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Schlussbericht-Kurzfassung 

Zuwendungsempfänger: MPG-Arbeitsgruppen für strukturelle 
Molekularbiologie 

Projektleitung: Dr. Hans-Dieter Bartunik 

Untersuchung der Strukturdynamik von Proteinen mit Verfahren 
zeitaufgelöster Kristallographie und diffuser Röntgenstreuung

 
Die Kenntnis der dreidimensionalen Struktur von Proteinen und ihrer Veränderung im Verlauf 
biologischer Reaktionen ist eine wesentliche Voraussetzung für ein Verständnis  ihrer 
Wirkungsweise auf molekularer Ebene. Das Forschungsvorhaben trug dazu in drei 
Arbeitsabschnitten bei. In einem ersten Teil wurden Zwischenzustände zweier 
unterschiedlicher Arten von Reaktionen mit einer Kombination von zeitaufgelöster 
Kristallstrukturanalyse und Kryoverfahren untersucht.  Zum einen gelang es erstmals, die 3D-
Strukturen produktiver Zwischenzustände der enzymatischen Reaktion einer Flavooxidase bei 
hoher Auflösung zu bestimmen. Die Änderungen in den Konformationen des Enzyms, der 6-
Hydroxy-L-Nikotinoxidase, und der Metaboliten konnten über den gesamten Reaktionsweg 
verfolgt werden. Aufgrund der engen Homologie zu menschlichen Monoaminoxidasen sind 
diese Ergebnisse auch für die Entwicklung von Wirkstoffen von potentieller Bedeutung. Zum 
zweiten wurden zur weiteren Analyse der Struktur-Funktionsbeziehungen von Myoglobin bei 
der Bindung von CO Kristallstrukturen kurzlebiger Zwischenzustände bestimmt. Dabei wurde 
erstmals ultrahohe Auflösung erreicht. Die hohe Qualität der Elektronendichteverteilungen 
erlaubte die Lokalisierung des Liganden sowohl in Docking-Zuständen innerhalb der 
Hämtasche als auch beim Transfer von und zur Proteinoberfläche. In einem zweiten Teil 
wurden Verfahren und Rechenprogramme zur Auswertung diffuser Streuung von 
Proteinkristallen entwickelt und auf eine Reihe von Systemen angewandt. Im Mittelpunkt 
stand dabei die quantitative Auswertung der diffusen Streuverteilung von 
Hämoglobinkristallen. Diese Experimente ergaben erstmals eine vollständige Karte der 
Streuverteilung bei hoher Auflösung im reziproken Raum und damit eine Grundlage für eine 
Interpretation langreichweitiger Korrelationen im Kristall unter Bezug auf die molekulare 
Struktur. Die Ergebnisse zeigen die potentielle Bedeutung einer gemeinsamen Behandlung 
von kohärenter und inkohärenter Streuinformation bei der Verfeinerung von Kristallstrukturn. 
In einem weiteren Teil wurden schließlich die Kristallstrukturen einer Reihe wichtiger 
Proteine in Kollaboration mit externen Gruppen aufgeklärt. 
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Schlussbericht 

Zuwendungsempfänger: MPG-Arbeitsgruppen für strukturelle 
Molekularbiologie 

Projektleitung: Dr. Hans-Dieter Bartunik 

Untersuchung der Strukturdynamik von Proteinen mit Verfahren 
zeitaufgelöster Kristallographie und diffuser Röntgenstreuung 

 
Die Arbeit umfaßte im wesentlichen die Entwicklung von Verfahren und 
Rechenprogrammen zur Auswertung der diffusen Streuung von Proteinkristallen und ihre 
Anwendung, sowie die Kristallstrukturanalyse kurzlebiger Zwischenzustände von 
Proteinreaktionen. Darüber hinaus wurde eine Reihe wichtiger Proteinstrukturen in 
kollaborativen Arbeiten aufgeklärt. 
 
