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Kurzzusammenfassung

Das Ribosom, ein asymmetrischer Komplex mit einem Molekulargewicht von ungefahr 2,2
MDa, ist eins der grofiten biologischen Makromolekiile, deren dreidimensionale Struktur
mit Hilfe von kristallographischen Methoden aufgekléart werden konnte.

In der vorliegenden Arbeit wird das erste nahezu vollstandige Modell der kleinen ri-
bosomalen Untereinheit von Thermus thermophilus in atomarer Auflosung préasentiert
und die Methoden erldutert, welche zur Strukturbestimmung dieses fiir die Proteinsyn-
these essentiellen Partikels fithrten. Insbesondere wurden Untersuchungen zur optimalen
Phasierung der Strukturfaktordaten mit der Methode des multiplen isomorphen Ersatzes
unter Verwendung von Schweratomclustern zur Derivatisierung der Ribosomenkristalle
durchgefiihrt. Zur Optimierung der Phasierungsprozedur wurden sowohl simulierte als
auch experimentelle Daten zum Vergleich von diversen Phasierungsprogrammen verwen-
det, um die Naherung des sphérischen Durchschnitts bei der Behandlung von nicht ein-
deutig orientierbaren Clustern zu untersuchen.

In Anbetracht der schwer zu interpretierenden Elektronendichtekarten im Vorfeld der
hier erlduterten Untersuchungen bot speziell die Simulation aufgrund des vorliegenden
Referenzmodells eine Mdoglichkeit, die Phasierung systematisch zu analysieren und zu op-
timieren.

Basierend auf den so gewonnenen Ergebnissen gelang es, den Aufbau der kleinen ribo-
somalen Untereinheit zu bestimmen und erste Einblicke in die Funktionsweise dieser
faszinierenden ’Proteinfabrik’ zu erlangen sowie neue Erkenntnisse im Hinblick auf die
Wirkungsweise von Antibiotika zu gewinnen.

Abstract

The ribosome, an asymmetric particle with a molecular weight of approximately 2.2 MDa,
is one of the largest biological macromolecules for which the three-dimensional structure
could be solved by crystallographic methods.

In the present work the first nearly complete model of the small ribosomal subunit of Ther-
mus thermophilus at atomic resolution as well as the methods which led to the structure
determination of this particle essential for protein synthesis are described. In particular,
investigations were performed to obtain the optimal phasing of the structure factor data
with the method of multiple isomorphic replacement using heavy atom clusters for the
derivatisation of the ribosomal crystals. In order to optimize the phasing procedure and to
study the approximation of the spherical average in the treatment of not unambiguously
orientable clusters, both simulated and experimental data were used to compare various
phasing programs.

In view of the rather uninterpretable electron density maps prior to the studies described
here, the simulation in particular offered a possibility to analyse and to optimise the pha-
sing systematically using the available reference model.

Based on these results, it was possible to reveal the structure of the small ribosomal
subunit and to obtain a first glimpse of the functionality of these fascinating ’protein
factories’, as well as to gain new insights regarding the method of operation of antibiotics.
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Kapitel 1

Einleitung

Der genetische Code, welcher in Form der Nukleotidsequenz auf der DNA gespeichert
ist, bestimmt die Grofle, Gestalt und Funktion jedes lebenden Organismus. Indem diese
Informationen mit Hilfe der Messenger-RNA abgelesen, transportiert und in Aminoséure-
sequenzen der Proteine iibersetzt werden, ist die Funktionalitit der Zelle gewéhrleistet.
Die Orte, an denen diese Ubersetzung (Translation) stattfindet, sind die Ribosomen: sie
bilden die Produktionsstitten der Proteine.

Aufgrund der fundamentalen Bedeutung des Ribosoms steht dieser makromolekulare
Komplex seit nahezu einem halben Jahrhundert im Mittelpunkt diverser physikalischer,
chemischer und biochemischer Forschungsprojekte.

Die von Frau Prof. Dr. Ada Yonath geleitete Arbeitsgruppe 'Ribosomenstruktur’ der Max-
Planck-Gesellschaft in Hamburg hat sich zum Ziel gesetzt, die dreidimensionale Struktur
von Ribosomen bzw. deren Untereinheiten und speziell die des Bakteriums Thermus ther-
mophilus auf atomarer Ebene zu bestimmen und die komplizierte Funktionsweise dieses
Makromolekiils zu erforschen.

Nachdem iiber einen langen Zeitraum auflosungsbegrenzte kryo-elektronenmikroskopische
Untersuchungen im Vordergrund der Bemiihungen bei der Strukturaufklirung standen,
wurde schnell klar, dafl nur rontgenkristallographische Methoden zu einem detaillierten
Modell auf molekularer und atomarer Ebene fithren wiirden.

Aufgrund der bemerkenswerten Charakteristika intensiver Synchrotronstrahlung und
der raschen technologischen Weiterentwicklung dieser Quellen waren rontgendiffrak-
tometrische Untersuchungen trotz des geringen Streuvermogens von Ribosomenkristallen
und der drastischen Strahlenschiadigung erfolgsversprechend.

Obwohl in den achtziger Jahren ribosomale Partikel erfolgreich kristallisiert werden konn-
ten, gelang es lange Zeit nicht, Kristalle herzustellen, welche hochauflésende Beugungsre-
flexe ergaben. Es war somit nicht moglich, einen detaillierten Einblick in die Struktur und
dementsprechend in die &uflerst wichtige Funktionsweise dieses Makromolekiils zu erhal-
ten. Erst der Ansatz der Max-Planck Arbeitsgruppe, Kristalle der kleinen ribosomalen
Untereinheit von Thermus thermophilus (T30S) mit Wolframclustern zu derivatisieren,
fithrte zu Diffraktionsbildern mit einer maximalen Bragg-Auflosung von bis zu drei
Angstrgm.
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Somit ergab sich allerdings ein neues Problem: wie sollte dieser stabilisierend wirkende
Cluster, welcher nun in allen zu untersuchenden Kristallen auftauchte, speziell bei der
Phasierung gehandhabt werden? Erste Versuche an experimentellen Daten scheiterten an
der Nicht-Interpretierbarkeit der resultierenden Elektronendichteverteilungen und somit
am Fehlen einer geeigneten Phasierungsprozedur und eines Néherungsverfahrens.

In der hier vorliegenden Arbeit wurden Untersuchungen zur optimalen Phasierung der
Strukturfaktordaten mit der Methode des multiplen isomorphen Ersatzes unter Verwen-
dung von Schweratomclustern zur Derivatisierung der Ribosomenkristalle durchgefiihrt.
Insbesondere sollten mit Hilfe einer Simulation von Mefidaten sowohl die spezifischen Pro-
bleme in der Ribosomenkristallographie herausgearbeitet werden, als auch ein Vergleich
und eine Optimierung von Phasierungs- und Verfeinerungsprozeduren in der Naherung des
sphérischen Durchschnitts bei der Behandlung von nicht eindeutig orientierbaren Clus-
tern erfolgen.

Aulerdem wird hier der gesamte kristallographische Arbeitsprozefl, welcher letztendlich
zur Strukturaufklarung der kleinen ribosomalen Untereinheit von Thermus thermophilus
fithrte, von der Datenmessung iiber die Phasierung bis hin zur Interpretation der Elek-
tronendichte dargestellt und diskutiert.

Letztendlich erméglichten die im Rahmen dieser Arbeit durchgefithrten Untersuchungen
die Modellierung und die sukzessiven Verfeinerung des ersten nahezu vollstandige Struk-
turmodells von T30S in atomarer Auflésung.

In Kapitel 2 sollen einfithrend einige grundlegende Begriffe und Theorien erlautert wer-
den. Es wird kurz der Aufbau und die Funktion des Ribosoms sowie die Herstellung von
Ribosomenkristallen beschrieben. Desweiteren soll auf die Grundlagen der Proteinkristal-
lographie und die Theorie der Phasenbestimmung, wie auch auf die Methoden der Schwer-
atomenlokalisation eingegangen werden.

Kapitel 3 beinhaltet die experimentellen Methoden, welche den Prozefl der Struktur-
aufkldrung bestimmten. Dazu gehdren die Derivatisierung, die Datenmessung, die Vorge-
hensweise bei der Datenauswertung, Schweratomlokalisation, Phasierung und Model-
lierung sowie einleitende Worte zur verwendeten Simulation.

Kapitel 4 beschéftigt sich mit den Ergebnissen und der Diskussion der durchgefiihrten
Untersuchungen sowohl beziiglich experimenteller als auch simulierter Daten. Der Schwer-
punkt liegt hierbei auf der Optimierung der Phasierungsprozedur und letztendlich auf der
dadurch erst ermoglichten Modellierung und Verfeinerung der hier prasentierten Struktur
der kleinen ribosomalen Untereinheit T30S.

Im letzten Kapitel erfolgt schliellich die Zusammenfassung der Ergebnisse im Licht
zukiinftiger Projekte.



Kapitel 2

Grundlagen

Zur Einfithrung wird in diesem Kapitel der grobe Aufbau und die Funktion bakterieller
Ribosomen sowie die Herstellung und Handhabung ribosomaler Kristalle dargestellt. An-
schlieBend soll kurz auf die Grundlagen der Rontgenstrukturanalyse und speziell auf die
Methode des isomorphen Ersatzes zur Losung des sogenannten Phasenproblems einge-
gangen werden. Im letzten Teil dieses Kapitels folgt die Beschreibung diverser Techniken
zur Lokalisation von Schweratompositionen und die Darstellung theoretischer Modelle zur
deren Verfeinerung.

2.1 Das Ribosom

Ribosomen sind universelle, supramolekulare Komplexe, welche in jeder lebenden Zelle
die Biosynthese von Proteinen iibernehmen und somit eine Schliisselaufgabe bei der Funk-
tionalitdt aller Organismen erfiillen.

2.1.1 Aufbau und Funktion

Das Ribosom, bestehend aus Proteinen und ribosomaler Ribonukleinséure (rRNA), liefert
die notwendigen Bindungstellen fiir alle an der Proteinsynthese beteiligten Molekiile. Hier
wird die genetische Information von der Messenger-RNA (mRNA) mit Hilfe von Co-
Faktoren in die Aminosduresequenz der Proteine iibersetzt (Translation).

Man differenziert zwischen Ribosomen eukaryotischer Zellen und prokaryotischer Zellen
(z.B. Bakterien). Eukaryonten sind Zellen mit einer Kernhiille, wohingegen Prokaryonten
keine solche Kernmembran besitzen. Im Folgenden werde ich mich auf Ribosomen der
zweiten Zellgruppe beschréanken.

Prokaryotische Ribosomen sind aus zwei Untereinheiten aufgebaut: Die grofie 50S Unter-
einheit besteht je nach Bakterienart aus etwa 35 verschiedenen Proteinen und zwei rRNA-
Stréangen, wohingegen sich die kleine 30S Untereinheit aus ungefdhr 20 Proteinen und
einem sogenannten 165 rRNA-Strang zusammmensetzt [Wittmann, 1982].

3
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S (Svedberg-Einheit) bezeichnet die Sedimentationskonstante eines Partikels, die abhéngig
von der Grofle, dem spezifischen Gewicht und der Form ist.

tRNA
tRNA,
verlal3t das
Ribosom

mRNA

5.I\i\II\III

CAG

/
aa,-tRNA, nahert
sich dem Ribosom
N [ Y (R
3

. Bewegungsnchtung des Ribosoms

N S N N T

Codon Codon Codon Codon Codon Codon Codon
aa, aa, aas aa, aag aag aa;

Abbildung 2.1: Schematische Darstellung der Funktionsweise eines Ribosoms (aus
[Darnell, 1996])

Nukleotide sind die Bestandteile der Ribonukleinsdure. Sie bestehen aus einem Zucker-
molekiil (Ribose), einer Phosphatgruppe und einer organischen Base. Die Kohlen-
stoffatome des Zuckerrings werden von 1’ bis 5’ durchnummeriert, wobei C-5" mit der
Phosphatgruppe und C-1’ mit der Base verkniipft ist. Somit 148t sich eine chemische
Orientierung definieren und jeder RNA-Strang besitzt ein 3’ (3-prime) und ein 5’ Ende.
In der RNA kommen insgesamt vier verschiedene Basen vor: Adenin und Guanin (Purine

A und G), Uracil und Cytosin (Pyrimidine U und C).

Bei der Translation spielen insgesamt drei verschieden RNA-Arten eine Rolle:

e Die Messenger-RNA (mRNA) iibernimmt die genetische Information der DNA
als Basensequenz, die einer bestimmten Aminosiuresequenz entspricht. Jeweils drei
Basen der mRNA bilden ein Triplett, das sogenannte Codon. Die Aminosdurese-
quenz ist durch eine lineare Abfolge benachbarter Triplett-Codons festgelegt.

e Die Transfer-RNA (tRNA) entziffern den Code, indem sie freie Aminoséuren kop-
peln und an die Enden der wachsenden Polypeptidkette ankniipfen. Die Auswahl der
korrekten Transfer-RNA mit ihrer gebundenen Aminoséure wird durch Ausbildung
spezifischer, komplementéirer Basenpaare zwischen der tRNA und mRNA garantiert

(Codon-Anticodon). Es kommt zur sogenannter Watson-Crick Basenpaarung zwi-
schen Adenin und Uracil (A-U) sowie Guanin und Cytosin (G-C).



2.1. DAS RIBOSOM )

e Die ribosomale RNA (rRNA) bildet zusammen mit einer Gruppe von Proteinen
das Ribosom und ermoglicht die Proteinsynthese indem es u.a. die mRNA bindet.

Die Proteinbiosynthese verlauft iiber die drei Stadien Initiation, Elongation und Termi-
nation:

e In der Phase der Initiation bildet sich ein sogenannter 70S-Initiationskomplex, der
aus den beiden ribosomalen Untereinheiten, der mRNA, eine mit der Aminoséure
Methionin beladene tRNA (Methionyl-tRNA) und drei Initiationsfaktoren (IF1,
[F2, IF3) besteht. Die Initiationsfaktoren sind eine Gruppe von Proteinen, welche
fiir die Initiation unverzichtbar sind. Die Ausbildung des Initiationskomplexes ist
hierbei stark abhéngig von IF3, welcher die Assoziation der beiden Untereinheiten
reguliert, bzw. der kleinen ribosomalen Untereinheit ermoglicht, die Startstelle fiir
die Translation zu finden [Gualerzi u. Pon, 1990]. IF1 und IF2 sichern hierbei vor-
rangig die fehlerfreie Bindung der tRNA.

Die 16S rRNA der kleinen ribosomalen Untereinheit erkennt die Initiationsstelle auf
der Messenger-RNA durch Wechselwirkungen mit einer kurzen Nukleotidsequenz auf
der mRNA, der sogenannten Shine-Delgarno-Sequenz. Diese Sequenz liegt sieben
bis zehn Nukleotide vom Startcodon, der Startstelle der Proteinsynthese, entfernt
und hybridisiert mit der analogen Anti-Shine-Delgarno-Sequenz am 3’ Ende der 163
rRNA.

Erst nach der Lokalisation des Startcodons (i.a. AUG) wird der Komplex durch die
grofie Untereinheit vervollstandigt.

e In der FElongation spielen insgesamt drei Bindungsstellen fiir die tRNA am Ribo-
som eine Rolle. Der A-Bereich (A steht hierbei fiir Aminoacyl-tRNA) bildet die
Ankunftsstelle der beladenen tRNA, am P-Bereich (P steht fiir Peptidyl-tRNA)
entstehen die Peptidbindungen der wachsenden Aminosédurekette, wiahrend der E-
Bereich (E steht fiir ’exit’) nur voriibergehend von einer tRNA besetzt wird, nach-
dem der Aminosauretransfer abgeschlossen ist.

Man kann bei der Elongation einerseits die Verldngerung des Peptids und ander-
erseits die Translokation der tRNA, bzw. mRNA unterscheiden. Die erste tRNA
(Methionyl-tRNA) wird direkt am P-Bereich gebunden. Nun bindet die néchste mit
einer Aminosdure beladene tRNA am A-Bereich, bevor zwischen dem Methionin und
der betreffenden Aminoséure eine Peptidbindung ausgebildet wird. In der néchsten
Phase wandert — katalysiert durch einen Elongationsfaktor G — die so entstandene
Peptidyl-tRNA zusammen mit der mRNA vom A- zum P-Bereich und die inak-
tivierte tRNA vom P- zum E-Bereich, wo sie freigesetzt wird (Translokation). Indem
die folgende Aminoacyl-tRNA an den A-Bereich bindet, kann sich dieser Prozef im-
mer weiter fortsetzen. Die wachsende Polypeptidkette ist stets mit derjenigen tRNA
verkniipft, mit der die letzte Aminosiaure hinzugefiigt wurde.

Wiéhrend die grofle Untereinheit die Peptidbindungen katalysiert und den Weg
fiir die entstehende Aminosdurekette bildet, initiiert die kleine Untereinheit die
Translation und sorgt fiir die zuverlissige Codon-Anticodon Interaktion und das
Dekodieren. Eine schematische Darstellung der Funktionsweise eines Ribosoms ist
in Abbildung 2.1 zu sehen.



6 KAPITEL 2. GRUNDLAGEN

e Die Termination der Synthese wird eingeleitet, wenn das auf der mRNA wandernde

Ribosom mit Hilfe von drei Terminationsfaktoren ein Stoppcodon (UAG, UAA,
UGA) erreicht und identifiziert. Die Peptidyl-tRNA wird vom Ribosom hydrolytisch
abgelost, wonach die komplette Polypeptidkette sowie die letzte tRNA freigesetzt
wird und die beiden ribosomalen Untereinheiten dissoziieren.
Die Faltung der Aminosdurekette zur Sekundérstruktur (a-Helizes und [-
Faltblattstrukturen) oder Tertidrstruktur erfolgt entweder schon wihrend der Trans-
lation am Ribosom oder nach Freisetzung des Polypeptids zum Teil mit Co-Faktoren
(Chaperone).

Decoding
Center

Thermus thermophilus
16S rRNA
Sekundarstruktur

T. thermophilus Nummerierung

Abbildung 2.2: Sekundirstruktur und elektronenmikroskopische Darstellung der kleinen ribo-
somalen Untereinheit

Die in dieser Arbeit betrachtete ribosomale 30S Untereinheit der Bakterienart Thermus
thermophilus ist aus 19 Proteinen, einer kleinen Polypeptidkette und einem aus 1518 Nuk-
leotiden bestehendem rRNA-Strang aufgebaut, dessen Sekundéarstruktur in Abbildung
2.2 gemaB [Gutell et al., 1999] dargestellt ist. Bei der Bezeichnung der Nukleotide kann
man zwischen Thermus thermophilus und Escherichia coli Nummerierung unterscheiden,
wobei die letztere die weitaus gebrauchlichere ist, da ein Grofiteil der biochemischen Un-
tersuchungen an dem Bakterium FE. coli vorgenommen wurden.

Die Helizes, welche sowohl aus Watson-Crick Basenpaaren als auch aus Abschnitten von
ungepaarten Basen (bulges) und Schleifen (loops) bestehen, werden von H1 bis H45 durch-
nummeriert; dieses entspricht der Nomenklatur von [Miiller u. Brimacombe, 1997].
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Die Proteine bezeichnet man bei T30S als S2 bis S20, bzw. THX, die oben
erwiahnte Polypeptidkette, bestehend aus nur 26 Aminosduren [Tsiboli et al., 1994,
Choli et al., 1993, Murzina et al., 1988]. THX existiert nur bei Thermus thermophilus,
wéhrend S1 und S21 bei dieser Bakterienart fehlen.

Wie mit Hilfe von diversen elektronenmikroskopischen Untersuchungen gezeigt wurde
(z.B. [Frank et al., 1991, Lata et al., 1996]), kann man die 30S Untereinheit grob in
Kopf und Korper mit der Plattform, Schulter und dem Fufl einteilen. Der rechte
Teil in Abbildung 2.2 stellt die begrenzten Strukturdetails, welche aus den kryo-
elektronenmikroskopischen Untersuchungen an Ribosomen identifizierbar sind, dar und
macht die Notwendigkeit detaillierterer Modelle fiir das Verstdndnis der Funktionsweise
des Ribosoms deutlich. Der zentrale Bereich der Untereinheit, in dem sich die fiir die
Dekodierung wichtigen Bereiche befinden, wird hier als ’decoding center’ bezeichnet.

2.1.2 Kiristallisation ribosomaler Partikel

Man benétigt zur Strukturanalyse der Ribosomen eine grole Anzahl von gut geordneten,
dreidimensionalen Kristallen, welche in Art und Qualitét reproduzierbar sein miissen. Die
Voraussetzung hierfiir sind hohe Stabilitdt der Ribosomen und Homogenitét der Konfor-
mationen im Kristall. Lediglich ribosomale Partikel halophiler (Haloarcula marismor-
tui) und thermophiler Bakterien (Thermus thermophilus) — hierbei handelt es sich um
Spezies, die in extremen Bedingungen leben — konnten diesen Anforderungen gerecht wer-
den und ergaben gut diffraktierende Kristalle. Wahrend neben den beiden Untereinheiten
von Thermus thermophilus T30S/T50S auch das gesamte Ribosom T70S und die grofie
Untereinheit von Haloarcula marismortui H50S erfolgsversprechend kristallisiert werden
konnten, beschéftigt sich die vorliegende Arbeit ausschlieBlich mit der Untersuchung der
kleinen Untereinheit T30S.

Aufgund ihrer, im Vergleich zu anderen Makromolekiilen, enormen Grofle — mehr als
70.000 Atome und einem Molekulargewicht von ungefihr 0, 8-10% Dalton — ist es schwierig,
kristallographische Untersuchungen an der ribosomalen 30S Untereinheit durchzufiihren.
Es bedarf spezieller Verfahren der Kristallhandhabung und der Réntgenstrukturanalyse,
erginzt durch biochemische, elektronenmikroskopische und NMR-Untersuchungen (Mag-
netische Kernresonanz), um interpretierbare Ergebnisse zu erlangen.

Die Bakterien fiir die kristallographischen Untersuchungen werden hauptséchlich am Max-
Planck Institut (MPI) fiir molekulare Genetik in Berlin geziichtet. Nach der Fermentation,
d.h. Anziichtung der Zellkulturen, erfolgt die Isolation der Ribosomen durch die sogenann-
te French-Press und anschlieBender Zentrifugation. Als néchstes werden die beiden Un-
tereinheiten mittels Senkung der Mg?™ Konzentration und Ultrazentrifugation separiert
und dann getrennt aufbereitet. Die so erhaltenen ribosomalen Partikel kénnen bei -80°C
ohne Schaden zwischengelagert oder direkt kristallisiert werden.
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Die Kristallisation erfolgt in Berlin (MPI fiir molekulare Genetik), Hamburg (MPG Ar-
beitsgruppen fiir Ribosomenstruktur) und Rehovot (Weizmann Institut) mit Hilfe der
"hanging drop’ Methode [Davies und Segal, 1972]:

Nach dem Prinzip der Dampfdiffusion wird die Alkohol- und Salzkonzentration eines
Kristallisationstropfens (Volumen etwa 10 pl), der sich an einem Deckglas oberhalb eines
Reservoirs (1ml) befindet, langsam erhoht. In dem luftdicht abgeschlossenem System wird
der Konzentrationsgradient zwischen dem hochkonzentrierten Reservoir und dem héngen-
den Tropfen ausgeglichen, welches nach einigen Tagen zur Prezipitatsbildung fithrt. Zum
Teil wird mit Hilfe von Impfkristallen als Kristallisationskeime die Kristallisation der
Ribosomen gefordert (nicht bei T30S). Nach Abschlu8 des Wachstums werden die Ribo-
somenkristalle geerntet und in eine Stabilisierungslosung iiberfiihrt, in der sie aufgrund
erhohter Alkohol- und Salzkonzentration iiber Wochen erhalten werden koénnen.

Die Stabilisierungslosung von T30S besteht zu 30 % aus MPD (2-Methyl-2,4-Pentandiol),
0,01 M MgCl,, 0,01 M Hepes und 0,06 M N H,C'l.

T30S kristallisiert zu feinen Nadeln (Abbildung 2.3) mit einer Gréfie von ca. 400x60x 60
pm? in der Raumgruppe P4,2,2. Die mittleren Elementarzelldimensionen der Kristalle
betragen 407x407x173 A3 und es kann derzeit eine maximale Bragg-Auflésung von 3 A
erreicht werden.

Abbildung 2.3: T30S Kristalle in Losung
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2.1.3 Kryokristallographie

Ribosomenkristalle sind aufgrund der schwachen intermolekularen Bindungen und dem
hohen Losungsanteil extrem strahlensensitiv. und werden im Synchrotronstrahl bei
Raumtemperatur innerhalb von wenigen Sekunden vollig zerstort. Andererseits bedingt
ihr geringes Streuvermoégen Synchrotronstrahlung, um Beugungsbilder in hoher Auflésung
zu erhalten. Daher erfolgt die Messung der Daten in einem Stickstoftkiihlstrom bei Kryo-
temperaturen von ca. 95 K [Hope et al., 1989].

Hierzu werden zuerst die Kristalle in einer Losung gefischt, d.h. in einem aus zwei sehr
diinnen Glasplatten bestehenden Spatel plaziert und dann sofort in fliissiges Propan trans-
feriert. Propan befindet sich zwischen 83 K und 231 K im fliissigen Aggregatzustand. Bei
diesem sogenannten Schockgefrieren wird ein Auskristallisieren des im Kristall und in
der ihn umgebenden Losung vorhandenen Wassers durch die Zugabe des Kryoprotektors
MPD in die Stabilisierungslosung verhindert. Nun kann man den Kristall sofort in einem
Stickstoftkiihlstrom am Mefiplatz montieren oder aber das Propan in fliissigem Stickstoff
(ca. 77 K) gefrieren lassen, um ihn fiir lingere Zeit aufzubewahren.

Aufgrund der glasartig erstarrten Losungsmatrix bei den Kryotemperaturen kann
eine Zerriittung des kristallinen Gitters mit grofler Reichweite und die Beweglichkeit
strahlungsbedingt gebildeter freier Radikale stark eingeschréankt werden. Die Strahlen-
schéden hdangen praktisch nur noch von lokalen Schédigungen des Molekiils ab und die
Ribosomenkristalle werden somit einer Datensammlung zugénglich.

Die speziell fiir die Handhabung von Ribosomenkristallen entwickelte Kiithlmaschine
gewdhrleistet einen stabilen Stickstoffkiihlstrom bei konstanten Temperaturen von ca.
95 K.
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2.2 Kristallographische Grundlagen

2.2.1 Elektronendichte und Strukturfaktor

In der Kristallographie geht es um die Bestimmung der Elektronendichte p(7) des zu unter-
suchenden Kristalls mit Hilfe der Rontgendiffraktion. Da ein idealer Kristall durch seine
dreidimensionale Periodizitét definiert ist, kann die Elektronendichte der Elementarzelle
mit dem sogenannten Strukturfaktor F'y, iiber eine Fourier-Transformation verkniipft wer-
den. Hierbei bezeichnet r = (x,y, z) die normalisierte, orthogonalisierte Koordinate im
Ortsraum und h = (h, k1) € Z? die Koordinaten im reziproken Raum, deren Kompo-
nenten h, k, 1 auch als Miller-Indizes bezeichnet werden:

p(r) = > Fyn exp(—2wih-7) (2.1)
F, = /p(r) exp(2mi h - r) d®r (2.2)

Der Zusammenhang zwischen den Netzebenenabstédnden dy, von zwei parallelen Gitterebe-
nen, die senkrecht zur Richtung von h stehen, dem Beugungswinkel 0, des Reflexes h
und der Wellenlénge A\ der einfallenden Strahlung wird durch das Bragg’sches Gesetz
beschrieben:

2dh sin Qh = A (23)

dy wird auch als Bragg-Auflosung des (h,k,1)-Reflexes bezeichnet. Das Bragg’sche Gesetz
148t sich aus der Beugungsbedingung 2k-G = G? unter der Annahme dy, = 27 /G ableiten,
wobei k = 27 /X der Wellenvektor mit der Richtung des einfallenden Strahls und G ein
reziproker Gittervektor ist.

Die Punkte des reziproken Gitter ergeben sich eindeutig aus den Zellparametern und der
Raumgruppe des realen Kristalls und bestimmen auf recht anschauliche Weise die Rich-
tungen des gebeugten Strahls:

Man konstruiert eine Kugel mit dem Radius 1/\ korrespondierend zur Richtung des ein-
fallenden Strahls relativ zum reziproken Gitter, wie in Abbildung 2.4 dargestellt. Hierbei
ist P, ein reziproker Gitterpunkt und O der Ursprung des reziproken Gitters. Desweiteren
bezeichnet 6 den Beugungswinkel und dy, den Netzebenenabstand. Diese Konstruktion
wird Ewald-Kugel genannt und zeigt, dafl nur Beugungen zuléssig sind, bei denen der
gebeugte Strahl durch einen reziproken Gitterpunkt lauft, welcher auf der Ewaldkugel
liegt — die Geometrie des Beugungsbildes wird vollends durch die Kristallparameter be-
stimmt.

Wenn man beriicksichtigt, dafl sich die Elektronendichte eines beliebigen Molekiils als
Dichtefunktion der einzelnen Atome darstellen 148t, kann man die Strukturfaktoren mit
Hilfe von Atomformfaktoren f;(d,\) ausdriicken. Die Formfaktoren beschreiben hier-
bei die Streustirke des Atoms j in Abhéngigkeit von der Bragg-Auflosung d und der
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reflektierter
Strahl
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reflektierende
Ebene

Ewald-Kugel

Abbildung 2.4: Ewald-Konstruktion zur Erklirung der Beugungsgeometrie

Wellenldnge A; die Summation erfolgt iiber alle Atome in der Elementarzelle des Kristalls,
mit den Ortskoordinaten 7;:

Fy, = Z fi(d,\) exp(2mih - 7)) (2.4)

Aufgrund von thermischen Bewegungen der Atome besteht folgende Relation:

fi(d) oc exp(—B/d*) (2.5)
B ist als Debye-Waller-Faktor oder einfacher Temperaturfaktor bekannt.

