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Abstract

Conventional protein crystallography enables the space- and time-average of a protein
structure to be determined. For a large number of proteins it is known, that essen-
tial aspects of their structure-function-relationship are related to dynamical changes
in their conformation on the nanosecond time-scale. This thesis describes an experi-
mental setup, that has been developed to allow stroboscopic, ns-time-resolved Laue-
di�raction experiments for the structural investigation of extremely fast reactions at
the wiggler-beamline BW6/DORIS at HASYLAB/DESY. The main component is a
novel chopper-system based on a rotating mirror, which exploits the light-leverarm to
a distant slit in order to create extremely short time-windows not previously achieved
with choppers for white x-radiation before. The time-window allows single-bunch ex-
traction in both single- and two-bunch mode of the storage-ring, making 6 weeks of
beamtime a year available for time-resolved studies.
Excitation of photolytic reactions is achieved by a dye-laser-system that has been set
up, capable of creating pulses from the UV to IR. Synchronisation between chopper,
laser- and synchrotron-pulse is ensured by a special trigger-logic, holding the time-
interval between the pulses constant to �0:8 ns in single- and �2:4 ns in double-bunch
mode; in all cases the achievable time-resolution is dominated by the width of the laser-
pulse of 7 ns. The time-interval between laser- and x-ray pulse is adjustable to any
desired length and can be monitored with a speci�cally developed measurement setup.
The appropriate excitation-conditions for complete photolysis in a time-resolved ex-
periment on photoactive CO-Myoglobin have been estimated and an energy density of
9.3 mJ

mm2 at 658 nm was found. A test at this energy density veri�ed, that the MbCO-
crystal could survive over 50000 laser-pulses without any damage.
The functionality of the chopper-system was tested in a stroboscopic di�raction ex-
periment on met-myoglobin, which represents the third Laue-experiment on a protein
structure with ns-time-resolution worldwide. The measurements on the static and the
excited structure were taken with 3500 single bunches per frame and yielded a com-
pleteness of 71%, despite the fact that only a 110� rotation range was accessible.
Both datasets reached a Bragg-resolution of 1.65 Å with an average positional error
of � 0.36 Å. In addition electron density maps of good quality were calculated. The
di�erence Fourier density between both structures contains �ve di�erence-peaks above
a contour level of 4� within the vicinity of the heme. The structural signi�cance of
these densities remains to be established.
The results of this work prove that it is possible to collect Laue-di�raction data with ns-
time-resolution and high Bragg-resolution with the mirror-chopper-system at DORIS.
Hence there will be a good chance of observing ultrafast changes after photodissocia-
tion of CO-myoglobin in future experiments, especially since the experiment on the
photochemically inactive met-myoglobin veri�ed, that thermal e�ects due to photon
absorption do not a�ect the protein structure signi�cantly.



Kurzfassung

Die gewöhnliche Proteinkristallographie vermag das Raum- und Zeitmittel einer Pro-
teinstruktur zu bestimmen, doch es ist für eine groÿe Anzahl von Proteinen bekannt,
daÿ wesentliche Aspekte ihrer Struktur-Funktionsbeziehung auf dynamischen Ände-
rungen ihrer Konformation beruhen. Deshalb wurde im Rahmen dieser Arbeit ein ex-
perimenteller Aufbau für den Wiggler-Strahl BW6/DORIS entwickelt, um strobosko-
pische Laue-Beugungsexperimente mit Nanosekundenzeitau�ösung zur strukturellen
Untersuchung extrem schneller Reaktionen zu ermöglichen. Hierzu wurde ein neuar-
tiges Choppersystem konstruiert, das auf einem rotierenden Spiegel basiert, der ex-
trem kurze Ö�nungszeitfenster erzeugt, die mit anderen Choppern für weiÿe Röntgen-
strahlung bisher nicht erreicht wurden. Die Zeitfenster von 440 ns Dauer (5%-Breite)
erlauben die Extraktion einzelner Synchrotronpulse im Einzel- und Zweipuls-Modus
von DORIS, womit 6 Wochen Strahlzeit pro Jahr für zeitaufgelöste Experimente zu
Verfügung stehen. Zur Stimulation photolytischer Reaktionen wurde ein Lasersystem
aufgebaut, mit dem Pulse vom UV bis ins IR erzeugt werden können. Die Synchroni-
sation zwischen Choppersystem, Laser- und Synchrotronpuls regelt eine Triggerlogik,
wobei der Zeitabstand der Pulse mittels einer adäquaten Meÿanordnung überwacht
wird. Die Anregungsbedingungen zur Laserpulsphotolyse von CO-Myoglobin wurden
abgeschätzt, und ein Test an Myoglobinkristallen veri�zierte, daÿ diese den berechne-
ten Energiedichten standhalten. Die Funktionalität des Gesamtsystems wurde anhand
eines zeitaufgelösten Experiments an met-Myoglobin demonstriert, das weltweit das
dritte Laue-Beugungsexperiment an einer Proteinstruktur mit ns-Zeitau�ösung dar-
stellt. Die Messungen von statischer und angeregter Struktur erzielten hohe Vollstän-
digkeit bei einer Bragg-Au�ösung von bis zu 1,65 Å und einem mittleren Fehler auf die
Atompositionen von � 0,36 Å. Es wurden sowohl Elektronendichtekarten als auch die
Di�erenzfourierdichte zwischen beiden Strukturen berechnet, die oberhalb eines Kon-
tourniveaus von 4� fünf Di�erenzdichten in der Häm-Umgebung zeigt. Die Ergebnisse
dieser Arbeit belegen, daÿ mittels des Choppersystems Laue-Daten hoher Qualität an
DORIS aufgenommen werden können und für Anregungsexperimente an MbCO gute
Chancen bestehen, etwaige Konformationsänderungen zu identi�zieren, insbesondere
da das Experiment an met-Myoglobin gezeigt hat, daÿ thermische E�ekte der Photo-
nenabsorption die Proteinstruktur nicht relevant beein�ussen.
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Kapitel 1

Einleitung

Die Proteinkristallographie liefert ein Raum- und Zeitmittel der dreidimensionalen
Struktur von Proteinen. Die Kenntnis dieser mittleren Struktur reicht jedoch nicht
immer aus, um die Funktionsweise eines Proteins aufzuklären. So wurde bereits kurz
nach der Lösung der ersten Proteinstruktur, des Myoglobins (Kendrew et al. 1958),
deutlich, daÿ die Di�usion eines O2- oder CO-Liganden durch die Proteinmatrix zum
aktiven Zentrum an der intern gebundenen Häm-Gruppe transiente Änderungen der
Konformation erfordert, da die statische Struktur des Myoglobins keine hinreichend
weiten Kanäle für die Di�usion aufweist. Inzwischen ist für eine groÿe Anzahl von
Proteinen bekannt, daÿ dynamische Änderungen lokaler oder globaler Konformation
für wesentliche Aspekte der Struktur-Funktionsbeziehung verantwortlich sind. Bei-
spiele hierfür sind nahezu alle Enzym-Substratwechselwirkungen, Transportvorgänge
in Ionenkanälen und Transferreaktionen in Proteinsystemen. Das zeitliche Spektrum
der im Protein ablaufenden Reaktionen erstreckt sich von Femtosekunden (z. B. Auf-
brechen von Bindungen) bis zu mehreren Minuten (z.B. Proteinfaltungen, Austausch
interner Wassermoleküle). Von besonderem Interesse für Konformationsänderungen ist
der Nano- bis Mikrosekundenbereich, da er für korrelierte Bewegungen ausgedehnter
Teile von Proteinstrukturen charakteristisch ist, denen hohe Bedeutung in bezug auf
die Funktionalität des Proteins beigemessen wird.
Die Evidenz für das Auftreten dynamischer Konformationsänderungen in Proteinen
wurde bisher in den meisten Fällen aus Röntgenbeugungsuntersuchungen statischer
Strukturen, etwa von stabilen Anfangs- und Endzuständen, abgeleitet. Informa-
tionen über Strukturdynamik können aber auch mit Methoden der NMR oder
di�user Röntgenbeugung gewonnen werden. Hinreichend hohe Ortsau�ösung in den
zeitveränderlichen Koordinaten der Atome eines Makromoleküls erfordert jedoch
Beugungsmessungen, für die im Falle extern anregbarer zyklischer Reaktionen zeitauf-
gelöste Röntgenbeugung eingesetzt werden kann (Bartunik 1983, Bilderback 1983).

Die Synchrotronstrahlung von Speicherringen der 2. und 3. Generation eignet sich
aufgrund ihrer gepulsten Zeitstruktur mit Pulsbreiten von � 100 ps besonders
für diese Experimente. Die Meÿmethode beruht hierbei auf der stroboskopischen
Aufnahme von Röntgenbeugungsdaten, bei der eine Probe wiederholt angeregt und
anschlieÿend mit einem Synchrotronpuls belichtet wird. Dieses Verfahren wurde
erstmals in den achtziger Jahren unter Einsatz von monochromatischer Synchro-
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tronstrahlung auf Festkörperkristalle angewandt, bei denen nach der Anregung
die Änderung einzelner Beugungsre�exe im Nanosekundenbereich verfolgt wurde
(Larson et al. 1982, Pruss et al. 1984, Bartunik 1984). Die Anwendbarkeit dieses
Verfahrens auf Proteinstrukturen wurde mehrfach vorgeschlagen und diskutiert
(Bartunik 1983, Mo�at 1989, Helliwell 1992b, Cruickshank et al. 1992, Hajdu
& Andersson 1993, Wul� et al. 1997). Dabei müssen zur Strukturanalyse mög-
lichst alle symmetrieunabhängigen Beugungsre�exe zeitaufgelöst gemessen werden,
weswegen die Laue-Methode Anwendung �ndet, da sie den reziproken Raum mit
höchster E�zienz abdeckt (Cruickshank et al. 1987, Clifton et al. 1991). Die
Anzahl der nötigen Kristallorientierungen innerhalb des erforderlichen Rotati-
onsbereichs hängt dabei nicht alleine von der Raumgruppe, sondern stark vom
jeweiligen Verfahren der Laue-Datenauswertung ab (Ren & Mo�at 1995a, Ren &
Mo�at 1995b, Campbell 1995, Bourenkov et al. 1996), und ist bei Anwendung von
auf Bayes-Statistik beruhenden Verfahren minimal. Im Falle hoher, z. B. tetragonaler
Kristallsymmetrie, reicht dann eine einzige Aufnahme aus, um einen hinreichend
vollständigen Satz von Strukturfaktoren zu erhalten (Bourenkov et al. 1996).

Beim Einsatz des stroboskopischen Meÿverfahrens zur Durchführung hochzeitauf-
gelöster Beugungsexperimente muÿ dafür Sorge getragen werden, daÿ nach jeder
Anregung nur ein einziger Synchrotronpuls die Probe belichtet. Dies erfordert
einen schnellen Strahlverschluÿ, i. f. Chopper, der imstande ist, die Zeitstruktur der
Synchrotronstrahlung so zu modulieren, daÿ eine Extraktion einzelner Pulse möglich
wird, d. h. der Chopper muÿ ein Transmissionsfenster de�nieren, das kürzer ist als
der maximale Abstand der Synchrotronpulse im Speicherring (ca. 1�4 �s, abhängig
vom Speicherring). Es sind bisher nur wenige solcher Chopper für polychromatische
Röntgenstrahlung entwickelt worden, die gröÿtenteils auf einer rotierenden Scheibe
beruhen. �rajer et al. (1996) zeigten, daÿ unter Verwendung eines solchen Choppers
ns-zeitaufgelöste Anregungsexperimente an Kohlenmonoxy-Myoglobin (i. f. MbCO)
realisierbar sind, und beobachteten strukturell die photolytische Abspaltung des COs
von der Häm-Gruppe. Der Vergleich von atomar aufgelösten, statischen Strukturen
von CO- und deoxy-Myoglobin (ligandenfrei) bestätigte, daÿ die Abspaltung des
CO-Liganden tatsächlich mit korrelierten Konformationsänderungen einhergeht
(Kachalova et al. 1999). Diese Bewegungen mit maximalen Amplituden � 0,4 Å
erfordern zu ihrer Beobachtung sehr hohe Bragg-Au�ösung, doch dieser Anforderung
genügte die bisherige zeitaufgelöste Messung an MbCO bei weitem nicht. Die atomar
aufgelösten Strukturen des Myoglobins zeigten auÿerdem, daÿ frühere statische
Untersuchungen von MbCO vermutlich durch Kontamination mit anderen Ligandie-
rungszuständen beein�uÿt waren, die aufgrund zu niedriger Au�ösung nicht erkannt
wurde und zu Fehlinterpretationen führte. Für eine erfolgreiche Untersuchung der
Konformationsänderungen kurz nach der Photolyse von MbCO ist daher neben hoher
Bragg-Au�ösung auch eine Optimierung der Präparationsbedingungen des Kristalls
erforderlich sowie nach Möglichkeit eine Überprüfung der Ausgangsstruktur. Die
Laseranregungsbedingungen zur Erzeugung eines hohen Photolysegrades sind ebenso
zu optimieren.
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Messungen an Speicherringen der 2. Generation sind damit zumindest zur Ent-
wicklung adäquater experimenteller Bedingungen von erheblichem Nutzen. Da die
Bragg-Au�ösung der Experimente am ESRF von �rajer et al. nicht durch die
verfügbare Strahlintensität sondern durch Strahlenschädigung begrenzt war, kann
darüber hinaus an DORIS mindestens vergleichbare Bragg-Au�ösung erwartet werden.

Diese Arbeit beschreibt die Entwicklung einer experimentellen Apparatur zur Durch-
führung ns-zeitaufgelöster Beugungsexperimente am Proteinkristallographiestrahl
BW6 HASYLAB/DORIS, die aus einem Synchrotronchoppersystem, einer Trigger-
logik, einem Lasersystem und einem Aufbau zur Messung der Zeitau�ösung besteht.
Der vergleichsweise dreifach geringere Pulsabstand an DORIS gegenüber den neueren
Synchrotronspeicherringen stellte hierbei für die Entwicklung des Choppers ein erheb-
liches Problem dar. Zu seiner Lösung wurde statt der gängigen Scheibenchopper ein
neuartiger Chopper entwickelt, dessen zentrale Komponente ein rotierender Spiegel
ist, mit dem die erforderlichen Ö�nungszeitfenster bereits bei relativ niedrigen Rota-
tionsgeschwindigkeiten erreicht werden, so daÿ die technologischen Probleme, die bei
Scheibenchoppern mit Geschwindigkeiten � 50000

U

min
auftreten, vermieden werden.

Die Funktionsweise des Spiegelchoppersystems, die Überprüfung seiner Leistungsfä-
higkeit und die der Triggerlogik zur Synchronisation zwischen Chopper, Anregung
und Synchrotronpuls werden beschrieben. Die Charakteristika des verwendeten La-
sersystems zur Probenanregung werden erläutert, und die Anregungsbedingungen für
Myoglobin abgeschätzt. Die Leistungsfähigkeit des Gesamtsystems wird anhand eines
ns-zeitaufgelösten Beugungsexperiments an met-Myoglobin demonstriert, und die er-
reichte Datenqualität anhand verschiedener Parameter und berechneter Dichtekarten
analysiert. Abschlieÿend werden Möglichkeiten zur weiteren Optimierung zeitaufgelö-
ster Experimente mit dem Spiegelchoppersystem diskutiert.



Kapitel 2

Grundlagen

2.1 Synchrotronstrahlung

2.1.1 Bedeutung und Erzeugung von Synchrotronstrahlung

Synchrotronstrahlung �ndet in zahlreichen Forschungsgebieten Anwendung, von der
Grundlagenforschung in der Physik bis hin zur medizinischen Diagnostik. Da die Strah-
lung eine extrem hohe Brillianz� aufweist, ist sie sehr gut fokussierbar und daher be-
sonders geeignet für die Proteinkristallographie, da Proteinkristalle schlechte Streuer
und ihre Dimensionen oftmals gering sind (< 50 �m). Ursprünglich war Synchro-
tronstrahlung ein �Abfallprodukt� aus Elektron- oder Positron-Speicherringen, die für
Experimente in der Teilchenphysik entwickelt worden waren.
Der Entstehung von Synchrotronstrahlung liegt die Erzeugung elektromagnetischer
Wellen bei Beschleunigung von sich relativistisch bewegenden, geladenen Teilchen zu-
grunde (Jackson 1975), in diesem Fall die Beschleunigung der Positronpakete des Spei-
cherrings in den Ablenkmagneten. Aufgrund eines relativistischen E�ekts erfolgt die
Abstrahlung nicht in einem Dipolfeld, sondern in einem engen Kegel tangential zur
Teilchenbahn in der Orbitebene.
Eine Intensivierung der Synchrotronstrahlung wird durch Wiggler und Undulato-
ren anstelle von Ablenkmagneten erreicht. In diesen Multipolmagneten besteht ein
periodisch alternierendes Magnetfeld, welches die geladenen Teilchen aufgrund der
Lorentz-Kraft auf eine slalomförmige Bahn zwingt. Die Überlagerung der entstehen-
den Lichtkegel intensiviert dabei die Strahlung. Synchrotronstrahlung zeichnet sich
neben hoher Brillianz und polychromatischem Spektrum durch ihre gepulste Zeit-
struktur aus, die für zeitaufgelöste Experimente von besonderem Nutzen ist.

2.1.2 Zeitstruktur

Die Zeitstruktur ist durch die diskrete Verteilung der Elektronen bzw. Positronen
in Ladungspaketen im Speicherring bedingt, deren Pulslänge zwischen 50�120 ps

�Anzahl der Photonen, die in einer Bandbreite von 0,1 % pro Zeiteinheit (s) in einen Strahlungs-
kegel (mrad2) bei einer bestimmten Ausdehnung der Quelle (mm2) emittiert werden.

4
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2/3 Multipuls

Einzelpuls Hybrid

Abbildung 2.1: Einige Beschleunigermodi an Synchrotronspeicherringen der 2. und 3.
Generation. 2/3- und Multipuls-Modus sind die gängigsten Betriebsmodi, Einzelpuls
und Hybrid-Modus werden für zeitaufgelöste Experimente gefüllt. Die Punkte symboli-
sieren schematisch die Ladungspakete im Speicherring.

beträgt. Die zeitlichen Abstände tBX variieren zwischen 2 ns und 4 �s, je nach
Orbitlänge und Füllschema des Rings (s. Tab. 2.1), wodurch die Anforderungen an
die Verschluÿzeit eines Synchrotronchoppers zur Extraktion eines einzelnen Pulses
de�niert werden. Verbreitete Füllmodi der Speicherringe 2. und 3. Generation sind
der Multipuls-Modus und die 2/3-Füllung des Rings, die sich bei den Synchrotronen
der 3. Generationen im Hinblick auf Höhe des Stromes und Lebensdauer gut bewährt
hat, sowie gelegentlich der Einzelpuls- und der Hybrid-Modus (s. Abb. 2.1). Die
notwendige Verschluÿzeit eines Choppers ist o�ensichtlich am geringsten, wenn
der Speicherring im Einzelpuls-Modus betrieben wird, denn dann beläuft sich der
Pulsabstand auf 1�4 �s. Dieser Modus ist jedoch aufgrund der geringen mittleren
Intensität bei anderen Experimenten unerwünscht, weswegen diese den Multipuls-
oder den 2/3-Modus bevorzugen. Ein Kompromiÿ zwischen möglichst hoher Intensität
und möglichst langem Pulsabstand ist der Hybrid-Modus, bei dem antipodisch zu
einem Einzelpuls ein Superpuls im Ring positioniert ist. Dieser besteht aus einer
Vielzahl einzelner Ladungspakete mit einem Abstand von � 2�4 ns voneinander,
wodurch ein hoher mittlerer Strom im Ring garantiert ist. Der Abstand zwischen
Super- und Einzelpuls beträgt dann etwa ein Drittel der Gesamtumlaufzeit, im Falle
des ESRF knapp 940 ns, so daÿ bei einem phasensynchron zur Ringfrequenz laufenden
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Modus DORIS ESRF APS
tBX [�s] I[mA] tBX [�s] I[mA] tBX [�s] I[mA]]

Einzel 0,96 43 2,82 15 3,68 5*
Doppel 0,48 80 1,41 n.r. 1,84 n.r.
Multi 0,19 140 0,18 90 0,15 100
Hybrid 0,32 n.r. 0,94 7+193 1,74 5+95*

2
3

0,32 n.r. 0,94 200 1,18 100

Tabelle 2.1: Umlaufzeit und mittlerer Strom unterschiedlicher Füllmodi von DORIS
(HASYLAB 1999) und den Speicherringen der 3. Generation am ESRF (Goodhew
1999) und APS (Bizek 1996, Emery 1999). Der Eintrag �n.r.� markiert, daÿ der Mo-
dus bisher nicht realisiert wurde, die sich theoretisch ergebenden Pulsabstände sind
trotzdem eingetragen; mit �*� gekennzeichnete Modi wurden von Mills (1989) vorge-
schlagen.

Chopper ein Ö�nungszeitfenster des Choppers von < 1880 ns zur Extraktion des
Einzelpulses ausreicht. Der Nachteil des Hybrid-Modus im Vergleich zum gängigen
2/3-Füllmodus besteht lediglich in einer Reduktion der Strahllebensdauer von 45 h
auf 35 h und einer etwa 10 Minuten längeren Injektionsphase, trotzdem wurden 1998
nur 11 Tage in diesem Modus bereitgestellt (Goodhew 1999).
An DORIS ist kein Hybrid-Modus verfügbar, sondern nur der 1-, 2- und 5-Puls-Modus,
wobei der Speicherring gröÿtenteils im 5-Puls-Modus betrieben wird. Zeitaufgelöste
Beugungsexperimente können hier nur während des reduzierten Pulsbetriebes statt�n-
den, wobei aufgrund der 3�4-fach geringeren Umlaufperiode an DORIS gegenüber den
anderen Speicherringen die Anforderungen an einen Synchrotronchopper entsprechend
höher liegen. So sind zur Einzelpulsextraktion Ö�nungszeitfenster von � 964 bzw.
482 ns im Einzel- bzw. Zweipuls-Modus bei asynchronem Chopperbetrieb zwingend.
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1
�

Ewald-Sphäre rezipr. Gitter

Au�ösungssphäre

1
�min

1
�max

rezipr. Gitter

Au�ösungssphäre

Abbildung 2.2: Auf die Ebene projizierte Ewald-Konstruktionen für monochromatische
(links) und polychromatische Datennahme (rechts). Links ist ein reziproker Gitterpunkt
hervorgehoben und die Drehrichtung gekennzeichnet, rechts markieren die schra�er-
ten Flächen den beim Laue-Verfahren zugänglichen reziproken Raum. Die Radien der
Ewald-Kugeln sind über die entsprechende reziproke Wellenlänge � indiziert.

2.2 Kristallstrukturanalyse auf der Grundlage von

Laue-Beugung

Dieser Abschnitt erläutert, wie Strukturinformationen über die Einheitszelle eines
Proteinkristalls mittels kristallographischer Methoden erhalten werden können.
Insbesondere wird hier das Laue-Verfahren diskutiert, da es für hochzeitaufgelöste
Beugungsmessungen prinzipielle Vorteile bietet.

2.2.1 Kristallstrukturbestimmung

Die Kristallstrukturbestimmung basiert auf der Analyse von Bragg-Re�exen, die ent-
stehen, wenn die auf den Kristall einfallende Strahlung die Bragg-Bedingung,

n� = 2d sin � ; n 2 N; (2.1)

erfüllt, wobei � die Wellenlänge, d den Gitterebenenabstand und � den Winkel zwi-
schen Gitterebene und einfallender Strahlung bezeichnen. Die Intensität der Bragg-
Re�exe, die von den Gitterebenen (hkl) ausgehen, ist proportional zum Quadrat der
Strukturfaktoren F (h; k; l),

I(h; k; l) / jF hklj
2 : (2.2)

Da der Strukturfaktor als Vektorsumme der Einzelstreuwellen der Atome in der Ein-
heitszelle eine Funktion der Elektronendichte � ist, erlaubt es die Messung der Re-
�exintensitäten, Informationen über die Elektronendichte in der Einheitszelle zu ge-
winnen. Der Zusammenhang zwischen Strukturfaktor und Elektronendichte lautet
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(Drenth 1995),

F hkl =
Z
Einheitszelle

�xyze
2�i(hx+ky+lz)dV ; (2.3)

und durch Fouriersynthese ergibt sich der Ausdruck für die Elektronendichte,

�xyz =
1

V

X
h;k;l

Fhkle
�2�i(hx+ky+lz)+i�hkl ; (2.4)

wobei der Strukturfaktor in der Notation F = F expi� geschrieben und die In-
tegration über die Netzebenenindizes durch eine Summation ersetzt worden ist,
da die Netzebenenindizes (hkl) nur diskrete Werte annehmen. Die Messung der
integrierten Re�exintensitäten I(hkl) erlaubt es, die Beträge der Strukturfaktoren
Fhkl abzuleiten, die Phaseninformation �hkl geht bei der Intensitätsmessung aber
verloren. Bei zeitaufgelösten Messungen sind jedoch i. d.R. die statische Ausgangs-
und Endstruktur des Proteins bekannt und damit auch deren Phasen. Da während
einer Reaktion, die innerhalb von Nanosekunden abläuft, nur kleine Struktur- (� 1 Å)
und damit Phasenänderungen erwartet werden, eignen sich die bekannten Phasen als
Startphasen zur Berechnung von �xyz.

2.2.2 Laue-Verfahren

Die Messung der Beugungsre�exe wird in der Proteinkristallographie für gewöhnlich
mit monochromatischer Strahlung im Drehkristallverfahren durchgeführt. Hierbei
ist jedoch die maximal erreichbare Zeitau�ösung allein schon durch das Zeitintervall
beschränkt, das benötigt wird, um einen Gitterpunkt im reziproken Raum durch
die Ewald-Späre zu drehen (s.Abb. 2.2 links). Es hängt von der Ausdehnung des
Gitterpunktes, also der Mosaizität des Kristalls, und der Drehgeschwindigkeit ab,
die durch das angestrebte Signal/Rausch-Verhältnis bei gegebener Strahlintensität
bestimmt wird. Die Belichtungsdauer liegt üblicherweise im Bereich von 5�15 s pro
Bild, was monochromatische Methoden für hochzeitaufgelöste Messungen ausschlieÿt.
Eine wesentlich e�ektivere Methode zur Exploration des reziproken Raumes ist das
Laue-Verfahren, durch dessen Anwendung Friedrich, Knipping und Laue im Jahre
1912 die allerersten Beugungsaufnahmen erhielten. Der Unterschied zum monochro-
matischen Verfahren besteht darin, daÿ der Kristall polychromatischer Strahlung aus-
gesetzt wird, die i. d. R. ein Wellenlängenband von ungefähr �� = 0,5�2,0 Å umfaÿt.
In der Ewald-Konstruktion ist dann die Bragg-Bedingung für alle reziproken Gitter-
punkte erfüllt, die in dem Raum liegen, der sich zwischen den beiden Ewald-Sphären
mit Radius 1

�min
und 1

�max
be�ndet und von der Au�ösungssphäre eingegrenzt wird

(s. Abb. 2.2 rechts), die von der Kristallqualität abhängt. Der Vorteil des Laue-
Verfahrens für zeitaufgelöste Beugungsmessungen liegt darin, daÿ die weisse Strah-
lung diese reziproken Gitterpunkte alle gleichzeitig anregt, was es bei hoher, z. B.
tetragonaler Kristallsymmetrie erlaubt, bei einer einzigen Kristallorientierung einen
hohen Prozentsatz symmetrieunabhängiger Re�exe (> 80 %) zu messen (Cruickshank
et al. 1987, Clifton et al. 1991). Bei geringer, z. B. monokliner Symmetrie, reichen
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im Prinzip etwa fünf Laue-Aufnahmen bei unterschiedlichen Kristallorientierungen
aus, um einen Datensatz mit hinreichender Vollständigkeit für die Auswertung zu
erhalten.
Tatsächlich benötigen konventionelle Verfahren zur Auswertung von Laue-Daten
eine Gröÿenordnung mehr an Kristallorientierungen, um eine hohe Redundanz in
der Messung von Strukturfaktoren zu erreichen, die zur rechnerischen Entfaltung
der Energiemultipletts (energieüberlappende Re�exe, s. u.) benötigt wird (Ren &
Mo�at 1995a). Der Einsatz von statistischen Verfahren hingegen (Bayes-Statistik)
benötigt diese Redundanz nicht, so daÿ die Anzahl der Kristallorientierungen mini-
miert wird (Bourenkov et al. 1996). Dies hat erhebliche Bedeutung für die erreichbare
Strukturau�ösung, denn die Strahlenschädigung begrenzt die Strahlendosis, der ein
Proteinkristall ausgesetzt werden kann. Bei Auswertung mit konventionellen Verfahren
muÿ die Gesamtdosis aufgrund der geforderten Redundanz über viele Kristallorientie-
rungen verteilt werden, bei Anwendung des Bayes-Verfahrens prinzipiell nur über die
Anzahl, die zur Überdeckung des reziproken Raumes notwendig ist. Daraus resultiert
ein höheres Signal/Rausch-Verhältnis und damit die Meÿbarkeit von Re�exen bei
höherer Bragg-Au�ösung, die zum Nachweis geringer Konformationsänderungen
unbedingt erforderlich ist.

2.2.3 Komplikationen bei der Auswertung von Laue-Daten

Die Anwendung des Laue-Verfahrens setzt auÿer speziellen Auswerteverfahren eine
hohe kristalline Ordnung des Proteinkristalls voraus. Aufgrund der breiten Wellenlän-
genverteilung ist das Verfahren äuÿerst emp�ndlich auf Verbreiterungen in der Mo-
saikverteilung, die sich in den ausgedehnten, charakteristischen Re�expro�len, den
sogenannten Streaks, widerspiegelt (s. Abb. 2.3 links). Ist eine Mosaizität von weniger
als � 0; 2� nicht gegeben, kann dies zu so starker räumlicher Überlagerung der Re�ex-
pro�le führen, daÿ die Auswertung der Laue-Aufnahmen unmöglich wird. Folgende
E�ekte erschweren i. a. die Datenauswertung:

Low Resolution Hole. Wie in Abb. 2.2 (rechts) zu erkennen ist, nimmt die Anzahl
der zugänglichen reziproken Gitterpunkte zum Koordinatenursprung hin auf-
grund der Annäherung der beiden Ewald-Sphären stark ab. Dies resultiert bei
einer Datennahme mit nur wenigen Kristallorientierungen in einer Unvollstän-
digkeit des Datensatzes bei Re�exen geringer Au�ösung, obwohl die Re�exe mitt-
lerer und höherer Au�ösung fast vollständig vorhanden sind (Clifton et al. 1991).
Gemessene Re�exe geringer Bragg-Au�ösung sind zusätzlich gröÿtenteils Ener-
giemultipletts, die entfaltet werden müssen, um überhaupt Re�exintensitäten bei
geringer Au�ösung bestimmen zu können.

