HIGHLIGHTS

GroBe Molekiile aus der virtuellen Backstube — eine Liicke in der
Strukturforschung wird geschlossen**

Peter Luger*

Dal3 priparativ arbeitende Chemiker ihre neuen Verbin-
dungen in heiBen Ofen zusammenkochen oder auch backen,
ist tigliche Praxis. Daf} aber vor allem gro3e Molekiile in den
Gigabyte-Welten moderner Computer geschiittelt und gebak-
ken, manchmal auch nur halbgebacken werden, ist neu. Sehr
erfolgreich wird dadurch eine héufig beklagte Liicke in der
ansonsten sehr wirkungsvollen rontgenographischen Struk-
turforschung geschlossen. Als vor 6 Jahren die japanische
Arbeitsgruppe um Kondo!!l die Kristallstruktur des tiefblauen
Bliitenfarbstoffes Commelinin aufklérte, erregte dieses Er-
gebnis ein solches Aufsehen, dal Nature ihr die Titelseite
ihres ersten August-Heftes widmete. Ferner wurde die
Gruppe mit dem Preis des besten Posterbeitrags zum 16.
Internationalen Kristallographiekongref3 in Peking 1993 aus-
gezeichnet.”l Da sich die ,scientific community* daran
gewohnt hatte, da Kristallstrukturen alltdglich in grofer
Zahl in die wissenschaftliche Literatur eingingen, war eine
derartig Aufsehen erregende Wirkung eigentlich nicht zu
verstehen. Ein Grund fiir die gro3e Resonanz war sicherlich
dsthetischer Art: Das wunderschone Aussehen der Com-
melininstruktur (Abb. 1 oben) steht dem der zugehorigen
Bliite kaum nach.

90er Jahre mit klassischen Direkten Methoden gelost wurde; Unten mit
SHELXD geloste Struktur einer aus 26 Glucose-Einheiten bestehenden
Cycloamylose,” einer der groBten atomar aufgeldsten Leichtatomstruk-
turen; beide Stereobildpaare sind mit SCHAKALP gezeichnet.
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Aber nicht nur der schonen Bilder wegen erregte die
Struktur groBes Aufsehen. Sie enthilt 253 Atome (ohne
H-Atome) in der asymmetrischen Einheit und gehorte damit
zu jener Gruppe von mittelgro3en Strukturen, deren Losung
fir die Kristallographen auch Anfang der 90er Jahre noch
eine Herausforderung war. Zwar nimmt seit etwa 30 Jahren
die Zahl der im Cambridge Crystallographic Data Centre
(CCDCQ)P! registrierten Kristallstrukturanalysen fast expo-
nentiell zu, derzeit um jahrlich mehr als 10000 Strukturen.
Auch in der Proteinkristallographie hat eine dem Trend nach
vergleichbare Entwicklung stattgefunden, wenn auch zahlen-
méaBig in geringerem Umfang. Immerhin wéchst inzwischen
die Proteindatenbank in Brookhaven™ auch um etwa 1000
Eintrdge pro Jahr (Abb.2). Dennoch begiinstigten diese

Eintrége in die Protein-Datenbank
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Abb. 2. Zahl Z der Eintrige neuer Kristallstrukturen im Cambridge Data
File des Cambridge Crystallographic Data Centre (CCDC) in Fiinfjahres-
Intervallen. Einschub: Entsprechende Eintrége in die Proteindatenbank in
Brookhaven.

Entwicklungen nur die kleinen Strukturen, wobei die Schall-
grenze zundchst bei 100, spéter bei etwa 200 Atomen lag, und
die groBen Strukturen mit Molekulargewichten im Kilodal-
ton-Bereich. Strukturen mit einigen 100 Atomen in der
asymmetrischen Einheit blieben nach wie vor problematisch.
So findet man z.B. unter den reinen organischen Strukturen
weniger als 300 Eintrdge mit mehr als 100 C-Atomen in der
Summenformel und nur ganze 16 Eintrige im Cambridge
Data File mit mehr als 200 C-Atomen.

