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Untersuchung des Schwingungsanteils und des Kristallgitterfehleranteils des
Temperaturfaktors in Myoglobin durch Vergleich von Mossbauerabsorptionsmessungen
mit Rontgenstrukturdaten
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The mean square displacement {x2) from the theoretical lattice point, obtained from X-ray structure
data for myoglobin crystals, is compared with the corresponding value, {x?)r, measured by Mdssbauer
experiments on the iron in myoglobin crystals. {(x?)r depends only on the vibrations of the lattice. The
value {x2), however, which is obtained from X-ray data contains a contribution due to lattice faults
in addition to the contribution due to vibrations. {x2)— (x2)r= (x2)s is then the contribution due to
lattice faults alone. The experimental values are {(x2)=13-2 x 10~2 AZand (x2)r=8-6 x 10~2 A2 giving
(x?)s=4-6 x 10~2 A2 The same comparison was made for K;[Fe(CN),] and for hemine. Here {x%) was
roughly equal to {x2)z. In addition the temperature dependence of {x*)r was measured for myoglobin
crystals. A new procedure is described for the substitution of the isotope 51Fe required for Mdssbauer

measurements for the natural iron in myoglobin.

1. Einfiihrung

Der physikalisch wesentliche Bestandteil des Debye-
Waller Faktors ist die mittlere quadratische Auslen-
kung {x*) des streuenden Teilchens von seiner Nor-
mallage im Gitter. {x?) hat in einem Kristall zwei un-
abhingige Anteile. Zum einen sitzt infolge von Feh-
lern in Kristallbau das streuende Teilchen nicht genau
an seinem Gitterplatz. Die mittlere quadratische Ab-
weichung von diesem Platz betrdgt (x*)s. Zum ande-
ren entfernt sich das streuende Teilchen infolge der
Temperaturschwingungen im Kristall aus seiner Ruhe-
lage. Die mittlere quadratische Auslenkung durch die-
sen Prozess betridgt {x?)y. Wir nennen den Anteil des
Debye-Waller Faktors, der durch den statischen Aus-
druck {x?)s bestimmt wird, den Kristallgitterfehleran-
teil, den Anteil, der durch (x?); bestimmt wird, den
Schwingungsanteil. Bei der Rontgenstreuung wird das
Rontgenquant in der Zeit von ungefdhr 107'* bis
10~ sec* gestreut. Eine Gitterschwingung dauert
etwa 1071 bis 10~!2 sec.t Der Streuprozess ist also
schnell im Verhiltnis zur Schwingungszeit. Auch der
Schwingungsanteil ist daher quasistatisch. Die beiden
Anteile sind ununterscheidbar und addieren sich in
erster Naherung. Bei der Mssbauerstreuung dauert der
Streuprozess im Fall von Fe etwa 1077 sec (Muir,
Andor & Coogan, 1966). Das Eisenatom schwingt also

* Diesen Wert erhilt man aus der Energiebreite einer
charakt. Rontgenlinie nach Compton & Allison (1935).

1 Dies entspricht der Grenzfrequenz im Debye Modell. Es
kommt hier nur auf die Grdssenordnung an.
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viele Male im Gitter hin und her, bis das absorbierte
Quant reemittiert wird.} Daher ldsst sich hier der De-
bye-Waller Faktor in einen Absorptionsfaktor und
einen Emissionsfaktor zerlegen. Der Absorptionsfak-
tor lasst sich z.B. fiir Eisen in einem Transmissionsex-
periment bestimmen. Er hdngt in guter Ndherung nur
vom Schwingungsanteil ab. Rontgenstrukturdaten lie-
fern dagegen immer die Summe aus Kristallgitterfeh-
leranteil und Schwingungsanteil. Zum Vergleich der
beiden Anteile wurden die Réntgendaten fiir Myoglo-
bin von Watson verwendet. Mssbauertransmissions-
experimente wurden an Absorbern, die aus zahlreichen
kleinen Myoglobinkristallen bestanden, durchgefiihrt.
Gemessen wurde dabei der Debye-Waller Faktor des
Eisens im Myoglobin.