 
1. Untersuchung intermediärer Reaktionszustände in Proteinen 
 
1.1. Kristallstrukturen katalytischer Intermediate von 6HLNO 
 
Es war bisher nur in wenigen Fällen möglich, die einzelnen Schritte einer enzymatischen 
Reaktion in 3D-Strukturen zu verfolgen. Für das Flavoenzym 6-Hydroxy-L-
Nikotinoxidase (6HLNO) von Arthrobacter nicotinovorans gelang es uns, den Abbau 
von 6-Hydroxy-L-Nikotin (6HLN) in einer Reihe von Kristallstrukturen bei hoher 
Auflösung zu untersuchen. Wir bestimmten zunächst die Röntgenkristallstruktur von 
6HLNO (Abb. 1a) mit Hilfe von MAD-Phasierung  bei hoher Auflösung (1.95 Å). Im 
Anschluß daran setzten wir zeitaufgelöste Kristallographie in Verbindung mit 
Kryotechniken zur Analyse des Reaktionswegs im Kristall ein. Das Substrat 6HLN 
wurde unter anaeroben Bedingungen eindiffundiert. Durch den Einsatz sehr kleiner 
Kristalle mit Abmessungen von 10-50 µm konnten kurze Diffusionszeiten erreicht 
werden.  Die Reaktion wurde jeweils durch Schockfrieren gestoppt; im unmittelbaren 
Anschluß daran wurden Beugungsdaten an der Mikrofokusbeamline (ID13) des ESRF in 
Zusammenarbeit mit C. Riekel und M. Burghammer gemessen. Die resultierenden 
Kristallstrukturen, die bei hoher Auflösung verfeinert wurden, zeigen erstmals die 3D-
Strukturen produktiver Zwischenschritte der katalytischen Reaktion einer Flavooxidase 
(Abb. 1b). Diese Strukturen entsprechen der Ausbildung eines Michaelis-Menten-
Komplexes nach dem Andocken des Substrats an den Isoalloxazinring des FAD, einem 
intermediären Produktzustand (6-Hydroxy-N-Methylmyosmin), sowie einem zweiten 
Produktzustand nach Ringöffnung (6-Hydroxy-Pseudooxynikotin). Die einzelnen 
Reaktionsschritte erfolgen in räumlich getrennten Bereichen der Enzymstruktur. Die 
Reaktion beginnt im Inneren des Proteins und schreitet in Richtung der Proteinoberfläche 
fort. Sie wird von lokalen und globalen Änderungen der Proteinkonformation begleitet. 
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Zur vollständigen Analyse der enzymatischen Reaktion wurden zudem die 
Kristallstrukturen von Komplexen des Enzyms mit einem natürlichen Inhibitor (6HLD) 
bezw. mit dem Pseudooxynikotin-Produkt bestimmt; diese Arbeiten basierten auf 
weiteren Messungen am BW6/DORIS sowie am SLS in Villigen. 6HLNO weist hohe 
Homologie und enge strukturelle Verwandtschaft zu menschlichen Monoaminoxidasen 
auf. Die Ergebnisse der Strukturaufklärung von 6HLNO und der katalytischen 
Zwischenzustände sind damit von potentieller Bedeutung für eine gezielte Suche nach 
Wirkstoffen. 
 
In weiteren Experimenten wurde der Versuch unternommen, die Bildung katalytischer 
Intermediate von 6HLNO auch mit Hilfe zeitaufgelöster Laue-Beugung zu verfolgen. Die 
kubische Kristallsymmetrie (P432) der Enzymkristalle schuf im Prinzip eine gute 
Voraussetzung für eine vollständige Kristallstrukturanalyse auf der Grundlage einer 
einzigen Breitband-Laue-Aufnahme und ihrer Auswertung mit dem von uns entwickelten 
Bayes-Verfahren1. Alternativ dazu wurden Laue-Experimente mit begrenzter Bandbreite 
(∆λ/λ ~ 1%) und multiplen Kristallorientierungen durchgeführt. In beiden Fällen zeigte 
sich jedoch, daß schnell einsetzende Strahlenschädigung hinreichend hohe Auflösung und 
Vollständigkeit der Daten verhinderte. 
 

