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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-
diffraction 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 specifically 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 Hrl“riz at 658 nm was found. A test at this energy density verified, that the MbCO-
crystal could survive over 50000 laser-pulses without any damage.

The functionality of the chopper-system was tested in a stroboscopic diffraction 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 A with an average positional error
of ~ 0.36 A. In addition electron density maps of good quality were calculated. The
difference Fourier density between both structures contains five difference-peaks above
a contour level of 40 within the vicinity of the heme. The structural significance of
these densities remains to be established.

The results of this work prove that it is possible to collect Laue-diffraction 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 verified, that thermal effects due to photon
absorption do not affect the protein structure significantly.




Kurzfassung

Die gewohnliche Proteinkristallographie vermag das Raum- und Zeitmittel einer Pro-
teinstruktur zu bestimmen, doch es ist fiir eine grofe Anzahl von Proteinen bekannt,
daf wesentliche Aspekte ihrer Struktur-Funktionsbeziehung auf dynamischen Ande-
rungen ihrer Konformation beruhen. Deshalb wurde im Rahmen dieser Arbeit ein ex-
perimenteller Aufbau fiir den Wiggler-Strahl BW6/DORIS entwickelt, um strobosko-
pische Laue-Beugungsexperimente mit Nanosekundenzeitauflosung zur strukturellen
Untersuchung extrem schneller Reaktionen zu ermoglichen. Hierzu wurde ein neuar-
tiges Choppersystem konstruiert, das auf einem rotierenden Spiegel basiert, der ex-
trem kurze Offnungszeitfenster erzeugt, die mit anderen Choppern fiir weife Rontgen-
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 fiir zeitaufgeloste Experimente zu
Verfiigung stehen. Zur Stimulation photolytischer Reaktionen wurde ein Lasersystem
aufgebaut, mit dem Pulse vom UV bis ins IR erzeugt werden konnen. Die Synchroni-
sation zwischen Choppersystem, Laser- und Synchrotronpuls regelt eine Triggerlogik,
wobei der Zeitabstand der Pulse mittels einer addquaten Mefanordnung iiberwacht
wird. Die Anregungsbedingungen zur Laserpulsphotolyse von CO-Myoglobin wurden
abgeschitzt, und ein Test an Myoglobinkristallen verifizierte, daf diese den berechne-
ten Energiedichten standhalten. Die Funktionalitit des Gesamtsystems wurde anhand
eines zeitaufgelosten Experiments an met-Myoglobin demonstriert, das weltweit das
dritte Laue-Beugungsexperiment an einer Proteinstruktur mit ns-Zeitauflésung dar-
stellt. Die Messungen von statischer und angeregter Struktur erzielten hohe Vollstin-
digkeit bei einer Bragg-Aufldsung von bis zu 1,65 A und einem mittleren Fehler auf die
Atompositionen von ~ 0,36 A. Es wurden sowohl Elektronendichtekarten als auch die
Differenzfourierdichte zwischen beiden Strukturen berechnet, die oberhalb eines Kon-
tourniveaus von 4o fiinf Differenzdichten in der Him-Umgebung zeigt. Die Ergebnisse
dieser Arbeit belegen, daf mittels des Choppersystems Laue-Daten hoher Qualitit an
DORIS aufgenommen werden kénnen und fiir Anregungsexperimente an MbCO gute
Chancen bestehen, etwaige Konformationsinderungen zu identifizieren, inshbesondere
da das Experiment an met-Myoglobin gezeigt hat, dafs thermische Effekte der Photo-
nenabsorption die Proteinstruktur nicht relevant beeinflussen.
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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 aufzukldren. So wurde bereits kurz
nach der Losung der ersten Proteinstruktur, des Myoglobins (Kendrew et al. 1958),
deutlich, daf die Diffusion eines Oy- oder CO-Liganden durch die Proteinmatrix zum
aktiven Zentrum an der intern gebundenen Him-Gruppe transiente Anderungen der
Konformation erfordert, da die statische Struktur des Myoglobins keine hinreichend
weiten Kanéle fiir die Diffusion aufweist. Inzwischen ist fiir eine grofe Anzahl von
Proteinen bekannt, daf dynamische Anderungen lokaler oder globaler Konformation
fiir wesentliche Aspekte der Struktur-Funktionsbeziehung verantwortlich sind. Bei-
spiele hierfiir sind nahezu alle Enzym-Substratwechselwirkungen, Transportvorgénge
in Tonenkanilen 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 Wassermolekiile). Von besonderem Interesse fiir Konformationséinderungen ist
der Nano- bis Mikrosekundenbereich, da er fiir korrelierte Bewegungen ausgedehnter
Teile von Proteinstrukturen charakteristisch ist, denen hohe Bedeutung in bezug auf
die Funktionalitdt des Proteins beigemessen wird.

Die Evidenz fiir das Auftreten dynamischer Konformationsinderungen in Proteinen
wurde bisher in den meisten Fillen aus Rontgenbeugungsuntersuchungen statischer
Strukturen, etwa von stabilen Anfangs- und Endzustinden, abgeleitet. Informa-
tionen iiber Strukturdynamik konnen aber auch mit Methoden der NMR oder
diffuser Rontgenbeugung gewonnen werden. Hinreichend hohe Ortsauflésung in den
zeitverdinderlichen Koordinaten der Atome eines Makromolekiils erfordert jedoch
Beugungsmessungen, fiir die im Falle extern anregbarer zyklischer Reaktionen zeitauf-
geloste Rontgenbeugung 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
fiir diese Experimente. Die Mefsmethode beruht hierbei auf der stroboskopischen
Aufnahme von Rontgenbeugungsdaten, bei der eine Probe wiederholt angeregt und
anschlieftend mit einem Synchrotronpuls belichtet wird. Dieses Verfahren wurde
erstmals in den achtziger Jahren unter Einsatz von monochromatischer Synchro-



tronstrahlung auf Festkorperkristalle angewandt, bei denen nach der Anregung
die Anderung einzelner Beugungsreflexe 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, Moffat 1989, Helliwell 1992b, Cruickshank et al. 1992, Hajdu
& Andersson 1993, Wulff et al. 1997). Dabei miissen zur Strukturanalyse mog-
lichst alle symmetrieunabhéingigen Beugungsreflexe zeitaufgelost gemessen werden,
weswegen die Laue-Methode Anwendung findet, da sie den reziproken Raum mit
hochster Effizienz abdeckt (Cruickshank et al. 1987, Clifton et al. 1991). Die
Anzahl der noétigen Kristallorientierungen innerhalb des erforderlichen Rotati-
onsbereichs hingt dabei nicht alleine von der Raumgruppe, sondern stark vom
jeweiligen Verfahren der Laue-Datenauswertung ab (Ren & Moffat 1995a, Ren &
Moffat 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
vollstdndigen Satz von Strukturfaktoren zu erhalten (Bourenkov et al. 1996).

Beim Einsatz des stroboskopischen Mefverfahrens zur Durchfiihrung hochzeitauf-
geloster Beugungsexperimente mufs dafiir Sorge getragen werden, dafl nach jeder
Anregung nur ein einziger Synchrotronpuls die Probe belichtet. Dies erfordert
einen schnellen Strahlverschlufs, i.f. Chopper, der imstande ist, die Zeitstruktur der
Synchrotronstrahlung so zu modulieren, daf eine Extraktion einzelner Pulse moglich
wird, d.h. der Chopper mufl ein Transmissionsfenster definieren, das kiirzer ist als
der maximale Abstand der Synchrotronpulse im Speicherring (ca. 1-4 us, abhéngig
vom Speicherring). Es sind bisher nur wenige solcher Chopper fiir polychromatische
Rontgenstrahlung entwickelt worden, die groftenteils auf einer rotierenden Scheibe
beruhen. Srajer et al. (1996) zeigten, dak unter Verwendung eines solchen Choppers
ns-zeitaufgeloste Anregungsexperimente an Kohlenmonoxy-Myoglobin (i.f. MbCO)
realisierbar sind, und beobachteten strukturell die photolytische Abspaltung des COs
von der Him-Gruppe. Der Vergleich von atomar aufgelosten, statischen Strukturen
von CO- und deoxy-Myoglobin (ligandenfrei) bestitigte, dal die Abspaltung des
CO-Liganden tatséchlich mit korrelierten Konformationsinderungen einhergeht
(Kachalova et al. 1999). Diese Bewegungen mit maximalen Amplituden < 0,4 A
erfordern zu ihrer Beobachtung sehr hohe Bragg-Auflosung, doch dieser Anforderung
geniigte die bisherige zeitaufgeloste Messung an MbCO bei weitem nicht. Die atomar
aufgelosten Strukturen des Myoglobins zeigten aufserdem, dafs friihere statische
Untersuchungen von MbCO vermutlich durch Kontamination mit anderen Ligandie-
rungszustinden beeinflufst waren, die aufgrund zu niedriger Auflésung nicht erkannt
wurde und zu Fehlinterpretationen fiihrte. Fiir eine erfolgreiche Untersuchung der
Konformationsdnderungen kurz nach der Photolyse von MbCO ist daher neben hoher
Bragg-Auflosung auch eine Optimierung der Priparationsbedingungen des Kristalls
erforderlich sowie nach Moglichkeit eine Uberpriifung der Ausgangsstruktur. Die
Laseranregungsbedingungen zur Erzeugung eines hohen Photolysegrades sind ebenso
zu optimieren.



Messungen an Speicherringen der 2. Generation sind damit zumindest zur Ent-
wicklung adidquater experimenteller Bedingungen von erheblichem Nutzen. Da die
Bragg-Auflosung der Experimente am ESRF von Srajer et al. nicht durch die
verfiigbare Strahlintensitat sondern durch Strahlenschiddigung begrenzt war, kann
dariiber hinaus an DORIS mindestens vergleichbare Bragg-Auflosung erwartet werden.

Diese Arbeit beschreibt die Entwicklung einer experimentellen Apparatur zur Durch-
fiihrung ns-zeitaufgeloster Beugungsexperimente am Proteinkristallographiestrahl
BW6 HASYLAB/DORIS, die aus einem Synchrotronchoppersystem, einer Trigger-
logik, einem Lasersystem und einem Aufbau zur Messung der Zeitauflosung besteht.
Der vergleichsweise dreifach geringere Pulsabstand an DORIS gegeniiber den neueren
Synchrotronspeicherringen stellte hierbei fiir die Entwicklung des Choppers ein erheb-
liches Problem dar. Zu seiner Losung wurde statt der gingigen Scheibenchopper ein
neuartiger Chopper entwickelt, dessen zentrale Komponente ein rotierender Spiegel
ist, mit dem die erforderlichen Offnungszeitfenster bereits bei relativ niedrigen Rota-
tionsgeschwindigkeiten erreicht werden, so daf die technologischen Probleme, die bei
Scheibenchoppern mit Geschwindigkeiten > 50000 % auftreten, vermieden werden.
Die Funktionsweise des Spiegelchoppersystems, die Uberpriifung seiner Leistungsfi-
higkeit und die der Triggerlogik zur Synchronisation zwischen Chopper, Anregung
und Synchrotronpuls werden beschrieben. Die Charakteristika des verwendeten La-
sersystems zur Probenanregung werden erldutert, und die Anregungsbedingungen fiir
Myoglobin abgeschétzt. Die Leistungsfihigkeit des Gesamtsystems wird anhand eines
ns-zeitaufgelosten Beugungsexperiments an met-Myoglobin demonstriert, und die er-
reichte Datenqualitit anhand verschiedener Parameter und berechneter Dichtekarten
analysiert. Abschliefend werden Moglichkeiten zur weiteren Optimierung zeitaufgelo-
ster Experimente mit dem Spiegelchoppersystem diskutiert.



Kapitel 2

Grundlagen

2.1 Synchrotronstrahlung

2.1.1 Bedeutung und Erzeugung von Synchrotronstrahlung

Synchrotronstrahlung findet 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 fiir die Proteinkristallographie, da Proteinkristalle schlechte Streuer
und ihre Dimensionen oftmals gering sind (< 50 pm). Urspriinglich war Synchro-
tronstrahlung ein ,, Abfallprodukt” aus Elektron- oder Positron-Speicherringen, die fiir
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 Effekts 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 slalomférmige Bahn zwingt. Die Uberlagerung der entstehen-
den Lichtkegel intensiviert dabei die Strahlung. Synchrotronstrahlung zeichnet sich
neben hoher Brillianz und polychromatischem Spektrum durch ihre gepulste Zeit-
struktur aus, die fiir zeitaufgeloste 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 Pulslinge zwischen 50-120 ps

*Anzahl der Photonen, die in einer Bandbreite von 0,1 % pro Zeiteinheit (s) in einen Strahlungs-
kegel (mrad?) bei einer bestimmten Ausdehnung der Quelle (mm?) emittiert werden.
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2/3 Multipuls

Einzelpuls Hybrid

Abbildung 2.1: Finige Beschleunigermodi an Synchrotronspeicherringen der 2. und 3.
Generation. 2/3- und Multipuls-Modus sind die gdingigsten Betriebsmodi, Einzelpuls
und Hybrid-Modus werden fiir zeitaufgeldste Fxperimente gefiillt. Die Punkte symboli-
sieren schematisch die Ladungspakete im Speicherring.

betriagt. Die zeitlichen Abstinde tz5 variieren zwischen 2 ns und 4 ps, je nach
Orbitlange und Fiillschema des Rings (s. Tab. 2.1), wodurch die Anforderungen an
die Verschlufizeit eines Synchrotronchoppers zur Extraktion eines einzelnen Pulses
definiert werden. Verbreitete Fiillmodi der Speicherringe 2. und 3. Generation sind
der Multipuls-Modus und die 2/3-Fiillung des Rings, die sich bei den Synchrotronen
der 3. Generationen im Hinblick auf Héhe des Stromes und Lebensdauer gut bewéhrt
hat, sowie gelegentlich der Einzelpuls- und der Hybrid-Modus (s.Abb. 2.1). Die
notwendige Verschlufzeit eines Choppers ist offensichtlich am geringsten, wenn
der Speicherring im Einzelpuls-Modus betrieben wird, denn dann belduft sich der
Pulsabstand auf 1-4 ps. Dieser Modus ist jedoch aufgrund der geringen mittleren
Intensitdt bei anderen Experimenten unerwiinscht, weswegen diese den Multipuls-
oder den 2/3-Modus bevorzugen. Ein Kompromif zwischen méglichst hoher Intensitét
und moglichst 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 betrigt dann etwa ein Drittel der Gesamtumlaufzeit, im Falle
des ESRF knapp 940 ns, so daf bei einem phasensynchron zur Ringfrequenz laufenden



2.1 Synchrotronstrahlung 6

Modus DORIS ESRF APS
tox [ps] ImA] | tpx [ps]  ImA] | tpx [ps] mA]]
Einzel 0,96 43 2,82 15 3,68 H*
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 0,32 n.r. 0,94 200 1,18 100

3

Tabelle 2.1: Umlaufzeit und mittlerer Strom unterschiedlicher Fillmodi 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, dafi der Mo-
dus bisher nicht realisiert wurde, die sich theoretisch ergebenden Pulsabstinde sind
trotzdem eingetragen; mit ,*7 gekennzeichnete Modi wurden von Mills (1989) vorge-
schlagen.

Chopper ein Offnungszeitfenster des Choppers von < 1880 ns zur Extraktion des
Einzelpulses ausreicht. Der Nachteil des Hybrid-Modus im Vergleich zum géngigen
2/3-Fiillmodus besteht lediglich in einer Reduktion der Strahllebensdauer von 45 h
auf 35 h und einer etwa 10 Minuten lingeren Injektionsphase, trotzdem wurden 1998
nur 11 Tage in diesem Modus bereitgestellt (Goodhew 1999).

An DORIS ist kein Hybrid-Modus verfiigbar, sondern nur der 1-, 2- und 5-Puls-Modus,
wobei der Speicherring grofstenteils im 5-Puls-Modus betrieben wird. Zeitaufgeloste
Beugungsexperimente konnen hier nur wihrend des reduzierten Pulsbetriebes stattfin-
den, wobei aufgrund der 3-4-fach geringeren Umlaufperiode an DORIS gegeniiber den
anderen Speicherringen die Anforderungen an einen Synchrotronchopper entsprechend
hoher liegen. So sind zur Einzelpulsextraktion Offnungszeitfenster von < 964 bzw.
482 ns im Einzel- bzw. Zweipuls-Modus bei asynchronem Chopperbetrieb zwingend.
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Ewald-Sphéare rezipr. Gitter rezipr. Gitter

Auflésungssphére Auflésungssphére

Abbildung 2.2: Auf die Ebene projizierte Ewald-Konstruktionen fiir monochromatische
(links) und polychromatische Datennahme (rechts). Links ist ein reziproker Gitterpunkt
hervorgehoben und die Drehrichtung gekennzeichnet, rechts markieren die schraffier-
ten Fldichen den beim Laue-Verfahren zugdnglichen reziproken Raum. Die Radien der
Fuwald-Kugeln sind tiber die entsprechende reziproke Wellenlinge \ indiziert.

2.2 Kristallstrukturanalyse auf der Grundlage von
Laue-Beugung

Dieser Abschnitt erldutert, wie Strukturinformationen iiber die Einheitszelle eines
Proteinkristalls mittels kristallographischer Methoden erhalten werden konnen.
Insbesondere wird hier das Laue-Verfahren diskutiert, da es fiir hochzeitaufgeloste
Beugungsmessungen prinzipielle Vorteile bietet.

2.2.1 Kristallstrukturbestimmung

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

nA =2dsinf , n € N, (2.1)

erfiillt, wobei A die Wellenlénge, d den Gitterebenenabstand und # den Winkel zwi-
schen Gitterebene und einfallender Strahlung bezeichnen. Die Intensitdt der Bragg-
Reflexe, die von den Gitterebenen (hkl) ausgehen, ist proportional zum Quadrat der

Strukturfaktoren F(h, k1),
I(h,k‘,l) X |Fhkl|2 . (22)

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

Fp. = / o pxy2627ri(hx+ky+lz)dv : (23)
Einheitszelle
und durch Fouriersynthese ergibt sich der Ausdruck fiir die Elektronendichte,
1 . .
Payz = V Z Fhkl6—27rz(h:v+ky+lz)+zahkl , (24)

hk,l

wobei der Strukturfaktor in der Notation F = Fexp' geschrieben und die In-
tegration iiber die Netzebenenindizes durch eine Summation ersetzt worden ist,
da die Netzebenenindizes (hkl) nur diskrete Werte annehmen. Die Messung der
integrierten Reflexintensititen I(hkl) erlaubt es, die Betrdge der Strukturfaktoren
Fy abzuleiten, die Phaseninformation ayy; geht bei der Intensitdtsmessung aber
verloren. Bei zeitaufgelosten Messungen sind jedoch i.d.R. die statische Ausgangs-
und Endstruktur des Proteins bekannt und damit auch deren Phasen. Da wahrend
einer Reaktion, die innerhalb von Nanosekunden abliuft, nur kleine Struktur- (< 1 A)
und damit Phasendnderungen erwartet werden, eignen sich die bekannten Phasen als
Startphasen zur Berechnung von py,.

2.2.2 Laue-Verfahren

Die Messung der Beugungsreflexe wird in der Proteinkristallographie fiir gew6hnlich
mit monochromatischer Strahlung im Drehkristallverfahren durchgefiihrt. Hierbei
ist jedoch die maximal erreichbare Zeitauflosung allein schon durch das Zeitintervall
beschriankt, das bendtigt wird, um einen Gitterpunkt im reziproken Raum durch
die Ewald-Spére zu drehen (s.Abb. 2.2 links). Es hingt von der Ausdehnung des
Gitterpunktes, also der Mosaizitit des Kristalls, und der Drehgeschwindigkeit ab,
die durch das angestrebte Signal/Rausch-Verhéltnis bei gegebener Strahlintensitét
bestimmt wird. Die Belichtungsdauer liegt iiblicherweise im Bereich von 5-15 s pro
Bild, was monochromatische Methoden fiir hochzeitaufgeloste Messungen ausschlieft.
Eine wesentlich effektivere 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, dafs der Kristall polychromatischer Strahlung aus-
gesetzt wird, die i.d. R. ein Wellenlingenband von ungefihr AX = 0,5-2,0 A umfaft.
In der Ewald-Konstruktion ist dann die Bragg-Bedingung fiir alle reziproken Gitter-
punkte erfiillt, die in dem Raum liegen, der sich zwischen den beiden Ewald-Sphéren
mit Radius +— und /\# befindet und von der Auflésungssphire eingegrenzt wird
(s.Abb. 2.2 fnéghts), die von der Kristallqualitit abhingt. Der Vorteil des Laue-
Verfahrens fiir zeitaufgeldste Beugungsmessungen liegt darin, daf 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 symmetrieunabhéingiger Reflexe (> 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 fiinf Laue-Aufnahmen bei unterschiedlichen Kristallorientierungen
aus, um einen Datensatz mit hinreichender Vollsténdigkeit fiir die Auswertung zu
erhalten.

Tatséchlich bendtigen konventionelle Verfahren zur Auswertung von Laue-Daten
eine Grofenordnung mehr an Kristallorientierungen, um eine hohe Redundanz in
der Messung von Strukturfaktoren zu erreichen, die zur rechnerischen Entfaltung
der Energiemultipletts (energieiiberlappende Reflexe, s.u.) benétigt wird (Ren &
Moffat 1995a). Der Einsatz von statistischen Verfahren hingegen (Bayes-Statistik)
bendtigt diese Redundanz nicht, so daf die Anzahl der Kristallorientierungen mini-
miert wird (Bourenkov et al. 1996). Dies hat erhebliche Bedeutung fiir die erreichbare
Strukturauflosung, denn die Strahlenschidigung begrenzt die Strahlendosis, der ein
Proteinkristall ausgesetzt werden kann. Bei Auswertung mit konventionellen Verfahren
muf die Gesamtdosis aufgrund der geforderten Redundanz iiber viele Kristallorientie-
rungen verteilt werden, bei Anwendung des Bayes-Verfahrens prinzipiell nur iiber die
Anzahl, die zur Uberdeckung des reziproken Raumes notwendig ist. Daraus resultiert
ein hoheres Signal/Rausch-Verhiltnis und damit die Mefbarkeit von Reflexen bei
hoherer Bragg-Auflosung, die zum Nachweis geringer Konformationsinderungen
unbedingt erforderlich ist.

2.2.3 Komplikationen bei der Auswertung von Laue-Daten

Die Anwendung des Laue-Verfahrens setzt aufer speziellen Auswerteverfahren eine
hohe kristalline Ordnung des Proteinkristalls voraus. Aufgrund der breiten Wellenlén-
genverteilung ist das Verfahren &ufserst empfindlich auf Verbreiterungen in der Mo-
saikverteilung, die sich in den ausgedehnten, charakteristischen Reflexprofilen, den
sogenannten Streaks, widerspiegelt (s. Abb. 2.3 links). Ist eine Mosaizitit von weniger
als &~ 0, 2° nicht gegeben, kann dies zu so starker raumlicher Uberlagerung der Reflex-
profile fiihren, dafs die Auswertung der Laue-Aufnahmen unmoglich wird. Folgende
Effekte erschweren i.a. die Datenauswertung:

Low Resolution Hole. Wie in Abb. 2.2 (rechts) zu erkennen ist, nimmt die Anzahl
der zuginglichen reziproken Gitterpunkte zum Koordinatenursprung hin auf-
grund der Anndherung der beiden Ewald-Sphéren stark ab. Dies resultiert bei
einer Datennahme mit nur wenigen Kristallorientierungen in einer Unvollstan-
digkeit des Datensatzes bei Reflexen geringer Auflosung, obwohl die Reflexe mitt-
lerer und hoherer Auflgsung fast vollstéindig vorhanden sind (Clifton et al. 1991).
Gemessene Reflexe geringer Bragg-Auflésung sind zusétzlich groftenteils Ener-
giemultipletts, die entfaltet werden miissen, um iiberhaupt Reflexintensititen bei
geringer Auflésung bestimmen zu konnen.

Energiemultipletts entstehen, wenn der Satz von Wellenlingen und Netzebenen-
abstinden (), d), (3,9),..., (%, %) die Bragg-Bedingung gleichzeitig erfiillt, denn
dann beugt der Kristall diese Reflexe alle in dieselbe Richtung, und sie iiberla-
gern sich auf dem Detektor, so dak nur die Summe der Intensititen als Mef-

wert vorliegt. Der Anteil dieser harmonischen Reflexe liegt bei weniger als 17 %



Abbildung 2.3: Links: Charakteristischer, ellipsenformiger, langgezogener Reflex eines
Laue-Bildes, ein sogenannter Streak. Rechts: Rdumlich tberlappende, jedoch entfalt-
bare Reflexe innerhalb eines Lauekegels.

(Cruickshank et al. 1987), doch betrifft er insbesondere Reflexe niedriger Auf-
16sung, deren Quantitit zwar gering ist, doch kann das Fehlen dieser Reflexin-
tensitiaten die Strukturanalyse stark beeintrichtigen (Szebenyi et al. 1992, Duke
et al. 1994), weswegen spezielle Methoden zur Entfaltung dieser harmonischen
Uberlapps entwickelt worden sind (Ren & Moffat 1995a, Bourenkov et al. 1996),
um die Strukturfaktoren der beteiligten Einzelreflexe trotzdem zu bestimmen.
Fehlen diese ndmlich 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).