In der Nahe einer Absorptionskante des betreffenden Atoms wird der Formfaktor stark
anhéngig von der Wellenldnge des eingestrahlten Photons und 148t sich in drei Anteile
zerlegen:

fild,\) = f;(d) + fi(d, A) +if](d,\) (2.6)
wobei

fi(d) der energieunabhéngige Formfaktoranteil,
fi(d, ) der reale Anteil und
fi(d, A) der imagindre Anteil anomaler Streuung sind.



12 KAPITEL 2. GRUNDLAGEN

In den Wellenldngenbereichen, die fiir unsere Messungen verwendet werden, liegt keine
signifikante Wellenlédngenabhéngigkeit der Formfaktoren der Atome, aus denen die RNA
und Proteine aufgebaut sind, vor. Erst durch Einbringung von Schweratomen in die
Ribosomenstruktur treten die Anteile der anomalen Streuung auf.

Die komplexen Strukturfaktoren werden somit einerseits durch die Geometrie und Elek-
tronendichte der Atome innerhalb der Elementarzelle und andererseits durch die benutzte
Wellenldnge bestimmt, wohingegen die Anordung der Beugungsreflexe h im Diffraktion-
smuster mafigeblich von der Raumgruppe des Kristalls abhéngt.

2.2.2 Intensitit und Phasenproblem

Zur Bestimmung des atomaren Aufbaus der Elementarzelle des Kristalls benttigt man
somit einen nahezu vollstdndigen Satz der Strukturfaktoren F'y,. Diese lassen sich aller-
dings aus den Reflexen nicht direkt bestimmen, sondern lediglich die Streuintensitéiten
I, welche nach folgender Formel mit dem Betrag des Strukturfaktors verkniipft sind
[Stout u. Jensen, 1989]:

In = KpL|Fy|? (2.7)
K o< Iy)VN2N?

Hierbei sind p (Polarisationsfaktor) und L (Lorentzfaktor) rein geometrische Korrektur-
faktoren, wéihrend die Intensitéit der einfallenden Strahlung [, und das Kristallvolumen
V' durch die Strahlungsquelle und die Abmessungen des Kristalls variiert werden kénnen.
N, bezeichnet die Anzahl der Elementarzellen pro Volumeneinheit im Kristall.

Daraus geht hervor, dafi der Strukturfaktor nur vom Betrage her aus der Intensitit be-
stimmt werden kann und die Phase a4, der komplexen bzw. vektoriellen Gréfie unbestimmt
bleibt. Dieses allgemeine Problem der Proteinkristallographie wird als Phasenproblem
bezeichnet.
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2.3 Theorie zur Phasenbestimmung

Neben rein mathematischen Methoden (Direkte Methoden) und der Methode des moleku-
laren Ersatzes, bei der ein bekanntes Modell in der Elementarzelle der zu untersuchenden
Struktur plaziert wird, gibt es die Methode des isomorphen Ersatzes, um das Phasen-
problem zu bewiltigen. In dieser Arbeit steht diese Methode im Vordergrund und wird
daher an dieser Stelle genauer betrachtet.

2.3.1 Isomorpher Ersatz

Die Grundidee dieser Methode ist das Zufiigen von Schweratomen in die zu untersuchende
Struktur, um deren hohe Elektronendichte bzw. Streuvermdégen auszunutzen. Man nennt
den Kristall ohne zugefiigte Atome nativ, den modifizierten Kristall Derivat. Ist es
moglich, die Schweratompositionen in der Elementarzelle des Kristalls zu bestimmen,
so konnen durch Messung der Strukturfaktorbetrige sowohl des nativen als auch des
derivatisierten Kristalls die Phasen berechnet werden.

Zuerst miissen also die Zusatzatome an distinkten Positionen des Proteins bzw. Ribosoms
im Kristall binden. Dieses kann einerseits durch Kristallisation unter Anwesenheit von
Schweratomen (Co-Kristallisation) oder andererseits durch Einlegen der Proteinkristalle
in verschiedene Losungen mit unterschiedlichen Schweratomkonzentrationen erfolgen. Die
Schwierigkeit besteht darin, eine chemische Verbindung zu finden, die den Kristall nicht
zerstort, die native Struktur nicht verédndert (Isomorphieproblem) und gleichzeitig durch
geniigend Streukraft eine signifikante Anderung der Streuintensitéten herbeifiihrt.

Die Intensitdtsdnderung kann nach Crick und Magdoff [Crick und Magdoff, 1956] folgen-
dermaflen abgeschitzt werden:

an [Nt

i ~ € Ny I (2.8)

Hierbei wird eine Besetzungsdichte, d.h. der Anteil der Proteinmolekiile eines Kristalls,
an denen ein Schweratom spezifisch an gleicher Stelle gebunden ist, von 100% angenom-
men. Die Besetzungsdichte wird auch als Okkupanz bezeichnet. Ny, Np bezeichnen die
Anzahl der Atome in der Schweratomverbindung bzw. dem Protein und fgy, fp deren
Formfaktoren. ¢ ist 1 fiir zentrische und v/2 fiir azentrische Reflexe. Ein h,k ]-Reflex wird
als zentrisch bezeichnet, wenn A-(h, k,l) = (—h, —k, —1), wobei A die transponierte Rota-
tionsmatrix einer Symmetrieoperation in der betreffenden Raumgruppe des Kristalls ist.
Daraus ergibt sich, dafl Strukturfaktoren zentrischer Reflexe nur Phasen haben kénnen,
die jeweils um 180° voneinander entfernt sind. Alle iibrigen Reflexe konnen beliebige
Phasenwinkel annehmen.

Da bei Ribosomenkristallen die Signaldnderung fiir ein Schweratom im Bereich des mitt-
leren Meffehlers liegt, wird in diesem Fall auch auf die Verwendung von Schweratomclus-
tern zuriickgegriffen.
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Wurden erst einmal die Daten gemessen und die Schweratompositionen bestimmt, und un-
terscheidet sich das Derivat nur durch die Schweratomdistribution von der nativen Struk-
tur (perfekte Isomorphie), basiert die Bestimmung der Phasen auf folgender Vektorsumme

zwischen den derivatisierten F'py, den nativen F'p und den Schweratomstrukturfaktoren
FHZ

FPH:FP+FH (29)

2.3.2 Isomorpher Ersatz mit einem Derivat (SIR)

Bei zentrischen Reflexen, fiir die F'py, Fp und Fpg kollinear verlaufen und unter der
Annahme, dafl |Fy| < |Fp| lassen sich die Phasen mit nur einem Derivat bestimmen. In
diesem Fall vereinfacht sich die Formel 2.9 zu:

|Fpy| = |Fp| + |Fy]| (2.10)
Je nachdem, ob Fpy > Fp oder Fpy < Fp stimmt die Phase von F'p mit der Phase von
F'y iiberein, bzw. ist um 7 versetzt.

Im oo

PH

Re

Abbildung 2.5: Im Argand-Diagramm sind die Strukturfaktoramplituden und Phasen fiir
azentrische Reflexe (Gl. 2.11) grafisch dargestellt.

Auch wenn die Phasenbestimmung fiir zentrische Reflexe fiir eine vorldufige Phasierung
durchaus hilfreich sein kann, kristallisieren biologische Makromolekiile in nicht-
zentrosymmetrischen Strukturen, wodurch grofitenteils azentrische Reflexe auftreten.
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In diesem Fall lassen sich die Phasen mit Hilfe der Graphik 2.5 iiber den Cosinussatz
bestimmen:

Fhy — Fp— F}
2FpFy

ap = ay + cos™! ( > =ay+d (2.11)

Es ergeben sich also zwei Losungen fiir das Phasenproblem; es lassen sich keine eindeutigen
Phasen mit Hilfe eines Derivates (Single Isomorphous Replacement/SIR) errechnen.

2.3.3 Multipler Isomorpher Ersatz (MIR)

Wurden Daten von zwei oder mehreren Derivaten gemessen und die jeweiligen Schwer-
atompositionen beziiglich desselben Koordinatenursprungs bestimmt, so koénnen die
Phasen theoretisch eindeutig berechnet werden. Man kann das Prinzip dieser Methode, die
als multipler isomorpher Ersatz (MIR) bezeichnet wird, anhand eines Harker-Diagramms
veranschaulichen (Abbildung 2.6 aus [Harms, 1999]).

a) SIR- sowie MIR-Methode b) SIR AS-Methode

Abbildung 2.6: Darstellung des Prinzips des isomorphen Ersatzes zur Losung der Protein-
phasen im Harker Diagramm. a: Die Doppeldeutigkeit der SIR-Phasen 148t sich mit Hilfe eines
weiteren Derivates aufkliaren. b: Losung der Doppeldeutigkeit unter Verwendung des anomalen
Signals (SIRAS).

Hierzu zeichnet man fiir jeden (h,k,1)-Reflex den Vektor —F'y; und zieht einen Kreis mit
dem Radius |Fp| der nativen Struktur um den Ursprung des Vektors und einen Kreis
mit dem Radius |F pyy| des ersten Derivates um das Ende des Vektorpfeils. Die beiden
Schnittpunkte bestimmen dann die beiden Losungen F'pi und F'p2 der SIR-Methode.
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Desweiteren wird am gleichen Ursprung der Schweratomstrukturfaktor —F o der zweiten
derivativen Struktur abgetragen und ein entsprechender Kreis mit dem Radius |F pgs| um
dessen Ende gezeichnet. Der Schnittpunkt aller drei Kreise bestimmt nun den jeweiligen
Strukturfaktor F'p.

Jedoch wird im Fall realer Daten aufgrund von Fehlern ein exakter Schnitt nicht er-
reicht und es verbleiben somit gewisse Ungenauigkeiten. Die Fehler resultieren einerseits
aus der Datenmessung (z.B. Detektorprobleme, Signal-Rausch-Verhéltnis, Strahlenschéadi-
gung), Datenanalyse (z.B. Skalierungsprobleme) und Isomorphieproblemen, andererseits
aus Ungenauigkeiten bei der Bestimmung der Schweratompositionen und somit von F'p.

In diesem Fall wird die wahrscheinlichste bzw. beste Phase iiber eine Wahrscheinlichkeits-
verteilung bestimmt. Die Wahrscheinlichkeit, daf3 die Phase a; korrekt ist, kann grob
durch die GauB-Verteilung beschrieben werden [Blow u. Crick, 1959]:

P(ay,) = Nexp<—52<g§)) (2.12)

Hierbei ist N ein Normierungsfaktor, € der ’lack of closure’ Fehler und E? der mittlere
quadratische Fehler von €. Der ’lack of closure’ Fehler ¢(a,) ist die Differenz zwischen
dem Betrag des gemessenen (F py(obs)) und dem berechneten Strukturfaktor des Derivats
(Fpg(calc) = Fp + Fp) (Abbildung 2.7). Dieses gilt unter der Annahme, dafi sowohl
Fp als auch Fy fehlerfrei sind, d.h die Fehler in der Bestimmung von |F'pp| liegen.

Abbildung 2.7: Grafische Darstellung des ’lack of closure’ Fehlers (aus [Drenth, 1994])
Unter Verwendung der vier Hendrickson-Lattman-Koeffizienten A, B, C und D

[Hendrickson u. Lattman, 1970] kann die Wahrscheinlichkeitsfunktion als Reihenent-
wicklung dargestellt werden:

P(a) = exp(Acosa + Bsina + C cos 2o + D sin 2a) (2.13)
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Somit 148t sich die Phaseninformation fiir jeden Reflex mit Hilfe der Koeffizienten A,B,C,D
speichern und Verteilungsfunktionen von mehreren Derivaten im Fall von Unabhéngigkeit
multiplikativ kombinieren.

Aus den Wahrscheinlichkeitsverteilungen der Phasen P(«) kann man nun nach Blow &
Crick [Blow u. Crick, 1959] die beste Phase «, fiir jeden Reflex h iiber das "least-square’
Kriterium bestimmen.

Der Ausdruck

2
Q= [ (P(a)|Fplexp (ia) - F))da (2.14)
mit
F, = |Fp|mexp (iap) (2.15)
ist zu minimieren. |F'p| ist der gemessene native Strukturfaktorbetrag, F', der zu bestim-

mende beste Strukturfaktor und m der sogenannte FOM (figure of merit).
Man erhélt

F, = |Fp| /a 2:0 P(a) exp (ic)da (2.16)

Somit ergibt sich fiir den FOM:

m =

/;:0 P(a) exp (ia)da (2.17)

Der ’'figure of merit’ ist ein Maf}; welches die Wahrscheinlichkeit angibt, dafl die beste
Phase korrekt ist. Er dient z.B. zur Gewichtung der Strukturfaktoren bei Berechnung der
Elektronendichten [Blundell und Johnson, 1976].

2.3.4 Isomorpher Ersatz und Anomale Dispersion (SIRAS)

Eine andere Moglichkeit das Phasenproblem zu losen besteht in der Verwen-

dung der anomalen Dispersion in Verbindung mit dem isomorphen Ersatz (SIRAS)
[Crick und Magdoff, 1956].

Befinden sich in der Protein- bzw. Ribosomenstruktur Schweratome, die als anomale
Streuer fungieren, sind die beiden anomalen Terme der Formfaktoren fi(d, \) und f7(d, \)
aus Gleichung 2.6 nicht mehr vernachldssigbar. Dieses fiithrt dazu, dafl speziell bei
Wellenléngen, die sich in der Ndhe der Absorptionskante befinden, das Friedel’sche Gesetz
aufgehoben ist:
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Fou| # |F o (2.18)

In diesem Fall kann man den komplexen Schweratomstrukturfaktor F'y in einen realen
und einen imaginédren Anteil aufteilen:

Fy=F} + Fy (2.19)
Da die imagindre Komponente senkrecht zur Realen steht, ldsst sich anschaulich die Phase
mit Hilfe der Harker-Konstruktion in Abbildung 2.6 bestimmen.
Hierbei gilt:

B f/l

‘F’H > fjexp(2nih- )| = G
J

| F | (2.20)

wobei f" dem realen Anteil des Atomformfaktors entspricht.

Fiir die STRAS-Methode benotigt man also sowohl die Betréige der Strukturfaktoren F py
fiir die Reflexe b, bzw. h_ (Bijvoetpaar) als auch die Korrekturterme der Formfaktoren
f"und f”. Die Wellenldngenabhéngigkeit des imagindren Teils 148t sich aus Fluoreszenz-
experimenten praktisch bestimmen, indem der Absorptionskoeffizient einer einfallenden
Strahlung mit definiertem A bestimmt wird; dieser ist proportional zu f”. Hierzu wird das
Emissions-Spektrum der Probe mit Hilfe eines zusétzlichen Detektors aufgezeichnet und
dann das Signal in einem elementspezifischen Energiebereich gegen die zu variierenden
Wellenlénge der einfallenden Synchrotronstrahlung aufgetragen (siehe hierzu Figur 4.2).

Die eben vorgestellte Methode bietet eine duflerst effektive Moglichkeit, dem Phasenpro-
blem zu begegnen, da keine zusétzlichen Derivate benétigt werden und somit u.a. Iso-
morphieprobleme nicht zum Tragen kommen. Allerdings ist es schwierig, die anomalen
Differenzen der Bijvoetpaare iiberhaupt zu messen, da sie um Gréflenordnungen unter-
halb der isomorphen Strukturfaktordifferenzen liegen (f” < f”). Der imaginére Anteil
der Formfaktoren und somit die anomale Differenz steigt — relativ zum reellen Anteil —
mit hoherer Auflésung.

Die Kombination des multiplen isomorphen Ersatzes mit der anomalen Streuung (MIRAS-
Methode) steht im Fall der vorliegenden Arbeit im Mittelpunkt des Interesses.

Abschlieflend sei noch kurz ein Sonderfall der MIRAS-Methode erwahnt: Bei MAD-
Experimenten (Multiple Anomalous Dispersion) werden mehrere Datensétze eines
Kristalls bei unterschiedlichen Wellenldngen gemessen und &hnlich dem vorher beschriebe-
nen Prinzip die Phasen bestimmt. Diese Vorgehensweise verlangt eine Mefivorrichtung, bei
der die Wellenlénge nahezu beliebig wahlbar ist und Kristalle, deren Strahlenschiadigung
begrenzt werden kann. Nur wenn die Messung eines nahezu vollstédndigen Datensatzes
bei mehreren Wellenléngen durchfithrbar ist, kommt der Vorteil dieser Methode zum Tra-
gen — die inherente Isomorphie. Falls dies allerdings wie im vorliegenden Fall aufgrund
einer starken Strahlenschéadigung nicht moglich ist, fallt ausschliellich der Nachteil, das
schlechtere Signal-Rausch-Verhéltnis, ins Gewicht.
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2.3.5 Dichtemodifikation

Die Elektronendichte kann nach der Bestimmung der Phasen gemifl Gleichung 2.1 be-
stimmt werden. Aufgrund von oben genannten Fehlern bei der Phasenbestimmung, dem
Kristalllosungsmittelbeitrag bei der Diffraktion und unvollsténdigen Daten, wird eine In-
terpretation allerdings héufig erschwert.

Generell wird daher versucht, alle vorhandenen vorldufigen Informationen, wie z.B. par-
tielle Abschnitte des zu konstruierenden Modells oder vorlaufige Phasensétze zu nutzen
und bei der Berechnung der Dichteverteilung zu inkorporieren. Hier soll speziell auf die
Methode der Losungsglittung (solvent flattening) eingegangen werden, welche die In-
formation iiber den Losungsmittelanteil ausnutzt, um die Qualitdt bzw. den Grad der
Interpretierbarkeit der Elektronendichte zu steigern.

Man versucht sich dabei die Tatsache zu Nutze zu machen, dafl die Losungsregionen eine
kleinere Elektronendichte aufweisen, als die zu bestimmende Struktur selbst. Uber einen
Filter und Mittelungsverfahren werden die Phasen und damit auch die Elektronendichte
modifiziert.

Die Elektronendichte wird in der Praxis als Netzwerk von Rasterpunkten im Abstand von
ca. 1/3 der maximalen Bragg-Auflosung dargestellt. In einem Dichtefilter wird die soge-
nannte molekulare Maske berechnet, indem die Dichte jedes Rasterpunkts innerhalb einer
Kugel des Radius R (Wang-Radius) mit einer Wichtung w; gemittelt wird; gleichzeitig
werden negative Dichten zu Null gesetzt [Wang, 1985]:

R
py = KD wip (2.21)
w, = 1-— %, wenn 7;; < R und p; >0 (2.22)
w; = 0, wenn r;; >R oder p; <0 (2.23)

K ist eine Konstante und r;; der Abstand der Rasterpunkte i und j.

Kennt man nun den Losungsmittelanteil im Kristall, so kann hiermit eine Trennung zwi-
schen Molekiil und Lésung erfolgen. Die molekulare Maske wird dadurch bestimmt, dafl
der entsprechende prozentuale Anteil der Rasterpunkt iiber einem bestimmten Dichte-
wert berechnet wird, so dafl die Maske das erwartete Volumen einnimmt. Die Dichten
in der Losungsregion werden durch eine gemittelte Losungsdichte ersetzt. Nun erfolgt
eine Berechnung neuer Strukturfaktoramplituden und -phasen |Fqc|, tcare aus der modi-
fizierten Dichte durch inverse Fouriertransformation (siehe Gleichung 2.2) [Cowtan, 1994].
Als néchstes findet die Berechnung der Phasenwahrscheinlichkeitsverteilung P.q.(c) mit
Hilfe der gemessenen Strukturfaktoramplituden |F,;s| statt.

2 |Fobs| |Fcalc| COS(O& - acalc)
<|F%,—F2,| >

obs calc

P.c(a) = exp( ) (2.24)
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Abschlieflend kann man die alte und neue Wahrscheinlichkeitsverteilung kombinieren und
erhélt:

Pcomb(¢) = Pcalcl (¢)Pca102(¢) (225)

Die kombinierten Phasen und die observierten Amplituden |F,;| bilden nun einen neuen
Ausgangspunkt fiir weitere Dichtemodifikationszyklen bis eine Konvergenz erreicht wird.

Mit Hilfe dieser Methode und diversen Abwandlungen kann man interpretierbare Elek-
tronendichteverteilungen erhalten.

2.3.6 Giitefaktoren

Es gibt diverse Kennzahlen zur Charakterisierung der Qualitit von gemessenen Daten
oder kalkulierten Phasen in der Kristallographie. Hier sollen nur einige kurz erwéhnt
werden.

In jeder Kristallstruktur gibt es Symmetrien und somit auch symmetriedquivalente Re-
flexe, deren Intensitéiten theoretisch iibereinstimmen miissen. Dieses macht man sich zu
Nutze, um die interne Qualitéit eines Datensatzes zu bestimmen

Nsym

%: El |1}, — (In)|
> (In)
b

Raym = (2.26)

Nsym 1St hierbei die Anzahl der symmetriedquivalenten Intensitéten des Reflexes h. (Iy,)
ist das gewichtete Mittel.

Um die Isomorphie zwischen nativen und Derivat-Kristallen zu iiberpriifen oder auch
Hinweise auf vorhandene Schweratome zu finden, wird ein zweiter R-Faktor definiert:

> |y — sl
h

Rmerge = Z—I}ll (227)
h

Der Faktor s dient der Skalierung der Datensétze untereinander. Anstelle von Intensitéaten
werden immer héufiger auch Strukturfaktorbetridge verwendet.

Fiir die Stérke des Signals der Schweratome bei der Bestimmung von Phasen wird haufig
die Phasierungsstéirke PS in Abhéngigkeit von der Auflosung verwendet.

I it Y Je(a)* = Y (| ),

calc
- ‘FPH
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Der Cullis-R-Faktor und der FOM (figure of merit) dienen der Abschétzung der Phasen-
qualitat.

Z “FPH + FP| - FH(calc)
> |Fpu = Fpl

RCullis = (228)

fiir zentrische Reflexe [Cullis et al., 1961]. Fiir Ausfithrungen zum FOM siehe Abschnitt
2.3.3.
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2.4 Lokalisation der Schweratome

Aus den vorigen Abschnitten wurde klar, daf§ die Bestimmung der Schweratompositio-
nen sowie der Besetzungsdichten und somit der Strukturfaktoren F'y; Voraussetzung zur
Losung des Phasenproblems ist. Die grundlegenden Methoden, dies zu erméglichen, sind
die Patterson- und die Fouriermethode.

2.4.1 Differenz-Patterson-Synthese

Die Patterson-Funktion P(w) ist eine Fourier-Summation mit dem Quadrat der Schwer-
atomstrukturfaktorbetriage als Koeffizienten ohne Phaseninformation:

1
P(u) = v > Fy(h)?cos(2m(h - u)) (2.29)
h

Sie hat folgende Eigenschaften:

e Die Pattersonfunktion hat Maxima an den Punkten w, die Vektoren zwischen zwei

Schweratompositionen entsprechen.

e Fiir jedes Atompaar in der Einheitszelle gibt es ein Maximum.

e Die Pattersonfunktion ist zentrosymmetrisch.
Unter der Annahme |Fy| < |Fp| gibt es einen einfachen Zusammenhang zwischen der

isomorphen Differenz A |F|,, = |Fpu| — |Fp| und dem Strukturfaktorbetrag der Schwer-
atomanordnung |Fy|, der sich rein geometrisch aus Abbildung 2.5 ergibt.

A|F|,,, = |Fu|cos(apg —apn) (2.30)

150
Mit Hilfe der trigonometrischen Formel 2.31 und der Tatsache, daf§ keine Korrelation
zwischen apy und ay vorliegt und somit der Cosinus-Term nur zum Rauschen beitragt,
erhilt man eine alternative Darstellung der Patterson-Funktion (Formel 2.32).

cos*(apy — o) = 5 + 5 c08 2(apg — ag) (2.31)
Plu) = ;;w [F,,)? cos(2m(h - w)) (2.3

Diese Patterson-Funktion hat somit ebenso die oben aufgelisteten Eigenschaften, wobei
nun allerdings die Fourierkoeffizienten direkt aus den Messungen zu bestimmen sind
[Blow u. Rossmann, 1961].
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Durch die Betrachtung sogenannter Harker-Ebenen in der Patterson-Karte kénnen mit
Hilfe der Raumgruppensymmetrien des Kristalls aus Tabelle 2.1 die Schweratompositionen
im Idealfall leicht bestimmt werden. Harker-Ebenen sind diejenigen Ebenen, in denen die
Differenzvektoren symmetrieiquivalenter Atome liegen. Die Hohe der Maxima ist von
der Elektronendichte der Schweratome sowie der Besetzungsdichte abhéngig und sollte
sich deutlich von dem Untergrundrauschen abheben. Auch aus diesem Grund ist die
Verwendung von Schweratomclustern in der Kristallographie von Ribosomen, wie spéter
erlautert wird, vorteilhaft.

Zusatzlich gibt es noch die Moglichkeit bei Vorhandensein von anomalen Streuern, die
Differenz der Bijvoet-Paare als Koeffizienten der Patterson-Funktion zu verwenden. Die
Hohe der Peaks dieser anomalen Patterson-Funktion ist im Allgemeinen deutlich geringer,
wodurch diese Methode erschwert wird. Allerdings liegt keine Beeinflussung durch
[somorphie- oder Skalierungsprobleme vor.

Neben der oben hergeleiteten Relation 2.30 gilt auch fiir die korrigierte anomale Differenz
AlF| ., = 2(1Fpu(+)| = [Fpa(=)) "/ 1"

A|F|, == |Fy|sin(apg — ang) (2.33)

ano

wobei hier F7; der reale Anteil des Schweratomstrukturfaktors ist. Daher kénnen ebenso
die Quadrate der korrigierten anomalen Differenzen als Koeffizienten der Pattersonfunk-
tion verwendet werden, um die Schweratome zu lokalisieren.

Tabelle 2.1: Symmetrien und Harker-Ebenen der Raumgruppe P4;2:2

SYMMETRIEN Harker-Ebenen
1 X Y 7 - — - -
2 -X -Y Z+1/2 || 1-2 2X 2Y -1/2
3| -Y+1/2 | X+1/2 | Z+1/4 || 1-3 | X+Y-1/2 | Y-X-1/2 -1/4
4| Y+1/2 | X41/2 | Z+3/4 || 1-4 | X-Y-1/2 | Y+X-1/2| -3/4
5| -X4+1/2 | Y+1/2 | Z+41/4 || 1-5 | 2X-1/2 -1/2 27-1/4
6| X+1/2 | -Y+1/2 | -Z+3/4 || 1-6 -1/2 2Y-1/2 | 27-3/4
7 Y X 7 1-7 X-Y Y-X 27
8

Y X [ Z+12][ 18] X+Y Y+X | 2Z-1/2
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2.4.2 Differenz-Fourier-Synthese

Ist es gelungen, Schweratompositionen (’sites’) in einem oder mehreren Derivaten zu
bestimmen, koénnen die so gewonnenen vorldufigen Phaseninformationen a(h) in einer
Fourier-Reihe verwendet werden, um weitere Positionen zu finden oder andere Derivate
zu untersuchen. Die ermittelten zusétzlichen Positionen beziehen sich im Idealfall alle auf
denselben Ursprung, welches Voraussetzung fiir die Phasierung ist. Die Verwendung von
Phaseninformationen eines Derivates zur Bestimmung von Schweratompositionen anderer
Derivate wird als Kreuz-Differenz-Fourier-Synthese bezeichnet. Als Koeffizienten in der
Fourier-Reihe werden die isomorphen Differenzen A |F|,, , eventuell gewichtet durch den
'figure of merit’ m, verwendet.

150"

Ap(r) = ‘1/ > mA|F|,, explia)exp(—2mih - T) (2.34)
h

Die so ermittelte Dichte weist Maxima an den Schweratompositionen auf und bietet somit
eine Moglichkeit, in Verbindung mit der Differenz-Patterson-Methode, die Phasierung
iterativ voranzutreiben.

Man muf} allerdings im Auge behalten, dafl diverse Fehlerquellen eine Interpretation
der Fourier-Karte unméglich machen konnen; dazu gehoren ebenso Isomorphie- und
Skalierungsprobleme wie auch unzureichende Phaseninformation durch unvollsténdige An-
zahl von Schweratompositionen.

Wenn mehrere Schweratomderivate fiir die Phasenbestimmung verwendet werden, miissen
sich alle Positionen der Atome in allen Derivaten auf denselben Koordinatenursprung
beziehen. Bei der Fourier-Synthese konnen, wie auch bei der Patterson-Methode, auf-
grund von schwachen oder zentrisch dominierten Phasen auch Schweratompositionen ge-
funden werden, die zu einem anderen Ursprung gehoren als die zur Phasierung verwen-
deten Derivate (Ambiguitit des Koordinatenursprungs). Es kommen in der Raumgruppe
P4,2,2 folgende Transformationen in Frage: (X,Y,Z), (X+1/2,Y+1/2,7), (X,Y,Z2+1/2)
und (X4+1/2,Y+1/2,7+1/2).

