wachs-
tumsflache anlagern [17].

Beim konvektiven Stofftransport werden der Wachstumsfliche zudem sténdig Ver-
unreinigungen und Oligomere zugefiihrt. In der Umgebung des Kristalls sollte daher die
Konzentration an Verunreinigungen derjenigen im {ibrigen Teil der Lésung entsprechen.
Unter Mikrogravitation, also beim diffusiven Stofftransport werden dagegen Oligomere

62



Mikrogravitation 2.6.3

des entsprechenden Proteins oder hohermolekulare Verunreinigungen dem Kristall mit
verminderter Geschwindigkeit zugefithrt, da diese grofleren Molekiile kleinere Diffusi-
onskoeffizienten als die kleineren Monomere aufweisen. Hierdurch ist die Konzentration
der hohermolekularen Verunreinigungen um den wachsenden Kristall herum kleiner als
in der iibrigen Losung und die Verunreinigungen sollten im Vergleich zum konvektiv
kontrollierten Stofftransport nur in geringerer Konzentration in den Kristall eingebaut
werden [17, 143]. Dies sollte zu besseren und ggf. grofieren Kristallen fithren (s.a. Ab-
schnitt 2.6.1).

Sedimentation

Auf der Erde neigen Kristalle aufgrund ihrer gegeniiber der Mutterlésung héheren Dich-
te zur Sedimentation. Unter Mikrogravitation ist dies nicht der Fall. Im Idealfall sind
die wachsenden Kristalle von allen Seiten sehr homogen von der Mutterlosung umge-
ben und kénnen ohne Behinderung durch Phasengrenzen in alle Richtungen wachsen
[17]. Die fehlende Sedimentation soll zudem Verwachsungen verschiedener Kristallindi-
viduen verhindern. So sind bei der Kristallisation von Canavalin auf der Erde immer
Verwachsungen von einzelnen Kristallen zu beobachten, wiahrend unter Mikrogravita-
tion morphologisch gut ausgebildete nicht zusammengewachsene Kristalle beobachtet
wurden [10]. Mikrogravitation erméglicht es zudem durch ein nahezu freies Schweben
der Tropfen, den Einfluss von Behiltnissen auf die Kristallisation weitestgehend zu
unterdriicken [10, 144].

Auswirkungen auf die Kristallqualitét

In vielen Fillen fithrte die Kristallisation unter Mikrogravitation zu besseren [145, 146,
147, 12, 148, 149, 150, 137, 151, 152, 153] und groBeren Kristallen [10, 145, 154, 147,
148, 149, 8, 9, 150, 137, 151, 153]. Fiir einige Proteine wurden unter Mikrogravitation
die besten Kristalle iberhaupt erhalten [150, 137, 152, 145]. Zudem konnten von einigen
Proteinen nur unter Mikrogravitation Kristalle erhalten werden [154, 9]. Hilgenfeld fand
dagegen in einem Fall einen reproduzierbar negativen Effekt auf die Kristallqualitéit
[155].

Neben einigen exemplarischen Beugungsuntersuchungen (z.B. [9, 12, 35]) wurden
erste methodischere Untersuchungen iiber den Einfluss von Mikrogravitation auf die
Beugungseigenschaften erstmals von DeLucas et al. vorgenommen [10]. Durch Analy-
se von ~y-Interferon D'-, porcine Elastase- und Isocitrat-Lyase-Intensititsdatensitzen
fanden sie einen positiven Effekt von Mikrogravitation auf das erreichbare Auflésungs-
vermogen. Durch (relative) Wilson- Plot- Analysen fanden sie zudem einen positiven Ein-
fluss auf die B-Faktoren (s. Abschn. 2.2.5 bzw. 2.2.4). Eine systematische Untersuchung
an insgesamt 12 Kristallen des Tabakmosaik-Satelliten-Virus zeigte ebenfalls einen
deutlich positiven Effekt der Mikrogravitation auf die Beugungseigenschaften [156]. An
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bovine und menschlichem Insulin [157] und Phospholipase A-Kristallen [158] konnte
ebenfalls ein deutlich positiver Effekt auf die Beugungseigenschaften festgestellt werden.
Der Einfluss von Mikrogravitation auf die Mosaizitdt wurde erstmals von Snell et al. an
tetragonalen Lysozymkristallen untersucht [33]. Die Evaluation der Mosaizitét erfolgte
durch rocking-curve-Messungen bei sehr hoher Auflésung. Die im Weltraum geziichte-
ten Kristalle zeigten dabei alle eine relativ geringe Mosaizitéit, wihrend nur etwa jeder
vierzigste auf der Erde geziichtete Kristall eine vergleichbar geringe Mosaizitit aufwies.
Bei Untersuchungen an Thaumatin-Kristallen konnten Ng et al. ebenfalls einen posi-
tiven Effekt von Mikrogravitation auf die Kristallmosaizitét feststellen [35]. Allerdings
ist die Aussagekraft dieser Untersuchungen durch die geringe Zahl der untersuchten
Kristalle in den beiden Fillen (tetragonales Lysozym: 3 bzw. 2 Kristalle; Thaumatin:
jeweils 2 Kristalle) stark eingeschrinkt. Mosaizitdtsmessungen an Apocrustacyanin-Cj-
Kristallen zeigten dagegen keinen deutlich positiven Effekt von Mikrogravitation auf die
Kristallqualitét [34]. Auch in dieser Untersuchung wurden nur 3 unter Mikrogravitation
geziichtete Kristalle mit 2 auf der Erde geziichteten Kristallen verglichen.

Eine systematischere Untersuchung erfolgte erstmals von Borgstahl et al. Sie vergli-
chen die Mosaizitét von jeweils 6 im Weltraum und auf der Erde geziichteten Insulin-
Kristallen. Die unter Mikrogravitation geziichteten Kristalle wiesen dabei eine deutlich
geringere Mosaizitédt auf [48].

Simulation von Mikrogravitation - Kristallisation in Gelen

Die Methode der Gelkristallisation ist zur Ziichtung von Kristallen anorganischer Salze
eine etablierte Methode. Durch Zusatz von Gelen wird die Viskositédt der Kristallisati-
onslosung erhoht. Wie aus den Gleichungen 2.6 und 2.7 hervorgeht, sollte dies, analog
zur Mikrogravitation, zu einer Verminderung bzw. weitgehenden Unterdriickung der
Konvektion fithren. Gleichzeitig verhindert die hohe Viskositidt die Sedimentation der
entstandenen Kristalle - einem weiteren Vorteil von Mikrogravitation. Erste Versuche
zur Ziichtung von Proteinkristallen in Gelen wurden von Robert und Lefaucheux [15]

unternommen.

2.6.4 Inhomogene Magnetfelder

Das Interesse an Kristallziichtungsversuchen in inhomogenen Magnetfeldern rithrt da-
her, dass sich diamagnetische Substanzen in ausreichend starken inhomogenen Magnet-
feldern in einem der Mikrogravitation dhnlichen Zustand befinden. In Experimenten
konnte gezeigt werden, dass Mikrogravitation in vielen Fillen einen positiven Einfluss
auf die Qualitdt von Proteinkristallen hat. Eine ausfiihrlichere Behandlung des The-
mas Proteinkristallziichtung unter Mikrogravitation findet sich im Abschnitt 2.6.3. Al-
lerdings erfordern Experimente unter Mikrograviation einen erheblichen (finanziellen)
Aufwand und bediirfen eines grofien zeitlichen Vorlaufes. Daher wird die Kristallisa-
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tion in inhomogenen Magnetfeldern als erheblich preiswertere, leichter und schneller
zugéngliche Alternative zur Mikrogravitation angesehen [78, 82]. Eine ausfiihrliche Be-
schreibung der Grundlagen der Magnetolevitation findet sich in Kapitel 3.1. Im fol-
genden soll daher nur auf die fiir die Kristallziichtung relevanten Aspekte inhomogener
Magnetfelder eingegangen werden.

Analogien und Unterschiede zur Mikrogravitation

Ebenso wie Mikrogravitation soll ein magnetischer Feldgradient in vertikaler Richtung
fiir diamagnetische Losungen zu einer Verringerung bzw. Unterdriickung der Konvek-
tion und zu homogeneren Wachstumsbedingungen der Kristalle fithren. Rechnungen
zeigen, dass VB?/2-Werte von —68572/m zu einer 24%-igen Verringerung und ein
Wert von —13707?/m zu einer vollstindigen Unterdriickung der Konvektion fiihren
soll [81]. Allerdings wurden in den Rechnungen die unterschiedlichen Suszeptibilitdten
der in der Lésung vorhandenen Substanzen nicht beriicksichtigt und es wurde nur eine
mittlere Suszeptibilitit fiir die Lésung angenommen.

Neben der Anwendung magnetischer Feldgradienten in vertikaler Richtung wird
auch die Anwendung in horizontaler Richtung zur Verminderung der Konvektion dis-
kutiert [159, 160]. Allerdings sind hier weniger deutliche Effekte zu erwarten.

Als weitere Analogie zur Mikrogravitation vermindert die Kompensation der
Schwerkraft durch inhomogene Magnetfelder, zumindest bei &hnlichen diamagnetischen
Suszeptibilititen von Losung und Kristall, die Kraft, die zur Sedimentation der wach-
senden Kristalle fiihrt. Diese sind daher von allen Seiten von der Mutterlésung umgeben,
was ebenfalls einen positiven Einfluss auf die Kristallqualitédt haben soll.

Als wesentlicher Unterschied zur Kristallisation unter Mikrogravitation ist die Ge-
genwart des Magnetfeldes selbst und dessen Auswirkung auf das Kristallisationsverhal-
ten zu beriicksichtigen (s.a. Abschnitt 2.6.2). Insbesondere die ausrichtenden Effekte
miissen bei der Diskussion vermeintlicher Effekte durch inhomogene Magnetfelder stets
mit beriicksichtigt werden.

Nukleation und Wachstum

Erste Kristallziichtungsversuche von Proteinen in inhomogenen Magnetfeldern wurden
im Jahre 1997 von Wakayama et al. unternommen [79]. Sie untersuchten den Effekt
eines magnetischen Feldgradienten bzw. VB2/2-Wertes von + 64 T2 /m auf die Kristal-
lisation von Kristallen tetragonalem Lysozyms. Die Kraft, die dieser Feldgradient auf
Wasser ausiibt, entspricht +5% der Gravitationskraft. Dabei beobachteten sie in ih-
ren Experimenten einen Einfluss des inhomogenen Magnetfeldes auf die Zahl der pro
Gefiss gewachsenen Kristalle. Sie fanden dabei, dass in den Bereichen ’verminderter’
Schwerkraft (0.95 ¢g) weniger und in den Bereichen ’erhdhter’ Schwerkraft (1.05 ¢g) mehr
Kristalle als ohne Magnetfeld auftraten. Ein dhnlicher Effekt wurde auch an Kristal-
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len von Schlangenmuskel-Fructose-1,6-Bisphosphatase, die bei +40072/m geziichtet
wurden, beobachtet. Hier traten in dem Bereich 'verminderter’ Schwerkraft (= 0.7 g)
weniger und im Bereich ’erhohter’ Schwerkraft (= 1.3 g) mehr Kristalle im Vergleich zu
einer Kontrollgruppe auf [80]. Zudem wiesen die Kristalle aus dem Bereich ’erhohter’
Schwerkraft oft eine gestérte Morphologie auf. Andere Autoren beobachteten dagegen
bei der Untersuchung der Kristallisation von Ribonuclease S in stérkeren inhomogenen
Feldern einen umgekehrten Effekt [161]. Im oberen Teil des Magneten (0.2 g) entstan-
den mehr Kristalle, im unteren Teil (1.8 g) dagegen weniger Kristalle. Zudem waren
die unter 'Hypergravitation’ im unteren Teil des Magneten gewachsenen Kristalle von
besserer optischer Qualitét.

Kristallqualitét

Untersuchungen zum Einfluss inhomogener Magnetfelder auf die Qualitidt von Prote-
inkristallen wurden bisher nur in 2 Féllen durchgefiihrt. Bei der Kristallisation von
Schlangenmuskel-Fructose-1,6-Bisphosphatase fithrte die Kristallisation bei VB?/2-
Werten von —4007?2/m, also von etwa 0.7 g, zu einer Verbesserung des Auflésungs-
vermogens der Kristalle [80]. Im Mittel wiesen die unter 0.7 g gewachsenen Kristalle
eine Auflésungsgrenze von 3.0640.14 A und die der 1 g-Kontrollgruppe eine Auflésungs-
grenze von 4.24+1.24 A auf. Hierbei wurden jeweils 4 Kristalle miteinander verglichen.
Untersuchungen zur Kristallisation von orthorhombischem Lysozym bei einem VB2 /2-
Wert von 137072 /m, also in etwa 0g, zeigen ebenfalls einen positiven Effekt auf die
Kristallqualitét [82]. Eine Analyse der B-Faktoren liefert hier Werte von 14.95(29) fiir
die ’0 g>-Kristalle und 16.01(9) fiir die Kristalle der Kontrollgruppe. In dieser Unter-
suchung wurden jeweils 3 Kristalle miteinander verglichen. Mosaizitdtsuntersuchungen
zur Evaluation des Effektes inhomogener Magnetfelder auf die Kristallqualitit wurden

bisher nicht vorgenommen.

Magneto-Archimedes-Levitation

In einer weiteren Untersuchung wurden in einem inhomogenen Magnetfeld tetragona-
le Lysozym-Kristalle aus einer paramagnetischen Gadoliniumchloridlésung geziichtet
[162]. Nach dem Prinzip der Magneto-Archimedes-Levitation (s.a. Abschnitt 2.5.2) rei-
chen bei diesem Versuchsaufbau relativ moderate VB2/2-Wert von —24.172%/m aus,
um diamagnetische Lysozymkristalle auf der Oberfliche der paramagnetischen Gadoli-
niumlésung schwimmen zu lassen. Allerdings findet bei solch einem Versuch weder eine
mafigebliche Unterdriickung der Konvektion statt, noch sind die entstehenden Kri-
stalle an allen Seiten hin Mutterlosung ausgesetzt und erfahren dadurch homogenere
Wachstumsbedingungen. Zudem diirfte die Ubertragbarkeit auf andere Proteine stark
eingeschriankt sein, da sich die wenigsten aus einer Gadolimiumchloridlésung ziichten

lassen werden.
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Paramagnetische Substanzen

Bisher nicht untersucht wurde der Effekt von inhomogenen Magnetfeldern auf die Kri-
stallisation von paramagnetischen Proteinen. Aufgrund der erheblich stirkeren Wech-
selwirkung sind hier jedoch interessante Effekte denkbar.
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Kapitel 3

Experimentelle Arbeiten

3.1 Der Gradientenmagnet PROLET

Wie in Abschnitt 2.5 beschrieben, l4sst sich fiir diamagnetische Substanzen durch stark
inhomogene Magnetfelder ein der Schwerelosigkeit vergleichbarer Zustand auf der Erde
erzeugen. Derart groBe VB2/2-Werte, wie sie zur Magnetolevitation von Wasser und
diamagnetischen Proteinen notwendig sind, liessen sich bisher nur mit Bitter-Magneten
und supraleitende Gradientenmagneten erzeugen. Solche Magneten standen zur syste-
matischen Untersuchung des Effektes stark inhomogener Felder wihrend des Wachs-
tums auf die Qualitéit von Proteinkristallen jedoch nicht zur Verfiigung. Daher wur-
den in Anlehnung an Braunbeks Arbeit [87] fiir einen bei DESY vorhandenen, aber
ungenutzten Elektromagneten spezielle Polschuhe berechnet und konstruiert. Die Feld-
verliufe dieses Protein Levitation Tool, kurz PROLET, wurden abschlielend durch
Messung mit einer Hall-Sonde charakterisiert.

3.1.1 Technische Daten

Die wichtigsten technischen Daten des zum Aufbau des PROLET eingesetzten C-formi-
gen Elektromagneten der Fa. Bruker sind in Tabelle 3.1 angegeben.

3.1.2 Anforderungen

Wie aus Tabelle 2.3 hervorgeht, sind zur Magnetolevitation von Wasser und diamagne-
tischen Proteinen V B?/2-Werte von etwa 1370 — 150072 /m erforderlich. Theoretische
Rechnungen fiir Wasser zeigen, da8 Werte von 68572/m nur zu einer Reduzierung
der Auftriebskraft bedingten Konvektion um 24% fiithren, wihrend sie bei Werten von
1370 T? /m vollstindig unterdriickt wird [127]. Daher sollten sich mit den zu konstruie-
renden Polschuhen méglichst homogen iiber das gesamte Probenvolumen V B?/2-Werte
von ~ 1400 — 150072 /m erreichen lassen. Zudem sollte der Aufbau folgende weitere
Anforderungen erfiillen:
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Tabelle 3.1: Technische Daten des C-fomigen Elektromagneten der Fa. Bruker.

Polkerndurchmesser 450 mm
max. Magnetspalt 300 mm
Wicklungen 2 x 400
Widerstand 2x 040
max. Leistung 2 x 30 KW
max. Stromstirke 250 A
Gewicht 7.8t

Der Probenraum sollte gut zuginglich sein.

Das Probenvolumen sollte méglichst grof sein.

Es sollten moglichst viele Proben auf einmal untergebracht werden kénnen.

Die einzelnen Probenorte sollten moglichst dhnliche Feldverliufe aufweisen.

3.1.3 Verwendete Materialien

Um mit einem klassischen Elektromagneten moglichst hohe Feldstirken zu erzie-
len, wurden Materialien mit hohen S&ttigungsmagnetisierungen eingesetzt: ARMCO-
Reineisen der Fa. REMAG und VACOFLUX50 der Firma VAKUUMSCHMELZE HANAU,
einer Eisen-Kobalt Legierung mit der hochsten z.Zt. bekannten Sattigungsmagnetisie-
rung. In Abbildung 3.1 sind die im Programm RADIA implementierten Magnetisierungs-
kurven fiir Weicheisen ("low carbon steel’) und fiir VACOFLUX50 gezeigt. Zusitzlich ist
eine von der Firma VACUUMSCHMELZE HANAU zur Verfiigung gestellte, experimentell
bestimmte Magnetisierungskurve von VACOFLUX50 gezeigt [163]. In der Abbildung ist
die deutlich hohere Sittigungsmagnetisierung M, von VACOFLUX50 mit Mg ~ 2.35T
im Vergleich zu Weicheisen zu erkennen. Zum Erreichen optimaler magnetischer Ei-
genschaften wurden alle Teile nach der mechanischen Bearbeitung entsprechend den
Herstellerangaben einer magnetischen Schlussglithung unterzogen.

3.1.4 Berechnung der Polschuhe

Die Berechnung der Polschuhe erfolgte mit dem Finite Elemente Programm RADIA[164],
welches auf dem Programm MATHEMATICA [165] basiert. Die Abmessungen der zu be-
rechnenden Polschuhe wurden dabei durch die Geometrie des Magneten mit einem

70



Polschuhanordnung 3.1.5

2.5 : . . . .
2r ////// .
151 | _
= |
= |
1t i
f
|
0.5} | i
f"/"" Vacof | ux50 (Exp. Daten) ———
Vacof | ux50 (Radi a)
/ |l ow carbon Steel (Radia) -
0 1 I | | |
0 0. 001 0. 002 0. 003 0. 004 0. 005 0. 006
Mo HIT]

Abbildung 3.1: In dem Programm RADIA implementierte Magnetisierungskurven von Weichei-
sen mit einem Kohlenstoffgehalt < 0.06% (blau) und VACOFLUX50 (griin) und experimentell
bestimmte Magnetisierungskurve von VACOFLUX50 (rot) [163].

Polkerndurchmesser von 450 mm und einem maximalen Magnetspalt von 300 mm be-
grenzt. Zur Vereinfachung der Rechnungen wurde die Symmetrie des Magnetaufbaus
beriicksichtigt. Als Konvergenzkriterium der Rechnungen wurde eine Feldstirkendiffe-
renz < 0.05mT zwischen zwei Zyklen gewéhlt. Abbildung 3.2 zeigt schematisch den
Aufbau des Magneten einschliellich der berechneten Polschuhe. Zudem ist die gewéhlte

Segmentierung gezeigt.

3.1.5 Polschuhanordnung

Mit herkéommlichen Elektromagneten lassen sich durch geeignete Polschuhe und bei
einem Magnetspalt von wenigen Millimetern Feldstéirken von bis zu 5 Tesla erreichen
[166]. Zum Erreichen des gewiinschten V. B?/2-Wertes von etwa 1400 — 1500 72 /m muss
also gleichzeitig ein Gradient von etwa 3007"/m erreicht werden.

Konzept zur Erzeugung starker inhomogener Magnetfelder

Rechnungen zeigen, dal eine maximale Konzentration der Feldlinien bzw. héchste
Feldstirken mit kegelfsrmig-spitz zulaufenden Polschuhen mit einem halben Offnungs-
winkel von 60°, wie sie in Abbildung 3.3 links gezeigt sind, erzielt wird. Mit einer
solchen Konfiguration lassen sich allerdings nicht die ebenfalls erforderlichen Feldgra-
dienten von 3007 /m erreichen. Zudem ist der Probenraum einer solchen Anordnung
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Y
X

Abbildung 3.2: Schematischer Aufbau und Segmentierung des Magneten PROLET und Definition
des Koordinatensystems (links).

nur schwer zugénglich. Grofie Gradienten bei gleichzeitig relativ hoher Feldstérke lassen
sich dagegen idealerweise bei halben Offnungswinkeln von etwa 45° erzielen. Nur eine
Kombination dieser beiden Anordnungen wurde in den Rechnungen den Anforderungen
gerecht. Die abschlieflend berechnete Polschuhanordnung besteht aus 3 Teilen auf jeder
Seite.

Unmittelbar an die Polkerne mit 450 mm Durchmesser schlieflen sich kegelstumpf-
dhnliche Elemente P1 mit einer Héhe von 68 mm und einer rechteckigen Stirnfliche von
235 mm x 160 mm und abgerundeten Kanten mit einem Kriimmungsradius von 30 mm
(in Abbildung 3.4 dunkelgrau dargestellt) an. In diesen Elementen P1 mit einem rela-
tiv groBen Offnungswinkel werden die Feldlinien stark konzentriert. Aus Kostengriinden
sind diese Elemente aus vergleichsweise preiswertem ARMCO-Reineisen gefertigt, da in
diesem Bereich noch relativ moderate Feldstirken vorliegen. Rechnungen zeigen, dafl
die Verwendung von VACOFLUX50 hier nur zu einer geringen Erhéhung der erreichba-
ren Feldstéirke fithren wiirde. An die Elemente P1 schlieflen sich die Elemente P2 und
P3 an. Diese beiden Elemente weisen einen geringeren Offnungswinkel auf, wodurch
sich groflere Feldgradienten erzielen lassen. Zugleich erlauben sie einen guten Zugang
zum Probenraum. Das Element P2 und dann P3 geht in eine 160 mm breite Stirn-
fliche mit einer Hohe von 6 mm tiber. Diese breite Stirnfliche weist im Unterschied zu
einer kreisformigen Stirnfliche den Vorteil auf, daf} ein sich iiber die gesamte Breite
der Stirnfliche erstreckendes Probenvolumen erhalten wird. Zum Erhalt homogenerer
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Abbildung 3.3: Polschuhanordnung mit einem halben Offnungswinkel von 60° zum Erzielen
hoher Magnetfelder.

Abbildung 3.4: Berechnete Polschuhanordnung fiir den PROLET: Aus ARMCO-Reineisen (dun-
kelgrau) gefertigte Polschuhelemente P1 mit grofem Offnungswinkel zur Konzentration der
Feldlinien und sich anschlieBende VACOFLUX50-Teile P2 und P3 (chromfarben) zur Erzeugung
starker Feldgradienten im Querschnitt (links) und mit aufgesetztem Thermostat (kupferfarben)
(rechts).

VB?/2-Werte iiber einen gréBeren Bereich (siehe dazu auch den folgenden Abschnitt)
befindet sich auf der Stirnfliche zusétzlich ein im Querschnitt dreieckiges Dach mit
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Abbildung 3.5: Anordnung der sich gegeniiberliegende Polschuhelemente P3. Die genaue Aus-
richtung zueinander erfolgt durch durch das beidseitige Anlegen von Polschuhlehren. In der
Abbildung ist aus Griinden der Ubersichtlichkeit nur eine der beiden Polschuhlehren (gelb)
gezeigt.

einer Hohe von einem Millimeter. Die Héhe der Elemente P2 und P3 (inklusive Dach)
betragt 52 mm bzw. 26 mm. Die Unterteilung der Elemente P2 und P3 hat den Vor-
teil, daB sich Element P3 gegeniiber dem Element P2 leicht verschieben und ggf. leicht
verkippen ldsst. Da die Elemente P1 und damit auch P2 an den Polkernen befestigt
sind, wiirden mogliche Verdrehungen und Verkippungen der Polkerne unmittelbar zu
Veranderungen der Geometrie der Polschuhanordnung fiithren. Bereits kleinste Verdre-
hungen und Verkippungen haben hier erhebliche Verdnderungen der Feldverlaufe zur
Folge. Eine exakte Orientierung der Elemente P3 zueinander wird durch das Einklem-
men der Elemente in die in Abbildung 3.5 gezeigten Polschuhlehren erreicht. Zusitzlich
erlaubt die Unterteilung einen relativ einfachen Austausch des Elementes P3 um ggf.
leicht veréinderte Polschuhkonfigurationen testen zu kénnen. Die Elemente P2 und P3
sind aus VACOFLUX50 gefertigt, da es gerade in diesem Bereich auf hohe Feldstéirken

ankommt.

Erzeugung homogener VB?/2-Bereiche

An der Spitze des Elementes P3 haben bereits kleine Verdnderungen an der Polschuh-
form erhebliche Auswirkungen auf die Feldverlaufe. In Abbildung 3.6 sind exemplarisch
einige mogliche Polschuhformen und in Abbildung 3.7 die zugehérigen V B2/2-Werte in

74



Polschuhanordnung 3.1.5

der Mitte des Magnetspaltes in vertikaler Richtung gezeigt. Zur Simulation von Mikro-

' Z%l e 205rrrn 205mm
1.5mm 1mm 1.5mm

Abbildung 3.6: Verschiedene Polschuhformen zur Erzeugung starker inhomogener Magnetfelder:
(1) Spitz zulaufende Polschuhe mit 90° Offnungswinkel. (2) Polschuhe mit abgeflachter Stirn-
fléiche. (3) Polschuhform mit 1mm hohem Dach zur Erzeugung homogener VB2 /2-Werte. (4)
Polschuhform mit aufgesetztem 1.5mm hohem Quader zur Erzeugung extrem hoher VB2 /2-
Werte.
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Abbildung 3.7: Berechnete Verliufe der z-Komponente der V. B? /2-Werte in der Mitte des Ma-

gnetspaltes in vertikaler (z-) Richtung fiir die in Abbildung 3.6 gezeigten Polschuhformen bei
einer Stromstirke von 150 A.

gravitation sollte die Kraft homogen iiber das gesamte Probenvolumen hinweg auf die
Probe wirken. In der technischen Umsetzung wurde Form 3 realisiert, da sie speziell auf
diese Anforderung hin optimiert ist und in einer Hohe von etwa 0.8 mm — 3.1 mm tiber
der Polschuhmitte relativ homogene VB?/2-Werte von 1376 T2 /m + 4.4% aufweist.
Zweidimensionale Darstellungen der V.B?/2-Verliufe fiir diese Polschuhform finden sich
in Abschnitt 3.1.6.
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Mit einfacheren Formen wie Form 1 und Form 2 lassen sich zwar hohere VB?/2-
Werte erzielen, jedoch wiesen diese Homogenitatsbereiche von + 5% nur auf wenigen
Zehntelmillimetern auf. Bemerkenswert erscheint zudem Form 4, mit der sich bei einem
Magnetspalt von 2.05mm und einer Stromstéirke von 150 A VB2/2-Werte von nahezu
300072 /m erreichen lassen.

Seitliche Stabilisierung

Durch die gewéhlte Polschuhform ist in einer bestimmten Héhe nicht nur die Kompen-
sation der Schwerkraft moglich, sondern zusétzlich wirkt, wie in Gleichung 2.49 fiir die
stabile Magnetolevitation angegeben, in der gleichen Hohe eine stabilisierende Kraft in
y-Richtung auf die Probe (siehe dazu auch Abschnitt 3.1.6). Diese Stabilisierung kommt
dadurch zustande, dafl die Feldstéirke von den Polschuhen zur Mitte des Magnetspaltes
hin abnimmt. Durch den daraus resultierenden Feldgradienten erfahren diamagnetische
Proben in y-Richtung eine Kraft hin zur Mitte des Magnetspaltes.

Ebenso lésst sich eine Stabilisierung in x-Richtung erzielen. Hierzu weist das 'Dach’
des Elementes P3 in x-Richtung mit einer Periode von 6 mm Erhéhungen von 0.1 mm
und einer Breite von 2mm auf. Es schlieft sich also jeweils an einen nicht erhéhten
Bereich von 4mm Breite immer eine 2mm breite Erhohung an. Im Bereich dieser
Erhohungen verringert sich der Magnetspalt um 0.2 mm auf 1.85 mm, wodurch mit ei-
ner Periode von 6 mm zu einer Erh6hung der Feldstirke in x-Richtung kommt. Zwischen
dieses Erhohungen nimmt die Feldstirke jeweils auf ein Minimum ab. Diese Minima
fallen rdumlich mit denen in y-Richtung zusammen, wodurch sich eine stabile Magne-
tolevitation von Wasser erzielen lassen sollte.

Die Polschuhelemente wiesen 26 Positionen mit Feldminima in x-Richtung auf. Al-
lerdings wirkt bei den beiden duleren Positionen aufgrund von in x-Richtung zu den
Polschuhenden hin abnehmender Feldstéirke keine stabilisierende Kraft mehr auf die
Probe, so dafl der Aufbau insgesamt an 24 Positionen die seitlich stabilisierte Magne-
tolevitation von Wasser und anderer diamagnetischer Proben erlauben sollte.

3.1.6 Berechnete Feldverliufe

Zur graphischen Veranschaulichung der zuvor beschriebenen Feldverldufe zeigen die
Abbildungen 3.8 und 3.9 die auf die Probe wirkenden Gradientenfelder in der x, z-
bzw. y, z-Ebene bei y = 0 bzw. x = 0 und in der x, y-Ebene exemplarisch fiir die
Hohe z = 2.4mm bei einer Stromstirke von 150 A (zur Definition des Koordinaten-
systems siehe Abbildung 3.2 (rechts)). Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wurden von
den z-Komponenten der in etwa zur Magnetolevitation von Wasser benotigte Wert von
1400 T? /m abgezogen.
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Abbildung 3.8: Berechnete V.B?/2-Vektoren fiir das mittlere Probenvolumen in x,z-Richtung
bei y=0 (oben) und y,z-Richtung bei x=0 (unten) bei einer Stromstirke von 150 A. Von den
z-Komponenten wurden der Ubersichtlichkeit halber 1400 72/m (in etwa der zur Levitation von
Wasser benotigte VB2 /2-Wert) abgezogen. Ebenfalls aus Griinden der Ubersichtlichkeit wurde
die maximal dargestellte Vektorlinge auf 50072 /m begrenzt, wodurch im Randbereich einige
Vektoren nicht abgebildet sind. Der Volumenausschnitt, in dem sich spéter die Probe (V & 4 ul)
befinden soll, ist grau hinterlegt.
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Abbildung 3.9: Berechnete VB?/2-Vektoren fiir das mittlere Probenvolumen in x,y-Richtung
fiir z = 2.4mm bei einer Stromstirke von 150 A. Die maximal gezeigte Vektorlinge betrigt
50072 /m, wodurch im Randbereich einige Vektoren nicht abgebildet sind. Der Volumenaus-
schnitt, in dem sich die Probe befindet, ist grau hinterlegt.

3.1.7 Gemessener Feldverlauf
Hall-Sonden Kalibration

Aufgrund des kleinen Magnetspaltes der gewéhlten Polschuhanordnung (1.95mm an
der engsten Stelle) konnte keine kommerziell erhéltliche, bereits kalibrierte Hall-Sonde
zur Ausmessung des Magnetfeldes eingesetzt werden. Daher wurde zunéichst ein Hall-
Generator des Typs FH-301 der Fa. BELL mit besonders kleinen Abmessungen im Feld
eines supraleitenden Magneten mit einer 280 mm warmen Bohrung (s. Abschn. 3.2.3)
bis zu einer Feldstirke von 5.3 7T gegen das Signal einer NMR-Sonde (NMR Teslameter
PT 2025 der Firma METROLAB) kalibriert.

Die Messung des NMR-Signals und der Hall-Spannung erfolgten simultan. Die Kali-
bration erfolgte im Zentrum des Magneten, da die Feldinhomogenitéiten hier im Bereich
einiger Zentimeter vernachléissigbar gering sind. Messungen mit der NMR-Probe zeig-
ten, dafl der rdumliche Abstand von NMR-Probe und Hall-Generator von 10 mm zu
einem Fehler < 0.1 mT fiihrt.