2. Theorie

Eine Ableitung der Debye-Waller Faktoren fiir
schnelle und langsame Streuprozesse findet man bei
Trammell (1962) und Mssbauer & Sharp (1964). Wir
entnehmen der Literatur folgende Formeln: langsame
Streuung (Amplitudenfaktor)

Sits=exp [—3{(k,m)* + (kor)*> (1)
schnelle Streuung (Amplitudenfaktor)
Si=exp [— 3k, — ko)) 2

1 Dies ist eine anschauliche Deutung. Physikalisch wesent-
lich ist die Tatsache der Resonanzstreuung.
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fiir elastische Streuung gilt:
kgl =Kol =K .

k=2n/i: Wellenvektor des Rontgen- oder p-Quants.
Der Index 0 bzw. f bedeutet: ‘vor’ bzw. ‘nach’ dem
Streuprozess.

Bei langsamer elastischer Streuung ist der Vektor r
jeweils dem Vektor k; bzw. k, parallel. Wir erhalten
aus (1)

Sias= exp [=kXx*)] (€)

mit [r|=x.

Der Debye-Waller Faktor f,, der bei einem M0ss-
bauerexperiment gemessen wird, ist im Wirkungsquer-
schnitt fiir Absorption, o1, enthalten. Dieser ist durch
das optische Theorem mit der Streuamplitude in Vor-
wirtsrichtung f (#=0) und damit mit f4 korreliert
durch den Ausdruck:

4 4 ,
or=Cfy=— - Imf(@=0)=— = Im(C'fhs). @)
Damit ergibt sich:

M =€Xp [“k2<x2>r] . )

Der Index T an {x2) soll bedeuten, dass es sich hier
nur um den Schwingungsanteil handelt, denn die Ab-
sorptionswahrscheinlichkeit fiir ein y-Quant im Kern
ist vom Schwingungszustand des Atoms im Kristall
abhingig. Ableitungen dieses riickstossfreien Anteiles
findet man z.B. bei Trammell (1962), M6ssbauer,
Sharp (1964), Wegener (1965) und Goldanskii & Her-
ber (1968). {x2)r ist ein Mass fiir die reziproke Bin-
dungsstirke des absorbierenden ’Fe Atoms an das
Gitter. Im Falle des Myoglobinkristalls kann man
diese Bindung in drei Teile aufspalten und zwar: Bin-
dung des Eisens an die Hamingruppe, Bindung der
Hémingruppe im Gesamtmolekiill und Bindung des
Molekiils im Kristallgitter. Sollte sich die Gesamt-
bindung des Eisens durch eine statische Auslenkung
des Molekiils von seinem reguldren Gitterplatz mess-
bar verdndern, wiirde sich ein Einfluss des Gittersto-
rungsanteiles (x2)s auf den Schwingungsanteil (x*)r
des Debye-Waller Faktors ergeben, da dadurch das
gesamte Schwingungsspektrum veréndert wiirde. Die-
ser Effekt diirfte jedoch im Myoglobinkristall wenig
ausgeprigt sein und er wird in der vorliegenden Arbeit
vernachldssigt.

Wir formen nun Formel (2) um. Dabei sei x die Aus-
lenkung in Richtung k,—k, und 6 der Winkel von Kk,
mit der refiektierenden Netzebene (Bragg Winkel). Wir
erhalten dann mit |ko—k,|=2 k sin 6:

fh=exp [—2K sin? § (x2)]=exp [—8n2<x2> (S";L %9) 2] _
(6)

Der Ausdruck 872(x?) wird in der Réntgenstruktur-
forschung oft mit B bezeichnet. Es ist der isotrope
Temperaturfaktor. In genaueren Rontgenstrukturar-
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beiten wird meist der anisotrope Temperaturfaktor an-
gegeben (vergleiche z.B. Cruickshank, 1956). Um mit
den Mossbauerexperimenten vergleichen zu konnen,
wird durch Mittelung der Daten wieder ein isotroper
Temperaturfaktor gebildet. Wie bereits in der Ein-
fiihrung erwdhnt, ist der Rontgenstreuprozess ein
schneller Vorgang. Unterscheidung zwischen {(x*)r
und {x?)s ist daher nicht méglich. Fiir die Reduktion
der in einen Braggreflex gestreuten Intensitét, die durch
das Quadrat von f4 beschrieben wird, ist nur der Ab-
stand des streuenden Atoms von der reflektierenden
Ebene massgeblich. Sein mittleres Quadrat wird ge-
geben durch:

