Fragen der Stoffwechselregulation beantworten kann.
Hier handelt es sich um Probleme von sehr allgemeiner,
iiber das rein akademische Interesse hinausgehender
Bedeutung. Zahlreiche Einfliisse aus der Umgebung,
Nahrungsbestandteile sowie hormonale Faktoren 4n-
dern die Geschwindigkeit der Cholesterin-Synthese,
aber unser Wissen ist noch zu gering, als daB sich sagen
lieBe, an welchen Stellen die physiologische Regulation
am wirksamsten ist. Wenn das Prinzip der negativen
Riickkoppelung, wie in so vielen Reaktionsketten, auch
in der Cholesterin-Synthese auftritt, dann sollte der
erste fiir diese Synthese spezifische Schritt geschwindig-
keitsbestimmend sein und durch Cholesterin, das End-
produkt der Synthesekette, beeinflufit werden. Auf
Grund dieser Uberlegungen kommt besonders die Re-
duktion von Hydroxymethylglutaryl-CoA zu Mevalon-
sdure als Regelstelle in Frage. Es gibt auch experimen-
telle Hinweise dafiir, besonders in den Arbeiten Buchers,
die gezeigt haben, daB cholesterinreiche Nahrung, Ront-
genbestrahlung oder Hunger ihre tiefgreifende Wirkung
auf die Cholesterin-Synthese auf einer Stufe ausiiben,
die mindestens sehr in der Néhe der Mevalonsiure-
Bildung liegt [76]. Diese Arbeitshypothese der hom&o-
statischen Regulation bleibt weiterhin interessant [77],
und man darf hoffen, daf} die raschen Fortschritte in der
Aufklarung von Regelmechanismen im allgemeinen
auch zu einem besseren Verstdndnis der Vorginge fiih-
ren, die an der Regulation der Cholesterin-Biosynthese
im speziellen beteiligt sind.

Parallel mit dem Interesse an den chemischen und en-
zymatischen Aspekten der Cholesterin-Biosynthese ha-
ben auch die Versuche zugenommen, die Rolle der Ste-
rine als Zellbestandteile zu verstehen. Die bekannten
Umwandlungen des Cholesterins im Stoffwechsel, die
Bildung von Steroidhormonen und Gallensduren er-

[76] N. L. R. Bucher [38], S. 46.

[771 M. D. Siperstein u. V. M. Fagan: Advances in Enzyme
Regulation. Pergamon Press, Oxford 1964, Bd. 2, S. 249.

fiillen sicher einen ganz speziellen Zweck, denn man fin-
det sie nur bei Wirbeltieren. In einigen Geweben und
Zellen hat das Cholesterin dagegen eindeutig keine
Stoffwechselfunktion. In Organismen, welche die Ste-
rine nicht metabolisieren, sie aber dennoch produzieren
oder benétigen — und das gilt fiir alle mit Ausnahme der
primitivsten Formen des Lebens —, miissen die Sterine
irgendeine Rolle als strukturelle Zellbestandteile spielen.
Die vergleichende Biochemie zeigt, welcher Art diese
Rolle sein konnte: Bakterien oder blaugriine Algen, d. h.
primitiv organisierte Zellen, die keine von Membranen
umgebene intrazellulire Organellen haben, enthalten
auch keine Sterine. Die Bildung von Strukturen, die mit
Membranen versehen sind und spezielle Funktionen
haben, gilt heute als ein Meilenstein in der evolutioni-
ren Differenzierung [78], und es scheint, daB die par-
allele Entwicklung der Sterin-Biosynthese ein bioche-
mischer Ausdruck der morphologischen Verdnderungen
ist. Die Sterine sind in den differenzierten Zellen nicht
statistisch verteilt, sondern befinden sich bevorzugt an
der cytoplasmatischen Membran und ihren endoplasma-
tischen Erweiterungen. Wir wissen noch nicht, warum
und zu welchem Zweck die Sterine in der Evolution der
Organismen entstanden sind. Mdglicherweise bieten sie
mit der Stabilitdt, Ebenheit und hydrophoben Natur
ihres Molekiilgeriistes eine Kombination von Eigen-
schaften, die sie ganz besonders zur Stabilisierung der
empfindlichen Membranen héher entwickelter Zellen
geeignet sein lieB.

Die hier beschriebenen Untersuchungen sind von folgen-
den Organisationen grofziigig gefdrdert worden:. Na-
tional Institute of Health, National Science Foundation,
Life Insurance Medical Research Fund, Nutrition,
Foundation, Eugene Higgins Trust Fund of Harvard
University.

Eingegangen am 12. April 1965 [A 475]

Ubersetzt von Dr. H. Griinewald, Heidelberg

[78] R.Y.Stanier u. C. B.van Niel, Arch. Mikrobiol. 42, 17 (1962).

Die Rontgenstrukturanalyse komplizierter Molekiile

Nobel-Vortrag am 12. Dezember 1964 {*]

VON PROF. DR. DOROTHY CROWFOOT-HODGKIN

LABORATORY OF CHEMICAL CRYSTALLOGRAPHY, OXFORD UNIVERSITY, OXFORD (ENGLAND)

Das Phinomen der Rontgenbeugung an Kristallen be-
gegnete mir erstmals in einem Buch ,,Concerning the
Nature of Things*, das W. H. Bragg 1925 fiir Schulkin-
der geschrieben hatte. In diesem Buch hieB3 es: ,,Man
kann sagen, daB die Entdeckung der Rontgenstrahlen
unseren Gesichtssinn mehr als 10000-mal verstirkt hat,

[*] © 1965. The Nobel Foundation. — Wir danken der Nobel-
Stiftung, Stockholm, fiir die Genehmigung zum Druck dieser
Ubersetzung.
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so daB wir jetzt sogar einzelne Atome und Molekiile
,,sehen‘‘ konnen‘. Etwa zur gleichen Zeit horte ich auch
zum ersten Male von der Biochemie, und hier erschienen
mir diejenigen Molekiile, die za ,,sehen* mich am mei-
sten verlangte. Als Chemiestudentin in Oxford mit Ro-
binson und Hinshelwood unter meinen Lehrern faszinier-
ten mich die Gebdude, welche die Chemiker mit Hilfe
von Experiment und Imagination errichtet hatten —
aber die Frage lieB mich nicht los, ob es nicht besser
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wire, wenn man tatsichlich ,,sehen‘ kénnte, ob sich so
komplizierte Molekiile wie die Sterine oder das Strych-
nin wirklich so verhalten, wie es das Experiment zeigte.
Der Versuch, mit Rontgenstrahlen zu ,,sehen, war bei
diesen Molekiilen sicher wesentlich schwieriger, als es
die friihe Lektiire des Braggschen Buches vielleicht hatte
vermuten lassen. Mit einigem Zogern begann ich ge-
meinsam mit H, M. Powell meine erste Untersuchung an
Dialkylthallium-halogeniden. Diese Substanzen standen
meinen spéteren Forschungsobjekten zwar fern, waren
aber dennoch auf merkwiirdige Weise mit ihnen ver-
bunden.