Da die Hall-Probe die Stirke des Magnetfeldes in nur eine Richtung erfasst, spielt
ihre Orientierung zur Magnetfeldrichtung eine entscheidende Rolle. Zu Beginn der Kali-
bration wurde daher der Hall-Generator zunéchst bei einem Feld von 5.3 T so zur Feld-
richtung des Magneten ausgerichtet, da} die Hall-Spannung bei konstanter Feldstirke
einen Maximalwert erreichte. Die Kalibration erfolgte anschlieBend bei ansteigender
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Gemessener Feldverlauf 3.1.7

Feldstirke. Um Temperatureinfiisse auf die Hall-Spannung weitestgehend auszuschlie-
Ben, wurde der Probenraum zudem auf 293 K temperiert. Die abschlieflend erhaltene
Kalibrationskurve findet sich im Anhang in Abschnitt A.

Messung

Die Ausmessung des Magnetfeldes des PROLETEN erfolgte rechnergesteuert mit zwei
Lineartranslationen in x- und z-Richtung (s. Abbildung 3.13). Es konnte jedoch auch
mit dem vergleichsweise kleinen Hall-Generator lediglich die Hauptkomponente (y-
Komponente) des Magnetfeldes bestimmt werden, da eine Drehung des Hall-Generators
aufgrund des kleinen Magnetspaltes nicht moglich war. Da die Messung in y-Richtung
in der Mitte des Magnetspaltes erfolgte (y = 0), sollte aus Griinden der Symmetrie die
z-Komponente des Magnetfeldes ohnehin keinen Beitrag leisten und der Beitrag der
x-Komponente ist, wie aus den Rechnungen hervorgeht, vernachlissigbar gering. Die
Ausrichtung des Hall-Generators erfolgte im Zentrum des Magnetspaltes wie schon zur
Kalibration iiber die Maximierung der Hall-Spannung.

Abbildung 3.10 zeigt die relativen Abweichungen der gemessenen gegeniiber der
berechneten y-Komponente des Magnetfeldes als Funktion des Ortes fiir den mittle-
ren Probenplatz und y = 0 in Prozent. Wie aus der Abbildung hervorgeht, stimmen
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Abbildung 3.10: Relative Abweichungen der gemessenen von der berechneten y-Komponente
des Feldverlaufes (By m — By,c)/By,. fiir den mittleren Probenplatz bei einer Stromstérke von
150 A in Prozent. Dabei sind die gemessenen Werte im Schnitt 1% grofer als die berechneten
Werte.

die gemessenen Feldstirken gut mit den berechneten iiberein. Die Abweichungen be-
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3.1 Der Gradientenmagnet PROLET

tragen zwischen 0.6% und 2.2%. Die grofiten Abweichungen treten bei x-Werten von
—2mm und +2mm genau am Ubergang zu den 0.1 mm dicken Erhéhungen zur Sta-
bilisierung in x-Richtung auf. Dies ist darauf zuriickzufiithren, dafl in den Rechnungen
ein stufenférmiger Ubergang angenommen wurde, dieser jedoch produktionsbedingt
einen Radius aufweist. Bei nidherer Betrachtung fillt zudem eine leichte Asymmetrie
der Abweichungen in z-Richtung auf: Die Abweichungen im unteren Bereich fiir z < 0
sind kleiner als die im oberen Bereich fiir z > 0. Die Ursache hierfiir diirfte ein Feh-
ler bei der Wahl des Nullpunktes in z-Richtung der Messung sein. Aufgrund des sehr
starken Gradienten gerade in der Mitte des Magnetspaltes haben hier bereits Fehler
von 25 um einen erheblichen Einfluss. Die insgesamt im Vergleich zur Rechnung leicht
zu hohen Messwerte diirften von zu konservativen Materialparametern insbesondere
fiir grofle Feldstirken im Programm RADIA herrithren. Abbildung 3.11 zeigt die aus
den Messdaten erhaltenen Gradientenvektoren. Ein Vergleich mit den in Abbildung 3.8
(oben) gezeigten Verldufen zeigt eine gute Ubereinstimmung. Tm Unterschied zu den
experimentellen Daten wurden hier jedoch die Gradienten aller drei Komponenten des
Magnetfeldes und nicht nur der y-Komponente beriicksichtigt. Einen direkten Vergleich
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Abbildung 3.11: Experimentell bestimmte Gradientenvektoren der y-Komponente des Magnet-
feldes des mittleren Probenplatzes bei einer Stromstirke von 150 A. Von den z-Komponenten
wurden der Ubersichtlichkeit halber 1400 T2 /m (in etwa der zur Levitation von Wasser benotig-
te V.B? /2-Wert) abgezogen.

der experimentell bestimmten und berechneten Gradienten der y-Komponente des Fel-
des in z-Richtung (z = 0, y = 0) zeigt Abbildung 3.12. Die Ubereinstimmung der aus
dem Modell berechneten mit den experimentell bestimmten Daten ist sehr gut.
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Abbildung 3.12: Vergleich der experimentell bestimmten (rot) mit den aus Rechnungen be-
stimmten (griin) V,Bj/2-Werten fiir den mittleren Probenplatz bei z = y = 0 und einer
Stromstérke von 150 A.

Abbildung 3.13: Messaufbau aus x, z-Translationen zum automatischen Ausmessen des Ma-
gnetfeldes des PROLET.

Magnetolevitation von Wassertropfen

Durch die Magnetolevitation eines Wassertopfens sollte zusitzlich iiberpriift werden, ob
die Kraft durch das inhomogene Magnetfeld auch in der Praxis dazu ausreicht, einen
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3.1 Der Gradientenmagnet PROLET

Wassertropfen zu levitieren. Zwar konnte eine Kompensation der Schwerkraft durch
das inhomogene Magnetfeld beobachet werden, aber eine stabile Magnetolevitation ei-
nes Wassertropfens lief} sicht nicht erreichen. Vor allem bereitete es bei entsprechenden
Versuchen Schwierigkeiten, die Wassertropfen nach dem Einbringen in das Magnet-
feld mit Hilfe von Spritzennadeln oder Pipettenspitzen von diesen Gegenstidnden zu
16sen. Wihrend dies auflerhalb des Magnetfeldes durch die Einwirkung der Schwerkraft
kein Problem darstellte, verhinderten die Adhésionskrifte zwischen dem Wassertropfen
und dem verwendeten Gegenstand unter den Bedingungen reduzierter Schwerkraft ein
Ablosen des Tropfens. Auch durch die Verwendung von Materialien mit sehr grofler
Oberflichenspannung wie z.B. Teflon konnte das Problem nicht gelost werden. Bei
Versuchen, den Tropfen durch Abschiitteln von den Gegenstinden zu lésen, kamen
die Tropfen immer in Kontakt mit den Polschuhen und blieben dort haften. Da das
primére Ziel der Arbeit jedoch in der Kristallziichtung in Magnetfeldern und nicht in
der stabilen Magnetolevitation von Wasser bestand, wurden keine weitergehenden An-
strengungen in diese Richtung unternommen. Um den Effekt der Kompensation der
Schwerkraft von Wasser dennoch anschaulich darzustellen, wurde durch die Mitte eines
Probenplatzes in vertikaler (z-)Richtung ein in gleichen Abstdnden farblich markierter
Faden gespannt. An diesen Faden wurde ca. 50 mm iiber der Polschuhmitte ein Wasser-
tropfen angebracht. Bei einem Strom von 150 A rutscht der Tropfen bis zu dem Punkt
nach unten, an dem die Feldinhomogenitéiten ausreichen, die Schwerkraft zu kompensie-
ren. Wird der gespannte Faden nun langsam nach unten bewegt, bewegt sich der daran
haftende Tropfen durch die auf ihn ausgeiibte Kraft nicht mit, sondern bleibt immer
an der gleichen Stelle. In Abbildung 3.14 sind zur Veranschaulichung dieses Effektes
Ausschnitte einer entsprechenden Filmsequenz gezeigt.

3.1.8 Zusammenfassung

Durch Berechnung und Konstruktion spezieller Polschuhe konnten mit einem klassi-
schen Elektromagneten erstmals Feldgradienten vom mehr als 1400 72 /m erreicht wer-
den. Solche Feldgradienten, wie sie zur Magnetolevitation von Wasser benotigt werden,
konnten bisher nur mit Bitter- und supraleitenden Magneten oder einer Kombination
dieser beiden Typen erhalten werden. Durch die Form der Polschuhe konnten 24 Pro-
benplitze fiir die Kristallziichtung in einer der Mikrogravitation dhnlichen Umgebung.
erhalten werden. Fiir jeden dieser Plitze wird fiir ein kugelférmiges Volumen von etwa
4 pl ein relativ homogener Feldgradient von 1376 72 /m =+ 4.4% erreicht.

In Rechnungen konnte zudem gezeigt werden, dafl sich mit einem solchen Aufbau
auf kleinen Volumina Gradienten von bis zu 300072 /m erzielen lassen. Solche Gradi-
enten erlauben die Magnetolevitation der meisten diamagnetischen Substanzen. Eine
interessante Anwendung hierfiir konnte z.B. in einer probenhalterfreien Umgebung fiir
spektroskopische Versuche bei hohen Temperaturen bestehen.
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Abbildung 3.14: Ausschnitte aus einer Videosequenz zur Veranschaulichung der Kompensation
der Schwerkraft eines Wassertropfens im PROLET bei einer Stromstéirke von 150 A. Der blau
gefdrbte Wassertropfen ist mit einem gelben Pfeil angedeutet. Eine ausfiihrliche Beschreibung
des Versuches findet sich im Text. Es ist auf die schwarz-weifle Markierung des Fadens zu achten.
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3.2 Kristallisationsexperimente

In diesem Kapitel werden die im Rahmen dieser Arbeit durchgefithrten Kristalli-
sationsexperimente beschrieben. Dabei werden zunichst die Uberlegungen, die zur Aus-
wahl der Modellproteine fithrten, kurz dargelegt. Im Anschlufl werden die Versuchsauf-
bauten und -abldufe zur Kristallisation von Proteinen in Magnetfeldern beschrieben.

3.2.1 Awuswahl der Modellsubstanzen

Bei der Auswahl der Modellproteine wurde darauf geachtet, daf} eine ausreichende Men-
ge der Substanzen zur Verfiigung stand. Zum einen um geniigend Material zu Vorver-
suchen zur Verfiigung zu haben und zum anderen um etwaige Effekte reproduzieren zu
koénnen. Eine wichtige Rolle spielte die Kristallisierbarkeit der Proteine. Da die verwen-
deten 57-, 97- und 16 T-Magneten stets nur fiir begrenzte Zeitrdume zur Verfiigung
standen und auch nur einer begrenzten Zahl von Proben Platz boten, wurden Modell-
proteine gewéhlt, die mit hoher Kristallausbeute und reproduzierbar zu kristallisieren
sind.

Zudem wurden solche Proteine ausgewéhlt, die bereits hinreichend strukturell cha-
rakterisiert waren und bei denen in der Literatur zuvor bereits Effekte durch Mikrogra-
vitation, Magnetfelder oder andere physikalische Parameter auf die Kristallisation bzw.
die Kristallqualitit beobachtet wurden. Dies sollte insbesondere bei der Kristallisation
in inhomogenen Magnetfeldern die Wahrscheinlichkeit erh6hen, auch hier einen Effekt
beobachten zu koénnen.

Neben diesen Uberlegungen spielten auch die magnetischen Eigenschaften der Pro-
teine eine grofie Rolle. Je nach Art des Magnetismus der Proteine sind unterschiedlich
starke Wechselwirkungen mit dem angelegten Magnetfeld zu erwarten. Daher wurden
neben diamagnetischen auch zwei paramagnetische Proteine ausgewéhlt. In Tabelle 3.2
sind die in dieser Arbeit untersuchten und nach den zuvor beschriebenen Kriterien aus-
gewihlten Modellproteine, deren Molekulargewicht und magnetischen Eigenschaften

angegeben.

3.2.2 Vergleichende Kristallisationsuntersuchungen

Die Qualitéit von Proteinkristallen wird von vielen Parametern beeinflust (s. Abschn.
2.1). Wihrend sich einige Parameter wie z.B. die Temperatur, der pH-Wert der Losun-
gen und die Stoffkonzentration relativ einfach und reproduzierbar einstellen lassen, ist
dies fiir andere Parameter wie z.B. Vibrationen oder den Anteil von mikroskopischen
Staubpartikeln nur mit erheblichem Aufwand mdglich.

Zur Untersuchung des Einflusses eines bestimmten Parameters auf die Qualitit
von Proteinkristallen wurde daher zu jeder Versuchsgruppe eine eigene Kontrollgruppe
untersucht. Dabei wurde in allen Untersuchungen der Vergleich von mindestens 8-10
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Vergleichende Kristallisationsuntersuchungen 3.2.2

Tabelle 3.2: Im Rahmen dieser Arbeit fiir vergleichende Untersuchungen ausgewdhlte Modell-

proteine.

Protein Herkunft Mol. Gew. [kD] | Magnetismus
Lysozym Hiihnereiweif§ 14.4 dia
Thaumatin | Thaumatococcus daniellii 214 dia

Trypsin Rinder-Bauchspeicheldrise 16.6 dia

Insulin Schweine- Bauchspeicheldrise | 5.8 dia
Myoglobin | Pottwal 17.2 para
Catalase Rinderleber 240 para

Kristallen der Versuchsgruppe mit 8-10 Kristallen der entsprechenden Kontrollgruppe
angestrebt. Um nur den Einfluss des einen Versuchsparameters zu untersuchen und
nicht versehentlich zusétzlich den eines anderen Parameters, wie z.B. unterschiedli-
chen Kristallisationstemperaturen, wurden bei allen Versuchen die in den folgenden
Abschnitten beschriebenen Mafinahmen beriicksichtigt.

Kristallisationstemperatur

Um unterschiedliche Temperaturen und Temperaturschwankungen zwischen Versuchs-
und Kontrollgruppe auszuschlieflen, wurden bei allen durchgefiihrten Kristallisationsex-
perimenten mit PT-100-Elementen Temperaturmessungen durchgefiihrt. Bei den mei-
sten Experimenten wurde die Probentemperatur kontinuierlich in Abstdnden von 1 — 2
Minuten automatisch aufgezeichnet.

Vibrationen

Bei der Kristallisation in Magnetfeldern wére ein separate Vibrationsddmpfung nur
mit erheblichem Aufwand moglich gewesen. Die beiden supraleitenden 97- und 16 7'-
Magneten am IFW in Dresden sind jedoch ohnehin an vibrationsarmen Orten (Keller
bzw. Erdgeschof8) aufgestellt wurden, so dafi hier nur von geringen Vibrationen aus-
gegangen werden kann. Bei der Kristallisation im PROLET (s. Abschn. 3.1) wire eine
Vibrationsddmpfung vor allem aufgrund des grofien Gewichtes (7.8 ¢) mit einem erheb-
lichen Aufwand verbunden gewesen. Daher wurde hier die Kristallisation der Kontroll-
gruppe in unmittelbarer rdumlicher Ndhe zur Versuchsgruppe durchgefithrt, um beide
Gruppen den gleichen Vibrationen und anderen Umgebungsparametern auszusetzen.
Bei dem 5.37-Magneten am DESY war eine Vibrationsddmpfung aufgrund des fest
montierten Aufbaus nicht moglich. Da der Magnet in einer Halle aufgestellt ist, in
der zugleich viele Kompressoren und gréflere Motoren betrieben werden, waren diese
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Kristallisationsexperimente erheblichen Vibrationen ausgesetzt.

Kristallisation der Kontrollgruppe

Die Kristallisation der Kontrollgruppe erfolgte in den meisten Féllen in einem Kiihl-
brutschrank KB-720 der Fa. BINDER. Dieser erlaubt in seinem Inneren die Einstellung
von Temperaturen zwischen —10° bis 100°C, bei einer zeitlichen Temperaturkonstanz
von < 0.3°C. Zur weiteren Ddmpfung der Temperaturschwankungen wurden alle Kri-
stallisationsgefifie in geschlossenen Styroporkisten untergebracht. Messungen zeigten,
daf} hierdurch eine zeitliche Temperaturkonstanz von +0.1°C erreicht wird.

Zur Dampfung der insbesondere durch das Kiihlaggregat und die Liifter hervor-
gerufenen Vibrationen wurden die Einschiibe des Kiihlbrutschrankes mechanisch von
dem Geh#use entkoppelt. Die Authingung der Einschiibe erfolgt iiber zwei Edelstahl-
stangen, die durch Bohrungen in der Riickwand des Kiihlbrutschrankes reichen und
dort an einem durch Luftfedern geddmpften Gestell befestigt sind. Da die Bohrungen
eine groferen Durchmesser als die Edelstahlstangen aufweisen, besteht zwischen ihnen
und dem Gehiuse kein mechanischer Kontakt. Zur thermischen Isolation ist der Raum
zwischen Stangen und Bohrungen mit Watte gefiillt.

Kristallisationslésungen und -gefifie

Um den Einfluss unterschiedlicher Kristallisationslosungen auf die Kristallqualitit aus-
zuschlieflen, wurden in allen Versuchen fiir die Versuchsgruppe und die Kontrollgrup-
pe Kristallisationslésungen der gleichen Zubereitung eingesetzt. Lediglich zur Unter-
suchung des Effektes der Aufreinigung auf die Qualitit von Lysozymkristallen wur-
den notwendigerweise unterschiedliche Proteinlésungen eingesetzt. Zur Entfernung von
Staubpartikeln, Proteinaggregaten, nicht geléstem Protein, Bakterien, Viren und ande-
ren Verunreinigungen wurden die Losungen (bis auf eine Ausnahme) vor der Kristal-
lisation zusédtzlich durch einen Filter mit 0.22 ym Porengréfe filtriert. Da solch eine
Filtration der Proteinlésung die Kristallisation von Myoglobin in den meisten Fillen
verhinderte, wurde in diesem Fall auf eine Filtration verzichtet.

Um Einfliisse unterschiedlicher Kristallisationsgefifle von Versuchs- und Kontroll-
gruppe auf die Kristallqualitit auszuschlieen, fanden die Kristallisation von Versuchs-
und Kontrollgruppe in den selben Kristallisationsgefilen unter Verwendung gleicher
Tropfen- und Reservoirvolumina statt.

3.2.3 Kiristallziichtung in Magnetfeldern

Die Kristallziichtung in homogenen Magnetfeldern erfolgte in 3 supraleitenden Magne-
ten mit maximalen Feldstidrken von 5.37, 97 und 167, die im folgenden kurz vor-
gestellt werden sollen. Wahrend fiir die Kristallisation im 5.3 T-Magneten kommerziell
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erhéltliche Kristallisationsplatten verwendet werden konnten, muf$ten fiir die beiden an-
deren Magneten aufgrund des geringen Platzangebotes spezielle Kristallisationseinsétze
entwickelt werden. Zur Kristallziichtung im PROLET war ebenfalls die Entwicklung spe-
zieller Kristallisationseinsétze erforderlich.

5.3 T-Magnet

Der supraleitende 5.3 T-Magnet befindet sich auf dem DESY-Geldnde und dient vor-
nehmlich dazu, den Einfluss starker Magnetfelder auf Detektoren der Hochenergiephy-
sik zu untersuchen. Dieser Magnet stand jedoch fiir einige Zeit fiir Kristallisations-
experimente zur Verfiigung. Der Magnet benétigt eine stindige Stromzufithrung und
wird im Unterschied zu den anderen beiden Magneten, die ihr zur Kiihlung benétigtes
Helium aus einem Reservoir beziehen, durch einen kontinuierlichen Fluff mit Helium
versorgt.

Der Magnet weist eine warme Bohrung mit 280 mm Durchmesser auf. Die Feldrich-
tung liegt in horizontaler Ebene. Durch die grolen Abmessungen weist dieser Magnet im
Zentrum einen ausgesprochen homogenen Feldverlauf und eignet sich daher besonders
gut fiir Kalibrationszwecke.

Temperaturregelung Zur exakten Temperierung des Magneten wurde ein passen-
der Kupferthermostat konstruiert, durch den sich die nutzbare Bohrung auf 220 mm
verringert. Die Temperaturregelung erfolgte durch einen mit Wasser betriebenen Um-
laufkiihler, der eine zeitliche Temperaturkonstanz + 0.1°C erlaubt.

Kristallisation Die Kristallziichtungsversuche konnten aufgrund der groflen Boh-
rung des Magneten in kommerziell erhéltlichen @-plates der Fa. Hampton-Research
durchgefithrt werden. Alle Kristallisationsversuche erfolgten bei einer Feldstirke von
5T nach der hanging-drop vapor diffusion-Methode. Die Kristallisation der entspre-
chenden Kontrollgruppen wurde im Kiihlbrutschrank KB-720 vorgenommen.

9T-Magnet

Zur Kristallziichtung in homogenen Magnetfeldern wurde zudem ein 97" supraleitender
Magnet der Firma OXFORD INSTRUMENTS mit vertikaler Feldrichtung des Instituts fiir
Werkstoffforschung (IFW) in Dresden eingesetzt. Dieser Magnet weist den Vorteil auf,
daf er einmal mit Strom gefiillt, diesen Strom halten kann und nicht stindig von einem
Netzteil versorgt werden mufl. Dadurch kommt es zu einem geringeren Wéirmeeintrag
und der Magnet benétigt weniger Helium zur Kiithlung. Daher kann dieser Magnet bis
zu 2 Wochen lang bei einem Feld von 8.8 betrieben werden.
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Temperaturregelung Dieser Magnet weist eine 100 mm warme Bohrung auf. Zur
genauen Temperaturregelung wurde ein Kupfer-Thermostat gefertigt. Die Temperie-
rung erfolgt mit einem Umlaufkiihler. Dieser Aufbau erlaubt ebenfalls eine zeitliche
Temperaturkonstanz von < + 0.1°C. Durch den Thermostaten wird die nutzbare Boh-
rung des Magneten auf 80 mm begrenzt.

Kristallisation Zur Kristallziichtung nach der hanging-drop wvapour diffusion-
Methode im Feld des 9 T-Magneten wurden spezielle Probenhalter aus Acrylglas ge-
fertigt. Die in Abbildung 3.15 gezeigten Kristallisationseinsitze erlauben eine optimale
Ausnutzung des Probenraumes. Jeder Kristallisationseinsatz hat einen Auflendurch-
messer von 78 mm und enthiilt 38 Probengefisse. In dem Probenraum des Magneten
lassen sich bis zu 6 dieser Einsitze iibereinander stapeln. Jedes einzelne Probengefif}
weist ein 19 mm tiefe Bohrung mit 6 mm Durchmesser auf, die sich mit einen Stopfen
luftdicht verschlieflen 148t. Die Abdichtung erfolgt iiber einen O-Ring.

Zur Proteinkristallziichtung wird das Probengefifl mit 250 ul Reservoirlosung
gefiillt. Anschlieflend wird ein Tropfen mit einem Volumen von bis zu 12 ul auf die
Unterseite des Stopfens aufgebracht und das Reservoir damit luftdicht verschlossen.
Relativ einfach lassen sich in dem temperierten Probenraum auch Kristallisationen

Abbildung 3.15: Probenhalter aus Acrylglas mit einem Auflendurchmesser von 90 mm zur Pro-
teinkristallziichtung nach der hanging-drop vapor diffusion Methode im Feld des 9 T-Magneten.

nach der batch-Methode durchfithren. Hierzu wird die entsprechend vorbereitete Kri-
stallisationslosung in kleine, zuvor silikonisierte, Reagenzgliser mit einem Auflendurch-

messer von 6 mm gefiillt und diese werden mit Parafilm oder entsprechenden Stopfen
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verschlossen und im Probenraum untergebracht. Alle Kontrollexperimente, bis auf die
Myoglobin-Kristallisation bei 77% Ammmoniumsulfat (AS), wurden im KB-720 durch-
gefithrt. Bei letzterer wurde die Kristallisation der Kontrollgruppe in einer mit einem
Umlaufkiihler temperierten Probenkammer am IFW in Dresden durchgefiihrt.

16 T-Magnet

Der zu Kristallisationsexperimenten genutzte 16 7-Magnet mit vertikaler Feldrichtung
befindet sich ebenfalls am IFW Dresden. Da dieser Magnet nicht im Konstantstrom-
modus betrieben werden kann, sondern der Strom stidndig iiber nicht supraleitende
Stromzufithrungen zugefithrt werden muss, hat dieser Magnet einen héheren Warme-
eintrag. Daher konnte der Magnet im Kristallisationsversuch ein Feld von 15.8T fiir
etwa 70h halten. Dann wurde das Feld auf 4T heruntergefahren um Helium nach-
zufiillen. Nach 1h konnte das Feld wieder auf den urspriinglichen Wert von 15.87T
hochgefahren werden.

Temperaturregelung Die Temperierung des Probenraumes erfolgt bei diesem Ma-
gneten iiber einen sog. variable temperature insert (VTI). Dabei befindet sich am un-
teren Ende des Probenraumes ein Ventil, dafl mit dem Heliumreservoir verbunden ist.
Aus diesem Ventil stromt nun Helium in den Probenraum, daf} iiber eine Widerstands-
heizung auf bis zu 300 K erwidrmt werden kann. Dadurch lassen sich im Probenraum
Temperaturen zwischen 1 K (durch zusétzliches Evakuieren des Probenraumes) bis et-
wa 300 K realisieren. Bei dem durchgefithrten Kristallisationsexperiment betrug die
Temperaturstabilitdt bei einer Solltemperatur von 20°C allerdings nur 19.5 + 1°C. Die
Aufzeichnung der Temperatur erfolgte dabei iiber ein an der Probenkammer (s. néchster
Abschnitt) angebrachtes PT-100 Element.

Kristallisation Der Magnet weist ein nutzbares Probenvolumen von 30 mm Durch-
messer bei einer Hohe von etwa 30 mm auf. Allerdings ist der Probenraum nur von
oben iiber ein ca. 900 mm langes Rohr zuginglich. Zur Proteinkristallisation im Ma-
gnetfeld wurde daher die in Abbildung 3.16 gezeigte Probenkammer eingesetzt. Diese
bietet Platz fiir 9 batch-Kristallisationsexperimente in Reagenzglisern mit einem Au-
Bendurchmesser < 6 mm. Um Einfliisse durch die Heliumatmosphére und eventuellen
Unterdruck im VTI zu verhindern, 148t sich die Probenkammer luftdicht verschlieflen.
Zur Temperaturkontrolle ist zusitzlich ein PT-100 Element an der Probenkammmer
angebracht. Zur Kristallisation von Myoglobin aus 77% AS nach der batch-Methode
wurde wie im vorherigen Abschnitt beschrieben verfahren. Die Kristallisation der Kon-
trollgruppe erfolgte in der mit einem Umlaufkiihler temperierten Probenkammer am
IFW.
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Abbildung 3.16: Probenhalter zur Proteinkristallziichtung nach der batch-Methode im VTT des
16 T-Magneten. Die sich im Bild links befindende Probenkammer 148t sich gasdicht verschlieflen.

Prolet

Eine ausfiihrliche Beschreibung des PROLET findet sich in Kapitel 3.1. In diesem Ab-
schnitt wird daher nur auf die zur Kristallziichtung relevanten Aspekte eingegangen.

Temperaturregelung Die Temperierung des Probenraumes erfolgt mit einem F8
Umlaufkiihler der Firma THERMO HAAKE. Wie in Abschnitt 3.1 in Abbildung 3.4
rechts gezeigt, sind an den Elementen P2 jeweils an der Ober- als auch der Unterseite
kithlwasserdurchflossene Kupferthermostate angebracht. Zur thermischen Isolation des
inneren Teils der Polschuhanordnung (Elemente P2 und P3) und des Probenraumes
gegen den iibrigen Teil des Magneten wurden zwischen den Elementen P1 und P2
1mm starke Kunststoffplatten eingefiigt. Durch diese Isolation konnte eine erheblich

bessere Temperierbarkeit des Probenraumes erreicht werden.

Kontrollgruppe Um fiir die Kontrollgruppe identische Ziichtungsparameter wie fiir
die Kristallisation im Magnetfeld zu gewéhrleisten, wurde der Probenraum mit zwei
zuvor in einer Machbarkeitsstudie bereits hergestellten Elementen P3 aus Alumini-
um nachgebildet. Dies erlaubt die Verwendung identischer Probenhalter sowohl fiir die
Kristallisation im Magnetfeld als auch fiir die Kristallisation der Kontrollgruppe. Um
auch den Einfluf} unterschiedlicher Umgebungsparameter wie z.B. Vibrationen auf die
Kontrollgruppe auszuschliefien, wurde der Probenhalter der Kontrollgruppe iiber einen
Aluminiumarm an dem Eisenjoch des PROLETEN befestigt. Er befindet sich dadurch
in etwa 50 cm Abstand neben dem eigentlichen Probenraum. Feldstirkemessungen er-
gaben an diesem Ort bei einer Stromstirke von 150 A Werte von nur einigen m7T. Zur
Temperierung der Kontrollgruppe wurden die P3 Elemente aus Aluminium jeweils mit
einer Langsbohrung versehen, die ebenfalls von Kiithlwasser durchflossen wird.

Kristallisation In Abbildung 3.8 (Abschn.3.1.7) ist der zur Kristallisation zur
Verfiigung stehende Platz im Querschnitt gezeigt. Alle Kristallisationsexperimente er-
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Durchgefiihrte Kristallisationexperimente 3.2.4

folgten in Quarzglaskapillaren, die an beiden Seiten mit Wachs verschlossen wurden. Die
Platzierung der Kapillaren im stark inhomogenen Teil des Magnetfeldes erfolgte, wie
in Abbildung 4.21 (Abschn. 4.4) gezeigt, durch einen Probenhalter aus Acrylglas. Die
Temperatur der Lysozym- und Myoglobinkristallisation betrug 20°C'. Zur Ziichtung der
Insulinkristalle wurde die Temperatur der Versuchs- und der Kontrollgruppe in einem
Zeitraum von 48 h von 45°C auf 20°C gesenkt.

3.2.4 Durchgefiihrte Kristallisationexperimente

In Tabelle 3.3 sind alle durchgefiihrten Kristallisationsexperimente zusammengefafit.
Lediglich in zwei Experimenten konnten zu wenige bzw. keine Kristalle erhalten wer-
den. So sind bei der Kristallisation der Catalase in beiden Gruppen zu wenige, fiir
Beugungsuntersuchungen geeignete Kristalle gewachsen. Diese Kristalle wurden daher
nicht durch Beugungsuntersuchungen beziiglich ihrer Qualitédt charakterisiert.
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3.2 Kristallisationsexperimente

Tabelle 3.3: Ubersicht aller durchgefiihrten Kristallisationsexperimente zur Untersuchung des

Einflusses der Aufreinigung und der Kristallisation in homogenen und inhomogenen Magnetfel-

dern auf die Kristallqualitit (hdvd = hanging-drop-vapour-diffusion, AS = Ammoniumsulfat).

Protein B [T] Besonderheit | Methode | Krist.gefifl Kontr.gruppe
Lysozym 0 a hdvd Q-plates KB-720
Lysozym 8.8 - hdvd Krist.einsatz 97" | KB-720
Lysozym PROLET | - batch Quarzkapillare PROLET
Trypsin 5 - hdvd Q-plates KB-720
Trypsin 8.8 - hdvd Krist.einsatz 97" | KB-720
Thaumatin | 5 - hdvd Q-plates KB-720
Thaumatin | 8.8 - hdvd Krist.einsatz 97" | KB-720
Thaumatin | 8.8 aufger. hdvd Krist.einsatz 97 | KB-720
Myoglobin | 8.8 73% AS batch Reagenzglas KB-720
Myoglobin | 8.8 75% AS batch Reagenzglas KB-720
Myoglobin | 8.8, 15.8 | 77% AS batch Reagenzglas Umlaufk.©
Catalase 8.8 ¢ hdvd Krist.einsatz 97" | KB-720
Myoglobin | PROLET | - batch Quarzkapillare PROLET
Insulin PROLET | - T-Abs.d | Quarzkapillare PROLET

2 Experiment zur Untersuchung des Effektes der Aufreinigung des Ausgangsmaterials

auf die Kristallqualitit. Beide Gruppen wurden im KB-720 kristallisiert.

b Die Kristallisation der Kontrollgruppe wurde ebenfalls am IFW in Dresden durch-

gelihrt. Die Temperaturregelung der Kontrollgruppe erfolgte mit einem Um-

laufkiihler

¢ Es konnten in beiden Gruppen nur sehr wenige Catalasekristalle erhalten werden.

4 Die Temperatur wurde iiber einen Zeitraum von 48 h von 45°C auf 20°C' abgesenkt.
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3.3 Bestimmung der Kristallmosaizitit

Die Bestimmung der Kristallmosaizititen erfolgte im Rahmen dieser Arbeit aufgrund
der in Abschnitt 2.3.3 diskutierten Vorteile ausschlieflich durch das Aufzeichnen von
Reflexprofilen. Die entsprechenden Messungen wurden im Wesentlichen an der PETRA-
1 Strahlfithrung am HASYLAB in Hamburg vorgenommen. Einige Mosaizitdtsunter-
suchungen erfolgten zudem an der Swiss Norwegian beamline (SNBL) an der ESRF in
Grenoble. Im folgenden Abschnitt wird daher der PETRA-1 Messplatz ausfiihrlicher
dargestellt. Der Messplatz an der SNBL wird kurz beschrieben.