Eine weitere Methode der Schweratomlokalisation ist die sogenannte 'residual-map’. Hier-
bei werden zusétzlich zur Phase auch in den Koeffizienten der Fouriersummation Infor-
mationen aus schon bestimmten Schweratompositionen mit einbezogen, um so Nebenpo-
sitionen zu finden.
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2.5 Verfeinerung der Schweratompositionen

Es ist von duBlerster Wichtigkeit, daf die Positionen der Schweratome sehr genau bestimmt
sind, um die Phasierung durchzufithren. Daher werden in jedes Phasierungsprogramm
Verfeinerungszyklen implementiert, welche zu jedem Zeitpunkt eine Verfeinerung der
Schweratompositionen und deren Besetzungsdichten vornehmen. Grundsatzlich basieren
alle modernen ’refinement’ Algorithmen auf der sogenannten ’'maximum-likelihood’
Methode, bei der das Schweratommodel so verfeinert wird, dafl es die isomorphen oder
anomalen Differenzen optimal beschreibt.

Die ’least-square’ Methode ist ein spezieller Fall der 'maximum-likelihood” Methode unter
der Annahme, dafl die gemessenen Strukturfaktoramplituden |F'(obs)| um den realen Wert
| F'(real)| gauBverteilt sind. Im Folgenden wird angenommen, dafi die Fehler ausschlieflich
in der Bestimmung von Fppy liegen; daher gilt: |F(obs)| = |Fpg(obs)|. AuBlerdem
wird als Nidherung fiir den realen Wert der berechnete Strukturfaktor F py(calc) benutzt.
Fpy(calc) ist hierbei durch die beste native Phase fixiert.

Der Grundgedanke der ’least-square’ Methode ist, daf alle | F pg(obs)| so nah wie moglich
an den berechneten Amplituden |Fpg(calc)] = |Fp+ Fy| eines vorlaufigen Modells
liegen miissen.

Somit 148t sich die Wahrscheinlichkeit, dafl der gemessene Strukturfaktorbetrag des Re-
flexes h in einem infinitesimalen Intervall um |F py(obs)| liegt, darstellen als

1 (|Fpm(obs)| — | Fpu(calc)|)?

P(h) = exp |— d|Fpy(obs)| (2.35)
oV 2w 202
o? ist die Varianz der Messung
0* = [ (IFpu(0bs)| = [Fp(obs))* P(R)d | F prr(obs) (2.36)
+oo

Auflerdem ergibt sich bei unabhéngigen Messungen als Gesamtwahrscheinlichkeit, einen
Satz von |F py(obs)| zu finden:

P = H P(h) (2.37)
h
Die optimalen kalkulierten Strukturfaktoramplituden berechnen sich durch Maximierung

von P und daher durch Minimierung der folgenden Summe:

(obs)| — |Fpg(calc)])?
202

o (Frn 038,

Mittels Differenziation von QQ erhélt man die gesuchten optimierten Modellparameter wie
z.B. die Schweratomkoordinaten und die Besetzungsdichten.
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Die ’least-square’ Methode ist ein iterativer Prozefl. Nach jedem Verfeinerungsschritt ist
ein anderer Parameter zu optimieren und dann die neue beste Phase zu berechnen, bis
die Anderungen beliebig klein werden und die Verfeinerung konvergiert.



Kapitel 3

Experimentelle Methoden

Aufgrund der extremen Grofle von ribosomalen Partikeln sowie der relativ kleinen
Kristalle und der damit verbundenen geringen Streustérke, sind rontgendiffraktometrische
Untersuchungen dieser Makromolekiile mit besonderen Schwierigkeiten verbunden.
Neben den diffizilen Kristallisationsbedingungen ergibt sich schon bei der Suche von
geeigneten Derivaten das Problem, Verbindungen zu finden, die an distinkten Positio-
nen im Ribosom binden, ohne die Kristallstruktur zu modifizieren, aber zugleich zu
einem meflbaren isomorphen oder gar anomalen Signal fithren. Ebenso fiihrt die starke
Strahlenschédigung verbunden mit Isomorphieproblemen gerade in der hohen Auflésung
aufgrund der Notwendigkeit mehrere Kristalle zu einem Datensatz zusammenzufiigen und
zu skalieren (merging) zu einem signifikanten Fehler, welches den Prozefi der Schweratom-
lokalisation und der Phasierung erschwert.

Desweiteren ergeben sich aus der einerseits &uflerst hilfreichen Verwendung von Schwer-
atomclustern zur Derivatisierung diverse Probleme, sowohl aufgrund der Schwierigkeit,
diesen Molekiilen eine Orientierung zuzuordnen als auch wegen ihrer hohen Elektronen-
dichte. Dieses erfordert sowohl bei deren Behandlung bzw. Naherung im Prozef§ der
Phasierung und Positionsverfeinerung als auch im Dichtemodifikationsverfahren beson-
dere Vorgehensweisen.

In diesem Kapitel sollen die experimentellen Methoden von der Datennahme bis hin
zur Modellierung der dreidimensionalen Struktur erortert werden. Hierzu wird auf die
Derivatisierung der Kristalle, die Datensammlung, die Beschreibung der Mefistationen,
die Datenreduktion und auf die Berechnung und Verwendung der Elektronendichte-
verteilungen néher eingegangen.

In dieser Arbeit wurden Simulationen von Strukturfaktordaten mit einem hypothetischen
T30S-Modell durchgefiihrt. Diese Simulationen dienten einem besseren Versténdnis der
Probleme in der Ribosomenkristallographie und ermdoglichten, optimale Methoden und
Programme, speziell in den Phasen der Schweratomlokalisation, Phasierung und Posi-
tionsverfeinerung, zu finden.

27
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3.1 Derivatisierung

Zur Bestimmung der Strukturfaktorphasen nach der Methode des isomorphen Ersatzes
ist es essentiell, daB} Schweratome spezifisch in der Elementarzelle des Kristalls gebunden
werden kénnen.

Im vorliegenden Fall der Ribosomenkristalle war es von Vorteil, neben FEinzelschwer-
atomen (single heavy atoms) auch sogenannte Schweratomcluster zur Derivatisierung zu
verwenden.

Die Cluster besitzen zumeist einen Kern aus Atomen hoher Ordnungszahl, die von ver-
schiedenen hydrophilen Gruppen umgeben sind. Sie weisen daher im derivatisierten
Kristall eine hohere Elektronendichte als Einzelatome auf und fithren somit nach Formel
2.8 zu einer grofleren Intensitdatsdnderung.

Im Prinzip miiffite der Cluster bei der Phasierung als eine Gruppe von individuellen
Atomen behandelt werden. Die Bestimmung der einzelnen Schweratompositionen mit
Hilfe der in Kapitel 2.4 beschriebenen Verfahren gestaltet sich aufgrund der lokalen
Konzentration der Atome duflerst schwierig. Ist allerdings die maximale Auflésung der
gemessenen oder verwendeten Daten im Bereich des mittleren Durchmessers des Clusters,
so a8t sich diese Streugruppe vereinfacht als Punktstreuer am Ort des Massenschwerpunk-
tes betrachten. Nach [Stenkamp u. Jensen, 1984] ist dies bis zu einer Bragg-Auflosung
von 0,917 mal dem mittleren Durchmesser des Clusters giiltig.

Bei etwas hoheren Auflésungen ist eine Approximation des sphérischen Durchschnitts
(spherical average) moglich. Hierbei werden die Schweratomstrukturfaktoren des Clus-
ters durch Einbeziehung der geometrischen Anordnung innerhalb des Schweratommolekiils
angendhert, ohne dabei jedoch die Gesamtorientierung zu fixieren. Es wird also iiber
mogliche Clusterorientierungen gemittelt. Bei Betrachtung von Braggauflésungen in der
Nihe der interatomaren Distanzen (ca. 4 A) ist die Aufteilung der Streugruppe in einzelne
Atome notig.

Die Ribosomenkristalle konnen grundsétzlich auf drei Arten derivatisiert werden:

1. Das Einlegen der fertig ausgebildeten ribosomalen Kristalle in Stabilisationslosung,
welche mit einer bestimmten Konzentration einer Schweratomverbindung an-
gereichert ist. Bedingt durch grofle Losungsmittelkandle innerhalb des Ribo-
somenkristalls konnen Schweratome oder Atomcluster eindiffundieren und an die
ribosomalen Partikel binden. Dies wird fiir eine bestimmte Zeit direkt vor dem
Schockgefrieren durchgefiihrt (soaked).

2. Die Cokristallisation, d.h. Kristallisation in Anwesenheit einer Schweratom-
verbindung (grown).

3. Die spezifische Anbindung der Schweratome, bzw. Cluster vor der Kristallisation.
Dies geschieht durch Isolierung eines Proteins aus der ribosomalen Untereinheit,
die kovalente Bindung eines Clusters an dieses auf biochemischem Wege und an-
schlieBender Rekonstitution der Untereinheit.
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Der grofie Vorteil dieser Methode ist die spezifische und quantitative Bindung. Die
Kristallisation rekonstituierter ribosomaler Partikel hat im Fall von T30S nicht zu
nutzbar diffraktierenden Kristallen gefiihrt.

Die inherente Flexibilitdt und hohe Konformationsvariabilitét der kleinen ribosomalen Un-
tereinheit, welche durch diverse elektronenmikroskopische und biochemische Untersuchun-
gen belegt wurde (z.B. [Frank et al., 1995, Stark et al., 1995, Weller u. Hill, 1992]),
scheint der Grund fiir die geringe Bragg-Auflosung der nativen T30S Kristalle zu sein.
Eine systematische Suche nach potentiellen Schweratomen zur Derivatisierung ergaben
eine drastisch verbesserte Streufdhigkeit der Kristalle nach dem ’soaken’ in einer Schwer-
atomlosung mit 0,04mM (N Hy)g[PaWisOg2] - 14H50 (kurz W18). Hierdurch verbesserte
sich die maximale Auflssung von urspriinglich 10 A auf 3 A. Trotz ihrer GréfSe kénnen
die Wolframcluster scheinbar ohne Probleme in den Kristall penetrieren und fiir eine
postkristalline Stabilisierung sorgen, indem sie wahrscheinlich die Mobilitéit des gesamten
T30S Partikels innerhalb des Gitternetzwerks signifikant reduzieren. Der Kristall enthélt
interne Losungsmittelkanéle, welche eine Propagation dieser groflen, ovalen Anionen mit
einem groBten Durchmesser von ca. 13 A erméglichen.

Die extreme Verbesserung der Bragg-Auflosung geht nicht mit einer Anderung der Zell-
parameter oder Kristallsymmetrie einher, dennoch weisen native Kristalle zu diesen
W18-Derivaten eine signifikante Nicht-Isomorphie auf, wodurch eine groflere Konforma-
tionsénderung der ribosomalen Partikel — induziert durch die W18-Cluster — wahrschein-
lich erscheint [Janell et al., 2001].

Tabelle 3.1: Schweratomverbindungen zur Derivatisierung von T30S Kristallen.

mG N S Abk.
Verbindung [g/mol] (%]
(N H,)6[PyW1sOgs] - 14H,0 4723.7 18 22.5 Wig
Tetrairidium-Cluster® 2181.3 4 11.1 Iry
[Tag Brio( HyO)g]*™ + Bry~ 2152.5 6 12.8 TaBr

@ Ir,COg(P(CH,CH,CONH,)3)5P (CHyCHyCONH, ), (CHo CHy CONH, CHoNH, O [Jahn, 1989]

Im Fall der vorliegenden Untersuchung wurden ausschlieSlich Daten von Kristallen ver-
wendet, die fiir 12 Stunden in W18-Schweratomlésung eingelegt worden waren. Nach
dieser Behandlung wurden die Kristalle, welche im weiteren als "Wative’ bezeichnet wer-
den, entweder zusétzlich in Losungen mit anderen Schweratomen zur Derivatisierung
‘'gesoakt’ oder aber in Stabilisierungslosung ohne jegliche Schweratomkonzentration
tiberfithrt (Backsoak), um unspezifisch gebundene Cluster in der Losung auszuwaschen.
Der 'Backsoak’ mit den spezifisch gebundenen W18-Clustern bildet somit die quasi-native
Referenz und es konnte die Methode des isomorphen Ersatzes mit den derivatisierten
Kristallen durchgefiihrt werden.
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In Tabelle 3.1 findet sich eine Auflistung aller in dieser Arbeit verwendeten Schweratom-
cluster mit zusétzlichen Angaben des Molekulargewichts der Verbindung mG, der Anzahl
der Schweratome pro Molekiil N und der zentrischen Signalstérke bei voller Besetzungs-
dichte. Fiir die letztendliche Strukturbestimmung und die beste Elektronendichte wurden
zusitzlich zu diesen Verbindungen auch Osmium- und Iridium-Einzelschweratomderivate
verwendet.

Viele zur Derivatisierung getestete Schweratome oder Schweratomverbindungen ergaben
entweder schlecht diffraktierende oder nicht-isomorphe Kristalle, da sie teilweise mit den
W18-Bindungsstellen konkurrierten, oder es traten aufgrund der unmittelbaren Bindung
an den W18-Cluster Probleme bei der Lokalisation und Beitragsbestimmung auf. Somit
wird klar, weshalb sich die Suche und Selektion potentieller Derivate als duflerst schwierig
und langwierig gestalltete. Ebenso wird aus den obigen Ausfithrungen deutlich, warum in
allen hier untersuchten Kristallen W18 gebunden ist und daher eine genauere Betrachtung
der Behandlung dieses Clusters speziell bei der Phasierung von Néten war.
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3.2 Datensammlung

3.2.1 Rotationsmethode

Das Ziel der kristallographischen Untersuchungen ist es, einen moglichst vollstédndigen
Satz von Strukturfaktoramplituden bis in hohe Auflésungsbereiche zu messen, deren
Qualitdt ausreicht, eine interpretierbare Elektronendichteverteilung zu errechnen (siehe
Formel 2.1).

Um die Strahlenschdden gering zu halten, ist die Rotationsmethode
[Arndt und Wonacott, 1977], welche in der vorliegenden Arbeit zur Datenmessung
verwendet wurde, eine einfache Mdoglichkeit, dieses Ziel mit geringem Zeitaufwand zu
erreichen

Dazu wurden die Kristalle um eine senkrecht zur Strahlrichtung liegenden Achse gedreht
und jeweils Beugungsaufnahmen wahrend einer Rotation um ca. 0.1°—0.4° aufgenommen.
Hierbei durchlauft das reziproke Gitter, welches sich geméaf§ der Realgitterbewegung dreht,
die Ewaldkugel (siche Kapitel 2.2.1) und neue Reflexe treten auf. Die Rotationsbreite
einzelner Aufnahmen wurde derart gewahlt, dafl eine moglichst grofie reziproke Region
gemessen werden konnte, ohne dabei Uberlappungen von Reflexen auf dem Detektor zu
erhalten. Insgesamt miissen aufgrund der Symmetrie der T30S-Kristalle nur 45° des
Rotationsbereiches gemessen werden, um einen vollstédndigen Intensitétensatz zu erhalten.

Bedingt durch Strahldivergenz, Wellenldngendispersion, Gréfle des Kristalls und kleinen
Abweichungen von der perfekten Periodizitdt des Kristallgitters haben die Punkte
des reziproken Gitters eine endliche Ausdehnung. Die Mosaizitdt im engeren Sinne
beschreibt den Effekt, daf§ fiir praktisch alle Kristalle die beobachtete Breite eines Bragg-
Reflexes viel hoher ist, als theoretisch fiir einen idealen Einkristall zu erwarten wére
[Klug u. Alexander, 1974]. Sie ist im Prinzip ein Ma# fiir die innere Qualitit der Kristalle.
Es wird dabei angenommen, daf sich Kristalle aus kleinen ideal-perfekten Blocken zusam-
mensetzen, welche mehr oder weniger stark gegeneinander verschoben oder gedreht sind.
Aufgrund dieser "Ausdehnung’ der reziproken Gitterpunkte sind die Reflexe bei deren
Durchlaufen der Ewaldkugel wihrend eines relativ groflen Rotationsbereiches mefbar.
Im Fall von Ribosomenkristallen liegt die typische Mosaikbreite bei 0.3° — 0.8, welches
dazu fiihrte, daf§ pro Rotationsaufnahme bei den hier durchgefithrten Messungen im All-
gemeinen nur partielle Reflexe gemessen werden konnten, welche dann bei der Datenre-
duktion aufaddiert werden mufiten und die Datenanalyse erschwerten.

Ein weiteres Problem bei der Datenmessung war die relativ hohe Strahlenschidigung der
Kristalle, welche mit der Zeit zu einer Abnahme von Reflexintensitédten hoher Auflésung
fithrte und damit zu zusétzlichen Schwierigkeiten bei der Aufaddition von partiellen Re-
flexen und anschlieSender Skalierung. Auflerdem konnte beobachtet werden, daf3 sich die
Zellparameter der Einheitszelle bei Bestrahlung im Zeitablauf dnderten [Harms, 1999].
Dieses ist der Effekt einer physikalischen Strahlenschadigung durch u.a. Auskristallisa-
tion des Wassers im Losungsmittel.
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Es wurde versucht, dieser Problemetik einerseits durch eine eigens entwickelte Kiihlanlage
zwecks Minimierung der sekundiren Strahlungsschiden zu begegnen, andererseits
durch Translation des Kristalls in Richtung der Spindelachse (Drehachse).  Hier-
durch konnte ein und derselbe Ribosomenkristall unter der Voraussetzung einer hohen
Fokusierungsmoglichkeit des Strahles an mehreren Positionen gemessen werden, da die
Strahlenschédigung nur lokal auftritt. In Abbildung 3.1 ist links ein Spatel mit zwei Glas-
platten zu sehen, wie er zur Positionierung des Kristalls am Mefplatz verwendet wurde.
Rechts erkennt man einen Kristall, welcher mittels Translation bereits an zwei distinkten
Stellen der Rontgenstrahlung ausgesetzt wurde und sich daher schwarz verfarbt hat.

Mit Hilfe dieser Translation war es mdglich, mehr Daten von einem Kristall zu messen
und somit Isomorphieprobleme durch Auffiillen nicht kompletter Strukturfaktoramplitu-
densétze mit Daten anderer Kristalle zu vermindern.

Desweiteren mussten die Kristalle aufgrund ihres schlechten Streuvermogens — verglichen
mit herkémmlichen Untersuchungen in der Proteinkristallographie — relativ lange belichtet
werden, welches die Folgen der Strahleschidigung noch weiter verschlimmerte und zu einer
Erhohung des Strahlenhintergrundes und somit gerade in der hohen Auflosungen indirekt
zu einem schlechteren Signal-Rausch Verhéltnisses fiihrte.

Insgesamt gibt es also neben Problemen, die bei der Aufzeichnung der Reflexe mit Hilfe
von Detektoren auftreten, diverse Fehlerquellen bei der Datenmessung, welche in Form
der Standardabweichungen der Intensitédten bzw. Strukturfaktoramplituden in die weitere
Berechnung mit einfliefen.

Abbildung 3.1: Glasspatel und Darstellung der Strahlenschidigung

3.2.2 Synchrotronmef3stationen

Durch Beschleunigung von energiereichen Elektronen oder Positronen entsteht Syn-
chrotronstrahlung. Dieses geschieht in Ringbeschleunigern, indem diese Teilchen durch
Ablenkmagnete oder spezielle magnetische Vorrichtungen — Wiggler und Undulatoren —
auf gekriimmte Bahnen gezwungen werden. Gegeniiber anderen Strahlungsquellen bietet
die Synchrotronstrahlung besondere Vorteile, wie z.B. die extrem hohe Intensitit und die
auferst geringe Divergenz, wodurch auch kleine, schwach diffraktierende Proben unter-
sucht und scharfe Reflexe beobachtet werden kénnen.
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Auflerdem kann im Allgemeinen die Wellenldngen in einem groflen Bereich frei gewéhlt
werden, welches die gezielte Verwendung des anomalen Signals oder MAD-Experimente
erst moglich macht. Die iibliche Wellenlédnge fiir kristallographische Untersuchungen liegt
bei ca. 1 A, da in diesem Bereich die Strahlenabsorption in der Probe relativ gering ist.
Aufgrund der geringen Streustédrke und der kleinen Kristallgréfe der Ribosomenkristalle
ist die Verwendung von Synchrotronstrahlung Voraussetzung fiir hochauflésende kristal-
lographische Untersuchungen an ribosomalen Kristallen.

Die Daten fiir die vorliegende Arbeit wurden an folgenden Mefipliatzen gesammelt (fiir
Details siehe auch Tabelle 3.2):

e BW6. MeBplatz der Max-Planck-Gesellschaft am DESY in Hamburg. Die

Strahlungsquelle ist ein 56-poliger Wiggler im Positronenstrahl des DORIS-III-
Speicherrings.  Die resultierenden Photonen treffen zuerst auf einen 0,04x1,0
m?, platinbeschichteten Siliziumkarbidspiegel, der bei 4 mrad (Standard) Anstell-
winkel Wellenlingen unterhalb 0,59 A nicht mehr reflektiert. Ein Beitrag der
im Wiggler erzeugten hoherenergetischen Photonen zum Strahlungsuntergrund
der Messung ist damit ausgeschlossen. Monochromatisierung des Strahles erfolgt
mit einem Silizium(111)-Doppelmonochromator. Ein 3,3:1 doppelfokussierender,
goldbeschichteter Toroidspiegel ist fiir die Fokussierung verantwortlich. Der justierte
Strahl trifft dann nach Passieren eines Blendensystems auf die Probe [Koélln, 1995].
Fiir Messungen bei mehreren Wellenlingen (MAD) ld8it sich zwischen Toroid-
spiegel und Blendensystem ein Wellenldngenmonitor in den Strahl fahren, um so die
neugewahlte Wellenléinge zu iiberpriifen. Zusétzlich sind dicht bei der Probenposi-
tion Szintillationsdetektoren montierbar, um die Fluoreszenzstrahlung von Schwer-
atomen in der Probe zu messen. Als Detektor steht seit Herbst 1997 ein MAR345-
ImagePlate Detektor zur Verfiigung; seit Mérz 1998 ist alternativ die Verwendung
eines MAR-CCD Detektors moglich.
Aufgrund der geringen Intensitdt dieser Synchrotronstrahlungsquelle und der sich
daraus ergebenden Begrenzung der Bragg-Auflosung der Kristalldaten, wurde dieser
MeBplatz vornehmlich zur Uberpriifung potentieller Kristalle benutzt. Durch dieses
sogenannte ’screening’ konnte nach nur wenigen Diffraktionsbildern die Daten-
qualitéit und die Isomorphie grob abgeschéitzt werden und somit nutzbare Kristalle
zuriickgefroren und an anderen Synchrotronstationen gemessen werden. Hieraus
resultierte eine zeitlich optimale Nutzung der Mef3perioden.

e BW7A/B. Die Réntgenoptik der Ende 1997 fertiggestellten MAD-MeBstation
BWT7A des EMBL (European Molecular Biology Laboratory) am DESY gewéhrleis-
tet eine schnelle Verdanderung der Wellenlédnge. Ein Blendensystem mit anschlieflen-
dem Kollimator erméglicht die gewiinschte Form des Rontgenstrahls und reduziert
den Untergrund. Wahrend an der Station BW7B, welche mit fixierter Wellenlénge
bei zumeist 0,83 A arbeitet, ein MAR345-Image Plate Detektor verwendet wird,
steht am Mefplatz BW7A auch ein MAR-CCD zu Verfiigung.
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e ID2 (BL4). Ehemalige High-brilliance’ Station des EMBL am ESRF (Euro-
pean Synchrotron Radiation Facility) in Grenoble/Frankreich. Die Optik war fiir
Wellenléingen um 1,2 A optimiert. Ein Blendensystem mit anschlieBendem Kolli-
mator diente zur Begrenzung von Strahlform und Mefluntergrund. Diese Station
wurde letztes Jahr geschlossen.

e ID14 / 2 und ID14 / 4 sind zwei von vier Mefistationen, die auf der Basis der Joint
Structural Biology Group am ESRF, Grenoble, fiir makromolekulare Untersuchun-
gen betrieben werden. Wihrend ID14/4 den direkten Undulatorstrahl verwendet,
werden Diamantenmonochromatoren fiir die iibrigen Stationen eingesetzt, um den
Primérstrahl aufzuspalten. ID14/2 operiert mit fixierter Wellenldnge um ca. 0,93
A und stellt einen ADSC Quantum4 CCD Detektor zur Verfiigung. ID14/4 kann
auch fiir MAD-Experimente (Wellenlingen von 1,70 bis 0,35 A) verwendet werden
und besitzt ebenfalls einen ADSC Quantum4 CCD Detektor. An diesen 'beamlines’
ist eine Fokusierung des Strahls auf bis zu 50 pm moglich.

e F'l. MeBstation an der Cornell High Energy Synchrotron Source (CHESS) in
Ithaca/USA. Die Synchrotronstrahlung ist hier nur das nutzbare Nebenprodukt von
Hochenergieexperimenten. Seit einem Umbau des Speicherrings fiir hohere Elek-
tronenenergien und der daraus resultierenden Verdnderung der Rongenstrahlung
stehen Kollimatoren verschiedener Gréflen zur Verfiigung. Im Gegensatz zu den aus-
schlieflich zur Erzeugung von Synchrotronstrahlung gebauten Speicherringen ist die
Nachfiillzeit am CHESS deutlich geringer ('run time’). Nach ca. einer Stunde werden
Elektronen und Positronen, welche an Energie verloren haben, neu injiziert. Héufige
Unterbrechungen mit einhergehender Anderung der Strahllage sind die Folge, da die
Kiihlung der Spiegel keine gleichméflige Temperatur bei anliegender Strahlung und
Injektionen bzw. Pausen ermdglicht. Von Vorteil ist allerdings der hohe Flufl des
Strahles dieser Station, welcher Belichtungszeiten von einigen Sekunden pro Ro-
tation ermoglicht. Als Detektor steht ein CCD-Detektor (ADSC-Quantum4) zur
Verfiigung.

e ID19/APS. Die MeBstation am APS (Advanced Photon Source) auf dem Gelinde
des ANL (Argonne National Laboratory/USA) benutzt als Strahlungsquelle einen
3,5-20 keV Undulator. Eine Fokusierung des Strahls bis auf 50x50 pm ist moglich.

An allen Mefipldtzen wurde und wird eine in unser Gruppe entwickelte Zwei-Dewar
Stickstoff-Kiihlanlage verwendet [von Bohlen, 1990, Knaack, 1996]. Diese hat gegeniiber
anderen géangigen Kiihlanlagen den grofien Vorteil eines deutlich stdarkeren Stickstof-
fgasstrahls, welcher fiir die Montage der Kristalle notig ist, um deren kurzfristige
Erwédrmung mit grofiter Wahrscheinlichkeit auszuschlielen. Eine Verwendung von zwei
Dewars sowie ein ausgekliigeltes Alarmsystem setzen zusétzlich, etwa bei Problemen mit
der externen Fliissigstickstoffzufuhr, die Chance herauf, einen Kristall durch Riickfrieren
in Propan zu retten, bevor die Kiihlung nicht mehr gegeben ist. Desweiteren wurde
eine spezielle Transfermaschine konstruiert, um den Kristall aus dem fliissigen Propan
moglichst schnell in den Kiihlstrom zu bewegen (Bild 3.2).
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Abbildung 3.2: Transfermaschine und Probenhalter zur Montage der Kristalle

3.2.3 Detektoren

Image Plate

Die Image Plate (IP) ist ein flexibler Fldchendetektor, welcher aus einer ca. 150 pm
tiefen Schicht aus photostimulierbaren, mit Eu?* dotierten, BaFBr-Kristallen besteht.
Bei Bestrahlung im Rontgen- und UV-Bereich erfolgt die Deponierung der Photonenen-
ergie iiber eine Anregung des Fu?t zu Fu3t. Die freiwerdenden Elektronen wer-
den grofitenteils in sogenannten Farbzentren eingefangen. Durch spétere Bestrahlung
mit Laserlicht werden die gefangenen Elektronen angeregt und es entsteht durch den
Ubergang der Eu’t-Tonen zu Eu®t eine photostimulierte Lumineszenz (A ~ 390nm),
welche dann mit einem herkémmlichen Photonenvervielfacher verstirkt werden kann
[Miyahara et al., 1986, Takahashi et al., 1984]. Das gemessene Signal ist nun proportional
zur Intensitdt der urpriinglich eingefallenen Strahlung. Die Auslesung der Image Plate
erfolgt innerhalb von ca. 3-4 Minuten. Die relativ hohe Quantenausbeute von ca. 80%
ist der entscheidende Vorteil gegeniiber &lteren Rontgenfilmdetektoren.

Es tritt parallel zur photostimulierten Lumineszenz auch eine thermostimulierte Lumi-
neszenz der gefangenen Elektronen auf, welches zur Folge hat, dafl das gespeicherte Signal
schnell zerféllt. Die Signalverlustangaben liegen bei ungefiahr 10% in 2 Monaten bis zu
50% in 10 Stunden [Amemiya et al., 1988, Miyahara et al., 1986].

Als Folge dieser Effekte sind bei intensitétsschwachen Reflexen die Linearitét zwischen
Intensitat und Detektorsignal nicht mehr gegeben [Hall et al, 1991].
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CCD-Detektoren

Bei diesen Detektoren erfolgt die Auslesung des Signals innerhalb von wenigen Sekunden
und bietet daher bei hoherer Quantenausbeute entscheidende Vorteile gegeniiber Image
Plates, wobei der dynamische Bereich der CCD-Detektoren geringer ist.

Die Funktionsweise 148t sich folgendermaflen grob beschreiben: Die Rontgenstrahlung
trifft auf eine photostimulierbare Schicht, die mit einem optischen Leiter verbunden ist.
Dieser transportiert das Signal direkt oder iiber Lichtverstiarker zu einem CCD-Chip,
welches dann in ein elektisches Signal umgewandelt wird. Da die Detektorflache aufgrund
begrenzten Chipgrofle und endlicher Breite des Datenbus nicht beliebig grofl sein kann,
wird z.B. der ADSC-Quantum 4 aus 4 CCDs zusammengebaut und erméglicht somit eine
Detektorfliiche von 184x184 mm? [ADSC, 1997].

