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Abbildung 58: Modell der Protein- und RNS-Verteilung in den 30S (links) und 50S (rechts)

Untereinheiten des 70S Ribosoms, basierend auf der simultanen Interpretation von 42
unabhangigen Réntgen- und Neutronen-Kontrastvariationskurven. Die blauen und griinen
Kugeln stellen die Proteinanteile dar, die magenta und roten Kugeln die RNS-Anteile. Die

Modelle in der unteren und mittleren Reihe sind um°l26d 240 um die Y-Achse gedreht
worden.
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Im Laufe des Jahres 1999 wurden von der EMBL-
AufRenstation wieder insgesamt sechs Messstatio-
nen fur die Bereiche Kristallographie an bio-
logischen Makromolekilen, Kleinwinkelstreuung
und Rdntgenabsorptions-Spektroskopie an nicht-
kristallinen biologischen Systemen zur Verfiigung
gestellt. Insgesamt wurden von der Aul3enstelle
Hamburg 311 Projekte von Forschungsgruppen aus
21 Landern betreut. Eine grof3e Zahl dieser Projekte
konnte mit Mitteln aus dem TMR/LSF-Programm
der EU unterstutzt werden. Diese Unterstlitzung
kann auch zukinftig mit Mitteln aus dem VI. Rah-
menprogramm der EU fortgefuhrt werden.

Im Sommer 1999 wurde mit dem Umbau der Mess-
station X13 zu einer kristallographisch orientierten
Messstation (unter anderem mit Unterstiitzung des
IMB Jena und BMBF-Verbundsmitteln an die Uni-
versitat Hamburg) begonnen, nachdem die Aktivi-
taten im Bereich Kleinwinkelstreuung an Lipiden
und Muskeln bei EMBL beendet worden waren.

Ein hervorragendes wissenschaftliches Programm
ist fir die EMBL-AuRRenstation mit ihren intensiven
Aufgaben in der Nutzerbetreuung von essentieller
Bedeutung.

Im Laufe des Berichtsjahres wurde bei EMBL ein
neues Labor flr eukaryontische Expression fiir Ba-
culovirus infizierte Insektenzellen erfolgreich eta-
bliert. AuRerdem wurde eine neue, kleine Bibliothek
mit Zugang zu elektronisch erhéltlichen Zeitschrif-
ten eingerichtet.

Im Laufe des Jahres 1999 wurden von EMBL Ham-
burg drei Workshops angeboten mit dem Ziel, fort-
geschrittenes Training fir die Benutzung der Mess-
stationen an der EMBL-Auf3enstation und die da-
mit verbundenen technischen und wissenschatftli-
chen Fragestellungen anzubieten. Im Sommer 1999

wurde mit Unterstitzung von EMBO ein Interna-
tionaler Workshop fur die potentiellen Nutzungen
des von DESY an TESLA geplanten Rontgenlasers
im Bereich der Biologie organisiert.

Die meisten Vortrage dieses Workshops sind in
einem Buch zusammengefasst, das vom EMBL-
Sekretariat bezogen werden kann.

Forschungsschwerpunkte

Im Jahre 1999 wurde eine Vielzahl an Projekten durch-
gefuhrt, ein Grof3teil davon in Kooperation mit anderen
Labors aus ganz Europa.

Im Folgenden sind die wissenschaftlichen Aktivita-
ten der Forschungsgruppen aus den Bereichen Instru-
mentierung, Proteinkristallographie, Kleinwinkelstreu-
ung und Rontgensabsorptionsspektroskopie kurz zu-
sammengefasst.

Fur alle weiteren Projekte und Einzelheiten wird auf
den HASYLAB-Jahresbericht und auf den EMBL-
Forschungsbericht verwiesen.