Im Anschlufl wird das praktische Vorgehen bei den Mosaizitidtsmessungen beschrie-
ben. In einem weiteren Abschnitt werden drei unterschiedliche Mosaizitdtsparameter
vorgestellt und im letzten Abschnitt wird auf die statistische Auswertung der Mosai-
zitdtsdaten eingegangen.

3.3.1 PETRA-1 Messplatz

Der PETRA-Ring dient zur meisten Zeit als Vorbeschleuniger fiir Experimente der
Hochenergiephysik, steht jedoch in der iibrigen Zeit fiir Synchrotronstrahlungsexpe-
rimente zur Verfiigung. Er weist einen Umfang von 2304 m auf. Zur Erzeugung von
Synchrotronstrahlung kann PETRA mit Positronen oder Elektronen mit einer Energie
von bis zu 11.3 GeV betrieben werden. Zur Erzeugung brillanter Rontgenstrahlung be-
findet sich in einer geraden Strecke des Rings ein Undulator. Dieser Undulator versorgt
2 Messplitze: Die PETRA-1 Strahlfithrung mit einem Energiebereich von 12 — 36 keV
und die PETRA-2 Strahlfiihrung fiir Experimente mit hochenergetischer Réntgenstrah-
lung im Bereich von 60 — 300 keV . Die Experimente im Rahmen dieser Arbeit wurden

an der PETRA-1 Strahlfithrung vorgenommen.

Strahlengang

Abbildung 3.17 zeigt schematisch den Aufbau der PETRA-1 Strahlfithrung. Die Mo-
nochromatisierung der Strahlung erfolgt iiber den (111)-Reflex eines wassergekiihlten
Diamanten als erstem Kristall in Laue-Geometrie und dem (22 0)-Reflex eines Germa-
nium Kristalls in Bragg-Geometrie als zweitem Monochromator. Aufgrund der Strahl-
teilung fiir den PETRA-1 und PETRA-2 Messplatz sind die Monochromatorkristalle
in horizontaler Beugungsgeometrie angeordnet.

Instrumentelle Auflésung

Mit einer horizontalen Quellgréie von 2.75mm (FWHM) und einer Blenden6finung
von 0.4 mm x 0.4mm in 116 m Abstand zur Quelle ergibt sich eine Strahldivergenz von
0.027 mrad in der horizontalen Ebene. In Abbildung 3.18 ist ein DuMond-Diagramm
der Monochromatorkristallanordnung fiir 18 keV gezeigt. Aus dem DuMond-Diagramm
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3.3 Bestimmung der Kristallmosaizitat

Petrall (11.3 GeV)

Petra2
Prober\ Si(113) Si(113 ~ C(110) I I I I I
= .

Ge(220)

Nal bzw. Plastik Bartels Monochromator I
Zaehlrohr (optional)

116 m

Abbildung 3.17: Strahlengang am PETRA-1 Messplatz: Der Bartels Monochromator kann fiir
extrem hochauflosende Messungen optional in den Strahlengang gefahren werden.

ergibt sich niherungsweise eine Wellenléingendispersion von AA/A = 1.8 x 10~%. Die-
ser Wert ist in guter Ubereinstimmung mit Auflssungsmessungen in vertikaler Beu-

gungsgeometrie, die eine Wellenliingendispersion von AXA/A = 1.7 x 10~* ergaben. In
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Abbildung 3.18: DuMond-Diagramm der PETRA-1 Monochromatorkristallanordnung ohne
Bartels-Monochromator (Energie: 18 keV).

Abbildung 3.19 sind die Reflexprofile des (11 3)-Reflexes eines zu einer Kugel geéitzten
Si-Einkristalls mit einem Durchmesser von 0.25 mm in dispersiver und nicht-dispersiver
Anordnung gezeigt. Die gemessenen Halbwertsbreiten betragen 0.0032° fiir die disper-
sive bzw 0.0012° fiir die nicht-dispersive Messanordnung. Mosaizitdtsmessungen sollten
aufgrund der hoheren Auflosung daher vorteilhafter Weise in nicht-dispersiver Beu-
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PETRA-1 Messplatz 3.3.1
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Abbildung 3.19: Reflexprofile eines Si (11 3)-Reflexes in Laue-Geometrie in dispersiver (oben)
und nicht-dispersiver Messanordnung (unten).

gungsgeometrie erfolgen. Zudem sollte die mit dieser Anordnung erreichbare Auflésung
fiir Mosaizitdtsmessungen an den meisten Proteinen mehr als ausreichend sein.

Bartels Monochromator

Zur Verbesserung der instrumentellen Auflésung, ldsst sich optional, wie auch in
Abbildung 3.17 gezeigt, ein Si-(113)-Bartels-Monochromator in den Strahlengang
fahren. Dieser besteht aus zwei Si-(113) Nutmonochromatorkristallen. Ein Pho-
to dieses Aufbaus zeigt Abbildung 3.20. Der erste Nutmonochromatorkristall befin-
det sich in dispersiver Anordnung zu dem (111)-Diamant- und (22 0)-Germanium-
Monochromatorkristall. Durch die nicht-dispersive Anordnung des zweiten Nutmono-
chromatorkristalls wird, wie ein in Abbildung 3.21 gezeigtes DuMond-Diagramm ver-
deutlicht, eine erhebliche Reduzierung der Divergenz und des Wellenlingenbandes er-
reicht.
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3.3 Bestimmung der Kristallmosaizitat

Abbildung 3.20: Si-(11 3)-Bartels-Monochromatoraufbau an der PETRA-1 Strahlfiihrung zum
Erzielen einer extrem hoher Auflésung. Der Weg des Rontgenstrahls ist weifl eingezeichnet.
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Abbildung 3.21: DuMond-Diagramm des Monochromatoraufbaus an der PETRA-1

Strahlfiihrung mit Si-(113) Bartels-Monochromator zum Erzielen einer hohen instrumentel-

len Auflssung (Energie: 18 keV).

In Abbildung 3.22 links ist das Reflexprofil des (22 2)-Reflexes des auch zuvor ge-
messenen Si-Einkristalls mit einem Durchmesser von 0.25 mm unter Verwendung des
Bartels-Monochromators gezeigt. Die experimentell bestimmte Halbwertsbreite des Re-
flexes betrégt 0.0003° und zeigt die extrem hohe experimentelle Auflésung, die durch
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PETRA-1 Messplatz 3.3.1

Verwendung des Bartels-Monochromators erreicht werden kann. Die theoretische Dar-
win-Breite fiir diesen Reflex betriigt 1.16 x 1075°. Rechts in der Abbildung ist ein
ebenfalls mit dem Bartels-Monochromator gemessenes extrem schmales Reflexprofil
des (008)-Reflexes eines tetragonalen Lysozymkristalls gezeigt. Intensitidtsmessungen
mit einer PIN-Diode ergaben, dass der Photonenfluss durch die Verwendung des Bar-
tels-Monochromators auf ca. 1% abnimmt.
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Abbildung 3.22: Profil des extrem schmalen Si-(222)-Reflexes (oben) und eines ebenfalls
schmalen und nahezu Gauf-formigen (00 8)-Lysozymreflexes in Laue-Geometrie unter Verwen-
dung des Si-(11 3)-Bartels-Monochromators. Die full width at half mazimum (FWHM) betréigt
0.0003° bzw. 0.0007°.

6-Kreisdiffraktometer

Fir Diffraktionsuntersuchungen steht an der PETRA-1 Strahlfithrung ein 6-
Kreisdiffraktometer zur Verfiigung. Eine schematische Zeichnung des Diffraktometers
ist in Abbildung 3.23 gezeigt. Das Diffraktometer besitzt 2 Kreise zur Bewegung des
Detektors (v und 260) und 3 Kreisen zur Orientierung des Kristalls (¢, x und w). Der
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3.3 Bestimmung der Kristallmosaizitat

w-Kreis besitzt dabei eine sehr hohe mechanische Prézision und eine Winkelauflésung
von 5 x 1075°. Als Besonderheit weist das Diffraktometer einen zusitzlichen ¥-Kreis
auf. Dieser erlaubt die Drehung des Kristalls um den Streuvektor h mit einem eige-
nen Kreis. Insbesondere fiir die Messung von Mehrstrahlinterferenzen weist solch ein
eigener Drehkreis erhebliche Vorteile auf. Fiir Mosaizitdtsmessungen erlaubt ein der-
artiger Drehkreis, Profile des gleichen Reflex in verschiedene Richtungen des Kristalls
aufzuzeichnen und so zusétzliche Informationen iiber die Mosaizitét und insbesondere
deren Anisotropie zu erhalten. Zur Detektion der gebeugten Rontgenstrahlung ist das

Detektor

Kristall

Goniometerkopf

Abbildung 3.23: Skizze des 6-Kreisdiffraktometer an der PETRA-1 Strahlfiihrung mit Benen-
nung der einzelnen Drehkreise.

Diffraktometer mit zwei Punktdetektoren ausgestattet. Der Nal-Szintillationsdetektor
weist dabei ein niedriges thermisches Rauschen aber auch eine relativ grofie Totzeit
auf und ist daher fiir die Messung schwacher Reflexe geeignet. Starke Reflexe werden
vorteilhafterweise mit einem Plastik-Szintillationsdetektor gemessen. Dieser weist eine
erheblich geringere Totzeit jedoch auch ein grofieres thermisches Rauschen auf.

Zudem ist das Diffraktometer mit einer CCD-Kamera der Fa. Mar Research mit ei-
nem Durchmesser von 165 mm ausgestattet. Diese erlaubt Intensitdtsdatensammlungen
und die Bestimmung der Orientierungsmatrix des Kristalls durch Rotationsaufnahmen.
Die CCD-Kamera kann hierzu, wie in Abbildung 3.24 gezeigt, iiber eine Lineartrans-
lation an das Diffraktometer heran gefahren werden. Durch Verwendung eines Analy-
satorkristalls erlaubt das Diffraktometer auch die Messungen von d-Wert-Variationen

und das Aufzeichnen von reciprocal space maps.
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SNBL-Strahlfiihrung 3.3.2

Abbildung 3.24: 6-Kreisdiffraktometer an der PETRA-1 Strahlfilhrung im CCD-Modus zur
Bestimmung der Orientierungsmatrix und zur Intensitdtsdatensammlung

3.3.2 SNBL-Strahlfithrung

Einige Experimente wurden an der Swiss Norwegian beamline (SNBL) an einem
Ablenkmagneten an der europiischen Synchrotronstrahlungsquelle ESRF in Greno-
ble vorgenommen. Daher wird dieser Messplatz hier auch kurz beschrieben. Der
weifle Strahl trifft hier zunéchst auf einen Rhodium beschichteten Rontgenspiegel.
Die Monochromatisierung der Strahlung erfolgt anschlielend iiber einen Si-(111)-
Doppelkristallmonochromator in vertikaler Anordnung. Uber einen sagittalen Bieger
am zweiten Monochromatorkristalls lisst sich der Rontgenstrahl in der horizontalen
Ebene fokussieren. Zudem erlaubt ein zweiter hinter den Monochromatorkristallen an-
geordneter Rontgenspiegel eine Fokussierung in der vertikalen Ebene. Fiir die Mosai-
zitdtsmessungen an den Proteinkristallen wurde der Strahl mit dem sagittalen Bieger
des zweiten Kristalls in der horizontalen Ebene fokussiert, um einen héheren Photo-
nenfluss an der Probe zu erzielen. Auf eine Fokussierung in vertikaler Richtung wurde
aufgrund der daraus resultierenden Auflésungsverschlechterung verzichtet. Die Mosai-
zitdtsmessungen erfolgten hier in dispersiver Beugungsgeometrie. Allerdings ist an der
ESRF der Unterschied zwischen dispersiver und nicht-dispersiver Beugungsgeometrie
aufgrund der kleinen vertikalen Quellgréfle und der sich daraus ergebenden kleineren
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3.3 Bestimmung der Kristallmosaizitat

Divergenz im Vergleich zum Petra-1 Messplatz deutlich kleiner.

An der Strahlfithrung befindet sich ein 6-Kreisdiffraktometer in k-Geometrie. Wie
auch bei dem zuvor beschrieben 6-Kreisdiffraktometer an der PETRA-1 Strahlfithrung
in Euler-Geometrie erlaubt der ¥-Kreis an diesem Instrument ebenfalls die Drehung des
Kristalls um den Streuvektor mit einem eigenen Kreis. Aufgrund eines bislang an diesem
Instrument fehlenden zuverlissigen Kollisionsmodells waren die Bewegungsméglichkei-
ten des Diffraktometers durch konservativ gewahlte Einstellungen z.T. stark einge-
schrankt. In vielen Fillen konnten bei den Messungen daher nicht alle gewiinschten Re-
flexe angefahren werden. Die Strahlgréfle betrug bei den Messungen 0.5 mm x 0.5 mm.

3.3.3 Mosaizitdtsmessungen

Im folgenden Abschnitt soll kurz das experimentelle Vorgehen zur Bestimmung der Mo-
saizitdt von Proteinkristallen beschrieben werden. Zunéchst wird dabei auf die Kristall-
auswahl und Probenpriperation und anschlieend auf die Mosaizitdtsmessung selbst
eingegangen. Abschlieflend wird die Datenauswertung und statistische Analyse der Mo-
saizitdtsdaten beschrieben.

Kristallauswahl und Probenpréiperation

Fiir die Mosaizitdtsmessungen wurden aus den jeweiligen Gruppen unter dem Stereo-
mikroskop méglichst grofie Kristalle ohne makroskopische Stérungen und mit méglichst
gut ausgeprigter Morphologie ausgewihlt.

Um die wachstumsbedingte Mosaizitdt der Kristalle nicht nachtriglich durch Ef-
fekte des Schockgefrierens zu verdndern (siche Abschnitt 2.3.1), erfolgten alle Mosai-
zitdtsmessungen bei Raumtemperatur. Da Proteinkristalle an der Luft schnell austrock-
nen, wurden die Kristalle fiir die Messungen in Quarzglaskapillaren montiert. Hierzu
wurden Quarzglaskapillaren mit einem der Kristallgréfe angepassten Durchmesser von
1 — 2mm und einer Linge von ca. 30 mm verwendet. Die Montage der Kristalle er-
folgte auf zwei verschiedene Arten. Nach der ersten Methode wird der Kristall, wie in
Abbildung 3.25 links gezeigt, zusammen mit der umgebenden Mutterlauge tiber die
Kapillarkraft in die Kapillare gesogen. Anschlieend wird so viel iiberschiissige Mut-

o

Abbildung 3.25: Montage von Proteinkristallen in Quarzglaskapillaren: (1) Aufsaugen des Kri-

stalls in eine Quarzglaskapillare; (2) Aufsaugen iiberschiissiger Mutterldsung mit einem Streifen
Filterpapier; (3) Mit Wachs verschlossene Kapillare mit darin montiertem Proteinkristall.
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Mosaizitatsmessungen 3.3.3

terlauge mit einem schmalen Streifen Filterpapier oder mit einer Kapillare kleineren
Durchmessers entfernt, bis der Kristall nicht mehr frei in der Kapillare schwimmt son-
dern an der Kapillarwand anhaftet. Der Kristall sollte sich dabei, wie in der mittleren
Abbildung gezeigt, in der Mitte der Kapillare befinden. Vorteilhafterweise wird mit
einer Spritzennadel oder einer feinen Pipettenspitze an beiden Seiten der Kapillare ein
wenig Mutterlauge in die Kapillare gegeben, bevor diese an beiden Enden, wie in der
Abbildung rechts gezeigt, mit Wachs verschlossen wird. Sollen die Kristalle iiber einen
lingeren Zeitraum aufbewahrt werden, ist es sinnvoll, die mit Wachs verschlossenen
Enden der Kapillare zusitzlich mit einer Schicht Nagellack zu versehen. Alternativ
lassen sich die Proteinkristalle auch mit einer kleinen Schlaufe aus Nylonfaden oder
einem Haar aufnehmen und zusammen mit der umgebenden Mutterlauge in die Ka-
pillare transferieren. Hier erweist es sich als vorteilhaft, wenn ein Ende der Kapillare
bereits mit wenig Mutterlauge gefiillt ist. Das weitere Vorgehen entspricht dem zuvor
beschriebenen.

Reflexauswahl

Die Mosaizitdt von Proteinkristallen ist in den meisten Fillen anisotrop (siehe Ab-
schnitt 2.3). Um ein reprisentatives Bild der Kristallmosaizitit zu erhalten, sollten
die ausgewihlten Reflexe moglichst verschiedene Richtungen im reziproken Raum ab-
decken. Durch Messungen in verschiedene Richtungen des Kristalls wird zudem sicher-
gestellt, dass bei Kristallen, die gréfler als der Rontgenstrahl sind, dennoch ein grofier
Teil des Kristalls vom Rontgenstrahl erfasst wird und dadurch auch in diesen Féllen ein
reprisentative Bild der Mosizitéit erhalten wird. Fiir die Mosazitdtsmessungen wurden
pro Substanz vier Reflexe nach den folgenden Kriterien ausgewiihlt:

e Die Reflexe sollen moglichst entlang der drei Raumrichtungen sowie der Raum-
diagonalen im Kristall liegen.

e Die d-Werte der Reflexe sollten vorteilhafterweise zwischen 2.5A und 5A liegen.
Da man hier in nahezu nicht-dispersiver Beugungsgeometrie misst, ist fiir diesen
d-Wert-Bereich die instrumentelle Auflésung am hochsten.

e Um die Reflexe gut auffinden und schnell messen zu kénnen, sollten diese relativ
grofe Strukturfaktoren aufweisen.

Zudem wurde jeder Reflex bei 3 verschiedenen ¥-Stellungen (—45°, 0° und 45°) gemes-
sen. Insgesamt ergibt sich damit eine Zahl von 12 Reflexprofilen pro Kristall. Um eine
gute Vergleichbarkeit der Daten zu gewéhrleisten, wurden an allen Kristallen einer Un-
tersuchung stets die gleichen Reflexe gemessen. Die Gitterkonstanten der untersuchten
Proteine sowie die ausgewahlten Reflexe sind im Anhang in den Abschnitten D bzw. E
angegeben.
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3.3 Bestimmung der Kristallmosaizitat

Messung

Zum gezielten Anfahren von Reflexen muss die Orientierungsmatrix des zu untersu-
chenden Kristalls bekannt sein. Die Orientierungsmatrix wird hierzu aus 10-20 CCD-
Rotationsaufnahmen mit dem XDS-Programmpaket [167] bestimmt. Diese mit XDS
bestimmte Orientierungsmatrix wird anschliefend in das Format 6-Kreis Diffraktome-
ters konvertiert. Bei den Messungen am x-Diffraktometer an der SNBL erfolgte die
Bestimmung der Orientierung ebenfalls aus CCD-Rotationsaufnahmen. Die Umrech-
nung erfolgte hier mit der Software des dortigen Diffraktometers.

Ist die Orientierungsmatrix bekannt, konnen Reflexe gezielt angefahren werden.
Hierzu wird durch einen grobe Drehung des Kristalls in ® die genaue Reflexposition
ermittelt, da durch die Rotationsaufnahmen eine gewisse Unsicherheit insbesondere
beziiglich der ®-Position besteht. Anschliefend wird durch Drehung in €2 bei einer
entsprechend der Mosaizitéit angepassten Schrittweite ein hochaufgelostes Reflexpro-
fil aufgezeichnet. Durch weitgehende Automatisierung der Rotationsaufnahmen, der
Bestimmung der Orientierungsmatrix und dem Aufzeichnen der Reflexprofile konnte
die benoétigte Zeit fiir die gesamte Prozedur auf weniger als 20 Minuten pro Kristall
reduziert werden.

Alle Mosazitdtsmessungen erfolgten bei Raumtemperatur, da ein Schockgefrieren
der Kristalle wie es fiir Messungen bei 100 K nétig ist zu einer massiv erhéhten Mo-
sazitit fiihren wiirde (s. Abschn. 2.3.1). In einem derartigen Fall wire die Mosaizitit
in vor allem durch den Prozess des Schockgefrierens bestimmt, und nicht durch den
Kristallwachstumsprozess, dessen Auswirkungen auf die Mosazitéit in dieser Arbeit von
Interesse sind.

Aufgrund der hoheren experimentellen Auflésung erfolgten alle Mosaizitdtsmessun-
gen in nicht-dispersiver Anordnung. In den meisten Fillen konnte zudem auf den Ein-
satz des Bartels-Monochromators verzichtet werden, da die Mosaizitit der Protein-
kristalle hier deutlich grofer als die instrumentelle Auflosung war, die ohne Bartels-
Monochromator erreicht wurde.

3.3.4 Auswertung

Um eine gesicherte Aussage iiber den moglichen Einfluss eines bestimmten Wachs-
tumsparameters auf die Kristallmosaizitdt machen zu konnen, ist eine statistische Aus-
wertung der Mosaizitdtsdaten unumginglich. Hierzu wurden zunéichst aus jedem ge-
messen Reflexprofil drei unterschiedliche Qualitétsparameter bestimmt. Die anschlie-
Bende statistische Auswertung der Daten erfolgte im Wesentlichen mit dem Wilco-
zon-Rangsummentest. Im folgenden Abschnitt werden zunéchst die drei aus den Re-
flexprofilen bestimmten und der weiteren statistischen Auswertung zugrundeliegenden
Mosaizitdtsparameter vorgestellt. Anschliefend wird auf die Grundlagen Wilcozon-
Rangsummentest und dessen Anwendung zur statistischen Analyse des Effektes un-
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terschiedlicher Wachstumsparameter auf die Mosaizitdt von Kristallen eingegangen.

Mosaizitdtsparameter

In Abbildung 3.26 sind exemplarisch drei Reflexprofile mit stark unterschiedlichen For-
men gezeigt. Beil dem oben abgebildeten Reflexprofil handelt es sich um ein nahezu
Gauf-formiges Reflexprofil, das durch die rot eingezeichnete Halbwertsbreite (FWHM)
hinreichend charakterisiert ist. Das mittlere Reflexprofil weist neben dem Hauptmaxi-
mum noch ein Nebenmaximum auf, welches durch die rot eingezeichnete Halbwerts-
breite nicht erfasst wird. Eine Erfassung beider Maxima ist jedoch durch die Bestim-
mung der Reflexbreite bei 10% des Maximums (FW10%M), in der Abbildung griin
eingezeichnet, moglich. Ein Reflexprofil wie es in der Abbildung 3.26 unten gezeigt ist,
das aus mehreren voneinander mehr oder weniger stark separierten Maxima besteht,
wird jedoch auch durch die griin eingezeichnete FW10%M nicht hinreichend charak-
terisiert. Um auch solche Reflexprofile mit einem Parameter hinreichend erfassen zu
konnen wurde ein overall profile parameter (OPP) definiert, der die gesamte Form des
Profils beriicksichtigt. Diese drei Qualitatsparameter sind dabei wie folgt definiert:

e Die Halbwertsbreite FWHM (full width at half mazimum) ist die Breite des Re-
flexes in w bei der Hilfte der Maximalintensitit in Grad [°].

e Der FW10%M Parameter gibt die Breite [°] des Reflexes in w bei 10% der Ma-

ximalintensitat an.

e Der OPP (overall profile parameter) gibt die mit der Intensitéit gewichtete Aus-
dehnung des Profils um dessen Schwerpunkt in Grad [°] an

OPP = ZI ng wz|) (3.1)

wobei der Schwerpunkt der Verteilung @ definiert ist als

Zi I(w;)w;
i d(wi)

Der OPP dhnelt dabei in seiner Definition der Varianz, unterscheidet sich jedoch zudem

w =

(3.2)

in der fehlenden Quadrierung des Terms |w; — w|. Die Standardabweichung ist zur
Beschreibung der Qualitit von Reflexprofilen weniger geeignet, da diese eine Gaufs-
verteilungsformige Profilform voraussetzt, was bei Kristallen schlechterer Qualitét nicht
erfiillt ist.

Eine graphische Darstellung und damit einen iibersichtlichen Vergleich der Kri-
stallmosaizititen zwischen Versuchs- und Kontrollgruppe erlauben die in dem néchten
Kapitel gezeigten Histogramme. Um hier falsche Eindriicke durch die zum Teil un-
terschiedliche Zahl der gemessenen Kristalle bzw. Reflexprofile zu vermeiden, ist die

Flache unter den Histogrammen pro Gruppe auf eins normiert.
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Abbildung 3.26: Ausgewiihlte Reflexprofile von Trypsinkristallen zur Veranschaulichung der 3
Mosaizititsparameter: anndhernd Gauf-férmiges Reflexprofil (oben); Reflexprofil aus 2 leicht
voneinander separierten Maxima, von denen nur die Breite des Hauptpmaximums durch die
FWHM beriicksichtigt wird (mitte); aus 2 deutlich voneinander separierten Maxima bestehendes
Reflexprofil, von denen die FWHM und FW10%M nur den rechten Peak erfasssen (unten).
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3.3.5 Statistische Auswertung

Géngige auf normal-verteilte Daten basierende Verfahren kénnen fiir die Analyse der
Mosaizitdtsdaten nicht angewandt werden, da die zugrundeliegende Verteilungsfunk-
tion der Daten nicht bekannt ist. Das am besten geeignete Verfahren zur statistischen
Behandlung der Mosaizitdtsdaten stellt der Wilcozon-Rangsummentest dar (siehe z.B.
[168]).

Mittelwert und Standardabweichung

Aus den im Idealfall 12 Einzelbeobachtungen wurden fiir jeden Kristall durch Bil-
dung des arithmetischen Mittels mittlere FWHM-, FW10%M- und OPP-Parameter
bestimmt. Zudem wurden aus allen Einzelbeobachtungen pro Gruppe (z.B. Thauma-
tinkristalle aus einem 87 Magnetfeld) mittlere Mosaizitidtsparameter berechnet.

Hinter diesen Mittelwerten sind in Klammern die entsprechenden Standardabwei-
chungen angegeben. Hierbei ist anzumerken, dass die Standardabweichung eine Nor-
malverteilung der Daten vorraussetzt, die hier nicht als gegeben vorausgesetzt werden
kann. Aufgrund der weiten Verbreitung dieses Parameters wurde auf seine Angabe den-
noch nicht verzichtet. Die z.T. sehr grofien Standardabweichungen vor allem bei den
mittleren Mosaizitdtsparametern der einzelnen Kristalle sind dabei vor allem auf die
Anisotropie der Mosaizitit zuriickzufiihren.

Wilcoxon-Rangsummentest

Bei dem Wilcozon-Rangsummentest handelt es sich um ein nichtparametrisches Ver-
fahren zum Vergleich der Mittelwerte zweier Stichproben. Wihrend parametrische
Tests davon ausgehen, dass die beobachteten Stichprobendaten einer Grundgesamt-
heit entstammen, in der die Variablen bzw. die Merkmale ein bestimmtes Skalen-
niveau und eine bestimmte Verteilung aufweisen, kommen nichtparametrische Tests
dann zur Anwendung, wenn die Voraussetzungen fiir einen parametrischen Test nicht
erfiillt sind. Das heifit wenn die Verteilungsfunktion nicht bekannt ist oder die Va-
rianzen der beiden Gruppen stark unterschiedlich sind. Zudem kann der Wilcozon-
Rangsummentest mit unterschiedlichen Stichprobengréfien umgehen. Allerdings geht
der Wilcozon-Rangsummentest von symmetrisch verteilten Daten aus. Diese Voraus-
setzung ist zumindest fiir die Einzelbeobachtungen nicht erfiillt, wie den im néichsten
Kapitel gezeigten Histogrammen zu entnehmen ist. Fiir die gemittelten Mosaizitétspa-
rameter ist die Symmetrie der Verteilung aufgrund der kleinen Beobachtungszahl nur
schwer zu erkennen. Dennoch stellt der Wilcozon-Rangsummentest mangels besser ge-
eigneter Verfahren das wohl am besten geeignete Verfahren zur statistischen Analyse
der Mosaizitétsdaten dar.

Zum Vergleich zweier unabhingiger Stichproben Xi, Xo,...,X,, und Y7,Y5,....,Y,,
nach dem Wilcozon-Test werden allen Beobachtungen ihre entsprechenden Ringe R
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3.3 Bestimmung der Kristallmosaizitat

zugeordnet. Hierzu werden alle Beoabachtungen in der Reihenfolge zunehmender Werte
sortiert. Die kleinste Beobachtungsgréfle erhilt den Rang 1, die nachstgroflere den Rang
2 usw.. Weisen Einzelbeobachtungen dabei gleiche Werte auf, so wird allen betreffen-
den Beobachtungen das arithmetische Mittel der betreffenden Rangplitze zugeordnet.
Anschlielend wird die Rangsumme Wx fiir die Beobachtungen der Gruppe X gebildet:

Wy = f: R(X,). (3.3)

Fiir zwei gleiche Stichproben X und Y wiire die Rangsumme

n+m+1

W():n D)

(3.4)

zu erwarten. Die Nullhypothese Hj sei, dass X und Y die gleiche Verteilung aufwei-
sen (Hp : X = Y). Aus der Rangsumme Wyx und der Stichprobengréfie 148t sich
der P-Wert (P(Hj)) ermitteln. Dieser gibt an, auf welchem Signifikanzniveau sich die
Verteilungen unterscheiden. Ein P-Wert von P = 0.05 z.B. bedeutet, dass sich die
Verteilungen auf 5%-Niveau, das heifit mit einer 95%-igen Sicherheit, signifikant un-
terscheiden. Ein P-Wert von z.B. P = 0.74 macht dagegen deutlich, dass die Daten
keinen Hinweis auf eine Abweichung von der Nullhypothese geben.

Zur Anwendung des Wilcozon-Rangsummentests auf die Mosaizititsdaten wurde
der jeweilige Mittelwert der 3 Mosaizitdtsparameter pro Kristall als Beobachtungsgrofie
gewihlt. Die Einzelbeobachtungen, im Idealfall 12 Beobachtungen pro Parameter und
Kristall sind hier ungeeignet, da sie nicht unabhingig voneinander sind. Das heifit Kri-
stalle mit einer kleinen Mosaizitdt weisen in der Regel bei allen Reflexprofilen kleinere
Mosaizitdtsparameter als Kristalle mit einer hoheren Mosaizitdt auf. Wiirde jede die-
ser Einzelbeobachtungen als eigenen Beobachtungsgrofile gewahlt, wiirde eine deutlich
groflere Stichprobe vorgetduscht, was zu erheblich gréfleren Signifikanzniveaus fithren
wiirde.

Die Signifikanzniveaus fiir Hy wurden dabei fiir Stichprobengréflen von X < 12
und Y < 12 einer Wahrscheinlichkeitstabelle entnommen [169]. Diese Werte sind in
den entsprechenden Tabellen mit ’P(Hj) Tab.’ gekennzeichnet. Fiir gréBere Stichproben
wurden die Werte unter Annahme einer Normalverteilung nach der in [170] angegebenen
Formel ermittelt. Diese Werte sind mit 'P(Hy) norm.” bezeichnet.
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Samtliche Intensititsdatensammlungen erfolgten an der vom Furopean Molecular Bio-
logy Laboratory (EMBL) betriebenen X11-Strahlfiihrung am DORIS-Speicherring am
DESY in Hamburg. In den folgenden Abschnitten werden kurz der X11-Messplatz vor-
gestellt, das Vorgehen zur Intensitdtsdatensammlung und die Auswertung der Daten
beschrieben

3.4.1 X11-Messplatz

Der X11-Messplatz des EMBL ist einer von drei Messplidtzen die sich einen Ablenkma-
gneten teilen. Im Unterschied zu den beiden anderen im vorherigen Abschnitt beschrie-
benen Strahlfithrungen erfolgt die Monochromatisierung hier nur iiber einen Monochro-
matorkristall. Durch Biegung dieses Monochromatorkristalls wird der Strahl horizontal
fokussiert. Ein nachfolgend angeordneter Spiegel erméglicht zusétzlich eine vertikale
Fokussierung. Durch den Verzicht auf einen zweiten Monochromatorkristall und die
horizontale und vertikale Fokussierung wird dabei fiir eine Strahlfithrung an einem
Ablenkmagneten ein ausgesprochen hoher Photonenfluss an der Probe realisiert. Al-
lerdings fithrt dies zu einer ausgesprochen grofien Wellenlingendispersion und einer
groflen Strahldivergenz. Die an einer derartigen Strahlfiihrung ermittelte Kristallmo-
saizitat sollte daher insbesondere bei Kristallen kleiner Mosaizitdt durch diese beiden
Parameter und weniger durch den Kristall selbst bestimmt sein. Die Strahlfithrung wird

bei einer festen Wellenlinge von 0.812 A betrieben.