Riumliche Uberlappungen entstehen, wenn sich die Profile benachbarter Reflexe

auf dem Detektor iiberlagern. Aufgrund der grofen Zellabmessungen von Prote-
inkristallen ist die Reflexdichte sehr hoch (Anzahl der Reflexe N oc ——2——)

und die relativ hohe Mosaizitéit verursacht insbesondere bei polych;(g;gégfslgﬁlér
Bestrahlung eine starke Verbreiterung und Streckung der einzelnen Reflexprofi-
le, so dak riumliche Uberlappungen hiufig auftreten. Ein Grofteil kann mittels
analytischer Profilanpassung entfaltet werden (Ren & Moffat 1995b) oder eine
Vergroferung des Detektorabstandes reduziert das Problem, jedoch auf Kosten

der erreichbaren Auflésung.

Normalisierung der Wellenléinge. Zur korrekten Interpretation der gemessenen
Reflexintensitdten miissen wellenlingenabhéngige Effekte kompensiert werden.
Hierzu gehoren im wesentlichen die Spektralverteilung der Synchrotronquelle,
Absorptionseffekte, verstirkte Abschneidung kurzer Wellenldngen bei Reflexion
an optischen Elementen und das Ansprechverhalten des Detektors.
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strukturelle Ubergangszustinde Quartiire Anderungen
Prozesse Tertizire Anderungen Proteinfaltungen
Rotation der
Seitenketten

Abbildung 2.4: Zeitskala struktureller Anderungen in Makromolekiilen (Moffat 1989).

Trotz der oben aufgefiihrten 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 zeitaufgelosten Beugungsmes-
sungen an Myoglobin demonstriert.

2.3 Zeitaufgeloste Beugungsexperimente

Dieses Kapitel beschreibt die Durchfiihrung zeitaufgeloster Beugungsexperimente wo-
bei der nichste Abschnitt die Mefimethode unter Verwendung eines Synchrotronchop-
pers erlautert, es folgt eine Beschreibung der Anforderungen an eine erfolgreiche Reak-
tionsinitiation durch Photolyse und danach werden alternative Methoden zur Durch-
fiihrung hochzeitaufgeloster Beugungsmessungen vorgestellt.

2.3.1 Zeitaufgeloste Beugungsmessungen unter Verwendung
eines Synchrotronchoppers

Das Ziel hochzeitaufgeloster kristallographischer Beugungsexperimente an Proteinen
ist es, mogliche Anderungen in der Tertidrstruktur’ des Proteins im Verlauf einer
biologisch relevanten Reaktion zu verfolgen. Die Zeitskala, auf der einige strukturel-
le Anderungen in Makromolekiilen ablaufen, ist in Abb. 2.4 dargestellt. Die Prozesse
vom Nano- bis zum Mikrosekundenbereich spielen hierbei eine besondere Rolle, da
die Anderungen in der Tertifirstruktur eines Proteins in diesem Zeitbereich stattfin-
den, wie z. B. Bewegungen einzelner Seitenketten, kollektive Bewegungen einer Gruppe
von Aminosduren oder Ligandenabspaltung, denen grofe Bedeutung hinsichtlich der
Proteinfunktion beigemessen wird.

Die zeitaufgeloste Messung einer biochemischen Reaktion mittels Rontgenbeugung er-
fordert, dak die Reaktion extern und i.a. zyklisch anregbar ist, damit durch Wieder-
holung des Experiments zum einen der reziproke Raum vollstindig exploriert werden
kann, zum anderen, damit durch Aufintegration mehrerer Belichtungen auf dem Detek-
tor ein hoheres Signal /Rausch-Verhiltnis erreicht wird. Dabei diirfen die Anderungen
in der molekularen Struktur als Folge der Anregung die Ordnung im Kristallgitter

tUnter der Tertisirstruktur werden Gruppen von a-Helices und 3-Faltblittern verstanden, soge-
nannte Domdnen. Mehrere dieser nahezu identischen Doménen bilden die Quartédrstruktur eines
Proteins.
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Abbildung 2.5: Schematischer Zeitverlauf eines Anregungsexperiments.

nicht beeintrachtigen, da dies die Auflosungsgrenze der Beugung erheblich verschlech-
tern kann.

Das verwendete Mefsverfahren ist die stroboskopische Datenahme, bei der wiederholt
zu einem Anfangszeitpunkt ¢; eine Reaktionsinitiation stattfindet und zum Zeitpunkt
tz die Beugungsmessung (s. Abb. 2.5). Durch Variation von At; = t; — t; lakt sich
der strukturelle Relaxationsprozef in Form von dreidimensionalen Momentaufnahmen
zu verschiedenen Zeitpunkten erfassen, wobei die Zeitauflosung 6t des untersuchten
Phénomens durch die Faltung von Anregungsdauer At;, Belichtungszeit Atggp und
dem Zeitabstand Aty bestimmt ist (Wulff et al. 1997):

Sty ~ A+ A2y + ALY . (2.5)

Bei Verwendung eines Nd:YAG-Lasers zur photolytischen Anregung wird die Zeitauf-
16sung durch den Anregungspuls dominiert, dessen Dauer ca. At; = 7 ns betrigt,
weil der belichtende Synchrotronpuls wesentlich kiirzer ist (Atgr = 50-120 ps). Da
sich der zeitliche Abstand zum né&chsten Synchrotronpuls auf maximal ~ 1-4 us
belduft, ist es notwendig, den belichtenden Synchrotronpuls aus dem Pulszug zu
extrahieren und die vorhergehenden und nachfolgenden Pulse abzublocken. Diese
zerstoren ansonsten die Zeitauflosung, weil sie den Kristall zusétzlich zur Belichtung
bei t; zu einem Zeitpunkt belichten, zu dem die Proteine noch nicht angeregt worden
sind bzw. diese sich bereits in einer fortgeschritteneren Reaktionsphase befinden. 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 Strahlverschliissen, dem Synchrotronchoppersystem, so moduliert werden, daf
wie gefordert nur ein einzelner Puls extrahiert wird (LeGrand et al. 1989, Wulff
et al. 1997, Kosciesza & Bartunik 1999). Hierbei sind die Anforderungen an das
erzeugbare Zeitfenster des Choppersystems umso hoher, je geringer der Zeitabstand
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der Synchrotronpulse. Damit die einzelnen Belichtungen unter den gleichen zeitlichen
Bedingungen stattfinden, ist eine prazise Synchronisation zwischen Reaktionsstimulus
und Beugungsmessung erforderlich, die an das Offnen des Choppers gekoppelt ist.
Die Belichtungszeit fiir eine Laue-Aufnahme héngt von der einfallenden Rontgenin-
tensitiat, dem Kristallvolumen und der angestrebten Bragg-Auflosung ab. An einem
DORIS-Wiggler liegt z.B. die effektive Belichtungszeit fiir ein bestrahltes Volumen
von ~ 400 x 500 x 80 pum? unter Einsatz des Spiegelchoppers bei ~ 385 ns, entspre-
chend 3500 einzelnen Synchrotronpulsen bei einer Pulslinge von 110 ps. Am ESRF
sind schon Laue-Bilder von Myoglobinkristallen mit vergleichbarer Grofe mit drei
Synchrotronpulsen aufgenommen worden (360 ps), was der dortigen, etwa 1000-fach
hoheren Brillianz zu verdanken ist. Hochzeitaufgeloste Beugungsexperimente mittels
Laue-Verfahren an Proteinkristallen gibt es inklusive dieser Arbeit bisher nur drei
(érajer 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 zeitaufgeloster Beugungsexperimente 1aft sich im Nanosekun-
denbereich nur photolytisch realisieren, da andere Methoden, wie z.B. Eindiffusion
von Reagenzien, Temperaturspriinge oder Druckdnderungen, auf lingeren Zeitskalen
stattfinden (Gruner 1987, Moffat 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 kénnen. Das klassische
Beispiel einer photoinduzierbaren Reaktion in einem Protein ist die bereits erwihnte
Dissoziation von MbCO, andere photoaktive Proteine sind Bacteriorhodopsin?
(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. ATP? in sogenannte Kiifigverbindungen (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 erfafst
werden kann. Dabei ist die zyklische Wiederholbarkeit der Reaktion Voraussetzung,
um das stroboskopische Mefverfahren anwenden zu konnen. Erstrebenswert ist eine
iiber das Kristallvolumen homogene Anregung mit hohem Anregungsgrad,
um eine hohe Population des Zwischenzustandes fiir ein mefbares Beugungssignal zu
erzeugen. Die praktischen Aspekte dieser Anforderungen sind i.f. kurz erlautert.

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

§ Adenosintriphosphat, 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, daf bei der Anregungs-
wellenldnge die Extinktion der Probe keinen zu hohen longitudinalen Gradienten
in der Lichtintensitdt verursacht, denn dies resultiert sowohl in einem reduzierten
Anregungsgrad als auch einem Temperaturgradienten, der Spannungskréifte im
Kristall hervorrufen und ihn zerstéren kann. Aus denselben Griinden sollte die Inten-
sitdtsverteilung der einfallenden Laserstrahlung in transversaler Richtung ebenfalls
moglichst homogen sein.

Hoher Anregungsgrad

Fiir einen hohen Anregungsgrad ist neben homogener Anregung ausreichende
Lichtintensitdt erforderlich. Diese hingt von der Anzahl der zu photolysierenden
Reaktionszentren ab und muf sorgfiltig bestimmt werden, da bei zu hoher Intensitit
Strahlenschidden bis hin zum Zersplittern des Kristalls aufgrund von Schockwellen
auftreten. Eine hohe Quanteneffizienz fiir den relevanten Absorptionsprozefs ist hierbei
vorteilhaft, um Erwirmungseffekte aufgrund von anderen Absorptionsprozessen zu
vermeiden.

Auch wenn die Anforderungen an Homogenitét der Strahlung und Anregungsgrad er-
fiillt sind, kann es neben dem Streusignal des interessierenden Zustandes zu storenden
Streubeitrigen von anderen Zustidnden kommen, denn es ist nicht selbstverstindlich,
dafs bei der Praparation des Grundzustandes einheitliche Besetzung der Bindungsstel-
len erreicht wird. So kann z. B. statt eines CO-Molekiils ein O,- oder HyO-Molekiil an
das Ham-Eisen binden und spéter in der Elektronendichtekarte die Dichte verfilschen.
Des weiteren kann nur dariiber spekuliert werden, ob die auf die Photolyse folgen-
den Konformationséinderungen in jedem Molekiil gleichartig erfolgen. Es ist auferdem
davon auszugehen, daf hochstwahrscheinlich keine vollstindige Photolyse erreicht wer-
den kann (zumindest bei MbCO (Srajer et al. 1996)), so dak ein gewisser Anteil der
Molekiile im Grundzustand verbleibt. Die zeitaufgeloste Beugungsmessung kann daher
lediglich die Mischung der iiber alle Einheitszellen gemittelten Zustinde erfassen.

2.3.3 Alternative Methoden zeitaufgeloster Rontgenbeugung

Es existieren auch alternative Methoden zur Durchfiihrung zeitaufgeloster Beugungs-
experimente. Die moglichen experimentellen Apparaturen kénnen anhand der Strah-
lungsquelle wie folgt charakterisiert werden:

1. Synchrotronspeicherring mit modulierter Zeitstruktur durch

e Chopper oder

e Kickermagnet

2. Synchrotronspeicherring in Verbindung mit hochzeitauflésenden Detektoren
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3. Intensive Rontgenquellen mit Einzelschubetrieb, wie

e FEL oder

e Plasmaquellen

Die hier aufgefiihrten Moglichkeiten sind i. f. beschrieben.

Synchrotronquellen mit modulierter Zeitstruktur durch Kickermagneten

Eine Modulation der Zeitstruktur der Synchrotronstrahlung laft sich aufter durch
einen Chopper auch durch eine kurzzeitige Verdnderung des Orbits im Speicherring
erzielen. Ein Kickermagnet dndert hierbei die Trajektorie des Ladungspakets vor
Eintritt in den Wiggler und somit den Raumwinkel, in welchen die Synchrotron-
strahlung emittiert wird, so daf nur im Falle dieser Ablenkung Strahlung durch die
Komponenten der Strahlfiihrung gelangt. Da die Ansteuerung eines Kickermagneten
auf elektromagentischem Wege innerhalb von Nanosekunden erfolgen kann, miifste es
moglich sein, im Bedarfsfall nur die Trajektorie fiir ein einziges Elektronenpaket zu
andern, so dafs das nachfolgende Paket keine Ablenkung erfahrt. Nach dem Austritt
des abgelenkten Ladungspakets aus dem Wiggler lenkt ein zweiter Kickermagnet
dieses wieder zuriick auf die urspriingliche Bahn.

Aus Platzgriinden kann es jedoch schwierig sein, derartige Kickermagneten in
bestehende Speicherringe nachtriglich zu integrieren. Es besteht bisher noch keine
derartige Apparatur fiir zeitaufgeloste Beugungsexperimente, doch das Prinzip
wird von Nikitenko et al. (1996) erfolgreich fiir zeitaufgeloste XANES-Messungen
verwendet, indem ein Kickermagnet die Strahllage und somit den Einfallswinkel
der Synchrotronstrahlung auf einen Monochromator dndert, was eine sehr schnelle
Manipulation der Wellenldnge erlaubt.

Synchrotronquellen in Verbindung mit zeitauflésenden Detektoren

In der Proteinkristallographie haben sich integrierende Detektoren wie Image-
Plate und CCD-Kamera fiir die Untersuchung statischer Strukturen etabliert,
fiir zeitaufgeloste Messungen sind sie jedoch nur sehr bedingt einsetzbar, da die
Auslesezeit, die erreichbare Zeitauflosung 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
quartidre Strukturdnderungen und Proteinfaltungen erfassen, doch der Nanosekun-
denbereich 14t sich mit diesen Detektoren nicht erschliefien.

Eine bessere Perspektive bieten dagegen photonenzihlende Detektoren. Interes-
sant fiir die Proteinkristallographie sind aufgrund der hohen ReflexdichtenY jedoch nur
2-D-Detektoren, denn das einzelne Ausmessen der Reflexe mit hochzeitauflosenden

TFiir Myoglobin z.B. 6000 Reflexe bei polychromatischer Belichtung auf einem Image-Plate
(®= 36 cm) in 20 cm Entfernung, entsprechend einem Raumwinkel von 4 % von 472.
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0-D Detektoren, wie z.B. Streak-Kameras (Zeitauflosung Aty =~ 2 ps (Murnane
et al. 1990)) oder 1-D Detektoren, wie z.B. Zeilentransfer-CCDs (At; = 20 us
(Clarke 1994)), ist allein schon wegen des Mefhaufwands nicht zu realisieren. Zur
Kategorie der photonenzihlenden 2D-Detektoren gehoren 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 definiert
die Auslesegeschwindigkeit, d.h. die globale Zdhlrate die Zeitauflosung. Vielverspre-
chend sind z. B. die gegenwiartigen Entwicklungen der beiden letzteren Detektortypen.
Ein MicroCAT-Detektor ist im Prinzip ein hochsegmentierter Gasdetektor, der sich
neuartiger Kathodenstrukturen zur Verstirkung der Primérladung bedient und in
Verbindung mit moderner Ausleseelektronik einen leistungsfihigen Detektor fiir
Anwendungen mit Synchrotronstrahlung darstellt (Menk & Sarvestani 1999). Er weist
hohe Ortsauflosung (=~ 300 pm), einen grofen Dynamikbereich (107-10%) und eine
hohe Zihlrate auf (lokal ~ 3 x 10¢ —L*_) (Sarvestani et al. 1998). Bisher ist jedoch
fiir den Prototyp nur eine aktive Fliche von 28 x 28 mm? realisiert worden, zu gering
fiir Proteinkristallographie doch eine 10 x 10 cm? Version wird angestrebt.

Der andere Detektortyp ist der Silizium-Pixeldetektor, der im Prinzip aus einer Matrix
von Photodioden besteht, wobei jede ihren eigenen Vorverstirker, Diskriminator und
Zahler hat. In der Entwicklung befindet sich ein sogenannter DPAD (Digital Pixel
Array Detector) mit einer aktiven Fliche von 15 x 15 cm? und 10° Pixeln mit einer
Pixelgrofe von 150 pm fiir hohe rdumliche Auflsung, die den Anforderungen der
Proteinkristallographie gerecht wird. Die lokale Zéhlrate eines kleineren Testdetektors
erreicht 10° —- und fiir die globale Rate des DPAD werden 10" 1° angesetzt
(Cork et al. 1999). Der Detektor verfiigt iiber einen Dynamikbereich von 10° und
erlaubt eine Energieauflosung von besser als 10 % .

Mit Pixel- und MicroCAT-Detektoren hinreichender Flache und Zihlratenkapazitit
wiirden sich nach der Anregung Reaktionsabldufe mit Bildraten messen lassen, die der
Frequenz der Synchrotronstrahlung entsprichen, hinreichende Intensiét vorausgesetzt.
Bei zu hohem Photonenfluft wiirde jedoch die globale Zahlratenkapazitit iiberschritten
werden, bei zu niedriger das Signal/Rausch-Verhiltnis leiden. Dieses konnte man
jedoch durch erneutes Anregen und wiederholte Messung der Bildfolge verbessern.
Ein langsamer Chopper wire dann notwendig, um mittels eines Zeitfensters die
Mefdauer auf den interessierenden Zeitbereich zu beschrinken, damit unndétige
Strahlenbelastung des Kristalls vermieden wird.

Rontgenquellen mit Einzelschufibetrieb

Rontgenquellen, die imstande sind intensive Rontgenpulse individuell zu erzeugen, sind
der am DESY geplante Free Electron Laser (i.f. FEL) und Laserplasmaquellen. Die
Verfiigharkeit einzelner Pulse setzt nur noch eine Synchronisation zum Anregungspuls
voraus, um zeitaufgeloste Beugungsexperimente durchzufiihren, was die Messungen
stark vereinfacht, denn die Notwendigkeit, Chopper einzusetzen und diese mit dem
Experiment zu synchronisieren entfillt. Im folgenden sind die Eigenschaften dieser
Quellen im Hinblick auf zeitaufgeloste Experimente erortert.
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FEL. Eine wahrscheinlich ideale Strahlungsquelle fiir zeitaufgeloste Rontgenbeugung
wird der FEL sein, hauptséchlich weil er imstande sein wird, hochbrilliante Ront-
genpulse von nur etwa 100 fs Dauer zu erzeugen und diese den Experimentier-
stationen individuell zu Verfiigung zu stellen (Schneider 1997). Ein FEL beruht
auf dem SASE-Prinzip (Self Amplified 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 fiithrt (Bonifacio et al. 1994). Die mittlere Brillianz des am
DESY geplanten TESLA-FELSs betriigt etwa 10%° Dhotonen und ist

s-mrad?-mm?2-0,1% Bandbreite
somit um einen Faktor 10% hoher als die eines ESRF-Undulators und um = 10?

mal hoher als an einem DORIS-Wiggler. Die Pulse des FEL werden mit ei-
ner Dauer von nur = 100 fs in Pulsziigen zu ~ 11300 Einzelpulsen innerhalb
1 ms erzeugt, wobei der FEL diese Pulsziige mit einer Frequenz von 5 Hz gene-
riert (Schneider 1997). Aufgrund der kurzen Pulsdauern scheinen zeitaufgeloste
Beugungsexperimente bis in den 100 fs-Bereich von der apparativen Seite her
moglich, jedoch miissen Untersuchungen zur Strahlenresistenz und Erwirmung
von Proteinkristallen bei solch hohen Photonenfliissen erst noch durchgefiihrt
werden. Erste Abschitzungen zeigen, daf bei derartigen Intensititen die Elek-
tronen von Makromolekiilen in weniger als 1 fs in ein Plasma angeregt wer-
den (Doniach et al. 1997). Eine Reduzierung der Intensitéit wird wahrscheinlich
Voraussetzung dafiir sein, iiberhaupt Beugungsaufnahmen an Proteinkristallen
durchfiihren zu kénnen, ohne diese zu zerstéren. Die verfiigbare Intensitiat wird
das Signal /Rausch-Verhéltnis wesentlich verbessern, und da der FEL die Photo-
nen mit einem Strahldurchmesser von nur etwa 50 pum aussendet ergibt sich die
Moéglichkeit, mit sehr kleinen Kristallen zu arbeiten, die dementsprechend optisch
diinn sind. Dies bringt erhebliche Vorteile in bezug auf eine gleichméssige, pho-
tolytische Anregung der Reaktion mit sich. Mit dem FEL wird die Chance auf
eine wesentliche Verbesserung der Datenqualitit fiir zeitaufgeloste Beugungs-
experimente bestehen, und er wird den Subpikosekundenbereich fiir derartige
Messungen ermoglichen.

Laserplasmaquellen. Eine weitere Rontgenquelle fiir die Emission einzelner Pulse
ist die Laserplasmaquelle. Sie erzeugt Rontgenpulse, wenn Laserpulse mit Lei-
stungen von 10'*-10' Watt auf ein Absorbermaterial treffen. Die Art des Erzeu-
gungsprozesses, derer es verschiedene gibt, hingt 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, abhéngig von der Art der Erzeugung. Die Laserplas-
mastrahlung eines Goldtargets liefert z. B. ein kontinuierliches Bremstrahlungs-
spektrum (10-500 keV) (Hauer & Kyrala 1997), das fiir Laue-Experimente von
Interesse sein konnte. Die Rontgenpulsdauern bewegen sich dann im Bereich von
200 ps, was fiir ns-zeitaufgeloste Experimente vollkommen hinreichend wiére.
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2.4 Myoglobin als Modellsystem

2.4.1 Physiologische Rolle

Myoglobin (Mb) gehort zur Gruppe der Hdm-Proteine, und seine Aufgabe besteht
in der Speicherung und dem Transport von Sauerstoff im Muskelgewebe. Bei Bean-
spruchung des Muskels sinkt der Sauerstoffgehalt im Gewebe, und Myoglobin fiihrt
Sauerstoff an den Muskel nach. Myoglobin ist eng verwandt mit den vier Untereinhei-
ten des Hamoglobins, das fiir den Sauerstofftransport im Blut verantwortlich ist. In
beiden Proteinen ist die gebundene Ham-Gruppe, die sich innerhalb des Proteins in
der sogenannten Ham-Tasche befindet, fiir die Sauerstoftbindung verantwortlich.
Neben O, kommen fiir das Him-Eisen Fe(II) die Molekiile CO, NO und H,S als Ligan-
den in Frage, die im freien Him die Bindung mit wesentlich hoherer Affinitéit eingehen
als Oy (im Fall von CO 30000-fach stérker (Springer et al. 1994)), was die Toxizitét
dieser Substanzen erkldrt. Ist das Hiam jedoch in Myoglobin eingebettet, so ist die
Affinitdt zu den anderen Liganden stark reduziert, so dafs das Verhéltnis der Bin-
dungsaffinitdten z. B. fiir CO zu Os nur noch einen Faktor 30 betrigt. Myoglobin ist
also imstande, zwischen seinen Him-Bindungspartnern zu differenzieren, was physio-
logische Relevanz hat, da CO im Organismus natiirlich vorhanden ist; es entsteht z. B.
beim Abbau des Hims im sogenannten Himkatabolismus (Voet & Voet 1992). Als
weitere Form des Myoglobins existiert das met-Myoglobin, bei dem das Him-Eisen als
Fe(IIT) vorliegt und koordinativ durch HyO abgeséttigt ist. Das in Kapitel 5 beschrie-
bene Testexperiment ist mit dieser Form des Myoglobins durchgefiihrt worden.

2.4.2 Statische Struktur und Reaktionskinetik

Myoglobin wird im wesentlichen von acht a-Helices (A—H) aufgebaut, von denen zwei
(E und F) den Grofsteil der hydrophoben Tasche formen, in der sich das Him befindet
(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 Stickstoffatom als Ligand fiir das
Eisen beisteuern. Von der proximalen Seite her (unterhalb der Porphyrinebene), bindet
das proximale Histidin (His93) als fiinfter Ligand, von der distalen Seite her (oberhalb
der Porphyrinebene) kann eines der oben genannten Molekiile, z. B. CO, als sechster
Ligand binden oder die Bindungsstelle ist frei (deoxy-Mb), wie nach dem Abbinden
des Liganden durch z. B. Photolyse,

Mbco M v co —s avt + co.

Nach der Zerstorung der kovalenten CO-Bindung zum Eisen entsteht nach wenigen
Pikosekunden ein intermedidrer Zwischenzustand hoher Population und Lebensdauer
(t > 500 ns), Mb*CO, bei dem sich das CO noch in der Ham-Tasche befindet,
bevor es aus dem Protein herausdiffundiert und dieses in den reinen deoxy-Zustand
(Mb* + CO) iibergeht (Olson & Phillips 1996). Von wissenschaftlichem Interesse
sind hierbei u.a. die Konformationsinderungen, die im Protein beim Ubergang von
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Abbildung 2.6: Strukturmodell des Myoglobins, die E- und F-Heliz sind rot dargestellt,
das Hdm dazwischen sowie ein Teil der Hauptkette gelb. Oberhalb und unterhalb des

Hdims sind distales und proximales Histidin zu erkennen (zu Verfigung gestellt von G.
Kachalova).
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MbCO — Mb*CO stattfinden und Aufschliisse iiber den Bindungsmechanismus
geben konnten. Der Prozelt Mb* CO — Mb* + CO ist ebenfalls interessant, denn in
den statischen Myoglobinstrukturen werden keine ausreichend grofsen Diffusionskanile
fiir das CO zum Verlassen des Proteins gefunden, weshalb vermutet wird, daf diese
sich nur wihrend des dynamischen Ubergangs der Konformation zwischen Anfangs-
und Endstruktur 6ffnen.