()= r+{xP)s M

Ein etwa moglicher Interferenzterm {x; . x5y ist dabei
vernachldssigt.

3. Herstellung des Myoglobinabsorbes fiir das
Méssbauerexperiment

Um den Vergleich der Mdssbauerdaten mit den Ront-
gendaten sinnvoll durchzufiihren, muss der M6ssbau-
erabsorber aus kleinen Myoglobinkristallen bestehen,
die sich in derselben L&sung befinden, wie der Einkri-
stall bei der Rontgenstrukturbestimmung. Um zu einer
verniinftigen Messzeit zu gelangen, muss iiberdies das
Eisen des Myoglobins gegen das Eisenisotop 5'Fe aus-
getauscht werden. Dies kann nur erreicht werden, wenn
das in einer hydrophoben Tasche des Myoglobins ge-
bundene Hamin mit einem organischen Losungsmittel
extrahiert und an seiner Stelle ein ’Fe haltiges Himin
eingebaut wird. Die Trennung von Met-Myoglobin in
Globin und Hamin gelang bisher nur in Aceton-Salz-
sdure Losung (Theorell & Akeson) oder durch Extrak-
tion einer wissrigen Met-Myoglobin Losung mit
Athylmethylketon bei pH 10 (Teale, 1959). Beide Me-
thoden bewirkten eine teilweise Denaturierung des
Globins (Breslow, 1964), wodurch eine Kristallisation
des mit ’Fe Hamin rekombinierten Myoglobins ver-
hindert wird. Diese Nachteile k6énnen vermieden wer-
den, wenn das Hdmin aus einer 1% Met-Myoglobin
Losung in 0,1 M Histidiniummonochlorid Losung bei
pH 5 mit Athylmethylketon extrahiert wird. Nach
zweimaliger Extraktion verbleiben noch 10% des Hé-
mins im Globin. Beim Vermischen von Globin und *'Fe
Héamin in 0,1 M Histidiniummonochlorid Lésung von
pH 9 findet die Rekombination des Myoglobins statt.
Vor der Kristallisation muss dieses Myoglobin durch
dreimalige Sdulenchromatographie gereinigt werden,
zuerst Uber Sephadex G25 in 0,1 M Natriumchlorid-
16sung, dann iiber DEAE Cellulose in 0,005 M Na-
triumphosphatlosung bei pH 8,6. Zuletzt wurde das
Myoglobin in 0,005 M Natriumphosphatlgsung bei
pH 6,3 an CM Cellulose absorbiert und mit Hilfe eines
Natriumchlorid Gradienten (0,001 M Natriumphos-
phat pH 6,3+0,15 M Natriumchlorid) ausgewaschen.
Einkristalle wurden aus einer 0,5%igen 5'Fe Ldsung
in 3,8 M Ammosulfat von pH 7 geziichtet (Kendrew
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& Parrish, 1956). Aus 2 g Pottwal Myoglobin konnten
500 mg *"Fe Myoglobin Einkristalle gewonnen werden.
Durch Rontgenaufnahmen wurde deren vollstidndige
Identitdt mit unausgetauschten Myoglobin Kristallen
bewiesen. Die Herstellung von 3’Fe Hédmin erfordert
zuerst die Abspaltung des natiirlichen Eisens vom
Himin (Fischer & Piitzer, 1926). Zur Rekombination
des Himins wird das so gewonnene Protoporphyrin in
konzentrierter Essigsdure (mit 2 % HCI) gelost (Fischer,
Treibs & Zeile, 1930) und bei Siedehitze unter Luft-
ausschluss mit einer dquivalenten Menge von Eisen
57-II-Acetat in konzentrierter Essigsiure versetzt. Das
5’Fe Hamin wurde mit konzentrierter Essigsdure, Was-
ser, Athanol und Ather gewaschen. Ein typischer Ab-
sorber hatte einen Durchmesser von 0,7 cm und ent-
hielt 51,2 mg Pottwalmyoglobin, in dem 90% der
Himingruppen ersetzt waren durch mit ’Fe angerei-
cherte Hamingruppen. Der Anreicherungsgrad dieser
Gruppen mit Fe betrug etwa 90 %.