3.4.2 Datensammlung

Die Aufzeichnung der Intensititsdaten erfolgte nach der Rotationsmethode (s. Abschn.
2.2.6) mit einem Einkreisgoniometer. Als Detektor kam eine CCD-Kamera der Fa. Mar
Research mit einem Durchmesser von 165 mm zum Einsatz. Alle Messungen erfolgten
im sog. dose mode. Im Unterschied zu einer festen Belichtungszeit von z.B. 1 sec. wird
hier die Rotationsgeschwindigkeit kontinuierlich der Dosisleistung angepasst. Dieses
Verfahren weist den Vorteil auf, dass alle Aufnahmen die gleiche Dosis erfahren. Effekte
wie der Abfall des Ringstromes und damit verbunden des Photonenflusses, die bei einer
konstanten Belichtungszeit zu unterschiedlichen Dosen pro Bild fithren, werden dadurch
vermieden. Insbesondere fiir die Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit erméglicht
die Datensammlung im dose mode eine bessere Vergleichbarkeit der Daten.

Bei der Datensammlung wurden fiir alle Kristalle der Versuchs- und Kontrollgruppe
exakt die gleichen Datensammlungsparameter gewdhlt um Einfliisse durch unterschied-
liche Parameter zu vermeiden. Die fiir die Untersuchungen gewéhlten Datensammlungs-

parameter sind im Anhang F angegeben.
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3.4.3 Datenanalyse

Die Indizierung der Rotationsaufnahmen und anschlieBende Ermittlung der integra-
len Intensititen erfolgten mit dem XDS-Programmpaket [167]. Die zur Beurteilung
der Kristallqualitdt herangezogenen Parameter wie Vollstindigkeit der Datensitze, das
I/o(I)-Verhéltnis und der Rperge Wert als Funktion der Auflésung wurden der Aus-
gabedatei des XDS-Programms entnommen. Die Ermittlung der Auflésungsgrenze er-
folgte durch lineare Interpolation aus der Vollstdndikgeit der Datenséitze als Funktion
der Auflésung fiir ein gegebenes I/o(I)-Verhéltnis. Die Ermittlung der B-Faktoren er-
folgte mit dem Programm 'Wilson’ aus dem Programmpaket CCP4 [171]. Auf eine
detaillierte Auswertung der durch das XDS-Programmpaket extrahierten Kristallmo-
saizitdten wurde aufgrund zu hoher Werte, die in erster Linie auf die zuvor diskutierten
Strahleigenschaften an der X11-Strahlfithrung zuriickzufiihren sind, verzichtet.
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Kapitel 4

Ergebnisse

4.1 Einfluss von Verunreinigungen

Verunreinigungen haben einen empfindlichen Einfluss auf die Kristallqualitéit. In bis-
herigen Untersuchungen wurde allerdings immer nur der Effekt von in relativ hohen
Konzentrationen zugesetzten Verunreinigungen auf die Kristallmosaizitéit und das Beu-
gungsverhalten untersucht (siehe dazu Abschnitt 2.6.1). Der Effekt einer weiteren Auf-
reinigung von kommerziell erhéltlichem Protein sowohl auf die Mosaizitdt als auch auf
das globale Beugungsverhalten wurde bisher nicht untersucht. Zudem wurden in den
bisherigen Studien maximal 2 Kristalle pro Versuchsgruppe miteinander verglichen.

In der folgenden Untersuchung wurde die Mosaizitédten von jeweils 7 bzw. 8 tetrago-
nalen Lysozymkristallen aus aufgereinigtem und nicht aufgereinigtem Protein miteinan-
der verglichen. Anschlieflend wurden an jeweils 4 der zuvor hinsichtlich ihrer Mosaizitét
charakterisierten Kristalle Intensitdtsdatenséitze gesammelt. Dieses Vorgehen erlaubt
es, einen zwar vermuteten, aber bisher experimentell nicht belegten Zusammenhang

zwischen der Kristallmosaizitit und dem Auflésungsvermégen zu untersuchen.

4.1.1 Aufreinigung und Kristallisation

Die Aufreinigung des kommerziell erhiltlichen Lysozyms erfolgte durch Gelfiltration
nach der in C beschriebenen Prozedur. In Abbildung 4.1 ist ein SDS-Gel der nicht-
aufgereinigten und der aufgereinigten Probe gezeigt. Auf dem Gel ist eine deutliche
Verringerung von hohermolekularen Verunreinigungen durch die Aufreinigung zu erken-
nen. Die Kristallisation erfolgte in @-plates entsprechend den in B.1 angegebenen Vor-
schriften. Die Gesamtropfengrofie betrug zu Beginn 40 ul, die Reservoirgréfie 1000 pl.
Die Kristallisation war nach 7 Tagen abgeschlossen.
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Abbildung 4.1: SDS-Gel von Lysozym, v.l.n.r: 1-3 aufgereinigtes Protein, 4-6 nicht aufgereinigtes
Protein (jeweils in verschiedenen Konzentrationen) und 7 Marker mit Mol. Gew. in kD.

4.1.2 Mosaizitit

Die Mosaizitdtsmessungen an den Lysozymkristallen erfolgten an der Europiischen
Synchrotronstrahlungsquelle (ESRF) in Grenoble an der Strahlfiihrung BM-01 (SN-
BL) an einem Ablenkmagneten bei einer Energie von 17.46 keV'. Insgesamt wurden 7
Kristalle aus aufgereinigtem Lysozym und 8 Kristalle aus nicht-aufgereinigtem Lyso-
zym untersucht. Aufgrund experimenteller Beschrinkungen durch die kappa-Geometrie
des dort benutzten Diffraktometers (s.a. Abschn. 3.3.2) konnten von den pro Gruppe
84 bzw. 96 angestrebten Reflexen nur 54 Reflexe von aufgereinigtem und 73 Reflexe
von nicht-aufgereinigtem Lysozymkristallen gemessen werden. Die Zellparameter sowie
die zur Messung ausgewihlten Reflexe sind im Anhang in den Tabellen D.1 bzw. E.1
angegeben.

In Tabelle 4.1 sind die mittleren Mosaizitéitsparameter der jeweils drei besten Kri-
stalle (mit den kleinsten OPP-Parametern) aus nicht-aufgereinigtem sowie aus aufgerei-
nigtem Lysozym sowie die Mittelwerte der beiden Gesamtgruppen angegeben. Bei der
Betrachtung der besten Kristalle fillt auf, dass die beiden Kristalle mit den kleinsten
mittleren OPP-Parametern aus nicht-aufgereinigtem Proteinmaterial sind. Erst die bei-
den Kristalle mit den nichstgroferen sind aus aufgereinigtem Protein, jedoch weisen
diese beiden Kristalle kleinere FWHM- und FW10%M-Werte als die beiden Kristalle
mit den kleinsten OPP-Parametern aus nicht-aufgereinigtem Proteinmaterial auf.

Im Mittel weisen die Kristalle aus aufgereinigtem Lysozym fiir alle drei Pro-
filparameter (FWHM, FW10%M und OPP) kleinere Werte als Kristalle aus nicht-
aufgereinigtem Protein auf. Ein Wilcozon-Rangsummentest (s. Tab. 4.2) zeigt jedoch
nur fiir die FWHM- und FW10%M-Werte auf 10%-Niveau signifikante Unterschiede
zwischen den beiden Verteilungen. Die Unterschiede zwischen den Verteilungen der
OPP-Parameter dagegen sind nicht signifikant. Eine Erklarung hierfiir kénnte die wei-
ter unten ndher diskutierte KristallgroBle sein. Da die Kristalle aus aufgereinigtem Pro-
teinmaterial ein mehr als doppelt so grofles Volumen aufweisen als die Kristalle aus
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nicht-aufgereinigtem Proteinmaterial zeigen diese auch eine gréflere Anfilligkeit fiir
Kristallbriiche, die z.T. auch erst nach dem Wachstum wéihrend der Montage der Kri-
stalle aufgetreten sein kénnen. Solche Briiche mit grofien Verkippungswinkeln duflern
sich vor allem im OPP-Parameter, wihrend sie nicht in die FWHM- und FW10%M-
Parameter mit eingehen.

In Abbildung 4.2 sind zudem die aus den Mosaizitdtsmessungen der Lysozymkristal-
le erhaltenen Histogramme gezeigt. In allen drei Histogrammen (FWHM-, FW10%M
und OPP-Werte) ist der sich auch in Mittelwerten ausdriickende Effekt der Aufreini-
gung hin zu kleinerer Mosaizitéit zu erkennen.

Tabelle 4.1: Mittlere FWHM-, FW10%M- und OPP-Werte und Kristallgrofen der jeweils 3 be-
sten Lysoymkristalle aus nicht-aufgereinigtem und aufgereinigtem Proteinmaterial in Reihen-
folge zunehmender OPP-Werte. Unten in der Tabelle sind zudem die Mittelwerte der beiden
Gesamtgruppen angegeben.

Kristall <FWHM > | < FW10%M > | < OPP > | Vol [mm?]
lyso.n_03 0.0047(15) | 0.007(2) 0.21(5) | 0.53
lyso_n_04 0.0060(5) 0.008(1) 0.25(2) | 0.33
lyso.m_06 0.0056(14) | 0.009(2) 0.29(5) | 0.38
lyso_auf 07 0.0046(8) 0.006(1) 0.26(12) 1.18
lyso_auf 02 0.0041(9) 0.006(3) 0.28(17) 1.65
lyso_auf 10 0.0071(20) | 0.010(3) 0.32(8) | 0.34
Mittelw. n. auf. | 0.0083(31) | 0.019(8) 0.45(26) | 0.43(32)
Mittelw. auf. | 0.0066(33) | 0.014(6) 0.37(18) | 1.10(87)

Tabelle 4.2: Ergebnis des Wilcozon-Rangsummentests zur Bestimmung des Signifikanzniveaus
des Effektes der Proteinaufreinigung auf die Mosaizitit von Lysozymkristallen (aufgereinigt: 7
Kristalle (Gruppe A), nicht-aufgereinigt: 8 Kristalle (Gruppe B)).

Parameter | W, | P(Hy) Tab.

FWHM 44 | 0.05 — 0.10
FW10%M | 43 | 0.05 — 0.10
OPP 50 | > 0.20
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0404 I lyso_n (8 Kristalle, 73 Reflexe)
[ lyso_auf (7 Kristalle, 54 Reflexe)

Haufigkeit

0.004 0.008 0.012 0.016 0.020 0.024
FWHM

0.35 I lyso_n (8 Kristalle, 73 Reflexe)
[ lyso_auf (7 Kristalle, 54 Reflexe)

Haufigkeit

0.03
FW10%M

0.04

0.35+ I lyso_n (8 Kristalle, 72 Reflexe)
[ lyso_auf (7 Kristalle, 54 Reflexe)

0.30

0.254

0.20

0.15

Haufigkeit

0.10

0.05

0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
OPP

Abbildung 4.2: Histogramme der FWHM-Werte (oben), FW10%M-Werte (Mitte) und der OPP-
Werte (unten) von Kristallen aus aufgereingtem (griin) und nicht-aufgereinigtem Lysozym (rot)
Ein Reflex von nicht-aufgereinigtem Lysozym befindet sich ausserhalb des dargestellten Berei-
ches und wurde der Ubersichtlichkeit halber weggelassen).
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Abbildung 4.3: Zusammenhang zwischen den mittleren OPP-Werten (mit eingezeichneter mitt-
lerer Standardabweichung) und der Kristallgrofie von Lysozymkristallen aus aufgereinigtem
(griin) und nicht-aufgereinigtem Lysozym (rot). Von einem Kristall aus nicht-aufgereinigtem
Lysozym konnte die Kristallgréfle nicht bestimmt werden.

Abbildung 4.3 zeigt zudem eine Auftragung der Kristallmosaizitit (hier der OPP-
Werte) gegen die Kristallgrofie. In der Abbildung ist zu erkennen, dass die Kristalle
aus nicht-aufgereinigtem Lysozym im Schnitt deutlich kleiner sind als die aus aufge-
reinigtem Proteinmaterial. Zudem ist ein leichter Trend zwischen der Mosaizitit (hier
OPP-Parameter) und der Kristallgrofie zu erkennen. So weisen kleine Kristalle eine
relativ hohe Mosaizitdt auf, wihrend die groBeren Kristalle von vergleichsweise kleiner
Mosaizitét sind. Eine Erklirung fiir diese Beobachtung ergibt sich aus den im Abschnitt
2.6.1 dargelegten Zusammenhang: Durch einen verringerten Anteil von Verunreinigun-
gen in der Kristallisationslosung werden auch weniger Verunreinigungen an den Wachs-
tumsflichen angelagert bzw. in den Kristall eingebaut. Dies fithrt zum einen zu einer
verringerten Mosaizitdt und ermoglicht gleichzeitig das Wachstum gréflerer Kristalle,
da es in geringerem Ausmaf} zu einer "Vergiftung’ der Wachstumsflichen und damit zu
einem Abbruch des Kristallwachstums kommt.

4.1.3 Intensititsdaten

Von einigen der Kristalle wurden im Anschlufl an die Mosaizitdtsmessungen an der X11-
Strahlfithrung in Hamburg zusétzlich Intensitdtsdatensétze aufgezeichnet. Die Auswahl
der Kristalle erfolgte dabei zufillig ohne Beriicksichtigung der zuvor bestimmten Mo-
saizitdt. Die Datensammlungsparameter finden sich im Anhang in Tabelle F.1. In Ab-
bildung 4.4 sind die Vollstindigkeit, das durchschnittliche I/o(I)-Verhiltnis sowie die
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Abbildung 4.4: Auftragung der Vollstindigkeit (oben), des durchschnittlichen I/o(I)-Verhilt-
nisses (Mitte) und des Ry,erge Wertes (unten) als Funktion der Auflosung von Kristallen aus
aufgereinigtem (griin) und nicht-aufgereinigtem Lysozym (rot), (Kriterium: I/o(I) > 2).
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Ryyerge-Werte der erhaltenen Datensétze als Funktion der Auflésung aufgetragen. Die
Kristalle aus aufgereinigtem Lysozym weisen im Durchschnitt eine hohere Completeness
und kleinere Ry,erge-Werte auf. In Tabelle 4.3 sind die wichtigsten Qualitdtsparameter
der Datensitze noch einmal zusammengefafit. Die beiden Datenséitze mit der gréften
Vollstindigkeit stammen von Kristallen aus aufgereinigtem Lysozym. Diese weisen auch
die hochste Auflosungsgrenze auf. Ein starke Korrelation zwischen der mittleren Mo-
saizitidt der Kristalle (OPP-Parameter) und der Auflosungsgrenze ist jedoch nicht zu
erkennen. Allerdings kommt es durch die Aufreinigung im Mittel auch zu keiner Ver-
besserung des Auflosungsvermdgens. Auch die anderen Qualitdtsparameter zeigen nur
sehr geringe, aber keine signifikanten, Verbesserungen.

Tabelle 4.3: Qualititsparameter der jeweils 3 besten Datensitze von aufgereinigten
und nicht-aufgereinigtem Lysozymkristallen, geordnet nach abnehmender Completen-
ess der Datensdtze. Unten in der Tabelle sind zudem die Mittelwerte der beiden Grup-
pen angegeben.

Kristall Compl® | < I/o(I) > °| dmin® | B-Faktord < OPP >¢
lyso_n_02 76.6 25.35 1.07 12.6(4) 0.83(43)
lyso_n_01 74.3 24.94 1.09 12.5(4) 0.47(7)
lyso_n_04 71.6 16.29 1.08 | 11.5(5) |0.25(2)
lyso_auf 07 79.8 11.97 1.04 11.6(4) 0.26(12)
lyso_au f_02 77.9 23.37 1.06 12.2(4) 0.28(17)
lyso_au f_05 74.5 27.88 1.09 12.4(4) 0.51(25)
Mittelw. n. auf. | 74.2(2.5) | 22.2(5.1) 1.08(1) | 12.2(6) | 0.45(26)
Mittelw. auf. | 76.2(3.3) | 23.1(7.9) 1.08(3) | 12.1(4) | 0.37(18)
2 im Auflssungsbereich von 10A — 1.04 A und fiir I/o(I) > 2.

b im Auflésungsbereich von 10A — 1.04 A und fiir I/o(I) > 0.

¢ Kriterium: 50% Completeness bei I/o(I) > 2.

4 aus Wilson-Plot (Programm Wilson, CCP4 [171]) fiir den Auflésungsbereich
bis 1.08 A.

¢ Daten der Mosaizitdtsmessungen an der SNBL.

In Abbildung 4.5 ist der Zusammenhang zwischen dem mittleren OPP-Wert der Kri-
stalle und dem durch Wilson-Plot ermittelten B-Faktor gezeigt. Trotz grofler Unsicher-
heiten ist ein deutlicher Trend zu erkennen: Kristalle mit kleineren OPP-Parametern
(also einer geringeren Mosaizitét), weisen auch kleinere B-Faktoren, also einen héheren
kurzreichweitigen Ordnungsgrad, auf (siehe dazu auch Abschnitt 2.3.1). Allerdings hat
dies keine signifikanten Auswirkungen auf das erreichbare Auflésungsvermogen.
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Abbildung 4.5: Zusammenhang zwischen den mittleren OPP-Werten (mit eingezeichneter mitt-
lerer Standardabweichung) und dem B-Faktor (mit eingezeichnetem Fehler, ermittelt durch
Wilson-Plot) von Lysozymbkristallen aus aufgereinigtem (griin) und nicht-aufgreinigtem Lyso-
zym (rot).

4.1.4 Zusammenfassung

Die Kristalle aus aufgereinigtem Lysozym weisen im Mittel eine geringere Mosaizitit
als die aus nicht-aufgereinigtem Protein auf und sind zudem deutlich grofer. Die Qua-
litdt der an den Kristallen gesammelten Intensitéitséitze wird dadurch im Mittel jedoch
nur sehr geringfiigig beeinflusst. Allerdings sind alle Datensétze ohnehin von guter bis
sehr guter Qualitdt. Die nur geringen Unterschiede durch die Aufreinigung diirften
wohl vor allem auf die bereits hohe Reinheit des nicht-aufgereinigten Probenmaterials
als auch auf die fiir ein Protein ungewohnlich gute Kristallisierbarkeit von Lysozym
zuriickzufiihren [172].

Erwéihnenswert ist ferner der beobachtete Zusammenhang zwischen der mittleren
Kristallmosaizitit (OPP-Parameter) und dem B-Faktor. Zwar wurde so ein Zusammen-

hang vielfach vermutet, konnte aber bisher nicht experimentell belegt werden.

116



4.2 Homogene Magnetfelder

Der Effekt homogener Magnetfelder auf die Qualitdt von Proteinkristallen wurde an
den Modellproteinen Thaumatin, Lysozym, Trypsin und Myoglobin untersucht. Erste-
re drei sind diamagnetisch und letzteres ist paramagnetisch. An Thaumatinkristallen
wurde dabei der Effekt auf die Kristallmosaizitit und an Lysozymkristallen ein mogli-
cher Einfluss auf die Qualitéit der Intensitdtsdatensidtze untersucht. An Trypsin- und
Myoglobinkristallen wurden sowohl mégliche Effekte auf die Kristallmosaizitit als auch
auf die Qualitit der Intensitdtsdaten untersucht.

4.2.1 Thaumatin

Thaumatinkristalle wurden in homogenen Magnetfeldern von 57 und 8.87 durch
hanging-drop wvapour diffusion nach dem in Abschnitt B.6 angegebenen Rezept
geziichtet. Die Kristallisationsversuche im 8.8 T Magnetfeld wurden zudem mit nicht-

aufgereinigtem und aufgereinigtem Proteinmaterial (s. Abschn. C) durchgefiihrt.

Ausrichtung der Kristalle

Die in dem 5T Magnetfeld horizontaler Richtung gewachsenen Thaumatinkristalle zeig-
ten bis auf wenige Ausnahmen eine perfekte Ausrichtung mit ihrer tetragonalen Achse
entlang des Magnetfeldrichtung (s. 4.2.1). Bei den unter einem Magnetfeld von 8.8 7

Abbildung 4.6: Thaumatinkristalle: ohne Magnetfeld geziichtete Kristalle (links), Ausrichtung
von unter einem Magnetfeld von 57 gewachsenen Kristallen mit ihrer tetragonalen c-Achse
entlang der Magnetfeldrichtung (rechts).

in vertikaler Richtung gewachsenen Kristallen konnte zwar eine Vorzugsorientierung
entlang des Magnetfeldes beobachtet werden, jedoch waren nur wenige Kristalle per-
fekt entlang der Magnetfeldrichtung ausgerichtet. Die ausgerichteten Kristalle traten
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zudem nur selten als vollstdndig ausgebildete Bipyramiden sondern meistens als Py-
ramidenstiimpfe auf. Die Ursache fiir diese Beobachtungen ist in der Probengeometrie
zu suchen: Fiir die relativ langgestreckten bipyramidalen Thaumatinkristalle ist eine
Ausrichtung in vertikaler Richtung wesentlich ungiinstiger, da sie hier eine ’aufrech-
te’ Position einnehmen miissen, wahrend sie bei horizontaler Ausrichtung relativ zur
Unterseite des Tropfens eine ’liegende’ Position einnehmen kénnen.

Mosaizitat

Die Mosaizitdtsmessungen an den Thaumatinkristallen aus nicht-aufgereinigtem Pro-
teinmaterial (57", 8.8 7T und den entsprechenden 07-Kontrollgruppen) wurden an der
Petra-1 Strahlfithrung bei einer Energie von 18 keV vorgenommen. Die Mosaizitédt der
Kristalle aus aufgereinigtem Thaumatin (8.8 7 und entsprechende 0 T-Kontrollgruppe)
wurden an der SNBL in Grenoble bei einer Energie von 17.46 keV untersucht. Alle Mes-
sungen erfolgten ohne zusétzlichen Bartels-Monochromator, da sich die Reflexbreiten
mit FWHM-Werten von > 0.004° deutlich oberhalb der instrumentellen Auflésung des
herkémmlichen Experimentaufbaus befanden (s. Abschn. 3.3.1). Fiir die Messungen der
Kristalle aus dem Magnetfeld wurden ausschlieflich in Richtung des Magnetfeldes ori-
entierte Kristalle ausgewéhlt. Die Gitterparameter des tetragonalen Thaumatins sowie
die zu Mosaizitdtsmessungen ausgewihlten Reflexe sind im Anhang in den Tabellen
D.2 bzw. E.2 angegeben.

Zur Untersuchung des Effektes eines 57" Magnetfeld mit horizontaler Feldrichtung
auf die Qualitidt von Thaumatinkristallen wurden 225 Reflexprofile von 19 Kristallen
aus dem 5 T-Magnetfeld und 156 Reflexprofile von 13 Kristallen der 0 7-Kontrollgruppe
aufgezeichnet. In Tabelle 4.4 sind die mittleren Mosaizititsparameter der jeweils 3 be-
sten Thaumatinkristalle aus dem 57 Magnetfeld mit horizontaler Feldrichtung sowie
der 0 T-Kontrollgruppe und die gemittelten Mosaizitdtsparameter der beiden Gesamt-
gruppen 07 und 57T angegeben. Insgesamt fallt auf, dass sich die Mosaizitdtsparameter
der Kristalle nur geringfiigig unterscheiden. Der beste Kristall stammt zwar aus dem
5 T-Magnetfeld, unterscheidet sich in seiner Mosaizitéit jedoch nur wenig von dem be-
sten Kristall aus der Kontrollgruppe. Alle untersuchten Kristalle weisen ohnehin eine
sehr geringe Bandbreite der Mosaizitit (OPP von 0.36-0.56) auf. Die Mittelwerte der
beiden untersuchten Gruppen stimmen in allen 3 Parametern fast exakt iiberein. Es
ist also weder in Bezug auf einzelne Kristalle noch auf die gesamte untersuchte Gruppe
ein Einfluss des 5T-Magnetfeldes auf die Kristallmosaizitdt zu erkennen. In Tabelle
4.5 sind die Ergebnisse von Wilcozon-Rangsummen Tests angegeben. Diese ergeben fiir
keinen der drei Parameter signifikante Unterschiede der Verteilungen.

Abbildung 4.7 zeigt die Histogramme der FWHM-, der FW10%M und OPP-Werte.
In allen drei Histogrammen sind nur sehr geringe Unterschiede zwischen den Kristallen
aus dem 57 Magnetfeld und der Kontrollgruppe zu erkennen. Es ist kein bzw. wenn
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iiberhaupt ein sehr geringer negtiver Einfluss des Magnetfeldes auf die Mosaizitat zu
erkennen.

Tabelle 4.4: Mittlere FWHM-, FW10%M- und OPP-Werte der jeweils 3 besten Thaumatinkri-
stalle aus einem Magnetfeld von 57T bzw. der 0T Kontrollgruppe in Reihenfolge zunehmender
OPP-Werte. Am Ende der Tabelle sind zudem die Mittelwerte der beiden 07T- (13 Kristalle)
und 57T Gesamtgruppen (19 Kristalle) angegeben.

Kristall <FWHM > | < FW10%M > | < OPP >
thaum_5t.08 | 0.0067(17) 0.011(2) 0.36(4)
thaum_5t-24 | 0.0094(36) 0.014(7) 0.38(16)
thaum_5t_.14 | 0.0099(32) 0.014(6) 0.39(17)
thaum_0t_01 | 0.0074(26) 0.012(7) 0.38(15)
thaum_0t10 | 0.0081(35) 0.013(6) 0.39(11)
thaum_0t_13 | 0.0081(38) 0.012(5) 0.40(10)
Mittelwert 57 | 0.0093(43) 0.0211(79) 0.45(17)
Mittelwert 07" | 0.0093(43) 0.0211(82) 0.44(16)

Tabelle 4.5: Ergebnis des Wilcoxon-Rangsummentests zum Einfluss eines homogenen 57 Ma-
gnetfeldes in horizontaler Richtung auf die Mosaizitit von Thaumatinkristallen (57': 19 Kristalle
(Gruppe A), Kontrollgruppe: 13 Kristalle (Gruppe B)).

Parameter | Wp | P(Hjp) norm.

FWHM 207 0.79
FW10%M | 195 0.47
OPP 195.5 | 0.48

Zusétzlich zu dem Einfluss eines 57T-Magnetfeldes mit horizontaler Feldrichtung
wurde der mogliche Einfluss eines 8.8 T Magnetfeldes mit vertikaler Feldrichtung auf
die Kristallmosaizitit von Thaumatinkristallen untersucht. Hierbei wurde ein mogli-
cher Effekt sowohl an herkémmlichem, nicht-aufgereinigtem als auch an durch Gel-
filtration aufgereinigtem Protein untersucht. Dazu wurden 156 Reflexprofile von 13
Kristallen aus einem 8.8 T-Magnetfeld und 120 Reflexprofile von 10 Kristallen einer 07-
Kontrollgruppe aus nicht-aufgereinigtem Protein sowie 104 Reflexprofile von 12 Kristal-
len aus dem 8.8 T-Magnetfeld und 98 Reflexprofile von 11 Kristallen der entsprechenden
0 T-Kontrollgruppe aus aufgereinigtem Protein aufgezeichnet. Die relativ geringe Zahl
der pro Kristall aufgezeichneten Reflexprofile an aufgereinigtem Thaumatin ist auf die
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Abbildung 4.7: Histogramme der FWHM-Werte (oben), FW10%M-Werte (Mitte) und der OPP-
Werte (unten) von Thaumatinkristallen geziichtet in einem 57-Magnetfeld mit horizontaler
Feldrichtung (griin) und in einer 0 T-Kontrollgruppe (rot).
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bereits erwdhnten experimentellen Einschriankungen des Kappa-Diffraktometers an der
SNBL in Grenoble zuriickzufiihren.

In den Tabellen 4.6 bzw. 4.8 sind die Mosaizitdtsparameter der jeweils 3 besten
Kristalle aus dem Magnetfeld und der Kontrollgruppe mit der geringsten Mosaizitit
(kleinster OPP-Parameter) und die mittleren Mosaizitdtsparameter der beiden Gesamt-
gruppen (07 und 8.87) fiir Kristalle aus nicht-aufgereinigtem bzw. aufgereinigtem
Proteinmaterial gezeigt. Sowohl bei den nicht-aufgereinigten wie auch bei den aufge-
reinigten Proben stammen die jeweils besten Kristalle aus dem Magnetfeld. Allerdings
unterscheiden sich diese nur marginal von den Kristallen, die nicht aus dem Magnet-
feld stammen. Eine Betrachtung der Mittelwerte zeigt einen leicht positiven Effekt
des Magnetfeldes auf die FWHM- und FW10%M-Parameter und einen minimal ne-
gativen Einfluss auf den OPP-Parameter bei den nicht-aufgereinigten Kristallen. Bei
den Kristallen aus aufgereinigtem Proteinmaterial dagegen ist im Mittel bei allen drei
Parametern ein leicht negativer Effekt des Magnetfeldes auf die Kristallmosaizitit zu
erkennen, was vor allem auf zwei besonders schlechte Kristalle aus dem Magnetfeld
zuriickzufiihren ist.

Allerdings sind die Unterschiede der Verteilungen, wie aus den in den Tabellen 4.7
und 4.9 angegebenen Ergebnissen der Wilcozon-Rangsummentests hervorgeht, nur im
Falle des OPP-Parameters bei Kristallen aus aufgereinigtem Proteinmaterial signifi-
kant. Und in diesem Fall weist die Verteilung der Kristalle aus dem Magnetfeld die
hoéheren OPP-Werte auf, d.h. diese Kristalle sind von schlechterer Qualitit als die der
Kontrollgruppe.

In Abbildung 4.8 sind die Histogramme der aus den Messdaten hervorgegangenen
Mosaizitidtsparameter gezeigt. Wahrend bei den Kristallen aus nicht-aufgereinigtem
Protein ein leicht positiver Effekt des Magnetfeldes auf die Kristallmosaizitit zu erken-
nen ist, ist dies bei den Kristallen aus aufgereinigtem Protein genau umgekehrt. Hier

ist in allen drei Histogrammen ein leicht negativer Effekt zu erkennen.

Zusammenfassung

Ein 57 Magnetfeld in horizontaler Feldrichtung hat keinen Effekt auf die Mosaizitét
von Thaumatinkristallen. Unter den im Magnetfeld geziichteten Kristallen befinden
sich weder einige ausnahmslos gute Kristalle noch hat das Magnetfeld im Mittel einen
Einfluss auf die Kristallqualitit. Die Mittelwerte der drei Mosaizitdtsparameter stim-
men fast exakt iiberein. Zudem sind alle untersuchten Kristalle von guter Qualitit und
weisen nur geringe Schwankungen auf.

Ein 8.8T Magnetfeld mit vertikaler Feldrichtung zeigt keinen signifikanten Einfluss
auf die Mosaizitdt von Thaumatinkristallen aus nicht-aufgereinigtem Proteinmaterial.
Jedoch weisen ebenfalls in einem 8.8 Magnetfeld geziichtete Thaumatinkristalle aus
aufgereinigtem Protein signifikant groere FW10%M- und OPP-Werte als die Kristalle
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Abbildung 4.8: Histogramme der FWHM-Werte (oben), FW10%M-Werte (Mitte) und der OPP-
Werte (unten) von Thaumatinkristallen aus nicht-aufgreinigtem Protein (links) und aus aufge-
reinigtem Protein (rechts), geziichtet in einem 8.8 Tesla Magnetfeld mit vertikaler Feldrichtung
(griin) und unter 0 Tesla (rot).
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Tabelle 4.6: Mittlere FWHM-, FW10%M- und OPP-Werte der jeweils 3 Kristalle aus nicht-
aufgereinigtem Thaumatin mit der kleinsten Mosaizitéit aus einem Magnetfeld von 8.8 T bzw.
der 0T Kontrollgruppe in Reihenfolge zunehmender OPP-Werte. Unten in der Tabelle sind
zudem die Mittelwerte der beiden 07- (10 Kristalle) und 8.8 T Gesamtgruppen (13 Kristalle)
angegeben.

Kristall <FWHM > | < FW10%M > | < OPP >
thawm_9t_15 0.0061(13) 0.010(2) 0.31(4)
thaum_9t_13 0.0075(16) 0.011(2) 0.35(6)
thaum_9t_11 0.0072(23) 0.011(3) 0.36(6)
thaum_0t_a_10 | 0.0067(20) 0.010(3) 0.34(5)
thaum_Ot_a_13 | 0.0074(36) 0.012(7) 0.37(13)
thaum_0t_a_15 | 0.0088(37) 0.013(3) 0.40(6)
Mittelwert 8.87" | 0.0078(31) 0.018(6) 0.45(19)
Mittelwert 07 | 0.0086(37) 0.020(7) 0.44(14)

Tabelle 4.7: Ergebnis des Wilcozon-Rangsummentests zum Einfluss eines 8.8 T-Magnetfeldes
in vertikaler Richtung auf die Mosaizitit von Thaumatinkristallen (8.8 T: 13 Kristalle (Gruppe
A), Kontrollgruppe: 10 Kristalle (Gruppe B).

Parameter | W, | P(Hp) norm.
FWHM 133 | 0.40
FW10%M | 135 | 0.40
OPP 159 | 0.88

der Kontrollgruppe auf. Wie schon bei der Untersuchung der 57T-Kristalle beobachtet
sind die Kristalle auch hier von insgesamt guter Qualitét.
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Tabelle 4.8: Mittlere FWHM-, FW10%M- und OPP-Werte der 6 Thaumatinkristalle aus auf-
gereinigtem Proteinmaterial mit der kleinsten Mosaizitéit aus einem 8.8 T Magnetfeld bzw. der

0T Kontrollgruppe in Reihenfolge zunehmender OPP-Werte. Unten in der Tabelle sind die
Mittelwerte der beiden 0T- (11 Kristalle) und 8.8 T-Gesamtgruppen (12 Kristalle) angegeben.

