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1 Einleitung

Seit der Entdeckung der Rontgenstrahlung durch Wilhelm Conrad Roéntgen im Jah-
re 1895 hat diese einen stets tieferen Einblick in immer neue, zuvor unzugingliche
Strukturen der Materie ermoglicht. Schnell erkannte man den praktischen Nutzen fiir
die Medizin und ebenso ziigig auch die grofle Bedeutung der gegeniiber sichtbarem
Licht oder UV-Strahlung viel kiirzeren Wellenléinge fiir die Strukturaufklérung an Ma-
terie. Viele neue, experimentelle Methoden wurden seitdem entwickelt, beispielhaft ge-
nannt seien hier die Rontgenfluoreszenzanalyse und Rontgenabsorptionsspektroskopie,
die z.B. Einblicke in die chemische Zusammensetzung einer Probe erméglichen. Einen
besonderen Stellenwert nimmt die Methode der Rontgenkristallographie ein, weil sie
bei kristallinen Proben in der Lage ist, die Struktur bis auf atomare Dimensionen auf-
zukldren. Diese eignet sich sogar fiir biologische Makromolekiile, deren Molekiilmasse
zu grof fiir eine Untersuchung mit Hilfe der Methode der Kernspinresonanz ist (engl.
Nuclear Magnetic Resonance, NMR).

Wenn die Voraussetzungen fiir die Strukturbestimmung mittels Rontgenkristallo-
graphie nicht gegeben sind, weil z.B. ausreichend grofie und homogene Kristalle nicht
herstellbar sind, findet die Methode der Rontgenkleinwinkelstreuung (engl. Small Angle
X-Ray Scattering, SAXS) oder Neutronenkleinwinkelstreuung (engl. Small Angle Neu-
tron Scattering, SANS) Anwendung. Der wesentliche Vorteil dieser Verfahren gegeniiber
anderen Methoden der Strukturbestimmung ist die Anwendbarkeit auf vollig ungeord-
nete Probensysteme, wie es beispielsweise bei gelosten Proteinen der Fall ist. Selbst
wenn ein Protein sich nicht kristallisieren l:ift, kann man aus diesem reine, wissrige
Losungen herstellen - eine ideale Voraussetzung fiir die Anwendung von SAXS- und
SANS-Methoden.

SAXS- und SANS-Methoden erméglichen die Messung geometrischer Parameter
der Proteinmolekiile selbst fiir den Fall stark verdiinnter Losungen. So ist es moglich,
Strukturaufklirung an Proteinen in ihrer natiirlichen, wissrigen Umgebung zu betrei-
ben. Ebenfalls zugéinglich sind dariiber hinaus funktionelle Strukturéinderungsprozesse,
wie sie in Form von Faltungs- und Entfaltungsprozessen bei vielen Proteinen auftreten
und fiir deren biologische Funktionen von hochster Bedeutung sind.

Bedingt durch die iiblicherweise kleinen Konzentrationen der untersuchten Prote-
inlosungen sowie durch den geringen Elektronendichtekontrast zwischen den Protein-
molekiilen und dem sie umgebenden Losungsmittel, ist das Streusignal eines SAXS-
Experiments in aller Regel sehr schwach. Um dennoch ein Spektrum mit ausreichender
Zahlrate zu erhalten, wird eine moglichst intensive und brilliante Rontgenquelle beno-
tigt. Die begrenzte Intensitit von Rontgenrshren erweist sich oft als zu schwach, um
Messungen in SAXS-Geometrie an stark verdiinnten Proteinlésungen zu betreiben.

Mit der Entstehung der ersten dedizierten Elektronenspeicherringe fiir die Erzeu-
gung von Synchrotronstrahlung in den 80er Jahren standen erstmalig Quellen hoch-
brillianter Rontgenstrahlung zur Verfiigung, die zudem eine in weitem Rahmen freie
Wahl der Wellenléinge erméglichten. Durch die Nutzung der Synchrotronstrahlung und
paralleler Entwicklung immer leistungsfihigerer Computer hat die strukturelle Biologie
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seitdem einen entscheidenden Vorschub erfahren: In der weltweit grofiten Datenbank
fiir 3D-Strukturen biologischer Makromolekiile, der Protein Data Bank [PDB], waren
zu Beginn der Entstehung dieser Arbeit etwa 45000 Strukturen verzeichnet. Hiervon
wurden ca. 37500 mittels Verfahren der Rontgenstreuung aufgekléirt und davon ca. 90%
allein in den letzten 10 Jahren. Die zeitliche Entwicklung der Gesamtzahl der in der
Protein Data Bank verzeichneten Strukturen wihrend der letzten Jahre l&ft sich in
Abbildung 1.1 eindrucksvoll nachverfolgen.
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Abbildung 1.1: Zeitliche Entwicklung der Anzahl der in der Protein Data Bank (PDB) verzeich-
neten, mittels Rontgenstreumethoden strukturell aufgeklirten Biomolekiile. Daten entnommen aus
[PDB], Stand 06,/2007.

Die Entwicklung eines Instruments, das SAXS-Experimente an Proteinlésungen an
der Dortmunder Synchrotronstrahlungsquelle DELTA erméglichen sollte, ist wesentli-
cher Gegenstand dieser Arbeit.

Im Zuge dieser Arbeit wurden mehrere Proteinsysteme mit Hilfe des neuen Instru-
ments untersucht. Erste Referenzmessungen erfolgten an dem sehr gut erforschten und
leicht verfiigbaren Protein Lysozym. Anschlielend wurde eine ausfiihrliche Charakteri-
sierung des Molekiils in wissriger Losung sowie in Anwesenheit zusétzlich zur Losung
beigemischter Substanzen (Cosolventien) vorgenommen und die intermolekulare Wech-
selwirkung untersucht.

Das intermolekulare Wechselwirkungspotenzial von Insulin, einem amyloidogenen
also unter bestimmten Bedingungen zu unloslichen und pathogenen Proteinkomple-
xen aggregierdenden Protein, wurde im Hinblick auf die Proteinaggregation, die fiir
die Entstehung von vielen Krankheiten verantwortlich gemacht wird, untersucht. In
einem #hnlichen Zusammenhang steht das ebenfalls untersuchte Protein Staphylokok-
ken Nuclease, ein fiir die Erforschung von Proteinfaltungs- und Entfaltungsprozessen
hervorragend geeignetes Modellprotein.



Creutzfeld-Jakob, Bovine spongiforme Enzephalopathie (BSE), Alzheimer’sche und
die Parkinson’sche Krankheit - all diese Erkrankungen wurzeln in fehlgefalteten Prote-
inen (z.B. Prionen), die durch anschlieende Aggregation zu unloslichen Ablagerungen
am neuronalen Gewebe oder in anderen Organen fithren und eine schleichende Zersto-
rung dieser verursachen. Die genauen Mechanismen, die hinter diesen Fehlfaltungen
stehen, sind daher von hochster Bedeutung fiir das Versténdnis der genannten Erkran-
kungen und fiir die Entwicklung entsprechender Heilmittel.

Um Entfaltungsprozesse von Proteinen mit dem neuen SAXS-Instrument untersu-
chen zu konnen, wurden geeignete Probenumgebungen entwickelt, die die Moglichkeit
schufen, Druck- und Temperaturbedingungen einstellen zu kénnen, unter den Proteine
Entfaltungsprozessen unterliegen und so einen tieferen Einblick in die diesen Prozessen
zugrundeliegenden Effekte zu erhalten.

Diese Arbeit gliedert sich in vier wesentliche Abschnitte: Im ersten Teil werden
die theoretischen Grundlagen der Rontgenstreuung an Materie dargelegt. Das zweite
Kapitel gibt einen kurzen Uberblick iiber den Aufbau und die Natur von Proteinen
gefolgt von Details iiber die im Zuge dieser Arbeit untersuchten Proteine. Im dritten
Kapitel werden die Beamline BL9 des DELTA sowie das dort entstandene, neue SAXS-
Instrument ausfiihrlich beschrieben und anschlieend die externen Strahlungsquellen
vorgestellt, an den ergéinzende Messungen vorgenommen worden sind. Die Ergebnisse
der am DELTA sowie der an den externen Strahlungsquellen durchgefiihrten Messungen
sind im fiinften Kapitel dargestellt, und eine Zusammenfassung bildet den Inhalt des
letzten, sechsten Kapitels.



2 Grundlagen der Rontgenstreuung

Man spricht von elastischer Rontgenstreuung, wenn die Energie £ = hv bzw. die
Wellenléinge A = ¢o/v der einfallenden und der gestreuten Wellen gleich ist, mit der
Frequenz v, dem Planck’schen Wirkungsquantum h und der Lichtgeschwindigkeit im
Vakuum cq. Elastische Streuung wird hiufig auch als kohirente Streuung (bei nicht-
kohdrenter Anregung) bezeichnet. Die Wellenléinge der Rontgenstrahlung in einem
Rontgenkleinwinkelstreuexperiment ist stets so gewihlt, dass die gestreute Intensitét
im Wesentlichen durch elastische Streuprozesse hervorgerufen wird.

Der Streuprozess als solcher ist als statisch anzusehen, denn die dynamischen Pro-
zesse auf atomarer Skala sind viel zu kurzlebig, um in einem SAXS Experiment erfasst
zu werden, wenngleich sie inzwischen prinzipiell mit Hilfe der Synchrotronstrahlung
detektiert werden konnen. Wenn von zeitaufgeloster Rontgenstreuung die Rede ist, so
ist damit stets gemeint, dass eine zeitliche Verédnderung der Probe detektiert wird,
die durch duflere Parameter (Temperatur, Druck, Cosolventien etc.) verursacht wird
und die auf einer gegeniiber den dynamischen Prozessen der Materie unvergleichbar
lingeren Zeitskala stattfindet.

Einen Uberblick iiber die mit Hilfe der Rontgenstreuung und anderer experimen-
teller Methoden zugénglichen Lingenskalen und Strukturen gibt die Abbildung 2.1.
Die genauen Zusammenhénge zwischen der Intensitétsverteilung des Streubildes und
der inneren Struktur der Materie sind Gegenstand der folgenden Unterkapitel iiber die
Theorie der Rontgenstreuung.
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Abbildung 2.1: Ubersicht der iiber verschiedene Methoden zugginglichen Lingenskalen. Verwende-
te Abkiirzungen: Dynamic Light Scattering (DLS), Small Angle Neutron Scattering (SANS), TEM
(Transmission Electron Microscopy), USAXS (Ultra Small Angle X-Ray Scattering).



2.1 Der Streuprozess

Die klassische Streutheorie nach [Thomson| und [Debye] bildet die mathematische
Grundlage der Rontgenkleinwinkelstreuung. Es wird nur die kohérente Streustrahlung
beriicksichtigt und Mehrfachstreuprozesse vernachléssigt [Guinier55]. Die genannten
Voraussetzungen sind somit im Wesentlichen die gleichen wie in der Kristallstruktur-
analyse. Von diesen ausgehend soll nun die Streuamplitude bestimmt werden, die von
einem einzelnen Partikel verursacht wird, das vom homogenen Medium (Losungsmittel)
umgebenen ist.

Die prinzipielle Darstellung eines elastischen Streuprozesses fiir ein im Vakuum
befindliches Partikel ist in der Abbildung 2.2 gezeigt.

Ges‘\!e\.i&ewe\\e

k;

Einfallende Welle

Abbildung 2.2: Prinzipielle Skizze eines Streuprozesses. Der einfallende Rintgenstrahl, gekennzeich-
net durch den Wellenvektor K;, wird exemplarisch an zwei punktformigen Streuzentren innerhalb des
Partikels gestreut. Zu der unter einem Streuwinkel 26 gestreuten Intensitéit gehort ein Wellenvektor
k¢ und der Wellenvektoriibertrag ist definiert als q = kg — k;

Die Wellenvektoren k; der einfallenden und k¢ der gestreuten Welle sind bei der
elastischen Streuung betragsgleich und definiert als
27
ki=ky=—. 2.1
= (2.1)
Zau der unter einem Streuwinkel 26 gestreuten Intensitéit gehort ein Wellenvektoriiber-
trag q = k¢ — k;, fiir dessen Betrag im elastischen Streuprozess gilt
41

¢= sin(6). (2.2)

Fiir die Amplitude A(q) der unter einem Streuwinkel 20 gestreuten Welle gilt
A(q) = Aefneiq.rn- (23)

Hierbei kennzeichnen r,, die Position des Streuzentrums (siche Abbildung 2.2), A, die
Streuamplitude eines einzelnen Elektrons und f, die Streukraft des punktformigen
Streuers, die als Verhiltnis der gestreuten und der einfallenden Amplitude definiert
ist. Zwar ist die Streukraft auch eine Funktion von q, wenn aber statt eines punktfor-
migen Streuers das an dieser Stelle platzierte Atom betrachtet wird, gilt bei kleinen
Streuwinkeln nidherungsweise f(q) ~ f(0) = Z mit der Elektronenzahl Z.
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Um nun zu der an einem ausgedehnten System gestreuten Intensitét zu gelangen,
muss man beriicksichtigen, dass die an allen Punkten des Partikels generierten Sekun-
dérwellen miteinander interferieren. Wie spéter gezeigt wird, kann das umgebende,
homogene Medium zunichst ignoriert werden. Die vom aus K Atomen zusammenge-
setzten Partikel ausgehende Streuamplitude A(q) ist eine phasengerechte Superposition
der von allen Atomen des Partikels ausgehenden Streuwellen, und es gilt

Al@) =D Anlq) = Ao fue'@™, (2.4)

Fiir die gestreute Intensitit I(q) gilt dann [Guinier55]

I(q) = A(q)A(q)* = A? (Z f) (Z fm> — 23S fufmcos(d- T,),

n=1 m=1
(2.5)
wobei r,,,, = r,, — r,, der Abstandsvektor zweier beliebiger Atome innerhalb des Par-
tikels ist.

Da die Energie eines Rontgenphotons sehr grof3 im Vergleich zu den Bindungsener-
gien in leichten Atomen ist, verhalten sich die Elektronen im Feld der einfallenden
Welle wie freie Elektronen !. Fiir die im Abstand a unter einem Winkel 26 von einem
einzelnen Elektron gestreute Intensitéit I, = A? gilt dann die nach Thomson benannte
Streuformel

Iy ,1 2(2 1
I = a—ng +C028 ( 8) _ a_grgp (2.6)
mit dem klassischen Elektronenradius r. = €*/(m.cidneg) und der einfallenden In-
tensitéit [y fiir den Fall unpolarisierter Strahlung. Hierbei bezeichnen e und m,. die
Ladung bzw. die Masse des Elektrons sowie ¢; die elektrische Feldkonstante. Bei der
Verwendung von (horizontal polarisierter) Synchrotronstrahlung gilt fiir den Polarisati-
onsfaktor P in vertikaler Streuebene ein Wert von 1 und in horizontaler Streuebene ein
Wert von cos?(260). Unter den in einem SAXS-Experiment beobachteten, kleinen Win-
keln kann P jedoch stets gleich 1 gesetzt werden und die von einem Elektron gestreute
Intensitit besitzt dann keine 26-Abhiingigkeit.

2.2 Die Rontgenkleinwinkelstreuung

Friih erkannte man, dass Substanzen, die aus submikrometergrofien Partikeln beste-
hen (z.B. kolloidiale Pulver, Faserstoffe) stets ein diffuses Rontgenstreubild bei kleinen
Winkeln verursachten. Bereits in den 30er Jahren des letzten Jahrhunderts wurde die
diffuse Streuung mit der ungeordneten rédumlichen Verteilung dieser Partikel in Ver-
bindung gebracht [Krishnamurti].

'Eine Ausnahme bilden die Elektronen schwerer Atome, deren Beitrag aber bei SAXS-
Experimenten an Proteinen in der Regel keine Rolle spielt.
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Die in einer Fliissigkeit gelosten Teilchen besitzen in aller Regel keine Vorzugsori-
entierung, vielmehr sind sie gleichméfig in alle Raumrichtungen orientiert. Demzufolge
ist die Verteilung der an einer solchen, fliissigen Probe gestreuten Intensitét richtungs-
unabhingig, und die gestreute Intensitéit ist lediglich eine Funktion des Streuwinkels.

In einem Rontgenkleinwinkelstreuexperiment wird das Probenvolumen, welches prin-
zipiell fliissig, fest oder sogar gasformig sein kann, vom monochromatischen Réntgen-
strahl durchstrahlt und die unter kleinen Winkeln (unterhalb von 10 Grad) gestreute
Intensitit wird aufgezeichnet. Die Aufzeichnung der gestreuten Intensitéit erfolgt tibli-
cherweise mit einem 2-dimensional ortsauflosenden Detektor, um einerseits die Zihlrate
durch anschlieende radiale Integration zu erhthen und andererseits um Anisotropien
im Streusignal - falls welche vorhanden sind - erkennen zu kénnen. Der prinzipielle
Aufbau eines SAXS-Experiments ist in Abbildung 2.3 dargestellt.

—>. »
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Abbildung 2.3: Prinzipielle Skizze eines SAXS-Experiments. Der einfallende Rontgenstrahl wird an
der Probe gestreut und die gestreute Strahlung wird typischerweise mit Hilfe eines zweidimensional

auflésenden Detektors in Abhingigkeit vom Streuwinkel 20 aufgezeichnet.

Die Beschriankung auf kleine Winkel folgt unmittelbar aus dem Reziprozititsgesetz,
das fiir alle Streuphénomene von elektromagnetischen Wellen gilt: Umso grofler die Di-
mensionen der die Streuung verursachenden Strukturen sind, desto kleiner sind die
Winkel, unter denen die Streueffekte zu beobachten sind. Ganz analog verhilt es sich
mit der Beugung von Neutronen, der lediglich ein anderes physikalisches Wirkungs-
prinzip zu Grunde liegt.

Die iiber Rontgenkleinwinkelstreuung zugénglichen Léngenskalen - in anderen Wor-
ten die Auflosung eines SAXS-Experiments - liegen iiblicherweise in der Groflenordnung
zwischen 10 und 1000 A (1A = 0.1nm).

In einer verdiinnten Losung aus kugelformigen Partikeln, deren Abstédnde unregel-
mifig und grof gegeniiber der Wellenlinge der einfallenden Rontgenstrahlung sind,
besitzen die von allen Partikeln ausgehenden, gestreuten Wellen eine zufillige Phasen-
beziehung zueinander. Die Gesamtamplitude entspricht dann einfach dem Vielfachen
der Amplitude eines einzelnen, isoliert gedachten Partikels.

Man betrachte ein kugelférmiges Teilchen, dessen Durchmesser 2R grof§ gegeniiber
der Wellenlénge ist und dessen strukturelle Inhomogenitéten nur auf molekularer Ebene
zu finden sind, also auf einer Lingenskala, die sehr klein gegeniiber der Wellenléinge ist.
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Ein solches Teilchen hat demnach aus der “Sicht” des Rontgenstrahls eine homogene
Dichte, was einen typischen Fall fiir Proteinmolekiile darstellt.

Die von allen Teilen des Partikels in Einfallsrichtung gestreuten Wellen sind stets
in Phase und {iiberlagern sich konstruktiv zum Intensititsmaximum unter dem Streu-
winkel 26 = 0. Steigt der Streuwinkel, so erhoht sich auch die Phasendifferenz zwischen
den von den einzelnen Volumenelementen ausgehenden, gestreuten Wellen und die Am-
plitude sinkt bedingt durch die zunehmende destruktive Interferenz. Im Falle von ku-
gelférmigen Streuern kommt es letztlich zu einem Verschwinden der Streuintensitéit
unter einem Streuwinkel, der durch qR ~ 4.493 bestimmt ist ? (siche Abbildung 2.4).
Betrachtet man zwei unterschiedlich grofle Partikel, so folgt gemifl Gleichung 2.2, dass
der Winkel, unter dem das Verschwinden der Streuintensitéit zu beobachten ist, umso
grofler sein muss, je kleiner das Partikel ist. Dies demonstriert, wie man bereits aus
dem Verlauf der winkelabhéng gestreuten Intensitéit Riickschliisse auf die Geometrie
der beteiligten Partikel ziehen kann.

10°
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Abbildung 2.4: Vergleich der berechneten Intensitiit eines exakt kugelfsrmigen Streuers mit realen,
durch Polydispersitéit und Abweichung von der Kugelform abweichenden Messdaten.

Eine Abweichung der Geometrie von der Kugelform schléigt sich sowohl im Inten-
sitdtsverlauf bei kleinen Winkeln als auch in der Lage der Minima nieder. Bei einem
realen System, in dem die Streuer nicht zwingend eine exakt kugelférmige Form besit-
zen und/oder eine nicht konstante Grofle aufweisen (Polydispersitét), wandeln sich die
scharfen Nullstellen in lokale Minima. Es ergibt sich ein typischer Verlauf der SAXS-
Streuintensitét, die gekennzeichnet ist durch ein Maximum bei q = 0 und die stark
abfallende, durch die Minima modulierte Intensitéit bei grofleren Winkeln, so wie in
Abbildung 2.4 dargestellt.

2.3 Komplexe Partikel

Fiir ein ausgedehntes Makromolekiil, das zudem von Losungsmittel umgeben ist, wire
es bei der groflen Anzahl der beteiligten Atome sehr schwierig aus den exakten Atom-

2Der exakte Wert entspricht der kleinsten Losung der transzendenten Gleichung qR = tan(qR)
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positionen gemifl Gleichung 2.5 zu der Streuintensitéit zu gelangen. Es ist daher zweck-
mifig, die diskreten Atompositionen durch eine kontinuierliche rdumliche Funktion der
Elektronendichte zu ersetzen, denn die Elektronen allein tragen zum Rontgenstreusi-
gnal bei [Guinier63].

Die in Gleichung 2.4 vorkommende Streukraft f,, an der Stelle r,, kann dazu durch
p(r)dV ersetzt werden, wobei p(r) die ortsabhiingige Elektronendichte ist. Mit der so
definierten rdumlichen Elektronendichte kann die Summation durch eine Integration
ersetzt werden, und Gleichung 2.4 wird zu

Alq) = A, / p(r)ei V. (27)

Der Einfachheit halber wird die Einheitsamplitude fortan A, = 1 gesetzt. Die Glei-
chung 2.7 ist offensichtlich eine Fouriertransformation der Elektronendichteverteilung
p(r) des betrachteten Partikels. Man erkennt darin die wesentliche Aussage der 1.
Born’schen Ndiherung wieder: Die Streuamplitude fiir einen elastischen Streuprozess
an einem Storpotenzial ist gleich der Fouriertransformierten des Potenzials. Bei der
elastischen Rontgenstreuung ist das Storpotenzial gerade die rdumliche Elektronen-
dichteverteilung p(r).

Es ergibt sich somit ein Streubild, in dem die Variation der Intensitét in Abhéngig-
keit vom Beobachtungswinkel charakteristische Informationen iiber die Elektronendich-
teverteilung und damit iiber die Struktur des die Streuung verursachenden Partikels
enthilt. Einen besonderen Stellenwert hat hierbei die hypothetische (weil experimentell
nicht zugéingliche) Amplitude A(q = 0), also die unter dem Winkel 260 = 0 beobach-
tete. Fiir diesen Streuwinkel ist das Integral proportional zur Gesamtzahl N aller im
bestrahlten Probenvolumen enthaltenen Elektronen, denn

A(0) o / p(r)dV =Y f,=N. (2.8)

Mehrfachstreuprozesse, also z.B. die erneute Streuung einer Sekundérwelle, werden in
dieser Beschreibung nicht berticksichtigt. Diese konnen bei stark streuenden Proben
grofler Dicke jedoch einen durchaus nicht zu vernachléssigenden Beitrag zum Gesamt-
streusignal liefern. Durch die Verwendung eines ausreichend diinnen Priparates mit
geringer Streukraft (wie im Falle von Proteinlsungen) ist die Mehrfachstreuung aller-
dings in der Tat vernachléssigbar.

Die Annahme der Abwesenheit von inkohérenter Streuung ist dariiber hinaus eben-
falls nicht ganz korrekt. Die z.B. durch Fluoreszenz erzeugte inkohéirente Streustrahlung
(also mit einer von der einfallenden Welle verschiedenen Wellenléinge) ist jedoch isotrop
und trigt zum Gesamtstreubild unter kleinen Winkeln lediglich in Form eines konstan-
ten, aber um viele Groflenordnungen schwicheren Untergrundes bei und bleibt daher
vernachlissigbar.
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2.4 Partikel in Losung

Die fiir die Berechnung der Streuamplitude verwendete Elektronendichteverteilung p(r)
beschrinkte sich bisher auf das Proteinmolekiil, eine Beriicksichtigung des Losungs-
mittels fand bislang nicht statt. Betrachtet man jedoch ein Proteinmolekiil mit der
Elektronendichte p,(r), das von einem als homogen anzusehenden Losungsmittel mit
der Dichte p, umgeben ist und beriicksichtigt, dass das (bestrahlte) Losungsvolumen
sehr grofl gegeniiber den Proteindimensionen ist, kann die Gesamtstreuamplitude ge-
schrieben werden zu

A@= [  (p)-p)eravep, [ e (20
V.Protein

V.Ldsung

Die Streuamplitude setzt sich demnach zusammen aus einem Term, der den Streu-
beitrag des Proteinmolekiils angibt und nur die Elektronendichtedifferenz p,(r,) — p,
beriicksichtigt sowie aus einem Term, der die Streuung an dem gesamten Losungs-
mittel wiedergibt. Bei makroskopischen Dimensionen des Probenvolumens ist dieser
Term gleich einer Deltafunktion, so dass der Streubeitrag des Losungsmittels auf die
Vorwértsstreuung beschréinkt ist, d.h. nur fiir A(0) von Null verschieden ist. Dem-
nach ist fiir die im Experiment zuginglichen Werte ¢ > 0 die Streuamplitude eines
von Losungsmittel umgebenen Proteinmolekiils gleich der eines im Vakuum gedachten
Proteinmolekiils, mit einer Elektronendichte, die um den Wert der Elektronendich-
te des Losungsmittels reduziert ist. Wann immer im Folgenden die Elektronendichte
Erwiéhnung findet, ist damit fortan die Elektronendichtedifferenz

p(r) = py(r) — py (2.10)

gemeint.

2.5 Isotrope Systeme

Diese Arbeit beschrinkt sich auf die Untersuchung verdiinnter Systeme von wéssrigen
Proteinlosungen, in den die einzelnen Partikel keinerlei Vorzugsorientierung besitzen.
In anderen Worten handelt es sich um isotrope Systeme, deren Streubilder bei einer
Anderung der Orientierung der Probe bzgl. der Strahlrichtung konstant bleiben.

In diesen Fillen kann der Phasenfaktor €4 in der Gleichung 2.7 durch einen rium-
lich gemittelten Term * ersetzt werden, und die Gleichung vereinfacht sich zu

(A@Q), = / p(r) (€97)_ dV = / p(r)sjrlq(ifr)dv . /0 h p(r)sjr;(%ﬂr2dr. (2.11)

Bei ausreichend verdiinnten Systemen, d.h. wenn die Abstéinde der Partikel in der
Losung sehr grof3 gegeniiber der Wellenléinge der verwendeten Rontgenstrahlung sind

3Die Raummittelung erfolgt iiber den vollen Raumwinkel 2 = 47 und geschieht wie folgt: <eiq"’>Q =

iqr 2T T iqer o sin(q-r
& [eard =L [T [ et sm9d9d¢>:4q.qr—l
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und es daher nicht zu Interferenzeffekten zwischen den von den einzelnen Partikeln
ausgehenden Streuwellen kommen kann, ist die Streuamplitude des gesamten Systems
proportional zu der Streuamplitude eines einzelnen, iiber alle moéglichen Orientierun-
gen gemittelten Partikels gemifl Gleichung 2.11. Fiir die Streuintensitéit des gesamten
Probensystems aus identischen Partikeln, auch Formfaktor F'(¢) genannt, folgt dann

Fg) = (|A(@)")q- (2.12)

Unter den genannten Voraussetzungen kann also die an einer verdiinnten Proteinlo-
sung gestreute Intensitét aus der gegebenen Elektronendichteverteilung eines einzelnen
Partikels (Proteins) berechnet werden.

2.6 Die Abstandsverteilungsfunktion

Wie in Gleichung 2.7 gezeigt, besteht ein eindeutiger Zusammenhang zwischen der
réumlichen Elektronendichteverteilung p(r) und der Streuamplitude A(q). Dieser Zu-
sammenhang ist durch eine Fouriertransformation gegeben; zu der Elektronendichtever-
teilung, einer Funktion im realen Raum, existiert also die zugehorige Streuamplitude als
Funktion im reziproken Raum. Uber diesen Zusammenhang und die im letzten Kapitel
angefiithrte Mittelung lésst sich die Observable des Streuexperiments - die Streuinten-
sitét - einfach berechnen, wenn die Elektronendichteverteilung der streuenden Partikel
bekannt ist. Der umgekehrte Weg, also aus der Messung des Streusignals mittels einer
Fourier-Riicktransformation zuriick zu der Elektronendichteverteilung zu gelangen und
so sémtliche strukturelle Information iiber das streuende Objekt zu erhalten, ist nicht
moglich. Zum einen geht durch die rdumliche Mittelung der Streuamplitude ein Grof3-
teil der Strukturinformation verloren. Dariiber hinaus kann in einem SAXS-Experiment
stets nur die Intensitétsverteilung gemessen werden, die Amplitudenfunktion mit ihrer
fiir die Riicktransformation erforderlichen Phaseninformation ist jedoch nicht zugéing-
lich.

Man kann dennoch aus dem Informationsgehalt des Streubildes Riickschliisse auf
rdumliche Strukturen des Streuers ziehen, indem man andere Verkniipfungen zwischen
dem Realraum und dem mittels Streumethoden zugénglichen reziproken Raum nutzt.
Fiir die Intensitdt 1(q) gilt gemifl Gleichung 2.12

I(q) = A(q)A(q)" = L / / p(r1)p(ry)e " E2T) gV, dV;, (2.13)

Mit der Variablensubstitution r = ro — r; erhélt man

I(q) = 1. //p(rl)p(rl +1)e Vi dV = /P(r)eiq'rdv, (2.14)

was wieder eine Fouriertransformation ist, diesmal jedoch die der Funktion P(r), auch
bekannt als die Patterson Funktion. Dabei handelt es sich um die Autokorrelation der
Elektronendichte [Glatter]

P) = [ ple)ptrs +1)dvi (2.15)
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Die Gleichung 2.14 liefert einen weiteren Zusammenhang zwischen dem realen Raum
und dem reziproken Raum, diesmal ist es allerdings die Fouriertransformation der
Streuintensitéit, und diese ist im Gegenteil zur Streuamplitude iiber das Streuexpe-
riment zugénglich. Wendet man auf den in Gleichung 2.14 erhaltenen Ausdruck fiir die
gestreute Intensitéit ebenfalls eine rdumliche Mittelung an, so erhélt man schlief$lich
[Feigin]
* sin(qr)
I(q) = (I(q))g = 47?/ 7(7“)77“2(17“. (2.16)
0

Eine Umkehrung der Fouriertransformation liefert (r), die Abstandsverteilungsfunk-

tion (engl.: distance distribution function), auch bekannt als charakteristische Funktion
[Guinierb5], fiir die gilt

1) = Pa =55 | 10 e (2.17)

Man erhilt damit eine Verkniipfung zwischen einer Funktion des realen Raums - nim-
lich der Abstandsverteilungsfunktion «(r) - und der experimentell direkt zugénglichen
Intensitétsfunktion /(q) (siehe Gleichung 2.17). Es bietet sich daher an, den Informati-
onsgehalt dieser Funktion in Bezug auf die Geometrie der die Streuung verursachenden
Partikel auszuwerten. Anschaulich gibt die Abstandsverteilungsfunktion eines Partikels
die Wahrscheinlichkeit an, sich im Abstand r von einem beliebigen Punkt des Partikels
noch innerhalb des Partikels zu befinden. Eine der wenigen Partikelformen, fiir die sich
die Abstandsverteilungsfunktion analytisch bestimmen l:8t, ist die Kugel. Die (auf 1
normierte) Abstandsverteilungsfunktion 7, (r) einer Kugel mit dem Radius R lautet
(Verlauf in Abbildung 2.5 dargestellt):

(2.18)

Yo (r)

Abbildung 2.5: Normierte Abstandsverteilungsfunktion fiir ein kugelfsrmiges Partikel mit dem Ra-
dius R [Guinier55].
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Aus der anschaulichen Bedeutung der Abstandsverteilungsfunktion ~,(r) wird klar,
weshalb v,(r) = 0 fiir r > 2R ist: Die grotmogliche Entfernung zwischen zwei Punkten
innerhalb einer Kugel ist gerade der Kugeldurchmesser. Die aus der Abstandsvertei-
lungsfunktion abgeleitete Paarverteilungsfunktion p(r) (engl.: pair distance distribution
function) bietet einen grofien praktischen Nutzen fiir die Dateninterpretation, da sie
gemif Gleichung 2.17 direkt aus den Messdaten berechnet werden kann und einige un-
mittelbare Aussagen iiber die Partikelstruktur erlaubt. Fiir die Paarverteilungsfunktion
gilt:

p(r) = r*y(r) (2.19)

Sie ist ein Maf fiir die Zahl der Volumenelemente, die sich im Abstand r von einem
beliebig gewiihlten Volumenelement innerhalb des Partikels befinden. Auch diese Funk-
tion besitzt nur dann von Null verschiedene Funktionswerte, wenn r < D ist, wobei D
die maximale Ausdehnung des Partikels angibt.

p(r), relative 04
o
kA i
A
31 &
\
\

O

lg 1(a)

10 6
. . 0o
r.nm

Abbildung 2.6: Abstandsverteilungsfunktionen einiger einfacher geometrischer Kérper (links) und
die diesen Abstandsverteilungsfunktionen zu Grunde liegende, experimentell bestimmte Streukurven.
[Svergun03].

In der Abbildung 2.6 sind die Paarverteilungsfunktionen einiger einfacher, aber fiir
geloste Proteine typischer geometrischer Korper dargestellt, zusammen mit den gemes-
senen Streukurven, aus denen sie bestimmt wurden. Durch einen Vergleich der aus
den eigenen Messdaten gewonnenen Abstandsverteilungsfunktion (oder Streukurven)
mit diesen Beispieldaten lif3t sich oft bereits eine grobe Aussage iiber die geometrische
Struktur der in Losung befindlichen Teilchen machen.

2.7 Ubersicht Realraum - Fourierraum

Zusammenfassend erhélt man fiir ein isotropes System aus homogenen Streuern die fol-
genden, auf Fouriertransformationen basierenden Verkniipfungen zwischen dem realen
und dem reziproken Raum. Das Bindeglied zwischen dem realen und dem reziproken
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Raum ist stets die (umkehrbare) Fouriertransformation (FT), jedoch wird die Streu-
amplitude A(q), also die Funktion mit dem vollsténdigsten Strukturinformationsgehalt
nur mittels Betragsquadratbildung und Orientierungsmittelung zur experimentell zu-
génglichen Intensitét (q). Demzufolge ist der aus letzterer, durch Fourierriicktransfor-
mation erzielbare Informationsgehalt iiber die Struktur des Streuers, deutlich geringer.

