Elektronenbeugung mit dem Transmissions-Elektronenmikroskop
als phasenbestimmendem Diffraktometer -

von der Ortsfrequenzfilterung

zur dreidimensionalen Strukturanalyse an Ribosomen

Von Walter Hoppe*

Professor Adolf Butenandt zum 80. Geburtstag gewidmet

Rontgen-Kristallstrukturanalyse und Elektronenmikroskopie sind dem Chemiker als lei-
stungsfihige Untersuchungsmethoden vertraut. In den letzten zwanzig Jahren wurden
Grundideen der Rontgenbeugungsanalyse auf die Elektronenmikroskopie tibertragen, wo-
durch ein abbildendes Gerit in cin Elektronendiffraktometer umgewandelt worden ist, mit
dem ein alter Traum der Kristallographen - die Messung der zur direkten Berechnung von
Strukturen erforderlichen Phasenverschiebungen der Streuwellen - verwirklicht werden
kann. Sein wichtigstes Anwendungsgebiet ist - wie das des Rontgendiffraktometers - die
dreidimensionale Strukturanalyse in allen Gebieten der Naturwissenschaften. Uber die Kri-
stallographie hinaus kdnnen aber auch aperiodische Strukturen (gleichsam als Kristalle mit
einer einzigen Elementarzelle) dreidimensional untersucht werden. Die Entwicklung von
der ersten Idee (Ortsfrequenzfilterung) bis zur Analyse ribosomaler Partikeln schildert der
vorliegende Fortschrittsbericht. Im Brennpunkt stehen quantitative Methoden zur Messung
der Streustrahlung, die auch jenseits der konventionellen Aufldsungsgrenze (bis zur atoma-
ren Aufldsung) anwendbar sind. 1968 wurde das Prinzip der dreidimensionalen Analyse na-
tiver biologischer Kristallstrukturen mit dem Elektronenmikroskop entwickelt, nach dem
heute in mehreren Laboratorien gearbeitet wird. In Miinchen konzentrierte sich die weitere
Forschung auf die dreidimensionale Analyse aperiodischer und individueller (insbesondere
biologischer) Objekte. Untersuchungen an 50S-Untereinheiten des prokaryontischen Ribo-
soms von E. coli zeigten (allerdings nur bei gleicher Orientierung) liberraschend gute Re-
produzierbarkeit der Ergebnisse, welche die Ableitung von fast ideal gemittelten Modell-

strukturen aus einer beschrinkten Anzahl von Partikeln ermdglicht.

1. Einfithrung

Es war nicht leicht, einen passenden Titel fiir einen Be-
richt iber Arbeiten zu finden, die unser Laboratorium fiir
strukturchemische Forschung viele Jahre beschiftigt ha-
ben. ,Dreidimensionale Elektronenmikroskopie" erwies
sich bald als zu eng und trifft nicht den wichtigen Aspekt
der quantitativen Analyse, d. h. der zur Bestimmung der
Potentialverteilung (entspricht der Elektronendichtevertei-
lung bei Rontgenbeugung) erforderlichen Messung von
Amplituden und Phasen der Streuwellen. Wird das Elek-
tronenmikroskop zum phasenbestimmenden Diffraktome-
ter, so entspricht die dreidimensionale Elektronenmikro-
skopie im Prinzip der dreidimensionalen R¥ntgen-Kristall-
strukturanalyse. Bei 4hnlichem Aufbau des Werkzeugs
Elcktronenmikroskop sind verschiedene Diffraktometerty-
pen entwickelt worden. Eine Auswahl der fir Chemiker in-
teressanten Strukturbefunde (insbesondere an ribosomalen
Partikeln) soll in diesem Beitrag den ,,Stand der Technik*
skizzieren.
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Max-Planck-Institut fir Biochemie, Abteilung Strukturforschung I
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2. Die Entwicklung der phasenbestimmenden
Diffraktometrie mit dem konventionellen
Transmissions-Elektronenmikroskop (CTEM)

2.1. ,,Computer*‘, die mit Licht arbeiten

In den fiinfziger Jahren war das Lichtdiffraktometer ein
beliebtes Werkzeug der Kristallographen. Den AnstoB zu
seiner Verwendung gab die ,,Zweiwellenmikroskopie von
Boersch'"-3, der vorschlug, nach dem Beugungsdiagramm
eines Kristalls geformte Masken in die Beugungsebene ei-
nes mit monochromatischem, kohéirentem Licht arbeiten-
den Mikroskops zu bringen; nach der Theorie muB in der
Bildebene des Mikroskops dann eine Abbildung des Kri-
stallgitters (genauer eine zweidimensionale Projektion des
Kristallgitters) erscheinen. Hierbei wird das Beugungsdia-
gramm mit Strahlung der ersten Wellenldnge (Rontgen-
strahlung) linsenlos erzeugt, wihrend die Funktion der
Linse mit Strahlung der zweiten Wellenldnge (Licht) nach-
gebildet wird. Dieser Gedanke faszinierte seinerzeit viele,
darunter auch W. L. Bragg™.

Am Beispiel der Zweiwellenldngenmikroskopie kann
man besonders leicht eines der grundsatzlichen Merkmale
der Strukturanalyse mit Beugungsverfahren erkennen. Die
Analyse vollzieht sich in zwei Schritten. Im ersten - und
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das ist der physikalisch wesentliche Schritt - werden die
Streustrahlen hervorgerufen, welche die komplette Infor-
mation iber die Struktur des Objektes enthalten. Im zwei-
ten Schritt werden ihre Daten in einer Weise verkniipft,
welche der mathematischen Operation Fourier-Transfor-
mation entspricht. Das Resultat ist unmittelbar die Struk-
tur des untersuchten Objektes. Hat man also alle Daten
der Streuwellen, so bendtigt man eigentlich kein physikali-
sches Instrument mehr. Die Verkniipfung der Daten kann
auch durch einen entsprechend programmierten Computer
erfolgen. In der Tat hat die nachgeschaltete Lichtlinse die
Funktion eines solchen Computers - man nennt das Gerit
daher heute einen ,lichtoptischen Analogcomputer®.
Obwohl inzwischen die sehr viel genaueren Digitalcom-
puter (gleichsam als ,,Computerlinsen*) auch diese Auf-
gabe ilbernommen haben, ist der lichtoptische Computer
noch nicht bedeutungslos geworden. Es sei erinnert, dafl
sowohl die Rontgen- als auch die Lichtstrahlung Wellen-

b)

c)

Fig. 1. a) Prinzip des Lichtdiffraktometers. Es erzeugt vom Objekt O ein Beu-
gungsbild. Die Linsen L, und L; sind unwesentlich; sie sollen nur einen par-
allelen Strahlengang sowohl des Primdrstrahis als auch der Streustrahlen
trotz relativ geringer Abstinde von der monochromatischen Lichtquelle L*
und dem Detektor (Film) T gewahrleisten. Wenn man sie weglaft, mufl man
die Abstinde sehr vergroBern. Bei Verwendung von Rontgenstrahlen fehlen
die Linsen, doch sind die atomaren Dimensionen des Objektes so klein, daB
man Lichtquelle und Detektor immer als unendlich weit entfernt annehmen
kann. Die gestrichelten Linien kennzeich den Strahl g bei Weglas-
sen der Linsen. - b) Lichtdiffraktometrisches Beugungsbild eines Modells
(Maske mit Lochern anstelle von Atomen) von Naphthalin. - ¢) Abbildung
der Fouriertransformierten von Anthrachinon in der diffusen Untergrund-
strevung von Kiristallen [4]. Wegen der Geometrie bei Weissenberg-Aufnah-
men liegen die starken ,,aromatischen™ Maxima auf Linien.
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charakter hat, und die Wellenlinge des Lichtes etwa um
den Faktor 10° groBer ist als die Wellenldnge der Réntgen-
strahlen. Wenn man ein lichtoptisches Gerit aufbaut, das
geometrisch einem Rontgendiffraktometer entspricht, das
aber mit monochromatischem Licht betrieben wird, so las-
sen sich im Prinzip die gleichen Streueffekte erhalten,
wenn man gleichzeitig die atomaren Objekte um etwa den
Faktor 10? vergrdBert. Ein solches Gerit wird als Lichtdif-
fraktometer bezeichnet. Das Lichtdiffraktometer (Fig. 1a)
ermdglicht die schnelle Uberpriifung von Strukturmodel-
len. Dazu braucht man nur eine Maske mit kleinen L&-
chern in Positionen, die man fiir die Atomanordnung ver-
mutet. Natiirlich ist heute so eine Priifung auch sehr
schnell mit einem echten Computer moglich. Dennoch ist
das Lichtdiffraktometer besonders in der Elektronenmi-
kroskopie niitzlich geblieben (vgl. Abschritt 2.5 bis 2.7).

Das Lichtdiffraktometer eignet sich vorziiglich, um in-
nere Symmetrien im untersuchten Objekt zu entdecken. So
werden z. B. fiir Arenmolekiile aufgrund einer Anordnung
der Atome in regelm#Bigen Sechsecken charakteristische
Lichtdiffraktogramme erhalten, die durch eine hexagonale
Anordnung von starken Streumaxima gekennzeichnet sind
(Fig. 1b). Allerdings sieht man diese molekularen Streudia-
gramme beim Kristall nur durch die ,Fenster der Kri-
stallreflexe, was ihr Studium erschwert. Schon vor fast
dreiBig Jahren wurde nachgewiesen, daf} sie auch im kon-
tinuierlichen Streuuntergrund der Rontgendiagramme von
Einkristallen auftreten®.. Figur 1c zeigt ein solches mole-
kulares Streudiagramm im Untergrund einer Weissenberg-
Aufnahme eines Anthrachinonkristalls. Die Untersuchung
des diffusen Untergrundes hatte eine Zeitlang Bedeutung
fiir die Strukturanalyse organischer Molekille, sie wurde
sogar bei der Konstitutionsbestimmung von Ecdyson™ be-
nutzt. Seit der Entwicklung der direkten Methoden ist je-
doch die Auswertung von zusitzlichen Streudaten (neben
den Einkristallreflexen) nur noch in Sonderfillen nutz-
bringend.

2.2. Korrektur des Offnungsfehlers im Elektronenmikroskop
durch Ringblenden

Zum Studium der diffusen Rontgenstreuung sollte 1961
auch in unserem Laboratorium ein Lichtdiffraktometer ge-
baut werden. Da zum anderen bekannt war, daf} eine der
Fehlerquellen im Elektronenmikroskop die sphirische
Aberration ist (die Brechkraft einer Magnetlinse steigt
nach auBen hin zu stark an, so daB die Randstrahlen eine
kiirzere Brennweite haben als die achsennahen Strahlen),
bekam also der Diplomand Menzel die Aufgabe, durch
Analogieversuche im selbstgebauten Lichidiffraktometer
zu priifen, ob sich der sphirische Fehler einfach dadurch
climinieren lieBe, daB man e¢ine Reihe von Aufnahmen
kombiniert, welche mit Ringblenden mit steigendem Ra-
dius entstanden sind. Bei der Anwendung im Elektronen-
mikroskop wire die Lage der Fokussierungsebene durch
Anderung der Objektivstromstirke synchron zu korrigie-
ren. Besondere Bedeutung haben wir dem Prinzip der Off-
nungsfehlerkorrektur freilich nicht beigemessen. Hinder-
lich ist die gewaltige Herabsetzung der Lichtstirke der
Linse, da ja alle Streustrahlen auBerhalb der durchgelasse-
nen Ringe durch Abschirmung verlorengehen. Aber die ge-
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stellte Aufgabe erfiillte ihren Zweck, und Menzel's baute
nicht nur ein gutes Lichtdiffraktometer, sondern fand
auch, daB tatsichlich scharfe Bildpunkte abgebildet wer-
den, wobei jedoch zusitzlich ein starker Untergrund sicht-
bar wird. Der Gedanke einer Abbildung mit mehreren
Ringblenden ist in der Elektronenmikroskopie spéiter noch
ofters diskutiert worden.

2.3. Ortsfrequenzfilter im Elektronenmikroskop

Das nur mit der linken Hand bearbeitete Problem lieB
uns nicht los: Wenn man die zeitliche Aufeinanderfolge ei-
ner Reihe von Ringblenden durch eine rdumliche Folge
von Ringblenden ersetzen kdnnte, die gleichzeitig wirksam
werden, so miifite die Lichtstirke natiirlich gewaltig stei-
gen. Um das Weitere zu verstehen, ist ein wenig Wellenop-
tik nétig. Wenn ein Gegenstandspunkt - also z. B. ein
Atom - bestrahlt wird, so wirkt er als Zentrum fiir die Aus-
sendung einer Kugelwelle. Die Wellenfront ist dann eine
Kugelfliche mit dem Gegenstandspunkt als Ursprung. Die
optische Funktion einer fehlerlosen Linse besteht darin,
diese Kugelfliche so umzustiilpen, daB nun eine neue -
bildseitige - kugelférmige Wellenfliche entsteht, die den
Bildpunkt zum Ursprung hat. Wie das die Linse im einzel-
nen macht (bei Licht durch Verzégerung der Wellen in
Glas), ist fiir diese Diskussion unwesentlich. Das Kennzei-
chen einer Linse mit Fehlern ist, daB es ihr nicht véllig ge-
lingt, eine Kugelfliche zu erzeugen. Im Extremfall, d. h.
wenn iiberhaupt keine Linse verwendet wird, wirkt die Ge-
genstandswellenfliche zugleich als Bildwellenfléche, und
diese ist sogar in die falsche Richtung (vom Bildpunkt
weg) gekrimmt. Schon Fresnel hat gefunden, daB selbst in
diesem Fall eine Abbildung méglich wird, wenn man zwi-
schen Gegenstand und Bild ein System von aufeinander-
folgenden Ringblenden einsetzt. Diese Fresnel-Linse ist
natilrlich besonders dann von Interesse, wenn man mit

Fig. 2. Prinzip der Fresnel-Linse (a) und der Zonenkorrekturplatte (b). Die
bildseitigen, im Abstand A angeordneten spharischen Wellenflichen
W, W;, W;... werden bei der Fresnel-Linse (a) von der gegenstandsseitigen
Wellenfliche W,, bei der Zonenkorrekturplatte (b) von der fehlerhaften bild-
seitigen Wellenflache W, geschnitten. In beiden Fallen erhalt man mit einem
ringfdrmigen Blendensystem (nicht gezeichnet), das die gleichphasigen
Strahlen (Phasenverschiebung 0—7) durchlaBt (schraffiert), die gegenphasi-
gen Strahlen (Phasenverschiebung n—2 n) aber ausblendet, eine korrekte Ab-
bildung.
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Strahlung arbeitet, fiir die es gar keine Linsen gibt - also
z.B. mit Réntgenstrahlen. Beim Gedankenspiel, ein Ront-
gen-Mikroskop mit Fresnel-Linsen aufzubauen, muBten
wir uns damit abfinden, daB hierbei Ringabstinde in der
GroBenordnung von Atomabstinden erforderlich sind!™.
Bei einer Magnetlinse im Elektronenmikroskop ist die
bildseitige Wellenfliche zwar nicht besonders gut, aber
doch zumindest richtig vorgekriimmt. Hier mochte es ge-
lingen, eine nach dem Prinzip der Fresnel-Linse wirkende
Ringplatte zwischen Linse und Bild zu schalten. Wegen
der sehr viel geringeren Unstimmigkeit zwischen reeller
und idealer Wellenfliche war in diesem Fall zu erwarten,
daB eine solche Korrekturplatte weniger und sehr viel brei-
tere Ringe aufweisen konnte als eine echte Fresnel-Lin-
se”8. Wie in Figur 2 erldutert, ist die Zonenkorrektur-
platte ein ,,Ortsfrequenzfilter*.

Ortsfrequenzfilterung ist eine der entscheidenden MaB-
nahmen, die zur phasenbestimmenden Diffraktometrie ge-
fihrt haben. Die Korrektur des Offnungsfehlers mit der
Zonenkorrekturplatte erméglicht grundsitzlich, die Aufls-
sungsgrenze des Mikroskops bis zur atomaren Groenord-
nung zu verbessern. Gleich anfangs wurden Platten (mit
ca. 10 Ringen) berechnet!”®, die es erméglichen sollten, bis
zu einer Auflésung von ca. 0.15 nm vorzustoBen (siche Ab-
schnitt 2.7).

2.4. Das CTEM - ein Diffraktometer

Fiir die Funktion des konventionellen Transmissions-
Elektronenmikroskops (CTEM) ist charakteristisch, daB
das Objekt mit einem parallelen monochromatischen Pri-
mirstrahl beleuchtet wird (Fig. 3a). Diese Beleuchtungs-
weise, welche im Lichtmikroskop wegen des Auftretens
von Fresnel-S4umen geradezu striflich wire (dort wird mit
einem konvergenten polychromatischen Strahlenbiindel
beleuchtet), ist im Prinzip genau die gleiche, wie sie der
Kristallograph in seinen Diffraktometern benutzt. In der
Tat, wird in Figur 3a der untere Teil mit der Linse wegge-
lassen, so haben wir das Schema eines Diffraktometers vor
uns: Ein Objekt wird von einem parallelen Strahlenbiindel
getroffen und schickt in alle Raumrichtungen Streustrah-
len aus. Bei einem vollstindigen Diffraktometer kommt
nur noch eine Einrichtung hinzu (Goniometer), mit der
man das Objekt gegenilber dem Primirstrahl schwenken
kann.

Die prinzipielle Ahnlichkeit des Aufbaus eines Elektro-
nenmikroskops und eines Rontgendiffraktometers ist dem
Elektronenmikroskopiker schon friihzeitig bewuft gewor-
den. Wenn er als Objekt eines kleines Kristéllchen verwen-
det und die abbildenden Linsen des Mikroskops wegl4Bt,
oder, was gleichbedeutend ist, die Strahlenverteilung in
der Aperturblende des Objektivs abbildet, so kann er statt
eines Bildes des Kristalles dessen Beugungsdiagramm im
CTEM photographieren. Merkwiirdig ist, daf} das Elektro-
nenmikroskop - nach optischen Kriterien beurteilt - ei-
gentlich ein miserables Mikroskop ist, aber ein vorzigli-

[*] Die Idee ist aber spiter in bezug auf ein Gert filr fernes Ultraviolett und
fiir weiche Rdntgenstrahlung wieder aufgegriffen worden, nachdem neue
M3glichkeiten der Miniaturisierung solche Ringblendensysteme zumin-
dest fir Wellenlingen in der GrdBenordnung 10 nm experimentell
realisierbar erscheinen lieBen (vgl. G. Schmahl, G. Rudolph, B. Niemann,
Phys. Bl. 38 (1982) 283).
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a) by

Fig. 3. Der ,diffraktometrische* Strahlengang des konventionellen Durch-
strahlungselektronenmikroskops (CTEM). a) Der Primirstrahl P (parallel,
monochromatisch) durchdringt das Objekt O, von dem innerhalb des Streu-
kegels mit @nax Streustrahlen ausgehen, welche durch die Linse L mit der
Apertur A zum Bild I geleitet werden. b) Darstellung der Streuung im rezi-
proken Raum iiber die Ewaldsche Ausbreitungskugel: 5,/4 Vektor der Pri-
mirwelle, 5/A2 Vektor der gestreuten Welle, 7* Ortsvektor im reziproken
Raum, r%,,. Radius der Ewaldschen Auflosungskugel (gestrichelt), x*, y*, z*
Koordinaten des reziproken Raums. Fur sehr kleine Wellenldngen A (fiir
100kV-Elektronen ist A nur 0.0037 nm!) werden die Streuwinkel & sehr klein,
und man kann die Ewaldsche Kugel durch ihre Tangentialebene ersetzen.
Die Vektoren des reziproken Raumes 7* liegen dann in dieser Ebene (x*,y*-
Ebene). In der Elektronenmikroskopie werden sie auch als Ortsfrequenzen
bezeichnet. Jedem Streustrah entspricht also ein reziproker Vektor #* (Orts-
frequenz). Amplitude /F/ und Phasenverschiebung ¢ eines Streustrahles (ge-
geniiber dem Primarstrahl) werden in der Kristalistrukturanalyse (von uns
auch fiir die Elektronenmikroskopie ibernommen) als Strukturfaktor
F:o=/Fn/ expi¢ bezeichnet. Durch den Abbildungsprozef wird ¢ zu ¢+y
(y=Wellenaberration) verfilscht. Ein ,,Ortsfrequenzfilter im Strahlengang
der Streustrahlen kann die Phasenfehler korrigicren. Das erste elektronenmi-
kroskopische Ortsfrequenzfilter war die Zonenkorrekturplatte. Da bei einem
Abbildungsvorgang Ph fehler bis maximal n zugelassen werden konnen,
filtriert die Zonenkorrekturplatte die stérenden Ortsfrequenzen mit Phasen-
fehlerm zwischen n und 2 aus (vgl. Fig. 2 und Fig. 5). Spiter sind auch Zo-
nenkorrekturplatten entwickelt worden, die den Phasenfehler durch Verzoge-
rung des Streustrahles in verschieden dicken Kohleschichten korrigieren.

ches Diffraktometer. Wie die Erfahrung lehrt, kann man
auch mit diesem schlechten Mikroskop recht gut mikro-
skopieren, wenn man seine Eigenheiten beachtet.

Boersch hat 1947 darauf hingewiesen, da Atome in
Analogie zu Phasenobjekten in der Lichtoptik zu betrach-
ten sind™. Phasenobjekte sind Strukturen, bei denen sich
nur der Brechungsindex #ndert, aber keine Absorption
stattfindet. Sie sind daher im Lichtmikroskop unsichtbar,
doch hatte Zernike gezeigt, daB man sie sichtbar machen
kann, wenn man die gegenseitigen Phasen von Beleuch-
tungsstrahlen und von Streustrahlen zus#tzlich um 90°
verschiebt. Dieses sogenannte Phasenkontrastverfahren ist
seit Jahrzehnten wichtiger Bestandteil der lichtmikroskopi-
schen Untersuchungsverfahren. Es sei erwihnt, daB die
Atome auch gegeniiber Rontgenstrahlen Phasenobjekte
sind, was allerdings bei der Kristallstrukturanalyse keine
Konsequenzen hat, da man hierbei immer mit ausgeblen-
detem Primirstrahl (also gleichsam im Dunkelfeld) arbei-
tet. Bei der Hellfeld-Elektronenmikroskopie im CTEM ge-
langt man jedoch zur iiberraschenden SchluBfolgerung,
dafl der Wunsch nach einer idealen Linse eigentlich sinn-
los ist: Man wiirde bei Abbildung eines atomaren Objektes
keinen Kontrast erhalten. Der Trick von Zernike — das Ein-
schieben eines Plittchens in die Aperturebene des Mikro-
skops, welches die Phase zwischen Primirstrahl und Streu-
strahl in erwilinschter Weise modifiziert - st68t beim Elek-
tronenmikroskop auf Schwierigkeiten. Uberraschender-
weise 148t sich aber Phasenkontrast (zumindest bis zu ei-
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nem gewissen Grade und bis zu einer gewissen Auflosung)
auch dadurch erzeugen, daB die ideale Linse durch eine
Linse mit Offnungsfehler ersetzt wird. Denn der Offnungs-
fehler erzeugt eine zusitzliche Phasenverschiebung, und es
ist zu iiberlegen, ob man diese Phasenverschiebung nicht
fur Phasenkontrastabbildung ausniitzen kann.

