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Mit der Rontgenstrukturanalyse
Strukturen knacken

Motor der Wirkstoff-Entwicklung

Chemiker stehen in ihrer Mentalitat Archi- von Ernst Egert
tekten nahe: Sie planen und bauen Mole-
kile. Schon lange, bevor der atomare Auf-
bau der Materie experimentell bewiesen
war, entwickelten sie genaue Vorstellungen
lUber die Raumstruktur von Molekilen. Erst
zu Beginn des 20.Jahrhunderts wurden die-
se »Arbeitshypothesen« — zum Beispiel das
von Jacobus van't Hoff postulierte Tetra-
edermodell fir den vierbindigen Kohlenstoff
- von den Physikern glanzend bestatigt.’V
Zwar ist es mittlerweile moéglich, die Struk-
tur von unbekannten Molekililen zuverlassig
vorherzusagen; doch nach wie vor sind ge-
naue experimentelle Strukturbestimmungen
ein unverzichtbarer Bestandteil vieler For-
schungsprojekte.

lung neuer, noch leistungstahigerer pharmazeuti-

scher Wirkstoffe ist die Suche nach Beziehungen
zwischen der Struktur von Molekiilen und ihrer biolo-
gischen Funktion (»rational drug design«). Dies setzt
voraus, dass die Strukturen von potenziellen Wirkstof-
fen oder zumindest dhnlichen Verbindungen zuverlassig
und genau bestimmt werden konnen. Aus der Vielzahl
von Strukturbestimmungsmethoden ragen zwei Verfah-
ren aufgrund ihrer besonderen Leistungstahigkeit he-
raus: die Kernmagnetische Resonanz-Spektroskopie
(NMR) und die Rontgenstrukturanalyse. Diese beiden
Verfahren sind heute in der chemischen Forschung un-
verzichtbar, so dass praktisch jede Forschungsabteilung
innerhalb der Chemie zumindest Zugang zu den dazu
erforderlichen GroRgerdten besitzt. Im Institut fiir Orga-
nische Chemie und Chemische Biologie der Johann
Wolfgang Goethe-Universitat wird die Bedeutung der
NMR-Spektroskopie und der Rontgenstrukturanalyse
durch die Ausrichtung zweier Professuren besonders
hervorgehoben. Hier werden diese beiden modernen
Strukturbestimmungsmethoden nicht nur als Service
fiir die synthetisch arbeitenden Forschungsgruppen be-
trieben, sondern auch kontinuierlich weiterentwickelt ¥ Die Cytochrom c-Oxidase ist ein zentrales Enzym der Atmungskette, einer Reakti-
und auf besonders anspruchsvolle Probleme ange- onska_skade, bgi dgr die Zt_alle die zur A_ufrechterhgltung ihrer Lebenﬁfunktion not-
wandt. AuRerdem erhalten die Chemie-Studierenden wendige Energie bildet. Die Stru'ktur dieses Proteins wurdg dur"ch Rontgenstruktur—

. .. . . analyse von Prof. Dr. Hartmut Michel am Max-Planck-Institut fiir Biophysik aufge-
an der Universitat Frankfurt — im Gegensatz zu vielen klart. Die hier abgebildete Cytochrom c-Oxidase stammt aus dem Bodenbakterium
anderen Universitdten — im Rahmen von Pflichtveran-  paracoccus denitrificans. Die C(alpha)-Ketten der Polypeptiduntereinheiten I, I1, IlI
staltungen einen grundlegenden Einblick in diesen Be-  und IV sind in griin, rot, blau beziehungsweise schwarz dargestellt. AuBerdem ist die
reich. Lage der gebundenen Kupferzentren (hellblau) und Hamgruppen (gelb) zu sehen.

E ine vielversprechende Strategie bei der Entwick-
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H Setzt man Einkristalle Rontgenstrahlung aus, erhalt man ein
Beugungsdiagramm, aus dem man die Kristall- und Molekdl-
struktur bestimmen kann (links). Liegt nur ein feinkristallines
Pulver vor, erhalt man stattdessen nur die charakteristischen
Pulverringe (rechts). Der Weg zur Struktur ist dann erheblich
steiniger.

anderen Methode erreichte Zuverlassigkeit und Genau-
igkeit wettgemacht. Ursache dafiir ist eine Fiille an ex-
perimentellen Daten. Wegen der unterschiedlichen Star-
ken und Schwachen gibt es zwischen Rontgenstruktur-
analyse und NMR-Spektroskopie keine erbitterte Riva-
litdt, sondern ein friedliches Miteinander. Die mit bei-
den Methoden erhéltlichen Aussagen ergdnzen sich
hervorragend, so dass in vielen Fallen beide Verfahren
angewandt werden.