Realer Raum Reziproker Raum
p(r) FT A(a)
! !
P(r) £ I(q)
! !
v(r) FT 1(q)

2.8 Die Guinier- und Porodniherung

Vergleicht man die in Abbildung 2.6 dargestellten Streukurven, so fillt auf, dass trotz
der stark unterschiedlichen Verldufe der Streukurven ihr Intensititsabfall bei kleinen
g-Werten (also unter kleinen Winkeln) sehr dhnlich ist und bei genauerer Analyse so-
gar stets mit einer Gaulfunktion angenéhert werden kann. Diesen Umstand erkannte
Guinier [Guinier55], und die nach ihm benannte Guiniernéiherung liefert eine Approxi-
mation fiir den Intensitétsverlauf bei kleinen Winkeln. Fiir diese gilt

I(q) ~ I(0)e 37R&" (2.20)

mit der Vorwértsstreuung /(0) und dem Gyrationsradius Rg.
Dabei ist der Gyrationsradius oder Streumassenradius R ein Ma#f fiir die rdumliche

Ausdehnung der fiir die Streuung verantwortlichen Partikel und wie folgt definiert

[Guinierb5] [Feigin:

»  Jrip(x)dv fOD r?p(r)dr

¢ [ p(r)dv 2f0Dp(r)d'r’ '

Die Definition des Gyrationsradius iiber die Wurzel der mittleren Abstandsquadrate
aller Elektronen zum Ladungsschwerpunkt erfolgt also analog zur Definition des Trig-
heitsmoment in der Mechanik. Unter Ausnutzung der Gleichung 2.20 kann der Gyra-
tionsradius R aus der Streukurve I(g) in einer Auftragung In 7(g) gegen ¢ (Guinier-
Plot) iiber die Steigung der darin linear abfallenden Messwerte bestimmt werden, wie
in Abbildung 2.7 gezeigt. Die Giiltigkeit der Guinierndherung kann fiir sphérische und
homogene Teilchen bis zum Wert qpq.Re = 1.3 angenommen werden [Svergun03]
[Leclerc], wobei qpzq, die obere Intervallgrenze des fiir die Anpassung verwendeten g-
Bereiches angibt.

Fiir die in Strahlrichtung gestreute Intensitét 7(0), auch Vorwirtsstreuung genannt,
folgt geméf3 den Gleichungen 2.13 und 2.8

R (2.21)

1(0) = A(0)A(0)" = (pV)? (2.22)
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mit einer auf absolute Skala (in Einheiten von cm™ [Orthaber|) geeichten Intensitét
I, wobei V' das Volumen des Partikels mit der (homogenen) Elektronendichtedifferenz
p angibt. Nun ist der Wert von [(0) prinzipiell nicht experimentell bestimmbar, denn
die Vorwirtsstreuung fillt stets mit dem transmittierten Teil des einfallenden Strahls
zusammen. Ist der Gyrationsradius allerdings bestimmt, so kann die Vorwértsstreuung
iiber eine Extrapolation der Daten im Guinierplot auf den Wert 7(0) bestimmt werden,
wie in Abbildung 2.7 dargestellt.

Streuintensitit gegen Wellenvektoriibertrag g Guinier-Plot
T T T T T

-9
| - T T T
) > S~ + Gestreute Intensitat

— Guinier-Fit:
In)=1(0)- 1/3* RS * o
R=17A.q_ ‘R =1.3

g max g

1[a.U]

05 1 R 35 3 35 - 01 02 03 04 05 06 07 08 095 1
qlnm™] qE[mn’Z]

Abbildung 2.7: Links: Halblogarithmische Darstellung der an einer Proteinlssung gestreuten Inten-
sidt gegen den Wellenvektoriibertrag q.  Rechts: Der fiir die Guiniernéherung relevante g-Bereich
ist aufgetragen als Guinierplot (In(I) gegen q2?) zur Bestimmung des Gyrationsradius R¢g und der
Vorwirtsstreuung 1(0).

Fiir einige beispielhafte geometrische Korper stehen die Dimensionen der Partikel
in der folgenden Weise im Zusammenhang mit dem Gyrationsradius [Mittelbach64]

Form Gyrationsradius
Kugel mit Radius R RE = 2R?
Hohlkugel mit den Radien R;,Rs RZ = %gg:gg
Ellipsoid mit den Halbachsen A, B, C RZ = W
Zylinder mit dem Radius R und der Linge L R% = %2 + %

Die Gleichung 2.20 ist im Prinzip giiltig fiir jede beliebige Partikelform. Fiir elon-
gierte oder abgeflachte Partikel konnen alternativ die Gyrationsradien des Querschnitts
Re und der Dicke Ry bestimmt werden, fiir die die Ndherungen

qI(q) = Io(0)e21e’ (2.23)

und
¢*1(q) = Ip(0)e e (2.24)
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gelten [Svergun03]. Auch hierfiir gilt die Beschrinkung der Giiltigkeit auf qpq. Rg <
1.3, was die Anwendbarkeit auf extreme Partikelformen ausschlief3t.

Neben der Guiniernéherung, welche fiir sehr kleine Winkel den Abfall der gestreu-
ten Intensitéit approximiert, gibt es eine Approximation fiir den Abfall der gestreuten
Intensitét bei groflen Winkeln. Porod [Porod51] hat gezeigt, dass fiir ein System aus
monodispersen Partikeln mit glatter Oberfliiche  die gestreute Intensitit asymptotisch
einem ¢*-Gesetz gehorcht

I(q) ~ 27 (2.25)

¢t
wobei p wieder fiir die Elektronendichtedifferenz steht, und .S die spezifische Oberfléiche
angibt (S sagt aus, wieviel Teilchenoberfléiche in einer Gewichtseinheit Probe enthalten
ist).

Man kann also zusammenfassend sagen, dass der Verlauf der Streukurve bei kleinen
Winkeln unabhéingig von der genauen Form der an der Streuung beteiligten Partikel
ist und lediglich vom Gyrationsradius R sowie von der Zahl der streuuenden Teilchen
abhéingt. Die Streuuung unter groflen Winkeln hingegen wird hauptséichlich von der
Oberflichenstruktur der Partikel beeinflusst.

In der Abbildung 2.8 ist die berechnete Streukurve einer Kugel iiber einen sehr
groflen Winkelbereich dargestellt und die Guinier- sowie die Porod-Approximationen
sind eingezeichnet.

10° | —
-2 . s
0T (Guinier)
E
3,
107
-6)
10 !
10" 10° 10°

Abbildung 2.8: Berechnete Streukurve einer Kugel, dargestellt iiber einen sehr grofien Winkelbe-
reich. Die Guinier- und Porod-Approximationen sind ebenfalls eingezeichnet.

Die Porod-Niherung erweist sich als sehr hilfreich bei der Bestimmung der Paar-
verteilungsfunktion p(r) geméf Gleichungen 2.17 und 2.19. Fiir diese Berechnung muss

4Glatt bedeutet hier eine nicht-fraktale Oberflichenstruktur. Fiir eine stark zerfurchte Oberfliche
ergeben sich Abweichungen von der g*-Abhiingigkeit [Malessa].
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strenggenommen die Integration iiber den gesamten ¢-Bereich erfolgen, weil die Fourier-
riicktransformation iiber einen endlichen ¢-Bereich Abschneideeffekte verursacht und
das Endergebnis stark verédndert. Dies setzt allerdings die Kenntnis der iiber den ge-
samten Raumwinkel gestreuten Intensitéit voraus, welche in einem Kleinwinkelstreuex-
periment nicht gegeben ist (typischerwiese ist ¢R < 10). Mit Hilfe der Porod-Ndherung
kann die gestreute Intensitét iiber den im Experiment zuginglichen Winkelbereich
hinaus extrapoliert und so die Grundlage fiir eine sinnvolle Fourierriicktransformation
geschaffen werden.

Eine hilfreiche Grofle bei der Bestimmung der Partikeldimensionen ist auflerdem
die Porod-Invariante @, fiir die gilt [Porod51][Svergun03]

Q= / " PI(g)dg = 252V (2.26)
0

und aus der bei bekannter Elektronendichtedifferenz p und auf absolute Skala geeichter
Intensitét das Volumen V' der (homogenen) Partikel errechnet werden kann.

2.9 Wechselwirkende Systeme, der Strukturfaktor

Bisher wurde die Streuung an idealen, nicht-wechselwirkenden Systemen betrachtet.
Bei gering konzentrierten Losungen handelt es sich in der Regel um Systeme, in den
die einzelnen in Losung befindlichen Partikel sehr weit voneinander entfernt sind und
daher praktisch nicht miteinander wechselwirken. Die Partikel haben dann vollig un-
korrelierte Abstéinde zueinander und die Entfernungen sind zudem sehr viel grofler als
die Kohirenzlinge der verwendeten Strahlung, daher kann es zwischen den Streuampli-
tuden der einzelnen Partikel nicht zu Interferenzeffekten kommen. Die Streuintensitét
I(q) einer idealen Losung aus n identischen, vollkommen ungeordneten und statistisch
orientierten Teilchen ist demnach gleich der Streuintensitit F'(¢) eines einzelnen in Lo-
sung befindlichen Partikels (auch Formfaktor genannt), multipliziert mit der Zahl der
Teilchen

I(q) =n-F(q). (2.27)

Sobald jedoch eine ausreichende Anniherung der in Losung befindlichen Partikel auf-
tritt und Wechselwirkungen auftreten, kann die Annahme einer vollig regellosen Ab-
standsverteilung nicht mehr zutreffen. So muss zum Beispiel allein schon ein Min-
destabstand in der Grofle des Durchmessers der Partikel gewahrt bleiben, denn die
Partikel werden sich in aller Regel nicht durchdringen kénnen. Durch abstolende oder
anziehende Wechselwirkungen werden sich zudem weitere kurzreichweitige Ordnungen
ausbilden, und es kommt zu Interferenzen zwischen den Streuamplituden der einzelnen
Partikel, wodurch wiederum die Gesamtamplitude veréindert wird. Die gestreute Inten-
sitédt setzt sich nunmehr zusammen aus dem Formfaktor und einem die Wechselwirkung
zwischen den Partikel wiedergebendem Strukturfaktor S(q)

I(q) =n-F(q)-S(q) (2.28)
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Der Strukturfaktor S(g) kann analog zu der Streuung an einem Molekiil (siche Glei-
chung 2.5) aufgestellt werden, indem das Konzept des Molekiils auf eine Anordnung
von (komplexeren) Streuzentren ausgeweitet wird. Die Doppelsumme iiber die Atome
innerhalb des Molekiils wird gegen eine einfache Summation der Absténde r zwischen
den Streuzentren ersetzt [Torkkeli]. Liegt eine kontinuierliche Abstandsfunktion n(r)
vor, geht die Summation in ein Integral iiber, und man erhélt fiir den Strukturfaktor

S(q) = /0 "y Snln) (2.29)

qr

Existiert eine homogene Teilchendichte p, dann kann die obige Gleichung umgeschrie-
ben werden zu [Tardieu]

Sg) =1+ /0 b drr?(g(r) — 1)Sin;fr)dr, (2.30)

worin ¢(r) die radiale Paarkorrelationsfunktion der gelosten Partikel ist und ein Maf}
fiir die Wahrscheinlichkeit, im Abstand r von einem Teilchen ein anderes Teilchen zu
finden. Eine anschauliche Darstellung der Funktion ¢(r) findet sich in der Abbildung
2.9.

g
@@oo o:
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Abbildung 2.9: Veranschaulichung der Bedeutung der radialen Paarkorrelationsfunktion g(r), die ein
Ma# fiir die Wahrscheinlichkeit ist, von einem beliebigen Teilchen im Abstand r ein anderes Teilchen
zu finden. Fiir vollkommen zufillig verteilte, sich nicht durchdringende Teilchen mit dem Durchmesser
D gilt stets g(r)=1, aufler fiir r<D, wo g(r)=0.

Fiir ¢ — 0 entspricht der Strukturfaktor gerade der normierten osmotischen Kom-
pressibilitdt x = 5(0p/0p)r wobei = 1/kgT ist (mit der Boltzmann-Konstante kg
und der absoluten Temperatur T') [Hansen|. Bei abstoflender Wechselwirkung sind die
Partikel gleichmiflig verteilt und S(¢ = 0) ist kleiner als 1. Falls anziehende Wech-
selwirkung vorliegt, entstehen Fluktuationen in der Partikeldichte und der Wert von
S(g = 0) ist grofer als 1. Eine Ubersicht des Verlaufs von Strukturfaktoren fiir ver-
schiedene Arten von Wechselwirkungen ist in der Abbildung 2.10 gegeben.

Die Paarkorrelationsfunktion g(r) kann bestimmt werden auf Basis der Ornstein-
Zernicke (OZ) Integralgleichung [Belloni85] [Belloni88] [Hansen]. Die OZ-Beziehung
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Verteilung S(q) l(q)=F(a)S(a)
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Abbildung 2.10: Wihrend die an einer zufiilligen Verteilung aus identischen Partikeln gestreu-
te Intensitéit dem Formfaktor eines einzelnen Streuers gleicht, hat jede zwischen Teilchen wirkende
Wechselwirkung Einfluss auf den Strukturfaktor und damit auf die gesamt-Streuintensitit. Im Falle
abstoflender Wechselwirkung ist im Vergleich zum wechselwirkungsfreien System ein Abfall der In-
tensitéit bei kleinen Winkeln zu beobachten, und ein Strukturpeak bildet sich aus. Bei anziehender
Wechselwirkung steigt die Intensitit bei kleinen Winkeln an, und bei einer stark geordneten Struktur

erhilt man eine Bragg-artige Intensititsverteilung.

zwischen Fouriertransformationen (FT) der totalen und direkten Paarkorrellationen
h(r) = g(r) — 1 bzw. ¢(r) kann iterativ gelost werden und lautet [Tardieu]

S(q) =14+ FT{h(r)} =1/(1 — FT{c(r)}). (2.31)
Mit dem Wechselwirkungspotenzial V' (r) gilt fiir die radiale Paarkorrellationsfunktion
g9(r) = exp{—=BV(r) + h(r) —c(r)}, (2.32)

und der Strukturfaktor kann berechnet werden aus den Fouriertransformierten und
Integralen von ¢(r) [Hansen]. Diese Berechnung der radialen Paarkorrelationsfunkti-
on geschieht typischerweise mit Hilfe numerischer Methoden, mit Ausnahme einiger
einfacher Fille, in denen die Losung analytisch moglich ist.
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Fiir kleine Proteine bei ausreichend hoher Ionenkonzentration des Losungsmittels
konnen die Coulomb-Wechselwirkungen vernachléssigt werden [Svergun03] - eine fiir
die in dieser Arbeit untersuchten Proteine und fiir die Bedingungen, unter den die
Messungen stattfanden, gerechtfertigte Niaherung. Das Wechselwirkungspotenzial lisst
sich dann zufriedenstellend beschreiben durch ein rein anziehendes Yukawa-Potenzial,
welches nur noch die Van-der-Waals-Wechselwirkungen zwischen den sich nicht durch-
dringenden, als massive Kugeln angeniherten Proteinen beriicksichtigt (Hard-Sphere-
Potential):

V(r) = o fir r < D

= —J <g) exp{—r _dD} fir r > D (2.33)

mit den Parametern d (Tiefe), J (Reichweite) und D (Proteindurchmesser).

Im allgemeineren DLVO-Modell (Derjaguin, Landau, Verwey, Overbeek) [Grimson]
wird die Coulomb-Wechselwirkung als zusétzliches Storpotenzial beriicksichtigt. Eine
analytische Losung ist zugéinglich iiber die random phase approximation (RPA) mit
einem Referenzsystem aus harten Kugeln mit dem Potenzial V' (r), und das Stérpoten-
zial ist die Summe aus einem anziehenden Yukawa-Potenzial und einem abstoflenden
Coulomb-Anteil. Eine ausfiihrliche Berechnung findet sich in [Javid2007]. Ein ande-
rer Ansatz, der auch stark wechselwirkende Teilchen beschreiben kann, ist gegeben in
[Spinozzi].

In dem giinstigsten Fall einer monodispersen Losung aus néherungsweise kugel-
formigen Partikeln mit schwacher Wechselwirkung ist es moglich, den Strukturfaktor
direkt aus den Messdaten zu erhalten. Hierfiir stellt man zunichst eine stark verdiinn-
te Losung her (Konzentration ¢p), in der die Wechselwirkung praktisch vernachléssigt
werden kann. Fiir die Streuintensitéit (g, cy) dieser Losung gilt dann die Gleichung
2.27. Dividiert man die Streuintensitét I (g, c) einer hoher konzentrierten Losung durch
die der verdiinnten Losung, kann der Strukturfaktor der hoher konzentrierten Losung
unter Anwendung der Gleichungen 2.27 und 2.28 berechnet werden zu

0= oo

Diese Niherung gilt selbst fiir quasi-sphérische Partikel und/oder polydisperse Losun-
gen, allerdings in einem kleineren ¢-Bereich [Tardieu].

(2.34)
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3 Proteine

Proteine, auch Eiweifle genannt, sind organische Makromolekiile, die aus unverzweig-
ten Ketten von Aminosduren bestehen. Sie machen in Zellen, Geweben und Organen
mit mehr als 20% des Feuchtgewichts den bedeutendsten Anteil aus. Sie sind bei allen
Lebewesen aus den 20 proteinogenen, natiirlich vorkommenden a-Aminocarbonsiuren®
aufgebaut und bestehen damit hauptsichlich aus Wasserstoff- und Kohlenstoffatomen,
die je nach Aminosiure in ihren Seitenketten an Sauerstoff-, Stickstoff- und Schwefe-
latome gebunden sind. Die riesige strukturelle und funktionelle Vielfalt der Proteine
entsteht durch die unterschiedlichen Kombinationsmoglichkeiten der 20 proteinogenen
Aminoséuren iiber Peptidbindungen zu Polymeren und die Assoziation mit verschiede-
nen nicht-Proteinbestandteilen, wie z.B. Metallionen [Loeffler|. Die prinzipielle Struktur
einer jeden Aminosidure sowie die aus mehreren Aminoséuren iiber Peptidbindungen
zusammengesetzte Polypeptidkette - das Grundgeriist eines jeden Proteins - sind in
Abbildung 3.1 dargestellt.
a) b) | |
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Abbildung 3.1: a) Prinzipielle Struktur einer c--Aminoséure. Alle Aminoséuren unterscheiden sich
nur in der Zusammensetzung der an das zentrale Kohlenstoffatom Cca gebundenen Seitenkette R.
b) Bildung einer Peptidbindung (rot) zwischen zwei Aminosduren. Dieser Vorgang kann beliebig oft
wiederholt werden und eine mehrere Hunderte oder Tausende Aminosiduren lange Polypeptidkette

entstehen lassen.

Die Beschreibung der Konformation, also der riaumlichen, dreidimensionalen Struk-
tur eines Proteins geschieht auf vier Strukturebenen. Die Primérstruktur ist die Se-
quenz der gesamten Polypeptidkette eines Proteins (Monomers), also die Abfolge der
iiber Peptidbindungen kovalent gebundenen Aminosiuren. Die Sekundérstruktur
gibt die lokalen Strukturmerkmale an, die der Polypeptidkette aufgeprigt sind. Zu den
wichtigsten Strukturelementen gehoren die a-Helix- und die -Faltblatt-Struktur. Die
Tertidrstruktur gibt die dreidimensionale Struktur des gesamten Proteins an, welche

5Viele Organismen, darunter auch Menschen, benutzen dariiber hinaus die erst wihrend der Prote-
inbiosynthese aus Serin gebildete Aminoséure Selenocystein, so dass man eigentlich von 21 proteino-
genen Aminosiduren sprechen muss. Neuerdings gibt es sogar Anzeichen fiir die Existenz einer 22sten
proteinogenen Aminoséure Pyrrolysin [Atkins].
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aus der rdumlichen Anordnung der sekundéren Strukturelemente zueinander hervor-
geht. Schliefflich bezeichnet die Quartirstruktur die rdumliche Anorndung mehrerer
gleichartiger oder unterschiedlicher, zu einem Polymer assozierter Proteine, die gemein-
sam ein komplexeres, zusammengesetztes Molekiil bilden kénnen (z.B. Dimer, wenn
zwel Proteine zusammengesetzt sind).

Eine Ubersicht der ersten drei Strukturebenen und eine Darstellung der a-Helix
sowie des (-Faltblattes sind in der Abbildung 3.2 gegeben.

a) Polypeptidkette —

npnasIewy

Inpingslepunyeg

Inpings.ens|

Abbildung 3.2: a) Darstellung der wichtigsten Elemente der Primir- und Sekundirstruktur ei-
nes Proteins.  b) Die Tertidrstruktur ist die rdumliche Anordnung der Elemente der Primér- und
Sekundirstruktur einer Peptidkette, hier dargestellt als sog. Ribbon-Diagramm fiir das Protein Trio-
sephosphatisomerase (entnommen aus [Loeffler]). Der Anfang und das Ende der Peptidkette ist mit

den zugehorigen Atomkennzeichen angedeutet.

3.1 Das Losungsverhalten im wissrigen Milieu

Fiir die Loslichkeit und die Struktur eines im wissrigen Losungsmittel gelosten Proteins
ist im Wesentlichen die Sequenz und die Art der Seitenketten (apolar, ungeladen polar,
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geladen polar) verantwortlich. Diese bestimmt die Hydrophobizitét der unterschiedli-
chen Regionen eines Proteins, also deren Affinitit, Wechselwirkungen mit den polaren
Molekiilen der wissrigen Umgebung einzugehen. Proteinregionen, die hauptséichlich mit
hydrophoben Aminoséuren besetzt sind, werden bevorzugt an Stellen des Proteins lo-
kalisiert sein, zu denen Wasser keinen Zugang hat, also im Proteininneren, wiihrend die
Regionen, die hauptséchlich hydrophil sind, bevorzugt an die dem Losungsmittel expo-
nierten Stellen treten werden. Aus diesem Wechselspiel ergibt sich die tertidre Struktur
eines in Losung befindlichen Proteinmolekiils, welche durchaus stark von der kristal-
linen Konformation abweichen kann. Weitere an der Ausbildung der tertiiren Struk-
tur in Losung beteiligte Effekte sind die elektrostatische (ionische) Wechselwirkung
zwischen geladenen Aminoséuregruppen, die Van-der-Waals-Wechselwirkung zwischen
permanenten Dipolmomenten einzelner Gruppen, intramolekulare Wasserstoftbriicken
sowie Wasserstoffbriicken zwischen polaren Gruppen und Wassermolekiilen sowie Di-
sulfidbriicken zwischen nahegelegenen Cysteinresten und/oder Methioninresten °.

Aus der Bedeutung der hydrophoben Wechselwirkung fiir die Entstehung der Terti-
arstruktur eines gelosten Proteins wird klar, dass praktisch jede Strukturverinderung
des umgebenden Losungsmittels zu einer Anderung der Proteinkonformation fiithren
kann. So kann der Zusatz von Cosolventien, also dem Losungsmittel beigemengter
Substanzen, in aller Regel eine Konformationséinderung verursachen. Die Beimischung
von Ethanol beispielsweise fithrt zu einem als Denaturierung bezeichneten Verlust der
Konformation weil sich die hydrophoben Alkoholmolekiile den hydrophoben Seitenket-
ten der Peptidkette als Partner zu Wechselwirkungen anbieten und diese dadurch nicht
mehr im Proteininneren lokalisiert bleiben miissen.

Eine wichtige Eigenschaft in wissriger Umgebung geloster Proteine besteht in der
generellen Tendenz zur Ausbildung einer sogenannten Hydratationssphére. Diese stellt
eine das Protein umschlielende, wenige Wassermolekiillagen dicke Schale dar, in der
das Wasser andere thermodynamische Eigenschaften hat als das weiter entfernte bulk-
Wasser (sieche Abbildung 3.3).

Die Ausbildung der Hydratationssphire wird begiinstigt durch die stets vorhan-
denen, an der Oberfliche des Proteins angesiedelten polaren Gruppen, die die Ent-
stehung von Wasserstoffbriickenbindungen mit Wassermolekiilen fordern sowie durch
die bevorzugt an der Oberfléiche lokalisierten hydrophilen Gruppen. Beide Effekte ver-
ursachen eine Anordnung der Wassermolekiile innerhalb der Hydratationssphiire, die
inkompatibel ist mit der normalen, tetrahedralen Struktur des Molekiilnetzwerks des
fliissigen Wassers [Franks| und die eine deutlich hohere Dichte des Hydratationswas-
sers zur Folge hat: Sie liegt 10 bis 20% iiber der Dichte des bulk-Wassers (bulk-Wasser:
0.334 Elektronen/ A’ [Durchschlag]), und fiir die Dicke der Hydratationsschale wird ein
Wert von 1 — 3 A angenommen, was einer bis zwei Wassermolekiilschichten entspricht
[Svergun98] [Merzel].

6Cystein und Methionin sind schwefelhaltige, proteinogene Aminosiuren.
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Abbildung 3.3: Simulierte Anordnung der Wassermolekiile in der Hydratationssphire des Proteins
Staphylokokken Nuclease. Die verschiedenartigen Typen der oberflichenlokalisierten Aminoséuregrup-
pen sind farblich gekennzeichnet: apolar (wei}), geladen polar (rot, blau) und ungeladen polar (griin).
Wassermolekiile in der Nihe hydrophiler Gruppen sind dichter gepackt als im bulk-Wasser (nicht

dargestellt). Entnommen aus [Mitra]

3.2 Der Streukontrast in Losung

Bereits in Kapitel 2.4 wurde gezeigt, dass lediglich die Differenz der Elektronendich-
te eines in Losung befindlichen Partikels zu der des ihn umgebenden Mediums zum
Streusignal unter Streuwinkeln 20 > 0 beitrigt. Wie in Abbildung 3.4 a) gezeigt, ist
die mittlere Elektronendichte eines typischen Proteins um etwa 20% hoher als die des
umgebenden, ungestorten Wassers. Weil die stets vorhandene Hydratationssphére aber
einen erhohten Elektronendichtewert aufweist, erscheint ein gelostes Proteinmolekiil
im Streusignal grofler als ein Protein, das ausschliellich vom bulk-Losungsmittel umge-
ben wire. Die Existenz der Hydratationsschale muss also stets bei der Bewertung der
mittels SAXS-Methoden gewonnenen Geometriedaten beriicksichtigt werden.

Die Dichtefluktuationen innerhalb eines Proteins kénnen in der Regel nicht durch
den iiblicherweise in einem SAXS-Experiment abgedeckten Winkelbereich erfasst wer-
den. Man kann daher vereinfachend fiir das Protein eine mittlere, homogene Elektro-
nendichte p, = <pp(r)>v annehmen (siehe Abbildung 3.4 b) ). Analog zum Protein-
molekiil konnen das bulk-Losungsmittel und das an der Hydratationsschale beteiligte
Losungsmittel jeweils als Medium konstanter Elektronendichte p, bzw. p, angesehen
werden, da sich deren Dichtefluktuationen auf einer noch viel kleineren Lingenskala
abspielen.

Die in Abbildung 3.5 gezeigte, berechnete Streukurve fiir ein kugelférmiges Protein
in Anwesenheit und Abwesenheit einer 2 A dicken, konzentrischen Schale zeigt, welchen
Einfluss der Beitrag der Hydratationssphire auf die absoluten Intensitéiten sowie auf
die errechneten Guinierradien besitzt.

Fiir die an einem in Losung befindlichen Proteinmolekiil gestreute Intensitéit gilt
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Abbildung 3.4: a) Typische Streulingendichten in einer wiissrigen Proteinlosung fiir Rontgenstrah-
lung (SAXS) und Neutronen (SANS). Zwischen der mittleren Streulingendichte des Proteins (blau)
und des bulk-Losungsmittels (rot) liegt in aller Regel die der Hydratationsschale und der Amino-
sdurenseitenketten an der Proteinoberfliche (Daten entnommen aus [Svergun98]). b) Fiir die
Auswertung der Daten in einem SAXS-Experiment wird eine vereinfachte Dichteverteilung verwen-
det, bei der mittlere Elektronendichten p,, o, und p, fiir das reine Protein, die Hydratationsschale
respektive das Losungsmittel angenommen werden. Die Elektronendichtedifferenz zum Losungsmittel
ist dann die relevante Grofle fiir den Streukontrast.

Berechnete Intens1tat Guinier-Plot
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Abbildung 3.5: Links: Berechnete Streukurve an einer einzelnen Kugel (griin) sowie an einem System
aus Kugel und Schale (rot). Die angegebenen Dimensionen und Elektronendichten (jeweils Differenz
zum bulk-Wasser) entsprechen den typischen Werten fiir ein Lysozym-Proteinmolekiil und dessen

Hydratationsschale.  Rechts: Berechnete Guinierradien fiir die beiden simulierten Systeme.
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[Svergun9g|
q) = (| 4(@) + (0, = ) As(a@) = ppAs(@)]*)g, (3.1)

mit A, der Streuamplitude des Proteinmolekiils in vacuo (bestimmt aus den 3D-
Atomkoordinaten), A; der Streuamplitude der Hydratationsschale und A, der Streu-
amplitude des am Ort des Proteins verdringten Losungsmittels. Die Mittelung iiber
alle Orientierungen ist wieder mit <>q gekennzeichnet.

Die gewiinschte Observable in einem Kleinwinkelstreuexperiment ist jedoch nicht
die Uberlagerung aus Proteinstreuung und Losungsmittelbeitrigen. Vielmehr ist das
Ziel, die Streuintensitdt Ip,otein €ines isoliert gedachten, von der Hydratationsschale
umgebenen Proteinmolekiils zu erhalten, also die des gelosten Proteins jedoch ohne
den Beitrag des bulk-Losungsmittels. Dieses erreicht man, indem die am puren Lo-
sungsmittel gestreute Intensitéit I = von der an der Proteinlosung IS0 . gestreuten
Intensitéit subtrahiert wird:

Iprotein (Q) = I:c))(lrl)ltmn(Q) Iqec)wclg/ent(q) * (1 - C) (32)

Der Volumenanteil ¢ des Proteins an der Proteinlosung berticksichtigt das im Falle der
Streuung am reinen Losungsmittel zusétzliche Losungsmittelvolumen.

Die Gleichung 3.2 gilt exakt nur fiir den Fall eines Losungsmittels vollkommen ho-
mogener Elektronendichte, welches konsequenterweise lediglich Vorwértsstreuung unter
dem Winkel 20 = 0 verursacht. Die Giiltigkeit dieser Rechnung auch fiir den Fall eines
realen Losungsmittels, welches stets auch unter von Null verschiedenen Winkeln einen
Streubeitrag liefert, ist in [Goodisman] begriindet.

3.3 Faltung und Denaturierung

Nach der Proteinbiosynthese am Ribosom der Zelle, ebenso wie bei der chemischen
Synthese im Labor, liegt das Proteinmolekiil zuniichst einmal als Polypeptidkette oh-
ne ausgebildete Sekundiir- und Teritérstrukturelemente vor. Zwar enthélt die Amino-
siduresequenz keine Kodierung iiber die Strukturmerkmale hoherer Hierarchiestufen,
allerdings besitzt die Kette bereits bestimmte, lokale chemische Eigenschaften (z.B.
hydrophobe, hydrophile, geladene Seitenketten) und provoziert so unter gegebenen Be-
dingungen von vorne herein eine bestimmte, stabile Tertiérstruktur (Anfinsen’sches
Dogma 7). Durch die Aminoséuresequenz bedingt, durch #uflere Parameter begiinstigt
(Temperatur, pH-Wert etc.) sowie mittels Wechselwirkung mit dem Losungsmittel fal-
tet die Polypeptidkette dadurch schnell (innerhalb von us bis s) zu einer wohldefinier-
ten, dreidimensionalen Struktur, die das absolute Minimum in der freien Enthalpie des
Systems Protein-Losungsmittel darstellt - die native Konformation des Proteins ent-
steht. Die biologische Funktion eines Proteinmolekiils hiingt sehr eng mit dieser nativen
Konformation zusammen, deren Vorhersage aus der Aminosédurensequenz des Proteins
bis heute nicht moglich ist.

"Dr. Christian Boehmer Anfinsen Jr., Nobelpreis in Chemie 1972
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Die unvorstellbar hohe Anzahl verschiedener Konformationsmoglichkeiten, die ein
ungefaltetes Protein mit typischerweise weit iiber Hundert Aminosiuresequenzen und
sehr vielen Einfachbindungen in der Hauptkette besitzt, steht letztlich nur einer stabi-
len, gefalteten Konformation gegeniiber. Der Verlauf der freien Enthalpie wihrend der
Faltung kann daher als Trichter im mehrdimensionalen Energieraum angesehen wer-
den, in dessen globalem Minimum die native Konformation angesiedelt ist, wie in der
Abbildung 3.6 dargestellt.

Die Hypothese des Faltungstrichters der freien Enthalpie (folding funnel [Leopold]
[Dobson]) klirt das Levinthalsche Paradoxon [Levinthal], welches darin besteht, dass
der Konformationsraum eines realen Proteins viel zu grof} ist, als dass sich in endlicher
Zeit durch zufillige Anordnung die native Struktur bilden kénnte: Unabhéingig von der
Struktur der ungefalteten Anfangskonformation leitet die Energiefunktion die Polypep-
tidkette regelrecht zur nativen Konformation, denn je mehr sich die Energielandschaft
verengt, umso weniger Konformationsmoglichkeiten verbleiben, und der weitere Fal-
tungsprozess wird umso schneller, bedingt durch die steileren Winde.

Abbildung 3.6: Schematische Darstellung des Verlaufs der freien Enthalpie fiir die Faltung eines
kleinen, robusten Proteins (links), welches ausgehend von seinen zahlreichen méglichen ungefalteten
Zusténden U, nur wenige intermediate Zustéinde annehmen kann (gekennzeichnet durch die Senke auf
dem Faltungsweg von Us) bevor die native Konformation N erreicht ist. Der ’Energietrichter’ eines
grofleren Proteins (rechts) weist eine sehr viel stérker zerkliiftete Fliche auf, die eine grofie Zahl von
moglichen Ubergangszustinde zur Folge hat [Dill].