In einer Arbeit, die sich mit der Abbildung von Atomen
befaBte, hat Scherzer den Phasenobjektcharakter der
Atome in die Theorie eingebaut'”. Da die Streuung der
Elektronen im Bereich der iiblichen Spannungen (50-100
kV) ,,schwach* ist, wurden die hypothetischen Atombilder
in linearer N#herung!? berechnet. Das mag paradox er-
scheinen, ist es doch gerade die im Vergleich mit R6ntgen-
strahlen um Gr&Benordnungen stirkere Streuung der Elek-
tronen, welche die Abbildung von aus wenigen Atomen
bestehenden Objekten mbglich macht. Aber es sind eben
immer noch die angeregten Streustrahlen betrichtlich
schwicher als der anregende Primérstrahl.

Die Tatsache, daB man in der Elektronenmikroskopie
bei diinneren Priparaten mit der linearen Theorie aus-
kommt, ist Zhnlich wie in der Rntgen-Kristallstrukturana-
lyse von groBer praktischer Bedeutung. Die lineare Theo-
rie wird dort kinematische Theorie genannt. Lineare Nihe-
rungen werden auch in einigen - allerdings nicht in allen -
holographischen Abbildungsverfahren benutzt.

Fiir den Kontrast g im Zentrum eines atomaren Bildes

g=WUo—N/1y n

ergeben sich die Bezichungen!"”

Oris
g=Qne*/hvy) | (Z—fr)(siny)0~'d8 2)
0
r=(rC,0/24) — (nAz6%/2) 3

(Io=Hellfeldintensitit, I-=Intensitit im Zentrum des
Atoms; e=Elektronenladung, A =Planck-Konstante,
vo= Geschwindigkeit der Elektronen, Z=Kernladungs-
zahl, fr = Atomstreufaktor fiir Rontgenstrahlen, 6= Streu-
winkel, 8..«=maximaler Streuwinkel, den die Linse zu-
14Bt; C,=sphdrische Aberration, A = Wellenlidnge, Az = De-
fokussierung). ¥ wird in der Optik als Wellenaberration
(vgl. Figur 3b) bezeichnet (sieche auch U-®); siny ist der
Imaginirteil von expiy, bei Amplitudenobjekten wire
siny in Gleichung (2) durch cosy zu ersetzen. Die den Off-
nungsfehler charakterisierende Funktion expiy entspricht
der Pupillenfunktion in der Lichtoptik. Ihre die Abbil-
dungseigenschaften bei schwach streuenden Objekten be-
schreibende Komponente (cosy bei Amplitudenobjekten,
siny bei Phasenobjekten) wird auch als Ubertragungsfunk-
tion (Transferfunktion) bezeichnet. In Figur 4 ist expiy fir
eine Spannung von 100 kV und eine rotationssymmetrische
Magnetlinse mit der Konstante der sphirischen Aberration
C,=1 mm (Linsen mit Offnungsfehlern dieser GroBen-
ordnung werden in modernen CTEM-Geriten verwendet)
in Abhéngigkeit vom Streuwinkel 8 fiir verschiedene Defo-
kussierungen gezeigt. Wir betrachten zunéichst den Fall a):

[*] Wenn man ¢ine groBe Hellfeldamplitude 4 und eine kleine (komplexe)
Bildamplitude p addiert und die Intensitit durch Quadrierung berechnet
((A+p)A+p*")=A>+A(p+p*)+pp*), so kann man das kleine Glied
pp* vernachldssigen. Die Bildintensitit ist proportional zum Realteil der
Amplitude.
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Fig. 4. Pupillenfunktionen expiy fir verschiedene Defokussierungen (nach [30]): links Amplitudenteil cosy, rechts Pha-
senteil sin y. Defokussierungen: a) Az =0 (GauBscher Fokus), b) Az=67.5 nm (Scherzerscher-Fokus), ¢) Az=310 nm (Zo-

nenkorrektur-Fokus). U=100 kV; C,=1 mm.

Hier ist die Bildebene in die Fokussierungsebene der ach-
sennahen Strahlen (Gaufischer Fokus) gestellt. Man be-
achte, dafl siny bis #=5-10"3 rad nahezu gleich Null ist.
Wiirde man eine Aperturblende bei diesem Winkel anord-
nen, so resultierte fiir ein atomares Objekt kein Kontrast.
Die Linse wirkt in diesem Bereich praktisch als ideale
Linse ohne Zernikesche Phasenplatte, ist also fiir die Ab-
bildung von Phasenobjekten unbrauchbar. Erst bei grofie-
rem Streuwinkel nimmt siny Werte ungleich Null an, so
dafl ein Kontrast im Zentrum des Atoms entstehen kann.
Ab A=9.10"3 rad dndert aber siny sein Vorzeichen - das
Integral in Gleichung (2) wird daher bei zunehmendem 8
kleiner. Es ist also sinnvoll, die das Bild aufbauenden
Streustrahlen bei diesem Winkel zu begrenzen.

In der Tat wird also Phasenkontrast durch den Off-
nungsfehler erzeugt; denn ohne Offnungsfehler wiirde
siny nie von Null abweichen. Scherzer"” versuchte, durch
zusitzliche Defokussierung den Kontrast zu verbessern,
was ihm bei einem bestimmten Betrag (Unterfokus) gelang
(Figur 4b): 67.5 nm fiir den Offnungsfehler 1 mm; fiir an-
dere Offnungsfehler indert sich dieser Wert nach einer
von Scherzer angegebenen Formel. Der Bereich bis zur
Vorzeichenumkehr von siny wird dadurch vergréfiert, und
auch die Streustrahlen bei niedrigen Streuwinkeln tragen
mehr zum Aufbau des Bildes bei als im Falle des Gau8-
schen Fokus.

Um das Phasenkontrastprinzip auf unsere Zonenkorrek-
turplatte zu Ubertragen, ist es notwendig (vgl. Bildpunkt-
rechnungen!*'-'*), siny fir noch groBere Defokussierun-
gen zu berechnen, so daB die Transferfunktion stark os-
zilliert (Fig. 4¢). Wird nun siny durch ein Ringblendensy-
stem so ,filtriert*, daB sich das Vorzeichen nicht &ndert
(mit Liicken an den ausgeblendeten Stellen), so addieren
sich im Bildpunktintegral (2) alle Beitrége bei steigendem 6
mit gleichem Vorzeichen und erhdhen Kontrast und Auf-
18sung. Figur 5 veranschaulicht, wie die Zonenkorrektur-
platte unerwiinschte Bereiche von siny anderen Vorzei-
chens ausblendet.
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Fig. 5. Phasenteil der Pupillenfunktion (Phasenkontrastilbertragungsfunk-
tion) und Dimensionierung der Zonenkorrekturplatte. Die positiven Bereiche
von siny werden ausgeblendet. Man beachte, daB zum Unterschied vom ali-
gemeinen Fall (vgl. Fig. 2 und Fig. 3) sich der Phasenfehler y (Wellenaberra-
tion) der {ibertragenen Strukturfaktoren F» nicht mehr kontinuierlich &ndert,
sondern von Band zu Band um = springt (Dreistrahlenintecferenz der Orts-
frequenz +7*, —F*, Primirstrahl); daflr wird aber den Strukturfaktorampli-
tuden /F+/ eine Gewichtsfunktion (/siny/) aufgepragt. U=100 kV; C,=1
mm; A/Bqa = 16.81 nm.
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Die Frage liegt nahe, ob die ausgeblendeten Bereiche ei-
nen stérenden EinfluB auf die Abbildung haben. Nach
Bildpunktrechnungen!'’-'4 wird zwar die Untergrund-
schwankung verstirkt, die Form der Bildpunkte bleibt je-
doch unbeeinfluBt. Figur 4c zeigt, daB sich bei der gewihl-
ten Defokussierung von 310 nm fast eine Auflésungsver-
doppelung bei 8 Oszillationen von siny (entsprechend 8
dunklen Ringen) gegeniiber dem Scherzerschen Fokus er-
reichen 14B8t. Eine weitere Auflosungserh6hung stoBt aller-
dings bald auf Schwierigkeiten, da die Anzahl der Oszilla-
tionen sehr stark zunimmt. Aber mehr als ein Faktor 2 ist
gar nicht erforderlich, um atomare Strukturen zu analysie-
ren. Andererseits 148t sich der Offnungsfehler runder ma-
gnetischer Linsen nur wenig unter die Grenze von 1 mm
(bei 100 kV) driicken (Scherzer-Theorem!'*),

2.5. Abbildung der Transferfunktion im
Lichtdiffraktogramm

Als die Uberlegungen zur Zonenkorrekturplatte so weit
gediechen waren, gab es in unserem Laboratorium noch
kein Elektronenmikroskop. In Diskussionen iiber die ex-
perimentelle Realisierung dieser Gedanken war von Ex-
perten zu erfahren, daB sekundire Fehler bei der Elektro-
nenmikroskopie (Instabilitit von Strémen und Spannun-
gen, mechanische Drift der Objekttische) es schon sehr
schwierig machten, den doppelten Wert des theoretischen
Bildpunktmindestabstandes (Scherzer-Auflosung) zu errei-
chen. Bei einem Besuch des Forschungs- und Entwick-
lungslaboratoriums fiir Elektronenmikroskopie der Fa.
Siemens in Berlin wurde ich itber Arbeiten von Thon infor-
miert, der die Abhéngigkeit der Granulation von Kohlefo-
lien von der Defokussierung des Objektivs studierte. Bei
der elektronenmikroskopischen Untersuchung von Kohle-
folien hatte sich gezeigt, daB die granuliert erscheinende
Abbildung stark von der Defokussierung abhingt. Lenz!'®
hatte eine Theorie entwickelt, die die verschieden grobe
Rasterung durch Anderung der Linseneigenschaften bei
verschiedener Defokussierung erklidrte, in welche Thon
noch den Offnungsfehler eingebaut hatte. Um nun diese
Theorie zu priifen, wurden in vielen Aufnahmen die hiu-
figsten Abstéinde ermittelt und ihr statistischer Durch-
schnitt mit dem theoretischen Mittelwert verglichen'”.. Die
Qualitit der Aufnahmeserien war nach dem Stand der
Technik hervorragend. Es konnten kleinste Punktabsténde
in der GréBenordnung der Scherzer-Auflésung gemessen
werden. Ich schiug vor, die mithsame Einzelmessung der
Abstidnde durch eine Untersuchung der Autokorrelations-
funktion (die ja unmittelbar eine Abstandsstatistik liefert)
oder durch eine Untersuchung der (in zweiter Potenz der
Autokorrelationsfunktion  #quivalenten) Bild-Fourier-
Transformation zu ersetzen. Gerade die letztere Analysen-
art erschien experimentell besonders giinstig. Thre Durch-
fithrung ist einfach, wenn man die Platte mit der elektro-
nenmikroskopischen Aufnahme direkt als Objekt in einem
Lichtdiffraktometer verwendet. Das Lichtdiffraktometer
bildet dann direkt das Quadrat der Fouriertransformierten
ab. Thon nahm die Einladung an, Versuche dazu in unse-
rem Laboratorium durchzufiihren. Hier schloB sich ein
Kreis. Fiir die Experimente wurde das Lichtdiffraktometer
benutzt, das schon Menzel aufgebaut hatte (vgl. Abschnitt
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2.2). Bereits die ersten Aufnahmen zeigten im Lichtdiffrak-
togramm ringférmige Strukturen. Danach setzte Thon
seine Untersuchungen in Berlin mit einem Lichtdiffrakto-
meter, das schon mit einem Laser statt einer Quecksilber-
hochdrucklampe arbeitete, systematisch fort!'®), Die Licht-
diffraktogramme zeigten (wie es auch die Theorie verlang-
te) ringformige Strukturen, die nach dem Quadrat von siny
moduliert waren (vgl. Fig. 6a).

Diese Diagramme bewiesen mit einem Schlage, daB
Atome Phasenobjekte sind und daB zur Beschreibung der
Streuung die lineare Theorie ausreicht. Wiren die Atome
hingegen Amplitudenobjekte (wiirde also die Elektronen-
strahlung in den Atomen absorbiert werden), so miiite das
Lichtdiffraktogramm nach cosy moduliert sein (vgl. linke
Seite von Figur 4). Wire die lineare Theorie des Phasen-
kontrastes nicht ausreichend, so miite die Ringstruktur
verschwinden.

2.6. Ortsfrequenzfilterung im CTEM mit der
Zonenkorrekturplatte

Wenig spater wurde in Zusammenarbeit zwischen Ber-
lin, Tibingen und Miinchen (wir hatten inzwischen auch
mit experimenteller Elektronenmikroskopie begonnen) die
Filterung mit Zonenkorrekturplatten im CTEM (vgl. Ab-
schnitt 2.3) experimentell erprobt!'>2%. Mgllenstedt et al. in
Tiibingen hatten eine besondere elektronenoptische Tech-
nik zur Atzung feinster Blendensysteme entwickelt?!, die
die Herstellung von geeigneten Zonenkorrekturplatten er-
mdglichte. Die unmittelbare Abbildung von sin®y in Licht-
diffraktogrammen von Kohlefolien 148t die Justierung des
Filters unter Kontrolle der richtigen Lage der offenen und
abzudeckenden Ringe im Lichtdiffraktogramm zu. Figur 6
zeigt die Lichtdiffraktogramme der gleichen Folie vor und
nach Einsetzen der Zonenkorrekturplatte; jede geradzah-
lige Ringzone von Figur 6a ist in Figur 6b ausgeblendet. Es
ist natiirlich die lineare Ubertragung des Realteils der Am-
plitude (vgl. FuBnote auf S. 468) nach Phasenverschiebung
n/2 (Phasenkontrast), welche die direkte Abbildung der
Zonenkorrekturplatte ermdglicht. In Figur 6b sind sogar
die seitlichen Haltestege des Filters abgebildet.

Figur 7 zeigt eine der ersten gelungenen Ortsfrequenzfil-
terungen in der Elektronenmikroskopie. Hier wie sonst
auch in der Optik ist die Auflésung durch die Offnung der
Linse begrenzt, welche ihrerseits den maximalen Streuwin-
kel 8. begrenzt. Von dieser GesetzmiBigkeit wurde
schon bei der Diskussion der Funktion expiy (Pupillen-
funktion; vgl. Figur 4) Gebrauch gemacht, als wir zeigten,

Fig. 6. Lichtdiffraktogramm einer Kohlefolie: a) vor Einsetzen, b) nach Ein-
setzen ¢iner Zonenkorrekturplatte.
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Fig. 7. Ortsfrequenzfilterung im Elektronenmikroskop (Elmiskop 101 mit
Spezialobjektiv C,=1.35 mm). Links oben: Zonenkorrekturplatte (von Mél-
lensted: et al. hergestellt), photographiert im Elekironenbeugungsbild der
Folie; rechts unten: Lichtdiffraktogramm der Folie. Das Lichtdiffrakto-
gramm der Folie reicht nicht bis zur Grenze des Elektronenbeugungsdia-
gramms (wegen thermischer Kathode begrenzte Monochromasie).

wie der groBte verwendbare Offnungswinkel 6., vom
GauBschen Fokus zum Scherzerschen Fokus und schlieB-
lich zum Ortsfrequenzfilterfokus zunimmt.

Die Ortsfrequenz ist nach Figur 3 bei Elektronenstrah-
len ein zweidimensionaler Vektor in der x*,y*-Ebene, sein
Absolutbetrag ist wegen der kleinen Winkel in der Elektro-
nenmikroskopie gleich dem Streuwinkel des Elektronen-
strahls 8, dividiert durch die Wellenldnge A. Wir geben als
Grenzaufldsung immer den reziproken Wert der maxima-
len Ortsfrequenz (kreisformige Begrenzung) A/0,,,,, an. Die
so definierte Auflosung (Dimension Linge) bezeichnen
wir auch als kristallographische Auflosung, da die analoge
GroBe in der Kristallographie als Aufldsungsdefinition
(z.B. bei Kristallstrukturanalysen von Proteinen) verwen-
det wird. Man kann d,,, in Analogie zur lichtoptischen
Auflésung als kleinsten Abstand in einem Bild ansehen,
bei dem zwei Bildpunkte noch getrennt erscheinen. Aller-
dings ist diese Abschidtzung etwas pessimistisch, die ge-
naue Rechnung ergibt einen zusatzlichen Faktor 0.85 bei
Verwendung der lichtoptischen Aufldsungsdefinition fiir
kohirente Beleuchtung. Manchmal wird bei elektronenmi-
kroskopischen Arbeiten sogar der Faktor 0.6 vor A/6,.x
gesetzt (nominelle Auflésung). Aber das ist irrefithrend, da
dieser Faktor der sogenannten inkohirenten Beleuchtung
entspricht, die im CTEM nicht vorliegt. Beim Studium
elektronenmikroskopischer Literatur ist daher Vorsicht ge-
boten, um nicht wegen verschiedener Aufldsungsdefinitio-
nen zu falschen SchluB3folgerungen zu gelangen. Die kri-
stallographische Aufldsung hat den Vorteil, da8 sie unmit-
telbar Vergleiche zwischen Elektronenmikroskopie und
Rontgenkristallographie zuldBt. In Figur 4 sind rechts die
(kristallographischen) Grenzauflosungen bei den drei ver-
schiedenen Bedingungen mit 0.4, 0.33 und 0.18 nm angege-
ben. Bei d..y;, =0.18 nm lassen sich, wie die Proteinkristal-
lographie gezeigt hat, atomare Strukturen vorziiglich deu-
ten - vorausgesetzt natiirlich, die Proteinstruktur ist dreidi-
mensional bestimmt. RoutinemiBig werden dort atomare
Modelle bis zur Aufldsung von 0.28 nm erstellt, wobei je-
doch die atomaren Maxima in den Elektronendichtesyn-
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thesen nicht mehr aufgelést sind. Aufgrund der bekannten
und beschrinkten Atomanordnungen lassen sich aber ein-
fache Uberlegungen zur ,Mustererkennung* anwenden.
Daraus geht hervor, daB man mit Ortsfrequenzfilterung
tatsichlich die ,,Schallmauer zum atomaren Bereich
durchstoBen kann.

In Figur 7 reicht das Lichtdiffraktogramm (rechts unten)
der CTEM-Aufnahme nur bis zu einer Auflésung von 0.3
nm (statt 0.2 nm). Das war enttiuschend, denn wir hatten
gehofft, daB zumindest bis zam Rand des starken Berei-
ches im Elektronenstreudiagramm Kontrast iibertragen
wiirde. Da das Lichtdiffraktogramm das Quadrat der Fou-
riertransformierten wiedergibt (vgl. Abschnitt 2.5), wird ein
Bild bestenfalls eine Auflésung zeigen, die der reziproken
Grenze des Lichtdiffraktogramms entspricht. Die Aufls-
sungsgrenze wird nicht durch die Aperturblende des Ob-
jektivs bestimmt, sondern durch die Ausdehnung des
Streudiagramms im Ortsfrequenzraum; iiber diese Grenze
hinaus kann selbst die beste Linse keine Aufldsungsverbes-
serung bewirken. Dieser Effekt wurde von Hirf?? niher
untersucht. Maxwell-Verteilung der Elektronengeschwin-
digkeiten an der Glithkathode verhindert, daB die Strah-
lung selbst bei bestmdglicher Stabilisierung ganz mono-
chromatisch ist. Bei groBerem Streuwinkel wird dadurch
die Streuintensitit geschwicht und schlieBlich unmeBbar
klein. Durch Verwendung einer kalten Kathode (Feldemis-
sion) kann der Geschwindigkeitsbereich der Elektronen so
verengt werden, daB bis zur Grenze der Zonenkorrektur-
platten Streuintensitdt auftritt. Auch eine Erhdhung der
Beschleunigungsspannung fiihrt zu besserer Monochroma-
sie der Strahlung; z. B. gelang es, im Lichtdiffraktogramm
von CTEM-Aufnahmen bei 200 kV eine kristallographi-
sche Aufldsung von 0.18 nm nachzuweisen (Scherzer-Auf-
16sung 0.28 nm)™. Fiir diese Aufnahmen (Fig. 8) wurde
ein Kryomikroskop (T=4.2 K) benutzt, das einen weiteren
Vorteil bietet: Verringerung der thermischen Schwingung
der Atome und somit eine allgemeine Erhéhung der Streu-
intensititen.

2.7. Ersatz der Lichtdiffraktometrie durch Rechnungen
im Computer

Fiir die Beurteilung der Qualitit einer elektronenmikro-
skopischen Aufnahme (vgl. Fig. 9) leistet das einfach er-
hiltliche Lichtdiffraktogramm nach wie vor wertvolle
Dienste.

Fiir die quantitative Analyse ist die Lichtdiffraktometrie
jedoch zu ungenau und muB durch Rechnungen ersetzt
werden. Dazu ist es notwendig, ein elektronenmikroskopi-
sches Abbild in eine fiir den Computer verwertbare Form
zu bringen. Das Bild wird deshalb gerastert, wobei die Sei-
tenldnge der Rasterelemente (Pixel) nach der Theorie
hochstens gleich der halben linearen Auflésung sein darf.
In jedem dieser Pixel wird die Schwirzung der Mikroauf-
nahme bestimmt. Da Elektronenstrahlen wie die Rontgen-
strahlen und im Gegensatz zu Licht die Photoplatte pro-
portional zur Intensitit schwirzen (lineare Beziehung bis
etwa zur Schwirzung S = 1), ist es mdglich, das Intensitits-
profil der Aufnahme mit einem Densitometer zu bestim-
men. Die groBe Datenmenge erfordert ein automatisches
Abtasten im Densitometer. Die mit einem Routinepro-
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Fig. 8. Uberschrelten der konventionellen Aufldsungsgrenze bei zentraler Beleuchtung [23] (bei schiefer Beleuchtung vgl. Fig. 11). Aufnahmen im Kryomikroskop
bei 200 kV B g und C,=1.35 mm: a) in der Ndhe des Scherzer-Fokus (Az =40 nm), b) defokussiert zur Bildrekonstruktion. Man beachte in
a) und b) d|e parallelen dunklen Strelfen die durch Uberlagerung zweier gleicher, leicht verschobener Aufnah hen (Aufldsungstest mit Youngsch
Streifen, vgl. [24b]). - ¢) und d) Phasenkontrastiibertragungsfunktionen zu a) und b). Die Transferfunktion c) zeigt enge Oszillationen auBerhalb des mittleren Be-
reiches (Scherzer-Bereich), die zur Rekonstruktion kaum aufgeldst werden kénnen. Die Zonen in d) sind dagegen wesentlich breiter (vgl. auch Fig. 4), was - bei ge-
ntigender GroBe des Bereiches (vgl. [30)) - Rekonstruktionen erméglicht. Der Auflésungstest mit Youngschen Streifen zeigt signifikante Bereiche auch in Ortsfre-
quenzbereichen mit nichtauflésbaren Zonen an, daher sind sie in a) auch auBerhalb des starken mittleren Bereiches (Scherzer-Bereich) erkennbar. Die Aufldsung
im Diffraktogramm (Verringerung der Granulation) 148t sich nach [30] durch VergroBerung des diffraktometrierten Bereiches steigern, so daB die Abgrenzung der
Zonen (und damit auch die Rekonstruierbarkeit) verbessert wird. Eine Aufldsungssteigerung des Bildes durch Rekonstruktion diirfte allerdings in Fall a) auch
dann nur in begrenztem Umfang maglich sein, wihrend die breiten Zonen in Fall b) eine Rekonstruktion bis zur Grenze der Youngschen Streifen (entspricht 0.18
nm Auflésung) ermoglichen.