Ein Riickbinden des COs an das Eisen aus dem intermedidren Zustand Mb*CO wird
spektroskopisch zu einem Prozentsatz von nur 2 % beobachtet (Lim et al. 1995), der
Rest diffundiert innerhalb von ~ 1 ms aus der Hidm-Tasche heraus. Eine Neubeset-
zung der Bindungsstelle erfolgt dann erst, nachdem ein neues CO auf bisher noch
unbekanntem Wege aus der Losung durch das Protein in die Hdm-Tasche gelangt
ist. Sauerstoff bindet hingegen in ungefdhr 2 ps nach der Photolyse zu 80 % an das
Eisen zuriick (Olson & Phillips 1996), weswegen der intermedidre Zustand Mb*Oq mit
ns-zeitaufgelosten Beugungsmessungen nicht zuginglich ist. Dies ist einer der Griinde,
weswegen sich die zeitaufgelosten Rontgenstrukturuntersuchungen auf MbCO statt
auf das physiologisch relevantere MbOy konzentrieren.

2.4.3 FErwartete Strukturianderungen

Fiir die Strukturdnderungen nach der Ligandenabspaltung werden im wesentlichen
drei Aspekte in der Literatur diskutiert:

1. Wo ist das CO lokalisiert ?
2. Wie verdandert sich das Him und
3. welche Anderungen in der tertifiren 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 Rigiditat des Proteins nicht aus der Him-Tasche herausdiffundieren und
die Riickbindung ist auf den Sekundenbereich verlangsamt, so daf durch kontinuierli-
che Beleuchtung des Kristalls eine hohe Besetzung des Abspaltungszustandes erreicht
wird. Als wichtigstes Resultat dieser Messungen zeigte sich, dak das abgespaltene
CO eine Position fast parallel zur Ham-Ebene in der distalen Tasche einnimmt
(docking-site), die etwa 3 A vom Eisenatom entfernt ist.

Das potentielle Verhalten des Hims und die Endzustinde zu erwartender Konformati-
onsidnderungen der tertiiren Struktur nach der Photolyse sind i.f. kurz anhand eines
Vergleichs der von Kachalova et al. (1999) bei Zimmertemperatur gemessenen, hoch-
aufgelosten (1,12 A) statischen Strukturen des ligandenfreien deoxy-Myoglobins und
des MbCOs aufgezeigt. Es wurden die folgenden wesentlichen strukturellen Unter-
schiede festgestellt, die d&hnlich auch bei zeitaufgelosten Messungen zu erwarten wiren

(s. Abb. 2.7):
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CIMbCO
W deoxyMb

Abbildung 2.7: Schematische Darstellung der durch die E- und F-Helixz gebildeten hy-
drophoben Tasche, in die das Him eingebettet ist. Fs sind die 4 Pyrrolringe des plana-
ren Porphyrinrings zu erkennen, in deren Zentrum das Fisen 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 gegeniiber der Him-Ebene um 2°,
2. eine Kontraktion des durch die vier Pyrrolringe aufgespannten Quadrates,

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

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

5. eine gemeinsame starre Rotation (6 = 0, 9°) und Translation (0,12 A) der E- und
F-Helices und

6. in einer anderen Projektion eine Art Scherenbewegung zwischen der E-Helix
(eg = —0,9°) und der F-Helix zusammen mit dem Him (ep = 0,9°) um einen
Angelpunkt in der Ecke zwischen E- und F-Helix.
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Wie zu erkennen ist, sind die beteiligten Amplituden gering, was die Notwendigkeit
hoher Bragg-Auflosung zur Identifikation dieser Anderungen unterstreicht.

Bei dem bisher einzigen hochzeitaufgelosten Beugungsexperiment an MbCO wurden
Beugungsbilder mit einem Zeitabstand von 4 ns zur Anregung bis hin zu Abstdnden
im Millisekundenbereich aufgenommen (Srajer et al. 1996). In der 4 ns-Differenzdichte
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
Néhe der Andockstelle, die bei den Tieftemperaturexperimenten identifiziert wurde.
Eine Bewegung des Eisens wird ebenso nachgewiesen. Es werden auch schwache
Differenzdichten in der Nidhe der E- und F-Helices gefunden, die sich aber sehr
nahe am Rauschen bewegen und deren Signifikanz nur dadurch begriindet wird,
dak sie den Erwartungen entsprechen (Ursby 1998). Daher sind weitere Messungen
mit besserem Signal/Rausch-Verhéltnis fiir hohere Auflosung notwendig, um fun-
diertere Aussagen iiber die betreffenden Konformationsinderungen machen zu kénnen.

2.4.4 Eignung des Myoglobins fiir hochzeitaufgeloste Beu-
gungsmessungen

Neben der hohen Population des relativ langlebigen intermediiren Zustandes Mb*CO
ist die hohe Reversibilitdt des Bindungsprozesses in Myoglobin als Voraussetzung fiir
stroboskopische Beugungsexperimente ein weiteres Argument fiir die Eignung von
Myoglobin als Modellsystem. Die Verfiigharkeit von Kristallen geringer Mosaizitit
fiir das Laue-Verfahren ist ebenfalls eine Anforderung, der Myoglobin geniigt. Es
existieren atomar aufgeloste Strukturdaten der statischen Strukturen von MbCO und
deoxy-Mb, deren Phasen zur Fouriersynthese der zeitaufgelosten Daten notwendig sind
und deren Kenntnis fiir die Interpretation der erwarteten kleinen Strukturéinderungen
vorteilhaft ist. Die spektroskopischen Untersuchungen der Ligandenabspaltung (Olson
& Phillips 1996, Lim et al. 1997) erleichtern die Wahl von At,, die Selektion der
Anregungsbedingungen und helfen ebenfalls bei der Interpretation der Daten.



Kapitel 3

Entwicklung eines Spiegelchoppers fur
Synchrotronstrahlung

Die Anforderungen an einen Synchrotronchopper hingen vom jeweiligen Anwendungs-
fall und den entsprechenden Randbedingungen, wie z. B. Pulsabstand des Speicher-
rings, ab. Das folgende Unterkapitel vermittelt einen Uberblick iiber 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 Erlduterung des
Funktionsprinzips und die experimentelle Uberpriifung der Leistungsfihigkeit. Das
Unterkapitel 3.6 beschreibt die Synchronisation zwischen Chopper, Laser und Ring-
frequenz sowie deren Uberpriifung.

3.1 Uberblick iiber Chopperkonstruktionen

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

1. Die Abschwichung der mittleren Leistung eines Synchrotronstrahls.
2. Die Modulation der Zeitstruktur von Synchrotronstrahlung,

(a) um den Zeitbereich von Lebensdauermessungen auszudehnen, oder

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

3. Die schnelle Anderung 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



3.1 Uberblick iiber Chopperkonstruktionen 24

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 zeitaufgelosten Beugungsexperimente mit Scheibenchoppern durch-
gefiihrt 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
giangigen Chopper mit Rotationsachse parallel zum eintreffenden Strahl, indem er die
Achse senkrecht wihlte und einen Kanal durch den Rotor bohrte (Fermi et al. 1947).
Die Vorteile gegeniiber Choppern mit paralleler Rotationsachse liegen darin,

e dafs sich bei Verschlufs des Choppers bei gleichem Trigheitsmoment wesentlich
mehr Material im Strahl befindet,

e daf das Offnungsprofil symmetrisch um die Strahlachse ist und

e dals der Chopper bei gleicher Winkelgeschwindigkeit und Apertur doppelt so
schnell schliefst*.

Die meisten Folgeentwicklungen in der Neutronenphysik basierten aufgrund dieser Vor-
teile auf der Fermi-Konstruktion. Die Modifikationen reichen von Mehrfachanordnun-
gen von Choppern iiber Geréte mit speziell konstruierten Kanélen (Brugger 1965) bis
hin zu Choppern mit Magnetlagerung fiir hohe Laufruhe und phasengekoppelten Be-
trieb zum Beschleunigerring (Nutter et al. 1985, Donley 1985, Ostrowski et al. 1985).
Von den Erfahrungen, die mit Magnetlagerungen fiir hohe Laufruhe gemacht wurden,
konnten spéter auch Entwicklungen von Synchrotronchoppern profitieren.

*Der gleiche Effekt ist mit zwei gegenldufigen, synchronisierten Scheibenchoppern erreichbar, wenn
der Schlitz der einen Scheibe sich von unten, der andere von oben der Strahlachse niahert (Mills 1989).
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Abbildung 3.1: Scheibenchopper mit Rotationsachse parallel (links) und senkrecht
(rechts) zur Strahlachse (Fermi-Konstruktion). xp bezeichnet die Breite des Schlitzes
bzw. die Héhe 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 hauptsichlich
zur Abschwichung der mittleren Leistung des Synchrotronstrahls, um Strah-
lenschiiden oder Uberhitzung an empfindlichen Strahlkomponenten zu vermeiden,
ohne dabei die Spektralverteilung zu beeinflussen, wie das bei Transmissionsfiltern
der Fall gewesen wire.

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 beschrinkt 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 Langzeitstabilitat 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 ps auszudehnen. Hierbei kann das Offnungszeitfenster bei einer Apertur
von 230 pm 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 diinn, da sie an SUPERLUMI nur fiir monochromatische Messungen im VUV
bendtigt wird, so daf der Chopper sich nicht fiir Rontgenmessungen eignet.

CHESS-Chopper

Der erste Synchrotronchopper, der mit der Absicht entwickelt wurde, einzelne Pulse
aus dem Synchrotronstrahl zu extrahieren, um zeitaufgeloste 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 betridgt die Periode zwischen den Synchrotronpulsen
2,56 ps, so dak 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 Uberwachung der relativen Phasen durch vier spezielle Elektronikmodule
realisiert (Bourgeois et al. 1996). Dieser Chopper wurde am ESRF erfolgreich fiir das
zeitaufgeloste kristallographische Experiment an CO-Myoglobin eingesetzt (Srajer
et al. 1996).

ESRF-Chopper

Fiir das ESRF ist an der KFA Jiilich zeitgleich mit der in dieser Arbeit beschriebe-
nen Entwicklung ein weiterer Chopper fiir zeitaufgeloste 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, dals der Chopper phasensynchron zu einer Subharmonischen der Ringfrequenz bei
896,64 Hz rotieren kann, und mit dieser Frequenz stroboskopische Messungen durch-
gefiihrt werden konnen. Hierbei hélt der Chopper die Phasenschwankung auf +10, 5 ns
konstant. Die Blitzlampenfrequenz des Lasers wird ebenfalls direkt von der Ringfre-
quenz abgeleitet, so dak das gesamte System phasensynchron lduft und eine Elektronik
zur Feststellung der Phaseniibereinstimmung entfillt. Der Rotor besteht zwecks Re-
duktion des Tragheitmomentes 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 Offnungsfenster von 1,47 ps (Wulff et al. 1997) und erméglicht somit am
Strahl ID09 des ESRF zusammen mit einem Femtosekunden-Lasersystem prinzipiell
zeitaufgeloste Experimente bis hin zum Pikosekundenbereich. Perman et al. (1998)
fiihrten mit dieser Apparatur erfolgreiche Experimente mit ns-Zeitauflosung 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 fiir Lebensdauermessungen auszudehnen (Kizler et al. 1992). Ist die
Bragg-Bedingung fiir die einfallende, monochromatische Strahlung fiir eine Kristall-
ebene erfiillt, so kommt es unter dem korrespondierenden Bragg-Winkel zu einem
Beugungsmaximum. Da die Apertur durch die extrem schmale ,Rocking-Kurve”
(= 6”) des Si-Kristalls definiert 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 fiir
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 LiNbOj3-Kristall, in dem piezoelektrisch
akustische Oberflichenwellen von 15 A Amplitude erzeugt wurden. Die periodische
Oberflichenmodulation wirkt wie ein dynamisches Gitter auf die eintreffende,
monochromatische Synchrotronstrahlung und erzeugt um den Hauptreflex weitere
Beugungsordnungen, die zeitlich mit der Amplitude der Oberflichenwellen korreliert
sind. Dieser elektroakustische Chopper bietet den Vorteil, phasensynchron mit der
Ringfrequenz des Speicherrings vom Hz — MHz-Bereich betrieben werden zu konnen,
leidet jedoch unter hohem Untergrund und einer Signalhohe der Nebenreflexe von nur
10 % des Hauptreflexes (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 Grofsenordnungen schlug
Csonka (1988) einen rotierenden Spiegel innerhalb einer statischen Spiegelanordnung
vor. Eine dhnliche Anordnung sollte auch zur Verbesserung der transversalen Kohé-
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 fakt 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. T steht fiir Lebensdauermessungen,

ZB fiir zeitaufgeloste Beugungsexperimente, || und L fir 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 Durchfiihrung hochzeitaufgeloster
Beugungsmessungen zu schaffen.

Der Wiggler (W) (s.Abb. 3.2) der BW6 generiert die Synchrotronstrahlung, die
ein Planspiegel (PS) durch ein Blendensystem (K0) auf einen Toroidspiegel (TS)
reflektiert. Dieser fokussiert die weife 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
Wellenldngenbereich erstreckt sich von 0,55-2.0 A. 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 Strahlverschluft (LSV) regulieren die Repetitionsrate der extrahierten
Pulse. Hinter den Kollimatorblenden K2 und K3 befindet sich jeweils eine Ionisations-
kammer (I1 und I2), die zur Messung des Strahlstroms dienen. Ein Szintillationszéhler
(SZ) detektiert extrahierte Synchrotronpulse und eine Avalanche-Photodiode (APD)
den Anregungspuls des Lasers. Die Beugungsreflexe 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 Strahlverschlufs, 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 Leistungsfiahigkeit des Choppers und zur Uberwachung der Zeitdifferenz zwischen
Laser- und Synchrotronpuls eingesetzt werden. Das Lasersystem wird gesondert in
Kapitel 4.1 beschrieben.

Langsamer Strahlverschluff

Der langsame Strahlverschluft (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 {iber TTL-Pegel angesteuert und hat eine Reaktionszeit bis zur vollen
Offnung von ~ 30 ms.
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Abbildung 3.2: Ezperimenteller Aufbau an der BW6 (Beschreibung s. Text).
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Abbildung 3.3: Seitliche Ansicht des Spiegelchoppers. Hinter der Stellmechanik fir den
Vorchopper befindet 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 Offnung,
deren Grofe iiber Blenden horizontal und vertikal einstellbar ist. Um 180° versetzt und
45 mm vom Mittelpunkt entfernt befindet sich eine weitere Offnung (=2mm), die
mit einer 3 mm dicken Aluminiumblende verschlossen ist. Diese Offnung wird bei
der Justierung des Choppersystems unter Weiftstrahlbedingungen benotigt, um den
Strahl abzuschwichen, da ansonsten der Spiegel beschidigt und der zum Justieren
verwendete Fluoreszenzschirm aufgrund der Hitzlast sofort zerstort wird. Die von der
Scheibe aufgenommene Wiarme wird iiber eine Schleifkiihlung in Form einer breiten
Kupferlitze an einen Kiihlblock abgefiihrt. Zur genauen Justierung der Blende ist der
Scheibenchopper iiber einen Schrittmotor vertikal verstellbar, wobei seine Position
iiber einen Linearencoder auf 5 pm genau gemessen wird.
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Spiegel

Der Spiegel wurde aus Zerodur als Quader gefertigt (10 x 2,5 x 1,5 ¢m3) und
ist beidseitig mit einer Goldschicht bedampft (Firma Moller/Optische Werke).
Die Oberflichenrauhigkeit wurde mit < 9 A angegeben. Entlang des Quaders ist
auf beiden Seiten eine Nut eingefrist, damit der Spiegel auf eine Schwungscheibe
geklemmt werden kann, die direkt auf der Motorachse sitzt. Zerodur wurde aufgrund
seiner Materialeigenschaften wie geringem Ausdehnungskoeffizienten, Hérte und guter
Bearbeitungsmoglichkeiten als Substrat benutzt. Fiir die Auswahl der Beschich-
tung war es entscheidend, dafl diese das Wellenldngenband der weifen Strahlung
(0,55 A < XA < 2,0 A) ohne groke Verluste reflektiert und nicht zu viele Absorptions-
kanten in diesem Spektralbereich aufweist. Die Reflektivitit geeigneter Materialien
in Abhéngigkeit von der Wellenldnge bei einem Anstellwinkel von 1,5 mrad zeigt
Abb. 3.4 (links). Rhodium ist mit hoher Reflektivitdt 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
verlangert hétte. Die Materialien Nickel und Platin zeigen zwar teilweise hohere
Reflektivitdat als Gold, doch wiirde ihre Verwendung zusitzliche Absorptionskanten
in die Spektralverteilung einfiigen, die wegen der Goldbeschichtung von Toroid-
und Planspiegel ohnehin schon die charakteristischen Absorptionskanten von Gold
bei 0,86,0,9 und 1,04 A aufweist. Deswegen wurde unter geringer Einbufe an
Reflektivitdt Gold als Beschichtung gewéhlt.

Im folgenden soll die Rontgenreflektvitit des Goldspiegels in Abédngigkeit vom An-
stellwinkel bestimmt werden. Sie ist i. a. durch Totalreflexion eines Materials auf einen
Winkelbereich unterhalb des sogenannten kritischen Winkels ©¢ beschrinkt, der ge-
geben ist durch (Helliwell 1992a),

2 2
o = (62%> A~ V2, (3.1)
mec2
wobei N, die Anzahl der freien Elektronen und 0 der Realteil des Brechungsindexes
ist. Der kritische Winkel liegt fiir Materialien mit hoher Ordnungszahl bei wenigen
Millirad. Er ist umso kleiner je kiirzer die Wellenldnge, weswegen es zur Berechnung
der minimalen Reflektivitdt von Gold ausreicht, die kleinste Wellenldnge im weifsen
Spektrum von 0,55 A zu betrachten. Mit 6(0,55A) = 6,3 x 107 (Henke et al. 1993)
berechnet sich ein kritischer Winkel fiir Gold von 6 = 3,6 mrad. In Abb. 3.4 (rechts)
ist der Verlauf der Reflektivitit in einem Winkelbereich von 0-9 mrad bei A = 0,55 A
aufgetragen. Es ist zu erkennen, dak die Reflektivitét fiir alle Winkel kleiner 1,5 mrad
groker als 94% ist, so dak der gewihlte Anstellwinkel von 1,5 mrad eine hohe
Reflektivitit garantiert. In Kapitel 3.4.1 wird gezeigt, daf das Offnungsprofil des
Choppers eine Breite von 0,214 mrad hat, also der Spiegel bei Reflexion in seinem
Anstellwinkel um +0, 107 mrad variieren kann. Dies hat lediglich eine Variation in
der Reflektivitiit von 1,1 % bei A = 0,55 A zur Folge, fiir lingere Wellenlingen nimmt
dieser Wert weiter ab, so dafs die Spektralverteilung der transmittierten Intensitéit
nicht mafgeblich durch die zuléssige Variation im Anstellwinkel beeintrichtigt wird.
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Abbildung 3.4: Links: Berechnete Reflektivitit fiir verschiedene Materialien in Abhdng-
igkeit von der Energie bei einem Anstellwinkel von 1,5 mrad und (rechts) in Abhding-
igkeit vom Anstellwinkel bei einer Energie von 22,5 keV (0,55 /i). Bei der Berechnung
mittels des Programms von Henke et al. (1993) wurde eine Oberflichenrauhigkeit des
Substrates (Zerodur) von 9 A verwendet.

Diese Verteilung muf bei der Auswertung der Laue-Beugungsbilder beriicksichtigt
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 Molekiile ionisiert, die
dann als Radikale die Beschichtung angreifen und zu einer Kohlenstoffbeschichtung
fiihren. Auferdem verhindert das Vakuum storende Luftreibung bei der Rotation
des Spiegels. Die vertikale Position des Spiegels lafst sich mittels eines Schrittmotors
verfahren, und seine Position wird {iber einen Linearencoder auf 5 pm genau bestimmt.

Antrieb

Scheibe und Spiegel werden durch dieselbe Motor-Verstiarker-Kombination an-
getrieben. Die Motoren sind vakuumtaugliche, dreiphasige, biirstenlose 54 W
DC-Mikromotoren (Faulhaber 3556K179B), die sich durch eine hohe Linearitit
in der Drehzahl-Spannungskennlinie und eine kleine mechanische Zeitkonstante
auszeichnen, woraus ein schnelles Ansprechverhalten auf die Regelung resultiert;
ihre Maximaldrehzahl liegt bei 14000 % Ein Vierquadrantenverstirker (Faulhaber
BLD5606CC4P) setzt die von der Regelkarte gelieferte Regelspannung in einen
pulsweitenmodulierten Dreiphasenstrom um, der den Motor antreibt. Beide Motoren
sind zur Positionsriickmeldung 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 fiir Triggerzwecke bendotigt
wird. Die Motoren sind zur Abfuhr der Wérme mit Vakuumleitpaste (Leybold) bestri-
chen und mit Kupferlitze umwickelt, die an einen Kiihlblock fiihrt. Die Temperatur
beider Motoren wird mittels Pt100-Fiihlern iiberwacht.

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

Regelkarte

Die Regelung der Motoren iibernimmt 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
unabhéngig voneinander oder phasensynchronisiert zu einer anderen Achse oder einer
externen Frequenz betrieben werden kénnen. Zwei der Achsen besitzen einen Position
Event Generator (PEG), der es erlaubt, bei bestimmten Phasenwinkeln der Rotation,
abhéngig von der Auflésung des Drehgebers, Pulse zu erzeugen, deren Dauer in Inkre-
menten von 62,5 ns einstellbar ist. Es existieren aufserdem weitere I/O-Moglichkeiten.
Jede Achse hat ihren eigenen Servo-Prozessor, der die Positionsriickmeldung des
Inkrementalgebers in einem digitalen Filter zweiter Ordnung, mit Beschleunigungs-
und Geschwindigkeitsvorschub fiir verbesserten Folgebetrieb, verarbeitet. Die Einstel-
lung des Filters erfolgt fiir jedes Motorsystem gesondert und wird iiber ein spezielles
Programm vorgenommen, in welchem insgesamt neun Parameter anzupassen sind.
Die Einstellprozedur kann abhingig von den Anforderungen an das Ergebnis, wie
z. B. sehr hoher Stabilitit 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 lduft 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 Vorverstéirker eingesetzt. Die
Anstiegszeit betrdgt 350 ps und ist somit hinreichend zum prézisen Nachweis der
Nanosekunden-Laserpulse. Die hohe Empfindlichkeit des Moduls erlaubt es, die APD
in grofem Abstand vom Probenort zu positionieren (=~ 50 cm), der durch andere
Geriéte raumlich 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
Szintillationszdhler, Ansicht auf die probenzugewandte Seite.

Scientific CFTD 6915) diskriminiert den vom Vorverstérker kommenden Puls und
generiert einen Logik-Puls fiir 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 Mafen 25 x 35 x 80 mm?® und aus einem Sekundirelektronenverfielfacher (Valvo
XP2011/03),1.f. SEV, konstruiert worden (s. Abb. 3.5 rechts). Der Szintillationskristall
ist bis auf eine Stirnfliche mit 5 pum dicker Aluminiumfolie umwickelt. Diese Fléche
ist iiber ein Kontaktmittel mit dem Eintrittsfenster des SEV verbunden, der in einem
Stahltubus sitzt. Aufserhalb des Tubus sind die Seitenflichen des Kristalls mit 1,5 mm
dickem Blei vor strahlaufwérts entstehender, harter Rontgenstrahlung abgeschirmt, die
andere Stirnflache zeigt zur Probe. Die diinne Aluminiumfolie wird durch eine 50 pm
dicke Captonfolie vor Beschidigung geschiitzt. 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 grofen Abmessungen des Szintil-
latorkristalls eine Anstiegszeit von ~ 4 ns haben. Ein CFTD diskriminiert auch hier
das Signal und erzeugt ebenfalls einen Logik-Puls fiir den TAC.



3.4 Funktionsprinzip und Leistungsfahigkeit 36

TAC und ADC

Der TAC (Canberra TAC2145) besitzt 15 Mefbereiche, die es erlauben, Messungen
von 5 ns — 1 ms durchzufiihren. Fiir den bei diesem Experiment hauptsichlich ver-
wendeten Bereich von 5-200 ns betrigt die Auflésung 25 ps. Der Wert des gemessenen
Zeitintervalls ist proportional zur Amplitude eines 1,5 us langen Rechteckpulses (max.
10 V). Des weiteren stellt der TAC einen Logikpuls (CONV) zu Verfiigung, 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). Uber 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 Auflosung 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 Beugungsreflexe 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 Reflexintensititen, die nach der Aufnahme mit-
tels eines Lasers ausgelesen wird. Der Detektor hat einen dynamischen Bereich von 16
bit und eine Ortsauflésung von 150 pum, und ist daher fiir die Proteinkristallographie
sehr geeignet.