In einem ,,Research-News“-Artikel in Science, der im April
1992 erschien,® wurde die Situation mit der einer kinder-
reichen Familie verglichen, bei der haufig den grofiten und
den kleinsten Kindern die meiste Zuwendung gilt, wahrend
die mittleren eher wenig beachtet nebenher mitlaufen. Nun
sind Kristallographen keine Rabeneltern, sondern die Griin-
de fiir ihre Achtlosigkeit waren schwerwiegend. Ein Problem
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ist die Kiristallisierbarkeit, die mit zunehmender Molekiil-
grofle zundchst stark abnimmt; erst sehr groBe Molekiile, die
eine weniger flexible, mehr globuldre Gestalt haben, neigen
dann wieder eher zum Kristallisieren als die Molekiile
mittlerer GroBe. Hinzu kommt, daB in die Kristallisation
biologischer Makromolekiile erhebliche Anstrengungen in-
vestiert worden sind, sogar extraterrestrische Versuche wur-
den einbezogen. !

Ein weiteres Problem aber ist, daf3 bei Molekiilen mittlerer
GroBe die sonst omnipotenten ,Direkten Methoden* zur
Losung des kristallographischen Phasenproblems nicht mehr
und die Methoden zur Losung von Proteinstrukturen noch
nicht funktionieren. Daher stand fiir mittelgro3e Strukturen
kaum eine brauchbare Bestimmungsmethode zur Verfiigung.
Konnten sie in Ausnahmefillen gelost werden, erregten sie,
wie das Commelinin-Beispiel zeigt, groes Aufsehen.

Wie die unlédngst in der Angewandten Chemie erschienene
Arbeit von Sheldrick et al.”! iiber zwei Actinomycin-Struktu-
ren (Actinomycin D und Z; mit 314 bzw. 307 Atomen in der
asymmetrischen Einheit) dargelegt hat, kann diese Liicke
jetzt geschlossen werden, wenn atomar (d.h. bis ca. 1 A)
aufgeloste Intensitdtsdatensitze vorliegen. Dazu muflten
allerdings vollig neue Strategien zur Strukturbestimmung
entwickelt werden, und ein Initiator dieser Entwicklung war
wieder einmal Herbert Hauptman, einer der ,Viter“ der
Direkten Methoden, dem zusammen mit Jerome Karle fiir
ihre Pionierarbeiten auf diesem Gebiet 1985 der Nobel-Preis
fiir Chemie verliechen wurde. 1988 hat Hauptman eine Phasen-
Minimums-Funktion R(¢) eingefiihrt,® bei der die bereits in
den klassischen Direkten Methoden dominierenden Drei-
und Vierphasen-Strukturinvarianten, die Tripletts und Quar-
tetts @u =@+ @i+ Q_pi OZW. Qpw =@+ Qo+ Qo+ Pt
(h, k, [... sind reziproke Gittervektoren von Bragg-Reflexen)
eine zentrale Rolle spielen. Fiir die Triplett- und Quartett-
Beziehungen (genauer fiir cosg,, und cosg,,,) lassen sich
Erwartungswerte ep und &, berechnen, mit denen R(¢p)
schlieBlich definiert ist durch Gleichung (1).

3 i Auelcos @y — &1’ + 2 111 Biun|[€08 @, — £0]°

R(p)= 1)
2 nieAak + 2 1| Bl

Nach dem ebenfalls von Hauptman eingefiihrten Mini-
mumsprinzip® sollte die Minimierung von R(¢) zur richtigen
Struktur fiihren,'” was nach der Bedeutung der & und &g
unmittelbar einleuchtet.

Zur praktischen Realisierung wurde der sogenannte Shake-
and-bake-Algorithmus eingefiihrt.''"13] Dieser unterscheidet
sich von den klassischen Direkten Methoden (die allein im
reziproken Raum arbeiten) hauptsichlich dadurch, daf3 er in
einem cyclischen Proze$ stéindig zwischen reziprokem und
direktem Raum wechselt. Auf diese Weise wird automatisch
die Bedingung eingebracht, daf3 die richtige Struktur nicht nur
iiberall eine positive Elektronendichte, sondern auch hohe
lokale Elektronendichtemaxima haben soll, denen Atom-
positionen zugeordnet werden konnen. Damit wird der
atomare Aufbau einer chemischen Struktur beriicksichtigt.