Fig. 9. Lichtdiffraktogramme zur Diagnose von elektronenmikroskopischen Aufnahmen. a) Das Lichtdiffraktogramm hat elliptische Zo-
nen: Axialer Astigmatismus (magnetisches Feld unrund, Stigmatoreinstellung ungenau); stort nicht bei geeigneter Rekonstruktion. - b)
Seitliche Drift des Praparates. Lichtdiffraktogramm nur nach einer Seite ausgebildet, Aufnahme unbrauchbar. Rekonstruierbare Aufls-
sung aus Grenze des Diffraktogramms ersichtlich. Fir Bestimmung der Absolutgrenze signifikanter Details (auch in nicht rekonstruier-
baren Bereichen) Youngscher Aufldsungstest erforderlich (vgl. Fig. 8).

gramm fir Fourier-Transformation durchfiihrbare Fou-
rier-Analyse des Zahlenfeldes fiihrt zu einem zweidimen-
sionalen Dichtediagramm, das dem Lichtdiffraktogramm
dquivalent ist, aber nicht nur das Quadrat der Fourier-
transformierten, sondern auch die Fouriertransformierte
selbst (mit Amplitude und Phase) wiedergibt.
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2.8. A posteriori Ortsfrequenzfilterung auBerhalb des
Mikroskops

Betrachten wir nochmals Figur 6. Wie bereits erliutert,
sind im rechten Teil (b) die geradzahligen (phasenfal-

schen) Ortsfrequenzringe durch die Zonenkorrekturplatte

Angew. Chem. 95 (1983) 465-494



ausgeblendet (herausgefiltert), sie fehlen also beim Bild-
aufbau. Nun konnte man aber auch die Fouriertransfor-
mierte einer gewdhnlichen Hellfeldaufnahme durch Rech-
nung erzeugen und beim Bildaufbau (durch Rechnung) die
phasenfalschen Gebiete einfach weglassen. Das so herge-
stellte Bild und die mit der Zonenkorrekturblende erhal-
tene Abbildung miissen (im Rahmen der linearen Nihe-
rung) gleich sein. Vorteilhafter ist es, die phasenfalschen
Streugebiete zum Bildaufbau zuzulassen, aber ihre Phase
um den Betrag nt zu verschieben (korrigieren). Man kann
zusitzlich sogar die Schwichung der Fourieramplituden in
der Nihe der Nullstellen rechnerisch kompensieren (Am-
plitudenfilterung), doch ist dabei Vorsicht geboten, da zu-
gleich das Rauschen in diesen Gebieten verstirkt wird.
Unsere ersten derartigen Rechnungen wurden 1970 bei
Symposien iiber neue elektronenmikroskopische Metho-
den in Hirschegg?¥ und in London'™ diskutiert.

Bald nach Veroffentlichung der Arbeiten iiber Zonen-
korrekturplatten”-® hatten Hangfen et al.”® darauf hinge-
wiesen, daB die Ortsfrequenzfilterung - im lichtoptischen
Instrument und a posteriori - schon seit langerem fiir aller-
dings vollig verschiedene physikalische Aufgaben entwik-
kelt worden war. Sie wendeten die lichtoptische ,lineare
Ubertragungstheorie** auf die Verhiltnisse im Elektronen-
mikroskop an, wobei im wesentlichen die von Scherzer!'®
und uns"# abgeleiteten Bezichungen nur ,,umgedeutet* zu
werden brauchten?®. Von Schiske® und - unabhingig -
von Hanfen® stammt auch der Vorschlag, die Filterung a
posteriori von der Lichtoptik auf die Elektronenmikrosko-
pie zu iibertragen. Die experimentelle Realisierung er-
folgte in den zuvor erwihnten Arbeiten**2"! und ,,Analo-
gierechnungen* in einem Doppellichtdiffraktometer!>®.,
Ein weiterer Vorschlag!?-?® regte an, das korrigierte Bild
nicht aus einer einzigen Aufnahme, sondern aus einer Se-
rie von Aufnahmen der gleichen Stelle des Objekts bei ver-
schiedenem Fokus aufzubauen. Dadurch sollte der EinfluB
der Liicken im Ortsfrequenzspektrum auf die Qualitit des
korrigierten Bildes beseitigt werden (vgl. Abschnitt 3.4.2).

2.9. Eine konsistente Theorie

Von grundsitzlicher Bedeutung®®3? fiir die Verwen-
dung des Elektronenmikroskops als phasenbestimmendes
Diffraktometer ist, daB das Mikroskop nicht mehr abbil-
den soll, sondern nur als MeBinstrument zur Sammlung
der charakteristischen Daten (Strukturfaktoren) von am
untersuchten Objekt gestreuten Strahlen gebraucht wird.
Mit diesen Streudaten kann man - wie bei der Rontgen-
Strukturanalyse - tun was man will.

Wenn zutrifft, daB die Atome als reine Phasenobjekte
aufzufassen sind, so gilt fiir Elektronen- wie fiir Rontgen-
strahlen der Friedelsche Satz: Die linke und die rechte
Seite eines Beugungsbildes zeigen gleiche Intensititen, die
zugeordneten (gleich groBen) Phasen haben entgegenge-
setzte Vorzeichen. Lineare Niherung bedeutet physika-
lisch bei einer Hellfeldabbildung, daB die Interferenzen
zwischen den einzelnen Streustrahlen'” vernachlissigt
werden. Wir messen also - entsprechend der klassischen
Definition der Phasenverschiebung in der Rontgen-

[*] Sie mBssen erst bei einer Ndherung zweiter Ordnung beriicksichtigt wer-
den.
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Kristallstrukturanalyse - nur die Phasendifferenz zwischen
Primirstrahl und Streustrahl. Gliicklicherweise ist nicht fiir
jeden Streustrahl ein eigenes Experiment erforderlich (das
wiire unter dem Aspekt optimaler Ausnutzung der Primér-
elektronen katastrophal); aus der Uberlagerung aller
Streustrahlen mit dem Primirstrahl lassen sich die Phasen
durch Fourier-Analyse bestimmen. Allerdings mit einer
Einschrdnkung: Zentrosymmetrisch verbundene Ortsfre-
quenzvektoren fiihren zu gleichartigen Interferenzbildern,
die miteinander verschmelzen. Sie lassen sich nicht mehr
trennen (,,Dreistrahlinterferenz*). Das spielt dann keine
Rolle, wenn der Friedelsche Satz anwendbar ist, da die
eine Ortsfrequenz auf die andere zuriickfithrbar wird. Das
phasenbestimmende Diffraktometer-Elektronenmikroskop
eignet sich daher grundsatzlich nur fir Beugungsbilder, fiir
die der Friedelsche Satz gilt.

2.9.1. Anomale Streuung

Es ist schon aus der Réntgen-Kristallographie bekannt,
daB beide Seiten des Beugungsbildes verschiedene Intensi-
titen und Phasen aufweisen konnen. Dieser ,,Nicht-Frie-
del“-Fall liegt dann vor, wenn einige Atome in der Struk-
tur ,,anomal‘* streuen. Es handelt sich um Schweratome,
die im Bereich der verwendeten Strahlung eine Absorp-
tionskante haben. Die Streuung an diesen Atomen verlduft
mit einer gewissen (kleinen) Phasenverschiebung 7 gegen-
iiber der an nicht anomal streuenden Atomen, und dieser
Effekt bewirkt die Ungleichwertigkeit der beiden Hilften
des Beugungsbildes. Nun gibt es solche anomale Streuung
auch mit Elektronenstrahlen, zwar gleichsfalls schwach,
aber doch deutlich stirker als mit Rontgenstrahlen. Auch
sie ist praktisch nur bei Schweratomen bemerkbar. Erst-
mals bei der Elektronenbeugung von Gasen studiert, wird
sie dhnlich wie bei der Réntgenbeugung durch komplexe
Atomformfaktoren beschrieben.

Ein Sonderfall anomal streuender Atome, in dem der
Friedelsche Satz gilt, ist dann gegeben, wenn nur Atome
einer Art vorliegen. Dann ist das Elektronenmikroskop
wieder ein vollwertiges Interferometer, das exakt das Beu-
gungsspektrum des Objektes (natiirlich im Rahmen der li-
nearen Niherung) registriert. Die Phasenverschiebung der
anomalen Streuung 7 kann einfach dadurch beriicksichtigt
werden, daB y in Gleichung (3) durch ¥y —7 ersetzt wird
(Spezialfall reines Amplitudenobjekt mit 7=m/2)>",

Was ist zu tun, wenn Strukturen mit verschiedenartigen
Atomen vorliegen? Das ist z. B. bei Strukturanalysen
»Schweratomgefdrbter organischer Priparate der Fall
Wie erwihnt, setzen sich die Ortsfrequenzvektoren beider
Halften des Beugungsbildes zu einer Summe zZusammen,
aus der sich die einzelnen Komponenten nicht mehr ablei-
ten lassen. Benutzt man jedoch mindestens zwei Aufnah-
men bei verschiedener Defokussierung, so werden die Ge-
wichte der Komponenten durch den EinfluB8 der Transfer-
funktion verschieden sein, wodurch eine Trennung mog-
lich wird®”-*®, Dies wird noch einfacher®, wenn man nur
einem der beiden zentrosymmetrisch verbundenen Strah-
len den Zugang zur Bildebene gestattet. Wird eine Halb-
ebene in der Aperturblende verdeckt, so wird nur die
Hilfte des Beugungsbildes registriert; zur Registrierung
der anderen Hilfte ist eine zweite Aufnahme nétig, bei der
die komplementire Halbebene verdeckt ist. Zwar sind wie-
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derum zwei Aufnahmen erforderlich, um die komplette ex-
perimentelle Information zu iibertragen, doch zeigt die
Rechnung, dafl nun - anders als bei der zentralen Hellfeld-
aufnahme - keine Schwichung der Streuwellenamplituden
stattfindet. Allerdings sind nun alle Phasen des Fourier-
Spektrums der Ortsfrequenzen verfilscht, doch kann man
bei Kenntnis der Transferfunktion die Phasenfehler be-
rechnen und korrigieren. Die Transferfunktion kann man
entweder aus einer dritten Aufnahme (mit voller Be-
leuchtung) bestimmen oder aus den beiden Halbebenen-
aufnahmen rechnerisch ableiten. Letzteres ist zwar nur fiir
ein zentrosymmetrisches Beugungsbild (z. B. reines Pha-
senobjekt) exakt moglich, sollte aber auch im anderen Fall
gelingen, da y nach Gleichung (3) nur von wenigen Para-
metern abhéngt (vgl. Figur 10 und auch Figur 11 fiir Ver-
fahren mit schiefer Beleuchtung). Mit Ausnahme von
Versuchen zur Diskriminierung von Schweratomen®®® ist
diese Mdglichkeit bei Strukturanalysen noch nicht ausge-
schopft worden, sie gehért also zum Methodenreservoir
der Zukunft. Neben Bestimmungen der komplexen Funk-
tion ist die ungewichtete Registrierung der Amplituden der
Streustrahlen von besonderem Interesse.

Eine andere Moglichkeit zur Analyse von Strukturen mit
verschiedenartigen Atomen bieten Naherungsverfahren,

Linse

Streuwellen

Objekt

Primdrstrahl

a)

Fig. 10. Komplexe Bildrekonstruktion nach dem komplementiren Halbebe-
nenverfahren [31). a) Schematischer Aufbau der Abbildungsanordnung. - b)
Halbblende (Ringlein kennzeichnet den DurchstoBpunkt des Primarstrahls).
Zur zweiten Aufnahme mul3 die Blende entfernt und eine komplementire
Blende eingeschoben werden.

Fig. 11. Komplexe Bildrekonstruktion mit schiefer Beleuchtung [33-35]. Bei
schiefer Beleuchtung 148t sich die Aufldsung auch mit thermischen Katho-
den (bei 100 kV) bis zur atomaren Grenze bringen. Allerdings muB man dann
das Gesamtbild aus mehreren Teilbildern zusammensetzen (synthetische
Apertur). Die Lichtdiffraktogramme zeigen die (anisotrope) Zunahme des
ubertragenen Ortsfrequenzbereichs bei VergroBerung des Winkels von 0° (a,
b, c) bis 0.66° (g, h, i). Im letzten Fall 14Bt sich eine Aufldsungsgrenze von
0.16 nm messen. Das Verfahren ist kompliziert und lichtschwach, demon-
striert aber vorziglich die Mdglichkeiten, welche ein Elektronenmikroskop
bei Benutzung als phasenbestimmendes Diffraktometer bietet,
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bei denen auf die Trennung von Phasenteil und Amplitu-
denteil der Streuung verzichtet wird. Ein solches Vorgehen
ist bei der Rontgen-Kristallstrukturanalyse iiblich, wobei
aber der Einflu8 der anomalen Streuung sehr viel geringer
ist. Wir benutzen es bei unseren Analysen ,,schweratomge-
farbter** organischer Priparate. Hierbei kommt es darauf
an, nicht ~ wie sonst in Elektronen-, Rdntgen- und Licht-
optik {iblich - Phasen- und Amplitudenobjekte zu trennen,
sondern ,,verschieden gemischte** Objekte mit dem Grenz-
fall des reinen Phasenobjekts (reine Amplitudenobjekte
entfallen in der Elektronenmikroskopie). Auf diese Weise
beriicksichtigen wir nicht nur die so wichtige Kopplung
von Phasen- und Amplitudenteil bei anomal streuenden
Atomen, sondern k6nnen auch den Einflu} auf die Trans-
ferfunktionen leicht iiberblicken. Figur 12 zeigt z.B. die
Transferfunktionen bei verschiedener Defokussierung fiir
7=0.25 (nach Atomformfaktortabellen®” ungefihr Platin
entsprechend) und 7 =0 (Leichtatome). Es ist zu erkennen,
daB die Unterschiede - auBer in unmittelbarer Nihe des
Primérstrahls - nicht sehr groB sind. Die experimentellen
Nullstellen werden irgendwo zwischen den Nulldurchgin-
gen der beiden Transferfunktionen liegen. Man erkennt,
daB die Schwichung der Amplituden der Streuwellen in
der Nihe der Nullstellen hier von groBem Vorteil ist; denn
die sowieso nur in einem sehr engen Bereich unsicheren
Phasen sind mit einer starken Schwichung der Amplitu-
den verbunden, so daB sie die Form des Bildes wenig be-
einflussen. Trotz Verzichtes auf komplexe Rekonstruktion
werden sowohl Schweratome als auch Leichtatome gut
wiedergegeben, die Fehler dieses Niherungsverfahrens

ﬂ " n b)
0s 0? A [nm]
2 3 e*[nm]
——sinly-n} £2=-2581nm & =30 +7=025
—— sinly-y ) Az=-2581nm A =30 +4=0

a)

A [nm]

* [ami']

——sin{y-1)
————— sin(y-n)

Az=2581nm A =30 %=025
Az =258.1 nm =30 3=0

F.ig. 12. Funktion sin(y —7) fiir =0 und 77 =0.25 (aus [38]): a) Unterfokus, b)
Uberfokus.
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Az =-131nm +86nm
Cg = 2nm; AZx=1160nm; 71:0'38 nm

+304rm 'i—‘

Fig. 13. Lichtoptische Diffraktogramme von elektronenmikroskopischen
Aufnahmen einer mit Platin bedampften Kohlefolie. Wegen der relativ gro-
Ben astigmatischen Differenz Az, (1160 nm) sind die - den Ubertragungslitk-
ken entsprechenden - Null-Linien im Diffraktogramm im Innenbereich hy-
perbelfdrmig (gezeigt fiir drei Defokussierungswerte Az im Vergleich mit den
berechneten Kurven). Dies gilt aufgrund der anomalen Streuung der Pt-
Atome auch filr die innerste Null-Linie, die bei einem reinen schwachen Pha-
senobjekt durch das Zentrum verlaufen wilrde (vgl. [38]). Die Aufnahmen
zeigen, daB das Elektronenmikroskop auch als Fourier-Interferometer zum
Studium physikalischer Groien benutzbar ist (fiir die weitere Verfeinerung
unserer Methoden ist eine genauere Kenntnis der anomalen Streuung wich-
tig).

spielen kaum eine Rolle. Kiirzlich haben Typke et al.®® in
unserem Laboratorium die Gré8e der anomalen Streuung
bei einigen Schweratomen experimentell bestimmt (vgl. Fi-
gur 13).

Beim ,,Doppelsymposium‘ in Hirschegg und London
berichteten 1970 Erickson und Klug tiber den EinfluBl des
Amplitudenteils der Elektronenstreuung auf die Defokus-
sierungsabhingigkeit der Reflexe von mit Uranylacetat ge-
firbten Katalasekristallen®® und bestitigten somit experi-
mentell’™ unser im Jahre davor formuliertes Konzept®*°-32,
Besonders bemerkenswert war der Nachweis, daf3 die li-
neare Theorie selbst fiir stark streuende Objektpridparate
giltig bleibt - wir hatten vorher nur mit reinen Leicht-
atomstrukturen experimentiert.

2.9.2. Beriicksichtigung der Kriimmung
der Ewaldschen Ausbreitungskugel

Zur Behandlung strukturanalytischer Probleme bei der
Rntgenbeugung hatte sich die diskrete Formulierung mit
Ortsvektoren und Atomformfaktoren als besonders niitz-
lich erwiesen. Seit 1969 konsequent in unsere Arbeiten
fibernommen®?, fiihrte sie zur Trennung in ,,Teilamplitu-
denstreuung (Winkel 7)* und Phasenstreuung - eine Tren-
nung, welche in der Lichtoptik wenig Sinn hitte.

Bei Erweiterung der Theorie der Elektronenbeugung fir
dicke Pridparate (innerhalb der Giiltigkeit von Einfach-
streuung)®” trat die Komplikation auf, da die Transfer-
funktionen der Atome von ihrer Lage entlang der opti-

[*] Die theoretische Grundlage dieses Beitrags [39] war ungenau: In der
Grundgleichung (5), in der offenbar der EinfluB der Leichtatome ver-
nachlassigt wurde, haben die Autoren Phasenteil und Amplitudenteil der
Schweratomstreuung als voneinander unabhingig addiert, wodurch die
korrekte Transferfunktion sin(y—1) als Nahcrung erhalten wird. Bei
kleinem Amplitudenteil hat dies kaum EinfluB auf die numerischen Re-
sultate, erst bei 7~ n/4 (for Uran ab etwa §/A=7.5 nm ") treten inkor-
rekte Faktoren der GraBenordnung /2 und Phasenfehler auf.
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schen Achse des Instruments abhingig wurden. Diese
Komplikation konnte durch Ersetzen des zweidimensiona-
len Ortsfrequenzraumes durch den dreidimensionalen rezi-
proken Raum (Fourier-Raum) beseitigt werden®®. Hierbei
kommt die Ewaldsche Ausbreitungskugel (vgl. Figur 3b)
wieder ins Spiel, und somit wird die Elektronenmikrosko-
pie endgiiltig eine Variante der Strukturforschung mit Beu-
gungsmethoden.

Bei der Behandlung der Streuung auf der Ausbreitungs-
kugel wird die komplexe Bildrekonstruktion auch bei rei-
nen Phasenobjekten unausweichlich - man wird auf ihren
»Methodenvorrat™ (vgl. Figur 10 und 11) zuriickgreifen
miissen. Noch ist die ,,phasenbestimmende Diffraktome-
trie mit dem Elektronenmikroskop als Werkzeug* eine
junge Methode, und schon zeichnet sich der Vorsto3 zu
dreidimensionalen Analysen mit atomarer Aufldsung in
Analogie zur Rontgen-Strukturanalyse ab. Dies gilt auch
fiir den aperiodischen Fall, auch er kann als ,,Kristallstruk-
turanalyse* im weitesten Sinne aufgefaBt werden, wenn
man ein Stiickchen aperiodischer Materie als ,,Kristall mit
einer Elementarzelle betrachtet. Das Elektronenmikro-
skop verliert dabei seine Eigenschaft als abbildendes Gerat
(es wird aber als solches weiter zur Auslese und Vorsortie-
rung der submikroskopischen Individuen benutzt), der
Computer ersetzt die Linse fiir im allgemeinen dreidimen-
sionale Abbildungen.

2.10. Automatisierung der phasenbestimmenden
Diffraktometrie

Die Entwicklung des Elektronenmikroskops zum Auto-
maten ist also vorgezeichnet. Ein Automat arbeitet nicht
nur schnell und zuverlissig, sondern er erméglicht es auch
jedem Chemiker, Biologen, Mineralogen etc., komplizierte
physikalische Verfahren ohne Spezialkenntnisse mit einer
,.black box* durchzufiihren®, Es ist bemerkenswert, da3
die Voraussetzungen fiir die Automatisierung in der pha-
senbestimmenden Diffraktometrie noch besser sind als in
der Rontgen-Strukturanalyse, denn hier kénnen wir die
Phasen messen, wihrend sie dort indirekt ermittelt werden
miissen. Allerdings sind die Anforderungen an den Com-
puter hoher, aber die ungeheuren Fortschritte der Compu-
tertechnik lassen keinen Kleinmut zu, auch wenn wir die -
bei der Rontgenbeugungsanalyse jetzt iibliche - Bedingung
des instrumenteneigenen Computers stellen. Interessant ist
die Verlagerung der Entwicklungsprobleme. Wihrend man
im Falle der Réntgen-Strukturanalyse noch mit der Uber-
setzung der (relativ einfachen) MeBmethode in die Auto-
matentechnik Schwierigkeiten hatte, ist dies heute margi-
nal. Hingegen erfordert die automatengerechte Formung
der so diffizilen Einstell- und MeBoperationen in der Elek-
tronenmikroskopie besondere Aufmerksamkeit!™.

Ein ,,Elektronenmikroskopiker von echtem Schrot und
Korn* mag die ,,Herabwiirdigung* des Elektronenmikro-
skops zum MeBinstrument zunichst bedauern. Aber ist es
nicht so, daB der Computer dem Elektronenmikroskop
neue, ungeahnte Moglichkeiten verschafft? Die phasenbe-
stimmende Diffraktometrie ist - im Rahmen der kinemati-
schen Niherung - ein genauso quantitatives Verfahren wie

[*] Nur am Rande kdnnen wir auf on-line-Diffraktometer {41, 42] und on-
line-Korrelationscomputer [40] als wichtige Einstellhilfen verweisen.
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die R&ntgen-Kristallstrukturanalyse. Beide beruhen auf
Messungen - man beachte, daBl sogar die Schwirzungskur-
ven fiir Rontgen- und Elektronenstrahlen analog sind, und
daB in beiden Fillen auch quantenzihlende Direktdetek-
toren verwendet werden konnen'?. Die phasenbestim-
mende Diffraktometrie ist nicht auf periodische Strukturen
beschrinkt und kann in allen Gebieten der Chemie - von
der Anorganischen Chemie bis zur Biochemie - angewen-
det werden. Und sie bietet den Ausblick zur atomaren
Analyse - nicht als vage Vermutung, sondern als prizises,
theoretisch fundiertes und experimentell schon weitgehend
realisierbares Verfahren.