Ein unangenehmer Effekt des CCD-Chips ist die Emission von thermischen Elektronen,
deren Energieverteilung durch die Fermi-Dirac-Statistik bestimmt wird. Dieser sogenann-
te Dunkelstrom (dark current) lafit sich allerdings durch eine Kiithlung des Chips auf 213
K und eine relativ einfache Korrektur des Signals minimieren [Naday et al., 1994].

Fiir die Messung der hier verwendeten Daten wurden sowohl Image Plates als auch CCD-
Detektoren verwendet (siche Tabelle 3.2).
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3.3 Datenauswertung

Nach der ndheren Betrachtung der Derivatisierung und der Messung der reflektierten
Intensitédten steht in diesem Abschnitt die Auswertung der Daten im Mittelpunkt.

Die Analyse und Reduktion von Diffraktionsdaten eines Einkristalls erfolgt generell in
mehreren Schritten:

1. Visualisierung und vorldufige Analyse des Beugungsmusters zur groben Qualitéts-
beurteilung

2. Autoindizierung eines Diffraktionsbildes zur automatischen Bestimmung der Raum-
gruppe, Kristallorientierung und Elementarzelldimension. Hierbei werden ex-
terne Parameter (Detektordistanz, Position des Synchrotronstrahles auf dem De-
tektor und Wellenlénge), sowie andere néherungsweise bekannten Informationen
vorgegeben. Die Mosaizitdt kann typischerweise automatisch durch Betrachtung
mehrerer aufeinanderfolgender Bilder abgeschétzt werden.

3. Verfeinerung der Kristallparameter
4. Integration der Intensitéten

5. Bestimmung der Skalierungsfaktoren zwischen den Messungen bzw. Diffraktions-
bildern

6. Préazise Verfeinerung der Kristallparameter unter Zuhilfenahme des gesamten Daten-
satzes

7. Addition der partiellen Reflexe, Zusammenfiigen der einzelnen Messungen und
statistische Analyse

Im Rahmen der vorliegenden Untersuchung wurden alle Daten mit dem HKL-Package
von Z. Otwinowsky und W. Minor [Otwinowski u. Minor, 1996] ausgewertet. Die Visuali-
sierung erfolgte hierbei mit dem Programm XDISPLAYF und die Schritte zwei bis vier
iibernahm das Programm DENZO. Durch die Integration, d.h. die Aufaddition der Pixel-
werte, welche mit Hilfe eines gemittelten Reflexprofils erfolgt, konnten die untergrund-
korrigierten Intensitédten der Reflexe eines Bildes, einschliefflich einer Fehlerabschétzung,
bestimmt werden.

Ein Beispiel fiir ein typisches Beugungsmuster von Kristallen der kleinen ribosomalen Un-
tereinheit T30S, aufgenommen mit einem Image Plate Detektor, ist auf Abbildung 3.3 zu
erkennen.

Die Schritte fiinf bis sieben wurden mit Hilfe des Programmes SCALEPACK durchgefiihrt.
Da die Reflexe, bedingt durch hohe Mosaizitdt und begrenzte Rotation, wéhrend einer
Aufnahme nur partiell gemessen werden konnten, erfolgte automatisch eine Skalierung
und Aufaddition der Teilintensitdten. Somit konnte ein gesamter Intensitdtsdatensatz
durch Zusammenfiigen der Messungen unter Beriicksichtigung der Symmetrie berechnet
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Abbildung 3.3: Beugungsaufnahme eines Ribosomenkristalls auf einem Image-Plate De-
tektor, visualisiert durch XDISPLAYF

werden. Eine Beurteilung der Qualitit der Daten konnte nun mit Hilfe des sogenannten
R-Faktors Ry, (siche Formel 2.26) erfolgen: je niedriger dieser Faktor, desto besser die
interne Datenqualitat.

Wurde nach der Auswertung der Datensatz eines Kristalls anhand des R, als quali-
tativ gut beurteilt, so konnte mit Hilfe des Programmes TRUNCATE (im Rahmen des
Collaborative Computational Project Number 4, CCP4 [Bailey, 1994]) die Umrechnung
der Intensitédten in Strukturfaktoramplituden und die Abschétzung der negativen bzw.
schwachen Reflexe anhand der Wilson-Verteilung [French u. Wilson, 1978] durchgefiihrt
werden.

Anschlielend erfolgte eine Skalierung der Strukturfaktoramplituden relativ zu denen des
nativen Datensatzes oder eines anderen Referenzdatensatzes, um die isomorphen Differen-
zen zwischen Derivat und Referenz nutzbar zu machen. Dieses geschah in der vorliegen-
den Untersuchung durch das Programm FHSCAL (CCP4) [Kraut et al., 1962]. Hierdurch
wurden Skalierungsfaktoren und auch Temparaturfaktoren (B-Faktoren analog zur Formel
2.5), welche eine auflésungsabhingige Skalierung ermdéglichen, fiir jedes Derivat bestimmt
und dann mit Hilfe des Ryerge (Formel 2.27) die Isomorphie bzw. das potentielle Schwer-
atomsignal der Kristalle {iberpriift.
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In den meisten Féllen war es aufgrund der starken Strahlenschiadigung notig, mehrere
Kristalle desselben Derivates oder der nativen Struktur zu untersuchen und dann zueinan-
der zu skalieren und die Strukturfaktorinformationen zusammenzufiigen (merging). Es
wurde versucht, die Vollstdndigkeit der Datensdtze zu maximieren, ohne dabei die
Datenqualitéit signifikant negativ zu beeintriachtigen. Das Problem lag auch hier neben
Skalierungsproblemen in der nicht immer perfekten Isomorphie der Kristalle.

Bei der Datenauswertung kam es auf die stetige Uberpriifung und Korrektur der semi-
automatisierten Datenreduktion an, um den spezifischen Problemen jedes Kristalls gerecht
zu werden und eine sinnvolle Selektion brauchbarer Datenséitze zu gewéhrleisten. Die
korrekte Wahl der angenommenen Reflexbreite zur Integration, die Abschatzung der Mo-
saizitédt, die Kontrolle der Skalierungsfaktoren und die Beeinflussung der Verfeinerung
gehorten hierbei ebenso zu den Anforderungen, wie die objektive Auswahl von individu-
ellen Kristalldaten zum 'Zusammenfiigen’ (merging) nicht kompletter Intensititensétze.
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3.4 Schweratomlokalisation

Der néchste Schritt nach der Analyse und Auswahl der potentiell nutzbaren Datensétze
war die Bestimmung der Schweratompositionen. Diese erfolgte entweder durch Betrach-
tung diverser Pattersonkarten, oder durch Berechnung von Differenz-Fourier- oder
Residual-Maps mit Hilfe des Programms FFT (CCP4).

Zusétzlich wurde mit Hilfe der Verfeinerungsprozedur im Phasierungsprogramm SHARP
getestet, inwiefern die Besetzungsdichten verfeinert wurden, um in vorlaufigen Analysen
gefundene Positionen auszuschliefen bzw. zu verifizieren.

Ausgangspunkt fiir die Positionsbestimmung der Bindungsstellen der Cluster oder Einzel-
atome in den Derivaten bildeten zwei W18-Clusterposition, welche in diversen Patterson-
und Fourierkarten auftauchten. Somit konnte ein vorldufiger Phasensatz in niedriger
Auflésung bis ca. 9 A berechnet werden, welcher eine systematische Suche nach anderen
Schweratomen mit der Fourier-Methode ermoglichte. Es wurden nun mit Hilfe einer au-
tomatisierten Prozedur Fourier-Maps von 'Backsoak’ Daten und diversen Derivaten auf
Positionen hoherere Dichte abgesucht.

Es ist zu beachten, dafl der Prozel der Atompositionsbestimmung, welcher den gesamten
Ablauf der Ergebnisfindung iiberlagerte, von iterativer Natur war und durchaus im-
mer wieder durch Revidierungen und Modifizierungen bestimmt wurde. So fiihrte die
Verbesserung der Phaseninformationen zur Lokalisation weiterer Schweratompositionen.
Zudem wurden diverse Clusterpositionen, speziell im Backsoak-Kristall, erst in der Phase
der Modellierung bei der spéter noch beschriebenen Betrachtung von Omit-Maps entdeckt
und modifiziert, indem ausgedehnte, ovale Elektronendichtebereiche identifiziert werden
konnten.

Da eine grundlegende Problematik in der Behandlung der benutzten Schweratomcluster
lag, wurden diese Agglomerate von Atomen zunéchst als Punktstreuer behandelt und die
Position des Schwerpunktes bestimmt. Eine weitere Aufspaltung in Einzelatome war mit
den hier genannten Methoden nicht durchfithrbar, da die Auflésung und Datenqualitit
begrenzt waren. Sie erfolgte zu einem spéteren Zeitpunkt, indem die Elektronendichte-
verteilung untersucht und die Cluster manuell orientiert wurden.

Die zu bewiltigenden Schwierigkeiten lagen aufgrund diverser Fehlerquellen aus der
Datensammlung und -auswertung, der unzureichenden, zumeist vorlaufigen Phasen-
information fiir die Fouriersynthese und der begrenzten Vollstindigkeit und Auflésung
einiger Datensétze, in der Interpretierbarkeit der Patterson- oder Fourier-Karten und in
der zuvor erlauterten Ambiguitéit des Ursprungs. Auferdem sorgte die hohe Signalstéirke
der W18-Cluster fiir Probleme bei der Detektion und Zuordnung des isomorphen bzw.
anomalen Signals anderer, zusétzlicher Schweratome mit geringerer Streustérke.
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3.5 Phasierung und Positionsverfeinerung

Abhéngig von den Voraussetzungen und Bedingungen des Experimentes konnen diverse,
schon in den Grundlagen beschriebene Verfahren zur Bestimmung der Phasen angewendet
werden.

Im vorliegenden Fall stellt der isomorphen Ersatz die vielversprechenste Methode dar, da
direkte Methoden aufgrund der Komplexitit und Gréfle des Ribosoms undenkbar sind,
und auch der Ansatz des molekularen Ersatzes — wahrscheinlich begriindet durch die in-
herenten Flexibilitdt und Konformationsvariabilitdt des Partikels und in Ermangelung
eines geeigneten homologen Modells — keinen Erfolg ergab [Janell et al., 2001]. Deswei-
teren sind MAD-Experimente wegen der erlduterten hohen Strahlenschidigung der Ribo-
somenkristalle nicht durchfiihrbar.

Der Vergleich diverser Programme zur Bestimmung der Phasen und zur Positionsver-
feinerung der Schweratome im speziellen Fall der Ribosomenkristallographie stand u.a.
im Mittelpunkt dieser Arbeit. Es soll an dieser Stelle daher kurz auf die Besonderheiten
der verwendeten Programme MLPHARE (CCP4), SOLVE, CNS und SHARP eingegan-

gen werden.

Im Kapitel Grundlagen wurde schon auf den Ansatz von Blow & Crick zur Bestimmung
der besten Phase (siche Abschnitt 2.3.3) und auf die Verfeinerung nach dem Prinzip der
'least-squares’ (sieche Abschnitt 2.5) eingegangen. Hierbei wird in jedem Verfeinerungszy-
klus die native Phase zuerst fixiert, und dann werden in einem zweiten Schritt die Schwer-
atommodellparameter optimiert.

Ein verbesserter Ansatz wurde u.a. von Otwinowsky mit der Implementierung
des ’'maximum-likelihood” Prinzips in das Programm MLPHARE présentiert
[Otwinowski, 1991]. Hierbei geht es im Grunde darum, die Parameter des Modells so
zu variieren, dafl die gemessenen Strukturfaktoramplituden durch das Modell am besten
erklart werden. Die ’likelihood’ entspricht also der konditionellen Wahrscheinlichkeit,
den Satz der gemessenen Strukturfaktorbetrége |F'p| und |F py| unter Voraussetzung der
Schweratomkoordinaten, der Okkupanzen, des anomalen Anteils des Atomformfaktors
und anderen Parametern (z.B. ’lack of isomorphism’ Fehler) zu beobachten.

Wie schon erwéhnt, ist dieses Prinzip dquivalent zum ’least-square’ Prinzip unter der An-
nahme einer Gaufi’schen Fehlerverteilung. Genau diese Verteilung kann im Allgemeinen
allerdings nicht vorausgesetzt werden, vor allem, wenn nur Strukturfaktoramplituden be-
trachtet werden. Wahrend ’least-square’ Modelle immer als eine Vorschrift formuliert
sind, gegebene Werte eines Modellparameters in kalkulierte, fehlerfreie Werte zu iibertra-
gen und dann mit beobachteten Gréflen zu vergleichen, basieren ’likelihood” Modelle auf
Wahrscheinlichkeitsverteilungen von beobachtbaren Groflen und der Betrachtung von den
kalkulierten Groéflen als Parameter in dieser Verteilung.

Somit liegt ein fundamentaler Vorteil bei MLPAHRE gegeniiber fritheren Methoden in
der Behandlung der nativen Phase a: sie wird nicht mehr fixiert; alle moglichen Werte
von « werden wéhrend der Verfeinerung in Betracht gezogen und jede Phase mit der
Wahrscheinlichkeit korrekt zu sein, gewichtet. Es ergeben sich bessere Konvergenzeigen-
schaften, gerade im Fall von gemeinsamen Schweratompositionen mehrerer Derivate.
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MLPHARE benutzt neben 'normalen’ zuséitzlich anomale Okkupanzen. Hierdurch soll
der anomale Anteil der Atomformfaktoren beriicksichtigt werden, welcher selbst nicht als
Parameter eingeht.

Die Software CNS (Crystallography & NMR Systems) beinhaltet u.a. auch ein
Programm zur Phasierung und Verfeinerung der Schweratomparameter, welches
ebenso wie MLPHARE auf der Basis des 'maximum-likelihood’ Prinzips arbeitet
[Briinger et al., 1998]. Vor allem die individuellen Moglichkeiten, die Inputparameter zu
variieren und somit Einflul auf die Verfeinerungsprozedur zu nehmen, zeichnen CNS aus.

SOLVE ist ein Software-Paket, welches versucht, eine automatischen Strukturbe-
stimmung zu implementieren [Terwilliger u. Berendzen, 1999]. Es werden mit Patterson-
und Fourier-Methoden automatisch Schweratompositionen bestimmt und dann verfeinert.
Diese Methode benutzt urprungsbereinigte Pattersonmaps, um iterativ die Verfeinerung
durchzufiihren.

In der vorliegenden Arbeit wurde nur das Programm HEAVY aus dem SOLVE Paket
verwendet; es wurde also aus Vergleichsgriinden von einer automatischen Schweratompo-
sitionsbestimmung abgesehen und wie bei den iibrigen Programmen vorverfeinerte Posi-
tionen verwendet.

Als viertes Programm wurde SHARP (Statistical Heavy-Atom Refinement and Phasing)
benutzt [de la Fortelle u. Bricogne, 1997]. Ebenso wie in MLPHARE und CNS wird die
'maximume-likelihood” Methode hier implementiert. Allerdings wurden einige fundamen-
tale Modifikationen und Weiterentwicklungen vorgenommen. Anstatt wie bei MLPHARE
eine eindimensionale Integration in der ’likelihood” Funktion iiber die Phase zu verwen-
den, erfolgt bei SHARP eine zweidimensionale Integration iiber den gesamten nativen
Strukturfaktor, also inklusive Amplitude. Hierdurch wird die Annahme in MLPHARE,
die native Amplitude sei fehlerfrei, aufgehoben. Die ’likelihood’ Funktion wird aulerdem
als Detektierungswerkzeug, speziell fiir Residual-Maps, verwendet. Ebenso gehort vor
allem die fundiertere Fehlermodellierung, wie z.B. die parallele Verfeinerung des ’lack
of isomorphism’ Parameters, im Gegensatz zur lediglichen Neuabschidtzung am Ende
eines Verfeinerungszyklus, zu den Unterschieden gegeniiber MLPHARE und CNS. Zu-
dem wurde hier der Grundansatz aufgegeben, den Referenzdatensatz als nativ, d.h. ohne
zusétzliche Schweratome zu betrachten; es kann in diesem Programm ein beliebiger Ref-
erenzdatensatz gewéhlt werden. Zudem betrachtet SHARP die Schweratompositionen
von unterschiedlichen Derivaten nicht mehr als unabhéngig, sondert verfeinert gemein-
same Positionen zusammen.

In der vorliegenden Arbeit wurden diese eben vorgestellten Programme anhand simulierter
und experimenteller Strukturfaktordaten verglichen und optimiert. Als zwingende Input-
parameter mussten je nach Programm die gemessenen bzw. simulierten Strukturfaktoram-
plituden der nativen Referenz und der Derivate, zusammen mit den Standardabweichun-
gen, die vorverfeinerten Schweratomkoordinaten und die jeweiligen auflésungsabhéingigen
Atomformfaktoren sowie im Fall von anomalen Streuern die anomale Differenz und f”
angegeben werden. Als native Referenz wurde zuerst bei allen Programmen der sogenann-
te ‘Backsoak’ ohne zusétzliche Schweratome verwendet.
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Die Atomformfaktoren des W18-Clusters wurden durch den ’spherical average’ appro-
ximiert, wobei die Formel eines rotationsgemittelten Molekiils von Debye verwendet wurde
[Guo et al., 1999]:

1/2

n n

fs) = |22 fals)fo(s)

a=1b=1

Sin(4msrap)
D 3.1
48T (3.1)

Hierbei ist s = sinf/\, rqy = |7, — 73| der interatomare Abstand zwischen Atom a und
Atom b und f,, fp, die Formfaktoren der vorkommenden Einzelatome.

Zur Charakterisierung der Auflésungsabhingigkeit der Atomformfaktors eines W18-
Clusters wurde die folgende Darstellung mit neun Koeffizienten verwendet:
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Genauso wurde im Fall der anderen verwendeten Cluster verfahren.

Bis auf SHARP gab es bei keinem Phasierungsprogramm eine Moglichkeit, die
Auflésungsabhéngigkeit von f” fiir Schweratomcluster in der Niherung des sphérischen
Durchschnitts zu beriicksichtigen. Daher ging der imagindre Anteil der Schweratom-
formfaktors f” jeweils als konstanter Parameter in die Programme ein und wurde als
solcher verfeinert. Lediglich im Fall von SHARP wurden sowohl Clustergeometrie als
auch Atomformfaktoren und f” von Wolframeinzelatomen verwendet. Hierdurch konnte
das Programm die sphirischen Approximationen sowohl des realen Anteils f“!® als auch
des imaginédren Teils f” des Faktors in Abhéngigkeit von der Bragg-Auflosung automatisch
berechnen.

Nachdem die Phasierung abgeschlossen war, wurde ein spezielles Dichtemodifikations-
verfahren verwendet, um die Elektronendichteverteilungen zu optimieren. Die Besonder-
heit dieser Prozedur liegt in der Behandlung der niedrigen Auflésungsterme: wahrend die
hohe Auflésung in den meisten Modifizierungsprogrammen sukzessiv von Zyklus zu Zyklus
erhoht wird, bleibt die niedrige Auflosung zumeist von Anfang an konstant. In diesem Fall
wurde das Programm SOLOMON [Abrahams u. Leslie, 1996] so modifiziert, daf auch die
niedrige Auflésung schrittweise dem Endniveau angendhert wurde. Dieses hat den Effekt,
daf der EinfluB der Wolframcluster, welcher in der niedrigen Auflosung dominiert, mini-
miert wird und dadurch die Interpretation der Elektronendichtekarte verbessert werden
sollte. Dieses modifizierte Programm wurde dann auf alle Phasierungsergebnisse angewen-
det, um eine Vergleichsbasis zu schaffen.
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3.6 Modellierung und Modellverfeinerung

Das Anfangsmodell einer dreidimensionalen Molekiilstruktur, welches in die experimentell
bestimmte Elektronendichteverteilung hineinmodelliert wird, enthélt im Allgemeinen viele
Fehler. Um eine akkurate, atomare Abbildung der Protein- bzw. Ribosomenarchitektur
zu erhalten, ist neben der manuellen Modellierung eine kristallographische Verfeinerung
und interaktives Remodellieren von Noten.

Wiéhrend der Konstruktion eines Modells sollte jegliche verfiighare Information beziiglich
biologischer Makromolekiile, bekannter Strukturmotive, Sekundarstrukturdaten und
speziell im Fall der Ribosomenkristallographie beziiglich Protein—Protein, Protein—-RNA,
RNA-RNA Bindungsstellen (Crosslinkdaten), genutzt werden.

Nach und wahrend der Hauptphase der manuellen Modellierung kann eine automatisierte
Verfeinerung mit Hilfe der experimentellen Strukturfaktordaten erfolgen. Automatische
Verfeinerungsprogramme modifizieren das vorliufige Model, um eine optimale Uberein-
stimmung zwischen den beobachteten und den kalkulierten Strukturfaktoramplituden zu
erhalten. Aufgrund der begrenzten Auflésung und der teilweise spérlichen Qualitdt von
typischen biomolekularen Daten, werden hierbei zusétzliche, chemische Informationen,
wie z.B. Bindungsldngen, -winkel und -energien, verwendet. Die Verfeinerungsprogramme
nutzen beim sogenannten ’rigid body refinement’ gewohnlicherweise jeden Freiheitsgrad,
um die Diskrepanz zwischen gemessener und kalkulierter Amplitude auf der Basis des
'least-square’ Prinzips zu reduzieren. Hierzu werden zuvor festgelegte mehr oder minder
grofle Molekiil- oder Atomgruppen translatiert und rotiert.

Briinger fiihrte eine Validierungsmoglichkeit der Verfeinerungqualitét ein, welche auf dem
sogenannte R-Faktor und dem Ry, basiert. Der R-Faktor ist zu vergleichen mit dem
Ryerge (siehe 2.27), wobei hier allerdings die Strukturfaktoramplituden der Daten und
des Modells verwendet werden. Ry, ist der R-Faktor eines kleinen Testsatzes von Daten
(ca. 10%), der nicht bei der Verfeinerungsprozedur verwendet wird. Durch Vergleich der
beiden R-Werte kann eine Aussage iiber die Uberinterpretation und Qualitit der Proze-
dur gewonnen werden.

Mit diesem automatisierten Prozess geht allerdings immer eine manuelle Remodellierung
einher, um Fehler zu korrigieren und die Elektronendichte visuell zu interpretieren. Dabei
sind Differenzdichteverteilungen unter Verwendung von 2F,—F, oder F,—F, als gewichtete
Koeffizienten in der Fouriersummation und insbesonder ’omit-maps’ hilfreich. F, be-
zeichnet die experimentelle und F, die aus dem Modell zuriickgerechnete Strukturfak-
toramplitude. Bei 'omit-maps’ werden lediglich spezielle Bereiche im Modell zur Berech-
nung von F, ausgelassen, um zusétzliche Informationen iiber gerade diese Regionen aus
den experimentellen Daten zu erhalten, ohne dafl eine ungewollte Beeinflussung durch die
Modellstruktur stattfindet.

Die Interpretation der optimierten, dichtemodifizierten Elektronendichte erfolgte
zundchst visuell mit Hilfe physikalischen und biochemischen FErgebnissen un-
abhédngiger Experimente.  Hierzu wurde die Dichtekarte mit dem Programm O
[Jones u. Kjeldgaard, 1997] untersucht und per Hand die Proteine und die rRNA mo-
delliert. Dabei waren sowohl diverse Crosslinkdaten als auch die Sekundéarstrukturdaten
von herausragender Wichtigkeit [Gutell et al., 1999].
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Auflerdem konnte man sich bereits untersuchte Motive von Nukleotidsdure- und
Aminoséureketten zu Nutze machen. AuBerst hilfreich waren auch die oben beschriebe-
nen Differenzdichteverteilungen, insbesondere die ’omit-maps’, um die Dichteverteilung
zu interpretieren.

Nachdem das Modell nahezu vollsténdig konstruiert werden konnte, wurde eine Ver-
feinerung der Atomkoordinaten durchgefithrt. Es erfolgte nach einer Minimierung der
Bindungsenergien der Struktur ein 'rigid body refinement’. Dazu wurde die Verfeinerung
im reziproken Raum mit dem Programm CNS gewé&hlt, bei der neben einer "bulk-solvent’
Korrektur die zuvor beschriebene Minimierung des R-Faktors vorgenommen wurde.

Die ’bulk-solvent’” Korrektur beriicksichtigt den Anteil der Strukturfaktoramplituden des
vorhandenen Losungsmittels in der niedrigen Auflésung der gemessenen Daten.

Die Minimierung erfolgte durch Translation und Rotation von kleinen Molekiilgruppen,
welche im vorliegenden Fall die Proteine, bzw. einzelne Nukleotide waren. Somit sollte
das Modell optimal an die gemessenen Daten angepafit werden. Als Kriterium fiir die
Qualitét des Modells wurde neben dem R-Faktor der Ry,.. verwendet.

Die letzte Phase der Strukturbestimmung bestand aus paralleler automatischer Ver-
feinerung und manueller Remodellierung, um ein akkurates, nahezu vollstindiges ato-
mares Modell der kleinen ribosomalen Untereinheit von Thermus thermophilus zu erhal-
ten.
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3.7 Simulation

Die Verwendung von Schweratomclustern bei der Derivatisierung der Kristalle und die
Unmoglichkeit, diese Agglomerate zu orientieren, bzw. die Einzelatome zu lokalisieren,
verlangte die Auswahl eines geeigneten, fiir diesen Spezialfall optimierten Phasierungsver-
fahrens. Somit erfolgten im Rahmen dieser Arbeit parallel zur Datenmessung Unter-
suchungen mit simulierten Strukturfaktordaten.

Da Phasierungsversuche im Vorfeld dieser Arbeit zu keiner interpretierbaren Elektronen-
dichte fiihrten, sollte die Simulation dazu dienen, optimale Prozeduren und eine optimale
Parametrisierung fiir die Phasierung und die Schweratompositionsverfeinerung zu finden.
Zudem sollte dadurch eine Moglichkeit geschaffen werden, die Erwartungen und Prob-
leme in der Ribosomenkristallographie, sowohl auf der Ebene der Datenauswertung und
Schweratomlokalisation, als auch der Phasierung besser einschétzen und beurteilen zu
kénnen. Der Vorteil lag hierbei in der Existenz einer Vergleichsreferenz in Form des hy-
pothetischen Modells, welches zur Berechnung der simulierten Strukturfaktoramplituden
verwendet wurde.

Es wurde ein vorldufiges Modell der kleinen ribosomalen Untereinheit benutzt, um da-
raus mit Hilfe des Programms GENERATE aus dem SOLVE-Package fiktive Intensitéaten
eines nativen Datensatzes im Auflosungsbereich 30 bis 4.5 A zu errechnen. Die Elemen-
tarzelldimensionen und Symmetrien des realen Kristallgitters wurden vorgegeben, und das
verwendete T30S Modell, bestehend aus einem RNA-Strang und 20 Proteinen, entsprach
beziiglich GroBle und Architektur dem aktuellen Wissensstand zu Beginn dieser Arbeit —
basierend auf unabhéngigen biochemischen und elektronenmikroskopischen Untersuchun-
gen.

Ebenso wurden Derivatdaten ermittelt, wobei hier entweder zwei bzw. drei spezifisch
orientierte W18-Cluster, ein Tantal-bromid Cluster, sechs Holmium-FEinzelatome als
Représentanten fiir beliebige Einzelschweratome oder Kombinationen dieser Schweratom-
modelle zum T30S Modell hinzugefiigt wurden. Die Intensitdten wurden dann mit
TRUNCATE in Strukturfaktoramplituden umgerechnet.

Es war mit Hilfe des Programmes GENERATE auch moglich, anomale Signale zu erzeu-
gen, indem den Schweratomen Werte fiir f' und f” zugeordnet wurden, welche in diesem
Fall den experimentell bestimmten, bzw. tabellierten Werten bei der Wellenlinge 1 A
entsprachen.

Um aulerdem realitdtsnahe Bedingungen zu erhalten, wurde ein Fehlermodell entwi-
ckelt, welches auf experimentell gemessenen Datenséitzen und deren Standardabweichun-
gen basiert:

Indem die experimentell bestimmten Strukturfaktoramplituden F,, und deren Stan-
dardabweichungen o, in ein Array eingelesen wurde, welches dann mit Hilfe einer
Sortierungsprozedur in eine nach den Faktorbetrigen aufsteigend geordnete Reihenfolge
gebracht wurde, konnte ein moglichst genauer Abgleich zwischen simulierter und experi-
menteller Amplitude erfolgen. Dazu wurde ein Bereich sukzessiv steigender Breite A um
den Strukturfaktorbetrag Fy;,,, welcher ein Fehler zugeordnet werden sollte, gebildet und
ein experimenteller Wert von F, gesucht, der in diesen Bereich fiel. Gab es kein solches
F.., so wurde A erhoht und die Suche ging von vorne los.
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Gelang es, ein Strukturfaktorbetrag in diesem Intervall zu finden, so wurden die Standard-
abweichungen o, in einem zu definierenden Bereich um F,, gemittelt und der Amplitude
Fim zugeordnet, gegebenenfalls gewichtet mit einem Wichtungsfaktor.