Eine Reihe gliicklicher Zufille (so etwa das unvorher-
gesehene Zusammentreffen mit Dr. A. F. Joseph, einem
alten Freund von mir, und Prof. Lowry in der Eisenbahn)
brachte”mich 1932 zu J. D. Bernal nach Cambridge.
Dort kannte unsere wissenschaftliche Welt keine Gren-
zen. In einer Unterabteilung fiir Mineralogie, die sich
wihrend meines Aufenthaltes in eine Unterabteilung fiir
Physik verwandelte, erforschten wir die Kristallographie
zahlreicher Naturstoffe, die Struktur der Fliissigkeiten
und insbesondere des Wassers, wir beschiftigten uns
mit dem Kaliumnatriumtratrat, mit dem isomorphen Er-
satz und der Phasenbestimmung, mit Metall-Kristallen
und Pepsin - Kristallen, und wir spekulierten iiber die
Muskelkontraktion. Biologen und Biochemiker waren
unsere engsten Freunde., Nur ungern verliel ich Cam-
bridge, um zu versuchen, eine akademische Laufbahn
zu beginnen und eines oder zwei der vielen Probleme
zu l6sen, die wir uns gestellt hatten.

Ich brauche hier nicht im einzelnen auf die Theorie der
Rontgenstrukturanalyse von Kristallen einzugehen,
denn dies haben vor langer Zeit W. L. Bragg [1] und vor
2 Jahren abermals in vorziiglicher Weise Perutz und
Kendrew [2] getan. Die benotigten experimentellen Da-
ten sind Rontgendiagramme, die gewOhnlich photogra-
phisch aufgenommen werden, und ihre visuell geschétz-
ten Intensititen. Jedes Rontgendiagramm entspricht
einer Rethe harmonischer Glieder, deren Rekombina-
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des Rontgendiagramms beschreiben., Beide héngen
von der Lage der Atome im Kristall ab, aber nur die
Amplituden lassen sich leicht messen. Perutz und Ken-
drew haben dargelegt, daB die Einfithrung schwerer
Atome an definierten Stellea des untersuchten Kristalls
die Moglichkeit zur direkten Berechnung der Phasen-
winkel aus den beobachteten Amplituden in den Ront-
gendiagrammen isomorpher Kristalle gibt. Man ist da-
mit in der Lage, nach ciner ausreichenden Zahl von
Messungen die Elektronendichte zu ermitteln und damit
die gesamte Struktur des Kristalls vor seinen Augen aus-
gebreitet zu sehen. Die vor zwei Jahren von Perufz und
Kendrew beschriebenen Berechnungen waren eine er-
staunliche Leistung. Viele zehntausend Reflexe muBiten
fiir finf oder sechs Kristalle gemessen werden, um die
Verteilung der Elektronendichte im Myoglobin und
Himoglobin zu erhalten. In vielen anderen Fillen sind
die Voraussetzungen fiir eine direkte Berechnung der
Flektronendichte aber nicht gegeben, und man kann
sich der endgiiltigen Antwort dann nur schrittweise
nihern. Wenn sich die Orte einiger Atome, besonders der
schwereren, finden lassen, so kann man von diesen
Punkten aus mit der Berechnung der Elektronendichte
beginnen, die zwar zunichst unvollstindig ist, aber
neue Gebiete im Kristall erschlieBt. Man wiederholt die
Berechnung dann so lange, bis die gesamte Atomvertei-
lung klargeworden ist.

Als ich am Anfang meiner Untersuchungen stand, wur-
den zwei wesentliche Hilfsmittel verfiigbar: die Patter-
son-Synthese und die Beevers-und-Lipson-Streifen.
Patterson zeigte, daB eine erste, direkt aus den Grund-
daten berechnete Fourier-Synthese, der also noch
keine Information iiber den Phasenwinkel zugrunde-
liegt, diec Léange und Orientierung der interatomaren
Vektoren im Kristall ergibt [3]. Damit konnte man in
einfachen Strukturen die gesamte Atomanordnung er-
halten, und in komplizierteren Fillen wenigstens die
Lage der schweren Atome. Beevers-und-Lipson-Streifen
[4] gaben einem armen Kristallographen die Moglich-
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tion eine Darstellung des rontgenbeugenden Materials
im Kristall, d. h. der Elektronendichte, gibt. Die Be-
rechnung verlangt die Summation einer Fourier-Reihe,
deren Glieder die Amplituden und Phasen der Reflexe

[11 W. L. Bragg: Les Prix Nobel 1921.

[2]1 M. F. Perutz, Angew. Chem. 75, 589 (1963); J. C. Kendrew,
ibid. 75, 595 (1963).
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Abb. 1. Erste Stufen der Rontgenanalyse von Cholesteryljodid. Oben:
Patterson-Projektion l4ngs der b-Achse. Die stiirksten Maxima entspre-
chen Jod-Jod-Vekioren. — Unten: Projektion der Elektronendichte-
Verieilung, berechnet mit Hilfe der aus den Jod-Beitrigen ermittelten
Phasenwinkel. Die Umrisse zweier Sterinmolekiile, die durch eine zwei-
zdhlige Schraubenachse in Beziehung stehen, sind eingezeichnet.

[3]1 4. L. Patterson, 7. Krist. A, 90, 517 (1935).
[4] C. A. Beevers u. H. Lipson, Proc. physic. Soc. 48, 772 (1936)
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keit, mit seinen Rechnungen zu beginnen, denn jeder
Streifen zeigt eine wellenférmige Verteilung, die einem
Glied einer Fourier-Reihe entspricht. Ich habe noch
heute den Brief von Beevers und Lipson, in dem sie mir
einen Kasten solcher Streifen fiir 5 £ anboten — ich
habe den Kasten dann gekauft.