Bei grofieren Proteinen (> 100 Aminoséuren) sind die Wénde des Faltungstrich-
ters stark zerkliiftet, was den vielen nicht-nativen lokalen Minima der Faltungsenthal-
pie Rechnung trégt. Dadurch gelangt das Molekiil in aller Regel nicht direkt von der
vollstéindig ungefalteten Peptidkette U zur nativen Konformation N, vielmehr erfolgt
die Konformationsbildung iiber mehrere intermediate Zwischenzustéinde / zur nativen
Struktur und der gesamte Faltungsprozess dauert linger. Die Faltungsintermediate
konnen sowohl Ubergangszustinde auf dem Weg zur nativen Konformation sein oder
aber auch divergierende Konformationen X, die sich anschliefend zugunsten der freien
Enthalpie wieder zuriickbilden. Schematisch kann dieser Vorgang durch die folgende
Reaktionsgleichung beschrieben werden:
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Bei kleineren Proteinen hingegen lassen sich oft keine Faltungsintermediate nach-
weisen und ihre Faltungskinetik kann dann durch ein Zweizustandmodell ausreichend
beschrieben werden [Brandts|:

U S N

Bei einem Zweizustandmodell ldsst sich der Einfluss der verschiedenen &ufleren Pa-
rameter auf die Stabilitit der nativen Konformation niherungsweise iiber die Anderung
der freien Enthalpie AG bestimmen. Beschrinkt man die Wahl der Denaturierungspa-
ramter auf die thermodynamischen Groéflen Druck p und Temperatur 7', so kann AG
in einer Taylor-Reihe entwickelt werden

OAG 19°AG
AG = AGy+ a—T<T — Tg) + §W<

+8AG< _ )+l82AG
P~ Do 2—8]92

dp

T — Tp)? (3.3)

(p — po)®

*AG

oTop

wobei Ty und pg die Temperatur und den Druck angeben, bei dem das Protein vollstéin-
dig in der nativen Konformation vorliegt. Die Differenz der freien Enthalpie zwischen
nativer und denaturierter Konformation bei Standardbedingungen ist durch AG\ gege-
ben. Betrachtet man ein Gleichgewicht zwischen den beiden Zustéinden (AG = 0) und
vernachliissigt Terme hoherer Ordnung, folgt fiir das Stabilitdtsdiagramm ein ellipti-
sches Aussehen [Malessa, wie in Abbildung 3.7 gezeigt. Die typische freie Enthalpie
der Stabilisierung ist fiir ein mittelgrofles Protein selbst unter giinstigen physiologischen
Bedingungen in der Groflenordnung von 45 + 15kJ/ mol, sie entspricht also der Bin-
dungsenergie einiger weniger Wasserstoffbriicken [Loeffler|. Daher fiihren schon kleine
Anderungen in den #uferen Bedingungen zu einem Verlust der Tertiirstruktur, durch
welche die native Struktur definiert ist - das Protein denaturiert.

Die native Konformation eines Proteins ist in aller Regel bei physiologischem Druck
und Temperatur gegeben (beim Menschen 1bar und 37°C). Ihre Stabili&t nimmt so-
wohl zu hoheren als auch niedrigeren Temperaturen hin ab. Hitzedenaturierung kann
fiir die meisten Proteine schon bei einer moderaten Temperaturerhshung (wenige zehn
Grad tiber Tj) beobachtet werden, u.a. da strukturgebende Wasserstoffbriickenbindun-
gen zum Losungsmittel aufgebrochen werden [Koizumi|. Die Kéltedenaturierung ist
schwieriger zu beobachten, da die fiir diese Konformationséinderung notwendigen Tem-
peraturen hiufig unter dem Gefrierpunkt des Losungsmittels (Wasser) liegen. In beiden
Fillen liegt eine Entfaltung des Proteins vor, die eine positive Anderung der Wirme-
kapazitéit ACp zur Folge hat [Brandts] und daher gut mit kalorimetrischen Methoden
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Abbildung 3.7: Schematische Darstellung eines p-T-Stabilititsdiagramms fiir ein globulires (kom-
paktes, annéhernd kugelférmiges) Protein. Die Zusténde, unter den das Protein in der nativen Phase
vorliegt, liegen innerhalb der Ellipse. Die Punkte markieren einige Zusténde, unter den Hitze- , Kilte-
und Druckdenaturierung einsetzen (iibernommen aus [Malessa))

(DSC, Differential Scanning Calorimetry) detektiert werden kann. Bei Proteinen mit
einer Zweizustand-Faltungskinetik kann die Temperaturdenaturierung reversibel sein
[Xie].

Eine Erhohung des Drucks kann nur dann eine Denaturierung induzieren, wenn die
denaturierte Konformation ein kleineres Volumen einnimt als die native. Durch das
Auffalten eines kompakten, globuléiren Proteins kann der hydrophobe Kern dem Lo-
sungsmittel zuginglich gemacht werden, wodurch ein hoherer Solvatationsgrad erreicht
wird und die Druckdenaturierung begiinstigt wird. Eine durch Druck induzierte De-
naturierung ist in aller Regel vollsténdig reversibel, denn die kovalenten Bindungen der
Primérstruktur werden nicht unterhalb von 20 kbar beeinflusst [Klink] - vorausgesetzt,
im druck-denaturierten Zustand treten keine (irreversiblen) Aggregationseffekte auf.

Da die native Konformation hauptsichlich durch das Wechselspiel der Kriifte im
System Protein-Wasser bestimmt wird, fiithren Anderungen der Eigenschaften des Lo-
sungsmittels zur Anderung der freien Enthalpie und kénnen so die Denaturierung
des Proteins induzieren. Die Cosolventien-induzierte Denaturierung wird z.B. er-
reicht durch organische Losungsmittel (z.B. Ethanol Cy HgO), welche die hydrophoben
Wechselwirkungen schwichen und damit zur Strukturéinderung fithren. Ein weiterer
typischer Denaturant ist Harnstoff (Urea C'H4N20), da es Wasserstoffbriickenbindun-
gen wegen seiner der Peptidbindung #hnlichen Struktur schwichen kann und somit
Elemente der Sekundirstruktur stort. Die Cosolventien-induzierte Denaturierung kann
unter bestimmten Bedingungen reversibel sein [Anfinsen].

Auch Anderungen des pH-Wertes des Losungsmittels konnen zur Proteindenatu-
rierung fithren. Mit diesem Vorgang ist hiufig auch eine Veréinderung der Loslichkeit
des Proteins verbunden, die zur Aggregation (regellose Zusammenklumpung der Pro-
teinmolekiile, nicht zu verwechseln mit Polymerisation, also der Bildung geordneter
Komplexe) bis hin zur Ausflockung des Proteins fithren kann [Loeffler].

Zwei hiufig auftretende Konformationen denaturierter Proteine, aber auch Kon-
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formationen von intermediaten Zustidnden beim Faltungsprozess, sind die mit molten
globule (geschmolzenes Kiigelchen) und random coil (ungeordnetes Knéuel) bezeichne-
ten Strukturen (siche Abbildung 3.8).

Die molten globule Konformation ist dadurch gekennzeichnet, dass das Protein ei-
ne seiner nativen Struktur dhnliche Kompaktheit besitzt und die Elemente der Se-
kundérstruktur weitgehend erhalten sind. Allerdings fehlen vielen Seitenketten die
Tertizirstruktur-Wechselwirkungen des nativen Zustands, was dazu fiihrt, dass das Pro-
tein erheblich flexibler ist als das vollsténdig gefaltete Molekiil. Es ist sozusagen auf-
gequollen, was in der Tat auf das Eindringen von Losungsmittel in das Proteininnere
zuriickzufiihren ist. Diese Konformation wird unter milden Denaturierungskonditionen
(niedriger pH-Wert, schwacher Denaturant, erhohte Temperatur) induziert.

Liegt ein Protein als random coil vor, besitzt es keine erkennbaren Sekundérstruktu-
relemente mehr, es handelt sich also im Prinzip um eine zufillig gestaltete Peptidkette.
Das Protein ist vollstindig entfaltet, und die einzigen stabilen Bindungen sind die
Peptidbindungen der Aminosiurekette.

random coil

molten globule

Abbildung 3.8: Durch Denaturierung gelangt ein Proteinmolekiil (hier schematisch fiir das Protein
Lysozym) von seiner nativen Konformation h#ufig zunichst in den molten-globule Zustand bevor es -
bei Vorliegen ausreichend starker denaturierender Bedingungen - vollstéindig entfaltet und als random
coil vorliegt. Der umgekehrte Weg spiegelt die Faltung des Proteinmolekiils unmittelbar nach der
Biosynthese wieder.

3.4 Die untersuchten Proteine

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Messungen wurden an wiissrigen Losungen von
drei Proteinen durchgefiihrt. Diese werden im Folgenden kurz charakterisiert.

3.4.1 Lysozym

Lysozym (auch Muramidase) ist ein Enzym (katalytisch wirkendes Protein), dessen
biologische Funktion darin besteht, die Hydrolyse der -1, 4-glycosidischen Bindung
zwischen N-Acetyl-D-Muraminsdure und 2-Acetylamino-2-Desoxy-D-Glucose in den
Zuckerketten des Peptidoglucangeriists der Zellwand von Gram-positiven Bakterien
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zu katalysieren [Vocadlo]. Somit wirkt Lysozym antibakteriell, indem es die Bakteri-
enzellwand so weit schwiicht, dass sie dem hohen osmotischen Druck im Bakterium
(typischerweise 3 — 15 bar [Lan]) nicht mehr standhalten kann.

Lysozym ist weit verbreitet in Flora und Fauna, wo es als natiirliches Antibiotikum
wirkt 8. Bei Siugetieren findet es sich in einer Vielzahl von Korperfliissigkeiten, so z.B.
im Speichel, im Schweif}, im Blut, in der Trinenfliissigkeit, in der Muttermilch aber
auch in Geweben wie z.B. im Nierengewebe. Eine relativ hohe Lysozym-Konzentration
kann im Hiihnereiweifl gefunden werden, weshalb es hauptséchlich dort extrahiert wird
(hen-egg-white lysozyme, HEW-lysozyme).

Hiihnereiwei3-Lysozym ist ein globuléres Protein, es besteht aus einer einzelnen
Peptidkette mit 129 Aminoséuren und besitzt in monomerer Form ein Molekularge-
wicht von 14388 Da ? [Jolles|. Die Sekundérstrukturelemente des nativen Proteins sind
vier a—Helices und drei f—Faltblitter, und es bestehen vier Disulfidbriicken. Kristalle
des Proteins lassen sich sehr einfach herstellen, was neben der sehr guten Verfiigharkeit
die Ursache dafiir ist, dass Hiithnereiweifl-Lysozym das am besten strukturell charakte-
risierte Protein ist [Imoto.

Abbildung 3.9: Ribbon-Diagramm der Sekundir- und Teritisirstruktur von HEW-Lysozym
[Rypniewski]

3.4.2 Insulin

Insulin ist ein fiir den Menschen sowie fiir alle Tiere lebenswichtiges Proteohormon
(Protein mit Hormonwirkung), dessen wichtigste Funktion die Regelung der Gluko-
sekonzentration im Blut ist. Nach Aufnahme kohlenhydratreicher Nahrung steigt der
Glukosespiegel an, worauf als Reaktion die §-Zellen der Bauchspeicheldriise Insulin
freisetzen, das im Blut zu allen Koérperzellen gelangt. Es bindet dort an die Insulin-
Rezeptoren und verursacht insbesondere in den Muskel- und Fettzellen eine Erhohung

8 Alexander Fleming hat das im Speichel vorkommende Lysozym bereits 1922 als Substanz mit
antibiotischer Wirkung identifiziert [Fleming], also noch vor seiner Entdeckung des Penicillin.
1 Da (Dalton) = 1 u (atomare Masseneinheit)
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der Glukoseaufnahme in das Zellinere, wo die Glukose gespeichert und zur Energiege-
winnung genutzt wird. Dariiber hinaus hat Insulin viele andere Funktionen, u.a. Ein-
fluss auf den Fett- und Aminoséurestoffwechsel sowie auf den Kaliumhaushalt [Saltiel].
Die Insulinmolekiile verschiedener Spezies &hneln sich sehr stark. Das dem menschli-
chen Insulin dhnlichste ist das des Schweins (porcince insulin): Es unterscheidet sich
in nur einer Aminoséure [Sonnenberg].

Insulin ist ein sehr kleines Protein und besteht aus zwei getrennten Peptidketten,
die durch zwei Disulfidbriicken aneinander gebunden sind. Das Protein besitzt ins-
gesamt 51 Aminosduren und in monomerer Form ein Molekulargewicht von 5808 Da
[Olsen| (human insulin). Die Sekundérstrukturelemente des nativen Proteins sind 2
a-Helices in der ersten Peptidkette und eine a-Helix in der zweiten [Gursky]. In Lo-
sung neigt Insulin leicht zur Bildung von Dimeren und héheren Oligomeren sowie zur
Aggregatbildung.

Abbildung 3.10: Links: Ribbon-Diagramm der Sekund:ir- und Teritizirstruktur von Insulin (porcine
insulin).  Rechts: Quartérstruktur der beiden Peptidketten, aus den das Insulin-Molekiil aufgebaut
ist (die einzelnen Peptidketten sind jeweils unterschiedlich eingeféirbt). Erstellt aus dem PDB Eintrag
9INS [Gursky]

3.4.3 Staphylokokken Nuclease

Die Staphylokken Nuclease (Abk. SNase, auch Micrococcal Nuclease) ist ein extrazellu-
ldires Enzym, welches im V8-Strang des Bakteriums Staphylococcus aureus hergestellt
wird. Es ist identisch mit der extrazelluldren Nuclease A und seine biologische Funkti-
on besteht darin, die Hydrolyse von DNA und RNA an der 5/-Position zu katalysieren
[Cotton] und so DNA- und RNA-Reste abzubauen.

Das globuliire Protein besteht aus einer einzelnen Peptidkette mit 149 Aminoséuren
und besitzt in monomerer Form ein Molekulargewicht von 16807 Da [Taniuchi|. Die Se-
kundérstrukturelemente des nativen Proteins sind drei a—Helices und fiinf —Faltblitter
wobei letztere den hydrophoben Kern des Proteins formen, es existieren keine Disul-
fidbriicken. Durch diese Eigenschaft ist SNase ein fiir Untersuchungen der Proteinfal-

36



tungsmechanismen sehr attraktives Modellprotein, dessen Faltungsdynamik sich sowohl
unter Druck- als auch Hitzedenaturierung mit Hilfe eines zwei-Zustands-Modells be-
schreiben ldsst [Panick98] [Byrne|. Bedingt durch die relativ kleine GroSe, die gute
Verfiigbarkeit in hochreiner Form und die besonderen Eigenschaften wurde das Enzym
sehr ausfiihrlich in vielen Studien behandelt.

Abbildung 3.11: Ribbon-Diagramm der Sekundir- und Tertifirstruktur von nativer SNase (abwei-
chende Farbe fiir die Peptidkette: grau) [Hynes]
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4 Das SAXS-Instrument am DELTA

Das Ziel dieser Arbeit war, ohne Beeintriichtigung der bestehenden Instrumentierung
der Strahllinie (engl. beamline) BL9 des DELTA-Elektronenspeicherrings, einen Auf-
bau fiir SAXS-Experimente zu implementieren, wobei ein 2-dimensional ortsauflssender
Detektor zur Aufzeichnung der gestreuten Intensitéit dienen sollte (so wie schematisch
bereits in Abbildung 2.3 dargestellt). Eine zusétzliche Rahmenbedingung folgte aus der
vielseitigen Nutzung der Beamline BL9 nicht nur fiir SAXS-Experimente: Das Instru-
ment musste so konzipiert werden, dass es mit relativ wenig Aufwand abgebaut und
wieder aufgebaut werden konnte, selbstverstindlich unter Beibehaltung der Prizision
des Aufbaus.

Eine schematische Darstellung des Aufbaus der Beamline BL9 und des neuen SAXS-
Instruments ist in der Abbildung 4.1 gegeben. Nach einem kurzen Uberblick iiber die
Spezifikationen des Speicherrings und der Beamline BL9 findet sich in den folgenden
Unterkapiteln eine detailierte Beschreibung der in der Abbildung dargestellten Kom-
ponenten des SAXS-Instruments.

37.3bis 36.6m 36.1m 35.7m 353m 337m  331m 267m 15m 12im  0m
1

Abbildung 4.1: Schematischer Aufbau des SAXS-Instruments an der Beamline BL9 des DELTA
[Krywka07].

4.1 Dortmunder Elektronen-Speicherring-Anlage (DELTA)

DELTA ist eine 1.5 GeV Synchrotronstrahlungsquelle der dritten Generation und wird
vom Zentrum fiir Synchrotronstrahlung der Technischen Universitit Dortmund be-
trieben. Der in Abbildung 4.2 gezeigte schematische Aufbau stellt die wesentlichen
Komponenten der Speicherring-Anlage dar: den Linearbeschleuniger Linac zur Vorbe-
schleunigung der Elektronen auf etwa 75 MeV, dem Hauptbeschleunigerring BoDo zur
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Beschleunigung auf max. 1.5 GeV und den 115.2m langen Speicherring Delta. Wéh-
rend des Synchrotronnutzerbetriebs wird der Speicherring mit einem Elektronenstrom
von typischerweise 120 mA betrieben und die Lebensdauer liegt bei 5 — 6 h. Weitere
Details iiber das Synchrotron finden sich in [DELTA].

An insgesamt 13 Strahllinien (Beamlines BLO bis BL12) kann Synchrotronstrahlung
fiir experimentelle Zwecke sowie fiir Zwecke der Strahldiagnose bereitgestellt werden.
Zum Zeitpunkt der Verfertigung dieser Arbeit standen 5 Beamlines routineméflig Nut-
zern fiir Forschungszwecke mit Synchrotronstrahlung zur Verfiigung.

Zur Erzeugung der Synchrotronstrahlung ist der Speicherring ausgestattet mit Ab-
lenkmagneten, zwei Undulatoren (U55, U250) und einem supraleitenden, asymmetri-
schen Wiggler (SAW). Die kritische Energie des SAW liegt bei 7.9 k eV und der Strahl-
féicher besitzt eine Divergenz von 25 x 0.7 mrad® (horizontal x vertikal bei 1.5 GeV)
[DELTA]. Der Strahlfsicher versorgt drei Beamlines mit Synchrotronstrahlung (BLS,
BL9, BL10), wobei jede einzelne eine Winkelakzeptanz von 5 mrad besitzt.

BLO 15
BL124, ©
» 2 Cavity

Abbildung 4.2: Aufbau der Dortmunder Elektron-Speicherring-Anlage DELTA [DELTA]. Die Be-
amline BL9 sowie die Strahlfiihrung von der Quelle (SAW) sind rot hervorgehoben.

4.2 Die Beamline BL9

Die im Wiggler SAW erzeugte, weifle Synchrotronstrahlung wird anschlieSend durch
einen Silizium(311)-Doppelkristallmonochromator (26.7m vom Quellpunkt entfernt)
monochromatisiert. Die Wellenléinge der monochromatisierten Strahlung kann im Be-
reich von 3.1 A bis 0.41 A frei gew#hlt werden, was einem Energieintervall von 4 k eV bis
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30 keV entspricht 1° - die typische Energieauflosung im Experiment ist AE/E = 1074
Durch die Moglichkeit, den zweiten Monochromatorkristall sagittal zu biegen, kann
eine variable Fokussierung der horizontalen Strahldimension erzielt werden. In einer
Entfernung von 33.1 m vom Quellpunkt verlédfit der Synchrotronstrahl den Hochvaku-
umbereich und tritt in die Experimentierhiitte der Beamline BL9 ein. Der Photonenfluss
betréigt hier typischerweise 10° — 10'® Photonen/s/ mm? (bei 10 keV) [Krywka07].
Abbildung 4.3 zeigt eine Aufnahme, die den Zustand der Experimentierhiitte der
Beamline BL9 zum Zeitpunkt des Beginns dieser Arbeit wiedergibt. Kurz danach wurde
die Experimentierhiitte hinter dem Diffraktometer abgetrennt (gelb umrahmte Trenn-
wand) um dahinter die Experimentierhiitte der Beamline BL8 aufzubauen. Daraus
resultierte eine sehr geringe Fliche, die zum Aufbau des Detektorsystems fiir Klein-
winkelstreuexperimente zur Verfiigung stand. Diese starke rdumliche Begrenzung war

eine der wesentlichen Herausforderungen des im Zuge dieser Arbeit zu realisierenden
SAXS-Aufbaus.

Abbildung 4.3: Zustand der Experimentierhiitte der Beamline BL9 kurz vor Beginn dieser Arbeit
(03/2005): Die Strahlrichtung verlduft von rechts nach links, beginnend mit der Strahleinlasssfinung
(a). Hinter einem kurzen, heliumgefiillten Flightpath (b) befindet sich die erste Blende (c) gefolgt
von einem weiteren Flightpath (d) und einer zweiten Blende (e). Ein Huber 6-Kreis Diffraktometer
(f) dient der Probenjustage, und die gestreute Intensitéit wird mittels des am Ende des verkippbaren
260-Arms (g) befestigten Detektors aufgezeichnet [Krywka05].

Tn dem Zeitraum der Entstehung dieser Arbeit konnten die hoheren Harmonischen des Mono-
chromators nicht vor dem Eintritt in die Experimentierhiitte herausgefiltert werden. Die Présenz von
hoherenergetischen Anteilen im Strahl musste also stets berticksichtigt werden.
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4.3 Das Helium-/ Vakuum-System

Die in einem SAXS-Experiment an Proteinlosungen aufgezeichnete, unter kleinen Win-
keln gestreute Intensitét rithrt nicht ausschliefSlich von der untersuchten Probe. Einen
nicht unerheblichen (in Summe sogar iiberwiegenden) Beitrag verursacht die parasi-
tédre Streuung an Blenden und an durchstrahlten Gasstrecken. Die Transmission einer
1 m langen Luftstrecke ist in Abbildung 4.4 a) als Funktion der Energie der verwende-
ten Strahlung aufgetragen. Im fiir SAXS-Experimente an der Beamline BL9 typischen
Energiebereich zwischen 10 und 15 keV variiert die Transmission zwischen 56% und
84%. Nicht nur den hierdurch verursachten Verlust an Intensitéit gilt es zu verhindern:
Wie aus Abbildung 4.4 b) ersichtlich, ist die Absorption auch eine Folge der elastischen
Streuprozesse, die ihrerseits Kleinwinkelstreuung an den Gasatomen verursachen (der
Photoeffekt, in Folge dessen ebenfalls Absorption auftritt, ist verantwortlich fiir einen
isotropen, niederenergetischen Streubeitrag). Ohne geeignete Gegenmafinahmen ent-
steht ein starkes Halo um den direkten Strahl herum, welches bei SAXS-Experimenten
an Proteinlosungen die Streuung der Proteine in aller Regel iiberstrahlt und so die auf-
gezeichneten Spektren bei kleinen Winkeln schwer auswertbar bis unbrauchbar macht.
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Abbildung 4.4: a) Transmission einer 1m langen Luftstrecke als Funktion der Photonenenergie
[CXRO]. b) Zusammensetzung des totalen differentiellen Wirkungsquerschnitts 0, am Beispiel des
Streuprozesses an einem Kohlenstoffatom in Abhéingigkeit von der Photonenergie: 7 Photoeffekt,
O coh, Rayleigh-Streuung, 0jpcon Compton-Streuung. Die Paarerzeugungsprozesse (Ky,, Ke) spielen im
relevanten Energiebereich (<10% €V) keine Rolle [Kirz].

So besitzt Helium im Vergleich zur Luft eine sehr viel héhere Transmissiom und
demzufolge eine sehr viel geringere Vorwirtsstreuung: In dem in Abbildung 4.4 darge-
stellten Energiebereich liegt diese stets iiber 99.6% [CXRO].

Wie man in Abbildung 4.3 erkennen kann, durchquerte der Rontgenstrahl vor dem
Umbau der Experimentierhiitte vom Ort des Eintritts in die Experimentierhiitte bis
zum Probenort (iiblicherweise im Diffraktometer) groflere Luftstrecken. BehelfsméBig
wurden zwar mit Helium gefiillte Rohre eingesetzt, die jedoch die Strahlstrecke nicht
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vollstindig abdecken konnten - dariiber hinaus sind die Folien aus Polyimid (Kapton
1) mit den die Rohrenden jeweils versehen waren, selbst starke Streuer.

Es wurde daher zunéchst ein zweiteiliges Flightpath (sinngemé#f “Strahlfithrung”)
entwickelt, welches wahlweise mit Helium gefiillt oder evakuiert werden kann. Es stellt
eine durchgehende, evakuierte bzw. Helium-gefiillte Strecke vom Ort des Strahleintrit-
tes in die Experimentierhiitte bis zur Probenposition dar (Strang A). Ein zweiter Teil
des Flightpaths (Strang B) deckt den Raum zwischen Probe und Detektor ab, wobei
der gesamte vom Detektor erfasste Raumwinkel eingeschlossen ist.

Um im Heliumbetrieb der Heliumdiffusion durch die fiir den Strahldurchtritt not-
wendigen Kaptonfenster entgegenzuwirken, wird das Flightpath unter Helium-Durchfluss
betrieben. Im Vakuumbetrieb ist eine permanent arbeitende Vakuumpumpe ange-
schlossen, die den Druck im Flightpath auf mehrere mbar reduziert.

Strang A Im Strang A sind optische Elemente wie Blenden und das Absorbersystem
in das heliumgefiillte bzw. evakuierte Volumen integriert. Das System ist aufgebaut aus
ISO-Kleinflansch-Bauteilen, einer Industrienorm fiir wiederverwendbare, vakuumdich-
te, leicht und schnell zu verschlieende Rohrverbindungen. Die Verbindung der KF-
Komponenten geschieht mit Hilfe von mit Quetschdichtungen (O-Ringen) versehenen
Zentrierringen sowie dufleren Spannringen und erfolgt werkzeugfrei. Eine Ubersicht des
Helium/Vakuum-Systems bis zur Probenposition ist in Abbildung 4.5 wiedergegeben.

Das Eintritts-Kaptonfenster des Flightpaths befindet sich direkt hinter dem Mo-
nitorzéhler fiir das Normierungssignal I, (siehe Kapitel 4.4). Unmittelbar dahinter
befindet sich der Auslass fiir das im Heliumbetrieb durchstromende Heliumgas, an
dem mit Hilfe eines Sensors ' der prozentuale Sauerstoffanteil in dem das System
verlassenden Gasstrom gemessen wird, der so eine Kontrolle dariiber ermoglicht, ob
das Flightpath vollstindig mit Helium gefiillt ist. Es folgt das Absorber- und Shut-
tersystem (siehe Kapitel 4.5), die ortsfeste Eintrittsblende S2 (siche Kapitel 4.6) und
hinter einer segmentierten Rohrstrecke die strahldefinierende Blende S3, deren Position
in Strahlrichtung variabel ist. Hinter der am Diffraktometer montierten und ebenfalls
linear verschiebbaren Blende S4 (guard slit) schliefien sich der Monitorzihler fiir das
Normierungsignal I,,s (sieche Kapitel 4.4), der Helium-Einlass bzw. Vakuumpumpen-
anschluss und das den ersten Teil des Flightpaths abschlieende Kaptonfenster an.
Hinter dem Austrittsfenster erreicht der durch den Strang A des Flightpaths gefiihrte
Rontgenstrahl die Probenumgebung (siehe Kapitel 4.7).

Strang B Der Strang B des Flightpaths erstreckt sich von der Probenposition bis zum
2D-Detektor (siehe Kapitel 4.9) und ist in Abbildung 4.6 wiedergegeben. Unmittelbar
hinter der Probenzelle befindet sich der Monitorzihler fiir das Normierungssignal I,
(sieche Kapitel 4.4), und hinter einem kurzem Luftspalt schlieft sich das mit einem
Flansch versehene Eintritts-Kaptonfenster an ein aus Segmenten mit ansteigendem

Kapton ist ein eingetragener Markenname von DuPont.
12 Greisinger Electronic GOX-100, erhiltlich iiber Conrad Electronic.
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Abbildung 4.5: Helium/Vakuum-System, Strang A. In Klammern gesetzte Bauteile sind nicht Be-
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Abbildung 4.6: Helium/Vakuum-System, Strang B. In Klammern gesetzte Bauteile sind nicht Be-
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Durchmesser aufgebautes Rohr an. Ein Anschuss fiir die Vakuumpumpe bzw. je zwei
Anschliisse fiir den Heliumein- und Auslass sind in das Rohrsystem integriert. An dem
dem Detektor zugewandten Ende schliefit ein Austritts-Kaptonfenster mit ausreichend
groBem Durchmesser das Rohr ab, und unmittelbar dahinter bildet ein Beamstop (siehe
Kapitel 4.8) die letzte Komponente des Flightpath-Systems. Der dahinter positionierte
2D-Detektor zeichnet die gestreute und durch den Flightpath gefiihrte Strahlung auf.

Anders als im Vakuumbetrieb wird im Heliumbetrieb fiir den letzten Teil des Flight-
paths kein starres Rohr verwendet, vielmehr stellt ein flexibler, ausziehbarer Schlauch
(Balg) den groiten Teil des aus vier Komponenten (Eintrittsfenster, Kegelstutzen, Balg,
Austrittsfenster) zusammengesetzten Helium-Flightpaths dar. Alle Komponenten des
Balgs sind mit einem Klemmflanschsystem versehen und kénnen so leicht zerlegt und
gefs. erweitert werden. Bedingt durch die Flexibilitéit des Balgs kann der Abstand zwi-
schen Probe und Detektor in einem gewissen Rahmen frei variiert werden. Zu diesem
Zweck erfolgt die Montage des Helium-Flightpaths héngend an einer mit Schlitten ver-
sehenen Deckenschiene, von denen Befestigungsstangen bis zur Hohe des Flightpaths
herunterreichen. Bei Verwendung des Helium-Systems sollten fiir den Helium-Einlass
oben liegende Gasanschliisse verwendet werden und die unten liegenden fiir den Aus-
lass. Dadurch kann das oben einstromende Helium die schwereren Gase der Luft durch
die unten liegende Auslasséffnungen verdringen und es kommt schneller zu einer homo-
genen Heliumatmosphére innerhalb des voluminosen Flightpaths. Das durch die Aus-
lassoffnung ausstromende Gas ist mit der Einlass6ffnung des Strangs A zu verbinden,
um so einen durchgehenden Helium-Fluss zu bilden.

Durch seinen grofien End-Durchmesser (400 mm) kann das Helium-Flightpath die
innerhalb des gesamten vom Detektor erfassten Raumwinkels gestreute Intensitét auf-
nehmen und ermoglicht so Messungen in einem ¢-Bereich, der lediglich durch den De-
tektordurchmesser (345 mm) begrenzt ist.

Der End-Durchmesser des starren, einteiligen Rohres des Vakuum-Flightpaths liegt
bei 200mm, es schattet also einen Teil der Detektorfliche ab und begrenzt somit
den im Experiment zugéinglichen ¢-Bereich. Die Beschriankung auf diesen Durchmesser
folgt aus der Reissfestigkeit des Fenstermaterials (im evakuierten Zustand). Der Probe-
Detektor-Abstand bei der Verwendung des Vakuum-Systems ist durch die Lénge des
starren Rohres vorgegeben und liegt bei etwa 1.1 m.

Dennoch bietet des Vakuumsystem Vorteile gegeniiber dem Heliumsystem: Zum
einen entsteht im auf wenige mbar evakuierten Rohr weniger Streustrahlung im Ver-
gleich zum Heliumsystem, wodurch das Signal-Rausch-Verhiltnis im Detektorbild ver-
bessert wird. Dariiber hinaus ist das Vakuum-System nach dem Aufbau praktisch sofort
einsatzbereit (der Abpumpvorgang dauert nur wenige Minuten). Im Gegenzug dazu
dauert es beim Helium-System mehrere Stunden, bis der Rest-Sauerstoffanteil in dem
das System verlassenden Gas einen Wert von weniger als 1% erreicht.

Andererseits ermoglicht die Verwendung des Helium-Systems die Realisierung von
grofleren Probe-Detektor-Abstéinden (zwischen 2m und 3m) und damit Messungen
unter kleineren ¢-Werten. Durch die modulare Bauweise kann dazu das Flightpath
an seinem kleinen Durchmesser durch einen zusétzlichen Verldngerungsbalg erweitert
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werden, an dessen Ende dann das Eintrittsfenster angeflanscht wird. In dieser Konfi-
guration kann die Probenzelle Positionen einnehmen, die von unmittelbar hinter der
Blende S3 (S4 entfillt dann) bis unmittelbar hinter der Blende S2 reichen (S3+S4
entfallen dann). In Abbildung 4.7 ist ein Aufbau abgebildet, in dem die Probenzelle
unmittelbar hinter der Blende S2 positioniert ist, wenn auch mit einer #lteren Version
der Balge, die noch nicht mit Flanschanschliissen versehen waren.

Abbildung 4.7: Konfiguration des Helium-Flightpaths fiir einen maximalen Probe-Detektor-Abstand
von ca. 3.2 m. Das Photo zeigt eine &ltere Version der Balgmodule, die aktuelle Version kann mittels
Klemmflanschen unterbrechungsfrei durch das Diffraktometer gefithrt werden. Um ein Durchhéngen
zu verhindern unterstiitzt eine an der Deckenschiene aufgehangene Kugelkette den Verlingerungsbalg

in regelméfligen Absténden.

4.4 Monitorziahler

Die an einer Probe gestreute, pro Zeiteinheit gemessene Intensitét ist bedingt durch den
exponentiellen Abfall des Elektronenstroms im Speicherring und der dadurch verénder-
lichen einfallenden Intensitét eine Funktion der Zeit. Wie im Kapitel 3.2 gezeigt, setzt
sich die gemessene Intensitétsverteilung aus der an den Proteinmolekiilen, am Losungs-
mittel, an der Probenzelle, an Gasstrecken und an Beamlinekomponenten gestreuten
Intensititen zusammen. Um den Beitrag der Proteinmolekiile zu erhalten, wird gemif3
Gleichung 3.2 ein Untergrundabzug durchgefiihrt, indem von der an der Proteinlosung
gemessenen Intensitéitsverteilung die am reinen Losungsmittel gemessene Intensitéts-
verteilung subtrahiert wird. Dadurch wird nicht nur der Beitrag des Losungsmittels
sondern auch die Beitrége aller anderen in beiden Messungen konstanten Einfliisse
herausgerechnet.

Voraussetzung fiir einen erfolgreichen Untergrundabzug ist jedoch, dass die von-
einander zu subtrahierenden Intensitdten auf die nicht-konstanten Einfliisse, wie die
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bei jeder Messung variierende einfallende Intensitit sowie die unterschiedliche Absorp-
tion der Proteinlosung und des Losungsmittels, normiert werden. Die innerhalb der
Messdauer 7 gemessene Streukurve I, (¢) muss also sowohl auf die innerhalb der Zeit
7 einfallende intensitét [, als auch auf die Transmission 7' der Probe normiert werden.
Fiir die normierte Streukurve gilt dann

Iex (q> 1 Iex (q> Iin Iex (Q)
Inorm - D - = L - = P 4.1
R T N T P b

wobel [;, die innerhalb der Zeit 7 durch das Probenvolumen transmittierte Intensi-
tdt darstellt. Wie in Abbildung 4.6 gezeigt, wird zur Bestimmung von [;, ein Nal-
Szintillationszéihler verwendet (im Folgenden als Zihlrohr bezeichnet), welches auf
einen kurzen Luftspalt unmittelbar hinter der Probenzelle gerichtet ist und so die dort
entstehende Luftstreuung misst, die niherungsweise proportional zur transmittierten
Intensitit ist 3. Um diese Messung zu ermoglichen, muss konsequenterweise ein solcher
Luftspalt (iiblicherweise 1—2 cm Liinge) existieren. Ausgehend davon, dass Gasstrecken
prinzipiell auch Vorwirtsstreuung erzeugen, die sich mit der Proteinstreuung iiberla-
gern, ist dies keine optimale Methode zur Messung des Signals I, .