Die Standardabweichungen o;,, wurde dann unter der Annahme einer Gaufiverteilung
der Strukturfaktoramplituden um den realen Wert dazu genutzt, Fj;,, zu modifizieren,
um den Meffehler zu simulieren. Hierzu wurde eine mit unitdrer Standardabweichung
gaufiverteilte Zufallsvariable v eingefiihrt, welche die simulierte Amplitude geméfl

Fot = Fyim 4 Ogim - v (3.3)
dem Fehlermodell anpaflte.
Ebenso wurde im Fall von anomalen Daten mit den Bijvoet-Paaren F(+) und F(-) ver-
fahren. Zur Simulation der nativen Daten erfolgte die Zuordnung der Standardabweichun-
gen mit Hilfe des experimentellen Backsoak-Datensatzes, wohingegen fiir die Derivate
Wative-Datensétze oder diverse andere experimentelle Derivatdaten verwendet wurden.
Es wurden ebenso Variationen dieser Zuordnungsprozedur, welche mit Hilfe eines selbst
entwickelten Programmes in FORTRAN realisiert wurde, getestet, welche vergleichbare
Ergebnisse lieferten.
Diesem eben beschriebenen Fehlermodell liegt die Annahme zugrunde, dafl die
Standardabweichung ausschliefilich Funktion der Strukturfaktorbetréige ist. Diese Voraus-
setzung ist gewéhrleistet, wenn man annimmt, dafl lediglich statistische Fehler beim Ausle-
sen der Intensitédt vorliegen und keine dominanten systematischen Fehler im Versuchs-
aufbau auftreten.
Zusétzlich wurde eine in den Experimenten stets zu beobachtende, geringe Nicht-
Isomorphie zwischen Nativ und Derivat simuliert, indem die grofle Zelldimension des
fiktiven Schweratomkristalls um 1 Promille modifiziert wurde.
Somit wurden also, wie spater noch gezeigt werden soll, realitdtsnahe Datensétze pro-
duziert, mit deren Hilfe nun das Verhalten diverser Phasierungsprogramme im Fall
der Strukturuntersuchungen an Ribosomenkristallen, vor allem unter Verwendung von
Schweratomclustern, analysiert werden konnte. Es ist allerdings zu beachten, dafl die
durch das im Kristall vorhandene Losungsmittel bedingten Effekte vernachléssigt wur-
den.
Die simulierten Strukturfaktoramplituden wurden neben diversen Tests hinsichtlich
der Schweratomlokalisation speziell dazu benutzt, einen Vergleich der oben genannten
Phasierungsprogramme durchzufiihren.



Kapitel 4

Ergebnisse und Diskussion

In diesem Kapitel sollen die Ergebnisse der durchgefiihrten Untersuchungen und deren
Diskussion dargestellt werden. Im Mittelpunkt steht hierbei die optimale Phasierung mit
der Methode des isomorphen Ersatzes bei der Verwendung von Schweratomclustern.

Um den Verlauf der Experimente und den Prozef§ der Strukturbestimmung zu verdeut-
lichen, soll einfithrend kurz auf einige vorbereitende Arbeitsschritte eingegangen werden.
Anschliefend werden die Ergebnisse der Untersuchungen mit simulierten, sowie experi-
mentellen Daten erldutert und eine in diesem Fall optimale Phasierungs- und Ver-
feinerungsprozedur herausgearbeitet und angewendet. Nach der Modellierung und der
Verfeinerung fiihrte dies zu einem detaillierten Strukturmodell der kleinen ribosomalen
Untereinheit T30S, welches abschlieend présentiert und im Relation zu funktionalen As-
pekten und weiterfithrenden Arbeiten gesetzt wird.

4.1 FErgebnisse vorbereitender Untersuchungen

Aufgrund der erwéhnten, umfangreichen Suche nach geeigneten Derivaten und Kristalli-
sationsbedingungen, dem Isomorphieproblem und der extremen Strahlenschiadigung, war
es notig, zahlreiche Kristalle rontgendiffraktometrisch zu untersuchen. Es wurden daher
im Verlauf dieser Arbeit Beugungsexperimente an tausenden von Ribosomenkristallen
durchgefiihrt, um so einerseits potentielle Schweratomverbindungen zu testen und ander-
erseits moglichst hochauflésende, komplette Datensitze von guter Qualitéit zu erhalten.
Indem versucht wurde, die bekannten Probleme bei der Datensammlung zu minimieren
und die speziellen Schwierigkeiten bei der Datenreduktion zu beriicksichtigen, konnten
einige partielle Kristalldatensétze selektiert werden, die hilfreich bei der Strukturbestim-
mung sein sollten.

Fiir die hier diskutierte Arbeit wurden zunéchst fiinf Datensétze zusammengestellt und
ausgewahlt, die aufgrund ihrer internen Datenqualitdt, der ausreichenden Vollstéandigkeit
und des nutzbaren Schweratomsignals am geeignetsten fiir die Untersuchungen waren.

49
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Einige Informationen, wie z.B. MeBort /-datum, R-Faktoren, Vollstandigkeit bis zur max-
imalen Auflésung d,,;,,, durchschnittliches Signal-Untergrund Verhéltnis I/sigma(I), An-
zahl der Schweratompositionen in der asymmetrischen Einheit wéhrend und nach der
Optimierung der Phasierungsprozedur (Sites,/Sitess;,) und finale Phasierungsstatis-
tiken, sind in der Tabelle 4.1 aufgelistet. Auf die Phasierungsergebnisse wird spéter noch
eingegangen.

Dieser Prozef der Selektion war keineswegs trivial oder geradlinig, da es aufgrund der Iso-
morphieprobleme schwierig war, Gruppen von partiellen Mefidaten zu ermitteln, die beim
Zusammenfiigen (merging) kompatibel waren. Es wurde darauf geachtet, nur Kristall-
datensitze zu einem Gesamtdatensatz zusammenzufiigen, welche an ein und derselben
MefBstationen gemessen wurden, um so spezifische Eigenschaften speziell der Detektoren
zu berticksichtigen. Ebenso wurden fortwdhrend neue Datensétze mittels Fourierme-
thoden und vorlaufiger Phaseninformationen nach Schweratompositionen durchsucht und
aussortiert, bzw. hinzugefiigt.

Dieser gesamte Prozefl der Datenmessung, Datenanalyse und -selektion, sowie die
vorldufige Schweratomlokalisation bestimmte iiber einen langen Zeitraum die Arbeit an
diesem Experiment und bildete somit parallel zur Simulation die erste Phase dieser Un-
tersuchungen.

Tabelle 4.1: In dieser Arbeit verwendete Cluster-Derivatdatensitze

Backsoak | Wative 1 | Wative 2 | Tetra-Ir TaBr
Bezeichnung BS Wid14 Wat Irg TaBr
MeBort APS 6/98 | ID14/2 5/00 | ID2 7/97 | APS 11/98 | ID2 12/98
Wellenlénge [A] 1,03 0,93 0,99 1,00 0,99
Deriv.-methode soaked soaked soaked grown soaked
Vollsténdigkeit (%) 86,4 94,7 80,5 69,3 56,1
Anzahl Reflexe 725465 2186910 327448 218049 99137
Roym 12,7 13,6 10,6 12.4 14,3
I/sigma(I) 14,5 21,9 12,3 10,7 10,5
Apin [A] 3,8 3,3 3,5 4,5 5,0
Sitesqpt 7 8 8 4 4
Sites pin, 8 13 10 4 5
Rcuuis zentrisch 0,60 — 0,67 — 0,82
Rcuis azentrisch 0,72 — 0,76 0,75 0,88
PS zentrisch 1,14 — 0,64 0,79 0,98
PS azentrisch 1,22 — 0,70 0,96 1,13
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Abbildung 4.1: Differenz-Patterson-Karte zwischen Backsoak und Wative (20-10 A)

Wie schon in Kapitel 3.1 erwéhnt, wurde eine signifikante Auflésungsverbesserung von
ca. 10 A auf 3 A beobachtet, indem eine Schweratomlosung mit W18-Clustern zur
Derivatisierung verwendet wurde (Wative). Ausgehend hiervon konnten dann entweder
sogenannte 'zuriickgewaschene’ Kristalle (Backsoaks) préapariert oder zusétzliche Schwer-
atome hinzugefiigt werden. Die Backsoaks zeichneten sich dadurch aus, daf§ die Besetz-
ungsdichten einiger gebundener Cluster niedriger waren als im Wative selbst. Aus diesem
Grund, verbunden mit der Tatsache, das anomale Signal von W18 nutzen zu kénnen, war
es moglich, den Wative ebenfalls als Derivat zu verwenden.

Dafl dabei auch signifikante Schweratombeitrage auftraten, zeigt die Patterson-Karte in
Abbildung 4.1. Diese Differenz-Patterson-Map wurde mit Hilfe des Backsoaks BS als
nativem Kristall und einem Wative als Derivat im Auflssungsbereich 10 bis 20 A berech-
net. Man erkennt deutliche Peaks in den drei dargestellten Harkerebenen, welches auf
distinkt gebundene W18-Cluster hindeutet (verbunden durch rote Linien). Somit war es
moglich, zwei Hauptpositionen des Clusters zu identifizieren und den Anfangspunkt fiir
eine vorlaufige Phasierung und folgende Fouriermethoden zu setzen. Diese Peaks konn-
ten auBerdem in einigen weiteren Patterson-Untersuchungen im Bereich von 6 bis 30 A
gefunden werden und gaben Anlafl zur Annahme, daf} diese relativ gut diffraktierenden
Kristalle zur Strukturaufklarung hilfreich sein wiirden [Janell, 2000].



52 KAPITEL 4. ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Um auch das anomale Signal von W18 fiir MIRAS-Untersuchungen zu nutzen, mufite
im Vorfeld die Wellenldnge bestimmt werden, bei der f” und somit das anomale Signal,
bzw. die anomale Differenz (siche Formel 2.20 und 2.33) lokal maximal ist. Eine dieser
Wellenldngen, welche im Energiebereich der Absorptionskanten liegen, wurde fiir einen
Wative-Kristall mit Hilfe von Fluoreszenzexperimenten bestimmt. Abbildung 4.2 zeigt
ein solches Spektrum [Harms, 1999]. Das Maximum von f” an der Lz Absorptionskante
liegt bei ca. 1,214 A. Diese Information sollte verwendet werden, um das anomale Signal
der Derivate Wid14 und Wat und des Backsoaks BS zu nutzen. Aufgrund des starken
Untergrundes und somit einer Verminderung des Signal-Rausch Verhéltnisses, hat es sich
als sinnvoll herausgestellt, nicht bei dieser Wellenlédnge die Beugungsdaten zu messen,
sondern im Allgemeinen Wellenlingen um 1 A zu withlen. Allerdings sind auch in diesem
Bereich von A noch signifikante anomale Signale von Wolfram zu detektieren.

Es wurden ebenfalls Fluoreszensversuche fiir die iibrigen Schweratome durchgefiihrt und
versucht, deren anomales Signal bei der Phasierung zu integrieren.
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Abbildung 4.2: Fluoreszenzspektrum von Wative-Kristallen

Bevor auf die Ergebnisse der Untersuchungen von simulierten Daten eingegangen wird, soll
hier kurz der Clusterformfaktor von W18 in der Ndherung des sphérischen Durchschnitts
eingefithrt und die Auflésungsabhéngigkeit verdeutlicht werden.

Aufgrund der Probleme bei der Orientierung der zur Derivatisierung verwendeten Schwer-
atomcluster und somit bei der Lokalisierung von deren einzelnen Atomen wurde in dieser
Arbeit der Ansatz des sphérischen Durchschnitts als Ndherung fiir den Atomformfaktor
18 des W18-Clusters gewihlt, wie in Formel 3.1 dargestellt.
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Hiermit war es moglich, f“** durch neun Koeffizienten gemifl Formel 3.2 zu beschreiben.
Die Auflésungsabhingigkeit sowohl fiir den approximierten Clusterformfaktor von W18
als auch vergleichsweise fiir Holmium, welches im weiteren Verlauf als Beispiel fiir ein
Einzelatom steht, ist in der Graphik 4.3 abgebildet. Der Holmiumatomformfaktor ist
hierbei zur Verdeutlichung mit dem Faktor zehn multipliziert worden.
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Abbildung 4.3: Formfaktoren von Holmium und des sphérischen Durchschnitts von W18

Wiéhrend der Betrag des Faktors fiir Holmium im betrachteten Bereich nur langsam mit
"hoherer’ Auflosung, d.h. gegen 4 A verlaufend, abnimmt, zeigt der Faktor vom Cluster
einen u-formigen Verlauf mit relativ groferen Werten. Das Minimum von f*!® liegt zwi-
schen 7 und 8 A.

Diese Niherung beschreibt im Bereich bis ca. 4 A die Auflssungsabhingigkeit des realen
Clusterformfaktors bzw. W18-Strukturfaktorbetrages f“i3 in brauchbarer Weise. Der
dargestellte Verlauf 148t sich mit Hilfe der Formel 2.4 wie folgt grob erkldren: Bei der
Berechnung des Formfaktors handelt es sich um eine Addition von Vektoren mit demselben
Betrag f* und einer Orientierung, die durch den exponentiellen Term bestimmt wird. Im
Bereich niedriger Auflssung, d.h. kleinen hkl, ergibt sich ein hoher Wert fiir f©1¥ da das
Vektorprodukt in der Exponentialfunktion aufgrund der kleinen relativen Ortskoordinaten
der vergleichsweise nahe beieinanderliegenden Clusteratome minimal ist. Dieses fiihrt zu
einer Phasenkoherenz der Summenterme und daher zu einer Aufaddition und Verstarkung

der Betrige.
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Bewegt man sich zu hoherer Aufléosung, d.h. zu gréeren hkl, so fallen die Phasen immer
mehr ins Gewicht und fithren nahezu zu einer gegenseitigen Ausloschung der Terme: der
Formfaktorbetrag féllt stetig.

Der Anstieg bei noch hoheren Auflosungen ist auf die Mittelung der nun zuféllig im
Raum verteilten Vektoren zuriickzufiihren.

Der Verlauf von f“*®, welcher auch als Clustereffekt bezeichnet wird, entspricht hierbei
in erster Niherung dem des gemittelten Schweratomstrukturfaktorbetrages |Fw'®| fiir
einen oder mehrere W18-Cluster in der betrachteten Auflosung.

Im Fall von Holmium ist der Abfall zu hoheren Auflosungen mit der
Auflosungsabhéngigkeit des Atomformfaktors eines Einzelatoms zu erklidren (siehe
Formel 2.5).
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4.2 Ergebnisse der Untersuchungen von simulierten
Daten

Aufgrund der Wahl der Datensétze und der Derivatisierung mit W18 sowie dem Pro-
blem, diesen Agglomeraten eine Orientierung zuzuordnen, stellte sich nun die Frage nach
Phasierungsprozeduren, welche auch in hoheren Auflésungen alleine aus der Geometrie
und der Zusammensetzung der Cluster bestmégliche Phasen liefern konnten. Dieses Op-
timalitatskriterium konnte nur mit Hilfe von Simulationsexperimenten bestimmt werden.

4.2.1 Skalierung

In der ersten Untersuchung mit den simulierten Strukturfaktordaten sollte einerseits
das angewendete Fehlermodell {iberpriift und andererseits ein Gefiihl fiir die bei experi-
mentellen Daten zu erwartenden Ergebnisse gewonnen werden, um die Qualitidt von Mef-
datensédtzen besser einschitzen zu konnen. Ebenso sollten die Vorteile, aber auch die
Nachteile der Verwendung von Schweratomclustern bei der Derivatisierung herausgear-
beitet werden.

Hierzu wurden die simulierten Daten, welche wie schon vorhergehend beschrieben einer-
seits aus einem nativen Modell und andererseits aus mit drei W18-Clustern, bzw. sechs
Holmium-Atomen derivatisierten Modellen berechnet wurden, zueinander skaliert und der
Ryerge mit dem Programm FHSCAL bestimmt (siehe Formel 2.27).

In Abbildung 4.4 sind die Werte fiir den Ry,erge bei Skalierung von Nativ mit W18-
Derivat und Holmium-Derivat fiir fehlerfreie Daten und mit dem oben beschriebenen
Fehlermodell korrigierte Daten dargestellt. Zum Vergleich ist ebenfalls ein Graph im Fall
von experimentellen Backsoak- und Wativedaten (BS/Wid14) eingezeichnet.

Man kann deutlich den u-féormigen Verlauf bei den Clusterdaten erkennen. Das Mini-
mium liegt hier bei ungefihr 8 A. Bei den fehlerfreien Einzelatomdaten ist ein leicht
steigender Verlauf zu hohen Auflésungen hin zu beobachten; das relativ stérkste isomorphe
Signal liegt hier also im Bereich von 4,5 bis 10 A. Im entsprechenden Fall von W18
erkennt man die im Vergleich zu Holmium hdéheren R,,cq.-Werte, speziell bei niedriger
Auflésung. Ab ca. 6 A ist ein Abfall des Rpperge zu erkennen. Es wird deutlich, daf
der Verlauf qualitativ mit dem aus Abbildung 4.3 {ibereinstimmt. Betrachtet man die
Formel 2.30, so wird der Zusammenhang mit f*'® deutlich, macht man sich klar, daf der
Ryperge in der Abbildung nur einen relativen, gemittelten Betrag der isomorphen Differenz
darstellt. Es ist allerdings zu beachten, dafl es sich bei der hier betrachteten Kennzahl
um eine relative GroBle handelt, die mit den nativen Strukturfaktoren gewichtet wird.
Daher ist der Bereich hoher Auflosungen, in denen der mittlere Strukturfaktorbetrag
der ribosomalen Referenzstruktur sinkt, iiberproportional verstarkt. Das Abfallen der
nativen Faktorbetridge in hoher Auflésung 148t sich dadurch erkldren, daff — &hnlich wie
beim Schweratomcluster — die Ribosomenbereiche als Atomagglomerate betrachtet werden
konnen.
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Abbildung 4.4: R,,crge fiir simulierte Daten

Dieses fithrt analog zum oben beschriebenen Clustereffekt zur steigenden gegenseitigen
Ausloschung der Atomformfaktorbetrige in diesem Auflosungsbereich. Da dieser 'ne-
gative Ribosomenclustereffekt’ grofler ist als das Abfallen der Atomfaktorbetrige von
Einzelschweratomen, wird die zur hohen Auflésung hin steigende Kennzahl fiir Holmium
erklért.

Der fallende R,,erge zwischen 6 und 4,5 A im Fall der simulierten, fehlerfreien W18-Daten
ist auf den fallenden Atomformfaktor der einzelnen Wolframatome zuriickzufithren. Dieser
"Einzelatomeffekt’ tritt in der Graphik 4.3 nicht auf, da bei der Ndherung des sphérischen
Durchschnitts eben dieser Auflosungsbereich am schlechtesten beschrieben wird; es sind
keine Einzelatompositionen bestimmt, der Cluster ist zuféllig orientiert.

Betrachtet man die fehlerkorrigierten Daten, so erkennt man eine weitaus stéirkere Ab-
weichung der Werte vom fehlerfreien Fall im Bereich hoher Auflosung. Dieses ist auf die
Tendenz fallender Strukturfaktorbetrédge und steigender Standardabweichungen sowohl
des nativen als auch des Derivat-Datensatzes in diesem Bereich zuriickzufiithren, wodurch
der relative Fehler an Bedeutung gewinnt. Ebenso spielt der eingefiihrte Isomorphiefehler
gerade in hoheren Auflésungen eine gréflere Rolle. Im Fall von Holmium ist hierbei ein
rapider Anstieg der Werte in diesem Bereich zu verzeichnen, da der Fehler in den Daten
im Vergleich zum isomorphen Signal dominiert.
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Es wird deutlich, dafl das simulierte Fehlermodell den realen Daten im Bereich zwi-
schen 4,5 und 10 A relativ gut entspricht und somit die Fehlerkorrektur legitimiert wird.
Lediglich bei niedriger Auflosung ist das isomorphe Signal der experimentellen hoher als
das der simulierten Daten. Dies liegt hauptsédchlich am vernachléassigten Losungsmittel-
beitrag bei der Diffraktion. Dieser Beitrag ist gerade in niedrigeren Auflésungsbereichen
relevant. Allerdings sollte diese Diskrepanz zu keiner Beeintrichtigung der Ergebnisinter-
pretation fithren, da im Wesentlichen die hohe und mittlere Auflésung bei der Phasierung
von Interesse war.

Die Untersuchungen weisen sowohl auf die Brauchbarkeit des hier entwickelten Fehler-
modells fiir die simulierten Daten als auch auf die Vorteilhaftigkeit von Schweratom-
clustern hin. Dieses begriindet sich durch das hohere isomorphe Signal und der daraus
resultierenden weitaus geringen Fehleranfalligkeit in hoheren Auflésungen im Vergleich zu
Einzelschweratomen.

Desweiteren wurde das anomale Signal der simulierten Daten analysiert und die
Auflosungsabhéngigkeit des Rgy,, untersucht (Graphik 4.5). Hierbei ist Ry, dquivalent
zum Ryerge (siche Gleichung 2.27), wobei jedoch als Zéhler die Summe der Betrége der
anomalen Differenzen gewiahlt wurde. Es handelt sich also um eine Kennzahl zur Darstel-
lung des relativen anomalen Signals.

Betrachtet wurden simulierte fehlerfreie oder fehlerkorrigierte W18-Strukturfaktorsitze
und zusétzlich Daten, bei denen sowohl drei W18 Cluster als auch sechs Holmium Atome
zur nativen Struktur hinzuaddiert wurden (Holmium+W18).

Der Verlauf des Graphen beim Datensatz mit drei zusdtzlichen W18-Clustern entspricht
sowohl im fehlerfreien als auch im fehlerkorrigierten Fall dem des R,erge: der u-formige
Verlauf mit dem Minimum bei ca. 8 A und Abnahme bei héheren Auflésungen, wobei
der Einflul des Fehlers in hoher Auflésung dominiert. Das Maximum des R, liegt bei
ungefihr 6 A.

Aufgrund der Abhéngigkeit in Formel 2.33 und 2.20 wird dieser direkte Zusammenhang
klar, da die mittlere anomalen Differenz A,,, proportional zum Betrag des imaginiren
Anteils des Schweratomstrukturfaktors ist:

_ I
fr

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Untersuchungen mit den "Holmium+W18'-
Datensétzen betrachtet. Da bei allen experimentellen Mefidaten auch in Einzel-
atomderivaten Wolframcluster vorlagen, konnte diese Simulation Riickschliisse auf die
Verwendung des anomalen Signals bei experimentellen Daten liefern. Es wurde hierbei
eine Messung bei einer Wellenldnge mit maximalem f” und somit maximalem anomalen
Signal fiir Holmium simuliert, wobei f” von Wolfram auf ein Viertel seines urspriinglichen
Wertes gesenkt wurde, um so optimale Bedingungen zur Detektion des anomalen Signals
des Einzelschweratoms anzudeuten.

Bano = [Fon(H)[ = [Fpa(-)] ~ |

| F | (4.1)
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Abbildung 4.5: R,,, fiir simulierte Daten

Fiir die "Holmium+W18’-Daten ist beim Vergleich mit den W18-Daten im fehlerfreien
Fall deutlich ein héherer R,,, ab ungefahr 10 A zu beobachten; dieser Unterschied ist
allerdings bei realistischeren, fehlerkorrigierten Daten nicht mehr zu beobachten.

Diese Untersuchungen zeigten, dafl sich selbst bei Wellenléngen, bei denen die anomale
Differenz der Einzelschweratome maximal ist, eine Verwendung des anomalen Signals im
Realfall duerst schwierig gestaltet. Der Effekt der Wolframcluster dominiert in nahezu
allen Wellenléngenbereichen und {iberlagert gerade im fehlerbehafteten Normalfall die
iibrigen Signale. Es war daher fraglich, ob eine Verwendung des anomalen Signals von
Einzelschweratomen bei der MIRAS-Methode moglich ist. Ebenso wurde verdeutlicht,
daf} das relativ hohe isomorphe und anomale Signal der in allen Kristallen vorhandenen
Wolframcluster einerseits von grofler Bedeutung fiir die Strukturanalyse des Ribosoms
sein konnte, aber andererseits zur Uberdeckung der Signale anderer potentieller Einzel-
atomderivate fiihrte und somit die Suche nach zusétzlichen Derivaten erschwerte.

Die relativen Anderungen der R-Werte beim Vergleich der fehlerfreien und fehlerkor-
rigierten W18-Daten sind im anomalen und isomorphen Fall ungefahr gleich groff. Ob-
wohl der Einflul des Fehler aufgrund der Signalgréfie beim anomalen Signal deutlich hoher
sein miiflte, bewirkt der integrierte Isomorphiefehler nur bei Betrachtung der isomorphen
Differenz ein Ansteigen des R-Wertes bei Fehlerkorrektur.



4.2. ERGEBNISSE DER UNTERSUCHUNGEN VON SIMULIERTEN DATEN 29

4.2.2 Schweratomlokalisation

In diesem Abschnitt werden die Untersuchungsergebnisse der Standardmethoden zur
Schweratomlokalisierung anhand von simulierten Daten dargestellt.

Durch diese Untersuchungen sollten Aussagen iiber zu erwartende Moglichkeiten und
Limitationen bei der Detektion von Schweratompositionen gewonnen werden, um somit
die Erwartungen und speziell den Einflufl von experimentellen Unzulénglichkeiten im Fall
von realen Daten zu erarbeiten.

Als erstes wird auf die Patterson-Methode eingegangen. Hierzu wurden Differenz-
Patterson-Karten fiir mit zwei W18 bzw. sechs Holmium berechnete Formfaktorbetrige
sowohl im fehlerfreien Fall (a und ¢) als auch im fehlerkorrigierten Fall (b und d) kalkuliert
(Abbildung 4.6). Der Auflésungsbereich liegt bei den W18-Daten zwischen 10 und 20 A
und bei den Holmium-Daten zwischen 5 und 15 A, um den Bereich des groften isomor-
phen Signals abzudecken. Der Darstellungs-Schwellenwert betrédgt in allen Patterson-
Karten 1,5 o, d.h. nur Dichten, die grofler als der 'root mean square’ (rms) plus 1,5 facher
Standardabweichung sind, werden dargestellt. Ohne Korrektur durch das Fehlermodell
konnten bei beiden Derivaten die Positionen der Schweratome ohne Schwierigkeiten aus
den Peaks in den Harker-Ebenen bestimmt werden. Wahrend auch im Fall realistischer
Fehler bei W18 eine Identifikation der Bindungsstellen ohne grofie Probleme moglich war,
ist die Lokalisation der Einzelatome nicht zu bewerkstelligen. Hierbei ist der Untergrund
viel starker als das eigentliche isomorphe Signal und es ergeben sich daher fiktive Peaks,
die eine Interpretation der Patterson-Karte unmdoglich machen.

Abbildung 4.7 zeigt Harker-Ebenen aus Differenz-Pattersonkarten fiir die simulierten
W18-Derivat-Daten im Bereich 8 bis 20 A. Die Teile a) und b) zeigen die Ergebnisse
von nicht kompletten Datensdtzen. Hierbei wurden zufillig 40 % bzw. 70 % der Form-
faktoren selektiert und zur Berechnung der Patterson-Maps verwendet. Wahrend im Fall
von 70 % kompletten Daten eine Interpretation ohne weiteres moglich war, ergaben sich
bei der Analyse der Patterson-Karte unter Benutzung von nur 40 % der isomorphen Dif-
ferenzen deutlich Schwierigkeiten bei der Zuordnung der Peaks in den Harker Ebenen.
Zur Verdeutlichung sind die mit den zwei W18-Positionen korrelierten Pattersonmaxima
durch rote Linien gekennzeichnet. Die Karte c) stellt den Fall von fehlerfreien W18-Daten
dar; lediglich eine Elementarzelldimension des Derivates wurde um 3 Promille relativ zum
nativen Kristall modifiziert, um so eine mittelgroie Nicht-Isomorphie zu simulieren. Schon
in diesem fehlerfreien Fall ergeben sich signifikante Probleme bei der Schweratomlokalisa-
tion.

Mit Hilfe der anomalen Patterson-Methode, deren Ergebnis in Teilabbildung d) fir W18
mit Fehlerkorrektur dargestellt ist, ist aufgrund der diversen auftretenden Zusatzpeaks
eine Interpretation duflerst schwierig.