3.4 Funktionsprinzip und Leistungsfihigkeit

Das Funktionsprinzip des Spiegelchoppers zur Erzeugung von Offnungszeitfenstern
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 befindlichen Blende (K3). Unter einem Anstellwin-
kel von g = 1,5 mrad schneidet der Goldspiegel aus dem Synchrotronstrahl einen
Teil von 150 pm Hohe heraus und reflektiert diesen unter Totalreflexion 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 beriicksichtigen und die geringere Divergenz in vertikaler Richtung
auszunutzen. Die vertikale Apertur k3 der Blende hingt von der Eindringtiefe der La-
serstrahlung im Kristall und dem zu erreichenden Zeitfenster des Choppers ab, die
horizontale Apertur ist der Kristalldimension angepakt. Die Linge des Offnungszeit-
fenster Atg wird neben der Rotationsfrequenz fg durch die Breite des Offnungsprofils
der Blenden-Spiegel-Kombination bei Rotation des Spiegels durch den entsprechenden
Akzeptanzwinkel Ay bestimmt,

Agp
27T fS '

Atg = (3.2)
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RM

Strahlachse

Abbildung 3.6: Strahlengang am Chopperspiegel. Die Rotation erfolgt entgegen des
Uhrzeigersinns, ¢_ und @ bezeichnen die Grenzwinkel des Rotationsbereichs Ay, fiir
den Strahlen mit einem Winkel o € [a—, ay] zur optischen Achse durch den Kollimator
K3 treten. Die zu ¢p_ und ¢, korrespondierenden Strahlenginge sind mit durchgezo-
gener bzw. gestrichelter, grauer Linie gezeichnet.

3.4.1 Berechnung des Offnungsprofils

Der Akzeptanzwinkel Ay der Spiegelrotation ist eine Funktion des Abstandes R zwi-
schen Blende und Spiegel, der Blendenhohe k3, der Spiegelldnge 2 [, dem Ablenkwinkel
¢o zwischen Strahlachse und Blendenmitte bzw. dem optimalen Anstellwinkel des Spie-
gels g = % und der Breite der Winkelverteilung der Strahlung A« (s. Abb. 3.6), die
von der intrinsischen Strahldivergenz und der Fokussierung durch den Toroidspie-
gel abhingt. In Anhang A wird {iber die geometrischen Beziehungen dieser Grofsen
folgende Beziehung fiir Ay hergeleitet,

R—1 R+l 2R (ks + lgy)
2R—1 ~ 2R+1 ~  (2R+D@2R-1)°

Ap (3.3)

Die Winkel o und «a beriicksichtigen 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 o 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 fiir Synchrotronstrahlung SHADOW (Welnak et al. 1994) berechnet worden.
In Abb. 3.7 ist zu erkennen, daf die Verteilung asymmetrisch um die Strahlachse liegt,
was aus den Abbildungseigenschaften des Toroidspiegels resultiert. Die Werte fiir die
beiden Winkel sind oy = 0,197 und o~ = —0,045 mrad. Der Akzeptanzbereich Ay
berechnet sich dann mit 2/ = 10,0 cm, ¢y = 3,0 mrad, R = 1,33 m und k3 = 80 pum
zu Ayp = 0,206 £0,005 mrad. Aus Gl. 3.2 ikt sich dann die notwendige Rotationsfre-
quenz ermitteln, mit welcher der Spiegel rotieren mufs, um ein Zeitfenster zu erzeugen,
das kleiner ist als der Abstand der Synchrotronpulse im Einzelpulsbetrieb des
Speicherrings, Atg < t,5x = 964 ns bzw. im Doppelpulsbetrieb, Atg < t,5x = 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
Grofenordnung geringer als die notwendige Geschwindigkeit von Scheibenchoppern
an anderen Synchrotronspeicherringen.
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Abbildung 3.8: Offnungsprofil des Spiegelchoppers bei Blendendffnungen von 80 (+),
140 (o) und 200 pm (x ). Die Unsicherheit in der Intensititsmessung liegt unter 2 %,
die im Anstellwinkel bei =~ + 0,01 mrad.

3.4.2 Experimentelle Bestimmung des Offnungsprofils

Zur Uberpriifung der Giiltigkeit von Formel 3.3 wird der Spiegel mittels des Drehkrei-
ses um den Anstellwinkel ¢, rotiert und das entstehende Intensitétsprofil hinter der
Blende K3 mit Hilfe der Ionisationskammer 12 gemessen. Die Scheibe des Vorchoppers
ist dabei so positioniert, daf die Oberkante ihrer Blende mit der Vorderkante des Spie-
gels abschliefst, um das Spiegelsubstrat vor dem direkten weiffen Strahl zu schiitzen.
Aufserdem wurde die sich strahlaufwérts befindliche Blende KO von 0,9 mm auf 0,2 mm
geschlossen, um die auf den Spiegel einfallende Intensitdt beim Abfahren des Profils
zu reduzieren, da sich ansonsten der Strahl in den Spiegel einbrennt.

In Abb. 3.8 ist das gemessene Intensitétsprofil fiir Aperturen der Kollimatorblende K3
von 80, 140 und 200 pm 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 Ubereinstimmung 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, [, o
und a . Wie anhand der Formel 3.3 fiir Ay erwartet, ist der Einflufs der Blendengrofse
gering, der Wert von Ag wird vielmehr durch o und «,, d.h. durch die Divergenz
A« dominiert. Er verandert sich bei einer Vergroferung der Blende K3 um 150 % von
80 auf 200 pm lediglich um 15 %, so dak die Hohe der Blende sich nach dem photoly-
sierten Kristallvolumen richten kann, ohne das Zeitfenster mafsgeblich zu beeinflussen.
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Abbildung 3.9: Links: Offnungsprofil bei unterer (o) und oberer Scheibenposition (x ).
Rechts: Offnungsprofil bei einer Apertur von 0,2 (x) und 0,4 mm () der Blende KO0.

Unterhalb des Intensitdtwertes von 0,1, etwa der 1 %-Breite entsprechend, ist deut-
lich eine Schulter im Offnungsprofil erkennbar. Sie kénnte durch die Abbildungseigen-
schaften des Toroids oder einen Reflex der Strahlung bei streifendem Einfall an der
Oberfliche einer Blende entstehen. Die Schulter verschwindet, wenn die Scheibenblen-
de so weit hochgefahren wird, dal ihre Unterkante mit der des Spiegels abschlieft.
Dies demonstriert Abb. 3.9 (links), die das gemessene Intensitétsprofil fiir die untere
(e) und die obere (x) Scheibenpositionen zeigt. Bei zeitaufgelosten Messungen wird
die Scheibe in die obere Position gefahren, da der Spiegel wegen des rotierenden Schei-
benchoppers dann den weifen Strahl so gut wie iiberhaupt nicht mehr ausgesetzt ist.
Wiéhrend eines Beugungsexperiments wird sobald der Spiegel rotiert, die vertikale
Blende KO auf einen Wert von 0,9 mm geoffnet, um die Intensitiat um ca. einen Faktor
10 zu erhohen; sie weiter zu 6ffnen resultiert in einer Reduzierung der Intensitét, ver-
mutlich weil dann die Hitzlast auf den Toroidspiegel zu Verformungen und veridnderten
Abbildungseigenschaften fiihrt. Es ist untersucht worden, ob das Offnen der Blende zu
einer relevanten Verbreiterung des Intensitédtsprofils aufgrund einer méglichen Verén-
derung in der Divergenz fiihrt. Hierzu wurde das Intensitétsprofil bei einer Blende von
0,2 und 0,4 mm aufgenommen, eine Uberpriifung bei 0,9 mm wurde wegen der hohen
Intensitdt nicht riskiert. In Abb. 3.9 (rechts) sind die auf 1 normierten Meftkurven

| Blende K3 [pm] 80 140 200  Fehler |

AQegp [mrad] 0,214 0,223 0,247 + 0,007
Agin mrad] 0,206 0,229 0252 =+ 0,005

Tabelle 3.2: Experimentell und theoretisch bestimmte 5%-Breiten des Intensitdtsprofils
der Choppertransmission in Abhdngigkeit von der Blendendffnung.
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Abbildung 3.10: Zeitfenster Atg des Spiegelchoppers in Abhdngigkeit von der Rotati-
onsperiode tg, direkt gemessene (o) und berechnete Werte (X ).

dargestellt. Sie sind so gut wie identisch, lediglich auf der 2%-Hohe ist die Kurve mit
einer Blende von 0,2 mm (x) etwas breiter als die mit Blende 0,4 mm (e). Daraus
158t sich schliefen, da das Offnen der Blende KO keinen relevanten Einfluf auf die
Divergenz und somit das Zeitfenster nimmt.

3.4.3 Experimentelle Bestimmung des Offungszeitfensters

Mit Hilfe des gemessenen Offnungsprofils Ay 1ift sich nach Gl. 3.2 das zu erwartende
Offnungszeitfenster fiir unterschiedliche Frequenzen berechnen. Die Werte sind in Abb.
3.10 fiir 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 Reflexionsposition erzeugt der Inkremental-
geber der Spiegelachse einen Logikpuls, der ein Oszilloskop triggert. Der Szintillations-
zihler detektiert dann die nachfolgend durch die Blende tretenden Synchrotronpulse
und sie werden iiber viele Rotationszyklen auf dem Oszilloskop aufintegriert. Abhédngig
von der momentanen Phasendifferenz zwischen Rotations- und Synchrotronfrequenz
nach jeder Umdrehung variiert der Zeitabstand zwischen Trigger und Eintreffen des
Synchrotronpulses, so dafs eine Verteilung der transmittierten Intensititen ensteht, die
dem Offnungszeitfenster des Spiegelchoppers entspricht. Diese Verteilung zeigt Abb.
3.13 (links) bei fg = 105 Hz und fiir eine Aufintegration von ca. 4000 einzelnen Syn-
chrotronpulsen. Analoge Verteilungen fiir andere Rotationsfrequenzen sind ebenfalls
aufgenommen und die 5%-Breiten bestimmt worden. Die Ergebnisse sind neben den



3.4 Funktionsprinzip und Leistungsfahigkeit 42

Abbildung 3.11: Finzelschuflaufnahmen 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) = mz + b angepalst, 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
angepakte Gerade der gemessenen Kurve schneidet hingegen die Y-Achse bei -83,2 ns.
Des weiteren ist ihre Steigung um 32 % grofer als die der berechneten Kurve. Die Ab-
weichung kann nicht durch die direkten Meffehler erkldrt werden, die beim Ausmes-
sen der Breiten am Oszilloskopbild entstehen. Es konnte jedoch sein, daf die Messung
durch den Szintillationsdetektor die hohen Intensitdten nicht korrekt erfalt hat, und so
die Messung der 5%-Breite bei einem zu niedrigen Intensititswert und daher groferer
Profilbreite durchgefiihrt wird. Es wurde iiberpriift, ob der Szintillationszahler in die
Sattigung geht, was die Unterdriickung hoher Mefswerte erkldren konnte, doch dieser
Verdacht bestitigte sich nicht. Eine Uberpriifung des Ansprechverhaltens des Szintil-
lationsdetektors in bezug auf seine Linearitéit erfolgte jedoch nicht. Aufgrund dieses
Ergebnisses wurde der Chopper bei einer hoheren, empirisch ermittelten Frequenz von
105 Hz betrieben statt bei den berechneten 70 Hz.

In Abb. 3.11 stellen zwei Einzelschufsaufnahmen Synchrotronpulse dar, die mit dem
Spiegelchopper bei fg = 105 Hz extrahiert wurden. Die Bilder wurden wihrend des
5-Puls-Betriebs des Speicherrings aufgenommen, um zur besseren Erfassung des Off-
nungsprofils 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 Hohe des Signals, beim rechten ist die vertikale Skala des Oszilloskops zur Ver-
deutlichung der Nachbarpulse verzehnfacht und daher der Hauptpuls abgeschnitten.
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Die 5 %-Schwelle in bezug auf den Puls im linken Bild ist gekennzeichnet. Das Bild
konnte den Eindruck erwecken, als ob das Zeitfenster nur 193 ns lang ist, da sich nur
2 Pulse oberhalb bzw. bei der 5 %-Schwelle befinden. Tatsachlich muf jedoch beachtet
werden, dak die Pulshohen der Nachbarpulse in Abhéngigkeit von der Spiegelposition
beim Eintreffen des Hauptpulses variieren. Bei der Aufnahme in Abb. 3.11 (rechts) ist
der Fall eingetreten, bei dem der dem Hauptpuls vorhergehende Puls intensitatmébig
gegeniiber dem nachfolgenden unterdriickt ist. In einer anderen Aufnahme kénnte dies
gerade umgekehrt sein. Deswegen miissen zum Messen des Zeitfensters, wie oben be-
schrieben, die reflektierten Pulse {iber verschiedene Anstellwinkel aufintegriert werden.

3.5 Vorchopper und langsamer Strahlverschlufs

Die maximale Repetitionsrate fiir die vom Spiegel extrahierten Pulse betragt 2fg, da
der Spiegel doppelseitig beschichtet ist. Die Anregung des Kristalls ist jedoch auf eine
wesentlich geringere Rate limitiert, etwa 3 Hz, damit keine Warmeiiberlastung auf-
tritt. Zur Reduktion der Repetitionsrate pulst daher der Scheibenchopper den Strahl
mit einer Frequenz von fy vor. Sein Offnungszeitfenster soll i. f. charakterisiert werden.

Alcalay & Knuth (1969) zeigten, dak das Offnungszeitfenster At einer rotierenden
Scheibe bei einer Kreisfrequenz von w = 27 fy, gegeben ist durch,
At o= 9TV (3.4)

w

wobei a der Offnungswinkel der Blende und 1 der Winkel ist, durch den eine Blenden-
kante rotieren mufl, um den Strahl abzufahren. Befindet sich die Blende der Breite xp
im Abstand r vom Scheibenzentrum und hat der Synchrotronstrahl eine Breite von
Tsg, s0 kann Gl. 3.4 mit o =~ *2 und ¢ ~ *£ fiir v, x5z > r in folgender Form
ausgedriickt werden:

1 T+ Tsr

Aty = . 3.5
v 27 fy r (35)

Abhiingig von den Werten fiir x5 und xgp ergeben sich dann folgende mdogliche Off-
nungsprofile, wenn die Verteilung der einfallenden Synchrotronstrahlung vereinfachend
als Kastenfunktion angenommen wird,

rspr < xp : Trapezprofil mit I,,,, = I
rsr > xp . Trapezprofil mit I, < I
rsr ~ xp . Dreiecksprofil mit [,,,, = 1.

rsr < xp : Rechteckprofil mit I,,,, = I

wobei I die volle Intensitdt des Strahls ist. Die Intensititsverteilung eines Synchro-
tronstrahls ist jedoch nicht kastenférmig, sondern eher gaufsverteilt. In diesem Fall
steigen die Flanken der Profile weniger steil an und die Ecken sind abgerundet.
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An die Dauer des Offnungszeitfensters des Vorchoppers ist die Bedingung gekniipft,
daf es kleiner sein muf als die Halbperiode der Spiegelrotation, um doppelte Re-
flexion wiahrend Aty zu vermeiden. Die minimal notwendige Rotationsfrequenz fy
berechnet sich dann mittels Gl. 3.5 und den Werten von zgz = 3,6 mm (volle Breite,
der Wert wurde ebenfalls mit SHADOW ermittelt), xp = 4,0 mm, r = 55,0 mm und

Aty < ﬁ = 4,8 ms zu fy > 4,6 Hz. Damit der Spiegel immer den Phasenwinkel

Ag um ¢ durchliuft, wenn die Blende des Vorchoppers in der Offnungsposition ist,
miissen Spiegel- und Scheibenrotation phasensynchronisiert sein, also f—j =n, neEds,
und pg = m 2mpy, m € Z, wobei pg, py die entsprechenden Phasen bezeichnen.
Nach jeder n-ten Rotation des Spiegels werden dann Pulse durch die Scheibenblende
transmittiert und so die Pulsrate von 2fg¢ auf f reduziert. Der Vorchopper rotiert
mit der 20. Subharmonischen von fg, also mit 5,25 Hz. Hieraus ergibt sich mit GIl. 3.5
theoretisch ein volles Offnungszeitfenster von 4,2 ms, gemessen wurden 3,0 ms (s. Abb.
3.13 rechts), was vermuten likt, daf zgp tatsichlich kleiner ist, als mit SHADOW
abgeschitzt. Das wegen xgr < xp und der gaukischen Strahlverteilung erwartete ab-
gerundete Trapezprofil wird durch die Messung bestétigt.

Zur weiteren Reduktion der Pulsrate steht der langsame Strahlverschluf zu Verfii-
gung, mit dem sich Transmissionsfenster von Aty sy > 30 ms erzeugen lassen, und der
sich maximal mit f;s & 5 Hz o6ffnen ldft. Die Kombination von Spiegel-, Vorchop-
per und LSV ermoglicht dann, Pulsraten einzelner Synchrotronpulse im Bereich von
0 < fex < 2 fg zu erzeugen. In Tabelle 3.3 sind noch einmal die typischen Betrieb-
sparameter des Choppersystems fiir den Betrieb im Zweipuls-Modus des Speicherrings
aufgelistet.

| Strahlverschluf At [us] f [He] |

Spiegel 0,44 105
Scheibe 3000 5,25
LSV > 30000 1-3

Tabelle 3.3: Betriebsfrequenzen und Zeitfenster des Choppersystems fiir den Betrieb im
Zweipuls-Modus des Speicherrings. Aufgelistet sind die Dauer der Zeitfenster At und
die Betriebsfrequenz der Strahlverschliisse.
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3.6 Synchronisation

Zur Durchfiihrung eines zeitaufgelosten Anregungsexperiments ist es notwendig, ei-
ne Synchronisation zwischen Eintreffen des Synchrotronpulses und dem Offnen des
Choppers herzustellen bzw. voraussagen zu konnen, damit zum einen moglichst viel
Intensitit transmittiert wird und zum anderen, damit der Laser ein definierbares Zeit-
intervall vor dem Eintreffen des Synchrotronpulses gefeuert werden kann. Die Art der
moglichen Synchronisation zwischen Chopper, Synchrotronpuls und Laser hingt stark
von der Stabilitit der Rotation ab und bestimmt, ob der Chopper phasensynchron zur
Ringfrequenz laufen kann oder asynchron laufen mufs. Im folgenden werden die Fakto-
ren beschrieben, welche die Geschwindigkeitsstabilitit beeinflussen sowie die Merkmale
von phasensynchronem und asynchronem Chopperbetrieb.

Geschwindigkeitsstabilitdt. Die Geschwindigkeitsstabilitit eines Choppers ist ein
wichtiges Kriterium dafiir, auf welche Weise die Synchronisation realisiert wer-
den kann. Bei der Konstanz der Rotorgeschwindigkeit 14t sich in die Lang- und
die Kurzzeitstabilitdt unterscheiden.

Die Langzeitstabilitidt wird vorwiegend durch Erwdrmungseffekte im Motor,
im stromliefernden Verstéirker oder in der Lagerung gestort, wenn die Regelung
diese nicht ausgleichen kann, bzw. verursacht die Regelung selbst Langzeitinsta-
bilitdten, wenn die Regelparameter nicht korrekt eingestellt sind. Als Langzeit-
stabilitdt wird der Fehler auf den Mittelwert der Umlaufperiode verstanden, der
iiber den Zeitraum gemessen wird, in dem sich Erwdrmungsphédnomene bemerk-
bar machen (Sekunden bis Minuten).

Nicht korrekt eingestellte Regelparameter der Regelschleife kénnen auch kurzzei-
tige Instabilitdten verursachen, doch deren Hauptquelle sind Reibungseffekte 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 Mefsgrofe zur Charakterisierung der Kurzzeitstabilitit
die Standardabweichung o auf die Umlaufperiode ¢ ist. Zur Vermeidung von
Luftreibung kann ein Chopper in Vakuum oder einer Heliumatmosphére betrie-
ben werden.

Phasensynchroner Betrieb. Rotiert ein Chopper phasensynchronisiert zu einer
Subharmonischen f, = fBTX, n € Z, der Ringfrequenz, dann tritt jedesmal wenn
der Chopper 6ffnet ein Puls durch die Mitte des Offnungszeitfensters. Da die
Subharmonische das Eintreffen eines Synchrotronpulses markiert und iiber Fre-
quenzteiler aus der Ringfrequenz abgeleitet werden kann, 14t sich von ihr durch
Phasenverschiebung problemlos der Trigger fiir einen Laser ableiten. Die pha-
sensynchrone Betriebsart ist die leistungsfahigste, doch verlangt sie eine sehr
hohe Lang- und Kurzzeitstabilitit 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-
stabilitat auf, so kann man ihn nicht phasensynchron betreiben. Die Phase zwi-
schen Offnungszeitpunkt und Eintreffen des Pulses schwankt dann, so daf im
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ungiinstigsten Fall gar kein Puls oder nur ein abgeschnittener durch den Chopper
hindurchtritt, falls Atcpopper < tpx, 0der zwei teilweise abgeschnittene Pulse, falls
tox < Atchopper < 2 tpx. Es existieren jedoch trotzdem Moglichkeiten, eine Syn-
chronisation zwischen Synchrotronpuls und Offnen des Choppers herzustellen.
Eine besteht darin, die im Falle unzureichender Langzeitstabilitit auftretende
Phasenverschiebung zu iiberwachen und die Phaseniibereinstimmung vorauszu-
berechnen, um dann eine Umdrehung vor der Ubereinstimmung den Strahl fiir
den Chopper mittels eines normalen Strahlverschlusses freizugeben, fiir den je-
doch #5%¢ . & < tonopper gefordert wird. Bei hinreichender Kurzzeitstabilitit,
d.h. einer Schwankung in der Umlaufperiode von o(tchopper) < %, wird
dann die vorausberechnete Phaseniibereinstimmung eine Umlaufperiode spéter
hinreichend genau eintreten, so daf der Synchrotronpuls anndhernd mittig durch
die Chopperblende tritt. Bourgeois et al. (1996) entwickelten fiir den CHESS-
Chopper (LeGrand et al. 1989) eine derartige Elektronik zur Phaseniiberwachung
und zur Synchronisation des Lasers, die am ESRF fiir die ersten zeitaufgelosten
Beugungsexperimente eingesetzt wurde.

Eine weitere Methode der Synchronisation bei asynchronem Chopperbetrieb ist fiir den
Spiegelchopper entwickelt worden und im n#chsten Abschnitt beschrieben. Es schliefst
sich die Beschreibung der Testexperimente an, die zur Uberpriifung der Synchronisa-
tion durchgefiihrt wurden.

3.6.1 Die Synchronisation des Spiegelchoppersystems

Die zur Synchronisation entwickelte Triggerlogik verarbeitet im wesentlichen vier
Logikpulse, die mit den Offnungszeitfenstern von Spiegel Atg, Vorchopper Aty und
dem elektromagnetischen Strahlverschluf Atpgy sowie dem Eintreffen des Synchro-
tronpulses iibereinstimmen. 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

BXCIlk Die Wiederholfrequenz der Synchrotronpulse ist iiber die sogenannte Bunch-
Uhr verfiighbar und in ihrer Phase durch eine Verzogerungseinheit verschiebbar.
Der BXCIk-Puls muf mit dem Eintreffen des Synchrotronpulses am Probenort
iibereinstimmen. Dazu wird dieser mit dem Plastikszintillationsdetektor gemes-
sen und zusammen mit dem BXClk-Puls auf dem Oszilloskop dargestellt. Die
Phasendifferenz zwischen beiden Pulsen wird dann iiber die Verzogerungseinheit
minimiert,.

Die Pulsdauer des BXClk-Pulses betrigt 20 ns. Da er spéter in einer Koinzi-
denzeinheit verwendet wird, ist es notwendig, ihn so weit wie moglich zu re-
duzieren, denn der wahre Synchrotronpuls ist nur 120 ps lang. Eine Reduktion
wird dadurch erreicht, daf der Puls durch ein logisches ODER (01) (s. Abb.
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Abbildung 3.12: Pulsdiagramm des Triggers. Der BXCIlk-Puls markiert das Eintreffen
der Synchrotronpulse, TWM, TWD und SHO die Transmissionsfenster von Spiegel-,
Vorchopper und langsamem Strahlverschlufs. Durch Koinzidenz ergibt sich aus diesen
Pulsen der Trigger, der nach einer gewissen Laufzeit (LZ) den Q-Switch des Lasers und
damit den Laserpuls auslost, auf den tm Abstand Aty der Synchrotronpuls folgt. Der
FLT-Puls hat vorher durch Koinzidenz mit TWD die Blitzlampe des Lasers gefeuert.

3.15) gefiihrt wird, dessen Ausgangspuls auf den moglichen 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 daf sich durch Rotation desselben
der MIX-Puls relativ zum Reflexionszeitpunkt des Spiegelchoppers verstellen
lakt. Die Einstellung ist bei einer minimalen Schrittweite des Drehkreises von
Ay = 0,44 prad und einer Rotationsfrequenz von fg = 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 Offnungszeitfensters At
verlangert 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 Atg = 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, dafk er der Verteilung um ¢,;x = 964 ns
vorgelagert ist (s. Abb. 3.13 links), um geniigend Zeit fiir 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-

FLT

Puls (Time Window Disk), der mit dem Phasenwinkel der Transmission des
Vorchoppers iibereinstimmt. Die Dauer des Pulses koinzidiert mit dem Bereich
der maximalen Transmission (s. Abb. 3.13 rechts).