4. Experimente und Auswertungsmethode

Mossbauermessungen wurden an den Substanzen
K;[Fe(CN)s], Miminchlorid, an Pottwal Myoglobin
Kristallen in Mutterlauge bei Zimmertemperatur und
an Myoglobin Kristallen bei verschiedenen Tempera-
turen bis zu 4,2°K herab durchgefiihrt. Mit Ausnahme
der Myoglobin Kristalle enthielten alle Substanzen
natiirliches Eisen. Ihre Priparation wurde bereits im
§ 3 beschrieben. Als Quelle wurde *’Co in Pt oder in
Pd benutzt. Die Genauigkeit der Bestimmung von
Debye-Waller Faktoren mit Hilfe des Mossbaueref-
fekts wird stark durch die sogenannte Untergrunds-
korrektur bestimmt. Es ist ndtig, genau zu wissen,
welcher Prozentsatz der auf den Absorber auftreffen-
den Strahlung wirklich riickstossfrei emittierte Strah-

lung der Quelle ist. Vor allem stéren die K- oder
L-Rontgenlinien von Fe, Pt bzw. Pd. Dies Problem
wird bei Johnson & Dash (1968) und Nussbaum,
Howard, Nees & Steen (1968) ausfiihrlich behandelt.
Bei allen Experimenten wurden zuerst die 14,4 keV
Impulse, die aus einem 0,1 mm dicken NaJ-Zihler
kamen, mit Hilfe eines Einkanal-Diskriminators so gut
wie moglich ausgeblendet. Dann wurde jeweils 5 Minu-
ten lang die Zédhlrate im Fenster ohne Zusatzabsorber,
mit einem Cu-Absorber, einem Al-Absorber und bei
Pd-Quellen mit einem Nb-Absorber bestimmt. Mit
Hilfe der leider nicht allzu genau bekannten Absorp-
tionskoeffizienten dieser Materialien fiir die verschie-
denen Energien der charakteristischen Rontgenlinien
der Quelle kann man aus diesen Messungen den 14,4
keV-Anteil der im Fenster Eingezéhlten Strahlung be-
stimmen. Den riickstossfreien Anteil dieser Strahlung
erhilt man dann mit Hilfe des f~Faktors, der der Lite-
ratur entnommen wird (Nussbaum et al., 1968). Man
findet dort die Werte:

f(Pt, 295°K)=0,723 £ 0,004 und f (Pd, 295°K)
=0,661£0,003 .

Bei allen Materialien wurden mehrere Messungen an
Absorbern verschiedener Dicke durchgefiihrt, die im
Rahmen der Fehlergrenze dasselbe Resultat ergaben.
Angefiihrt werden im folgenden jeweils die Mittel-
werte aus diesen Messungen. Die aufgenommenen
Mossbauerspektren wurden mit Lorentzlinien gefittet.
Dies geschah auch bei den Tieftemperatur-Myoglobin-
Spektren, bei denen die Lorentzkurve nur noch eine
Einhiillende von verschiedenen nichtaufgeldsten Linien
ist.*

Die entsprechenden Werte sind in Tabelle 1 mit

* Teilweises Einfrieren der Spin Gitter Relaxation.

Tabelle 1. Vergleich von Mdssbauerexperimenten mit Rontgendaten

Moéssbauereffekt
S {(x2)r Br
(A?)