2.11. Der Streuabsorptionskontrast

Hinterher erscheint erstaunlich, daB man auf die doch
so grundsitzliche Verwandtschaft von Elektronenmikro-
skopie und lichtoptischer Phasenkontrastmikroskopie erst
in den sechziger Jahren aufmerksam wurde, obschon
Boersch 1947 darauf hingewiesen hatte, da3 Atome streuen
und nicht absorbieren®. Sicherlich war ein Grund dafiir,
daB die Phasenkontrastmethode schon beim Lichtmikro-
skop nicht trivial ist - es ist so viel einfacher, ein Objekt so
wie es ist (eventuell auch nach Firbung) anzuschauen. In
der Tat zeigen selbst diinne, aber mit Schweratomen ge-
f4rbte Strukturen im GauBschen Fokus des Elektronenmi-
kroskops bei geringer Auflésung etwas Kontrast. Schwer-
atome sind aufgrund der anomalen Streuung nicht farblos,
sondern leicht grau. Aber auch starke Phasenobjekte
(dicke Objekte) konnen sich wie Amplitudenobjekte ver-
halten (Nichtanwendbarkeit der linearen Nédherung, qua-
dratischer Phasenkontrast), Zhnlich wie Luftblischen in
Wasser im Lichtmikroskop ohne weiteres sichtbar sind.
Noch komplizierter wird es, wenn Mehrfachstreuung auf-
tritt. In der friithen Elektronenmikroskopie war die Quelle
der Kontraste nicht wichtig, man betrachtete die Bilder
,als ob* sie von absorbierendem Material herrihrten.
Auch heute muB man noch phinomenologisch vorgehen,
wenn man den Anwendungsbereich der linearen Theorie
verl4Bt, doch neuerdings wird versucht, die quadratischen
Terme bei der Berechnung der Hellfeldintensitit zu be-
riicksichtigen.

2.12. Was ist ,,Ptychographie*‘?

Mit diesem Namen bezeichnen wir (fast vergessene) lin-
senlose Bestimmungsverfahren fiir Amplituden und Pha-
sen von Elektronenstreuwellen, welche nach heutigem
Wissen besonders gut bei Kristallen anwendbar sind™*. Sie
beruhen auf der gegenseitigen Interferenz von Streustrah-
len - im Gegensatz zur Holographie, bei der alle Streu-
strahlen mit einer Referenzwelle iiberlagert werden. Eine
Variante dieser Verfahren konnte unlingst realisiert wer-
den®, Eine andere Variante sollte sich im Durchstrah-
lungs-Rasterelektronenmikroskop relativ leicht realisieren
lassen und erméglichen, Diffraktogramme mit fast beliebi-
ger Auflssung auszuwerten (Figur 14)1*\. Diese Verfahren
konnten sich bei anorganischen Kristallen, aber vielleicht
auch bei strahlenempfindlichen organischen Kristallen, zu
einer Konkurrenz der in den Abschnitten 2.3-2.10 be-
schriebenen Methoden entwickeln.
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Fig. 14. ,,Phanomenologische* Beschreibung einer Variante der Ptychogra-
phie [46]. In einem Transmissions-Rasterelektronenmikroskop wird der (ko-
hirenten) Abtastsonde eine Struktur nach a) aufgepragt. Dadurch verbreitern
sich die Gitterreflexe entsprechend b) zu scharf begrenzten Flecken, welche
sich (mit Interferenz) gegenseitig Oberlagern. Beim Abtasten oszillieren die
Intensitaten in den Uberlagerungsgebieten entsprechend der Phasendifferen-
zen der Reflexe. Zur Registrierung ist der abliche Einkanaldetektor durch ei-
nen ortsempfindlichen Flachenzahler (z. B. nach [43]) zu ersetzen.

2.13. Hochgeordnete biologische Strukturen

In Lehrbiichern der Kristallographie werden die Gesetze
der Beugung iiblicherweise mit Periodizitit und Symmetrie
»amalgamiert**. Aber ebenso, wie man die Beugungsge-
setze von Periodizitit und Symmetrie abstrahieren kann/s!],
lassen sich bei periodischen und/oder symmetrischen Mu-
stern die Symmetriegesetze von der Beugungstheorie ab-
strahieren. Die Rontgen-Kristallographie hat zum Studium
von in den reziproken Raum (Fourier-Raum) transformier-
ten Objekten gefiihrt. Periodizitit und Symmetrie erzeugen
bestimmte Fourier-Strukturen, wobei es gleichgiiltig ist, ob
das Objekt eine Elektronendichteverteilung oder eine son-
stige - auch makroskopische - Dichteverteilung ist. Das
gilt natiirlich auch fiir Bilder, die durch Abbildung ent-
sprechender Objekte im Elektronenmikroskop erhalten
werden. Wiederum ist gleichgiiltig, ob es sich um qualitativ
richtige Bilder oder - wie bei der in diesem Beitrag geschil-
derten Ubertragung der kinematischen Theorie auf die
Elektronenmikroskopie ~ um Parallelprojektionen von Po-
tentialverteilungen handelt.

Seit den frithen sechziger Jahren wurden qualitative
elektronenmikroskopische Abbildungen kontrastierter, pe-
riodischer und symmetrischer Biostrukturen nach Fourier-
Prinzipien untersucht, wobei sich das Lichtdiffraktometer
(vgl. Abschnitt 2.1) als besonders bequeme ,,Rechenma-
schine* zur Fourier-Transformation anbot*”, Durch Ein-
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griffe in die Fourier-Verteilung der Objekte - als Filterung
bezeichnet - werden bestimmte Strukturmerkmale beson-
ders hervorgehoben. Diese Filterung, die das untersuchte
Objekt betrifft, hat mit der von uns eingefithrten Ortsfre-
quenzfilterung, welche die optischen Eigenschaften des
Objektivs betrifft, nichts zu tun. Eine besondere Art der
»Objektfilterung* ist bei zweidimensionalen Gittern mog-
lich. Deren Fouriertransformierte zeigt starke, gitterartig
angeordnete Maxima (der Periodizitit entsprechend) und
einen Untergrund (von individuelien Verschiedenheiten
der Elementarzellenbilder herriihrend). Durch Abfiltrieren
des Untergrundes kann nach einer weiteren Fourier-Trans-
formation (z. B. im Lichtdiffraktometer) eine aus allen In-
dividuen gemittelte, streng periodische Struktur erzeugt
werden. Die Mittelungen wurden zuerst an Hochdosisauf-
nahmen durchgefiihrt (gute Elektronenstatistik, aber Pri-
parations- und Strahlenartefakte). Elektronenmikroskopi-
sche Analysen periodischer ungefirbter und nativer Bio-
strukturen wurden ab 1968 verdffentlicht (vgl. Abschnitt
3.3).

3. Dreidimensionale Analyse
3.1. Zum Problem

Die Betrachtung von Elektronenmikroskop und Rént-
gendiffraktometer als analoge Gerite impliziert bereits die
Anwendungsméglichkeiten. Dazu gehdrt vor allem die
dreidimensionale Analyse der untersuchten Strukturen. In
den fiinfziger Jahren war man bei der Rontgen-Kristall-
strukturanalyse von Projektionen (entlang Elementarzel-
lenkanten) zur dreidimensionalen Erfassung der Elektro-
nendichte in der Elementarzelle iibergegangen, da deutlich
wurde, daB nur die echte' dreidimensionale Analyse (fiir
welche die kinematische Theorie von Anfang an das theo-
retische Riistzeug geliefert hatte) zur Aufklirung des Baues
komplizierter Strukturen fiihren konnte. Gliicklicherweise
wurden gleichzeitig die unumgénglich ndtigen Werkzeuge
fir die nun differenziertere Informationsverarbeitung ent-
wickelt, ndmlich MeBautomaten und elektronische Re-
chenmaschinen. Auch bei der Elektronenmikroskopie sind
die Objektpriparate relativ zur lateralen Aufldsung viel zu
dick, so daB Uberlappungen der strukturellen Details eine
konsequente Analyse verhindern. Die dreidimensionale
Elektronenmikroskopie wurde jedoch nicht einfach auf
analogem Wege erreicht, zum Teil geht sie auf allgemeine
Verfahren der Bildverarbeitung zuriick*®->%. Das nimmt
wegen des urspriinglich bilderzeugenden Charakters des
Elektronenmikroskops kaum wunder. Die ,,Umfunktionie-
rung* des Hellfeldelektronenmikroskops in ein phasenbe-
stimmendes Diffraktometer fiir Elektronenbeugung bedeu-
tet eine Fortentwicklung von der gewiB reizvollen, aber
nur qualitativen ,,Guckmikroskopie* (ein Ausdruck, den
Ernst Ruska prigte) zur quantitativen Strukturforschung.

[

Das hei@t Ersatz der zweidimensionalen Bildfunktion p(x,y) (z. B. auf ei-
ner elektronenmikroskopischen Aufnahme) durch die dreidimensionale
Bildfunktion p(x,y,Zz) (in der Elektronenmikroskopie erstreckt sich z ent-
lang der optischen Achse). Zu unterscheiden von der Stereoskopie, bei
der ein zweidimensionales Bild durch zwei zweidimensionale, gegenein-
ander leicht verkippte Bilder ersetzt wird, deren Betrachtung einen rdum-
lichen Eindruck vermittelt, aber den inneren Aufbau nicht erkennen
1aBt.
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3.2. Tomographische Verfahren

3.2.1. Die polytrope Montage

Im Beitrag von Hart!*! kommt das Wort ,,dreidimensio-
nal** gar nicht vor. Er bezeichnet mit polytroper Montage
eine Methode, bei der unter verschiedenen Winkeln aufge-
nommene elektronenmikroskopische Abbildungen so
iibereinander kopiert werden, daB einzelne Schichten des
Objektpriparats besonders hervortreten. Durch Anderung
der Ubereinanderlageparameter koénnen verschiedene
Schichten hervorgehoben werden. Ein &dhnliches Prinzip
war viel frither in der ROntgendiagnostik als Tomographie
bezeichnet worden. Wenn man Réntgenschattenaufnah-
men eines KOrpers aus verschiedenen Winkeln herstellt, so
enthalten sie Projektionen aller iibereinanderliegender
Schichten, die aber mit unterschiedlichen Verschiebungen
iiberlagert sind. Superponiert man solche Aufnahmen so,
daB eine Schicht in allen Aufnahmen genau iibereinander-
liegt, dann wird diese Schicht hervorgehoben, wihrend die
anderen Schichten gegenseitig verschoben sind und sich
bis zu einem gewissen Grade ausmitteln (Figur 15).

Fig. 15. Prinzip der zirkulasen Tomographie. Die Schichten des Kérpers K
(z.B. 1, 2, 3) werden mit Verschiebungen im Réntgensch diagramm abge-
bildet. Die Verschiebungen hingen von der Lage der RéntgenrShre ab (z. B.
Stellung R’ oder R"). Schiebt man die Aufnahmen P’ und P” so Gbereinan-
der, daB die Schichtbilder 2’ und 2 zur Deckung kommen, so wird im Uber-
lagerungsbild nur 2 verstirkt. Bei der zirkularen Tomographie rotiert R um
die Achse A. Im elektronenmikroskopischen Fall ist die Zentralprojektion
durch Parailelprojektion (R unendlich weit entfernt) ersetzt (Abbildung des
Objekts bei groBer Tiefenscharfe). Die Anderung der Projekiionsrichtung
wird durch Kippen des Priparates erzeugt. Dic Aufnahmeebene (P, P”) ist
daher senkrecht zur Projektionsrichtung, Dadurch wird eine gewisse, aber
leicht beherrschbare Verzerrung der Projektionsbilder (Quadrate werden als
Rechtecke abgebildet) erzeugt.

3.2.2. Elektronenmikroskopische Computertomographie

In den sechziger Jahren wurde gefunden, da8 bei der
Tomographie Storungen durch ungeniigende Ausmittelung
der unerwiinschten Schichten mathematisch weitgehend
korrigierbar sind, insbesondere wenn man sich auf Paral-
lelprojektionen (statt Zentralprojektionen) beschriankt (was
allerdings neue Rontgenaufnahmegerite erforderte). Be-
sonders iibersichtlich wird die ,,Rekonstruktion* eines
dreidimensionalen Bildes eines Kdrpers, wenn man die
verschiedenen Projektionsrichtungen durch Rotation des
Korpers um eine Achse einstellt, wobei es bei einem asym-
metrischen Korper im Prinzip gleichgiltig ist, welche
Achse man wihlt (computerisierte Tomographie, vgl. Figur
16).
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Fig. 16. ,,Tomographischer Hihnchengrill“. Das Hahnchen H auf dem Dreh-
spieB S wird durch das Feuer F gegrillt. Bei der Drehung werden in gleichen
Winkelink; Aa Aufnah mit paralleler Rontgenstrahlung R auf
Platten P hergestelit. Im elektronenmikroskopischen Fall sind die Rontgen-
strahlen durch Elektronenstrahlen zu ersetzen; die Parallelprojektion wird
durch Abbildung bei hoher Tiefenschirfe erzeugt. Das ,,Grillen* des Priipa-
rates besorgen (leider) die Elektronen selber.

Diese computerisierte Tomographie eignet sich sehr gut
zur Ubersetzung in die Elektronenmikroskopie!®. Die Par-
allelprojektion wird durch Abbildung bei groBer Tiefen-
schirfe gewihrleistet, wobei libereinanderliegende Schich-
ten des Objektpriparates in der elektronenmikroskopi-
schen Aufnahme iibereinanderprojiziert erscheinen. Fir
die Rotation des Priparates kénnen Mikrogoniometer
(z-B. nach Art der in der Elektronenmikroskopie iiblichen
Kipp-Patronen) benutzt werden, und schlieBlich gelingt
die computerisierte Analyse nach analogen rechnerischen
Methoden, wenn das Bild z. B. durch Densitometrie in ein
digitales Zahlenfeld verwandelt wird. Das ,,Grillen* (bei
der Réntgentomographie nicht der Normalfall!) wird (lei-
der) durch die Elektronenstrahlen selbst bewirkt: sie zer-
stéren in einer zur Abbildung erforderlichen Dosis die or-
ganische Substanz (z. B. biologischer Makromolekiile), was
spezielle Priparationsmethoden notwendig macht. So wer-
den strahlenresistente anorganische Strukturen dem Préipa-
rat aufgeprigt (Positiv- und Negativkontrastierung), die
Charakteristika der eigentlich interessierenden organi-
schen Struktur erkennen lassen. Sie kdnnen auch bei ho-
hen Strahlendosen abgebildet werden, wobei im allgemei-
nen Strukturdetails nur bis zur sogenannten biologischen
Aufldsung (Z 1.5nm) relevant sind. Vorsicht bleibt aber
immer geboten, da auch bei Stabilisierung der Struktur
nach der sehr raschen Zerstérung der organischen Sub-
stanz langsame Anderungen nicht auszuschlieBen™®" und
iberhaupt die Gesetze der ,,Markierung‘ keineswegs tri-
vial sind - das Prinzip der Ausfiillung von Léchern durch
ein amorphes Schweratomglas bei der Negativkontrastie-
rung ist z. B. sicherlich nur niherungsweise giltig!".

[*] Zur Prazisierung des Begriffs ,computerisierte Tomographie* (Abgren-
zung zur ,Diffraktometrie”): Tomographie kann sowohl im Orts- als
auch im reziproken Raum durchgefihrt werden, wobei die mathemati-
schen Verfahren der Bildverarbeitung mit den Verfahren der Kristallogra-
phie formal verwandt sind. Vor allem bendtigen alle dreidimensionalen
Verfahren cinen Satz von Bildern mit verschiedenen Richtungen der be-
leuchtenden Strahlen (vgl. Fig. 15 und 16 sowie [50]). Es gibt jedoch cha-
rakteristische Unterschiede: (a) Die Tomographie basiert auf Zentral-
oder Parallelprojektionen, (b) in der Tomographie ist die Physik des Ab-
bildungsprc unwesentlich. - Tomographie kann in so verschiede-
nen Bereichen wie Rdntgendiagnostik oder Radioastronomie angewendet
werden [entsprechend (b)). Im Gegensatz dazu ist in der Diffraktometrie
der physikalische AbbildungsprozeB (StreuprozeB) wesentlich, auch ist
die Bedingung der ,,Projektionen* [vgl. (a); ebener Schnitt im reziproken
Raum bei Parallelprojektionen] fiir Rdntgenaufnahmen nur in Sonderfal-
len (Kleinwinkelstreuung) naherungsweise gitltig. Der reziproke Raum
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3.2.3. Dreidimensionale Analyse via Symmetrie

Die experimentellen Arbeiten zur dreidimensionalen
Elektronenmikroskopie nach DeRosier und Klug*® ent-
sprachen allerdings nicht genau dem Modell von Figur 16.
In bezug auf die Analyse hochgeordneter biologischer
Strukturen (insbesondere helicaler Strukturen) wire im
Modellfall das Hihnchen zunichst durch eine makrosko-
pische Helix - z.B. eine Spiralfeder - zu ersetzen, deren
Achse mit der DrehspieBachse identisch ist. Einfache geo-
metrische Uberlegungen zeigen, daB als Abbildung (Paral-
lelprojektion) eine Sinuslinie erscheinen muB. Wird der
SpieB gedreht, so behilt die Kurve ihre Form, scheint sich
aber lings der Achse zu bewegen, wobei einer vollen Dre-
hung eine Verschiebung der Sinuslinie um eine Periode
entspricht. Dies bedeutet, daB in solchem Falle alle tomo-
graphischen Bilder aus einem einzigen Bild abzuleiten sind,
und so natiirlich fiir die dreidimensionale Analyse eine
Rontgen- oder Elektronenbeugungsaufnahme geniigen
wiirde. Wird aber dieses Modell nun zu einer Helix verfei-
nert, auf der gleiche Untereinheiten wie Perlen aufgefidelt
sind, so treten identische Projektionen nur bei Drehung
um kleine diskrete Winkelinkremente Ax auf (z. B. betrégt
fiir Tabakmosaikvirus Az =3.7°). Man erhilt also einen
bestimmten Satz von tomographischen Bildern (z.B. bei
Tabakmosaikvirus 49 Bilder), der in den meisten Fillen fiir
eine dreidimensionale Analyse mit biologisch signifikanter
Auflésung ausreicht. Bei zu groBen Winkelinkrementen
kann man Zwischenlagen entweder Abbildungen mit zu-
fallig verschiedenen Lagen der Objekte entnehmen oder
das Prdparat im Winkelinkrementbereich kippen. Auf
diese Weise wurde die dreidimensionale Struktur des
Schwanzes des Phagen T4 bestimmt™®,

Die Methode der Erzeugung von Projektionen durch
Symmetriebeziehungen (statt durch Messung) 14Bt sich
auch bei anderen hochsymmetrischen Strukturen (z. B. bei
sphirischen Viren) anwenden. Besonders bei helicalen
Strukturen mit kleinen Winkelinkrementen besticht die ex-
perimentelle Einfachheit der Analyse - es sind keine Pri-

wird von einer Kugelfliche geschnitten. Das gilt auch fir die Diffrakto-
metrie mit dem Elektronenmikroskop. Natiirlich ist es dabei fiir die Pra-
xis angenehm, daB man die Kugelfliche wegen der kurzen Wellenldnge
der Elektronen bei nicht zu hoher Aufldsung durch eine Ebene approxi-
mieren kann. Bei einer diffraktometrischen Theorie muB ein definierter
Zusammenhang zwischen Streuung und Struktur bestehen. Er kann
durchaus nur in Ndherung giiltig sein (Vernachldssigung der Vielfach-
streuung in der kinematischen Theorie, lineare Theorie bei der Phasen-
messung). Nach diesen Kriterien ist das Verfahren von DeRosier und
Klug (48] ,,tomographisch®, nicht nur weil es Parallelprojektionen unbe-
dingt erfordert, sondern vor allem, weil hierbei eine phinomenologische
Abbildungstheorie (Streuabsorptionskontrast) ohne Beriicksichtigung
von Linsenfehlern benutzt wurde. Bei unseren Bildpunktrechnungen mit
Ortsfrequenzfilterung waren bereits seit 1965 kinematische Streutheorie
und lineare Niherung verwendet worden [11-14). In Cambridge wurde
diese Theorie (mit Ortsfrequenzfilterung) ab 1970 Uibernommen [39}. Be-
sonders in der Elektronenmikroskopie ist aber die Beridcksichtigung der
Linseneigenschaften wichtig, da je nach Defokussierung verschiedenar-
tige ,,Abbildungen** erhalten werden. Im GauBschen Fokus ist z. B. die li-
neare Néherung nicht anwendbar. Die ersten dreidimensionalen Bildre-
konstruktionen in der Elektronenmikroskopie (Fettsaure-Synthetase [81])
sind in Einklang mit der diffraktometrischen Theorie. V3llig unbrauchbar
ist eine phinomenologische Abbildungstheorie bei hohen Auflosungen
(Beschleunigungsspannungen der GréBenordnung 100 kV), da in solchem
Fall sowohl die Krimmung der Ausbreitungskugel als auch der Vorzei-
chenwechsel im Ortsfrequenzspektrum beriicksichtigt werden mu8. Frei-
lich gibt es Bedingungen, bei denen man nur qualitativ vorgehen kann:
dicke Objekte, Mehrfachstreuung (vgl. Abschnitt 2.11). Qualitative Ana-
lysen sind kiirzlich beschrieben worden [93).
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paratkippungen erforderlich, die Aufnahmen kdénnen mit
jedem konventionellen Mikroskop erhalten werden®?.

Im strengen Sinne des Wortes handelt es sich hierbei
aber noch nicht um dreidimensionale Analyse, denn die
Gleichsetzung von experimentell bestimmter Projektion
und via Symmetrie abgeleiteter Projektionen ist nur in re-
lativ grober Niherung korrekt. Das Praparat liegt auf einer
Folie und ist von Kontrastmittel bedeckt; diese Kompo-
nenten haben sicherlich keine helicale, nicht einmal zylin-
drische Struktur. Bei der Prdparation kénnte auch die He-
lix gequetscht worden sein, was nicht in jedem Fall an ei-
ner Verbreiterung des Bildes zu erkennen ist. Solche Arte-
fakte sind bei einer einzigen Aufnahme kaum auszuschlie-
Ben'"l, Trotz dieser Einschrinkungen haben jedoch derar-
tige Untersuchungen viele wertvolle Informationen iiber
Bau und Funktion von Makromolekiilen - z.B. iiber den
Mechanismus der Kontraktion der Phagenschwinze - er-
bracht.