Zur Erzeugung einer Besetzungsinversion in einem Nd:YAG-Laser muf eine
Blitzlampe entladen werden, die beim verwendeten Laser mit einer Frequenz
von 5 Hz (£ 10 %) feuern mufs, um konstante thermische Bedingungen im Reso-
nator fiir einen optimalen Arbeitspunkt zu gewéhrleisten. Ungefdhr 220 ps nach
dem Blitzen der Lampe herrscht im Nd:YAG-Stab das Inversionsmaximum. Dies
ist der optimale Zeitpunkt fiir die Laserentladung, die durch Giiteschaltung des
Resonators mittels einer Pockels-Zelle (auch @-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 ps vor einem potentiellen Laserschuf zu entladen. Hierzu
wird der FLT-Puls 219 ps vor dem MIX-Puls mittels der PEG-Funktion der
Spiegelachse generiert. Die Erzeugungsfrequenz des FLT-Pulses entspricht dann
aber der Rotationsfrequenz des Spiegels und muf, wie eben erwihnt, 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 &ffnet
so den LSV. Dieser hat eine Reaktionszeit von tp =~ 30 ms, so dafl der SHOC-
Pegel fiir den Trigger nicht verwendet werden kann, da die Synchrotronstrahlung
tatsdchlich erst spédter durch den Verschlufs hindurchtritt. Deswegen wird um ¢g
verzogert, der SHO-Pegel generiert (SHutter Open, s. Abb. 3.14 links, mittlerer
Kanal), der mit der transmittierten Strahlung zeitlich iibereinstimmt. Er setzt
ein weiteres Flip-Flop (RS1), wodurch dessen invertierter Ausgangspegel ge-
16scht wird, und somit das Veto an der Koinzidenzeinheit K2 verschwindet, das
sicherstellt, dak 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) erldutert.

1.

Start der Datennahme. Nach dem Start der Datennahme tiber das Kontroll-
programm Offnet dieses den Strahlverschlufs und das Veto an K2 verschwindet.

Koinzidenz an K1. Die Koinzidenzeinheit K1 {iberpriift bei jeder Spiegelum-
drehung die Koinzidenz zwischen dem BXClk- und dem TWDM-Puls, d.h. ob
die Phase zwischen BXCIk-Puls und der Mitte des TWM-Pulses kleiner ist als
i%, womit die Bedingung fiir Reflexion durch K3 erfiillt ist. Der TWM-Puls
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Abbildung 3.13: Links: Kanal 1 zeigt das Offnungsprofil des Spiegelchoppers anhand
der Aufintegration von ca. 4000 transmittierten, einzelnen Synchrotronpulsen am Os-
zilloskop bei einer Rotationsfrequenz von 105 Hz. Die Verteilung entsteht aufgrund der
unterschiedlichen Reflexionspositionen des Spiegels bei Fintreffen des Pulses. Kanal
2 zeigt den um 964 ns vorgelagerten TWDM-Puls, auf den getriggert wurde. Rechts:
Kanal 1 zeigt das Offnungsprofil des Scheibenchoppers (volle Breite 3 ms) anhand der
transmittierten Synchrotronstrahlung bei einer Rotationsfrequenz von 5,25 Hz. Kanal
2 zeigt den korrespondierenden TWD-Puls.
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Abbildung 3.14: Links: Logikpulse und Transmission des LSV ohne Spiegel- und Vor-
chopper. Oben: Der SHOC-Pegel, der den Verschluf$ anspricht. Mitte: Der SHO-Pegel,
der die wahre Offnung des Strahlverschlusses markiert und so lange offen bleibt, bis
der Trigger die Flip-Flops RS1 und RS2 zuriicksetzt. Unten: Die tatsdchliche Trans-
mission, die aufgrund der Reaktionszeit des Strahlverschlusses auf den Verschlufbefehl
(steigende Flanke von Kanal 2) noch rund 30 ms andauert. Rechts: Extraktion eines

einzelnen Synchrotronpulses. Oben: Fxtrahierter 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 Laseranrequng und Synchrotronpuls verarbeitet.

liegt zwar um das Zeitintervall ¢, vor der wahren Reflexionsposition, doch &n-
dert sich das Phasenverhéltnis innerhalb dieses Zeitintervalls nicht relevant’, so
dak 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 Ul wird in der Einheit K2 auf die Koinzidenz mit
TWD hin iiberpriift und die Einheit erzeugt gegebenenfalls den Trigger. Dieser
liegt nun knapp einen Pulsabstand vor dem belichtenden Synchrotronpuls, so
dak geniigend Zeit zu Verfiigung steht, Laufzeiten von Kabeln, der nachfolgenden
Elektronik und die Reaktionszeit des Lasers zu kompensieren.

4. Zeitverzogerung. Der Trigger lauft iiber eine Verzogerungseinheit (V) zum
Gate-Generator G2, dessen Endmarkerpuls den Q-Switch-Trigger fiir den Laser
generiert. Uber die Linge des Gatters G2 lifit sich der Endmarkerpuls zeitlich
grob verschieben, iiber die Verzogerungsstufe in einem Bereich von 127,5 ns auf
0,5 ns genau. Das Zeitintervall zwischen Laser- und Synchrotronpuls wird wie in

'Die relative Schwankung in fs pro Umlauf liegt bei 10°. Nimmt man diese Kurzzeitstabilitit
auch innerhalb von ¢;px an, so verursacht dies lediglich eine Fluktuation der Phase um 9,6 ps.
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Abbildung 3.16: Schematische Darstellung maglicher Triggersituationen, oben sind der
Logikpuls und das reale Offnungszeitfenster 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 iiber G2 und V auf die Anforderung
des Experiments eingestellt werden.

5. Weitere Triggerlogikfunktionen. Der Trigger lduft nach seiner Erzeugung
durch K2 nicht nur zur Verzogerungseinheit, sondern auch iiber ein logisches
ODER O2 zu den beiden Flip-Flops und setzt diese zuriick, um den LSV zu
schliefen und das Veto an K2 wieder zu aktivieren. Obwohl dies ungefihr eine
Pulsperiode vor der eigentlichen Belichtung geschieht, wird der Strahlengang im
Kollimator dadurch nicht vorzeitig verschlossen, da die Reaktionszeit des LSV
wesentlich langer ist. Durch das Zuriicksetzen des Flip-Flops RS2 teilt der entste-
hende Ausgangspegel (SHC, SHutter Closed) der IMC und damit dem Kontroll-
programm mit, daf eine Belichtung stattgefunden hat. Das Kontrollprogramm
wartet dann eine einstellbare Zeit, bis es den LSV wieder 6ffnet, und der Trig-
gerzyklus beginnt von neuem. Der LSV 1dft sich zum Abbruch der Datennahme
manuell iiber den CSH-Puls (Close SHutter) schliefen, der wie der Trigger iiber
02 ebenfalls die Flip-Flops 16scht.

Vor- und Nachteile des Triggers

Der Hauptnachteil der Triggermethode liegt darin, daf die meisten Synchrotronpulse
intensitiatsgeschwicht sind, da der Spiegel im Augenblick des Eintreffens des Pulses
nicht auf der optimalen Reflexionsposition ¢, steht, sondern eine Abweichung +d¢,
haben darf, die durch die gewéhlte Dauer des TWM-Pulses auf |[0py| < 27Atgfs
begrenzt ist (s. Abb. 3.16 Normalfall). Somit ist es zur Intergration einer bestimmten
Strahlungsintensitit auf dem Detektor notwendig, mehr Belichtungen durchzufiihren
als beispielsweise mit einem phasensynchronen Chopper (Idealfall).

Die mittlere transmittierte Intensitdt pro Puls 1aft sich unter der Annahme, daf dyg
und die damit korrelierte transmittierte Intensitéit rein zufillig verteilt sind, anhand
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von Abb. 3.13 (links) abschitzen. Hierzu wird das Integral unter der Einhiillenden
der Verteilung gebildet und durch die Gesamtbreite geteilt, um die mittlere Pulshdhe
zu berechnen. Es zeigt sich, daf sie rund 50 % des Maximalwertes der Verteilung
betriagt, was bedeutet, daf aufgrund der Akzeptanz intensititsgeschwichter Pulse
eine doppelt so hohe Anzahl an Belichtungen in Kauf genommen werden muf als bei
phasensynchronem Chopperbetrieb notig wire.

Ein weiterer Nachteil entsteht, wenn der Spiegelchopper wihrend des Zweipulsbetriebs
des Speicherrings eingesetzt wird, da das reale Zeitfenster unterhalb von =~ 2,0 % der
Maximalintensitdt noch breiter ist als t,5x = 482 ns. Tritt dann der Fall ein, dafs der
LSV offen ist und die Scheibe sich in Transmissionsposition befindet, aber der Puls
Ul nicht generiert wird, weil der BXCIlk-Puls nicht mit dem TWM-Puls koinzidiert,
so kann trotzdem Synchrotronstrahlung durch den Kollimator gelangen und den
Kristall belichten, ohne daf dieser angeregt worden ist (s. Abb. 3.16 Negativfall).
Diese Intensitdt betrdgt aber entsprechend der Wahl der Linge von TWM immer
weniger als 2,5 % der Maximalintensitit, und die Wahrscheinlichkeit fiir das Auftreten
dieses Falles liegt bei nur % = 3,5% (Ats = 465 ns, t,5x = 482 ns), wobei
wieder eine zufillige Verteilung von dp, angenommen wird.

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

3.6.2 Uberpriifung der Synchronisation

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

e Stabilitdt der Spiegelrotation
e Phasenfluktuation zwischen TWD und TWM
e Stabilitdt der Zeitdifferenz zwischen Laser und Synchrotronpuls

Als zentrale Komponente der Synchronisationsmessungen wurde der TAC eingesetzt,
aufer bei der Messung zur Stabilitdt der Spiegelrotation, da der maximale Mefbereich
des TACs nur 1 ms, Atg jedoch 9,5 ms betrigt. Die anderen Messungen benutzten
den TAC. Abhéngig von der Art der Messung dienten Signale der Triggerlogik, der
APD oder des Plastikszintillationsdetektors als Start- oder Stop-Signal fiir 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 Uberblick iiber die Start- und Stop-Pulse der Zeitabstands-
messungen liefert.
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‘ Messung Start Stop Zeitmesser ‘
1 Stabilitit der Spiegelrotation MIX-Puls  MIX-Puls Zahler

2 Phasenschwankung der Zeitfenster TWD-Puls TWM-Puls TAC
von Scheibe und Spiegel

3 Messung der Laufzeiten APD PSD (Laser) TAC
4 Ziindzeitpunkt des Lasers Trigger APD TAC
5 Zeitdifferenz Laser — SR APD PSD (SR) TAC

Tabelle 3.4: Messungen zur Synchronisation und die entsprechenden Eingangspulse fiir
den TAC bzw. Zihler.

Stabilitdt der Spiegelrotation

Die Kurzzeitstabilitit der Spiegelrotation wird iiber die Messung der Schwankung
os in der Umlaufperiode tg bestimmt. Hierzu setzt der MIX-Puls einen Pegel, der
einen 8 MHz-Zihler startet. Nach einer Rotation l6scht der MIX-Puls den Pegel und
der Zahler stoppt. Auf diese Weise wird jede zweite Rotationsperiode auf +125 ns
genau gemessen. Die Messungen sind fiir Rotationsfrequenzen von 10-90 Hz iiber
eine Mefperiode von je 3 Minuten durchgefiihrt worden. Abbildung 3.17 zeigt og
in Abhéngigkeit von der Rotationsfrequenz. An die Mefwerte ist die Potenzfunktion
g(f) = a- f’ mit @ = 25796 ns und b = —1,09 angepakt. Der Exponent deutet darauf
hin, dals o0g genau wie die Umlaufperiode ¢g mit fLs abnimmt. Die Schwankung reicht
bei hohen Rotationsfrequenzen nahe an die Auflésungsgrenze der Mekapparatur heran
(0s(f = 89Hz) = 175 ns). Die mittlere Kurzzeitstabilitat bzw. Langzeitstabilitit be-
rechnet sich iiber den Mittelwert der einzelnen %5’05) bzw. ‘?—SS bei den verschiedenen
Frequenzen, wobei dts der Fehler auf g ist,

14 O_i 14 6tz
Zt—f:1,9i0,5-10‘5 bzw. Y —5£=80+2,6-10"". (3.6)
i=1 "S i=1 “S

Der geringe Fehler auf die gemittelten Stabilitdten bestétigt eine gute Regelung iiber
den gesamten Mefbereich von 12-90 Hz.

Die hohe Langzeitstabilitit 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 o0g = +175 ns oder
daran, daf der Chopper nicht genau genug auf eine Subharmonische der Ringfrequenz
(55— = 1037344, 40 Hz) eingeregelt werden konnte.

Das am Anfang von Kapitel 3.6 vorgestellte Synchronisationsverfahren von Bourgeois
et al., bei dem die Phaseniibereinstimmung auf og genau vorausberechnet werden
kann, hétte prinzipiell auch angewendet werden konnen, jedoch gilt nicht wie gefordert
o5 K %, nicht etwa weil og des Spiegelchoppers im Vergleich zum CHESS-Chopper
grofer ist, sondern vielmehr, weil Atg dreimal geringer ist. Daraus wiirden bei
Synchronisation nach diesem Vefahren ebenfalls abgeschnittene Pulse resultieren,
so dafs es zu dem hier neuentwickelten Verfahren keine Vorteile bietet. Aufserdem

wurde der Entwicklungsaufwand fiir die notwendige Auswerteelektronik zur a prior:
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Abbildung 3.17: Standardabweichung s der gemessenen Periode ts aufgetragen gegen
die Frequenz fg. Der Fehler der Messung betrigt £125 ns.

Feststellung der Phaseniibereinstimmung wesentlich hoher eingeschétzt als das fiir
den Spiegelchopper entwickelte Verfahren.

Phasenfluktuation zwischen TWD und TWM

Der Vorchopper rotiert im Mittel phasensynchron zum Spiegelchopper, doch ist es
notwendig zu iiberpriifen, wie sehr die Phase zwischen Spiegel und Scheibe fluktuiert.
Uberschreitet dieser Wert niimlich A—;", so wird der Strahl durch die Scheibenblende
teilweise oder gar ganz abgeschnitten bevor er den Spiegel in seiner Refelexionspostion
erreicht. Zur Messung der Phasenfluktuation wird der Mefaufbau 2 verwendet,
wobei der Spiegel mit fs = 105 Hz und der Vorchopper mit f;, = 5,25 Hz rotiert;
der TWD-Puls betragt dann 800 ps. Der TWM-Puls sollte dabei innerhalb des
TWD-Pulses zentriert liegen (s.Abb. 3.18, links), doch die Phase dieser beiden
Pulse laft sich aufgrund der Auflosung des Drehgebers des Vorchoppers nur in
Inkrementen von 0,176° verstellen, entsprechend 97,7 us bei 5,25 Hz. Wie aus der
gemessenen Verteilung der Zeitabstdnde zwischen TWD und TWM (s. Abb. 3.17,
rechts) zu erkennen ist, konnte daher der TWD-Puls nicht genau zentriert werden,
so dafs der Mittelwert 368 us statt 400 us betrigt. Die Fluktuation errechnet sich
als die Standardabweichung der Verteilung zu 48,7 ps, und ist somit um einen
Aty

Faktor sieben kleiner als =3, womit eine hinreichende Phasensynchronisation der

beiden Rotationsachsen zueinander gegeben und ein stets rechtzeitiges Offnen des
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Abbildung 3.18: Links: TWM-Puls innerhalb des TWD-Pulses zur FEinstellung
und Uberpriifung der Phasensynchronisation zwischen Scheiben- und Spiegelchopper.
Rechts: Phasenabstand zwischen TWD und TWM. Die Phase fluktuiert mat 48,7 ps
um den Mittelwert von 367,7 us .

Vorchoppers garantiert ist.

Stabilitdt der Zeitdifferenz zwischen Laser und Synchrotronpuls

Die Dauer von Laser- und Synchrotronpuls bestimmt die Unschérfe, mit welcher
der relaxierte Anregungszustand des Proteinkristalls zum Zeitpunkt ¢; nach der
Reaktionsinitiation gemessen werden kann. Voraussetzung hierfiir ist jedoch, daf
das Zeitintervall At, konstant bleibt. Dieses Zeitintervall wird bei der Datennahme
fiir jedes einzelne Ereignis entsprechend Mefaufbau 5 bestimmt, so daf nach dem
Experiment die Standardabweichung o(Atz) berechnet werden kann. Vorher mufs
jedoch auf Laufzeitdifferenzen zwischen APD und PSD korrigiert werden.

Zur Feststellung dieser Laufzeitdifferenz wird die Alufolie des Eintrittsfensters des
PSDs angeritzt, um das Eintreten von Laserlicht zu ermdglichen. Der Nachweis eines
Laserpulses durch beide Detektoren erlaubt es dann, die Laufzeitdifferenz zu be-
stimmen (¢ = 27,140, 6 ns) und den Mefswert von Aty zu kalibrieren (Mefaufbau 3).

Die Faktoren, welche die Konstanz des Zeitintervalls Aty wihrend des Experiments
storen kénnen sind,

1. eine Veranderung des Ziindzeitpunkts des Lasers,
2. Fehltrigger und
3. die Frequenz der Bunch-Uhr.

Die Untersuchung dieser Einfliisse ist im folgenden beschrieben:
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Abbildung 3.19: Zeitliche Verschiebung der Zindzeitpunkte der Laser. Links: Exzimer-
Laser. Innerhalb der ersten 700 s verschiebt sich der Zindzeitpunkt des Lasers um
~ 60 ns. Rechts: Nd-YAG-Laser. Der Ziindzeitpunkt verschiebt sich innerhalb der er-
sten 900 s um ~ 2 ns.

1. Veradnderung des Ziindzeitpunkts des Lasers

Die ersten Chopper-Testexperimente wurden mit einem Exzimer-Laser als
Pumplaser durchgefiihrt, wobei zusétzlich zur normalen Schwankung im Ziind-
zeitpunkt eine starke kontinuierliche Anderung festgestellt wurde. Um diese Ver-
schiebung im Ziindzeitpunkt zu quantifizieren, wurde das Zeitintervall zwischen
Trigger und Laserpuls geméf Mefaufbau 4 bestimmt. Es zeigte sich, daf sich
der Ziindzeitpunkt innerhalb der ersten 700 s um -60 ns verschiebt, bevor er im
Rahmen der Spezifikation (+5 ns) mit £6,3 ns um einen stabilen Mittelwert
schwankte (s Abb. 3.19 links). Diese Verschiebung des Ziindzeitpunkts findet ih-
re Ursache vermutlich in Erwidrmungseffekten des Lasers, die den Zeitpunkt der
Entladung der Hochspannung beeinflussen. Die hohe Instabilitit im Ziindzeit-
punkt und die unpassende Form und Dauer der Pulse des Exzimer-Lasers fiir
ns-zeitaufgeloste Experimente (s. Abb. 4.1) veranlakten seinen Austausch gegen
den Nd:YAG-Laser.

Doch auch hier besteht eine Verschiebung des Ziindzeitpunkts, 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, daf 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 Spezifikation (0,5 ns) mit einer Standardabweichung
von oyg.y ac = 0,63 ns um einen konstanten Mittelwert, hier 464, 36+0, 01 ns. Es
besteht die Moglichkeit, die anfingliche Verschiebung des Ziindzeitpunkts mit-
tels der Verzogerungsstufe V (s. Abb. 3.15) zu kompensieren, da die Mefgrofe
Aty wihrend 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 tberlagerten Verteilungen,
Ath, = 8,08 + 0,01 ns und At% = 12,10 + 0,02 entspricht mit 4,02 + 0,02 ns dem
Zeitabstand, der durch die Asymmetrie des Beschleunigerorbits hervorgerufen wird.
Der Mittelwert betrigt At; = 9,9+ 2,4 ns. Rechts: DORIS im FEinzelpulsbetrieb. Die
Verteilung um den Mittelwert Aty = 10,58 + 0,05 ns hat eine Standardabweichung
von o(Aty) = 0,87 ns.

2. Fehltrigger

Die Aufgabe der Koinzidenzeinheit K1 ist es, die Information {iber die Ankunft
des BXCIlk-Pulses dann weiterzugeben, wenn dessen steigende Flanke in das
durch den TWM-Puls definierte Zeitfenster Atg fallt. Tritt jedoch der umge-
kehrte Fall ein, daf die steigenden Flanke des TWM-Pulses in das durch den
BXClk-Puls definierte Zeitfenster von 4 ns Dauer fillt, 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 Atgzx o = 4 ns hat und der Zeitpunkt der Koinzidenz mit TWM
innerhalb dieser Zeit zufillig ist, resultiert daraus im Mittel eine zusétzliche, un-
gewollte Phasenverschiebung des Triggers gegeniiber dem Synchrotronpuls von
2,0 &+ 2,0 ns.

Ein Fehltrigger tritt unter der Annahme, daf die Koinzidenz rein zufillig ist,
mit einer Haufigkeit von Atjfgﬁk&s = 439“25 = 0,9 % auf. Fiir die Unschérfe
in Atz 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.

. Frequenz der Bunch-Uhr

Eine durch die Bunch-Uhr-Frequenz verursachte Unschérfe im Zeitintervall Aty
tritt auf, wenn der Chopper wihrend des Zweipuls-Modus von DORIS betrieben
wird. Die Ursache hierfiir liegt darin, daf die Fiillung des Speicherrings nicht
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ganz symmetrisch ist. Nach dem Umbau von DORIS zum reinen Synchrotron-
speicherring mufste ein Bypass installiert werden, der nur eine asymmetrische
Fillung erlaubt. Im 2-Puls-Modus betriagt daher der Zeitabstand des ersten
Elektronenpakets zum zweiten 480 ns, der vom zweiten zum ersten jedoch
484 ns. Die Bunch-Uhr-Frequenz beriicksichtigt dies jedoch nicht, so daf die
Phasenverschiebung des Synchrotronpulses zum Trigger bzw. Laserpuls entweder
+2 oder -2 ns betrdgt. Dies verdeutlicht Abb. 3.20 (links), bei der Aty im
Zweipuls-Modus des Speicherings gemessen wurde. Der Abstand der Mittelwerte
der beiden Verteilungen entspricht mit 4,02 4+ 0,02 ns dem Zeitabstand, der
durch die Asymmetrie des Beschleunigerorbits hervorgerufen wird. Bei obiger
Messung betrigt das mittlere Aty = 9,9 ns mit einer Abweichung von 2,4 ns,
wahrend im Einzelpuls-Modus bei einem Mittelwert von Aty = 10,68 ns die
Standardabweichung nur 0,87 ns betriagt (s. Abb. 3.20 rechts). Eventuell liefe
sich mit einer entsprechenden Elektronik die Bunch-Uhr-Frequenz so modifizie-
ren, dak sie die Asymmetrie beriicksichtigt und die zusétzliche Verbreiterung in
der Zeitauflosung eliminert wird.

Fazit

Die Messungen zur Uberpriifung der Synchronisation belegen, dak das Choppersystem
stabil lduft und die Phasensynchronisation zwischen Scheiben- und Spiegelchopper so
gut ist, dakl die Transmission des Synchrotronstrahls in keinster Weise beeintrichtigt
wird. Die erreichbare Zeitauflosung wird durch die selten auftretenden Fehltrigger und
die Instabilitdt im Ziindzeitpunkt des Lasers im Rahmen von 2 ns gestort, doch hat
dies nur fiir Messungen im Einzelpuls-Modus Relevanz, da im Zweipuls-Modus der
eben unter Punkt 3 beschriebene Effekt dominiert. Die Beeintrichtigung liegt aber
mit +2 ns noch um knapp einen Faktor 2 unter der Halbwertsbreite des Laserpulses
von 7 ns, der somit die erreichbare Zeitauflosung mafgeblich bestimmt.



Kapitel 4

Das Lasersystem zur photolytischen
Anregung

4.1 Experimenteller Aufbau des Lasersystems

Das Lasersystem zur Erzeugung der Anregungspulse besteht aus einem Farbstofflaser
(FL2002, Lambda-Physik) und einem dazugehorigen Pumplaser. Anfénglich 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 Hockers
mit einer Halbwertsbreite von 20 ns sowie der kontinuierlichen Verschiebung und der
Schwankung im Ziindzeitpunkt (s. Kapitel 3.6.2) wurde er durch einen Nd:YAG-Laser
(INDI50, Spectra Physics) ersetzt. Der wesentliche Vorteil dieses Lasers fiir zeitauf-
geloste Messungen liegt in der kiirzeren Pulsbreite von 7 ns und der Stabilitdt im
Ziindzeitpunkt von 0,63 ns. Auferdem ist die Pulsenergie regulierbar und das Gerét
bedienfreundlicher als der Exzimer-Laser. So entfillt z. B. das relativ héufige Befiillen
mit gefahrlichen Gasen. Mit der gegenwirtigen Farbstoff-Pumplaserkombination lassen
sich Wellenldngen von 355-920 nm erzeugen. Bei den Testexperimenten wurde DCM
als Farbstoff verwendet (0,71 g/l in Dimethylsulfoxid), das seine intensivste Emission
bei 658 nm hat.