K;3Fe(CN)g 0,20 3,02x 10-2 2,4
Himinchlorid 0,10 4,31 x1072 3,4
Myoglobin  ca. 0,2 3,0x 102 2,4
(lyophilisiert)
Myoglobin
(Kristalle) bei
Temperatur:
Zi 0,01 8,6 x 102 6
251°K 0,12 4,0x 1072 3
228°K 0,25 2,6 x 102 2
185°K 0,38 1,8 x 102 1
162°K* 0,39 1,77 x 102 1
135°K* 0,37
110°K* 0,32

86°K* 0,31
4,2°K 0,79 4,4x 1073

0,35

Rontgendaten
{(x2) B Literatur
(A2) (A?)
2,84 x 102 2,24 Figgis, Gerloch
& Mason (1969)
5,13x 102 4.05 Koenig (1965)
13,2x 102 10,42 Watson (1970)

* Bei diesen Tempreaturen trat starke Linienverbreitung auf. Die Werte sind nur bedingt interpretierbar. Die Messgenauigkeit

der iibrigen fu’'-Werte betrigt etwa 10 %.

A C27A-5*
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einem Stern verschen. Sie werden nicht weiter disku-
tiert. Bei 4,2°K ist die Relaxation praktisch eingefro-
ren und das Spektrum ist gut aufgeldst. Fiir die Be-
rechnung des Debye~Waller Faktors wurde jeweils die
best aufgeltste Linie verwendet und der Wirkungsquer-
schnitt fiir Resonanzabsorption entsprechend des Fli-
chenanteils dieser Linie an der Gesamtfliche des Spek-
trums korrigiert.

Wir benlitzen im wesentlichen die Formeln von He-
berle & Franco (1968a). Diese gestatten im Gegensatz
zu allen anderen Verfahren eine Berechnung fiir den
Fall, dass die Linienbreite der Quelle und des Absor-
bers unterschiedlich gross ist. Als Eingabedaten wer-
den ein geschétzter f,.-Faktor, die beobachtete Linien-
breite I, der gemessene, untergrundkorrigierte Ef-
fekt #exp=(I—1Ip)/I, sowie Linienbreite I's und
Jf-Faktoren der Quelle verwendet. I, ist dabei die Zihl-
rate, die bei volliger Zerstorung der Kernresonanz ge-
messen wird, /, die Zdhlrate in Resonanz. Aus I, — I's
wird zuerst I, gebildet und der Resonanzabsorptions-
querschnitt mit dem Faktor I'/T" korrigiert. (I": natiir-
liche Linienbreite). Dann wird der Effekt # nach He-
berle et al. (1968a) berechnet, wobei bis zur 6. Nihe-
rung in der hier definierten Grosse Q gerechnet wird.
Dieser Effekt wird mit dem gemessenen verglichen und
durch systematische Iteration des geschitzten f,-Fak-
tors an den gemessenen angeglichen. Nun wird mit
diesem Wert nach Heberle & Franco (19686) die Li-
nienbreite I',, berechnet, die im allgemeinen (dicke
Absorber) mit der bisher verwendeten Breite I, nicht
libereinstimmt. I", wird verdndert und damit der Re-
sonanzabsorptionsquerschnitt. Ein neuer Faktor f,
wird berechnet. Das Iterationsverfahren ist abgeschlos-
sen, wenn ein f,~Wert gefunden ist, mit dem gemes-
sener Effekt gleich berechneter Effekt ist und gleich-
zeitig Lo =15+ L ap.

5. Ergebnisse und Diskussion

Die Ergebnisse sind in Tabelle 1 zusammengestellt.
Zum Vergleich sind die Rontgendaten aus der Litera-
tur daneben gesetzt.