Unsere frithen Versuche zur Strukturanalyse erscheinen
heute recht primitiv. Cholesterylchlorid und Choleste-
rylbromid erwiesen sich als nicht genligend isomorph,
als daf} sich ihre Kristallstrukturen durch direkte Pha-
senbestimmung hétten 16sen lassen. Wir gingen daher
zum Cholesteryljodid iiber, dessen schweres Atom im
Kristall mit Hilfe der Patterson-Synthese leichter zu lo-
kalisieren war (Abb. 1) und gleichzeitig stdrker zur
Streuung der Rontgenstrahlen beitrug [5]. Harry Car-
lisle zeigte, daB man die Lage der Atome in drei Di-
mensionen angeben konnte, wenn man Abschnitte und
Linjen in der dreidimensionalen Elektronendichtevertei-
lung mit Hilfe von Phasen berechnete, die anfangs allein
aus den Beitrdgen des Jod-Atoms zur ROntgenbeugung
ermittelt worden. Er brauchte mit Beevers-Lipson-Strei-
fen Monate fiir diese Berechnungen, die maan heute in
wenigen Stunden erledigen konnte. Die gefundene
Atomverteilung bestitigte die nach Bernals erster Ront-
genanalyse modifizierte Sterinformel von Rosenheim
und King und von Wieland und Dane [6]. Wir suchten
daher nach einer Verbindung, deren Struktur etwas un-
bekannter war.

Chain und Abraham iiberredeten uns, das Penicillin zu
untersuchen, noch bevor die Substanz kristallisiert wor-
den war. Ich ziichtete Kristalle dieses Antibiotikums fiir
die Rontgenanalyse aus drei Milligramm des Natrium-
salzes, das wihrend des Krieges vom Squibb Research
Institute zu Sir Henry Dale geflogen worden war. Ich
tat dies unter der wachsamen Aufsicht von Kathleen
Lonsdale, die mir die Substanz aus London gebracht
hatte. Spiter ziichteten wir auch Kristalle des Kalium-
und Rubidium-benzylpenicillins, und hofften, so eine
isomorphe Reihe zu erhalten, Aber das Natriumsalz war
mit den beiden anderen Salzen nicht isomorph, und die
Kalium- und Rubidium-Ionen befanden sich in La-
gen, in denen sie nur zur wenigen Reflexen beitragen
konnten. Ein Vergleich der sehr unvollstindigen Elek-
tronendichteverteilungen, die fiir beide Reihen berech-
net worden waren, gab schlieBlich die Losung. Aber die
Methoden, mit deren Hilfe die Elektronendichtevertei-
lungen ermittelt wurden, bestanden angesichts unserer
geringen Rechenmoglichkeiten mehr im Einfallsreichtum
meiner Mitarbeiter, Charles Bunn und Barbara Low, als
in einem allgemeinen, fiir die heutige Strukturermitt-
lung brauchbaren Verfahren [7]. Die Struktur des ver-
haltnisméfig kleinen Penicillin-Molekiils wiirde man
heute ganz anders untersuchen, ndmlich mit Hilfe der
Methode des schweren Atoms, fiir die eine einzige kri-
stalline Form geniigt. Beispielsweise ist es einfach, mit
Hilfe biosynthetischer Verfahren ein schweres Atom,

[5] C. H. Carlisle u. D. Crowfoet, Proc. Roy. Soc. (London)
A, 184, 64 (1945),

[6] J. D. Bernal, Nature (London) 129, 277 (1932).

[7} D. Crowfoot, C.W. Bunn, B.W. Rogers-Low u. A.Turner
Jones: The Chemistry of Penicillin. Princeton University Press
1949, S. 310.
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etwa Brom, in das Molekiil einzufiihren. Die dreidimen-
sionale Lage dieses Atoms 148t sich eindeutig mit Hilfe
einer Patterson-Synthese berechnen. Die anderen Atom-
lagen ergeben sich dann ohne jede Schwierigkeit aus der
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Abb. 2. p-Bromphenoxymethylpenicillin. Elektronendichte in der Um-
gebung der Atomschwerpunkte in Projektion auf die c-Ebene. Die Ab-
stinde zwischen den Linien betragen le/A3 (X. J. Warson).

anschlieBend berechneten dreidimensionalen Elektro-
nendichteverteilung und erscheinen bei der Verfeinerung
in vorziiglicher Xlarheit. In Abbildung 2 ist die Elek-
tronendichteverteilung des p-Bromphenoxymethylpeni-
cillins (1) [8] wiedergegeben, das Dr. Margreiter her-

stellte.
H;C_ s NH-IC-CHZ-O‘O—BI‘
HacL\'-I
HO,C” Y,

(1)

Figentlich ist es nicht einmal ndtig, in Molekiile dieser
Art ein schweres Atom einzufiihren. Das in ihnen ent-
haltene Schwefelatom ist bereits schwer genug und er-
fiilllt seinen Zweck bei der Strukturanalyse etwa des
Natriumbenzylpenicillins fast ebenso gut wie ein Brom-
Atom. Maslen und Abrahamsson haben am Penicillin V
[91 und am Cephalosporin C [10] gezeigt, dafl man mit
etwas Miihe das Schwefel-Atom in der Kristallstruktur
eindeutig lokalisieren kann, und daB sich die restlichen
Atome dann aus der Vektor-Verteilung relativ zum
Schwefel-Atom finden lassen. Abbildung 3 zeigt die
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Abb. 3. Cephalosporin Cc. Projektion der Elektronendichte in der Um-
gebung der Atomschwerpunkte lings der Achse a. Die Abstinde zwi-
schen den Linien betragen 2e/A3 (R. Diamond).

[81 K. J. Watson, unveréffentlicht.

[91 S. Abrahamsson, D. C. Hodgkin u. E. N. Maslen, Biochem.
J. 86, 514 (1963).

[10) D. C. Hodgkin u. E. N. Maslen, Biochem. J. 79, 393 (1961).
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o NH-C-(CHz)s~CH-COzH
N. O NH,
T
(2)

Elektronendichteverteilung im Kristall des Cephalo-
sporins Cc (2), eines besonders interessanten Antibioti-
kums, das Abraham und Newton herstellten. Man er-
kennt aus der Abbildung mit Leichtigkeit die chemische
Struktur der Verbindung: Ein viergliedriger 3-Lactam-
ring ist an einen sechsgliedrigen schwefelhaltigen Ring
gebunden. Cephalosporin Cc kristallisiert mit einem
Molekiil Essigsdure, die im Kristall zwischen den langen
Ketten liegt [11].