Eine exakte Methode besteht darin, die transmittierte Intensitit im Beamstop zu
messen. Diese wird dort ohnehin absorbiert und eine Messung erfordert keine zusiitz-
lichen Gasstrecken. Zu diesem Zweck wurde ein aktiver Beamstop entwickelt, der mit
einer Rontgen-Photodiode ausgestattet ist und daher ein Signal proportional zu I,
ausgeben kann (siehe Kapitel 4.8). Aus technischen Griinden ist die Benutzung ei-
nes solchen aktiven Beamstops nur fiir Messungen mit kurzen Messzeiten 7 (wenige
Minuten) geeignet .

Bei Messungen, die eine lingere Belichtungsdauer erfordern, wird das Signal I,
mittels der Luftstreuung gemessen. Falls jedoch ein Luftspalt nicht realisierbar ist, weil

3Diese Naherung gilt nur fiir schwach streuende Proben, also gering konzentrierte Proteinlosungen.
Bei hoher konzentrierten Losungen verursacht die stérkere Streustrahlung einen nicht unerheblichen
Beitrag zu der vom Zghlrohr gemessenen Luftstreuung, und das Normierungssignal I, wird dadurch
verfilscht.

14 Djie einfallende “weifle” Synchrotronstrahlung aus dem SAW deponiert eine hohe thermische Lei-
stung im ersten Monochromatorkristall, welche nicht vollstindig durch das Kiihlsystem abgeleitet
werden kann und die insbesondere unmittelbar nach einer Injektion zu einer verstirkten mechani-
schen Verformung dieses Monochromatorkristalls fithrt. Die Parallelstellung der Netzebenen zu denen
des zweiten Monochromatorkristalls ist dann nicht mehr gegeben und die Braggbedingung nicht mehr
exakt erfiillt. Dies macht sich letztendlich in einer starken Abnahme der Intensitéit in der Experi-
mentierhiitte bemerkbar. Wiahrend des Messbetriebes muss daher in regelmifiigen Abstéiinden eine
Korrektur der Monochromatoreinstellung erfolgen (“Monotune”). Dadurch versndert sich allerdings
in aller Regel der Schwerpunkt der Intensitétsprofils des Strahls, und die innerhalb des von den Blen-
den vorgegebenen Fensters ausgeleuchtete Fléche dndert sich. Nun ist die detektierende Fliche der
im Beamstop eingebauten Rontgendiode technisch bedingt stets kleiner als die Fliche des Beamstops,
der wiederum nicht grofier sein darf, als fiir die Abschattung des direkten Strahls notig. Versindert
sich also in Folge eines Monotunes der ausgeleuchtete Bereich des Beamstops, wird die aktive Fli-
che der Rontgendiode nur teilweise oder gar nicht mehr beleuchtet und das wihrend der Messung
aufgezeichnete Signal ist dann nicht mehr proportional zu Iy, .
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z.B. das Vakuum-Flightpath direkt an die Probenzelle angeflanscht ist, besteht noch ei-
ne weitere Moglichkeit, das Normierungssignal I;, auszuwerten: Wenn der Streubeitrag
des in Losung befindlichen Proteins gegeniiber der Streuung des Losungsmittels klein
ist und insbesondere nur sehr schwache Streuung unter groflen Winkeln verursacht,
kann die iiber die gesamte Fliche des 2D-Detektors integrierte, wihrend der Messung
aufgezeichnete Intensitit als Normierungssignal verwendet werden: Wenn beim Wech-
sel von Proteinlosung zum Losungsmittel keine oder nur eine schwache Verinderung
der Streuung unter grofien Winkeln auftritt, dann veréindert sich der Wert der ge-
samten vom Detektor erfassten, an der Probe gestreute Intensitét in etwa umgekehrt
proportional zur Transmission des Probenvolumens: Der Teil der Intensitéit, der im
transmittierten Strahl fehlt, findet sich in der elastisch gestreuten und vom Detektor
erfassten Intensitéit wieder.

Wiéhrend das Normierungssignal [, fiir die Normierung der Messdaten von Erfor-
dernis ist, sind fiir die Blendenjustage die Normierungssignale I, (in die Experimentier-
hiitte einfallende Intensitét) und I, (der Probe zugefiihrte Intensitéit) essenziell. Deren
Aufzeichnung geschieht mittels der entsprechend bezeichneten Monitor-Detektoren an
den in Abbildung 4.5 gekennzeichneten Positionen. Thr Aufbau ist in der Abbildung
4.8 schematisch dargestellt.

Zahlrohr

Hohenverstellbares

Gehause — Kaptonfolie

— Folienhalter

Abbildung 4.8: a) Aufbau der Messvorrichtung fiir das Monitorsignal Iy (in die Experimentierhiitte
einfallende Intensitét) b) Aufbau der Messvorrichtung fiir das Monitorsignal I;s (der Probe
zugefithrte Intensitét)

Im Monitor /I kann die Messung wahlweise mittels des Signals einer Ionisationskam-
mer oder mittels eines Zdhlrohres erfasst werden, das die an Luft gestreute Intensitét
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registriert '°. Beide Vorrichtungen sind in einem vertikal verschiebbaren, mittels einer
Feststellschraube fixierbaren Gehiuse integriert. Befindet sich das Gehéduse am oberen
Anschlag, passiert der Rontgenstrahl die Ionisationskammer. Falls sich das Gehéuse
am unteren Anschlag befindet, verlduft der Rontgenstrahl oberhalb der Ionisations-
kammerplatten, und das im dariiber liegenden Teil des Gehéuses eingebaute Zihlrohr
kann die an Luft gestreute Intensitit messen. Um eine Séttigung des Detektors zu
verhindern, befindet sich vor diesem eine Lochblende, die die Zahl der das Zihlrohr
erreichenden Rontgenphotonen begrenzt.

Fiir die Aufzeichnung des Monitorsignals I,,; kann keine Gasstreuung verwendet
werden, da keine Gasstrecken im Bereich vor der Probenposition innerhalb des Vakuum-
Flightpaths existieren, oder wie beim Helium-Flightpath, nur eine sehr schwache Streu-
ung verursachen. Um dennoch eine Messung der der Probe zugefiihrten Intensitéit zu
ermoglichen, ist innerhalb eines im Flightpath integrierten KF-Kreuzrohres eine diinne
Kaptonfolie im Strahlengang fixiert. Durch ein Kaptonfenster verlisst die an der Fo-
lie gestreute Intensitét den Helium-/Vakuumbereich und erreicht das Zihlrohr fiir das
Monitorsignal [,y.

Die Messvorrichtungen fiir die Monitorsignale I, und I, verursachen zwar eine
schwache Vorwirtsstreuung; da diese jedoch in beiden Fillen vor der Probenposition
entsteht, wird sie zum Grofiteil durch die Apertur der Probenzelle abgeschattet und
macht sich nur schwach im Streubild am Ort des Detektors bemerkbar.

4.5 Das Absorber- und Shuttersystem

Eine SAXS-Messung an Proteinlosungen besteht - wie bereits in Kapitel 3.2 beschrieben
- aus zwei getrennten Messungen, jeweils an der Proteinlésung und am reinen Losungs-
mittel. Diese sind fiir den Untergrundabzug erforderlich, und eine korrekte Normierung
der voneinander zu subtrahierenden Datensiitze setzt neben den im vorigen Kapitel be-
schriebenen Bedingungen auch eine definierte Belichtungszeit 7 voraus, wihrend der
die Detektoren das Streusignal und das Monitorsignal aufzeichnen.

Ferner muss wihrend einer Messung vermieden werden, dass der 2D-Detektor zu
viele Photonen pro Pixel akkumuliert (z.B. bei sehr stark streuenden Proben) und so
den linearen Messbereich verlifit, was die Daten letztlich unbrauchbar macht. Wahrend
der Einjustierung von optischen Komponenten (Blenden, Beamstop) muss iiberdies
sichergestellt werden, dass der 2D-Detektor nicht unbeabsichtigt dem direkten Strahl
ausgesetzt wird, da dies zu einer dauerhaften Beschidigung des Detektors fithren kann.

Um die o.g. Forderungen zu erfiillen, wurde ein kombiniertes Shutter/Absorber-
System !0 installiert, welches zum einen eine exakte Belichtungsdauer der Probe si-
cherstellt (Shutter-Funktion) und dariiber hinaus die Abschwichung des einfallenden
Strahls ermoglicht (Absorber-Funktion). Das verwende System besteht aus zwei hin-

15Bei hohen Photonenenergien (>15 keV) ist die Streuung an Luft hiufig nicht mehr ausreichend,
um ein Normierungssignal geniigender Statistik zu generieren. Die Verwendung der Ionisationskammer
ist dann vorteilhaft.

16 XTA PF/ und XIA PF2S2, Hersteller: Xray Instrumentation Associates, USA
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Abbildung 4.9: Absorptionsfaktor 1/Iy als Funktion der im Absorber eingeschobenen Alumini-
umfolien (F1=12.5pum, F2=25pm, F3=50pm, F4=125um, F5=250um, F6=500um). Das Sextupel
{F1,F2,F3,F4,F5F6} wird von links nach rechts binér erhtht (1=“im Strahl”, 0=*“nicht im Strahl”)

tereinandergeschalteten Einheiten, einer Absorbereinheit (PF4) mit vier Aufnehmern
fiir Absorberfolien sowie einer Absorber/Shutter-Einheit (PF2S2) mit zwei weiteren
Absorberfolienaufnehmern sowie zwei massiven Metallplatten fiir die Shutter-Funktion
17 Jede der sechs Absorberfolienaufnehmer, ebenso wie die Shutterplatten konnen mit-
tels pneumatisch betétiger Schieber in den Strahl hinein- und wieder herausgefahren
werden.

Um eine fein abstimmbare Abschwéichung iiber mindestens 9 Groflenordnungen im
Energiebereich von 8 bis 20 keV zu ermoglichen, wurden sechs Aluminiumfolien mit
den Dicken 12.5 pm, 25 pm, 50 pm, 125 pm, 250 pm und 500 pm als Absorber eingesetzt.
Die Absorberstirke in Abhingigkeit der in den Strahl geschobenen Folien fiir vier
verschiedene Energien ist in Abbildung 4.9 dargestellt.

Fiir die Shutter-Funktion sind zwei Metallplatten in Benutzung, von denen sich
eine im stromlosen Zustand im Strahlengang befindet, also als Offner dient, der bei
Ausfall der Versorgungsspannung den Strahl unterbricht und die zweite analog dazu
als Schliefler dient. Die Verwendung von zwei Shutterplatten erméglicht besonders kur-
ze Belichtungszeiten von 7.;, ~ 0.1s. Wihrend bei der Verwendung einer einzigen
Shutterplatte die Zeitspanne zwischen dem Offnen und dem SchlieSen bedingt durch
die Trégheit des pneumatisch-mechanischen Systems nach unten begrenzt ist, kann bei
der Verwendung von zwei Shutterplatten im Prinzip eine beliebig kurze Belichtungszeit
realisiert werden, die lediglich durch die Ansprechzeiten der Steuerelektronik begrenzt
ist.

Die fiir die elektronische Ankopplung des Shutter/Absorber-Systems erforderlichen
Komponenten sind im Anhang erliutert.

1"Das Shutter/Absorber-Modul besitzt eine rechteckige Apertur mit einer Héhe von 10.5 mm und
21 mm Breite. Jede der beiden Shutterplatten besitzt eine Dicke von 3.2 mm und besteht aus Edelstahl.
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4.6 Blenden

Das Blendensystem erfiillt den Zweck, den Strahlquerschnitt auf das fiir das Experiment
erforderliche Maf} (vorgegeben z.B. durch die Apertur der Probenzelle) zu kollimieren.
Die Blendenklingen bestehen iiblicherweise aus einem stark absorbierenden Material
hoher Ordnungszahl (z.B. Wolfram), wodurch eine vollstéindige Absorption des abzu-
schattenden Strahls auch bei hohen Strahlenergien gewihrleistet wird. Bei den an der
Beamline BL9 im Einsatz befindlichen Blenden ** sind die Blendenklingen aus Wolf-
ramcarbid. Die mehrere Millimeter dicken Blendenklingen besitzen an ihren Kanten
jedoch ebene Flichen, an den der einfallende, durch die Blende abgeschattete Ront-
genstrahl gestreut und unter kleinen Winkeln zum Teil reflektiert wird. Diese Reflexe
konnen sehr intensiv sein, die unter kleinen Winkeln an der Probe gestreute Intensitét
iiberlagern und die dort gemessenen Daten unbrauchbar machen.

Neben der Strahlkollimation muss das Blendensystem daher auch die selbst verur-
sachte Streustrahlung abschatten. Um diese Aufgabe zu erfiillen sind mehrere unab-
héingig arbeitende Blenden erforderlich. Wéhrend bei einem ideal parallelen Strahl eine
Kombination aus zwei Blenden ausreichend wiire, erfordert der reale Synchrotronstrahl
mit einer iiblicherweise vertikal und horizontal verschiedenen Divergenz die Verwen-
dung einer Anordnung aus drei Blenden: einer Eintrittsblende, einer strahldefinieren-
den Blende und einer sogenannten guard slit (zu deutsch: “Wiichterblende”) [Fujisawa]
[Wignall]. Die Anordnung und die Funktion der Blenden geht aus der Abbildung 4.10
hervor

v ] GJ

DETECTOR
PLANE

o

Abbildung 4.10: Strahlengang der parasitiiren Streuung an einem drei-Blenden-System aus Ein-
trittsblende (A1), strahldefinierender Blende (A2) und guard slit (A3). Die Bereiche a und b ent-
sprechen den von parasitdrer Streuung iiberdeckten Bereichen des Detektors (Léngenskalen stark

iibertrieben). Entnommen aus [Wignall].

Die Eintrittsblende ist in der Nihe des Eintrittsortes des Rontgenstrahls in der
Experimentierhiitte positioniert (an der Beamline BL9 ist dies die Blende S2, siehe
Abbildung 4.5) und schneidet zuniichst die Seitenflanken des noch wenig fokussierten

18 Hersteller JJ XRay, Dinemark
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Strahls ab, also die bis dahin entstandene parasitire Streuung. Die strahldefinierende
Blende (S3) ist die eigentliche Kollimationsblende, da diese die gewiinschte Strahlgeo-
metrie vorgibt. Sie befindet sich auf halber Strecke bis zum Probenort. Die letzte, guard
slit genannte Blende (S4) dient ausschlieBlich zur Abschattung der durch die strahlde-
finierende Blende verursachten Streustrahlung. Um dabei nicht selbst zu einer Quelle
parasitéirer Streuung zu werden, sollten die Klingen der guard slit den direkten Strahl
nicht mehr beriihren, jedoch so dicht wie moglich an ihn herangefiihrt sein. Weiterhin
sollte diese letzte Blende unmittelbar vor der Probenposition positioniert sein, damit
die von der zweiten Blende ausgehende Streustrahlung, welche unter kleinen Winkeln
noch innerhalb des direkten Strahls durch die guard slit passieren kann, aus diesem
moglichst nicht mehr austreten kann. Die letzte Bedingung ist im SAXS-Setup an der
BL9 in der Regel nicht erfiillt, denn der Montageort der letzten Blende S4 befindet
sich mit Riicksicht auf andere experimentelle Geometrien vor dem Diffraktometer, in
welchem die Probenumgebung iiblicherweise eingebaut ist.

Um die durch die strahldefinierende Blende S3 verursachte, parasitire Streuung
dennoch moglichst gering zu halten, wurde ein modifiziertes Profil der Blendenklingen
umgesetzt, schematisch in Abbildung 4.11 gezeigt. Der maximale Einfallswinkel a.
unter dem in Vakuum (oder Luft) Totalreflexion von Rontgenstrahlung an einer ebenen
Grenzflache mit der Elektronendichte p, auftreten kann, ist

e ™~ V20 = \/premIA (4.2)

[Als-Nielsen], wobei ¢ die Dispersion des Materials ist. Fiir eine Wolframcarbid-Oberfléche
folgt damit im Energiebereich von 10k eV bis 15k eV ein Wert a,. = 0.4° bis 0.3°.

Abbildung 4.11: Querschnitt durch zwei gegeniiberliegende Blendenklingen der strahldefinierenden
Blende S3 (Strahlrichtung von rechts nach links). Angaben in mm bzw. Grad.

Der Anstellwinkel der Blendenkanten zur Strahlrichtung wurde von 0.5° auf 2° er-
hoht, zum einen um Reflektionen eines horizontal divergenten und horizontal unter
Umsténden iiberfokussierten (d.h. mit einem Fokus vor der Blende S4) Strahlenbiin-
dels an den Blendenkanten zu minimieren. Dariiber hinaus wird durch den groflen An-
stellwinkel erreicht, dass die Bedingung fiir die Totalreflexion des Rontgenstrahls auch
an den Klingenkanten einer iiblicherweise nicht ideal senkrecht zum Strahl stehenden
Blende nicht erfiillt ist.
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Um eine Transmission der hoherenergetischen Anteile im Strahl (hthere Harmoni-
sche, siehe Kapitel 4.2) durch die wegen des erhthten Anstellwinkels zum Strahl hin
zunehmend diinner werdenden Blendenklingen zu vermeiden, wurden die Klingenkan-
ten mit einem Kriimmungsradius von 0.25 mm abgerundet. Bei den Blenden S2 und S4
wurden die urspriinglichen Blendenprofile beibehalten (Anstellwinkel 0.5° und spitze
Kanten).

Die Abbildung 4.12 zeigt schematisch sowohl die Strahlgeometrie als auch die Wir-
kung des Blendensystems, jeweils im vertikalen Schnitt (Blick von der Seite) und im
horizontalen Schnitt (Blick von oben). In der Seitenprojektion besitzt der Strahl eine
geringe, symmetrische Divergenz, und die Blenden koénnen symmetrisch um die Mitte
des Strahlprofils herum einjustiert werden. Die in der Abbildung ebenfalls dargestell-
ten Strahlprofile an den Positionen der jeweiligen Blenden zeigen den sukzessive stérker
kollimierten Strahl.

(Monochromator)
(Kristall 1) (Kristall 2) Blende S2 S3 (Probenposition)

uu
|

2D-Detektor-Aufzeichnung

= :

X

Blendenjustage OK

Blendenjusg nicht OK

x-Pos. x-Pos. x-Pos.

Abbildung 4.12: Seitenansicht (oben) und Draufsicht (unten) auf die Geometrie des Strahlverlaufs
und die Blendeneinstellungen der Blenden S2, S3 und S4. Zu jeder Blendenposition ist ein Strahlprofil
abgebildet, welches jeweils einen qualitativ optimalen Verlauf bei einer Fokussierung auf den Proben-
ort darstellt. Die gestrichelten Linien geben die Bereiche wieder, die die Blenden eingrenzen sollten.
Rechts: bei korrekter Blendenjustage sind im Bild des 2D-Detektors um den Beamstop herum (weifler

Kreis) keine Reflexe zu sehen sondern lediglich ein symmetrisches Halo.
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In der Draufsicht ist zu erkennen, dass das horizontale Strahlprofil einen asym-
metrischen Verlauf besitzt. Die Ursache hierfiir liegt darin, dass der aus dem SAW
kommende Strahlficher den Monochromator nicht genau mittig trifft, sondern seit-
lich versetzt (ebenfalls im Bild dargestellt). Dies hat zur Folge dass der zweite, nicht
vollkommen gleichmiflig saggital gebogene Monochromatorkristall die beiden Randbe-
reiche des Strahls unterschiedlich stark fokussiert, was sich letztlich darin duflert, dass
das Strahlprofil mit zunehmender Entfernung nur in einer Richtung zusammenlduft. Es
ist daher wichtig, bei der Blendenjustage darauf zu achten, nicht den Teil des Strahls
abzuschatten, in den das Profil letztlich fokussiert wird. Ebenso sollte auch moglichst
wenig von dem Teil des Strahls abgeschnitten werden, der sich spéter im Fokus wieder-
findet. Die Bereiche, welche durch die jeweiligen Blenden eingegrenzt werden sollten,
sind in der Abbildung durch gestrichelte Linien angedeutet.

Ist das Blendensystem korrekt einjustiert, sollte bei einer Aufzeichnung am 2D-
Detektor um den Beamstop herum lediglich ein symmetrisches Halo zu erkennen sein.
Falls Reflexe wie im unteren Detektorbild in der Abbildung 4.12 zu erkennen sind,
deutet dies in der Regel darauf hin, dass die Blende S4 zu weit in das Strahlprofil
hineinragt. Ein weitere mogliche Ursache kann ein ungiinstiger Verlauf des Strahls in
Bezug auf die Klingenflichen der Blende S3 sein, insbesondere der Klinge, die dem
wenig fokussierten Randbereich des Strahls zugewandt ist. Eine einseitige Korrektur
dieser Blendeneinstellung schafft hier oftmals Abhilfe.

4.7 Probenumgebungen

Der Aufbau einer Probenzelle richtet sich in erster Linie nach den Parametern, de-
ren Variation die Probenumgebung im Experiment ermoglichen soll. Wie bereits im
Kapitel 3.3 argumentiert, sind Temperatur und Druck die beiden wichtigsten Grofien,
mit den sich der Entfaltungsprozess eines in Losung befindlichen Proteins beeinflus-
sen lidsst. Wiahrend die Regelung der Temperatur in einem fliissigen Probenvolumen
relativ unkompliziert ist, stellt die Forderung, Messungen unter Driicken von mehreren
Tausend bar durchfithren zu kénnen, hohe Anspriiche an den Aufbau der Probenzelle.
Im Zuge der Entstehung dieser Arbeit sind daher zwei getrennte Probenumgebungen
entstanden, von denen die erste lediglich eine Regelung der Temperatur und die zweite
sowohl eine Temperatur- als auch Druckregelung ermoglicht.

So unterschiedlich die beiden Probenumgebungen in ihrer Endausfithrung auch sind,
vereint sie jedoch die Forderung an die Bauweise des fiir den Strahl sichtbaren Bereichs
des Probenvolumens: In beiden Féllen sollte der Strahl beim Durchtritt durch das Pro-
benvolumen moglichst wenig parasitéire Streuung generieren, ebenso sollte die an der
Probe gestreute Strahlung moglichst ungehindert aus der Probenumgebung austreten
konnen.

Bei SAXS-Messungen an Fliissigkeiten wird hiufig ein Aufbau gewihlt, in dem
der Rontgenstrahl die zu untersuchende Fliissigkeit in einer Kapillare oder in einem
Glasrohrchen durchleuchtet. An den runden Glaswéinden konnen jedoch sowohl innen
als auch auflen, je nach Einfall des Rontgenstrahls starke Reflexe auftreten, die die
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Datenauswertung erschweren konnen. Insbesondere unter dem Gesichtspunkt der stets
variierenden Position des Strahlschwerpunkts (“Monotune”) im Experiment wire ei-
ne solche Bauweise fiir den Einsatz an der Beamline BL9 ungiinstig. Um parasitére
Streuung auch bei veridnderlicher Strahllage zu vermeiden, bietet es sich an, das Pro-
benvolumen durch flache, diinne Fenster einzugrenzen.

Fiir die an einer Probe der Dicke ¢ gestreute Intensitit I gilt

I oc te (4.3)

Das Maximum dieses Ausdrucks liegt bei ¢ = 1/u. Die Streuintensitit nimmt also
bei gleichbleibender einfallender Intensitéit ihren Maximalwert an, wenn die Dicke der
Probe der Absorptionslinge 1/u gleicht (also der Dicke, die einer Transmission von 1/e
entspricht) [Glatter]|. Dieser Zusammenhang ist in der Abbildung 4.13 a) dargestellt.

a b Hg0 Demsity=1 Angle=90 deg
2

e

8000

e

4000

0,0 } - . . .
’ b & & o * 0 1;?;23;1 Energy1 (‘f:;’)10

Atten Length (microns)
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Abbildung 4.13: a) Abhiingigkeit der an einer Probe gestreuten Intensitit I von der Dicke der
Probe t, aufgetragen in Einheiten der Absorptionslinge 1/u (mit dem Absorptionskoeffizienten p).
Entnommen aus [Glatter] b) Absorptionsldnge von Wasser als Funktion der Photonenenergie [CXRO]

Die in dieser Arbeit getitigten Messungen wurden an Losungen von Proteinen
durchgefiihrt, deren mittlere Dichte in der Groflenordnung des sie umgebenden Lo-
sungsmittels - also der des Wassers - liegt (siehe Abbildung 3.4). Fiir eine Abschéitzung
der optimalen Probendicke fiir diese Probensysteme reicht es also, die Absorptionslén-
ge von Wasser auszuwerten, die in Abbildung 4.13 als Funktion der Photonenenergie
aufgetragen ist. Um der Niherung nach vernachlissigbaren Mehrfachstreuprozessen
gerecht zu werden, sollte die Probendicke moglichst gering sein. Gleichzeitig folgt aus
einer geringen Photonenenergie eine stirkere Absorption des gestreuten Signals an
Gasstrecken. Fine Probendicke von etwa 2 — 3mm bei 10 — 11keV erscheint daher
als giinstige Kombination. Um prinzipiell auch Probensysteme mit hoherem Absorpti-
onsvermogen untersuchen zu kénnen, ermoglichen beide Probenumgebungen auch eine
geringere Probendicke von ca. 1 mm.
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4.7.1 Die Temperaturzelle

Eine detailierte Darstellung des Aufbaus der Probenzelle ist in Abbildung 4.14 gege-
ben. Die Probenzelle besteht aus einem Probenelement, einem Sensorelement sowie
einer U-féormigen Kiihl-/Heizklemme, in die beide Elemente eingesetzt werden kénnen.
Wihrend die Klemme im experimentellen Aufbau fest fixiert ist, kann das Proben-
element fiir einen Probenwechsel leicht entnommen werden und anschlielend wieder
prézise in die urspriingliche Position eingesetzt werden.

Dank ihres Innenprofils stellt die Kiihl-/Heizklemme dariiber hinaus eine grofie
Kontaktfliche zur Wirmeiibertragung bereit. Im Inneren der aus Kupfer gefertigten
Klemme verliuft eine durchgehende Rohrleitung, welche an den Kreislauf eines Kiihl-
/Heizthermostaten ! angeschlossen werden kann und so eine effiziente Temperierung
der in die Klemme eingeschobenen Elemente ermoglicht.

Das Probenelement besteht im Wesentlichen aus einem goldbeschichteten Kupfer-
triiger (sieche Explosionszeichnung), in dessen mittleren, flachen Teil eine ovale Offnung
eingefriist ist. Diese Offnung wird zu beiden Seiten durch diinne Folien (z.B. Kapton
oder Mica ?) abgegrenzt, die mittels Andruckringen und Andruckelementen (beides
Kunststoff) abdichtend an die Metallfliche gepresst werden. In das so entstandene,
ovale Volumen zwischen den Folien wird die zu untersuchende, fliissige Probe injiziert.
Dazu besitzt der Probentriiger zu beiden Seiten der ovalen Offnung einen Befiillka-
nal, durch diesen mittels einer Injektionsnadel die Fliissigkeit in das Probenvolumen
eingebracht und aus dieser wieder entnommen werden kann. Beide Befiillkanile kon-
nen an ihren dufleren Enden mittels kleiner, mit Dichtungen versehenen Schrauben
verschlossen werden.

Die Fliissigkeit im Probenvolumen steht im direkten Kontakt zu den Metallflichen
des Probentriigers, wodurch eine optimale Wirmeiibertragung gewiéihrleistet ist. Um
chemische Reaktionen der Probenfliissigkeit mit den Metallfléichen zu verhindern, sind
diese mit Gold beschichtet. Da die Probenfliissigkeit auch im direkten Kontakt zu
den Folien steht, die das Probenvolumen abgrenzen, muss vor jedem Experiment die
Vertriglichkeit der Probe mit dem Folienmaterial (ebenso wie mit der Goldoberfléche)
iiberpriift werden.

Die Messung der Temperatur des Probenvolumens geschieht indirekt mittels des
ebefalls in die Kiihlklemme einzusetzenden Temperatursensors. Dieser besitzt den glei-
chen Aufbau, wie das Probenelement, jedoch befindet sich am Ort der Probenfliissigkeit
ein in Silikongel gebetteter Pt100-Temperatursensor. Das Temperaturelement ist so
konstruiert, dass im eingebauten Zustand die wiirmeiibertragenden Kontaktfliichen zur
Kiihlklemme beim Temperaturelement und beim Probenelement in etwa gleich grof3
sind. Bei einem ausreichend hohen Kiihlmitteldurchfluss durch die Klemme ist der

Der an der Beamline BL9 zur Verfiigung stehende Kiihlthermostat Thermo Haake P1-C40P ar-
beitet im Temperaturbereich —40°C' bis +150°C' je nach verwendetem Kiihlmittel. Die Heizleistung
betrigt 2.0kW, die Kiihlleistung max. 0.7 kW.

20Mica ist die englische Bezeichnung fiir Muskovit-Glimmer. Passende Mica-Plittchen mit einer
Grofle von 20 x 20 mm? und einer Dicke von 25 — 30 um sind erhéltlich tiber die Richard Jahre GmbH,
Wilhelmshaven.
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Probenelement Temperatursensor Schematischer Aufbau der Probenumgebung

Aoy

Heizung / Kiihlun

MCA/ Kapton

Probenvolumen

Goldbeschichteter
Probentrager

Explosionszeichnung Probenelement

Andruckring (2x)

Probentrager

Andruckelement [2x)

Temperatursensor Probenelement

Abbildung 4.14: Aufbau, Zusammenbau und schematische Darstellung der Probenzelle fiir
Temperatur-geregelte SAXS Messungen.

Temperaturgradient innerhalb der (nach auflen thermisch isolierten) Klemme vernach-
léissighbar und man kann annehmen, dass die Temperatur am Ort des Temperatursensors
die gleiche ist, wie am Ort der Probenfliissigkeit.

Eine direkte Messung im Probenvolumen wiire im Ubrigen schwierig umzusetzen,
da dieses sehr klein gehalten werden muss (in der Regel stehen nur geringe Protein-
mengen zur Verfiigung, weshalb Proteinlosungen nur in kleinen Mengen angemischt
werden konnen). Dariiber hinaus kiime die Probe bei einem im Probenvolumen plat-
zierten Sensor in direkten Kontakt mit zusétzlichen Materialien, und die Reinigung des
Probenelements bei einem Probenwechsel wiirde erschwert.

Das Temperaturelement kann iiber eine Anschlussleitung direkt an den Sensorein-
gang des Kiihltermostaten angeschlossen werden, so dass eine automatische Tempe-
raturregelung erfolgen kann, wobei die Regelschleife auf die Temperatur der Probe
sensitiv ist.
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Das Probenelement steht in drei verschiedenen Typen zur Vertigung, die sich in der
Dicke der ovalen Offnung D (vorgegeben durch die Materialstirke im flachen Teil des
Probentrégers) und im Durchmesser B des Befiillkanals unterscheiden (der Befiillkanal
ist nur bei zwei der drei Typen vorhanden). Das in der folgenden Tabelle angegebene
Gesamtprobenvolumen V' setzt sich zusammen aus dem Volumen der ovalen Proben-
kammer und des beider Befiillkaniile (falls vorhanden).

D B Vv Querschnitt durch Probentrager
Probenelement 1 3mm 1.5mm 200u1 B l 'LD
Probenelement 2 3mm 2.0mm 2401 | ) { I
Probenelement 3 1mm n.v. 47pl T

Abmessungen und Volumina der Probentréger

Alternativ zur Befiillung der fliissigen Probe direkt in den Probentriger kann die
Probe auch in einer Kapillare untergebracht werden, welche dann in den (durchgehen-
den) Befiillkanal hineingeschoben werden kann. Um hier eine gewisse Flexibilitdt zu
bieten, stehen Probenelemente mit zwei unterschiedlichen Durchmessern des Befiillka-
nals zur Verfiigung. Es muss bei der Befiillung mit Kapillaren jedoch berticksichtigt
werden, dass die Temperaturmessung wegen der stark eingeschréinkten Wéarmeiiber-
tragung ins Kapillareninnere sehr ungenau ist. Das Probenelement 3 besitzt keinen
Befiillkanal und eignet sich daher nicht zur Aufnahme von fliisssigen Proben. Es bietet
jedoch die grofite Flexibilitdt bei festen oder pulverformigen Proben.

Konstruktionszeichnungen zu den Bauteilen der Probenzelle sowie eine Belegung
des Verbindungskabels zum Kiihlthermostaten finden sich im Anhang A.3 .

4.7.2 Hochdruckzelle

Eine detailierte Darstellung des Aufbaus der Probenzelle ist in Abbildung 4.15 gege-
ben. Sie besteht aus einem massiven Metallblock 2!, in den sidmtliche Offnungen fiir
die Probenaufnahme, Druckversorgung und Temperaturkontrolle eingefriist sind. Die
Probenzelle ermoglicht Messungen sowohl unter atmosphérischem Druck als auch unter
Hochdruck von bis zu 7 kbar und eine von der Druckversorgung unabhéngige Tempe-
raturregelung.

Im Druckbeterieb ermoglichen zwei flache Diamantfenster vom Typ Ila 2% von je
1mm Dicke den Durchtritt des Rontgenstrahls und bieten gleichzeitig die erforderliche
Stabilitéit, um dem Druck standzuhalten. Im zusammengebauten Zustand besteht zwi-
schen den beiden, auf den Triigerstempeln befestigten Diamantfenstern ein Spalt von
2mm Dicke, in den senkrecht zur Strahlrichtung der an einem Ende flache, vergolde-
te Probentriger mit 1.8 mm Dicke eingeschoben werden kann (Probentrigermaterial:

2

21 Material: Inconel 718, Werkstoffnummer 2.4668
2Typ Ila ist ein reiner, stickstofffreier Naturdiamant. Lieferant De Beers Industrial Diamonds
(Element Siz), ehemals Drukker Intl.
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Kihlung /Heizung

Behrung fu
Temperatursensor

i i h k
Explosionszeichnung Hochdruckzelle

Hochdruckverbindung
der Probenzelle

Diamant

Kiihl-/Heizkanal

Stempelmutter [2x)

Stempel (2x)

Schematischer Autbau v K Aufbau des Probentragers
der Probenumgebuing

Beflilkanal

Diamantfenster

Probenvolumen

Kaptonfolie

A Heizung/Kihlung

Abbildung 4.15: Aufbau, Zusammenbau und schematische Darstellung der Probenzelle fiir
Temperatur- und Druckgeregelte SAXS Messungen.
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Kupfer). Nach dem Verschlieflen der Probenbeladungssffnung wird iiber eine der bei-
den Hochdruckverbindungen Wasser in die Zelle hineingepumpt und es umgibt den
Probentriger mit dem darin eingeschlossenen Probenvolumen. Anschliefend wird ex-
tern hydrostatischer Druck aufgebaut und die Probenfliissigkeit dariiber unter Druck
gesetzt. Die Messung des Drucks kann auflerhalb der Probenzelle an jedem Ort des
Leitungssystems erfolgen. Technische Details zu der Hochdruckzelle und all ihren Bau-
teilen finden sich im Anhang A.3 .

Die Transmission der (leeren) Probenzelle wird ausschliefilich durch die der beiden
Diamantfenster bestimmt, denn die Absorption der diinnen Kaptonfolien im Probentré-
ger (25 pum) ist im relevanten Energiebereich vernachléssigbar klein. Die Transmission
als Funktion der Energie im fiir SAXS-Experimente relevanten Bereich ist in Abbildung
4.16 dargestellt.