Fiir K;[Fe(CN)s] und Héaminchlorid stimmen die
{x*)-Werte aus Mossbauermessungen und Rontgen-
daten einigermassen iiberein. Die Abweichung bei
K;[Fe(CN)] kann eventuell auch durch Ungenauigkei-
ten der Rontgendaten infolge der Verwendung einer
ziemlich beschrinkten Anzahl von Reflexen hervorge-
rufen werden. Dagegen sollte die Tatsache, dass die
Mossbauermessungen und Rontgenmessungen nicht
an Kristallen desselben Kristallisationsansatzes durch-
gefithrt wurden, keinen Einfluss haben. Dies zeigen
Rontgenstrukturbestimmungen an Substanzen, die von
verschiedenen Autoren untersucht wurden. Die Ge-
nauigkeit des Vergleiches wird auch durch den bei
Rontgenmessungen nicht abtrennbaren Anteil der in-
elastisch in einen Reflex gestreuten Intensitit etwas be-
eintrdchtigt. In guter Néherung lasst die vorliegende
Messung jedoch den Schluss zu, dass bei Ks[Fe(CN),]
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und Haminchlorid der entscheidende Anteil von {x%)
der Schwingungsanteil ist. Der Fehlordnungsanteil
spielt demgegeniiber zumindest bei Zimmertemperatur
eine untergeordnete Rolle. Myoglobinkristalle zeigen
jedoch ein anderes Verhalten. Der B-Faktor, der sich
aus Rontgenmessungen ergibt, liegt deutlich héher, als
der B-Faktor der Mdssbauermessungen. Aus Formel
(7) ergibt sich ein Kristallgitterfehleranteil von {x*)¢
=4,6 x 1072 A% Dasentspricht einem Wert Bs=3,6 A2,
Diese Separierung der Anteile von {(x%) setzt voraus,
dass der B-Wert des Fe in Myoglobin nicht allzusehr
von dem mittleren B-Wert des gesamten Molekiils ver-
schieden ist. Inwieweit diese Ndherung zuldssig ist,
wird im folgenden noch diskutiert.