Das Schwefel-Atom im Cephalosporin C trdgt zur
Rontgenbeugung etwa soviel bei wie ein Sechstel des
restlichen Molekiils. Das Verhéltnis ist damit ungefahr
das gleiche wie beim Kobalt im Vitamin By, d. h. im

a

Cyanocobalamin, Als uns Dr. Lester Smith die ersten
Kristalle dieses gegen die perniciose Andmie wirksamen
Faktors bald nach seiner Isolierung durch Dr. Folkers
und seine Mitarbeiter brachte, wufiten wir iiber dieses
Molekiil absolut nichts. Zwei iiber Nacht aufgenommene
Rontgendiagramme zeigten, da3 das Molekulargewicht
in der Grofenordnung von 1500 liegen mufite. Die Ver-
bindung ist so kompliziert, daf} selbst ihre Summenfor-
mel am besten mit Hilfe einer Réntgenanalyse ermittelt
wird. In ihren Umrissen nahm die R&ntgenstrukturana-
lyse den gewohnten Gang: dreidimensionale Patterson-
Synthese, dreidimensionale Fourier-Synthese und Er-
mittlung der Atomlagen durch immer neue Rechnungs-
cyclen, doch kann diese duBerliche Beschreibung kaum
einen Eindruck davon vermitteln, durch welche Stadien
verwirrten Halbwissens wir uns zu kidmpfen hatten.
Wiederum spielte es eine groBe Rolle, daB wir das
Corrin-Geriist, welches das Kobalt-Atom umgibt, in
sehr verschiedenen Kristallen analysieren konnten [12].
Uns standen Cyanocobalamin-Kristalle zur Verfiigung

HO;C-CHg
] Hy O
HyC :
HO,C-HyC H
H3C"' vvCHg‘CHz'Cozﬁ

H3C” (3)

H
HOZC’ HzC "‘CH3

HOZC-115C-HyC ¢ CHs

HoC CHs CH,-CHy- CONH,

[111 R. D. Diamond, Dissertation, Oxford 1963.

{12} D. C. Hodgkin, J. Kamper, J. Lindsey, M. Mackay, J. Pick-
worth, J. H. Robertson, C. B. Shoemaker, J. G. White, R. J. Pro-
sen u. K. N.Trueblood, Proc. Roy. Soc. (London) 4, 242, 228
(1957).
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und einige, oder vielleicht besser: ein Kristall einer
Hexacarbonsiure(3), die Canon, Johnsonund Todd durch
Abbau aus dem Cyanocobalamin gewonnen hatten.

Hilfe gewihrten uns auch Freunde, die iiber elektronische
Rechenmaschinen verfiigten. Es war ein besonders gliickli-
cher Tag, als Kenneth Trueblood bei einem sommerlichen Be-
such in Oxford in unser Laboratorium kam und uns anbot,
Berechnungen mit einer schnell arbeitenden elektronischen
Rechenmaschine in Californien ausfithren zu lassen — ko-
stenlos und mit herrlicher Genauigkeit. Diese Berechnungen
gehdren noch heute zu den besten Beispielen dafiir, wie die
Atomlagen im Verlauf der Ermittlung der Elektronendichte-
verteilung allmihlich deutlicher und deutlicher hervortreten
[13]). Beispicle zeigt die Abbildung 4.

Als bester Beweis fiir die Struktur des Corrin-Geriistes
im Vitamin By, darf das Ergebnis der Rontgenanalyse
der Cobyrsiure (4) gelten, Diese Verbindung (Faktor
Via) bildet orange-rote Kristalle. Sie wurde in sehr klei-
nen Mengen von Bernhauer, Wagner und Wahl [14] aus

Abb. 4. Elektronendichteverteilung im Corrin-Gerist der Hexacarbon
sdure (3) auf verschiedenen Stufen der Berechnung. Die Phasen-
winkel wurden ermittelt a) allein aus den Beitrdgen fiir Kobalt, b) aus
den Beitrigen fiir Kobalt und das Corrin-Geriist mit Ausnahme des
Kohlenstoffatoms 10, c) aus den Beitrigen fir Kobalt und sdmtliche
Atome des Corrin-Geriistes. AuBer beim Kobaltatom betragen die Ab-
stinde zwischen den Linien le/A3,

Klirschlamm isoliert. Die Rontgenanalyse gelang mit
Hilfe eines Verfahrens, das mir noch heute als bemer-
kenswert erscheint.

Die Kristalle sind monoklin, Raumgruppe P2, sie enthalten
zwei Molekiile in der Elementarzelle, und Rontgenaufnah-
men mit Kupfer-Ko-Strahlung zeigen deutlich den Einflufl
einer anomalen Dispersion (Abbildung 5, Fpu * Fig)-

Diese Ungleichheit in den Intensititen kommt zustande durch
eine kleine Phaseninderung bei der Beugung am Co-Atom,

- 7 .
k< 00—k 570
Abb. 5. okl-Reflexe von einer Probe des Faktors Via. Die Asymmetrie
zu beiden Seiten der durch Pfeile gekennzeichneten Linie ist deutlich
zu erkennen.

[13]1 D. C. Hodgkin, J. Pickworth, J. H. Robertson, R. J. Prosen
R. A. Sparks u. K. N.Trueblood, Proc. Roy. Soc. (London) A4,
251, 306 (1959).

[14] K. Bernhauer, F. Wagner u. D. Wall, Biochem. Z. 334, 279
(1961).
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das in der Nihe der Wellenlinge der Cu-Ka-Strahlung eine
Absorptionskante hat. Dadurch wird es méglich, zur Bestim-
mung des Phasenwinkels ein Verfahren zu benutzen, das zu-
crst Bijvoet, Ramachandran und andere [15,16] vorgeschla~
gen haben und das in Abbildung 6 skizziert ist. Durch Mes-

270 270
&8% (al b}

Abb. 6. Phasenbestimmung in einem monoklinen Kristall, Beispiel:
Cobyrsiure,

a) In einem Paar isomorpher Kristalle. Hier kénnen F-Werte fiir den
substitvierten vund unsubstituierten Kristall sowie fiir die schweren
Atome (F, FR und FyH) ermittelt werden, aber die Bestimmung des
Phasenwinkels ist zweideutig an der Linie 0--180 im Argand-Diagramm
(Spiegelung).

b) In einemn Einkristall, der ein anomal streusndes A tom enthilt, kénnen
Fnki und Fhkl sowie F, und F_ unterschieden werden, aber FR ist im
allgemeinen unbekannt, und der Phasenwinkel ist in Bezug auf die Linie
90—270 unbestimmt. Bei der Untersuchung der Cobyrsidure wihlten wir
den ndher an FH gelegenen Phasenwinkel.

sung der Intensititen der Fpi- und Fgij-Reflexe konnten
Dale und Venkatesan 1994 Reflexen, das ist etwa der Hilfte
aller beobachteten Reflexe, verhiltnismidBig genaue Phasen-
winkel zuordnen. Die Berechnung setzt voraus, daB man den
Ort des Kobaltatoms kennt, doch 148t sich dieser durch eine
Patterson-Synthese leicht finden.