Energiemultipletts entstehen, wenn der Satz von Wellenlängen und Netzebenen-
abständen (�; d); (�

2
; d
2
); :::; (�

n
; d
n
) die Bragg-Bedingung gleichzeitig erfüllt, denn

dann beugt der Kristall diese Re�exe alle in dieselbe Richtung, und sie überla-
gern sich auf dem Detektor, so daÿ nur die Summe der Intensitäten als Meÿ-
wert vorliegt. Der Anteil dieser harmonischen Re�exe liegt bei weniger als 17 %
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Abbildung 2.3: Links: Charakteristischer, ellipsenförmiger, langgezogener Re�ex eines
Laue-Bildes, ein sogenannter Streak. Rechts: Räumlich überlappende, jedoch entfalt-
bare Re�exe innerhalb eines Lauekegels.

(Cruickshank et al. 1987), doch betri�t er insbesondere Re�exe niedriger Auf-
lösung, deren Quantität zwar gering ist, doch kann das Fehlen dieser Re�exin-
tensitäten die Strukturanalyse stark beeinträchtigen (Szebenyi et al. 1992, Duke
et al. 1994), weswegen spezielle Methoden zur Entfaltung dieser harmonischen
Überlapps entwickelt worden sind (Ren & Mo�at 1995a, Bourenkov et al. 1996),
um die Strukturfaktoren der beteiligten Einzelre�exe trotzdem zu bestimmen.
Fehlen diese nämlich bei der Fouriersynthese zur Berechnung der Elektronen-
dichteverteilung, so kann es zu Abbruchfehlern kommen, die sich als �Wel-
len� und Pseudomaxima in der Elektronendichtekarte manifestieren (Bartunik
et al. 1992, Massa 1996).

Räumliche Überlappungen entstehen, wenn sich die Pro�le benachbarter Re�exe
auf dem Detektor überlagern. Aufgrund der groÿen Zellabmessungen von Prote-
inkristallen ist die Re�exdichte sehr hoch (Anzahl der Re�exe NR /

1
rezipr. Zellvol.

)
und die relativ hohe Mosaizität verursacht insbesondere bei polychromatischer
Bestrahlung eine starke Verbreiterung und Streckung der einzelnen Re�expro�-
le, so daÿ räumliche Überlappungen häu�g auftreten. Ein Groÿteil kann mittels
analytischer Pro�lanpassung entfaltet werden (Ren & Mo�at 1995b) oder eine
Vergröÿerung des Detektorabstandes reduziert das Problem, jedoch auf Kosten
der erreichbaren Au�ösung.

Normalisierung der Wellenlänge. Zur korrekten Interpretation der gemessenen
Re�exintensitäten müssen wellenlängenabhängige E�ekte kompensiert werden.
Hierzu gehören im wesentlichen die Spektralverteilung der Synchrotronquelle,
Absorptionse�ekte, verstärkte Abschneidung kurzer Wellenlängen bei Re�exion
an optischen Elementen und das Ansprechverhalten des Detektors.
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Abbildung 2.4: Zeitskala struktureller Änderungen in Makromolekülen (Mo�at 1989).

Trotz der oben aufgeführten Komplikationen, die mit dem Laue-Verfahren verbunden
sind, kann eine hohe Genauigkeit der mit dieser Methode bestimmten Strukturfaktoren
erzielt werden. Dies wird in Kapitel 5.3 am Beispiel von zeitaufgelösten Beugungsmes-
sungen an Myoglobin demonstriert.

2.3 Zeitaufgelöste Beugungsexperimente

Dieses Kapitel beschreibt die Durchführung zeitaufgelöster Beugungsexperimente wo-
bei der nächste Abschnitt die Meÿmethode unter Verwendung eines Synchrotronchop-
pers erläutert, es folgt eine Beschreibung der Anforderungen an eine erfolgreiche Reak-
tionsinitiation durch Photolyse und danach werden alternative Methoden zur Durch-
führung hochzeitaufgelöster Beugungsmessungen vorgestellt.

2.3.1 Zeitaufgelöste Beugungsmessungen unter Verwendung

eines Synchrotronchoppers

Das Ziel hochzeitaufgelöster kristallographischer Beugungsexperimente an Proteinen
ist es, mögliche Änderungen in der Tertiärstruktury des Proteins im Verlauf einer
biologisch relevanten Reaktion zu verfolgen. Die Zeitskala, auf der einige strukturel-
le Änderungen in Makromolekülen ablaufen, ist in Abb. 2.4 dargestellt. Die Prozesse
vom Nano- bis zum Mikrosekundenbereich spielen hierbei eine besondere Rolle, da
die Änderungen in der Tertiärstruktur eines Proteins in diesem Zeitbereich statt�n-
den, wie z. B. Bewegungen einzelner Seitenketten, kollektive Bewegungen einer Gruppe
von Aminosäuren oder Ligandenabspaltung, denen groÿe Bedeutung hinsichtlich der
Proteinfunktion beigemessen wird.
Die zeitaufgelöste Messung einer biochemischen Reaktion mittels Röntgenbeugung er-
fordert, daÿ die Reaktion extern und i. a. zyklisch anregbar ist, damit durch Wieder-
holung des Experiments zum einen der reziproke Raum vollständig exploriert werden
kann, zum anderen, damit durch Au�ntegration mehrerer Belichtungen auf dem Detek-
tor ein höheres Signal/Rausch-Verhältnis erreicht wird. Dabei dürfen die Änderungen
in der molekularen Struktur als Folge der Anregung die Ordnung im Kristallgitter

yUnter der Tertiärstruktur werden Gruppen von �-Helices und �-Faltblättern verstanden, soge-
nannte Dom�anen. Mehrere dieser nahezu identischen Domänen bilden die Quartärstruktur eines
Proteins.
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Abbildung 2.5: Schematischer Zeitverlauf eines Anregungsexperiments.

nicht beeinträchtigen, da dies die Au�ösungsgrenze der Beugung erheblich verschlech-
tern kann.
Das verwendete Meÿverfahren ist die stroboskopische Datenahme, bei der wiederholt
zu einem Anfangszeitpunkt tI eine Reaktionsinitiation statt�ndet und zum Zeitpunkt
tZ die Beugungsmessung (s.Abb. 2.5). Durch Variation von �tZ = tZ � tI läÿt sich
der strukturelle Relaxationsprozeÿ in Form von dreidimensionalen Momentaufnahmen
zu verschiedenen Zeitpunkten erfassen, wobei die Zeitau�ösung �tZ des untersuchten
Phänomens durch die Faltung von Anregungsdauer �tI , Belichtungszeit �tSR und
dem Zeitabstand �tZ bestimmt ist (Wul� et al. 1997):

�tZ �
q
�t2I +�t2SR +�t2Z : (2.5)

Bei Verwendung eines Nd:YAG-Lasers zur photolytischen Anregung wird die Zeitauf-
lösung durch den Anregungspuls dominiert, dessen Dauer ca. �tI = 7 ns beträgt,
weil der belichtende Synchrotronpuls wesentlich kürzer ist (�tSR = 50�120 ps). Da
sich der zeitliche Abstand zum nächsten Synchrotronpuls auf maximal � 1�4 �s
beläuft, ist es notwendig, den belichtenden Synchrotronpuls aus dem Pulszug zu
extrahieren und die vorhergehenden und nachfolgenden Pulse abzublocken. Diese
zerstören ansonsten die Zeitau�ösung, weil sie den Kristall zusätzlich zur Belichtung
bei tZ zu einem Zeitpunkt belichten, zu dem die Proteine noch nicht angeregt worden
sind bzw. diese sich bereits in einer fortgeschritteneren Reaktionsphase be�nden. Die
Beugungsbilder sind dann auf einem integrierenden Detektor, wie z. B. dem verwende-
ten Bildplattendetektor, i. f. Image-Plate, nicht mehr zu separieren. Die Zeitstruktur
der Synchrotronstrahlung kann durch eine Kombination von mehreren mechani-
schen Strahlverschlüssen, dem Synchrotronchoppersystem, so moduliert werden, daÿ
wie gefordert nur ein einzelner Puls extrahiert wird (LeGrand et al. 1989, Wul�
et al. 1997, Kosciesza & Bartunik 1999). Hierbei sind die Anforderungen an das
erzeugbare Zeitfenster des Choppersystems umso höher, je geringer der Zeitabstand
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der Synchrotronpulse. Damit die einzelnen Belichtungen unter den gleichen zeitlichen
Bedingungen statt�nden, ist eine präzise Synchronisation zwischen Reaktionsstimulus
und Beugungsmessung erforderlich, die an das Ö�nen des Choppers gekoppelt ist.
Die Belichtungszeit für eine Laue-Aufnahme hängt von der einfallenden Röntgenin-
tensität, dem Kristallvolumen und der angestrebten Bragg-Au�ösung ab. An einem
DORIS-Wiggler liegt z. B. die e�ektive Belichtungszeit für ein bestrahltes Volumen
von � 400� 500� 80 �m3 unter Einsatz des Spiegelchoppers bei � 385 ns, entspre-
chend 3500 einzelnen Synchrotronpulsen bei einer Pulslänge von 110 ps. Am ESRF
sind schon Laue-Bilder von Myoglobinkristallen mit vergleichbarer Gröÿe mit drei
Synchrotronpulsen aufgenommen worden (360 ps), was der dortigen, etwa 1000-fach
höheren Brillianz zu verdanken ist. Hochzeitaufgelöste Beugungsexperimente mittels
Laue-Verfahren an Proteinkristallen gibt es inklusive dieser Arbeit bisher nur drei
(�rajer et al. 1996, Perman et al. 1998), und sie sind nur durch den Einsatz von
Synchrotronquellen in Verbindung mit einem Synchrotronchopper realisiert worden.

2.3.2 Reaktionsinitiation durch Photolyse

Die Reaktionsinitiation zeitaufgelöster Beugungsexperimente läÿt sich im Nanosekun-
denbereich nur photolytisch realisieren, da andere Methoden, wie z. B. Eindi�usion
von Reagenzien, Temperatursprünge oder Druckänderungen, auf längeren Zeitskalen
statt�nden (Gruner 1987, Mo�at 1989). Laserpulse im Nanosekundenbereich sind
heutzutage problemlos zu erzeugen und daher ein geeigneter Reaktionsinitiator,
jedoch hat diese Methode der Anregung den Nachteil, nur auf photoaktive Proteine
anwendbar zu sein bzw. auf solche, die photosensitiviert werden können. Das klassische
Beispiel einer photoinduzierbaren Reaktion in einem Protein ist die bereits erwähnte
Dissoziation von MbCO, andere photoaktive Proteine sind Bacteriorhodopsinz

(Subramaniam et al. 1999) und das Photoactive Yellow Protein (PYP) (Perman
et al. 1998). Eine andere Methode der photoinduzierten Reaktionsinitiation besteht
darin, Reaktionsstimuli wie z. B. ATPx in sogenannte Kä�gverbindungen (caged ATP)
einzusperren, die dann photolytisch aufgebrochen werden, um das ATP freizusetzen
(Rapp et al. 1986, Schlichting et al. 1990).
Die Reaktionsinitiation bezweckt die Erzeugung eines strukturell metastabilen Zwi-
schenzustandes hinreichend langer Besetzungdauer, der dann kristallographisch erfaÿt
werden kann. Dabei ist die zyklische Wiederholbarkeit der Reaktion Voraussetzung,
um das stroboskopische Meÿverfahren anwenden zu können. Erstrebenswert ist eine
über das Kristallvolumen homogene Anregung mit hohem Anregungsgrad,
um eine hohe Population des Zwischenzustandes für ein meÿbares Beugungssignal zu
erzeugen. Die praktischen Aspekte dieser Anforderungen sind i. f. kurz erläutert.

zBacteriorhodopsin ist ein Photorezeptor, dessen Funktionsweise eng mit dem Sehmechanismus
assoziiert wird, genau wie das PYP.

xAdenosintriphosphat, ein wichtiges Coenzym zur Speicherung leicht abrufbarer Energie in biolo-
gischen Systemen (Voet & Voet 1992).
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Homogene Anregung

Zwecks einer homogenen Anregung ist darauf zu achten, daÿ bei der Anregungs-
wellenlänge die Extinktion der Probe keinen zu hohen longitudinalen Gradienten
in der Lichtintensität verursacht, denn dies resultiert sowohl in einem reduzierten
Anregungsgrad als auch einem Temperaturgradienten, der Spannungskräfte im
Kristall hervorrufen und ihn zerstören kann. Aus denselben Gründen sollte die Inten-
sitätsverteilung der einfallenden Laserstrahlung in transversaler Richtung ebenfalls
möglichst homogen sein.

Hoher Anregungsgrad

Für einen hohen Anregungsgrad ist neben homogener Anregung ausreichende
Lichtintensität erforderlich. Diese hängt von der Anzahl der zu photolysierenden
Reaktionszentren ab und muÿ sorgfältig bestimmt werden, da bei zu hoher Intensität
Strahlenschäden bis hin zum Zersplittern des Kristalls aufgrund von Schockwellen
auftreten. Eine hohe Quantene�zienz für den relevanten Absorptionsprozeÿ ist hierbei
vorteilhaft, um Erwärmungse�ekte aufgrund von anderen Absorptionsprozessen zu
vermeiden.

Auch wenn die Anforderungen an Homogenität der Strahlung und Anregungsgrad er-
füllt sind, kann es neben dem Streusignal des interessierenden Zustandes zu störenden
Streubeiträgen von anderen Zuständen kommen, denn es ist nicht selbstverständlich,
daÿ bei der Präparation des Grundzustandes einheitliche Besetzung der Bindungsstel-
len erreicht wird. So kann z. B. statt eines CO-Moleküls ein O2- oder H2O-Molekül an
das Häm-Eisen binden und später in der Elektronendichtekarte die Dichte verfälschen.
Des weiteren kann nur darüber spekuliert werden, ob die auf die Photolyse folgen-
den Konformationsänderungen in jedem Molekül gleichartig erfolgen. Es ist auÿerdem
davon auszugehen, daÿ höchstwahrscheinlich keine vollständige Photolyse erreicht wer-
den kann (zumindest bei MbCO (�rajer et al. 1996)), so daÿ ein gewisser Anteil der
Moleküle im Grundzustand verbleibt. Die zeitaufgelöste Beugungsmessung kann daher
lediglich die Mischung der über alle Einheitszellen gemittelten Zustände erfassen.

2.3.3 Alternative Methoden zeitaufgelöster Röntgenbeugung

Es existieren auch alternative Methoden zur Durchführung zeitaufgelöster Beugungs-
experimente. Die möglichen experimentellen Apparaturen können anhand der Strah-
lungsquelle wie folgt charakterisiert werden:

1. Synchrotronspeicherring mit modulierter Zeitstruktur durch

� Chopper oder

� Kickermagnet

2. Synchrotronspeicherring in Verbindung mit hochzeitau�ösenden Detektoren
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3. Intensive Röntgenquellen mit Einzelschuÿbetrieb, wie

� FEL oder

� Plasmaquellen

Die hier aufgeführten Möglichkeiten sind i. f. beschrieben.

Synchrotronquellen mit modulierter Zeitstruktur durch Kickermagneten

Eine Modulation der Zeitstruktur der Synchrotronstrahlung läÿt sich auÿer durch
einen Chopper auch durch eine kurzzeitige Veränderung des Orbits im Speicherring
erzielen. Ein Kickermagnet ändert hierbei die Trajektorie des Ladungspakets vor
Eintritt in den Wiggler und somit den Raumwinkel, in welchen die Synchrotron-
strahlung emittiert wird, so daÿ nur im Falle dieser Ablenkung Strahlung durch die
Komponenten der Strahlführung gelangt. Da die Ansteuerung eines Kickermagneten
auf elektromagentischem Wege innerhalb von Nanosekunden erfolgen kann, müÿte es
möglich sein, im Bedarfsfall nur die Trajektorie für ein einziges Elektronenpaket zu
ändern, so daÿ das nachfolgende Paket keine Ablenkung erfährt. Nach dem Austritt
des abgelenkten Ladungspakets aus dem Wiggler lenkt ein zweiter Kickermagnet
dieses wieder zurück auf die ursprüngliche Bahn.
Aus Platzgründen kann es jedoch schwierig sein, derartige Kickermagneten in
bestehende Speicherringe nachträglich zu integrieren. Es besteht bisher noch keine
derartige Apparatur für zeitaufgelöste Beugungsexperimente, doch das Prinzip
wird von Nikitenko et al. (1996) erfolgreich für zeitaufgelöste XANES-Messungen
verwendet, indem ein Kickermagnet die Strahllage und somit den Einfallswinkel
der Synchrotronstrahlung auf einen Monochromator ändert, was eine sehr schnelle
Manipulation der Wellenlänge erlaubt.

Synchrotronquellen in Verbindung mit zeitau�ösenden Detektoren

In der Proteinkristallographie haben sich integrierende Detektoren wie Image-
Plate und CCD-Kamera für die Untersuchung statischer Strukturen etabliert,
für zeitaufgelöste Messungen sind sie jedoch nur sehr bedingt einsetzbar, da die
Auslesezeit die erreichbare Zeitau�ösung auf � 3 min (mar research 1998) bzw.
� 2�5 s (Naday et al. 1994) limitiert, spezielle CCD-Entwicklungen erreichen
allerdings mittlerweile schon Auslesezeiten von etwa 100 bis 20 ms pro Bild (Moon
et al. 1994, Morse 1996, Amemiya et al. 1995). Auf diesen Zeitskalen lassen sich
quartäre Strukturänderungen und Proteinfaltungen erfassen, doch der Nanosekun-
denbereich läÿt sich mit diesen Detektoren nicht erschlieÿen.
Eine bessere Perspektive bieten dagegen photonenzählende Detektoren. Interes-
sant für die Proteinkristallographie sind aufgrund der hohen Re�exdichten{ jedoch nur
2-D-Detektoren, denn das einzelne Ausmessen der Re�exe mit hochzeitau�ösenden

{Für Myoglobin z. B. 6000 Re�exe bei polychromatischer Belichtung auf einem Image-Plate
(Ø= 36 cm) in 20 cm Entfernung, entsprechend einem Raumwinkel von 4 % von 4�2.



2.3 Zeitaufgelöste Beugungsexperimente 16

0-D Detektoren, wie z. B. Streak-Kameras (Zeitau�ösung �tZ � 2 ps (Murnane
et al. 1990)) oder 1-D Detektoren, wie z. B. Zeilentransfer-CCDs (�tZ = 20 �s
(Clarke 1994)), ist allein schon wegen des Meÿaufwands nicht zu realisieren. Zur
Kategorie der photonenzählenden 2D-Detektoren gehören z. B. MWPCs (Multiwire
Proportional Counter) und MicroGap-Detektoren (Lewis et al. 1997), MicroCATs (Mi-
cro Compteur A Trou) und Silizium-Pixeldetektoren. Bei diesen Detektoren de�niert
die Auslesegeschwindigkeit, d. h. die globale Zählrate die Zeitau�ösung. Vielverspre-
chend sind z. B. die gegenwärtigen Entwicklungen der beiden letzteren Detektortypen.
Ein MicroCAT-Detektor ist im Prinzip ein hochsegmentierter Gasdetektor, der sich
neuartiger Kathodenstrukturen zur Verstärkung der Primärladung bedient und in
Verbindung mit moderner Ausleseelektronik einen leistungsfähigen Detektor für
Anwendungen mit Synchrotronstrahlung darstellt (Menk & Sarvestani 1999). Er weist
hohe Ortsau�ösung (� 300 �m), einen groÿen Dynamikbereich (107�108) und eine
hohe Zählrate auf (lokal � 3 � 106 
s

s Pixel
) (Sarvestani et al. 1998). Bisher ist jedoch

für den Prototyp nur eine aktive Fläche von 28 � 28 mm2 realisiert worden, zu gering
für Proteinkristallographie doch eine 10 � 10 cm2 Version wird angestrebt.
Der andere Detektortyp ist der Silizium-Pixeldetektor, der im Prinzip aus einer Matrix
von Photodioden besteht, wobei jede ihren eigenen Vorverstärker, Diskriminator und
Zähler hat. In der Entwicklung be�ndet sich ein sogenannter DPAD (Digital Pixel
Array Detector) mit einer aktiven Fläche von 15 � 15 cm2 und 106 Pixeln mit einer
Pixelgröÿe von 150 �m für hohe räumliche Au�ösung, die den Anforderungen der
Proteinkristallographie gerecht wird. Die lokale Zählrate eines kleineren Testdetektors
erreicht 106 
s

s Pixel
und für die globale Rate des DPAD werden 1011 
s

s
angesetzt

(Cork et al. 1999). Der Detektor verfügt über einen Dynamikbereich von 109 und
erlaubt eine Energieau�ösung von besser als 10 % .
Mit Pixel- und MicroCAT-Detektoren hinreichender Fläche und Zählratenkapazität
würden sich nach der Anregung Reaktionsabläufe mit Bildraten messen lassen, die der
Frequenz der Synchrotronstrahlung entsprächen, hinreichende Intensiät vorausgesetzt.
Bei zu hohem Photonen�uÿ würde jedoch die globale Zählratenkapazität überschritten
werden, bei zu niedriger das Signal/Rausch-Verhältnis leiden. Dieses könnte man
jedoch durch erneutes Anregen und wiederholte Messung der Bildfolge verbessern.
Ein langsamer Chopper wäre dann notwendig, um mittels eines Zeitfensters die
Meÿdauer auf den interessierenden Zeitbereich zu beschränken, damit unnötige
Strahlenbelastung des Kristalls vermieden wird.

Röntgenquellen mit Einzelschuÿbetrieb

Röntgenquellen, die imstande sind intensive Röntgenpulse individuell zu erzeugen, sind
der am DESY geplante Free Electron Laser (i. f. FEL) und Laserplasmaquellen. Die
Verfügbarkeit einzelner Pulse setzt nur noch eine Synchronisation zum Anregungspuls
voraus, um zeitaufgelöste Beugungsexperimente durchzuführen, was die Messungen
stark vereinfacht, denn die Notwendigkeit, Chopper einzusetzen und diese mit dem
Experiment zu synchronisieren entfällt. Im folgenden sind die Eigenschaften dieser
Quellen im Hinblick auf zeitaufgelöste Experimente erörtert.
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FEL. Eine wahrscheinlich ideale Strahlungsquelle für zeitaufgelöste Röntgenbeugung
wird der FEL sein, hauptsächlich weil er imstande sein wird, hochbrilliante Rönt-
genpulse von nur etwa 100 fs Dauer zu erzeugen und diese den Experimentier-
stationen individuell zu Verfügung zu stellen (Schneider 1997). Ein FEL beruht
auf dem SASE-Prinzip (Self Ampli�ed Spontaneous Emisson), wobei ein in ei-
nem Undulator erzeugtes Photonenfeld in Wechselwirkung mit dem erzeugenden
Elektronenpaket tritt, und so weitere Emission stimuliert, was zu einer enormen
Brillianz dieser Quelle führt (Bonifacio et al. 1994). Die mittlere Brillianz des am
DESY geplanten TESLA-FELs beträgt etwa 1025 Photonen

s�mrad2�mm2�0;1%Bandbreite
und ist

somit um einen Faktor 106 höher als die eines ESRF-Undulators und um � 109

mal höher als an einem DORIS-Wiggler. Die Pulse des FEL werden mit ei-
ner Dauer von nur � 100 fs in Pulszügen zu � 11300 Einzelpulsen innerhalb
1 ms erzeugt, wobei der FEL diese Pulszüge mit einer Frequenz von 5 Hz gene-
riert (Schneider 1997). Aufgrund der kurzen Pulsdauern scheinen zeitaufgelöste
Beugungsexperimente bis in den 100 fs-Bereich von der apparativen Seite her
möglich, jedoch müssen Untersuchungen zur Strahlenresistenz und Erwärmung
von Proteinkristallen bei solch hohen Photonen�üssen erst noch durchgeführt
werden. Erste Abschätzungen zeigen, daÿ bei derartigen Intensitäten die Elek-
tronen von Makromolekülen in weniger als 1 fs in ein Plasma angeregt wer-
den (Doniach et al. 1997). Eine Reduzierung der Intensität wird wahrscheinlich
Voraussetzung dafür sein, überhaupt Beugungsaufnahmen an Proteinkristallen
durchführen zu können, ohne diese zu zerstören. Die verfügbare Intensität wird
das Signal/Rausch-Verhältnis wesentlich verbessern, und da der FEL die Photo-
nen mit einem Strahldurchmesser von nur etwa 50 �m aussendet ergibt sich die
Möglichkeit, mit sehr kleinen Kristallen zu arbeiten, die dementsprechend optisch
dünn sind. Dies bringt erhebliche Vorteile in bezug auf eine gleichmässige, pho-
tolytische Anregung der Reaktion mit sich. Mit dem FEL wird die Chance auf
eine wesentliche Verbesserung der Datenqualität für zeitaufgelöste Beugungs-
experimente bestehen, und er wird den Subpikosekundenbereich für derartige
Messungen ermöglichen.

Laserplasmaquellen. Eine weitere Röntgenquelle für die Emission einzelner Pulse
ist die Laserplasmaquelle. Sie erzeugt Röntgenpulse, wenn Laserpulse mit Lei-
stungen von 1014�1019 Watt auf ein Absorbermaterial tre�en. Die Art des Erzeu-
gungsprozesses, derer es verschiedene gibt, hängt von Laserenergie, -pulsdauer
und Absorbermaterial ab und es kommt dabei vorwiegend zu Linienemission
aber auch zu schmal- und breitbandiger Emission, wobei sich der Energiebereich
von 0,05�500 keV erstreckt, abhängig von der Art der Erzeugung. Die Laserplas-
mastrahlung eines Goldtargets liefert z. B. ein kontinuierliches Bremstrahlungs-
spektrum (10�500 keV) (Hauer & Kyrala 1997), das für Laue-Experimente von
Interesse sein könnte. Die Röntgenpulsdauern bewegen sich dann im Bereich von
200 ps, was für ns-zeitaufgelöste Experimente vollkommen hinreichend wäre.
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2.4 Myoglobin als Modellsystem

2.4.1 Physiologische Rolle

Myoglobin (Mb) gehört zur Gruppe der Häm-Proteine, und seine Aufgabe besteht
in der Speicherung und dem Transport von Sauersto� im Muskelgewebe. Bei Bean-
spruchung des Muskels sinkt der Sauersto�gehalt im Gewebe, und Myoglobin führt
Sauersto� an den Muskel nach. Myoglobin ist eng verwandt mit den vier Untereinhei-
ten des Hämoglobins, das für den Sauersto�transport im Blut verantwortlich ist. In
beiden Proteinen ist die gebundene Häm-Gruppe, die sich innerhalb des Proteins in
der sogenannten Häm-Tasche be�ndet, für die Sauersto�bindung verantwortlich.
Neben O2 kommen für das Häm-Eisen Fe(II) die Moleküle CO, NO und H2S als Ligan-
den in Frage, die im freien Häm die Bindung mit wesentlich höherer A�nität eingehen
als O2 (im Fall von CO 30000-fach stärker (Springer et al. 1994)), was die Toxizität
dieser Substanzen erklärt. Ist das Häm jedoch in Myoglobin eingebettet, so ist die
A�nität zu den anderen Liganden stark reduziert, so daÿ das Verhältnis der Bin-
dungsa�nitäten z. B. für CO zu O2 nur noch einen Faktor 30 beträgt. Myoglobin ist
also imstande, zwischen seinen Häm-Bindungspartnern zu di�erenzieren, was physio-
logische Relevanz hat, da CO im Organismus natürlich vorhanden ist; es entsteht z. B.
beim Abbau des Häms im sogenannten Hämkatabolismus (Voet & Voet 1992). Als
weitere Form des Myoglobins existiert das met-Myoglobin, bei dem das Häm-Eisen als
Fe(III) vorliegt und koordinativ durch H2O abgesättigt ist. Das in Kapitel 5 beschrie-
bene Testexperiment ist mit dieser Form des Myoglobins durchgeführt worden.

2.4.2 Statische Struktur und Reaktionskinetik

Myoglobin wird im wesentlichen von acht �-Helices (A�H) aufgebaut, von denen zwei
(E und F) den Groÿteil der hydrophoben Tasche formen, in der sich das Häm be�ndet
(s. Abb. 2.6 und Abb. 2.7). Es besteht aus dem Porphyrinring, dieser wiederum aus
vier Pyrrolringen, die das Eisen umgeben und je ein Sticksto�atom als Ligand für das
Eisen beisteuern. Von der proximalen Seite her (unterhalb der Porphyrinebene), bindet
das proximale Histidin (His93) als fünfter Ligand, von der distalen Seite her (oberhalb
der Porphyrinebene) kann eines der oben genannten Moleküle, z. B. CO, als sechster
Ligand binden oder die Bindungsstelle ist frei (deoxy-Mb), wie nach dem Abbinden
des Liganden durch z. B. Photolyse,

h�
MbCO �!Mb?CO �!Mb? + CO:

Nach der Zerstörung der kovalenten CO-Bindung zum Eisen entsteht nach wenigen
Pikosekunden ein intermediärer Zwischenzustand hoher Population und Lebensdauer
(� � 500 ns), Mb?CO, bei dem sich das CO noch in der Häm-Tasche be�ndet,
bevor es aus dem Protein herausdi�undiert und dieses in den reinen deoxy-Zustand
(Mb? + CO) übergeht (Olson & Phillips 1996). Von wissenschaftlichem Interesse
sind hierbei u. a. die Konformationsänderungen, die im Protein beim Übergang von
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Abbildung 2.6: Strukturmodell des Myoglobins, die E- und F-Helix sind rot dargestellt,
das Häm dazwischen sowie ein Teil der Hauptkette gelb. Oberhalb und unterhalb des
Häms sind distales und proximales Histidin zu erkennen (zu Verfügung gestellt von G.
Kachalova).
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MbCO �! Mb?CO statt�nden und Aufschlüsse über den Bindungsmechanismus
geben könnten. Der Prozeÿ Mb? CO �! Mb? + CO ist ebenfalls interessant, denn in
den statischen Myoglobinstrukturen werden keine ausreichend groÿen Di�usionskanäle
für das CO zum Verlassen des Proteins gefunden, weshalb vermutet wird, daÿ diese
sich nur während des dynamischen Übergangs der Konformation zwischen Anfangs-
und Endstruktur ö�nen.
Ein Rückbinden des COs an das Eisen aus dem intermediären Zustand Mb?CO wird
spektroskopisch zu einem Prozentsatz von nur 2 % beobachtet (Lim et al. 1995), der
Rest di�undiert innerhalb von � 1 ms aus der Häm-Tasche heraus. Eine Neubeset-
zung der Bindungsstelle erfolgt dann erst, nachdem ein neues CO auf bisher noch
unbekanntem Wege aus der Lösung durch das Protein in die Häm-Tasche gelangt
ist. Sauersto� bindet hingegen in ungefähr 2 ps nach der Photolyse zu 80 % an das
Eisen zurück (Olson & Phillips 1996), weswegen der intermediäre Zustand Mb?O2 mit
ns-zeitaufgelösten Beugungsmessungen nicht zugänglich ist. Dies ist einer der Gründe,
weswegen sich die zeitaufgelösten Röntgenstrukturuntersuchungen auf MbCO statt
auf das physiologisch relevantere MbO2 konzentrieren.