      
 
 
 
 
 
 
1.2. Intermediäre Zustände der Bindung von CO an Mb bei atomarer Auflösung 
 
Die Bindung des CO-Liganden an Myoglobin erfordert konziertierte lokale und globale 
Änderungen der Konformation in der Hämtasche und der Proteinmatrix. Die Amplituden 
dieser Strukturänderungen sind so klein, daß zu ihrer Analyse ultrahohe Auflösung und 
präzise Kontrolle des Ligandierungszustands im Kristall erforderlich sind2. Diese 
Bedingungen können zum gegenwärtigen Zeitpunkt nicht in Laue-Beugungsmessungen 
realisiert werden. Die in derartigen Experimenten3 auf kurzen Zeitskalen erreichte 
Auflösung und Qualität der Daten erlaubte es bisher insbesondere nicht, koexistierende 
Strukturen, die unterschiedlichen aber energetisch vergleichbaren Ligandierungs-
zuständen und Reaktionsschritten entsprechen, in Elektronendichtekarten eindeutig zu 
trennen. Dieses Problem tritt in verschärfter Form auf, wenn intermediäre Zustände nur 

Abb. 1 
a) Kristallstruktur des 6HLNO-Dimers. Jede monomere Untereinheit  enthält ein 
FAD und ein Phospholipid (grün). b,c) Bindungsstellen des Substrats (magenta), 
des Myosmins (braun) bezw. des Pseudooxynikotins nach Ringöffnung (gelb). 

a b c
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unvollständig angeregt werden, so daß die entsprechenden Komponenten der 
Elektronendichteverteilung sehr niedrigen Kontrast aufweisen. 
 
Wir bestimmten erstmals die 3D-Strukturen einer Reihe von intermediären Schritten der 
Bindung von CO an Myoglobin bei ultrahoher Auflösung (0.95 – 1.2 Å). Die Population 
und Depopulation der Intermediate erfolgte unter unterschiedlichen Kryobedingungen. 
Die Röntgenbeugungsmessungen wurden mit monochromatischen Verfahren 
durchgeführt. Wie zu erwarten, zeigten die Elektronendichteverteilungen in den meisten 
Fällen eine Koexistenz verschiedener Zustände. Die einzelnen Zustände wurden in einer 
Reihe unterschiedlicher Mischungsverhältnisse analysiert und ihre Strukturen verfeinert. 
Ausgangspunkt dieser korrelierten Verfeinerungen waren hochpräzise Tieftemperatur-
Strukturen von Deoxy-Myoglobin (Abb. 2a) und CO-Myoglobin, die bei extrem hoher 
Auflösung (0.85 Å bezw. 0.9 Å) verfeinert wurden. Abb. 2b zeigt als Beispiel zwei der 
verfeinerten Strukturmodelle intermediärer Zustände. Im Vergleich zu früheren 
Untersuchungen4-6 von Intermediaten unter Kryobedingungen wurden in der 
gegenwärtigen Arbeit bei weitem höhere Auflösung und damit erstmals hohe Präzision 
der Strukturanalyse ohne Modellabhängigkeit erreicht. Insgesamt ergab diese 
Untersuchung ein detailliertes Bild der im Verlauf der Ligandierungsreaktion bevölkerten 
Strukturzustände, die Lokalisierungen des Liganden sowohl in Docking-Positionen in der 
Hämtasche als auch in einem zur Proteinoberfläche führenden Kanal entsprechen. 
 

        
 
 
 
 
 
Eine adäquate Behandlung koexistierender Kristallstrukturen ist darüber hinaus auch für 
andere Anwendungen zeitaufgelöster Kristallographie von großer Bedeutung; die Arbeit 
an der weiteren Entwicklung von Verfahren korrelierter Verfeinerung von Strukturen in 
unterschiedlichen Mischungsverhältnissen wird fortgesetzt. 
 