In Tabelle 1 ist der Temperaturverlauf des Debye—
Waller Faktors von Myoglobin aus M&ssbauermes-
sungen angegeben. Man sieht, dass {x?) mit der Tem-
peratur abnimmt. Der Temperaturverlauf zeigt ab
162°K kein kontinuierliches Verhalten. Eine genauere
Analyse dieses Verlaufs wird in der vorliegenden Ar-
beit nicht unternommen. Es sei nur darauf hingewie-
sen, dass es sich zwischen 135°K und 86°K, wo der
Su-Faktor vollig unsystematisch verlduft um das Ge-
biet handelt, wo infolge von Relaxationseffekten das
Mdssbauerspektrum eine sehr uniibersichtliche Linien-
struktur zeigte. Auch der Ubergang in eine andere kri-
stallographische Phase in diesem Temperaturbereich
kann nicht ausgeschlossen werden. Ein Vergleich der
Br-Werte von K;[Fe(CN)], Himinchlorid und Myo-
globinkristallen zeigt, dass die Bindungsstirke in Myo-
globin deutlich kleiner ist. Dies ist schwer einzusehen,
wenn man annimmt, dass der fir die Schwingung des
Eisens im Myoglobin wesentliche Anteil von der Bin-
dung des Eisens bzw. der Himingruppe an das Rest-
molekil herkommt. Die By-Werte von Myoglobin soll-
ten dann den Werten, die fiir ionische bzw. kovalente
Bindung charakteristisch sind, wesentlich niher kom-
men, das heisst sie sollten niedriger sein. Man kann
jedoch zur Deutung der M&ssbauereffekt-Messungen
folgendes Modell annehmen: Wesentlich fiir den
Br-Wert von Fe in Myoglobin sind die Schwingungen
der gesamten Molekiile gegeneinander. Die Ursache
dafiir ist die schwache Bindung der Molekiile im Kri-
stallgitter. Diese Bindung ist nur sehr ungenau be-
kannt. Sie wird an den wenigen Beriihrungspunkten
der Molekiile durch vom Lgsungsmittel abgeschirmte
ionische Briicken und H-Briicken gebildet. Van der
Waals Krifte spielen wegen des im Durchschnitt
grossen Abstandes der Molekiile voneinander nur eine
untergeordnete Rolle. Dieses Modell erkldrt auch den
im Vergleich zu Myoglobinkristallen wesentlich gerin-
geren Br-Wert von gefriergetrocknetem Myoglobin.
Hier riicken in Folge des Wasserentzugs die Molekiile
niher zusammen und die van der Waals Bindungen
werden wesentlich stiarker. Die Bindung der Molekiile
aneinander steigt. Auch ein anderer Effekt konnte einen
Einfluss haben. Im Kristall ist die H-Briickenbindung
zwischen den einzelnen Molekiilen wesentlich schwé-
cher, als in der trockenen Substanz, da das Wasser sich
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den Aminosduren ebenfalls zur H-Bindung anbietet.
Die Annahme von H-Briicken im Kiristall iiber zahl-
reiche Wassermolekiile hinweg, erscheint wegen der
Austauschbarkeit des Ldsungsmittels nicht zuldssig.
Die absoluten Werte von By bei lyophilisierter Sub-
stanz waren nicht streng reproduzierbar und hingen
wahrscheinlich von der Restfeuchtigkeit der Probe ab.
Um den Unterschied des By-Wertes von lyophilisierter
Substanz und Kiristall zu erklidren, k6nnte man aller-
dings auch eine sterische Behinderung des Eisens im
trockenen Material annehmen. Gerade fiir Myoglobin
erscheint diese Deutung jedoch relativ unwahrschein-
lich, da sich das Hémin in einer hydrophoben Tasche
befindet und sich deshalb in der Umgebung des Eisens
sowieso kein Wasser befindet (mit Ausnahme des einen
Molekiils an der 6. Koordination). Eine starke Defor-
mation der Struktur durch das Trocknen sollte daher
an dieser Stelle nicht auftreten. Auch die Annahme,
dass das gesamte Moleklil sich beim Trocknen so de-
formiert, dass das Fe sterisch behindert wird, erscheint
nicht plausibel, da sich lyophilisiertes Myoglobin als
nicht denaturiert erweist. Wir wollen nun die Fehler
betrachten, die durch die verwendeten Rontgendaten
entstehen konnen. Die Mdssbauer- und die Rontgen-
messungen wurden an Kristallen aus verschiedenen
Kristallisationsansdtzen durchgefiihrt. Prinzipiell ist es
daher moglich, dass die Kristalle sich in ihren Gitter-
fehlern unterscheiden. Dadurch wiirde auch {(x?)s mo-
difiziert. Da die Kristallisationsmethode gleich war,
diirfte sich jedoch, zumindest in 1. Ndherung, kein Ein-
fluss auf die thermischen Parameter ergeben. Der Ein-
fluss der inelastisch in den Reflex gestreuten Strahiung
wurde bereits erwahnt. Er vermindert die Grosse der
B-Werte. Eine quantitative Abschédtzung erscheint nur
schwer moglich.

Die Separierung des Schwingungsanteils und des
Fehlordnungsanteils von {(x*) bleibt auch dann zulis-
sig, wenn neben den Schwingungen der Molekiile ge-
geneinander die Schwingungen der Atome im Molekiil
wesentlich werden, die Schwingungsamplituden der
Atome aber nicht allzu unterschiedlich sind. Kritisch
wird der Vergleich, falls das Eisen ein vollig anderes
Schwingungsverhalten zeigt, als der Rest des Myoglo-
binmolekiils. Wir betrachten den Fall, dass das bisher
beschriebene Modell nicht gilt und der mittlere B-Wert
von Myoglobin sich vom B-Wert des Fe im Myoglobin
wesentlich unterscheidet. Es erscheint unwahrschein-
lich, dass der B-Wert des Eisens grosser ist, als der des
Myoglobins, da bei gleicher Bindung schwere Atome
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einen geringeren B-Wert haben, als leichte. Sollte dieser
Fall jedoch vorliegen, so wire der thermische Anteil
bei der Mdssbauermessung zu hoch bestimmt. Der
Vergleich wiirde zu einem zu niedrigen statischen An-
teil {x?)s fiihren. Grdosser erscheint jedoch die Wahr-
scheinlichkeit, dass der B-Wert des Eisens kleiner ist,
als der B-Wert des Gesamtmolekiils. In diesem Falle
wiire der richtige (x*)s-Wert kleiner, als der in der vor-
liegenden Arbeit bestimmte. {x*); wire dann gleich
oder grosser als 8,6 x 1072 A2,