Die erste mit Hilfe dieser 1994 Reflexe berechnete Elek-
tronendichteverteilung zeigte das gesamte Molekiil und
seine Kristallstruktur. Die Forme!l der Cobyrsdure (4)
hitte sich daraus ohne weiteres ableiten lassen, obwohl
diese Elektronendichteverteilung genau genommen von

v)

Abb. 7a. Fiir Cobyrsidure (Faktor Via) aus pl berechnete Elektronen-
dichteverteilung. Beginnend mit der Zwei-Elektronen-Linie betrdgt der
Abstand zwischen den Linien lefA3. An einigen Stellen ist punktiert die
Ein-Elektronen-Linie eingezeichnet worden, um eine Atomlage zu mar-
Kieren,

[LS] A. F. Peerdeman u. J. M. Bijvoet, Acta crystallogr. 9, 1012
(1956).

[16] G. N. Ramachandran u. S. Raman, Current Sci. 25, 348
(1956); 8. Raman, Proc. Indian Acad. Sci. 47, 1 (1958).
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jedem Atom nur einen Teil zeigt (Abb. 7a). Weitere
Berechnungscyclen ergaben dann die volle Elektronen-
dichteverteilung. In dieser sind, wie aus Abbildung 7b
zu erkennen ist, sogar die Positionen einiger Wasser-
stoffatome sichtbar. Das Molekiil liegt in der Form

Hz‘ CONHz

:Hz CHs (:JHs

Hz' CONHZ
HNOC-HC

HSC"' "'CHz‘CHz'CONHz
H;C 1 4)
H,NOC-H2C ---CHg
H;
HO3C-HzC-HpC- {
Hy CH3 (CH,-CH;-CONH;

eines Aquo- oder Hydroxy-cyanids vor, wobei die
Cyanid-gruppe den im Cyanocobalamin vorhandenen
Nucleotidrest und das Wassermolekiil die im Cyano-
cobalamin vorhandene Cyanidgruppe ersetzt {17].

! (H y
C-9 C-10
Tae/a 78] AN T / N e-19

Abb. 7b. Ausschnitt aus der Differenzkarte Ap6, die fiir Cobyrsidure be-
rechnet wurde. Man erkennt die Wasserstoffatome an C-24 und C-10.

Einzelheiten der Kristallstruktur des Faktors Vi, sind
fiir das chemische Verhalten dieser Verbindung von Be-
deutung (Abb. 8). So sind die Amidgruppen an der
Peripherie des Molekiils durch Wasserstoftfbriicken mit
den Amidgruppen benachbarter Molekiile entweder di-
rekt oder iiber Wassermolekiile verkniipft. Eine Aus-
nahme macht lediglich die Amidgruppe am Ende der
Seitenkette an C-7, die ins Innere des Molekiils gewen-
det ist und mit dem Wassermolekiil am Kobaltatom
eine Wasserstoffbriicke bildet. Die dabei auftretenden
Krifte reichen aus, um die Lage des Kohlenstoffatoms 7
zu verzerren. Gleichzeitig gelangt die Amidgruppe in die
Nihe des C-Atoms 8, mit der sie in der Hexacarbonsédure
(3) einen Lactamring bildet. Das am Kobaltatom
stehende Sauerstoffatom muf} Teil eines Wassermole-
kiils und nicht Teil einer Hydroxygruppe sein, denn die
orange-roten Kristalle der Verbindung fallen bei sauren
pH-Werten aus (vgl. das Verhalten von Hidmoglobin
und Myoglobin). Im Kristall ist dieses Sauerstoffatom
iiber ein weiteres Wassermolekiil mit der Carboxygruppe
eines benachbarten Molekiils verkniipft. Es miifite leicht
sein, das System

H-O-H~Q-H~0-C-0

H

{171 D. Dale, D. C. Hodgkin u. K. Venkatesan: Crystallography
and Crystal Perfection. Academic Press, London 1963, S. 237.
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Abb. 8. Kristallstruktur der Cobyrsiure in einer Projektion lings der
a-Achse. Molekiile mit Schwerpunkt bei x sind durch kraftige Linien,
Molekiile mit Schwerpunkt bei x durch schwiichere Linien gekennzeich-
net. Punktierte Linien bedeuten Wasserstoffbriicken.

durch die Verschiebung von zwei Wasserstoffatomen
innerhalb des Kristalls in das System

H-0-H-0HO-C=0
H

umzuwandeln, und es wire interessant zu priifen, ob
diese Verschiebung zweier Wasserstoffatome wie im
Kaliumnatriumtartrat unter dem Einfluf eines elektri-
schen Feldes eintritt.

Die Atomabstinde im Corrin-Geriist des Faktors Vj,
entsprechen einer Struktur mit 6 in Resonanz befind-
lichen Doppelbindungen [12]. Diese Entsprechung ist so
genau (Abb. 9), daB es an der Formel (4) kaum einen
Zweifel geben kann. Es war fiir mich ein bedeutendes
Erlebnis, als J. D. Dunitz im letzten Sommer vor der
Royal Society berichtete, dal} er bei der Rontgenanalyse
des von Eschenmoser und Mitarbeitern [18] im gleichen
Jahr synthetisierten Nickel-Corrin-Derivates (5) zu ganz
dhnlichen Resultaten gekommen ist. Das Molekiil ist
zwar insgesamt kleiner (Abb. 10), aber die Identitiit
seines Kohlenstoffgeriistes mit dem der Cobyrsédure ist
sicher.