 
2. Diffuse Streuung von Proteinkristallen 
 
Die Entwicklung von Methoden zur Auswertung diffuser Streuung von Proteinkristallen 
und ihre Anwendung bildeten einen Schwerpunkt des Forschungsvorhabens. 
Wesentliches Ziel war dabei eine quantitative Analyse. Ein derartiger Ansatz wurde 
bisher im wesentlichen nur bei niedriger Auflösung mit einer daraus resultierenden 
Beschränkung auf kurzreichweitige Fehlordnung verfolgt7; die Interpretation basierte 

Abb. 2 
a) Kristallstruktur von Deoxy-Myoglobin bei 100 K und 0.85 Å Auflösung. 
b) Zwei der Intermediatzustände der Bindung von CO and Myoglobin. 

a b



Bartunik 05 KS1EAA/0
 

4/7 

dabei auf einem Modell isotroper Korrelation mit Korrelationsradien von 5-10 Å und 
blieb ohne Bezug auf die molekulare Struktur. Für eine Untersuchung langreichweitiger 
(statischer oder dynamischer) Fehlordnung waren die experimentell bestimmten 3D-
Verteilungen der diffusen Streuung im Bereich hoher Auflösung zu unvollständig. 
Unsere theoretischen Entwicklungen und experimentelle Anwendungen gehen wesentlich 
über diese früheren Ansätze hinaus. Insbesondere in einer Untersuchung der diffusen 
Streuung von Hämoglobinkristallen führten wir erstmals eine quantitative Analyse 
langreichweitiger Fehlordnung in Proteinkristallen durch und stellten sie in Relation zur 
molekularen Packung und der Kristallstruktur. 
 
 
2.1. Theoretische Arbeiten und Softwareentwicklung 
 
Vollständige 3D-Darstellung der diffusen Streuverteilung im reziproken Raum 
 
Wir entwickelten im Rahmen des Vorhabens neuartige Methoden, die eine 
dreidimensionale Darstellung der vollständigen diffusen Streuverteilung im gesamten 
reziproken Raum bei hoher Auflösung gestatten. Experimentelle Grundlage bilden 
jeweils Messungen im Drehkristallverfahren mit kleinem Drehbereich pro 
Streuaufnahme. Die Auswertung schließt eine Reihe rechnerischer Einzelschritte ein: 
Entfernen von Bragg-Reflexen, geometrische Korrekturen, Subtraktion der von der 
Probenumgebung herrührenden Untergrundstreuung, Entfernen der sphärisch 
symmetrischen Streukomponente, Skalieren,  Symmetriemittelung, und schließlich 
Darstellung der Daten als Grauskala- oder Pseudofarbbildern in einer Abfolge von 
Ebenen. Die Verfahren wurden in einem Rechenprogramm implementiert, das 
hinsichtlich Raumgruppe, Beugungsgeometrie und Detektorformat nicht spezifisch ist. 
Programmteile, in denen eine Serie von Aufnahmen unabhängig voneinander bearbeitet 
werden, wurden parallelisiert. Wir setzten dieses Programm an einem LINUX-Cluster 
ein. Damit gelang es uns, die für Untersuchungen bei hoher Auflösung erforderlichen 
großen Mengen an experimentellen Daten mit kurzen Rechenzeiten auszuwerten. Dieses 
Rechenprogramm steht allen externen Gruppen für Anwendungen an der Beamline BW6 
zur Verfügung.  
 
 
Quantitative Interpretation der diffusen Streuverteilung 
 
Zur Interpretation der aus kurzreichweitigen Korrelationen resultierenden diffusen 
Streuung wurde bereits in früheren Arbeiten7 ein Konvolutionsverfahren eingesetzt, das 
die diffuse Streuverteilung wie folgt beschreibt: 
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hkl
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Dabei sind h der Streuvektor, U die mittlere quadratische Auslenkungsamplitude, 

)(hF und )(ˆ hΓ die Fourier-Transformierten der Elektronendichte des Moleküls bezw. der 
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Korrelationsfunktion. Die Summation erfolgt über die Bragg-Positionen hkl und die 
Symmetrieoperatoren si. 
 