Instrumentierung

Im Jahr 1999 wurde eine Reihe von signifikanten Ver-
besserungen und Anderungen an den von der EMBL-
AulBenstelle betriebenen Messstationen durchgefihrt.
In besonderem Mal3e traf dies auf die von der Prote-
inkristallographie genutzten Strahlfihrungen zu. Wie
in den vorhergehenden Jahren lag hierbei das Augen-
merk auf einer Verbesserung der Gesamteffizienz der
Messplatze durch Erhéhung der Photonenzahl auf der
Probe, schnellere Detektorsysteme und eine erhdhte Be-
nutzerfreundlichkeit. Die bedeutsamste Anderung fand
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am Wiggler-Messplatz BW7A statt, an dem ein sagit-gen. Wie in Abbildung 59 zu sehenist, besitzt der zweite
tal fokussierender Monochromator aufgebaut wurdeKristall die Form von zwei an der Basis verbundenen
von dem einige wesentliche Konstruktionsmerkmalegleichschenkligen Dreiecken, deren Rickseite durch
im Folgenden beschrieben werden. eine Reihe von Stegen verstéarkt wird. Diese besondere
Form und die Anordnung der Stege auf der nicht reflek-
Der neuartige Monochromator ist in Abbildung 59 dar- tierenden Seite des Kristalls bewirken, dass sich dieser
gestellt. Das System basiert auf einem ebenen, wassdrei der Fokussierungrein zylindrisch verformt, ohne un-
gekuhlten ersten Kristall und einem besonders geformerwiinschte Biegungen in andere Richtungen zuzulas-
tem zweiten Kristall, welcher der Fokussierung dient.sen (,,anticlastic bending“), die das Reflexionsvermo-
Die Kristalle sind in einer pseudo ,,channel-cut” Konfi- gen stark beeintrachtigen wirden. Nach eingehenden
guration angeordnet, die eine konstante Hohe des mondests zu Beginn des Jahres wurde der Monochromator
chromatisierten Strahls gewabhrleistet (,,fixed exit“) undnach der Sommerpause an die Nutzerschaft Gberge-
auRerdem sehr schnelle Anderungen der Strahlenerglegen. Durch den jetzt weitaus hoheren Photonenfluss
ermdoglicht. Entscheidendistdie direkte Wasserkiihlungsowie die Installation eines MAR CCD Detektors ent-
des ersten Kristalls mittel5 mm breiter Kiihlkanéle, spricht die Strahlfihrung BW7A nun anspruchsvollen
die bis0.6 mm an die reflektierende Oberflache heran-internationalen Standards.
reichen. Aufdiese Weise sind die extremen thermischen
Belastungen im Wigglerstrahl ohne erkennbare Ver-Auch am Messplatz X11 wurde die MAR 345 ,,Image
schlechterung der Reflexionseigenschaften zu bewaltiplate* durch einen MAR CCD Detektor ersetzt und die