Shake-and-bake lduft nun in mehreren Schritten ab, die
abwechselnd im direkten und im reziproken Raum stattfin-
den" (Abb. 3). Nachdem eine Teststruktur generiert wurde —
in der Regel iiber einen Zufallsgenerator — liefern die nach
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Abb. 3. Schematische Darstellung des Ablaufs von Shake-and-bake
(links) und von SHELXD (rechts).

der Fourier-Transformation in den reziproken Raum erhalte-
nen Strukturfaktoren die Anfangsphasen. Danach findet der
»Shake“-Schritt statt: Durch Phasenverfeinerung in einem
iterativen Prozel3 wird die Minimierung von R(¢) angestrebt.
Nach einem solchen Minimierungscyclus wird eine neue
Struktur ,,gebacken®. Mit den nun hoffentlich verbesserten
Phasen wird wieder im direkten Raum eine neue Elektro-
nendichteverteilung generiert. Daraus werden die N hochsten
Maxima ausgesucht. Diese werden erneut Fourier-transfor-
miert, so da3 neue Anfangsphasen in den néchsten ,,Shake*-
Schritt eingebracht werden.

Dieses Verfahren muf} in der Regel einige hundert Shake-
and-bake-Cyclen durchlaufen, bevor am Verlauf von R(¢)
erkannt werden kann, ob es zur richtigen Struktur fithrt. Mit
einer Teststruktur allein fithrt Shake-and-bake trotz des
Aufwandes selten zum Ziel, so daB3 in der Praxis einige
tausend Anldufe mit verschiedenen, zufillig gewdhlten Test-
strukturen berechnet werden miissen.

Angeregt durch Shake-and-bake hat George Sheldrick mit
SHELXD ein Programm speziell zur Losung von Strukturen
mit 200-2000 Atomen entwickelt.'>1%1 Sein Verfahren unter-
scheidet sich an einigen Stellen von Shake-and-bake (Abb. 3).
Sheldrick versucht, auf die zufilligen Ausgangsstrukturen zu
verzichten. Sind z.B. Schweratome vorhanden, werden teil-
weise sehr raffinierte Patterson-Interpretationen'*!'8] einge-
bracht. In diesem Ansatz sind die Anfangsphasen zuverléssi-
ger als in einer vollig zuféllig gewéhlten Struktur. Es schlie3t
sich eine konventionelle Tangens-Verfeinerung an, und eine
inverse Fourier-Transformation fiihrt dann zu einem neuen
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Strukturmodell. Nun werden aber die N hochsten Maxima
nicht kritiklos fiir das weitere Verfahren iibernommen,
sondern es findet eine ,,Peaklist“-Optimierung statt.'”) Aus-
gehend vom niedrigsten Peak wird fortlaufend entschieden,
ob der Verbleib oder die Wegnahme dieses Peaks einen von
Fujinaga und Read™ eingefiihrten Korrelationskoeffizienten
verbessert oder nicht. Erst die bereinigte, optimierte ,,Peak-
list“ wird in den nichsten Cyclus eingegeben.

Durch diese ,,Peaklist“-Optimierung (und die mégliche
Patterson-Interpretation am Anfang) arbeitet SHELXD mit
groBerem Gewicht im direkten Raum als Shake-and-bake.
Eine Zeit lang bezeichnete Sheldrick selbst sein Verfahren als
,half-baked“”] aber angesichts der inzwischen erzielten
Erfolge kann man es heute durchaus ,fully-baked* nennen.
So sind mit SHELXD aufler den bereits erwdahnten Actino-
mycin-Strukturen eine Reihe weiterer bislang fiir unlosbar
gehaltener Strukturen aufgekldart worden. Beispiele sind
Vancomycin,?!l ein wichtiges Lantibiotikum mit 313 unab-
hiangigen Nicht-H-Atomen in der asymmetrischen Einheit,
und eine Cycloamylose aus 26 Glucose-Einheiten mit an-
nihernd 650 Atomen (2 Molekiile pro asymmetrische Ein-
heit),?? die eine geraume Zeit als die groBte atomar auf-
geloste Leichtatomstruktur galt (Abb. 1 unten). Ubertroffen
wird sie von dem vermutlichen derzeitigen ,,Weltrekordhal-
ter”, der Struktur des Lantibiotikums Mersacidin,®! das mit
850 unabhingigen Atomen der GroBe eines Proteins mit 120
Aminosduren entspricht. Etwas aufler Konkurrenz, weil
schon vorher bekannt, lduft die trikline Struktur des 1001
Atome enthaltenden Hiihnereiwei-Lysozyms (Abb. 4), die
in der Arbeitsgruppe von Sheldrick neu gelost wurde und bei