Zur Modellierung der aus langreichweitig korrelierten Auslenkungen resultierenden 
diffusen Streuung entwickelten wir einen neuartigen analytischen Ansatz. Die 
Korrelation ist nun eine Funktion intermolekularer Vektoren. Unter den Annahmen, daß 
die Proteinmoleküle als feste Körper harmonische Auslenkungen erfahren, daß eine 
Kopplung nur zwischen Molekülen besteht, die durch eine kristallographische 
Translation aufeinander bezogen sind, und daß die Korrelation der Auslenkungen eine 
anisotrope Funktion des intermolekularen Vektors mit exponentiellem Abfall darstellt, 
ergab sich der folgende Ansatz für eine Beschreibung der diffusen Streuintensität: 
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Der zweite Term der Beziehung ist eine Fourier-Transformierte des fehlgeordneten 
Kristallgitters. Die Symmetrie des Beugungsbildes bleibt auch dann erhalten, wenn die 
Hauptrichtungen von U und )(ˆ hΓ von den Symmetrieachsen abweichen. 
 
 
2.2. Experimentelle Anwendungen 
 
Die diffuse Streuung von Proteinkristallen wurde in Anwendungen auf unterschiedliche 
Systeme untersucht. Diese umfaßten Hämproteine, Hefe-Hexokinase, sowie das 
Photosystem II8 in einer Zusammenarbeit mit W. Saenger. In allen Fällen wurde die 
experimentelle Bestimmung der vollständigen diffusen Streuverteilung bei hoher 
Auflösung durch den Einfluß von Strahlenschäden kompliziert. Dieses Problem tritt 
aufgrund der im Vergleich zur Bragg-Beugung geringen Intensität der diffusen Streuung 
generell auf. Im folgenden werden die Ergebnisse von Experimenten an 
Hämoglobinkristallen dargestellt, die beispielhaft zeigen, daß eine quantitative 
Interpretation der diffusen Streuverteilung bei hoher Auflösung erreicht werden kann. 
Diese Anwendung stellt gleichzeitig einen signifikanten Schritt zur vollständigen 
Auswertung der kohärenten und inkohärenten Röntgenstreuung von Proteinkristallen dar, 
die im Prinzip auch Verfeinerungen der Kristallstruktur zugrunde liegen sollte. 
 
 
Untersuchung der diffusen Streuung von Hämoglobinkristallen 

 
Röntgenaufnahmen von Kristallen der C2-Kristallform von Pferdehämoglobin (Hb) 
zeigten sowohl bei Zimmertemperatur als auch unter Kryobedingungen (100 K) 
ausgeprägte diffuse Streumuster (Abb. 3e). Messungen wurden unter unterschiedlichen 
experimentellen Bedingungen durchgeführt. Eine erste Meßreihe erbrachte eine 
vollständige Karte der diffusen Streuverteilung bei einer Probentemperatur von 100 K; 
der reziproke Raum wurde mit einer Auflösung von 2.1 Ǻ auf einem feinen Gitter (>300 
Ǻ) überdeckt. Eine zweite Meßreihe bei Zimmertemperatur führte zu einer aufgrund von 
Strahlenschäden nur partiellen Karte. Eine dritte Meßreihe bei 100 K und langen 
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Belichtungszeiten (mit einer vergleichbaren Gesamtdosis wie für die Bestimmung der 
vollständigen 3D-Verteilung) führte schließlich zu einer Karte, welche die hk0-Ebene bei 
hoher Auflösung (1.9 Ǻ) auf einem feinen Gitter (>500 Ǻ) überdeckt; sie bildete die 
Grundlage für die quantitative Analyse der diffusen Streuung. 

                        

a b c

d e
 

 
 
 
 
 
 