Anhand dieser Ergebnisse wird deutlich, daf§ die Patterson-Methode nur bedingt, unter
besonderen Voraussetzungen fiir die Lokalisation der Schweratompositionen geeignet ist.
Wihrend im Fall von Wolframclustern auch im realistischen fehlerkorrigierten Fall eine
Interpretation der Patterson-Karten moglich war, wurde eine Analyse bei Einzelschwer-
atomdaten, aufgrund des im Vergleich zum Fehler zu geringen isomorphen Signals, ver-
hindert.
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Abbildung 4.6: Harker-Ebenen aus Patterson-Karten fiir simulierte Daten: a) W18 fehler-
frei b) W18 fehlerkorrigiert ¢) Holmium fehlerfrei d) Holmium fehlerkorrigiert

Die Patterson-Methode bietet auch bei nur teilweise vollstdndigen Cluster-Daten eine
Moglichkeit, die Lokalisation von Hauptbindungsstellen mit hoher Besetzungsdichte —
welche in diesem Fall als maximal, d.h. eins, angenommen wurde — durchzufithren und
die Positionsbestimmung zu initiieren. Allerdings muf3 diese Vorgehensweise durch weitere
Methoden unterstiitzt und erweitert werden.
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Abbildung 4.7: Harker-Ebenen aus Patterson-Karten fir simulierte Daten: a) W18
fehlerkorrigiert (70% komplett) b) W18 fehlerkorrigiert (40% komplett) ¢) W18 fehler-
frei (3 Promille Nicht-Isomorphie) ¢) Anomales W18-Patterson fehlerkorrigiert

Bei lediglich halb-kompletten Daten und auch, wie hier gezeigt, bei schon relativ geringer
Nicht-Isomorphie, wird die Patterson-Methode difizil und unzureichend. Es kann aufler-
dem gezeigt werden, dafl dieses Problem bei systematischem Fehlen von Strukturfaktor-
daten in spezifischen Regionen des reziproken Raumes noch verschlimmert wird. Ebenso
ist die anomale Pattersonmethode im realitéitsnahen Fall auch bei Clusterdaten nicht ohne
weiteres bei der Schweratomlokalisation hilfreich.
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Als néchstes werden die Ergebnisse der Fourier-Methode dargestellt. In Abbildung
4.8 erkennt man vier Differenz-Fourier-Karten, die mit Hilfe von realistischen vorlaufi-
gen Phasen und den jeweiligen simulierten isomorphen Differenzen als Koeffizienten im
Auflésungsbereich 30 bis 6 A berechnet wurden. Links oben sind Derivativ-Daten mit drei
W18 verwendet worden und auf der rechten oberen Seite Daten mit einem Tantal-Bromid-
Cluster. Die Phasen stammen aus einer vorldufigen SIR-Phasierung mit MLPHARE,
wobei ein fehlerkorrigierter W18-Datensatz mit insgesamt drei W18-Clustern benutzt
wurde und nur zwei der drei Clusterpositionen zur Phasierung gegeben waren. Der o-
Wert wurde in beiden Fillen auf vier festgesetzt. Hier zeigt sich, dafl im Fall von W18 die
Lokalisation der dritten, fehlenden Position ohne weiteres moglich ist. Auch die relativ
hohe Elektronendichte des Tantal-Bromid-Clusters mit seinen sechs Tantalatomen reicht
zur Detektion unter Verwendung von vorldaufigen SIR-Phasen bereits aus. Die roten Kreise
markieren jeweils eine der symmetriedquivalenten Positionen.

Im linken unteren Teil der Abbildung 4.8 ist eine Fourierkarte mit den oben beschriebe-
nen SIR-Phasen und simulierten Holmium-Derivaten dargestellt (30). Rechts unten
wurden hingegen SIRAS-Phasen fehlerkorrigierter W18-Daten verwendet, welche mit
Hilfe von MLPHARE und unter Vorgabe aller drei Wolframclusterpositionen berech-
net wurden (3,50). Bei den Einzelatomen ist die Identifikation im Fall der SIR-Phasen
unmoglich. Die in der Phasierung verwendeten W18-sites treten in den Karten als so-
genannte 'ghost-peaks’ auf (blauer Kreis). Trotz der zusétzlichen vorlaufigen Phasen-
information reichen hier die isomorphen Differenzen nicht aus, um Informationen zur
Lokalisation der Holmium Positionen zu liefern. Im Gegensatz dazu ist eine bedingte De-
tektion einiger Bindungsstellen (roter Kreis) unter Verwendung besserer SIRAS-Phasen
durchaus moglich, wenn auch schwierig.

Es wird deutlich, dafl bei der Lokalisation von Einzelschweratomen mit Hilfe der Fourier-
Methode besondere Anforderungen an die Qualitdt der verwendeten Ausgangsphasen
gestellt werden miissen.

Somit konnte hier gezeigt werden, dafl im Gegensatz zur Lokalisation von Clustern die
Bestimmung von Einzelatompositionen auch mit der Fourier-Methode nicht ohne weiteres
moglich ist. Auch wenn die Verwendung von vorlaufigen Phaseninformation eine Identi-
fizierung der Bindungsstellen unter bestimmten Voraussetzungen bedingt ermoglicht, ist
eine vollsténdige Bestimmung der Positionssétze auch durch diese Methode alleine nicht
durchfiihrbar.

Es wird verstédndlich, dal der Schritt der Lokalisation von Schweratomen mit diesen
Standard-Methoden nicht isoliert moglich ist. Ergéinzend miissen dazu in rekursiven
Prozessen Methoden gefunden werden, die in der Ribosomenkristallographie bei der De-
tektion speziell von Einzelschweratomen oder Nebenpositionen niedriger Okkupanz der
Cluster auch im Fall von nicht kompletten Daten, Isomorphieproblemen oder anderen
auftretenden Fehlerquellen zu verwendbaren Losungen fiihren.
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Abbildung 4.8: Fourier-Karten fiir simulierte Daten
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Einerseits wird deutlich, da3 Schweratomcluster einen entscheidenden Vorteil gegeniiber
Einzelatomen bieten, indem ihr stérkeres Signal ein hoheres Lokalisierungspotential be-
sitzt, andererseits konnte auch gezeigt werden, dafl eine systematische Suche nach Po-
sitionen nicht ohne weiteres moglich ist, sondern diverse Standardprozduren durch z.B.
'residual-maps’ oder Beobachtungen in der Phasierungsphase (Positionsverfeinerungen)
bzw. Modellierungsphase (omit-maps) ergidnzt werden miissen.
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4.2.3 Phasierung

Die Phasierung, als der entscheidenste Schritt in der Proteinkristallographie, stand
im Mittelpunkt der hier vorliegenden Untersuchungen. Phasierungsversuche mit ex-
perimentellen Daten im Vorfeld ergaben nur unbefriedigende Ergebnisse hinsichtlich
der Dichte-Karten. Um dem letzendlichen Ziel einer interpretierbaren Elektronen-
dichteverteilung néherzukommen, bedurfte es daher einer Moglichkeit, eine optimale
Parametrisierung und Wahl der Phasierungsprozedur zu erarbeiten. Hierzu wurde die
weiter oben erlauterte Simulation als Vorbereitung und Unterstiitzung der Arbeit mit
experimentellen Daten verwendet.

Es ging primér um die Selektion der Programme zur Phasenbestimmung und deren Opti-
mierung. Demzufolge wurden simulierte Strukturfaktoren mit den Programmen SHARP,
SOLVE/HEAVY, MLPHARE und CNS zur Phasierung verwendet. Fehlerfreie Daten
lieferten dabei Hinweise zur Wahl der Eingabeparameter, wobei die fehlerkorrigierten Am-
plituden zum direkten Vergleich der Programme benutzt wurden. Auch im sogenannten
fehlerfreien Fall wurde ein marginaler Fehler — durch eine Modifikation des Programmes
zur Fehlerkorrektur — verwendet, da z.B. SHARP Probleme bei Standardabweichungen
von Null aufweist.

Die nachfolgende Tabelle gibt einen Uberblick iiber die Korrelation der Phasierungsergeb-
nisse mit dem verwendeten Modell. Es wurde die Phasenkorrelation PC und der mitt-
lere Phasenunterschied DPhi bzw. DeltaPhi zwischen den jeweilig berechneten Phasen
und den Modellphasen, die iiber inverse Fouriertransformation mit Hilfe des Programms
SFALL (CCP4) aus dem zur Simulation verwendeten Strukturmodell bestimmt wurden,
kalkuliert. Auflerdem ist die Mapkorrelation MC zwischen der berechneten und der aus
den Modellstrukturfaktoren und Modellphasen berechneten Elektronendichteverteilung
aufgefithrt. Zudem wurde der 'figure of merit’” FOM bestimmt.

Die Angaben in der Tabelle entsprechen den Werten der jeweiligen optimierten Proze-
duren. Es erfolgte zuerst fiir jeden Phasierungsversuch mit den diversen Programmen eine
Optimierung der zu variierenden Parameter und Vorgehensweisen anhand der simulierten,
fehlerfreien Daten — wie z.B. Art und Anzahl der zu verfeinernden Parameter, Anzahl der
Verfeinerungszyklen, stufenweise Verfeinerung und Phasierung durch Trennung von iso-
morpher und anomaler Verfeinerung, Skalierungsrestriktionen oder sonstige Beschrénkun-
gen und suksessive Verfeinerungsmethoden. Hierbei wurde jedoch darauf geachtet, dafl
die vorlaufigen Inputvariablen, wie z.B. Schweratompositionen, anomale Atomformfak-
toren, Auflésungsbereiche oder Okkupanzen, iiberall gleich waren.

Diese optimierten Phasierungsmethoden wurden dann auf den Fall der fehlerkorrigierten
Daten angewendet, gegebenfalls modifiziert und bildeten sowohl die Basis als auch den
Rahmen der weiteren Strukturuntersuchung.

Die Selektion der optimalen Phasierungsprozeduren erfolgte anhand der signifikan-
testen Kennzahl, der Mapkorrelation MC, da dieser Wert direkten Bezug zur Elektro-
nendichte hat und Aussagen iiber die Interpretierbarkeit der Dichteverteilung liefern
kann. Die Phasenkorrelation und der Phasenunterschied lieferten Aussagen iiber die
Auflésungsabhéngigkeit der Phasierungsqualitét.
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Tabelle 4.2: Ergebnisse der Phasierung mit simulierten Daten

Phasensatz PC DPhi MC FOM
SHARP
W18-SIRAS fehlerfrei 0,77 42,9 0,75 0,70
Ho-SIRAS fehlerfrei 0,95 9,5 0,95 0,96
MIRAS fehlerfrei 0,93 12,9 0,94 0,97
WI18-SIRAS fehlerkorrigiert || 0,64 69,9 0,44 0,23
Ho-SIRAS fehlerkorrigiert 0,59 75,3 0,23 0,21
MIRAS fehlerkorrigiert 0,71 62,2 0,51 0,35
SOLVE/HEAVY
W18-SIRAS fehlerfrei 0,37 118,6 0,13 0,50
Ho-SIRAS fehlerfrei 0,95 9,5 0,95 0,97
MIRAS fehlerfrei 0,89 22,2 0,90 0,76
W18-SIRAS fehlerkorrigiert || 0,46 100,6 0,17 0,41
Ho-SIRAS fehlerkorrigiert 0,58 77,0 0,22 0,22
MIRAS fehlerkorrigiert 0,53 95,8 0,22 0,50
MLPHARE
W18-SIRAS fehlerfrei 0,46 111,4 0,36 0,63
Ho-SIRAS fehlerfrei 0,94 12,1 0,94 0,93
MIRAS fehlerfrei 0,93 13,4 0,95 0,93
W18-SIRAS fehlerkorrigiert || 0,46 101,6 0,20 0,17
Ho-SIRAS fehlerkorrigiert 0,59 80,9 0,16 0,13
MIRAS fehlerkorrigiert 0,53 91,8 0,26 0,21
CNS
W18-SIRAS fehlerfrei 0,38 120,6 0,18 0,58
Ho-SIRAS fehlerfrei 0,96 9,9 0,94 0,94
MIRAS fehlerfrei 0,94 12,6 0,95 0,94
W18-SIRAS fehlerkorrigiert || 0,41 105,2 0,15 0,32
Ho-SIRAS fehlerkorrigiert 0,72 66,0 0,29 0,04
MIRAS fehlerkorrigiert 0,51 100,1 0,19 0,31
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Die Bestimmung von PC, DPhiund MC erfolgte mit den CCP4-Programmen PHISTATS
und OVERLAPMAP. Alle Phasen und die entsprechenden Elektronendichteverteilungen
wurden ohne Dichtemodifikation und im Auflésungsbereich 4,5 bis 30 A verglichen. Bei
allen Programmen wurden dieselben, geringfiigig variierten, bekannten Schweratomposi-
tionen als Startpunkt der Verfeinerungsprozedur benutzt und der bei der Simulation ver-
wendete anomale Anteil des Atomformfaktors f”, falls moglich, vorgegeben. Die Cluster
wurden als ’spherical average’ angenéhert, welches eine gute Approximation im verwende-
ten Auflosungsbereich darstellt; fl/s wurde ndherungsweise als Summe der 18 anomalen
Wolframatomformfaktoren angesetzt und dann gegebenenfalls verfeinert. Lediglich im
Fall von SHARP wurde der Wolframatomformfaktor und die Clustergeometrie angegeben.
Es wurden ausschliefflich Derivatdaten mit drei W18-Clustern und Daten mit sechs Holmi-
umatomen inklusive des anomalen Signals bei der Phasierung verwendet. Die Ergebnisse
der SIRAS- und MIRAS-Untersuchungen der diversen Programme sind in Tabelle 4.2
aufgelistet.

Um Aussagen {iber die Signifikanz bestimmter Kennzahlen beim Vergleich der
Phasierungsprogramme zu gewinnen, wurden zwei zusétzliche, systematische Unter-
suchungen durchgefiithrt. Zum einen ging es um die Betrachtung der Korrelation des
'figure of merit” FOM mit der Phasendifferenz zwischen den berechneten MIRAS-Phasen
und den Modellphasen fiir jedes der vier Phasierungsprogramme. Hierdurch sollte ein
Gefiihl fiir die Aussagekraft dieser Kennzahl fiir die ’Qualitat’ der Phasen entwickelt wer-
den.

Es wurde ein Programm geschrieben, welches den Korrelationskoeffizienten K zwischen
dem FOM und der Phasendifferenz Dphi geméfl der folgender Formel 4.2 berechnete:

K =
VX, FOM? — 1/n[Sr, FOM\/S0, DPhi? —1/n[S, DPhi;]?

(4.2)

Hierbei wurde jeweils iiber alle n Reflexe des jeweiligen fehlerkorrigierten MIRAS-
Phasensatzes summiert oder im Fall von SHARP zuséatzlich nur die azentrischen Reflexe
mit einbezogen.

Tabelle 4.3: Korrelation des FOM mit der Phasendifferenz

Programm Gesamt | 30-10 A | 10-7 A | 7-5,5 A | 5,5-4,5 A
MLPHARE - 0,13 - 0,27 - 0,11 - 0,03 - 0,01
CNS - 0,03 - 0,34 0,00 + 0,21 + 0,12
SOLVE 0,00 - 0,28 + 0,02 | +0,18 + 0,11
SHARP - 0,18 - 0,25 - 0,14 - 0,19 - 0,13
SHARP (azentrisch) - 0,19 - 0,28 - 0,16 -0,19 - 0,13
SHARP/SOLOMON | - 0,30 - 0,15 - 0,27 - 0,30 - 0,29
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Anschlieflend erfolgte eine auflosungsabhéngige Betrachtung. Zudem wurde die Kor-
relation nach eine Dichtemodifikation des SHARP-MIRAS-Phasensatzes untersucht
(SHARP/SOLOMON).

Aus der Tabelle 4.3 wird deutlich, dafl die Aussagekraft des ’figure of merit’ duflerst
beschréinkt ist. Wéhrend im Programm SHARP der FOM mit einer durchschnittlichen
negativen Korrelation von —0,18 noch einen verhéltnisméfig akzeptablen Informationsge-
halt hinsichtlich der ’Qualitdt’ der Phasen, d.h. der Differenz zu den Modellphasen, be-
sitzt, liefern die FOM der iibrigen Programme lediglich in der niedrigen Auflosung akzept-
able Ergebnisse. Die ausschlielliche Betrachtung der azentrischen Reflexe verbessert die
Korrelation nur geringfiigig.

Die Auflosungsabhéngigkeit der Korrelation des FOM von MLPHARE und von SHARP
vor und nach der Dichtemodifikation wurden in einem Graphen veranschaulicht. Zum Ver-
gleich ist ebenfalls die mit einem Faktor 0,01 multiplizierte Phasendifferenz der SHARP-
MIRAS-Phasen mit den Modellphasen eingezeichnet (Abbildung 4.9).

0.8
N \\ / - \ — — SHARP Phasendifferenz (1/100)
Y / \ N —— MLPHARE Korrelation
o < —— SHARP Korrelation
05 = N _ —— SHARP/SOLOMON Korrelation
02 —
0.0 — —
01 — =
-0.4 | — T | |
4.5 10.5 16.5 25 28.5

Auflosung [,&]
Abbildung 4.9: Korrelation des FOM und der Phasendifferenz im Vergleich

Aus der Abbildung 4.9 wird ersichtlich, daf§ der Verlauf der Korrelation bei SHARP analog
zu dem der Phasendifferenz nach der SHARP-MIRAS-Phasierung ist.
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Dies bedeutet, dafl die Aussagekraft den FOM in denjenigen Auflésungsbereichen beson-
ders gering ist, in denen die Phasenqualitit besonders niedrig, d.h. der Phasenfehler
besonders hoch ist. Gerade eine solche Korrelation zwischen ’Aussagekraft’ des FOM
und ’Phasenqualitit’ ist allerdings unerwiinscht, da auf dieser Basis kein verléasslicher In-
formationsgehalt in der Kennzahl ’figure of merit’ liegt.

Der Betrag der Korrelation des Programmes SOLOMON ist speziell in der hohen und
mittleren Auflésung iiber einen groflen Auflosungsbereich relativ konstant. Der Abfall
zur niedrigeren Auflésung 148t sich wahrscheinlich mit der fehlenden ’bulk-solvent’ Kor-
rektur zur Beriicksichtigung des Losungsmitteleffekts erkldren. Somit ist der FOM von
SOLOMON im Vergleich der Programme am aussagekraftigsten.

Die zweite Untersuchung zur Signifikanz der Kennzahlen bestand in der Einfithrung der
‘effektiven Auflosung’. Hierzu wurden die zuriickgerechneten Phasen des hypothetischen
Modells bis 4,5 A mit Hilfe eines Programms analog zur Modifikation der Strukturfak-
toramplituden zur Entwicklung des Fehlermodells verdndert. Es wurde versucht, die Map-
korrelation MC' zwischen der Elektronendichtekarte des Modells und des modifizierten
Phasensatzes systematisch zu dndern und dann eine Grenze zu definieren, bei der eine
visuelle Interpretation der Dichteverteilung nahezu unmoglich wird.

Bei der Modifikationsprozedur wurde der Cosinus der jeweiligen Phase ¢, welcher auch in
die Berechnung Elektronendichte direkt eingeht, folgendermafien veréndert:

c08(Pmoa) = cos(¢) + cos(¢) - a - v (4.3)

wobei v eine gaufiverteilte Zufallsvariable mit der Standartabweichung 1 und a eine be-
liebig wéhlbare Variable ist. Es ist zu beachten, dafl vorerst nur azentrische Phasen
modifiziert wurden.

Nach der jeweiligen ’azentrischen’ Modifikationsprozedur erfolgte die Berechnung der
iiber den gesamten Datensatz gemittelten Phasendifferenz Dphi mit den unmodifizierten
Phasen. Mit Hilfe dieser Differenz konnten nun auch die Strukturfaktoren zentrischer
Reflexe, welche ja nur Phasen besitzen konnen, die 180° voneinander entfernt sind, modi-
fiziert werden, indem ein bestimmter Prozentsatz dieser Phasen ’gekippt’ wurden. Letzt-
endlich erfolgte die Bestimmung der Mapkorrelation und die visuelle Betrachtung mit
dem Programm O.

In Figur 4.10 sind nun ausgewéhlte Ausschnitte aus den Elektronendichteverteilungen
um das Modell herum abgebildet. Die jeweilige Mapkorrelation MC ist der Abbildungs-
betitelung zu entnehmen. Die zugeordneten Phasendifferenzen ergeben sich zu a) Dphi=0°
b) Dphi=59° ¢) Dphi=64° d) Dphi=68° e) Dphi=T71°.

Nach einer néheren Analyse der jeweiligen Elektronendichte ergab sich, dafl die Grenze
der Interpretierbarkeit bei einer Mapkorrelation von ungefahr 0,30 liegt. Trotz der Sub-
jektivitat dieser Grenze kann man als Interpretierbarkeit die Moglichkeit definieren, den
Verlauf der RNA verfolgen zu kénnen. Betrachtet man den Verlauf der Modellhelix in
der Abbildung 4.10 und speziell die Dichte, welche der Base eines Nukleotiden entspricht
(roter Pfeil), so wird deutlich, daf diese Grenze zwischen Bild ¢) und d) liegt. Die Dichte
aus Abschnitt e) ist definitiv nicht mehr interpretierbar.
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Abbildung 4.10: Ausschnitte aus den phasenkorrigierten Dichtekarten a) MC=1,0 b)
MC=0,40 ¢) MC=0,35 d) MC=0,30 e¢) MC=0,25
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Hierbei ist nicht zu vergessen, dafl eine Reduktion auf zwei Dimensionen immer ein Ver-
lust von Information bedeutet und dafl die dargestellten Elektronendichten mit einem
Radius von 6 A um das Modell herum ausgeschnitten wurden und somit der Blick fiir die
Gesamtheit verloren geht.

Mit diesem Ergebnis ist es nun moglich, eine Interpretierbarkeitsgrenze hinsichtlich der
Phasendifferenz von ungefahr 68° festzulegen und somit eine ’effektive Auflésung’ zu
definieren. Die ’effektive Auflosung’ wird hier definiert als:

depr = Min(d | DPhi(dpy) < 68°) (4.4)

wobei diy die Bragg-Auflésung in Angstrem und DPhi(dgky) die mittlere Phasendif-
ferenz in einem Intervall um d(y) ist. Diese neue Kennzahl entspricht grob der Distanz,
die in der resultierenden Elektronendichte noch aufzulosen, d.h. zu erkennen ist.

Die Tabelle 4.2 zeigt, dal die besten Ergebnisse aller Phasierungsversuche im Allge-
meinen mit dem Programm SHARP erzielt wurden. Lediglich im Fall von Holmium-
SIRAS war CNS am vielversprechensten. Es féllt auf, dal der FOM kein guter Indikator
fiir die Phasenqualitét beim Vergleich der Programme ist, da hierbei SOLVE/HEAVY
den hochsten Wert aufweist. Der FOM ist stark abhéngig vom verwendeten Programm
und wird beeinfluft von der Schweratomverteilung, da z.B. auftretende, gemeinsame
Schweratompositionen in verschiedenen Derivaten zu einer Erhéhung dieser Kennzahl
fithren. Zudem konnte gezeigt werden, daf§ der ’figure of merit’ der jeweiligen Programme
ziemlich fragwiirdig und von eher geringer Aussagekraft ist. Auch beim Vergleich der
Phasierungsprogramme bot sich die Mapkorrelation als signifikanteste Maflzahl an, da der
Blick in die produzierte Elektronendichten eine direkte Korrelation zur Dichteverteilung
deutlich machte. Abbildungen der jeweiligen Elektronendichteverteilungen sollen im
Fall der simulierten Daten nicht ndher betrachtet werden; es wird hierbei auf spétere
Ausfithrungen im Rahmen der experimentellen Daten verwiesen. Auflerdem liel sich mit
der Definition 4.4 die ’effektive Auflésung’ der fehlerkorrigierten MIRAS-Phasierung von
SHARP zu d.sf = 5,6 bestimmen, wohingegen d.;; der MIRAS-Phasierung der iibrigen
Programme eher bei 10 liegt.

Es kann noch kurz auf die auffillige Relevanz der W18 Phasierung im fehlerkorrigierten
Fall hingewiesen werden: die sich anhand der Mapkorrelation MC' ergebende Rangfolge
der Programme hinsichtlich Phasen- bzw. Elektronendichtequalitdit SHARP — MLPHARE
— SOLVE — CNS ist analog zur Reihenfolge der W18-SIRAS Phasierung jedoch nicht kon-
form mit dem Holmium-SIRAS Ergebnis. Dies weist auf die Bedeutung der Behandlung
des Clusters bei der Phasierung hin.

Um einen Eindruck von der Auflésungsabhéngigkeit der Korrelationen zu erhalten, wur-
den in der Grafik 4.11 die Phasendifferenzen der fehlerkorrigierten MIRAS-Phasierungen
dargestellt.
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Auflésung [1&]
Abbildung 4.11: MIRAS-Phasierung fehlerkorrigierter simulierter Daten

Am deutlichsten ist die relativ niedrige Phasendifferenz bei der Phasierung mit SHARP
im Bereich zwischen 4,5 und 10 A. Es ist zu erwarten, daB in diesem Auflésungsbereich im
Vergleich zu den {ibrigen Programmen die mit SHARP berechneten Phasen das Modell
am besten beschreiben. Hier hebt sich die Qualitdt der Phasen somit extrem von de-
nen der anderen Programme ab, wobei in niedriger Auflésung die Unterschiede marginal
sind. Die maximalen Phasenunterschiede im Vergleich mit den Modellphasen liegen in
der hohen Auflssung und bei ca. 8 A, wobei die hichste Phasenqualitét in der niedrigen
Auflésung und bei ca. 6,5 A zu finden ist. Damit entspricht der s-formige Verlauf dem
invertierten u-formigen Form der Skalierungsergebnisse. Dieser Verlauf kann im Fall der
anderen Phasierungsprogramme, von denen MLPHARE bis 10 A die besten Ergebnisse
liefert, nicht beobachtet werden.

Der Vorteil von SHARP liegt hierbei insbesondere in der Handhabung des W18-Clusters:
wéhrend die iibrigen Programme einerseits neun Koeffizienten zur Formfaktorbestim-
mung des Clusters benotigen und andererseits nur einen konstanten Wert fiir f),s zu-
lassen, berechnet SHARP aus der Geometrie und Zusammensetzung des Clusters die
Néherung des Formfaktors und auch f,s selbst. Gerade die begrenzte Handhabung und
die Auflésungsunabhéngigkeit von f” im Fall der anderen Programme fithrt zu Problemen
bei der Benutzung des anomalen Signals eines Schweratomclusters.
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Da die Naherung von f ¢ als Summe der einzelnen Wolframatomformfaktoren nur in

niedriger Auflésung legitim ist, fithren die Phasierungsprogramme, mit Ausnahme von
SHARP, nur in diesem Bereich zu befriedigenden Ergebnissen.

Ausschliefllich die Phasierung mit SHARP fiihrt zu dem erwarteten Verlauf der Phasen-
unterschiede, invers zum Graphen aus Abbildung 4.4 und 4.5. Dort, wo die relativen
isomorphen bzw. anomalen Differenzen am gréfiten sind, ist eine bessere Phasenqualitét
zu erwarten. Hierbei scheint, wie schon vorher vermutet, das Verhalten des W18-Clusters
das Ergebnis duflerst stark zu dominieren.

Betrachtet man die Phasendifferenzen der fehlerfreien W18-SIRAS Untersuchungen
genauer (siehe Figur 4.12), so erkennt man tendenziell denselben Verlauf der Graphen
wie in der vorhergehenden Abbildung. Somit resultiert der Unterschied in der Phasen-
qualitdat eindeutig aus der Handhabung des Clusters.

150.0
112.5 — — SHARP
—— SOLVE/HEAVY
—— MLPHARE
—— CNS
DeltaPhi
75.0 —
37.5 —
45 10.5 16.5 22.5 28.5
Auflésung [4]

Abbildung 4.12: Phasierung simulierter, fehlerfreier W18-Daten

Im Folgenden sollen die Phasierungsergebnisse fiir das vielversprechenste Programm
SHARP noch néher beleuchtet werden.

Anhand der Graphik 4.13, welche DPhi in Abhéngigkeit von der Auflosung im Fall der
Phasierung mit SHARP darstellt, kann man neben dem s-férmigen Verlauf der beiden
W18-SIRAS Ergebnisse auch die relativ konstante Phasendifferenz der Holmium-SIRAS
Untersuchungen erkennen. Das sehr gute Ergebnis im fehlerfreien Fall steht im Gegensatz
zur schlechten Phasenqualitdt bei der Betrachtung der Fehlerkorrektur.
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Hierbei wird deutlich, welchen groflen Einflu} der Fehler auf das Phasierungsergebnis im
Fall von Einzelschweratomen haben kann. Eine Phasierung nur mit Einzelatom-Derivaten
ist in der Ribosomenkristallographie im Allgemeinen nur bedingt zur Strukturbestimmung
geeignet und nur dann sinnvoll, wenn sehr viele Atome spezifisch gebunden sind und auch
lokalisiert werden kénnen und somit ein signifikantes Signal liefern.

Bei der fehlerfreien MIRAS-Phasierung kann man einen Anstieg der Phasendifferenz im
Bereich hoher Auflésung ab ca. 8 A erkennen. Dieses deutet darauf hin, daB aufgrund
der Ndherung des sphérischen Durchschnitts bei der Behandlung von W18 die Phasen in
diesem Bereich auch im nahezu fehlerfreien MIRAS-Fall negativ beeinfluit werden.

100.0

75.0 —
—— MIRAS/fehlerfrei
— MIRAS/fehlerkorrigiert

DeltaPhi —— Holmium/fehlerfrei

50.0 — —— WI8/fehlerfrei
— WI8/fehlerkorrigiert

25.0 —

\\\-\—\u -
4.5 10.5 16.5 22.5 28.5

Auflésung [A]

Abbildung 4.13: Phasierung simulierter Daten mit SHARP

Vergleicht man die fehlerkorrigierte W18-SIRAS Untersuchung mit der fehlerfreien, so fallt
ein drastischer Abfall der Phasenqualitéit um ca. 6,5 A herum auf. AuBerdem ist beim
Vergleich mit der fehlerkorrigierten MIRAS-Phasierung nur ein relativ kleiner Qualitéts-
gewinn zu verzeichnen.

Der Abfall der Phasenqualitéit erkléart sich durch die, relativ zum Strukturfaktorbetrag
gesehen, groBeren Fehler in der hoheren Auflssung. Gerade im Bereich um 6,5 A, wo die
Phasen am besten bestimmt waren, fillt die Fehlerkorrektur besonders ins Gewicht.
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Der Qualitétsgewinn zwischen der SIRAS- und MIRAS-Phasierung im fehlerkorrigierten
Fall zeigt einen durchaus existierenden, wenn auch nicht dominierenden Einflufl des Einzel-
atomderivates auf die Phasenqualitat. Dies macht deutlich, daf§ Einzelschweratome trotz
ihrer signifikanten Problemen bei der Lokalisation und ihrem nur bedingten Potential bei
der SIRAS-Phasierung in der Ribososmenkristallographie durchaus zur Verbesserung des
Phasierungsergebnisses bei MIRAS-Untersuchungen in Verbindung mit Clustern fiithren
kénnen. Jedoch dominiert der Einflufl des Clusters aufgrund des deutlich grofleren anoma-
len und isomorphen Signals.