Abbildung 59: Schematische Darstellung des fokussierenden Doppel-Monochromators am
EMBL Messplatz BW7A. Der ,,weif3e” Réntgenstrahl fallt von links auf den ersten wasser-
gekuhlten Kristall. Anschlie3end wird er vom zweiten diamantformigen Kristall horizontal
fokussiert. Die verfiigbaren Freiheitsgrade, die flir eine optimale Justierung benétigt werden,
sind durch Pfeile angedeutet.
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so frei gewordene ,,Image plate* an den MAD Mess-sucht. Dieses Enzym katalysiert eine pH-abhéangige Re-
platz X31 transferiert. An beiden Stellen konnte der Da-aktion miteinem Mechanismus, der einen ,,2-Protonen-
tendurchsatz dadurch erheblich gesteigert werden. DeBhift* involviert. Abwohl RNAse A bereits in vieler-
Umbau von X13, dem ehemaligen Messplatz fir Klein-lei Hinsicht untersucht wurde, wurde der von diesem
winkelstreuung, in einen Messplatz fir Proteinkristal- Enzym katalysierte 2-Schritt Reaktionsmechanismus
lographie wurde begonnen. Die Kleinwinkelapparaturkirzlich neu interpretiert. RNAse A-Kristalle wurden
wurde durch eine bei EMBL entwickelte Rontgenka- in einer stufenweisen Prozedur in gepufferte Lésungen
mera ersetzt, und der Si(220) Monochromator fiir dietiberfiihrt, wobei der pH-Wert in Schritten von 0.2 pH-
horizontale Fokussierung ist bereits in sein Vakuumge-Einheiten angeglichen wurde. Die Diffraktionsexperi-
fald eingebaut und wird Anfang 2000 getestet werdenmente wurden an der Messstation X11 am DORIS-
Aulerdemwurden der Rhodium-beschichtete RontgenSpeicherring durchgefihrt. Datensatze bei atomarer
spiegel (vertikale Fokussierung) sowie ein modernesAuflésung (.1 A) wurden von Kristallen bei sechs
Schrittmotorsystem bestellt. Beide Komponenten soll-verschiedenen pH-Werten im Bereich von 5.2 bis 8.8
ten bis Mitte nachsten Jahres geliefert sein, so dasdurchgefiihrt und die korrespondierenden Strukturen
die weitere Umgestaltung der Strahlfihrung in einerverfeinert. Die gednderten pH-Werte induzierten die
langeren Betriebspause durchgefiihrt werden kann. gréRten strukturellen Anderungen im Bereich des akti-
ven Zentrums. Vorhergehende kristallographische Un-
tersuchungen zeigten bereits, dass das Histidin-12 in
o . . der Proteinmatrix verankert ist. Die neuen Daten zei-
Proteintitration im kristallinen Zustand gen ebenfalls, dass die Konformation der His-12 Seiten-
kette nicht durch Anderungen der pH-Werte beeinflusst
Proteine haben komplexe Strukturen, deren Stabilitéivird. Die Mobilitat dieser Seitenkette ist in allen sechs
abhangig ist von einem Gleichgewicht vielfacher In- Modellen relativ gering, wie den atomaren Tempera-
teraktionen vergleichbarer Starke, die wiederum in Returfaktoren entnommen werden kann. Ein Vergleich
lation zur &uReren Umgebung stehen. Die Anwesender sechs Elektronendichtekarten bei den verschiede-
heit von Losungsmitteln in Proteinkristallen erlaubt, nen pH-Werten erlaubt die direkte Beobachtung des
die physiko-chemischen Eigenschaften eines Proteinpeprotonierungsprozesses von His-12.
zu verandern. Dies ermoglicht es, Prozesse zu studie-
ren, bei denen Protonen-Transfer eine zentrale Roll@bbildung 60 zeigt die Prasenz eines Wasserstoffes
spielt, oder bei denen Ligandbindungsaffinitaten durcham proximalen Stickstoff . Im Gegensatz dazu ist
den pH-Wert oder die lonenstarke der Losung regulierider Wasserstoff an M bei azidischem pH prasent,
werden. nicht aber bei hoheren pH-Werten. Diese Daten unter-

. . . .. _stltzen den vorgeschlagenen Mechanismus, der einen
Rontgendiffraktion kann benutzt werden, um SUbt'IeAustausch eines Protons zwischen dep won His-

Ano!erungen zu identif_izieren, d_ie durch geringe Ver- 12 und dem Substrat annimmt. Nach unserer Kennt-
schiebungen von physiko-chemischen Parametern VeHis ist das die erste Demonstration fiir eine Restede-

ursachtkwerdc?n. In;( IT'aI'I €Ines pH\-/\I;ontrolller];[feR Pro- rotonierung in einer kristallinen Umgebung. Gene-
zesses kann die Lokalisierung von Wasserstofft-Atomelg irq angenommen, dass Réntgendiffraktion auf die

eine direkte Bestimmung der Protonierung von Re'S‘terEntschIUsselungl von statischen Prozessen beschrankt

erlauben, die esseqtiell_ﬂjr die Stabilitat oder Funktionig; pia vorgestelite Sequenz von Strukturen bei ver-
eines Makromolekiils sind.

schiedenen pH-Werten erlaubt Aufschliisse tiber einen

Mit dieser Idee wurden pH-Effekte in einer Protein- dynamischen Prozess. Die strukiurelien Anderungen
struktur mit Hilfe der Réntgenstrukturanalyse entdeckt,SiNd Klein, aber signifikant, bezogen auf die Genau-
die zu Riickschliissen auf die Rolle eines Protonenidkeit der verfeinerten Strukturen (Koordinatenfehler
Gleichgewichts in biologischen Prozessen fithren koniSt twa0.02 A). Diese Studie verdeutlicht die Vor-
nen. teile von kristallographischen Analysen bei atomarer

Aufldsung, um strukturelle Anderungen zu entdecken,
Der Effekt des pH-Werts wurde anhand der kristal-die Entschlisselungen von biologischen Funktionen
linen Struktur der RNAse A als Modellsystem unter- erlauben.
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Abbildung 60: Reihe von Aufnahmen, die die Deprotonierung des Imidazolrings ges N
Atoms von His-12 zeigen: die Differenzelekronendichtekarte ist bei koditoriert.