 
Die diffuse Streuverteilung im reziproken Raum weist Streaks in den Ebenen l=const auf, 
die sich entlang der Knotenlinien h+k=2n und –h+k=2n erstrecken. In der Nachbarschaft 
der Kontenlinien h=0 und k=0 weisen beide Streakscharen gleiche Intensitäten auf und 
bilden kreuzförmige Halos um Bragg-Positionen. Diese Beobachtungen und andere 
Aspekte der Intensitätsverteilung konnten zunächst qualitativ erklärt werden. Das 
Auftreten von Streaks entlang der Knotenlinien entspricht einem Bruch der 
Translationssymmetrie zwischen den entsprechenden Kristallebenen, während die 
Translationen innerhalb der Ebenen erhalten bleiben. Die Streaks entlang h+k=2n 
resultieren aus Auslenkungen von (110)-Ebenen (Abb. 3a), die symmetriebezogenen 
Streaks denen von ( 011 )-Ebenen. Die Richtung der Auslenkungen ist parallel zu 011  
bezw. 110. Diese beiden Komponenten der Fehlordnung sind statistisch unabhängig. Sie 
treten nicht gleichzeitig in ein und derselben Einheitszelle auf. Das Muster der 
Gitterfehlordnung bedingt eine Anharmonizität der gemittelten Elektronendichte-
verteilung; wenn der Kristall als polysynthetischer Zwilling betrachtet wird, ist jedoch 
eine harmonische Näherung gerechtfertigt. Das C2-Gitter wird durch Translationen des 
(αβ)2-Tetramers gebildet. Die Moleküle sind entlang der {110}-Kristallebenen dicht 
gepackt. Der Kristall besteht aus einer losen Packung dieser Ebenen. Wasserkanäle 
erstrecken sich entlang 001. Die detaillierte Struktur der intermolekularen 
Kontaktbereiche ist konsistent mit einem mechanistischen Modell von Auslenkungen, die 

Abb. 3 
a) Richtungen der Auslenkungen in Hämoglobinkristallen. b) Molekülpackung in der 
(001)-Ebene. c) Schematische Darstellung der Auslenkung der Tetramere im Gitter. 
d)  Theoretisch berechnete diffuse Streuverteilung in der hk0-Ebene. 
e) Entsprechender Ausschnitt der experimentellen diffusen Streuverteilung. 
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mit Gleitbewegungen entlang der Kontaktflächen verbunden sind. Deformationen treten 
im wesentlich nicht im Proteinmolekül auf, sondern beeinflussen den Solventbereich. 
                       
Zum quantitativen Vergleich zwischen dem theoretischem Modell und den 
experimentellen Daten wurde der analytische Ansatz (2) verfolgt. Die Modellparameter 
U und )(ˆ hΓ wurden so abgeschätzt, daß sich maximale lineare Korrelationskoeffizienten 
zwischen den experimentellen diffusen Streukarten und einer theoretischen 
Streuverteilung ergaben, die auf der Basis eines bei 1.5 Ǻ Auflösung verfeinerten 
Modells der Kristallstruktur von Hb berechnet wurden. Abb. 3 zeigt die Ergebnisse der 
Analyse. Der lineare Korrelationskoeffizient zwischen dem Modell und den 
experimentellen Daten beträgt 0.76; im Vergleich dazu ergab ein Konvolutionsansatz (1) 
weit niedrigere Korrelation. Die Hauptrichtungen von U und )(ˆ hΓ werden präzise durch 
die Daten definiert. Die Korrelationslänge in der Richtung schwacher Kopplung 
entspricht 1 - 2 kristallographischen Translationen. Die Korrelationslänge innerhalb der 
{110}-Ebenen beträgt ≥ 6 Translationen. 
 
Die Amplitude der Auslenkung wird durch den Bragg-Term 

)()(2)()( hsUhshh i
T

ieFhklI
i

b
−

�∝=  bestimmt. Es wäre von Interesse, die Kristallstruktur 

im Rahmen eines derartigen Modells zu verfeinern; insbesondere sollte dies zu 
physikalisch relevanteren Temperaturfaktoren führen. Dafür ist eine Weiterentwicklung 
der bereits verfügbaren Verfeinerungsverfahren erforderlich. Die Tatsache, daß der 
Produktansatz (2) die diffusen Streudaten erheblich besser beschreibt als eine 
Konvolutionsmethode deutet darauf hin, daß die diffuse Streuung Information über die 
kontinuierliche Molekültransformierte enthält, die bisher nicht genutzt wurde. 
            
 
3. Kristallstrukturanalyse von Proteinen 
 
Im Rahmen des Forschungsvorhabens wurde eine Reihe wichtiger Proteinstrukturen in 
Kollaborationen mit verschiedenen externen Gruppen gelöst. Diese Arbeiten, deren 
Ergebnisse in der Liste der Publikationen enthalten sind, werden hier nicht näher 
beschrieben. In vielen Fällen wurde anomale Streuung zur Phasierung eingesetzt. Alle 
Messungen wurden an der Beamline BW6 an DORIS durchgeführt. 
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