2.4.3 Erwartete Strukturänderungen

Für die Strukturänderungen nach der Ligandenabspaltung werden im wesentlichen
drei Aspekte in der Literatur diskutiert:

1. Wo ist das CO lokalisiert ?

2. Wie verändert sich das Häm und

3. welche Änderungen in der tertiären Struktur sind zu erwarten ?

Die photolytische Abspaltung des COs ist strukturell anhand von kristallographischen
Tieftemperaturexperimenten statisch untersucht worden (Schlichting et al. 1994, Teng
et al. 1994, Hartmann et al. 1996). Bei Temperaturen von 20�40 K kann das CO
aufgrund der Rigidität des Proteins nicht aus der Häm-Tasche herausdi�undieren und
die Rückbindung ist auf den Sekundenbereich verlangsamt, so daÿ durch kontinuierli-
che Beleuchtung des Kristalls eine hohe Besetzung des Abspaltungszustandes erreicht
wird. Als wichtigstes Resultat dieser Messungen zeigte sich, daÿ das abgespaltene
CO eine Position fast parallel zur Häm-Ebene in der distalen Tasche einnimmt
(docking-site), die etwa 3 Å vom Eisenatom entfernt ist.

Das potentielle Verhalten des Häms und die Endzustände zu erwartender Konformati-
onsänderungen der tertiären Struktur nach der Photolyse sind i. f. kurz anhand eines
Vergleichs der von Kachalova et al. (1999) bei Zimmertemperatur gemessenen, hoch-
aufgelösten (1,12 Å) statischen Strukturen des ligandenfreien deoxy-Myoglobins und
des MbCOs aufgezeigt. Es wurden die folgenden wesentlichen strukturellen Unter-
schiede festgestellt, die ähnlich auch bei zeitaufgelösten Messungen zu erwarten wären
(s.Abb. 2.7):
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A

Abbildung 2.7: Schematische Darstellung der durch die E- und F-Helix gebildeten hy-
drophoben Tasche, in die das Häm eingebettet ist. Es sind die 4 Pyrrolringe des plana-
ren Porphyrinrings zu erkennen, in deren Zentrum das Eisen sitzt. Die strukturellen
Unterschiede zwischen MbCO und deoxy-Mb sind indiziert, das CO ist nicht dargestellt
(Kachalova et al. 1999).

1. eine Inklination der Pyrrolringe des Porphyrins gegenüber der Häm-Ebene um 2�,

2. eine Kontraktion des durch die vier Pyrrolringe aufgespannten Quadrates,

3. eine Bewegung des Eisens in die Häm-Ebene (0,29 Å) von der proximalen Seite
her,

4. eine Bewegung von proximalem und distalem Histidin um � 0,3 Å entlang des
Verschiebungsvektors des Eisens, verursacht durch

5. eine gemeinsame starre Rotation (� = 0; 9�) und Translation (0,12 Å) der E- und
F-Helices und

6. in einer anderen Projektion eine Art Scherenbewegung zwischen der E-Helix
(�E = �0; 9�) und der F-Helix zusammen mit dem Häm (�F = 0; 9�) um einen
Angelpunkt in der Ecke zwischen E- und F-Helix.



2.4 Myoglobin als Modellsystem 22

Wie zu erkennen ist, sind die beteiligten Amplituden gering, was die Notwendigkeit
hoher Bragg-Au�ösung zur Identi�kation dieser Änderungen unterstreicht.

Bei dem bisher einzigen hochzeitaufgelösten Beugungsexperiment an MbCO wurden
Beugungsbilder mit einem Zeitabstand von 4 ns zur Anregung bis hin zu Abständen
im Millisekundenbereich aufgenommen (�rajer et al. 1996). In der 4 ns-Di�erenzdichte
zwischen MbCO und Mb*CO wird zum einen ein Verschwinden der Elektronendichte
an der Bindungsposition des CO beobachtet, zum anderen eine positive Dichte in der
Nähe der Andockstelle, die bei den Tieftemperaturexperimenten identi�ziert wurde.
Eine Bewegung des Eisens wird ebenso nachgewiesen. Es werden auch schwache
Di�erenzdichten in der Nähe der E- und F-Helices gefunden, die sich aber sehr
nahe am Rauschen bewegen und deren Signi�kanz nur dadurch begründet wird,
daÿ sie den Erwartungen entsprechen (Ursby 1998). Daher sind weitere Messungen
mit besserem Signal/Rausch-Verhältnis für höhere Au�ösung notwendig, um fun-
diertere Aussagen über die betre�enden Konformationsänderungen machen zu können.

2.4.4 Eignung des Myoglobins für hochzeitaufgelöste Beu-

gungsmessungen

Neben der hohen Population des relativ langlebigen intermediären Zustandes Mb*CO
ist die hohe Reversibilität des Bindungsprozesses in Myoglobin als Voraussetzung für
stroboskopische Beugungsexperimente ein weiteres Argument für die Eignung von
Myoglobin als Modellsystem. Die Verfügbarkeit von Kristallen geringer Mosaizität
für das Laue-Verfahren ist ebenfalls eine Anforderung, der Myoglobin genügt. Es
existieren atomar aufgelöste Strukturdaten der statischen Strukturen von MbCO und
deoxy-Mb, deren Phasen zur Fouriersynthese der zeitaufgelösten Daten notwendig sind
und deren Kenntnis für die Interpretation der erwarteten kleinen Strukturänderungen
vorteilhaft ist. Die spektroskopischen Untersuchungen der Ligandenabspaltung (Olson
& Phillips 1996, Lim et al. 1997) erleichtern die Wahl von �tZ , die Selektion der
Anregungsbedingungen und helfen ebenfalls bei der Interpretation der Daten.



Kapitel 3

Entwicklung eines Spiegelchoppers für

Synchrotronstrahlung

Die Anforderungen an einen Synchrotronchopper hängen vom jeweiligen Anwendungs-
fall und den entsprechenden Randbedingungen, wie z. B. Pulsabstand des Speicher-
rings, ab. Das folgende Unterkapitel vermittelt einen Überblick über einige Chop-
perkonstruktionen und deren Anwendungsgebiet, bevor in den Unterkapiteln 3.2 und
3.3 der experimentelle Aufbau und die technische Realisierung des in dieser Arbeit
entwickelten Choppersystems beschrieben werden. Danach folgt die Erläuterung des
Funktionsprinzips und die experimentelle Überprüfung der Leistungsfähigkeit. Das
Unterkapitel 3.6 beschreibt die Synchronisation zwischen Chopper, Laser und Ring-
frequenz sowie deren Überprüfung.

3.1 Überblick über Chopperkonstruktionen

Für den Einsatzes von mechanischen Choppern in Verbindung mit Synchrotronstrah-
lung existieren verschiedene Motivationen, z.B.:

1. Die Abschwächung der mittleren Leistung eines Synchrotronstrahls.

2. Die Modulation der Zeitstruktur von Synchrotronstrahlung,

(a) um den Zeitbereich von Lebensdauermessungen auszudehnen, oder

(b) um zeitaufgelöste Anregungsexperimente bis hin zum Nano- oder sogar
Pikosekundenbereich zu realisieren.

3. Die schnelle Änderung zwischen links- und rechtpolarisierter Strahlung.

4. Die Reduzierung der Pulsbreite von Synchrotronpulsen.

Es wurden in der Literatur einige Entwicklungsideen vorgestellt, die sich am besten
nach der Art des Rotors unterscheiden lassen:

23
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1. Rotierende Scheibe(n) mit Rotationsachse

(a) parallel oder

(b) senkrecht zur Strahlachse (Fermi-Chopper).

2. Rotierende bzw. vibrierende optische Elemente, wie

(a) Kristall oder

(b) Spiegel.

In den folgenden Unterkapiteln sind einige Vertreter der genannten Choppertypen
beschrieben und ihr Anwendungsfeld charakterisiert.

3.1.1 Scheibenchopper

Auf die Scheibenchopper soll in diesem Abschnitt etwas genauer eingegangen werden,
da die bisherigen zeitaufgelösten Beugungsexperimente mit Scheibenchoppern durch-
geführt wurden, aber auch, weil der Vorchopper des in dieser Arbeit beschriebenen
Choppersystems ein Scheibenchopper ist.

Die ersten mechanischen Chopper wurden von Dunning et al. (1935) zur Geschwin-
digkeitsselektion von Neutronenstrahlen eingesetzt. Fermi verbesserte die bis dahin
gängigen Chopper mit Rotationsachse parallel zum eintre�enden Strahl, indem er die
Achse senkrecht wählte und einen Kanal durch den Rotor bohrte (Fermi et al. 1947).
Die Vorteile gegenüber Choppern mit paralleler Rotationsachse liegen darin,

� daÿ sich bei Verschluÿ des Choppers bei gleichem Trägheitsmoment wesentlich
mehr Material im Strahl be�ndet,

� daÿ das Ö�nungspro�l symmetrisch um die Strahlachse ist und

� daÿ der Chopper bei gleicher Winkelgeschwindigkeit und Apertur doppelt so
schnell schlieÿt�.

Die meisten Folgeentwicklungen in der Neutronenphysik basierten aufgrund dieser Vor-
teile auf der Fermi-Konstruktion. Die Modi�kationen reichen von Mehrfachanordnun-
gen von Choppern über Geräte mit speziell konstruierten Kanälen (Brugger 1965) bis
hin zu Choppern mit Magnetlagerung für hohe Laufruhe und phasengekoppelten Be-
trieb zum Beschleunigerring (Nutter et al. 1985, Donley 1985, Ostrowski et al. 1985).
Von den Erfahrungen, die mit Magnetlagerungen für hohe Laufruhe gemacht wurden,
konnten später auch Entwicklungen von Synchrotronchoppern pro�tieren.

�Der gleiche E�ekt ist mit zwei gegenläu�gen, synchronisierten Scheibenchoppern erreichbar, wenn
der Schlitz der einen Scheibe sich von unten, der andere von oben der Strahlachse nähert (Mills 1989).
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������ ������������ ����

~~     50 mm~~     50 mm

~~     0,2 mm

~~     0,6 mm

Abbildung 3.1: Scheibenchopper mit Rotationsachse parallel (links) und senkrecht
(rechts) zur Strahlachse (Fermi-Konstruktion). xB bezeichnet die Breite des Schlitzes
bzw. die Höhe des Kanals, r den Radius der Scheiben.

SSRL-Chopper

Einer der ersten Synchrotronchopper mit Schlitzscheibe wurde 1984 von Tatchyn &
Boyce (1984) vorgestellt und am SSRL in Betrieb genommen. Er diente hauptsächlich
zur Abschwächung der mittleren Leistung des Synchrotronstrahls, um Strah-
lenschäden oder Überhitzung an emp�ndlichen Strahlkomponenten zu vermeiden,
ohne dabei die Spektralverteilung zu beein�ussen, wie das bei Transmissions�ltern
der Fall gewesen wäre.

SUPERLUMI-Chopper

Der UHV-taugliche Chopper an der Apparatur SUPERLUMI (s. Tab. 3.1 (1)) am
DORIS-Speicherring zielte darauf ab, die Zeitstruktur der Synchrotronstrahlung zu
modulieren, um den Zeitbereich von Lebensdauermessungen auszudehnen

(Kampf 1989b), der durch den maximalen Pulsabstand des DORIS-Speicherrings
auf knapp eine Mikrosekunde beschränkt ist. Dieser Chopper besteht aus einer
Scheibe mit mehreren Schlitzen, die bis zu einer Umlauffrequenz von 1408 Hz
beschleunigt werden kann. Wegen dieser hohen Geschwindigkeit, der notwendigen
UHV-Tauglichkeit und geringer Reibungsmomente wurde eine magnetische Lagerung
(Jones et al. 1985) eingesetzt, die den technischen Aufwand und die Kosten der
Entwicklung erheblich steigerte. Es wurde eine sehr hohe Langzeitstabilität erreicht,
doch keine Synchronisation zum Speicherring (Kampf 1989a). Aufgrund verschiedener
Rotationsscheiben mit unterschiedlichen Schlitzanordnungen und -dimensionen ist der
Chopper imstande, die Periode zwischen den Synchrotronpulsen auf Werte zwischen
11 � 625 �s auszudehnen. Hierbei kann das Ö�nungszeitfenster bei einer Apertur
von 230 �m eine Dauer von 500 ns erreichen, klein genug, um einzelne Pulse beim
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Betrieb von DORIS im Einzelpuls-Modus zu extrahieren. Die Chopperscheibe ist
jedoch dünn, da sie an SUPERLUMI nur für monochromatische Messungen im VUV
benötigt wird, so daÿ der Chopper sich nicht für Röntgenmessungen eignet.

CHESS-Chopper

Der erste Synchrotronchopper, der mit der Absicht entwickelt wurde, einzelne Pulse
aus dem Synchrotronstrahl zu extrahieren, um zeitaufgelöste Anregungsexpe-

rimente an Proteinen unter Ausnutzung von Laue-Beugung zu realisieren,
wurde am CHESS nach der Fermi-Konstruktion gebaut (s. Tabelle 3.1 (2), LeGrand
et al. (1989)). Am CHESS beträgt die Periode zwischen den Synchrotronpulsen
2,56 �s, so daÿ bei einer Schlitzbreite von 0,3 mm eine Rotationsfrequenz von 450 Hz
zur Extraktion einzelner Pulse ausreichend ist. Die Synchronisation zwischen den zu-
einander asynchronen Frequenzen der Chopperrotation, der Synchrotronpulse und der
Blitzlampenfrequenz des anregenden Nd:YAG-Lasers wird auf elektronischem Wege
durch die Überwachung der relativen Phasen durch vier spezielle Elektronikmodule
realisiert (Bourgeois et al. 1996). Dieser Chopper wurde am ESRF erfolgreich für das
zeitaufgelöste kristallographische Experiment an CO-Myoglobin eingesetzt (�rajer
et al. 1996).

ESRF-Chopper

Für das ESRF ist an der KFA Jülich zeitgleich mit der in dieser Arbeit beschriebe-
nen Entwicklung ein weiterer Chopper für zeitaufgelöste Anregungsexperimente ent-
wickelt worden (s. Tab. 3.1 (4)). Er ist wie der CHESS-Chopper vom Fermi-Typ, hat
aber den Vorteil, magnetisch gelagert zu sein, wodurch eine so hohe Laufruhe erzielt
wird, daÿ der Chopper phasensynchron zu einer Subharmonischen der Ringfrequenz bei
896,64 Hz rotieren kann, und mit dieser Frequenz stroboskopische Messungen durch-
geführt werden können. Hierbei hält der Chopper die Phasenschwankung auf �10; 5 ns
konstant. Die Blitzlampenfrequenz des Lasers wird ebenfalls direkt von der Ringfre-
quenz abgeleitet, so daÿ das gesamte System phasensynchron läuft und eine Elektronik
zur Feststellung der Phasenübereinstimmung entfällt. Der Rotor besteht zwecks Re-
duktion des Trägheitmomentes aus einem Dreieck, dessen Apertur durch einen Schlitz
entlang einer der Kanten gegeben ist. Der Chopper erreicht bei einer Apertur von
0,7 mm ein Ö�nungsfenster von 1,47 �s (Wul� et al. 1997) und ermöglicht somit am
Strahl ID09 des ESRF zusammen mit einem Femtosekunden-Lasersystem prinzipiell
zeitaufgelöste Experimente bis hin zum Pikosekundenbereich. Perman et al. (1998)
führten mit dieser Apparatur erfolgreiche Experimente mit ns-Zeitau�ösung am Pho-
torezeptor Xanthopsin durch.
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3.1.2 Chopperkonstruktionen mit optischen Elementen

Rotierender Siliziumkristall

An DORIS wurde 1992 ein rotierender Siliziumkristall zur Reduzierung der Synchro-
tronpulsrate eingesetzt (s. Tab. 3.1 (3)), um wie an der Apparatur SUPERLUMI
den Zeitbereich für Lebensdauermessungen auszudehnen (Kizler et al. 1992). Ist die
Bragg-Bedingung für die einfallende, monochromatische Strahlung für eine Kristall-
ebene erfüllt, so kommt es unter dem korrespondierenden Bragg-Winkel zu einem
Beugungsmaximum. Da die Apertur durch die extrem schmale �Rocking-Kurve�
(� 6�) des Si-Kristalls de�niert ist, reicht eine Rotationsgeschwindigkeit von nur
4,8 Hz aus, um einen einzelnen Synchrotronpuls aus dem Pulszug zu extrahieren.
Aufgrund der Schmalbandigkeit der transmittierten Strahlung ist dieser Chopper für
Laue-Messungen jedoch nicht einsetzbar.

Vibrierender Siliziumkristall

Tucoulou et al. (1998) benutzten zur Extraktion eines � 110 ns langen Pulszuges aus
dem Superpuls des ESRF im 2/3-Modus einen LiNbO3-Kristall, in dem piezoelektrisch
akustische Ober�ächenwellen von 15 Å Amplitude erzeugt wurden. Die periodische
Ober�ächenmodulation wirkt wie ein dynamisches Gitter auf die eintre�ende,
monochromatische Synchrotronstrahlung und erzeugt um den Hauptre�ex weitere
Beugungsordnungen, die zeitlich mit der Amplitude der Ober�ächenwellen korreliert
sind. Dieser elektroakustische Chopper bietet den Vorteil, phasensynchron mit der
Ringfrequenz des Speicherrings vom Hz � MHz-Bereich betrieben werden zu können,
leidet jedoch unter hohem Untergrund und einer Signalhöhe der Nebenre�exe von nur
10 % des Hauptre�exes (s. Tab. 3.1 (5)).

Rotierende Spiegel

Weniger zur Modulation der Synchrotronfrequenz als zur Komprimierung der zeitli-
chen Ausdehnung eines Synchrotronpulses um ein bis zwei Gröÿenordnungen schlug
Csonka (1988) einen rotierenden Spiegel innerhalb einer statischen Spiegelanordnung
vor. Eine ähnliche Anordnung sollte auch zur Verbesserung der transversalen Kohä-
renz von Synchrotronstrahlen dienen (Csonka 1990).
Es wurde auch der Einsatz eines Choppers bestehend aus vier Spiegeln zur Erzeugung
und schnellen Alternierung zwischen links- und rechtpolarisierter Synchrotronstrah-
lung diskutiert (Chen 1992).

Letztlich existiert der Spiegelchopper zur Extraktion einzelner Synchrotronpulse, der
in den Abschnitten 3.2 bis 3.6 beschrieben ist. Tabelle 3.1 faÿt nochmal die Eigen-
schaften einiger der beschrieben Chopper zusammen, wobei die Charakteristika des
Spiegelchoppers vorweggenommen sind.
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Tabelle 3.1: Kenndaten verschiedener Chopper. � steht für Lebensdauermessungen,
ZB für zeitaufgelöste Beugungsexperimente, k und ? für Konstruktionen mit Rotati-
onsachse parallel bzw. senkrecht zur Strahlachse und bei ,?' konnten keine Angaben
gefunden werden.
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3.2 Experimenteller Aufbau des Spiegelchopper-
systems am Strahl BW6

Das Spiegelchoppersystem wurde in den Proteinkristallographiestrahl BW6 der Max-
Planck Gesellschaft am Hamburger Synchrotronlabor HASYLAB/DESY integriert,
um dort die experimentellen Voraussetzungen zur Durchführung hochzeitaufgelöster
Beugungsmessungen zu scha�en.
Der Wiggler (W) (s.Abb. 3.2) der BW6 generiert die Synchrotronstrahlung, die
ein Planspiegel (PS) durch ein Blendensystem (K0) auf einen Toroidspiegel (TS)
re�ektiert. Dieser fokussiert die weiÿe Strahlung durch die Chopperanordnung, das
Blendensystem K1, das zur Reduktion der harten Untergrundstrahlung dient, und
durch den Kollimator mit den Blenden K2 und K3 auf den Probenort. Der einfallende
Wellenlängenbereich erstreckt sich von 0,55�2.0 Å. Die beiden Hauptkomponenten
des Spiegelchoppersystems sind der rotierende Spiegel (RS) und die Kollimatorblende
(K3) im Abstand R zum Spiegel. Ein zur Spiegelrotation phasensynchronisierter
Vorchopper (V) in Form eines Scheibenchoppers und ein langsamer elektromagnetisch
getriebener Strahlverschluÿ (LSV) regulieren die Repetitionsrate der extrahierten
Pulse. Hinter den Kollimatorblenden K2 und K3 be�ndet sich jeweils eine Ionisations-
kammer (I1 und I2), die zur Messung des Strahlstroms dienen. Ein Szintillationszähler
(SZ) detektiert extrahierte Synchrotronpulse und eine Avalanche-Photodiode (APD)
den Anregungspuls des Lasers. Die Beugungsre�exe der Probe werden durch ein
Image-Plate nachgewiesen.

3.3 Die Komponenten des Spiegelchoppersystems

Dieser Abschnitt beschreibt die Komponenten, aus denen das Choppersystem
aufgebaut worden ist, als da sind, der langsame Strahlverschluÿ, die Scheibe des Vor-
choppers, der Spiegel, die Antriebskomponenten, die Regelkarte und das Image-Plate.
Es werden die Detektoren und die Auswerteelektronik beschrieben, die zur Analyse
der Leistungsfähigkeit des Choppers und zur Überwachung der Zeitdi�erenz zwischen
Laser- und Synchrotronpuls eingesetzt werden. Das Lasersystem wird gesondert in
Kapitel 4.1 beschrieben.

Langsamer Strahlverschluÿ

Der langsame Strahlverschluÿ (i. f. LSV) besteht aus einem elektromagnetisch ge-
triebenen Hubmagneten, der einen 10 mm dicken Eisenkolben in den Strahlengang
bzw. aus diesem heraus bewegt, der zwischen den beiden Blenden K2 und K3 sitzt.
Der LSV wird über TTL-Pegel angesteuert und hat eine Reaktionszeit bis zur vollen
Ö�nung von � 30 ms.
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Abbildung 3.3: Seitliche Ansicht des Spiegelchoppers. Hinter der Stellmechanik für den
Vorchopper be�ndet sich der Spiegel in Horizontalstellung. Sein Antriebsmotor ist in
das hinter dem Spiegel zu sehende Goniometer eingebaut. Rechts im Bild ist die Scheibe
des Vorchoppers zu erkennen.

Scheibe

Die Scheibe des Vorchoppers besteht aus einer 10 mm dicken Stahlscheibe mit einem
Radius von 60 mm. Sie hat im Abstand von r = 55 mm zum Mittelpunkt eine Ö�nung,
deren Gröÿe über Blenden horizontal und vertikal einstellbar ist. Um 180� versetzt und
45 mm vom Mittelpunkt entfernt be�ndet sich eine weitere Ö�nung (Ø=2mm), die
mit einer 3 mm dicken Aluminiumblende verschlossen ist. Diese Ö�nung wird bei
der Justierung des Choppersystems unter Weiÿstrahlbedingungen benötigt, um den
Strahl abzuschwächen, da ansonsten der Spiegel beschädigt und der zum Justieren
verwendete Fluoreszenzschirm aufgrund der Hitzlast sofort zerstört wird. Die von der
Scheibe aufgenommene Wärme wird über eine Schleifkühlung in Form einer breiten
Kupferlitze an einen Kühlblock abgeführt. Zur genauen Justierung der Blende ist der
Scheibenchopper über einen Schrittmotor vertikal verstellbar, wobei seine Position
über einen Linearencoder auf 5 �m genau gemessen wird.
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Spiegel

Der Spiegel wurde aus Zerodur als Quader gefertigt (10 � 2; 5 � 1; 5 cm3) und
ist beidseitig mit einer Goldschicht bedampft (Firma Möller/Optische Werke).
Die Ober�ächenrauhigkeit wurde mit � 9 Å angegeben. Entlang des Quaders ist
auf beiden Seiten eine Nut eingefräst, damit der Spiegel auf eine Schwungscheibe
geklemmt werden kann, die direkt auf der Motorachse sitzt. Zerodur wurde aufgrund
seiner Materialeigenschaften wie geringem Ausdehnungskoe�zienten, Härte und guter
Bearbeitungsmöglichkeiten als Substrat benutzt. Für die Auswahl der Beschich-
tung war es entscheidend, daÿ diese das Wellenlängenband der weiÿen Strahlung
(0,55 Å < � < 2,0 Å) ohne groÿe Verluste re�ektiert und nicht zu viele Absorptions-
kanten in diesem Spektralbereich aufweist. Die Re�ektivität geeigneter Materialien
in Abhängigkeit von der Wellenlänge bei einem Anstellwinkel von 1,5 mrad zeigt
Abb. 3.4 (links). Rhodium ist mit hoher Re�ektivität und ohne Vorhandensein von
Absorptionskanten in diesem Bereich ein sehr geeignetes Material, doch stellte es keine
Standardbeschichtung dar, was den Preis des Spiegels gesteigert und die Lieferzeit
verlängert hätte. Die Materialien Nickel und Platin zeigen zwar teilweise höhere
Re�ektivität als Gold, doch würde ihre Verwendung zusätzliche Absorptionskanten
in die Spektralverteilung einfügen, die wegen der Goldbeschichtung von Toroid-
und Planspiegel ohnehin schon die charakteristischen Absorptionskanten von Gold
bei 0,86 , 0,9 und 1,04 Å aufweist. Deswegen wurde unter geringer Einbuÿe an
Re�ektivität Gold als Beschichtung gewählt.

Im folgenden soll die Röntgenre�ektvität des Goldspiegels in Abängigkeit vom An-
stellwinkel bestimmt werden. Sie ist i. a. durch Totalre�exion eines Materials auf einen
Winkelbereich unterhalb des sogenannten kritischen Winkels �C beschränkt, der ge-
geben ist durch (Helliwell 1992a),

�C =

 
e2

mec2o

Ne

�

! 1

2

� �
p
2� ; (3.1)

wobei Ne die Anzahl der freien Elektronen und � der Realteil des Brechungsindexes
ist. Der kritische Winkel liegt für Materialien mit hoher Ordnungszahl bei wenigen
Millirad. Er ist umso kleiner je kürzer die Wellenlänge, weswegen es zur Berechnung
der minimalen Re�ektivität von Gold ausreicht, die kleinste Wellenlänge im weiÿen
Spektrum von 0,55 Å zu betrachten. Mit �(0; 55Å) = 6; 3 � 10�6 (Henke et al. 1993)
berechnet sich ein kritischer Winkel für Gold von �C = 3; 6 mrad. In Abb. 3.4 (rechts)
ist der Verlauf der Re�ektivität in einem Winkelbereich von 0�9 mrad bei � = 0; 55 Å
aufgetragen. Es ist zu erkennen, daÿ die Re�ektivität für alle Winkel kleiner 1,5 mrad
gröÿer als 94% ist, so daÿ der gewählte Anstellwinkel von 1,5 mrad eine hohe
Re�ektivität garantiert. In Kapitel 3.4.1 wird gezeigt, daÿ das Ö�nungspro�l des
Choppers eine Breite von 0,214 mrad hat, also der Spiegel bei Re�exion in seinem
Anstellwinkel um �0; 107 mrad variieren kann. Dies hat lediglich eine Variation in
der Re�ektivität von 1,1 % bei � = 0; 55 Å zur Folge, für längere Wellenlängen nimmt
dieser Wert weiter ab, so daÿ die Spektralverteilung der transmittierten Intensität
nicht maÿgeblich durch die zulässige Variation im Anstellwinkel beeinträchtigt wird.
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Abbildung 3.4: Links: Berechnete Re�ektivität für verschiedene Materialien in Abhäng-
igkeit von der Energie bei einem Anstellwinkel von 1,5 mrad und (rechts) in Abhäng-
igkeit vom Anstellwinkel bei einer Energie von 22,5 keV (0,55 Å). Bei der Berechnung
mittels des Programms von Henke et al. (1993) wurde eine Ober�ächenrauhigkeit des
Substrates (Zerodur) von 9 Å verwendet.

Diese Verteilung muÿ bei der Auswertung der Laue-Beugungsbilder berücksichtigt
werden und wird in Kapitel 5.2 bestimmt.
Der Spiegelchopper ist zum Schutz der Goldschicht in einem Vakuumtank unter-
gebracht, weil die Synchrotronstrahlung in Luft vorhandene Moleküle ionisiert, die
dann als Radikale die Beschichtung angreifen und zu einer Kohlensto�beschichtung
führen. Auÿerdem verhindert das Vakuum störende Luftreibung bei der Rotation
des Spiegels. Die vertikale Position des Spiegels läÿt sich mittels eines Schrittmotors
verfahren, und seine Position wird über einen Linearencoder auf 5 �m genau bestimmt.

Antrieb

Scheibe und Spiegel werden durch dieselbe Motor-Verstärker-Kombination an-
getrieben. Die Motoren sind vakuumtaugliche, dreiphasige, bürstenlose 54 W
DC-Mikromotoren (Faulhaber 3556K179B), die sich durch eine hohe Linearität
in der Drehzahl-Spannungskennlinie und eine kleine mechanische Zeitkonstante
auszeichnen, woraus ein schnelles Ansprechverhalten auf die Regelung resultiert;
ihre Maximaldrehzahl liegt bei 14000 U

min
. Ein Vierquadrantenverstärker (Faulhaber

BLD5606CC4P) setzt die von der Regelkarte gelieferte Regelspannung in einen
pulsweitenmodulierten Dreiphasenstrom um, der den Motor antreibt. Beide Motoren
sind zur Positionsrückmeldung an die Karte mit einem Inkrementalgeber ausgestattet,
der die Spiegelrotation in 81920 Inkremente einteilt (Litton G58W und Interpolations-
einheit Heidenhain IBV200) bzw. die Scheibenrotation in 2048 Inkremente (Megatron
SPTS512BZA). Beide Drehgeber generieren pro Umdrehung einen Referenzpuls, der
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zur Phasensynchronisation der Motoren zueinander und für Triggerzwecke benötigt
wird. Die Motoren sind zur Abfuhr der Wärme mit Vakuumleitpaste (Leybold) bestri-
chen und mit Kupferlitze umwickelt, die an einen Kühlblock führt. Die Temperatur
beider Motoren wird mittels Pt100-Fühlern überwacht.