Entwicklung der
Réntgenstrukturanalyse

Kristalle iiben seit Jahrtausenden eine gro3e Faszinati-
on aus, doch erst seit knapp hundert Jahren wei3 man,
dass ein »Rontgenblick« durch kristalline Materie ihre
innere Struktur offenlegt. Die Entdeckung Max von
Laues (Nobelpreis 1914), dass Rontgenstrahlen an Kris-
tallen gebeugt werden, und die blitzartige Erkenntnis
von Vater und Sohn Bragg (Nobelpreis 1915), dass
damit die atomare Struktur von Kristallen bestimmt
werden kann, hat eine dramatische Entwicklung in
Gang gesetzt. Seitdem ist der Fortschritt auf diesem Ge-
biet mit vielen weiteren Nobelpreisen gewiirdigt wor-
den. Darunter befinden sich auch James Watson und
Francis Crick, die vor genau 50 Jahren die berithmte
Struktur der DNA-Doppelhelix als Tragerin der Erbin-

b 4

E Ein ebenes flinfatomiges Molekdl (a) fihrt zu einer Patter-
sonfunktion mit 21 Maxima, die den Atom/Atom-Vektoren ent-
sprechen (b). Verbindet man die Maxima geschickt miteinan-
der, erhélt man funf Bilder der Molekulstruktur in der korrek-
ten Orientierung, wobei in jedem Bild ein anderes Atom im
Nullpunkt des Koordinatensystems liegt (c).

Die Rontgenstrukturanalyse besitzt gegeniiber der
NMR-Spektroskopie zugegebenermalf3en einige Nachtei-
le: Wahrend NMR-Untersuchungen im allgemeinen in
Losung stattfinden, muss eine Verbindung fiir eine
Rontgenstrukturanalyse zundchst kristallisiert werden.
Dadurch sind die Molekiile im Kristallverband zwangs-
laufig sehr regelmaRig und dicht gepackt, so dass iiber
ihre Beweglichkeit (Dynamik) nur begrenzte Aussagen
moglich sind. Dies wird allerdings durch die von keiner

formation erkannten, Max Perutz und John Kendrew,
die die ersten Proteinstrukturen bestimmten, und Jo-
hann Deisenhofer, Robert Huber und Hartmut Michel —
er ist am Frankfurter Max-Planck-Institut fiir Biophy-
sik tdtig — flir die Bestimmung der dreidimensiona-
len Struktur eines photosynthetischen Reaktionszen-
trums H. Insgesamt fast 30 Nobelpreistrager sprechen
eine deutliche Sprache fiir die Bedeutung dieses For-
schungsgebiets — insbesondere wenn man beriicksich-
tigt, dass die Gesamtzahl der bisher wissenschaftlich tati-
gen »Kristallographen«, darunter viele Chemiker, welt-
weit nur etwa 10000 betragt.