[18] E. Bertele, H. Boos, J. D. Dunitz, F. Elsinger, A. Eschenmo-
ser, 1. Felner, H. P. Gribi, H. Gschwend, E. F. Meyer, M. Pesaro

u. R. Scheffold, Angew. Chem. 76, 393 (1964); Angew. Chem.
internat. Edit. 3, 490 (1964).
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Abb. 9. Atomabstinde, die fir Cobyrsdure aus p6 ermittelt
wurden (untere Zahlen), und Werte, die fiir ein System mit
sechs in Resonanz befindlichen Doppelbindungen errechnet
wurden (obere Zahlen).

Neuerdings haben Durnitz und Meyer die Struktur des
Nickel-Corrins iiber mehrere Stufen verfeinert. Dabei
ergaben sich Atomabstinde (Abb. 11), deren Uberein-
stimmung mit theoretisch berechneten Werten so gut ist,

t\@z)))

@

Abb. 10. Elektronendichteverteilung in der Umgebung der Atome im
Nickel-Corrin-Derivat (5) (Dunitz und Meyer).

daB man geneigt ist, dic noch bestehenden kleinen Ab-
weichungen fiir real zu halten, beispielsweise bei den Ab-
stinden C(9)-N(21) und C(11)-N(22). Auch in der Reihe

der natiirlich vorkommenden Corrine besteht an diesen
Stellen eine Tendenz zu gréBeren Atomabstidnden als von
der Theorie ermittelt.
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Bemerkenswertérweisc ist in den natiirlich vorkommen-
den Verbindungen sogar der innere Ring des Corrin-
Geriistes nicht vollkommen eben, und gleiches gilt fiir
die synthetische Substanz, Im Nickel-Corrin (5) sind die

Abb. 11. Im Nickel-Corrin-Derivat (5) gemessene Atomabstinde
(Dunitz und Meyer).

Abweichungen Klein, aber sehr regelmiBig und tetra-
edrisch in Bezug auf das Nickelatom. Die an das Nickel-
atom gebundenen Stickstoffatome liegen abwechselnd
ober- und unterhalb der durch das Nickelatom und die
vier Stickstoffatome gehenden Ebene der Kkleinsten
Quadrate. Diese Unebenheit hat ihre Ursache zweifellos
in der Stereochemie des fiinfgliedrigen Ringes
C(1)-C(19)-N(23)-Ni-N(20). In den natiirlich vorkom-
menden Corrinen sind die Abweichungen verschieden,
je nachdem ob die Verbindung einen Nucleotidrest ent-
hilt oder nicht. In unsubstituierten Verbindungen und
besonders in der Cobyrsidure (4) haben die Abweichun-
gen die gleiche Richtung wie im Nickel-Corrin-Derivat
(5), und wie in diesem Molekiil befinden sich die Koh-
lenstoffatome 5 und 15, an denea die Kohlenstoffatome
35 bzw. 53 stehen, auf entgegengesetzten Seiten der
Ebene, in der das Kobaltatom und die vier inneren
Stickstoffatome liegen. Dagegen befinden sich die C-
Atome 5 und 15 in nucleotidhaltigen Verbindungen auf
der gleichen Seite dieser Ebene. In beiden Reihen ist die
Abweichung im Gebiet des Kohlenstoffatoms 35 am
stirksten, da sich dieses in einer sterisch besonders ge-
dringten Nachbarschaft befindet.

Cobyrsiure (4) ist die natiirliche Vorstufe des bemer-
kenswertesten Molekiils dieser Reihe, des Co-5"-Desoxy-
adenosylcobalamins (6), des von Barker entdeckten
Coenzyms, das eigentlich als Vitamin B; zu bezeichnen
ist. Dr. Galen Lenhert ziichtete 1960 aus Material, das
wir von Dr. Barker erhalten hatten, in wiBriger Lésung
in Kapillarréhrchen Kristalle, von denen wir Rontgen-
aufnahmen in der Mutterlauge anfertigten. Wiederum
wurden die Intensititen der Rontgenreflexe gemessen,
und Patterson-Synthesen sowie Elektronendichtevertei-
lungen wurden berechnet, wobei wir die Atome in den
am besten bekannten Teilen des Cobalamin-Molekiils
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zuerst lokalisierten. Ich solite an diesem Punkt vielleicht
erwihnen, dafl der groBle Vorteil der rontgenanalytischen
Strukturbestimmung darin besteht, daB sich auch un-
erwartete und iiberraschende Strukturen mit vollkom-
mener Sicherheit erkennen lassen. Abbildung 12 zeigt
die Struktur, die wir fiir das Vitamin B, fanden. Links
steht die Elektronendichteverteilung in dem Gebiet des

lal b}

Abb. 12. a) Elektronendichteverteilung im Adenosyl-Rest, berechnet
aus dem Réntgendiagramm von Dimethylbenzimidazolcobamid-Co-
enzym, Phasenwinkel fiir diese Berechnung wurden aus der Lage aller
Atome im Molekiil mit Ausnahme der hier gezeigten ermitteit. Obwohl
die Abbildung nur einen Teil der Elektronendichte-Verteilung zeigt, er-
kennt man, daB die Gewichte der Maxima der chemischen Struktur ent-
sprechen (P.G. Lenhert).

b) Atomlagen im Coenzym-Molekiil in einer Projektion lings der
kristallographischen b-Achse.

OH OH
H H
HyC Ng/ N N\
\Y | N
N Z
NH;
H;N-OC-HzC-HoC g
i Hs -CO-
H,N-OC-HzC, Hp-CO-NIL,
‘B »CH;-CHy-CO-NH;
HyC
HyC

(6)
HII\I-OC-HZC-HZC"

H,C HyC | CHsCH,- CHy-CO-Nil
|
ll(lj - (,1‘13 CH3
Ny X
O N
\'PI\ N CHs
O ™o HO
H
HOH,C N/ H

Molekiils, dessen Struktur unbekannt war, und rechts
erkennt man die Atomanordnung des gesamten Mole-
kiils, wie sie sich aus der vollstindigen Elektronendichte-
verteilung ergibt. Man sieht, daf3 das Kohlenstoffatom 5’
des Adenosylrestes direkt an das Kobaltatom gebunden
ist, vgl. Formel (6) [19]. Das erklirt die groBe Instabili-

[19]1 P. G. Lenhert u. D. C. Hodgkin, Nature (London) /92, 937
(1961).
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Abb. 13. Atomorte im Vitamin By, a) projiziert auf die Ebene der
kleinsten Quadrate, die durch das Kobaltatom und die vier inneren
Stickstoffatome 1&uft, b) in einer Projektion Iings dieser Ebene in der
Richtung C(5)—C(15), c) in einer Projektion langs dieser Ebene in der
Richtung C(10)—Co.

tidt des Molekiils im Licht und in Gegenwart von Cyanid-
Tonen, die dazu gefiihrt hat, daB man bei fritheren Un-
tersuchungen die Existenz dieser Verbindung nicht er-
kannte und statt ihrer das Cyanocobalamin isolierte.