Anfänglich wurde versucht, den Spiegel mittels eines vakuumtauglichen Schrittmotors
anzutreiben. Da die Geschwindigkeit eines Schrittmotors direkt über eine Frequenz
regelbar ist, sollte versucht werden, ihn über eine Subharmonische der Ringfrequenz zu
betreiben, und so eine Phasensynchronisation zum Ring herzustellen. Dies scheiterte
zum einen daran, daÿ die Stabilität in der Umdrehung nicht hoch genug war, und
zum anderen erreichte der Motor aufgrund von Resonanzen niemals die spezi�zierte
Rotationsfrequenz von rund 90 Hz.

Regelkarte

Die Regelung der Motoren übernimmt die intelligente Motion-Controller-Karte
(SB214PC4, ACS Electronics), i. f. IMC, die im Kontroll-PC des Experiments sitzt
(s. Abb. 3.2). Sie steuert bis zu vier Achsen gleichzeitig, wobei alle Achsen entweder
unabhängig voneinander oder phasensynchronisiert zu einer anderen Achse oder einer
externen Frequenz betrieben werden können. Zwei der Achsen besitzen einen Position
Event Generator (PEG), der es erlaubt, bei bestimmten Phasenwinkeln der Rotation,
abhängig von der Au�ösung des Drehgebers, Pulse zu erzeugen, deren Dauer in Inkre-
menten von 62,5 ns einstellbar ist. Es existieren auÿerdem weitere I/O-Möglichkeiten.
Jede Achse hat ihren eigenen Servo-Prozessor, der die Positionsrückmeldung des
Inkrementalgebers in einem digitalen Filter zweiter Ordnung, mit Beschleunigungs-
und Geschwindigkeitsvorschub für verbesserten Folgebetrieb, verarbeitet. Die Einstel-
lung des Filters erfolgt für jedes Motorsystem gesondert und wird über ein spezielles
Programm vorgenommen, in welchem insgesamt neun Parameter anzupassen sind.
Die Einstellprozedur kann abhängig von den Anforderungen an das Ergebnis, wie
z. B. sehr hoher Stabilität des Motorsystems bei einer bestimmten Frequenz, durchaus
mehrere Stunden dauern. Das Programm zum Betrieb des Spiegelchoppersystems und
zum Start der Datennahme wurde in einer BASIC-orientierten Programmiersprache
(ACSPL) des Herstellers der IMC geschrieben und läuft auf dem Hauptprozessor der
Karte.

Avalanche Photodiode

Zum Nachweis der Laserstrahlung wurde ein APD-Modul (Hamamatsu 5658,
Abb. 3.5 links) mit integrierter Hochspannung und Vorverstärker eingesetzt. Die
Anstiegszeit beträgt 350 ps und ist somit hinreichend zum präzisen Nachweis der
Nanosekunden-Laserpulse. Die hohe Emp�ndlichkeit des Moduls erlaubt es, die APD
in groÿem Abstand vom Probenort zu positionieren (� 50 cm), der durch andere
Geräte räumlich schon stark eingegrenzt ist, und trotzdem noch Streustrahlung des
Laserlichtes nachzuweisen. Ein Constant Fraction Timing Discriminator (Phillips
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Abbildung 3.5: Links: Das APD-Modul zum Nachweis der Laserstrahlung. Rechts: Der
Szintillationszähler, Ansicht auf die probenzugewandte Seite.

Scienti�c CFTD 6915) diskriminiert den vom Vorverstärker kommenden Puls und
generiert einen Logik-Puls für den Zeit-Amplituden-Konverter (TAC).

Plastikszintillationsdetektor

Der Plastikszintillationsdetektor weist die Synchrotronstrahlung nach, die vom Pro-
benkristall gestreut wird. Er ist aus einem Szintillatorkristall (NE110, Harshaw) mit
den Maÿen 25� 35 � 80 mm3 und aus einem Sekundärelektronenver�elfacher (Valvo
XP2011/03), i. f. SEV, konstruiert worden (s.Abb. 3.5 rechts). Der Szintillationskristall
ist bis auf eine Stirn�äche mit 5 �m dicker Aluminiumfolie umwickelt. Diese Fläche
ist über ein Kontaktmittel mit dem Eintrittsfenster des SEV verbunden, der in einem
Stahltubus sitzt. Auÿerhalb des Tubus sind die Seiten�ächen des Kristalls mit 1,5 mm
dickem Blei vor strahlaufwärts entstehender, harter Röntgenstrahlung abgeschirmt, die
andere Stirn�äche zeigt zur Probe. Die dünne Aluminiumfolie wird durch eine 50 �m
dicke Captonfolie vor Beschädigung geschützt. Der SEV wird mit einer Hochspannung
von 1250 V betrieben und erzeugt beim Nachweis der weissen Synchrotronstrahlung
Pulse im Subvolt- bis Voltbereich, die aufgrund der groÿen Abmessungen des Szintil-
latorkristalls eine Anstiegszeit von � 4 ns haben. Ein CFTD diskriminiert auch hier
das Signal und erzeugt ebenfalls einen Logik-Puls für den TAC.
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TAC und ADC

Der TAC (Canberra TAC2145) besitzt 15 Meÿbereiche, die es erlauben, Messungen
von 5 ns � 1 ms durchzuführen. Für den bei diesem Experiment hauptsächlich ver-
wendeten Bereich von 5�200 ns beträgt die Au�ösung 25 ps. Der Wert des gemessenen
Zeitintervalls ist proportional zur Amplitude eines 1,5 �s langen Rechteckpulses (max.
10 V). Des weiteren stellt der TAC einen Logikpuls (CONV) zu Verfügung, der die
Beendigung der Zeit-Amplituden-Konvertierung markiert. Zur Auswertung des Span-
nungspulses dient ein 333 kHz 12-Bit-ADC (ADlink PCI9118), der im selben PC sitzt
wie die IMC (s.Abb. 3.2). Über den CONV-Puls ist die Spitzenwerterfassung durch
den ADC mit dem Anliegen des Spannungspegels synchronisiert. Ein eigens entwickel-
tes Programm regelt die Auslese des ADCs und kommuniziert mit dem Programm
zur Datennahme. Die Au�ösung des ADCs enspricht �1 Bit, was einer Spannung von
2,4 mV oder bei obiger Einstellung des TACs einem Zeitintervall von �24 ps entspricht.

Image-Plate-Scanner

Zur Aufnahme der Beugungsre�exe wird der Image-Plate-Scanner (mar345, mar re-
search (1998)) verwendet, der einen Durchmesser von 345 mm hat. Er beruht auf einer
Phosphoreszenzplatte zur Messung der Re�exintensitäten, die nach der Aufnahme mit-
tels eines Lasers ausgelesen wird. Der Detektor hat einen dynamischen Bereich von 16
bit und eine Ortsau�ösung von 150 �m, und ist daher für die Proteinkristallographie
sehr geeignet.

3.4 Funktionsprinzip und Leistungsfähigkeit

Das Funktionsprinzip des Spiegelchoppers zur Erzeugung von Ö�nungszeitfenstern
im Submikrosekundenbereich bei relativ geringen Rotationsfrequenzen beruht auf der
Ausnutzung des Lichthebelarmes zwischen dem rotierenden Spiegel und einer sich in
einem Abstand von R = 1; 33 m be�ndlichen Blende (K3). Unter einem Anstellwin-
kel von '0 = 1; 5 mrad schneidet der Goldspiegel aus dem Synchrotronstrahl einen
Teil von 150 �m Höhe heraus und re�ektiert diesen unter Totalre�exion zentral durch
die Blende. Die Rotationsachse des Spiegels liegt horizontal und senkrecht zur op-
tischen Achse des Strahls, um die lineare Polarisation der Synchrotronstrahlung in
der Orbitebene zu berücksichtigen und die geringere Divergenz in vertikaler Richtung
auszunutzen. Die vertikale Apertur k3 der Blende hängt von der Eindringtiefe der La-
serstrahlung im Kristall und dem zu erreichenden Zeitfenster des Choppers ab, die
horizontale Apertur ist der Kristalldimension angepaÿt. Die Länge des Ö�nungszeit-
fenster �tS wird neben der Rotationsfrequenz fS durch die Breite des Ö�nungspro�ls
der Blenden-Spiegel-Kombination bei Rotation des Spiegels durch den entsprechenden
Akzeptanzwinkel �' bestimmt,

�tS =
�'

2� fS
: (3.2)
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Abbildung 3.6: Strahlengang am Chopperspiegel. Die Rotation erfolgt entgegen des
Uhrzeigersinns, '� und '+ bezeichnen die Grenzwinkel des Rotationsbereichs �', für
den Strahlen mit einem Winkel � 2 [��; �+] zur optischen Achse durch den Kollimator
K3 treten. Die zu '� und '+ korrespondierenden Strahlengänge sind mit durchgezo-
gener bzw. gestrichelter, grauer Linie gezeichnet.

3.4.1 Berechnung des Ö�nungspro�ls

Der Akzeptanzwinkel �' der Spiegelrotation ist eine Funktion des Abstandes R zwi-
schen Blende und Spiegel, der Blendenhöhe k3, der Spiegellänge 2 l, dem Ablenkwinkel
�0 zwischen Strahlachse und Blendenmitte bzw. dem optimalen Anstellwinkel des Spie-
gels '0 =

�0
2
und der Breite der Winkelverteilung der Strahlung �� (s. Abb. 3.6), die

von der intrinsischen Strahldivergenz und der Fokussierung durch den Toroidspie-
gel abhängt. In Anhang A wird über die geometrischen Beziehungen dieser Gröÿen
folgende Beziehung für �' hergeleitet,

�' � R� l
2R� l �+ �

R + l

2R + l
�� +

2R(k3 + l�0)

(2R + l)(2R� l) : (3.3)

Die Winkel �� und �+ berücksichtigen die Winkelverteilung der Strahlung und ent-
sprechen den Winkeln bei 5 % der Verteilung unterhalb bzw. oberhalb der optischen
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Abbildung 3.7: Vertikale Divergenz der Synchrotronstrahlung � im Abstand z von der
optische Achse. Der Graphik liegen Simulationsrechnungen mit dem Programm SHA-
DOW zugrunde. Die Divergenzwinkel bei 5% der Winkelverteilung sind gekennzeichnet.

Achse. Die Winkelverteilung kurz vor dem Spiegel ist mittels des Simulationspro-
gramms für Synchrotronstrahlung SHADOW (Welnak et al. 1994) berechnet worden.
In Abb. 3.7 ist zu erkennen, daÿ die Verteilung asymmetrisch um die Strahlachse liegt,
was aus den Abbildungseigenschaften des Toroidspiegels resultiert. Die Werte für die
beiden Winkel sind �+ = 0; 197 und �� = �0; 045 mrad. Der Akzeptanzbereich �'
berechnet sich dann mit 2l = 10; 0 cm, �0 = 3; 0 mrad, R = 1; 33 m und k3 = 80 �m
zu �' = 0; 206� 0; 005 mrad. Aus Gl. 3.2 läÿt sich dann die notwendige Rotationsfre-
quenz ermitteln, mit welcher der Spiegel rotieren muÿ, um ein Zeitfenster zu erzeugen,
das kleiner ist als der Abstand der Synchrotronpulse im Einzelpulsbetrieb des
Speicherrings, �tS < t1BX = 964 ns bzw. im Doppelpulsbetrieb, �tS < t2BX = 482 ns.
Die entsprechenden theoretisch notwendigen Rotationsfrequenzen betragen lediglich
35 bzw. 70 Hz, und sind damit trotz des kleineren Orbits von DORIS um ca. eine
Gröÿenordnung geringer als die notwendige Geschwindigkeit von Scheibenchoppern
an anderen Synchrotronspeicherringen.
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Abbildung 3.8: Ö�nungspro�l des Spiegelchoppers bei Blendenö�nungen von 80 (+),
140 (�) und 200 �m (�). Die Unsicherheit in der Intensitätsmessung liegt unter 2 %,
die im Anstellwinkel bei � � 0,01 mrad.

3.4.2 Experimentelle Bestimmung des Ö�nungspro�ls

Zur Überprüfung der Gültigkeit von Formel 3.3 wird der Spiegel mittels des Drehkrei-
ses um den Anstellwinkel '0 rotiert und das entstehende Intensitätspro�l hinter der
Blende K3 mit Hilfe der Ionisationskammer I2 gemessen. Die Scheibe des Vorchoppers
ist dabei so positioniert, daÿ die Oberkante ihrer Blende mit der Vorderkante des Spie-
gels abschlieÿt, um das Spiegelsubstrat vor dem direkten weiÿen Strahl zu schützen.
Auÿerdem wurde die sich strahlaufwärts be�ndliche Blende K0 von 0,9 mm auf 0,2 mm
geschlossen, um die auf den Spiegel einfallende Intensität beim Abfahren des Pro�ls
zu reduzieren, da sich ansonsten der Strahl in den Spiegel einbrennt.
In Abb. 3.8 ist das gemessene Intensitätspro�l für Aperturen der Kollimatorblende K3
von 80, 140 und 200 �m in logarithmischer Darstellung aufgetragen. In Tabelle 3.2
sind die mittels Gl. 3.3 berechneten und die aus der Messung ermittelten 5%-Breiten
aufgelistet, und eine Übereinstimmung im Rahmen der Fehlergrenzen ist zu erkennen.
Die Fehler der experimentell bestimmten Werte ergeben sich durch das Ausmessen der
5%-Breite, die Fehler der theoretischen Werte aus den Unsicherheiten in k; R; l; ��
und �+. Wie anhand der Formel 3.3 für �' erwartet, ist der Ein�uÿ der Blendengröÿe
gering, der Wert von �' wird vielmehr durch �� und �+, d. h. durch die Divergenz
�� dominiert. Er verändert sich bei einer Vergröÿerung der Blende K3 um 150 % von
80 auf 200 �m lediglich um 15 %, so daÿ die Höhe der Blende sich nach dem photoly-
sierten Kristallvolumen richten kann, ohne das Zeitfenster maÿgeblich zu beein�ussen.
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Abbildung 3.9: Links: Ö�nungspro�l bei unterer (�) und oberer Scheibenposition (�).
Rechts: Ö�nungspro�l bei einer Apertur von 0,2 (�) und 0,4 mm (�) der Blende K0.

Unterhalb des Intensitätwertes von 0,1, etwa der 1 %-Breite entsprechend, ist deut-
lich eine Schulter im Ö�nungspro�l erkennbar. Sie könnte durch die Abbildungseigen-
schaften des Toroids oder einen Re�ex der Strahlung bei streifendem Einfall an der
Ober�äche einer Blende entstehen. Die Schulter verschwindet, wenn die Scheibenblen-
de so weit hochgefahren wird, daÿ ihre Unterkante mit der des Spiegels abschlieÿt.
Dies demonstriert Abb. 3.9 (links), die das gemessene Intensitätspro�l für die untere
(�) und die obere (�) Scheibenpositionen zeigt. Bei zeitaufgelösten Messungen wird
die Scheibe in die obere Position gefahren, da der Spiegel wegen des rotierenden Schei-
benchoppers dann den weiÿen Strahl so gut wie überhaupt nicht mehr ausgesetzt ist.
Während eines Beugungsexperiments wird sobald der Spiegel rotiert, die vertikale
Blende K0 auf einen Wert von 0,9 mm geö�net, um die Intensität um ca. einen Faktor
10 zu erhöhen; sie weiter zu ö�nen resultiert in einer Reduzierung der Intensität, ver-
mutlich weil dann die Hitzlast auf den Toroidspiegel zu Verformungen und veränderten
Abbildungseigenschaften führt. Es ist untersucht worden, ob das Ö�nen der Blende zu
einer relevanten Verbreiterung des Intensitätspro�ls aufgrund einer möglichen Verän-
derung in der Divergenz führt. Hierzu wurde das Intensitätspro�l bei einer Blende von
0,2 und 0,4 mm aufgenommen, eine Überprüfung bei 0,9 mm wurde wegen der hohen
Intensität nicht riskiert. In Abb. 3.9 (rechts) sind die auf 1 normierten Meÿkurven

Blende K3 [�m ] 80 140 200 Fehler
�'exp [mrad] 0,214 0,223 0,247 � 0,007
�'th [mrad] 0,206 0,229 0,252 � 0,005

Tabelle 3.2: Experimentell und theoretisch bestimmte 5%-Breiten des Intensitätspro�ls
der Choppertransmission in Abhängigkeit von der Blendenö�nung.



3.4 Funktionsprinzip und Leistungsfähigkeit 41

0

500

1000

1500

2000

2500

0 10 20 30 40 50

Z
ei
tf
en
st
er
�
t S
[n
s]

Rotationsperiode tS [ms]

Abbildung 3.10: Zeitfenster �tS des Spiegelchoppers in Abhängigkeit von der Rotati-
onsperiode tS, direkt gemessene (�) und berechnete Werte (�).

dargestellt. Sie sind so gut wie identisch, lediglich auf der 2%-Höhe ist die Kurve mit
einer Blende von 0,2 mm (�) etwas breiter als die mit Blende 0,4 mm (�). Daraus
läÿt sich schlieÿen, daÿ das Ö�nen der Blende K0 keinen relevanten Ein�uÿ auf die
Divergenz und somit das Zeitfenster nimmt.

3.4.3 Experimentelle Bestimmung des Ö�ungszeitfensters

Mit Hilfe des gemessenen Ö�nungspro�ls �' läÿt sich nach Gl. 3.2 das zu erwartende
Ö�nungszeitfenster für unterschiedliche Frequenzen berechnen. Die Werte sind in Abb.
3.10 für Rotationsperioden von 9,5�50 ms, entsprechend 105�20 Hz, aufgetragen (�).
Experimentell wurde die Dauer des Zeitfensters auf folgende Weise gemessen: Einen
konstanten Zeitabstand vor der optimalen Re�exionsposition erzeugt der Inkremental-
geber der Spiegelachse einen Logikpuls, der ein Oszilloskop triggert. Der Szintillations-
zähler detektiert dann die nachfolgend durch die Blende tretenden Synchrotronpulse
und sie werden über viele Rotationszyklen auf dem Oszilloskop au�ntegriert. Abhängig
von der momentanen Phasendi�erenz zwischen Rotations- und Synchrotronfrequenz
nach jeder Umdrehung variiert der Zeitabstand zwischen Trigger und Eintre�en des
Synchrotronpulses, so daÿ eine Verteilung der transmittierten Intensitäten ensteht, die
dem Ö�nungszeitfenster des Spiegelchoppers entspricht. Diese Verteilung zeigt Abb.
3.13 (links) bei fS = 105 Hz und für eine Au�ntegration von ca. 4000 einzelnen Syn-
chrotronpulsen. Analoge Verteilungen für andere Rotationsfrequenzen sind ebenfalls
aufgenommen und die 5%-Breiten bestimmt worden. Die Ergebnisse sind neben den
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5 % �!

Abbildung 3.11: Einzelschuÿaufnahmen eines extrahierten Pulszuges mit DORIS im
5-Puls-Betrieb. Links: Der obere Kanal zeigt das APD-Signal des Laserschusses, auf
das getriggert wird, der untere Kanal das Szintillatorsignal. Rechts: Ein weiteres Er-
eignis, jedoch ist der vertikale Darstellungsbereich des Oszilloskops zur Verdeutlichung
der Nachbarpulse verzehnfacht.

berechneten Werten ebenfalls in Abb. 3.10 dargestellt. An beide Kurven ist eine Gerade
g(tS) = mx + b angepaÿt, deren Paramter i. f. aufgelistet sind.

Kurve m b R
berechnet 34,1 0 1
gemessen 45,6 -83,2 0,998

Wie nach Formel 3.2 erwartet, geht die berechnete Kurve durch den Nullpunkt, die
angepaÿte Gerade der gemessenen Kurve schneidet hingegen die Y-Achse bei -83,2 ns.
Des weiteren ist ihre Steigung um 32 % gröÿer als die der berechneten Kurve. Die Ab-
weichung kann nicht durch die direkten Meÿfehler erklärt werden, die beim Ausmes-
sen der Breiten am Oszilloskopbild entstehen. Es könnte jedoch sein, daÿ die Messung
durch den Szintillationsdetektor die hohen Intensitäten nicht korrekt erfaÿt hat, und so
die Messung der 5%-Breite bei einem zu niedrigen Intensitätswert und daher gröÿerer
Pro�lbreite durchgeführt wird. Es wurde überprüft, ob der Szintillationszähler in die
Sättigung geht, was die Unterdrückung hoher Meÿwerte erklären könnte, doch dieser
Verdacht bestätigte sich nicht. Eine Überprüfung des Ansprechverhaltens des Szintil-
lationsdetektors in bezug auf seine Linearität erfolgte jedoch nicht. Aufgrund dieses
Ergebnisses wurde der Chopper bei einer höheren, empirisch ermittelten Frequenz von
105 Hz betrieben statt bei den berechneten 70 Hz.
In Abb. 3.11 stellen zwei Einzelschuÿaufnahmen Synchrotronpulse dar, die mit dem
Spiegelchopper bei fS = 105 Hz extrahiert wurden. Die Bilder wurden während des
5-Puls-Betriebs des Speicherrings aufgenommen, um zur besseren Erfassung des Ö�-
nungspro�ls mehrere Pulse zu messen. Der obere Kanal zeigt das Signal der APD
auf den Laserpuls, der untere Kanal das Szintillatorsignal. Das linke Bild zeigt die
volle Höhe des Signals, beim rechten ist die vertikale Skala des Oszilloskops zur Ver-
deutlichung der Nachbarpulse verzehnfacht und daher der Hauptpuls abgeschnitten.



3.5 Vorchopper und langsamer Strahlverschluÿ 43

Die 5 %-Schwelle in bezug auf den Puls im linken Bild ist gekennzeichnet. Das Bild
könnte den Eindruck erwecken, als ob das Zeitfenster nur 193 ns lang ist, da sich nur
2 Pulse oberhalb bzw. bei der 5 %-Schwelle be�nden. Tatsächlich muÿ jedoch beachtet
werden, daÿ die Pulshöhen der Nachbarpulse in Abhängigkeit von der Spiegelposition
beim Eintre�en des Hauptpulses variieren. Bei der Aufnahme in Abb. 3.11 (rechts) ist
der Fall eingetreten, bei dem der dem Hauptpuls vorhergehende Puls intensitätmäÿig
gegenüber dem nachfolgenden unterdrückt ist. In einer anderen Aufnahme könnte dies
gerade umgekehrt sein. Deswegen müssen zum Messen des Zeitfensters, wie oben be-
schrieben, die re�ektierten Pulse über verschiedene Anstellwinkel au�ntegriert werden.

3.5 Vorchopper und langsamer Strahlverschluÿ

Die maximale Repetitionsrate für die vom Spiegel extrahierten Pulse beträgt 2fS, da
der Spiegel doppelseitig beschichtet ist. Die Anregung des Kristalls ist jedoch auf eine
wesentlich geringere Rate limitiert, etwa 3 Hz, damit keine Wärmeüberlastung auf-
tritt. Zur Reduktion der Repetitionsrate pulst daher der Scheibenchopper den Strahl
mit einer Frequenz von fV vor. Sein Ö�nungszeitfenster soll i. f. charakterisiert werden.

Alcalay & Knuth (1969) zeigten, daÿ das Ö�nungszeitfenster �t einer rotierenden
Scheibe bei einer Kreisfrequenz von ! = 2�fV gegeben ist durch,

�t =
�+  

!
; (3.4)

wobei � der Ö�nungswinkel der Blende und  der Winkel ist, durch den eine Blenden-
kante rotieren muÿ, um den Strahl abzufahren. Be�ndet sich die Blende der Breite xB
im Abstand r vom Scheibenzentrum und hat der Synchrotronstrahl eine Breite von
xSR, so kann Gl. 3.4 mit � � xB

r
und  � xSR

r
für xB; xSR � r in folgender Form

ausgedrückt werden:

�tV � 1

2�fV

xB + xSR

r
: (3.5)

Abhängig von den Werten für xB und xSR ergeben sich dann folgende mögliche Ö�-
nungspro�le, wenn die Verteilung der einfallenden Synchrotronstrahlung vereinfachend
als Kastenfunktion angenommen wird,

xSR < xB : Trapezpro�l mit Imax = I0
xSR > xB : Trapezpro�l mit Imax < I0
xSR � xB : Dreieckspro�l mit Imax = I0.
xSR � xB : Rechteckpro�l mit Imax = I0

wobei I0 die volle Intensität des Strahls ist. Die Intensitätsverteilung eines Synchro-
tronstrahls ist jedoch nicht kastenförmig, sondern eher gauÿverteilt. In diesem Fall
steigen die Flanken der Pro�le weniger steil an und die Ecken sind abgerundet.
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An die Dauer des Ö�nungszeitfensters des Vorchoppers ist die Bedingung geknüpft,
daÿ es kleiner sein muÿ als die Halbperiode der Spiegelrotation, um doppelte Re-
�exion während �tV zu vermeiden. Die minimal notwendige Rotationsfrequenz fV
berechnet sich dann mittels Gl. 3.5 und den Werten von xSR = 3; 6 mm (volle Breite,
der Wert wurde ebenfalls mit SHADOW ermittelt), xB = 4; 0 mm, r = 55; 0 mm und
�tV < 1

2 fS
= 4; 8 ms zu fV > 4; 6 Hz. Damit der Spiegel immer den Phasenwinkel

�' um '0 durchläuft, wenn die Blende des Vorchoppers in der Ö�nungsposition ist,
müssen Spiegel- und Scheibenrotation phasensynchronisiert sein, also fS

fV
= n; n 2 Z,

und 'S = m 2�'V ; m 2 Z, wobei 'S; 'V die entsprechenden Phasen bezeichnen.
Nach jeder n-ten Rotation des Spiegels werden dann Pulse durch die Scheibenblende
transmittiert und so die Pulsrate von 2fS auf fV reduziert. Der Vorchopper rotiert
mit der 20. Subharmonischen von fS, also mit 5,25 Hz. Hieraus ergibt sich mit Gl. 3.5
theoretisch ein volles Ö�nungszeitfenster von 4,2 ms, gemessen wurden 3,0 ms (s.Abb.
3.13 rechts), was vermuten läÿt, daÿ xSB tatsächlich kleiner ist, als mit SHADOW
abgeschätzt. Das wegen xSR < xB und der gauÿischen Strahlverteilung erwartete ab-
gerundete Trapezpro�l wird durch die Messung bestätigt.
Zur weiteren Reduktion der Pulsrate steht der langsame Strahlverschluÿ zu Verfü-
gung, mit dem sich Transmissionsfenster von �tLSV > 30 ms erzeugen lassen, und der
sich maximal mit fLSV � 5 Hz ö�nen läÿt. Die Kombination von Spiegel-, Vorchop-
per und LSV ermöglicht dann, Pulsraten einzelner Synchrotronpulse im Bereich von
0 < fBX � 2 fS zu erzeugen. In Tabelle 3.3 sind noch einmal die typischen Betrieb-
sparameter des Choppersystems für den Betrieb im Zweipuls-Modus des Speicherrings
aufgelistet.

Strahlverschluÿ �t [�s] f [Hz]
Spiegel 0,44 105
Scheibe 3000 5,25
LSV > 30000 1�3

Tabelle 3.3: Betriebsfrequenzen und Zeitfenster des Choppersystems für den Betrieb im
Zweipuls-Modus des Speicherrings. Aufgelistet sind die Dauer der Zeitfenster �t und
die Betriebsfrequenz der Strahlverschlüsse.
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3.6 Synchronisation

Zur Durchführung eines zeitaufgelösten Anregungsexperiments ist es notwendig, ei-
ne Synchronisation zwischen Eintre�en des Synchrotronpulses und dem Ö�nen des
Choppers herzustellen bzw. voraussagen zu können, damit zum einen möglichst viel
Intensität transmittiert wird und zum anderen, damit der Laser ein de�nierbares Zeit-
intervall vor dem Eintre�en des Synchrotronpulses gefeuert werden kann. Die Art der
möglichen Synchronisation zwischen Chopper, Synchrotronpuls und Laser hängt stark
von der Stabilität der Rotation ab und bestimmt, ob der Chopper phasensynchron zur
Ringfrequenz laufen kann oder asynchron laufen muÿ. Im folgenden werden die Fakto-
ren beschrieben, welche die Geschwindigkeitsstabilität beein�ussen sowie die Merkmale
von phasensynchronem und asynchronem Chopperbetrieb.

Geschwindigkeitsstabilität. Die Geschwindigkeitsstabilität eines Choppers ist ein
wichtiges Kriterium dafür, auf welche Weise die Synchronisation realisiert wer-
den kann. Bei der Konstanz der Rotorgeschwindigkeit läÿt sich in die Lang- und
die Kurzzeitstabilität unterscheiden.
Die Langzeitstabilität wird vorwiegend durch Erwärmungse�ekte im Motor,
im stromliefernden Verstärker oder in der Lagerung gestört, wenn die Regelung
diese nicht ausgleichen kann, bzw. verursacht die Regelung selbst Langzeitinsta-
bilitäten, wenn die Regelparameter nicht korrekt eingestellt sind. Als Langzeit-
stabilität wird der Fehler auf den Mittelwert der Umlaufperiode verstanden, der
über den Zeitraum gemessen wird, in dem sich Erwärmungsphänomene bemerk-
bar machen (Sekunden bis Minuten).
Nicht korrekt eingestellte Regelparameter der Regelschleife können auch kurzzei-
tige Instabilitäten verursachen, doch deren Hauptquelle sind Reibungse�ekte in
den Lagern und Unwuchten in der Rotation aufgrund von mechanischen Unge-
nauigkeiten. Diese wiederholen sich i. d.R. periodisch mit der Umdrehung, wes-
wegen eine sinnvolle Meÿgröÿe zur Charakterisierung der Kurzzeitstabilität
die Standardabweichung � auf die Umlaufperiode t ist. Zur Vermeidung von
Luftreibung kann ein Chopper in Vakuum oder einer Heliumatmosphäre betrie-
ben werden.

Phasensynchroner Betrieb. Rotiert ein Chopper phasensynchronisiert zu einer
Subharmonischen fn = fBX

n
; n 2 Z, der Ringfrequenz, dann tritt jedesmal wenn

der Chopper ö�net ein Puls durch die Mitte des Ö�nungszeitfensters. Da die
Subharmonische das Eintre�en eines Synchrotronpulses markiert und über Fre-
quenzteiler aus der Ringfrequenz abgeleitet werden kann, läÿt sich von ihr durch
Phasenverschiebung problemlos der Trigger für einen Laser ableiten. Die pha-
sensynchrone Betriebsart ist die leistungsfähigste, doch verlangt sie eine sehr
hohe Lang- und Kurzzeitstabilität des Choppers, die im Vakuum nur durch den
Einsatz teurer Magnetlager (� 100 kDM) erreicht wird.