Die Rontgenstrukturanalyse beruht auf der Streuung
von Rontgenstrahlen an der Elektronenhtille von Ato-
men. Die in Kristallen vorhandene periodische Ord-
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nung in allen drei Raumrichtungen fiihrt zu einem drei-
dimensional-periodischen Beugungsmuster, das im Ge-
gensatz zur kontinuierlichen Streuung diskrete Maxima
von unterschiedlicher Starke (Intensitdt) aufweist H.
Durch Messung der Intensitdten — im allgemeinen meh-
rere tausend — an rechnergesteuerten automatischen
Messgeradten, so genannten Diffraktometern, lasst sich
im Prinzip die Elektronendichte im Kristall und damit
die Struktur der den Kristall autbauenden Molekiile er-
mitteln. Es gibt jedoch ein fundamentales Problem: Die
zentrale GrofRe bei der Rontgenstrukturanalyse ist der
Strukturfaktor, der die Information tiber die Positionen
der Atome im Kristall enthélt. Dabei handelt es sich um
eine komplexe Zahl, die durch einen Betrag und eine
Phase beschrieben werden kann. Konnte man den
Strukturfaktor vollstandig ermitteln, wadre mit Hilfe
eines einfachen Rechenverfahrens, einer Fouriertrans-
formation, die gesuchte Elektronendichte unmittelbar
zuganglich. Aus den gemessenen Intensitdten erhalt
man allerdings nur den Betrag des Strukturfaktors und
nicht seine Phase — dies gelingt nur in ganz wenigen
Faillen unter hohem apparativem Aufwand. Mit ande-
ren Worten: Die Halfte der eigentlich bendtigten Infor-
mation fehlt. Dies ist das beriihmt-bertichtigte Phasen-
problem der Rontgenstrukturanalyse.’?/

Vor etwa 50 Jahren erkannte man einen Ausweg aus
diesem Dilemma: Es zeigte sich, dass die gesuchten Pha-
sen nicht unabhdngig voneinander sind, sondern in
vielfdltigen Beziehungen miteinander stehen. Diese Be-
ziehungen sind allerdings nicht streng giiltig, sondern
unterliegen einer berechenbaren Wahrscheinlichkeit.
Dies fiihrte liber eine Entwicklungsarbeit von mehreren
Jahrzehnten zu den duBerst leistungstdhigen so ge-
nannten Direkten Methoden, deren Pioniere Jerome
Karle und Herbert Hauptman 1985 mit dem Nobelpreis
ausgezeichnet wurden. Dank hervorragender Rechen-
programme ist damit die Rontgenstrukturanalyse von
einer Kunst, die nur von wenigen Spezialisten be-
herrscht wurde, zumindest vordergriindig zu einem
»Routineverfahren« geworden. Ein eindrucksvoller Be-
weis dafiir sind die mehr als 250 000 Kristallstrukturen,
die — in Datenbanken gespeichert und ansprechend auf-
bereitet — fiir die Untersuchung vieler chemischer Pro-
bleme eine wahre Fundgrube sind. Auch die Anzahl der
Proteinstrukturen, deren Bestimmung bis vor wenigen
Jahren eine besondere Herausforderung darstellte,
wachst inzwischen exponentiell an. Allerdings werden
Strukturen von Makromolekiilen nicht mit den Direk-
ten Methoden, sondern mit speziell dafiir entwickelten
Verfahren aufgeklart.

Lokalisierung von Molekilfragmenten

Damit scheint das Problem der Strukturbestimmung mit
Hilfe von Rontgenbeugungsdaten gelost zu sein. Die Di-
rekten Methoden besitzen jedoch zwei Schwachpunkte:
Zum einen bendtigen sie gute experimentelle Daten.
Diese Forderung ist nicht immer zu erftillen, vor allem
wenn die Kristallqualitdt zu wiinschen iibrig ldsst, denn
nicht alle Verbindungen liegen in Form von Einkristal-
len entsprechender GréRe, etwa 0,3 Millimeter Kanten-
lange, vor. Zum anderen sind die oben erwdhnten statis-
tischen Beziehungen prinzipiell unzuverldssig, insbe-
sondere wenn die Grof3e der zu untersuchenden Struk-
tur zunimmt. Daher gibt es viele Kristallstrukturen, die
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[ Die Strukturen dieser drei Molekiile, die noch vor einiger Zeit als Problemstruktu-
ren galten, wurden mit PATSEE ohne Schwierigkeiten geldst. Die zur Strukturbestim-
mung erforderlichen minimalen Molekilfragmente sind durch gelbe Bindungen her-
vorgehoben (Kohlenstoff: schwarz, Sauerstoff: rot, Stickstoff: blau, Wasserstoffatome

sind weggelassen).

nicht automatisch bestimmt werden kdnnen, sondern
die Expertise eines ausgebildeten Kristallographen erfor-
dern. Ubrigens: Eine Rontgenstrukturanalyse steckt in
allen Stadien voller Fallen, in die selbst ausgebildete Kris-
tallographen leicht tappen konnen; deswegen ist sie kei-
neswegs ein »Routineverfahren« und wird dies auch
auf absehbare Zeit nicht werden! Immer wieder treten
Probleme auf, die trotz wiederholter Versuche mit die-
sen Methoden nicht gelost werden konnen. Deshalb
haben wir nach einem leistungsfahigen alternativen
Verfahren gesucht.