Kristall <FWHM > | < FW10%M > | < OPP >
thaum_auf_9t_21 | 0.0096(16) 0.013(1) 0.41(4)
thaum_auf_9¢_10 | 0.0104(33) | 0.014(5) 0.44(14)
thaum_auf_9t22 | 0.0105(47) | 0.015(6) 0.46(13)
thaum_auf_0t_06 | 0.0099(44) 0.014(5) 0.42(10)
thaum_auf_0t.02 | 0.0081(22) | 0.012(4) 0.44(7)
thaum_auf 0t_13 | 0.0086(25) | 0.013(3) 0.44(7)
Mittelwert 8.87 | 0.0112(45) | 0.024(8) 0.54(16)
Mittelwert 07 | 0.0104(43) | 0.021(6) 0.48(12)

Tabelle 4.9: Ergebnis des Wilcoxon-Rangsummentests zum Einfluss eines 8.8 T-Magnetfeldes in

vertikaler Richtung auf die Mosaizitét von Thaumatinkristallen aus aufgereinigtem Proteinma-
terial (8.8 T: 12 Kristalle (Gruppe A), Kontrollgruppe: 11 Kristalle (Gruppe B).

Parameter | Wg | P(Hy) Tab.
FWHM 131 | > 0.20

FW10%M | 116 | 0.10 — 0.20
OPP 104 | 0.05 —0.10
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4.2.2 Trypsin

Kristalle aus Rindertrypsin wurden mit der hanging drop vapour diffusion Methode
nach der in B.5 angegebenen Vorschrift in homogenen Magnetfeldern von 57 und 8.8 T
und in den entsprechenden 0T Kontrollgruppen geziichtet. Bei den im Magnetfeld ge-
wachsenen Kristallen konnte keine Vorzugsorientierung der Kristalle beziiglich der Ma-
gnetfeldrichtung gefunden werden. Die erhaltenen Kristalle wurden sowohl hinsichtlich
ihrer Mosaizitdt als auch hinsichtlich ihrer integralen Beugungseigenschaften charak-
terisiert. Die Gitterparameter sowie die Symmetrie der Kristalle sind im Anhang in
Tabelle D.3 angegeben.

Mosaizitit

Die Mosaizitatsuntersuchungen an den Trypsinkristallen erfolgten an der Petra-
1 Strahlfithrung bei einer Energie von 18keV. Aufgrund der insgesamt relativ
groflen Mosaizitat und der kleinen Kristallgréfle wurden die Messungen ohne Bartels-
Monochromator durchgefiihrt. Dabei konnten von 13 Trypsin Kristallen aus dem 8.8
Magnetfeld insgesamt 152 von 156 moglichen Reflexprofilen und von 9 Kristallen der 0 7'
Kontrollgruppe insgesamt 108 Reflexprofile (von 108 méglichen) aufgezeichnet werden.
Die zur Mosaizitdtsbestimmung gewahlten Reflexe finden sich in Tabelle E.3.

In Tabelle 4.10 sind die mittleren Mosaizitdtsparameter der jeweils 3 Kristalle mit
den kleinsten OPP-Werten der beiden Gruppen und die gemittelten Mosaizitdtspara-
meter der beiden Gesamtgruppen 07 und 8.8 T angegeben. Dabei weisen die besten
drei Kristalle der 07T Kontrollgruppe alle kleinere OPP-Werte als die besten Kristalle
der 8.8 T-Gruppe auf. Anders verhilt es sich bei den FWHM-Parametern. Hier zeigen
die Kristalle aus dem Magnetfeld deutlich kleinere Werte. Bei den FW10%M-Werten
der besten Kristalle der beiden Gruppen sind nur geringe Unterschied zu erkennen. Die
Mittelwerte verhalten sich analog zu den jeweils 3 besten Kristallen der beiden Grup-
pen. Die Kristalle aus dem Magnetfeld weisen deutlich kleinere FWHM-Werte auf, die
FW10%M-Werte sind in etwa dhnlich und bei den OPP-Parametern weisen die Kristal-
le aus dem Magnetfeld deutlich groBere Werte auf. Dieses unterschiedliche Verhalten
rithrt daher, dass die einzelnen Mosaikblocke der Kristalle aus dem Magnetfeld stéirker
gegeneinander verkippt sind als bei den Kristallen der 07" Kontrollgruppe. Durch diese
groflere Verkippung sind die Anteile der einzelnen Mosaikblécke voneinander separiert.
Bei der Ermittlung der FWHM-Werte wird jedoch nur der Anteil des grofiten bzw. am
stirksten streuenden Mosaikblocks beriicksichtigt wihrend der OPP-Parameter dage-
gen die Beitriige aller Mosaikblocke erfasst (s. dazu Abb. 3.26). Abbildung 4.9 zeigt
die Histogramme der aus den Messdaten erhaltenen Mosaizitétsparameter der beiden
untersuchten Gruppen.

In Tabelle 4.11 sind die Ergebnisse der Wilcozon-Rangsummentests angegeben. Die-
se ergeben fiir die Verteilungen der FW10%M-Werte keine und fiir die FWHM- und
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Abbildung 4.9: Histogramme der FWHM-Werte (oben), FW10%M-Werte (Mitte) und der OPP-
Werte (unten) von bovine Trypsinkristallen geziichtet in einem 8.8 Tesla Magnetfeld (griin) und
der 0 Tesla Kontrollgruppe (rot). Ist die Summe der in den Histogrammen beriicksichtigten
Haufigkeiten kleiner als 1 so liegen diese Werte auflerhalb des dargestellten Bereiches.
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OPP-Parameter auf 16% bzw 14% Niveau leicht signifikante Unterschiede. Wéhrend
jedoch die Verteilung der FWHM-Werte fiir die Kristalle aus dem Magnetfeld zu klei-
neren Werten hin verschoben ist, ist dies fiir die OPP-Parameter genau umgekehrt.
Hier weisen die Kristalle der Kontrollgruppe die geringeren Werte auf.

Tabelle 4.10: Mittlere FWHM-, FW10%M- und OPP-Werte von bovine Trypsinkristallen der
6 besten Kristalle aus einem Magnetfeld von 8.8 T und der 0T Kontrollgruppe in Reihenfolge
zunehmender OPP-Werte. Unten sind zudem die Mittelwerte der beiden 07- (9 Kristalle) und
8.8 T-Gesamtgruppen (13 Kristalle) angegeben.

Kristall < FWHM > | < FW10%M > | < OPP >
tryps_9t_08 0.007(2) 0.014(11) 0.68(32)
tryps_9t_09 0.006(2) 0.014(9) 0.95(17)
tryps-9t_19 0.0017(7) 0.024(9) 0.96(22)
tryps-0t_10 0.011(4) 0.016(5) 0.61(11)
tryps_0t_06 0.015(5) 0.019(7) 0.62(13)
tryps_0t_19 0.010(3) 0.016(7) 0.67(21)
Mittelwert 8.87" | 0.016(13) 0.049(39) 1.48(89)
Mittelwert 07 | 0.025(26) 0.047(47) 1.11(68)

Tabelle 4.11: Ergebnis des Wilcoxon-Rangsummentests zum Einfluss eines 8.8 T-Magnetfeldes in
vertikaler Richtung auf die Mosaizitét von bovine Trypsinkristallen (8.8 T': 13 Kristalle (Gruppe
A), Kontrollgruppe: 9 Kristalle (Gruppe B).

Parameter | W, | P(Hp) norm.
FWHM 124 | 0.16
FW10%M | 155 | 0.74
OPP 172 | 0.14

Intensititsdaten

Zudem wurde der Effekt eines 5 T-Magnetfeldes in horizontaler Richtung auf die Beu-
gungseigenschaften von Trypsinkristallen untersucht. Die Datensammlung erfolgte an
der X11-Strahlfiithrung am DORIS-Speicherring in Hamburg. Die Datensammlungspa-
rameter sind in Tabelle F.2 angegeben. Insgesamt wurden Datensétze von 12 Kristallen
aus einem 5 7-Magnetfeld und 12 Kristallen der entsprechenden 07" Kontrollgruppe auf-
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4.2 Homogene Magnetfelder

gezeichnet. Alle untersuchten Kristalle waren von dhnlicher Gréfie. In Abbildung 4.10
sind Auftragungen der Completeness (oben), des durchschnittlichen I /o (I)-Verhéltnis-
ses (Mitte) und des Rperge Wertes (unten) als Funktion der Auflésung fiir die beiden
Gruppen gezeigt. In Tabelle 4.12 sind zudem die Qualitdtsparameter der jeweils 3 besten
Datensétze der beiden Gruppen (geordnet nach ihrer Completeness) sowie die Mittel-
werte aller 07- bzw. 5 T-Datensétze angegeben. Sowohl aus den Abbildungen 4.10 als
auch aus Tabelle 4.12 geht hervor, dass die 3 besten Datensétze mit der grofiten Com-
pleteness bzw. dem héchsten Auflésungsvermogen von Kristallen aus dem Magnetfeld
stammen. Im Mittel unterscheiden sich die Qualitdtsparameter jedoch nur geringfiigig
und Wilcozon-Rangsummentests zeigen keine signifikanten Unterschiede zwischen den
jeweiligen Verteilungen.

Tabelle 4.12: Qualititsparameter der jeweils 3 besten Datensiitze
von bovine Trypsinkristallen aus einem 57T-Magnetfeld bzw. der
0 T-Kontrollgruppe. Unten in der Tabelle sind zudem die Mittel-
werte der 57- und 07-Gruppe (jeweils 12 Kristalle) angegeben.

Kristall Completeness®| < I/o(I) > P dmin®

bov_tryps 5t_17 | 59.4 14.83 1.25

bov_tryps_5t_20 | 58.2 16.16 1.27

bov_tryps_5t_10 | 58.2 15.51 1.26

bov _tryps_0t_05 | 57.9 15.56 1.28

bov tryps 0t 02 | 57.3 11.73 1.30

bov_tryps_0t_13 | 56.9 16.22 1.29

Mittelwert 57 | 55.2(2.1) 13.6(2) 1.33(3)

Mittelwert 07 | 54.2(3.6) 12.7(2.5) 1.34(7)

2 im Auflssungsbereich von 40A — 1.10A und fir
I/o(I) > 2.

b im Auflssungsbereich von 40A — 1.10A und fir
I/o(I) > 0.

¢ Kriterium: 50% Completeness bei I/o(I) > 2.
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Abbildung 4.10: Auftragung der Completeness (oben), des durchschnittlichen I/o(I)-Verhilt-
nisses (Mitte) und des Rycrge Wertes (unten) als Funktion der Auflosung von bovine Tryp-
sinkristallen geziichtet in einem 57 Magnetfeld (griin) und ohne Magnetfeld (rot), (Kriterien:
Completeness und Rpyerge: I/o(I) > 2; I/o(I): I/o(I) >0).
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4.2 Homogene Magnetfelder

Zusammenfassung

Die Kristallisation in einem 8.8 7-Magnetfeld wirkt sich uneinheitlich auf die Mosai-
zitdt von bovine Trypsinkristallen aus. Zwar weisen die Kristalle aus dem Magnetfeld
geringere Halbwertsbreiten, zugleich aber auch gréflere OPP-Parameter auf. Dies diirf-
te auf stirker gegeneinander verkippten Mosaikblocke bei den Kristallen aus dem Ma-
gnetfeld zuriickzufithren sein (s. dazu Abb. 3.26). Eine Beurteilung diese Sachverhaltes
beziiglich der Kristallqualitit erscheint an dieser Stelle schwierig. Zum einen lassen
kleinere FWHM-Werte auf eine geringere Mikromosaizitit und damit auf eine stirkere
Nahordnung schlieflen. Andererseits weisen Kristalle, die aus mehreren Mosaikblocken
bestehen, schlechtere geometrische Beugungseigenschaften auf. Da alle untersuchten
Trypsinkristalle im Unterschied zu z.B. den untersuchten Lysozymkristalle jedoch oh-
nehin aus mehreren Mosaikblécken bestehen ist diese stéirkere Verkippung eher als
wachstumsbedingt einzustufen und damit, wenn iiberhaupt, als negativer Effekt des
Magnetfeldes auf die Kristallqualitéit anzusehen.

Bei den Intensitéitsdaten zeigt sich ein leicht positiver Effekt durch die Kristallisa-
tion in einem 57 Magnetfeld auf die Completeness und das mittlere I/o(I)-Verhilt-
nis sowie fast kein Unterschied auf das erreichbare Auflésungsvermégen. Wilcozon-
Rangsummentests ergeben fiir keinen der Parameter signifikante Unterschiede zwischen
den Verteilungen.

Insgesamt ergibt sich ein differenziertes Bild. Der Einfluss des Magnetfeldes auf
die Mosaizitit der Trypsinkristalle ist eher als negativ anzusehen, der Einfluss auf
die Qualitit der Intensitdtsdaten ist dagegen, wenn auch nicht signifikant, eher leicht
positiv.
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4.2.3 Lysozym

Tetragonale Lysozymbkristalle aus Hiihnereiweifl wurden in einem Magnetfeld von 8.8 T
und einer entsprechenden 07-Kontrollgruppe geziichtet. Die Kristallziichtung erfolgte
durch hanging drop vapour diffusion nach dem in Abschnitt B.1 angegebenen Rezept.
Ein moglicher Einfluss des Magnetfeldes auf die Kristallqualitdt wurde durch den Ver-
gleich von Intensitdtsdatensétzen untersucht.

Ausrichtung der Kristalle

An einigen der im Magnetfeld gewachsenen Kristalle konnte eine Ausrichtung der Kri-
stalle mit ihrer tetragonalen Achse entlang der Magnetfeldrichtung beobachtet werden.
Ataka et al. beobachteten dagegen in ihren Experimenten bereits bei Feldstdrken von
1.6 T' eine nahezu vollstéindige Ausrichtung der gewachsenen Kristalle [118]. Die in die-
sem Experiment beobachtete nur teilweise Ausrichtung der Kristalle diirfte wohl auf
die Sedimentation der Kristalle zuriickzufiihren sein, im Zuge deren die Kristalle z.T.
ihre Orientierung zum Magnetfeld verloren haben.

Intensititsdaten

Die Aufzeichnung der Intensitidtsdatensitze erfolgte an der X11-Strahlfithrung am
DORIS-Speicherring in Hamburg. Die Datensammlungsparameter sind in Tabelle F.3
im Anhang angegeben. Es wurden jeweils 4 Kristalle aus dem 8.8 T Magnetfeld und 4
Kristalle der 0T Kontrollgruppe untersucht. Die Datensammlung erfolgte an schock-
gefrorenen Kristallen bei einer Temperatur von 100 K.

In Abbildung 4.11 sind die ermittelten Qualitdtsparameter der Datenséitze als Funk-
tion der Auflésung gezeigt. Im Unterschied zu den entsprechenden Abbildungen in den
anderen Abschnitten ist die Vollstindigkeit fiir I/o(I) > 6 gezeigt, da fiir die Messun-
gen ein zu grofer Detektorabstand gewidhlt wurde. Dadurch wurden die Reflexe des
sonst verwendeten Auflosungskriteriums (50% Vollstindigkeit bei I/o(I) > 2) nicht
erfasst. Das sonst verwendete Kriterium wire in diesem Fall wenig aussagekriiftig, da
die Vollstandigkeit fiir I/o(I) > 2 bei allen Kristallen iiber 80% Prozent liegt und
die Unterschiede sehr klein sind. In allen drei gezeigten Auftragungen stammt der be-
ste Datensatz von einem Kristall der 0 T-Kontrollgruppe. Dieser weist, wie in Tabelle
4.13 angegeben, die hochste Vollstdndigkeit, die niedrigste Auflésungsgrenze und zudem
den kleinsten B-Faktor auf. Allerdings sind die weiteren Datensétze, unter ihnen auch
Kristalle aus dem Magnetfeld, von nur geringfiigig schlechterer Qualitit. Im Mittel
sind die Datensitze von den Kristallen der 07-Kontrollgruppe leicht besser. Wilco-
zon-Rangsummentests ergeben jedoch fiir keinen Parameter signifikante Unterschiede
zwischen den Kristallen aus dem Magnetfeld und der Kontrollgruppe.
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Tabelle 4.13: Qualititsparameter der Datenséitze von 8.8T und 07T Lysozymkristallen, geord-
net nach abnehmender Vollstindigkeit der Datensitze. Am Ende der Tabelle sind zudem die
mittleren Parameter der beiden Gesamtgruppen fiir 8.87 und 07T (basierend auf jeweils 4
Kristallen) angegeben.

Kristall Compl. [%)2| < I/o(I) > ®| dpmin® | B-Faktord| B-Faktor (rel.)®
lyso-9t_03 94.1 22.99 1.35 13.43 1.69
lyso_9t_02 93.7 25.59 1.24 11.87 0.07
lyso_9t_04 92.7 16.75 1.34 12.43 1.35
lyso-9t_01 92.6 20.76 1.27 12.17 0.62
lyso_0t_04 94.9 27.02 1.22 11.48 0.00
lyso_0t_02 94.1 20.28 1.24 12.41 0.49
lyso_0t_03 92.1 17.42 1.27 12.08 0.36
lyso-0t_01 89.4 17.35 1.33 12.34 0.30
Mittelwert 8.87 | 93.3(7) 21.5(3.7) 1.3(5) | 12.5(7) | 0.93(73)
Mittelwert 07 | 92.6(2.5) | 20.5(4.5) 1.27(5) | 12.1(4) | 0.29(21)
2 im Auflésungsbereich von 10A — 1.21A und fiir I/o(I) > 2.

b im Auflssungsbereich von 10A — 1.21A und fiir I/o(I) > 0.

¢ Kriterium: 50% Completeness bei I/a(I) > 6.

4 aus Wilson-Plot (Programm Wilson, CCP4) fiir den Auflssungsbereich bis 1.275A.

€ aus relativem Wilson-Plot (Programm XSCALE) fiir den Auflssungsbereich bis
1.21A.

Zusammenfassung

Die Datensétze der untersuchten Kristalle beider Gruppen sind von guter Qualitéit. Der
beste Datensatz stammt von einem Kristall der 0 7-Kontrollgruppe und auch im Mittel
ergaben die Kristalle der Kontrollgruppe leicht bessere Datensitze. Allerdings sind die
Unterschiede sehr klein und nicht signifikant. Das homogene 8.8 T" Magnetfeld hat daher
keinen, bzw. wenn iiberhaupt, einen minimal negativen Einfluss auf die Datensatzqua-
litdt von tetragonalen Lysozymkristallen. In dieser Untersuchung wurde der Effekt des
Magnetfeldes auf die Nahordnung untersucht, die im Unterschied zur Kristallmosaizitit
durch das Schockgefrieren der Kristalle nicht oder nur sehr wenig beeinflusst wird. Um
den Einfluss von Strahlenschiden mdoglichst klein zu halten, erfolgte die Messung bei
einer Temperatur von 100 K.
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Abbildung 4.11: Auftragung der Vollsténdigkeit (oben) fiir I/o(I) > 6, des durchschnittlichen
I/o(I)-Verhiltnisses (Mitte) fiir I/o(I) > 0 und des Ryperge Wertes fiir I/o(I) > 2 (unten) als
Funktion der Auflésung von Intensitétsdatensitzen von 8.8 T (griin) und 0 T Lysozymkristallen

(rot).
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4.2.4 Myoglobin

Im Unterschied zu Lysozym, Thaumatin und Trypsin, die allesamt diamagnetisch sind,
handelt es sich bei Pottwal-Myoglobin um ein paramagnetisches Protein. Das parama-
gnetische Verhalten des Aquoferrimyoglobins rithrt von dem high-spin Eisen(III)-Atom
der Him-Gruppe des Myoglobins her. Da Myoglobin ein Protein mit einer ausgespro-
chen grofien magnetischen Anisotropie ist [77], wurde diese Substanz als weiteres Mo-
dellprotein ausgewahlt. Mogliche Effekte durch ein Magnetfeld auf die Kristallqualitét
sollten hier deutlicher zu erkennen sein als bei den bisher untersuchten diamagnetischen
Proteinen mit deutlich kleineren Anisotropien.

In Festkérper-NMR-Untersuchungen beobachteten Rothgeb und Oldfield erstmals
die Ausrichtung von paramagnetischen Myoglobinkristallen in Magnetfeldern von 0.3 7T
[123]. Die nach (00 1)-plattigen Kristalle richteten sich dabei mit ihrer a-Achse (64.6 A
[173]) senkrecht zur Richtung des Magnetfeldes aus. Kristalle von diamagnetischem
low-spin Carbonyl-Myoglobin lieflen sich dagegen auch in einem Magnetfeld von 8.5T
nicht ausrichten. Versuche zur Kristallisation von Met-Myoglobinkristallen in homoge-
nen Magnetfeldern wurden von Sakurazawa et al. unternommen [124].

Myoglobinkristalle wurden durch batch-Kristallisation in Magnetfeldern von 8.8 T
und 15.8 T und in den jeweils entsprechenden 07-Kontrollgruppen nach dem in Ab-
schnitt B.3 angegebenen Rezept geziichtet. Dabei wurden insgesamt 3 voneinander
unabhingige Kristallisationsversuche mit Ammoniumsulfatkonzentrationen (AS) von
73%, 75% und 77% durchgefiihrt.

Die erhaltenen Kristalle wurden anschlieend hinsichtlich ihrer Mosaizitit charakte-
risiert. Von einigen Kristallen wurden zudem Intensitdtsdatensétze aufgezeichnet. Alle
Mosaizitdtsmessungen erfolgten an der Petra-1 Strahlfiihrung. Die Intensititsdaten-
sammlungen wurden an der X11 Strahlfiihrung am DORIS-Speicherring durchgefiihrt.
Wie auch schon bei der Untersuchung der anderen Proteinkristalle, wurden aus allen
Versuchsgruppen die am besten ausgebildeten Kristalle ohne sichtbare makroskopische
Storungen ausgewéihlt.

Ausrichtung der Kristalle

Bei der Kristallisation in 8.8 7- und 15.8 T-Magnetfeldern wiesen sdmtliche dort ge-
wachsene Kristalle in allen durchgefithrten Versuchen eine Orientierung zur Richtung
des Magnetfeldes auf. Die nach (001) plattigen Kristalle richteten sich, wie bereits Ro-
thgeb und Oldfield beschrieben [123] und in Abbildung 4.12 gezeigt, mit ihrer (001)-
Flache senkrecht zur Richtung des Magnetfeldes aus. Bei den 07-Kontrollgruppen
konnte dagegen keine Vorzugsorientierung der Kristalle beobachtet werden.

Die im Magnetfeld gewachsenen Kristalle hafteten zudem in allen Versuchen an
den Seiten der Probenrdhrchens und waren nicht sedimentiert. Bei der Kristallisati-
on der Kontrollgruppe dagegen befanden sich die Kristalle meist im unteren Teil des
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Abbildung 4.12: Ausrichtung von Pottwal-Myoglobinkristallen geziichtet in einem 8.8 7 Ma-
gnetfeld mit vertikaler Feldrichtung und einer Ammoniumsulfatkonzentration von 73%.

Probenrohrchens inmitten des (auch unten in Abbildung 4.12 zu sehenden) amorphen
Prazipitates.

Mosaizitit

Sémtliche Mosaizitdtsmessungen an den Myoglobinkristallen erfolgten an der Petra-
1 Strahlfiilhrung in Hamburg bei einer Energie von 18 keV. Aufgrund der relativ
groen Mosaizitdt der Myoglobinkristalle wurde auf die Verwendung des Bartels-
Monochromators verzichtet. Die Gitterparameter sowie die zu den Mosaizitdtsmessun-
gen ausgewahlten Reflexe sind in den Tabellen D.4 bzw. E.4 im Anhang angegeben. In
Tabelle 4.14 ist die Zahl der pro Gruppe untersuchten Kristalle sowie die Zahl der pro
Gruppe gemessenen Reflexe angegeben.

In Tabelle 4.15 sind die Mosaizitdtsparameter sowie die Kristallgréfle der jeweils 3
Kristalle mit den kleinsten OPP-Parametern der 8.8 T-Gruppe und 0 7T-Kontrollgruppe
sowie die mittleren Mosaizititsparameter der beiden Gesamtgruppen aus 73% AS
angegeben. Der beste Kristall mit dem kleinsten OPP-Parameter entstammt der
0 T-Kontrollgruppe, allerdings stammt der Kristalle mit dem nichstkleineren OPP-
Parameter aus dem 8.8T-Magnetfeld. Dieser Kristall weist jedoch deutlich kleine-
re FWHM- und FW10%M-Werte auf, als der 07T-Kristall mit dem kleinsten OPP-
Parameter. Die Mittelwerte FWHM- und FW10%M-Parameter der beiden Gesamt-
gruppen unterscheiden sich nur geringfiigig. Der mittlere OPP-Parameter ist fiir die
8.8 T-Kristalle deutlich grofler als fiir die der Kontrollgruppe. Allerdings sind die Kri-
stalle der 8.8 T-Gruppe mit einem mittleren Kristallvolumen von 2.28 mm? auch im
Durchschnitt 14 mal grosser als die Kristalle der Kontrollgruppe. Daher diirften, wie
bereits bei der Untersuchung der aufgereinigten Lysozymkristalle beobachtet, Kristall-
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4.2 Homogene Magnetfelder

Tabelle 4.14: Anzahl der pro Gruppe gemessenen Reflexe und Myoglobinkristalle (AS = Am-

moniumsulfat).

AS-Konzentration | Feldstirke [T] | Kristalle | Reflexe
73% 0 10 120
73% 8.8 7 79

75% 0 12 144
75% 8.8 10 120
7% 0 10 120
7% 8.8 10 120
7% 15.8 9 108

briiche mit groflen Verkippungswinkeln fiir die Unterschiede der OPP-Parameter ver-

antwortlich sein. Wilcozon-Rangsummentests ergeben fiir die entsprechenden Vertei-
lungen der OPP-Parameter signifikante (s. Tab. 4.18) und fiir die der KristallgréBe
hoch signifikante Unterschiede (s. Tab. 4.19). In Abbildung 4.13 (links) sind die aus
den Messdaten hervorgegangen Histogramme der FWHM-, FW10%M und OPP-Werte

gezeigt.

Tabelle 4.15: Mittlere FWHM-, FW10%M- und OPP-Werte und Kristallgréfie der jeweils 3
besten Kristalle aus einem Magnetfeld von 8.8 T bzw. der 07 Kontrollgruppe und aus 73% AS
in Reihenfolge zunehmender OPP-Werte. Unten in der Tabelle sind zudem die Mittelwerte der

beiden 07- (10 Kristalle) und 8.8 T-Gesamtgruppen (7 Kristalle) angegeben.

Kristall <FWHM > | < FW10%M > | < OPP > | Vol [mm?]
myo_0t_73_06 0.019(5) 0.050(19) 1.49(0.68) | 0.34
myo_0t_73_02 0.023(6) 0.058(17) 1.78(1.03) | 0.31
myo_0t_73_07 0.018(9) 0.061(41) 1.83(1.31) | 0.09
myo_9t_73_06 0.013(8) 0.041(21) 1.74(1.01) | 1.89
myo_9t_73_04 0.024(7) 0.081(68) 2.07(1.40) | 2.22
myo_9t_73.01 0.016(8) 0.051(27) 2.50(1.33) | 4.55
Mittelwert 07 | 0.024(11) 0.076(50) 2.12(1.30) | 0.16(10)
Mittelwert 8.8 | 0.023(16) 0.075(53) 2.92(1.81) | 2.28(1.11)
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Abbildung 4.13: Histogramme der FWHM-Werte (oben), FW10%M-Werte (Mitte) und der
OPP-Werte (unten) von Myoglobinkristallen aus 73% AS (links) und 75% AS (rechts), geziichtet
in einem 8.8 Tesla Magnetfeld mit vertikaler Feldrichtung (griin) und unter 0 Tesla (rot).
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Die Mosaizitdtsparameter der Myoglobinkristalle aus 75% AS mit den kleinsten
OPP-Parametern sowie die Mittelwerte der 8.8 7- und 07-Gruppe sind in Tabelle 4.16
angegeben. Hier weisen die drei in der Tabelle angegebenen Kristalle aus dem 8.87T
Magnetfeld deutlich kleinere OPP-Parameter als die Kristalle der 07" Kontrollgruppe
auf. Auch die FWHM- und FW10%M-Werte dieser Kristalle liegen deutlich unter de-
nen der Kontrollgruppe. Wie mit den besten Kristallen der beiden Gruppen verhilt
es sich auch mit den Mittelwerten der Gesamtgruppen. Hier weisen die Kristalle aus
dem 8.87 Magnetfeld bei allen 3 Parametern deutlich kleinere Werte als die Kristal-
. Tab. 4.18) ergeben fiir
die Verteilungen aller drei Parameter hoch signifikante Unterschiede. Zudem sind die

le der 0T Kontrollgruppe auf. Wilcozon-Rangsummentests (s

Kristalle aus dem Magnetfeld ca. 6 mal grofler als die Kristalle der Kontrollgruppe.
Auch dieser Groflenunterschied ist hoch signifikant (s. Tab. 4.19). In Abbildung 4.13
(rechts) sind zudem die Histogramme der FWHM-, FW10%M- und OPP-Parameter
fiir die Kristallisation aus 75% AS gezeigt.

Tabelle 4.16: Mittlere FWHM-, FW10%M- und OPP-Werte und Kristallgroe der jeweils 3
besten Kristalle aus einem Magnetfeld von 8.8 T bzw. der 07 Kontrollgruppe und aus 75% AS
in Reihenfolge zunehmender OPP-Werte. Unten sind zudem die Mittelwerte der beiden 07'-
(12 Kristalle) und 8.8 T-Gesamtgruppen (10 Kristalle) angegeben.

Kristall <FWHM > | < FW10%M > | < OPP > | Vol [mm?]
myo_0t_7523 0.033(20) 0.081(52) 2.01(1.05) | 0.04
myo_0t 7522 0.030(15) 0.095(70) 2.15(1.28) | 0.03
myo_0t_75_21 0.029(13) 0.083(42) 2.17(1.15) | 0.08
myo_9t_75 21 0.021(13) 0.062(53) 1.56(1.13) | 0.40
myo_9t_75_22 0.018(8) 0.048(32) 1.64(1.22) | 0.34

myo_ 9t 7516 0.017(5) 0.058(35) 1.73(1.11) | 0.20
Mittelwert 0T | 0.037(21) 0.112(67) 2.81(1.40) | 0.05(3)
Mittelwert 8.8 7 | 0.019(8) 0.064(48) 1.96(1.42) | 0.29(7)

Die Kristallisation aus 77% AS erfolgte in Magnetfeldern von 8.8 7' und 15.8 7' sowie
der entsprechenden 07" Kontrollgruppe. Die Mosaizitéitsparameter der Kristalle mit den
kleinsten OPP-Parametern der jeweiligen Gruppen sowie die mittleren Mosaizititspara-
meter der Gesamtgruppen sind in Tabelle 4.17 angegeben. Die beiden Kristalle mit der
kleinsten Mosaizitdt stammen aus dem 8.8 7' Magnetfeld. Diese beiden Kristalle weisen
auch die kleinsten FWHM- und FW10%M-Werte unter den in der Tabelle angegebe-
nen Kristallen auf. Die Kristalle mit den n&chstkleineren OPP-Parametern stammen
aus der 07T-Kontrollgruppe. Unter den in der Tabelle angegebenen Kristallen weisen
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die Kristalle aus dem 15.8 7 Magnetfeld die gréfiten OPP-Parameter auf. Bei den Mit-
telwerten der Gesamtgruppen weisen die Kristalle der 07" Kontrollgruppe bei allen 3
Qualitatsparametern die héchsten Werte bzw. die hochste Mosaizitat auf. Insbesondere
bei den FWHM-Werten weisen die Kristalle aus dem 8.87 und 15.8 7 Magnetfeld die
deutlich kleineren Werte auf. Wilcozon-Rangsummentests zeigen fiir die FWHM-Werte
signifikante Unterschiede zwischen den Verteilungen der 8.8 T bzw. 15.8 T Kristalle und
denen der 07 Kontrollgruppe auf (s. Tab 4.18). Die Unterschiede zwischen den Ver-
teilungen der FW10%M- und OPP-Parameter sind nicht so deutlich und daher auch
nicht signifikant. Ein starker Einfluss des Magnetfeldes auf die Kristallgrole wie er bei
der Kristallisation aus 75% und vor allem aus 73% AS beobachtet wurde, wurde bei
der Kristallisation aus 77% AS nicht beobachtet. Die mittlere Kristallgrofie ist fiir die
Kristallisation bei 8.8 T am grofiten und bei 15.8 T' am kleinsten, die Unterschiede sind
jedoch relativ gering. In Abbildung 4.14 sind die Histogramme der FWHM-, FW10%M
und OPP-Parameter fiir Kristalle aus 77% AS und 07, 8.8 T und 15.8 T gezeigt.