Asynchroner Betrieb. Weist ein Chopper keine hinreichende Lang- und Kurzzeit-
stabilität auf, so kann man ihn nicht phasensynchron betreiben. Die Phase zwi-
schen Ö�nungszeitpunkt und Eintre�en des Pulses schwankt dann, so daÿ im
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ungünstigsten Fall gar kein Puls oder nur ein abgeschnittener durch den Chopper
hindurchtritt, falls�tChopper < tBX, oder zwei teilweise abgeschnittene Pulse, falls
tBX < �tChopper < 2 tBX. Es existieren jedoch trotzdem Möglichkeiten, eine Syn-
chronisation zwischen Synchrotronpuls und Ö�nen des Choppers herzustellen.
Eine besteht darin, die im Falle unzureichender Langzeitstabilität auftretende
Phasenverschiebung zu überwachen und die Phasenübereinstimmung vorauszu-
berechnen, um dann eine Umdrehung vor der Übereinstimmung den Strahl für
den Chopper mittels eines normalen Strahlverschlusses freizugeben, für den je-
doch triseV erschlu� � tChopper gefordert wird. Bei hinreichender Kurzzeitstabilität,
d. h. einer Schwankung in der Umlaufperiode von �(tChopper) � �tChopper

2
, wird

dann die vorausberechnete Phasenübereinstimmung eine Umlaufperiode später
hinreichend genau eintreten, so daÿ der Synchrotronpuls annähernd mittig durch
die Chopperblende tritt. Bourgeois et al. (1996) entwickelten für den CHESS-
Chopper (LeGrand et al. 1989) eine derartige Elektronik zur Phasenüberwachung
und zur Synchronisation des Lasers, die am ESRF für die ersten zeitaufgelösten
Beugungsexperimente eingesetzt wurde.

Eine weitere Methode der Synchronisation bei asynchronem Chopperbetrieb ist für den
Spiegelchopper entwickelt worden und im nächsten Abschnitt beschrieben. Es schlieÿt
sich die Beschreibung der Testexperimente an, die zur Überprüfung der Synchronisa-
tion durchgeführt wurden.

3.6.1 Die Synchronisation des Spiegelchoppersystems

Die zur Synchronisation entwickelte Triggerlogik verarbeitet im wesentlichen vier
Logikpulse, die mit den Ö�nungszeitfenstern von Spiegel �tS, Vorchopper �tV und
dem elektromagnetischen Strahlverschluÿ �tLSV sowie dem Eintre�en des Synchro-
tronpulses übereinstimmen. Ein Pulsdiagramm der Logikpulse ist in Abbildung 3.12
dargestellt, die logische Schaltung in Abbildung 3.15. Das Zustandekommen der
wichtigsten Logikpulse und die Funktionsweise des Triggers werden i. f. beschrieben.

Logikpulse

BXClk Die Wiederholfrequenz der Synchrotronpulse ist über die sogenannte Bunch-
Uhr verfügbar und in ihrer Phase durch eine Verzögerungseinheit verschiebbar.
Der BXClk-Puls muÿ mit dem Eintre�en des Synchrotronpulses am Probenort
übereinstimmen. Dazu wird dieser mit dem Plastikszintillationsdetektor gemes-
sen und zusammen mit dem BXClk-Puls auf dem Oszilloskop dargestellt. Die
Phasendi�erenz zwischen beiden Pulsen wird dann über die Verzögerungseinheit
minimiert.
Die Pulsdauer des BXClk-Pulses beträgt 20 ns. Da er später in einer Koinzi-
denzeinheit verwendet wird, ist es notwendig, ihn so weit wie möglich zu re-
duzieren, denn der wahre Synchrotronpuls ist nur 120 ps lang. Eine Reduktion
wird dadurch erreicht, daÿ der Puls durch ein logisches ODER (01) (s. Abb.
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Abbildung 3.12: Pulsdiagramm des Triggers. Der BXClk-Puls markiert das Eintre�en
der Synchrotronpulse, TWM, TWD und SHO die Transmissionsfenster von Spiegel-,
Vorchopper und langsamem Strahlverschluÿ. Durch Koinzidenz ergibt sich aus diesen
Pulsen der Trigger, der nach einer gewissen Laufzeit (LZ) den Q-Switch des Lasers und
damit den Laserpuls auslöst, auf den im Abstand �tZ der Synchrotronpuls folgt. Der
FLT-Puls hat vorher durch Koinzidenz mit TWD die Blitzlampe des Lasers gefeuert.

3.15) geführt wird, dessen Ausgangspuls auf den möglichen Minimalwert von
4 ns eingestellt ist.

MIX und TWM Der Inkrementalgeber des Antriebsmotors des Spiegels erzeugt ein-
mal pro Umdrehung einen Indexpuls, den MIX-Puls (Mirror IndeX). Der Motor
ist innerhalb des Drehkreises montiert, so daÿ sich durch Rotation desselben
der MIX-Puls relativ zum Re�exionszeitpunkt des Spiegelchoppers verstellen
läÿt. Die Einstellung ist bei einer minimalen Schrittweite des Drehkreises von
�' = 0; 44 �rad und einer Rotationsfrequenz von fS = 105 Hz auf 0,7 ns genau.
Der TWM-Puls (Time Window Mirror) wird vom MIX-Puls abgeleitet, indem
er durch einen Gate-Generator (G1) auf die Dauer des Ö�nungszeitfensters �tS
verlängert wird, das wie in Kapitel 3.4.3 beschrieben bestimmt worden ist. Die
Breite des TWM-Pulses wird auf die 2,5 %-Breite der gemessenen Verteilung ein-
gestellt, entsprechend �tS = 465 ns. TWM-Puls und Szintillatorsignal werden
auf dem Oszilloskop beobachtet, und der TWM-Puls durch Rotieren des Dreh-
kreises so in seiner Phase verschoben, daÿ er der Verteilung um t1BX = 964 ns
vorgelagert ist (s. Abb. 3.13 links), um genügend Zeit für Laufzeitkompensation
und das Feuern des Lasers zu haben.
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TWD Die IMC generiert mit Hilfe der PEG-Funktion (s.Kapitel 3.3) den TWD-
Puls (Time Window Disk), der mit dem Phasenwinkel der Transmission des
Vorchoppers übereinstimmt. Die Dauer des Pulses koinzidiert mit dem Bereich
der maximalen Transmission (s. Abb. 3.13 rechts).

FLT Zur Erzeugung einer Besetzungsinversion in einem Nd:YAG-Laser muÿ eine
Blitzlampe entladen werden, die beim verwendeten Laser mit einer Frequenz
von 5 Hz (� 10 %) feuern muÿ, um konstante thermische Bedingungen im Reso-
nator für einen optimalen Arbeitspunkt zu gewährleisten. Ungefähr 220 �s nach
dem Blitzen der Lampe herrscht im Nd:YAG-Stab das Inversionsmaximum. Dies
ist der optimale Zeitpunkt für die Laserentladung, die durch Güteschaltung des
Resonators mittels einer Pockels-Zelle (auch Q-Switch genannt) innerhalb weni-
ger Nanosekunden stimuliert wird (Spectra-Physics 1998).
Die Aufgabe des FLT-Pulses (FlashLamp-Trigger) ist es nun, die Blitzlampe im
Zeitabstand von 220 �s vor einem potentiellen Laserschuÿ zu entladen. Hierzu
wird der FLT-Puls 219 �s vor dem MIX-Puls mittels der PEG-Funktion der
Spiegelachse generiert. Die Erzeugungsfrequenz des FLT-Pulses entspricht dann
aber der Rotationsfrequenz des Spiegels und muÿ, wie eben erwähnt, auf � 5 Hz
heruntergeteilt werden. Dazu wird der FLT-Puls in Koinzidenz mit dem zur Spie-
gelrotation phasensynchronen TWD-Puls geschaltet (K3) und so die Frequenz
des Blitzlampentriggers auf die des Vorchoppers von 5,25 Hz reduziert.

SHOC und SHO Der SHOC-Pegel (SHutter Open Command, s. Abb. 3.14 links,
oberer Kanal), setzt den Ausgangspegel eines RS-Flip-Flops (RS2) und ö�net
so den LSV. Dieser hat eine Reaktionszeit von tR � 30 ms, so daÿ der SHOC-
Pegel für den Trigger nicht verwendet werden kann, da die Synchrotronstrahlung
tatsächlich erst später durch den Verschluÿ hindurchtritt. Deswegen wird um tR
verzögert der SHO-Pegel generiert (SHutter Open, s. Abb. 3.14 links, mittlerer
Kanal), der mit der transmittierten Strahlung zeitlich übereinstimmt. Er setzt
ein weiteres Flip-Flop (RS1), wodurch dessen invertierter Ausgangspegel ge-
löscht wird, und somit das Veto an der Koinzidenzeinheit K2 verschwindet, das
sicherstellt, daÿ kein Trigger erzeugt wird, solange der LSV geschlossen ist.

Funktionsweise des Triggers

Ein Trigger zum Feuern des Laserpulses bedarf der Koinzidenz zwischen BXClk, TWM,
TWD und SHO-Pegel. Der Ablauf der Triggerbedingungen ist i. f. anhand der Pulse
(s. Abb. 3.12) und den beteiligten Logikmodulen (s.Abb. 3.15) erläutert.

1. Start der Datennahme. Nach dem Start der Datennahme über das Kontroll-
programm ö�net dieses den Strahlverschluÿ und das Veto an K2 verschwindet.

2. Koinzidenz an K1. Die Koinzidenzeinheit K1 überprüft bei jeder Spiegelum-
drehung die Koinzidenz zwischen dem BXClk- und dem TWM-Puls, d. h. ob
die Phase zwischen BXClk-Puls und der Mitte des TWM-Pulses kleiner ist als
��tS

2
, womit die Bedingung für Re�exion durch K3 erfüllt ist. Der TWM-Puls
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Abbildung 3.13: Links: Kanal 1 zeigt das Ö�nungspro�l des Spiegelchoppers anhand
der Au�ntegration von ca. 4000 transmittierten, einzelnen Synchrotronpulsen am Os-
zilloskop bei einer Rotationsfrequenz von 105 Hz. Die Verteilung entsteht aufgrund der
unterschiedlichen Re�exionspositionen des Spiegels bei Eintre�en des Pulses. Kanal
2 zeigt den um 964 ns vorgelagerten TWM-Puls, auf den getriggert wurde. Rechts:
Kanal 1 zeigt das Ö�nungspro�l des Scheibenchoppers (volle Breite 3 ms) anhand der
transmittierten Synchrotronstrahlung bei einer Rotationsfrequenz von 5,25 Hz. Kanal
2 zeigt den korrespondierenden TWD-Puls.

Abbildung 3.14: Links: Logikpulse und Transmission des LSV ohne Spiegel- und Vor-
chopper. Oben: Der SHOC-Pegel, der den Verschluÿ anspricht.Mitte: Der SHO-Pegel,
der die wahre Ö�nung des Strahlverschlusses markiert und so lange o�en bleibt, bis
der Trigger die Flip-Flops RS1 und RS2 zurücksetzt. Unten: Die tatsächliche Trans-
mission, die aufgrund der Reaktionszeit des Strahlverschlusses auf den Verschluÿbefehl
(steigende Flanke von Kanal 2) noch rund 30 ms andauert. Rechts: Extraktion eines
einzelnen Synchrotronpulses. Oben: Extrahierter Synchrotronpuls. Unten: Das Signal
der Bunch-Uhr.
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Abbildung 3.15: Schaltung der Triggerlogik, welche die Logikpulse der Bunch-Uhr (BX-
Clk), des Spiegel- (TWM) und des Scheibenchoppers (TWD) und des LSV (SHO und
SHOC) zur Synchronisation von Laseranregung und Synchrotronpuls verarbeitet.

liegt zwar um das Zeitintervall t1BX vor der wahren Re�exionsposition, doch än-
dert sich das Phasenverhältnis innerhalb dieses Zeitintervalls nicht relevanty, so
daÿ die Triggerbedingung problemlos 964 ns vorher abgefragt werden kann. Bei
Koinzidenz erzeugt K1 dann das logische UND von BX-Clk und TWM, den
Puls U1.

3. Koinzidenz an K2. Der Puls U1 wird in der EinheitK2 auf die Koinzidenz mit
TWD hin überprüft und die Einheit erzeugt gegebenenfalls den Trigger. Dieser
liegt nun knapp einen Pulsabstand vor dem belichtenden Synchrotronpuls, so
daÿ genügend Zeit zu Verfügung steht, Laufzeiten von Kabeln, der nachfolgenden
Elektronik und die Reaktionszeit des Lasers zu kompensieren.

4. Zeitverzögerung. Der Trigger läuft über eine Verzögerungseinheit (V) zum
Gate-Generator G2, dessen Endmarkerpuls den Q-Switch-Trigger für den Laser
generiert. Über die Länge des Gatters G2 läÿt sich der Endmarkerpuls zeitlich
grob verschieben, über die Verzögerungsstufe in einem Bereich von 127,5 ns auf
0,5 ns genau. Das Zeitintervall zwischen Laser- und Synchrotronpuls wird wie in

yDie relative Schwankung in fS pro Umlauf liegt bei 10�5. Nimmt man diese Kurzzeitstabilität
auch innerhalb von t1BX an, so verursacht dies lediglich eine Fluktuation der Phase um 9,6 ps.
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Abbildung 3.16: Schematische Darstellung möglicher Triggersituationen, oben sind der
Logikpuls und das reale Ö�nungszeitfenster des Spiegelchoppers dargestellt, in der Mit-
te die Bunch-Uhr und darunter die auf den Kristall einfallenden Pulse.

Kapitel 3.6.2 beschrieben gemessen und kann über G2 und V auf die Anforderung
des Experiments eingestellt werden.

5. Weitere Triggerlogikfunktionen. Der Trigger läuft nach seiner Erzeugung
durch K2 nicht nur zur Verzögerungseinheit, sondern auch über ein logisches
ODER O2 zu den beiden Flip-Flops und setzt diese zurück, um den LSV zu
schlieÿen und das Veto an K2 wieder zu aktivieren. Obwohl dies ungefähr eine
Pulsperiode vor der eigentlichen Belichtung geschieht, wird der Strahlengang im
Kollimator dadurch nicht vorzeitig verschlossen, da die Reaktionszeit des LSV
wesentlich länger ist. Durch das Zurücksetzen des Flip-Flops RS2 teilt der entste-
hende Ausgangspegel (SHC, SHutter Closed) der IMC und damit dem Kontroll-
programm mit, daÿ eine Belichtung stattgefunden hat. Das Kontrollprogramm
wartet dann eine einstellbare Zeit, bis es den LSV wieder ö�net, und der Trig-
gerzyklus beginnt von neuem. Der LSV läÿt sich zum Abbruch der Datennahme
manuell über den CSH-Puls (Close SHutter) schlieÿen, der wie der Trigger über
O2 ebenfalls die Flip-Flops löscht.

Vor- und Nachteile des Triggers

Der Hauptnachteil der Triggermethode liegt darin, daÿ die meisten Synchrotronpulse
intensitätsgeschwächt sind, da der Spiegel im Augenblick des Eintre�ens des Pulses
nicht auf der optimalen Re�exionsposition '0 steht, sondern eine Abweichung ��'0

haben darf, die durch die gewählte Dauer des TWM-Pulses auf j�'0j � 2��tSfS
begrenzt ist (s. Abb. 3.16 Normalfall). Somit ist es zur Intergration einer bestimmten
Strahlungsintensität auf dem Detektor notwendig, mehr Belichtungen durchzuführen
als beispielsweise mit einem phasensynchronen Chopper (Idealfall).
Die mittlere transmittierte Intensität pro Puls läÿt sich unter der Annahme, daÿ �'0

und die damit korrelierte transmittierte Intensität rein zufällig verteilt sind, anhand
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von Abb. 3.13 (links) abschätzen. Hierzu wird das Integral unter der Einhüllenden
der Verteilung gebildet und durch die Gesamtbreite geteilt, um die mittlere Pulshöhe
zu berechnen. Es zeigt sich, daÿ sie rund 50 % des Maximalwertes der Verteilung
beträgt, was bedeutet, daÿ aufgrund der Akzeptanz intensitätsgeschwächter Pulse
eine doppelt so hohe Anzahl an Belichtungen in Kauf genommen werden muÿ als bei
phasensynchronem Chopperbetrieb nötig wäre.
Ein weiterer Nachteil entsteht, wenn der Spiegelchopper während des Zweipulsbetriebs
des Speicherrings eingesetzt wird, da das reale Zeitfenster unterhalb von � 2,0 % der
Maximalintensität noch breiter ist als t2BX = 482 ns. Tritt dann der Fall ein, daÿ der
LSV o�en ist und die Scheibe sich in Transmissionsposition be�ndet, aber der Puls
U1 nicht generiert wird, weil der BXClk-Puls nicht mit dem TWM-Puls koinzidiert,
so kann trotzdem Synchrotronstrahlung durch den Kollimator gelangen und den
Kristall belichten, ohne daÿ dieser angeregt worden ist (s. Abb. 3.16 Negativfall).
Diese Intensität beträgt aber entsprechend der Wahl der Länge von TWM immer
weniger als 2,5 % der Maximalintensität, und die Wahrscheinlichkeit für das Auftreten
dieses Falles liegt bei nur �tS�t2BX

t2BX
= 3; 5% (�tS = 465 ns, t2BX = 482 ns), wobei

wieder eine zufällige Verteilung von �'0 angenommen wird.

Der Hauptvorteil der Triggermethode besteht darin, daÿ keinerlei Anforderungen an
die Stabilität des Spiegelchoppers gestellt werden müssen, was die Konstruktion des
Antriebs derart vereinfacht und verbilligt hat, daÿ der mittlere Verlust der Intensität
von 50% in Kauf genommen worden ist. Des weiteren konnte die Triggerlogik aus kom-
merziell erwerblichen NIM-Logikmodulen aufgebaut werden, so daÿ die Entwicklung
einer aufwendigen Elektronik wie z. B. bei Bourgeois et al. ent�el.

3.6.2 Überprüfung der Synchronisation

In bezug auf die Synchronisation wurden folgende Eigenschaften des Choppers unter-
sucht:

� Stabilität der Spiegelrotation

� Phasen�uktuation zwischen TWD und TWM

� Stabilität der Zeitdi�erenz zwischen Laser und Synchrotronpuls

Als zentrale Komponente der Synchronisationsmessungen wurde der TAC eingesetzt,
auÿer bei der Messung zur Stabilität der Spiegelrotation, da der maximale Meÿbereich
des TACs nur 1 ms, �tS jedoch 9,5 ms beträgt. Die anderen Messungen benutzten
den TAC. Abhängig von der Art der Messung dienten Signale der Triggerlogik, der
APD oder des Plastikszintillationsdetektors als Start- oder Stop-Signal für den TAC.
Auf die Signale der Triggerlogik ist in Kapitel 3.6.1, auf die Detektoren in Kapitel 3.3
eingegangen worden. Im folgenden sind die oben aufgelisteten Messungen beschrieben,
wobei Tabelle 3.4 einen Überblick über die Start- und Stop-Pulse der Zeitabstands-
messungen liefert.
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Messung Start Stop Zeitmesser
1 Stabilität der Spiegelrotation MIX-Puls MIX-Puls Zähler
2 Phasenschwankung der Zeitfenster TWD-Puls TWM-Puls TAC

von Scheibe und Spiegel
3 Messung der Laufzeiten APD PSD (Laser) TAC
4 Zündzeitpunkt des Lasers Trigger APD TAC
5 Zeitdi�erenz Laser � SR APD PSD (SR) TAC

Tabelle 3.4:Messungen zur Synchronisation und die entsprechenden Eingangspulse für
den TAC bzw. Zähler.

Stabilität der Spiegelrotation

Die Kurzzeitstabilität der Spiegelrotation wird über die Messung der Schwankung
�S in der Umlaufperiode tS bestimmt. Hierzu setzt der MIX-Puls einen Pegel, der
einen 8 MHz-Zähler startet. Nach einer Rotation löscht der MIX-Puls den Pegel und
der Zähler stoppt. Auf diese Weise wird jede zweite Rotationsperiode auf �125 ns
genau gemessen. Die Messungen sind für Rotationsfrequenzen von 10�90 Hz über
eine Meÿperiode von je 3 Minuten durchgeführt worden. Abbildung 3.17 zeigt �S
in Abhängigkeit von der Rotationsfrequenz. An die Meÿwerte ist die Potenzfunktion
g(f) = a � f b mit a = 25796 ns und b = �1; 09 angepaÿt. Der Exponent deutet darauf
hin, daÿ �S genau wie die Umlaufperiode tS mit 1

fS
abnimmt. Die Schwankung reicht

bei hohen Rotationsfrequenzen nahe an die Au�ösungsgrenze der Meÿapparatur heran
(�S(f = 89Hz) = 175 ns). Die mittlere Kurzzeitstabilität bzw. Langzeitstabilität be-
rechnet sich über den Mittelwert der einzelnen �S(fS)

tS
bzw. �tS

tS
bei den verschiedenen

Frequenzen, wobei �tS der Fehler auf tS ist,

14X
i=1

�iS
tiS

= 1; 9� 0; 5 � 10�5 bzw.
14X
i=1

�tiS
tiS

= 8; 0� 2; 6 � 10�7 : (3.6)

Der geringe Fehler auf die gemittelten Stabilitäten bestätigt eine gute Regelung über
den gesamten Meÿbereich von 12�90 Hz.
Die hohe Langzeitstabilität des Spiegelchoppers hatte dazu motiviert, eine Phasensyn-
chronisation seiner Rotation zur Ringfrequenz zu versuchen, was jedoch nicht gelang.
Dies liegt vermutlich an der Schwankung in der Umlaufperiode von �S = �175 ns oder
daran, daÿ der Chopper nicht genau genug auf eine Subharmonische der Ringfrequenz
( 1
964ns

= 1037344; 40 Hz) eingeregelt werden konnte.
Das am Anfang von Kapitel 3.6 vorgestellte Synchronisationsverfahren von Bourgeois
et al., bei dem die Phasenübereinstimmung auf �S genau vorausberechnet werden
kann, hätte prinzipiell auch angewendet werden können, jedoch gilt nicht wie gefordert
�S � �tS

2
, nicht etwa weil �S des Spiegelchoppers im Vergleich zum CHESS-Chopper

gröÿer ist, sondern vielmehr, weil �tS dreimal geringer ist. Daraus würden bei
Synchronisation nach diesem Vefahren ebenfalls abgeschnittene Pulse resultieren,
so daÿ es zu dem hier neuentwickelten Verfahren keine Vorteile bietet. Auÿerdem
wurde der Entwicklungsaufwand für die notwendige Auswerteelektronik zur a priori
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Abbildung 3.17: Standardabweichung �S der gemessenen Periode tS aufgetragen gegen
die Frequenz fS. Der Fehler der Messung beträgt �125 ns.

Feststellung der Phasenübereinstimmung wesentlich höher eingeschätzt als das für
den Spiegelchopper entwickelte Verfahren.

Phasen�uktuation zwischen TWD und TWM

Der Vorchopper rotiert im Mittel phasensynchron zum Spiegelchopper, doch ist es
notwendig zu überprüfen, wie sehr die Phase zwischen Spiegel und Scheibe �uktuiert.
Überschreitet dieser Wert nämlich �tV

2
, so wird der Strahl durch die Scheibenblende

teilweise oder gar ganz abgeschnitten bevor er den Spiegel in seiner Refelexionspostion
erreicht. Zur Messung der Phasen�uktuation wird der Meÿaufbau 2 verwendet,
wobei der Spiegel mit fS = 105 Hz und der Vorchopper mit fV = 5; 25 Hz rotiert;
der TWD-Puls beträgt dann 800 �s. Der TWM-Puls sollte dabei innerhalb des
TWD-Pulses zentriert liegen (s.Abb. 3.18, links), doch die Phase dieser beiden
Pulse läÿt sich aufgrund der Au�ösung des Drehgebers des Vorchoppers nur in
Inkrementen von 0,176� verstellen, entsprechend 97,7 �s bei 5,25 Hz. Wie aus der
gemessenen Verteilung der Zeitabstände zwischen TWD und TWM (s.Abb. 3.17,
rechts) zu erkennen ist, konnte daher der TWD-Puls nicht genau zentriert werden,
so daÿ der Mittelwert 368 �s statt 400 �s beträgt. Die Fluktuation errechnet sich
als die Standardabweichung der Verteilung zu 48,7 �s, und ist somit um einen
Faktor sieben kleiner als �tV

2
, womit eine hinreichende Phasensynchronisation der

beiden Rotationsachsen zueinander gegeben und ein stets rechtzeitiges Ö�nen des
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Abbildung 3.18: Links: TWM-Puls innerhalb des TWD-Pulses zur Einstellung
und Überprüfung der Phasensynchronisation zwischen Scheiben- und Spiegelchopper.
Rechts: Phasenabstand zwischen TWD und TWM. Die Phase �uktuiert mit 48,7 �s
um den Mittelwert von 367,7 �s .

Vorchoppers garantiert ist.

Stabilität der Zeitdi�erenz zwischen Laser und Synchrotronpuls

Die Dauer von Laser- und Synchrotronpuls bestimmt die Unschärfe, mit welcher
der relaxierte Anregungszustand des Proteinkristalls zum Zeitpunkt tZ nach der
Reaktionsinitiation gemessen werden kann. Voraussetzung hierfür ist jedoch, daÿ
das Zeitintervall �tZ konstant bleibt. Dieses Zeitintervall wird bei der Datennahme
für jedes einzelne Ereignis entsprechend Meÿaufbau 5 bestimmt, so daÿ nach dem
Experiment die Standardabweichung �(�tZ) berechnet werden kann. Vorher muÿ
jedoch auf Laufzeitdi�erenzen zwischen APD und PSD korrigiert werden.
Zur Feststellung dieser Laufzeitdi�erenz wird die Alufolie des Eintrittsfensters des
PSDs angeritzt, um das Eintreten von Laserlicht zu ermöglichen. Der Nachweis eines
Laserpulses durch beide Detektoren erlaubt es dann, die Laufzeitdi�erenz zu be-
stimmen (tLZ = 27; 1�0; 6 ns) und den Meÿwert von�tZ zu kalibrieren (Meÿaufbau 3).

Die Faktoren, welche die Konstanz des Zeitintervalls �tZ während des Experiments
stören können sind,

1. eine Veränderung des Zündzeitpunkts des Lasers,

2. Fehltrigger und

3. die Frequenz der Bunch-Uhr.

Die Untersuchung dieser Ein�üsse ist im folgenden beschrieben:
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Abbildung 3.19: Zeitliche Verschiebung der Zündzeitpunkte der Laser. Links: Exzimer-
Laser. Innerhalb der ersten 700 s verschiebt sich der Zündzeitpunkt des Lasers um
� 60 ns. Rechts: Nd-YAG-Laser. Der Zündzeitpunkt verschiebt sich innerhalb der er-
sten 900 s um � 2 ns.

1. Veränderung des Zündzeitpunkts des Lasers
Die ersten Chopper-Testexperimente wurden mit einem Exzimer-Laser als
Pumplaser durchgeführt, wobei zusätzlich zur normalen Schwankung im Zünd-
zeitpunkt eine starke kontinuierliche Änderung festgestellt wurde. Um diese Ver-
schiebung im Zündzeitpunkt zu quanti�zieren, wurde das Zeitintervall zwischen
Trigger und Laserpuls gemäÿ Meÿaufbau 4 bestimmt. Es zeigte sich, daÿ sich
der Zündzeitpunkt innerhalb der ersten 700 s um -60 ns verschiebt, bevor er im
Rahmen der Spezi�kation (�5 ns) mit �6; 3 ns um einen stabilen Mittelwert
schwankte (sAbb. 3.19 links). Diese Verschiebung des Zündzeitpunkts �ndet ih-
re Ursache vermutlich in Erwärmungse�ekten des Lasers, die den Zeitpunkt der
Entladung der Hochspannung beein�ussen. Die hohe Instabilität im Zündzeit-
punkt und die unpassende Form und Dauer der Pulse des Exzimer-Lasers für
ns-zeitaufgelöste Experimente (s. Abb. 4.1) veranlaÿten seinen Austausch gegen
den Nd:YAG-Laser.
Doch auch hier besteht eine Verschiebung des Zündzeitpunkts, obgleich sie we-
sentlich geringer ist. In den ersten 900 s verschiebt er sich um � 2 ns (s. Abb.
3.19 rechts), was jedoch in Anbetracht der Tatsache, daÿ der Laserpuls eine
Halbwertsbreite von 7 ns hat und im Zweipulsbetrieb eine Schwankung in der
Beugungsmessung von �2 ns auftritt (s. Punkt 3), noch tolerabel ist. Danach
schwankt er im Rahmen der Spezi�kation (0,5 ns) mit einer Standardabweichung
von �Nd:Y AG = 0; 63 ns um einen konstanten Mittelwert, hier 464; 36�0; 01 ns. Es
besteht die Möglichkeit, die anfängliche Verschiebung des Zündzeitpunkts mit-
tels der Verzögerungsstufe V (s.Abb. 3.15) zu kompensieren, da die Meÿgröÿe
�tZ während der Messung verfolgt wird.
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Abbildung 3.20: Zeitabstand zwischen Laser- und Synchrotronpuls. Links: DORIS im
Zweipulsbetrieb. Der Abstand der Mittelwerte der beiden überlagerten Verteilungen,
�t1Z = 8,08 � 0,01 ns und �t2Z = 12,10 � 0,02 entspricht mit 4,02 � 0,02 ns dem
Zeitabstand, der durch die Asymmetrie des Beschleunigerorbits hervorgerufen wird.
Der Mittelwert beträgt �tZ = 9; 9� 2; 4 ns. Rechts: DORIS im Einzelpulsbetrieb. Die
Verteilung um den Mittelwert �tZ = 10,58 � 0,05 ns hat eine Standardabweichung
von �(�tZ) = 0,87 ns.

2. Fehltrigger
Die Aufgabe der Koinzidenzeinheit K1 ist es, die Information über die Ankunft
des BXClk-Pulses dann weiterzugeben, wenn dessen steigende Flanke in das
durch den TWM-Puls de�nierte Zeitfenster �tS fällt. Tritt jedoch der umge-
kehrte Fall ein, daÿ die steigenden Flanke des TWM-Pulses in das durch den
BXClk-Puls de�nierte Zeitfenster von 4 ns Dauer fällt, so entsteht ein Fehltrig-
ger, weil der von K1 erzeugte Puls nicht mehr die Flanke des BXClk-Pulses
markiert, sondern die steigende Flanke des TWM-Pulses. Da der BXClk-Puls
eine Dauer von �tBX-Clk = 4 ns hat und der Zeitpunkt der Koinzidenz mit TWM
innerhalb dieser Zeit zufällig ist, resultiert daraus im Mittel eine zusätzliche, un-
gewollte Phasenverschiebung des Triggers gegenüber dem Synchrotronpuls von
2,0 � 2,0 ns.
Ein Fehltrigger tritt unter der Annahme, daÿ die Koinzidenz rein zufällig ist,
mit einer Häu�gkeit von �tBX-Clk

�tBX-Clk+�tS
= 4 ns

469 ns
= 0; 9 % auf. Für die Unschärfe

in �tZ hat der Fehltrigger nur bei Experimenten im Einzelpuls-Modus des Be-
schleunigers geringe Bedeutung, im Zweipuls-Modus wird der induzierte Fehler
durch die i. f. beschriebene Fehlerquelle dominiert.