C Density=3.52 Thickness=2000. microns

0.8

0.5

7

Transmission
04

0.3

N

S 10f 1.2x10° Lax10%
Photon Energy (eV)

Abbildung 4.16: Transmission von 2mm Diamant (Dichte 3.52g/cm?) als Funktion der Photonen-
energie [CXRO].

Im Druckbetrieb liegt das Spaltmafl zwischen den Innenfléichen der Diamantfenster
und dem eingeschobenem Probentriger in der Gréflenordnung von jeweils nur 100 pm,
wodurch parasitire Streuung an dem druckiibertragenden Medium (Wasser) minimiert
wird. Dennoch ist der Spalt gerade grof§ genug, um den Probentriger einsetzen und
wieder herausnehmen zu kénnen, beides ohne die Diamantfenster entfernen zu miissen.
Zur weiteren Reduktion von parasitidrer Streuung, kann das Gehéuse der Probenzelle
direkt an das Vakuum-Flightpath angeflanscht werden, wie in Abbildung 4.17 darge-
stellt.

Messungen unter Normaldruck kénnen erfolgen, ohne dass Wasser in die Zelle hin-
eingepumpt wird. Dariiber hinaus kénnen die stark absorbierenden Diamantfenster ge-
gen diinne Kaptonfenster ersetzt werden, die auf separaten Stempeln aufgeklebt sind.
In diesem Fall vergrofert sich der Spalt fiir die Aufnahme des Probentréigers von 2 mm
auf 3mm, entsprechend steht auch eine Probentrigervariante mit 2.8 mm Dicke zur
Verfiigung. Das in der folgenden Tabelle angegebene Gesamtprobenvolumen V' setzt
sich zusammen aus dem Volumen der Probenkammer und des Befiillkanals.
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Probenirager Proberflussigket

Diamanifenster
(bzw. Kaptenfenster)

Abbildung 4.17: a) Die Druckzelle kann von beiden Seiten direkt an das Vakuumsystem ange-
flanscht werden. b) Im angeflanschten Zustand kann das gesamte Luftvolumen bis zu den beiden
Diamantfenstern (bzw. Kaptonfenstern) evakuiert werden. Lediglich das Fenstermatierial und das

Probenvolumen befinden sich dann noch im Strahlengang.

Querschnitt durch Probentréger

D V
Probenelement 1 1.8 mm 5541
Probenelement 2 2.8 mm 7541

Abmessungen und Volumina der Probentriger

Fiir die Temperaturregelung der Probe im Experiment ist der Probenzellenkorper
mit einem weitldufigen Kiihl-/Heizkanalsystem ausgestattet (Gesamtléinge ca. 50 cm),
welches an den Kreislauf eines Kiihlthermostaten angeschlossen werden kann und ei-
ne moglichst gleichméflige Wérmeverteilung innerhalb des Probenzellenmaterials er-
moglicht. Die Messung der Temperatur unmittelbar am Probenort ist technisch sehr
schwierig umzusetzen, da fiir die Druckfestigkeit der Zelle ein geschlossenes System um
die Probe herum unabdingbar ist. Daher besitzt der Probenzellenkorper an einer seiner
Fléchen eine Bohrung mit kleinem Durchmesser (2 mm), die knapp 9 mm entfernt vom
eigentlichen Probenvolumen endet. Durch die massive Bauweise des Probenzellenkor-
pers kann angenommen werden, dass die Temperatur, die durch einen in diesen Kanal
hineingeschobenen Temperatursensor gemessen wird, mit hoher Genauigkeit der am
Probenort herrschenden entspricht.

Die Temperaturregelung ist unabhéngig vom in der Zelle herrschenden Druck. Da-
her ermoglicht die Probenzelle prinzipiell auch temperaturgeregelte Messungen unter
Normaldruck. Allerdings ist die Temperaturregelung bedingt durch die groffe Menge
des das Probenvolumen umgebenden Metalls sehr trége. Fiir derartige Experimente
empfiehlt sich daher die Verwendung der im vorigen Kapitel beschriebenen Probenzel-
le.

Hochdruck-dichte Verschliisse Eine ideale Druckzelle hitte ein Probenvolumen,
das in einem massiven Werkstiick hineingearbeitet ist und der in dieser Zelle maxi-
mal erreichbare Druck wére lediglich durch die Reissfestigkeit des das Probenvolumen
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umgebenden Werkstoffs beschrinkt. Fiir ein SAXS-Experiment im Energiebereich von
10k eV bis 15k eV sind jedoch zumindest zwei Fenster fiir den Durchtritt des Rontgen-
strahls erforderlich. Es muss daher eine Verbindung zwischen zwei Materialien (also
dem Probenzellenwerkstoff und dem Fenstermaterial Diamant) geschaffen werden, die
bei den zu erreichenden hydrostatischen Driicken Dichtigkeit gew#hrleistet. Fiir Driicke
bis etwa 40 kbar sind Diamant-Fenster des Poulter-Typs die geeignete Wahl [Sherman].
Dabei handelt es sich um eine selbstdichtende Verbindungsart, bei der der in der Zel-
le herschende Druck die jeweils optisch glatten Oberfliichen der Probenzelle und des
Fenstermaterials aneinanderpresst.

Damit eine Verbindung zwischen zwei Grenzflichen einem Umgebungsdruck p stand-
hilt, muss der innerhalb der Kontaktfliche herrschende Druck hoher sein als p. Der
erforderliche, erhohte Druck wird bei einem Fenster des Poulter-Typs dadurch erzielt,
dass die Fliche, auf der der Druck lastet, grofler ist als die das Fenster unterstiitzende
Fliche. Die (kreisformige) Apertur des Fensters bildet die Differenz.

Neben der moglichst glatten Grenzfliche ist die Bruchsicherheit des Fensters ein
weiteres, entscheidendes Kriterium fiir die Dichtigkeit eines Fensters des Poulter-Typs.
In diesem Zusammenhang besitzt die Form der unterstiitzenden Oberfléiche einen be-
sonderen Stellenwert. Wie in Abbildung 4.18 gezeigt, wirken auf den Rand eines Fen-
sters, das auf einer glatten Fliche lastet, starke Kompressionskriifte, bedingt durch das
Einsinken des Fensters in das unterstiitzende Material unter hohem Druck. Gleichzeitig
wirken entlang der scharfen Kante der Apertursffnung lokal hohe Driicke auf die Fliche
des Fensters. Diese Einfliisse konnen leicht zu einem Bruch des Fensters fiithren.

P
vov o

Abbildung 4.18: Links: Poulter-Typ Fenster auf ebenem Untergrund mit scharfen Aperturkanten
und die bei hohem Umgebungsdruck entstehenden Kriifte auf das Fenstermaterial. Rechts: Erha-
bene Unterstiitzungsfliiche und abgerundete Kanten der Aperturéffnung reduzieren die Belastung des

Fensters. Nach [Sherman].

Um das Einsinken in das unterstiitzende Material zu verhindern und die Gefahr
des Fensterbruchs zu minimieren, ist in der Hochdruckzelle die gelédppte unterstiitzende
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Fléche der Diamantfenstertriger (Stempel, siehe Abbildung 4.15) um 0.2 mm gegen die
umgebende Fliche erhaben, und die Innenréinder der Aperturéffnungen sind mit einem
Radius von 0.5 mm abgerundet.

FEine dichte Verbindung der Stempel zum Probenzellenkoérper wird wiederum mittels
O-Ringen und des Anpressdrucks der Stempelmutter (siche Abbildung 4.15) erzielt.
Um die Dichtigkeit der Fenster auch bei geringen Driicken zu gewéhrleisten - wenn
also der Anpressdruck des Fensters noch nicht ausreicht, um die Unebenheiten in den
Grenzflichen auszugleichen und/oder das Fenster in Position zu halten - wird das
Fenster auf die es unterstiitzende Fliche mit einer diinnen Schicht Epoxidharzkleber
befestigt 23.

Kossel-Effekt Es zeigt sich, dass die im Rontgenstrahl platzierten Diamantfenster
unter Umstidnden im Detektorbild eine Vielzahl von hellen und dunklen Linien gene-
rieren konnen, die sehr stark an die Orientierung der Diamantfenster in Bezug auf die
Strahlrichtung gekoppelt sind. Es handelt sich dabei um Parabeln oder Hyperbeln, also
Schnittkurven der Detektorfliche mit Kegelflichen, deren Ursprung stets am Ort der
Probe liegt. Diese sogenannten pseudo- Kossel-Linien entstehen durch Reflektionen von
stark divergenten Wellenfeldern an Netzebenen des Diamantkristalls 2*.

Wie in Abbildung 4.19 a) schematisch dargestellt, wird auf der Oberfliche des Kri-
stalls vom einfallenden Rontgenstrahl an der Stelle S eine Kugelwelle angeregt. In der
willkiirlichen Ausbreitungsrichtung S@Q erfihrt die Welle lediglich Absorption, am Ort
Q registriert der Detektor daher eine diffus gestreute Welle. Wellenziige der Richtung
SP, die die Braggbedingung A = 2dsinf zur Netzebene H (Netzebenenabstand d)
erfiillen, werden jedoch zum Teil in Richtung PR reflektiert. Die reflektierten Photo-
nen fehlen in der Richtung SP und in der Detektorebene kann an der Stelle P eine
lokal erniedrigte Intensitit gemessen werden. Im dreidimensionalen Bild bildet die Ge-
samtheit aller moglichen Strecken SP die Fliche eines Kegels mit dem Offnungswinkel
7 — 0 und die Schnittkurve mit der Detektorfliche entspricht einer dunklen Linie im
Detektorbild.

Die Kugelwelle trifft jedoch auch auf eine zweite, parallele Netzebene H'. Die an
dieser Netzebene gestreuten Wellenziige konnen den Detektor erreichen und an der
Stelle P" wird eine erhthte Intensitéit gemessen. An den Stellen, an denen der Kegel
aus der Gesamtheit der Strecken H'P’ die Detektorebene schneidet, findet man im
Detektorbild eine helle Linie.

Bei kleinen Winkeln € fallen die Richtungen SP und SH’ mit denen der Wellenziige
des leicht divergenten, einfallenden Strahls zusammen und die Reflexe werden sehr
intensiv. Bei ungiinstigen Einfallswinkeln des Rontgenstrahls auf die Oberfléiche des

2 Durch die Druck- und Hitzebelastung im Hochdruckexperiment wird die Klebeverbindung zuneh-
mend rissig und es entstehen Leckagen, die letztlich zum Druckverlust fithren. Um diese zu vermeiden,
empfiehlt sich eine Erneuerung der Klebeverbindung in regelméfliigen Absténden.

24 Der Kossel-Effekt tritt auf, wenn die innerhalb eines Kristalls entstehende Rontgenstrahlung an
den Netzebenen reflektiert wird [Kossel] [Cowley]. Hier liegt die Quelle zwar nicht innerhalb des
Kristalls sondern in unmittelbarer Ndhe, das Entstehungsprinzip ist jedoch das selbe.
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Abbildung 4.19: a) Schematische Darstellung der Entstehung der pseudo-Kossel-Linien (Beschrei-
bung siehe Text), modifiziert aus [Tixier].  b) Pseudo-Kossel-Linien im Detektorbild eines SAXS-
Experiments.

Kristalls kann es daher zu starken Reflexen unter kleinen Winkeln zum einfallenden
Strahl, also in der N#he des Beamstops kommen. In Abbildung 4.19 b) sind in einem
realen Detektorbild einige Kossel-Linien gekennzeichnet, darunter ein intensiver Reflex
oberhalb des Beamstops.

Beim Einbau der Diamantfenster in die Probenzelle und deren anschlieender Ein-
justierung in den Strahl muss die Gefahr der intensiven Kossel-Reflexe stets beriick-
sichtigt werden. Da die Kossel-Reflexe starr an die Orientierung der Diamanten ge-
koppelt sind, muss bei starken Reflexen eine Anderung der Orientierung erfolgen und
anschlieflend die (giinstige) Orientierung beibehalten werden kénnen. Zu diesem Zweck
besitzen die Diamantfenstertriiger (Stempel) eine Anordnung aus Offnungen, in die im
eingebauten Zustand Bolzen im Probenzellenkérper hineinragen und welche die in 15°
Schritten wihlbare Orientierung fixieren. Feinere Schrittweiten kénnen mit Hilfe der
Rotations-Freiheitsgrade des Diffraktometers realisiert werden.

4.8 Der Beamstop

Der Beamstop (zu deutsch: Strahlffinger) absorbiert den durch die Probe transmit-
tierten Teil des intensiven Synchrotronstrahls vor Erreichen des Detektors und schiitzt
letzteren so vor einer Séttigung und Beschédigung. Der Beamstop sollte so positioniert
werden, dass der transmittierte Strahl unmittelbar nach dem Verlassen des Helium-
bzw. Vakuum-Flightpaths absorbiert wird, so dass in dem Luftspalt hinter dem Aus-
trittsfenster und damit unmittelbar vor dem Detektor keine Luftstreuung enstehen
kann.

Neben der Luftstreuung ist das Folienmaterial des Austrittsfensters eine weite-
re Quelle von unerwiinschter Streuung. Falls der Beamstop nicht unmittelbar gegen
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Detektor Detektor

Beamstop  Vakuum-Flightpath Beamstop  Helium-Flightpath

\Konkaves Austrittsfenster

Beamstop-Schlitten

Konvexes Austrittsfenster

Abbildung 4.20: Schematische Darstellung der verschiedenen Anforderungen an die Bauform des

Beamstops im Vakuum- (links) und im Heliumbetrieb (rechts).

das Austrittsfenster gedriickt wird, wird die von der Folie ausgehende Weitwinkel-
Streuung ( Wide Angle X-Ray Scatterig, WAXS) nicht vollstéindig vom Beamstop abge-
schattet. Neben des intensiven WAXS-Streumusters wird dann eine charakteristische
Doppelschatten-Struktur im Detektorbild sichtbar, wie in Abbildung 4.21 gezeigt.

Bedingt durch die unterschiedliche Geometrie des Austrittsfensters je nach Betriebs-
modus (konvex bei Helium- und konkav bei Vakuumbetrieb) sind die Anforderungen
an die Bauform des Beamstops unterschiedlich (siche Abbildung 4.20). Dies hat zu der
Entwicklung zweier Beamstop-Halter gefiihrt, jeweils ein eigener fiir den Helium- und
den Vakuumbetrieb. Der eigentliche Beamstop ist in beiden Fillen eine aus Blei ge-
fertige Scheibe mit einem Durchmesser von mindestens 8 mm. Ein kleinerer Beamstop
kann mit den derzeitigen Fokussierungseigenschaften der Beamline nicht verwendet
werden. Die dem Strahl zugewandte Seite der Beamstop-Scheibe besitzt einen erhoh-
ten Rand, der verhindert, dass die an der Beamstop-Oberfliche entstehende Streuung
in die Richtung des Detektors abstrahlen kann. Der Beamstop wird iiber den jeweiligen
Beamstop-Halter an einer Fortfithrung der den Detektor tragenden Konstruktion befe-
stigt und kann so mit Hilfe der Detektorfreiheitsgrade (siehe néchstes Kapitel) relativ
zum Strahl positioniert werden.

Im Helium-Betrieb ist durch den Helium-Uberdruck das nach aufien gewolbte (kon-
vexe) Austrittsfenster leicht zugénglich. Der Beamstop kann dann auf einem Kapton-
Streifen (Dicke 25 um) aufgeklebt werden, der wiederum in einem U-foérmigen Klemm-
rahmen eingespannt ist (siehe Abbildung 4.22). Da die Breite des Klemmrahmens gro-
Ber ist als der Durchmesser der aktiven Detektorfliche und die diinne Kapton-Folie
praktisch keine Absorption verursacht, ermoglicht der vor dem Detektor befestigte
Beamstop-Halter eine Platzierung des Beamstops ohne zusitzliche Abschattungseffek-
te, und der Beamstop kann ohne Schwierigkeiten so positioniert werden, dass er leicht
gegen das nach auflen gewolbte Austrittsfenster (an der Stelle des Strahldurchtritts)
gedriickt wird. Da der auf der Folie befestigte Beamstop nicht starr an den Tréger
gekoppelt ist, bietet er eine gewisse Flexibilitdt in Bezug auf die Veréinderung der Aus-
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Kapton-WAXS

Doppelschatten Beamstop

Kemnschatten Beamstop

Abschattung durch
Vakuum-Rohr

Abbildung 4.21: Links: Wegen eines Spaltes zwischen Beamstop und Austrittsfenster verursacht
die WAXS-Streuung des Fenstermaterials ein starkes, im Detektor sichtbares Streubild. Deutlich ist
die Doppelstruktur des Beamstopschattens zu erkennen. Rechts: Beamstop ist spaltfrei am Austritts-
fenster platziert. Es ist nur noch der Kernschatten zu erkennen sowie ein duflerer Ring, der durch die

Kaptonfolien des Probentriigers verursacht wird.

trittsfensterwolbung (z.B. wegen Druckiinderung).

Im Vakuum-Betrieb ist - bedingt durch die ca. 3cm in das Innere des Flight-
paths gewolbte Kaptonfolie - die oben beschriebene Konstruktion nicht anwendbar.
Der Beamstop ist in diesem Fall auf einem starren L-formigen Ausleger befestigt (sie-
he Abbildung 4.22), der weit genug in das Innere des Flightpath-Rohres hineinragt
um den Beamstop zum Kontakt mit dem Austrittsfenster zu bringen. Im Falle eines
ungewollten Gaseinbruchs in das Vakuumsystem wiirde die sich entspannende Aus-
trittsfensterfolie jedoch einen in dieser Position fixierten, starren Beamstop-Ausleger
beschédigen oder durch die punktuelle Krafteinwirkung des gegen sie driickenden Be-
amstops selbst beschidigt werden. Um das zu verhindern, ist der Beamstop-Ausleger
nicht starr mit der den Detektor tragenden Konstruktion verbunden, sondern auf ei-
nem Prizisionsschlitten befestigt, der eine Bewegung parallel zur Strahlrichtung iiber
eine Linge von 30 mm ermoglicht und der senkrecht zur Bewegungsrichtung spielfrei ist
(da beide Beamstop-Triiger die selben Befestigungsbohrungen besitzen, kann prinzipiell
auch der Helium-Beamstop ohne jeden Nachteil auf dem Schlitten befestigt werden).

Fiir Zwecke der Aufzeichnung des Normierungssignals [Ii, besitzt der Vakuum-
Beamstop zugleich die Funktion eines Detektors fiir die durch ihn absorbierte Strah-
lung. Zu diesem Zweck wurde innerhalb des Beamstops eine Rontgendiode ?* eingebaut,
welche einen zur Intensitét proportionalen Strom liefert. Die Diode ist empfindlich auf
Rontgenstrahlung im Energiebereich von 10eV bis 10k eV, prinzipiell aber auch auf

25 Roéntgendiode XUV-005 von OSI Optoelectronics, beziehbar iiber AMS Technologies, Martins-
ried. Vor dem Einbau in den Beamstop wurde das Diodengehéuse (Durchmesser 9.1 mm) mechanisch
bearbeitet, um dessen maximale Ausdehnung auf unter 8 mm zu verkleinern.
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Beamstop-
Tréager

Beamstop

Abbildung 4.22: Links: Beamstop auf Kaptonfolie, eingespannt in U-férmiger Klemme (Beamstop
fiir Heliumbetrieb) Rechts: Beamstop auf L-formigem Ausleger (Beamstop fiir Vakuumbetrieb).
Die Anschliisse fiir die Rontgendiode konnen am Befestigungsfuss abgegriffen werden. Der Anodenan-
schluss geschieht iiber den leitenden Beamstophalter.
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Abbildung 4.23: a) Aktiver Beamstop mit eingebauter Rontgendiode (im noch nicht verschlosse-
nen Zustand). Der Anodenanschluss kann direkt am Bleigehéuse erfolgen.  b) Quanteneflizienz der
verwendeten Rontgendiode als Funktion der Photonenergie (entnommen aus der technischen Doku-
mentation, OSI Optoelectronics)
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sichtbares Licht und befindet sich im eingebauten Zustand daher hinter einer diinnen
Abdeckung aus Aluminiumfolie. Die Steuerung und Auslese des Diodenstroms erfolgt
iiber einen Stromverstéirker und einen Spannungs-Frequenzwandler. Die aktive Fliche
der Diode hat einen Durchmesser von 2.6 mm, sie ist also deutlich kleiner als der sie
einschlieBende Bleikérper (Durchmesser 9 mm). Eine vergroflerte Abbildung des Beam-
stops mit der darin eingebauten Rontgendiode sowie die Quanteneffizienz als Funktion
der Photonenergie sind in Abbildung 4.23 dargestellt.

4.9 Das Detektorsystem

Wie bereits zu Beginn des Kapitels 4 angedeutet, wurde im Rahmen der Umbaumaf-
nahmen der Beamline BL9 im Jahr 2005 die Experimentierhiitte zweigeteilt, um Raum
fiir die Experimentierhiitte der Beamline BL8 zu schaffen. Im Zuge dieser Arbeiten
wurde die Fliche hinter dem Diffraktometer auf das notwendigste beschriankt: In der
waagerechten Stellung des 26-Armes verbleiben nur wenige Zentimeter bis zur Trenn-
wand.

Fiir SAXS-Experimente an Proteinlosungen ist die Verwendung eines 2-dimensional-
ortsauflosenden Detektors unumgénglich. Eine Positionierung der Probe im Diffrakto-
meter ist sehr vorteilhaft, allerdings kann selbiges nicht innerhalb der Experimentier-
hiitte verfahren. Es musste daher ein Aufbau realisiert werden, der den zu verwen-
denden 2D-Detektor dennoch im Raum hinter dem Diffraktometer positionieren kann,
ihn mit den erforderlichen translatorischen Freiheitsgraden versieht und zugleich die
Moglichkeit bietet, ihn vollstéindig aus dem Schwenkbereich des Diffraktometers wie-
der zu entfernen. Das Auslegersystem, aufgebaut aus mehreren Linearfiihrungschienen
und Linearantrieben ¢ konnte diesen Anforderungen gerecht werden. Abbildung 4.24
veranschaulicht, wie das Auslegersystem den auf dem roten Podest zu fixierenden 2D-
Detektor innerhalb des Einflussbereichs des Diffraktometers positionieren kann.

Die durch gelbe Pfeile gekennzeichneten Freiheitsgrade entsprechen Linearantrie-
ben, welche mittels Schrittmotren iiber die Beamline-Software gesteuert werden kon-
nen. Rote Pfeile entsprechen manuell zu bedienenden Linearfithrungschienen, die ein
einfaches Herausschieben des Detektorauslegers aus dem Einflussbereich des Diffrakto-
meters ermoglichen. Auf dem untersten Schienenpaar angebrachte Wellensperren sowie
ein auf der untersten Ebene des Diffraktometers angebrachter Stopper gewéhrleisten
eine geniigend genau reproduzierbare, manuelle Positionierung des Auslegers in x/z-
Richtung vor der weiteren Positionierung mittels der Linearantriebe. Die Linearfiih-
rungschienen sind nach Mafigabe des Herstellers spielfrei.

Bei den drei iibereinander montierten Linearantrieben handelt es sich um Kugelge-
windevorschiibe mit einem Vortrieb von 2.5 mm je Antriebswellenumdrehung. Die Ver-
fahrwege der Linearantriebe sind 440 mm fiir die x- und y-Richtung und 725 mm fiir
die z-Richtung und beidseits durch Endschalter gesichert. Der Antrieb erfolgt mittels

26Hersteller der Linearfiihrungsschienen und Kugelgewindevorschiibe ist die iselautomation KG,
Eichenzell.
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Abbildung 4.24: Schematische Darstellung des in das Diffraktometer hineingefahrenen
Positionierungs-Auslegers fiir den 2D-Detektor, relativ zum Grundriss der Experimentierhiitte der
BL9 (Diffraktometer nicht mafistabsgerecht). Elektrisch getriebene Linearantriebe sind durch gelbe
Pfeile gekennzeichnet, manuell verschiebbare Linearfithrungen durch rote.

Zweiphasen-Schrittmotoren 27, fiir die x- und z-Richtungen direkt, fiir die y-Richtung
8fach untersetzt 2. Aus dem Vortrieb der Kugelgewindevorschiibe folgt im 1/20-Schritt-
Betrieb der Schrittmotoren iiber die verwendeten Sincos-Endstufen fiir die Linearan-
triebe der x- und z-Richtungen eine Genauigkeit von < 1 pum, fiir die y-Richtung sogar
< 0.1 pm. Da der Kugelgewindevorschub nicht selbsthemmend ist, und Schrittmotoren
im stromlosen Zustand nur ein geringes Hemmdrehmoment besitzen, erfordert der ver-
tikal aufgestellte Linearantrieb fiir die y-Richtung eine Antriebswellenbremse, die im
stromlosen Zustand geschlossen ist. Die Bremse 2 ist iiber eine Ansteuerelektronik an
die zugehorige Sincos-Endstufe gekoppelt. Die Ansteuerelektronik ist im zugehorigen
Endstufengehiuse eingebaut und versorgt die Bremse einerseits mit der Betriebsspan-

2TSchrittmotoren ZSS 52.200.2,5 von Phytron Elektronik GmbH, Grébenzell. 200 Schritte, maxi-
maler Strom pro Phase I,y = 2.5A, Drehmoment Ny.x =~ 0.3Nm bei 1kHz im bipolaren Halb-
schrittbetrieb (entspricht 2.5 Umdrehungen/Sekunde).

28 Planetengetriecbe PLG 52/8 von Phytron Elektronik, Grobenzell.

29Motorbremse KEBO2 von Phytron Elektronik, Grobenzell. Hemm-Drehmoment Ny, = 0.75 Nm.

69



nung, anderseits synchronisiert sie die Bremse mit dem Schrittmotorbetrieb. Sobald
der Linearantrieb aktiviert wird, 6ffnet die Bremse mit der Flanke des ersten Span-
nungspulses und schliefit wieder nach dem letzten Spannungspuls. Eine elektronische
Schaltung und weitere Details zur Ansteuerung der Bremse sind im Anhang zu finden.

Durch elastische Biegung erfihrt der Ausleger mit angebautem Detektor eine ver-
tikale Auslenkung von etwa 0.7 mm bei einer um 1 m ausgefahrenen Detektorposition,
relativ zum vollsténdig eingefahrenen Zustand (also sowohl iiber Linearantriebe als
auch manuelle Verschiebung). Die Detektorfldche erfihrt dann im Vergleich zum einge-
fahrenen Zustand eine Verkippung von etwa 0.4°. Sowohl die horizontale Auslenkung
als auch die Verkippung verhalten sich in etwa linear zur Detektorposition. Techni-
sche Zeichnungen, genaue Details zu den Typenbezeichnungen und Spezifikationen der
verwendeten Baugruppen finden sich im Anhang.

Das verwendete 2-dimensional ortsauflésende Detektorsystem ist ein Image-Plate-
Detektor des Typs MAR345 mit einer kreisformigen aktiven Fliche (Durchmesser
345mm). Fiir die Auflosung des Detektors kann softwareseitig zwischen 100 x 100 pm?
und 150 x 150 um? gewiihlt werden, und die Ubertragung der Daten erfolgt iiber eine
Standard 10/100 Mbit Ethernet Netzwerkverbindung [Marresearch|. Das intrinsische
Rauschen des Detektorsystems ist im Vergleich zu CCD-Detektoren sehr gering und
liegt bei (5 + 0.001/s)Counts/Pizxel [Vainio|, die Effizienz (Detective Quantum Effi-
ciency) liegt fast bei 100% fiir Photonenenergien unterhalb von 20k eV [Thoms]. Die
Séttigung des Detektors ist erreicht bei 131000 C'ounts/Pixel und folgt aus der Daten-
tiefe der Ausleseelektronik von 17bit. Wesentlich hohere Belichtungsdichten von 101
Photonen/ mm? und mehr miissen unbedingt vermieden werden, da sie zu langfristi-
gen bis hin zu irreversiblen Beschidigung des Detektors fithren konnen. Bei einem
Image-Plate-Detektor handelt es sich um einen Offline-Scanner, d.h. die Auslese der
metastabilen Belichtung der photoaktiven Platte (Funktionsprinzip siehe z.B. [Rigaku]
[Thoms)) geschieht erst nach der Belichtungszeit, gefolgt von einem zusétzlichen Losch-
zyklus.

Die mit der Zeit fortschreitende Abnahme der Intensitét der Aufzeichnung bezeich-
net man als Fading. Die Abnahme folgt in etwa einem Zerfallsgesetzes mit einer Halb-
wertszeit von etwa 100 h [Amemiya]. Bei Belichtungszeiten von einer Stunde und mehr
muss daher der bereits im Prozentbereich liegende Abfall der aufgezeichneten Intensitéit
berticksichtigt werden.
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5 Weitere Strahlungsquellen

Die im Rahmen dieser Arbeit getitigten Messungen wurden nicht nur an der Beamline
BL9 des DELTA sondern auch an zwei weiteren Synchrotron- und an einer Laborquelle
durchgefiihrt. Dies einerseits, um Refenzdaten zu den am SAXS-Setup der BL9 im
Zuge seiner Entstehung gemessenen Daten zu erhalten. Dariiber hinaus ermoglichte
die Nutzung der Synchrotronquelle APS - bedingt durch den viel hoheren Fluss und
die daraus folgende kiirzere Belichtungszeit pro Messung - Hochdruck-Experimente mit
deutlich gesteigertem Probendurchsatz. Im Folgenden werden die drei externen Quellen
kurz vorgestellt.

5.1 Die SAXS Laborquelle (Universitit Helsinki)

2D-Detektor Vakuum-Flightpath Probenzelle Guard slit Réntgenrdhre

Abbildung 5.1: SAXS-Setup mit Laborrontgenquelle am physikalischen Institut der Universitiit
Helsinki, Finnland.

Das physikalische Institut der Universitit Helsinki besitzt ein SAXS-Setup fiir fliis-
sige Proben mit einer kommerziellen Laborrontgenquelle, an der im August 2006 Mes-
sungen im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrt wurden. Es verwendet eine PA Nalytical
Fine Focus Rontgenrohre mit einer Kupfer-Anode und einer Montel 2-dimensional
kollimierenden, parabolischen, monochromatisierenden Optik (Gobelspiegel). Der Ab-
stand zwischen Anode und Probenposition betrigt 53 cm, zwischen Probenposition und
dem Detektor 49.8 cm. Der Detektor ist ein Bruker AXS Histar 2-dimensional auflo-
sender Vieldrahtproportionalzihler (Gasdetektor) mit einer rdumlichen Auflésung von
200 pm. Ein Vakuumflightpath deckt die Strahlstrecke zwischen Anode und Detektor-
eintrittsfenster ab. Das Normierungssignal I1. wird mittels eines semitransparenten
Beamstops gemessen, d.h. ein geringer Teil des direkten Strahls wird durch den Beam-
stop transmittiert und vom 2D-Detektor erfasst. Die Photonenergie betrigt 8.05k eV
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(Cu Ka-Fluoreszenz) und der Photonenfluss am Ort der Probe liegt bei 1.5 x 107 s71.
Die fliissige Probe mit einer Dicke von 1 mm wurde in einen durch zwei Kaptonfenster
begrenzten Metalltriiger eingefiillt. Abbildung 5.1 zeigt eine Aufnahme des gesamten
Setups.

5.2 Die BioCAT Beamline an der Advanced Photon Source
APS

2D-Detektor  Vakuum-Flightpath Probenzelle  Guard slit

Abbildung 5.2: SAXS-Setup der Beamline 18 ID (BioCAT) an der APS, USA.

Die Beamline 18 ID (BioCAT) der Advanced Photon Source (APS), Argonne, USA
ist eine Undulator-Beamline, die speziell fiir biologische Probensysteme konzipiert wur-
de. Undulatorquellen zeichnen sich durch einen besonders hohen Photonenfluss, der an
der 18 ID am Ort der Probe in der Groflenordnung von 2.2 x 10'3s7! bei 10k eV liegt.
Der Strahl kann am Ort des Detektors auf eine Grofle von 35 um x 135 um fokussiert
werden [Fischetti].

Der Abstand zwischen Undulatorquelle und Probenposition betrigt 63 m, zwischen
Probenposition und dem Detektor 1.9 m. Der verwendete Detektor ist eine Avier CCD-
Kamera mit einer rdumlichen Auflésung von 79 pm. Zur Unterdriickung von parasitérer
Gasstreuung ist ein evakuierter Flightpath im FEinsatz, innerhalb dessen das Normie-
rungssignal I, mittels eines mit einer Rontgendiode ausgestatteten Beamstops gemes-
sen wird. Das Experimet wurde bei einer Photonenergie von 12k eV durchgefiihrt und
fand im Juli 2006 statt. Es wurde eine iltere Version der Hochdruckzelle verwendet,

72



bei der die Orientierung der Diamantfenster nicht fixierbar war und bei der die fliissi-
ge Probe in einen Kunststoffspacer eingefiillt und anschliefend durch zwei aufgeklebte
Kaptonfenster abegrenzt wurde. Die so priparierten Proben hatten eine Dicke von etwa
0.8 mm. Abbildung 5.2 zeigt eine Aufnahme des gesamten Setups.

5.3 Die BW4 Beamline am Hamburger HASYLAB

2D-Detektor  Vakuum-Flightpath Probenzelle  Guard slit

Abbildung 5.3: SAXS-Setup an der Beamline BW4 des HASYLAB.

Die Beamline BW4 des Hamburger Synchrotronstrahlunglabors (Hasylab) ist ei-
gentlich eine Beamline fiir USAXS-Experimente (Ultra Small Angle Xray Scattering),
also fiir SAXS-Messungen unter besonders kleinen Winkeln. Hierzu ermoglicht sie einen
besonders groflen Abstand zwischen Probe und Detektor von maximal 13 m, kiirzere
Absténde sind jedoch prinzipiell auch realisierbar. Die Beamline BW4 ist an einer
Wigglerquelle angeschlossen, am Ort der Probe wurde der Photonenfluss mit 10 s~1
bestimmt. Der Strahl wird am Ort des Detektors auf eine Grofle von typischerweise
400 pm x 400 pm fokussiert [Roth]. Der Abstand zwischen Undulatorquelle und Pro-
benposition betrigt 63 m, im August 2007 wurden bei einem Probe-Detektor-Abstand
von 1.1m und bei einer Photonenenergie von 8.9 keV Hochdruck-SAXS Messungen
mit der neu entwickelten Hochdruckzelle durchgefiihrt. Der verwendete Detektor ist

73



eine marCCD165 CCD-Kamera mit einer rdumlichen Auflésung von 79 pm. Zur Un-
terdriickung von parasitidrer Gasstreuung ist ein evakuierter Flightpath im Einsatz,
und das Normierungssignal I, wird mittels eines innerhalb des Vakuumflightpaths
installierten und mit einer Rontgendiode ausgestatteten Beamstops gemessen. Die ver-
wendete Hochdruckzelle ist im Kapitel 4.7.2 beschrieben, die Dicke der fliissigen Probe
betrug damit 1.8 mm. Abbildung 5.3 zeigt eine Aufnahme des gesamten Setups.
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6 SAXS an Proteinsystemen

Im Folgenden werden Messungen vorgestellt, die sowohl mit Hilfe des im Zuge dieser
Arbeit enstandenen Aufbaus als auch an externen Quellen (APS, Hasylab, Helsinki)
gemessen worden sind. Prinzipiell wurde vor der eigentlichen Datennahme in jedem
Experiment eine oder mehrere Kalibrationsmessungen durchgefiihrt, die der Bestim-
mung der Geometrie des Aufbaus dienten sowie der Uberpriifung des im Experiment
nutzbaren g¢-Bereichs.