Tabelle 4.17: Mittlere FWHM-, FW10%M- und OPP-Werte der jeweils 3 besten Kristalle aus
Magnetfeldern von 8.8 und 15.8 T bzw. der 0T Kontrollgruppe aus 77% AS in Reihenfolge
zunehmender OPP-Werte. Unten in der Tabelle sind zudem die Mittelwerte der drei 07- (10
Kristalle), 8.8 T- (10 Kristalle) und 15.8 T-Gesamtgruppen (9 Kristalle) angegeben.

Kristall <FWHM > | < FW10%M > | < OPP > | Vol [mm?3]
myo_0t_7703 0.022(7) 0.048(13) 1.38(64) | 0.10
myo_0t_77_05 0.017(6) 0.053(18) 1.39(54) | 0.25
myo_0t_77_06 0.029(11) 0.054(20) 1.4(83) 0.16
myo_9t_77_08 0.018(15) 0.040(28) 1.07(62) | 0.20
myo_9t_7709 0.013(5) 0.034(14) 1.15(54) | 0.12
myo 9t 7707 0.018(10) 0.055(32) 1.59(1.00) | 0.19
myo_16t_77_09 0.017(7) 0.058(41) 1.51(96) | 0.06
myo_16t_77_05 0.017(10) 0.072(45) 1.55(83) | 0.06
myo_16t_77_01 0.020(6) 0.054(20) 1.69(68) | 0.05
Mittelwert 07 0.028(16) 0.076(46) 1.87(1.03) | 0.11(9)
Mittelwert 8.87 | 0.022(13) 0.066(42) 1.81(1.09) | 0.14(7)
Mittelwert 15.8T | 0.022(14) 0.072(48) 1.79(1.05) | 0.09(7)

In den Tabellen 4.20 und 4.21 sind die mittleren FWHM- und OPP-Werte aller
untersuchten Gruppen noch einmal zusammengefasst. Dabei fillt auf, dass die Kri-
stalle aus dem Magnetfeld bei allen AS-Konzentrationen geringere Mittelwerte ihrer
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Abbildung 4.14: Histogramme der FWHM-Werte (oben), FW10%M-Werte (Mitte) und der
OPP-Werte (unten) von Myoglobinkristallen aus 77% AS und 8.8 T und 0T (links) und 15.8T
und 07 (rechts). Die Mosaizititsdaten der Kristalle aus dem Magnetfeld sind giin und die der
Kontrollgruppe rot dargestellt.
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Tabelle 4.18: Ergebnisse der Wilcoxon-Rangsummentests zum Einfluss homogener Magnetfel-
der von 8.8 T und 15.8 T auf die Qualitdt von Myoglobinkristallen. Es wurden jeweils die Ver-

teilungen der Mosaizitdtsparameter aus dem Magnetfeld mit denen der entsprechenden 0T
Kontrollgruppen verglichen. Die Kristallisation erfolgte bei AS-Konzentrationen von 73%, 75%

und 77%. Die Anzahl der jeweils pro Gruppe zugrundeliegenden Kristalle ist in Tabelle 4.14

angegeben.
Parameter | AS-Konz. | B [T] | W, | P(Hp) Tab.
FWHM 73% 8.8 65 | > 0.20
FW10%M | 73% 8.8 65 | > 0.20
OPP 73% 8.8 82 | 0.025 - 0.05
FWHM 75% 8.8 95 | < 0.005
FW10%M | 75% 8.8 55 | < 0.005
OPP 75% 8.8 66 | < 0.005
FWHM 7% 8.8 85 | 0.05-0.10
FW10%M | 7% 8.8 94.5 | > 0.20
OPP 7% 8.8 98 | >0.20
FWHM % 15.8 |70 | 0.10
FW10%M | 7% 15.8 |8 | >0.20
OPP 7% 15.8 |86 | >0.20

Tabelle 4.19: Ergebnisse der Wilcoxon-Rangsummentests zum Einfluss homogener Magnetfelder
und unterschiedlichen AS-Konzentrationen auf die Grofle von Myoglobinkristallen. Die Anzahl

der jeweils pro Gruppe zugrundeliegenden Kristalle ist in Tabelle 4.14 angegeben.

AS-Konz. | B [T] | W, | P(Hy) Tab.
73% 8.8 28 | < 0.005
75% 8.8 55 | < 0.005
% 8.8 89 1 0.10 - 0.20
7% 158 |93 | >0.20

Halbwertsbreiten aufweisen. Wilcozon-Rangsummentests ergeben fiir die Kristallisati-
on aus 75% hoch und fiir die Kristallisation aus und 77% AS leicht signifikante Unter-
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schiede der entsprechenden Verteilungen (s. Tab. 4.18). Bei der Interpretation dieser
Ergebnisse ist zu beachten, dass der Mittelwert der 0 T-Gruppe bei der Kristallisati-
on aus 75% AS im Vergleich zu den anderen Werten ungewohnlich hoch ist. Ursache
hierfiir diirften ungiinstige Kristallisationsverhéltnisse dieser Gruppe sein. Ein Wilco-
zon-Rangsummentest ergibt jedoch auch beim Vergleich der besten 8.8 T Gruppe (75%
AS) mit der besten 0T Gruppe (73% AS) hochsignifikante Unterschiede (W, = 55,
P(Hy < 0.01) der FWHM-Werte.

Tabelle 4.20: Mittlere Halbwertsbreiten (FWHM) von Myoglobinkristallen geziichtet in 0T,
8.8 T und 15.8 T Magnetfeldern bei AS-Konzentrationen von 73%, 75% und 77%.

AS-Konzentration | 0T 8.8T 16T
73% 0.024(11) | 0.023(16) | -

75% 0.037(21) | 0.019(8) |-

7% 0.028(16) | 0.22(13) | 0.22(14)

Bei den OPP-Werten ergibt sich ein differenzierteres Bild. Wahrend bei der Kristal-
lisation aus 73% AS die Kristalle aus dem 8.8 7 Magnetfeld signifikant hohere OPP-
Werte als die der Kontrollgruppe aufweisen, weisen bei der Kristallisation aus 75% und
7% AS die Kristalle aus dem 8.87 bzw. 15.8T Magnetfeld die kleineren mittleren
OPP-Parameter auf. Dieser Unterschied ist bei den Kristallen aus 75% AS besonders
stark und hoch signifikant. Allerdings muf hier die bereits erwihnte besonders schlechte
Qualitéit der Kristalle der 0 T-Gruppe aus 75% AS beriicksichtigt werden. Die Unter-
schiede der OPP-Parameter bei der Kristallisation aus 77% AS durch das Magnetfeld
sind allerdings gering und damit nicht signifikant.

Tabelle 4.21: Mittlere OPP-Parameter von Myoglobinkristallen geziichtet in 07", 8.8 und
15.8 T Magnetfeldern bei AS-Konzentrationen von 73%, 75% und 77%.

AS-Konzentration | 07 8.8T 16T

73% 2.12(1.30) | 2.92(1.81) | -

75% 2.81(1.40) | 1.96(1.42) | -

7% 1.87(1.03) | 1.81(1.09) | 1.79(1.05)
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Kristallgrofle

Hohe AS-Konzentrationen fithren zu einer starken Ubersittigung der Losung. Daher
sollten bei der Kristallisation aus 77% AS eine grofiere Anzahl kleinerer Kristalle ent-
stehen als bei der Kristallisation aus 73% AS. In Tabelle 4.22 sind die mittleren Kri-
stallgroflen der untersuchten Gruppen noch einmal zusammengefasst. Wird der bereits
erwiahnte Ausreifier bei der Kristallisation aus 75% AS und 07 einmal auBer Acht ge-
lassen, ist ein deutlicher Trend zu erkennen. Insbesondere bei der Kristallisation unter
8.8 T nimmt die mittlere KristallgréBe mit abnehmender AS-Konzentration zu. Im Ver-
gleich zu den Kristallen der 0T Kontrollgruppe fithrt das Magnetfeld zum Wachstum
von groferen Myoglobinkristallen. Der Grofieneffekt ist dabei umso stérker, je kleiner
die AS-Konzentration ist. Wihrend bei der Kristallisation aus 77% AS kein deutlicher
Effekt auf die Kristallgrofle zu erkennen ist, sind die Kristalle aus dem Magnetfeld
bei der Kristallisation aus 73% im Mittel etwa 14 mal groBer als die Kristalle der 07T
Kontrollgruppe.

Tabelle 4.22: Mittlere Groflen der untersuchten Myoglobinkristallen in Abhéngigkeit von der
AS-Konzentration und der Magnetfeldstiirke.

AS-Konzentration | 0T 8.8T 16T

73% 0.16(10) | 2.28(1.11) | -

75% 0.05(3) 0.29(7) -

e 0.11(9) 0.14(7) 0.09(7)
Intensititsdaten

Von einigen Kristallen (75% und 77% Ammoniumsulfat, 07 und 8.8 T Magnetfeld)
wurden im AnschluB an die Mosaizitdtsmessungen an der X11 Strahlfithrung am
DORIS-Speicherring Intensitidtsdaten gesammelt. Die Datensammlungsparameter sind
in den Tabellen F.4 und F.5 angegeben. Es konnten von 11 Kristallen aus dem 8.8 7-
Magnetfeld und 12 Kristallen der 0 T-Kontrollgruppe aus 75% AS sowie von 4 Kristallen
aus dem 8.8 T-Magnetfeld und 6 Kristallen der entsprechenden 07-Kontrollgruppe aus
77% AS auswertbare Datensitze erhalten werden.

In den Abbildungen 4.15 und 4.16 sind die Auftragungen der aus den Datenséitzen
erhaltenen Qualitidtsparameter als Funktion der Auflésung gezeigt. Fiir die Kristallisa-
tion aus 75% AS ist ein beeindruckender Effekt durch die Kristallisation im Magnetfeld
zu beobachten. Die Datenqualitéit sdmtlicher Kristalle aus dem Magnetfeld ist besser
als die des besten der 07T-Kontrollgruppe. Bei der Kristallisation aus 77% AS stam-
men zwar die besten Kristalle ebenfalls aus dem Magnetfeld, allerdings weisen nur 2
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der untersuchten 8.8 T-Kristalle (insges. 4 Kristalle) ein giinstigeres I /o (I)-Verhéltnis
und eine grofere Vollstindigkeit als die Kristalle der Kontrollgruppe (insges. 6 Kristal-
le) auf. Bei den Ryerge-Werten weisen allerdings die Kristalle der Kontrollgruppe die
kleinsten Werte auf.

In Tabelle 4.23 sind die mittleren Qualitdtsparameter der jeweils 3 besten Da-
tensétze der 0 T- und 8.8 T-Gruppen bei AS-Konzentrationen von 75% bzw. 77% sowie
die Mittelwerte der 4 unterschiedlichen Gruppen angegeben.

Die mit Abstand besten Kristalle wurden aus 75% AS in einem Magnetfeld von
8.8 T geziichtet. Die drei besten Kristalle dieser Gruppe weisen alle eine Auflésungs-
grenze dpin = 0.96 A auf und alle untersuchten Kristalle dieser Gruppe im Mittel eine
Auflésungsgrenze von 0.97(2) A. Der Kristall mit der kleinsten Auflésungsgrenze aus der
0T Kontrollgruppe bei der Kristallisation aus 75% AS dagegen weist eine Auflésungs-
grenze von 1.04 A auf, der Mittelwert der Kontrollgruppe liegt bei 1.07(1) A. Auch bei
der Vollsténdigkeit, dem I/o(I)-Verhéltnis, und den B-Faktoren finden sich signifikante
Unterschiede.

Weniger ausgeprigt sind die Unterschiede bei der Kristallisation aus 77% AS. Zwar
stammt auch hier der Kristall mit der hochsten Auflésungsgrenze aus dem Magnet-
feld, allerdings weist der beste Kristall der Kontrollgruppe eine nur um 0.01 A kleinere
Auflésungsgrenze auf. Im Mittel weisen die Kristalle aus dem 8.8 7' Magnetfeld bei allen
in der Tabelle angegebenen Parametern (abgesehen vom B-Faktor) leicht bessere Wer-
te auf als die Kristalle der Kontrollgruppe. Signifikant sind diese Unterschiede jedoch
nicht.
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Tabelle 4.23: Qualitidtsparameter der jeweils 3 besten Datensétze von Myoglobinkristallen

aus einem 8.8 T Magnetfeld und der entprechenden 0 T-Kontrollgruppe und Ammonium-
sulfatkonzentrationen von 75% und 77%. Die Datensitze innerhalb der einzelnen Gruppe

sind nach abnehmender Vollstéindigkeit der Datensétze geordnet. Zudem sind am Ende

der Tabelle die Mittelwerte der vier Gruppen angegeben. Die Mittelwerte basieren auf
11 bzw. 4 Kristallen aus dem 8.8 T-Magnetfeld aus 75% bzw. 77% AS und 11 bzw. 4
Kristallen der 0 T-Kontrollgruppe aus 75% bzw. 77% AS.

Kristall Completeness?| < I/a(I) > | dmin® | B-Faktor®| < OPP >4
myo 0t_75.21 | T1.7 11.99 1.06 | 9.82 2.17(1.15)
myo 0t_75_26 | 71.6 12.53 1.04 9.42 3.11(1.74)
myo0t_75_19 | 71.6 12.82 1.06 9.47 3.03(1.52)
myo9t_75_22 | 81.2 15.17 0.96 8.48 1.64(1.22)
myo9t_7517 | 81 12.7 0.96 |83 2.49(1.62)
myo9t_75_18 | 79.9 14.53 0.96 8.39 1.77(1.42)
Mittelw. 0T | 69.75(2.35) | 11.85(49) | 1.07(1) | 9.83(21) | 2.81(66)°
Mittelw. 8.87 | 78.4(1.87) 14.00(81) | 0.97(2) | 8.37(9) | 1.96(63)¢
myo_0t_7706 | 76.8 13.2 1.05 8.48 1.4(87)
myo0t_7703 | 74.3 13.59 1.07 8.58 1.38(67)
myo0t_77_05 | 71.9 11.79 1.08 9.23 1.39(57)
myo 9t 7701 | 78.7 13.06 1.04 8.88 2.87(1.44)
myo 9t_77.09 | 74.1 11.34 1.09 | 891 1.15(54)
myo 9t_7703 | 73.9 13.82 1.05 8.99 1.69(79)
Mittelw. 0T | 70.25(5.55) | 11.81(1.45) | 1.10(5) | 8.83(53) | 1.72(48)°
Mittelw. 8.87 | 74.3(3.37) 12.76(1.04) | 1.07(4) | 8.91(28) | 1.7(83)

2 im Auflssungsbereich von 20 A — 1.04 A und fiir I/o(I) > 2.
b Kriterium: 50% Vollstandigkeit bei I/o(I) > 2.
¢ aus Wilson-Plot (Programm Wilson, CCP4) fiir den Auflésungsbereich bis

1.08 A.

d Daten der Mosaizititsmessungen an der Petra-1 Strahlfithrung.

¢ Es wurden nur die OPP-Werte der Kristalle beriicksichtigt, an denen eine

Intensitdtsdatensammlung erfolgte.
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Abbildung 4.15: Auftragung der Vollstindigkeit (oben), des durchschnittlichen I/o(I)-Verhilt-
nisses (Mitte) und des Rperge Wertes (unten) als Funktion der Auflssung von Pottwal-
Myoglobinkristallen geziichtet unter 8.8 Tesla (griin) und 0 Tesla (rot) und einer Ammoni-
umsulfatkonzentration von 75% (Kriterium: I/o(I) > 3).
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Abbildung 4.16: Auftragung der Completeness (oben), des durchschnittlichen I/o(I)-Verhilt-
nisses (Mitte) und des Rpmerge Wertes (unten) als Funktion der Auflssung von Pottwal-
Myoglobinkristallen geziichtet unter 8.8 Tesla (griin) und 0 Tesla (rot) und einer Ammoni-
umsulfatkonzentration von 77% (Kriterium: I/o(I) > 3).
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4.2 Homogene Magnetfelder

Zusammenhang zwischen Mosaizitédt und B-Faktoren

Ebenso wie bei der Untersuchung des Effektes der Aufreinigung des Proteinmaterials
auf die Kristallqualitidt von Lysozymkristallen (s. 4.1) wurden einige Myoglobinkristal-
le sowohl hinsichtlich ihr Mosaizitit als auch anschlielend hinsichtlich ihres integralen
Streuvermogens charakterisiert. Daher ist es hier ebenfalls méglich, den Zusammenhang
zwischen diesen Grofien zu untersuchen. Abbildung 4.17 (oben) zeigt den Zusammen-
hang zwischen dem mittleren OPP-Parameter und dem durch Wilson-Plot ermitteltem
B-Faktor der untersuchten Kristalle. Unten in der Abbildung ist der Zusammenhang
zwischen den mittleren FWHM-Werten und dem B-Faktor der gleichen Kristalle ge-
zeigt.

In den Abbildungen ist zu erkennen, dass die Kristalle der einzelnen Gruppen (07
und 75%AS, 8.8T und 75%AS usw.) dhnliche Mosaizitdtswerte und B-Faktoren auf-
weisen. Dabei ist zu beachten, dass die Kristalle aus 77% AS mit der doppelten Dosis
pro Aufnahme belichtet wurden. Ein Zusammenhang zwischem der Mosaizitéit und dem
B-Faktor ist hier zwar zu erkennen, allerdings weniger deutlich als bei den Lysozym-
kristallen aus aufgerinigtem bzw. nicht-aufgerinigtem Proteinmaterial (s. Abb. 4.5).

Zusammenfassung

Alle in Magnetfeldern von 8.8 T bzw. 15.8 T gewachsenen Myoglobinkristalle zeigen eine
perfekte Ausrichtung zur Magnetfeldrichtung. Zudem fiihrt die Kristallisation von Myo-
globin aus 75% bzw. 73% AS in einem homogenen Magnetfeld von 8.8 T zur Ausbildung
signifikant groflerer Kristalle. Bei der Kristallisation aus 77% AS haben Magnetfelder
von 8.87 und 15.8 T dagegen keinen groflen Einfluss auf die Kristallgrofle. Gleichzei-
tig weisen die Kristalle aus dem Magnetfeld in allen untersuchten Parametern, bis auf
den mittleren OPP-Parameter bei der Kristallisation aus 73% AS, z.T. deutlich und
stark signifikant kleinere Mosaizitéitswerte als die entsprechenden Kristalle der Kon-
trollgruppe auf. Besonders ausgeprigt ist dieser Effekt bei der Kristallisation aus 75%.
Zwar sind die Kristalle der 0 T-Kontrollgruppe aus 75% AS von besonders schlechter
Qualitdt, aber auch im Vergleich zu den iibrigen Kontrollgruppen sind die Kristal-
le aus 75% AS und 8.87T von signifikant besserer Qualitidt. Neben einer verringerten
Mosaizitat weisen die Kristalle aus 75% AS und dem 8.8 7" Magnetfeld auch signifikant
bessere Beugungseigenschaften als die Kristalle der entsprechenden Kontrollgruppe auf.
So beugen diese im Schnitt bis zu einer Auflésung von 0.97A | wihrend die Kristalle
der Kontrollgruppe nur bis zu einer maximalen Auflésung von 1.07 A beugen. Weniger
deutlich ausgepragt ist dieser Qualitdtsunterschied bei der Kristallisation aus 77% AS.
Hier weisen die Kristalle aus dem 8.8 T Magnetfeld zwar im Mittel bei fast allen Qua-
litdtsparametern bessere Werte auf, jedoch sind die Unterschiede hier nicht signifikant.
Allerdings wurden aus diesen Gruppen auch deutlich weniger Kristalle untersucht.
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Abbildung 4.17: Zusammenhang zwischen den mittleren OPP
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4.3 Mikrogravitation

4.3 Mikrogravitation

4.3.1 Qualitdtsuntersuchungen an TIM-Kristallen

Die Kristallisation von Proteinen unter Mikrogravitation kann in einigen Féllen zu
Kristallen von kleinerer Mosaizitét und mit besseren integralen Beugungseigenschaften
fithren. Wahrend der Effekt auf die integralen Beugungseigenschaften an verschiedenen
Systemen und durch Messung einer grofleren Anzahl von Kristallen relativ gut unter-
sucht ist, wurden die Auswirkungen auf die Mosaizitit bis auf einen Fall immer nur an
1 — 2 Kristallen pro Gruppe untersucht.

Der Effekt der Kristallisation unter Mikrogravitation auf die Kristallmosaizitit wur-
de an dem Protein "Triose Phosphat Isomerase’ ("TIM’) mit einem Molekulargewicht
von &~ 24 kD untersucht [174]. Zusitzlich wurden an einigen Kristallen im Anschlufl an
die Mosaizitdtsmessungen Intensitidtsdatensitze aufgezeichnet. Unter Mikrogravitation
geziichtete TIM-Kristalle (0g) und in einer Kontrollgruppe auf der Erde geziichtete
Kristalle (1¢g) wurden fiir diese Untersuchungen freundlicherweise von Ingrid Zeegers

von der Universitit Briissel zur Verfiigung gestellt.

Mosaizitdtsuntersuchungen

Die Mosaizitdtsmessungen an den unter Mikrogravitation (0g) und auf der Erde in
Agarose-Gel geziichteten (1g) TIM-Kristallen erfolgten an der Petra-1 Strahlfithrung
bei einer Energie von 18 keV'. An 11 unter Mikrograviation geziichteten Kristallen (0 g)
konnten insgesamt 130 Reflexe und an 8 auf der Erde geziichteten Kristallen (1 g) konn-
ten insgesamt 75 Reflexprofile aufgezeichnet werden. Pro Kristall konnten aufgrund
des im Vergleich zu iibrigen untersuchten Proteinkristallen relativ schlechten Streu-
vermoOgens nicht immer die angestrebten 12 Reflexe gemessen werden. Das schlechte
Streuvermégen diirfte dabei zum einen auf die schlechte Qualitéit der Kristalle selbst
und zum anderen auf die im Vergleich zu den iibrigen Substanzen gréfiere Elementar-
zelle und damit kleinerem Streuvermdogen zuriickzufithren sein.

In Tabelle 4.24 sind die mittleren Mosaizitdtswerte und die Kristallgréflen der jeweils
3 besten unter 0 g bzw. 1 g gewachsenen TIM-Kristalle sowie die Mittelwerte der beiden
Gesamtgruppen angegeben. Die Kristalldaten sind dabei in Reihenfolge zunehmender
OPP-Werte sortiert. Bei der Betrachtung fillt auf, da8 die beiden mit Abstand besten
Kristalle unter Mikrogravitation geziichtet wurden. Sie weisen deutlich kleinere mittlere
FWHM-, FW10%M und OPP-Werte auf, als der beste 1 g-Kristall. Bei den FWHM-
und FW10%M-Werten ist dieser Effekt besonders deutlich. Im Mittel unterscheiden sich
die Kristalle der beiden Gruppen jedoch nur geringfiigig. Die 0 g Kristalle weisen fast die
gleiche mittlere Halbwertsbreite wie die 1 g-Kristalle auf. Nur die mittleren FW10%M
und OPP-Werte sind geringfiigig kleiner. Wilcozon-Rangsummentests (s. Tab. 4.25)
zeigen allerdings keine signifikanten Unterschiede zwischen den Verteilungen.
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Qualitatsuntersuchungen an TIM-Kristallen 4.3.1

In Abbildung 4.3.1 sind die Histogramme der FWHM, FW10%M und OPP-Werte
gezeigt. In allen drei Histogrammen weisen die unter Mikrogravitation geziichteten Kri-
stalle bei den kleinsten Mosaizitdtswerten die grosseren Haufigkeiten auf, gleichzeitig
aber auch bei den grofleren Mosaizitdtswerten, so daf sich im Mittel nur geringe Un-
terschiede ergeben.

Tabelle 4.24: Mittlere FWHM-, FW10%M-, OPP-Werte und Kristallgréflen der jeweils 3 be-
sten TIM-Kristalle geziichtet unter Mikrogravitaion (0 g) und auf der Erde (1 g) in Reihenfolge
zunehmender OPP-Werte. Unten in der Tabelle sind zudem die Mittelwerte der beiden Gesamt-
gruppen angegeben.

Kristall < FWHM > | < FW10%M > | < OPP > | Kristallgrofie
tim_0g_04 0.013(2) 0.024(11) 0.94(15) | 0.036
tim_0g_01 0.012(3) 0.022(6) 0.95(13) | 0.024
tim_0g_02 0.022(8) 0.036(6) 1.20(15 | 0.014
tim_1g.14 | 0.019(2) 0.030(6) 1.03(14) | 0.039
tim_1g.13 0.022(6) 0.039(12) 1.26(20) | 0.046
tim_1g.05 0.020(6) 0.038(28) 1.33(32) | 0.015
Mittelwert Og | 0.0236(92) | 0.059(16) 1.30(25) | 0.038(33)
Mittelwert 1g | 0.0235(65) | 0.066(18) 1.37(30) | 0.041(13)

Tabelle 4.25: Ergebnis des Wilcoron-Rangsummentests zur Bestimmung des Signifikanzniveaus
des Effektes der TIM-Kristallisation unter Mikrogravitation auf die Kristallmosaizitit (Mikro-
gravitation (0g): 11 Kristalle (Gruppe A), Erde (1 g): 8 Kristalle (Gruppe B)).

Parameter | W, | P(Hy) Tab.

FWHM 77| > 0.20

FW10%M | 74 | > 0.20

oprPP 89 | > 0.20

151



4.3 Mikrogravitation

0354 B tim_1g ( 8 Kristalle, 75 Reflexe)
[ tim_0g ( 11 Kristalle, 130 Reflexe)

0.30

0.25

0.20

0.15 4

Haufigkeit

0.10

0.05

FWHM

[ tim_1g (8 Kristalle, 75 Reflexe)

[ tim_0g (11 Kristalle, 130 Reflexe)

0.4

0.3

Haufigkeit
o
N
1

0.1

0.0-

002 004 006 008 010 012 014
FW10%M
035 I tm_1g
(8 Kristalle, 75 Reflexe)
[ tim_0g
0304 (11 Kristalle, 130 Reflexe)

Haufigkeit

oPP

Abbildung 4.18: Histogramme der FWHM-Werte (oben), FW10%M-Werte (Mitte) und der

OPP-Werte (unten) von unter Mikrogravitation (griin) und in einem Gel auf der Erde geziichte-
ten TIM-Kristallen (rot).
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Qualitatsuntersuchungen an TIM-Kristallen 4.3.1

Kristallgrofle

Im Mittel weisen die Kristalle der beiden Gruppen dhnliche Gréflen auf. So sind 0 g-
Kristalle im Mittel 0.038(33) mm? und die 1 g-Kristalle 0.041(13) mm? gro8. Zu beach-
ten ist jedoch, daB der mit einem Volumen von 0.128 mm3 mit Abstand groBte Kri-
stall unter Mikrogravitation entstanden ist. Abbildung 4.3.1 zeigt eine Auftragung der
mittleren OPP-Werte gegen die KristallgréBe. Im Unterschied zu der entsprechenden
Auftragung der untersuchten Lysozymkristalle (s. Abb. 4.3) ist hier kein deutlicher Zu-
sammenhang zwischen den mittleren OPP-Werten und der KristallgréBe zu erkennen.
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Abbildung 4.19: Auftragung der mittleren OPP-Werte gegen die Kristallgrole von unter Mi-
krogravitation (griin) und in Agarose-Gel auf der Erde geziichteten TIM-Kristallen (rot).

Intensititsdaten

Von einigen der zuvor hinsichtlich ihrer Mosaizitdt charakterisierten TIM-Kristallen
wurden im Anschluf8 an der X11-Strahlfithrung am DORIS-Speicherring in Hamburg
Intensitidtsdatensitze aufgezeichnet. Die Datensammlungsparameter sind im Anhang
in Tabelle F.6 angegeben. Die Auswahl der Kristalle erfolgte dabei zufillig und oh-
ne Beriicksichtigung der zuvor bestimmten Mosaizitidt. Es konnten dabei von 5 unter
Mikrogravitation (0g) und 6 auf der Erde gewachsenen Kristallen (1g) auswertbare
Datensitze erhalten werden. Abbildung 4.20 zeigt Auftragungen der Vollstandigkeit,
des I/o(I)-Verhdltnisses und des Ryerge Wertes (unten) als Funktion der Auflsung
von unter Mikrogravitation und auf der Erde in Agarose-Gel geziichteten Kristallen.
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4.3 Mikrogravitation

Bei der Betrachtung fillt auf, dal die Datenséitze der unter Mikrogravitation geziichte-
ten TIM-Kristalle gerade im Bereich hoherer Auflésung von deutlich besserer Qualitét
sind. Sie zeigen ein Vollstindigkeit bei einem giinstigeren I/o(I)-Verhéltnis und einen
geringeren Ryperge-Wert. In Tabelle 4.26 sind die extrahierten Qualitdtsparameter der
jeweils drei besten Datensétze pro Gruppe sowie die Mittelwerte der beiden Grup-
pen angegeben. Die Datensétze sind dabei nach abnehmender Vollstédndigkeit sortiert.
Hier zeigt sich ebenfalls, daf} die drei Kristalle mit der grofiten Vollstindigkeit und
der hochsten Auflésungsgrenze unter Mikrogravitationsbedingungen geziichtet wurden.
Auch bei den Mittelwerten ergeben sich, bis auf den mittleren B-Faktor, durchgehend
bessere Werte fiir die 0 g-Kristalle. Wilcozon-Rangsummentests (s. Tab. 4.27) zeigen
dementsprechend z.T. hochsignifikante Unterschiede der Verteilungen.

Tabelle 4.26: Qualititsparameter der jeweils 3 besten Datensitze von unter Mikrogravitation
und auf auf der Erde in Agarose-Gel geziichtete TIM-Kristallen geordnet nach abnehmender
Vollstandigkeit der Datensétze. Am Ende der Tabelle sind zudem die Mittelwerte der beiden
Gruppen (0g: 5 Kristalle, 1 g: 6 Kristalle) angegeben.

Kristall Vollstindigkeit?| < I/o(I) > | dpin® B-Faktor® | < OPP >4
tim_0g_14 63.4 10.29 1.87 37.63(20) | 1.41(11)
tim_0g 15 62.6 10.63 1.9 36.94(19) | 1.36(10)
tim_0g_06 60.1 10.4 1.91 38.31(18) | 1.26(16)
tim_1g_18 58.3 9.28 1.97 38.27(19) | 1.61(52)
tim_1g_12 55.8 9.13 2.04 38.19(19) | 1.33(29)
tim_1g 20 55.2 10.15 2.03 36.92(21) | 1.49(18)
Mittelwerte tim_Og | 59.7(3.6) 9.5(1.3) 1.95(10) | 36.9(1.4) | 1.36(6) ©
Mittelwerte tim_lg | 54.9(2.1) 8.9(8) 2.07(7) | 36.8(1.3) | 1.38(13) ©

2 im Auflssungsbereich von 40 A — 1.64 A und fiir I/o(I) > 2.

b Kriterium: 50% Completeness bei I/a(I) > 2.

¢ aus Wilson-Plot (Programm Wilson, CCP4 [171]) fir den Auflésungsbereich bis
2.20A.

d Daten der Mosaizititsmessungen an der Petra-1 Strahlfiihrung.

¢ Es wurden nur die OPP-Werte der in diese Daten eingegangenen Kristalle beriick-
sichtigt.
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Zusammenfassung 4.3.2

Tabelle 4.27: Ergebnis des Wilcoron-Rangsummentests zur Bestimmung des Signifikanzniveaus
des Effektes der TIM-Kristallisation unter Mikrogravitation auf die Qualitdt der Intensitéts-
datensiitze (Mikrogravitation (0g): 5 Kristalle (Gruppe A), Erde (1g): 6 Kristalle (Gruppe
B)).

Parameter W, | P(Hyp) Tab.

Vollsténdigkeit | 19 | 0.025 — 0.005
<IJo(I)> 24 | 0.10 —0.20
dmin 19 | 0.025 — 0.005
B-Faktor 29 | > 0.20

4.3.2 Zusammenfassung

Die unter Mikrogravitation geziichteten TIM-Kristalle weisen im Mittel ein leicht ge-
ringere Mosaizitit als auf der Erde in Agarose-Gel geziichtete Kristalle auf. Die Unter-
schiede sind jedoch nicht signifikant. Die beiden Kristalle mit der mit Abstand kleinsten
Mosaizitdt wurden allerdings unter Mikrogravitationsbedingungen erhalten.

Deutlicher ist ein positiver Effekt an den an einigen Kristallen gesammelten In-
tensitdtsdatensidtzen zu erkennen: Die 0 g-Kristalle beugen zu héherer Auflésung bei
einem giinstigerem Signal/Rausch-Verhiltnis. Bis auf die Verteilungen der B-Faktoren
sind diese Unterschiede signifikant bis hoch signifikant.