Die Untersuchungen mit simulierten Strukturfaktordaten fiihrte letztendlich zu einer
bestmoglichen Phasierungsprozedur mit dem Programm SHARP, welche es nun anhand
von experimentellen Daten zu verifizieren galt. Wihrend eine Phasierung der realen Mef3-
daten im Vorfeld zu keiner befriedigend interpretierbaren Elektronendichte fiihrte, stand
nun ein optimiertes Verfahren zur Verfiigung, welche die Basis fiir weitere Vorgehensweisen
bildete und den Rahmen fiir die Strukturuntersuchung an der ribosomalen Untereinheit
T30S speziell unter Verwendung von Clustern zur Derivatisierung absteckte.
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4.3 Phasierung experimenteller Daten

In diesem Kapitel soll die Phasierung mit experimentellen Daten dargestellt werden. Hier-
bei wurden die Simulationsergebnisse als essentielle Grundlage verwendet und versucht,
sie anhand realer Mefidaten zu bestétigen und zu erweitern. Die Resultate der Skalierung
und der Schweratomlokalisation mit Hilfe von simulierten Daten gaben wichtige Hinweise
auf die Vorgehensweisen und Begrenzungen bei den der experimentellen Phasierung vorge-
lagerten Schritten, wie z.B. Datenselektion und Schweratomlokalisation.

Zuerst erfolgt die Betrachtung der vergleichenden Untersuchungen anhand der diversen
Phasierungsprogramme analog zur Behandlung der simulierten Daten; darauffolgend soll
auf die anschliefende beste Phasierung, welche letzendlich zur Identifikation der Clus-
terorientierung und somit zur Strukturaufkldarung fiihrte, eingegangen werden.

Zum Vergleich wurden wiederum Phasierung und Schweratompositionsverfeinerung mit
den Programmen SHARP, SOLVE/HEAVY, MLPHARE und CNS durchgefiihrt. Es
wurden die in Tabelle 4.1 aufgelisteten fiinf Datensétze verwendet und sowohl bei den
"Watives’ als auch beim Tantal-Bromid-Derivat (TaBr) und Tetra-Iridiumcluster (Irg)
die Ndherung des sphérischen Durchnitts gewahlt. Als nativer Satz von Strukturfaktoren
wurde anfangs aus Vergleichszwecken fiir alle Programme der Backsoak BS verwendet und
das vorliegende anomale Signal aller Derivate bei der Phasierung beriicksichtigt. Lediglich
beim TaBr-Datensatz gingen nur isomorphe Differenzen in die Berechnung ein. Phasiert
wurde hierfiir zwischen 4,5 und 30 A, und f” wurde niiherungsweise als Summe der anoma-
len Wolframatomformfaktoren der betreffenden Wellenldnge angesetzt und dann verfein-
ert. Im Programm SHARP wurde entsprechend der Atomformfakor von Wolfram, bzw.
den anderen Schweratomen, vorgegeben.

Die verwendeten Schweratompositionen stammten aus diversen Patterson- und Fourier-
Untersuchungen. Insgesamt wurden bei der Phasierung fiir alle vier Derivate acht W18-
Positionen und fiir Irg und TaBr jeweils vier Positionen verwendet, wobei hier natiirlich
zusétzlich auch die acht Wolframclusterpositionen angenommen werden mussten.

Die optimale Parametrisierung wurde von den vorher durchgefithrten Simulationsunter-
suchungen iibernommen und angepafit. Hierbei konnten die gesammelten und getesteten
Erfahrungen mit den diversen Programmen speziell beziiglich der Verfeinerungsproze-
duren (z.B. vorgelagerte isomorphe Verfeinerung vor Verwendung des anomalen Signals,
Anzahl und Art der verfeinerten Parameter, Reihenfolge der Parameterverfeinerung)
bei der Phasierung experimenteller Daten helfen und einen vielversprechenden Aus-
gangspunkt zur Strukturbestimmung schaffen.

Auf der Basis der Ergebnissen der Simulation wurde nun also versucht, die jeweilige
Phasierungsprozedur weiter zu verbessern, mit dem priméren Ziel, die resultierende Elek-
tronendichteverteilung visuell bestmdoglichst interpretieren zu kénnen. Da diese Vorge-
hensweise duBerst subjektiv und teilweise schwer durchzufiihren war, wurde im Verlauf
der Analyse zudem die Korrelation mit einer Referenz betrachtet.
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Als Referenz diente hier das verfeinerte Modell der kleinen Untereinheit T30S. Mit dem
Programm SFALL wurden wiederum die Phasen zuriickgerechnet und dann auch zur
Bestimmung der Referenzelektronendichte verwendet. Dieses stellte unabhingig vom ver-
wendeten Programm eine gute Vergleichsbasis dar. Hierbei soll darauf verwiesen, dafl
der visuelle Vergleich der Elektronendichten im Vordergrund stand und die Referenz zur
Bestimmung von Korrelationen nur ein Hilfsmittel zum Vergleich darstellte, welches letzt-
endlich nur im Nachhinein eine Bestatigung der Ergebnisse lieferte.

Tabelle 4.4: Ergebnisse der Phasierung mit experimentellen Daten

Phasensatz PC DPhi | PCq4 DPhig| MCyq | FOM | FOMy | deg
SHARP
MIRAS-BS 0,55 | 82,6 0,61 72,9 0,46 0,34 0,81 6,8
MIRAS-W 0,56 | 81,3 0,62 71,1 0,50 0,41 0,82 6,4
SOLVE/HEAVY
MIRAS-BS 0,52 | 89,3 0,52 89,3 0,21 0,52 0,78 10,5
MLPHARE
MIRAS-BS 0,51 |918 0,51 91,8 0,22 0,40 0,77 10,3
CNS
MIRAS-BS 0,51 ]90,6 0,51 90,4 0,12 0,42 0,76 -

In der Tabelle 4.4 sind sowohl die Phasendifferenzen als auch die Phasenkorrelation mit
(PCy) und ohne (PC) anschlieflender Dichtemodifikation, die Map-Korrelation mit Mo-
difikation, die ’figure of merits’ FOM und die ’effektive Auflésung’ d.;; aufgelistet. Es
wurde hierbei die spezielle Dichtemodifikationsprozedur verwendet, auf die weiter oben
schon ndher eingegangen worden ist.

Ergénzend zu den eben beschriebenen MIRAS-Untersuchungen fiir alle Phasierungspro-
gramme mit dem Backsoak als nativem Satz (MIRAS-BS) wurde fiir SHARP zusétzlich
der Strukturfaktoramplitudensatz Wid1/ (siche Tabelle 4.1) als Datenreferenz verwendet
(MIRAS-W), da dieser die beste Datenqualitét bis in hohe Auflésungen besafl und daher
eine potentiell bessere Referenz darstellte.

Zudem wurden bei dieser MIRAS-W-Phasierung W18-Cluster Positionen fiir alle
Datensiitze mit angegeben, ebenso fiir Wid14 als Bezugsdatensatz wie auch fiir den nun
als Derivat fungierenden Backsoak-Datensatz BS. Im Strukturfaktoramplitudensatz BS
wurden sieben W18-Sites und nun auch das anomale Signal verwendet.
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SHARP war das einzige Programm, welches diese Optionen zulief3, da hier einerseits der
Referenzdatensatz nicht zwingend als nativ, d.h. ohne Schweratome, betrachtet werden
muf} und andererseits auch Derivate mit geringerer Besetzungsdichte als Referenz verwen-
det werden konnen.

Wie aus der Tabelle 4.4 deutlich wird und auch mit Hilfe der Graphik 4.16 zu erkennen
ist, produziert die Phasierung mit SHARP die besten Ergebnisse. Die Phasenkorrela-
tion, die signifikante Mapkorrelation und die weiter oben eingefiihrte ’effektive Auflosung’
machen deutlich, daf fiir die Ribosomenkristallographie unter Verwendung von Schwer-
atomclustern SHARP den anderen Programmen iiberlegen ist. Hierdurch konnte das
Ergebnis der Simulation bestétigt werden. Es féllt auf, daf§ die Verwendung der Dichte-
modifikation nur beim Programm SHARP eine signifikante Anderung der Kennzahlen
mit sich bringt. Auch hier ist wiederum der FOM mit Vorsicht zu genieflen und keines-
falls bei Programmvergleichen zu Rate zu ziehen, da u.a. die Wolframclusterposition in
allen Derivaten iibereinstimmen und neben den programmspezifischen Unterschieden zu
einer Verbesserung und somit Verzerrung dieser Kennzahl fithren. Lediglich die Kennzahl
FOM,; aus SOLOMON zeigt eine Tendenz beim Programmvergleich auf.

Die Untersuchung mit Wid14 als nativ und unter Beriicksichtigung aller W18-Cluster
(MIRAS-W) ergab eine zusitzliche Verbesserung der Phasenqualitdt und wurde deswei-
teren, wie spéitere nidher erldutert wird, als Briicke vom sphérischen Durchschnitt zur
Betrachtung der Clusters als einzelne Punktstreuer verwendet.

Die Graphik 4.14 zeigt grob denselben auflosungsabhéngigen Verlauf der Phasenunter-
schiede wie im Fall der Simulation, wobei allerdings das Minimum und die Maxima
des SHARP-Graphen weitaus weniger stark ausgepriagt sind. Bei dieser Darstellung der
dichtemodifizierten Ergebnisse zeigt sich selbst in der niedrigen Auflosung die Rangfolge
der Elektronendichtequalitdten im Vergleich der Programme, wie sie auch schon aus den
Kennzahlen M Cy und d.fs zu ersehen war. Es werden speziell im Bereich ab 9 A die
niedrigeren Phasenunterschiede bei Benutzung des Programmes SHARP deutlich. Hier
treten die Maxima bei 4,5 und 8,5 A und das lokale Minimum bei ca. 7 A auf. Es ist zu
erkennen, daf sich die bei der Simulation erlangten Ergebnisse im Fall von experimentellen
Daten bestéatigten; lediglich der Einflufl des Fehlers bzw. der Unzulédnglichkeiten der Ap-
proximation in hoher Auflésung fallt stiarker als erwartet aus.

Bei der speziellen Betrachtung der Phasenunterschiede bei der Phasierung mit SHARP
in Abbildung 4.15 wird der EinfluB der Dichtemodifikation auf das Ergebnis deutlich.
Obwohl der Verlauf der Graphen analog ist, liefert die modifizierte Prozedur weitaus
niedrigere Phasenunterschiede als die normale SOLOMON Dichtemodifikation. Zudem
kann man die ’effektiven Auflosungen’ von MIRAS mit SOLOMON zu d.;y = 10,4
und von MIRAS mit der modifizierten SOLOMON Prozedur zu defy = 6,8 bestim-
men. Dieses zeigt, dafl die sukzessive Betrachtungsweise der niedrigen Auflésungsterme
in den ersten Modifikationszyklen im Fall der Verwendung von Schweratomclustern zu
einer verbesserten Phasenqualitit fithrte. Wie zu erwarten, kann man beim Ergebnis
ohne Dichtemodifikation eine weitere Verschlechterung der Phasen erkennen (MIRAS ohne
SOLOMON d,f = 11, 2).
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Abbildung 4.14: MIRAS-Phasierung experimenteller Daten

Die Simulationsergebnisse sind zum Vergleich in die Abbildung mit eingezeichnet und es
fallt lediglich in der niedrigen Auflésung und um 6 A ein leichtes Abweichen vom typi-
schen Verlauf auf. Desweiteren wird deutlich, dafl das anomale Signal im vorliegenden
Fall bei der Phasierung eine grofie Rolle spielte und zu einer deutlichen Verbesserung
der Phasen fiihrte. Im Ubrigen war hierbei eine Interpretation der resultierenden MIR-
Elektronendichtekarte unmoglich, welches zusétzlich durch die minimale Phasendifferenz
von 71° belegt wird. Dieses macht die Notwendigkeit der Existenz von anomalen Streuern
und der Nutzung des anomalen Signals bei diesen kristallographischen Untersuchungen
deutlich und hebt noch einmal den priméren Vorteil von SHARP gegeniiber den anderen
verwendeten Phasierungsprogrammen hervor: die Handhabung des anomalen Cluster-
formfaktors.

Da der Vergleich der Phasierungsergebnisse in erster Linie auf der Basis der Qualitit der
Elektronendichteverteilungen vorgenommen wurde, sollen sie an dieser Stelle dargestellt
werden. In Abbildung 4.16 sind Auschnitte der aus den Programmen MLPHARE,
SOLVE/HEAVY und SHARP resultierenden Dichtemaps der Region um Helix 23 abge-
bildet. Alle Dichten resultieren aus der MIRAS-BS-Phasierung zwischen 4,5 und 30 A.
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Abbildung 4.15: Phasierung experimenteller Daten mit SHARP

Es wurde zusétzlich die spezielle Dichtemodifikation angewendet. Das Modell der
RNA wurde ebenfalls eingezeichnet (blau), um die Darstellung, welche mit RIBBONS
([Carson, 1997]) produziert wurde, zu verdeutlichen.

Wiéhrend alle Ergebnisse eine grobe Modellierung der RNA zulieflen, ist die Elektro-
nendichte im Fall von SHARP regelméfliger und durchgéngiger. Trotz der begrenzten
Auflésung und der Naherung lief} sich die Elektronendichte hinsichtlich dem Verlauf der
RNA ohne Probleme interpretieren. Trotz der zweidimensionalen Darstellung kann man
die Defizite und Liicken der beiden oberen Dichten erkennen, welches auf die gerin-
gere Phasenqualitdt hindeutet. Bei Betrachtung anderer Bereiche der Elektronendichte,
speziell auch Proteinregionen und der ganzheitlichen Qualitdtsbeurteilung, wurde die
bessere Interpretierbarkeit der Dichte bei einer Phasierung mit der optimierten SHARP-
Prozedur noch deutlicher. Aufgrund dieses Ergebnisses, das sich durch den Phasenver-
gleich mit einer spéter gewéhlten Referenz bestétigte, wurde in dieser Arbeit die weitere
Phasierung mit SHARP als Phasierungsprogramm durchgefiihrt.
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MLPHARE

SOLVE/HEAVY

Abbildung 4.16: Ausschnitte aus diversen Elektronendichten von H23



4.3. PHASIERUNG EXPERIMENTELLER DATEN 81

Letztendlich konnte also auf der Basis der durchgefiihrten Simulation, welche die opti-
malen Parameter bei der Phasierung zugénglich machte und somit erstmals die Berech-
nung interpretierbarer Elektronendichteverteilungen ermdoglichte, der Ausgangspunkt fiir
die Modellierung der kleinen ribosomalen Untereinheit T30S gelegt werden. Es konnte
gezeigt werden, dafl eine optimale Wahl der Parameter und der Phasierungsprozeduren
gerade bei der Verwendung von Schweratomclustern zur Derivatisierung unerlédflich ist,
um den Schritt von der Datenmessung und Schweratomlokalisation zur Modellierung und
Strukturbestimmung zu téitigen.

Es wurde anschlieBend versucht, die Phasen weiter zu optimieren. Hierbei sollte die
Auflosung der verwendeten Daten zuerst beibehalten werden; der Datensatz Wid1j
wurde als Referenz genutzt (MIRAS-W). Zusétzlich konnten nun alle W18 Positionen zur
Phasierung verwendet werden und ebenso gingen anomale Differenzen aller Datensétze
mit in die Phasierung ein. Es handelt sich also um eine Betrachtung aller Strukturfak-
torsétze als Derivate, wobei lediglich einer zusétzlich als Referenz fungiert.

Das Ergebnis ist in Tabelle 4.4 und in Abbildung 4.17 dargestellt. In der Abbildung sind
wiederum Ausschnitte um Helix 23 der Elektronendichte bei der Phasierung mit SHARP
zu sehen. Das obere Bild (a) stellt das Ergebnis mit der Ndherung der sphérischen Durch-
schnitts nach der speziellen Dichtemodifikation dar. In der Mitte (b) ist zum Vergleich das
Ergebnis mit der normalen SOLOMON Modifikation zu erkennen und unten (c) wurden
im Gegensatz dazu nun die W18-Cluster bei der Phasierung als 18 Punktstreuer betrach-
tet. Die Orientierung der Cluster gelang durch visuelle Inspektion der Elektronendichte.
Hierbei wurde ebenfalls die spezielle Modifikationsprozedur benutzt.

Es wird in Abbildung 4.17 deutlich, dafl die spezielle Dichtemodifikation eine Inter-
pretation der Dichte erst umfassend moglich machte; die Verteilung in b) ist zu liickenhaft,
um eine eindeutige Modellierung in allen Bereichen der Dichtekarte durchzufithren. Es
fallt auf, da die Elektronendichten in Teil a) und ¢) schon detailreicher sind als in Figur
4.16, wobei c¢) die beste Qualitéit aufweist.

Um die W18-Cluster zu orientieren und somit eine Betrachtung auf der Basis der Einzel-
atome zu ermoglichen, wurde die MIRAS-W Elektronendichte untersucht. Es war moglich,
die bekannte, ovale Geometrie der Schweratomcluster in der Dichtekarte zu plazieren, wie
in Abbildung 4.18 zu erkennen ist.

Diese Orientierung gelang zunéchst fiir insgesamt vier Wolframcluster, da aus der Verwen-
dung des Wid1/-Datensatzes als Referenz grofitenteils eindeutig ovale W18-Dichteregionen
resultierten. Die Tantal-Bromid- und Iridium-Cluster sowie die iibrigen Wolframcluster
wurden weiter in der Naherung des sphérischen Durchschnitts betrachtet.

Mit dieser Information konnte nun die Qualitdt der Elektronendichte weiter verbessert
werden, indem die individuellen Wolframatome bei der Phasierung verwendet wur-
den. Somit konnte ein genaueres Schweratommodell definiert werden, welches auch eine
Phasierung in der Nidhe der interatomaren Distanzen zulieS. Im néchsten Kapitel wird
auf die weitere Ausdehnung des Auflosungsbereiches bis zu 3,3 A und die darauf folgende
Modellierung und Verfeinerung sowie auf die Detektion weiterer W18-Cluster innerhalb
der Dichte eingegangen.



82 KAPITEL 4. ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Abbildung 4.17: Ausschnitte aus den Elektronendichten mit SHARP a) MIRAS-W
(modifizierte DM) b) MIRAS-W (normale DM) ¢) MIRAS (W-Einzelatome)
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Abbildung 4.18: MIRAS-W Elektronendichte um einen W18-Cluster

Die beschriebenen und diskutierten Ergebnisse machen die Vorteile aber auch die Pro-
bleme durch Benutzung von W18-Cluster bei der ribosomalen Strukturbestimmung deut-
lich. Neben der Stabilisierung der Ribosomen im Kristall [Tocilj et al., 1999], bie-
ten sie zudem bessere Lokalisationsmoglichkeiten bei hohem Signal, welches gerade
im Fall von zahlreichen Fehlerquellen von grofler Bedeutung ist. Allerdings treten
neben der Uberschattung von schwicheren Einzelatomsignalen spezielle Probleme bei der
Phasierung und der Dichtemodifikation auf. Wahrend im ersten Fall die Behandlung des
Clusters im Néherungsfall speziell bezogen auf das anomale Signal Probleme macht, da
eine Identifizierung individueller Atome nicht ohne weiteres moglich ist, leidet im zweiten
Fall die Interpretierbarkeit der Dichteverteilung aufgrund der hohen Elektronendichte des
Clusters.

Unter diesen Voraussetzungen und den eben genannten Problemen ist SHARP zur
Phasierung der Strukturfaktordaten von allen untersuchten Programmen am besten
geeignet und wurde daher zur Strukturbestimmung verwendet. SHARP bietet neben der
zu integrierenden Auflésungsabhéingigkeit des imaginédren Anteils des Clusterformfaktors,
welches den Ansatz des sphéirischen Durchschnitts in diesem Fall zu einem effektiven Aus-
gangspunkt der Strukturbestimmung macht auch eine fundiertere Fehlermodellierung und
Weiterentwicklung des 'maximum likelihood” Prinzips bezogen auf andere Phasierungspro-
gramme. Ebenso besteht die Moglichkeit, den Referenzdatensatz frei zu wéhlen und
gleiche Positionen analog zu verfeinern. Auflerdem fiihrte eine spezielle Dichtemodifika-
tionsprozedur zu besseren Ergebnissen und somit zu einer potentiell besseren Interpretier-
barkeit der Elektronendichteverteilungen.
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Erst durch die Ergebnisse der Simulation und die daraus resultierende optimale
Phasierungsprozedur konnte eine interpretierbaren Elektronendichte produziert werden.
Die Ausfithrungen im néchsten Kapitel sollen die weiteren Schritte zur Strukturaufklarung
von T30S verdeutlichen.
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4.4 Das Modell der kleinen ribosomalen Untereinheit

In diesem Abschnitt wird die Strukturaufklirung der kleinen ribosomalen Untereinheit
T30S dargestellt. Hierzu gehort neben der Modellierung auch die fortwahrende Ver-
feinerung des Modells. Anschlieend wird die erste nahezu vollstindige Struktur der
kleinen ribosomalen Untereinheit detailliert beschrieben und diskutiert.

4.4.1 Modellierung und Modellverfeinerung

Nachdem nun, wie im vorigen Kapitel dargestellt eine optimale Phasierungsprozedur ent-
wickelt werden konnte und mit der Orientierung der Wolframcluster die Basis fiir die
Ausdehnung der zu verwendenden Datenauflosung gelegt wurde, sollen in diesem Ab-
schnitt die weiteren Schritte zur Elektronendichteverteilung mit einer Bragg-Auflésung
von 3,3 A erldutert werden.

Die zu interpretierende Elektronendichte wurde ebenfalls mit den in Tabelle 4.1
beschriebenen fiinf Datensdtzen unter Benutzung des Programmes SHARP berechnet.
Zusétzlich dienten zwei weitere Derivate zur Verbesserung der mittleren und niedrigen
Auflésung (bis ca. 5,5 A). Hierbei handelt es sich um mit Osmium, bzw. Iridium gesoakte
Kristalle, die vorher ebenfalls mit W18 behandelt wurden. Mit Hilfe der Methode des mul-
tiplen isomorphen Ersatzes und des anomalen Signals der Datensétze BS, Wid14, Watund
Irg, wurden analog zur entwickelten Phasierungsprozedur letztendlich Phasen zwischen
3,3 und 30 A berechnet und dann die oben beschriebene, spezielle Dichtemodifikation
angewendet. Da die Atome der W18-Cluster nun teilweise als Punktstreuer betrachtet
werden konnten, war eine Phasierung der gemessenen Reflexe hoher Auflosung moglich,
wobei die Ausweitung der Bragg-Auflosung stufenweise vorgenommen wurde. Die Orien-
tierung der W18-Cluster erfolgte wie im vorigen Abschnitt beschrieben. Fiir den TaBr-
und Irg-Datensatz wurde weiterhin der Ansatz des sphérischen Durchschnitts verwendet.
Als Referenz diente ebenso der Datensatz Wid14, allerdings wurden nun weitere W18-
Nebenpositionen bei der Phasierung verwendet, die im Verlaufe der Phasierungsversuche
zusatzlich detektiert werden konnten. Schrittweise immer bessere experimentelle und
Modellphasen erméglichten genauere Lokalisationsmoglichkeiten mit Fouriermethoden
bzw. ’omit-maps’ und auch die graduell verbesserten Dichtekarten wiesen zusétzliche Re-
gionen hoherere Dichte auf, welche auf Nebenpositionen der Wolframcluster hindeuteten.
Dadurch erhohte sich die Zahl der W18-Cluster in den Watives auf 13, bzw. 10 ( Wat)
und im Backsoak auf 8. Die Anzahl der Tantal-Bromid-Cluster im TaBr-Derivat erhohte
sich auf insgesamt 5 Sites. Alle zusétzlichen Cluster wurden bei der Phasierung aufgrund
der nicht eindeutigen Orientierung in der Ndherung des sphérischen Durchschnitts betra-
chtet, wohingegen alle urspriinglichen W18-Agglomerate nun eindeutig orientiert werden
konnten.

Bei der Phasierung und Berechnung jeder neuen Elektronenedichteverteilung im
Verlauf der Untersuchungen wurden vorldufige Modellinformationen verwenden, um
speziell bei der Dichtemodifikation jegliche verfiigbare Information zu nutzen. Die
Phasierungsstatistiken, darunter der R.,;;s fiir zentrische, bzw. azentrische Reflexe und
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die Phasierungsstiarke PP, sind in Tabelle 4.1 eingetragen. Der FOM betrug 0,48 vor und
0,78 nach der Dichtemodifikation.

Das Model wurde mit Hilfe der Sekundéarstruktur der 16S RNA und den Sekundérstruk-
turvorhersagen sowie Sequenzen der Proteine von Thermus thermophilus konstruiert.
Lediglich fiir das Protein S16 wurde die Sequenz von Bacillus subtilus verwendet, da
diejenige von T. thermophilus noch nicht unabhéngig bestimmt war. Das Programm O
wurde benutzt, um die Elektronendichteverteilung, zunichst bei 3,8 A, zu interpretieren
und auch diverse Omit-Maps zu Rate zu ziehen. Die Dichteverteilungen waren gut genug,
um die Phosphate in der RNA eindeutig zu identifizieren und somit den Verlauf der
Ribonukleinséure in T30S unter Beriicksichtigung von Bindungsléingen und -winkeln zu
modellieren; jedoch war ein Erkennen einzelner Basen im Allgemeinen noch nicht moglich.
In den Féllen, in denen Koordinaten, bzw. Modelle von einzelnen Proteinen schon von an-
deren Forschungsgruppen bestimmt worden waren, wurden diese benutzt und nétigenfalls
strukturell angepaBt. Mit Hilfe der 3,3 A Elektronendichteverteilung konnten letztendlich
nahezu alle Bereiche der RNA interpretiert werden und auch die Proteine wurden zum
grofften Teil modelliert.

Eine Modellverfeinerung mit dem Programm CNS wurde parallel durchgefiihrt. Hier-
bei wurde zuerst eine Rigid-Body-Verfeinerung vorgenommen, in der festgelegte Berei-
che des Modells nach dem in Abschnitt 3.6 beschrieben Prinzips optimiert wurden.
Als Molekiilgruppen wurden einzelne Nukleotide und die Proteine als Gesamteinheiten
gewahlt. Das Problem lag in der Wahl geeigneter zu rotierender und translatierender
Atomgruppen. Wihrend die Betrachtung zu grofler Strukturbereiche als 'rigid bodies’
die Freiheitsgrade und daher die Verfeinerungsmoglichkeiten rapide herabsetzte, fiithrte
die Wahl zu kleiner Gruppen zu einer Verzerrung der vorliegenden biologischen Struk-
tur. Desweiteren bereitete die gerade in hoher Auflosung geringe Datenqualitéit und
auch die fiir die Proteinkristallographie begrenzte Bragg-Auflésung bei 3,3 A besondere
Schwierigkeiten. Da bei der 'rigid body’ Verfeinerung ein Abgleich mit den Strukturfak-
toramplituden anhand des R-Faktors erfolgt, werden hierbei besondere Anforderungen an
die Datenqualitat gestellt, und es wird zudem eine sinnvolle Wahl der Kriterien zur Aus-
sortierung von Reflexen erforderlich. Auch bei der zwingend notwendigen ’bulk-solvent’
Korrektur machte sich die Begrenzung der Auflosung und die limitierte Datenqualitét
negativ bemerkbar, da das Modell der Losungsmittelbereiche und somit die Korrektur-
faktoren nur unzuldnglich bestimmt werden konnten. Die Integration einer externen
Losungsmittelmaske, welche aus der Elektronendichte herausgeschnitten werden konnte,
war anfangs hilfreich. Auflerdem muf3 generell die manuelle Modellierung im Vorfeld eine
angemessene Prézision bieten, damit die automatische Verfeinerung erfolgreich ist, welches
im vorliegenden Fall aufgrund der begrenzten Auflésung im atomaren Bereich teilweise
schwierig und daher nur stufenweise durchfithrbar war. Somit lag die Aufgabe bei der
Verfeinerung in der Wahl optimaler Parameter und Annahmen, welche an die speziellen
Anforderungen und Probleme in der Ribosomenkristallographie angepafit werden muften.
Auch hier sollten analog zur Phasierung diverse Prozeduren und Methoden ausgetestet
werden, um zu einer sinnvollen Verfeinerung des T30S-Modells zu gelangen. Dabei darf
nicht vergessen werden, dafl eine manuelle Nachkorrektur bezogen auf die tatséchliche
Elektronendichte und auf diverse Verfeinerungsfehler in jedem Schritt erfolgen muf}te.
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Nach der 'rigid body’ Verfeinerung erfolgte eine Minimierung der Bindungsenergien in der
Struktur und abschliefend eine Optimierung der Temperaturfaktoren, bzw. B-Faktoren
der einzelnen Atome, immer verbunden mit einer manuellen Nachkorrektur. Diese Fak-
toren beschreiben die lokale Unordung der Atome, bzw. die Flexibilitdt bestimmter Be-
reiche. Speziell die Handhabung der Wolframcluster, welche ja Bestandteil des 'nativen’
Modells sind, bereitete grofie Schwierigkeiten. Da Annahmen iiber die Bindungsener-
gien innerhalb des Clusters fiir eine Verfeinerung von Noten waren, aber keine genauen
Angaben dariiber vorlagen, mufiten Néherungswerte verwendet werden. Besonders auf
eine unerwiinschte Verzerrung der Clustergeometrie nach den Verfeinerungsprozeduren
mufte hierbei geachtet werden.