Zum Begriff ,,Makromolekiil** sei unter dem Aspekt des
Informationsinhaltes (ausgedriickt z. B. durch die Zahl al-
ler Atomkoordinaten) angemerkt, daB es erheblich ins Ge-
wicht fillt, ob ein hochsymmetrisches Molekiil (z.B. Ta-
bakmosaikvirus (TMV)) oder ein unsymmetrisches Mole-
kiil (z.B. Ribosom) untersucht wird. Der Informationsge-
halt kann im ersten Fall um GréBenordnungen kleiner
sein. Oft wiederholt sich eine kleine Untereinheit (die ei-
gentlich unsymmetrische Struktur - wie die Basensequenz
der RNA in den Viren - wird vernachldssigt) nach einem
Symmetriegesetz, das meist mit wenigen Parametern ange-
geben werden kann - bei einer Helix mit deren Richtung,
Durchmesser, Windungshéhe und Anzahl der Untereinhei-
ten pro Windung. Thre Zahl spielt gegeniiber der betricht-
lich gréBeren Zahl der zur Beschreibung der Untereinheit
erforderlichen Parameter kaum eine Rolle, so daB — infor-
mationstheoretisch ~ ein solches Makromolekiil praktisch
dem ,,Untereinheitsmolekil* gleichzusetzen ist. Man kann
diese Betrachtungsweise noch weiterfiihren. Wie erwihnt,
ist eine biologische Helix eine schraubenférmig gewun-
dene ,Perlenkette’* aus ,gleichen Untereinheiten. Vom
Standpunkt der dreidimensionalen Analyse kann man eine
solche Helix geradezu als , Kippvorrichtung* ansehen,
welche einzelne Untereinheiten in die zur Strukturanalyse
erforderlichen Orientierungen bringt. Dies verdeutlicht ei-
nen Vorteil, aber auch einen Nachteil: Zum einen werden
viele Untereinheiten abgebildet, wobei fiber Artefakte
durch Priparation und Strahlenschadigung gemittelt wird
(Objektfilterung’”); zum anderen funktioniert dieses Prin-
zip offenbar nur fir kleinere Strukturen - eine TMV-4hnli-
che Helix mit Ribosomen als Untereinheiten wire so rie-
sengroB, daB wegen ihrer Dicke der Giiltigkeitsbereich der
kinematischen Theorie {iberschritten wire. Das hat die
Konsequenz, daB die eigentlich dreidimensionale Informa-
tion - ausgedriickt z. B. als Zahl der Auflésungselemente N
im ,,Rekonstruktionsvolumen* der Untereinheit - wegen
der begrenzten biologischen Aufldsung doch recht gering
ist (GroBenordnung 10). Immerhin ist der 4sthetische Reiz
hochsymmetrischer helicaler und sphérischer Ornamente
betrichtlich - man freut sich gewissermaBen, daB8 die
l4ngst vergessenen Triume einer Dorothy Wrinch, die in ih-

[*] Neue Untersuchungen an einem sphérischen Virus (Gelbribenmosaikvi-
rus) scheinen diese Befirchtungen zu bestitigen [95].

Angew. Chem. 95 (1983) 465-494

rer Cycloltheorie extrem symmetrische Proteinstrukturen
postuliert hatte!™, wenigstens in diesem Bereich konkret
wurden.

Ubrigens gilt diese informationsbezogene Beschreibung
des Makromolekiils auch fiir Rontgenbeugungsuntersu-
chungen hochsymmetrischer Makromolekille wie des
TMV-Proteins®. Das groBe Molekulargewicht kompli-
ziert zwar die Messung - es ist eine Unzahl von Streudaten
zu bestimmen - die hohe Symmetrie erleichtert aber die
Analyse. Bei der Diskussion helicaler Strukturen sei auch
auf die Maoglichkeit der dreidimensionalen rontgenogra-
phischen Analyse von Faserdiagrammen hingewiesen, die
der Vorldufer der elektronenmikroskopischen Analyse war
und z.B. bei TMV sehr weit getriecben werden konnte!®l.

3.3. Die Analyse nativer periodischer Strukturen

Die Ausgangspunkte der tomographischen Verfah-
ren®*% und unseres Beitrags zur dreidimensionalen Elek-
tronenmikroskopie®™® waren verschieden. Unzufrieden da-
mit, daB die Strahlenschédigung bei biologischen Prépara-
ten zu Kontrastierungstricks nétigte und schlechte Auflo-
sung unvermeidlich scheinen lieB, suchten wir nach We-
gen, die analog zur Rontgenstrahlkristallographie zu einer
Elektronenstrahlkristallographie von nativen Proteinen
fiihren konnten. Wir gingen dabei gleich von der Mdéglich-
keit der diffraktometrischen Bestimmung von Amplitude
und Phase der Kristallreflexe durch elektronenmikroskopi-
sche Methoden aus - in unserem Laboratorium wurden ja
auch die Methoden der Ortsfrequenzfilterung und damit
der elektronenmikroskopischen Diffraktometrie entwik-
kelt.

Die erste Hiirde war das Priparat. Proteinkristalle ent-
halten etwa gleichviel Loésungsmittel wie Protein. Beim
Eintrocknen geht die kristalline Ordnung weitgehend ver-
loren. Es galt also, einen vakuumresistenten ,,Stoff** zu fin-
den, der das Losungsmittel ersetzen, aber die Kristallord-
nung nicht stéren sollte. Von den bekannten Einbettungs-
mitteln der Elektronenmikroskopie erwiesen sich vor allem
hydrophile Polymere als brauchbar. Die Alternative, das
Wasser im Kristall zu belassen und durch modifizierte Un-
tersuchungsverfahren wie Elektronenmikroskopie mit
feuchten Objektkammern oder Tieftemperaturmikroskopie
(Eis hat bei — 180 °C einen Dampfdruck von 10~2° mbar)
seine Abdestillation zu verhindern®®, schien anfangs weni-
ger erfolgversprechend. Als Teststrukturen benutzten wir
Kristalle von Myoglobin und Erythrocruorin und priiften
rontgenographisch die Erhaltung der Struktur. Fur die Pri-
paration wurden eigene Verfahren entwickelt (z.B. Ver-
briickung der Proteine mit Glutaraldehyd, um sie unléslich
zu machen).

Figur 17b zeigt eine Prizessionsaufnahme eines in Ve-
stopal eingebetteten Kristalls von Myoglobin. Man er-
kennt, daBl die Ordnung hier viel schlechter ist als im
feuchten Kristall (Figur 17a). Die Stdrung der Kristallord-
nung vollzieht sich erst im letzten Priparationsschritt bei
der Umwandlung des monomeren Einbettungsmittels zum
Polymer; Aufnahmen der mit dem Monomer durchtrink-
ten Kristalle zeigen unverminderte Ordnung der Protein-
molekiile®®’). Statt durch Polymerisation unter kovalenter
Vernetzung empfiehlt es sich daher, den Dampfdruck
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durch Nebenvalenzkrifte (Verringerung der Temperatur)
zu senken. Die Palette der so als Ersatz fiir Wasser in
Frage kommenden Stoffe ist breiter. Natiirlich ist auch
Wasser selbst - wie schon erwihnt und wie spéiter experi-
mentell bestitigt wurde®® - brauchbar. Aber sein anoma-
les Verhalten bei Kristallisation kann nur durch Tricks
iiberlistet werden, z.B. durch Unterkiihlung (schocksarti-
ges Tieffrieren) oder durch Erzeugen einer nicht-anomalen
Eismodifikation bei hohem Druck®. Bei Ersatz des Was-
sers kann man neue Parameter (Dampfdruckkurve) vari-
ieren und auch Mischungen (partielle Destillation) erpro-
ben. Jedenfalls bestehen nun kaum Zweifel - fiir Eis!®®
und organische Monomere®” als Matrix wurde es nachge-
wiesen -, daB eine Prédparation nativer Strukturen von Bio-
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Fig. 17. a) Rontgenbeugungsaufnahme (Prizessionsdiagramm) eines Pottwal-
Myoglobinkristalls (hk0-Projektion) in Mutterlauge. b) Prizessionsdiagramm
nach Verbriickung der Proteine mit Glutaraldehyd und Entwisserung sowie
Einbettung in Vestopal (polymerisiert). ¢) Schematische Darstellung eines
Elektronendiffraktogramms eines dinnen Ultramikrotomschnittes eines in
Vestopal eingebetteten Kristalls. AuBer der Indizierung sind die Absolut-
werte der mit Rontgenstrahlen gemessenen Strukturfaktoren und (darunter)
die geschitzten Elektronenstrahlintensitten (st=stark, m=mittel,
s=schwach) angegeben (nach [50}). - In einer ,Nachlese** {57] wurden ver-
schiedene, vor allem auch wasserldsliche Einbettungsmittel untersucht und
auch eine elektronenmikroskopische Aufnahme cines ungefirbten Ultrami-
krotomschnittes gezeigt, welche ungeordnet (,,granuliert*) erschien, aber im
Lichtdiffraktogramm einzelne Reflexe aufwies.
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molekiilen fir Elektronenmikroskopie bis zu hoher Auflé-
sung moglich ist.

Fiir das vorldufige Ziel unserer Arbeit*® geniigte die
rontgenographisch erreichte Aufldsung von 0.8 nm (Fig.
17). Elektronenbeugung an diinnen Schichten der ohne
Kontrastierung préparierten Kristalle ergab deutliche Kri-
stallreflexe, die beim Vergleich mit den Réntgenaufnah-
men einen analogen Intensititsverlauf zeigten. Diese Beu-
gungsdiagramme waren unter den iiblichen Strahlungsbe-
dingungen im Elektronenmikroskop - noch ohne die von
Williams et al. eingefiihrte Technik der minimalen Dosis®%
(nicht zu verwechseln mit der Technik der kleinen Dosis) -
nur wenige Sekunden beobachtbar. Die geringere Aufls-
sung im Elektronenbeugungsdiagramm (1.2 nm statt 0.8
nm) ist wahrscheinlich auf Strahlenschidigung wihrend
der Einstelloperationen zuriickzufiihren. Wichtig war al-
lein die Tatsache, daB die Elektronenstrahlanalyse nativer
Proteine (und somit auch anderer biogener Makromolekii-
le) keine Utopie ist.

Ein Gesetz der Strukturforschung, der Reziprozititssatz,
besagt, daB struktureller Information in einem der beiden
dualen Riume - Ortsraum und reziproker Raum - immer
eine analoge (in den anderen Raum transformierte) Infor-
mation entsprechen muB. Auf unser Problem angewendet
bedeutet er, daBl in der Abbildung des nativen Kristallgit-
ters im Elektronenmikroskop die gleiche Information iiber
die Struktur des Kristalls enthalten sein muB wie im Beu-
gungsbild. Jedoch ist in ihr die Information iiber die Pha-
sen enthalten, die zwar auch das Beugungsbild enthilt, die
aber bei der Umwandlung von Amplitude in Intensitit ver-
lorengeht (im Gegensatz zur Intensitéitsbildung in der Bild-
ebene)®. Allerdings muB der EinfluB des MeBinstruments
Elektronenmikroskop (Phasenobjekt, Linsenfehler) be-
riicksichtigt werden (vgl. Abschnitte 2.3-2.10). Fiir die Pro-
jektionsrichtungsiinderung (zur dreidimensionalen Analy-
se) sollten verschieden orientierte Ultramikrotomschnitte
des Kristalls dienen®®®, womit auch in der Elektronenmi-
kroskopie der ganze reziproke Raum zuginglich wird. Das
gleiche Ziel erreicht man mit der sonst in der Kristallogra-
phie iiblichen Orientierungsinderung durch Verwendung
eines Goniometers (,,Kippung*).

Warum eine Kristallstrukturanalyse nativer biogener
Makromolekiile mit dem Elektronenmikroskop méglich
ist, sei mit einem Zitat'>*® verdeutlicht: *“Let us first start
with a not very encouraging discussion concerning the
physical possibility of ‘molecular microscopy’. It is the
strong interaction of electrons with atoms which makes it
possible to collect in a reasonable time enough scattered
electrons for the recognition of single atoms. But there is
also the unhappy situation that for light atoms the cross
sections for elastic and inelastic scattering are of the same
order of magnitude. That means that the number of elastic
and inelastic collisions is approximately the same. In crys-
tal structure analysis there are many equivalent mole-
cules—in a small protein crystal e.g. 10'"! It is therefore
highly improbable that a molecule will be hit more than
once by an incident quantum. Therefore the elastically
scattered quanta will find untouched molecules and can
build up diffraction patterns of the non-distorted mole-
cule”. Nun ist das Mittelungsprinzip ein fundamentales
Prinzip der Kristallographie; es wird in Lehrbuchartikeln
behandelt®"), bei der Réntgenbeugungsanalyse statistischer
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Uberlagerungen von Molekiilen mit verschiedener Konfor-
mation benutzt'®?, auch auf kontrastierte elektronenmikro-
skopische Molekiilbilder angewendet, die durch Préipara-
tion und Strahlenschiidigung (Hochdosisaufnahmen) ver-
ursachte Unterschiede zeigen™’*®, Merkwilrdigerweise
aber fand Mittelung zur Elimination von Strahlenschiden
erst spit Aufmerksamkeit>**" (eine in diesem Zusam-
menhang zitierte’®® informationstheoretische Arbeit'*®! ent-
hilt keinen Hinweis auf diese Moglichkeit) - vielleicht,
weil spit erkannt wurde!®, daB8 das Verhiltnis von inela-
stischen zu elastischen ZusammenstoB3en mit Atomen auch
fiir Rontgenstrahlen sehr groB ist. Es ist sogar um fast den
Faktor 10 gréBer als fiir Elektronenstrahlen, d.h. Réntgen-
strahlen sind stark strahlenschidigend"™.

Glaeser™ untersuchte ab 1970 die Strahlenschidigung
organischer Strukturen systematisch und machte in Com-
putersimulationen anschaulich, wie man den EinfluB von
Strahlenschiden mit kristallographischer Mittelung redu-
zieren kann. Nach diesen Vorarbeiten gelang Henderson
und Unwin™ die diffraktometrische dreidimensionale
Analyse eines nativen Kristalls (Purpurmembran aus H.
halobium) mit Ortsfrequenzfilterung (vgl. Abschnitte 2.2
2.10)""). In den letzten Jahren sind solche Strukturanalysen
sehr populdr geworden'®®, wobei sich allerdings zeigte,
daB eine fiir die Hochaufldsung geeignete Priparation bei
sehr groBen Molekiilen auf Schwierigkeiten st683t; schon
ohne Strahlenschidigung sind Auflésungen <2nm schwer
erreichbar. Ahnliche Schwierigkeiten treten auch bei der
Rontgen-Kristallographie hochmolekularer Strukturen
auf. Hochsymmetrische organische Makromolekiile (z. B.
helicale Strukturen) kénnten nativ bequem mit der Gering-
dosistechnik untersucht werden. Geringdosisuntersuchun-
gen am kontrastierten Tabakmosaikvirus®”¢® haben de-
monstriert, wie beim Ubergang zum nichtgeschidigten
Molekiil neue Details (vor allem im Nucleinsdurebereich)
erkennbar werden.

3.4. Dreidimensionale Elektronenmikroskopie
individueller Strukturen
(,»echte** dreidimensionale Elektronenmikroskopie)

3.4.1. Warum ,,individuelle* Strukturen?

Die Rontgen-Kristallographie hat sich aus kleinen An-
fingen zu einem der bedeutendsten Wissenschaftszweige
entwickelt. Wie wire es heute um unser Verstindnis der
»Materie* (also auch um die Chemie) bestellt, wenn die
Beugungsmethoden uns nicht eine so detaillierte Kenntnis
der atomaren Baumuster - bis zu den Proteinen - beschert
hitten? Im Blickfeld stehen dabei aber nur hochgeordnete,

[*] Ein MaB der Strahlengefihrdung ist das Verhiltnis der inelastischen
StdBe - welche eine Struktur verdndern kdnnen (aber nicht milssen) - zu
den elastischen Std8en. Fraher wurde hiufig (auch in der Hochspan-
nungselektronenmikroskopie) die Strahlenschddigung mit dem rezipro-
ken Streuquerschnitt korreliert. Das ist fiir Abbildungsprobleme, bei de-
nen es auf die Anzahl der gestreuten Quanten (Elektronen) ankommt,
natiirlich sinnlos.

{**] Gegentiber den ersten Versuchen zur Strukturanalyse nativer Kristalle
[50] ist methodisch bemerkenswert, daB die Analyse am zweidimensio-
nalen Kristall (Membrankristall) durchgef(hrt wurde, was eine Anbin-
dung an die Analysenmethoden individueller Strukturen (vgl. z. B. [81))
ermdglicht; sogar die Bestimmung des gemeinsamen Ursprungs (nach
Ubersetzung in den reziproken Raum, vgl. Abschnitt 3.4.2) kann beibe-
halten werden. Das gilt fiir dreidimensionale Kristalle (wie in [50]) nur
mit Einschrinkungen (vgl. {77,96].
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periodische Aggregate (wie Einkristalle). Daneben existiert
jedoch die Welt der individuellen Strukturen, die nicht
exakt reproduzierbar sind, die aber nicht nur in der Biolo-
gie (allerdings da wohl in besonderem Ma@e), sondern fiir
chemische Vorginge im allgemeinsten Sinne von Bedeu-
tung sind. Wie diirftig ist hier unsere Kenntnis! Man denke
nur an ,,PlatinruB*, einen anorganischen Katalysator fiir
Reaktionen organischer Molekiile, dessen Teilchenform
sich kaum wiederholt. Oder eine biologische Membran:
Ihr Enzymmuster an der Oberfliche 148t topologische
Wechselwirkungen vermuten, die Folgen von Enzymreak-
tionen optimieren. Enzymkomplexe wie die Fettsdure-
Synthetase mogen Vorl4ufer solcher ,,Fabriken* sein. Wie-
derum ist die Struktur nicht wiederholbar, aber ihr Bau-
prinzip fiir die Biochemie wichtig.

Eine Methode, die sich grundsitzlich fiir Untersuchun-
gen in diesem Problemkreis eignet, finden wir in der Mi-
kroskopie. Mit der Lichtmikroskopie erkannte man z.B.
die individuell so verschiedenen Zellen, welche aber auch
strukturelle Gemeinsamkeiten offenbarten. Mit der kon-
ventionellen Elektronenmikroskopie ndherte man sich bei
der Untersuchung individueller Strukturen dem molekula-
ren, allerdings noch nicht dem atomaren Bereich; eine ih-
rer Grenzen ist die informationsfressende Beschrinkung
auf Projektionen rdumlicher Kdrper. Die phasenbestim-
mende Diffraktometrie mit ihrer Verkniipfung der Prinzi-
pien von Strukturforschung und Mikroskopie verhieB auf
dem weiten Feld der aperiodischen und individuellen
Strukturen (mit Anwendungsmoglichkeit auf allen Gebie-
ten der Chemie) die interessantesten Einsichten.

Deshalb lieBen wir in Miinchen die Rontgenbeugung so-
wie die Neutronenbeugung™® und auch die Proteinkristall-
strukturanalyse mit dem Elektronenmikroskop®® zwar
nicht ginzlich auBer acht, konzentrierten unsere Bemii-
hungen aber auf die methodische Weiterentwicklung der
Elektronenbeugung individueller aperiodischer Struktu-
ren. Atomare Auflésung war mit thermischen Kathoden
nicht oder (mit den Methoden der synthetischen Aper-
tur®*-31) nur unvollkommen zu erreichen. Die aufwendige
Entwicklung der besser monochromatisierenden Feldemis-
sionskathoden im eigenen Laboratorium wire sinnlos ge-
wesen, da sie schon anderswo erfolgreich begonnen wor-
den war; heute kann man Feldemissionskathoden (wenn
auch fiir viel Geld) kaufen. Dreidimensionale Analyse
mochte jedoch bei jeder Aufldsung faszinierend sein; auch
war zu erwarten, daB bei geringerer Aufldsung allgemeine
Stabilititsprobleme weniger hinderlich sein sollten. Ein
selbstauferlegtes Handicap war die Konzentration auf bio-
logische Strukturen, da wir uns damit das vielfaltige Pro-
blem der Strahlenschidigung einhandelten. Nicht ohne
Neid blicken wir auf die anorganische Elektronenmikro-
skopie, wo ganz konventionell und mit unglaublich hohen
Strahlendosen abgebildete Kristallprojektionen niitzliche
Beitrige zu topochemischen Fragestellungen liefern’.
Die bei inelastischen Streuprozessen ibertragene Energie
wird ohne Schaden fiir das Objekt abgeleitet. Aber ande-
rerseits sind die biochemischen und biophysikalischen
Fragen besonders reizvoll. Auch hatte schon die konven-
tionelle Elektronenmikroskopie gezeigt, welch wertvolle
Informationen trotz Strahlenschiden gewonnen werden
konnen, wenn das Objekt in geeigneter Weise pripariert
wird (vgl. Fig. 18).
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Fig. 18. Entdeckung der Bakteriophagen mit dem Elektronenmikroskop. Be-
reits am 16. 12, 1939 hat H. Ruska eine Arbeit zur Veroffentlichung einge-
reicht (Naturwissenschaften 28 (1940) 45), in der Bakteriophagen bei der Lyse
von E.-coli-Zellen entdeckt wurden. Die vorliegende Abbildung stammt aus
einer spiteren Mitteilung (H. Ruska, Naturwissenschaften 29 (1941) 367),
nachdem auch die ,hdufig ins Bakterieninnere gerichteten* Phagenschwinze
beim Angriff der Bakteriophagen auf Proteuszellen erstmalig beobachtet
wurden. [Ich danke Frau C. Ruska, Institut fiir Biophysik der Medizinischen
Akademie Diisseldorf, fiir dieses Bild.]

Die erfolgreiche Geringdosisanalyse nativer periodi-
scher Strukturen (Abschnitt 3.3) hat dazu verfiihrt, daB
Hochdosisuntersuchungen kontrastierter Strukturen bis-
weilen als ,riickschrittlich* betrachtet werden. Bei indivi-
duellen Strukturen muBl man aber zur Hochdosisanalyse
zuriickkehren. Das zu untersuchende Objekt, auch ein Ma-
kromolekill, liegt ja keineswegs isoliert vor. In Wirklichkeit
beobachten wir Reaktionsprodukte aus Umsetzungen der
eigentlich interessierenden Verbindung mit Préparations-
reagens, Unterlage und Strahlung. Denn auch ,,Strahlen-
schiadigung* ist Chemie. Falls die Strahlenreaktion auf ir-
gendeine Weise eliminiert werden kann, so bleiben immer
noch die Priparationsreaktionen. Und diese kdnnen die
Struktur des Objekts erheblich beeinflussen. Selbst bei

- gleichen Molekiilen ist das Reaktionsprodukt nur unter
vollig gleichen Reaktionsbedingungen reproduzierbar.
Dazu ein Vergleich: Wenn mehrere Personen den Buchsta-
ben ,,a* schreiben, so kann er verschieden aussehen, er
bleibt aber immer ,,a*. Wir haben es hier mit einem
Grundproblem der computerisierten Schrifterkennung zu
tun, das in der Informationstheorie als ,,Mustererken-
nung* behandelt wird. Durch Nachspiiren gemeinsamer
Strukturmerkmale gelangt man zum Begriff des Buchsta-
bens ,,a*“. Auch in der Elektronenmikroskopie individuel-
ler Strukturen muBl das primitive Vergleichen und Mitteln
durch Ideen der ,Mustererkennung® ersetzt werden. Als
,kalkulierbares Reaktionsprodukt* verliert der ,,Strahlen-
schaden“ seinen Horror; die Elektronen sind einfach ein
weiterer, wenn auch unbequemer Reaktionspartner. Man
kann die Reaktionsbedingungen gezielt variieren, z. B. frei-
gesetzte Elektronen durch Acceptoren abfangen oder die
Temperatur erniedrigen.