Die Strahlung des Farbstofflasers wird iiber eine spezielle Optik in eine 6,5 m lan-
ge Multimode-Faser (MMF1) mit einem Kerndurchmesser von 580 pum eingekoppelt.
Die Faser leitet die Laserstrahlung zur Probenumgebung, wo eine eigens konstruierte
Auskoppeloptik (f = 20 mm) den Ausgang der Faser im Verhéltnis 1:1 abbildet. Die
Optik ist entlang der drei Raumrichtungen iiber Linearschlitten justierbar (auf &~ 5 pm
genau). Der Fokus wird so eingestellt, daf er hinter dem Probenkristall liegt (s. Abb.
4.4, rechts), damit die Intensitatsverteilung an der Kristalloberfliche tranversal homo-
gener wird. Die Transmission der Faser im Wellenldngenbereich von 400-700 nm liegt
bei ~ 98 %, unterhalb von 400 nm nimmt die Transmission stark ab, weswegen fiir
mogliche 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: Ezzimer-Laser, Halbwertsbreite des
Hauptpulses 15 ns. Rechts: Nd-YAG-Laser, Halbwertsbreite 7 ns, die Uberspitzen ent-
sprechen den Longitudinalmoden des Resonators. Beide Pulse wurden mit der APD

(trise = 350 ps) gemessen.

| Laser Typ Hersteller Energie [22] A [nm| Pulsdauer [ns] |
Farbstoff FL2002 Lambda-Phy. 10 —30 % der 355-920 wie Pumpquelle
Pumpenergie
Nd-YAG INDI50 Spectra-Phy. 110 355 7
275 032
270 1064
Exzimer EMG101 Lambda-Phy. 120 308 15
Faser  Typ Hersteller Ofum] NA T [%] Ppae [MW] Linge [m] |

MMF1 FG600UAT Thorlabs
MMF2 FT1.5UMT Thorlabs

580
1500

0,16
0,39

98
85

9,0 6,5
56,0 2

Tabelle 4.1: Kenndaten der verfiigharen Laser und Lichtwellenleiter. @ bezeichnet den
Kerndurchmesser, NA die numerische Apertur, T die Transmission auf gesamter Lan-
ge bei 658 bzw. 355 nm, P, die maximal tolerierbare gepulste Leistung fiir Pulse der

Dauer 10 ns bei 1064 nm und 5

cm

GW. Energiedichte.
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4.2 Anregungsbedingungen

Im folgenden wird zuerst eine geeignete Wellenlinge zum Erreichen einer moglichst
homogenen longitudinalen Verteilung der Energiedichte in einem MbCO-Kristall
ermittelt, und danach die bei dieser Wellenlinge notwendige Energiedichte fiir
einen moglichst hohen Photolysegrad abgeschitzt. Es folgt eine Beschreibung der
Messung des transversalen Energiedichteprofils und eine experimentelle Uberpriifung
der Zerstorschwelle des Kristalls. Es schliefst sich eine Abschitzung der durch die
Laserstrahlung induzierten Temperaturerh6hung an.

4.2.1 Abschatzung einer geeigneten Anregungswellenlinge

Die Abschiatzung der Anregungswellenldnge erfolgt unter dem Aspekt, daf der Kristall
bei der betreffenden Wellenlédnge optisch diinn sein soll, um longitudinal eine moglichst
homogene Energiedichteverteilung innerhalb des Kristalls zu gewéhrleisten. Die opti-
sche Dichte OD = u(\)x ist bei gegebener Kristalldicke 2 durch den wellenldngenab-
hingigen Absorptionskoeffizienten u(\) bzw. die Absorptionslinge u(\)~! bestimmt,
die in Abb. 4.2 fiir MbOy* aufgetragen ist. Die Absorptionslinge wurde ausgehend
von einem Absorptionsspektrum fiir eine ImM MbO,-Losung ermittelt, indem dieses
auf die Konzentration des Myoglobins im Kristall von 43,9 mM hochskaliert wurde
(Wulff et al. 1997). Die bei dieser hohen Konzentration auftretenden Streueffekte und
die kristalline Anisotropie sind daher nicht beriicksichtigt. Der Effekt der Anisotropie
kann anndhernd vernachlissigt werden, denn Sage & Jee (1997) stellten z.B. keine
nennenswerte richtungsabhéngige Kristallabsorption im Infraroten fest, und anhand
eines polarisationsabhéngigen Spektrums fiir einen orthorhombischen Kristall (Chen
et al. 1994) ist zu erkennen, dak die Polarisationsabhéngigkeit der Absorption oberhalb
von 650 nm nahezu verschwindet. Die Abb. 4.3 (rechts) verdeutlicht, daf MbOy vom
UV bis in den optischen Bereich hinein stark absorbiert, erst ab ~ 600 nm wird die
Absorption gering und die Absorptionslinge nimmt Werte an, die bei 100-1000 pum
liegen (s.Abb. 4.2). Zum Erreichen hoher Bragg-Auflésung sind aufgrund der dazu
notwendigen Streuintensitidt Kristalldicken von > 80 pum erwiinscht, so dafs fiir eine
homogene Anregung oberhalb von 600 nm der Wellenléngenbereich fiir eine sinnvolle
Anregungswellenlédnge liegt.

Verlangt man, dafs innerhalb der Strecke x die Variation im longitudinalen Energie-
dichteprofil 10 % sein soll, so 1at sich der erforderliche Absorptionskoeffizient mit Hilfe
des Lambert—Beerschen Gesetzes fiir die Energiedichte p, unter Vernachlissigung von
Streueffekten berechnen, und auf ihm basierend eine geeignete Wellenldnge wihlen.
Fiir die Dicke = des zu photolysierenden Kristallvolumens werden 80 pum angesetzt,
was der verwendeten Schlitzhohe des Kollimators K3 entspricht, und es folgt,

pe(r) Ino0,9

PR emh — = 7 13% 103 um ! 4.1
o e H= 0 pm=, (4.1)

*Die Absorption von MbO, und MbCO unterscheidet sich nur geringfiigig, oberhalb von 600 nm
so gut wie iiberhaupt nicht, so daf ohne Bedenken die Absorption von MbQO» betrachtet werden kann
(Antonini & Brunori 1971).
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Abbildung 4.2: Absorptionslinge p=t fiir monoklines MbOy (Wulff et al. 1997).

bzw. die Absorptionslinge x~! betrigt 760 ym. In der Darstellung der Absorptions-
lange in Abb. 4.2 ist zu erkennen, daf bei einer Wellenldnge von ~ 640 nm die Absorp-
tionsldnge 760 pum betrigt. Da die intensivste Wellenlinge des verwendeten Laserfarb-
stoffs bei 658 nm liegt, wurde diese Wellenldnge benutzt, bei der die Absorptionslinge
~ 1000 pum betragt. Damit fallt die Absorption innerhalb der 80 pym von 10 % auf
6,7 %, was zwar die Homogenitét verbessert, aber fiir einen vergleichbaren Photolyse-
grad auch eine héhere Energiedichte erfordert.

4.2.2 Abschitzung der Energiedichte

Antonini & Brunori (1971) berichteten, daf die Quanteneffizienz fiir die Abspaltung
des CO vom Ham-Eisen vom UV bis in den optischen Bereich hinein 100 % ist. Die
hierfiir notwendige Energie betragt 18,4 lr‘nc—ﬁ (Causgrove & Dyer 1996), was pro Bin-
dung einer Energie von eg = 1,3 x 107 J entspricht, die bereits ein Photon der
Wellenldnge 1550 nm aufbringt.

Die vom Kristall zu absorbierende Laserenergie E,;; zur vollstindigen Photolyse eines
Kristallvolumens V' = A x berechnet sich dann aus der Anzahl der Eisenatome in V/,

der Photonenenergie F., und dem Absorptionsgesetz in folgender Weise,

Ews = Eo(l—e ")y=pn VE =pn Az % : (4.2)
wobei Fj die auf A einfallende Energie und py = 2,97 x 10'® mm™2 die Dichte der
Eisenatome im Myoglobinkristall ist (Wulff et al. 1997). Mit A = 658 nm, z = 80 ym
und einer Kristalloberfliiche von 400 x 500 pum? berechnet sich die zu absorbierende
Energie zu Egs = 0,14 mJ. Durch Umformen obiger Gleichung erhilt man einen prak-
tischen Ausdruck zur Berechnung der erforderlichen Energiedichte der Laserstrahlung
an der Oberflache,

Eq hcy Pre = T

_ _ v 4.
P =4 A 1l —eHT (43)
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Abbildung 4.3: Links: Polarisationsabhdngige Absorptionsspektren eines orthorhombi-
schen MbCO-Kristalls mit E-Feldvektor parallel zur Kristallachse @ bzw. b. Rechts:
Absorptionsspektren von MbCO und metMb. Die obere Kurve stellt jeweils die Mefs-
kurve dar, die untere ist auf die spektrale Antwortfunktion des Spektrophotometers
(ebenfalls dargestellt) korrigiert (Chen et al. 1994).

5,91 z [pm]  mlJ
1—e M X |[nm] mm?’

(4.4)

und mit den gegebenen Werten berechnet sich die Energiedichte fiir einen MbCO-
Kristall zu py, =9, 3 mri2.

m

4.2.3 Messung des Energiedichteprofils

Neben einem moglichst kleinen longitudinalen Gradienten in der Energiedichte mufs
auch der transversale Gradient moglichst gering sein. Er ist durch das Strahlprofil der
Faser, die Auskoppeloptik und die Lage der Fokalebene relativ zur Probe bestimmt.
Die Energiedichteverteilung am Ort der Probe wird auf folgende Weise ausgemessen:
Zunéchst muf der Laserbrennfleck 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,
dak sie im Fokalbereich der Synchrotronstrahlung liegt. Durch Beschufl eines in der
Fokalebene der Kamera befindlichen Thermolumineszenzpapiers mit Laserpulsen kann
der Ort des Brennflecks bestimmt und mittels der Justiermoglichkeiten der Auskop-
peloptik so korrigiert werden, daf er mit dem Probenort iibereinstimmt (Fadenkreuz,
s. Abb. 4.4 links). Dabei ist darauf zu achten, daf die Fokalebene der Auskoppelop-
tik hinter der Probe liegt, um ein homogeneres Strahlprofil zu erreichen (s. Abb. 4.4,
rechts).

Zum Ausmessen des Strahlprofils werden 11 Lochblenden mit Durchmessern von
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Abbildung 4.4: Links: Photographie des Monitorbildes mit dem Brennfleck des Lasers
auf dem Thermolumineszenzpapier. Rechts: Schematische Darstellung der Strahlen-
ginge 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 iiber die Translationsmoglichkei-
ten des Goniometerkopfes unter Beobachtung des Bildes auf dem Monitor so justiert,
dak sie im Zentrum des Laserstrahls liegen (Fadenkreuz). Hinter der jeweiligen Blende
mifst ein pyroelektrisches Joulemeter (ED100, Gentec) dann die Energie der Laser-
strahlung. Die gemessene Gesamtenergie des Laserpulses betrug 4,6 4+ 0,3 mJ. Zur
Abschétzung des Energiedichteprofils wird die mittlere Energiedichte in einem Kreis-
ring zwischen den Radien r; und r; | zweier benachbarter Blenden berechnet, indem
die Differenz der zu der jeweiligen Apertur korrespondierenden Energie gebildet und
durch die Differenz ihrer Fléchen geteilt wird,

_ (Ei—-Ei)
-\ T Seml) 4
Poo = GF 1) 4

Das Ergebnis dieser Berechnungen zeigt Abb. 4.5, in der py,, iiber r; aufgetragen ist.
Der Fehler auf den Blendendurchmesser betragt +7 pm, der Fehler in der gemessenen
Energie etwa 7 %. Die relativ grofsen Fehler fiir oz, resultieren aus der Quadratur der
r; und der Differenzbildung zur Bestimmung der Ringfliche. Die Energiedichte reicht
nur fiir » < 75 pm an den abgeschitzten Wert von 9,3 mm—rgz heran, bis zu einem Radi-
us von 250 pm, dessen korrespondierende Fliche in etwa die typische Oberflache der
verwendeten Kristalle einschlieft, nimmt 75, um 30 % auf ~ 6,5 mm—H{Q in der entspre-
chenden Ringfliche ab, so dafl hier mit einem geringeren Photolysegrad zu rechnen
ist. Eine Verbesserung der Homogenitéit des Strahlprofils lafst sich durch eine Faser
grokeren Kerndurchmessers realisieren, wobei dann jedoch auch mehr Energie in die

Faser eingekoppelt werden muf. Diese Verbesserung ist bereits in Angriff genommen
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Abbildung 4.5: Energiedichteprofil der Laserstrahlung. Aufgetragen ist die mittlere
Energiedichte pg, innerhalb eines Ringes der Fliche w(r? — r?_,) gegen den duferen
Radius der Ringfliche r;.

worden.

4.2.4 Zerstorschwelle des Kristalls

Die Absorption der Laserenergie verursacht im Kristall eine Erwirmung und kann
ebenso Schockwellen hervorrufen, die das Kristallgitter zerstoren konnen. Deshalb
wurde getestet, welchen Laserenergiedichten Myoglobin-Kristalle standhalten.

Zunichst wurde ein met-Myoglobinkristall bei dem oben ausgemessenen Strahlprofil
mit Laserpulsen beschossen, da das zeitaufgeloste Testexperiment mit dieser Ligan-
dierungsform des Myoglobins durchgefiihrt werden sollte. Schon nach dem zweiten
Schuft platzten kleine Teile des Kristalls ab, was seine Ursache hochstwahrscheinlich
in der stirkeren Absorption von met-Mb gegeniiber MbCO bei 658 nm findet. So
lakt sich anhand der von Chen et al. (1994) aufgenommenen Spektren von MbCO
und met-Mb in Losung erkennen (s.Abb. 4.3, rechts), daf met-Mb bei 658 nm
eine grob 16-fach hohere Absorption aufweist als MbCO, folglich treten die oben
erwihnten Nebeneffekte der Absorption stirker in Erscheinung und zerstoren das
Kristallgitter. Deswegen wurde die Laserenergie zunéchst stark reduziert und dann
sukzessive erhoht, bis bei einer Energiedichte von 3,5 Hrlnriz der Kristall nach den
ersten 3 Laserschiissen nicht mehr zerstort wurde. Dann wurde zur Sicherheit diese
Energiedichte um rund 30 % reduziert (ps = 2,5 22;), so dak nach ca. 10000

1'1’11'1’12
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Laserpulsen optisch keinerlei Schiden mehr beobachtbar waren. Dies wurde ebenso
anhand eines Beugungsbildes verifiziert.

Zur Abschitzung der notwendigen Energiedichte fiir met-Mb wird dessen Absorp-
tionslinge aus der von MbCO (p~'msco(658 nm) ~ 1000 ym~") und der etwa 16-fach
stirkeren Absorption von met-Mb zu p !, (658 nm) ~ 62,5 ym abgeschiitzt. Daraus
berechnet sich mit Gl. 4.3 eine notwendige Energiedichte von 1 Hrlnriz zur vollstandigen
Photolyse. Der tatsichlich verwendete Wert von 2,5 mm—niQ stellte somit sicher, dafs
unter Beriicksichtigung der transversalen Inhomogenitit im Mittel 1,8-2,5 Photonen
je Him-Gruppe zur Absorption zu Verfiigung standen.

Als Vorbereitung auf zeitaufgeloste Beugungsexperimente an MbCO-Kristallen,
wurde ebenfalls deren Widerstandsfahigkeit getestet. Hierzu wurde ein Kristall mit
ca. 50000 Laserpulsen beschossen, wobei die mittlere Laserenergiedichte innerhalb
einer Kreisfliche mit 400 ym Durchmesser etwa 10 4 0,8 2% betrug, also in etwa dem

mm2
abgeschétzten Wert von 9,3 mm—IiQ entsprach. Anhand von Beugungsbildern, die vor und

nach dem Laserbeschuf aufgenommen worden waren, konnte verifiziert werden, daf
der MbCO-Kristall den Laserbeschuf bei dieser Energiedichte unbeschadet iibersteht.
Hieraus lassen sich jedoch noch keine konkreten Riickschliisse auf den tatsichlichen
Photolysegrad ziehen. Dazu wiren parallel zur Photolyse zeitaufgeloste spektroskopi-
sche Messungen mit einem Einkristallspektrometer notig, doch ein solches ist fiir das
Experiment noch nicht verfiighbar. Damit liefe sich der Photolysegrad direkt verfolgen
und der Anregungsgrad optimieren.

4.2.5 Abschatzung der Temperaturerhohung

Bei einer konventionellen Montage eines Proteinkristalls innerhalb eines Kapillarréhr-
chens wiirde der Kristall aufgrund der mehrfachen Anregung bei der stroboskopischen
Messung die aus den Laserpulsen absorbierte Energie akkumulieren, was in einer kon-
tinuierlichen Temperaturerh6hung resultieren und den Kristall schnell zerstoren wiir-
de, falls keine hinreichende Kiihlung zur Aufrechterhaltung eines thermischen Gleich-
gewichtes vorhanden ist. Im folgenden wird die mittlere Temperaturinderung abge-
schétzt, die ein Laserpuls in einem Myoglobinkristall verursacht, um die Notwendigkeit
einer Kristallkiihlung zu verdeutlichen. Dazu wird von einer adiabatischen Tempera-
turdnderung ausgegangen, da die Luftkonvektion innerhalb eines Kapillarréhrchens
gering ist. Fiir diese Anderung gilt,

Q

AT _
Cu,o V PHs0

(4.6)

Fiir die in den Kristall dissipierende Warmemenge () wird die durch die Him-Gruppen
des Kristalls absorbierte Laserenergie E,,; angenommen, fiir Dichte und Warmekapa-
zitdt des Kristalls die des Wassers (pg,0 = 1 £5, cy0 = 4,19 giK), was aufgrund
der Tatsache, dak Proteinkristalle zu 50 % aus Wasser bestehen, zu vertreten ist.
Mit Gl. 4.2 und GI. 4.3 146t sich die Temperaturerhohung in Abhéngigkeit von der
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einfallenden Energiedichte wie folgt ausdriicken,

E’as
AT = _ Tabs (4.7)
Cu,o PHs0 V
Ey (1 —e K%
_ B—er) (4.8)
Cu,o Pus0 V
| e
— pEo ( € ) ) (49)

Cu,o Pu,o T

Fiir x mufs hier die gesamte Kristalldicke angesetzt werden, die fiir den met-Mb-
Kristall rund 200 pm betrdgt. Mit ppe* = 2,5 Hrlnn‘é bzw. pp’?? = 10,0 I:l“ri2 und
tmet—np = 0,016 pum ™! bzw. pamco = 0,001 pm~! errechnen sich Temperaturerho-
hungen von 2,9 bzw. 2,2 K pro Laserschuf. Bei einer gewohnliche Montage des Kristalls
in einem Kapillarrohrchen konnte der Kristall bei einer Pulsfrequenz von ~ 2 Hz die
entsprechende Wérme mittels Lufkonvektion nicht schnell genug abfiihren, so daf er
schnell iiberhitzen wiirde. Deswegen ist es dringend erforderlich den Kristall, wie im

folgenden Kapitel beschrieben, zu kiihlen.




Kapitel 5

Nanosekunden-zeitaufgelostes
Laue-Experiment an met-Myoglobin

In den vorhergehenden Kapiteln ist gezeigt worden, dafl Chopper- und Lasersystem
die experimentellen Voraussetzungen fiir ns-zeitaufgeloste Laue-Experimente erfiillen.
Es gilt nun, ein solches Experiment mit einem Proteinkristall durchzufiihren, um zu
untersuchen, ob ein auswertbarer Datensatz mit dem Spiegelchopper an DORIS ge-
sammelt und welche Bragg-Auflosung erzielt werden kann. Hierzu beschreibt dieses
Kapitel die Messung an met-Myoglobin, das photochemisch inaktiv ist, weswegen kei-
ne Konformationsinderungen erwartet werden, was jedoch zu verifizieren ist, da der
thermische Einflufs der Laserabsorption auf die Proteinstruktur noch nicht untersucht
wurde. Es ist daher festzustellen, ob der Laserbeschuf allein schon die Struktur veran-
dert, was die Identifizierung von photochemisch induzierten Konformationséinderungen
in MbCO erschweren wiirde.

5.1 Experimentelle Durchfiihrung

Zeitaufgeloste Beugungsexperimente sind i. a. vorbereitungsintensiv, da zuerst die ge-
samte Strahlfiihrung auf Weifsstrahlbedingungen umgestellt und dann der Chopper
justiert werden muf. Sie verlangen auch nach diesen Vorbereitungen noch einen ho-
hen Zeitaufwand vor der Messung, da z.B. die Priparation des MbCO aus met-Mb
kurz vor der Messung erfolgen sollte. Hierbei wird in einem vierstiindigen Prozefl das
Fe3™ des met-Mb mit Dithionat zu Fe?* reduziert und dann CO in den Kristall ein-
diffundiert (Antonini & Brunori 1971). Ein geeigneter Kristall muf 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 schliefst sich die Beschreibung der Probenmontage und
-justierung an, bevor die Datennahme erldutert wird.

5.1.1 Justierung des Choppers

Der Chopper muft moglichst so justiert werden, dafs der Spiegel den intensivsten Teil
des Synchrotronstrahls herausschneidet und durch die Blende K3 reflektiert. Hierzu

68
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sind folgende Einstellungen notwendig:
1. Einstellen der Kollimatorschlitze (K2: 400 x 1700 pm , K3: 80 x 500 pm ).
2. Positionierung der Blende des Scheibenchoppers auf maximale Transmission.
3. Horizontalstellung des Spiegels iiber Rotation des Goniometers.
4. Absenken des Spiegels bis zur Strahlmitte (halbe Intensitét).
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, Diffraktometer und Justieroptiken.

7. Aufsuchen des Reflexes durch Feinjustierung des Spiegels mittels Rotation des
Goniometers.

8. Optimierung von Toroidspiegel und Kollimator auf maximal reflektierte Intensi-
tat mittels eines automatischen Justierprogrammes.

9. Verschlielen der Blende K1 zur Reduktion des Strahlungsuntergrundes.

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

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

Kristallkiihlung

In Kapitel 4.2 ist gezeigt worden, dak die Temperaturerh6hung pro Laserpuls etwa
2,9 ° C fiir met-Mb betrédgt, so dafs der Kristall sich wihrend des Laserbeschusses
schnell autheizen wiirde. Zur Aufrechterhaltung konstanter thermischer Bedingungen
muls er daher gekiihlt werden, da er ansonsten schnell austrocknet und zerstort wird.
Der praparierte Kristall wird daher in ein konisches Kapillarrohrchen gegeben, durch
welches wihrend des Experiments eine Ammoniumsulfatlésung (4,8 M in 0,1 M Phos-
phatpuffer, pH=6) flieft (Fliefigeschwindigkeit = 14,5 ml/hr). Der Fluf treibt den
Kristall in der Kapillare so weit voran, bis er aufgrund der Konizitdt des Réhrchens
stecken bleibt. Fiir Experimente mit MbCO-Kristallen muf die Losung mit Kohlen-
monoxid versetzt werden, da ansonsten die photolysierten CO-Molekiile allméhlich
aus dem Proteinkristall in die Losung diffundieren, so dak mit der Zeit die CO-
Konzentration und somit die Besetzung der Bindungsstellen im Kristall stark abnimmt.
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Teleskop zur
Vertikaljustierung Auskoppeloptik Szintillationsdetektor

- ) )

TN
: L;i .

. 4 ;"—} E

Ammonium-

'] Eglsfl?fl;g

Halterung Goniometerkopf Kapillare

Abbildung 5.1: Ezperimenteller Aufbau am Probenort. In der Mitte sind der Gonio-
meterkopf, die Halterung, das Kapillarréhrchen und die Schliuche zu erkennen, in
denen die Ammoniumsulfatlosung fliefst. Von oben zielt das Auskoppelobjektiv der Fa-
ser auf die Kapillare, rechts davon befindet sich der Plastikszintillationsdetektor, im
Hintergrund der Kollimator. Am linken mittleren Bildrand ist schwach das Teleskop
zur Finstellung der vertikalen Kristallposition zu erkennen.

Montage des Kapillarr6hrchens

Das Kapillarréhrchen ist auf einem Biigel montiert, der fiir weitere Justierungen auf ei-
nem Goniometerkopf sitzt (s. Abb. 5.1). Auferdem kann die Kapillare vor der endgiilti-
gen Fixierung in der Halterung zur Orientierung des Kristalls entlang ihrer Lingsachse
rotiert werden. Die Orientierung erfolgt so, dafs die grofste Fléche des Kristalls horizon-
tal liegt und nach oben zeigt, so dafs die Laserstrahlung fast senkrecht eintrifft. Eine
stabile Halterung sowie eine gute Befestigung des Rohrchens sind dufserst wichtig, um
z.B. kleine Vibrationen zu verhindern, denn durch die Verwendung polychromatischer
Strahlung sind die Beugungsreflexe empfindlich 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 Diffraktometer (s. Abb. 5.1). Auf dem Diffraktome-
terkopf mufs der Kristall so ausgerichtet werden, daf das mit Synchrotronstrahlung
belichtete Volumen mit dem photolysierten zusammenféllt (s. Abb. 4.4 rechts). In der
Horizontalebene wird er hierzu iiber die Verstellmoglichkeiten des Goniometerkopfes
auf das Fadenkreuz des Monitors eingestellt, welches das Zentrum von Laserbrennfleck
und Synchrotronstrahlung markiert. Die Hohe 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, daf die Oberkante des Kristalls
mit der des Synchrotronstrahls abschlieft. Die Strahlposition wurde vorher mittels
eines Thermolumineszenzpapiers festgestellt und iiber das Fadenkreuz des Teleskops
markiert.