Virale Replikationsproteine Ad-4 zu kristallisieren. Die Expression von pol allein
in Insektenzellen war sehr gering, da es toxisch fur die
Ziel der Untersuchungen ist es, den Prozess der DNS4€llen und instabil gegen eine oder mehrere zellulare
Replikation am Beispiel von zwei Klassen von dop_ PrOteaS_erl ist. Deshalb V-Vurd-en- |nsekt-enze”en mit zwel
pelstrangigen DNS-Viren auf molekularer Ebene Zurekomplnlerten_BakuIOVIren IanZIQI’t, die pTP bzw. pOI
verstehen. Von Interesse sind reprasentative Modell@roduzieren. Hierdurch wurde eine grof3ere Protein-
fir den komplizierten DNS-Replikationsprozess derProduktion des 1:1 pTP-pol Komplexes erlangt, und es
Eukaryonten sowie strukturelle Information tiber Tar- konnte gezeigtwerden, dass pol durch die Komplexbil-

gets/Oberflachen fiir das Design von antiviralen Wirk-dung stabilisiert wird. Das pol Protein befindetsich nun
stoffen. in Kristallisationsansatzen. Ebenfalls wird daran gear-

beitet, pol und pTP unter der Kontrolle von pol- und
In der erste Klasse der Adenoviren findet die p10-Promotorenim selbenrekombinanten Bakulovirus
DNS-Replikation durch den sogenannten ,,Strandgemeinsam zu exprimieren (Koexpression).
Displacement“-Mechanismus statt, in dem ein Protein
und nicht RNS als ,,Primer* eingesetzt wird. Diese Der Herpes Simplex Virus-1 (HSV-1) kodiert sieben
Viruskategorie kodiert fur drei Proteine, die wichtig Proteine, die fur die Replikation der viralen DNS wah-
fur die Replikation der viralen DNS sind: die Poly- rend der lytischen Phase notwendig sind. Das Interesse
merase (pol), das praterminale Protein (pTP), das eingilt der Struktur des einzelstrangigen DNS-bindenden
zelstrangige DNS-bindende Protein (DBP), sowie eineProteins (SSB) des Herpes Simplex Virus-1 (ICP8),
Protease, die fur die Umwandlung von pTP in TP not-welches fir ein SSB Protein ungewohnlich grof3 ist
wendig ist. Der Ad-5 pol-pTP Komplex wurde ampli- (128 kDa). Schon friher wurde das vollstédndige Pro-
fiziert und gereinigt, und erste Kristallisationsansatzetein in Insektenzellen exprimiert und ein Protokoll fur
wurden durchgefihrt. Geplant ist, auch das pTP dedie Protein-Reinigung etabliert. Das Protein wurde als
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dunne Plattchen innerhalb eines engen pH Bereichs urgtrukturellen Eigenschaften groRer ist als die Konser-
in Anwesenheitvon Magnesium oder Kalzium kristalli- vierung von nachweisbaren Sequenzahnlichkeiten.
siert. Die derzeitigen Kristalle diffraktieren jedoch nur _ . o _ _
bis zu einer Auflosung voi A. Proteolytische Expe- \Wegen ihrer Uberschaub_arkelt sind r_netabollsche Bio-
rimente mit und ohne DNS und massenspektrometriSynthesewege fiir evolutionare Studien besonders ge-
sche Analysen zeigen, dass die 300 N-terminalen Resf@gnet. Das Interesse gilt den Biosynthesewegen von
nicht in die DNS-Protein-Interaktionen involviert sind. Zwei aromatischen Aminosauren, Histidin und Trypto-
Sequenzanalysen und biochemische Studien deuten d@ban. Beide Aminosauren gehdren zu den insgesamt
rauf hin, dass der C-Terminus das LokalisationssignafWwanzig Aminosauren, aus denen die Polypeptidket-
fur den Zellkern (NLS) beinhaltet und nicht strukturiert ten von Proteinen aufgebaut sind, und missen vom
ist. Es konnte gezeigt werden, dass diese C-terminal®enschen, nicht aber von Bakterien, mit der Nah-
Region der Hauptgrund der kooperativen Bindung ist."ung aufgenommen werden. Schon vor Jahren fiel eine
Kristalle der C-terminalen Mutante sind gréRer, und Haufung von sogenannten TIM-Barrelstrukturen in der
es konnten Diffraktionsdaten b8 A Auflosung ge- Tryptophan-Biosynthese auf. Mit Hilfe dieser Struktu-
sammelt werden. Das schwache Streuvermdgen dden wurden TIM-Barrelstrukturen fiir zumindest zwei
Kristalle erfordert die Nutzung von Synchrotronstrah- Genprodukte aus der Histidinbiosynthese vorhergesagt.
len, um die Phase entweder durch klassische SchwePRie Strukturen dieser beiden Genprodukte, HisA und