Die Direkten Methoden gehen nur von wenigen ele-
mentaren Voraussetzungen aus. Sie vernachlassigen je-
doch damit die Strukturinformation, die gerade bei or-
ganisch-chemischen Verbindungen schon vor Beginn
einer Rontgenstrukturanalyse wenigstens teilweise vor-
handen ist, zum Beispiel der Aufbau des Molekiilgeriists
oder die Anordnung vorhandener Atomgruppen. Wie
kann man diese wertvolle Information direkt fiir die
Strukturbestimmung ausnutzen? Den Schliissel dazu

Der Autor
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liefert die so genannte Pattersonfunktion, die unmittel-
bar aus den gemessenen Intensitaten berechnet werden
kann. Die Maxima dieser Funktion entsprechen den
Atom/Atom-Vektoren — also den gerichteten Abstanden —
in der Kristallstruktur. Da die Vektoren zwischen Ato-
men mit hoheren Ordnungszahlen im Periodensystem
zu besonders auffdlligen Maxima fiihren, bot die Patter-
sonfunktion als »Schweratommethode« vor der Ent-
wicklung der Direkten Methoden die einzige zuverlassi-
ge Strategie zur Losung des Phasenproblems. Fiir Mo-
lekiile ohne Schweratome wie Selen, Brom und Iod —
also fiir die meisten organischen Molekiile — ist dieses
Verfahren nicht anwendbar, doch es gibt einen Ausweg:
In der Pattersonfunktion sind n-Bilder eines n-atomigen -
Molekiils versteckt. Da die Anzahl der Vektoren quadra-
tisch mit der Anzahl der Atome wachst, sind diese Bil-

[ Die Struktur dieses Molekiils wurde mit PATSEE aus Pulver-
daten bestimmt. Das erfolgreich lokalisierte Suchfragment ist
durch gelbe Bindungen hervorgehoben und besteht aus unge-
fahr der Halfte des Molekils (Kohlenstoff: schwarz, Sauerstoff:
rot, Wasserstoff: hellgrau).

der schon bei mittelgroRen Molekiilen so verwischt,
dass man sie nicht erkennen kann. Falls jedoch ein sig-
nifikanter Teil der Molekiilstruktur a priori bekannt ist,
ergibt sich daraus ein ganzes Muster von Vektoren,
nach dem man gezielt suchen kann H. Bei dieser Suche
werden fiir das bekannte Molekiilfragment durch Rota-
tion und Translation alle moglichen Positionen erzeugt
und jedes Mal die berechneten Vektoren mit den ent-
sprechenden Werten der Pattersonfunktion verglichen.
Die korrekte Position sollte sich durch eine besonders
gute Ubereinstimmung zu erkennen geben. Ist das Mo-
lekilfragment erst einmal lokalisiert, ist es im allgemei-
nen nicht schwierig, die fehlenden Atome zu finden
und damit das Strukturmodell zu vervollstindigen.//