Bei der Interpretation dieser Ergebnisse mufl beachtet werden, dal es sich bei
den Kristallen der 1g Kontrollgruppe um in Agarose-Gel geziichtete Kristalle han-
delt, wihrend die Kristalle unter Mikrogravitation ohne den Zusatz von Agarose-Gel
geziichtet wurden. Der hier beobachtete positive Effekte durch die Kristallisation unter
Mikrogravitation kénnte jedoch ebenso auf einen negativen Einfluss des Geles auf die
Kristallqulaitdt zuriickzufiihren sein. Umgekehrt konnte ein positiver Einfluss durch das
Gel einen im Vergleich zu einer Kontrollgruppe ohne Agarose-Gel bestehenden gréfleren
Qualitdtsunterschied verringern.
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Abbildung 4.20: Auftragung der Completeness (oben), des durchschnittlichen I/o(I)-Verhilt-
nisses (Mitte) und des Rperge- Wertes (unten) als Funktion der Auflésung von unter Mikrogra-

vitation (griin) und auf der Erde in einem Gel (rot) geziichteten TIM-Kristallen (Kriterium:
I/a(I) > 2).
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4.4 Inhomogene Magnetfelder

Zur Untersuchung des Effektes der Kristallisation in stark inhomogenen Magnetfeldern
auf die Qualitit von Proteinkristallen wurden die diamagnetischen Modellproteine Ly-
sozym und Insulin sowie das paramagnetische Protein Myoglobin gewihlt. Wahrend fiir
die beiden diamagnetischen Proteine die abstoflende Kraft durch die Feldinhomogenitét
zu einem der Mikrogravitation dhnlichen Zustand fithrt, erfahren paramagnetische Pro-
teinmolekiile eine anziehende Kraft, die zu einem der Hypergravitation vergleichbaren
Zustand fiihrt.

Die Untersuchung des Effektes von inhomogenen Magnetfeldern auf die Kristallqua-
litdt an den drei Modellsubstanzen erfolgte durch Mosaizitdtsmessungen.

4.4.1 Tetragonales Lysozym

Die Ziichtung der tetragonalen Lysozymkristalle erfolgte durch batch-Kristallisation
in Quarzglaskapillaren mit einem Durchmesser von 1 mm nach dem in Abschnitt B.2
angegebenen Rezept. Die Quarzkapillare ist an beiden Seiten mit Wachs verschlossen.
Der Versuchsaufbau ist in Abbildung 4.21 gezeigt. Die Stromstirke am PROLET (s.
Abschn. 3.1) betrug wihrend dem gesamten Kristallwachstum 150 A.

Ausrichtung und Sedimentation der Kristalle

Interessanterweise waren die im PROLET gewachsenen Lysozymkristalle nicht wie die
Kristalle der Kontrollgruppe sedimentiert, sondern befanden sich, wie in Abbildung
4.21 veranschaulicht, im oberen Teil Quarzkapillare. Dies diirfte auf die abstoflende
Kraft zuriickzufiihren sein, die die Kristalle im inhomogenen Magnetfeld erfahren. Im
Unterschied zu den nach der hanging-drop-vapour-diffusion Methode in homogenen Ma-
gnetfeldern geziichteteten Lysozymkristallen (s.a. Abschn. 4.2.3) zeigten zudem alle im
inhomogenen Magnetfeld des PROLET gewachsenen Kristalle eine perfekte Ausrichtung
mit ihrer tetragonalen c-Achse in Richtung des Magnetfeldes. Da das Magnetfeld hier
mit ca. 4.57T deutlich schwicher als das bei der Kristallisation in den homogenen Ma-
gnetfeldern war, diirfte der weit geringere Ausrichtungsgrad dort, wie bereits vermutet,
auf die Sedimentation der Kristalle zuriickzufiihren sein.

Mosaizitiat

Sémtliche Mosaizitdtsmessungen wurden an der Petra-1 Strahlfiihrung durchgefiihrt.
Aufgrund der hohen Kristallperfektion der untersuchten Kristalle wurden alle Messun-
gen mit dem in Abschnitt 3.3.1 ndher beschriebenen Si-113 Bartels-Monochromator
durchgefiihrt. Insgesamt wurden 143 Reflexprofile von 12 Kristallen aus dem inhomo-
genen Magnetfeld des PROLET und 96 Reflexprofile von 8 Kristallen der entsprechenden
Kontrollgruppe aufgezeichnet.

157



4.4 Inhomogene Magnetfelder

Quarzkapillare Lysozymkristalle

Probenhalter

Polschuhe

Abbildung 4.21: Seitenansicht der mit Kristallisationslésung gefiillten Quarzkapillare im inho-
mogenen Magnetfeld des PROLET. Die Lysozymbkristalle sedimentieren nicht, sondern befinden
sich aufgrund der repulsiven Kraft durch das inhomogene Magnetfeld im oberen Teil der Kapil-
lare (links). Aufsicht auf den Versuchsaufbau. Alle Kristalle in der Kapillare sind in Richtung
des Magnetfeldes ausgerichtet (rechts).

In Tabelle 4.28 sind die mittleren Mosaizitdtsparameter der drei besten Kristalle der
jeweiligen Gruppen sowie die mittleren Mosazititsparameter der beiden Gesamtgrup-
pen angegeben. Die Kristalle mit den kleinsten mittleren OPP-Parameter von 0.19(5)
und 0.20(9) stammen dabei aus dem inhomogenen Magnetfeld des PROLET, es folgen
jedoch relativ dicht die Kristalle der Kontrollgruppe mit mittleren OPP-Parametern
von 0.21(8) und 0.22(5).

Bei den drei mittleren Mosaizitidtsparametern der beiden Gesamtgruppen weisen die
Kristalle aus dem inhomogenen Magnetfeld jedoch héhere Werte als die der Kontroll-
gruppe auf. Wihrend die Unterschiede bei den FWHM-Werten sehr gering sind, sind
diese bei den FW10%M- und OPP-Werten deutlich grofier. Die ist vor allem darauf
zuriickzufithren, daB sich unter den Kristallen aus dem inhomogenen Magnetfeld einige
Kristalle von deutlich schlechterer Qualitit befinden.

Aus Wilcoron-Rangsummentests ergeben sich, wie in Tabelle 4.29 angegeben, je-
doch keine bzw. nur wenig signifikante Unterschiede zwischen den jeweiligen Verteilun-
gen. Lediglich die beiden Verteilungen der OPP-Werte unterscheiden sich unterhalb des
20%-Niveaus. Wenn iiberhaupt, ist also ein leicht negativer Einfluss des homogenen Ma-
gnetfeldes auf die Kristallmosaizitit zu beobachten. Insgesamt weisen alle untersuchten
Kristalle eine ausgesprochen geringe Mosaizitdt auf.

In Abbildung 4.22 sind die aus den Messdaten hervorgegangenen Histogramme der
FWHM-, der FW10%M und OPP-Werte gezeigt. Wéihrend in dem Histogramm der
FWHM-Werte kein deutlicher Effekt zu erkennen ist, weisen die Kristalle aus dem
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inohomogenen Magnetfeld breitere FW10%M- und OPP-Werte als die entsprechenden
Kristalle der Kontrollgruppe auf.

Tabelle 4.28: Mittlere FWHM-, FW10%M- und OPP-Werte der jeweils 3 besten Lysoym-
Kristalle geziichtet in einem stark imhomogenen Magnetfeld und in einer Kontrollgruppe in
Reihenfolge zunehmender OPP-Werte. Unten in der Tabelle sind zudem die Mittelwerte der
beiden Gesamtgruppen angegeben.

Kristall <FWHM > | < FW10%M > | < OPP >
lyso_prol 13 0.0037(12) | 0.0091(25) 0.19(5)
lyso_prol_15 0.0050(25) 0.0084(36) 0.20(9)
lyso_prol_14 0.0039(20) | 0.0097(38) 0.22(9)
lyso_kontr_12 0.0053(26) | 0.0088(35) 0.21(8)
lyso_kontr_13 0.0045(21) 0.0084(26) 0.22(5)
lyso_kontr_10 0.0045(21) | 0.0092(35) 0.23(8)
Mittelwert Prolet 0.0047(27) | 0.0134(81) 0.38(24)
Mittelwert Kontrollgruppe | 0.0045(21) 0.0095(35) 0.26(10)

Tabelle 4.29: Ergebnis des Wilcozon-Rangsummentests zur Bestimmung des Signifikanzniveaus
des Effektes der Lysozymkristallisation im inhomogenen Magnetfeld des PROLET (Prolet: 12
Kristalle (Gruppe A), Kontrollgruppe: 8 Kristalle (Gruppe B)).

Parameter | W, | P(Hy)

FWHM 127 | > 0.20
FW10%M | 134 | > 0.20
OPP 141 | 0.10 — 0.20

Zusammenfassung

Alle im PROLET geziichteten Lysozymkristalle befanden sich im oberen Teil der Quarz-
kapillare, wahrend sich die Kristalle der Kontrollgruppe im unteren Teil der Kapillare
befanden, also sedimentiert waren. Zur Levitation von Lysozymkristallen ist nach in
dem Abschnitt 2.5 in Tabelle 2.3 angegebenen Werten ein VB2 /2-Wert von 1436 T2 /m
erforderlich. Diese ist ein weiterer Beleg dafiir, dafl die berechneten Feldverldufe des
PROLET experimentell erreicht wurden. Mosaizitdtsmessungen allerdings zeigen keinen
positiven Effekt der Kristallisation von Lysozym im inhomogenen Magnetfeld des PRO-
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Abbildung 4.22: Histogramme der FWHM-Werte (oben), FW10%M-Werte (Mitte) und der
OPP-Werte (unten) von Lysozym-Kristallen (links) und Insulin-Kristallen (rechts) geziichtet
im inhomogenen Magnetfeld des PROLET (griin) und der Kontrollgruppe (rot)
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LET auf die Qualitat der Kristalle. Bei den FW10%M- und den OPP-Werten ist sogar
ein leicht negativer Einfluf} zu erkennen.

4.4.2 Insulin

Porcine-Insulin Kristalle wurden nach der in Abschnitt B.4 angegebenen Vorschrift
durch Senkung der Temperatur von 45° auf 20° ebenfalls in Quarzglaskapillaren
geziichtet.

Mosaizitit

Die Mosaizitdtsmessungen erfolgten an der SNBL-Strahlfithrung der ESRF in Greno-
ble. Bei der Untersuchung der Kristalle bereitete vor allem das Verrutschen der Kri-
stalle in der Kapillare wihrend der Messung Probleme. Aus diesem Grund konnten nur
von einer relativ kleinen Zahl an Kristallen Reflexprofile aufgezeichnet werden. Zudem
konnten pro Kristall aufgrund der bereits erwdhnten experimentellen Beschrdnkungen
im Schnitt nur etwa 8-9 anstelle der angestrebten 12 Reflexprofile pro Kristall gemessen
werden. Insgesamt konnten 40 Reflexe von 5 Insulin-Kristallen aus dem inhomogenen
Magnetfeld und 61 Reflexe von 7 Insulin-Kristallen der Kontrollgruppe aufgezeichnet
werden.

In Tabelle 4.30 sind die mittleren Mosaizitdtsparameter der jeweils drei Kristalle
mit den kleinsten OPP-Werten pro Gruppe sowie die mittleren Mosaizititsparame-
ter der beiden Gesamtgruppen angegeben. Dabei fillt auf, dal der beste Kristall der
Kontrollgruppe mit 0.20(4) einen weniger als halb so grofien mittleren OPP-Parameter
wie der beste Kristall aus dem inhomogenen Magnetfeld aufweist (0.42(6)). Auch die
beiden weiteren Kristalle der Kontrollgruppe weisen eine deutlich geringere Mosaizitit
als die besten Kristalle der Versuchsgruppe auf. Die Unterschiede der Mittelwerte zwi-
schen den beiden Gruppen sind jedoch sehr klein. Die Kristalle aus dem inhomogenen
Magnetfeld sind dabei von leicht hoherer Mosaizitéit. Dies ist in erster Linie auf einen
besonders schlechten Kristall der Kontrollgruppe zuruckzufiihren und driickt sich auch
in der groferen Standardabweichung bei den Kristallen der Kontrollgruppe aus.

Wilcozon-Rangsummentests zeigen jedoch keine signifikanten Unterschiede zwi-
schen den jeweiligen Verteilungen. Die Ergebnisse dieser Tests sind in Tabelle 4.30
angegeben.

In Abbildung 4.22 (rechts) sind zudem die aus den Mefiwerten erhaltenen Histo-
gramme der drei aus den Reflexprofile extrahierten Mosaizititsparameter gezeigt. Aus
den Histogrammen geht hervor, daf die Kristalle der Kontrollgruppe eine geringere
Mosaizitdt aufweisen. Insbesondere bei FW10%M- und den OPP-Parametern weisen
die Kristalle der Kontrollgruppe bei kleinen Mosaizitdtswerten hohere Hiufigkeiten auf.
Allerdings stammen auch die grofiten Mosaizitdtswerte von einem Kristall der Kontroll-

gruppe.
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4.4 Inhomogene Magnetfelder

Tabelle 4.30: Mittlere FWHM-, FW10%M- und OPP-Werte der jeweils 3 besten Insulin-Kristalle
geziichtet in einem stark imhomogenen Magnetfeld und in einer Kontrollgruppe in Reihenfolge
zunehmender OPP-Werte. Unten in der Tabelle sind zudem die Mittelwerte der beiden Gesamt-

gruppen angegeben.

Kristall <FWHM > | < FW10%M > | < OPP >
insu_prol_02 0.0046(6) 0.0063(14) 0.42(6)
insu_prol 01 0.0108(59) | 0.0199(112) 0.89(30)
insu_prol_05 0.0147(53) | 0.0237(63) 0.97(13)
insu_kontr 06 0.0038(4) 0.0051(6) 0.20(4)
insu_kontr_02 0.0042(8) 0.0055(10) 0.27(13)
insu_kontr_04 0.0054(8) 0.0072(13) 0.27(4)
Mittelwert Prolet 0.0099(55) | 0.035(21) 1.01(49)
Mittelwert Kontrollgruppe | 0.0099(86) 0.034(37) 0.97(1.05)

Tabelle 4.31: Ergebnis des Wilcoxon-Rangsummentests zur Bestimmung des Signifikanznive-

aus des Effektes der Insulinkristallisation im inhomogenen Magnetfeld des PROLET (Prolet: 5

Kristalle (Gruppe A), Kontrollgruppe: 7 Kristalle (Gruppe B)).

Zusammenfassung

P(Hy)

Parameter | W,
FWHM 36
FW10%M | 37
OPP 38

> 0.20
> 0.20
> 0.20

Insgesamt decken die untersuchten Insulinkristalle einen relativ breiten Bereich an Mo-

saizitdten ab. So betrigt die kleinste Halbwertsbreite 0.0038° und die gréfte gemessene

Halbwertsbreite liegt bei 0.0557°. Die mit Abstand besten Kristalle stammen zwar aus

der Kontrollgruppe, allerdings wiesen beide Gruppe &hnliche mittlere Mosaizitétswer-

te auf und es liegen keine signifikanten Unterschiede zwischen der Verteilungen vor.

Hierbei muf} jedoch die relativ kleine Stichprobengréfie mit nur 5 bzw. 6 Kristallen

beriicksichtigt werden.
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4.4.3 Myoglobin

Wie bereits erwidhnt, erfahren die paramagnetischen Myoglobin-Molekiile in Unter-
schied zu den diamagnetischen Molekiilen in inhomogenen Magnetfeldern eine Kraft
hin zu Orten groBerer Feldstirke. Aufgrund der ca. 10-100 mal stirkeren Wechselwir-
kung von paramagnetischen Stoffen mit Magnetfeldern im Vergleich zu diamagnetischen
Substanzen sollte daher ein der Hypergravitation dhnlicher Zustand vorliegen. Die pa-
ramagnetischen Molekiile sollten daher im unteren Teil der Probe eine erheblich héhere
Konzentration als im oberen Teil aufweisen. Die Kristallisation von paramagnetischem
Pottwal-Myoglobin erfolgte durch batch-Kristallisation in Glaskapillaren nach der in
Abschnitt B.3 angegebenen Vorschrift aus 75% AS.

Sedimentation und Morphologie der Kristalle

Sowohl die Kristalle aus dem inhomogenen Magnetfeld des PROLET als auch die Kristal-
le der Kontrollgruppe befanden sich im unteren Teil der Quarzglaskapillare. Allerdings
wiesen die Kristalle aus dem PROLET eine stark gestorte Morphologie auf. Die Kristal-
le zeigten dabei bereits mit blofem Auge sichtbare Wachstumsstufen und Terrassen.
Eine mogliche Ausrichtung der Kristalle war aufgrund dieser stark gestérten Morpholo-
gie nicht eindeutig zu beurteilen. Die Kristalle der Kontrollgruppe waren dagegen von
normaler gut ausgebildeter Morphologie.

Mosaizitit

Die Untersuchung der Kristalle erfolgte an der Petra-1 Strahlfithrung bei einer Energie
von 18 keV. Da Myoglobin-Kristalle eine hohe Mosaizitit aufweisen erfolgten die Mes-
sungen ohne Bartels-Monochromator. Insgesamt wurden 96 Reflexprofile von 8 Kristal-
len aus dem inhomogenen Magnetfeld des PROLET und 60 Reflexprofile von 5 Kristallen
der Kontrollgruppe aufgezeichnet. In Tabelle 4.32 sind die mittleren Mosaizitétspara-
meter der jeweils 3 besten Kristalle aus den beiden Gruppen sowie die mittleren Mosa-
izitdtsparameter der beiden Gesamtgruppen angegeben. Es fillt auf, dafl der beste Kri-
stall aus dem inhomogenen Magnetfeld bei allen drei Qualitdtsparametern eine héhere
Mosaizitit aufweist als alle drei in der Tabelle angegebenen Kristalle der Kontrollgrup-
pe- Auch bei den Mittelwerten weisen die Kristalle aus dem inhomogenen Magnetfeld
bei allen drei Parametern deutlich hohere Werte auf. Dieser Effekt ist bei den FW10%M
und OPP-Werten besonders ausgeprigt.

Die Ergebnisse der Wilcozon-Rangsummen Tests sind in Tabelle 4.4.3 angegeben.
Dabei unterscheiden sich die Verteilungen der FWHM-Parameter signifikant unterhalb
des 10%-Niveau, die Verteilungen des FW10%M-Parameters unterhalb des 5%- und
die des OPP-Parameters sogar unterhalb des 1%-Niveaus. Die Myoglobin-Kristalle aus
dem inhomogenen Magnetfeld weisen also eine im Vergleich zu den Kristallen der Kon-
trollgruppe hoch-signifikant héhere Mosaizitdt auf. In Abbildung 4.23 sind zudem die
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Abbildung 4.23: Histogramme der FWHM-Werte (oben), FW10%M-Werte (Mitte) und der

OPP-Werte (unten) von Myoglobin-Kristallen aus dem inhomogenen Magnetfeld des PROLET
(griin) und der Kontrollgruppe (rot).
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Histogramme der FWHM-, FW10%M- und OPP-Werte gezeigt.

Tabelle 4.32: Mittlere FWHM-, FW10%M- und OPP-Werte der jeweils 3 besten Myoglobin-
Kristalle geziichtet in einem stark imhomogenen Magnetfeld und in einer Kontrollgruppe in
Reihenfolge zunehmender OPP-Werte. Unten sind zudem die Mittelwerte der beiden Gesamt-
gruppen angegeben.

Kristall <FWHM > | < FW10%M > | < OPP >
myo_prol 05 0.0456(219) | 0.079(30) 1.86(94)
myo_prol 01 0.0253(111) | 0.083(37) 2.16(1.07)
myo_prol_04 0.0470(211) 0.104(27) 2.17(49)
myo_kontryl 0.0182(73) 0.063(39) 1.37(88)
myo_kontry2 0.0228(75) | 0.062(33) 1.39(78)
myo_kontry3 0.0412(178) 0.072(28) 1.61(62)
Mittelwert Prolet 0.0372(233) 0.114(58) 2.99(1.53)
Mittelwert Kontrollgruppe | 0.0282(162) 0.072(36) 1.74(92)

Tabelle 4.33: Ergebnis des Wilcozon-Rangsummentests zur Bestimmung des Signifikanzniveaus
des Effektes der Myoglobin-Kristallisation im inhomogenen Magnetfeld des PROLET (Prolet: 8
Kristalle (Gruppe A), Kontrollgruppe: 5 Kristalle (Gruppe B)).

Parameter | W, | P(Hy)
FWHM 66 | 0.05 — 0.1

FW10%M | 74 | < 0.05
OPP 72 | 0.005 — 0.01

Zusammenfassung

Im Unterschied zu den diamagnetischen Lysozymkristallen wachsen die Myoglobinkri-
stalle im unteren Teil der Quarzkapillare. Die stark gestérte Morphologie der Kristal-
le aus dem inhomogenen Magnetfeld des PROLET ist dabei ein Hinweis auf besonders
ungiinstige Wachstumsbedingungen, wie sie z.B. bei hohen Ubersittigungen der Lésun-
gen auftreten. Der durch das inhomogene Magnetfeld erzeugte Zustand der Hypergra-
vitation diirfte daher zu einer starken Konzentration des Myoglobins und dadurch zu
einer sehr hohen lokalen Ubersittigung im unteren Teil der Kapillare fithren.
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4.4 Inhomogene Magnetfelder

Die Kristalle aus dem inhomogenen Magnetfeld weisen neben dieser gestérten Mor-
phologie auch eine deutlich grofilere Mosaizitat auf. Die Unterschiede der Verteilungen
aller drei Mosaizitdtsparameter sind dabei hoch-signifikant.
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Kapitel 5
Diskussion

Im diesem Kapitel werden die Auswirkungen der Proteinaufreinigung, der Kri-
stallziichtung unter Mikrogravitation und insbesondere die der Kristallziichtung in ho-
mogenen und inhomogenen Magnetfeldern auf die Kristallqualitit diskutiert. Abschlie-
Bend wird eine kurze Zusammenfassung der in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse
iber Qualitdtsuntersuchungen an Proteinkristallen gegeben.

5.1 Proteinaufreinigung

Die Auswirkungen der Aufreinigung des Proteinmaterials auf die Mosaizitdt und das
integrale Streuvermoégen wurden an dem Protein Lysozym untersucht. Die aus aufge-
reinigtem Protein geziichteten Kristalle waren dabei deutlich gréfler und von kleine-
rer Mosaizitit als die Kristalle aus nicht aufgereinigtem Lysozym. Diese Ergebnisse
stimmen gut mit der Theorie {iberein. Durch den verringerten Anteil an Verunreini-
gungen kommt es nicht zu einer 'Vergiftung’ der Wachstumsflichen und es konnen
grofere Kristalle wachsen. Die verringerte Einlagerung von Verunreinigungen fiihrt da-
bei gleichzeitig zu einer kleineren Mosaizitit. Die Auswirkung der Aufreinigung auf
die Qualitit der Intensititsdatensitze ist in Ubereinstimmung mit der Literatur gering
und nicht signifikant [97, 29, 40]. Diese Ergebnisse belegen die Bedeutung der Reinheit
des Ausgangsmaterials, dass zur Kristallisation eingesetzt wird. Eine Verdoppelung der
Kristallgroe von Proteinen, die nur ausgesprochen kleine Kristalle ergeben, kann dabei

in vielen Fillen eine Strukturlosung ermoglichen.

5.2 Homogene Magnetfelder

Der Effekt der Proteinkristallisation in homogenen Magnetfeldern auf die Kristallqua-
litdt wurde an den diamagnetischen Proteinen Thaumatin, Trypsin und Lysozym unter-
sucht. Zudem wurden ausfiithrliche Untersuchungen an dem paramagnetischen Protein
Myoglobin vorgenommen.
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5.2 Homogene Magnetfelder

5.2.1 Diamagnetische Substanzen

Die Kristallisation der diamagnetischen Modellproteine fand in homogenen Magnet-
feldern mit Stérken von 57 und 8.8 T statt. Dabei sollte ein moglicher Effekt auf die
Kristallqualitiat aufgrund der groBeren Wechselwirkung bei der Kristallisation in stérke-
ren Magnetfeldern deutlicher werden.

Bei den in Magnetfeldern geziichteten Trypsinkristallen konnte keine Vorzugsorien-
tierung zum Magnetfeld beobachtet werden. Die Lysozymkristalle zeigten zumindest
teilweise eine Orientierung zur Richtung des Magnetfeldes. Hier ist davon auszuge-
hen, dass die Orientierung im Zuge der Sedimentation der Kristalle verloren ging. Am
deutlichsten war die Ausrichtung der Kristalle entlang der Magnetfeldrichtung bei den
Thaumatinkristallen zu beobachten. Hier waren bei der Kristallisation in horizontaler
Feldrichtung nahezu alle Kristalle ausgerichtet, bei der Kristallisation mit vertikaler
Feldrichtung zumindest noch ein Grofiteil. Es ist daher anzunehmen, dass die Anisotro-
pie des Diamagnetismus bei den Trypsinkristallen am kleinsten und den Thaumatin-
kristallen am grofiten ist. Die Charakterisierung der Kristallqualitit der in homogenen
Magnetfeldern geziichteten Proteinkristalle erfolgte durch Mosaizitdtsmessungen und
das Aufzeichnen von Intensititsdatensitzen. Die Mosaizitdtsmessungen zeigten dabei
weder fiir die bei 8.87T geziichteten Trypsin-Kristalle noch fiir die bei 57 und 8.87T
geziichteten Thaumatinkristalle einen positiven Effekt auf die Kristallmosaizitit. In ei-
nem Experiment wiesen die in einem 8.8 T-Magnetfeld geziichteten Thaumatinkristalle
sogar leicht hohere Mosaizitdten auf. Von in einem Magnetfeld von 57 geziichteten
Trypsinkristallen und in einem 8.8 7-Magnetfeld geziichteten Lysozymkristallen und
den Kristallen der Kontrollgruppen wurden Intensititsdatensitze aufgezeichnet. In bei-
den Fillen ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Qualitédtspara-
metern der Kristalle aus dem Magnetfeld und denen der Kontrollgruppe.

Es ist daher davon auszugehen, dass die Kristallisation diamagnetischer Proteine
in homogenen Magnetfeldern weder einen positiven noch einen negativen Einfluss auf
die Kristallqualitdt hat. Fiir das Protein Thaumatin, dass offensichtlich die stérkste
Wechselwirkung mit dem Magnetfeld aufweist, hitten dabei am wahrscheinlichsten Ef-
fekte erkennbar sein sollen. Dies diirfte vor allem auf die auf molekularer Ebene ausge-
sprochen schwache Wechselwirkung der Molekiile mit dem Magnetfeld zuriickzufiithren
sein. Erst ab Kristallgréfen von einigen hundert Nanometern ist Rechnungen zufolge
ein deutlicher Anteil der Lysozymkristalle in einem 8.8 T-Magnetfeld ausgerichtet. Das
Kristallwachstum selbst, also die Anlagerung von Molekiilen an die Wachstumsfliche,
spielt sich jedoch auf molekularer Ebene, also in einem Gréflenbereich von einigen
Nanometern ab. Die an diamagnetischen Proteinlésungen in starken Magnetfeldern be-
obachteten Viskosititsinderungen diirften demnach ebenfalls keinen Einfluss auf die
Kristallqualitdt haben [130, 131, 99, 132]. Die Ergebnisse dieser Arbeit basieren da-
bei auf einer groen Anzahl, insgesamt 132, untersuchter Kristalle drei verschiedener
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Paramagnetische Substanzen 5.2.2

Modellproteine. Die in der Literatur gefundenen vermeintlich positiven Effekte auf die
Kristallqualitét [46, 80, 47, 99, 100] sind daher wohl eher auf die unzureichende Statistik
dieser Untersuchungen als auf systematische Effekte zuriickzufithren.

5.2.2 Paramagnetische Substanzen

Die Wechselwirkung von Magnetfeldern mit paramagnetischen Substanzen ist minde-
stens um 1-2 Gréflenordnungen stirker als die mit diamagnetischen Substanzen. Daher
wurde der Effekt der Kristallisation in homogenen Magnetfeldern auf die Kristallqua-
litdt zudem an dem paramagnetischen Protein Myoglobin untersucht. Myoglobin ist
aus NMR-Untersuchungen fiir seine starke magnetische Anisotropie bekannt [77].

Myoglobinkristalle wurden in Magnetfeldern von 8.8 7T und 15.87 und bei Am-
moniumsulfatkonzentrationen (AS) von 73%, 75% und 77%, geziichtet. In den Expe-
rimenten zeigten alle im Magnetfeld gewachsenen Kristalle eine Ausrichtung entlang
der Magnetfeldrichtung. Zudem waren die im Magnetfeld gewachsenen Kristalle in den
meisten Fillen deutlich grofler als die Kristalle der entsprechenden Kontrollgruppen.
Der Groflenunterschied war dabei umso grofler, desto kleiner die Ammoniumsulfatkon-
zentration war.

Die Kristalle wurden ebenfalls hinsichtlich ihrer Mosaizitédt als auch ihrer Beugungs-
eigenschaften charakterisiert. Die Kristalle aus den Magnetfeldern weisen dabei bis auf
die Kristallisation aus 73% AS die kleineren Mittelwerte ihrer Mosaizititsparameter
auf. Bei letzterer diirften die schlechteren Mosaizititsparameter der Kristalle aus dem
Magnetfeld auf die im Schnitt 14 x grioflere Kristallgrofle zuriickzufiihren sein. Der
deutlichste Effekt der Kristallisation im Magnetfeld auf die Kristallqualitidt wird bei
der Kristallisation aus 75% AS beobachtet. Hier weisen die Kristalle aus Magnetfeld
bei allen drei Parametern signifikant kleinere Mosaizitdten auf. Zwar sind in diesem FEx-
periment die Kristalle der Kontrollgruppe von deutlich schlechterer Qualitéit als bei der
Kristallisation bei 0T aus 73% und 77% AS, aber im Vergleich mit den FWHM-Werten
dieser Gruppen sind die Kristalle von signifikant kleinerer Mosaizitéit. Bei der Kristal-
lisation aus 77% sind die Kristalle aus dem Magnetfeld im Mittel zwar von kleinerer
Mosaizitéit, allerdings sind die Unterschiede hier nicht signifikant. Bei der Analyse der
Intensititsdaten zeigt sich das gleiche Bild. Bei der Kristallisation aus 75% AS weisen
die Kristalle aus dem Magnetfeld bei allen Qualitdtsparametern signifikant bessere Ei-
genschaften auf und beugen zu deutlich héherer Auflésung als der beste in der Literatur
angegebene Kristall. Bei der Kristallisation aus 77% AS sind diese Unterschiede nicht
so deutlich ausgeprigt. Allerdings weisen die Kristalle aus dem Magnetfeld auch hier
bei allen bis auf einen Parameter im Mittel die besseren Qualitdtsmerkmale auf.

Im Unterschied zu den diamagnetischen Modellproteinen ist bei der Kristallisation
von paramagnetischem Myoglobin in homogenen Magnetfeldern ein positiver Effekt so-
wohl auf die Kristallmosaizitit als auch auf die Beugungseigenschaften zu beobachten.
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5.3 Mikrogravitation

Der Effekt ist dabei umso grofler, desto kleiner die AS-Konzentration ist. Der Mecha-
nismus, der zu dieser Verbesserung fiihrt, ist dabei unklar. Allerdings ist aus NMR-
Untersuchungen bekannt, dass aufgrund der extrem groflen magnetischen Anisotropie
des Myoglobinmolekiils in starken Magnetfeldern bereits ein merklicher Anteil der ein-
zelnen Myoglobinmolekiile in der Losung eine Orientierung zum Magnetfeld aufweisen
[77].

Eine mogliche Erklirung fiir den positiven Effekt auf die Kristallqualitit konnte
daher ein aus der Ausrichtung der Molekiile resultierende Bildung eines dreidimensio-
nalen Netzwerk der Myoglobinmolekiile sein, wie es in der Literatur fiir diamagnetische
Substanzen vorgeschlagen wurde [99]. Ein derartiges Netzwerk wiirde zu einer erhthten
Viskositdt der Losung fithren. Im Unterschied zu der an diamagnetischen Lysozym be-
obachteten Viskositdtserhchung sollte diese fiir paramagnetisches Myoglobin aufgrund
der erheblich gréoBeren Anisotropie deutlich grofier ausfallen. Hierdurch kime es ana-
log zu der Kristallisation in Gelen zu einem stérker diffusionskontrollierten Wachstum.
Zudem miifiten sich die Molekiile zuerst aus diesem Netzwerk losen, bevor sie in den
Kristall eingebaut werden kénnen. Beide Effekte sollten zu einem deutlich verlangsam-
ten Kristallwachstum und dadurch zu Kristallen besserer Qualitit fithren. Eine andere
Erklirung kénnte in der Ausrichtung der Molekiile selbst liegen. Unter der Annahme,
dass die Molekiile im Kristall eine dhnliche Orientierung wie in der Losung aufweisen,
sollten sich diese erheblich leichter an die Wachstumsflichen anlagern kénnen, da sie
zumindest in einer Richtung bereits eine Vororientierung aufweisen. Dies kénnte zu
einer deutlichen Reduzierung der Orientierungsfehlordnung im Kristall fithren. Auch
die in der Literatur diskutierte 3D-Nukleation konnte einen mdglichen Mechanismus
fiir diesen Effekt darstellen [80]. Durch das Magnetfeld wiirden die sedimentierenden
Kristallite zumindest in einer Richtung die gleiche Orientierung wie die Wirtskristalle
aufweisen, was zu einer kleineren Stérungszone fithren soll. Allerdings ist der Mechanis-
mus der 3D-Nukleation an Myoglobinkristallen bisher nicht in der Literatur beschrieben
worden.