atomderivate oder durch Seleno-Methionine enthalHisF,aus dem hyperthermophilen Organismus Thermo-
tende Proteine zu bestimmen. toga maritima wurden nun aufgeklart (Abb. 61). Tat-

sachlich sind beide Proteine als TIM-Barrels gefaltet,
was friihere Vorhersagen bestatigt.

Evolution von Proteinen in der

Histidinbiosynthese Darliber hinaus zeigen beide Strukturen, HisA und

HisF, eine zweifache Wiederholung von Faltungsmus-
Nicht erst seit Forschungen durch Darwin im 19. Jahrtermin den beiden S_trgkturen. Diese Wiederholungen
werden an charakteristischen Mustern der Schlaufen auf

hundert ist das Verstehen von Evolution Uber einen . ) ) - 3
nbelden Seiten der Barrel, identischen Resten in meh-

Zeitrum von mehreren Millionen Jahren eines der pa- i ; . .
ckendsten Gebiete in der Biologie. Nachdem experi-reren Positionen und praktisch identischen Phosphat-
: indungsstellen, deutlich. Tats&chlich kénnen charak-

mentelle Aussagen uber die Evolution von lebenderp .~ - . . ; .
teristische Merkmale in allen vier Halften (zwei von

Organismen bis in die jlngste Vergangenheit vor al- . . . .
lem mit paldonthologischen Methoden erzielt Wurden,H.'SA.‘.’ ZWer von HisF) wieder gefunden V.Vefde”’ wenn
ie Ubereinander gelegt werden. Somit liefern diese

wurde diese Forschung in den letzten Jahren durcr?)eiden Strukturen starke Indizien, dass beide Prote-

die Kenntnis einer Vielzahl von DNS- bzw. Protein- . HisA und HisE. durch eine Genduplikaii .
sequenzen revolutioniert, so dass genaue phylogene 1€, HISA Und HISF, durch eine senduplikation €ines
alb-Barrels zu einem vollstandigen primitiven Bar-

sche Stammbaume der drei Kénigreiche der Lebewe-

sen, der Archeaebakterien, der Eubakterien und der EJ—el’ das dann weiter diversifiziert wurde, entstanden

karyonten, aufgestellt werden konnten. Diese Metho—smd' Die Ergebnisse zeigen, dass die Strukturbiologie

den werden zur Zeit durch die vollstandige Sequenzie—nICht nur eine Methode mit grofSer Zukunft ist, son-

rung der Genome verschiedener Organismen miteine%ern quch Erkgnntnlsse in die lange Geschichte der
riesigen Quantitat von Sequenzdaten untermauert, di volution vermittelt.

vorhandene Vorstellungen von biologischen Datenmen-

gen vollig sprengt. Die meisten kodierten Gene dieser

Sequenzen sind in definierte, molekulare Raumstruk- . . .