GroBe Molekiile und winzige Kristalle

Wadhrend meiner Postdoktorandentdtigkeit in Cam-
bridge erzielte ich erste Erfolge mit dieser Strukturlo-
sungsstrategie. Die Idee, die Methode zu automatisie-
ren, entwickelte sich zu einem Langzeitprojekt. Wieder-
holt fithrten neue Ideen zu signifikanten Verbesserun-
gen bei dem Bemiihen, die Strukturen immer groRerer
Molekiile mit moglichst kleinen Fragmenten zu bestim-
men. Das dabei entstandene Rechenprogramm PATSEE
wird mittlerweile von Kristallographen auf der ganzen
Welt benutzt und hat eine beachtliche Zahl von Kristall-
strukturen gelost, die zuvor als »unlosbar« galten. Da-
runter befinden sich einige spektakulare Erfolge, zum
Beispiel im Bereich der Oligopeptide und Oligosacchari-
de./* Falls ein verldssliches Molekiilfragment von aus-
reichender Grofie — etwa ein Fiinftel des gesuchten Mo-
lekiils reicht oft aus — zur Verfiigung steht und die expe-
rimentellen Daten nicht zu schlecht sind, findet PATSEE
mit grofler Wahrscheinlichkeit die richtige Losung E1.
Woher stammen die Suchfragmente? Eine ganz
wichtige Quelle sind die oben erwahnten kristallogra-
phischen Datenbanken; eine Suche nach dhnlichen Ver-
bindungen liefert sehr oft ein brauchbares Molekiilfrag-
ment. Eine konkurrenzfdhige Alternative stellen so ge-
H Die mit PATSEE bestimmte Struktur eines Oligonukleotids. Trotz signifikanter Ab- ~ nannte Kraftfeldmethoden dar, bei denen mit Hilfe
weichungen von der zu lésenden Struktur wurde das Suchfragment korrekt lokalisiert.  eines empirischen Ansatzes die Strukturen von meist
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organischen Molekiilen schnell und zuverlassig berech-
net werden konnen.

Unsere aktuellen Forschungsanstrengungen verfol-
gen zwei Ziele: die Bestimmung noch groferer Mo-
lekiilstrukturen und die Strukturaufklarung aus Pulver-
daten. Vor einiger Zeit ist es uns am Beispiel von Oli-
gonukleotiden, die als Doppelhelix vorliegen, erstmals
gelungen, Strukturen mit mehr als 500 Atomen mit
Hilfe der Fragmentsuche zu bestimmen H. Dies ist des-
halb von Bedeutung, weil es bei der Rontgenstruktur-
analyse eine »Liicke« bei mittelgroRen Strukturen gibt:
Waihrend die Strukturen »kleiner« Molekiile mit weni-
ger als 200 Atomen und groer Molekile, vor allem
von Proteinen, mit mehr als 1000 Atomen mit Hilfe gut
etablierter Verfahren bestimmt werden konnen, beste-
hen im Zwischenbereich noch erhebliche Probleme. Da
viele der heutzutage untersuchten Molekiile, insbeson-
dere auch biologisch interessante Molekiile, diese
GroBBenordnung aufweisen, ist die Entwicklung noch
besserer Strukturbestimmungsmethoden ein wichtiges
Forschungsziel. Hier wollen wir auch in Zukunft einen
Beitrag leisten.

Viele Verbindungen kristallisieren notorisch schlecht;
bestenfalls erhdlt man ein kristallines Pulver, das beim
Rontgenbeugungsexperiment kein dreidimensional auf-
gelostes Muster, sondern die typischen Pulverringe A
ergibt — dies bedeutet letztendlich die Reduktion der
Daten auf eine Dimension. Eine Strukturbestimmung
mit einer solch geringen Datenmenge ist eine duf3erst
schwierige Aufgabe. Ist der Datenverlust durch die
Kenntnis eines Molektilfragments kompensierbar? Nach
vielen Tests mit bekannten Strukturen sind die Parame-
ter jetzt so weit optimiert, dass uns vor kurzem erstmals
die Bestimmung einer unbekannten Struktur aus Pul-
verdaten gelang. Nachdem wir danach doch noch gut
ausgebildete Kristalle erhalten hatten, fithrten wir zur
Kontrolle eine «klassische» Rontgenstrukturanalyse
durch — mit dem zufriedenstellenden Ergebnis, dass die
beiden Strukturen sehr gut iibereinstimmen @ .

Mit Hilfe von Struktur-/Funktions-Beziehungen ist —
wie oben erwahnt — eine gezielte Suche nach Wirkstof-
fen moglich. Allerdings erfordert dieser Ansatz leis-
tungsfahige Methoden zur Bestimmung der Strukturen
bekannter und unbekannter Verbindungen, damit die
biologische Wirkung potenzieller Kandidaten beurteilt
werden kann, ohne dass die Verbindungen tatsachlich
durch chemische Synthese hergestellt werden miissen.
Aus diesem Grund hat unsere Arbeitsgruppe auch ein
Computerprogramm zur Vorhersage von Molekiilstruk-
turen entwickelt, das »Molecular Modelling«-Programm
MOMO, aber das ist eine andere Geschichte. L 2
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