Zu ecindeutigen strukturellen Befunden fiihrt nur die
dreidimensionale Untersuchung. Zu einer gegebenen Pro-
jektion kann man durch Vertauschen von Bildelementen
entlang der Projektionsrichtung beliebig viele Strukturen
erzeugen. Hinzu kommen noch zufillig oberhalb und un-
terhalb liegende Komponenten (z. B. Unterlagsfolie). Auch
ist es wichtig, eine so hohe Strahlendosis zu verwenden,
daB eine signifikante Abbildung der rjumlichen Struktur
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erhalten wird. Denn nur dann kann man Anderungen in
der Struktur chemischen Anderungen - z. B. der Verteilung
von Kontrastmittel - zuordnen. Bei den notwendigen ho-
hen Dosen ist eine langsame Verdnderung der Struktur
wihrend der Exposition (nach der schnellen Zerstdrung
der nativen Struktur) nicht auszuschlieBen. Das dreidimen-
sionale Verfahren sollte deshalb so arbeiten, daB es die
Mittelstruktur liefert (wie bei der konventionellen Mikro-
skopie). Und schlieBlich sollte das Elektronenmikroskop
selbst fehlerfrei sein, denn sonst kann man ja nicht ent-
scheiden, ob eine Strukturdnderung objektbedingt ist oder
durch Linsenfehler vorgetiduscht wird. Schon aus diesem
Grunde sind die qualitativen tomographischen Verfahren
unvollkommen. Erst die korrekte Ortsfrequenzfilterung
mit Bestimmung der Struktur der Bildpunkte gewéhrleistet
ein ausreichend quantitatives Vorgehen.

Dies wird oft miBverstanden: So wurde erst kiirzlich an-
geregt, individuelle Strukturen gleicher Partikeln durch Auf-
l6sungserniedrigung ,,4hnlicher* zu gestalten und dadurch
das ,,Rauschen‘ zu vermindern. Das mutet an, als wollte
man einem Zellbiologen vorschlagen, seine Zellen un-
schirfer abzubilden, um ihre individuellen Unterschiede
(die man als ,,Rauschen‘* bezeichnet) auszubiigeln. Zwar
kann er das tun und erhilt so eine ,,Einheitszelle* durch
nachtrigliche Uberlagerung, aber alle Feinheiten - etwa in
den Zellkernen - gehen so verloren. Der Lichtmikroskopi-
ker, der die Zellen individuell studiert, kann es besser: Er
macht intuitiv ,,Mustererkennung. Man muB} nur an die
doch recht groben Pridparationsverfahren denken, um zu
verstehen, wie verschieden ,gleiche* Partikeln aussehen
kénnen. Jedoch sollte man das reiche, in der konventionel-
len Elektronenmikroskopie gesammelte priparative Erfah-
rungspotential auch nicht unterschitzen. Aber erst durch
dreidimensionale Analysen kann es wirklich ausgelotet und
nutzbar gemacht werden. In der Folge sind davon gezielte
Verbesserungen der Préparationsmethoden zu erwarten.

Selbstverstdndlich soll dies nicht bedeuten, daB Mitte-
lungen tber gleichartige ,,Reaktionsprodukte* von identi-
schen Partikeln unnétig sind. Statistische Verfahren wer-
den immer notig bleiben, um GesetzmaBigkeiten in Ge-
samtheiten von Individuen zu studieren. Aber man soll die
Chemie dabei nicht vergessen. Eingedenk der Entwicklung
der Geringdosisanalyse kann man einsehen, wie es zu den
Fehliiberlegungen bei der Mikroskopie individueller
Strukturen gekommen ist. Das individuelle Abbild besteht
dort praktisch nur aus echtem, uninterpretierbarem Elek-
tronenrauschen. Hingegen ist z. B. die so charakteristische
,»Qranulation® in jeder elektronenmikroskopischen Auf-
nahme bei hoherer Auflésung (vgl. Figur 23) kein Rau-
schen, auch wenn sie der Elektronenmikroskopiker als
LStrukturrauschen* bezeichnet!™.

[*] Die beschricbene Mittelung bezieht sich auf Partikeln, die elektronensta-
tistisch signifikant gemessen wurden. Aber man kann natiirlich auch die
integrale Dosis pro Partikel reduzieren, wobei die Einzelpartikeln starkes
Elektronenrauschen zeigen, das erst bei der Mittelung reduziert wird. So-
mit 1Bt sich der Strahleneinflu8 studieren. Im Grenzfall sehr geringer
Strahlendosen (Analyse nativer Strukturen) kann man wegen der Aus-
tauschbarkeit der Operationen auch zuerst die zur Durchfiihrung der
dreidimensionalen Rekonstruktion erforderlichen Projektionen mitteln
und anschlieBend mit den gemittelten Projektionen rekonstruieren [94}.
Dieses Verfahren entspricht in der Grundidee der kristallographischen
Rekonstruktion (vgl. Abschnitt 3.3), bei der die dreidimensionale Rekon-
struktion ebenfalls aus den (durch den Kristall) gemittelten Einzelprojek-
tionen aufgebaut wird.
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3.4.2. Methodische Aspekte

Erforderliche Strahlendosis

Beim Ubergang von der zweidimensionalen Diffrakto-
metrie (fixierte Primirstrahlrichtung) zur dreidimensiona-
len Diffraktometrie treten einige neue Fragen auf. So
wurde befiirchtet, daBl die groBe Zahl von Aufnahmen bei
Drehung des Objekts (vgl. Fig. 16) eine extreme Strahlen-
belastung des Priparates mit sich brichte. Wir haben
nachgewiesen!”!! (was iiberraschte und Zweifel hervor-
rief"?), daB fiir eine zweidimensionale Aufnahme (mit
Ortsfrequenzfilterung) ungefihr gleich viele Elektronen
bei gleicher elektronenstatistischer Signifikanz der Analyse
erforderlich sind wie fiir eine dreidimensionale Analyse.
Im ersten Fall wird die Gesamtdosis in einer Aufnahme
appliziert, im zweiten Fall gleichmiBig auf die Teilaufnah-
men verteilt. ,,Gleiche Signifikanz‘* bedeutet, daB man in
beiden Fillen ein Objektdetail (z. B. eine Schweratomgrup-
pe) mit gleichem Signal/Rausch-Verhiltnis erkennen
kann, wobei im ersten Fall angenommen wird, daB es ge-
geniiber der Umgebung (etwa eine planare Unterlagsfolie)
diskriminiert werden kann; im dreidimensionalen Fall ist
es durch die Aufficherung in z-Richtung (Richtung der
optischen Achse) diskriminiert und auch in seiner z-Koor-
dinate bestimmt. Um dies zu verdeutlichen, denke man
sich das Objekt in eine Reihe diinner Schnitte (mit der
Dicke der z-Auflésung) zerlegt. Von jedem Schnitt wird
eine Mikroaufnahme hergestellt. Das ist offenbar das opti-
male Verfahren, denn die anderen Schnitte werden durch
die zur Abbildung eines Schnittes bendtigten Elektronen
nicht in Mitleidenschaft gezogen. Die Rechnung zeigt, da3
die dreidimensionale Diffraktometrie gleich 6konomisch
arbeitet wie die zweidimensionale (genaugenommen aller-
dings nur, wenn man die Kriimmung der Ausbreitungsku-
gel vernachldssigen kann). Dieser Gedankenversuch!’¥! of-
fenbart auch die Quelle des MiBverstindnisses”?. Natiir-
lich sind die Bilder der Schnitte kontrastirmer als das Bild
des ungeschnittenen dicken Objekts. Wenn man das letz-
tere nur erkennen will, so genligen wenige Elektronen.
Aber dann kann man im zweidimensionalen Bild des Ob-
jektes keine Einzelheiten erkennen (Elektronenrauschen!).

Bestimmung des gemeinsamen Ursprungs

Ein zweites Problem betrifft die Phasenkorrelation der
Strukturfaktoren der Kippaufnahmen. Sie wire nicht er-
forderlich, wenn man - wie in der Tomographie - die
Drehachse mit der Auflésungsgenauigkeit rotieren lassen
konnte. Das ist in der Elektronenmikroskopie nicht mog-
lich - die Auflosungen liegen in der GréBenordnung Na-
nometer, die mechanischen Genauigkeiten in der Gréen-
ordnung Mikrometer. Wir haben das Verfahren der Kreuz-
korrelation schwach geneigter Projektionen zur Bestim-
mung des gemeinsamen Ursprungs aller Fourier-Schnitte
ausgearbeitet’*’ und dessen Theorie zunichst fiir den
Idealfall von Punktatomen'*! und spiter von reellen Ato-
men entwickelts!. Hier sei nur erwihnt, daB es nach Uber-
setzung in den reziproken Raum auch fiir Analysen nativer
Kristalle!s*! benutzt wird"”).
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Zahl der Aufnahmen

Aus jeder Aufnahme lassen sich die Strukturfaktoren
auf einer Kugelfliche im reziproken Raum bestimmen
(vgl. Figur 3b), welche bei mittleren Auflosungen durch
ihre Tangentialebene angenihert werden kann. Bei der
dreidimensionalen Analyse bestimmt man nun ein diskre-
tes Biindel von solchen Flachen (vgl. Figur 20), zwischen de-
nen man interpolieren muB, um die eigentlich interessie-
rende kontinuierliche Strukturfaktorverteilung im rezipro-
ken Raum zu erhalten. Anwendung des Whittaker-Shan-
non-Interpolationstheorems ergibt™®, daB die minimale
Zahl der Aufnahmen von der Auflésung und von der
GroBe des Objektes abhiangt. Unsere Formel fiir die An-
zahl von Projektionen!’® wurde von Crowther et al.”"® be-
statigt. Jedoch hat sich dieses Problem spiter als kompli-
zierter erwiesen. Die Rechnungen!”® beziehen sich auf den
idealen Fall eines ungestorten und lageunabhingigen drei-
dimensionalen Bildpunktes. L48t man zu, da3 die Unter-
grundsunruhe etwas zunimmt, oder dafl die Bildpunkte an
den Ridndern des Rekonstruktionsbereiches etwas schlech-
ter aufgeldst sind als in der Mitte, so kann man die Zahl
der Projektionen bis um den Faktor 2 reduzieren. So wird
beim aus der computerisierten Tomographie bekannten
Cormack-Verfahren, das einen zylinderférmigen Koérper
rekonstruiert (Zylinderachse gleich Drehachse), der Nah-
bereich in der Umgebung der Achse etwas schirfer abge-
bildet ist als am Zylindermantel. Wir verwenden dieses
Verfahren - nach genauer Priifung der Abhingigkeit des
Bildpunktes von der Lage - in vielen unserer Rekonstruk-
tionen, da die Umgebung des untersuchten Objekts (der
Rekonstruktionsbereich ist immer grofler als die Partikel)
weniger interessiert und beim jetzigen Stand der Experi-
mentiertechnik eine Beschrinkung der Aufnahmezahl 6ko-
nomisch geboten erscheint, Denn eine oder wenige mil3-
lungene Aufnahmen einer Serie (vor allem bei Drift, vgl.
Figur 9b) ruinieren das ganze Experiment. Es ist anzuneh-
men, dal bei weiteren experimentellen Verbesserungen
(vor allem bei Automatisierung) der Frage nach der Mini-
malanzahl von Aufnahmen geringere Bedeutung zukom-
men wird.

Blinde Region im reziproken Raum

Einschneidender - weil grundsétzlich - ist die Beschrin-
kung des Rotationsbereichs in der Elektronenmikroskopie.
Zur Illustration stelle man sich im ,,Tomographiegrill*
(Fig. 16) als Objekt eine diinne Platte (Priparat auf Unter-
lage) vor. Wenn diese Platte hochkant steht, wird sie nicht
durchstrahlt, und Halterungen beschrinken den Winkelbe-
reich zusétzlich. In der Elektronenmikroskopie kann man
das Priparat im allgemeinen um ca. £60° aus der Hori-
zontallage schwenken, d.h. die Rotation in Figur 16 muf3
durch eine Kippung um etwa +60° ersetzt werden. Das
hat unerfreuliche Folgen fiir die Bildpunktgestalt, die im
Idealfall kugelihnlich (wie in der Kristallographie) sein
sollte. Figur 19 ist zu entnehmen, daB3 anstelle einer Kugel
ein anisotropes Gebilde entsteht, welches in Richtung der
Kippachse die elektronenoptische Aufldsung zeigt (Ay),
senkrecht dazu aber auBer durch die elektronenoptische
Auflésung auch durch das Winkelinkrement Ae (also
durch die Zahl der Aufnahmen) bestimmt ist. Dabei ist die
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Lange des Bildpunktes in Richtung der optischen Achse
(Az) um einen Faktor n linger als senkrecht dazu (Ax); n
hangt vom Winkelbereich ab (n=1.8 bei @ = + 60°). Durch
Verkleinerung von Ae kann man natiirlich immer Ax=Ay
erreichen, die Verlingerung von Az ist aber stets vorhan-
den. Unschdn sind zwei tiefe, eng benachbarte Seitenmi-
nima in x-Richtung. Sonst ist aber der Untergrund nur we-
nig durch Beugungsunruhe gestort. Besonders bemerkens-
wert ist, daB die Gewichtung der Ubertragungsfunktionen
mit ihren Nullstellen die Bildpunktform und die Unter-
grundunruhe kaum beeinflussen. Nach Bestimmung der
Transferfunktion fiir jede Aufnahme (die sehr verschieden
sein kdnnen) berechnen wir den realen Bildpunkt dieser
Rekonstruktion. Figur 19b zeigt ein Resultat. Die umstind-
liche Ausmittelung durch Fokussierungsserien®® 2" kann
man sich also in der dreidimensionalen Analyse ersparen -
die Mittelung erfolgt auch bei geneigten Projektionen.

1z iz
Fig. 19. Bildpunktprobleme in der dreidimensionalen Elektronenmikrosko-
pie. Wegen der endlichen Aufldsung ist ¢in Bildpunkt immer ein ausgedehn-
tes Gebilde, im ldealfall in zwei Dimensionen mit Kreis-, in drei Dimensio-
nen (Kristallographie) mit Kugelsymmetrie. Der eingeschrinkte Kippwinkel-
bereich der Goniometer ist Ursache fir Asymmetrien und Anisotropien. Bei
Kippung um eine Achse kann man sich den dreidimensionalen Korper der
Rekonstruktion in eine Serie von Scheiben senkrecht zur Kippachse (y-
Achse) aufgeteilt denken, die im Abstand der y-Aufldsung (Ay) angeordnet
sind. a) Abbildung des Bildpunktes in der x,z-Ebene bei Kippung um +60°
bis —54°, ideale Gewichtsfunktion, Schichtlinien <0 gestrichelt, Schichtli-
nienabstand 6% (ab der Dichte +0.3 ist der Schichtlinienabstand auf 8% ver-
groBert). Bildpunkthshe auf 1 normiert; Untergrundunruhe weit unter + 10%
mit Ausnahme zweier benachbarter Seitenminima. Diese bewirken e¢ine ge-
wisse Verformung der Rekonstruktionen in x-Richtung (vgl. Testrechnungen
[81]). Wichtig ist, daB die Seitenminima nur die nichste Umgebung der Bild-
punkte beeinflussen kdnnen, und somit groBraumige Verfilschungen der Ge-
samtrekonstruktion unmdglich werden. Natilrlich muB man die astigmati-
schen Verzerrungen bei der Deutung von Analysen beachten. Bei Uberlage-
rung von reproduzierbaren gleichorientierten Strukturen (mit verschiedenen
Richtungen der Kippachse) mittelt sich der EinfluB der negativen Minima
weitgehend aus, wahrend die Anisotropie entlang z erhalten bleibt. Leider
stdBt eine Mittelung verschieden orientierter Partikeln (die einen fast kugel-
symmetrischen mittleren Bildpunkt erzeugen kdnnte) wegen Orientierungs-
einflissen zumindest mit den jetzigen Priparationsverfahren auf Schwierig-
keiten. - b) Gleicher Bildpunkt wie in a), aber mit den experimentellen
Transferfunktionen berechnet. Man beachte die ilberraschend groBe Ahn-
lichkeit mit a), welche die Ausmittelung des Einflusses von Ortsfrequenziik-
ken nach [26, 27} iberflissig macht. Durch die Gewichtung der Transfer-
funktionen wird aber die Bildpunkthdhe um ca. 25% verringert (nichtopti-
male Kontrastlibertragung gegeniiber dem hypothetischen Idealfall (fehlerto-
ses Mikroskop und Zernike-Platte)).

Kann man mit diesem stark anisotropen Bildpunkt aus-
kommen? Unsere Situation ist dhnlich der eines Menschen
mit astigmatischem Auge. Er wird eine Schrift lesen kon-
nen, wenn in der Richtung des verlingerten Bildpunktes
die Auflésung ausreicht; die Verformungen in den anderen
Richtungen stdren dann nur wenig. Fiir die Anwendung in
der Elektronenmikroskopie bedeutet das, daB Az gleich
groB sein sollte wie die gewiinschte Auflésung (also etwa 2
nm bei kontrastierten biologischen Strukturen). Das ist
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nicht schwer zu erreichen, da bei individuellen Strukturen
die elektronenmikroskopische Aufldsung stets recht hoch
ist. Man sieht gewissermaBen auch die Kérnung im Schwer-
atomglas, die zwar an sich nicht sehr interessant ist (wenn
man nicht gerade ihre Gesetze studieren will), welche aber
hilft, eine geniigende z-Auflésung zu erreichen. Aus die-
sem Grunde arbeiten wir meist mit einem Ax-Bereich von
ca. 1 nm. Wie Testrechnungen gezeigt haben, stéren die ne-
gativen engbenachbarten Minima nur die nichste Umge-
bung (erzeugen bei sehr steilen Kanten eine Art von Fres-
nel-Sdumen), man muB iiber sie und iber die Zufilligkei-
ten der Struktur in den Richtungen schirferer Wiedergabe
»hinwegsehen*. Figur 20 zeigt schematisch das gesamte
Rekonstruktionsverfahren.

SCHEMA EINER 3D-REKONSTRUKTION
z*
<60 Kippserie

M

. 20 Pro;khone"L Lichtoptisches
{ ; * Diffraktometer
: : ‘

Parameter
DF FA ¢

&

Ubertragungs- |P
funkhgonng

C| Photometer

D] 2D-Rekonstruktion

BEEE
E [Kreuzkorrelation
(Gemeinsamer

Ursprung)

3D- : G
Rekonstruktion Schnitte,
{Cormack/Smith) Modell

Fig. 20. FluBdiagramm einer Rekonstruktion bei Kippung um eine Achse. A:
Besetzung des reziproken Raumes mit Fourier-Schnitten; die Koordinaten
x*, y*, z* sind parallel zu den Koordinaten x, y, z im Ortsraum, zentrale
Schnitte (entsprechen den Projektionen im Ortsraum) sind im Kippwinkelbe-
reich von +60° bis — 54° mit Winkelinkrementen von 6° (projiziert entlang
y*) eingezeichnet. Man beachte die ,,blinde” Region im reziproken Raum,
die nicht mit Schnitten erfiillt ist und daher die in Fig. 19 diskutierten Aniso-
tropien des Bildpunktes verursacht. B: Block der Mikroaufnahmen, die im
automatischen Densitometer C photometriert werden (nach Priifung im
Lichtdiffraktometer M, das die Lichtdiffraktogramme N liefert). Aus ihnen
(halbquantitativ) und aus den densitometrierten Aufnahmen werden die Pa-
rameter O (Defokussierung, achsialer Astigmatismus) fir die Korrektur der
Strukturfaktoren (Transferfunktionen P) gewonnen. Im Schritt D wird diese
Korrektur (zweidimensionale Bildrekonstruktion, auch als Bildrestauration
bezeichnet) vorgenommen. Im nichsten Schritt E erfolgt die Bestimmung des
gemeinsamen Ursprungs aller Projektionen (und damit des dreidimensiona-
len Kdrpers). Letzter Schritt ist die eigentliche dreidimensionale Synthese F
(Schnitte G).

Die Storung durch negative Minima 148t sich bei ,,koni-
scher Kippung“"%! mit speziellen Rekonstruktionsverfah-
ren vollig eliminieren”®®!. Figur 21 zeigt einen Bildpunkt,
der rotationssymmetrisch ist und schon bei 45° Kippung
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nur um n= 1.4 in z-Richtung verldngert erscheint. Die ne-
gativen Minima sind voéllig verschwunden. Die Aufnahme-
geometrie ist zwar komplizierter als bei der einfachen Kip-
pung um eine einzige Achse (Fig. 19), sie sollte aber be-
herrschbar sein. Wegen dieser iiberraschend giinstigen
Bildpunktgestalt haben wir Experimente aufgegeben, den
flaichenférmigen Objekttriger in der Elektronenmikrosko-
pie durch Nadeln (Whisker) zu ersetzen®” und damit zu ei-
ner Art ,,Drehmolekiilverfahren* mit kugeldhnlichen Bild-
punkten vorzustoBen. Es wire damit trotz unbestreitbarer
theoretischer Vorteile eine Anderung der gesamten Pripa-
rationstechnik in der Elektronenmikroskopie verbunden
gewesen. Die dreidimensionale Mikroskopie sollte sich
aber ,nahtlos* an die konventionelle Mikroskopie an-
schlieBen.

Fig. 21. Bildpunkt bei konischer Kippung. Wird der Primirstrahl auf dem
Mantel eines Konus gefihrt (was in der Geometrie der zirkularen Tomogra-
phie entspricht, vgl. Fig. 15 und [49]), so 148t sich mit einem modifizierten
Rekonstruktionsprogramm [78b] ein Bildpunkt ableiten, der zwar in z-Rich-
tung verlingert ist, der aber in der x,y-Ebene kreisfdrmig erscheint (man
denke sich die Figur um die z-Achse senkrecht zur Papiercbene rotierend)
und keine negativen Minima erzeugt. Wenn man also die z-Aufldsung Az ge-
cignet wihit, hat man nicht mehr Probleme bei der Deutung, als wenn ein
spharischer Bildpunkt (Durchmesser Az) vorlige - die Anisotropie bewirkt
dann sogar ¢ine ,,Verkleinerung* des Bildpunktes (in x,y-Richtung). Man be-
achte jedoch, daB bei gewissen ,,pathologischen* Besetzungen des rezipro-
ken Raumes mit Strukturfaktoren (bei welchen diese hauptsachlich im nicht
vermessenen blinden Gebiet des reziproken Raums liegen) Schwicrigkeiten
auftreten konnen. Bei asymmetrischen Strukturen sind solche Schwierigkei-
ten kaum zu beflirchten.

3.5. Anwendung der dreidimensionalen
Elektronenmikroskopie in der
Strukturforschung an Ribosomen

Bei einer Auflésung von 2 nm zeigen kleinere biomole-
kulare Partikeln - z. B. das TMV-Protein, Phagenproteine,
Hiillproteine von sphirischen Virusmolekillen, Bakterien-
rhodopsin etc. (GréBenordnung des Molekulargewichts
20000) - auch in der dreidimensionalen Analyse nur we-
nige Einzelheiten (GroBenordnung der Zahl der Bild-
punkte 10). Die Situation ist anders, wenn man (asymme-
trische) Partikeln mit Molekulargewichten von einigen Mil-
lionen untersucht - man gelangt zu Strukturen, welche
selbst bei dieser miBigen Aufldsung die Komplexitit von
kleineren Proteinen (Aufldsung 0.2-0.3 nm) zeigen (mehr
als 1000 Bildpunkte). Das sind Fille, bei denen Projektio-
nen mit Sicherheit undeutbar bleiben miissen.