turen gefaltet. Diese Strukturen kénnen mit Hilfe der NiChtkristalline Systeme
Rontgenstrukturanalyse und Synchrotronstrahlung be-

stimmt werden. Seit einigen Jahren stellt sich herausRontgenstreuung an nichtkristallinen Proben wird in
dass die Kenntnis dieser Strukturen fir die Evoluti-vielen Gebieten der Grundlagen- und angewandten For-
onsforschung von groRter Bedeutung ist, da das Ausschung in den Biowissenschaften eingesetzt. Messun-
malfd der Konservierung von erkennbaren gemeinsamegen an Losungen von Biomakromolektlen ermdglichen
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Die Entwicklung von ASICs (,,Application Specific
, ) Integrated Circuit®) fur die Parallelauslese von Detek-
HisA HisF toren mit Verzégerungsleitungen und ihre Anwendung
N-terminal side of B-barrel wurde im Rahmen des von der EU finanzierten PA-
SERO Projekts in Zusammenarbeit mit EMBL (Greno-
ble), Smart Silicon Systems (Lausanne), dem Institut fir
Biophysik und Roéntgenstrukturforschung der Osterrei-
chischen Akademie der Wissenschaften (Graz) und der
Firma HECUS M. Braun Graz X-Ray Systems (Graz)
weitergefuhrt.

Von den Ergebnissen der Anwendung von Synchro-
tronstrahlung an biologischen Systemen oder syntheti-
schen Polymeren, die in Zusammenarbeit mit auswar-
tigen Gruppen erzielt wurden, werden hier nur zwei

Beispiele kurz erwéahnt.

Das erste ist ein neues Modell der Protein-rRNS-
Verteilung im 70S Ribsosom von Escherichia coli,
das in Zusammenarbeit mit dem Max-Planck-Institut
fur Molekulare Genetik (Berlin) entwickelt wurde.
42 Rontgen- und Neutronenstreukurven von E. coli
Ribosomen mit allen moglichen Kombinationen von
deuterierten und protonierten Protein- und RNS-
Anteilen in den Untereinheiten wurden simultan,
mittels einer neuen Methode, analysiert. Das kryo-
elektronenmikroskopische Modell von Frank et al.
wurde in 7890 Kugeln miD.5nm Radius aufgeteilt.
Jede Kugel wurde wahrend der Verfeinerung entweder
dem Lésungsmittel, dem Protein- oder dem RNS-Anteil
) ) ) zugeschrieben. Unabhéngige Simulationen mit unter-
Abbildung 61: Ribbon-Darstellungen der beiden gqpieglichen Startkonfigurationen gaben sehr dhnliche
Barrel-Stukturen von HisA und HisF aus drei unter- gegyitate. Das endgiiltige Modell ist in Abbildung 58
schiedlichen Perspektiven. abgebildet. Es zeigt die Regionen, wo es mit 95%iger
Wahrscheinlichkeit Protein oder RNS gibt. 17 Prote-
ine, deren Kristallstruktur bekannt ist, konnen in Uber-

es, die Form der Molekule oder inrer Komplexe im na-einstimmun mit den Ergebnissen anderer Methoden
tiven Zustand in Lésung zu bestimmen und eventuelle g 9

Unterschiede zu Kristallstrukturen oder elektronenmi-pos.'tIonlert werden._ Dieses Modell solite auch bei der
kroskopischen Modellen festzustellen. Das Interesse weiteren Interpretation der Kristallstrukturen des 70S-

diesen Anwendungen wachst, und im November fan mlt()j(i)js?emrr?\l]Jar:r?rSéer?cer:iSr?(fnuggd3on%gﬂéﬁrgg}2elten’ die
eine von der EU finanzierte Tagung Uber Formbestim- ’ '

mung von Biomakromolekilen in Losung statt, an derpas zweite, eine Studie der TeilchengroRenabhan-
50 Wissenschatftler aus der ganzen Welt teilnahmen. gigkeit der thermischen Eigenschaften von Lipid-

Nanopartikeln der Universitdt Jena, ist ein Beispiel

In den eher angewandten Bereichen bieten StudieQafir, dass manchmal angewandte Projekte auch zu
am thermischen Verhalten von potenziellen Arznei-grndiegenden Erkenntnissen fiihren.

stofftragern, von bioabbaubaren Polymeren und bio-
kompatiblen Materialien eine Flle an interessanterDiese Nanopartikel werden als potenzielle Arzneimit-
Projekten. teltrager erforscht. Die Ergebnisse der Rontgenmes-
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sungen zeigen, dass die getrennten DSC (,,DifferentiaDiese Verbesserungen resultierten in einer Erhéhung
Scanning Calorimetry*) Signale wahrend der Aufhei- der Strahlintensitat auf der Probe von bis zu 70%.
zung einer Suspension von Trimyristin-Nanopartikeln

auf das Schmelzen von Teilchen, die sich in der GroRé/on der Vielzahl der im Berichtsjahr durchgefihrten
nur um eine Einheitszelle unterscheiden, zuriickzufuhProjekte wird hier ein internes Projekt skizziert.