Die Geometrie des Coenzym-Molekiils ist in ihrer
Kompliziertheit faszinierend. Die Form des Corrin-
Geriistes mit der direkten Bindung zwischen den Ringen
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A und D und die Stelluog der Methylgruppe C-24 [*]
fithren dazu, daB sich Ober- und Unterseite des Corrin-
Geriistes stereochemisch stark unterscheiden. Durch die
Stellungen der Methylgruppe und der Acetamid- und
Propionamid-Seitenketten werden diese Unterschiede
noch verstirkt (vgl. Abb. 13). Von der Unterseice her ist
das Kobaltatom durch die Methylgruppe C-24 abge-
schirmt, und alle auf dieser Seite an das Kobaltatom
gebundenen Gruppen sind leicht zu substituieren. Da-
gegen konnen von der Oberseite her sehr verschieden-
artige Liganden an das Kobaltatom gebunden werden.

Befinden sie sich einmal in dieser Stellung, so werden
sie von nicht-polaren Gruppen eingeschlossen, da die
Methylgruppen und Seitenketten zum Teil auf der
Ebene des Corrin-Geriistes senkrecht stehen. So sind die
an der Oberseite des Molekiils gebundenen Liganden
gegen Reaktionen mit dem umgebenden Medium ge-
schiitzt, bis sie fiir biochemische Umwandlungen bend-
tigt werden. Von daher 148t sich die Funktion der
Cobalamine verstehen, beispielsweise die Rolle, die sie
bei der Ubertragung von Methylgruppen spielen. Im
Laboratorium wird Methylcobalamin synthetisiert, in-
dem man Aquocobalamin reduziert, vermutlich zum
Cobalaminhydrid, das mit Diazomethan oder Methyl-
sulfat leicht eine Methylgruppe austauscht. Auch in der
Natur scheint die Ubertragung einer Methylgruppe die
vorherige Reduktion des Molekiils vorauszusetzen. Un-
tersuchungen von D. D. Woods und Mitarbeitern spre-
chen dafiir, daB Methylcobalamin als Zwischenprodukt
auf einem derjenigen Stoffwechselwege aaftritt, auf de-
nen Methylgruppen von der Methyltetrahydrofolsidure
zum Homocystein unter Bildung von Methionin iiber-
tragen werden [20]. Andere Wirkungen der Vitamin-
Bj2-Coenzyme lassen sich im einzelnen noch nicht er-
kldren; dies gilt besonders fiir die Beteiligung an Iso-
merisierungen, die zu ihrer Entdeckung fiihrte. Wie ein
so komplexes System in eine so einfach erscheinende
Umwandlung wie die des Methylmalonates zur Bern-
steinsdure eingreift, ist noch immer eine offene Frage.
Moglicherweise sind hier die Fidhigkeit des Kobalt-
atoms, seine Wertigkeit zu dndern, Abwandlungen im
Corrin-Geriist und die leicht eintretende homolytische
Offnung der Kobalt-Kohlenstoffbindung von Bedeutung
[21]. Um Klarheit iiber den Reaktionsverlauf und tiber
eventuell auftretende instabile Zwischenprodukte zu ge-
winnen, wird es nétig sein, die Wirkungsweise des Mole-
kiils besonders in Gegenwart des ,,zustdndigen* En-
zyms zu beobachten.

Die Kenntnis der Struktur der hier genannten Verbin-
dungen hat auch zu einigen praktischen Resultaten ge-
fiihrt. So konnten Sheehar und Henery-Logan [22] Peni-
cillin V synthetisieren. Vitamin B13-Coenzym, noch vor
einigen Jahren nur mit Schwierigkeiten in mg-Mengen
zuginglich, 148t sich heute leicht aus Cyanocobalamin ge-
winnen. Dr. Lester Smith hat Kristalle hergestelit, die

[*] Numerierung siche Abb. 11.

[20] M. A. Foster, M. J. Dilworth u. D. D. Woods, Nature (Lon-
don) 201, 39 (1964).

[21]1 K. Bernhauer, O. Miiller u. F. Wagner, Angew. Chem. 75,
1145 (1964).

[22] J. C. Sheehan u. K. R. Henery-Logan, J. Amer. chem. Soc.
81, 3089 (1959).
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einen Durchmesser von 0,5 ¢cm haben. Sicher wird es
R. B. Woodward bald (und ohne Zweifel in hochst ele-
ganter Weise) gelingen, auch das Cyanocobalamin selbst
zu synthetisieren. Die Synthese von Molekiilen dieser
GroBenordnung geht Mikroorganismen aber sehr viel
leichter , von der Hand* als dem Chemiker, und daher
werden sie auch weiterhin die wichtigste Quelle fiir diese
Verbindungen bleiben. Die Kenntnis der Struktur und
die Synthese dieser Verbindungen sollten aber dazu
fithren, daB wir ihre Biogenese und die Rolle, die sie im
Stoffwechsel spielen, verstehen kénnen. Das sollte uns
die Moglichkeit geben, die chemischen Vorgidnge im
Korper zu regulieren, wenn sie aus irgendwelchen Griin-
den in Unordnung geraten.

Ich méchte hier nicht den Eindruck hervorrufen, daB
sich alle Strukturfragen mit Hilfe der Rontgenanalyse
16sen lieBen oder daB alle Kristallstrukturen leicht auf-
zuklidren wiren. Wahrscheinlich habe ich selbst mehr
Zeit mit erfolglosen als mit gelungenen Arbeiten ver-
bracht. Ich mdchte daher an Hand unserer Versuche zur
Rontgenanalyse des Insulins einige der Schwierigkeiten
andeuten, mit denen man zu kdmpfen hat.