der damit erstmals die 1000-Atome-Grenze iiberschritten
wurde !24

Angesichts der Tatsache, da3 fiir eine Strukturbestimmung
einige tausend Anldufe und fiir einen Anlauf mehrere
hundert Cyclen zu rechnen sind, ergeben sich exorbitante
Rechenzeiten, die in VAX-Jahren angegeben werden kon-
nen.'” Da noch in den 80er Jahren die VAX-Rechner zur
iiblichen Laborausstattung gehorten, wéiren weder Shake-
and-bake noch SHELXD einsetzbar gewesen, selbst wenn die
Algorithmen schon existiert hédtten. Da mit heutigen Pro-
zessoren die Rechengeschwindigkeit um mindestens zwei
GroBenordnungen besser ist, verringern sich VAX-Jahre auf
annehmbare Tage oder Stunden.

Da die neuen Algorithmen, wie bereits erwihnt, atomar
aufgeloste Datensidtze benotigen, hitten sie kaum Erfolgs-
aussichten, wenn nicht parallel in jlingster Zeit einige
bemerkenswerte experimentelle Entwicklungen stattgefun-
den hitten. Neben Fortschritten bei den Kristallisationstech-
niken®! sind hier vor allem wesentlich verbesserte Moglich-
keiten der Intensitdtsdatensammlung zu nennen. Durch den
Einsatz von Synchrotronstrahlung, moglichst bei tiefen Tem-
peraturen, 14t sich das Verhiltnis von Reflexintensitdt zum
Untergrund besonders bei hohen Beugungsordnungen erheb-
lich steigern. Kombiniert man das detektorseitig mit flachen-
hafter Detektion (,,Flichenzihler®) wie etwa den neuen
CCD-Systemen (z.B. dem bereits im April 1994 auf den
Markt gekommenen SMART-Diffraktometer®?), so trigt
dies nicht nur zur weiteren Steigerung der Auflosung bei,
sondern es kann auch die MeBzeit gegeniiber den konven-
tionellen seriellen Diffraktometern um GroBenordnungen

Abb. 4. 1001 unabhiingige Atome in der Struktur der triklinen Form von Hiihnereiwei3-Lysozym.?
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verkiirzt werden,/?’l was bei den umfangreichen Datensiitzen
der groBen Strukturen besonders zum Tragen kommt. Damit
ist — wie schon in den 60er Jahren — erneut ein Innovations-
schub in der Kiristallstrukturforschung mehreren gleichzeitig
erfolgten Entwicklungen in Theorie, Experiment und Com-
putertechnologie zu verdanken. Die Liicke, die sich bisher fiir
die mittelgroBen Molekiile von einigen 100 Atomen auftat,
schlieBt sich also noch rechtzeitig zur Jahrtausendwende.
Problemstellungen bietet die moderne Chemie reichlich.
Allein in der Klasse der antibiotisch oder -cytostatisch
wirksamen Naturstoffe, deren zunehmende Bedeutung unter
anderem durch den jiingst erschienenen Highlight-Artikel
von Lindel®! belegt ist, werden rasch StrukturgroBen von
einigen 100 Atomen erreicht, die bisher nur in Ausnahme-
fillen,”! nunmehr aber mit groBer Aussicht auf Erfolg
rontgenographisch aufgeklart werden konnen.

Stichworter: Computerchemie - Direkte Methoden - Ront-
genbeugung - Rontgenstrukturanalyse
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