Da die Kollimatorschlitze aufgrund des Choppers vertikal klein sein miissen, horizon-
tal aber breit sein diirfen, ist eine vertikale Drehachse des Diffraktometers vorteilhaft.
Der Kristall darf dann ndmlich relativ grof sein und die Breite des Synchrotronstrahls
ausnutzen, ohne daf bei den verschiedenen Kristallorientierungen unterschiedliche Kri-
stallvolumina bestrahlt werden, wie das bei einer horizontalen Drehachse der Fall wire,
die normalerweise fiir monochromatische Messungen Vorteile bietet. Auch bleiben der
Einfallswinkel des Laserlichts auf die Kristalloberfliche und somit das photolysierte
Volumen bei jeder Kristallorientierung konstant.

5.1.3 Datennahme

Die zeitaufgelosten Beugungsmessungen wurden am Proteinkristallographiestrahl
BW6/DORIS in einem Wellenlédngenband von 0,55-2,0 A durchgefiihrt, 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 eingeschrinkt
war. Bei jeder Orientierung wurde zunéchst ein Beugungsbild des met-Myoglobins* bei
ruhender Scheibe und ohne Laserbeschufl, aber mit rotierendem Spiegel, aufgenommen.
Hierbei blieb der Strahlverschluf fiir 15,0 s gedffnet, so daf 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 At; wurde mittels APD
und Szintillationszdhler wihrend des gesamten Experiments verfolgt, und eine geringe
Anderung in Aty aufgrund der Instabilitit im Laserziindzeitpunkt (s. Kapitel 3.6.2)
festgestellt. Diese Anderung konnte jedoch durch Verschieben des Triggerzeitpunkts
mittels der manuell bedienbaren Verzogerungsstufe (Kapitel 3.6) kompensiert werden.
Die Standardabweichung auf At; = 9,9 ns wurde zu o(Atz) = 2,4 ns ermittelt
(s. Abb. 3.20 links), was bestétigt, dal der Effekt der Asymmetrie des Beschleuniger-
orbits (s. Kapitel 3.6.2) die Zeitauflosung gegeniiber der manuellen Kompensation der
Instabilitat im Ziindzeitpunkt 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 enthdlt 5/42 Reflexe.

5.2 Prozessierung der Laue-Daten

Die Bestimmung der Strukturfaktoren aus den gemessenen Reflexen erfolgt iiber die
drei Programme LAUEGEN (Campbell 1995, Campbell et al. 1998), SCALE und
MUL _SORT (Bourenkov et al. 1996). LAUEGEN extrahiert die gemessenen Reflex-
intensitdten aus den Laue-Bildern (s. Abb. 5.2), SCALE erstellt eine Wellenldngennor-
malisierungskurve (WNK) und MULSORT entfaltet die Energiemultipletts und erstellt
die skalierten Reflexintensititen. 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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Abbildung 5.3: Flufidiagramm der Prozessierung der Laue-Daten.

Datenauswertung beschrieben (s. Abb. 5.3):

1. LAUEGEN, Extraktion der gemessenen Reflexintensititen aus den Laue-
Bildern.

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

(b) Parameteranpassung. Bei der Parameteranpassung werden fiir eine aus-
gesuchte Anzahl von Reflexen Parameter wie Orientierungswinkel der Ein-
heitszelle zum Strahl, Zellabmessungen, monokliner Winkel und detektor-
spezifische Parameter (z.B. Abstand, Neigung, Rotation) variiert, um die



5.2 Prozessierung der Laue-Daten 74

[EEY
© N
/

Inverser Skalierungsfaktor S,
|

w

0 ! ! N B X\l\& Xf\r’\':w*x

0.6 0.8 1 12 14 16 18 2
Wellenlinge A [A]

Abbildung 5.4: Wellenldngennormalisierungskurve. Aufgetragen ist der inverse Skalie-
rungsfaktor Sy iber die Wellenlinge X in Wellenlingenbereichen zu 0,025 A.

theoretischen Reflexpositionen den gemessenen noch besser anzupassen, da
eine gute Anpassung die Voraussetzung fiir eine korrekte Reflexintegration
ist.

Reflexdimensionen. Es wird die rdumliche Ausdehnung der Beugungsre-
flexe erfafst.

Soft-Parameter. Bestimmung der Braggauflosung d,,;, und der kleinsten
vorkommenden Wellenldnge \,,;, in den Laue-Daten.

Integration der Reflexintensititen. Integration der Reflexintensitdten
unter Beachtung der Reflexdimensionen und der Schnitte auf d,,,;, und A,,;,.

2. SCALE, Erstellung der Wellenlangennormalisierungskurve.

(a)

Aufgrund der in Kapitel 2.2 genannten Effekte ist die einfallende Intensi-
tit der Synchrotronstrahlung wellenlingenabhéingig, worauf die gemessenen
Reflexintensitéiten korrigiert werden miissen. Hierzu wird ein Skalierungs-
faktor Sy (\) berechnet, der iiber die Referenzintensitiaten I7}9"° der PDB-

Datei aus der Protein Data Bank bestimmt wird. Fiir Reflexe I;,7()\) mit
Imon

A < 2 Apin berechnet er sich zu Spi(\) = I—%%l(—:) Fiir die Reflexe mit
hkl

A > 2 Apip sind alle 17,7 (X) Energiemultipletts, weswegen die Syx(A) iiber

ein Gleichungssystem bestimmt werden miissen (Bourenkov et al. 1996).

Der resultierende Skalierungsfaktor ist als S;}()\) iiber die Wellenlinge in
Abb. 5.4 dargestellt. Die WNK reflektiert die Spektralverteilung der ge-
beugten Strahlung, wie sie vom Image-Plate gemessen wurde.
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‘ Kristall harmonische Multiplizitat 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: Hdaufigkeit der Multipletts in Abhdngigkeit von ihrer Harmonizitdt.

3. Mul Sort

()

(b)

Das Programm Mul Sort skaliert die einfachen Reflexe geméifs der WNK
und entfaltet die Reflexintensitdten der Energiemultipletts in die beitra-
genden Intensititen der Einzelreflexe, die erst dann skaliert werden. Das
Entfaltungsverfahren beruht auf der Annahme von Bayes-Statistik fiir die
Beitrige der Einzelintensititen zur Gesamtintensitit eines Energiemulti-
pletts. Tabelle 5.1 zeigt die Héaufigkeit der Energiemultipletts in Abhéngig-
keit von der Anzahl der beitragenden Einzelreflexe m, wobei alle Reflexe,
deren Schwerpunkte naher als 0,5 mm beieinander liegen, als Multiplett auf-
gefakt werden. Die Entfaltung wird nur auf Multipletts mit Harmonizitét
m < 9 angewendet, da die Rechenzeit fiir die Entfaltung eines Multipletts
der Ordnung m exponentiell mit m anwichst. Die nicht entfalteten Multi-
pletts mit m > 8 machen nur einen Anteil von 5 Promille an der Gesamtzahl
der Reflexe aus, so daf ihre Vernachléssigung vertretbar ist.

Nach der Entfaltung stellt das Programm die skalierten Reflexintensitdten
IV bzw. die Betrige der Strukturfaktoren Fy,) fiir die weitere Prozessie-
rung zu Verfiigung.

4. SHELXL97, SHELXPRO und O

(a)

Das Programm SHELXL97 berechnet zunéchst die theoretischen Struktur-
faktoren FMpe!l und Phasen von met-Mb aus den Atomkoordinaten der
Modellstruktur und fiithrt mit den F};; eine Verfeinerung an das Modell
durch. Die kristallographischen R-Faktoren R,,,s beider Strukturen liegen

knapp unter 19 %, die fiir die Strukturfaktoren mit (;55:;) > 4 bei 16 %.

Das Programm SHELXPRO fiihrt 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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Tabelle 5.2: Parameter zu Datennahme, Auswertung und Verfeinerung der Laue-

Daten.

| 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 P2,
Einheitszelle
a A 34,83 34,83
b A 31,02 + 0,02 31,02 + 0,02
¢ A 64,68 + 0,11 64,67 £ 0,12
Iv) ° 105,84 + 0,16 105,86 + 0,14
mittlere Reflexdimension
Lange mm 1,25 £+ 0,09 1,24 + 0,11
Breite mm 0,81 £ 0,06 0,78 £+ 0,06
Aomin A 1,65 1,65
Amin A 0,6 0,6
Gemessene Reflexe 32190 31823
7 entfaltet 39058 38632
symm. unabh. Reflexe 11653 11647
s 6,98 7,13
Vollstandigkeit % 70,9 71,5
Verfeinerung
R yys fiir alle Fy % 18,8 18,7
R yyse fiir % >4 % 16,0 15,9
Koordinatenfehler o(z;) A 0,21 0,21

#Zeitabstand Spitze—Spitze
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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 zusammengefaltt. Die Qualitit der gemessenen
Strukturfaktordaten laft sich anhand der folgenden FEigenschaften charakterisie-
ren: Vollstdndigkeit des Datensatzes, Signal/Rausch-Verhéltnis, Bragg-Auflosung
und R-Faktoren. Letztere sind < 20 % und stellen daher einen guten Wert dar
(Drenth 1995). Die anderen Charaktristika sind i.f. diskutiert.

Vollstandigkeit

Die Vollstandigkeit des Satzes der Strukturfaktoren ist neben der erreichten Bragg-
Auflosung wichtiges Kriterium fiir die Qualitdt der Elektronendichteverteilung. Sie
héngt vom iiberdeckten reziproken Raum und vom Signal/Rausch-Verhéltnis der
Messung ab. Bei den durchgefiihrten Messungen konnte der reziproke Raum nicht
vollstindig exploriert werden, da der Rotationsbereich auf 110° eingeschrankt war,
so dak der Kristall nicht um die vollen 180° gedreht werden konnte, wie das bei
monoklinen Systemen zur Aufnahme eines kompletten Datensatzes notwendig ist. Die
Einschrinkung resultiert daraus, daf die Halterung des Kapillarrohrchens ab einem
Winkel von £ 35° zwischen Strahlachse und Rohrchen anfingt, den Streubereich
zwischen Image-Plate und Kristall abzuschatten.

In Tabelle 5.3 ist die erreichte (exp.) neben der bei gegebener Geometrie erreichbaren
Vollstidndigkeit (theo.) fiir verschiedene Auflosungsbereiche angegeben, wobei die
Einteilung gleichen Volumina im reziproken Raum und somit gleicher Reflexanzahl
entspricht, aufer fiir den Bereich von 16,8-5,64 A, bei dem die Anzahl der Reflexe
nur ein Achtel betrigt. Die Vollstindigkeit liegt fiir beide Datensitze bei 71 %,
die theoretisch mogliche bei 75 %. Die eigentliche Qualitit der Messung und des
Auswerteverfahrens verdeutlicht der Vergleich zwischen theoretischer und erzielter
Vollsténdigkeit (572-). Hiernach konnten im Mittel 95 % aller mekbaren Reflexe bei
beiden Datensétzen nachgewiesen werden, was beweist, dal mit dem Laue-Verfahren
und dem Spiegelchopper dhnliche Vollstédndigkeiten erreicht werden konnen wie mit
monochromatischen Methoden.

Fiir die Vollstindigkeit bei geringer Auflésung (16,8-5,64 A) 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
entschirft dieses Problem jedoch, so daf immerhin ~ 86 % aller theoretisch mefbaren
Reflexe mit einer Auflésung von > 5,64 A nachgewiesen werden. Die Hiufigkeit der
Energiemultipletts 14t sich anhand von Tabelle 5.1 berechnen und betrigt fiir den
Datensatz des met-Myoglobins 16,8 % und fiir met-Mb* 16,9 %, was den von Clifton
et al. (1991) abgeschitzten Wert von 17 % fiir die Anzahl der Multipletts in einem
Laue-Datensatz bestétigt.

Die Vollstiindigkeit im Bereich der héchsten Bragg-Auflésung (1,75-1,65 A)
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met-Mb met-Mb*
Vollstandigkeit Vollsténdigkeit
I exp. I exp.
A ((7(([)» exp. theo. 2 A <a<(1>)> exp. theo. -
[A] (%] [%] [%] [A] ][] [%]

16,8 - 5,64 501 457 514 889 |[ 168564 535 448 52,1 86,0
564-2,71 9,63 71,6 740 96,8 || 564-271 914 726 757 959
2,71-2,19 824 758 768 98,6 || 2,71-2,19 826 76,6 779 983
2,19-193 557 751 763 984 ||219-193 577 756 77,1 982
1,93-1,76 328 734 751 978 ||193-1,76 334 743 760 978
1,76 - 1,65 2,38 60,9 725 840 || 1,76-1,65 2,50 60,7 71,6 84,8
168 - 1,65 608 70,9 744 953 || 168165 7,03 71,5 75,1 952

Tabelle 5.3: Vollstandigkeit der Datensdtze von met-Mb und met-Mb*. Die Wellenldn-
genbereiche korrespondieren zu gleichen Volumina im reziproken Raum, aufSer bei dem
Bereich von 16,8-5,64 A, wo das Volumen nur 12,5 % der anderen Volumina betrdgt.

betrigt fiir beide Datensidtze rund 60 % bzw. werden 84 % aller theoretisch mefs-
baren Reflexe erfaftt. Die etwas geringere Vollstandigkeit bei hoher Auflosung liegt
am geringeren Signal/Rausch-Verhiltnis fiir diese Reflexe, das zum einen aus der
Abnahme der atomaren Streufaktoren sowie dem Einfluft der Temperaturfaktoren mit
zunehmendem Streuwinkel resultiert, zum anderen ist der Einflult der Mosaizitit des
Kristalls auf das Streuvermdgen hierfiir verantwortlich.

Signal /Rausch-Verhéltnis

Die Abnahme des Streuvermdogens mit zunehmender Auflosung ist deutlich anhand
von % in Tabelle 5.3 zu erkennen, lediglich der Bereich von 16,8-5,64 A fillt aus
dem Schema. Dies liegt vermutlich daran, daf keinerlei Redundanz fiir diese Reflexe
vorhanden und die Messung somit unsicherer ist, und eventuell auch am Einflufs der
Energieentfaltung, da alle Reflexe in diesem Bereich aus Energiemultipletts stammen.
Das Signal/Rausch-Verhéltnis der einzelnen Auflosungsbereiche beider Datensitze
liegt zwischen 2,4 und 9,5. Das mittlere Signal /Rausch-Verhéltnis hat einen Wert von
7, was mit monochromatischen Messungen dieser Auflosung vergleichbar ist und die
Anwendbarkeit der Laue-Methode unterstreicht.

Bragg-Auflosung und Koordinatenfehler

Die Bragg-Auflésung der Laue-Daten erreicht 1,65 A mit einer Vollstindigkeit in der
letzten Auflésungsschale von fast 61 %, und das, obwohl der reziproke Raum nicht
vollstindig exploriert wurde. Eine hohe Auflésung ist mafgeblich fiir die Reduzierung
des Fehlers auf die Ortskoordinaten der Atome o(z;), (i=1-3). Der Fehler wird i.f.
mittels der Niaherungsformel 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
Abhingigkeit von der reziproken Bragg-Auflosung d—' (). Die Geradenschar markiert
mittlere Koordinatenfehler in Abhédngigkeit von d'.

0.5 0.6 0.7

isotropen Temperaturfaktor B annimmt:

N 1

J(xz) ~ Nobs — NPar s Rcryst dmm ) (51)
wobei N = 1704 die Anzahl der Atome in der Struktur ist, noy, = 11647 die An-
zahl der unabhingigen Observablen, np,. = 4 N = 6816 die Anzahl der freien Pa-
rameter (1,2, %3, B), Reryst = 0,187 der R-Faktor der Verfeinerung gegeniiber der
Modellstruktur und d,;,, = 1,65 A die erreichte Bragg-Auflssung. Hieraus ergibt sich
ein Fehler auf eine Ortskoordinate von o(z;) = 0,21 A bzw. ein Positionsfehler von
o(r) =3 o(z;) =0,36 A.
Ein oberer mittlerer Koordinatenfehler’ in Abhingigkeit von der Auflosung kann mit-
tels einer Luzatti-Graphik abgeschétzt werden (Cruickshank 1999), die in Abb. 5.5 fiir
die errechneten Atomkoordinaten des met-Mb*-Datensatzes dargestellt ist. Hier ist der
R-Faktor in Abhéngigkeit von d ! aufgetragen (e) und eine Geradenschar gezeichnet,
von der jede einzelne Gerade einen oberen mittleren Koordinatenfehler in Abhéngig-
keit von d~" markiert. Im Bereich von d=" = 0,4-0,5 A=! (d = 2,5-2,0 A) verliuft die
Kurve etwa linear zu der Geraden, die zu einem Fehler von & 0,12 A korrespondiert.
Dies ist der beste Teil der Struktur. Mit zunehmender Auflésung verschlechtert sich
der Fehler aufgrund des zunehmenden Einflusses der Temperaturfaktoren und der ex-
perimentellen Fehler, so da® die obere Fehlergrenze bei d=! = 0,6 A~! (1,65 A) bis auf

"Eigentlich ist dies kein Koordinatenfehler, sondern der Betrag, um den die Koordinate ; in einer
idealisierten Verfeinerung verschoben werden mufs, um genaue Ubereinstimmung mit dem Modell zu
erreichen.
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0,17 A ansteigt. Unterhalb einer Auflssung von 2,5 A nimmt die Fehlergrenze ebenfalls
zu, bei d™' = 0,2 A~1 (d = 5 A) betrigt sie ~ 0,25 A. Oberhalb von 5 A nimmt sie
aufgrund der geringen Anzahl der Reflexe in diesem Auflésungsbereich (305) drastisch
zu. Die obere Grenze fiir den Fehler liegt im Bereich von 5,0-1,65 A zwischen 0,12
und 0,25 A, was mit dem fiir die gesamte Struktur mittels der Niherungsformel 5.1
bestimmten Wert von 0,21 A vertriglich ist.

5.3.2 Vergleich der Datenqualitit zu einem fritheren ns-zeit-
aufgelosten Beugungsexperiment an Myoglobin

Bisher wurde nur ein einziges hochzeitaufgelste Beugungsexperimente an MbCO
durchgefiihrt (Srajer et al. 1996), fiir das die Mekverfahren, die Vollstéandigkeit und
der Fehler auf die Atomkoordinaten i. f. mit den Daten dieser Arbeit verglichen werden.

Der Unterschied der Mefsverfahren liegt darin, dafs bei den met-Mb*-Daten die-
ser Messung 6 Laue-Bilder in Abstédnden von 22° (Rotationsbereich = 110°) bei einer
entsprechenden Exploration des reziproken Raumes von 75 % aufgenommen wurden,
wahrend 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 Vollstindigkeiten beider Messungen sind zum Vergleich in Tabelle 5.4
nach den Aufldsungbereichen, wie sie in der Verdffentlichung von Srajer et al. (1996)
gewahlt wurden, dargestellt. Es féllt auf, dak bei der MbCO-Messung trotz eines Ro-
tationsbereiches von iiber 180° nur 65,7 % Vollstédndigkeit bis zu einer Auflésung von
1,8 A erreicht wurden, wobei die duferste Auflssungsschale lediglich eine Vollstéin-
digkeit von 27 % aufweist. Das zeitaufgeloste Experiment dieser Arbeit erreichte im
selben Auflésungsbereich mit 73,8 % eine hohere Vollstindigkeit, trotz eines geringe-
ren Rotationsbereichs. Der Aufldsungsbereich erstreckt sich sogar noch bis zu 1,65 A,
und das bei einer Vollstéindigkeit von 63,8 % in der Auflésungsschale von 1,8-1,65 A.
Damit betriagt die gesamte Vollstindigkeit 71,5 %. Im Bereich niedriger Auflésung
(10,8-5,64 A) zeigt das Experiment von Srajer et al. (1996) eine hohere Vollstéan-
digkeit als diese Messung, was durch die unvollstindige Uberdeckung des reziproken
Raumes bei dieser Messung erklart wird (180° vs. 110°).

Der Fehler auf die Atomkoordinaten der MbCO-Messung wird i.f. gemaf GIl. 5.1
abgeschitzt, weil in der Veroffentlichung diesbeziiglich keine Informationen gegeben
wurden. Der in der Formel auftauchende R-Faktor aus der Anpassung an die Modell-
struktur ist ebenfalls nicht angegeben, so dafs optimistisch derselbe Wert wie in dieser
Messung angenommen wird, R, = 0,187. Die Parameter ngo,s = 8032, C' = 65,7%
und dyni, = 1,8 A, ebenfalls optimistisch, da hier die Vollstindigkeit nur 27 % betrigt,
sind der Veroffentlichung entnommen. Mit N = 1704 und np,, = 6816, berechnet sich
der mittlere Fehler auf eine Ortskoordinate zu o (x;) = 0,46 A bzw. der Positionsfehler
zu o(r) = 0,80 A. Diese Fehler sollten als untere Grenze angesehen werden, da bei
Apmin und Re.yse Zugestdndnisse gemacht worden sind. Anhand des Koordinatenfeh-
lers l&ft sich schliefen, dafl bei der MbCO-Messung keine Konformationsinderungen
aufgedeckt werden konnten, da deren erwartete Amplituden geringer sind (< 0,4 A,
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Vollstandigkeit

AN met-Mb*  Mb*CO
[A] [ %] [%]
oo —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
241 - 2.02 76.3 68.9
2.02 -1.80 74.7 27.0

1.80 — 1.65 63.8 -

oo — 1.80 73.8 65.7

Tabelle 5.4: Vergleich der Vollstindigkeiten zwischen den met-Mb*- und den Mb*CO-
Daten von Srajer et al. (1996).

s. Kapitel 2.4) als der abgeschitzte mittlere Positionsfehler, wihrend der Fehler dieser
Messung weniger als halb so grof ist und schon im Bereich der Konformationsédnde-
rungen liegt.

5.3.3 Analyse der Strukturdaten

Die beiden folgenden Abbildungen zeigen zur Veranschaulichung der Datenqualitét
zwei Ausschnitte der Him-Umgebung in der 2|F),c; ap+ | — | Fr|-Elektronendichtekarte,
die aus den met-Mb*-Daten und dem Modell berechnet worden sind. In zwei weiteren
Abbildungen wird die Differenzfourierdichte zwischen Anregungs- und statischer
Messung dargestellt.

Ansicht auf die Porphyrinebene

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

Seitliche Ansicht des Hams

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

!Standardabweichung von der mittleren Elektronendichte in der Einheitszelle.
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Abbildung 5.6: 2|Fet— b+
len Seite her betrachtet. Die Kontourniveaus betragen 1,6 o (blau), 3,0 o (grin) und
12,0 o (rot).

— |F.|-Elektronendichtekarte der Hamebene, von der dista-
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Abblldllng 5.7 2|Fmet—Mb*
durch die Hamebene. Die Kontourniveaus betragen 2,2 o (blau), 4,5 o (grin) und
12,0 o (rot).

— |F.|-Elektronendichtekarte eines vertikalen Schnittes

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

Beide Elektronendichtekarten sind von guter Qualitdt, da sich bei relativ hohen
Kontourniveaus von 1,6 bzw. 2,2 ¢ immer noch (fast) vollstindig zusammenhéngende
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Abbildung 5.8: Seitliche Ansicht der Differenzelektronendichtekarte Ap =
| Frnet—mb | — |Finet—nn| bei einem Kontourniveau von +4o (grin) und +50 (rot). Das
Stockmodell zeigt das Hiam sowie ausgewdhlite Seitenketten, wobei die Kohlenstoffatome
gelb, Sauerstoff rot und Stickstoff blau markiert sind.

Elektronendichten abzeichnen, und bei hoheren Niveaus (3,0 bzw. 4,5 o) Dichten
einzelner Atome deutlich getrennt identifiziert werden konnen.

Differenzelektronendichte

Die Differenzelektronendichte Ap,,, ist iiber die Differenzfouriersynthese der Struk-
turfaktoren zwischen der statischen met-Mb-Struktur und der nach Laseranregung
berechnet worden (Drenth 1995),

1 . . .
Apzyz — V Z(|F};7lzc?t—Mb - |F};711£t—Mb ) e—271"&(h(1) + ky + lz) + Zahk:l’ (52>
hkl

wobei die Phasen der bekannten Modellstruktur iibernommen wurden. Es existieren
zahlreiche Differenzdichten im Bereich von —40 < Ap < 40, die sich homogen iiber
das Protein verteilt finden. Erfahrungsgemifs kann einzelnen Differenzmaxima im
Bereich zwischen + 3-40 ohne andere komplementére Informationen keine Signifikanz
beigemessen werden (Bartunik et al. 1999). Dies liegt daran, da nur eine begrenzte
Anzahl von Strukturfaktoren bestimmt werden kann, so dak 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 Differenzelektronendichten mit einer Abweichung von > +40 vom
Mittelwert Ap dargestellt, unterhalb von —4o existieren keine Differenzdichten.