3. Frequenz der Bunch-Uhr
Eine durch die Bunch-Uhr-Frequenz verursachte Unschärfe im Zeitintervall �tZ
tritt auf, wenn der Chopper während des Zweipuls-Modus von DORIS betrieben
wird. Die Ursache hierfür liegt darin, daÿ die Füllung des Speicherrings nicht
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ganz symmetrisch ist. Nach dem Umbau von DORIS zum reinen Synchrotron-
speicherring muÿte ein Bypass installiert werden, der nur eine asymmetrische
Füllung erlaubt. Im 2-Puls-Modus beträgt daher der Zeitabstand des ersten
Elektronenpakets zum zweiten 480 ns, der vom zweiten zum ersten jedoch
484 ns. Die Bunch-Uhr-Frequenz berücksichtigt dies jedoch nicht, so daÿ die
Phasenverschiebung des Synchrotronpulses zum Trigger bzw. Laserpuls entweder
+2 oder -2 ns beträgt. Dies verdeutlicht Abb. 3.20 (links), bei der �tZ im
Zweipuls-Modus des Speicherings gemessen wurde. Der Abstand der Mittelwerte
der beiden Verteilungen entspricht mit 4; 02 � 0; 02 ns dem Zeitabstand, der
durch die Asymmetrie des Beschleunigerorbits hervorgerufen wird. Bei obiger
Messung beträgt das mittlere �tZ = 9; 9 ns mit einer Abweichung von 2,4 ns,
während im Einzelpuls-Modus bei einem Mittelwert von �tZ = 10; 68 ns die
Standardabweichung nur 0,87 ns beträgt (s. Abb. 3.20 rechts). Eventuell lieÿe
sich mit einer entsprechenden Elektronik die Bunch-Uhr-Frequenz so modi�zie-
ren, daÿ sie die Asymmetrie berücksichtigt und die zusätzliche Verbreiterung in
der Zeitau�ösung eliminert wird.

Fazit

Die Messungen zur Überprüfung der Synchronisation belegen, daÿ das Choppersystem
stabil läuft und die Phasensynchronisation zwischen Scheiben- und Spiegelchopper so
gut ist, daÿ die Transmission des Synchrotronstrahls in keinster Weise beeinträchtigt
wird. Die erreichbare Zeitau�ösung wird durch die selten auftretenden Fehltrigger und
die Instabilität im Zündzeitpunkt des Lasers im Rahmen von 2 ns gestört, doch hat
dies nur für Messungen im Einzelpuls-Modus Relevanz, da im Zweipuls-Modus der
eben unter Punkt 3 beschriebene E�ekt dominiert. Die Beeinträchtigung liegt aber
mit �2 ns noch um knapp einen Faktor 2 unter der Halbwertsbreite des Laserpulses
von 7 ns, der somit die erreichbare Zeitau�ösung maÿgeblich bestimmt.



Kapitel 4

Das Lasersystem zur photolytischen

Anregung

4.1 Experimenteller Aufbau des Lasersystems

Das Lasersystem zur Erzeugung der Anregungspulse besteht aus einem Farbsto�aser
(FL2002, Lambda-Physik) und einem dazugehörigen Pumplaser. Anfänglich diente ein
Exzimer-Laser (EMG101, Lambda-Physik) als Pumpquelle, doch aufgrund der Halb-
wertsbreite des Hauptpulses von 15 ns (s. Abb. 4.1) und des nachfolgenden Höckers
mit einer Halbwertsbreite von 20 ns sowie der kontinuierlichen Verschiebung und der
Schwankung im Zündzeitpunkt (s.Kapitel 3.6.2) wurde er durch einen Nd:YAG-Laser
(INDI50, Spectra Physics) ersetzt. Der wesentliche Vorteil dieses Lasers für zeitauf-
gelöste Messungen liegt in der kürzeren Pulsbreite von 7 ns und der Stabilität im
Zündzeitpunkt von 0,63 ns. Auÿerdem ist die Pulsenergie regulierbar und das Gerät
bedienfreundlicher als der Exzimer-Laser. So entfällt z. B. das relativ häu�ge Befüllen
mit gefährlichen Gasen. Mit der gegenwärtigen Farbsto�-Pumplaserkombination lassen
sich Wellenlängen von 355�920 nm erzeugen. Bei den Testexperimenten wurde DCM
als Farbsto� verwendet (0,71 g/l in Dimethylsulfoxid), das seine intensivste Emission
bei 658 nm hat.
Die Strahlung des Farbsto�asers wird über eine spezielle Optik in eine 6,5 m lan-
ge Multimode-Faser (MMF1) mit einem Kerndurchmesser von 580 �m eingekoppelt.
Die Faser leitet die Laserstrahlung zur Probenumgebung, wo eine eigens konstruierte
Auskoppeloptik (f = 20 mm) den Ausgang der Faser im Verhältnis 1:1 abbildet. Die
Optik ist entlang der drei Raumrichtungen über Linearschlitten justierbar (auf � 5 �m
genau). Der Fokus wird so eingestellt, daÿ er hinter dem Probenkristall liegt (s. Abb.
4.4, rechts), damit die Intensitätsverteilung an der Kristallober�äche tranversal homo-
gener wird. Die Transmission der Faser im Wellenlängenbereich von 400�700 nm liegt
bei � 98 %, unterhalb von 400 nm nimmt die Transmission stark ab, weswegen für
mögliche Anregungen im UV-Bereich eine Spiegelstrecke aufgebaut wurde, bei der nur
auf den letzten zwei Metern eine Faser (MMF2, Transmission � 85 % bei 308 nm)
die Strahlung zur Auskoppeloptik leitet. Die Aktivierung von caged ATP bedarf z. B.
eines Laserpulses im UV (Rapp et al. 1986).

59
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Abbildung 4.1: Pulsform der Laserpulse. Links: Exzimer-Laser, Halbwertsbreite des
Hauptpulses 15 ns. Rechts: Nd-YAG-Laser, Halbwertsbreite 7 ns, die Überspitzen ent-
sprechen den Longitudinalmoden des Resonators. Beide Pulse wurden mit der APD
(trise = 350 ps) gemessen.

Laser Typ Hersteller Energie [ mJ
Puls

] � [nm] Pulsdauer [ns]

Farbsto� FL2002 Lambda-Phy. 10 � 30 % der 355�920 wie Pumpquelle
Pumpenergie

Nd-YAG INDI50 Spectra-Phy. 110 355 7
275 532
570 1064

Exzimer EMG101 Lambda-Phy. 120 308 15
Faser Typ Hersteller Ø[�m] NA T [%] Pmax [MW] Länge [m]

MMF1 FG600UAT Thorlabs 580 0,16 98 9,0 6,5
MMF2 FT1.5UMT Thorlabs 1500 0,39 85 56,0 2

Tabelle 4.1: Kenndaten der verfügbaren Laser und Lichtwellenleiter. Ø bezeichnet den
Kerndurchmesser, NA die numerische Apertur, T die Transmission auf gesamter Län-
ge bei 658 bzw. 355 nm, Pmax die maximal tolerierbare gepulste Leistung für Pulse der
Dauer 10 ns bei 1064 nm und 5 GW

cm2 Energiedichte.



4.2 Anregungsbedingungen 61

4.2 Anregungsbedingungen

Im folgenden wird zuerst eine geeignete Wellenlänge zum Erreichen einer möglichst
homogenen longitudinalen Verteilung der Energiedichte in einem MbCO-Kristall
ermittelt, und danach die bei dieser Wellenlänge notwendige Energiedichte für
einen möglichst hohen Photolysegrad abgeschätzt. Es folgt eine Beschreibung der
Messung des transversalen Energiedichtepro�ls und eine experimentelle Überprüfung
der Zerstörschwelle des Kristalls. Es schlieÿt sich eine Abschätzung der durch die
Laserstrahlung induzierten Temperaturerhöhung an.

4.2.1 Abschätzung einer geeigneten Anregungswellenlänge

Die Abschätzung der Anregungswellenlänge erfolgt unter dem Aspekt, daÿ der Kristall
bei der betre�enden Wellenlänge optisch dünn sein soll, um longitudinal eine möglichst
homogene Energiedichteverteilung innerhalb des Kristalls zu gewährleisten. Die opti-
sche Dichte OD = �(�)x ist bei gegebener Kristalldicke x durch den wellenlängenab-
hängigen Absorptionskoe�zienten �(�) bzw. die Absorptionslänge �(�)�1 bestimmt,
die in Abb. 4.2 für MbO2

� aufgetragen ist. Die Absorptionslänge wurde ausgehend
von einem Absorptionsspektrum für eine 1mM MbO2-Lösung ermittelt, indem dieses
auf die Konzentration des Myoglobins im Kristall von 43,9 mM hochskaliert wurde
(Wul� et al. 1997). Die bei dieser hohen Konzentration auftretenden Streue�ekte und
die kristalline Anisotropie sind daher nicht berücksichtigt. Der E�ekt der Anisotropie
kann annähernd vernachlässigt werden, denn Sage & Jee (1997) stellten z. B. keine
nennenswerte richtungsabhängige Kristallabsorption im Infraroten fest, und anhand
eines polarisationsabhängigen Spektrums für einen orthorhombischen Kristall (Chen
et al. 1994) ist zu erkennen, daÿ die Polarisationsabhängigkeit der Absorption oberhalb
von 650 nm nahezu verschwindet. Die Abb. 4.3 (rechts) verdeutlicht, daÿ MbO2 vom
UV bis in den optischen Bereich hinein stark absorbiert, erst ab � 600 nm wird die
Absorption gering und die Absorptionslänge nimmt Werte an, die bei 100�1000 �m
liegen (s.Abb. 4.2). Zum Erreichen hoher Bragg-Au�ösung sind aufgrund der dazu
notwendigen Streuintensität Kristalldicken von � 80 �m erwünscht, so daÿ für eine
homogene Anregung oberhalb von 600 nm der Wellenlängenbereich für eine sinnvolle
Anregungswellenlänge liegt.
Verlangt man, daÿ innerhalb der Strecke x die Variation im longitudinalen Energie-
dichtepro�l 10 % sein soll, so läÿt sich der erforderliche Absorptionskoe�zient mit Hilfe
des Lambert�Beerschen Gesetzes für die Energiedichte �E unter Vernachlässigung von
Streue�ekten berechnen, und auf ihm basierend eine geeignete Wellenlänge wählen.
Für die Dicke x des zu photolysierenden Kristallvolumens werden 80 �m angesetzt,
was der verwendeten Schlitzhöhe des Kollimators K3 entspricht, und es folgt,

�E(x)

�E0
= e��x =) � =

ln0; 9

�80 �m
= 1; 3� 10�3 �m�1; (4.1)

�Die Absorption von MbO2 und MbCO unterscheidet sich nur geringfügig, oberhalb von 600 nm
so gut wie überhaupt nicht, so daÿ ohne Bedenken die Absorption von MbO2 betrachtet werden kann
(Antonini & Brunori 1971).
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Abbildung 4.2: Absorptionslänge ��1 für monoklines MbO2 (Wul� et al. 1997).

bzw. die Absorptionslänge ��1 beträgt 760 �m. In der Darstellung der Absorptions-
länge in Abb. 4.2 ist zu erkennen, daÿ bei einer Wellenlänge von � 640 nm die Absorp-
tionslänge 760 �m beträgt. Da die intensivste Wellenlänge des verwendeten Laserfarb-
sto�s bei 658 nm liegt, wurde diese Wellenlänge benutzt, bei der die Absorptionslänge
� 1000 �m beträgt. Damit fällt die Absorption innerhalb der 80 �m von 10 % auf
6,7 %, was zwar die Homogenität verbessert, aber für einen vergleichbaren Photolyse-
grad auch eine höhere Energiedichte erfordert.

4.2.2 Abschätzung der Energiedichte

Antonini & Brunori (1971) berichteten, daÿ die Quantene�zienz für die Abspaltung
des CO vom Häm-Eisen vom UV bis in den optischen Bereich hinein 100 % ist. Die
hierfür notwendige Energie beträgt 18,4 kcal

mol
(Causgrove & Dyer 1996), was pro Bin-

dung einer Energie von �B = 1; 3 � 10�19 J entspricht, die bereits ein Photon der
Wellenlänge 1550 nm aufbringt.
Die vom Kristall zu absorbierende Laserenergie Eabs zur vollständigen Photolyse eines
Kristallvolumens V = A x berechnet sich dann aus der Anzahl der Eisenatome in V ,
der Photonenenergie E
 und dem Absorptionsgesetz in folgender Weise,

Eabs = E0 (1� e��x) = �Fe V E
 = �Fe A x
hc0

�
; (4.2)

wobei E0 die auf A einfallende Energie und �Fe = 2; 97 � 1016 mm�3 die Dichte der
Eisenatome im Myoglobinkristall ist (Wul� et al. 1997). Mit � = 658 nm, x = 80 �m
und einer Kristallober�äche von 400 � 500 �m2 berechnet sich die zu absorbierende
Energie zu Eabs = 0; 14 mJ. Durch Umformen obiger Gleichung erhält man einen prak-
tischen Ausdruck zur Berechnung der erforderlichen Energiedichte der Laserstrahlung
an der Ober�äche,

�E0 =
E0

A
=

hc0

�
�

�Fe � x

1� e��x
(4.3)
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Abbildung 4.3: Links: Polarisationsabhängige Absorptionsspektren eines orthorhombi-
schen MbCO-Kristalls mit ~E-Feldvektor parallel zur Kristallachse ~a bzw. ~b. Rechts:
Absorptionsspektren von MbCO und metMb. Die obere Kurve stellt jeweils die Meÿ-
kurve dar, die untere ist auf die spektrale Antwortfunktion des Spektrophotometers
(ebenfalls dargestellt) korrigiert (Chen et al. 1994).

=
5; 91

1� e��x
�
x [�m]

� [nm]
�
mJ
mm2

; (4.4)

und mit den gegebenen Werten berechnet sich die Energiedichte für einen MbCO-
Kristall zu �E0 = 9; 3 mJ

mm2 .

4.2.3 Messung des Energiedichtepro�ls

Neben einem möglichst kleinen longitudinalen Gradienten in der Energiedichte muÿ
auch der transversale Gradient möglichst gering sein. Er ist durch das Strahlpro�l der
Faser, die Auskoppeloptik und die Lage der Fokalebene relativ zur Probe bestimmt.
Die Energiedichteverteilung am Ort der Probe wird auf folgende Weise ausgemessen:
Zunächst muÿ der Laserbrenn�eck in der horizontalen Ebene auf den Probenort ein-
gestellt werden. Ein Teleskop bildet hierzu den Probenort auf eine CCD-Kamera ab,
die an einen Monitor angeschlossen ist. Die Fokalebene der Kamera ist so eingestellt,
daÿ sie im Fokalbereich der Synchrotronstrahlung liegt. Durch Beschuÿ eines in der
Fokalebene der Kamera be�ndlichen Thermolumineszenzpapiers mit Laserpulsen kann
der Ort des Brenn�ecks bestimmt und mittels der Justiermöglichkeiten der Auskop-
peloptik so korrigiert werden, daÿ er mit dem Probenort übereinstimmt (Fadenkreuz,
s. Abb. 4.4 links). Dabei ist darauf zu achten, daÿ die Fokalebene der Auskoppelop-
tik hinter der Probe liegt, um ein homogeneres Strahlpro�l zu erreichen (s.Abb. 4.4,
rechts).
Zum Ausmessen des Strahlpro�ls werden 11 Lochblenden mit Durchmessern von
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Abbildung 4.4: Links: Photographie des Monitorbildes mit dem Brenn�eck des Lasers
auf dem Thermolumineszenzpapier. Rechts: Schematische Darstellung der Strahlen-
gänge von CCD-Kamera, Laser- und Synchrotronstrahlung.

0,05�1,2 mm benutzt, die nacheinander in einen Blendenhalter gelegt werden, der in
einem Goniometerkopf sitzt. Die Lochblenden werden über die Translationsmöglichkei-
ten des Goniometerkopfes unter Beobachtung des Bildes auf dem Monitor so justiert,
daÿ sie im Zentrum des Laserstrahls liegen (Fadenkreuz). Hinter der jeweiligen Blende
miÿt ein pyroelektrisches Joulemeter (ED100, Gentec) dann die Energie der Laser-
strahlung. Die gemessene Gesamtenergie des Laserpulses betrug 4; 6 � 0; 3 mJ. Zur
Abschätzung des Energiedichtepro�ls wird die mittlere Energiedichte in einem Kreis-
ring zwischen den Radien ri und ri�1 zweier benachbarter Blenden berechnet, indem
die Di�erenz der zu der jeweiligen Apertur korrespondierenden Energie gebildet und
durch die Di�erenz ihrer Flächen geteilt wird,

�E0i =
(Ei � Ei�1)

�(r2i � r2i�1)
: (4.5)

Das Ergebnis dieser Berechnungen zeigt Abb. 4.5, in der �E0i über ri aufgetragen ist.
Der Fehler auf den Blendendurchmesser beträgt �7 �m, der Fehler in der gemessenen
Energie etwa 7 %. Die relativ groÿen Fehler für �E0i resultieren aus der Quadratur der
ri und der Di�erenzbildung zur Bestimmung der Ring�äche. Die Energiedichte reicht
nur für r < 75 �m an den abgeschätzten Wert von 9,3 mJ

mm2 heran, bis zu einem Radi-
us von 250 �m, dessen korrespondierende Fläche in etwa die typische Ober�äche der
verwendeten Kristalle einschlieÿt, nimmt �E0i um 30 % auf � 6,5 mJ

mm2 in der entspre-
chenden Ring�äche ab, so daÿ hier mit einem geringeren Photolysegrad zu rechnen
ist. Eine Verbesserung der Homogenität des Strahlpro�ls läÿt sich durch eine Faser
gröÿeren Kerndurchmessers realisieren, wobei dann jedoch auch mehr Energie in die
Faser eingekoppelt werden muÿ. Diese Verbesserung ist bereits in Angri� genommen
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Abbildung 4.5: Energiedichtepro�l der Laserstrahlung. Aufgetragen ist die mittlere
Energiedichte �E0 innerhalb eines Ringes der Fläche �(r2i � r2i�1

) gegen den äuÿeren
Radius der Ring�äche ri.

worden.

4.2.4 Zerstörschwelle des Kristalls

Die Absorption der Laserenergie verursacht im Kristall eine Erwärmung und kann
ebenso Schockwellen hervorrufen, die das Kristallgitter zerstören können. Deshalb
wurde getestet, welchen Laserenergiedichten Myoglobin-Kristalle standhalten.
Zunächst wurde ein met-Myoglobinkristall bei dem oben ausgemessenen Strahlpro�l
mit Laserpulsen beschossen, da das zeitaufgelöste Testexperiment mit dieser Ligan-
dierungsform des Myoglobins durchgeführt werden sollte. Schon nach dem zweiten
Schuÿ platzten kleine Teile des Kristalls ab, was seine Ursache höchstwahrscheinlich
in der stärkeren Absorption von met-Mb gegenüber MbCO bei 658 nm �ndet. So
läÿt sich anhand der von Chen et al. (1994) aufgenommenen Spektren von MbCO
und met-Mb in Lösung erkennen (s.Abb. 4.3, rechts), daÿ met-Mb bei 658 nm
eine grob 16-fach höhere Absorption aufweist als MbCO, folglich treten die oben
erwähnten Nebene�ekte der Absorption stärker in Erscheinung und zerstören das
Kristallgitter. Deswegen wurde die Laserenergie zunächst stark reduziert und dann
sukzessive erhöht, bis bei einer Energiedichte von 3,5 mJ

mm2 der Kristall nach den
ersten 3 Laserschüssen nicht mehr zerstört wurde. Dann wurde zur Sicherheit diese
Energiedichte um rund 30 % reduziert (�E0 = 2; 5 mJ

mm2 ), so daÿ nach ca. 10000
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Laserpulsen optisch keinerlei Schäden mehr beobachtbar waren. Dies wurde ebenso
anhand eines Beugungsbildes veri�ziert.
Zur Abschätzung der notwendigen Energiedichte für met-Mb wird dessen Absorp-
tionslänge aus der von MbCO (��1

MbCO(658 nm) � 1000 �m�1) und der etwa 16-fach
stärkeren Absorption von met-Mb zu ��1

met-Mb
(658 nm) � 62; 5 �m abgeschätzt. Daraus

berechnet sich mit Gl. 4.3 eine notwendige Energiedichte von 1 mJ
mm2 zur vollständigen

Photolyse. Der tatsächlich verwendete Wert von 2,5 mJ
mm2 stellte somit sicher, daÿ

unter Berücksichtigung der transversalen Inhomogenität im Mittel 1,8�2,5 Photonen
je Häm-Gruppe zur Absorption zu Verfügung standen.
Als Vorbereitung auf zeitaufgelöste Beugungsexperimente an MbCO-Kristallen,
wurde ebenfalls deren Widerstandsfähigkeit getestet. Hierzu wurde ein Kristall mit
ca. 50000 Laserpulsen beschossen, wobei die mittlere Laserenergiedichte innerhalb
einer Kreis�äche mit 400 �m Durchmesser etwa 10 � 0,8 mJ

mm2 betrug, also in etwa dem
abgeschätzten Wert von 9,3 mJ

mm2 entsprach. Anhand von Beugungsbildern, die vor und
nach dem Laserbeschuÿ aufgenommen worden waren, konnte veri�ziert werden, daÿ
der MbCO-Kristall den Laserbeschuÿ bei dieser Energiedichte unbeschadet übersteht.
Hieraus lassen sich jedoch noch keine konkreten Rückschlüsse auf den tatsächlichen
Photolysegrad ziehen. Dazu wären parallel zur Photolyse zeitaufgelöste spektroskopi-
sche Messungen mit einem Einkristallspektrometer nötig, doch ein solches ist für das
Experiment noch nicht verfügbar. Damit lieÿe sich der Photolysegrad direkt verfolgen
und der Anregungsgrad optimieren.

4.2.5 Abschätzung der Temperaturerhöhung

Bei einer konventionellen Montage eines Proteinkristalls innerhalb eines Kapillarröhr-
chens würde der Kristall aufgrund der mehrfachen Anregung bei der stroboskopischen
Messung die aus den Laserpulsen absorbierte Energie akkumulieren, was in einer kon-
tinuierlichen Temperaturerhöhung resultieren und den Kristall schnell zerstören wür-
de, falls keine hinreichende Kühlung zur Aufrechterhaltung eines thermischen Gleich-
gewichtes vorhanden ist. Im folgenden wird die mittlere Temperaturänderung abge-
schätzt, die ein Laserpuls in einem Myoglobinkristall verursacht, um die Notwendigkeit
einer Kristallkühlung zu verdeutlichen. Dazu wird von einer adiabatischen Tempera-
turänderung ausgegangen, da die Luftkonvektion innerhalb eines Kapillarröhrchens
gering ist. Für diese Änderung gilt,

�T =
Q

cH2O
V �H2O

: (4.6)

Für die in den Kristall dissipierende Wärmemenge Q wird die durch die Häm-Gruppen
des Kristalls absorbierte Laserenergie Eabs angenommen, für Dichte und Wärmekapa-
zität des Kristalls die des Wassers (�H2O

= 1 g

cm3 , cH2O
= 4; 19 J

g K
), was aufgrund

der Tatsache, daÿ Proteinkristalle zu 50 % aus Wasser bestehen, zu vertreten ist.
Mit Gl. 4.2 und Gl. 4.3 läÿt sich die Temperaturerhöhung in Abhängigkeit von der
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einfallenden Energiedichte wie folgt ausdrücken,

�T =
Eabs

cH2O
�H2O

V
(4.7)

=
E0 (1� e��x)

cH2O
�H2O

V
(4.8)

=
�E0 (1� e��x)

cH2O
�H2O

x
: (4.9)

Für x muÿ hier die gesamte Kristalldicke angesetzt werden, die für den met-Mb-
Kristall rund 200 �m beträgt. Mit �met-Mb

E0
= 2; 5 mJ

mm2 bzw. �MbCO
E0

= 10; 0 mJ
mm2 und

�met�Mb = 0; 016 �m�1 bzw. �MbCO = 0; 001 �m�1 errechnen sich Temperaturerhö-
hungen von 2,9 bzw. 2,2 K pro Laserschuÿ. Bei einer gewöhnliche Montage des Kristalls
in einem Kapillarröhrchen könnte der Kristall bei einer Pulsfrequenz von � 2 Hz die
entsprechende Wärme mittels Lufkonvektion nicht schnell genug abführen, so daÿ er
schnell überhitzen würde. Deswegen ist es dringend erforderlich den Kristall, wie im
folgenden Kapitel beschrieben, zu kühlen.



Kapitel 5

Nanosekunden-zeitaufgelöstes

Laue-Experiment an met-Myoglobin

In den vorhergehenden Kapiteln ist gezeigt worden, daÿ Chopper- und Lasersystem
die experimentellen Voraussetzungen für ns-zeitaufgelöste Laue-Experimente erfüllen.
Es gilt nun, ein solches Experiment mit einem Proteinkristall durchzuführen, um zu
untersuchen, ob ein auswertbarer Datensatz mit dem Spiegelchopper an DORIS ge-
sammelt und welche Bragg-Au�ösung erzielt werden kann. Hierzu beschreibt dieses
Kapitel die Messung an met-Myoglobin, das photochemisch inaktiv ist, weswegen kei-
ne Konformationsänderungen erwartet werden, was jedoch zu veri�zieren ist, da der
thermische Ein�uÿ der Laserabsorption auf die Proteinstruktur noch nicht untersucht
wurde. Es ist daher festzustellen, ob der Laserbeschuÿ allein schon die Struktur verän-
dert, was die Identi�zierung von photochemisch induzierten Konformationsänderungen
in MbCO erschweren würde.

5.1 Experimentelle Durchführung

Zeitaufgelöste Beugungsexperimente sind i. a. vorbereitungsintensiv, da zuerst die ge-
samte Strahlführung auf Weiÿstrahlbedingungen umgestellt und dann der Chopper
justiert werden muÿ. Sie verlangen auch nach diesen Vorbereitungen noch einen ho-
hen Zeitaufwand vor der Messung, da z. B. die Präparation des MbCO aus met-Mb
kurz vor der Messung erfolgen sollte. Hierbei wird in einem vierstündigen Prozeÿ das
Fe3+ des met-Mb mit Dithionat zu Fe2+ reduziert und dann CO in den Kristall ein-
di�undiert (Antonini & Brunori 1971). Ein geeigneter Kristall muÿ dann montiert
und auf Synchrotron- und Laserstrahl ausgerichtet werden, bevor die eigentliche Mes-
sung beginnen kann. Im folgenden sind stichpunktartig die Schritte zur Justierung
des Choppers aufgelistet, es schlieÿt sich die Beschreibung der Probenmontage und
-justierung an, bevor die Datennahme erläutert wird.

5.1.1 Justierung des Choppers

Der Chopper muÿ möglichst so justiert werden, daÿ der Spiegel den intensivsten Teil
des Synchrotronstrahls herausschneidet und durch die Blende K3 re�ektiert. Hierzu

68
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sind folgende Einstellungen notwendig:

1. Einstellen der Kollimatorschlitze (K2: 400 � 1700 �m , K3: 80 � 500 �m ).

2. Positionierung der Blende des Scheibenchoppers auf maximale Transmission.

3. Horizontalstellung des Spiegels über Rotation des Goniometers.

4. Absenken des Spiegels bis zur Strahlmitte (halbe Intensität).

5. Inklination des Spiegels um 1,5 mrad.

6. Inklination und Absenken des Kollimators um 3 mrad bzw. 4 mm durch Ver-
fahren des Experimentiertisches mitsamt der Aufbauten wie Kollimator, Image-
Plate, Di�raktometer und Justieroptiken.

7. Aufsuchen des Re�exes durch Feinjustierung des Spiegels mittels Rotation des
Goniometers.

8. Optimierung von Toroidspiegel und Kollimator auf maximal re�ektierte Intensi-
tät mittels eines automatischen Justierprogrammes.

9. Verschlieÿen der Blende K1 zur Reduktion des Strahlungsuntergrundes.

10. Hochfahren der Scheibenblende, bis diese mit der Unterkante des Spiegels ab-
schlieÿt.

Nachdem die optische Justierung des Choppers beendet ist, erfolgt die Einstellung der
Synchronisation des Choppersystems, die in Kapitel 3.6 beschrieben worden ist.

5.1.2 Probenmontage

Kristallkühlung

In Kapitel 4.2 ist gezeigt worden, daÿ die Temperaturerhöhung pro Laserpuls etwa
2,9 � C für met-Mb beträgt, so daÿ der Kristall sich während des Laserbeschusses
schnell aufheizen würde. Zur Aufrechterhaltung konstanter thermischer Bedingungen
muÿ er daher gekühlt werden, da er ansonsten schnell austrocknet und zerstört wird.
Der präparierte Kristall wird daher in ein konisches Kapillarröhrchen gegeben, durch
welches während des Experiments eine Ammoniumsulfatlösung (4,8 M in 0,1 M Phos-
phatpu�er, pH=6) �ieÿt (Flieÿgeschwindigkeit = 14,5 ml/hr). Der Fluÿ treibt den
Kristall in der Kapillare so weit voran, bis er aufgrund der Konizität des Röhrchens
stecken bleibt. Für Experimente mit MbCO-Kristallen muÿ die Lösung mit Kohlen-
monoxid versetzt werden, da ansonsten die photolysierten CO-Moleküle allmählich
aus dem Proteinkristall in die Lösung di�undieren, so daÿ mit der Zeit die CO-
Konzentration und somit die Besetzung der Bindungsstellen im Kristall stark abnimmt.
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Abbildung 5.1: Experimenteller Aufbau am Probenort. In der Mitte sind der Gonio-
meterkopf, die Halterung, das Kapillarröhrchen und die Schläuche zu erkennen, in
denen die Ammoniumsulfatlösung �ieÿt. Von oben zielt das Auskoppelobjektiv der Fa-
ser auf die Kapillare, rechts davon be�ndet sich der Plastikszintillationsdetektor, im
Hintergrund der Kollimator. Am linken mittleren Bildrand ist schwach das Teleskop
zur Einstellung der vertikalen Kristallposition zu erkennen.