Die erste echte dreidimensionale Untersuchung eines
elektronenmikroskopischen Objekts wurde 1974 verdffent-
licht®". Wie in Abschnitt 3.2.3 dargelegt, gelten fiir Unter-
suchungen mit Erzeugung der Projektionen durch Symme-
triebetrachtungen gewisse Einschrinkungen. Die erste

Angew. Chem. 95 (1983) 465-494

dreidimensionale Kristallstrukturuntersuchung (fiir welche
diese Einschrinkungen - abgesehen von der Mittelung
iiber gleichartige Objekte - nicht gelten) wurde 1975 publi-
ziert!®), In Zusammenarbeit mit Lynen et al. in Miinchen
haben wir die Struktur der Fettsiure-Synthetase
(M, 2.3 . 10° aus Hefe untersucht®®'. Unsere Experimen-
tiertechnik war zuniichst noch sehr unvollkommen
(= 145°, Aa=10°), auch war die Gesamtdosis hdher als
die Aufnahmedosis (noch keine Minimaldosistechnik).
Spiter haben wir uns, angeregt durch Arbeiten zur Mar-
kentriangulationsmethode (vgl. ), der Strukturanalyse
von Ribosomen zugewendet (bei Ribosomen aus E. coli
M,.=2.7-10%). Es war kein Zufall, daB wir die ersten Un-
tersuchungen in dem neuen Gebiet der individuellen Ana-
lyse nicht an echt aperiodischen Strukturen durchfiihr-
ten'”, sondern an chemisch reproduzierbaren, wenn auch
sehr groBen Partikeln, die auch mit kristallographischen
Methoden untersucht werden kdnnten. Die identische che-
mische Struktur ermdglicht Vergleiche der Reaktionspro-
dukte - in Abhéngigkeit von Priparationsbedingungen wie
Orientierung zur Unterlagsfolie etc. Im Falle der Riboso-
men ist ferner der stark ionische Charakter der Protein-
RNA-Komplexe interessant, der auch Kontrastierungen
von Struktureinzelheiten im Innern der Partikel vermuten
148t (Positivfirbung). Vor allem handelt es sich bei den Ri-
bosomen um biologisch sehr wichtige, in allen Lebewesen
auftretende molekulare Gebilde, an welchen die Synthese
von Proteinen abliuft. Sie sind nicht nur hochdifferenziert
in ihrer (vollig asymmetrischen) Struktur, sondern auch
hochdifferenziert in ihrer Funktion. Je nach Zelle (Proka-
ryonten, Eukaryonten) und funktioneller Zuordnung
(Grundplasma, Mitochondrien) kdnnen sie betrichtliche
Verschiedenheiten (z.B. in MolekiilgréBe und -form) zei-
gen, sind aber - wie insbesondere Sequenzanalysen der
RNA-Stringe gezeigt haben - eng miteinander verwandt.
In den letzten Jahren sind insbesondere Ribosomen aus E.
coli intensiv chemisch untersucht worden - man kennt
heute z. B. praktisch alle Sequenzen der ca. 50 (verschiede-
nen) ribosomalen Proteine. Charakteristisch ist die Fihig-
keit des Ribosoms, nach seiner Segregation in die Einzel-
proteine und die Nucleinsdurestringe wieder zum intakten
und aktiven Ribosom zu aggregieren, eine Fihigkeit, wel-
che in den Markentriangulationsuntersuchungen zur Be-
stimmung der nativen Proteintopologie ausgeniitzt wird
(vgl. ). Die Ribosomen lassen sich leicht in zwei
verschieden groBe Untereinheiten trennen: 30S- und 50S-
Untereinheiten!""! bei Prokaryonten, 40S- und 60S-Unter-
einheiten bei Eukaryonten. Es liegt nahe, diese Unterein-
heiten zunidchst getrennt zu untersuchen.

3.5.1. Konventionelle Elektronenmikroskopie an Ribosomen

Wegen der Grofle der Partikeln und ihrer relativen Sta-
bilitdt gegeniliber Priparationsverfahren mit Kontrastie-
rung wurden sie bereits friih elektronenmikroskopisch un-
tersucht - sie wurden sogar auf diese Weise entdeckt. Aber
es gibt wohl kaum ein Objekt, bei dem die Grenzen der
konventionellen Elektronenmikroskopie so drastisch spiir-

[*] Ausnahmen sind Versuche zur Analyse der Komplementwirkung an Ve-
sikeln [91) und vorliufige Hochauflésungsuntersuchungen an amor-
phem KohlenstofT [92).

[**] Klassifikation nach der Sedimentationskonstante in der Ultrazentrifuge.
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bar werden wie bei Ribosomen - trotz oder vielleicht ge-
rade wegen der raffinierten Versuche, strukturelle Merk-
male immunologisch oder mit anderen Markern zu charak-
terisieren. Es liegt nicht nur an ihrer GroBe, sondern auch
am volligen Fehlen von Symmetrien, daB man - im Gegen-
satz zu den etwa gleich groBen sphirischen Viren (mit de-
nen die microsomalen Partikeln zuerst verglichen wurden)
- keine Strukturgesetze finden konnte und bestenfalls den
UmriB der Partikeln erkannte. Umgebung und Partikeln
sind von einer allgemeinen Granulation (,,Strukturrau-
schen*) iiberdeckt (vgl. Fig. 22 und 23). Erst vor kurzem
fand man (lange nach Beginn unserer Untersuchungen)
definierte Strukturen im Innern der Partikeln durch Mitte-
lung iiber Bilder gleich orientierter Partikeln®%®), die na-
tiirlich als Projektionen dicker Kdrper wenig aussagen
kdnnen!™. Selbst das einfach erscheinende Problem der
Formbestimmung fand keine befriedigende Losung. Man
versuchte dreidimensionale Korper zu ,.erfinden*, welche
- in verschiedene Richtungen projiziert - die verschiede-
nen, in Mikroaufnahmen auftretenden Molekiilbilder er-
kldren sollten. Wenn man so will, hat man es hier mit einer
primitiven Form der dreidimensionalen Analyse aus Pro-
jektionen zu tun. Freilich ist die Zahl der Projektionen au-
Berordentlich gering (GroBenordnung 5), und es sind ihre
gegenseitigen Winkel unbekannt. Ferner ist es vollig un-
klar, ob mit der Priparation in verschiedenen Orientierun-
gen Strukturinderungen verbunden sind. Es ist verstind-
lich, daB in verschiedenen Laboratorien verschiedene Mo-
delle gefunden wurden.

Fig. 22. Eine der 21 Aufnahmen (Kippung 0°) aus der Serie von +60° bis
—60° (—60°-Aufnahme wegen Drift verworfen) mit dem Winkelinkrement
von 6°. Ribosomale 50S-Untereinheiten von E. coli ohne den L7- und L12-
Stengel. VergroBerung 80000fach, mittlere Defokussierung Az=827 nm,
achsiale Defokussierungsdifferenz dz=2386 nm, Dosis ~7-10° e/nm>. Re-
konstruierte Partikeln markiert, Richtung der Kippachse eingezeichnet.

3.5.2. Dreidimensionale Analysen kontrastierter
ribosomaler Partikeln

Der grofie experimentelle Aufwand macht bei diesen
Objekten"") eine Beschrinkung der Analyse auf wenige

[*] Die experi telle Mittelung in [82] stimmt mit der Projektion unseres
3D-Maodells recht gut iiberein.
{**] Wir danken Dr. M. Stiffler-Meilicke, Max-Planck-Institut fiir Moleku-
lare Genetik, Berlin, fiir Préiparationen von ribosomalen Partikeln und
Ribosomen aus E. coli.
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Partikeln notwendig. Bei dem heutigen Primat von Mitte-
lungsmethoden in der Elektronenmikroskopie scheint das
eine groBe Einschrinkung zu bedeuten. Aber das trifft
nicht zu. Bei Vergleichen von Strukturen (im allgemeinen
Sinne) kommt es nicht nur auf die Zahl der Strukturen,
sondern auch auf die Zahl von strukturellen Merkmalen
an. Ein klassisches Beispiel ist der ,,Fingerabdruck® in der
Kriminalistik. Bereits ein Vergleich von zwei Abdriicken
geniigt, um Identitéit nachzuweisen. Gerade bei dreidimen-
sionalen Analysen von Ribosomen ist die Anzahl von cha-
rakteristischen Merkmalen groB (entsprechend des Volu-
mens der Partikel) und somit die Aussagegenauigkeit be-
trichtlich. Natiirlich ist erforderlich, dal die Dosis so hoch
gewihlt wird, daB die elektronenstatistische Genauigkeit
ausreicht, um die Einzelheiten signifikant zu erkennen.
Wir arbeiten mit Dosen von ca. 1.5-10° ¢/nm? - das ist um
etwa den Faktor Tausend mehr als bei der Analyse nativer
Kristalle. Man kann die Ergebnisse dhnlich wie in der Kri-
stallographie quantitativ in Schichtlinienkarten der einzel-
nen Schnitte darstellen. Wir haben den Schichtlinienab-
stand so gewihlt, daB er dem Doppelten bis Dreifachen
der elektronenstatistischen Standardabweichung ent-
spricht - Unterschiede zwischen Rekonstruktionen ver-
schiedener Partikeln sind also sicherlich kein Rauschen,
sondern chemisch (und strahlenchemisch) bedingt. Um zu
priifen, ob wihrend einer Serie keine wesentlichen Ande-
rungen auftreten, exponieren wir eine ,,Strahlenschidi-
gungsserie unter gleichen Bedingungen, aber ohne Kip-
pung (natiirlich an einer anderen Priparatstelle). Das ma-
thematische MaB der Ahnlichkeit zweier Bilder ist der
Kreuzkorrelationskoeffizient C,\. Wir iiberpriifen mit
Kreuzkorrelation, visueller Betrachtung und Differenzbil-
dung die Konstanz der Bilder in der Strahlenschiadigungs-
serie. Natiirlich ist die organische Substanz schon bei der
ersten Aufnahme vollig zerstort - ihr Skelett ist aber sehr
stabil gegen weitere Bestrahlung; iiber kleinere Anderun-
gen mittelt (wie die Theorie zeigt) das Rekonstruktionsver-
fahren. Allerdings setzt bei einer Dosis von ca. 10° e/nm?
langsam Rekristallisation des Kontrastierungsmittels
ein®# diese Dosis sollte deshalb nicht wesentlich iiber-
schritten werden. Da unsere Experimente unter Minimal-
dosisbedingungen vorgenommen werden, tritt keine zu-
sitzliche Belastung durch Einstellprozesse auf.

Unsere Rekonstruktionen®! betrafen mit Uranylsalzen
kontrastierte 30S- und 50S-Untereinheiten von E. coli in
verschiedenen Orientierungen. Untersucht wurden 3-5
Partikeln in jeder Orientierung. Ein einfacher Trick erm&g-
licht es zu vermeiden, daB fiir jede Partikel eine eigene
Kippserie angefertigt werden muB3. Bei Wahl entsprechen-
der Priparationsbedingungen werden relativ viele Partikel-
projektionen auf einer Mikroaufnahme (VergréBerung ca.
80000) abgebildet (ca. 500). Diese Bilder zeigen verschie-
dene ,Erscheinungsformen®, deren Unterschiede auf ver-

[*] Cu=C2/)C}Ch,. Cyy ist die Hhe des Kreuzkorrelationsmaximums,
Ci1 und G, sind die Hohen der Autokorrelationsmaxima der vergliche-
nen Strukturen. Unter der Annahme, daB das Kreuzkorrelationsmaxi-
mum im Nullpunkt liegt (daB also beide Bilder durch Korrelation genau
ausgerichtet wurden), ergibt sich C,; als Integral Gber die Produkte der
Dichten beider Bilder. Cy; und C:; entsprechen dem Integral iiber die
Quadrate der Dichten der Einzelbilder. Bei Gleichheit beider Bilder ist
Cy = 1, bei unterschiedlichen Bildern nimmt C, ab. Bei zwei Zufallsstruk-
turen ist C,=0.
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6°, mit zugehdrigen Lichtdiffraktogrammen. Bezeichnung von links nach rechts:

+60° bis —54°, Aa

Fig. 23. Galerie aller untersuchten ,,Nieren* der Serie @

RID, RIC, RIE, RIF, R1H (vgl. Fig. 22).
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schiedene Orientierungen und auf Priparationseinfliisse
zuriickzufiihren sind. Dabei treten hiufig besonders cha-
rakteristische und im UmriB 4hnliche Formen auf, welche
der Elektronenmikroskopiker - wie schon erw#hnt - als
verschiedene Projektionen eines dreidimensionalen Kor-
pers deutet. Sie werden in der Literatur mit verschiedenen
Namen - z.B. asymmetrische und symmetrische Form bei
30S-Untereinheiten, Nieren- und Kronenform bei 50S-
Untereinheiten - bezeichnet. Bei der Kippserie wird nun
auf jeder Teilaufnahme etwa die gleiche Anzahl von Ribo-
somen abgebildet, so daBl das dreidimensional untersuchte
Priparat eigentlich eine Population von Ribosomen ist.
Aus ihr werden nachtriglich die zu rekonstruierenden Ein-
zelpartikelbilder ausgewihlt und in einem automatischen
Densitometer gemessen. Man beachte die gewaltige Infor-
mationskapazitit der Photoplatte, die es schwer machen
wird, sie elektronisch zu ersetzen. Bei dem meist von uns
verwendeten 20pum-Abtastraster (Durchmesser der Son-
denfliche 0.25 nm bei einer VergréBerung von 800007
enthilt eine 6 x 9cm?-Photoplatte 13.5-10° Bildelemente,
eine Serie mit 20 Aufnahmen 2.7-10° Bildelemente! Von
dieser Information wird nur ein winziger Bruchteil ausge-
niitzt. Bei gréBeren Kippwinkeln &ndert sich die Defokus-
sierung im Priparat betrichtlich. Da sie aber rechnerisch
bestimmt und korrigiert wird, spielt das keine Rolle. Aus
dem gleichen Grund ist es auch gleichgiiltig, wenn der Fo-
kus an der Referenzstelle (bei der er eingestellt wird und
die mehrere Mikrometer von der Aufnahmestelle entfernt
ist) wegen mechanischer Ungenauigkeiten oder wegen der
nicht vllig ebenen Priparatfliche etwas variiert.

Figur 22 zeigt eine 0°-Aufnahme aus einer Serie von 21
Aufnahmen einer mit Uranylformiat kontrastierten Popu-
lation von 50S-Untereinheiten (z-Aufldsung 2 nm), die so
pripariert wurden, daB zwei von den 34 Proteinen der Un-
tereinheit (L7 und L12) abgetrennt wurden. Diese Proteine
- im chemischen Aufbau nahe verwandt und in insgesamt
bis zu vier Kopien vorhanden - befinden sich, wie verglei-
chende konventionelle Untersuchungen gezeigt hatten, in
einer seitlichen stibchenférmigen Ausbuchtung (,,Sten-
gel“, engl. ,stalk*) der Untereinheit. Wir haben parallel
50S-Untereinheiten mit und ohne Stengel untersucht, da
uns interessierte, wie dieser chemische Eingriff die innere
Struktur der Untereinheit beeinfluBt. Wie schon erwihnt,
sind kiinstliche und natiirliche Modifikationen der Riboso-
menstruktur verschiedenster Art charakteristisch fiir die
Ribosomenchemie - wir haben es hier mit einem einfachen
Modellfall zu tun. In der Aufnahme sind die ausgewihiten
Partikeln zweier Orientierungen (Nieren R1C, R1D, RI1E,
R1F, R1H, Kronen R1A, R1G, R1I, R1K) markiert. Figur
23 zeigt eine Galerie aller Kippaufnahmen von fiinf ausge-
wihlten ,,Nieren* mit den zugehorigen Lichtdiffraktogram-
men. Die Aufnahmen weisen so starke und so zufillig er-
scheinende Unterschiede auf, daB man die experimentel-
len Unterlagen geradezu als obskur ansehen kénnte. Das
ist aber falsch - es ist im Gegenteil bewundernswert, wie
genau die Elektronenoptik zeichnet, wenn ihre Unregelmi-
Bigkeiten korrigiert werden. Man mag die Bilder vielleicht

[*] Nach Fourier-Prinzipien dirfen die Ab 1 hoch den hal-
ben Durchmesser der Aufldsungselemente haben. Mit dieser Rasterein-
teilung kann man also Aufnahmen bis 0.5 nm Aufldsung verarbeiten, so
daB bei der erforderlichen Rekonstruktionsaufldsung von ca. 1.0 nm (in
der x,y-Ebene) geniigend Sicherheit gegeben ist.
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mit Projektionen von Friichten vergleichen, welche aus
feuchter und lehmiger Erde ausgebuddelt wurden und die
wie zufillig geformte Erdklumpen erscheinen, aber im In-
nern hochgeordnet sind.

Generell ist festzustellen, daB Partikeln in gleichen
Orientierungen Strukturen haben, die zwar in Einzelheiten
etwas differieren (verschiedene Firbungs- und Strahlen-
einwirkung), welche aber gerade auch in ihren allgemeinen
MabBverhiltnissen iiberraschend reproduzierbar sind. Sie
lassen sich auch zu einer gut aufgeldsten Mittelstruktur
iiberlagern, wobei allerdings eine Korrektur der leicht ver-
schiedenen Orientierungen durch aufwendige dreidimen-
sionale Korrelationsverfahren erforderlich wird. Hingegen
zeigen die Strukturen verschieden orientierter Partikeln be-
trichtliche Unterschiede; die naheliegende Vermutung,
daB sich die Partikeln durch Oberflichenkrifte beim Ein-
trocknen stark abplatten, hat sich gliicklicherweise nicht
bestitigt (vgl. dazu ®). Das Kontrastierungsmittel bildet
einen Ring um die Partikel (vgl. z. B. Fig. 24), wobei vor al-
lem bei dickeren Pridparaten (z. B. bei Hochkantlagen) die
Kontrastierungsintensitdt im Innern der Partikel von oben
nach unten variiert. Am stirksten sind die Mittelschichten
gefirbt. Alle Partikeln zeigen kontrastierte kanaldhnliche
Bereiche im Innern - die Vermutung liegt nahe, daB es sich
zumindest zum groBen Teil um positiv kontrastierte RNA
handelt. Man beachte, daBl in den Rekonstruktionen die
Gebiete hoher Streudichte negativ dargestellt sind. Wegen
der Normierung (Phasenkontrast!) erscheinen Gebiete
schwachen Streuvermdgens in allen Rekonstruktionen po-
sitiv, wobei positive Maxima Gebieten mit besonders nied-
rigem Streuvermdgen entsprechen! Wir haben bisher die
50S-Untereinheiten genauer untersucht, da bei ihrer Kom-
paktheit drastische Forminderungen nicht wahrscheinlich
sind - bei der 30S-Untereinheit sehen wir Anzeichen fir
nicht unbetrichtliche orientierungsabhingige Form#nde-
rungen.

Es ist natiirlich nicht méglich, in einem Fortschrittsbe-
richt alle Details aus diesen komplizierten Untersuchun-
gen vorzufithren. Wir zeigen in Figur 25 je einen Schnitt

M 7 IR )] nm pem s '___-'l?‘lr Yar

a) b)

Fig. 24. ,,Um die Ecke sehen* in der dreidimensionalen Elektronenmikrosko-
pie. Bei einem dreidimensionalen Korper lassen sich in beliebigen Richtun-
gen Projektionen berechnen, die auch ,,Aufnahmen* entsprechen kdnnen,
welche wegen der Aufnahmegeometrie nicht zuginglich waren. Gezeigt ist
eine Projektion der aus R1C, R1D, R1E, RIF (vgl. Fig. 22) gemittelten ,,Niere**
in Richtung der y-Achse: a) positive Bereiche, b) negative Bereiche. Man be-
achte in a) eine aligemeine Kontrastabnahme von der Mittelebene nach oben
und unten, die der Kontrastabnahme in den Schichten entspricht. Dennoch
ist die Abgrenzung der Partikel oben und unten zu erkennen, da sich die
verschieden strukturierten Folien unterhalb und oberhalb der Partikel bereits
ausmitteln (die Projektionen der Folien erscheinen mit geringerem Kontrast).
In b) fallt vor allem die Projektion des ringfdrmigen Kontrastmittelbereiches
auf. DaB der Partikelbereich ,,positiver erscheint als die Umgebung, ist
durch die Normierung bedingt, die das Gesamtintegral aus positiven Dichten
dem Integral der negativen Dichten gleichsetzt.
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durch vier kontrastierte S50S-Partikeln in Kronenform
(nach Korrelation der Orientierung). Dargestellt sind zur
besseren Ubersichtlichkeit nur die Schichtlinien der nicht-
kontrastierten Struktur - die kanalartige kontrastierte
Struktur erscheint daher weiB. Um die Vergleiche zu er-
leichtern, haben wir gemeinsame negative Bereiche durch
»Fihrungspunkte* gekennzeichnet - sie sind auch im Mit-
telstrukturschnitt AV2 enthalten. Nach Korrelation liegen
die dreidimensionalen Kreuzkorrelationskoeffizienten zwi-
schen 0.25 und 0.3. Eigentlich sind ihre Werte iiber-
raschend gering, wenn man die doch recht ausgepridgten
Ahnlichkeiten in Figur 25 betrachtet. Der Grund liegt in
der groBen Empfindlichkeit des Kreuzkorrelationskoeffi-
zienten gegen alle individuellen Anderungen. Wir kénnen
aber versuchen, nach Prinzipien der Mustererkennung die
grundsitzliche strukturelle Information - hier also die spe-
zielle kanalartige Férbung - herauszuarbeiten und zu ver-
gleichen. Hierbei kann man zwei Stufen unterscheiden. In
der ersten Stufe verlangt man gleiche MaBverhiltnisse
(14Bt also keine Verzerrungen zu), mochte aber von Einzel-
heiten wie z. B. Intensit4dt und Struktur in den gefarbten
Bereichen oder im Bereich der Leichtatomstruktur abstra-
hieren. Eine Moglichkeit bietet dazu das Fithrungspunkt-
Konzept. Ordnet man in jeder Einzelstruktur Fiithrungs-

punkte in den negativen Bereichen im ungefidhren Aufld-
sungsabstand an, so erhdlt man bei Fourier-Darstellung
mit 1.5 nm Auflésung (bei welcher die Punkte verschmiert
werden)®”! ein schlauchartiges Modell der kontrastierten
Struktur. Figur 25 (AV2) zeigt einen Schnitt. Man kann
nun die aus den verschiedenen Strukturen exzerpierten
Modelle miteinander korrelieren und gelangt zu (dreidi-
mensionalen) Korrelationskoeffizienten zwischen 0.6 und
0.7 - ein deutliches Zeichen, wie sehr analog die Struktu-
ren der abgebildeten Einzelpartikeln wirklich sind. Es soll
nicht verschwiegen werden, daB die einfachste Methode
der Modellbildung (bei Fehlen von groBriumigen Verzer-
rungen) eigentlich eine Mittelbildung iiber geniigend Ein-
zelstrukturen wire - nur ist dieses Verfahren recht aufwen-
dig.