Insulin ist ein Molekiil, dessen Molekulargewicht etwa
6000 betrigt, ein sehr grofes Molekiil also, aber klein,
wenn man es als Protein betrachtet und beispielsweise
mit Myoglobin und Hidmoglobin vergleicht. Obwohl
man seine chemische Struktur seit den Arbeiten von
Sanger [23] kennt, weil man noch immer nicht, was
eigentlich das Molekiil so lebenswichtig macht. Nach
dem oben Gesagten hoffen wir, daB man seine Wirkung
vielleicht verstehen und beeinflussen kann, wenn man
die molekulare Geometrie kennt und weil, wie sich die
Peptidketten im Molekiil und die Molekiile im Kristall
zusammenfiigen. 1nsulin kristallisiert in mehreren Mo-
difikationen, und die sehr verschiedenen Grade der
Kompliziertheit dieser Formen scheinen signifikant zu
sein. In sauren Insulinsalzen ist das Molekiil offenbar
dimer, wobei die beiden Insulin-Molekiile durch eine
zweizihlige Symmetrieachse miteinander in Beziehung
stehen [24]. Zweizihlige kristallographische Achsen set-
zen auch die Insulin-Molekiile in einer metallfreien ku-
bischen Form des Insulins in Beziehung, die 4bel 1927
entdeckte [25]. Bisher sind diese Kristalle nur als dulerst
kleine rhombische Dodekaeder erhalten worden. Kri-
stallform und Symmetrie lassen vermuten, daf3 hier sechs
Insulin-Dimere zu cinem grofleren Aggregat mit der
Symmetrie 23 zusammengefaBt sind, was an die Struk-
tur kleiner Viren erinnert [26]. Es ist aber schwierig, von
diesen Kristallen ausreichende Rontgendiagramme zu
bekommen, um diese Hypothese zu priifen. In allen
Insulin-Kristallen und in Ldsungen, die geniigend Zink
oder andere dhnliche zweiwertige Metallionen enthalten,
treten definierte Aggregate von sechs Insulin-Molekiilen
auf. Diese haben das Molekulargewicht 36000, das

23] A. P. Ryle, F. Sanger, L. F. Smith u. R. Kitai, Biochem.
J. 60, 541 (1955).

[24] B.W. Low and J. R. Einstein, Nature (London) 186, 470
(1960).

[25] J. J. Abel, E. M. K. Geiling, C. A. Rouiller, F. K. Bell u.
O. Wintersteiner, J. Pharmakol. exp. Therapeut. 31, 65 (1927).

[26] M. M. Harding, D. C. Hodgkin, A. F. Kennedy, 4. O’ Connor
u. P. D. J. Weitzmann, unverdffentlicht.
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Svedberg erstmals 1935 bestimmt hat [27]. Das Insulin-
Hexamer entspricht der Elementarzelle in den rhom-
boedrischen Kristallen, und es ist die unsymmetrische
Einheit in der monoklinen Form, die in Gegenwart von
Phenol auftritt. Das Verhdltnis von Zink zu Insulin-
Molekiilen betragt 2:6, und die Symmetriebeziehungen
lassen vermuten, dal3 das Zink auf einer dreizédhligen
Achse liegt, um die herum die Insulin-Molekiile so an-
geordnet sind, daB sie untereinander durch zwei- und
dreizdhlige Achsen in Beziehung stehen. Die Symmetrie-
verhiltnisse sind mit Hilfe von Funktionen ermuittelt
worden, die Rossman und Blow beschrieben haben [28].
In Gegenwart von Halogeniden tritt eine andersartige
Packung auf, in der das Verhiltnis von Zink zu Insulin-
Molekiilen 4:6 betrigt. Alle diese Kristalle geben vor-
ziigliche Rontgendiagramme, und es sollte méglich sein,
daraus die Struktur bis zu atomarer Auflosung abzulei-
ten. Allerdings ist das Zink zu leicht, als daB es sich
dhnlich dem Kobalt im Vitamin By, zur Phasenbestim-
mung nutzen lieBe (es trigt zur Beugung der Rontgen-
strahlen nur etwa soviel bei wie 1/1g¢ des restlichen Kri-
stalls). Man muB} daher zusitzliche schwere Atome in
die Kristalle einfithren. Sie in grofler Zahl einzufiihren,
bietet keine Schwierigkeit. Pro Insulin-Molekiil diirfte
aber nur ein schweres Atom aufgenommen werden, des-
sen Ort sich dann rontgenanalytisch leicht feststellen las-
sen sollte, und eben diese Begrenzung der Menge diirfte
mit den von Kendrew und Perutz angewendeten Metho-
den der chemischen Reaktion oder der Cokristallisation
kaum zu erreichen sein. Entweder also miissen wir ver-
sachen, die Verteilung der schweren Atome im Kristall zu
bestimmen, was ein schwieriges Problem ist, oder wir
miissen uns eingehender mit der Chemie des Insulins be-
fassen in der Hoffnung, daB3 sich Methoden finden lassen,
mit denen sich nur ein schweres Atom an jedes Lasulin-
Molekiil binden 14B8t. Wahrscheinlich werden wir beide
Wege beschreiten. Unsere gegenwértigen Versuche sind
durchaus ermutigend — einige unserer Kristalle, die
schwere Atome enthalten, zeigen sehr ausgeprigte ano-
male Absorptionen, die einen Ausgangspunkt fiir die
Phasenbestimmung bieten. Die Elektronendichtevertei-
lungen, die wir bisher berechnet haben, sind aber noch
zu unvollstindig and zu schwierig zu deuten, als dal} ich
heute schon dariiber berichten konnte [29].

Aus allem, was ich hier gesagt habe, sollte deutlich ge-
worden sein, daf ich mit meinen Arbeiten tief in der
Schuld anderer stehe. Viele Ideen, die ich genutzt habe,
und zahlreiche Beispiele dhnlicher Analysen stammen von
meinen Kollegen, und ohne den Geist, die Hdnde und die
Augen meiner Mitarbeiter wdre wenig zu erreichen ge-
wesen. Ich méchte auch die vielen Freunde nicht ver-
gessen, deren ermutigender Unterstiitzung ich so vieles
verdanke. Von ihnen seien drei namentlich genannt:
W.T. Astbury, 1. Fankuchen und K, Linderstrém-Lang,
denn sie hdtten sich dieses Tages gewif erfreut.

Eingegangen am 5. Februar 1965 [A 478}

[27] K. Marcker, Acta chem. scand. 14, 2071 (1960).

{281 M. G. Rossman u. D. M. Blow, Acta crystallogr. 15, 24
(1962); E. Coller, M. M. Harding, D. C. Hodgkin u. M. G. Ross-
man, unveroffentlicht.

[29] Neuerdings zeigte es sich, daB diese Elektronendichtekarten
gar nicht so unvollkommen sind, wie ich zundchst angenommen
hatte, und daB sie sich auch interpretieren lassen.
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