Montage des Kapillarröhrchens

Das Kapillarröhrchen ist auf einem Bügel montiert, der für weitere Justierungen auf ei-
nem Goniometerkopf sitzt (s. Abb. 5.1). Auÿerdem kann die Kapillare vor der endgülti-
gen Fixierung in der Halterung zur Orientierung des Kristalls entlang ihrer Längsachse
rotiert werden. Die Orientierung erfolgt so, daÿ die gröÿte Fläche des Kristalls horizon-
tal liegt und nach oben zeigt, so daÿ die Laserstrahlung fast senkrecht eintri�t. Eine
stabile Halterung sowie eine gute Befestigung des Röhrchens sind äuÿerst wichtig, um
z.B. kleine Vibrationen zu verhindern, denn durch die Verwendung polychromatischer
Strahlung sind die Beugungsre�exe emp�ndlich auf Bewegungen der Probe.
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Justierung zum Synchrotronstrahl

Nach der optischen Ausrichtung des Kristalls erfolgt die Montage des Goniometer-
kopfes mit der Halterung auf dem Di�raktometer (s. Abb. 5.1). Auf dem Di�raktome-
terkopf muÿ der Kristall so ausgerichtet werden, daÿ das mit Synchrotronstrahlung
belichtete Volumen mit dem photolysierten zusammenfällt (s. Abb. 4.4 rechts). In der
Horizontalebene wird er hierzu über die Verstellmöglichkeiten des Goniometerkopfes
auf das Fadenkreuz des Monitors eingestellt, welches das Zentrum von Laserbrenn�eck
und Synchrotronstrahlung markiert. Die Höhe des Kristalls wird mittels der Vertikal-
verstellung des Goniometerkopfes unter Beobachtung mit Hilfe eines in der Horizontal-
ebene liegenden Teleskops (s. Abb. 5.1) so einjustiert, daÿ die Oberkante des Kristalls
mit der des Synchrotronstrahls abschlieÿt. Die Strahlposition wurde vorher mittels
eines Thermolumineszenzpapiers festgestellt und über das Fadenkreuz des Teleskops
markiert.
Da die Kollimatorschlitze aufgrund des Choppers vertikal klein sein müssen, horizon-
tal aber breit sein dürfen, ist eine vertikale Drehachse des Di�raktometers vorteilhaft.
Der Kristall darf dann nämlich relativ groÿ sein und die Breite des Synchrotronstrahls
ausnutzen, ohne daÿ bei den verschiedenen Kristallorientierungen unterschiedliche Kri-
stallvolumina bestrahlt werden, wie das bei einer horizontalen Drehachse der Fall wäre,
die normalerweise für monochromatische Messungen Vorteile bietet. Auch bleiben der
Einfallswinkel des Laserlichts auf die Kristallober�äche und somit das photolysierte
Volumen bei jeder Kristallorientierung konstant.

5.1.3 Datennahme

Die zeitaufgelösten Beugungsmessungen wurden am Proteinkristallographiestrahl
BW6/DORIS in einemWellenlängenband von 0,55�2,0 Å durchgeführt, wobei der Spei-
cherring im Zweipulsbetrieb lief. Bei Zimmertemperatur wurden Beugungsaufnahmen
bei sechs unterschiedlichen Kristallorientierungen innerhalb eines Winkelbereichs von
110� gemacht, der aufgrund der Halterungskonstruktion auf diesen Wert eingeschränkt
war. Bei jeder Orientierung wurde zunächst ein Beugungsbild des met-Myoglobins� bei
ruhender Scheibe und ohne Laserbeschuÿ, aber mit rotierendem Spiegel, aufgenommen.
Hierbei blieb der Strahlverschluÿ für 15,0 s geö�net, so daÿ ca. 3150 einzelne Pulse
auf dem Image-Plate integriert wurden. Danach erfolgte die stroboskopische Daten-
nahme bei einer Pulsrate von 1,7 Hz, wobei mit 3500 einzelnen Synchrotronpulsen
pro Laue-Bild belichtet wurde (s. Abb. 5.2). Das Zeitintervall �tZ wurde mittels APD
und Szintillationszähler während des gesamten Experiments verfolgt, und eine geringe
Änderung in �tZ aufgrund der Instabilität im Laserzündzeitpunkt (s.Kapitel 3.6.2)
festgestellt. Diese Änderung konnte jedoch durch Verschieben des Triggerzeitpunkts
mittels der manuell bedienbaren Verzögerungsstufe (Kapitel 3.6) kompensiert werden.
Die Standardabweichung auf �tZ = 9; 9 ns wurde zu �(�tZ) = 2; 4 ns ermittelt
(s. Abb. 3.20 links), was bestätigt, daÿ der E�ekt der Asymmetrie des Beschleuniger-
orbits (s.Kapitel 3.6.2) die Zeitau�ösung gegenüber der manuellen Kompensation der
Instabilität im Zündzeitpunkt dominiert.

�monoklines sperm whale myoglobin
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Abbildung 5.2: Laue-Bild des angeregten met-Mb?-Kristalls, das mit 3500 extrahierten
Synchrotronpulsen aufgenommen wurde. Das Bild enthält 5442 Re�exe.

5.2 Prozessierung der Laue-Daten

Die Bestimmung der Strukturfaktoren aus den gemessenen Re�exen erfolgt über die
drei Programme LAUEGEN (Campbell 1995, Campbell et al. 1998), SCALE und
MUL_SORT (Bourenkov et al. 1996). LAUEGEN extrahiert die gemessenen Re�ex-
intensitäten aus den Laue-Bildern (s.Abb. 5.2), SCALE erstellt eine Wellenlängennor-
malisierungskurve (WNK) und MULSORT entfaltet die Energiemultipletts und erstellt
die skalierten Re�exintensitäten. SHELLXL97 und SHELXLPRO (Sheldrick 1997)
verfeinern und prozessieren die Daten zur Darstellung der Elektronendichteverteilung
mittels des Programms O (Jones 1991). Im folgenden sind die einzelnen Schritte der
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SCALE PDB-File

exp
Ihkl

ρModellρexp

exp
Ihkl Ihkl

F    hkl
exp Modell

exp
Ihkl

O

ref exp

Atomkoordinaten (x,y,z)

hklF        , Phasen

LAUEGEN

MUL_SORT

SHELXL97

SHELXPRO

skaliert
entfaltet

Abbildung 5.3: Fluÿdiagramm der Prozessierung der Laue-Daten.

Datenauswertung beschrieben (s.Abb. 5.3):

1. LAUEGEN, Extraktion der gemessenen Re�exintensitäten aus den Laue-
Bildern.

(a) Kristallorientierung.Die Bestimmung der Kristallorientierung erfolgt im
ersten Schritt über eine manuelle Auswahl einiger Re�exe des Laue-Bildes
auf einer graphischen Bedienober�äche. Das Programm errechnet dann in
der Auto-Indizierung die in Frage kommenden Orientierungen und die kor-
respondierenden hkl-Indizes der Re�exe. Der Anwender wählt dann anhand
eines RMS-Wertes einen Vorschlag aus, der sich aus der Abweichung der se-
lektierten Re�expositionen zu den berechneten ergibt.

(b) Parameteranpassung. Bei der Parameteranpassung werden für eine aus-
gesuchte Anzahl von Re�exen Parameter wie Orientierungswinkel der Ein-
heitszelle zum Strahl, Zellabmessungen, monokliner Winkel und detektor-
spezi�sche Parameter (z. B. Abstand, Neigung, Rotation) variiert, um die
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Abbildung 5.4: Wellenlängennormalisierungskurve. Aufgetragen ist der inverse Skalie-
rungsfaktor S�1

hkl über die Wellenlänge � in Wellenlängenbereichen zu 0,025 Å.

theoretischen Re�expositionen den gemessenen noch besser anzupassen, da
eine gute Anpassung die Voraussetzung für eine korrekte Re�exintegration
ist.

(c) Re�exdimensionen. Es wird die räumliche Ausdehnung der Beugungsre-
�exe erfaÿt.

(d) Soft-Parameter. Bestimmung der Braggau�ösung dmin und der kleinsten
vorkommenden Wellenlänge �min in den Laue-Daten.

(e) Integration der Re�exintensitäten. Integration der Re�exintensitäten
unter Beachtung der Re�exdimensionen und der Schnitte auf dmin und �min.

2. SCALE, Erstellung der Wellenlängennormalisierungskurve.

(a) Aufgrund der in Kapitel 2.2 genannten E�ekte ist die einfallende Intensi-
tät der Synchrotronstrahlung wellenlängenabhängig, worauf die gemessenen
Re�exintensitäten korrigiert werden müssen. Hierzu wird ein Skalierungs-
faktor Shkl(�) berechnet, der über die Referenzintensitäten Imono

hkl der PDB-
Datei aus der Protein Data Bank bestimmt wird. Für Re�exe Iexphkl (�) mit
� < 2 �min berechnet er sich zu Shkl(�) =

Imono
hkl

I
exp

hkl
(�)
. Für die Re�exe mit

� � 2 �min sind alle Iexphkl (�) Energiemultipletts, weswegen die Shkl(�) über
ein Gleichungssystem bestimmt werden müssen (Bourenkov et al. 1996).

(b) Der resultierende Skalierungsfaktor ist als S�1
hkl(�) über die Wellenlänge in

Abb. 5.4 dargestellt. Die WNK re�ektiert die Spektralverteilung der ge-
beugten Strahlung, wie sie vom Image-Plate gemessen wurde.
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Kristall harmonische Multiplizität m
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

met�Mb 26784 4547 546 186 54 36 16 9 4 1 2 5
met�Mb* 26437 4561 516 178 63 32 14 9 4 3 2 4

Tabelle 5.1: Häu�gkeit der Multipletts in Abhängigkeit von ihrer Harmonizität.

3. Mul_Sort

(a) Das Programm Mul_Sort skaliert die einfachen Re�exe gemäÿ der WNK
und entfaltet die Re�exintensitäten der Energiemultipletts in die beitra-
genden Intensitäten der Einzelre�exe, die erst dann skaliert werden. Das
Entfaltungsverfahren beruht auf der Annahme von Bayes-Statistik für die
Beiträge der Einzelintensitäten zur Gesamtintensität eines Energiemulti-
pletts. Tabelle 5.1 zeigt die Häu�gkeit der Energiemultipletts in Abhängig-
keit von der Anzahl der beitragenden Einzelre�exe m, wobei alle Re�exe,
deren Schwerpunkte näher als 0,5 mm beieinander liegen, als Multiplett auf-
gefaÿt werden. Die Entfaltung wird nur auf Multipletts mit Harmonizität
m < 9 angewendet, da die Rechenzeit für die Entfaltung eines Multipletts
der Ordnung m exponentiell mit m anwächst. Die nicht entfalteten Multi-
pletts mitm > 8machen nur einen Anteil von 5 Promille an der Gesamtzahl
der Re�exe aus, so daÿ ihre Vernachlässigung vertretbar ist.

(b) Nach der Entfaltung stellt das Programm die skalierten Re�exintensitäten
I
exp
hkl bzw. die Beträge der Strukturfaktoren F

exp
hkl für die weitere Prozessie-

rung zu Verfügung.

4. SHELXL97, SHELXPRO und O

(a) Das Programm SHELXL97 berechnet zunächst die theoretischen Struktur-
faktoren FModell

hkl und Phasen von met-Mb aus den Atomkoordinaten der
Modellstruktur und führt mit den F

exp
hkl eine Verfeinerung an das Modell

durch. Die kristallographischen R-Faktoren Rcryst beider Strukturen liegen
knapp unter 19 %, die für die Strukturfaktoren mit Fexp

�(Fexp)
> 4 bei 16 %.

(b) Das Programm SHELXPRO führt die Fouriersynthese der Strukturfakto-
ren zur Berechnung der Elektronendichteverteilung durch. Die berechnete
Elektronendichtekarte kann mittels des Programms O visualisiert und mit
der Karte des Modells verglichen werden.
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Parameter Einheit met-Mb met-Mb*
Datennahme

Detektorabstand zur Probe mm 200 200
Anzahl der Laue-Bilder 6 6
Abstand voneinander � 12,22,22,22,22
ges. Rotationsbereich � 110 110
Belichtungszeit/Bild s � 15 2000
Anzahl SR-Pulse � 3150 3500
Ereignisrate Hz 210 1,7
Zeitfenser des Choppers ns 465 465
(2,5 %-Breite)
Zeitabstand zwischen ns � 9; 9� 2; 4
Laser- u. SR-Puls#

Auswertung
Raumgruppe P21
Einheitszelle
a Å 34,83 34,83
b Å 31,02 � 0,02 31,02 � 0,02
c Å 64,68 � 0,11 64,67 � 0,12
� � 105,84 � 0,16 105,86 � 0,14

mittlere Re�exdimension
Länge mm 1,25 � 0,09 1,24 � 0,11
Breite mm 0,81 � 0,06 0,78 � 0,06

dmin Å 1,65 1,65
�min Å 0,6 0,6
Gemessene Re�exe 32190 31823

� entfaltet 39058 38632
symm. unabh. Re�exe 11653 11647
hIi

h�(I)i
6,98 7,13

Vollständigkeit % 70,9 71,5
Verfeinerung

Rcryst für alle F0 % 18,8 18,7
Rcryst für F0

�(F0)
> 4 % 16,0 15,9

Koordinatenfehler �(xi) Å 0,21 0,21
#Zeitabstand Spitze�Spitze

Tabelle 5.2: Parameter zu Datennahme, Auswertung und Verfeinerung der Laue-
Daten.
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5.3 Datenanalyse

5.3.1 Analyse der Beugungsdaten

Die Parameter der Datennahme sowie die Ergebnisse der Auswertung und der
Verfeinerung sind in Tabelle 5.2 zusammengefaÿt. Die Qualität der gemessenen
Strukturfaktordaten läÿt sich anhand der folgenden Eigenschaften charakterisie-
ren: Vollständigkeit des Datensatzes, Signal/Rausch-Verhältnis, Bragg-Au�ösung
und R-Faktoren. Letztere sind < 20 % und stellen daher einen guten Wert dar
(Drenth 1995). Die anderen Charaktristika sind i. f. diskutiert.

Vollständigkeit

Die Vollständigkeit des Satzes der Strukturfaktoren ist neben der erreichten Bragg-
Au�ösung wichtiges Kriterium für die Qualität der Elektronendichteverteilung. Sie
hängt vom überdeckten reziproken Raum und vom Signal/Rausch-Verhältnis der
Messung ab. Bei den durchgeführten Messungen konnte der reziproke Raum nicht
vollständig exploriert werden, da der Rotationsbereich auf 110� eingeschränkt war,
so daÿ der Kristall nicht um die vollen 180� gedreht werden konnte, wie das bei
monoklinen Systemen zur Aufnahme eines kompletten Datensatzes notwendig ist. Die
Einschränkung resultiert daraus, daÿ die Halterung des Kapillarröhrchens ab einem
Winkel von � 35� zwischen Strahlachse und Röhrchen anfängt, den Streubereich
zwischen Image-Plate und Kristall abzuschatten.
In Tabelle 5.3 ist die erreichte (exp.) neben der bei gegebener Geometrie erreichbaren
Vollständigkeit (theo.) für verschiedene Au�ösungsbereiche angegeben, wobei die
Einteilung gleichen Volumina im reziproken Raum und somit gleicher Re�exanzahl
entspricht, auÿer für den Bereich von 16,8�5,64 Å, bei dem die Anzahl der Re�exe
nur ein Achtel beträgt. Die Vollständigkeit liegt für beide Datensätze bei 71 %,
die theoretisch mögliche bei 75 %. Die eigentliche Qualität der Messung und des
Auswerteverfahrens verdeutlicht der Vergleich zwischen theoretischer und erzielter
Vollständigkeit ( exp:

theo:
). Hiernach konnten im Mittel 95 % aller meÿbaren Re�exe bei

beiden Datensätzen nachgewiesen werden, was beweist, daÿ mit dem Laue-Verfahren
und dem Spiegelchopper ähnliche Vollständigkeiten erreicht werden können wie mit
monochromatischen Methoden.
Für die Vollständigkeit bei geringer Au�ösung (16,8�5,64 Å) wird ein geringerer
Prozentsatz festgestellt, was am Problem des Low Resolution Holes (s.Kapitel 2.2)
liegt. Die Anwendung der Bayes-Methode zur Entfaltung der Energiemultipletts
entschärft dieses Problem jedoch, so daÿ immerhin � 86 % aller theoretisch meÿbaren
Re�exe mit einer Au�ösung von > 5,64 Å nachgewiesen werden. Die Häu�gkeit der
Energiemultipletts läÿt sich anhand von Tabelle 5.1 berechnen und beträgt für den
Datensatz des met-Myoglobins 16,8 % und für met-Mb? 16,9 %, was den von Clifton
et al. (1991) abgeschätzten Wert von 17 % für die Anzahl der Multipletts in einem
Laue-Datensatz bestätigt.
Die Vollständigkeit im Bereich der höchsten Bragg-Au�ösung (1,75�1,65 Å)
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met-Mb
Vollständigkeit

��
hIi

h�(I)i exp. theo. exp:

theo:

[Å] [ % ] [ % ] [ % ]

16,8 � 5,64 5,91 45,7 51,4 88,9
5,64 � 2,71 9,63 71,6 74,0 96,8
2,71 � 2,19 8,24 75,8 76,8 98,6
2,19 � 1,93 5,57 75,1 76,3 98,4
1,93 � 1,76 3,28 73,4 75,1 97,8
1,76 � 1,65 2,38 60,9 72,5 84,0
16,8 � 1,65 6,98 70,9 74,4 95,3

met-Mb?

Vollständigkeit
��

hIi
h�(I)i exp. theo. exp:

theo:

[Å] [%] [%] [%]
16,8 � 5,64 5,35 44,8 52,1 86,0
5,64 � 2,71 9,14 72,6 75,7 95,9
2,71 � 2,19 8,26 76,6 77,9 98,3
2,19 � 1,93 5,77 75,6 77,1 98,2
1,93 � 1,76 3,34 74,3 76,0 97,8
1,76 � 1,65 2,50 60,7 71,6 84,8
16,8 � 1,65 7,13 71,5 75,1 95,2

Tabelle 5.3: Vollständigkeit der Datensätze von met-Mb und met-Mb?. Die Wellenlän-
genbereiche korrespondieren zu gleichen Volumina im reziproken Raum, auÿer bei dem
Bereich von 16,8�5,64 Å, wo das Volumen nur 12,5 % der anderen Volumina beträgt.

beträgt für beide Datensätze rund 60 % bzw. werden 84 % aller theoretisch meÿ-
baren Re�exe erfaÿt. Die etwas geringere Vollständigkeit bei hoher Au�ösung liegt
am geringeren Signal/Rausch-Verhältnis für diese Re�exe, das zum einen aus der
Abnahme der atomaren Streufaktoren sowie dem Ein�uÿ der Temperaturfaktoren mit
zunehmendem Streuwinkel resultiert, zum anderen ist der Ein�uÿ der Mosaizität des
Kristalls auf das Streuvermögen hierfür verantwortlich.

Signal/Rausch-Verhältnis

Die Abnahme des Streuvermögens mit zunehmender Au�ösung ist deutlich anhand
von hIi

h�(I)i
in Tabelle 5.3 zu erkennen, lediglich der Bereich von 16,8�5,64 Å fällt aus

dem Schema. Dies liegt vermutlich daran, daÿ keinerlei Redundanz für diese Re�exe
vorhanden und die Messung somit unsicherer ist, und eventuell auch am Ein�uÿ der
Energieentfaltung, da alle Re�exe in diesem Bereich aus Energiemultipletts stammen.
Das Signal/Rausch-Verhältnis der einzelnen Au�ösungsbereiche beider Datensätze
liegt zwischen 2,4 und 9,5. Das mittlere Signal/Rausch-Verhältnis hat einen Wert von
7, was mit monochromatischen Messungen dieser Au�ösung vergleichbar ist und die
Anwendbarkeit der Laue-Methode unterstreicht.

Bragg-Au�ösung und Koordinatenfehler

Die Bragg-Au�ösung der Laue-Daten erreicht 1,65 Å mit einer Vollständigkeit in der
letzten Au�ösungsschale von fast 61 %, und das, obwohl der reziproke Raum nicht
vollständig exploriert wurde. Eine hohe Au�ösung ist maÿgeblich für die Reduzierung
des Fehlers auf die Ortskoordinaten der Atome �(xi), (i=1�3). Der Fehler wird i. f.
mittels der Näherungsformel von Cruickshank (1999) berechnet, die einen mittleren
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Abbildung 5.5: Luzatti-Graphik der met-Mb?-Daten. Dargestellt ist der R-Faktor in
Abhängigkeit von der reziproken Bragg-Au�ösung d�1 (�). Die Geradenschar markiert
mittlere Koordinatenfehler in Abhängigkeit von d�1.

isotropen Temperaturfaktor B annimmt:

�(xi) �
s

N

nObs � nPar
C� 1

3 Rcryst dmin ; (5.1)

wobei N = 1704 die Anzahl der Atome in der Struktur ist, nObs = 11647 die An-
zahl der unabhängigen Observablen, nPar = 4 N = 6816 die Anzahl der freien Pa-
rameter (x1; x2; x3; B), Rcryst = 0; 187 der R-Faktor der Verfeinerung gegenüber der
Modellstruktur und dmin = 1; 65 Å die erreichte Bragg-Au�ösung. Hieraus ergibt sich
ein Fehler auf eine Ortskoordinate von �(xi) = 0; 21 Å bzw. ein Positionsfehler von
�(r) =

p
3 �(xi) = 0; 36 Å.

Ein oberer mittlerer Koordinatenfehlery in Abhängigkeit von der Au�ösung kann mit-
tels einer Luzatti-Graphik abgeschätzt werden (Cruickshank 1999), die in Abb. 5.5 für
die errechneten Atomkoordinaten des met-Mb?-Datensatzes dargestellt ist. Hier ist der
R-Faktor in Abhängigkeit von d�1 aufgetragen (�) und eine Geradenschar gezeichnet,
von der jede einzelne Gerade einen oberen mittleren Koordinatenfehler in Abhängig-
keit von d�1 markiert. Im Bereich von d�1 = 0; 4�0; 5 Å�1 (d = 2; 5�2; 0 Å) verläuft die
Kurve etwa linear zu der Geraden, die zu einem Fehler von � 0,12 Å korrespondiert.
Dies ist der beste Teil der Struktur. Mit zunehmender Au�ösung verschlechtert sich
der Fehler aufgrund des zunehmenden Ein�usses der Temperaturfaktoren und der ex-
perimentellen Fehler, so daÿ die obere Fehlergrenze bei d�1 = 0; 6 Å�1 (1,65 Å) bis auf

yEigentlich ist dies kein Koordinatenfehler, sondern der Betrag, um den die Koordinate xi in einer
idealisierten Verfeinerung verschoben werden muÿ, um genaue Übereinstimmung mit dem Modell zu
erreichen.
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0,17 Å ansteigt. Unterhalb einer Au�ösung von 2,5 Å nimmt die Fehlergrenze ebenfalls
zu, bei d�1 = 0; 2 Å�1 (d = 5 Å) beträgt sie � 0,25 Å. Oberhalb von 5 Å nimmt sie
aufgrund der geringen Anzahl der Re�exe in diesem Au�ösungsbereich (305) drastisch
zu. Die obere Grenze für den Fehler liegt im Bereich von 5,0�1,65 Å zwischen 0,12
und 0,25 Å, was mit dem für die gesamte Struktur mittels der Näherungsformel 5.1
bestimmten Wert von 0,21 Å verträglich ist.

5.3.2 Vergleich der Datenqualität zu einem früheren ns-zeit-

aufgelösten Beugungsexperiment an Myoglobin

Bisher wurde nur ein einziges hochzeitaufgelöste Beugungsexperimente an MbCO
durchgeführt (�rajer et al. 1996), für das die Meÿverfahren, die Vollständigkeit und
der Fehler auf die Atomkoordinaten i. f. mit den Daten dieser Arbeit verglichen werden.

Der Unterschied der Meÿverfahren liegt darin, daÿ bei den met-Mb?-Daten die-
ser Messung 6 Laue-Bilder in Abständen von 22� (Rotationsbereich = 110�) bei einer
entsprechenden Exploration des reziproken Raumes von 75 % aufgenommen wurden,
während bei den MbCO-Daten das Auswerteverfahren zur Entfaltung der Energie-
multipletts eine hohe Redundanz in den Messungen forderte, und deswegen 50 Laue-
Aufnahmen in einem Bereich von 180� gefordert waren.
Die erreichten Vollständigkeiten beider Messungen sind zum Vergleich in Tabelle 5.4
nach den Au�ösungbereichen, wie sie in der Verö�entlichung von �rajer et al. (1996)
gewählt wurden, dargestellt. Es fällt auf, daÿ bei der MbCO-Messung trotz eines Ro-
tationsbereiches von über 180� nur 65,7 % Vollständigkeit bis zu einer Au�ösung von
1,8 Å erreicht wurden, wobei die äuÿerste Au�ösungsschale lediglich eine Vollstän-
digkeit von 27 % aufweist. Das zeitaufgelöste Experiment dieser Arbeit erreichte im
selben Au�ösungsbereich mit 73,8 % eine höhere Vollständigkeit, trotz eines geringe-
ren Rotationsbereichs. Der Au�ösungsbereich erstreckt sich sogar noch bis zu 1,65 Å,
und das bei einer Vollständigkeit von 63,8 % in der Au�ösungsschale von 1,8�1,65 Å.
Damit beträgt die gesamte Vollständigkeit 71,5 %. Im Bereich niedriger Au�ösung
(10,8�5,64 Å) zeigt das Experiment von �rajer et al. (1996) eine höhere Vollstän-
digkeit als diese Messung, was durch die unvollständige Überdeckung des reziproken
Raumes bei dieser Messung erklärt wird (180� vs. 110�).
Der Fehler auf die Atomkoordinaten der MbCO-Messung wird i. f. gemäÿ Gl. 5.1
abgeschätzt, weil in der Verö�entlichung diesbezüglich keine Informationen gegeben
wurden. Der in der Formel auftauchende R-Faktor aus der Anpassung an die Modell-
struktur ist ebenfalls nicht angegeben, so daÿ optimistisch derselbe Wert wie in dieser
Messung angenommen wird, Rcryst = 0; 187. Die Parameter nObs = 8032, C = 65; 7%
und dmin = 1; 8 Å, ebenfalls optimistisch, da hier die Vollständigkeit nur 27 % beträgt,
sind der Verö�entlichung entnommen. Mit N = 1704 und nPar = 6816, berechnet sich
der mittlere Fehler auf eine Ortskoordinate zu �(xi) = 0; 46 Å bzw. der Positionsfehler
zu �(r) = 0; 80 Å. Diese Fehler sollten als untere Grenze angesehen werden, da bei
dmin und Rcryst Zugeständnisse gemacht worden sind. Anhand des Koordinatenfeh-
lers läÿt sich schlieÿen, daÿ bei der MbCO-Messung keine Konformationsänderungen
aufgedeckt werden konnten, da deren erwartete Amplituden geringer sind (� 0; 4 Å,
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Vollständigkeit
�� met-Mb? Mb?CO
[Å] [ % ] [ % ]

1 � 10.8 20.5 26.1
10.80 � 5.40 51.8 86.6
5.40 � 3.60 66.9 93.7
3.60 � 2.41 76.3 91.4
2.41 � 2.02 76.3 68.9
2.02 � 1.80 74.7 27.0
1.80 � 1.65 63.8 �
1 � 1.80 73.8 65.7

Tabelle 5.4: Vergleich der Vollständigkeiten zwischen den met-Mb?- und den Mb?CO-
Daten von �rajer et al. (1996).

s.Kapitel 2.4) als der abgeschätzte mittlere Positionsfehler, während der Fehler dieser
Messung weniger als halb so groÿ ist und schon im Bereich der Konformationsände-
rungen liegt.

5.3.3 Analyse der Strukturdaten

Die beiden folgenden Abbildungen zeigen zur Veranschaulichung der Datenqualität
zwei Ausschnitte der Häm-Umgebung in der 2jFmet�Mb? j� jFcj-Elektronendichtekarte,
die aus den met-Mb?-Daten und dem Modell berechnet worden sind. In zwei weiteren
Abbildungen wird die Di�erenzfourierdichte zwischen Anregungs- und statischer
Messung dargestellt.

Ansicht auf die Porphyrinebene

Die Abbildung 5.6 zeigt die Elektronendichteverteilung des Porphyrinrings des
Häms von der distalen Seite her betrachtet, wobei das Eisenatom im Zentrum
sowie die vier Pyrrolringe bei einem Kontourniveau von 1,6 �z (blau) deutlich zu
erkennen sind. Auf einem Niveau von 3,0 � (grün) zeichnen sich noch Dichten bei
den vier Sticksto�atomen der Pyrolringe ab, die dem Eisen als Liganden dienen
sowie das Eisen selbst. Auÿerdem existieren links oben und rechts unten noch
weitere Elektronendichten auf diesem Niveau, die von einzelnen Kohlensto�atomen
des Porphyrinrings stammen; bei 12,0 � (rot) zeigt nur noch das Eisenatom eine Dichte.

Seitliche Ansicht des Häms

In der zweiten Elektronendichtekarte (s. Abb. 5.7) ist ein vertikaler Schnitt durch
die Häm-Ebene dargestellt. Im Zentrum sitzt das Eisenatom, umrandet vom Por-
phyrinring, der aufgrund der begrenzten Tiefe des Bildausschnitts nur teilweise zu

zStandardabweichung von der mittleren Elektronendichte in der Einheitszelle.
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Fe

Abbildung 5.6: 2jFmet�Mb?j � jFcj-Elektronendichtekarte der Hämebene, von der dista-
len Seite her betrachtet. Die Kontourniveaus betragen 1,6 � (blau), 3,0 � (grün) und
12,0 � (rot).
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Abbildung 5.7: 2jFmet�Mb?j � jFcj-Elektronendichtekarte eines vertikalen Schnittes
durch die Hämebene. Die Kontourniveaus betragen 2,2 � (blau), 4,5 � (grün) und
12,0 � (rot).

sehen ist. Bei einem Konturniveau von 2,2 � (blau) ist oberhalb der Häm-Ebene
der Imidiazolring des distalen Histidins (His64) zu erkennen sowie der Sauersto� des
koordinativ gebundenen Wassermoleküls direkt oberhalb des Eisens, unterhalb der
Häm-Ebene ist das proximale Histidin (His93) sichtbar. Die Dichten von Sauersto�,
Eisen und proximalem Histidin sind auf diesem Kontourniveau noch verschwommen,
auf einem Kontourniveau von 4; 5 � (grün) sind hingegen die Dichten von Sauersto�
und Eisen deutlich separiert und es existiert noch eine Dichte am Sticksto�atom von
His64. Oberhalb von 12 � (rot) zeichnet sich wieder nur das Eisen ab.