Genau die gleiche Analyse wurde mit 50S-Untereinhei-
ten mit dem Stengel L7, L12 durchgefiihrt. Es kann nur als
iiberraschend bezeichnet werden, wie genau die Mittel-
struktur aus vier Untereinheiten ,,mit Stengel* AV3 mit der
Mittelstruktur ,,ohne Stengel** AV2 iibereinstimmt (Fig. 26)
- der Korrelationskoeffizient C, betrigt ca. 0.5. Wie Figur
26 zeigt, ist die aus AV2 und AV3 gemittelte Struktur AV4
(der Stengel wurde bei diesen Vergleichen rechnerisch ab-
geschnitten) nur noch wenig verschieden von AV2 und

Fig. 25. Analvsc der Kronenform ribosomaler 50S-Partikeln (ohne Stengel). Der Rekonstruktionsk8rper ist ein Zylinder (Erstrek-
kung entlanyg Jdcr Kippachse (y)) mit einem Durchmesser von D=23.8 nm und einer Linge von L =23.8 nm. Er ist unterteilt in
kubische Rasterelemente der Kantenlinge D/64=0.37 nm. Die Aufldsung ist Ax=1.3 nm, Az=2.0 nm. Ay ist gleich der mittle-
ren elektronenoptischen Aufldsung, die in den Aufnahmen zwischen 0.7 und 1 nm schwankt (als Richtwert nehmen wir Ay=1
nm an). Man kann den Rekonstruktionskorper in beliebigen Orientierungen in Schichten zerschneiden und erhilt z.B. 64 x,y-
Schichten senkrecht zur optischen Achse (z-Achse). Zum Vergleich muB man freilich die einzelnen Partikeln in Lage und Orien-
tierung dreidimensional miteinander korrelieren. Der Vergieich zeigt in allen Schichten Gberraschend starke Ahnlichkeiten. Als
Beispicle sind die mittelsten Schnitte (Nr. 32) der ,,Kronen* R1A, R1G, RII, RIK gezeigt. Wie schon bei Fig. 24 erldutert, ent-
sprechen negative Gebiete Strukturelementen hohen Streuvermdgens, im besonderen kontrastierten Strukturen. Die Verwendung
der Null-Linie zur Charakterisierung der Trennung schwach kontrastierter Strukturen (Leichtatomstrukturen, positiv) von stark
kontrastierten Strukturen (Schweratomstrukturen, ncgativ) ist etwas willkiirlich. Die Schichtlinien in den negativen Gebieten
sind zur besseren Ubersichtlichkeit nicht eingezeichnet. Um den Vergleich zu erleichtern, sind gemeinsame negative Bereiche der
einzelnen Partikeln durch Fihrungspunkte gekennzeichnet. Die gemittelte Struktur AV2 hat praktisch die gleiche Aufldsung
(nur geringe Verzerrungen der Partikell) und zeigt nun noch klarer die kanalahnlichen negativen Bereiche; zusatzlich ist unter-
halb des Schnittes 32 von AV2 der Schnitt 32 eines ,,Modells* der Struktur von AV2 gezeigt, das durch Besetzung der negativen
Bereiche mit Punkten im Abstand von 2 nm entsteht. Wenn dieses Modell mit einer Aufldsung von 2 nm abgebildet wird, entste-
hen schlauchahnliche Gebilde, da benachbarte Punktbilder miteinander verschmelzen (vgl. Abbildung). Man beachte, daB im
Modell dic kontrastierten Gebicte positiv (nicht negativ wie in den Schichtlinienkarten) gezeichnet sind! Analoge Modelle der
Einzelpartikeln haben untereinander Kreuzkorrelationskoeffizienten von 0.7 (statt 0.25-0.3).
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Fig. 26. Vergleich der Mittelstrukturen von je vier 50S-Untereinheiten ,,ohne L7- und L-12-Stengel** (AV2) und ,mit L7- und
L12-Stengel* (AV3) (Schnitte Nr. 36). In AV3 ist der Stengel mathematisch abgeschnitten. Der Rekonstruktionskorper von AV3
wurde nachtriglich auf die GroBe des Rekonstruktionskdrpers von AV2 verkleinert; der Korrelationskoeffizient zwischen AV2
und AV] betrigt =0.5. Die aus AV2 und AV3 gemittelte Struktur AV4 ist AV2 und AV3 sehr Zhnlich.

o

o
__/

15.0nm =—150nm—-—

AV1 AVY

b)

210nm

Fig. 27. a) Vergleich der Modelle der 50S-Untereinheit (Kronenorientierung) ohne Stengel [von oben (1) und von unten (2) photographiert]
und der 50S-Untereinheit (Kronenorientierung) mit Stengel [von oben (4) und von unten (5) photographiert]; Vergleich des Modells der ,,Kro-
ne'* [ohne Stengel (3)] mit dem der ,,Niere* [ohne Stengel (6)]. Wegen des geringen Kontrastes der obersten und untersten Schichten sind diese im
Modell der ,,Niere" nicht wiedergegeben. Die kleinen und groBien schwarzen Punkte kennzeichnen Gebiete, wo Kanile die Oberfliche durch-
stoBen. Regionen, die durch groBe schwarze Punkte markiert sind, entsprechen Regionen, in welchen die RNA nach fritheren konventionel-
len Aufnahmen (unter Markierung mit entsprechenden Effektoren) an die Oberfliche tritt. b) Schematische Darstellung der gegenseitigen
Orientierung von ,,Niere* und ,,Krone* (Mittelstrukturen AV1 und AV2, vgl. Fig. 25 und 26). AV1 zeigt die Orientierung auf der Folie; bei
Drehung um 90° um die Lingsachse erhilt man AV1'. Die Lingsachse von AV 1’ ist um ca. 35° gegen die Lingsachse von AV2 gekippt. Oben
und unten liegende Gebiete sind in der nur schwach kontrastierten ,,Niere* nicht gut erkennbar, deshalb im Modell nicht gezeigt.

AV3. Das chemische Abschneiden des Stengels beriihrt
also die Reststruktur iiberhaupt nicht. Diese beiden Analy-
sen konnen Ubrigens als vorziglicher Konsistenztest der
Methode aufgefaBt werden: Es handelt sich um chemisch
verschiedenartige, elektronenmikroskopisch verschiedene
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Priparate und - nicht zuletzt - um Analysen in sehr ver-
schiedenen Defokussierungsbereichen'™. In den nichsten

[*] Die zweite Analyse wurde in der Nihe des Scherzer-Fokus vorgenom-

men. Die damit verbundene Schwichung der niederen Ortsfrequenzen
bewirkte cine Verringerung des Allgemeinkontrastes der Aufnahmen.
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Analysenschritten wurde nun versucht, ,,Kronen* und
»Nieren' miteinander zu vergleichen. Fiir die Rechnungen
wurden Schlauchmodelle herangezogen, da sie einen
gleichmiBig erfiillten reziproken Raum (ohne blinde Be-
reiche) besitzen, was eine wichtige Voraussetzung fiir eine
gute Korrelation bei groBen Winkelunterschieden ist. Die
Korrelation konvergierte recht gut, allerdings konnte nur
ein Kreuzkorrelationskoeffizient von C,=0.26 erreicht
werden, ein deutliches Zeichen, wie sehr die Priparations-
bedingungen die Struktur beeinflussen. Wie schon ofters
erwihnt, sollte man also nicht von der Struktur der Ribo-
somen, sondern von Reaktionsproduktstrukturen spre-
chen. Dennoch ist die allgemeine Verformung so gering,
daB die Form aus der Kombination beider Ergebnisse ab-
geleitet werden kann. Bei einer Rekonstruktion von ,,Krone*
oder ,,Niere* allein grenzt die Partikel nur seitlich an Kon-
trastierungsmittel, so daB die Abgrenzung nach unten (zur
Unterlagsfolie) und bei Sandwichpriparaten (wie im vor-
liegenden Fall) auch nach oben Schwierigkeiten bereitet
(Fig. 27).

3.5.3. Die Struktur der Uranyl-kontrastierten
ribosomalen 50S-Untereinheit aus E. coli in Kronenform

Aus unseren Untersuchungen wird deutlich, daB die
50S-Partikel in Kronenform besonders gut strukturell ab-
gebildet ist. Sie liegt flach auf der Unterlage, ist gut durch-
gefirbt und gegen das Kontrastierungsmittel gut abgrenz-
bar. Es liegt ferner eine Mittelstruktur aus acht Partikeln
(AV3) vor, wobei die Untersuchungen gezeigt haben, daBl
die Anderungen der Innenstruktur bei Priparationen mit
und ohne Stengel vernachléissigbar klein sind. Da sich die
zufilligen Strukturen der Unterlagsfolien bei der Mitte-
lung iiber acht Partikeln bereits gut ausmitteln!"), ist die Ab-
grenzung nach ,,unten* und nach ,,oben* recht gut zu er-
kennen (wenn auch ihre Bestitigung durch die Nieren-
struktur sehr wertvoll ist). Man kann nun Kreuzkorrela-
tionskoeffizienten in verschiedenen Mittelungskombina-
tionen berechnen, welche mit den statistischen Erwartun-
gen gut iibereinstimmen. Besonders interessant ist der
Kreuzkorrelationskoeffizient mit der (extrapolierten) Mit-
telungsstruktur ilber ,,unendlich* viele Partikeln, der mit
Cy=0.8 so groB ist, daB nur noch geringe Unterschiede ge-
geniiber der aus unendlich vielen Partikeln bestimmten
Struktur zu erwarten sind. Das bedeutet aber, daB prak-
tisch die gleichen Resultate wie bei einem hypothetischen
»Kristall* vorliegen. Dabei sind zusitzlich die Verwack-
lungen der Partikeln gegeniiber der z-Richtung (ca. 3-4°)
beriicksichtigt, welche bei einer Kristallanalyse nicht korri-

[*] Wenn der Kreuzkorrelationskoeffizient fiir je zwei Partikeln gleich Cy ist
und man annimmt, daB die Partikeln nur durch ,,weies Rauschen ge-
stort sind (keine Anderung der groBriiumigen Struktur), so lassen sich die
KorrelationskoefTizienten zwischen der Mittelstruktur aus n, Partikeln
und der Mittelstruktur aus n, Partikeln berechnen:

Cia=C, /ﬂck + “i (1 _Ck)] [Ck + nl(1 —Ck)]
1 2

Ist n, gleich unendlich, folgt

]’ 1
Cre= C./Ck+'l'l—(1—cl)
1

(Ich danke Dr. R. Henderson, Cambridge, fiir den Hinweis auf diese stati-
stischen Beziehungen). Das quasistatistische Verhalten wurde durch Be-
rechnung verschiedener experimenteller Mittelungen gepriift.
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giert werden kénnen. Figur 28 zeigt die Gesamtstruktur der
Mittelpartikel.

3.5.4. Zur Strahlenschidigung bei ribosomalen Partikeln

In einer weiteren Untersuchung haben wir uns mit dem
Problem des Strahleneinflusses etwas niher befaBt'®®, Wir
hatten eine Kippserie von 30S-Untereinheiten mit 3° Win-
kelinkrement aufgenommen, welche eigentlich aus zwei
um 3° gegeneinander verschwenkten 6°-Serien bestand.
Damit war es mdglich, nicht nur eine Rekonstruktion grd-
Berer Bereiche oder mit hdherer Aufldsung durchzufiihren,
sondern auch beide 6°-Serien (nach Korrektur der Verkip-
pung) zu vergleichen, um den Einfluf} der Bestrahlung zu
studieren!”). Allerdings war die Bestrahlung der zweiten Se-
rie wesentlich groBer, als wir es sonst tolerieren. Tatséch-
lich zeigt ein Vergleich Anderungen - der Kreuzkorrela-
tionskoeffizient hat die GréBenordnung C,=0.7. Die Re-
konstruktionen zeigen, daB man vorsichtig bei Vergleich
von feinen Einzelheiten sein muB, Migrationen von
Schweratomen bei Bestrahlung treten auf!’. Wichtig (und
eigentlich zu erwarten) ist, daB sich an der grofriumigen
Struktur nichts dndert - Verzerrungen sind also sicherlich
im Wesentlichen durch Priparation bedingt. Man beachte
fibrigens, daB selbst bei dieser Strahlenbelastung die Ahn-
lichkeit der beiden verschieden strahlenbelasteten Struktu-
ren der gleichen Partikel gréBer ist als bei zwei verschiede-
nen Partikeln gleicher Orientierung.

3.5.5. Mustererkennung mit Beriicksichtigung von
Verzerrungen

Diese Untersuchungen beweisen, daB ribosomale 50S-
Partikeln in Kronenform (das Gleiche gilt fiir die Nieren-
form) die gleichen groBriumigen Strukturen zeigen - sonst
miiBte bei der Mittelung eine drastische Reduktion der
Auflésung eintreten. Sie erkldren aber auch den Sprung
des Kreuzkorrelationskoeffizienten zwischen einzelnen
Partikeln von ca. 0.25 auf ca. 0.7, wenn man Mustererken-
nungen der ersten Art (keine Verzerrungen) vornimmt (vgl.
Fig. 25). Besonders wertvoll sind die Ergebnisse fiir die
Untersuchung von aperiodischen Strukturen, bei denen ja
Mittelungen nicht méglich sind - es ist zu erwarten, dal
das Resultat topologisch sinnvoll interpretiert werden
kann. Interessant diirfte die Analyse der 30S-Struktur in
verschiedenen Orientierungen mit solchen topologisch ge-
glitteten Modellen werden, nachdem schon die Analyse
von ,,Kronen* und ,,Nieren* deutlich topologische Unter-
schiede erkennen lift. Man muB dann Mustererken-
nungsverfahren der zweiten Art ausarbeiten, welche - ana-
log wie etwa bei Vergleich verschiedener Handschriften -
auch Verzerrungen tolerieren. Sicherlich sind dann einfa-
che Mittelungsprozesse nicht mehr ausreichend.

[*] Gesamtdosis nach der ersten Serie 9.6-10* e/nm?, nach der zweiten Serie
20.1-10* e¢/nm?. Man beachte aber, daB die bei den Abbildungen wirk-
same Dosis im ersten Fall nur halb so groB ist wie die Gesamtdosis (gilt
fiir alle Serien ohne Vorbelichtung), da die Teilbilder von verschieden
lang bestrahlten Partikeln (die erste Aufnahme sogar von der unbestrahl-
ten Partikel) herrithren (mittlere Belastung 4.3-10% e/nm?). Bei der zwei-
ten Serie ist diese Belastung wegen der Vorbelichtung etwa dreimal so
groB wie bei der ersten Serie (14.7-10* ¢/nm?).
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Fig. 28. Fast ein ,kinstlicher Kristall* der Uranyl-kontrastierten ribosomalen 50S-Untereinheit aus E. coli in Kronenorientierung. Die Reproduzier-
barkeit der einzelnen Partikeln (Dosis ca. 10° e/nm?) ist so vorziiglich, daB bereits eine Mittetung Gber 8 Partikeln einen Korrelationskoeffizient zur
(hypothetischen) ,,Kristallstruktur* von C, =0.8 ergibt. Mittelungen iiber weitere beliebig viele Partikeln wiirden das Modell nur unwesentlich &ndern.
Darstellung der Struktur in 64 Schichten im Abstand voa 0.4 nm; die geradzahligen Schichten von 14 bis 52 sind abgebildet (Null-Linie gestrichelt,
positive Bereiche ausgezogen, negative Bereiche punktiert). Positive (negative) Schichtlinien bilden schwach (stark) streuende Gebiete ab, hohe posi-
tive Maxima entsprechen also besonders schwach streuenden Strukturteilen. Der Schichtlinienabstand ist beliebig, die Struktur entspricht aber in gu-
ter Naherung der durch den BildpunkteinfluB verzerrten Potentialverteilung in den Partikein. Aufldsung in z-Richtung ca. 2 nm, in der x,y-Ebene 1
bis 1.5 nm. Merkmale: Kontrastierung in den einzelnen Schichten verschieden stark, in den Mittelschichten am stirksten. Die Partikel erstreckt sich
ungefahr von Schicht 20 bis Schicht 46. Ab Schicht 22 bis Schicht 44 sind in den negativen Bereichen Flhrungspunkte im Abstand von ca. 2 nm (in
den Kanilen) eingezeichnet. Deren Abbildung in 2 nm Aufldsung ergibt eine schlauchartige Modellstruktur (vgl. Fig. 25). Die Unterseite der Unter-
einheit ist relativ eben mit einer relativ eng begrenzten Furche, welche aber nicht die gesamte Partikel durchschneidet. Man beachte die starke Kontra-
stierung in der Furche. Schwicher kontrastiert ist die komplizierte Kanalstruktur im Innern, die im wesentlichen der ribosomalen RNA entsprechen
sollte. Allerdings muB8 man bei der Deutung vorsichtig sein, da Kontrastierungsartefakte auftreten kdnnen (Kontrastierungsvariabilitat stirker als
strahleninduzierte Variabilitit!). Untersuchungen mit anderen Priparationsmethoden stehen noch aus. Die Struktur zeigt mehrere Durchtrittsteilen
der gefarbten Kanile (A bis N) zur Oberflache, wobei nach Befunden mit konventioneller Markierungsmikroskopie C dem 3'-Ende der 23S-RNA und
G dem 3-Ende der 5S-RNA entsprechen diirfte. Man beachte auch die sehr differenzierte Oberflache, welche die Partikel gegeniiber dem Negativ-
kontrastmittel abgrenzt.
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4, Ausblick

Die Problematik der Ribosomenanalyse hat besonders
deutlich gemacht, welcher Wert der weiteren Entwicklung
der Methoden (méglichst mit Automatisierung) zuzumes-
sen ist. Was wirklich interessiert, ist die Funktion. Struk-
turanalysen haben keinen Selbstzweck, sondern sollen zum
Verstéindnis der Proteinfabrik Ribosom fiihren. Darum
glauben wir nicht, daB mit einer einzigen Analyse eines na-
tiven Kristalls - so wichtig sie natiirlich wire - sehr viel fiir
das Verstindnis der Ribosomenwirkung gewonnen wire.
Man muB Reaktionen durchfithren und die Produkte der
Reaktionen mit kleinen und groBen Partnern untersuchen.
Nur ein unverbesserlicher Optimist kénnte hoffen, daf} alle
Reaktionsprodukte kristallisierbar wiren. Eigentlich weist
uns schon die konventionelle Ribosomenmikroskopie den
Weg. Dort werden nicht nur die Reaktionsprodukte mit
dem Pridparationsreagens, sondern mit einer Vielzahl von
Effektoren untersucht. Man muf3 nur die etwas hilflosen
zweidimensionalen Methoden durch dreidimensionale
Analysen ersetzen. Es ist dabei keineswegs selbstversténd-
lich, daB die ,,schmutzigen Ribosomenkndédel* definierte
und reproduzierbare Strukturen im Innern trotz grober
Priparation und Bestrahlung gezeigt haben.

Sie hitten auch wesentlich stirker gestort sein konnen -
auch dann wire es ein signifikantes Ergebnis gewesen, das
man hitte akzeptieren miissen.

Aber natiirlich méchte man individuelle organische
Strukturen auch ohne das Stiitzkorsett der Schweratomfar-
bung studieren. Wir glauben, daB hier Untersuchungen bei
tiefen Temperaturen (fliissiges Helium) weiterhelfen wer-
den. Bei Raumtemperatur entwickeln sich die wirklichen
strukturellen Katastrophen eigentlich sekundir. Bindun-
gen werden aufgebrochen, groBe und kleine Fragmente
entstehen. Die kleinen Fragmente suchen ihren Weg ins
Freie, und schlieBlich bleibt nach Masseverlusten von ca.
40% ein Skelett {ibrig, das vielleicht (wenn man Gliick hat)
noch gewisse Beziechungen zur nativen Struktur zeigen
kann - wir wissen es nicht.

Der experimentell nachgewiesene Vorteil der Kryomi-
kroskopie ist, daB kein Masseverlust eintritt. Wahrschein-
lich behalten die niedermolekularen Fragmente ihren Platz
im wesentlichen bei. Damit bliebe die grofiriumige Archi-
tektur erhalten. Es hat zur Zeit wenig Sinn zu spekulieren,
was im einzelnen passiert. Vielleicht kann man Gedanken
der Spurstrukturanalyse (vgl. “¢') anwenden und zum nati-
ven Ausgangszustand extrapolieren. Aber man kann si-
cherlich experimentieren, da es gelungen ist, hochauflo-
sende Kryomikroskope zu bauen (vgl. ),

Ideal fiir die Kryomikroskopie wire ein Mikroskop, in
welchem die relative Richtungsinderung durch Kippen
des Primarstrahls (statt durch Kippen des Priparats) elek-
tronisch erzeugt wird. Somit treten keine Lagefehler auf,
welche ein nachtrigliches Bestimmen des gemeinsamen
Ursprungs erforderlich machen. Das ist von Bedeutung bei
geringen Strahlendosen, bei denen die bisherigen Korrela-
tionsmethoden versagen diirften. Es gibt bereits Vorschld-
ge™® und sogar Versuche zur Realisierung®®.

Noch gar nicht erwihnt wurde die Erhdhung der Aufl-
sung bis zur atomaren Grenze - es ist fast selbstverstind-
lich, daB sie versucht werden muB. Wie dieser Bericht de-
monstrieren mdéchte, liegt es - wenn die neuentwickelten
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Feldemissionskathoden verwendet werden - nicht mehr an
der grundsitzlichen experimentellen Methodik. Freilich
wird man noch (nicht nur im biologischen Bereich) sehr
viel Prdparationschemie zu lernen haben. Und atomare
Auflssung muB mit dreidimensionaler Analyse gekoppelt
werden. Nur in drei Dimensionen ist die Materie ,,l6chrig**
- man wird dann auch strukturelle Einschrinkungen zur
Analyse mitverwenden kénnen, wie wir es schon vor linge-
rer Zeit vorgeschlagen hatten'?*?), Die Gegenpriifung zum
chemischen ,,Sinn*“ (Bindungslingen, -winkel) wird die
Analyse erleichtern.

Zum SchluB noch eine nachdenkliche Bemerkung: Es ist
die starke Wechselwirkung, die es (im Prinzip) ermdglicht,
den Ort eines Atoms durch Streuung von Elektronen in
verbliiffend kurzen Zeiten zu bestimmen. Jahrhunderte an
MeBzeit wiren nétig, wenn man das gleiche mit Rontgen-
strahlen erreichen wollte. Somit ist ein experimenteller In-
formationsfluB in kurzen Zeiten erhiltlich, neben dem das
experimentelle Datenmaterial bei den kompliziertesten
Rontgen- oder Neutronenbeugungsanalysen winzig ist.
Aber seine Bewiltigung ist nur mit sehr effektiven Compu-
tern moglich. Die phasenbestimmende Elektronendiffrak-
tometrie ist ein echtes Kind unseres Computerzeitalters.

Die Berichtszeit von mehr als zwanzig Jahren ldSt
es kaum zu, allen Mitarbeitern einzeln zu danken. Auf
dem Gebiet der Elektronenmikroskopie - von der instrumen-
tellen Technik bis zu informationstheoretischen Beitrdgen -
wurden mehr als 50 Diplom- und Doktorarbeiten vergeben.
Ich bitte daher um Entschuldigung, wenn ich nur einige
Weggefihrten der letzten Jahre nenne: E. Demm, B. Grill,
R. Guckenberger, H. Hebert (Gast vom Karolinska Institut,
Stockholm), R. Hegerl, U. Jakubowski, V. Knauer, G. Niit-
zel, H. Oul, H. R. Tietz, D. Typke. Mit dem Aufbau eines
He-Kryomikroskops werden in unserem Laboratorium Ar-
beiten in einem wichtigen Teilgebiet mdglich. Ich danke Frau
Dr. I. Dietrich und ihren Mitarbeitern (Siemens AG, Miin-
chen) sehr fiir verstindnisvolle Zusammenarbeit. Fiir finan-
zielle Unterstiitzung bin ich der Deutschen Forschungsge-
meinschaft und dem Fonds der Chemischen Industrie zu
Dank verpflichtet.
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