Es wurden SAXS-Messungen an wissrigen Losungen der bereits vorgestellten Prote-
ine (Lysozym, Insulin, Staphylokokken Nuclease) durchgefiihrt. Bei allen drei Proteinen
erfolgte zunéchst iiber die Messung des Formfaktors eine geometrische Charakterisie-
rung der Konformation des Proteins in Losung. Messungen an Losungen mit erhoh-
ten Proteinkonzentrationen sowie in Anwesenheit verschiedener Cosolventien dienten
der Bestimmung des Strukturfaktors und damit der Messung der konzentrations- und
Cosolvens-abhéngigen Einfliisse auf das intermolekulare Wechselwirkungspotenzial von
Lysozym und Insulin. Fiir das Protein SNase wurden die Einfliisse der Cosolventien auf
die Stabilitdt des Proteins gegen druck- und hitzeinduzierte Denaturierung bestimmt.

6.1 Kalibrationsmessungen

Die wesentlichen, weil neben der Photonenenergie fiir eine anschlieBende g¢-Raum-
Eichung unerlisslichen, geometrischen Groflen eines SAXS-Aufbaus sind der Probe-
Detektor-Abstand (Dgp), die Position des direkten Strahls auf dem Detektor und
die Winkel der Verkippung des Detektors gegen die Strahlrichtung. Diese Parame-
ter konnen mittels des Streubildes einer polykristallinen Pulverprobe mit bekannten
Netzebenenabstinden bestimmt werden: Sdmtliche erforderliche Information steckt
dann in der Position, Separation und Verzerrung der Diffraktionsringe. Eine fiir die
Kalibrierung von SAXS-Aufbauten hiufig verwendete Substanz ist Silberbehinat 3°
(CH3(CHy)20COOAg), da sie wegen ihrer relativ groBen Einheitszelle (dgo; = 58.380 A)
im Diffraktionsspektrum dicht zusammenliegende Ringe generiert, von denen auch bei
groflen Entfernungen noch mehrere im Detektorbild zu sehen sind.

Abbildung 6.1 zeigt das (radial integrierte) SAXS-Spektrum einer Silberbehinat-
Pulverprobe, welches unter Verwendung des Helium-Setups der Beamline BL9 aufge-
zeichnet worden ist. Vor der Integration erfolgte die Berechnung der geometrischen
Parameter des Aufbaus sowie die Eichung der g-Achse aus den 2D-Rohdaten des Sil-
berbehinatspektrums mit Hilfe des Programmpaketes Fit2D [Hammersley|, welches die
Peakpositionen an die bekannten Netzebenenabstinde anpasst. Die Fitparameter da-
bei sind der Probe-Detektor-Abstand (Dgp), die Position des direkten Strahls auf dem
Detektor und die Winkel der Verkippung des Detektors 3! gegen die Strahlrichtung. Als

30Gilberbehinat (engl. Silver Behenate) kann bezogen werden z.B. iiber Rose Chemicals LTD, Lon-
don.

31Ein typischer Wert fiir die Detektorverkippung betrigt z.B. (rot, tilt) = (160°, —0.2°) wobei rot
einer Drehung um die Strahlachse und tilt der eigentlichen Verkippung entspricht.
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Helium-Setup, Rest-02=21%, DSD=1 .10m, E=11.5keV
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Abbildung 6.1: Links: Rohdaten und Differenzsignal einer Silberbehinat-Pulverprobe im Helium-
Setup, gemessen an der Beamline BL9. Die Messung wurde vor der Befiillung des Flightpaths mit
Helium durchgefiihrt. Rechts: Darstellung auf linearer Intensitétsskala mit Bezeichnungen der zu den
Peaks korrespondierenden Netzebenabstinden. Die Belichtungszeit betrug 7=600s.

Eingabeparameter der Fitroutine werden die Wellenlénge und ein Startwert fiir Dgp
eingetragen.

Der in einem SAXS-Experiment vom Detektor erfasste ¢-Bereich ist in aller Re-
gel nicht vollstéindig nutzbar. Insbesondere in der Nidhe des Beamstops kann oft ein
Halo des direkten Strahls sichtbar sein, verursacht durch die Vorwirtsstreuung von
Fenstern und Gasstrecken oder es konnen Reflexe an Blenden auftreten. Wenn diese
Streubeitrige zu grofl werden, konnen sie im Differenzspektrum einer SAXS-Messung
nicht vollstéindig entfernt werden und die aufgezeichneten Daten kénnen in dem betrof-
fenen Bereich verfiilscht sein. Zur Bestimmung des nutzbaren ¢-Bereichs eignet sich das
Streubild von reinem Wasser, da dieses innerhalb des im SAXS-Experiment typischer-
weise zuginglichen g-Bereichs eine konstante Streuintensitéit (in absoluten Einheiten
I =1.632x10"2cm ™) liefert [Orthaber| [Hura]. Sobald eine deutliche Abweichung vom
konstanten Intensititsverlauf zu beobachten ist, sollte der betroffene Bereich nicht zur
Datenauswertung herangezogen werden.

SAXS-Spektren an Wasser, gemessen in der Hochdruckzelle und mit dem Vakuum-
Setup der Beamline BL9 sind beispielhaft in den Abbildungen 6.2 (mit eingesetzten
Diamantfenstern) und 6.3 (ohne Diamantfenster) dargestellt. In beiden Féllen wurde
jeweils die leere und die mit Wasser gefiillte Probenzelle gemessen, um im Nachhinein
durch Untergrundabzug allein den Streubeitrag des Wassers zu erhalten. In den Roh-
daten sind bei etwa 4nm~! die typischen, durch die Kaptonfolien des Probentriigers
hervorgerufenen Peaks zu erkennen.

Der nutzbare ¢-Bereich 148t sich aus dem Verlauf des Wasser-Differenzspektrums
abschéitzen. Beim Setup mit eingesetzten Diamantfenstern ist ein starker Abfall der
Differenzintensitéit fiir etwa ¢ < 0.5nm~' zu erkennen, so dass die dort aufgezeichne-
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Vakuum-Setup, 2x Diamant, DSD:1 .09m, E=10keV
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Abbildung 6.2: Links: Rohdaten und Differenzsignal fiir Wasser im Vakuum-Setup (mit Diamant-

fenstern), p=1bar Rechts: Daten iiber 10 Messwerte gemittelt und auf absolute Intensitéit geeicht. Die
Belichtungszeit betrug 7=900s.
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Abbildung 6.3: Links: Rohdaten und Differenzsignal fiir Wasser im Vakuum-Setup (ohne Diamant-
fenster, stattdessen sind die Stempel mit Kaptonfenstern versehen ), p=1bar. Rechts: Daten iiber
10 Messwerte gemittelt und auf absolute Intensitéit geeicht. Die Geometrie des Setups ist die gleiche

wie in der dariiberliegenden Abbildung, der kleinere dargestellte g-Bereich riihrt lediglich von einer
eingeschriankten Detektor-Auslesebereich. Die Belichtungszeit betrug 7=900s.
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ten Daten verworfen werden miissen. Im Setup ohne Diamantfenster ist der nutzbare
Bereich etwas grofler, erst ab etwa ¢ < 0.25nm~! miissen die Daten unberiicksich-
tigt bleiben. In beiden Abbildungen sind auf der rechten Seite die Differenzspektren
dargestellt, bei denen jeweils iiber 10 Messpunkte gemittelt wurde.

Helium-Setup, Rest-02:0.4%, DSD:1 .11m, E=10keV
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Abbildung 6.4: Oben links: Rohdaten und Differenzsignal fiir Wasser im Helium-Setup. Oben rechts:
Daten iiber 10 Messwerte gemittelt und auf absolute Intensitét geeicht. Unten: Quadrantweise inte-
griertes 2D-Bild offenbart Anisotropien im Streubild.

Abbildung 6.4 zeigt eine fiir das Helium-Setup der Beamline BL9 typische Wasser-
Kalibrationsmessung. Bedingt durch den grioflieren Durchmesser des Flightpaths ist der
maximal zugingliche g-Bereich deutlich grofler und nur durch den Durchmesser der
Detektorfliiche begrenzt. Der Verlauf des Differenzsignals bei kleinen ¢g-Werten deutet
auf Asymmetrien im Halo um den direkten Strahl hin. Die ebenfalls gezeigte, qua-
drantenweise Auswertung des 2D-Detektorbildes (nur jeweils ein Quadrant wurde bei
der radialen Integration beriicksichtigt) deutet auf leichte Anisotropien, insbesonde-
re bei grofler werdenden g-Werten hin. Derartige Anisotropien konnen hauptsichlich
durch ein stark asymmetrisches Strahlprofil hervorgerufen werden, allerdings kénnen
auch unvollstéindig mit Helium gefiillte Bereiche im Flightpath (z.B. entstanden durch
Verwirbelungen) die Ursache sein. Durch eine geeignete Einschrinkung des fiir die ra-
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diale Integration der Daten zu nutzenden Bereichs (Ausmaskierung) kann in aller Regel
dennoch praktisch der gesamte erfassbare g-Bereich fiir die Datenauswertung genutzt
werden. Wie im oberen rechten Diagramm der Abbildung 6.4 gezeigt, ist die Qualitét
des Wasserspektrums deutlich besser, wenn nur iiber die obere Hilfte des Detektorbil-
des integriert wird, in diesem Fall kann der Bereich 0.2nm™! < ¢ < 7.4nm™! genutzt
werden.

Im Allgemeinen sind die Grenzen des nutzbaren ¢-Bereichs allerdings nicht allein
von der Wahl des Fenstermaterials oder des Flightpath-Typs abhiéingig. Je nach Ein-
stellung der Blenden und der Fokussierungseinstellungen des Monochromators kann
die Intensititsverteilung innerhalb des vom Beamstop abgeschatteten Bereichs stark
variieren, insbesondere kommt es bei stark asymmetrischen Intensitéitsprofilen des di-
rekten Srahls oder bei einem nicht mittig auf den Strahl positionierten Beamstop zu
starken, asymmetrischen Halos im Streubild. Diese wirken sich letztendlich einschrén-
kend auf den nutzbaren ¢-Bereich aus, der daher nach jedem neuen Aufbau des SAXS-
Instruments neu zu iiberpriifen ist.

Abbildung 6.5 zeigt die Roh- und Differenzdaten fiir Wasser, gemessen an der Labor-
quelle in Helsinki und an der Beamline BW4 des Hasylab. Wihrend die an der Labor-
quelle aufgezeichneten Daten fiir ¢ < 0.5nm ™" prinzipiell nicht mehr vertrauenswiirdig
sind, offenbaren die Hasylab-Daten eine ausgezeichnete Strahl- und Blendenjustage -
erst der Beamstop begrenzt den nutzbaren g-Bereich, der damit bei ¢ = 0.14nm™!
endet.

Helsinki, DSD=0.498m, E=8keV

Hasylab BW4, DSD=1'12m’ E=8.967keV
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Abbildung 6.5: Rohdaten und Differenzsignal fiir Wasser, gemessen an der Laborquelle Helsinki
(links, 7=1200s) und an der Beamline BW4 des Hasylab (rechts, 7=1800s). Die Peaks im Differenz-

signal riihren von fehlerhaften Pixeln des Detektors und konnen ignoriert werden.
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6.2 Messungen an Lysozym

Es wurden Messungen an unterschiedlich konzentrierten, wissrigen Lysozymlosungen
durchgefiihrt, jeweils mit und ohne Zugabe von Cosolventien. Die Messungen an pu-
ren Lysozymlosungen (ohne Zugabe von Cosolventien) waren die ersten, die am neuen
SAXS-Setup der Beamline BL9 durchgefiihrt wurden. Lysozym gehort zu den am be-
sten charakterisierten Proteinen, es stehen daher hochauflosende 3D-Molekiilmodelle
in der Protein Data Bank [PDB] zur Verfiigung, mit deren Hilfe die Qualitéit der an
der Proteinlosung aufgezeichneten Daten iiberpriift werden konnte.

Die mit Cosolventien versetzten Losungen wurden mit dem Ziel untersucht, erstma-
lig die Effekte der Cosolventien auf den Strukturfaktor S(g) zu bestimmen. Die inter-
molekularen Wechselwirkungen zwischen Proteinen in einer typischerweise an Cosol-
ventien sehr reichen intrazelluldiren Umgebung spielen eine wichtige Rolle fiir die funk-
tionelle Stabilitéit der Proteine. Dariiber hinaus werden Aggregations-, Fibrillations-
und Kristallisationseffekte von gelosten Proteinen wesentlich von dem empfindlichen
Gleichgewicht zwischen van-der-Waals Kriften, hydrophoben Wechselwirkungen, Was-
serstoffbriickenbindungen und Hydratationseffekten gesteuert, die in summa letztend-
lich die intermolekiilare Wechselwirkung ausmachen. Neben den Messungen an der
Beamline BL9 wurden Referenzmessungen an der Laborquelle der Universitét Helsinki
durchgefiihrt.

Das verwendete Losungsmittel, eine 0.01M Citrat-Puffer-Losung in bidestilliertem
und entionisiertem Wasser, wurde mit 1M Salzsidure auf einem pH-—Wert von 4.6 einge-
stellt. Bei diesem pH-Wert besitzt Lysozym eine Nettoladung von +10 und die gelade-
nen Aminoséurereste sind gleichméBig iiber die Proteinoberfléiche verteilt [Javid2007b].

Als Cosolventien dienten Natriumchlorid, Glyzerin und 2,2,2-Trifluoroethanol (TFE).
Durch Zugabe von Lysozym wurden 1,4 und 10 prozentige Konzentrationen herge-
stellt (Gewichtsanteil an Losung, abgekiirzt %wt fiir weight percent, 1%wt entspricht
10mg/1). Dialysiertes und gefriergetrocknetes Hithnereiwei-Lysozym (HEW lysozyme)
wurde bezogen iiber Sigma-Aldrich.

6.2.1 Der Formfaktor

Abbildung 6.6 zeigt die Roh- und Differenzspektren fiir eine 1%wt Lysozymlésung,
gemessen mit dem Helium-Setup an der Beamline BL9. Wie in Kapitel 3.2 gezeigt,
entspricht dieses Differenzsignal gerade dem Streubeitrag der in Losung befindlichen
Proteinmolekiile (siche Gleichung 3.2).

Auf der rechten Seite der Abbildung ist der aus dem 3D-Proteinmodell 6LYZ [PDB]
mit Hilfe des Programms CRYSOL [Svergun95| errechnete Formfaktor an das Protein-
Streusignal angepasst. Bei der Berechnung des Formfaktors verwendet CRYSOL im
Wesentlichen die Gleichungen 2.11 und 2.12, wobei das Proteinmolekiilmodell zusitz-
lich mit einer 3 A dicken Schicht umgeben wird, die eine gegeniiber der Elektronendichte
des Wassers (p, = 0.334 ¢~/ AS) um den Fitparameter Ap = p, — p, erhohten Wert
besitzt. Durch die Umbhiillung des Proteinmodells mit dieser Schicht wird die Hydra-
tationsschicht des gelosten Proteinmolekiils simuliert, deren Beitrag geméfl Gleichung
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Abbildung 6.6: Links: Rohdaten und Differenzsignal fiir Lysozym 1%wt in 0.01M Citrat-
Pufferlosung bei pH=4.6, T=25°C. Rechts: Formfaktor (schwarz) berechnet aus dem 3D-
Molekiilmodell 6LYZ [PDB], angepasst an die experimentellen Daten. Die Belichtungszeit betrug
7=1800s.
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Abbildung 6.7: Links: Guinierplot der Lysozym 1%wt-Streukurve und linearer Guinier-Fit (rot)
mit dem daraus berechneten Wert fiir Rg (im Fitbereich sind statistische Fehler der Messdaten ein-

geblendet). Rechts: Aus den Streudaten berechnete Paarverteilungsfunktion p(r) sowie der aus dieser

errechnete Wert fiir Rq.
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3.2 im Differenzsignal enthalten ist. Der theoretische Gyrationsradius R¢; aus dem so
erhaltenen Modell eines gelosten Proteins, ebenso wie der erhaltene Wert fiir Ap sind
ebenfalls in der Abbildung angegeben.

Man kann eine gute Ubereinstimmung der experimentellen Daten mit dem berech-
neten Intensititsverlauf bis zu einem Wert von ca. ¢ = 5nm™~! feststellen. Gem:ifl Glei-
chung 2.28 ist die Ubereinstimmung der Daten ein Beleg dafiir, dass die 1%wt Lysozym-
Losung im Rahmen der Empfindlichkeit des Experiments als wechselwirkungsfrei an-
gesehen werden kann: Fiir den Strukturfaktor gilt offenbar S(¢) ~ 1 und die gestreute
Intensitéit ist damit direkt proportional zum Formfaktor.

Die Abweichung der experimentellen Daten von der berechneten Streukurve fiir gro-
Bere g-Werte (fiir die selbst in wechselwirkenden Systemen S(g) ~ 1 gilt) kann dadurch
erklirt werden, dass sich die Struktur des in Losung befindlichen Proteinmolekiils leicht
gegeniiber der im 3D-Proteinmodell 6L.YZ enthaltenen Struktur des kristallinen Pro-
teins unterscheidet. Wie in Kapitel 3.1 gezeigt, ist die tertidire Struktur des gelosten
Proteinmolekiils im Wesentlichen abhiingig von den Wechselwirkungen des Molekiils
mit dem Losungsmittel. Im Proteinkristall fehlen diese Wechselwirkungen, weshalb
von einer unterschiedlichen Konformation des kristallinen Proteins gegeniiber der in
Losung ausgegangen werden muss. Weil die Abweichungen in den Spektren erst bei
grofleren g-Werten sichtbar werden, kann man jedoch annehmen, dass die Unterschiede
in den beiden Konformationen nur auf kleinen Lingenskalen zu finden sind. Ein fiir
diese Abweichung verantwortlicher systematischer Fehler (z.B. ein Beitrag der Beam-
line) kann ausgeschlossen werden, denn die SAXS-Spektren von reinem Wasser weisen
bei grofien g-Werten eher einen Anstieg als einen Abfall gegeniiber der erwarteten kon-
stanten ¢-Abhéingigkeit auf.

Aus den experimentellen Daten wurde der Gyrationsradius der gelosten Protein-
molekiile iiber eine gewichtete, lineare Regression des in Abbildung 6.7 (links) darge-
stellten Guinierplots geméf3 Gleichung 2.20 berechnet, und man erhilt einen Wert von
Rg = (14.96 £0.1) A.

Die Fehlerbalken der einzelnen Messpunkte sind berechnet aus den statistischen
Fehlern der Pixelzihlraten im Detektorbild 32 und aus den statistischen Fehlern der
Normierungsintensititen, die fiir die Differenzbildung der Streusignale der Protein-
losung und Losungsmittelstreuung erforderlich sind. In den mittels Gauf’scher Feh-
lerfortpflanzung fiir Rg erhaltenen Fehler flieit daher zwar der statistische Fehler
der Messwerte ein, jedoch nicht evtl. vorhandene systematische Fehler (verursacht
z.B. durch Probenverunreinigungen, Konzentrationsschwankungen, Priparationsfeh-
ler etc.). Aus einem Vergleich von mehreren, an gleichen Proteinlgsungen gemessenen
Spektren und der Schwankung der daraus berechneten Werten fiir R kann fiir den Ge-
samtmessfehler von R ein Wert von etwa 0.5 A angenommen werden. Fiir alle fortan
berechneten Gyrationsradien ist zunichst stets nur der aus den statistischen Fehlern
errechnete Messfehler angegeben. Wann immer sich dieser im Rahmen von zu erwar-

32Die im Detektorbild des MAR-Detektors ausgegebenen Zahlraten entsprechen einer etwa 1.4fach
hoheren Photonenzahl [Hendrix| (bei einer Phtonenenergie von etwa 11 — 13 keV, die Effizienz des
Detektors liegt in diesem Energiebereich bei annidhernd 100%).
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tenden Werten als zu klein erweist, wird explizit auf den eigentlich hoheren, moglichen
Gesamtmessfehler hingewiesen.

Fiir die Auswertung des Guinierplots wurde der Bereich ¢> < 0.2nm™? ausgelas-
sen, da - wie im letzten Kapitel aufgezeigt - im Bereich ¢ < 0.5nm™! eine systema-
tische Abweichung der Daten auftreten kann. Der so erhaltene Wert fiir Rg stimmt
im Rahmen des Gesamtmessfehlers mit dem theoretischen Wert Rq; = 15.2 A iiber-
ein, ebenso wie mit dem experimentell bestimmten Wert aus [Svergun98|, fiir den gilt
Rg = (15.440.2) A.

Der von CRYSOL errechnete Wert fiir den Dichteunterschied der Hydratations-
schicht Ap = 0.013e~/ A® zum bulk-Wasser weist auf eine etwa 4% hohere Dichte hin
und ist damit um die Hélfte kleiner als in [Svergun98] (Ap = 0.025¢~/ AS). Diese
starke Abweichung bei ansonsten sehr gut iibereinstimmenden Werten von Rg kann
nur durch eine andere Struktur des Losungsmittels erkldrt werden: Die Lysozympro-
ben [Svergun98] wurden in einem 40mM Natriumacetat-Puffer bei pH 3.8 angemischt.
Sowohl die deutlich hohere Konzentration des Puffers als auch der stark abweichende
pH-Wert kénnen unmittelbaren Einfluss auf die Wechselwirkungen zwischen dem Pro-
tein und dem ihm umgebenden Wasser haben - und damit auf die Hydratationsschicht.

Die in Abbildung 6.7 (rechts) dargestellte Paarverteilungsfunktion p(r) wurde mit
Hilfe des Programms GNOM [Svergun92] durch direkte Fouriertransformation aus
der Streukurve erhalten, deren Daten zuvor iiber jeweils fiinf Messpunkte gemittelt
wurden. Der ¢-Bereich der Daten fiir die direkte Fouriertransformation wurde auf
0.5nm™ ! < ¢ < 7Tnm™! eingeschriinkt, wobei sich die obere Grenze durch die fiir grofe-
re g-Werte zu stark verrauschten Daten erklirt. GNOM extrapoliert die beschrinkten
experimentellen Daten gemifi der Porodniherung (I o ¢~*), um das Fourierintegral
iiber einen moglichst groflen g-Bereich durchfiihren zu kénnen. Der in Abbildung 6.7
angegebene Wert fiir Rg = (15.08 £ 0.015) A wurde gemif Gleichung 2.21 aus der
Paarverteilungsfunktion berechnet. Es handelt sich hierbei um eine im Vergleich zu
dem iiber die Guinierndherung errechneten Wert fiir Rs genauere Messgrofle, da in
diese der gesamte experimentell erfasste ¢-Bereich iiber das Fourierintegral eingeht.
Der Wert stimmt mit dem aus der Guinierniherung erhaltenen Wert im Rahmen des
Gesamtmessfehlers iiberein.

Vergleicht man die experimentell bestimmte Paarverteilungsfunktion mit den in der
Abbildung 2.6 dargestellten, fillt eine starke Ahnlichkeit zu der Paarverteilungsfunkti-
on einer Kugel auf. Allerdings besitzt das Lysozymmolekiil offenbar eine im Vergleich
zur Kugel elongierte Form, was die Ursache fiir den Ausliufer bei den grofiten Abstén-
den r ist.

Mit Hilfe des Programms DAMMIN [Svergun99] wurde aus der Paarverteilungs-
funktion p(r) eine ab initio Strukturrekonstruktion durchgefiihrt. DAMMIN fiihrt zu-
néchst eine Riicktransformation der Paarverteilungsfunktion p(r) durch und erhélt dar-
iiber eine rauschfreie Streukurve I(¢). AnschlieBend generiert es eine aus zusammen-
héngenden Kiigelchen (sog. Dummy-Atomen) aufgebaute Kugel mit dem Durchmesser
D = 11, wObel 774, der grofite Wert ist, fiir den p(r) # 0 ist. Zuletzt werden einzelne
Dummy-Atome innerhalb des Kugelvolumens so lange entfernt (und ggfs. wieder hin-

2
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PDB-Modell 6LYZ
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Abbildung 6.8: Vergleich des Lysozym-3D-Molekiilmodells 6LYZ [PDB] mit der aus den experimen-
tellen Daten mittels DAMMIN [Svergun99] errechneten Molekiilform. Die 3D-Darstellungen wurden
erzeugt mit PyMOL [PyMOL].

zugefiigt) bis der Formfaktor dieser Struktur mit der Streukurve I (q) iibereinstimmt.

Abbildung 6.8 (oben) zeigt die Einhiillende der im Molekiilmodell 6LYZ [PDB| ent-
haltenen Atompositionen im Vergleich mit der mittels DAMMIN erhaltenen Struktur
sowie um die x- und y-Achse nacheinander im Uhrzeigersinn rotierte Darstellungen.
Die Tertidrstruktur, insbesondere die relativen Abmessungen des Molekiils sowie des-
sen Kompaktheit werden gut wiedergegeben. Man erkennt deutlich eine gegeniiber einer
Kugel stark elongierte, eher ellipsoidiale Form.

Um die Qualitidt der am SAXS-Aufbau der Beamline BL9 erhaltenen Spektren zu
verifizieren, wurden einige der an Lysozymlosungen durchgefithrten Messungen an ei-
nem externen SAXS-Instrument wiederholt. Abbildung 6.9 (links) zeigt einen Vergleich
der an der Beamline BL9 mit der an der Laborquelle der Universitit Helsinki auf-
gezeichneten SAXS-Spektren einer 1%wt Lysozymlosung (gleiches Losungsmittel und
pH-Wert). Die Spektren sind anniihernd deckungsgleich und zur besseren Ubersicht ge-
geneinander vertikal verschoben. Es f#llt allerdings die sehr viel hohere Streuung der an
der Laborquelle aufgezeichneten Messpunkte auf, insbesondere bei hoheren ¢-Werten,
dies trotz einer Belichtungszeit von 80 Minuten. Die stérkere Streuung und die ihr zu-
grunde liegende geringe Z#hlrate macht sich auch im Guinierfit bemerkbar (Abbildung
6.9 rechts). Auch wenn der Wert fiir Rg mit dem aus den Delta-Daten berechneten
vergleichbar ist, liegt die relative Fehler der Messgrofle etwas hoher.
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Abbildung 6.9: Links: Vergleich der SAXS-Spektren einer 1%wt Lysozymlosung gemessen an der
Beamline BL9 (rot, 7=1800s) und an der Laborquelle Helsinki (blau, 7=4800s). Rechts: Gunierplot
und Guinierfit der Helsinki-Daten.

6.2.2 Der Strukturfaktor

Wie im letzten Kapitel gezeigt, lisst sich die Streukurve der puren 1%wt Lysozymlo-
sung iiber einen weiten g-Bereich sehr gut an den aus 3D-Molekiildaten berechneten
Formfaktor anpassen. Man kann also im Rahmen der Genauigkeit des Experiments von
einem wechselwirkungsfreien System ausgehen. Die Streukurven, die durch Messungen
an hoher konzentrierten Losungen (4%wt und 10%wt) erhalten wurden, sind in Abbil-
dung 6.10 (links) dargestellt. Mit steigender Konzentration kann man einen systemati-
schen Abfall der unter kleinen Winkeln gestreuten Intensitét und die Entstehung eines
Maximums bei ¢ ~ 1 nm~! beobachten. Dieser Strukturpeak oder Korrelationspeak ist
charakteristisch fiir eine repulsive Wechselwirkung zwischen schwach geladenen und bei
geringer lonenstirke gelosten Partikeln - so wie es bei der untersuchten Lysozymlosung
der Fall ist [Strandner].

Wenn die Streukurve einer ausreichend verdiinnten, also wechselwirkungsfreien Lo-
sung vorliegt, kann der Strukturfaktor S(g, c¢) einer Losung mit der Proteinkonzentra-
tion ¢ geméfl Gleichung 2.34 aus der an dieser Losung sowie aus der an der verdiinnten
Losung (Konzentration cy) gemessenen Streukurve berechnet werden. Die fiir pure Ly-
sozymlosungen mit den Konzentrationen 4 und 10wt% aus den Streudaten berechneten
konzentrationsabhéingigen Strukturfaktoren S(q, ¢) sind in der Abbildung 6.10 (rechts)
dargestellt. Fiir die Berechnung von S(q, ¢) diente in beiden Fillen die Streukurve der
1%wt Lysozymlosung als wechselwirkungsfreies Referenzsystem.

Falls die in Losung befindlichen Proteinmolekiile miteinander repulsiv wechselwir-
ken, streben sie tendenziell eine Maximierung ihrer mittleren Abstinde an. Dies hat
eine reduzierte osmotische Kompressibilitit zur Folge, die sich letztlich iiber einen
Wert von S(¢ — 0) < 1 bemerkbar macht [Strandner| [Tardieu]. Diesen Verlauf von
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Abbildung 6.10: Links: Streukurven gemessen an Lysozymlésungen unterschiedlicher Konzentrati-
on (1, 4 und 10%wt, gemessen mit den Belichtungszeiten 7=1800, 1200 und 900s). Rechts: Aus den
Messdaten berechneter, konzentrationsabhéingiger Strukturfaktor S(q,c). Auf beiden Seiten dargestell-

te Daten sind iiber jeweils 5 Messpunkte gemittelt.

S(q) findet man fiir die hoher konzentrierten Lysozymlosungen, wobei eine deutliche
Zunahme des repulsiven Charakters der intermolekularen Wechselwirkung mit anstei-
gender Proteinkonzentration zu beobachten ist, erkennbar am kleiner werdenden Wert
fiir S(qg — 0).

Die Beimischung eines Cosolvens, welches mit dem Protein wechselwirken kann,
veréindert in aller Regel die intermolekulare Wechselwirkung (siehe Kapitel 3.3). In
Abbildung 6.11 (links) sind die Streukurven von Lysozymltsungen erhthter Konzen-
tration (4 bzw. 10%wt) dargestellt, sowohl fiir pure Losungen als auch fiir Losungen mit
zugefiigten Cosolventien (NaCl, Glyzerin, TFE). Die aus diesen Streukurven berechne-
ten Strukturfaktoren (mit der puren, 1%wt Lysozymlosung als Referenzsystem) sind
ebenfalls in Abbildung 6.11 (rechts) dargestellt und erlauben eine Aussage dariiber,
wie sich die Priisenz des jeweiligen Cosolvens auf die intermolekulare Wechselwirkung
der Lysozymolekiile auswirkt.

Unter Zugabe von NaCl ist bereits ab der kleinsten NaCl-Konzentration (¢ =
0.05M) in den Streukurven der 4%wt Lysozymltsungen ein Anstieg der Intensitét fiir
q — 0 zu beobachten. Mit zunehmeder Konzentration setzt sich dieser Trend fort und
bei der hochsten Konzentration (¢ = 0.25M) ist der Strukturpeak praktisch nicht mehr
zu erkennen. Eine genauere Aussage ermoglichen die berechneten Strukturfaktoren:
Bereits bei ¢ = 0.05M ist im Vergleich zum Strukturfaktor der puren 4%wt Lysozym-
losung (siehe Abbildung 6.10) eine deutlich abgeschwéichte repulsive Wechselwirkung
erkennbar. Dieser Effekt lisst sich auf die Ladungsabschirmung zuriickfiihren, welche
die Salzionen auf die geladenen Proteinmolekiile ausiiben [Ravindra]. Konsequenterwei-
se wird die Wechselwirkung mit steigender NaCl-Konzentration immer weniger repulsiv
und erreicht bei ¢ = 0.25M einen leicht anziehenden Charakter.
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Abbildung 6.11: Links: Streukurven gemessen an erhoht konzentrierten Lysozymlosungen, die un-
terschiedlich hohe Konzentrationen an Cosolventien enthalten. Mit zunehmender Konzentration der
Cosolventien erkennt man ihren Einfluss auf den Strukturpeak der jeweiligen puren Losung. Rechts:
Aus den Messdaten berechneter, konzentrationsabhingiger Strukturfaktor S (q , C). Auf beiden Seiten
dargestellte Daten sind iiber jeweils 5 Messpunkte gemittelt.
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Die Zugabe von Glyzerin hat einen relativ schwachen Effekt auf den Strukturfaktor
der 10%wt Lysozymlosung (vgl. Abbildung 6.10), der zudem unabhéngig von der Gly-
zerinkonzentration (0.5M bis 2M) ist. Der Einfluss von Glyzerin auf das Protein ist
in erster Linie darauf zuriickzufiihren, dass das Cosolvens durch seine stark hydrophile
Wechselwirkung bevorzugt an Wasser bindet und thermodynamisch ein Ausschluss der
Glyzerinmolekiile aus der Hydratationsschicht des Proteins giinstiger ist [Herberhold].
Das Protein wird dadurch zwar strukturell stabilisiert [Javid2007b] mit zunehmender
Konzentration éndert sich jedoch nicht die Dichte der Glyzerinmolekiile in der Hydra-
tationsschicht des Proteinmolekiils.

In Gegenwart von TFE &ndert sich der Verlauf der Streukurve nicht nur fiir ¢ — 0.
Wiihrend fiir groflere ¢-Werte das Streubild der 10%wv (Volumenanteil) TFE-Losung
noch mit der Cosolvens-freien Lésung iibereinstimmt, kann man bei der 35%v TFE-
Losung bereits fiir ¢ > 4nm™! eine deutliche Divergenz der Spektren feststellen. Es
ist bekannt, dass Alkohole in der Lage sind, Anderungen der Sekundirstruktur her-
beizufiihren, bei gleichzeitiger Stabilisierung der Tertiérstruktur [Hirota]. Dies fiihrt
bei hoher Cosolventkonzentration mitunter zu einer molten globule Konformation. Da
das Spektrum der 35%v TFE-Losung erst bei relativ groflen ¢-Werten von dem der
puren Losung abweicht, kann man beim vorliegenden System von nur geringen Ande-
rungen der Sekundirstruktur ausgehen, die zudem erst bei der hoheren Konzentration
(35%w) auftreten. Insgesamt wirkt das Cosolvens abschwiichend auf das abstofiende
intermolekulare Potenzial, was durch den Anstieg der Werte von S(q — 0) belegt wird.

Um den Einfluss der Cosolventien auf die geometrischen Parameter der in Lo-
sung befindlichen Proteinmolekiile zu bestimmen, wurden Messungen an Cosolventien-
enthaltenden 1%wt Lysozymlésungen durchgefiihrt. Abbildung 6.12 zeigt den Gyra-
tionsradius R¢, bestimmt aus Guinierplots der Streukurven in Abhéingigkeit von der
Konzentration der beigemengten Substanzen.