Auf einem Kontourniveau von 440 (griin) werden noch insgesamt 5 Differenzdichten
lokalisiert, eine sehr kleine am Pyrrolring C (C) und eine kleine in der Nihe des
Eisens (B) sowie eine grofe Differenzdichte unterhalb der Hamebene (A), die erst
bei +5, 7o verschwindet. Sie liegt der Differenzdichte B in etwa derselben Entfernung
zum Eisen gegeniiber (s. Abb. 5.9). Met-Myoglobin ist im Gegensatz zu MbCO
photochemisch nicht aktiv, was durch die unterschiedlichen Oxidationsstufen des
Eisens (Fe?™ bzw. Fe?") in den entsprechenden Formen des Myoglobins erklirt wird.
Daher kann die Differenzdichte A nicht auf das sogenannte doming zuriickgefiihrt
werden, der Bewegung des Eisens in Richtung des proximalen Histdidins, die nur bei
Eisen(IT)-Komplexen spektroskopisch nach der Ligandenabspaltung beobachtet wird
(Franzen et al. 1995). Auch als eine Bewegung thermischen Ursprungs aufgrund von
Ham-Vibrationen konnen weder die Dichten A und B noch die Dichte C {iber 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 miifite auferdem eine grofe negative
Differenzdichte an der urspriinglichen Position des Eisens zu finden sein, die jedoch
selbst auf niedrigem Kontourniveau (2,0 o) fehlt. Eine plausiblere Begriindung fiir
die Dichten A und B liegt darin, daf Eisen eine hohe Streukraft besitzt, und sich
deswegen die Abbruchfehler bei der Fouriersynthese in der Umgebung des Eisens
besonders stark auswirken (sogenannte ripples), so daf es sich bei diesen Maxima
wahrscheinlicher um Pseudomaxima handelt.

Zwei weitere Differenzdichten oberhalb von 440 sind in der Ndhe der Aminosduren
Leucine 32 (D) und Phenylalanine 33 (E) lokalisiert. Sollten diese auf Bewegungen
dieser Seitenketten hindeuten, so miiften entsprechende negative Dichten bei den
Atompositionen der nichtangeregten Struktur zu finden sein, was jedoch nicht der
Fall ist. Eine Interpretation dieser zwei Dichten als Bewegung dieser Seitenketten
aufgrund eines thermischen Effekts wére daher dufserst spekulativ.

Anhand der gezeigten Differenzelektronendichten ist zu folgern, dafs auf die Absorp-
tion folgende thermische Effekte die Konformation des Proteins nicht relevant beein-
flussen, zumindest nicht bei einer Auflésung von 1,65 A und nicht innerhalb der ersten
9,9 + 2,4 ns nach dem Anregungsmaximum. An einem photolytischen Experiment an
MbCO kénnen dhnliche thermische Bedingungen wie bei met-Mb erwartet werden, so
dak dann auftretende signifikante Differenzdichten mit Ligandenabspaltung, doming
oder Konformationsinderungen in der tertidren Struktur assoziiert werden kdnnen,
und nicht dariiber spekuliert werden mufs, ob diese thermischen Ursprungs sind.
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Abbildung 5.9:  Ansicht der Differenzelektronendichtekarte Ap = |Frer o
| Frnet—an| von der distalen Seite her bei einem Kontourniveau von +4o (grin) und
+50 (rot).




Kapitel 6
Diskussion und Ausblick

Diskussion der Leistungsfihigkeit des Spiegelchoppers

Eine Hiirde fiir die Weiterentwicklung und Durchfiihrung hochzeitaufgeloster Beu-
gungsexperimente stellt die nur geringfiigig vorhandene Strahlzeit der Speicherringe
im Einzelpuls-Modus dar, denn zeitaufgeloste Experimente sind allein schon wegen
der Justierung von Chopper und Kristall zeitintensiv. Die Strahlintensitit eines
DORIS-Wigglers ist zusétzlich etwa einen Faktor 1000 geringerer als z. B. an Speicher-
ringen der 3. Generation, so dafs eine wesentlich hohere Anzahl an stroboskopischen
Wiederholungen zur Aufnahme eines Datensatzes erforderlich ist. Eine Nacht Mefszeit
im Einzelpuls-Modus, wie sie an DORIS normalerweise zu Verfiigung steht, reicht fiir
einen Datensatz gerade so aus, wenn keine unvorhergesehenen Komplikationen auftre-
ten. Eine Messung bis zu hoherer Auflésung oder die Aufnahme mehrerer Datenséitze
zu unterschiedlichen Zeitpunkten des strukturellen Relaxationsprozesses ist jedoch in
einer so kurzen Zeit nicht realisierbar. Daher ist es von entscheidender Bedeutung fiir
den Erfolg zeitaufgeloster Beugungsexperimente an BW6, daf es der neuentwickelte
Chopper erlaubt, aufgrund seines Funktionsprinzips so kurze Zeitfenster zu erzeugen,
daf die Experimente im Zweipuls-Modus von DORIS durchgefiihrt werden kénnen.
Dadurch steigert sich die nutzbare Strahlzeit um einen Faktor 15, denn in 1998
belief sich beispielsweise die Strahlzeit im Einzelpulsbetrieb lediglich auf sechs Néchte
(insgesamt 70 h), wihrend im Zweipuls-Modus 6 Wochen zu Verfiigung standen.
Aufgrund seiner geringen Betriebsfrequenz von nur 105 Hz ist fiir den Spiegelchopper
noch Potential vorhanden, das Zeitfenster durch hohere Rotationsfrequenzen weiter
zu verkiirzen. Die Maximalfrequenz ist gegenwértig nur aufgrund der Grenzfrequenz
des Inkrementalgebers auf 140 Hz beschrinkt, mit dem gegenwirtigen Motor 1aft sich
die Geschwindigkeit noch auf 230 Hz steigern. Die Installation eines Inkrementalge-
bers mit hoherer Grenzfrequenz ist daher angestebt. Fiir einen Betrieb bei 230 Hz
berechnet sich das erreichbare Zeitfenster zu 200 ns, das durch eine zusétzliche
Blende kurz vor dem Spiegel zur Verringerung der Divergenz weiter reduziert werden
konnte. Dann erscheint sogar ein Betrieb im Fiinfpuls-Modus (t;5x = 192,8 ns)
des Speicherrings prinzipiell realisierbar, woraus sich noch bessere Bedingungen fiir
zeitaufgeloste Experimente an DORIS ergeben wiirden.

Die beiden Fermichopper, die ebenfalls zur Durchfiihrung zeitaufgeloster Laue-Experi-
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mente entwickelt wurden (s. Tabelle 3.1 2 und 4), erreichen Zeitfenster von 1,73 bzw.
1,5 us Dauer, die grob einen Faktor 3 linger sind als das des Spiegelchoppers, obwohl
diese Chopper mit 5-9-fach hoherer Geschwindigkeit rotieren. Die erzeugten Zeit-
fenster sind damit zu lang, um an DORIS einzelne Synchrotronpulse extrahieren zu
konnen. Eine weitere Reduzierung der Zeitfenster dieser Chopper durch noch héhere
Rotationsfrequenzen ist nicht mehr realisierbar, da entweder die zuldssige Maximalfre-
quenz aufgrund der mechanischen Konstruktion schon erreicht ist (CHESS-Chopper,
LeGrand et al. (1989)) oder weil Rotationsfrequenzen von a 900 Hz bereits in der
Néhe der Zerreifsgrenze des Rotormaterials liegen (ESRF-Chopper, Wulff et al. (1997)).

Verbesserung zeitaufgeloster Experimente mit dem Spiegelchoppersystem

Das Testexperiment an met-Mb hat gezeigt, daf mit dem Spiegelchopper Datensét-
ze von guter Qualitdt aufgenommen werden kénnen. Es wurde eine Bragg-Auflosung
der Beugungsdaten von 1,65 A erreicht, die sogar um 0,35 A hoher liegt als die des
am ESRF an Mb*CO durchgefiihrten Experiments. Der mittlere Positionsfehler der
Atome bewegt sich mit &~ 0,36 A in der Nihe der Amplituden der erwarteten Konfor-
mationsdnderungen, doch ist ein noch geringerer Fehler auf die Atompositionen zur
genaueren Analyse etwaiger Strukturinderungen wiinschenswert. Eine Verkleinerung
dieses Fehlers und eine Verbesserung der Datenqualitéit lassen sich durch héhere Voll-
stiandigkeit, hohere Bragg-Auflosung und durch Optimierung der Anregung realisieren.
Diese Aspekte sind i.f. diskutiert:

Vollstiandigkeit. Zum FErreichen hoherer Vollstandigkeit sollte versucht werden,
einen groferen Rotationsbereich abzudecken, der gegenwirtig durch die Halte-
rungskonstruktion auf 110° beschrankt ist. Diese mufs derart verbessert werden,
dak sie einen geringeren Raumwinkelbereich der Streuung bei den Randwinkeln
des Mekbereichs abschattet als bisher.

Bragg-Auflésung. Hohere Auflosung kann durch eine héhere 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 Auflésung von 1,65 A auf 1,5 A bzw. 1,3 A soll i. f. abgeschitzt werden.
Hierzu wird fiir eine Messung bis zu einer hoheren Auflosung d in der dufersten
Auflosungsschale dasselbe Signal/Rausch-Verhéltnis SN gefordert wie in einer
Messung bis zu geringerer Auflosung dy, SN(d;) = SN(dy), um etwa dieselbe
Datenqualitét bei dy zu erhalten. Das Signal/Rausch-Verhéltnis berechnet sich
aus der Intensitiit Ir und dem Rauschen op = /Iy eines gemessenen Reflexes,
unter der Annahme der Giiltigkeit von Zahlstatistik fiir /z und den Strahlungs-
untergrund Iy, wie folgt, wobei Iry dem eigentlichen Mefwert ohne Untergrund-
subtraktion entspricht,

[R = [RU_[U (61)
0% = opytop=Ig+21Iy
I I

SN=-"L = (6.3)

OR \/IR—FQ[U‘
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Sowohl der Untergrund als auch das Streusignal des Reflexes sind proportional
zur Belichtungszeit ¢, die von der Anzahl der belichtenden Synchrotronpulse ngx
abhéngt. Es gilt daher I = i1 nzx und Iy = iy ngyx, wobei ig bzw. iy fiir den
Reflex- bzw. Untergrundbeitrag stehen, den ein Synchrotronpuls im Mittel zur
Messung beitragt. Mit Gl. 6.3 folgt dann fiir SN,

IR
SN = ——— 6.4
iz (6-4)

und mit der Forderung SN(dy, npx) = SN(dy, n';y) ergibt sich,
i ex 0% il (6.5)

.dy .dy o .ds .ds )
1'p + 21 1p + 207

wobei 74 bzw. i, den Intensititsbeitrag bei der entsprechenden Auflésung be-
zeichnen. Mit der gerechtfertigten Annahme, dafs bei hoher Auflésung ip < iy
und der Naherung, daf der Untergrund bei dy denselben Wert hat wie bei dj,
folgt aus GI. 6.5 fiir die erforderliche Anzahl der Synchrotronpulse,

-do .dq 2 .dq 2

1 1 1

/ 1y R ('R

Npx = o | ;] Mox || Nox- (6.6)
ly R

Zur Abschitzung des Verhiltnisses der Konstanten i und i% koénnen die In-
tensitdten der hochaufgel6sten, monochromatischen Messung an met-Myoglobin
von Kachalova et al. (1999) herangezogen werden, da die Abhéngigkeit des Streu-
vermogens von der Auflosung bei gegebenen Temperaturfaktoren eine typische
Eigenschaft der Atome des Myoglobins in der Einheitszelle und somit weitestge-
hend auf die Laue-Messung iibertragbar ist. In Abb. 6.1 ist analog einer Wilson-
Graphik der natiirliche Logarithmus der iiber einen d—B—Bereich von 0,0071 A2
gemittelten Reflexintensitiit Iyee— iy (d) liber > aufgetragen (o), darunter diesel-
be Kurve fiir die Intensititen der Laue-Messung. Die Steigungen beider Kurven
sind ungefihr identisch, was die obige Feststellung beziiglich des Streuvermogens
bestitigt. Aus den Daten kénnen die Werte der Intensititen in willkiirlichen
Einheiten ermittelt werden, I5°* = 2924, I} = 1701 und I;** = 616. Die
Verhéltnisse ergeben sich dann mit Gl. 6.6 zu

I;z,ewi 2 Z';%,65A 2 Z';%,65A 2
<—Il’5'4 ) = <—7:1’5A ) = 3, 0 und (W) = 22, 5. (67)
R R R

Die notwendige Anzahl an Wiederholungen zum Erreichen héherer Auflosung
beim Chopperexperiment berechnet sich dann mit Gl. 6.6 und der Anzahl der

Synchrotronpulse des Testexperiments n%4 = 3500 zu nii4 = 10500 bzw.

nii4 = 79000 pro Orientierung.
Bei Auflosungen von 1,5 bzw. 1,3 A bewegt sich der Positionsfehler dann grob

bei 0,14 bzw. 0,11 A*. Ein Fehler von 0,14 A wiire schon hinreichend, um mittels

*Diese Werte entsprechen den Positionsfehlern einiger Proteinstrukturen bei Auflésungen von 1,5
bzw. 1,3 A (Cruickshank 1999).
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Abbildung 6.1: Logarithmus der mittleren Reflexintensititen (nicht skaliert) innerhalb
eines d—IQ—Bereichs von 0,0071 A2 aufgetragen gegen d—lz. Die obere Kurve zeigt die
Intensitaten der hochaufgelosten, monochromatischen Daten (o), die untere die der

Laue-Messung (X ).

der Informationen aus den hochaufgel6sten, statischen Messungen an MbCO und
deoxy-Mb die Konformationsdnderungen nach der photolytischen Abspaltung zu
identifizieren. Der Erhohung der stroboskopischen Belichtungen der Probe um
einen Faktor 3 spricht von der apparativen Seite her nichts entgegen, jedoch
miifte der Einflulk der hoheren Rontgen- bzw. Laserstrahlendosis auf den Kri-
stall erst noch untersucht werden. Eine Erhohung der Strahlendosis um einen
Faktor 3 liegt jedoch durchaus im Bereich des Moglichen, da der Kristall des
Testexperiments wihrend statischer und zeitaufgeloster Messung bereits rund
6500 Pulse pro Orientierung ohne erkennbare Schiden iiberstanden hat. Die
Aufnahme eines Laue-Bildes mit 10500 Pulsen wiirde 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 héherer Auflésung (1,3 A) beliefe sich
die Mefzeit auf 90 h, wobei hier Strahlenschidigung wahrscheinlich nicht mehr
vernachlissigt werden kann. In Anbetracht der langen MefRdauer bietet es sich
dann eher an, die Mdoglichkeiten 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 néchster Schritt zur Verbes-
serung des Experiments besteht darin, die Anregungsbedingungen fiir ein
zeitaufgelostes MbCO-Experiment zu optimieren, um eine hohe Besetzung
des Anregungszustandes fiir ein starkes Streusignal zu erzielen. Dies ist zur
Identifikation der intermedidren Zustdnde ebensowichtig wie hohe Auflosung
und geringer Positionsfehler. Die Anregungsbedingungen sind zwar abgeschéitzt
worden, doch beim gegenwirtigen Aufbau fehlt noch ein zeitauflosendes
Einkristallspektrometer, um den tatsdchlichen Photolysegrad des Kristalls zu
iiberpriifen und den Zeitverlauf der Rekombination parallel zur Beugungsmes-
sung spektroskopisch erfassen zu kénnen. Die so gewonnenen Informationen
sind aufer zur Optimierung der Anregungsbedingungen insbesondere auch zur
spateren Interpretation der Strukturdaten von hoher Bedeutung, weswegen eine
entsprechende Apparatur eine wichtige Ergénzung zum vorhandenen Laser- und
Choppersystem darstellen wiirde.

Neben zeitaufgelosten Experimenten mit ns-Zeitauflosung lassen sich mit dem
Spiegelchopper auch Experimente mit geringerer Zeitauflosung durchfiihren, z. B. im
Mikrosekunden- bis Sekundenbereich, wobei der Fiillmodus des Rings dabei keine
Rolle mehr spielt. Der Chopper erlaubt es hierbei, die Belichtungszeiten flexibel zu
wahlen, indem der Spiegel bei langsamerer Geschwindigkeit, oder fiir Zeitauflosungen
im Submillisekunden- bis Sekundenbereich, der Scheibenchopper bzw. der Strahl-
verschlufs alleine betrieben wird. Die maximale stroboskopische Wiederholrate des
Experiments wird hierbei durch die Blitzlampenfrequenz des Nd:YAG-Lasers auf
5,5 Hz beschriankt, und die Laserwellenlinge kann im Bereich vom UV bis ins IR
variiert werden. Das Spiegelchoppersystem zeichnet sich somit durch einen breiten
Bereich in der moglichen Zeitauflosung und den Anregungsbedingungen aus, so daf
es eine hohe Flexibilitdt fiir 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 Zeitauflosungen bis hin zum Nanosekundenbereich ermoglicht.
Hierzu wurde ein neuartiges Choppersystem entwickelt, das auf einem langsamen
Strahlverschlufs, einem Scheibenchopper und einem rotierenden Spiegel basiert, der
den Lichthebelarm zu einer Blende ausnutzt, um extrem kurze Offnungszeitfenster
zu erzeugen, wie sie mit anderen Choppern fiir weife Rontgenstrahlung 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 Ront-
genpulse fiir stroboskopische Anregungsexperimente aus dem Synchrotronpulszug zu
extrahieren. Zur Anregung photolytisch induzierbarer Reaktionen wurde ein Farbstoff-
lasersystem aufgebaut, dessen Pulse iiber 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 Zeitauflosung. Der Zeitabstand zwi-
schen Laser- und Synchrotronpuls wird mit einer eigens entwickelten Mefsanordnung
tiberwacht und ist innerhalb eines ausgedehnten Zeitbereichs (ns—s) einstellbar. Als
Vorbereitung auf ein zeitaufgelostes Experiment an dem photoaktiven CO-Myoglobin
wurden die Anregungsbedingungen fiir eine mdoglichst vollstindige Photolyse abge-
schitzt, und eine notwendige Energiedichte von 9,3 I;“H‘Iz bei 658 nm ermittelt. Ein
Zerstortest verifizierte, daft der MbCO-Kristall innerhalb einer Fliefzelle iiber 50000
Laserpulsen dieser Energiedichte standhélt, ohne Schiden davonzutragen, genauso wie
ein met-Mb-Kristall, bei dem aufgrund seines hoheren Absorptionsvermdgens eine
Energiedichte von 2,5 Hrlnriz benutzt wurde. Die Funktionalitit des Gesamtsystems
wurde anhand eines zeitaufgelosten Experiments an monoklinem met-Myoglobin iiber-
priift, das weltweit das dritte Laue-Beugungsexperiment an einer Proteinstruktur mit
ns-Zeitauflosung 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 Vollstiandigkeit von 71 %, obwohl der zugéng-
liche reziproke Raum auf nur 110° beschréinkt war. Beide Datensétze erreichten eine
Bragg-Auflosung von 1,65 A bei einem mittleren Fehler auf die Atompositionen von
~ 0,36 A. Es wurden Elektronendichtekarten von guter Qualitiit berechnet, in denen
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Strukturdetails erkennbar sind. Die Differenzfourierdichte zwischen beiden Struktu-
ren enthilt oberhalb eines Kontourniveaus von 40 noch fiinf Differenzdichten in der
Hém-Umgebung, wobei die Bedeutung dieser Dichten nicht eindeutig geklart werden
konnte. Die Ergebnisse dieser Arbeit belegen, dafs mittels des Spiegelchoppersystems
Laue-Daten sowohl hoher Zeit- als auch Bragg-Auflosung mit hinreichender Vollstén-
digkeit an DORIS aufgenommen werden kénnen, und deswegen fiir ein Anregungs-
experiment an CO-Myoglobin gute Chancen bestehen, die Trajektorie des COs nach
der photolytischen Abspaltung und damit einhergehende Konformationsinderungen
zu identifizieren, insbesondere, da anhand des Experiments an met-Myoglobin verifi-
ziert wurde, daf thermische Effekte der Photonenabsorption die Proteinstruktur nicht
relevant beeinflussen.



Anhang A

Berechnung des Akzeptanzwinkels

Zur Berechnung des Offnungszeitfensters nach GI. 3.2,
Ap

Atg =
S 27Tf7

muf der Akzeptanzwinkelbereich Ap 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 abhéngig und somit von dem minimalen und maximalen Winkel der Strahlen ge-
geniiber der optischen Achse, o und a , die in der Winkelverteilung des einfallenden
Strahlenbiindels auftreten (s. Abb. A.1). Rotiert der Spiegel im Gegenuhrzeigersinn,
so ist der minimale Anstellwinkel ¢_ erreicht, wenn der Strahl mit Winkel ar_ < 0 zur
optischen Achse von der vorderen Kante des Spiegels zur Oberkante des Kollimators
reflektiert wird, der maximale ¢, wenn der Strahl mit a; > 0 von der hinteren Kante
des Spiegels auf die Unterkante des Kollimators trifft (nicht dargestellt). Der minimale
und der maximale Anstellwinkel fiir Reflexion durch die Blende ist gegeben durch,

p- = a_+e_(¥) (A1)
oy = aptes(p), (A.2)

wobei £ () und £, (p) die korrespondieren Einfallswinkel auf den Spiegel in Ab-
héngigkeit des momentanen Anstellwinkels ¢ sind (s. Abb. A.1 und Abb. 3.6). Zur
Berechnung von Ay = ay —a_ muf ein Ausdruck fiir e_ bzw. £, in Abhéngigkeit von
¢ gefunden werden. Ein Ausdruck fiir e_ wird mit Hilfe der folgenden geometrischen
Beziehungen aus Abb. A.1 abgeleitet, wobei [ die halbe Lange des Spiegels, k£ die halbe
Breite der Blende K3 und R der Abstand zwischen Spiegel und K3 ist:

> = VR2+K? (A.3)
k
tany = 7~ v (A.4)
¢ o — U —p- (A.5)
> = e +4I”> — delcose_ (A.6)
a’ = e*+ 1% —2elcose_ (A.7)
¢ = a*+1?—2acos( . (A.8)

94



95

K3

Abbildung A.1: Geometrische Bezeichnungen zur Herleitung des Offnungsprofils. 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:

20> — ¢ = & -2 (A.9)
e = 2a°—c*+20%. (A.10)

Einsetzen von Gl. A.10 in Gl. A.6 ergibt,
2¢ = 2a* +6l* — del cose_ . (A.11)

Gleichung A.8 wird dann mit 2 multipliziert und so 2¢? in Gl. A.11 ersetzt, Auflésen
nach cose_ ergibt,

cose_ = acosq ¥l (A.12)

(&

_ acos(C+1 | (A13)
V2a? — 2+ 212
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wobei e mittels Gl. A.10 eliminiert wurde. Der Term ¢? wird dann wieder durch Gl. A.8
ersetzt,

acos( +1
- ‘ A.14
cos £ VaZ + 12 + 2la cos C Y

Der Kosinus ldft sich fiir kleine Winkel nach der Potenzreihenentwicklung wie folgt
anniahren (Bronstein & Semendjajew 1987),

2
cos( = 1-— % +0(4), (A.15)
daraus resultiert fiir Gl. A.14
2 1-<)+1
1-= =~ ol %)+ : (A.16)
2 \/a2+l2+2la( —%)
[ —2¢?
v 00 (A.17)
\/(a +1)? — al(?
Der Nenner laft sich wie folgt entwickeln (Bronstein & Semendjajew 1987),
1 1 1C
~ 1———2+O4> A18
VA¥C? \/Z< A oW (A-18)
A = (a+1) (A.19)
C = —al (A.20)
1 al
= 14+ —— ¢ A21
(a+l)2—% a—i—l( 2(a+l)2<> ( )
woraus sich fiir Gl. A.16 ergibt:
g2 a 1 al
1-— = [ — = 2)— 1+ —-— (2 A.22
2 <a—l— 2C a—i—l( +2(a+l)2<> ( )
R 1—i<2+0(4) (A.23)
- 2(a+1)? '
a
_ = . A24
= a—+1 ¢ ( )
Durch Einsetzen von ¢ (Gl. A.5) und durch analoge Berechnung fiir €, erhélt man,
a
_ & - —p_ A.25
N i S (A.2)
a
R (o + 9 —¢4), (A.26)

was durch Einsetzen in Gl. A.1 bzw. Gl. A.2 und durch Auflésen nach ¢ bzw. ¢
auf die gesuchten Ausdriicke fiir die beiden geometrischen Grenzwinkel der Reflexion
fiihrt,

o~ 2a1—i—l (a+Da_ +a(gy— ) (A.27)
o, ~ — ((a— Doy + aldy+ 1)) . (A.28)

2a — [
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Hieraus ergibt sich dann der gesuchte Winkelbereich Ay = ¢, — ¢_ in Abhéingigkeit
der Divergenzwinkel o~ und a,

a—1 o a+1 - 2a(2a0 + l¢y)
2a—1  2a+1  (2a+0)(2a—1)"

Ap (A.29)
Die Variable a lifst sich wegen & < R durch R ersetzen (Gl. A.3), und nach Gl. A.4
ist RY ~ k und 2k die Gesamtbreite der Blende k3, so daf sich der Ausdruck wie folgt
schreiben 1aft:

R—1 R+1 2R (ks + 1)

_ . A.30
o5R—1 " 2R+1 " T 2R+ 1)(2R 1) (4.30)

Ap =~
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