All diese Verfeinerungsschritte, welche im Verlauf der Modellierung immer wieder
durchgefiihrt wurden, erfolgten auf der Basis der experimentellen Strukturfaktoren und
resultierten in der Minimierung des sogenannten R-Faktors. Die Verfeinerungsstatistiken
ergaben einen finalen R-Faktor von 20,3 % und eine R-free von 24,5 % im Bereich zwischen
3,3 und 30 A. Der R-free berechnete sich aus einem 10% der Daten umfassenden Testsatz
und dient der Bewertung der Uberinterpretation und Qualitét der Prozedur durch Ver-
gleiche mit dem R-Faktor. Auch hierbei hat sich herausgestellt, daf es keinesfalls nur auf
die Minimierung dieser Kennzahlen, sondern vielmehr auf eine sinnvolle Uberpriifung des
verfeinerten Modells ankommt.

Abbildung 4.19: Diverse Ausschnitte aus der Elektronendichte
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Es resultierte letztendlich ein Modell auf molekularer Ebene, welches 99% der RNA
entspricht, wobei die Basen eindeutig modelliert werden konnten. Lediglich Teile der
3" und 5" Enden wurden nicht entschliisselt. Die Strukturidentifikation aller Proteine war
moglich und in vielen Fillen waren auch die Seitenketten der Aminosiuren sichtbar. In
Abbildung 4.19 sind Ausschnitte aus der Elektronendichte im Bereich der Helizes 16 und
27 und im Bereich des Proteins S16 zu sehen. Das atomare Modell ist mit eingezeichnet.

4.4.2 Prasentation der dreidimensionalen Struktur

In diesem Abschnitt soll das Strukturmodell der kleinen ribosomalen Untereinheit T30S
dargestellt und auf einige funktionale und biochemische Schluflfolgerungen eingegangen
werden.

Das nahezu vollstéindige Modell von T30S besteht aus insgesamt 1507 Nukleotiden und
allen 20 Proteinen, die entweder vollstindig oder nahezu vollstdndig modelliert werden
konnten. Die aus fritheren kristallographischen oder NMR-Untersuchungen bestimmten
Strukturen der Proteine S4, S5, S6, S7, S8, S15, S17, S18 und S19 wurden in der Dichte
plaziert und modifiziert. Die {ibrigen Proteine wurden allein mit Hilfe der experimentellen
Elektronendichte modelliert.

Das Strukturmodell, welches hier vorgestellt werden soll, zeigt die morphologischen
Charakteristika (Doménen), wie sie schon aus elektronenmikroskopischen Untersuchungen
bekannt sind: die Unterteilung in Kopf und Koérper. Auffillig ist die sogenannte Nase im
Kopf-Bereich. Der Kérper weist eine Schulter, eine Plattform und einen unteren Teil auf,
welcher hier im weiteren Sinne als Fufl bezeichnet werden soll, obwohl die Bezeichnung
'bottom’ im Englischen iiblich ist. Aus Abbildung 4.20 ist das Gesamtmodell ersichtlich.
Im oberen Teil erkennt man die ribosomale Untereinheit in zwei um 90° gegeneinander
rotierten Darstellungen, wobei die RNA in weifl und die Proteine in blau geférbt sind.
Unten links sind die RNA-Doménen dargestellt: Der Kopf (K) in blau, die Schulter (S) in
gelb, die Plattform (P) in rot, der FuB (F) in griin und die sogenannten ’3-prime minor’
Doméne in wei. Unten rechts ist die Elektronendichte in orange abgebildet, wie sie aus
der oben geschilderten Phasierung und Dichtemodifikation hervorging.

Die globale Organisation der kleinen ribosomalen Untereinheit wird durch drei lange
Helizes H44, H7 und H16/H17 bestimmt, welche longitudinal, d.h. in Abbildung 4.20 ver-
tikal, verlaufen. H44 und H16/H17 liegen dabei auf der flachen Seite von T30S, welche bei
der Assoziation den Kontakt mit T50S bildet. Diese drei Helizes werden durch transver-
sale Helizes leiterartig verbunden. Hierzu gehéren H21 und H23, die sichelférmig von der
Schulter zur Plattform verlaufen (siehe Abbildung 4.23 oben in rot). Der Kopf besteht
dahingegen hauptséachlich aus kurzen Helizes. Er kann generell in zwei Bereiche eingeteilt
werden, die durch H34 verbunden werden (siche Abbildung 4.22 oben). Der Kopf wird
nur durch eine RNA-Helix H28 mit dem Korper verbunden, welche als eine Art Gelenk
fungiert und auch als Hals bezeichnet wird.
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Abbildung 4.20: Struktureller Uberblick der kleinen ribosomalen Untereinheit T30S
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Zusitzlich bilden die Schulter mit H16/H17 und der Kopf mit H33/H34 eine nicht-
kovalente Verbindung, die hier Riegel genannt wird und in Abbildung 4.20 unten mit
L (fiir "latch’) gekennzeichnet ist. Er formt den Eingang zu einem ldnglichen Kanal.

Es ist zu erkennen, dafl alle wichtigen funktionellen Bereiche der Untereinheit
hauptséchlich aus RNA bestehen und die Proteine scheinbar gréfitenteils nur als Stiitzen
oder Verbindungen dienen. So existieren zum Beispiel ausgedehnte Verldngerungen von
Proteinen, die in RNA-Bereiche hineinragen und auch andere Proteine erreichen; diese
Verlangerungen, welche in isolierten Strukturen aufgrund des ungeordneten Zustandes
im Kristall nicht sichtbar waren, sind aufgrund ihrer schmalen Abmessungen besonders
gut geeignet, raumlich weit entfernte Proteine oder RNA zu erreichen. Auflerdem neu-
tralisieren sie die Abstoflung der negativen geladenen RNA-Ketten durch die teilweise
positive Ladung der Aminosédurereste. Hier wére z.B. S12 zu nennen, dessen Ende sich
in Richtung S17 als eine Art Anker ausdehnt (Abbildung 4.23 unten). Nur ein riboso-
males Protein, S12, befindet sich auf der RNA-reichen Oberfliche, die mit der grofien
Untereinheit wechselwirkt und zwei weitere, S7 und S15, liegen am Rand dieser Region
(siche auch Abbildung 4.20 oben rechts). Diese Aminosiureketten sind vielleicht teilweise
an der tRNA Bindung oder der Untereinheitenbindung beteiligt. Ungefédhr ein halbes
Dutzend Proteine liegen auf der Losungsmittelseite von T30S und haben sich vielleicht in
einem spéteren Stadium der Evolution entwickelt, um die Feinarbeit der Erkennung im
Dekodierungsprozef zu iibernehmen oder unproduktive Interaktionen mit der grofien Un-
tereinheit zu verhindern. Diese Annahme steht im Zusammenhang mit der 'RNA-world’
Hypothese, die von einem Ribosom ausgeht, welches im Friihstadium der Entwicklung
nur aus RNA bestand.

Das Dekodierungszentrum, welches die mRNA und tRNA Translokation or-
ganisiert und die Genauigkeit der Codon-Anticodon Interaktion kontrolliert
[Green u. Noller, 1997], befindet sich im oberen, bzw. zentralen Teil des Korpers
und im unteren Teil des Kopfes. Dieser Bereich umfafit H44, H45, das 3’ und 5 Ende
der RNA, die Helix 27, welche als ’switch-helix” bekannt ist [Lodmell u. Dahlberg, 1997]
und den sogenannten Pseudoknoten H1/H2. Auflerdem kann man noch Teile des Kopfes
und die Schleife (loop) von H18 zum Dekodierungszentrum zéhlen. FEine Abbildung
der Hauptbereiche dieser Region sind in Abbildung 4.21 dargestellt. Es konnte eine
bemerkenswerte Erhaltung der Nukleotidsequenz in diesem Bereich im Vergleich zwischen
diversen Spezies festgestellt werden, welches in Ubereinstimmung mit der Universalitét
des Dekodierungsprozesses steht.

Das auffilligste Merkmal ist der obere Teil von Helix 44, welche auch als 'penultimate
stem’ bezeichnet wird und sich in Richtung Hals biegt. Die Nukleotide 1492-1498 und
die zugehorigen Basenpaare 1402-1408 (E. coli Nummerierung) formen den A- und
P-Bereich der tRNA Bindung. H44 bildet einen groflen Teil der Intersektion mit der
T50S Untereinheit. Die End-Helix 45 ist zwischen H44 und H24 gelagert und fithrt zum
3’ Ende. Dieses Ende der RNA ist sehr flexibel und interagiert mit der Shine-Delgarno
Sequenz auf der mRNA, welches von herausragender Wichtigkeit fiir die Initiation ist
(siehe Kapitel 2.1.1).

Die Schalter-Helix 27 kann durch Anderung von drei Basenpaarungen eine Konforma-
tionséinderung im Ribosom herbeifiihren, indem durch eine kooperative Umstellung
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Decoding Center

Abbildung 4.21: Strukturdetails des Dekodierungszentrums
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die Plattform, die Schulter und der Kopf bewegt werden [Gabashvili et al., 1999]; die
Konformation des ribosomalen Teilchens ist mit dem Schema der Basenpaarung in H27
korrelliert.

In der vorliegenden Elektronendichte konnte die 912-885 Paarung (£. coli Nummerierung)
identifiziert werden, welches konsistent mit dem Erhalt des Pseudoknotens ist und auf
den funktional aktivierten Zustand der kristallisierten 30S in diesem Fall hindeutet
[Poot et al., 1998].

Durch Uberlagerung des Modells mit der Struktur eines tRNA-T70S Komplexes, welche
mit Hilfe kristallographischer Methoden in mittlerer Auflésung (7,8 A) in einer Arbeit von
[Cate et al., 1999] bestimmt wurde, konnte festgestellt werden, dafl die A- und P-Bereich
tRNA kein ribosomales Protein beriihrt und somit nur die 16S RNA die Anordnung der
an der Dekodierung beteiligten Elemente iibernimmt und fiir die Prezision bei der Codon-
Anticodon Interaktion sorgt, welches die 'RNA-world” Hypothese stiitzt.

Die Elemente des Dekodierungszentrums formen zwischen Kopf und Korper in der 'Nak-
kenregion’ einen ldnglichen, gebogenen Kanal, der hier dem Weg der mRNA zugeordnet
wird. Die Schleife der Helix 18 befindet sich an einem Eingang dieses Kanals und ist
in Ubereinstimmung mit ’crosslinking’ Informationen in Richtung des Dekodierungszen-
trums gebogen (Abbildung 4.23 unten). Die oben angesprochene Uberlagerung zeigt, daf
die mRNA durch den Riegel in den Kanal eintreten muf}, welcher durch H33/H34 und
H16/H18 geformt wird. Der Riegel ist in der beschriebenen Struktur geschlossen, da die
kleine ribosomale Untereinheit in den Kristallen in der funktional aktiven Konformation
stabilisiert wurde. Das Offnen und SchlieBen ist mit dem Basenpaarungsschema von H27
korreliert [Gabashvili et al., 1999, Lodmell u. Dahlberg, 1997]. Man kann annehmen, daf}
das Schlielen eine Geometrie bietet, die den Translationsprozefl garantiert und eine maxi-
male Genauigkeit sichert. Ebenso konnte eine Dissoziation der beiden Untereinheiten
verhindert werden.

Der Koérper der 30S Untereinheit besitzt einen relativ kompakten unteren Teil (Fufl) und
einen breiteren und flexibleren oberen Bereich, welcher die Plattform, die Schulter und
das Dekodierungszentrum beinhaltet.

Die Abbildungen 4.23 und 4.22 der nun zu beschreibenden Doménen zeigen sowohl den
Verlauf der RNA, die Struktur der Proteine, als auch die Sekundéarstrukturausschnitte,
welche entsprechend coloriert wurden. Auflerdem wurde die Doménenposition in der
Untereinheit veranschaulicht.

Der Fuf3 scheint als eine Art Anker zu fungieren, um die Neigung und Orientierung
wichtiger Bereiche der Untereinheiten-Kontaktflache und des Dekodierungszentrums zu
kontrollieren. Helix 6 bis Helix 11 und Protein S20 sind die Hauptbestandteile des Fufles
(siche Abbildung 4.22 unten). H7 verlduft longitudinal, parallel zu H44, und verzweigt
dann in H8, welche die untere Grenze des Teilchens darstellt. Helix 9 besitzt einen "groove—
groove’ Kontakt mit H7, wobei die Schleife nach auflen gerichtet ist. H7 ist mit Helix 11
verbunden, welche zwischen H7 und H44 eingeklemmt ist. Die Helizes H6 bis H11 und
der untere Teil von Helix 44 werden durch das helikalische Protein S20 zusammengehal-
ten. Seine Aminosiuresequenz zeigt periodisch verteilte Lysine und Arginine, welche eine
positiv geladene Oberflache bilden und die negativen Phosphate der RNA kontaktieren.
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Diese Charakteristika lassen vermuten, daf§ S20 eher RNA-Struktur als RNA-Sequenz
erkennt. Dieses wird durch den niedrigen Erhaltungsgrad der Nukleotidsequenz dieser
Region bestétigt. Trotz der abgelegenen Position von S20 ist dieses Protein mafigeblich
an der Dekodierung beteiligt, da Mutanten des Ribosoms ohne S20 Fehler bei der Tran-
skription, Temperaturanfilligkeit oder reduzierte Fahigkeit der Assoziation beider Un-
tereinheiten aufwiesen [Gotz et al., 1990, Ryden-Aulin et al., 1993]. S20 muf daher, zu-
mindest in einer Teilfunktion, fiir die korrekte Orientierung von H44 verantwortlich sein.
Die Architektur der kleinen ribosomalen Untereinheit mit seinen drei longitudinalen He-
lizes H44, H16/17 und H7 bildet hierbei eine Art Pfeiler, welcher sich {iber eine Lénge
von 110 A erstreckt. Diese Helizes stabilisieren nicht nur den Kérper, sondern iibertragen
auch Konformationsédnderungen iiber eine lange Distanz.

Die Plattform ist an der P-Bereich Bindung der tRNA beteiligt und deplaziert sich, wenn
die beiden Untereinheiten assoziieren [Gabashvili et al., 1999]. Sie besteht aus Helix 20 bis
Helix 26 und den Proteinen S6, S8, S11, S15 und S18 (siche Abbildung 4.23). H23 und H22
definieren einen Arm der ausgedehnten, 1-férmigen Doméne, und H21, die zur Schulter
hin verlduft, definiert den anderen Arm. ’Groove—groove’ Kontakt zwischen H23 und
H24 bilden die Basis der Plattform. H25 und H26, senkrecht zueinander stehend, formen
eine Bindungsoberflache fiir S8. Auflerdem festigen Kontakte zwischen H22 und H25 den
Kern der Struktur. Die Plattform und die Schulter sind durch einen proteinreichen Giirtel
verbunden, welcher aus S4, S5 und S8 besteht.

Die Schulter setzt sich aus zwei longitudinalen Streben zusammen, bestehend aus
H15/H4/H18, bzw. H16/H17 (siche Abbildung 4.23). Die Anordung der senkrecht
zueinander liegenden Helizes H3 und H4 schafft eine duflerst kompakte Faltung in
der 5-Wege Verbindung H3/H4/H16/H17/H18, welche iiber Helix 3 mit dem zentralen
Pseudoknoten verbunden ist. Die Schleifen der Helizes 16 und 18 bilden eine Seite
des Riegels, wie oben beschrieben. Der vermeintliche Weg der mRNA befindet sich
in dieser Region. Die Komponenten, die mit der Messenger-RNA interagieren, sind
die Schleife von H18 und die Proteine S3, S4, S5 und S12. S4, S5 und S12 as-
sistieren wahrscheinlich bei der Direktionalitdt des Dekodierungsprozesses und bei der
Genauigkeit der Translation, wie Untersuchungen mit Mutationen der Proteine bestétigen
[van Acken, 1975, Wittmann-Liebold, 1978].

Der Kopf enthilt einen Grofiteil der sogenannten '3-prime major’ Doméne der 16S RNA.
Er wechselwirkt mit der mRNA, der tRNA und mehreren Antibiotika. Die Proteine des
Kopfes helfen, seine Faltung, bestehend aus diversen kurzen Helizes mit komplizierter
Architektur, zu stabilisieren. Sie lassen sich grob in zwei Gruppen einteilen, welche sich
auf der jeweils gegeniiberliegenden Seite befinden. Die Spitze des Kopfes wird von H41 und
H42 gebildet; die sogenannte Nase besteht aus H33 und H33a und der gegeniiberliegende
Bereich setzt sich aus H35/H36/H38 und H39 zusammen. Helix 29, 30 und 32 wickeln
sich um den Kopf und bilden eine Verbindung. Diese uniibliche RNA Struktur bildet eine
ovale Proteintasche (sieche Abbildung 4.22). Die 3-Wege Verbindung H28/H29/H43 ist Teil
des P-Bereichs fiir die tRNA. Helix 28 ist die einzige kovalente Verbindung des Kopfes
mit dem Korper. Die Unregelméfigkeiten in der Basenpaarung fithren zu struktureller
Abweichung von der Helix-Normalform (A-Form).
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Abbildung 4.22: Strukturdetails des Kopfes und des Fufes
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Abbildung 4.23: Strukturdetails der Plattform und der Schulter
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Moglicherweise héngt diese Tatsache mit der vermuteten Rolle dieser Helix als
Scharnier fiir die globale Bewegung des Kopfes zusammen. Die Variabilitdt der Form
des Kopfes, welche in elektronenmikroskopischen Untersuchungen beobachtet wurde
[Frank et al., 1995], zeigt, dafl Konformationsdnderungen in dieser Doméne, neben der
Bewegung des gesamten Kopfes, auftreten konnen. Die Verédnderung der Orientierung
des Kopfes scheint mit der Bewegung der Plattform verbunden zu sein.

Das Bild von der kleinen ribosomalen Untereinheit, welches sich aus dieser Analyse
ergibt, beschreibt eine prézise Maschine, welche iiber lange oder kurze Distanz genau
definierte Bewegungen weitergibt, um eine exakte Dekodierung zu gewéhrleisten. Das
Dekodierungszentrum selbst besteht ausschliefflich aus RNA, wobei die Proteine als Struk-
turierungshilfe dienen oder unterstiitzende Funktionen wahrnehmen.

Die Ergebnisse der Strukturuntersuchungen wurden in [Glithmann et al., 2001] und
[Schliinzen et al., 2000] publiziert, und die atomaren Koordinaten dieser Struktur sind
in der PDB-Datenbank (www.rcsb.org) unter dem Code 1FKA deponiert worden.

In einer unabhéngigen Veroffentlichung wurde zu einem etwas spéteren Zeitpunkt das hier
prasentierte Ergebnis bestitigt [Wimberly et al., 2000], wobei allerdings keine Schwer-
atomcluster, sondern lediglich Einzelschweratome zu Derivatisierung verwendet wurden.
AuBerdem konnte eine hochauflésende Struktur der groflen ribosomalen Untereinheit von
Haloarcula marismortui (H50S) bestimmt werden [Ban et al., 2000].

Mit Hilfe des optimierten und verfeinerten Modells der 'nativen’ Struktur von T30S und
den zuriickgerechneten Modellphasen konnten zusétzlich drei verschiedene funktionell re-
levante Komplexe analysiert und deren Struktur gelost werden. Es gelang, die ribosomale
Untereinheit mit den beiden Antibiotika Tetracyclin, Edein und mit dem Initiationsfak-
tor IF3 zu kristallisieren und die Zusatzmolekiile durch Fourier-Methoden und ’omit-
maps’ zu lokalisieren und zu modellieren. Auflerdem konnte die ribosomalen Struktur in
Verbindung mit den Zusatzmolekiilen bis zu einer Auflssung von 4,2 A verfeinert werden.

Antibiotika sind extrem vielseitig in ihrer Handlungsweise; sie konnen die bak-
terielle Zellwand-Biosynthese, die Proteinsynthese oder die DNA-Reparatur beeinflussen
[Walsh, 2000].

Tetracyclin wirkt gegen eine Vielfalt von Bakterien, indem es in die Bindung der
tRNA an den A-Bereich des Ribosoms eingreift und so die Proteinbiosynthese hemmt
[Spahn u. Prescott, 1996].

Es wurden sechs Tetracyclin Bindungsstellen an der kleinen ribosomalen Untereinheit
identifiziert. Die Position mit der héchsten Besetzungsdichte (Tet-1) konnte in der Nihe
des A-Bereichs, wo auch die Struktur der tRNA iiberlagert wurde (siehe oben), lokalisiert
werden. Somit konnte vermutet werden, daf§ Tet-1 die Bindung der tRNA am A-Bereich
rdumlich verhindert und so die Proteinsynthese hemmt. Auflerdem konnte ein Tetracyclin
im Bereich der Helix 27 positioniert werden, welches vielleicht die Beweglichkeit dieser
Helix einschrankt und somit die fiir die Translation wichtige Konformationsénderung ver-
hindert.
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Das Antibiotikum Edein wirkt sich hemmend auf die Initiation der Translation an Ribo-
somen aller Spezies aus, wodurch deutlich wird, dafi die Strukturelemente, welche eine
Rolle bei der Initiation spielen, in Prokaryonten und Eukaryonten konserviert sind.

Es wurde eine Edein Bindungsstelle in der Ndhe von H24, H28, H44 und H45 gefunden.
Alle RNA-Basen mit denen Edein einen Wechselwirkung eingeht sind in allen Spezies
gleich, welches die Universalitéat dieses Antibiotikums erklart. Durch die Bindung dieses
Molekiils ist die Helix 24 ein wenig verzerrt, welches allerdings ausreicht, um eine Basen-
paarung zwischen den Loops dieser Helix und H23 zu initiieren. Es scheint nun plausibel,
daBl hierdurch eine unerwiinschte Stabilisierung der Konformation der Plattform statt-
findet und die Initiation somit gehemmt wird.

Die Bildung des Initiationskomplexes ist stark abhingig von IF3. IF3 ist ein kleines Pro-
tein, welches aus einer C-Doméne (IF3C), einer N-Doméne (IF3N) und einer kurzen
Verbindung dieser beiden Teile besteht. Dieser Initiationsfaktor bindet mit hoher
Affinitét an die 30S Untereinheit und verhindert so die Re-Assoziation von 30S und 50S
[Grunberg-Manago et al., 1975, Gualerzi u. Pon, 1990].

Es wurden ribosomale Kristalle in einer Losung ’gesoakt’, die lediglich TF3C enthielt
und so konnte eine Bindung dieser Doméne an die Plattform auf der Losungsmittelseite
von T30S festgestellt werden. Somit basiert die Wirkung dieses Proteins nicht auf einer
rdumlichen Blockierung der Wechselwirkung zwischen der kleinen und der grofien ribo-
somalen Untereinheit. Vielmehr 1&8t sie sich durch eine Beeinflussung der Beweglichkeit
von H45 und somit einer Beeintréchtigung der konformationalen Dynamik erklédren, da
IF3C an H23, H26 und H45 bindet. FErst die Wechselwirkung zwischen mRNA, der
Anti-Shine-Delgarno-Sequenz am 3’-Ende der 16S rRNA und dem nahen IF3 konnte die
konformationale Beeintriachtigung, welche durch den Initiationsfaktor induziert wurde,
unterdriicken und so die fiir die Translation notige Assoziation der beiden Untereinheit
ermoglichen.

Diese auBerst wichtigen Erkenntnisse wurden in [Pioletti et al., 2001] veréffentlicht.

Es konnten mit Hilfe der in dieser Arbeit durchgefithrten Untersuchungen die Basis
zum Verstandnis der Wirkungsweise einiger Antibiotika gelegt werden. Ebenso wurde
es moglich, die Anti-Assoziationsaktivitdt vom Initiationsfaktor 3 auf der Beeinflussung
der konformationalen Dynamik der ribosomalen Untereinheit zuriickzufiihren.

Durch diese Ergebnisse wird deutlich, auf welche Weise die Kenntnis der Struktur der ribo-
somalen Untereinheit bei der Aufklarung der komplexen Mechanismen in der Proteinsyn-
these helfen kann. Nur durch eine detaillierte Betrachtung der molekularen Verdnderun-
gen in Komplexen mit Antibiotika oder diversen anderen Strukturen konnen wichtige
Aussagen iiber die Funktionsweisen dieser 'Proteinmaschine’ gegeben und somit zahlrei-
chen wissenschaftlichen Anstrengungen eines halben Jahrhunderts erfolgreich zu Ende
gefithrt werden.
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Kapitel 5

Zusammenfassung und Ausblick

In dieser Arbeit wurden die Methoden, die speziellen Anforderungen und Begrenzungen,
die diversen auftretenden Probleme und deren Losungsansétze in der Ribosomenkristal-
lographie erlautert. Hieraus ist klar geworden, dafl aufgrund der extremen Grofle sowie
Flexibilitdt von ribosomalen Partikeln, die Kristallisation und Derivatisierung &duflerst
schwierige Prozesse sind, und die starke Strahlenschidigung zusammen mit den Isomor-
phieproblemen zu Schwierigkeiten bei der Datensammlung und Datenreduktion fiihrt.
Es wurden insbesondere die Vorteile, aber auch die Nachteile bei der Verwendung
von Schweratomclustern zur Erzeugung eines isomorphen und anomalen Signals disku-
tiert. Einerseits fithrte die Derivatisierung der Kristalle mit W18 zu einer postkristalli-
nen Stabilisierung und somit zu einer drastischen Auflosungsverbesserung. Zudem er-
gab die grofle Elektronendichte dieser Cluster ein hohes Signal bzw. bessere Lokalisa-
tionsmoglichkeiten, welches gerade im Fall von zahlreichen Fehlerquellen von herausragen-
der Bedeutung ist. Andererseits bereiteten die Uberschattung von schwiicheren Einzel-
atomsignalen, Probleme bei der Orientierung dieser Agglomerate und die sich daraus
ergebende Notwendigkeit eines Naherungsansatzes bei der Phasierung sowie dominierende
Effekte bei der Dichtemodifikation besondere Schwierigkeiten.

Aufgrund der Tatsache, dafi in allen hier verwendeten Kristallen Wolframcluster vorla-
gen und das vorrangige Ziel der Berechnung einer interpretierbaren Elektronendichte-
verteilung allein mit den vorldufigen Informationen und experimentellen Daten nicht
gelang, wurde im Rahmen dieser Arbeit die Analyse von simulierten Strukturfaktordaten
durchgefiihrt. Hierdurch sollte die optimale Prozedur und die optimale Parametrisierung
fiir die Phasierung und die Schweratompositionsverfeinerung in der Approximation des
sphérischen Durchschnitts gefunden werden. Unter diesen Voraussetzungen und den eben
genannten Problemen ist die Software SHARP speziell aufgrund der Handhabung des
anomalen Signals zur Phasierung der Strukturfaktordaten unter allen untersuchten Pro-
grammen am besten geeignet und wurde daher zur Strukturbestimmung von T30S verwen-
det. AuBlerdem fiihrte eine spezielle Dichtemodifikationsprozedur zu besseren Ergebnissen
und somit zu einer potentiell besseren Interpretierbarkeit der Elektronendichteverteilun-
gen.
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Erst durch die Ergebnisse der Simulation und die daraus resultierende optimale
Phasierung konnte eine interpretierbaren Elektronendichte berechnet werden und das er-
ste nahezu vollstdndige Modell der kleinen ribosomalen Untereinheit von Thermus ther-
mophilus in atomarer Auflosung erstellt und verfeinert werden.

Die Présentation der sich daraus ergebenden dreidimensionalen Struktur von T30S, welche
die Translation initiiert und fiir die zuverlissige Codon-Anticodon Interaktion und das
Dekodieren sorgt, zeigt eine prézise Maschine, welche iiber lange oder kurze Entfernun-
gen klar definierte Bewegungen weitergibt, um eine genaue Dekodierung zu gewéhrleisten.
Das Dekodierungszentrum besteht ausschlieSlich aus RNA, wobei die Proteine als Struk-
turierungshilfe fungieren oder unterstiitzende Funktionen wahrnehmen. Das in dieser
Arbeit dargestellte Modell von T30S bietet einen strukturellen Rahmen zum besseren
Versténdnis der Mechanismen zur Dekodierung von genetischer Information. Die Kennt-
nis dieses Prozesses ist von fundamentaler Bedeutung fiir die Biologie, Biochemie sowie
auch fiir die Medizin.

Die kristallographische Betrachtung von drei weiteren T30S Komplexen mit den An-
tibiotika Tetracyclin und Edein sowie dem Initiationsfaktor 3 machen deutlich, dafl die
Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit die Grundlage fiir viele weitere, notwendige Un-
tersuchungen und Vorraussetzung fiir zukiinftige Bemiihungen sind.

Die Kenntnis der Struktur der kleinen ribosomalen Untereinheit von Thermus ther-
mophilus wird zum weiteren Verstdndnis von Protein-RNA Wechselwirkungen fithren
und den Weg zur Kristallisation von Ribosomen in verschiedenen funktionalen Zustdnden
ebnen. Sie wird ebenfalls die gezielte Konstruktion von Modellen zur Untersuchung der
Funktion des Ribosoms sowie den Entwurf neuer, effektiverer Medikamente zur Beeinflus-
sung der bakteriellen Proteinsynthese erleichtern.

Auch wenn letztendlich die Verlagerung der strukturellen Forschungen auf eukaryotische
Zellen noch aussteht, fiir die eine erfolgreiche Kristallisation der ribosomalen Partikel noch
nicht gelungen ist und die weitere Einblicke in die Natur des menschlichen Organismusses
bieten wiirden, hat die Strukturaufklarung dieses ribosomalen Partikels die vierzigjahrige
Suche nach dem Mechanismus der Proteinsynthese einen grofien Schritt vorangebracht.
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