Die Zugabe von NaCl zum Losungsmittel fiihrt (innerhalb des Gesamtmessfehlers
von 0.5 A) bis zu einer Konzentration von 0.2M zu keiner deutlichen Versinderung von
R¢. In [Svergun98] wurde ein #dhnliches Verhalten bis zu der maximal untersuchten
Konzentration von 0.15M festgestellt. In hoherer Konzentration (0.2M) ist jedoch eine
leichte Vergroferung von R zu erkennen. Da keine durch NaCl verursachte Anderung
der Proteinkonformation zu erwarten ist [Svergun98|, muss der Effekt eher auf die bei
der hochsten Konzentration vorhandene, leicht anziehende Wechselwirkung und eine
dadurch einsetzende Aggregation der Proteine zuriickgefiihrt werden.

In der Gegenwart von Glyzerin zeigt sich auch bei einer hohen Konzentration von
2M keine Veréinderung in R¢, so dass von einer héchstens sehr schwachen Wechselwir-
kung zwischen Glyzerin und den Lysozymmolekiilen ausgegangen werden muss. Diese
Aussage deckt sich mit den aus den gemessenen Strukturfaktoren gewonnenen FEr-
kenntnissen. Die Zugabe von TFE fiihrt bei der Konzentration von 10%v zuniichst zu
keiner erkennbaren Veréinderung von Rg, jedoch ist bei 35%wv eine starke Zunahme
zu beobachten, die durch eine TFE-induzierte, partielle Entfaltung des Proteins und
Ausbildung einer molten globule Konformation erklirt werden kann.
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Abbildung 6.12: Gyrationsradius R von Lysozym in 1%wt Losung als Funktion der Konzentration

des jeweiligen Cosolvens.

6.3 Messungen an Insulin

Es wurden Messungen an unterschiedlich konzentrierten, wissrigen Insulinlosungen
durchgefiihrt, jeweils mit und ohne Zugabe von Cosolventien. Die Messungen, wel-
che an den puren und mit Cosolventien versetzten Losungen durchgefiithrt wurden,
dienten zunichst der geometrischen Charakterisierung der Konformation des Proteins.
Weiterhin wurden erstmalig die Strukturfaktoren S(g) im sauren Milieu bestimmt, so-
wohl unter Ladungsabschirmung (NaCl) als auch unter Einfluss von Ethanol, welches in
der verwendeten Konzentration zu einer iiberwiegenden monomeren Population fiihrt
[Dzwolak]. Die Messungen wurden ausschliefilich an der Beamline BL9 durchgefiihrt.

Als Losungsmittel wurde bidestilliertes und entionisiertes Wasser verwendet, das
mit 1M Salzsidure auf einen pH-Wert von 2.1 eingestellt wurde. Bei diesem pH-Wert ist
die Neigung des Insulins zur Ausbildung von Oligomeren (Dimere — Tetramere — He-
xamere) gehemmt, und das Protein liegt hauptsiichlich als Dimer vor. Dariiber hinaus
erfihrt das Molekiil eine Konformationséinderung, die eine Aggregation der monomeren
(nicht-nativen) Spezies veranlasst und dariiber die Entstehung von unléslichen amyloi-
den Faserstrukturen fordert [Whittingham]. Die Amyloidogenese von Proteinen wird
als urséchlich fiir mehrere neurodegenerative Erkrankungen, wie die Alzheimer’sche
oder Parkinson’sche Krankheit angesehen [Selkoe].

Als Cosolventien dienten Natriumchlorid und Ethanol. Durch Zugabe von Insulin
wurden Losungen mit den Konzentrationen 0.5,1,4,10 und 20 wt% hergestellt. Ge-
friergetrocknetes Rinder-Insulin (bovine insulin) wurde bezogen iiber Sigma-Aldrich.

6.3.1 Der Formfaktor

Abbildung 6.13 zeigt die Roh- und Differenzdaten fiir 1%wt und 0.5%wt Insulinlésun-
gen, gemessen mit dem Helium-Setup an der Beamline BL9. Die Messungen an den
jeweiligen Konzentrationen fanden zeitlich voneinander getrennt in zwei verschiedenen
Experimenten statt und mit einer leicht unterschiedlichen Photonenenergie, weshalb
der maximal zugéngliche g-Bereich verschieden grof} ist.
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Auf der rechten Seite der Abbildung ist der aus dem 3D-Modell 2A3G [PDB| eines
Insulindimers mit Hilfe des Programms CRYSOL [Svergun95] errechnete Formfaktor
an die jeweilige, experimentell erhaltene Streukurve angepasst. Der theoretische Gyra-
tionsradius R¢ 4, in den der Elektronendichtekontrast Ap der 3 A dicken Hydratations-
schicht als Fitparameter eingeht, ebenso wie der auf diese Weise berechnete Wert fiir
Ap sind ebenfalls in der Abbildung angegeben.

Fiir die beiden Konzentrationen beobachtet man einen in unterschiedlicher Weise
iibereinstimmenden Verlauf des berechneten Spektrums mit den experimentellen Da-
ten. Die berechnete Streukurve gibt den Verlauf der Daten der 1%wt Losung zwar bis
zu einem Wert von ca. ¢ = 5nm~! gut wieder, es ist jedoch bei kleineren g-Werten
eine leichte Abweichung der experimentellen Daten von der berechneten Streukurve zu
erkennen - im Allgemeinen ein Hinweis auf das Vorhandensein von interpartikuléren
Wechselwirkungen und einen dadurch verursachten Beitrag von S(q) # 1.

Helium-Setup, Rest-02=0.8%, DSD=1 .10m, E=11.5keV
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Abbildung 6.13: Links: Rohdaten und Differenzsignal fiir Insulin 1 und 0.5%wt Lésungen bei pH
2.1, T=25°C. Rechts: Formfaktor (schwarz) berechnet aus dem 3D-Molekiilmodell 2A3G [PDBJ,
angepasst an die experimentellen Daten. Die Belichtungszeit betrug 7=1800s.
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Abbildung 6.14: Links: Guinierplot der Insulin 0.5%wt Streukurve sowie linearer Guinier-Fit (rot)
mit dem erhaltenen Wert fiir R (im Fitbereich sind die statistischen Fehler der Messdaten einge-
blendet). Rechts: Aus den Streudaten berechnete Paarverteilungsfunktion p(r) sowie der aus dieser

errechnete Wert fiir Rg.

Fiir die 0.5%wt Konzentration findet man insbesondere im Bereich bis zum ersten
lokalen Minimum der Streukurve eine deutlich bessere Ubereinstimmung der expe-
rimentellen Daten mit dem berechneten Verlauf, so dass erst bei dieser reduzierten
Konzentration eine vernachléssigbare Wechselwirkung zwischen den gelosten Insulin-
molekiilen angenommen werden kann. Allerdings f#llt eine starke Abweichung der ex-
perimentellen Daten im Bereich 3.5nm™! < ¢ < 6 nm™! auf, fiir gréBere ¢-Werte kann
jedoch im Rahmen der (statistischen) Schwankung der Messpunkte wieder eine gute
Ubereinstimmung beobachtet werden. Eine leicht unterschiedliche Tertizirstruktur des
in Losung befindlichen, untersuchten Proteins im Vergleich zu der im verwendeten 3D-
Molekiilmodell enthaltenen, ist die wahrscheinlichste Erkldrung fiir diese Abweichung.

Aus den experimentellen Daten wurde der Gyrationsradius der gelosten Proteinmo-
lekiile iiber eine lineare Regression des in Abbildung 6.14 (links) dargestellten Guinier-
plots berechnet, und man erhélt einen Wert von Re = (13.9440.23) A. Der so erhaltene
Wert fiir R; stimmt im Rahmen des Gesamtmessfehlers mit dem theoretischen Wert
Rgy = 13.4 A (fast) iiberein. Der in [Jansen] berichtete Wert fiir Insulindimere liegt
im Vergleich zum theoretischen (aus einem Dimermodell errechneten) Wert von 14.9 A
(ohne Fehlerangabe) etwas hoher, jedoch muss auch hier von einem vergleichbar grofien
Fehler ausgegangen werden.

Der mit CRYSOL errechnete Wert fiir den Dichteunterschied der Hydratations-
schicht Ap = 0.007¢~/ A® zum bulk-Wasser weist auf eine nur etwa 2% hohere Dichte
hin und ist damit deutlich kleiner als der aus Messungen an Lysozym erhaltene Wert.
Verursacht durch den sehr geringen pH-Wert kann auch hier die starke Wechselwir-
kung des sauren Losungsmittels mit dem Proteinmolekiil als mogliche Ursache fiir
die abweichende Struktur der Hydratatiosschicht angesehen werden. Die in Abbildung
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6.14 (rechts) dargestellte Paarverteilungsfunktion p(r) wurde mit Hilfe des Programms
GNOM [Svergun92] durch direkte Fouriertransformation aus der Streukurve erhalten.
Die Daten wurden zuvor iiber jeweils 5 Messpunkte gemittelt. Der fiir die Fouriertrans-
formation verwendete ¢-Bereich war 0.5nm™! < ¢ < 7.8nm™!, und der in Abbildung
6.14 angegebene Wert fiir R = (14.0 + 0.03) A wurde gemif Gleichung 2.21 aus der
Paarverteilungsfunktion berechnet. Hierbei zeigt sich der Vorteil der Bestimmung des
Gyrationsradius aus der Paarkorrelationsfunktion besonders deutlich: Der so erhaltene
relative Fehler des Messwertes von R ist mehr als 7 mal kleiner im Vergleich zu dem
iiber einen Guinier-Plot bestimmten Wert.

Vergleicht man die erhaltene Paarverteilungsfunktion mit den in der Abbildung 2.6
dargestellten, so ist ersichtlich, dass keine Ahnlichkeit mit einer kugelférmigen Parti-
kelform mehr erwartet werden kann. Der Verlauf von p(r) auf der rechten Schulter der
Kurve deutet eher auf eine stark nicht-isotrope Partikelform hin, die eine ausgeprigte
Substruktur besitzt. Diese Modellvorstellung deckt sich mit der erwarteten Struktur
des Insulindimers, welches aus zwei Proteinen zusammengesetzt ist.

PDB-Modell 2A3G

o £

+90° umy

Abbildung 6.15: Vergleich des Insulindimer-3D-Molekiilmodells 2A3G [PDB] mit der aus den ex-
perimentellen Daten mittels DAMMIN [Svergun99] errechneten Molekiilform. Die 3D-Darstellungen
wurden erzeugt mit PyMOL [PyMOL).

Mit Hilfe des Programms DAMMIN [Svergun99] wurde aus der Paarverteilungs-
funktion p(r) eine ab initio Strukturrekonstruktion durchgefiihrt. Abbildung 6.15 (oben)
zeigt die Einhiillende der im Molekiilmodell eines Insulindimers 2A3G [PDB] enthalte-
nen Atompositionen im Vergleich mit der mittels DAMMIN erhaltenen Struktur sowie
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um die z- und y-Achse nacheinander im Uhrzeigersinn rotierte Darstellungen. Wahrend
die relativen Abmessungen des Molekiils gut wiedergegeben werden, erkennt man eine
stark abweichende Tertiéirstruktur des Proteins, die zudem einen wesentlich geringeren
Kompaktheitsgrad aufweist.

Eine iiber DAMMIN erhaltene Rekonstruktion muss zwar nicht zwingend die ex-
akte Form des realen Proteins wiedergeben, denn der Zusammenhang zwischen der
Form eines Partikels und der aus der richtungsgemittelten Streamplitude erhaltenen
Streuintensitéit ist nicht eineindeutig. Dennoch miissen diejenigen Strukturmerkmale
als wahrscheinlich angesehen werden, die DAMMIN bei mehreren Durchléufen wie-
derholt errechnet (wie hier geschehen). Man erkennt in der linken Darstellung des
DAMMIN-Resultats eine sich andeutende zweifache Punktsymmetrie (P2-Symmetrie):
Die Projektion des Modells #hnelt in etwa einem um 90° nach links gedrehten “S”. Da
bei der Rekonstruktion keinerlei Angaben iiber Symmetrie an DAMMIN {ibergeben
wurden, handelt es sich hierbei offenbar tatséichlich um eine mit derartiger Symmetrie
versehene Partikelform - wie sie bei einem Dimer auch zu erwarten ist. Die deutliche
Abweichung der Tertiéir- bzw. Quartdrstruktur rithrt daher, dass die Struktur 2A3G
aus einem Proteinkristall erhalten wurde, der bei einem pH-Wert von 6.2 kristallisiert
worden war (Vgl. Eintrag in [PDB]). Bei einem pH-Wert von 2.1 besitzt das Protein
jedoch offenbar eine abweichende Konformation.

6.3.2 Der Strukturfaktor

Wie im letzten Kapitel gezeigt, kann man erst bei der 0.5%wt Insulinlosung von einem
im Rahmen der Genauigkeit des Experiments wechselwirkungsfreien System sprechen.
Die Streukurven, die durch Messungen an hoher konzentrierten Losungen (1, 4,6 und
10%wt) erhalten wurden, sind in Abbildung 6.16 (links) dargestellt. Mit steigender
Konzentration kann die Entstehung eines Maximums bei ¢ ~ 0.8nm™! beobachtet
werden. Anders als bei Lysozym geht die Entstehung dieses Strukturpeaks nicht mit
einem systematischen Abfall der unter kleinen Winkeln gestreuten Intensitéit einher.
So erkennt man in Abbildung 6.16 (rechts) in den geméf Gleichung 2.34 berechneten
Strukturfaktoren (mit der Streukurve der 0.5%wt Insulinlosung als wechselwirkungs-
freiem Referenzsystem) ein mit zunehmender Konzentration der Insulinlosung ebenfalls
grofler werdendes Maximum. Die Postion gna.x des Maximums ist offenbar unabhingig
von der Insulinkonzentration, was ein Hinweis darauf ist, dass statt einer dichter wer-
denden, homogenen rdumlichen Verteilung der Insulinmolekiile es vielmehr zur Bildung
von Clustern kommt, deren Grofle mit zunehmender Konzentration steigt. Die dadurch
zunehmende Cluster-Cluster-Wechselwirkung macht sich dann im steigenden Wert von
S(Gmax) bemerkbar [Strandner] [Javid2007c].

In Abbildung 6.17 (links) sind die Streukurven von Insulinlésungen der hochsten
Konzentration (10%wt) dargestellt, sowohl fiir die pure Losung als auch fiir Losungen
mit zugefiigten Cosolventien (NaCl und Ethanol). Die aus diesen Streukurven berech-
neten Strukturfaktoren (mit der puren 0.5%wt Insulinlésung als Referenzsystem) sind
in Abbildung 6.17 (rechts) dargestellt.
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Abbildung 6.16: Links: Streukurven gemessen an Insulinlésungen unterschiedlicher Konzentration
(0.5, 1, 4, 6 und 10%wt, gemessen mit der Belichtungszeit 7=1800s). Rechts: Aus den Messdaten
berechneter, konzentrationsabhiéingiger Strukturfaktor S(q,c). Auf beiden Seiten dargestellte Daten

sind iiber jeweils 5 Messpunkte gemittelt.
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Abbildung 6.17: Links: Streukurven gemessen an erhoht konzentrierten Insulinlosungen, unter Zu-

gabe von Cosolventien. Rechts: Aus den Messdaten berechneter, konzentrationsabhéngiger Struktur-

faktor S(q,c). Auf beiden Seiten dargestellte Daten sind iiber jeweils 5 Messpunkte gemittelt.
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Unter Zugabe von NaCl (¢ = 0.1M) ist in der Streukurve der 10%wt Insuliunls-
sung ein Anstieg der Intensitéit fiir ¢ — 0 zu beobachten. Dieser Effekt konnte be-
reits bei Lysozym beobachtet werden, jedoch in einer wesentlich schwicheren Auspri-
gung. Dementsprechend erkennt man im Strukturfaktor der NaCl-haltigen Insulinlo-
sung einen viel groferen Wert fiir S(¢ — 0) und damit einen Beleg fiir eine starke, kurz-
reichweitige, attraktive Wechselwirkung, die durch die ladungsabschirmende Wirkung
der C1~ Ionen verursacht wird. Ein Anstieg der Population der Losung mit stark polydi-
spersen, oligomeren Spezies ist die Folge [Javid2007c|. Die bei grofieren g-Werten nicht
mehr korrelierenden Streukurven der puren und mit NaCl versetzten Losungen weisen
auf eine deutlich unterschiedliche Tertifirstruktur der dimeren und hoher-oligomeren
Spezies.

In Gegenwart von Ethanol kann man eine Anderung der Streukurve sowohl fiir
g — 0 als auch fiir groflere g-Werte beobachten. Es wurde berichtet, dass unter den
gegebenen Bedingungen (pH 2.1 und 20%v Ethanol) Insulin hauptséchlich in der mo-
nomeren Form vorliegt [Dzwolak]. Es gelang jedoch nicht, eine ausreichende Uber-
einstimmung zwischen der Streukurve einer 0.5%wt Insulinlosung mit 20%v Ethanol
und dem aus dem Insulin-Monomer-Modell 1PID [PDB]| berechneten Streukurve zu
erreichen. Daraus folgt, dass das Monomer in Anwesenheit von Ethanol in einer ab-
weichenden Konformation vorliegen muss, eine molten globule Konformation ist hier
naheliegend. Wie schon bei Lysozym beobachtet man auch in der Streukurve der 10%wt
Insulinlosung eine leichte Abschwiichung des Strukturpeaks in Gegenwart einer hohen
Alkohol-Konzentration. Ein Vergleich des Strukturfaktors mit dem der puren Losung
deutet auch hier auf eine Abschwiichung der Wechselwirkung in einer mit Ethanol ver-
mischten Losung. Eine Abweichung der Streukurven bei relativ grofien ¢-Werten kann
ebenfalls beobachtet werden, so dass auch hier von geringen Anderungen der Sekun-
dérstruktur des Insulins im Vergleich zur puren Losung ausgegangen werden muss.

16.0-
60 +0.1M NaCl
15,54 E

15,0/
145{ pur
T 140] |
o 13,51
13,0/ + 20% Ethanol
12,51 {
12,04 — : : .

Abbildung 6.18: Gyrationsradius R von Insulin in 0.5%wt Losung in Anwesenheit verschiedener
Cosolventien.

Um den Einfluss der Cosolventien auf die geometrischen Parameter der in Losung
befindlichen Proteinmolekiile zu bestimmen, wurden Messungen an Cosolvens-haltigen
0.5%wt Insulinlésungen durchgefiihrt. Abbildung 6.18 zeigt die Gyrationsradien Rg,
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bestimmt aus Guinierplots fiir die pure 0.5%wt Insulinlosung sowie in Anwesenheit von
20%v Ethanol und 0.1M NaCl. In der mit Ethanol versetzten Losung erhilt man fiir
den Gyrationsradius Ry = (12.5 £ 0.3) A der damit deutlich iiber dem in [Jansen] fiir
ein Insulinmonomer berichtetem Wert (11.1 A, ohne Fehlerangabe) liegt. Da der erhal-
tene Wert fiir ein Dimer jedoch viel zu hoch ist, muss von einer nicht vollstindigen
Monomer-Population unter den genannten Bedingungen ausgegangen werden. Unter
Zugabe von NaCl erkennt man eine gegeniiber dem Dimer (pure Losung) erhthten
Wert des Gyrationsradius, fiir den gilt Rg = (15.3 & 0.2) A. Eine Zunahme des An-
teils an oligomerer Spezies in Folge der durch die Ladungsabschirmung verursachten,
attraktiven Wechselwirkung ist also bei einer - im Vergleich zu Lysozym - bereits viel
niedrigeren NaCl-Konzentration zu beobachten.

6.4 Messungen an Staphylokokken Nuclease

Es wurden Messungen an gering konzentrierten, wéssrigen Losungen von Staphylokok-
ken Nuclease (SNase) durchgefiihrt, jeweils mit und ohne Zugabe von Cosolventien, bei
Normalbedingungen und unter erhhten Werten fiir Temperatur und Druck.

Die Messungen, welche an den puren und mit Cosolventien vermischten Losun-
gen durchgefiithrt wurden, dienten der Bestimmung der Einfliisse der Cosolventien auf
die Denaturierungseigenschaften des Proteins. Sie hatten das Ziel, erstmalig mittels
SAXS-Methoden die sich in Anwesenheit von Cosolventien unter denaturierenden Be-
dingungen ausbildenden Konformationen mit den des in purer Losung denaturierten
Proteins zu vergleichen. Die den Faltungs- und Entfaltungsprozessen zugrundeliegende
Mechanismen spielen eine wichtige Rolle bei der Erforschung von Erkrankungen, die
gerade ihren Ursprung in fehlgefalteten Proteinen besitzen.
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Abbildung 6.19: p,T-Stabilit:itsdiagramm fiir den Wild-Typ Staphylokokken Nuclease. Durch An-
derung des p,T-Zustands kann eine Entfaltung induziert werden, und das native Protein denaturiert.
Im Gegensatz zu der Wasser-Eis-Phasengrenze (Schmelzkurve) ist die Stabilitéitsgrenze nicht scharf

definiert. Die Schmelzkurvedaten sind entnommen aus [Wagner], die Daten fiir die Stabilitéitsgrenze
aus [Panick98].
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Es ist bekannt, dass Proteine sowohl bei relativ zu physiologischen Bedingungen
erhohter oder erniedrigter Temperatur als auch erhohtem Druck eine Denaturierung
erfahren, die sowohl mit einer Anderung der tertisiren als auch sekundiren Struk-
tur einhergeht. Die durch druck- und temperaturinduzierte Entfaltung hervorgerufene
Anderungen in der Sekundiir- und Tertiirstruktur von SNase wurden ausfiihrlich in
[Panick98] untersucht. Abbildung 6.19 zeigt ein Stabilitéitsdiagramm, in dem die Zu-
stdnde erkennbar sind, unter denen das Protein SNase in einer puren Losung in seiner
nativen (physiologisch gefalteten) und denaturierten (beliebig entfalteten) Konforma-
tion existiert. Um den Einfluss der verschiedenen Cosolventien auf die Stabilitéit des
Proteins zu untersuchen, war das Ziel dieses Experiments, die relative Verschiebung
der Stabilitétsgrenze entlang der drei verschiedenen Denaturierungswege (Hitzedena-
turierung, Kiltedenaturierung und Druckdenaturierung) zu bestimmen.

Ein Grofiteil der Messungen wurde unter Verwendung einer élteren Version der
Hochdruckzelle an der Beamline ID18 der APS und zu geringeren Teilen mit der neuen
Hochdruckzelle (siehe Kapitel 4.7.2) an den Beamlines BL9 des Delta und BW4 des
Hasylab durchgefiihrt.

Das verwendete Losungsmittel, eine 0.05M Bis—Tris-Puffer-Losung 32 in bidestillier-
tem und entionisiertem Wasser, wurde mit 1M Salzséure auf einem pH-Wert von 5.5
eingestellt. Das Bis-Tris-Buffersystem ist in der Lage, den pH-Wert auch bei erhtohtem
Druck konstant zu halten. Der pH-Wert wurde gewéihlt, um die gemessenen Daten mit
den aus [Panick99] vergleichen zu kénnen.

Als Cosolventien dienten Glyzerin, Sorbitol, Kaliumsulfat, 2,2, 2-Trifluoroethanol
(TFE), Harnstoff (Urea) und Trimethylamin-N-Oxid (TMAQO). Durch Zugabe von SNa-
se wurden Losungen mit den Konzentrationen 0.5 und 1%wt hergestellt. Das Protein
wurde vom Lehrstuhl der Physikalischen Chemie I, Prof. Dr. Roland Winter zur Ver-
fiilgung gestellt und nach der Methode von Shortle und Lin [Shortle] hergestellt.

6.4.1 Der Formfaktor

Abbildung 6.20 zeigt die Roh- und Differenzdaten fiir eine 0.5%wt Lysozymlosung,
gemessen an der Beamline BW4 des Hasylab. Wie in Kapitel 3.2 gezeigt, entspricht
dieses Differenzsignal gerade dem Streubeitrag der in Losung befindlichen Proteinmo-
lekiile (siche Gleichung 3.2).

Auf der rechten Seite der Abbildung ist der aus dem 3D-Modell 1IEYO [PDB] von
Staphylokokken Nuclease (wild-Typ) mit Hilfe des Programms CRYSOL [Svergun95]
errechnete Formfaktor an die experimentell erhaltene Streukurve angepasst. Der theo-
retische Gyrationsradius R+ in den der Elektronendichtekontrast Ap der 3 A dicken
Hydratationsschicht als Fitparameter eingeht, ebenso wie der auf diese Weise berech-
nete Wert fiir Ap sind ebenfalls in der Abbildung angegeben.

Man kann eine sehr gute Ubereinstimmung des berechneten Spektrums mit den
experimentellen Daten im ¢-Bereich 0.3nm™! < ¢ < 3.2nm™! feststellen (das 3D-

33 “Bis-Tris” ist die Kurzform von 2,2-Bis(hydroxymethyl)-2,2°,2”-nitrilotriethanol mit einem Mol-
gewicht von 209, 24 g/ mol
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Abbildung 6.20: Links: Rohdaten und Differenzsignal fiir SNase 0.5%wt in 50mM Bis-Tris-
Pufferlosung bei pH 5.5, T=26°C. Rechts: Formfaktor (schwarz) berechnet aus dem 3D-Molekiilmodell
1EYO0 [PDBJ, angepasst an die experimentellen Daten. Die Belichtungszeit betrug 7=1800s..
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Abbildung 6.21: Guinierplot der SNase 0.5%wt Streukurve sowie linearer Guinier-Fit (rot) mit dem
erhaltenen Wert fiir R (im Fitbereich sind die statistischen Fehler der Messdaten eingeblendet).
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Molekiilmodell 1IEY0 wurde aus einem Proteinkristall erhalten, der bei einem pH-Wert
von 7 kristallisiert worden war [PDB]). Aus den experimentellen Daten wurde der
Gyrationsradius der gelosten Proteinmolekiile iiber eine lineare Regression des in Ab-
bildung 6.14 (links) dargestellten Guinierplots berechnet, und man erhélt einen Wert
von Rg = (15.6 £0.17) A. Der so erhaltene Wert fiir Ry stimmt im Rahmen des Ge-
samtmessfehlers mit dem theoretischen Wert Rg,; = 16.1 A iiberein, ebenso wie mit
dem in [Panick98] berichteten Wert von Ry = (17 £ 1) A.

Der von CRYSOL errechnete Wert fiir den Dichteunterschied der Hydratations-
schicht Ap = 0.022¢~/ A® weist auf eine etwa 7% hohere Dichte im Vergleich zum
bulk-Wasser hin und ist damit deutlich hoher als bei den beiden anderen, in dieser Ar-
beit untersuchten Proteinen. Die Dichtedifferenz ist damit aber immer noch geringer als
der in der Literatur hiufig zitierte Bereich von 10% bis 20%. Die strikte Einhaltung der
3 A-Dicke fiir die Hydratationsschicht bei der Modellierung der Daten durch CRYSOL
kann mitunter eine Ursache fiir die durchweg zu kleinen, errechneten Elektronendichten

der Hydratatiosschicht sein 34.

6.4.2 Die Denaturierung

Um den Einfluss der Cosolventien auf die Denaturierungseigenschaften des Proteins
untersuchen zu konnen, wurden SAXS-Messungen an Proteinlosungen unter verschie-
denen Driicken und Temperaturen durchgefiihrt. Zu Referenzzwecken wurden druck-
und temperaturabhéngige Streukurven an einer puren Proteinlosung aufgezeichnet.

Druckdenaturierung Die druckabhéingige Referenz-Messung erfolgte in 1 kbar Schrit-
ten bis zu einem Maximaldruck von 4 kbar. Bevor die jeweilige Messung gestartet wur-
de, folgte nach jeder Druckinderung zunichst eine Wartezeit von 30 min, um die
Population der durch Druck entfalteten Spezies einen Gleichgewichtszustand erreichen
zu lassen. In [Woenckhaus| wurde gezeigt, dass fiir einen positiven Drucksprung (von
1.5kbar nach 3kbar) der zeitabhéingig gemessene Gyrationsradius geméfl einer expo-
nentiellen Funktion mit einer Zeitkonstante von 14 min relaxiert. Ein Gleichgewichts-
zustand stellt sich zwar erst nach etwa 1h ein, jedoch ist nach dem Ablauf der ersten
30 min nur noch eine minimale Anderung des Gyrationsradius zu verzeichnen.

Abbildung 6.22 (links) zeigt die bei den oben genannten Driicken aufgezeichneten
Streukurven, auf der rechten Seite der Abbildung 6.22 sind die zugehorigen Guinierplots
dargestellt.

Mit zunehmendem Druck erkennt man zunéchst eine deutliche Abnahme der ge-
streuten Intensitéit. Dies hat zwei Ursachen: Zum einen sinkt die Transmission der
ca. 2mm dicken, hauptsichlich aus Wasser bestehenden Probe um ca. 5% pro 1kbar
Druck (Kompressibilitit von Wasser kg = 46.1 x 1075 bar™'). Da jedoch die Kom-
pressibilitéit des Losungsmittels hoher als die des Proteins ist, sinkt dariiber hinaus der
Streukontrast des gelosten Proteins mit zunehmendem Druck.

34Falls die Hydratationsschichten in Wirklichkeit eine geringere Dicke besitzen erhilt man einen zu
geringen Wert fiir Ap.
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Abbildung 6.22: Links: Streukurven gemessen an einer puren SNase 0.5%wt Losung bei unterschied-
lichen hydrostatischen Driicken (Belichtungszeit jeweils 7=1800s nach einer Wartezeit von At=1800s
nach Druckinderung). Rechts: Guinierplot der druckabhingigen Streukurven (im Plot nimmt der
Druck von oben nach unten zu) sowie lineare Guinier-Fits (farblich gekennzeichnet) mit den so erhal-
tenen Werten fiir Rg.

Ungeachtet der absoluten Intesitéten fillt bereits in den Streukurven eine deutliche
Verdnderung des Kurvenverlaufs ab einem Druck von 2kbar auf. In den Guinierplots
macht sich dies deutlicher bemerkbar, denn oberhalb dieses Druckes erhoht sich der
Gyrationsradius Re von ca. 16 A auf iiber 25 A. Die Zunahme des Gyrationsradius
dokumentiert eine starke Veréinderung der tertisiren Struktur, das Protein verliert seine
globuléire Konformation und verformt sich zu einer stark ellipsoidalen Form. Es verliert
dabei auch einen Grof3teil seiner Sekundirstrukturelemente, eine vollstéindig entfaltete
random coil Konformation bildet sich jedoch nicht aus [Panick98].

Bedingt durch den abnehmenden Streukontrast fillt die Genauigkeit der R;-Messung
mit steigendem Druck deutlich ab, wie an den in Abbildung 6.24 gezeigten Fehlerbal-
ken zu erkennen ist. Bei der Bestimmung des Gyrationsradius fiir die 4 kbar Messung
musste der Fitbereich sogar iiber den zuléssigen Bereich von ¢ua.xRg < 1.3 hinaus er-
weitert werden, um an den stark streuenden Messpunkten iiberhaupt eine sinnvolle,
lineare Regression durchfiihren zu kénnen.

Die Reversibilitdt dieser druckinduzierten Denaturierung ist abhéngig vom maxi-
mal ausgeiibten Druck: Wird nach einem Maximaldruck von 2kbar der Normaldruck
wiederhergestellt, ldsst sich die zuvor aufgezeichnete Streukurve wiederherstellen. Bei
einem Maximaldruck von 3kbar sind fiir ¢ > 2 nm~! bereits Unterschiede in den
Streukurven feststellbar. Erreicht der Druck 4kbar behélt die Streukurve trotz der
Wiederherstellung des Normaldruckes in etwa einen Verlauf, wie er sonst nur ober-
halb von 2 kbar auftritt. Dies deckt sich mit den in [Panick98| berichteten Resultaten.
Offenbar treten durch die Konformationséinderung, die bei diesem Druck auftritt, Ag-
gregationen von Proteinen auf, die nach der Druckentlastung irreversibel sind und eine
Zuriickfaltung des Proteins in seine native Konformation verhindern.
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Abbildung 6.23: Links: Streukurven gemessen an einer puren SNase 0.5%wt Losung bei unterschied-
lichen Temperaturen (Belichtungszeit jeweils 7=1800s). Rechts: Guinierplot der temperaturabhéingi-
gen Streukurven (im Plot nimmt die Temperatur von oben nach unten zu) sowie lineare Guinier-Fits

(farblich gekennzeichnet) mit den so erhaltenen Werten fiir Rg.

Hitzedenaturierung Fiir die Referenzmessung der hitzeinduzierten Denaturierung
wurde die SAXS-Messung an einer puren Proteinlosung bei 65°C' durchgefiihrt. Eine
Wartezeit nach der Temperaturerh6hung war nicht erforderlich, da im Gegensatz zur
druckinduzierten Denaturierung die Population der durch Wirme entfalteten Spezies
innerhalb von wenigen Sekunden einen Gleichgewichtszustand erreicht [Malessa]. Der
aus der bei 65°C' aufgezeichneten Streukurve erhaltene Wert fiir den Gyrationsradius
R¢ stimmt mit dem bei 2 kbar erhaltenen iiberein: Demnach ist in beiden Fillen ein
iiberwiegender Grofiteil der Proteinpopulation denaturiert.

Wie in [Panick98] gezeigt wurde, entsteht durch die Hitzedenaturierung eine in
ihrer Sekundérstruktur gegeniiber der Druckdenaturierung noch stérker gestorte Kon-
formation. Auch hier ist jedoch keine random coil Konformation zu erwarten, vielmehr
eine recht stark ausgeprigte hantelformige Tertidrstruktur. Die durch eine Tempera-
tur von 65°C' hervorgerufene Denaturierung ist nicht reversibel, sie verursacht offenbar
ebenfalls eine anschlielende Proteinaggregation.

Kiltedenaturierung Kiltedenaturierung unter atmosphérischem Druck an SNase
wurde in Anwesenheit von destabilsierenden Cosolventien, im sauren Milieu oder an
instabilen SNase-Mutationen beobachtet [Griko| [Antonino]. Wegen des Wasser-Eis-
Phaseniibergangs ist es jedoch nicht moglich in einer fliissigen Phase unter Normaldruck
die in purer Losung und bei moderatem pH-Wert fiir die Kéltedenaturierung des Wild-
Typs SNase erforderliche, tiefe Temperatur zu erreichen (vgl. Abbildung 6.19). Cosol-
ventien, die eine Absenkung des Gefrierpunktes des Losungsmittels um die mindestens
erforderlichen 10°C' bewirken kénnten, miissten in einer Konzentration beigemischt wer-
den, die bereits selbst einen starken Einfluss auf die Konformation des Proteins hétte.
Um eine durch Kélte induzierte Denaturierung des Proteins in einer puren Losung zu
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untersuchen, wurden daher Messungen unter erhdhtem Druck (p = 1.5kbar) durchge-
fithrt, bei dem der Gefrierpunkt des Wassers mit etwa —14°C' ausreichend abgesenkt
ist. Es wurden Messungen bei den Temperaturen 0°C', —5°C' und —10°C' durchgefiihrt,
mit einer Wartezeit von mindestens 5 min nach jeder Temperaturidnderung.

Die Auswertung der temperaturabhéingigen Gyrationsradien brachte jedoch einen
im Rahmen des Messfehlers konstanten Wert von 17 A hervor und damit einen im
Vergleich zur Raumtemperatur nur leicht erhohten und mit fallender Temperatur kon-
stanten Wert. Die Streukurve, die nach Erhshung des Drucks und vor dem Absenken
der Temperatur aufgezeichnet wurde, blieb auch nach anschlieBender Erwérmung auf
Raumtemperatur und Wiederherstellung des Normaldrucks erhalten - die bei Normal-
druck und Raumtemperatur erhaltene Streukurve war also nach den Messungen unter
1.5kbar und —10°C' nicht rekonstruierbar.