Beide Elektronendichtekarten sind von guter Qualität, da sich bei relativ hohen
Kontourniveaus von 1,6 bzw. 2,2 � immer noch (fast) vollständig zusammenhängende
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Abbildung 5.8: Seitliche Ansicht der Di�erenzelektronendichtekarte �� =
jFmet�Mb? j � jFmet�Mbj bei einem Kontourniveau von +4� (grün) und +5� (rot). Das
Stockmodell zeigt das Häm sowie ausgewählte Seitenketten, wobei die Kohlensto�atome
gelb, Sauersto� rot und Sticksto� blau markiert sind.

Elektronendichten abzeichnen, und bei höheren Niveaus (3,0 bzw. 4,5 �) Dichten
einzelner Atome deutlich getrennt identi�ziert werden können.

Di�erenzelektronendichte

Die Di�erenzelektronendichte ��xyz ist über die Di�erenzfouriersynthese der Struk-
turfaktoren zwischen der statischen met-Mb-Struktur und der nach Laseranregung
berechnet worden (Drenth 1995),

��xyz =
1

V

X
hkl

(jFmet�Mb?

hkl j � jFmet�Mb
hkl j) e�2�i(hx+ ky + lz) + i�hkl ; (5.2)

wobei die Phasen der bekannten Modellstruktur übernommen wurden. Es existieren
zahlreiche Di�erenzdichten im Bereich von �4� < �� < 4�, die sich homogen über
das Protein verteilt �nden. Erfahrungsgemäÿ kann einzelnen Di�erenzmaxima im
Bereich zwischen � 3�4� ohne andere komplementäre Informationen keine Signi�kanz
beigemessen werden (Bartunik et al. 1999). Dies liegt daran, daÿ nur eine begrenzte
Anzahl von Strukturfaktoren bestimmt werden kann, so daÿ es bei der Fouriersyn-
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these zu Abbruchfehlern kommt, die sich in der Elektronendichtekarte neben dem
statistischen Rauschen in Form von Pseudomaxima manifestieren. Daher sind in Abb.
5.8 und 5.9 nur Di�erenzelektronendichten mit einer Abweichung von � +4� vom
Mittelwert �� dargestellt, unterhalb von �4� existieren keine Di�erenzdichten.
Auf einem Kontourniveau von +4� (grün) werden noch insgesamt 5 Di�erenzdichten
lokalisiert, eine sehr kleine am Pyrrolring C (C) und eine kleine in der Nähe des
Eisens (B) sowie eine groÿe Di�erenzdichte unterhalb der Hämebene (A), die erst
bei +5; 7� verschwindet. Sie liegt der Di�erenzdichte B in etwa derselben Entfernung
zum Eisen gegenüber (s. Abb. 5.9). Met-Myoglobin ist im Gegensatz zu MbCO
photochemisch nicht aktiv, was durch die unterschiedlichen Oxidationsstufen des
Eisens (Fe2+ bzw. Fe3+) in den entsprechenden Formen des Myoglobins erklärt wird.
Daher kann die Di�erenzdichte A nicht auf das sogenannte doming zurückgeführt
werden, der Bewegung des Eisens in Richtung des proximalen Histdidins, die nur bei
Eisen(II)-Komplexen spektroskopisch nach der Ligandenabspaltung beobachtet wird
(Franzen et al. 1995). Auch als eine Bewegung thermischen Ursprungs aufgrund von
Häm-Vibrationen können weder die Dichten A und B noch die Dichte C über dem
Pyrrolring interpretiert werden, da sowohl die thermischen als auch die Vibrationsre-
laxationszeiten durch Zeitkonstanten von � 25 ps charakterisiert sind (Mizutani &
Kitagawa 1997). Bei einer Bewegung des Eisens müÿte auÿerdem eine groÿe negative
Di�erenzdichte an der ursprünglichen Position des Eisens zu �nden sein, die jedoch
selbst auf niedrigem Kontourniveau (2,0 �) fehlt. Eine plausiblere Begründung für
die Dichten A und B liegt darin, daÿ Eisen eine hohe Streukraft besitzt, und sich
deswegen die Abbruchfehler bei der Fouriersynthese in der Umgebung des Eisens
besonders stark auswirken (sogenannte ripples), so daÿ es sich bei diesen Maxima
wahrscheinlicher um Pseudomaxima handelt.
Zwei weitere Di�erenzdichten oberhalb von +4� sind in der Nähe der Aminosäuren
Leucine 32 (D) und Phenylalanine 33 (E) lokalisiert. Sollten diese auf Bewegungen
dieser Seitenketten hindeuten, so müÿten entsprechende negative Dichten bei den
Atompositionen der nichtangeregten Struktur zu �nden sein, was jedoch nicht der
Fall ist. Eine Interpretation dieser zwei Dichten als Bewegung dieser Seitenketten
aufgrund eines thermischen E�ekts wäre daher äuÿerst spekulativ.

Anhand der gezeigten Di�erenzelektronendichten ist zu folgern, daÿ auf die Absorp-
tion folgende thermische E�ekte die Konformation des Proteins nicht relevant beein-
�ussen, zumindest nicht bei einer Au�ösung von 1,65 Å und nicht innerhalb der ersten
9; 9� 2; 4 ns nach dem Anregungsmaximum. An einem photolytischen Experiment an
MbCO können ähnliche thermische Bedingungen wie bei met-Mb erwartet werden, so
daÿ dann auftretende signi�kante Di�erenzdichten mit Ligandenabspaltung, doming

oder Konformationsänderungen in der tertiären Struktur assoziiert werden können,
und nicht darüber spekuliert werden muÿ, ob diese thermischen Ursprungs sind.
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Abbildung 5.9: Ansicht der Di�erenzelektronendichtekarte �� = jFmet�Mb?j �
jFmet�Mbj von der distalen Seite her bei einem Kontourniveau von +4� (grün) und
+5� (rot).



Kapitel 6

Diskussion und Ausblick

Diskussion der Leistungsfähigkeit des Spiegelchoppers

Eine Hürde für die Weiterentwicklung und Durchführung hochzeitaufgelöster Beu-
gungsexperimente stellt die nur geringfügig vorhandene Strahlzeit der Speicherringe
im Einzelpuls-Modus dar, denn zeitaufgelöste Experimente sind allein schon wegen
der Justierung von Chopper und Kristall zeitintensiv. Die Strahlintensität eines
DORIS-Wigglers ist zusätzlich etwa einen Faktor 1000 geringerer als z. B. an Speicher-
ringen der 3. Generation, so daÿ eine wesentlich höhere Anzahl an stroboskopischen
Wiederholungen zur Aufnahme eines Datensatzes erforderlich ist. Eine Nacht Meÿzeit
im Einzelpuls-Modus, wie sie an DORIS normalerweise zu Verfügung steht, reicht für
einen Datensatz gerade so aus, wenn keine unvorhergesehenen Komplikationen auftre-
ten. Eine Messung bis zu höherer Au�ösung oder die Aufnahme mehrerer Datensätze
zu unterschiedlichen Zeitpunkten des strukturellen Relaxationsprozesses ist jedoch in
einer so kurzen Zeit nicht realisierbar. Daher ist es von entscheidender Bedeutung für
den Erfolg zeitaufgelöster Beugungsexperimente an BW6, daÿ es der neuentwickelte
Chopper erlaubt, aufgrund seines Funktionsprinzips so kurze Zeitfenster zu erzeugen,
daÿ die Experimente im Zweipuls-Modus von DORIS durchgeführt werden können.
Dadurch steigert sich die nutzbare Strahlzeit um einen Faktor 15, denn in 1998
belief sich beispielsweise die Strahlzeit im Einzelpulsbetrieb lediglich auf sechs Nächte
(insgesamt 70 h), während im Zweipuls-Modus 6 Wochen zu Verfügung standen.
Aufgrund seiner geringen Betriebsfrequenz von nur 105 Hz ist für den Spiegelchopper
noch Potential vorhanden, das Zeitfenster durch höhere Rotationsfrequenzen weiter
zu verkürzen. Die Maximalfrequenz ist gegenwärtig nur aufgrund der Grenzfrequenz
des Inkrementalgebers auf 140 Hz beschränkt, mit dem gegenwärtigen Motor läÿt sich
die Geschwindigkeit noch auf 230 Hz steigern. Die Installation eines Inkrementalge-
bers mit höherer Grenzfrequenz ist daher angestebt. Für einen Betrieb bei 230 Hz
berechnet sich das erreichbare Zeitfenster zu 200 ns, das durch eine zusätzliche
Blende kurz vor dem Spiegel zur Verringerung der Divergenz weiter reduziert werden
könnte. Dann erscheint sogar ein Betrieb im Fünfpuls-Modus (t5BX = 192; 8 ns)
des Speicherrings prinzipiell realisierbar, woraus sich noch bessere Bedingungen für
zeitaufgelöste Experimente an DORIS ergeben würden.
Die beiden Fermichopper, die ebenfalls zur Durchführung zeitaufgelöster Laue-Experi-

87



88

mente entwickelt wurden (s. Tabelle 3.1 2 und 4), erreichen Zeitfenster von 1,73 bzw.
1,5 �s Dauer, die grob einen Faktor 3 länger sind als das des Spiegelchoppers, obwohl
diese Chopper mit 5�9-fach höherer Geschwindigkeit rotieren. Die erzeugten Zeit-
fenster sind damit zu lang, um an DORIS einzelne Synchrotronpulse extrahieren zu
können. Eine weitere Reduzierung der Zeitfenster dieser Chopper durch noch höhere
Rotationsfrequenzen ist nicht mehr realisierbar, da entweder die zulässige Maximalfre-
quenz aufgrund der mechanischen Konstruktion schon erreicht ist (CHESS-Chopper,
LeGrand et al. (1989)) oder weil Rotationsfrequenzen von � 900 Hz bereits in der
Nähe der Zerreiÿgrenze des Rotormaterials liegen (ESRF-Chopper, Wul� et al. (1997)).

Verbesserung zeitaufgelöster Experimente mit dem Spiegelchoppersystem

Das Testexperiment an met-Mb hat gezeigt, daÿ mit dem Spiegelchopper Datensät-
ze von guter Qualität aufgenommen werden können. Es wurde eine Bragg-Au�ösung
der Beugungsdaten von 1,65 Å erreicht, die sogar um 0,35 Å höher liegt als die des
am ESRF an Mb?CO durchgeführten Experiments. Der mittlere Positionsfehler der
Atome bewegt sich mit � 0,36 Å in der Nähe der Amplituden der erwarteten Konfor-
mationsänderungen, doch ist ein noch geringerer Fehler auf die Atompositionen zur
genaueren Analyse etwaiger Strukturänderungen wünschenswert. Eine Verkleinerung
dieses Fehlers und eine Verbesserung der Datenqualität lassen sich durch höhere Voll-
ständigkeit, höhere Bragg-Au�ösung und durch Optimierung der Anregung realisieren.
Diese Aspekte sind i. f. diskutiert:

Vollständigkeit. Zum Erreichen höherer Vollständigkeit sollte versucht werden,
einen gröÿeren Rotationsbereich abzudecken, der gegenwärtig durch die Halte-
rungskonstruktion auf 110� beschränkt ist. Diese muÿ derart verbessert werden,
daÿ sie einen geringeren Raumwinkelbereich der Streuung bei den Randwinkeln
des Meÿbereichs abschattet als bisher.

Bragg-Au�ösung. Höhere Au�ösung kann durch eine höhere Anzahl an strobosko-
pischen Wiederholungen erzielt werden, falls der Kristall hinreichend gut streut.
Die erforderliche Anzahl an Belichtungen zu einer Verbesserung der bisher er-
reichten Au�ösung von 1,65 Å auf 1,5 Å bzw. 1,3 Å soll i. f. abgeschätzt werden.
Hierzu wird für eine Messung bis zu einer höheren Au�ösung d2 in der äuÿersten
Au�ösungsschale dasselbe Signal/Rausch-Verhältnis SN gefordert wie in einer
Messung bis zu geringerer Au�ösung d1, SN(d1) = SN(d2), um etwa dieselbe
Datenqualität bei d2 zu erhalten. Das Signal/Rausch-Verhältnis berechnet sich
aus der Intensität IR und dem Rauschen �R =

p
IR eines gemessenen Re�exes,

unter der Annahme der Gültigkeit von Zählstatistik für IR und den Strahlungs-
untergrund IU , wie folgt, wobei IRU dem eigentlichen Meÿwert ohne Untergrund-
subtraktion entspricht,

IR = IRU � IU (6.1)

�2

R
= �2

RU
+ �2

U
= IR + 2 IU (6.2)

SN =
IR

�R
=

IRp
IR + 2 IU

: (6.3)
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Sowohl der Untergrund als auch das Streusignal des Re�exes sind proportional
zur Belichtungszeit t, die von der Anzahl der belichtenden Synchrotronpulse nBX
abhängt. Es gilt daher IR = iR nBX und IU = iU nBX, wobei iR bzw. iU für den
Re�ex- bzw. Untergrundbeitrag stehen, den ein Synchrotronpuls im Mittel zur
Messung beiträgt. Mit Gl. 6.3 folgt dann für SN,

SN =
iRp

iR + 2 iU

p
nBX ; (6.4)

und mit der Forderung SN(d1; nBX) = SN(d2; n
0

BX) ergibt sich,

id1
R

p
nBXq

id1
R
+ 2 id1

U

=
id2
R

p
n0

BXq
id2
R
+ 2 id2

U

; (6.5)

wobei id
R
bzw. id

U
den Intensitätsbeitrag bei der entsprechenden Au�ösung be-

zeichnen. Mit der gerechtfertigten Annahme, daÿ bei hoher Au�ösung iR � iU
und der Näherung, daÿ der Untergrund bei d2 denselben Wert hat wie bei d1,
folgt aus Gl. 6.5 für die erforderliche Anzahl der Synchrotronpulse,

n0

BX =
id2
U

id1
U

 
id1
R

id2
R

!2

nBX �
 
id1
R

id2
R

!2

nBX : (6.6)

Zur Abschätzung des Verhältnisses der Konstanten id1
R

und id2
R

können die In-
tensitäten der hochaufgelösten, monochromatischen Messung an met-Myoglobin
von Kachalova et al. (1999) herangezogen werden, da die Abhängigkeit des Streu-
vermögens von der Au�ösung bei gegebenen Temperaturfaktoren eine typische
Eigenschaft der Atome des Myoglobins in der Einheitszelle und somit weitestge-
hend auf die Laue-Messung übertragbar ist. In Abb. 6.1 ist analog einer Wilson-
Graphik der natürliche Logarithmus der über einen 1

d2
-Bereich von 0,0071 Å�2

gemittelten Re�exintensität Imet�Mb(d) über 1

d2
aufgetragen (�), darunter diesel-

be Kurve für die Intensitäten der Laue-Messung. Die Steigungen beider Kurven
sind ungefähr identisch, was die obige Feststellung bezüglich des Streuvermögens
bestätigt. Aus den Daten können die Werte der Intensitäten in willkürlichen
Einheiten ermittelt werden, I1,65Å

R
= 2924, I1,5Å

R
= 1701 und I1,3Å

R
= 616. Die

Verhältnisse ergeben sich dann mit Gl. 6.6 zu
 
I1,65Å
R

I1,5Å
R

!2

=

 
i1,65Å
R

i1,5Å
R

!2

= 3; 0 und

 
i1,65Å
R

i1,3Å
R

!2

= 22; 5: (6.7)

Die notwendige Anzahl an Wiederholungen zum Erreichen höherer Au�ösung
beim Chopperexperiment berechnet sich dann mit Gl. 6.6 und der Anzahl der
Synchrotronpulse des Testexperiments n1,65Å

BX = 3500 zu n1,5Å
BX = 10500 bzw.

n1,3Å
BX = 79000 pro Orientierung.

Bei Au�ösungen von 1,5 bzw. 1,3 Å bewegt sich der Positionsfehler dann grob
bei 0,14 bzw. 0,11 Å�. Ein Fehler von 0,14 Å wäre schon hinreichend, um mittels

�Diese Werte entsprechen den Positionsfehlern einiger Proteinstrukturen bei Au�ösungen von 1,5
bzw. 1,3 Å (Cruickshank 1999).
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Abbildung 6.1: Logarithmus der mittleren Re�exintensitäten (nicht skaliert) innerhalb
eines 1

d2
-Bereichs von 0,0071 Å�2 aufgetragen gegen 1

d2
. Die obere Kurve zeigt die

Intensitäten der hochaufgelösten, monochromatischen Daten (�), die untere die der
Laue-Messung (�).

der Informationen aus den hochaufgelösten, statischen Messungen an MbCO und
deoxy-Mb die Konformationsänderungen nach der photolytischen Abspaltung zu
identi�zieren. Der Erhöhung der stroboskopischen Belichtungen der Probe um
einen Faktor 3 spricht von der apparativen Seite her nichts entgegen, jedoch
müÿte der Ein�uÿ der höheren Röntgen- bzw. Laserstrahlendosis auf den Kri-
stall erst noch untersucht werden. Eine Erhöhung der Strahlendosis um einen
Faktor 3 liegt jedoch durchaus im Bereich des Möglichen, da der Kristall des
Testexperiments während statischer und zeitaufgelöster Messung bereits rund
6500 Pulse pro Orientierung ohne erkennbare Schäden überstanden hat. Die
Aufnahme eines Laue-Bildes mit 10500 Pulsen würde bei einer stroboskopischen
Rate von wie bisher 1,7 Hz knapp 2 Stunden pro Laue-Bild dauern, also ca.
12 h pro Datensatz. Zum Erreichen noch höherer Au�ösung (1,3 Å) beliefe sich
die Meÿzeit auf 90 h, wobei hier Strahlenschädigung wahrscheinlich nicht mehr
vernachlässigt werden kann. In Anbetracht der langen Meÿdauer bietet es sich
dann eher an, die Möglichkeiten intensiverer Quellen zu nutzen. Der Einsatz des
Bayes-Auswerteverfahrens ist dann umso zwingender, damit die Anzahl der not-
wendigen Kristallorientierungen und somit die Strahlendosis minimiert werden
kann.
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Optimierung der Anregungsbedingungen. Ein nächster Schritt zur Verbes-
serung des Experiments besteht darin, die Anregungsbedingungen für ein
zeitaufgelöstes MbCO-Experiment zu optimieren, um eine hohe Besetzung
des Anregungszustandes für ein starkes Streusignal zu erzielen. Dies ist zur
Identi�kation der intermediären Zustände ebensowichtig wie hohe Au�ösung
und geringer Positionsfehler. Die Anregungsbedingungen sind zwar abgeschätzt
worden, doch beim gegenwärtigen Aufbau fehlt noch ein zeitau�ösendes
Einkristallspektrometer, um den tatsächlichen Photolysegrad des Kristalls zu
überprüfen und den Zeitverlauf der Rekombination parallel zur Beugungsmes-
sung spektroskopisch erfassen zu können. Die so gewonnenen Informationen
sind auÿer zur Optimierung der Anregungsbedingungen insbesondere auch zur
späteren Interpretation der Strukturdaten von hoher Bedeutung, weswegen eine
entsprechende Apparatur eine wichtige Ergänzung zum vorhandenen Laser- und
Choppersystem darstellen würde.

Neben zeitaufgelösten Experimenten mit ns-Zeitau�ösung lassen sich mit dem
Spiegelchopper auch Experimente mit geringerer Zeitau�ösung durchführen, z. B. im
Mikrosekunden- bis Sekundenbereich, wobei der Füllmodus des Rings dabei keine
Rolle mehr spielt. Der Chopper erlaubt es hierbei, die Belichtungszeiten �exibel zu
wählen, indem der Spiegel bei langsamerer Geschwindigkeit, oder für Zeitau�ösungen
im Submillisekunden- bis Sekundenbereich, der Scheibenchopper bzw. der Strahl-
verschluÿ alleine betrieben wird. Die maximale stroboskopische Wiederholrate des
Experiments wird hierbei durch die Blitzlampenfrequenz des Nd:YAG-Lasers auf
5,5 Hz beschränkt, und die Laserwellenlänge kann im Bereich vom UV bis ins IR
variiert werden. Das Spiegelchoppersystem zeichnet sich somit durch einen breiten
Bereich in der möglichen Zeitau�ösung und den Anregungsbedingungen aus, so daÿ
es eine hohe Flexibilität für potentielle Anwendungen nicht nur biologischer Proben
bietet.



Kapitel 7

Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein experimenteller Aufbau am Proteinkristallogra-
phiestrahl BW6/DORIS entwickelt und konstruiert, der stroboskopische Laue-Beu-
gungsexperimente mit Zeitau�ösungen bis hin zum Nanosekundenbereich ermöglicht.
Hierzu wurde ein neuartiges Choppersystem entwickelt, das auf einem langsamen
Strahlverschluÿ, einem Scheibenchopper und einem rotierenden Spiegel basiert, der
den Lichthebelarm zu einer Blende ausnutzt, um extrem kurze Ö�nungszeitfenster
zu erzeugen, wie sie mit anderen Choppern für weiÿe Röntgenstrahlung bisher nicht
erreicht wurden. Die Zeitfenster von 440 ns Dauer (5%-Breite) erlauben, sowohl im
Einzel- als auch im Zweipuls-Modus von DORIS einzelne, polychromatische Rönt-
genpulse für stroboskopische Anregungsexperimente aus dem Synchrotronpulszug zu
extrahieren. Zur Anregung photolytisch induzierbarer Reaktionen wurde ein Farbsto�-
lasersystem aufgebaut, dessen Pulse über einen Lichtwellenleiter zur Probe gelangen.
Die Synchronisation zwischen Choppersystem, Laser- und Synchrotronpuls regelt ei-
ne Triggerlogik, die es erlaubt, den Zeitabstand zwischen den Pulsen auf �0; 8 ns im
Einzel- und �2; 4 ns im Zweipuls-Modus konstant zu halten. In jedem Fall dominiert
jedoch die Breite des Laserpulses von 7 ns die Zeitau�ösung. Der Zeitabstand zwi-
schen Laser- und Synchrotronpuls wird mit einer eigens entwickelten Meÿanordnung
überwacht und ist innerhalb eines ausgedehnten Zeitbereichs (ns�s) einstellbar. Als
Vorbereitung auf ein zeitaufgelöstes Experiment an dem photoaktiven CO-Myoglobin
wurden die Anregungsbedingungen für eine möglichst vollständige Photolyse abge-
schätzt, und eine notwendige Energiedichte von 9,3 mJ

mm2 bei 658 nm ermittelt. Ein
Zerstörtest veri�zierte, daÿ der MbCO-Kristall innerhalb einer Flieÿzelle über 50000
Laserpulsen dieser Energiedichte standhält, ohne Schäden davonzutragen, genauso wie
ein met-Mb-Kristall, bei dem aufgrund seines höheren Absorptionsvermögens eine
Energiedichte von 2,5 mJ

mm
2 benutzt wurde. Die Funktionalität des Gesamtsystems

wurde anhand eines zeitaufgelösten Experiments an monoklinem met-Myoglobin über-
prüft, das weltweit das dritte Laue-Beugungsexperiment an einer Proteinstruktur mit
ns-Zeitau�ösung darstellt. Die Messungen von statischer und angeregter Struktur er-
zielten mit je 3500 einzelnen Synchrotronpulsen pro Laue-Bild und unter Anwendung
eines speziellen Auswerteverfahrens eine Vollständigkeit von 71 %, obwohl der zugäng-
liche reziproke Raum auf nur 110� beschränkt war. Beide Datensätze erreichten eine
Bragg-Au�ösung von 1,65 Å bei einem mittleren Fehler auf die Atompositionen von
� 0,36 Å. Es wurden Elektronendichtekarten von guter Qualität berechnet, in denen
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Strukturdetails erkennbar sind. Die Di�erenzfourierdichte zwischen beiden Struktu-
ren enthält oberhalb eines Kontourniveaus von 4� noch fünf Di�erenzdichten in der
Häm-Umgebung, wobei die Bedeutung dieser Dichten nicht eindeutig geklärt werden
konnte. Die Ergebnisse dieser Arbeit belegen, daÿ mittels des Spiegelchoppersystems
Laue-Daten sowohl hoher Zeit- als auch Bragg-Au�ösung mit hinreichender Vollstän-
digkeit an DORIS aufgenommen werden können, und deswegen für ein Anregungs-
experiment an CO-Myoglobin gute Chancen bestehen, die Trajektorie des COs nach
der photolytischen Abspaltung und damit einhergehende Konformationsänderungen
zu identi�zieren, insbesondere, da anhand des Experiments an met-Myoglobin veri�-
ziert wurde, daÿ thermische E�ekte der Photonenabsorption die Proteinstruktur nicht
relevant beein�ussen.



Anhang A

Berechnung des Akzeptanzwinkels

Zur Berechnung des Ö�nungszeitfensters nach Gl. 3.2,

�tS =
�'

2�f
;

muÿ der Akzeptanzwinkelbereich �' ermittelt werden. Hierzu werden i. f. die beiden
Grenzanstellwinkel des Spiegels, '

�

und '+, berechnet, bei denen gerade noch Strah-
lung durch den Kollimator hindurchtreten kann. Sie sind von der Divergenz der Strah-
lung abhängig und somit von dem minimalen und maximalen Winkel der Strahlen ge-
genüber der optischen Achse, �

�

und �+ , die in der Winkelverteilung des einfallenden
Strahlenbündels auftreten (s.Abb. A.1). Rotiert der Spiegel im Gegenuhrzeigersinn,
so ist der minimale Anstellwinkel '

�

erreicht, wenn der Strahl mit Winkel �
�

< 0 zur
optischen Achse von der vorderen Kante des Spiegels zur Oberkante des Kollimators
re�ektiert wird, der maximale '+, wenn der Strahl mit �+ > 0 von der hinteren Kante
des Spiegels auf die Unterkante des Kollimators tri�t (nicht dargestellt). Der minimale
und der maximale Anstellwinkel für Re�exion durch die Blende ist gegeben durch,

'
�

= �
�

+ "
�

(') (A.1)

'+ = �+ + "+('); (A.2)

wobei "
�

(') und "+(') die korrespondieren Einfallswinkel auf den Spiegel in Ab-
hängigkeit des momentanen Anstellwinkels ' sind (s.Abb. A.1 und Abb. 3.6). Zur
Berechnung von �' = �+��� muÿ ein Ausdruck für "

�

bzw. "+ in Abhängigkeit von
' gefunden werden. Ein Ausdruck für "

�

wird mit Hilfe der folgenden geometrischen
Beziehungen aus Abb. A.1 abgeleitet, wobei l die halbe Länge des Spiegels, k die halbe
Breite der Blende K3 und R der Abstand zwischen Spiegel und K3 ist:

a2 =
p
R2 + k2 (A.3)

tan# =
k

R
� # (A.4)

� = '0 � #� '
�

(A.5)

c2 = e2 + 4l2 � 4el cos "
�

(A.6)

a2 = e2 + l2 � 2el cos "
�

(A.7)

c2 = a2 + l2 � 2la cos � : (A.8)
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Abbildung A.1: Geometrische Bezeichnungen zur Herleitung des Ö�nungspro�ls. Dar-
gestellt ist der Strahlengang des ersten durch den Kollimator tretenden Strahls bei
Rotation des Spiegels entgegen des Uhrzeigersinns.

Durch Multiplizieren von Gl. A.7 mit 2 und Subtraktion von Gl. A.6 folgt:

2a2 � c2 = e2 � 2l2 (A.9)

e2 = 2a2 � c2 + 2l2 : (A.10)

Einsetzen von Gl. A.10 in Gl. A.6 ergibt,

2c2 = 2a2 + 6l2 � 4el cos "
�

: (A.11)

Gleichung A.8 wird dann mit 2 multipliziert und so 2c2 in Gl. A.11 ersetzt, Au�ösen
nach cos "

�

ergibt,

cos "
�

=
a cos � + l

e
(A.12)

=
a cos � + lp
2a2 � c2 + 2l2

; (A.13)
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wobei e mittels Gl. A.10 eliminiert wurde. Der Term c2 wird dann wieder durch Gl. A.8
ersetzt,

cos "
�

=
a cos � + lp

a2 + l2 + 2la cos �
: (A.14)

Der Kosinus läÿt sich für kleine Winkel nach der Potenzreihenentwicklung wie folgt
annähren (Bronstein & Semendjajew 1987),

cos � = 1� �2

2
+O(4) ; (A.15)

daraus resultiert für Gl. A.14

1� "2
�

2
� a(1� �2

2
) + lq

a2 + l2 + 2la(1� �2

2
)

(A.16)

� a+ l � a
2
�2q

(a + l)2 � al�2
: (A.17)

Der Nenner läÿt sich wie folgt entwickeln (Bronstein & Semendjajew 1987),

1p
A + Cx2

� 1p
A

�
1� 1

2

C

A
x2 +O(4)

�
(A.18)

A = (a+ l)2 (A.19)

C = �al (A.20)

1q
(a+ l)2 � �2

2

=
1

a+ l

 
1 +

al

2(a+ l)2
�2
!

(A.21)

woraus sich für Gl. A.16 ergibt:

1� "2
�

2
�

�
a+ l � a

2
�2
�

1

a + l

 
1 +

al

2(a+ l)2
�2
!

(A.22)

� 1� a2�2

2(a+ l)2
�2 +O(4) (A.23)

=) "
�

� a

a+ l
� : (A.24)

Durch Einsetzen von � (Gl. A.5) und durch analoge Berechnung für "+ erhält man,

"
�

� a

a+ l
('0 � #� '

�

) (A.25)

"+ � a

a� l
('0 + #� '+); (A.26)

was durch Einsetzen in Gl. A.1 bzw. Gl. A.2 und durch Au�ösen nach '
�

bzw. '+

auf die gesuchten Ausdrücke für die beiden geometrischen Grenzwinkel der Re�exion
führt,

'
�

� 1

2a+ l
((a+ l)�

�

+ a(�0 � #)) (A.27)

'+ � 1

2a� l
((a� l)�+ + a(�0 + #)) : (A.28)
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Hieraus ergibt sich dann der gesuchte Winkelbereich �' = '+ � '
�

in Abhängigkeit
der Divergenzwinkel �

�

und �+,

�' � a� l

2a� l
�+ �

a+ l

2a+ l
�
�

+
2a(2a# + l�0)

(2a+ l)(2a� l)
: (A.29)

Die Variable a läÿt sich wegen k � R durch R ersetzen (Gl. A.3), und nach Gl. A.4
ist R# � k und 2k die Gesamtbreite der Blende k3, so daÿ sich der Ausdruck wie folgt
schreiben läÿt:

�' � R� l

2R� l
�+ �

R + l

2R + l
�
�

+
2R(k3 + l�0)

(2R + l)(2R� l)
: (A.30)
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