ren sind. Die grof3e Ausdehnung der Gitterkonstante .
beikleineren Teilchengréf3en zeigtauch, dass die klass 2as Metallqenzym CQ-Dthdrogengse aus Ollgptro-
sche Oberflachenthermodynamik bei Teilchen, die nuPha carboxidovorans ist ein molybdanhaltiges Eisen-

g, . . : : chwefel-Flavoprotein, welches die Oxidation von CO
iil,:“ge Einheitszellen grof sind, nicht mehr anwendbafu CQO katalysiert. Es ist das Schlisselenzym in der

anaroben Nutzung von CO durch Bakterien in CO-
Atmosphéaren. Um den katalytischen Mechanismus zu
verstehen, wurden mit der Réntgenabsorptionsspek-

Rontgenabsorptionsspektroskopie troskopie mehrere Zustande des Enzyms jeweils als
gefrorene Lésung analysiert. Aus diesen Messungen

Die Réntgenabsorptionsspektroskopie erméglicht didesultiert eine radiale Abstandsverteilung der Nach-

Bestimmung der Metallkoordination in Metalloprote- Paratome des Mo-Zentralatoms. Dies erlaubt es, die
inen. Die Methode ist sensitiv auf Anderungen in derStruktur des aktiven Zentrums zu verfeinern. Um die

ersten Koordinationssphare durch Bindung von SubFunktionsweise des Enzyms zu verstehen, ist es sehr
straten oder Inhibitoren.Des Weiteren erlaubt sie digilfreich, mehrere Zwischenzustande im katalytischen
Ermittlung des Oxidationszustandes des MetallatomsZYKIUS zu modellieren. Hieraus ergibt sich am Ende
Fir die Anwendungen auf biologische Syteme betreib€n Gesamtbild der Funktionsweise.

EMBL Hamburg einen eigenen Messplatz. Skizziert man die Resultate im vorliegenden Fall, so

dieses Spektrometers. Alle Verbesserungen zielen aupchwefelatome gebunden ist. Oxidierter und reduzier-
die Erhdhung der Strahlungsintensitat und -stabilital€” Zustand unterscheiden sich insbesondere in der An-
auf der Probe, bzw. die Automatisierung und Verein-Zahl an Sauerstoffliganden bei kurzen Abstanden. Fol-
fachung des Nutzer-Interfaces. Dazu wurde ein neue§erichtig ist dies einer der Schllssel zum Verstandnis
Si(111) Kristallpaar eingesetzt, wobei der thermischeder Prozesse. Die Messungen zeigten jedoch noch eine
Kontakt zwischen dem ersten Kristall und dem Kiihl- @hderewichtige Tatsache. Aus der Position der Absorp-
block durch eine dinne Lage Galn-Eutektikums OIO_tlonskante wird der Oxidationszustand des Mo-Atoms
timiert wurde. Dies fiihrt zu einer sehr guten Ener-bestimmt. Eine zu geringe Differenz wurde zwischen
giestabilitat des Spektrometers, die jetzt hauptsachlic@xidiertem und reduzierten Zustand ermittelt. Hieraus

durch Strahlschwankungen des DORIS-Speicherringf!gt, dass nicht alle Mo-Zentren in die katalytische
beschrankt wird. Aktivitdt eingebunden sind. Aufgrund dieser Informa-

tionen war es moglich, gezielt nach molekularbiologi-
Des Weiteren konnte ein neuer Regelkreis fur die Staschen Bedingungen zu suchen, die eine Erhéhung der
bilisierung des Monochromator Detunings den Nut- Aktivitat erlauben. Letztendlich gelang es, die Aktivi-
zern zur Verfigung gestellt werden. Dieser verringerttat zu verfinffachen. Mit diesen Proben wird im Jahre
die Intensitatsschwankungen auf der Probe deutlich2000 die Funktion aufgeklart werden.
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