Eine moglicherweise fiir die Denaturierung erforderliche, noch niedrigere Tempera-
tur konnte mit der Hochdruckzelle aus Sicherheitsgriinden nicht eingestellt werden (zu
hohe Gefahr des Einfrierens der Fliissigkeit in der Probenzelle und eines dadurch mog-
lichen Bruchs der Diamantfenster). Eine weitere Erhohung des Drucks wiirde zwar eine
tiefere Temperatur ermoglichen, jedoch wiirde dann bereits eine durch Druck induzierte
Denaturierung einsetzen.

Cosolventien-Einfliisse Um die Einfliisse der Cosolventien Glyzerin, Sorbitol, Ka-
liumsulfat, TFE, Urea und TMAO auf die Denaturierungseigenschaften zu bestimmen,
wurden die druck- und temperaturabhingigen SAXS-Messungen an in Anwesenheit
der jeweiligen Cosolventien wiederholt. Fiir die meisten Cosolventien wurden Losun-
gen mit einer unterschiedlich hohen Cosolvenskonzentration untersucht, um eine ggfs.
vorhandene, konzentrationsabhiinge Wirkung auf das Protein feststellen zu konnen.
Wenn eine Destabilisierung des Proteins zu erwarten war, wurde ein geringerer Ma-
ximaldruck gewihlt, bei einer stabilisierenden Wirkung wurden die Messungen iiber
einen grofleren Druckbereich durchgefiihrt und in den meisten Féllen wurde zusétzlich
die hitzeinduzierte Denaturierung bei 65°C gemessen.

Abbildung 6.24 zeigt die druck- (schwarz) und temperaturabhéngigen (griin) Gy-
rationsradien R bei verschiedenen Cosolvenskonzentrationen. Im Vergleich zu den bei
Normaldruck erhaltenen Messwertfehlern sind die der bei hoheren Driicken erhaltenen
viel grofBer. Die Ursache dafiir ist zunéichst der mit zunehmendem Druck fallende Elek-
tronendichtekontrast zwischen Protein und Losungsmittel. Die Dicke der in der élteren
Version der Probenzelle verwendeten Probentréiger war zudem deutlich kleiner (und
nicht immer reproduzierbar), was ein insgesamt schwéicheres Streusignal und damit ein
stiarker verrauschtes Differenzsignal zur Folge hatte - und ebenfalls ursichlich fiir die
vereinzelten, mit einem hoheren Fehler versehenen Messungen unter Normaldruck war.
Die mit ‘pur’ und ‘TMAQ’ gekennzeichneten Diagramme hingegen enthalten mit der
neuen Probenzelle gemessene Daten.

Wie bereits erwihnt, beobachtet man einen starken Anstieg des Wertes von Rg in
einer puren SNase-Losung ab einem Druck von etwa 2kbar von etwa 16 A auf iiber
25 A. Durch Messungen mit einer hoheren Druckauflésung in [Panick98] konnte der
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Abbildung 6.24: Druckabhiingige Gyrationsradien R fiir die pure SNase 0.5%wt Losung (in 50mM
Bis-Tris-Puffer bei pH 5.5) sowie fiir Losungen mit unterschiedlich stark konzentrierten Cosolventien,

gemessen bei T=26°C (schwarze, gefiillte Vierecke). Die griinen, leeren Vierecke kennzeichnen die bei

T=65°C gemessenen Werte fiir R (entspricht Hitzedenaturierung).
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Druck, bei dem die Entfaltung einsetzt, auf einen Wert von ca. p. = 1.8 kbar bestimmt
werden. Bei hoheren Driicken veréndert sich der Wert von R offenbar nicht mehr, das
System befindet sich also in einem Gleichgewichtszustand.

Die Zugabe von Urea zur Losung fiihrt zu einem mit steigender Konzentration
reduzierten Wert fiir p. sowie zu einer partiellen Entfaltung bereits unter Normaldruck.
Bei einer Urea-Konzentration von 0.5M kann man das Einsetzen der Denaturierung
bereits bei einem Druck von unterhalb 1.5 kbar beobachten, und unter Normaldruck
besitzt das Protein mit Rg ~ 22 A einen vergroferten Wert des Gyrationsradius. Mit
steigender Konzentration von Urea wird dieser Effekt verstirkt: Der unter Normaldruck
gemessene Gyrationsradius steigt bei gleichzeitiger Abnahme des Drucks, unter dem
die durch Druck induzierte Denaturierung einsetzt. Bei einer Urea-Konzentration von
2.5M misst man bei Normaldruck einen Wert von Rg ~ 27 A und bereits eine Erhshung
des Drucks auf 0.5 kbar resultiert in einem Anstieg von Rg. Der bei 2 kbar gemessene
Wert des Gyrationsradius liegt mit Re ~ 32 A deutlich iiber dem in einer puren Losung
gemessenen Wert bei gleichem Druck. Allerdings ist das Verhéltnis der Gyrationsradien
bei Normaldruck und bei hohem Druck in Anwesenheit von Urea stets geringer als in
der puren Losung.

Der im hitzedenaturierten Zustand bei der hochsten Urea-Konzentration erhaltene
Wert fiir R weist im Rahmen des Fehlers keine Tendenz auf, die eine Abhingigkeit
von der Urea-Konzentration erkennen ldsst. Angesichts der relativ schlechten Statistik
der bei 65°C' gemessenen Werte fiir die gesamte Urea-Messreihe muss diese Aussage
jedoch ggfs. verifiziert werden.

Von Urea ist bekannt, dass es vornehmlich an die an der Proteinoberfléiche posi-
tionierten Peptidbindungen bindet und eine partielle Entfaltung fordert, da dadurch
noch mehr Stellen dem Cosolvens ausgesetzt werden, an den es Bindungen eingehen
kann. Dadurch entsteht mit zunehmender Konzentration eine random coil Struktur
[Herberhold], die durch anschlieenden Druckeinfluss nicht mehr in dem selben Mafle
entfalten kann wie die native Struktur. Das erkléirt einerseits den grofler werdenden
Wert von Rg bei Normaldruck und andererseits die kleinere, durch Druck induzierte,
relative Zunahme von Rg.

Der Abfall des Wertes von Ry bei 2.5kbar, der in den Daten sichtbar ist und
tendenziell mit hoherer Urea-Konzentration stéirker wird, kann ebenfalls auf diesen
Effekt zuriickgefithrt werden. Durch die immer stéirkere Entfaltung erhoht sich die
Wahrscheinlichkeit, dass durch Einfluss der Rontgenstrahlung Bindungen innerhalb
der Peptidkette aufgebrochen werden (Strahlungsschiiden) und das Protein fragmen-
tiert, was sich letztendlich in einem Abfall der mittleren Gréfle und damit auch des
Gyrationsradius bemerkbar macht.

Fiir die beiden Zuckerarten Sorbitol und Glyzerin beobachtet man einen stark sta-
bilisierenden Effekt der Cosolventien auf die Tertiéirstruktur von SNase, der innerhalb
des erfassten Druckbereichs keine Abhiéingigkeit von der Konzentration der Cosolventien
aufweist (Konzenrationen 0.5,1.5 und 2.5M). Zwar lisst sich bereits bei Normaldruck
ein leicht erhohter Wert des Gyrationsradius feststellen (im Rahmen der Messfehler
liegt er stets bei Ry ~ 22 A), dieser bleibt jedoch iiber einen weiten Druckbereich von
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bis zu 5.5kbar im Rahmen der Messgenauigkeit konstant. Die bei 65°C' gemessenen
Werte fiir R liegen iiberwiegend deutlich unterhalb des an der puren Losung gemesse-
nen und weisen damit auf einen auch beziiglich der Hitzedenaturierung stabilisierenden
Effekt hin.

Die Stabilisierung des Proteins gegen druck- und hitzeinduzierte Denaturierung in
Gegenwart der beiden Zuckerarten 148t sich zuriickfithren auf einen Effekt, den man als
preferential hydration bezeichnet. Die stark hydrophilen Molekiile wechselwirken stark
mit Wassermolekiilen und besitzen eine nur geringe Affinitéit, Bindungen mit den pola-
ren Gruppen der Proteinoberfléiche einzugehen. Es kommt dadurch zu einem Ausschluss
der Cosolventienmolekiile aus der Hydratationsschicht des Proteins [Mitral. Dies resul-
tiert in einer Zunahme der freien Enthalpie der Stabilisierung AG, [Herberhold], so
dass ein hoherer Druck bzw. eine hohere Temperatur erforderlich ist, um die Dena-
turierung zu induzieren. Die leicht erhthten Werte von Rg bereits bei Normaldruck
konnen durch die ebenfalls stabilisierte Hydratationsschicht erklirt werden, die eine
gegeniiber dem Cosolvens-freien Losungsmittel grofiere Dicke besitzt.

In Anwesenheit von Kaliumsulfat (0.5 Konzentration) erfihrt das Protein eben-
falls einen stark stabilisierenden Effekt, mit einem im selben Mafle bei Normaldruck
erhshten Wert des Gyrationsradius (Rg ~ 22 A), der bis zu einem Druck von 6 kbar
unveréindert bleibt. Dieser Effekt wird durch die ladungsabschirmende Wirkung der Sul-
fationen hervorgerufen, die eine Reduktion der Nettoladung der positiv geladenen Ami-
nosédureseitenketten zur Folge hat und das Protein dadurch in sich stabilisiert [Mitra).

Die Messungen an Losungen mit unterschiedlichen Konzentrationen des Alkohols
TFE zeigen ein Zweiphasenverhalten. Bei der geringeren Konzentration von 1.5M ist ei-
ne Destabilisierung zu beobachten, gekennzeichnet durch den bei Normaldruck deutlich
erhohten Wert des Gyrationsradius (Rg ~ 25 A) und einer bereits unterhalb von 1kbar
einsetzenden, druckinduzierten Denaturierung, die oberhalb von 1kbar zu einem nur
noch leicht héheren Wert von Rg ~ 30 A fiihrt. Bei der hsheren TFE-Konzentration
(2.5M) hingegen erhilt man einen wie schon bei Glyzerin, Sorbitol und Kaliumsulfat
beobachteten, stabilisierenden Effekt, mit einem bei Normaldruck bereits leicht erhoh-
ten Wert des Gyrationsradius (Rg ~ 21 A), der iiber den untersuchten Druckbereich
(hier nur bis 2.5kbar) im Rahmen der Genauigkeit der Messung konstant bleibt.

Es ist bekannt, dass Alkohole in der Lage sind, Anderungen der Sekundiirstruk-
tur herbeizufiihren, bei gleichzeitiger Stabilisierung der Tertifirstruktur [Hirota]. Dies
fithrt bei hoher Cosolventkonzentration mitunter zu einer molten globule Konformati-
on. Diese ist eine mogliche Erkldrung fiir den deutlich erhohten Wert von Rg bei der
TFE-Konzentration von 1.5M, der zudem mit steigendem Druck nur noch wenig an-
steigt (bedingt durch den bereits bei Normaldruck hohen entfalteten Anteil). Die hshere
TFE-Konzentration (2.5M) hingegen besitzt offenbar eine stabilisierende Wirkung auf
eine kleinere Konformation, die bis zu einem Druck von 2.5 kbar keine druckinduzierte
Entfaltung erfihrt. Die fiir beide TFE-Konzentrationen durch hitzeinduzierte Dena-
turierung allerdings deutlich hoheren Werte des Gyrationsradius deuten allerdings auf
eine moglicherweise unter hoheren als den gemessenen Driicken doch noch einsetzende
bzw. weiter zunehmende druckinduzierte Entfaltung.
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Fiir das letzte untersuchte Cosolvens TMAO erkennt man innerhalb des Druck-
bereichs bis 3kbar nicht nur eine gegen druckinduzierte Denaturierung stark stabi-
lisierende Wirkung auf das Protein, dieses scheint dariiber hinaus eine der nativen
sehr dhnliche Konformation beibehalten zu konnen. Die Streukurven der Messungen
an SNase in Gegenwart von TMAO (hier nicht gezeigt) besitzen einen im Vergleich zu
den an Colsolvens-freien Losungen erhaltenen Streukurven sehr dhnlichen Verlauf, und
auch der Gyrationsradius liegt mit Re ~ 17 A viel niiher an dem des von Cosolventien
unbeeinflussten, globulédren Proteins.

Von TMAO ist bekannt, dass es in der Lage ist, biologisch relevante, native Konfor-
mationen von Proteinen selbst in Anwesenheit stark denaturierender Substanzen (wie
z.B. hoher Konzentrationen von Urea) wiederherzustellen *, indem es die entfaltete
Konformation destabilisiert und das Gleichgewicht in Richtung der nativen Konforma-
tion verschiebt [Mello]. Die hier erhaltenen Ergebnisse deuten auf eine auch beziiglich
der Druckdenaturierung stark stabilisierende Wirkung von TMAO hin.

Eine zusammenfassende Ubersicht der Effekte der Cosolventien auf die Konforma-
tionsstabilitéit des Proteins SNase ist in der folgenden Tabelle gegeben:

Cosolvens  Effekt auf Druckdenaturierung Effekt auf Hitzedenaturierung

Urea destabilsierend (konz.abh.) destabilisierend (konz.abh.)
Sorbitol  stabilisierend (konz.unabh.) stabilisierend (konz.unabh.)
Glyzerin  stabilisierend (konz.unabh.) stabilisierend (konz.unabh.)
KoSOy stabilisierend - nicht untersucht -

TFE zweiphasig stabilisierend

TMAO stabilsierend - nicht untersucht -

Zusammenfassung der Cosolvenseinfliisse auf die Stabilitit des Proteins SNase

35Die Zugabe von TMAO zur Losung einer instabilen, unter Normalbedingungen bereits voll ent-
falteten SNase-Mutation (T62P) induziert eine vollstéindige Riickfaltung [Baskakov].
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7 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein modularer Aufbau entwickelt, welcher an der
Vielzweck-Beamline BL9 der Dortmunder Elektronenspeicherringanlage DELTA Ex-
perimente zur Messung der Rontgenkleinwinkelstreuung (SAXS) an fliissigen Proben
ermoglicht. Die Konzeptionierung des Aufbaus ermoglicht eine leichte Aufbau- und
Zerlegbarkeit des SAXS-Instruments, welches zudem an die beschriinkten rdumlichen
Gegebenheiten angepasst ist und die vielfiltige Nutzung der Strahllinie BL9 fiir ande-
re Arten von Experimenten nicht beeintrichtigt. Das SAXS-Instrument kann in zwei
Betriebsmodi (Helium- oder Vakuum-Setup) verwendet werden. Fiir die Aufzeichnung
der gestreuten Intensitéit wird ein 2-dimensional ortsaufldsender Detektor (MAR345)
verwendet.

Zur Aufnahme der fliissigen Probe stehen zwei verschiedene Probenumgebungen
zur Verfiigung: Eine Temperaturzelle steht zur Verfiigung fiir Messungen unter Nor-
maldruck und/oder wenn eine moglichst verzogerungsfreie Temperierung der Probe
notwendig ist. Fiir druckabhéngige Messungen und/oder falls die fliissige Probe nur in
einer kleinen Menge zur Verfiigung steht, kann die Hochdruckzelle verwendet werden,
in der das fliissige Probenvolumen einem Druck von bis zu 7kbar ausgesetzt werden
kann.

Fiir die FEichung der geometrischen Parameter des SAXS-Setups nach dessen Auf-
oder Umbau wird die Kalibriersubstanz Silberbehinat verwendet. Mit Hilfe von Mes-
sungen an reinem Wasser konnen die im jeweiligen Experiment minimal und maximal
zugénglichen ¢-Werte bestimmt werden.

Es wurden Messungen an wéssrigen Losungen der Proteine Lysozym, Insulin und
Staphylokokken Nuclease (SNase) an der Beamline BL9 durchgefiihrt und um zusétz-
liche Messungen an externen Strahlungsquellen ergéinzt (HASYLAB, APS, Universitéit
Helsinki).

Sowohl die Kalibriermessungen als auch die an externen Strahlungsquellen aufge-
zeichneten Daten belegen eine hohe Qualitét und Reproduzierbarkeit der mit dem
neuen SAXS-Instrument der Beamline BL9 gemessenen Daten. Sowohl im Hinblick auf
den zuginglichen ¢-Bereich als auch auf das Signal-Rausch-Verhéltnis ist das SAXS-
Instrument der Beamline BL9 durchaus vergleichbar mit den an externen Quellen (fest)
installierten Aufbauten. Dies ist insbesondere gerade wegen der Tatsache, dass das
SAXS-Instrument der Beamline BL9 einem héufigen Auf- und Wiederabbau unterliegt,
nicht zuletzt ein Beleg fiir die hohe Prézision der Komponenten des SAXS-Instruments
und die daraus resultierende, sehr gute Reproduzierbarkeit des Aufbaus.

Die an Lysozym durchgefithrten Messungen ermoglichten eine ausfiihrliche Cha-
rakterisierung des in Losung befindlichen Proteins. Es wurde der Gyrationsradius Rg
bestimmt und die Streukurve konnte mit sehr guter Ubereinstimmung an ein vorhan-
denes 3D-Molekiilmodell angepasst werden. Mittels direkter Fouriertransformation der
Streukurve konnte die Paarverteilungsfunktion p(r) der in Losung befindlichen Prote-
inmolekiile bestimmt werden, die auf eine ellipsoidale tertisire Struktur des Lysozym-
molekiils deutete. Diese Erkenntnis konnte durch eine ab initio Strukturrekonstruktion

107



des Proteinmolekiils und durch den Vergleich des aus den 3D-Molekiildaten erhalte-
nen Proteinmodells bestétigt werden. Eine konzentrationsabhéngige, intermolekulare
Wechselwirkung zwischen in Losung befindlichen Proteinmolekiilen konnte iiber die zu-
gehorigen Strukturfaktoren S(g, ¢) bestimmt werden. Die Analyse der aus den Streukur-
ven berechneten Strukturfaktoren ergab ein repulsives, mit steigender Konzentration
stiarkeres Wechselwirkungspotenzial. Eine Verédnderung des Wechselwirkungspotenzials
in Anwesenheit verschiedener Cosolventien (NaCl, Glyzerin, TFE) konnte iiber die be-
rechneten Strukturfaktoren S(q, ¢) erstmalig bestimmt werden. In einer NaCl-haltigen
Losung wird die repulsive Wechselwirkung der Lysozymmolekiile mit steigender NaCl-
Konzentration zunehmend geschwiicht und schliefflich in eine attraktive Wechselwir-
kung gewandelt. Die Anwesenheit von Glyzerin, ebenso wie von TFE hat eine nur
leicht abschwiichende Wirkung auf das repulsive Wechselwirkungspotenzial. Im Falle
des Alkohols TFE konnte jedoch dariiber hinaus eine Storung der Tertidr-Struktur des
Proteins nachgewiesen werden. Die Bestimmung der Gyrationsradien des Proteins in
niedrigkonzentrierten Losungen in Anwesenheit der genannten Cosolventien zeigte ei-
ne einsetzende Aggregation der Proteine mit zunehmender NaCl-Konzentration sowie
eine bei hoher TFE-Konzentration stark vergroflerte Konformation auf. Fiir Glyzerin
konnte keine Auswirkung auf den Wert von R beobachtet werden.

Eine dhnliche Charakterisierung wurde an dem amyloidogenen Protein Insulin in
seiner dimeren Konformation durchgefiihrt. Neben der Bestimmung des Gyrationsra-
dius Rg konnte die Streukurve mit groftenteils guter Ubereinstimmung an ein 3D-
Dimermodell angepasst werden. Mittels direkter Fouriertransformation der Streukurve
konnte die Paarverteilungsfunktion p(r) der in Losung befindlichen Proteinmolekiile
bestimmt werden, die auf eine von der Kugelform stark abweichende tertiéire Struktur
des Insulindimers deutete. Diese Erkenntnis konnte durch eine ab initio Strukturrekon-
struktion des Proteinmolekiils und durch den Vergleich des aus den 3D-Molekiildaten
erhaltenen Proteinmodells bestétigt werden. Eine konzentrationsabhéingige, intermole-
kulare Wechselwirkung zwischen in Losung befindlichen Proteinmolekiilen konnte fiir
Losungen mit einer Konzentration von bereits mehr als 0.5%wt bestimmt werden. Die
Analyse der aus den Streukurven berechneten Strukturfaktoren ergab ein attraktives
Potenzial, welches die Entstehung von Clustern mit einer konzentrationsabhingigen
Groenverteilung fordert. Eine Verdinderung des Wechselwirkungspotenzials in Anwe-
senheit verschiedener Cosolventien (NaCl, Ethanol) konnte iiber die berechneten Struk-
turfaktoren S(q, ¢) erstmalig bestimmt werden. In einer NaCl-haltigen Losung wird die
attraktive Wechselwirkung deutlich verstéirkt, und es kommt zur Bildung von hcheren
Oligomeren. Die Anwesenheit von Ethanol schwiicht das repulsive Potenzial hingegen
und fordert dariiber hinaus die Zersetzung der Dimere in Monomere. Die Analyse der
Gyrationsradien des Proteins in niedrigkonzentrierten Losungen in Anwesenheit der
genannten Cosolventien lieferte einen fiir eine vorwiegende Monomerpopulation des
Proteins in Anwesenheit von Ethanol zutreffenden Gyrationsradius. Fiir NaCl konnte
bereits in Anwesenheit einer geringen Konzentration ein deutlicher Anstieg des Wertes
von Rg beobachtet werden, der so auf eine Aggregation der Insulindimere deutet.

Die Messungen am Protein SNase wurden mit dem Ziel durchgefiihrt, die Einfliisse
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verschiedener Cosolventien auf die Eigenschaften dessen druck- und temperaturindu-
zierten Denaturierung zu bestimmen. Die Streukurve der puren Proteinlosung unter
Normaldruck und Raumtemperatur konnte gut an ein existierendes Proteinmodell an-
gepasst werden. Es wurden Messungen unter erhhtem Druck von bis zu 6 kbar sowie
bei erhshter Temperatur (65°C') an puren SNase Losungen sowie an Losungen, die
die Cosolventien Glyzerin, Sorbitol, Kaliumsulfat, TFE, Urea und TMAO enthielten,
durchgefiihrt. Eine anschlieende, erstmalige Analyse der druck- und temperaturab-
hiingigen Gyrationsradien in diesen Losungen ermoglichte eine Bestimmung der stabi-
lisierenden oder destabilisierdenen Einfliisse der Cosolventien.

Eine durch Kilte induzierte Denaturierung konnte fiir das Protein SNase im Rah-
men der zuginglichen Druck- und Temperaturwerte nicht beobachtet werden.

In Ubereinstimmung mit den bekannten Wirkungen der genannten Cosolventien auf
in wissriger Losung befindliche Proteine wurde fiir Urea-haltige Losungsmittel eine mit
der Urea-Konzentration zunehmende, sowohl bei Einfluss von Druck als auch Hitze de-
stabilisierende Wirkung auf die Konformation des Proteins festgestellt. Fiir die beiden
Zuckerarten Glyzerin und Sorbitol wurde erwartungsgeméifl eine stark gegen Druck
und Temperatur stabilisierende Wirkung beobachtet. Eine dhnliche Wirkung besitzt
das Salz Kaliumsulfat, fiir das ebenfalls eine stark stabilisierende Wirkung zu erwarten
war. Unter Zugabe des Alkohols TFE zeigte sich ein zweiphasiges Verhalten, das bei
kleiner Konzentration destabilisierend und bei hoherer Konzentration stabilisierend auf
die durch Druck induzierte Denaturierung wirkt. In beiden F#llen konnte jedoch eine
stirkere, durch Hitzeeinwirkung induzierte Entfaltung beobachtet werden. Die Anwe-
senheit des stark stabilisierenden Cosolvens TMAO resultierte in einer gegeniiber der
nativen Konformation fast unveréinderten Struktur, die zudem iiber einen im Vergleich
zur Cosolvens-freien Proteinlosung groffleren Druckbereich erhalten blieb.

Zusammenfassend hat sich der im Zuge dieser Arbeit entwickelte Aufbau in je-
der Hinsicht bewihrt, sowohl fiir Messungen unter Normalbedingungen als auch unter
fiir biologische Systeme extremen Parametern, wie erhohter Temperatur sowie hohem
Druck. Fiir eine weitere Optimierung der an diesem Aufbau kiinftig zu erzielenden
Ergebnisse wiire insbesondere eine Verbesserung der Stabilitédt des Strahlschwerpunkts
nach Injektionen wiinschenswert. In Kombination mit dem aktiven Beamstop wiren da-
mit auch bei lingeren Messungen deutlich zuverldssigere Normierungswerte zugénglich,
die sich letztendlich positiv auf die Qualitit der in SAXS-Experimenten an Proteinlo-
sungen typischen Differenzspektren auswirken wiirde.
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A Technischer Anhang

In den folgenden Kapiteln sind technische Zeichnungen, Abbildungen, Schaltpldne und
relevante Zusatzinformationen zu einigen im Zuge dieser Arbeit entwickelten Kompo-
nenten zu finden. Im Einzelnen handelt es sich um folgende Komponenten(syteme):

- die elektronische Ankopplung der Absorber/Shutter-Elektronik

- die Streustrahlung-fithrenden Komponenten des Vakuum- und Heliumflightpaths

- die Hochdruckzelle und die Temperaturzelle

- der Detektorausleger

- die elektronische Bremsensteuerung

- die Patchfelderweiterung

A.1 Die Absorber/Shutter-Elektronik

Die Steuermodule (2x XIA PFCU-4), welche die pneumatischen Ventile des Shut-
ter/Absorbersystems betétigen, werden iiber riickseitige Eingénge elektronisch gesteu-
ert (eine manuelle Steuerung ist iiber die Bedienungselemente an der Frontblende
moglich). Die elektronische Ankopplung an den Beamline-Computer erfolgt iiber ei-
ne dreistufige Signalkette, wie schematisch in Abbildung A.1 gezeigt. Uber eine serielle
Schnittstelle wird iiber die Beamline-Software ein 16-Kanal-Register adressiert, in dem
8 Kaniile fiir die Steuerung des Systems zur Verfiigung stehen (6 Absorber + 2 Shut-
ter). Das Register stellt an seinen Ausgangsports je nach Zustand (an oder aus) ein
high bzw. low Signal nach der NIM-Pegelnorm 3¢ bereit. Diese werden iiber einen
NIM-TTL-Wandler an die TTL-Pegel angepasst 3". Allerdings sind die Ausginge des
NIM-TTL-Wandlers nicht kurzschlussfest, d.h. sie sind nicht in der Lage, an den nie-
derohmigen TTL-Eingéingen der PFCU-Module die fiir ein high Signal erforderliche
Potenzialdifferenz aufrecht zu erhalten.

Aus diesem Grund ist ein Pegelwandler zwischengeschaltet, welcher das TTL-Signal
des NIM-TTL-Wandlers iiber eine Emitterschaltung nutzt, um den jeweiligen PFCU-
Eingang auf das Potential der Masse zu legen und damit das jeweilige Ventil zu steuern.
Der in einem Gehéuse untergebrachte 8-Kanal-Pegelwandler ist iiber Koaxial-Buchsen
(TTL Input) sowie SUB-D-Buchsen (PFCU Output) mit dem NIM-TTL-Wandler und
den PFCU-Modulen zu verbinden. Eine zweite Reihe Koaxialbuchsen stellt den Status
jedes Ventils als TTL-Signal zur Verfiigung (Status Output). Die Schaltung und weitere
Details zum Aufbau des sind in der Abbildung A.2 dargestellt.

36NIM, Nuclear Instrumentation Module, Eingangspegel (an 509): Ug < —0.6 V entspricht high
(max. 0.018 mA); Ug > —0.2V entspricht low (max. 1mA).

3STTTL, Transistor Transistor Logic, Eingangspegel: U > 2.0V entspricht high (max. 0.04mA);
Ugr < 0.8V entspricht low (max. 1.6 mA).
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Ventilsteuerung (PFCU)  TTL-Pegelwandler NIM-TTL-Wander ~ &Kanal IfO Register Beamline PC

Abbildung A.1: Signalweg des Absorber-/Shuttersystems
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Abbildung A.2: Aufbau des TTL-Pegelwandlers
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A.2 Helium- und Vakuum-Flightpath

Die folgende Abbildung zeigt die Komponenten des Helium-Flightpaths (Strang B),
die alle miteinander verflanscht werden kénnen.

Abbildung A.3: Links: grofier Balg mit angeflanschtem Reduzierstiick und Stabilisationsstangen.
Mitte: kleiner Verldngerungsbalg mit Stabilisationsstangen. Rechts oben: grofies sowie kleines Kap-
tonfenster (vorne) und mit einem KF-Flansch versehene Abschlusskomponente (hinten).  Rechts

unten: Klemmelemente zum Verflanschen der Flightpathkomponenten.

Die folgende Abbildung zeigt die Komponenten des Vakuum-Flightpaths (Strang
B), das mit seinem kleinen Ende direkt an die Hochdruck-Probenzelle angeflanscht
werden kann.

Abbildung A.4: Links+Mitte: Vakuum-Rohr  Rechts: Auf Trigerring aufgeklebtes Kaptonfenster,

das mittels einer CF-200 Kupferdichtung und des Andruckrings mit dem Vakuumrohr verbunden wird.
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A.3 Die Hochdruck- und Temperaturzelle

Es folgen technische Zeichnungen der Hochdruckzelle und der Temperaturzelle (fiir
eine Ubersicht der einzelnen Bauteile siche Kapitel 4.7.2 bzw. 4.7.3) sowie relevante
Zusatzinformationen.

Fiir die Verbindung der Hochdruckzelle mit dem Pumpensystem 3% stehen zwei
Standard-Hochdruckanschliisse mit konusformigen Anpressflichen zur Verfiigung [Sherman],
[Bradley| . Abbildung A.5 zeigt einen Querschnitt durch einen solchen Hochdruckan-
schluss. Die hochdruckfeste Dichtungswirkung zur Rohrleitung wird erzielt durch die
leicht unterschiedlichen Anstellwinkel der an beiden Komponenten vorhandenen Ko-
nusfliichen zur Symmetrieachse. Im zusammengesetzten Zustand besteht die Kontakt-
fliiche zwischen beiden Konusflichen im Wesentlichen aus einem diinnen Kreisring,
dementsprechend hoch ist der Druck innerhalb dieser Kontaktfliiche, wenn die maxi-
male Anpresskraft der Gland-Mutter erzielt wird (erforderliches Anzugsdrehmoment:
45N m).

4E Port 4E Collar 4E Gland 1/4" Tube

Abbildung A.5: Links: Schnittbild eines Hochdruckanschlusses (Bezeichnungen gemi#f NovaSwiss
Tkbar-Spezifikationen) Rechts: VergroBerung der Tube- Port-Kontaktfliche.

38 Hersteller des Pumpensystems ist die Firma NovaSwiss, Schweiz (http://www.novaswiss.com)
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A.4 Der Detektorausleger

Bei den Komponenten des Detektorpositionierungssystems handelt es sich um Bau-
teile der Hersteller Iselautomation KG (Linearantriebe und Fiithrungsschienen) und
Phytron-Elektronik GmbH (Schrittmotoren, Getriebe, Bremse), deren mechanische An-
passung aneinander mittels zusétzlich entwickelter Bauteile erfolgte (Motorflansche,
Verbindungselemente). Ausfiihrliche technische Details zu den zugekauften Kompo-

nenten konnen anhand deren Typbezeichnungen iiber die jeweiligen Hersteller erhalten
werden.

255 522002.5
B0 6O Habschrittbatriet

]

Lostng W]

2 Pilb=50V)

&

T Muy=90v) o
t MUp=70v) —|
5 40

Frequanz kHz|

750 1500 2250 3000 3rs0 4500 5250 000
Direhzah [Utmin]

Abbildung A.11: Oben: Aufbau und Dimensionen der Komponenten des Detektorauslegers. Die
Bezeichnungen der Bauteile entsprechen den des Herstellers iselautomation KG, Eichenzell. ~ Unten:
Kennlinien der im Detektorausleger eingebauten Schrittmotoren (fiir den y-Antrieb ist das Dreh-
moment durch die 8fache Untersetzung entsprechend hoher). Entnommen aus dem Datenblatt der
7ZSS-Motoren, Phytron-Elektronik GmbH.
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A.5 Die Bremsensteuerung
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Abbildung A.12: Schaltplan der Steuerelektronik fiir die Synchronisation der Bremsensffnung mit
dem Schrittmotorbetrieb (entwickelt von der elektronischen Werkstatt der TU-Dortmund).
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A.6 Die Patchfelderweiterung

Die Schnittstelle zwischen der Verkabelung innerhalb der Experimentierhiitte der Be-
amline BL9 und den auflerhalb aufgestellten Schrittmotorendstufen bildet das soge-
nannte Patchfeld. Zum Beginn des Aufbaus des SAXS-Setups war das bestehende
Patchfeld voll belegt, fiir die Verkabelung der Linearantriebe des Detektorsystems wur-
de daher eine Erweiterung erforderlich. Abbildung A.14 zeigt das zu diesem Zweck
gebaute 15-fache Patchfeld.

Zwangsdffnung flr
Detektor y-Antrieb

Abbildung A.14: Links: 15-fache Patchfelderweiterung (Ports fiir zusitzliche Schrittmotorantriebe,
mit kombiniertem Dual-Port #15. Rechts: Vergrofierung des Port 15, bestehend aus zwei Anschliissen

(Schrittmotoranschluss oben, Bremsenanschluss unten) und Kippschalter zur Bremsensffnung.

Die in den Kapiteln 4.9 und A.5 beschriebene Bremse des y-Antriebs des Detek-
tors wird iiber eine separate, entsprechend beschriftete Buchse angeschlossen, die sich
unterhalb der Motoranschlulbuchse fiir den y-Antrieb befindet. Zwischen den beiden
Buchsen befindet sich ein Kippschalter, durch dessen Betéitigung die (selbstschliefien-
de) Bremse zwangsgesffnet werden kann. Um die Offnung ausfiihren zu kénnen, muss
die Endstufe fiir den y-Antriebs des Detektors (Motor-Alias MARY) mit Spannung
versorgt sein. Die Bremsensffinung darf jedoch nur betétigt werden, wenn der Motor
ebenfalls an das Patchfeld angeschlossen ist, da der Schrittmotor im stromlosen Zu-
stand kein ausreichendes Haltemoment besitzt und es somit zu einer Abwirtsbewegung
des Detektors kommen kann.

Fiir die Spannungsversorgung der Bremse werden ungenutzte Leitungen in der Ver-
kabelung zwischen der modifizierten Schrittmotorendstufe und dem Patchfeld verwen-
det. Auf der Riickseite des Patchfeldes gibt es daher keinen separaten Eingang fiir die
Bremsensteuerung. Eine Pinbelegung des von der modifizierten Endstufe zum Patch-
feld fithrenden Kabels sowie die des Anschlusskabels vom Patchfeld zur Bremse findet
in der Abbildung A.13 .
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