5.3 Mikrogravitation

Die Kristallisation unter Mikrogravitation ist die mit Abstand aufwindigste und wohl
auch am besten untersuchte Methoden zur Kristallziichtung makromolekularer Ver-
bindungen (s. Abschn. 2.6.3). Dabei berichten einige Gruppen von positiven (z.B.
[10, 156, 157, 158] andere von reproduzierbar negativen Ergebnissen auf die Kristall-
qualitét (z.B. [155]).

An dem im Rahmen dieser Arbeit untersuchten unter Mikrogravitationsbedinungen
geziichteten TIM-Kristallen konnte im Vergleich zu in Agarose-Gelen geziichteten Kri-
stallen ein leicht positiver jedoch nicht signifikanter Effekt auf die Kristallmosaizitit
beobachtet werden. Signifikanter ist dieser Effekt bei der Qualitdt der Intensitidtsda-
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tensitze. Hier weisen die unter Mikrogravitation geziichteten Kristalle vor allem eine
hohere Vollstiandigkeit der Daten auf. Zwar mag die durchschnittliche Auflésungsver-
besserung um 0.12 A nicht sonderlich bedeutend erscheinen, allerdings erlaubt z.B. eine
Auflésungsverbesserung von 3.15 A auf 3.00 A in vielen Fillen die sichere Unterschei-
dung zwischen grofien und kleinen Aminosiuren und damit die Sicherstellung, dass
die durch die Sequenz vorgegebene Aminosidure an der richtigen Stelle im Strukturmo-
dell sitzt und nicht um eine Aminosdure verschoben ist. Bei der Kristallisation unter
Mikrogravitation sollte allerdings der erhebliche Aufwand zur Durchfithrung dieser Ex-
perimente im Verhiltins zu dessen Nutzen gesehen werden. Zwar ist an dem in dieser
Arbeit untersuchten System ein positiver Effekt durch die Kristallisation unter Mikro-
gravitation zu erkennen, allerdings kann dieser auch auf einen negativen Effekt durch
die Zugabe von Agarose zu der Kontrollgruppe zuriickzufiihren sein.

5.4 Inhomogene Magnetfelder

Eine deutlich preiswertere und leichter zugéingliche Methode mit dhnlichen zu erwar-
tenden Effekten wie die Kristallisation unter Mikrograviation stellt die Kristallisation
von diamagnetischen Proteinen in stark inhomogenen Magnetfeldern dar. Der Effekt
der Kristallisation in inhomogenen Magnetfeldern auf die Kristallqualitdt wurden an
den beiden diamagnetischen Proteine Lysozym und Insulin und dem paramagnetischen
Protein Myoglobin untersucht.

5.4.1 Prolet

Zur Kristallziichtung in inhomogenen Magnetfeldern wurde ein eigener Magnetaufbau
realisiert (s. Abschn. 3.1). Durch die Konstruktion spezieller Polschuhe konnten mit ei-
nem klassischen Elektromagneten erstmals VB2/2-Werte von etwa 1400 T2 /m erreicht
werden, wie sie zur Magnetolevitation von Wasser und diamagnetischen Proteinen erfor-
derlich sind. Dies war bisher nur mit sog. Bitter und supraleitenden Magneten mdoglich.
Neben den erheblich geringeren Betriebs- bzw. Anschaffungskosten weist dieser Ma-
gnetaufbau zudem den Vorteil einer guten Zuginglichkeit des Probenraumes und einer
guten Temperierbarkeit auf.

5.4.2 Diamagnetische Substanzen

Unter Mikrogravitation geziichtete Lysozym- und Insulinkristalle zeigen sowohl eine
deutlich kleinere Mosaizitit [33, 48] als auch bessere integrale Beugungseigenschaften
[175, 17]. Zudem zeigten Lysozymkristalle, die in stark inhomogenen Magnetfeldern
geziichtet wurden, kleinere B-Faktoren [82]. Aus diesem Grund wurden diese beiden
Modellproteine zur Untersuchung des Effektes der Kristallisation in inhomogenen Ma-
gnetfelder auf die Mosaizitdt ausgewédhlt. Mosaizitdtsmessungen ergaben jedoch, dass
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5.4 Inhomogene Magnetfelder

Kristallisation dieser beiden diamagnetischen Proteine in stark inhomogenen Magnet-
feldern wenn iiberhaupt, einen eher negativen Effekt auf die Kristallmosaizitit hat. Eine
Ursache hierfiir kénnte in den unterschiedlichen magnetischen Suszeptibilitdten der zur
Kristallisation eingesetzten Substanzen wie z.B. Protein, Wasser, NaCl oder Zn SOy lie-
gen. Durch die unterschiedlichen Krifte die diese Stoffe in inhomogenen Magnetfeldern
erfahren kann es zur Ausbildung von Konzentrationsgradienten dieser Stoffe innerhalb
der Losung und damit zu ungiinstigeren Kristallisationsbedingungen kommen. Dieser
Effekt wurde bisher in der Literatur nicht diskutiert.

Es ist jedoch anzumerken, dass die Kristalle sowohl aus dem inhomogenen als auch
aus der Kontrollgruppe zumindest von dhnlicher aber auch teilweise von besserer Qua-
litdt als die in der Literatur angegebenen Werte der unter Mikrogravitation geziichte-
ten Kristalle waren. Daher ist fraglich, ob die in der Literatur beschriebenen Effekte
tatséichlich auf einen positiven Effekt der Mikrogravitation zuriickzufithren sind und
nicht z.B. auf eine ungeniigende Zahl untersuchter Kristalle oder auf eine nicht sorgfiltig

kristallisierte Kontrollgruppe.

5.4.3 Paramagnetische Substanzen

Im Unterschied zu diamagnetischen Substanzen erfihrt das paramagnetische Prote-
in Myoglobin im inhomogenen Magnetfeld des PROLET einen der Hypergravitation
dhnlichen Zustand. Daher bildeten sich die Myoglobinkristalle im Unterschied zu den
diamagnetischen Kristallen auch an der Unterseite der Kapillare, also an Orten héher-
er Feldstirke. Die Myoglobinkristalle aus dem inhomogenen Magnetfeld des PROLET
zeigten bereits bei Betrachtung unter dem Polarisationsmikroskop deutliche makro-
skopische Stérungen. Mosaizitdtsmessungen ergaben, dass diese Kristalle im Vergleich
zu denen der Kontrollgruppe von signifikant schlechterer Qualitit waren. Die Ursa-
che hierfiir diirfte eine hohe lokale Ubersittigung des Myoglobins im unteren Teil der
Kapillare sein. Durch diese hohe Ubersiittigung kommt es zu einem schnellen, unkon-
trollierteren Kristallwachstum, dass sich negativ auf die Kristallqualitit auswirkt.

5.4.4 Qualitdtsuntersuchungen an Proteinkristallen

In dieser Arbeit wurde eine systematische Untersuchung iiber den Einfluss eines be-
stimmten Wachstumsparameters auf die Qualitit von Proteinkristallen durchgefiihrt.
Dabei wurde erstmalig eine so grofle Zahl von Kristallen untersucht, dass mit dem
Wilcozon-Rangsummentests statistisch belegbare Aussagen erhalten werden konnten.
Die Untersuchung der Kristallqualitit im Rahmen dieser Arbeit erfolgte dabei durch
Mosaizitdtsmessungen und in einigen Fillen komplementir durch Analyse von Inten-
sitdtsdatensitzen.

Die bei den Mosaizitdtsmessungen ermittelten Halbwertsbreiten der Reflexprofi-

le bewegen sich dabei von einigen tausendstel bis zu einem zehntel Grad. Dabei
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Qualitatsuntersuchungen an Proteinkristallen 5.4.4

sind die Unterschiede der Halbwertsbreiten zwischen verschiedenen Proteinen deutlich
grofer als die zwischen den einzelnen Kristallen eines bestimmten Proteins. Lysozym-,
Thaumatin- und Insulinkristalle weisen relativ schmale Reflexprofile mit Halbwertsbrei-
ten von einigen tausendstel Grad auf und bestehen in der Regel aus ein oder zwei Mo-
saikblocken. Die Reflexprofile der Trypsin- und Myoglobinkristalle sind dagegen meist
einige hundertstel Grad breit und setzen sich aus vielen einzelnen Mosaikblocken zu-
sammen. Die bereits ohne Verwendung des Bartels-Monochromators erreichbare in-
strumentelle AuflSoung war fiir die untersuchten Proteine, einmal abgesehen von den
Lysozymkristallen, deutlich kleiner als die Kristallmosaizitdt. Auf eine kompliziertere
Entfaltung der instrumentellen Auflésungsfunktion von den experimentell bestimmten
Reflexprofilen konnte daher verzichtet werden. Die Untersuchungen an den Lysozym-
kristallen erfolgten unter Verwendung des Bartels-Monochromators. Fast alle unter-
suchten Modellproteinen zeigten eine mehr oder weniger deutliche Anisotropie ihrer
Mosaizitéit. Besonders ausgeprigt war dieser Effekt bei den Myoglobinkristallen. Durch
Methoden wie dem ®-fine-slicing oder der Extraktion eines Mosaizititsparameters aus
Intensititsdaten hétte diese Anisotropie unter Umstinden zu einer Verfilschung der
Messergebnisse fithren kénnen.

Intensititsdatensammlungen unter Verwendung der exakt gleichen Datensamm-
lungsparameter sind ebenfalls geeignet, Qualitdtsunterschiede an Proteinkristallen auf-
zuzeigen. Im Unterschied zu Mosaizitdtsmessungen, die in erster Linie sensitiv auf die
Fernordnung im Kristall sein sollten, wird die Qualitéit der Intensitdtsdatenséitze mehr
durch die Nahordnung bestimmt. Durch die gleichzeitige Bestimmung der Kristallmo-
saizitdt und der Intensitdtsdatensammlung an Lysozymkristallen konnte ein interessan-
ter Zusammenhang bestéitigt werden. Die Kristalle mit der kleineren Mosaizitéit weisen
auch die kleineren B-Faktoren, also eine bessere Nahordnung, auf (s.a. Abschn. 2.3.1).
An Myoglobinkristallen konnte zwar ebenfalls ein Zusammenhang zwischen der Kri-
stallmosaizitit und den B-Faktoren beobachtet werden, allerdings ist dieser nicht so
ausgeprigt wie bei den Lysozymkristallen. Eine Erkldrung hierfiir kann das Konzept
der Mikro- und Makromosaizitit liefern. Bei den Lysozymkristallen, die meist aus einem
Mosaikblock bestehen, sind die Mosaizitdtswerte mehr durch die Mikromosaizitét, also
die Nahordnung, bestimmt. Die Myoglobinkristalle dagegen bestehen in den meisten
Féallen aus mehreren, oft nicht klar voneinander getrennten Mosaikblécken. Hier sind
die Mosaizitdtsparameter mehr durch die Makromosaizitit, also die Fernordnung domi-
niert. Dementsprechend ist hier auch ein nicht so deutlicher Zusammenhang zwischen
der Mosaizitdt und dem B-Faktor zu beobachten.

Insgesamt sind die beobachteten Effekte durch die Verdnderung eines Wachstumspa-
rameters, bis auf eine Ausnahme, relativ klein. Um signifikante Aussagen iiber den
Einfluss dieser die Kristallqualitit nur wenig beeinflussenden Parameter machen zu
konnen, wiren erheblich gréflere Stichproben nétig. Dies wire jedoch mit einem er-
heblich groBeren Messzeit- und Arbeitsaufwand verbunden. Eine Ursache fiir diese nur
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kleinen Effekte konnte die Wahl der Modellproteine darstellen. Da die meisten Magne-
ten nur fiir kurze Zeit zur Verfiigung standen und zudem nur einer begrenzten Menge
Proben Platz bieten, wurden fast ausschliefflich gut kristallisierende Modellproteine
gewdhlt, um in jedem Fall geniigend Kristalle fiir vergleichende Untersuchungen zu
erhalten. Allerdings ergeben diese Proteine aufgrund ihrer guten Kristallisationseigen-
schaften auch Kristalle von ausgesprochen guter Qualitidt. So beugen alle untersuchten
Modellproteine, einmal abgesehen von den TIM-Kristallen, bis zu einer Auflésungsgren-
ze von unter 1.5 A. Unter Umsténden sollten fiir nicht so gut kristallisierende Proteine
stirkere Effekte durch Verdnderung der Wachstumsparameter zu erwarten sein. Bei
der Kristallisation der Catalase im homogenen Magnetfeld wurde diese Problematik
deutlich. In diesem Fall wurde ein nicht so gut kristallisierendes Protein gewihlt, dass
auch nicht zu ganz so hohen Auflésungen wie die anderen Proteine beugt. Allerdings
wurden hier auch nur 2 bzw. 1 fiir Beugungsuntersuchungen geeignete Kristalle aus
dem 8.8 T-Magnetfeld bzw. der Kontrollgruppe aus jeweils 24 Ansétzen erhalten.
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Kapitel 6

Ausblick

Hochaufgeloste Mosaizitdtsmessungen stellen ein gut geeignetes Mittel zur Charak-
terisierung der Kristallqualitit dar und erlauben einen tieferen Einblick in den Kri-
stallaufbau als dies z.B. mit der Sammlung von Intensititsdatensitzen moglich ist.
Ortsauflésenden Techniken, wie z.B. das sog. rocking curve imaging, stellen eine Erwei-
terung der herkémmlichen Mosaizitdtsmessungen dar, und erlauben eine lokale Analyse
der Mosaizitét [36]. Durch das Aufzeichnen von reciprocal space maps ist zudem eine
Unterscheidung zwischen d-Wert-Variationen und der Kristallmosaizitdt moglich. Beide
Methoden sind zumindest bei der Untersuchung an Proteinkristallen noch mit einem
extrem hohen experimentellen Aufwand verbunden und wurden bisher nur exemplarisch
an 2 Modellsystemen untersucht. Eine Etablierung dieser Methoden zur Untersuchung
von Proteinkristallen ist daher ein logischer Schritt. Die Kombination beider Techniken,
also die ortaufgeldste Messung von Mosaizitdt und d-Wert-Variationen wiirde sicherlich
die eleganteste Methode zur Evalutation der Kristallqualitdt darstellen.

An noch brillanteren Synchrotronstahlungsquellen sollten solche Experimente auch
an kleineren Kristallen in kurzer Zeit und bei zugleich hoher Auflésung moglich sein.
Gerade an besonders kleinen Kristallen kénnten Mosaizitdtsmessungen und reciprocal
space maps helfen, die Ursache fiir die die Kristallgrofle limitierenden Faktoren zu
identifizieren und gegebenenfalls Abhilfe zu schaffen.

An relativ kleinen diamagnetischen Molekiilen konnte zwar eine Orientierung der
Kristalle in homogenen Magnetfeldern beobachtet werden, allerdings hatte dies keine
Auswirkungen auf die Qualitdt der in homogenen Magnetfeldern gewachsenen Prote-
inkristalle. Bei ausreichend starker Wechselwirkung zwischen dem Magnetfeld und den
entsprechenden Molekiilen, wie z.B. bei paramagnetischen Myoglobinmolekiilen, stellt
die Kristallisation in homogenen Magnetfeldern jedoch eine vielversprechende Moglich-
keit zur Verbesserung der Kristallqualitidt dar.

Neben anderen paramagnetischen Proteinen sollten auch grofle diamagnetische Pro-
teine mit einer entsprechend gréfleren magnetischen Anisotropie geeignete Substanzen
zur Verbesserung der Kristallqualitdt durch Kristallisation in homogenen Magnetfel-
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dern darstellen. Vor allem Membranproteine sollten aufgrund der parallel angeordneten
a-Helices eine grofles magnetisches Dipolmoment aufweisen. Eine verbesserte Kristall-
qualitit wire gerade fiir diese Proteine von gréfler Bedeutung, da diese besonders oft
nur schlecht kristallisieren. Aber auch fiir die Ziichtung von Viren-Kristallen kénn-
te die Anwendung homogener Magnetfelder interessant sein. Viren weisen meist ein
Proteinkapsid mit hoher Eigensymmetrie auf. Allerdings folgt die in dem Kapsid einge-
schlossene DNA oder RNA nicht dieser Symmetrie und weist im Kristall eine statistisch
verteilte Orientierung auf. Durch Kristallisation in starken homogenen Magnetfeldern
konnte iiber die Ausrichtung der DNA oder RNA eventuell auch eine dreidimensionale
periodische Ordnung der DNA bzw. RNA im Kristall erzielt werden. Dadurch wiren
durch Beugungsexperimente auch Informationen iiber die Struktur der DNA und RNA
innerhalb des Viruspartikels zugéinglich.

Der Ausrichtungsgrad der Molekiile ist proportional zum Quadrat der Feldstirke.
Durch den Einsatz neuer Hochfeldmagneten sollte sich daher der Ausrichtungsgrad der
Molekiile in der Losung stark erhéhen lassen. Ein positiver Effekt auf die Kristallqua-
litdt sollte damit ebenfalls erheblich wahrscheinlicher werden. Zudem ist die Untersu-
chung des zugrundeliegenden Mechanismus interessant. Durch kinetische Betrachtung
des Kristallwachstums und die Bestimmung des Ausrichtungsgrades der Molekiile in
der Losung in Abhéingigkeit von der Feldstérke iiber die magnetischen Doppelbrechung
konnten hier hilfreiche Erkenntnisse gewonnen werden.

Weitere interessante Anwendungen von homogenen Magnetfeldern in der Struktur-
biologie kénnten die Ausrichtung von biologischen Makromolekiilen zur Bildung von
2D-Kristallen, zur Kristallisation mit definierter Orientierung auf bestimmten Substra-
ten sowie die Kleinwinkelstreuung darstellen. Insbesondere bei letzterer sollte durch
die Einstellung einer eindimensionalen Ordnung der Molekiile durch das Magnetfeld
ein erheblicher Informationsgewinn zu erzielen sein.

Die Anwendung inhomogener Magnetfelder, wie sie z.B. durch den PROLET erreicht
werden konnen, zeigt bei den beiden untersuchten diamagnetischen Proteinen keinen
deutlichen Effekt auf die Kristallqualitit. Anders sieht es bei dem paramagnetischen
Protein Myoglobin aus, bei dem die Kristalle aus dem inhomogenen Magnetfeld von
deutlich schlechterer Qualitit als die Kristalle der Kontrollgruppe waren. Dies ist auf die
hohe lokale Ubersiittigung des Proteins im unteren Teil der Kapillare zuriickzufiihren.
Diese Moglichkeit, iiber die Stromstérke und damit iiber die Feldimhomogenititen ge-
zielt lokale Ubersiittigungen einstellten zu kénnen, eréffnet diverse Moglichkeiten fiir
die Kristallisation paramagnetischer Proteine. So lassen sich z.B. die Nukleation und
das Kristallwachstum gezielt und ohne mechanische Eingriffe steuern, wodurch in vielen
Fillen die Ziichtung groflerer Kristalle moglich sein sollte. Auch schwerlosliche Proteine,
die bei der Aufkonzentration meist als amorphes Prézipitat ausfallen, konnten unter
Umstinden durch eine langsame Einstellung der Ubersittigung kristallisiert werden.
Bei Proteinen die Eisen enthalten, stellen die Oxidation des Eisens und die damit ver-
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bundenen strukturellen Anderungen bei der Kristallisation oft ein Problem dar. Da
solche Oxidationen oft mit der Verdnderung der magnetischen Eigenschaften einherge-
hen, stellt die Anwendung inhomogener Magnetfelder ebenfalls eine elegante Methode
zur ’Aufreinigung’ dar. Wahrend das nicht-oxidierte paramagnetische Protein z.B. eine
Kraft zu Bereichen hoherer Feldstérken erfihrt, werden oxidierte und damit strukturell
verdnderte diamagnetische Spezies aus diesen Bereichen herausgedriickt.

Magnetaufbauten wie der PROLET bieten durch die Moglichkeit, diamagnetische
Substanzen levitieren zu kénnen, weitere interessante Anwendungsmoglichkeiten. Ne-
ben probenhalterfreien Anwendungen in der Spektroskopie stellt insbesondere die lin-
senfreie Abbildung kleiner diamagnetischer Objekte wie z.B. von Zellen mit kohérenter
Rontgenstrahlung eine interessante Anwendung dar. Fiir die Methode des sog. over-
sampling weist eine probenhalterfreie Platzierung des Objektes im Rontgenstrahl er-
hebliche Vorteile auf [176]. Durch die Ausrichtung des Objektes durch das Magnetfeld
wird die Auswertung der Daten dabei weiter erleichtert. Durch die gleichzeitige Ver-
wendung eines Lasers und dessen Wechselwirkung mit dem elektrischen Dipolmoment
des Objektes konnte zudem die Einstellung bestimmter Orientierungen des Objektes
erreicht werden [177].
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Anhang A

Hall-Sonden Kalibration
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Abbildung A.1: Kalibrationskurve des Hall-Generators FH-301 der Fa. BELL: Auftragung der
mit einem NMR Teslameter PT 2025 der Firma METROLAB ermittelten Feldstirke gegen die
gemessene Hall-Spannung bei einer Temperatur von 293 K.
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Anhang B

Kristallisationsvorschriften

B.1 tetragonales Lysozym, hanging drop vapour diffu-

sion
PROTEINLOSUNG RESERVOIRLOSUNG
52 mg/ml Lysozym 6% NaCl

in 0,133 M Natriumacetat (pH=4.7) in 0,133 M Natriumacetat (pH=4.7)

Zum Ansetzen der Kristallisation werden Proteinlésung und Reservoirlésung zu glei-
chen Teilen gemischt (jeweils 20 p1/) und gegen die Reservoirlosung equilibriert (1000 jl).
Die Kristallisation ist nach ca. 5-7 Tagen abgeschlossen.

B.2 tetragonales Lysozym, Batch-Kristallisation

Losung 1 Losung 2

100 mg/ml Lysozym 7.5% Natriumchlorid
in 0.05 M Natriumacetat (pH 4.5) in 0.05 M Natriumacetat (pH 4.5)

Zur Kristallisation werden Lésung 1 und Lésung 2 zu gleichen Teilen gemischt.
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B.3 Pottwal-Myoglobin, Batch-Kristallisation

Losung 1 Losung 2

60 mg/ml Pottwal-Myoglobin ges. Ammoniumsulfat
in 0,1 M Natriumphosphat (pH 6,8) in 0,1 M Natriumphosphat (pH 6,8)

Zur Kristallisation werden 75% Losung 1 (77% bzw. 73%) mit 25% Losung 2 (23%
bzw. 27%) gemischt. I.d.R. treten bereits nach einem Tag erste Kristalle auf. Je geringer
der Anteil von Losung 2, desto langsamer wachsen die Kristalle und desto weniger
Kristalle werden erhalten.

B.4 Schweine-Insulin, Temperaturziichtung

Losung
200ml 0,02 M HCl
100 ml 0,2 M Natriumcitrat

60 m! Aceton
20 ml me
20ml 0,12 M ZnS0Oq

Die Losung wird zunéchst auf 45°C erwdrmt. In der warmen Losung werden nun 0.5
mg/ml porcine Insulin gelost. Zur Kristallisation wird die Lésung anschliefend langsam
auf 20°C abgekiihlt lassen. Je langsamer dabei die Abkiihlungsrate ist, desto weniger
Kristalle dafiir aber gréflere Kristalle werden erhalten.

B.5 Rinder-Trypsin, hanging drop vapour diffusion

Proteinlosung Reservoirlosung
60 mg/ml Trypsin 0,2 M Ammoniumsulfat
0.01 M Calciumchlorid 0,1 M TRIS

10 mg/ml Benzamidin Hydrochlorid pH = 8.5
in 0.025 M HEPES (pH 7.0)

Die Kristallisation erfolgt analog zu B.1. Nach ca. 7 Tagen ist die Kristallisation
abgeschlossen.
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B.6 Thaumatin, hanging drop vapour diffusion

B.6 Thaumatin, hanging drop vapour diffusion

Proteinlésung Reservoirlésung

15 mg/ml Thaumatin 1,0 M Weinsédure
in 0,1 M ADA (pH 6.5) 0.1 M ADA
mit NaOH auf pH=6.5

Zur Kristallisation wird wie in B.1 beschrieben verfahren. Die Kristallisation ist
nach ca. 4-5 Tagen abgeschlossen.
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Anhang C

Sdulenchromatographische
Proteinaufreinigung

Hierzu wird das aufzureinigende Protein im entsprechenden Puffer gelost und zur Ent-
fernung von eventuell ungelosten Proteinresten bei 18000 rpm fiir 5 Minuten zentri-
fugiert. Der Uberstand wird anschliefend zur restlosen Beseitigung von etwaigen der
Séule abtréiglichen Partikeln bei 18000 rpm durch ein Millipore-Filterréhrchen (0,22 pm
Porenweite) filtriert. Die Gelfiltrationssiule (HiLoad 16/60TM Superdex 75 prep grade
der Fa. PHAMARCIA) wird vor der Aufgabe der Proteinlésung mit 2 Sdulenvolumina
(240 ml) des entsprechenden zur Aufreinigung verwendeten Proteinpuffers equilibriert.
Zur chromatographischen Aufreinigung werden nun bis zu maximal 3ml der Prote-
inlésung auf die Sdule aufgebracht. Der Lauf erfolgt idealerweise bei einer Flussrate von
1.0ml/min und einer FraktionsgréBe von 1.5ml. Wihrend des gesamten Laufes wird
mit einem Photometer die Extinktion der aus der Siule austretenden Losung bei 280
nm bestimmt. Fraktionen mit erhohter Absorption im gemessenen Wellenldngenbereich
werden nach Abschluss des Laufes auf Polyacrylamid-Gele aufgetragen und durch SDS-
Elektrophorese auf Grofle und Menge der enthaltenen Proteine untersucht. Fraktionen
mit dem von Verunreinigungen befreiten Zielprotein werden gegebenfalls zusammenge-
fasst und entsprechend der jeweiligen Kristallisationsbedingungen aufkonzentriert. Als
Laufpuffer wird vorteilhafter der Puffer gewéhlt, der auch fiir die Kristallisation ver-
wendet werden soll. Fiir Lysozym wird daher sinnvollerweise ein 0.05 M Natriumacetat
Puffer (pH 4.5) und fiir Thaumatin ein 0,1 M ADA Puffer (pH 6.5) verwendet.
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Anhang D

Gitterparameter der
Modellproteine

Tabelle D.1: Raumtemperatur-Gitterparameter von tetragonalem Lysozym. Die Gitterparame-
ter stammen aus der Intensitdtsdatenmessung des Kristalls lyso_a_07.

Parameter Wert

Raumgruppe | P432; 2

alA] 79.16
b[A] 79.16
c[A] 38.02
T 293 K

PDB-Code | 1IEE (T = 100K) [175]
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Tabelle D.2: Raumtemperatur-Gitterparameter von tetragonalem Thaumatin. Die Gitterpara-

meter stammen aus [178].

Parameter Wert
Raumgruppe | P41 212
a[A] 58.53

b[A] 58.53

c[A] 151.35

T 293 K
PDB-Code | 1IKWN [178]

Tabelle D.3: Raumtemperatur-Gitterparameter von orthorhombischem Rinder-Trypsin. Die
Gitterparameter stammen aus der Intensitdtsdatenmessung des Kristalls bov_tryps_5t_17.

Parameter Wert
Kristallsystem | orthorhombisch
alA] 63.31

b[A] 63.71

c[A] 69.15

T 293K
PDB-Code -

Tabelle D.4: Raumtemperatur-Gitterparameter von monoklinem Pottwal-Myoglobin. Die Git-

terparameter stammen aus [179]. Aus Griinden der Transferierbarkeit sind a- und c-Achse

vertauscht.

Parameter Wert

Raumgruppe | P2;

alA] 64.59

b[A] 31.04

c[A] 35.15

B[] 105.58

T 293K

PDB-Code 1A6N (T = 100K) [180]
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ANHANG D. GITTERPARAMETER DER MODELLPROTEINE

Tabelle D.5: Raumtemperatur-Gitterparameter von rhomboedrischem Schweine-Insulin. Die

Gitterparameter stammen aus [181].

Parameter Wert

Raumgruppe | R3

a[A]
blA]
c[A]
T

82.5
82.5
34.0
293K

PDB-Code | 4INS [181]

Tabelle D.6: Raumtemperatur-Gitterparameter von trigonalem TIM. Die Gitterparameter

stammen aus [174].

Parameter

Wert

Raumgruppe
a[A]

bA]

c[A]

T

PDB-Code

P3521 oder P3;21
125.95

125.95

103.72

293K

1B9b [174]
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Anhang E

Reflexe der
Mosazitititsmessungen

Tabelle E.1: Ausgewihlte Reflexe der Mosaizititsmessungen fiir tetragonales Lysozym.

Reflex | dpy [A]
1616 0 | 3.50
16 16 0 | 3.50
008 4.75
776 4.97

Tabelle E.2: Ausgewiihlte Reflexe der Mosaizititsmessungen fiir tetragonales Thaumatin.

Reflex dnkl EL
0040 3.78
2000 2.93
0200 2.93
10 10 24 | 3.46
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ANHANG E. REFLEXE DER MOSAZITITATSMESSUNGEN

Tabelle E.3: Ausgewidhlte Reflexe der Mosaizitdtsmessungen fiir orthorhombisches Rinder-

Trypsin.
Reflex | dpi ﬁg
0012 | 5.76
0100 | 6.37
1200 | 5.28
888 | 4.71

Tabelle E.4: Ausgewéhlte Reflexe der Mosaizitdtsmessungen fiir monoklines Pottwal-Myoglobin.

Reflex | dpi ﬁE
006 | 5.64
0120 | 2.59
1400 | 4.44
155 4.50

Tabelle E.5: Ausgewihlte Reflexe der Mosaizitétsmessungen fiir rhomboedrisches Schweine-

Insulin.
Reflex | dpy [A]
009 3.78
1200 | 5.95
0120 | 5.95
12120 | 5.95
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Anhang F

Parameter der

Intensititsdatensammlungen an
der X11-Strahlfithrung

Im folgenden werden kurz die zur Datensammlung verwendeten Parameter der einze-

lenen Messreihen in Tabellenform angegeben. Zur Bedeutung der einzelnen Parameter

sieche Abschnitt 2.2.6.

Tabelle F.1: Datensammlungsparameter von tetragonalen Lysozymkristallen aus aufgereinigtem

und nicht-aufgereinigtem Lysozym

Parameter Wert

Energie 15.3 keV
Blendengrofie 0.3 x 0.3mm
Rotationswinkel A 0.5°
Belichtungsdosis 50kHz
Anzahl der Bilder 360

Abstand Kristall - Detektor | 80 mm
Datensammlungstemperatur | 293 K
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ANHANG F. PARAMETER DER INTENSITATSDATENSAMMLUNGEN

Tabelle F.2: Datensammlungsparameter von 57 und 07 Rinder-Trypsinkristallen

Parameter Wert

Energie 15.3 keV
Blendengrofie 0.2 x 0.2mm
Rotationswinkel A 0.5°
Belichtungsdosis 50kHz
Anzahl der Bilder 360

Abstand Kristall - Detektor | 85 mm
Datensammlungstemperatur | 293 K

Tabelle F.3: Datensammlungsparameter von 8.8 7 und 07 Lysozymkristallen

Parameter Wert

Energie 15.3keV
Blendengrdfie 0.2 x 0.2mm
Rotationswinkel A® 0.5°
Belichtungsdosis 50kHz
Anzahl der Bilder 360

Abstand Kristall - Detektor | 100 mm
Datensammlungstemperatur | 100 K

Tabelle F.4: Datensammlungsparameter von 8.8 T und 07 Myoglobinkristallen aus 75% AS.

Parameter Wert

Energie 15.3keV
Blendengrofie 0.3 x 0.3mm
Rotationswinkel A® 0.5°
Belichtungsdosis 50kHz
Anzahl der Bilder 360

Abstand Kristall - Detektor | 80 mm
Datensammlungstemperatur | 293 K
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Tabelle F.5: Datensammlungsparameter von 8.8 7T und 07 Myoglobinkristallen aus 77% AS.

Parameter Wert

Energie 15.3keV
Blendengrofie 0.3 x 0.3mm
Rotationswinkel AP 0.5°
Belichtungsdosis 100kH =z
Anzahl der Bilder 360

Abstand Kristall - Detektor | 60 mm
Datensammlungstemperatur | 293 K

Tabelle F.6: Datensammlungsparameter von unter Mikrogravitation und auf der Erde in
Agarose-Gel geziichteten TIM-Kristallen.

Parameter Wert

Energie 15.3keV
Blendengrofie 0.3 x 0.3mm
Rotationswinkel A® 0.5°
Belichtungsdosis 200kHz
Anzahl der Bilder 240

Abstand Kristall - Detektor | 150 mm
Datensammlungstemperatur | 293 K
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