Zum Abschluss untersuchen wir die Frage, welche
Auswirkung dieses Ergebnis auf eine etwaige Struktur-
analyse mit gekiihlten Proteinkristallen haben konnte.
In Tabelle 2 sind die Rontgen~Debye-Wallerfaktoren
(als Amplitudenfaktoren) von Myoglobinkristallen bei
Zimmertemperatur und bei 162°K nebeneinander ge-
stellt. Zur Berechnung des Debye—Waller Faktors bei
162°K wurde der Schwingungsanteil geméss den Moss-
bauerergebnissen reduziert, so dass sich ein B (162°K)
= 5,0 A2 ergibt.

Bei Proteinen wird sich also eine Verringerung des
B-Faktors durch Abkiihlung erst bei den hoch indi-
zierten Reflexen bemerkbar machen. Wenn man an-
nimmt, dass das Verhalten des Eisens reprisentativ
fiir das ganze Molekiil ist, erhdlt man im Amplituden-
faktor fiir den 38,0,0 Reflex einen Faktor 1,6 als Ge-
winn. Dies entspricht einem 2,6-fachen Intensitdtsge-
winn und einer entsprechenden Messzeitverkiirzung.
Wesentlich wird dieser Gewinn aber erst bei sehr
grosser Auflsung. Es wurde schon oft versucht, bei
Protein eine Intensitétsverbesserung durch Kiihlung zu
erreichen. In der Regel wurde die Intensitdt jedoch
schlechter bzw. blieb hochstens gleich. Dies scheint
von der Tatsache zu kommen, dass die Proteinkristalle
beim Einfrieren stark geschiddigt werden. Der Gewinn
in Br wird durch ein stark vergrdssertes Bg liberkom-
pensiert.

Wir danken Herrn Prof. Méssbauer und Herrn Prof.
Hoppe fiir die Unterstiitzung dieser Arbeit und fiir
fruchtvolle Diskussionen. Besonders danken mdchten
wir auch Herrn Dr Huber fiir seine stdndige Diskus-
sionsbereitschaft.

Literatur

BresLow, E. (1964) J. Biol. Chem. 239, 486.

CompPTON, A. H. & ALLisoN, S. K. (1935). X-rays in Theory
and Experiment (2. Aufl). New York: Van Nostrand
1935,

CRUICKSHANK, D. W. J, (1956). Acta Cryst. 9, 747.

Tabelle 2. Réntgen—Debye—Wallerfaktoren von Myoglobinkristallen

Reflex sin 6/,
1, 0,0 0,00803
10, 0, 0 0,08032
20, 0, 0 0,16064
30, 0, 0 0,24096
38,0, 0 0,30522

f:4(B=10,42 A2)  f:4(B=5,042)

Zimmer Temperatur
temperatur 162°K
1 1
0,935 0,968
0,764 0,88
0,548 0,75
0,38 0,63



578

FiGaGts, B. N, GERLOCH, M. & Mason, R. (1969) Proc. Roy.
Soc. A309, 91.

FISCHER, H. & PUTzER, B. (1926). Hoppe Seyler Z. Physiol.
Chem. 154, 39.

FISCHER, H., TrREIBS, A. & ZEILE, K. (1930). Hoppe Seyler Z.
Physiol. Chem.. 193, 1.

Gorpanskil, V. I. & HerBer, R. H. (1968). Chemical
Applications of Mdssbauer Spectroscopy. New York:
Academic Press.

HEBERLE, J. & FrRANCO, S. (1968a). Z. Naturforsch. 23a,
1439.

HeBerLE, J. & FrRANCO, S. (1968b). Buil. Amer. Phys. Soc.
13, 60.

JounsoN, D. P. & DasH, J. G. (1968). Phys. Rev. 172, 983.

KENDREW, J. C. & ParrisH, A. G. (1956). Proc. Roy. Soc.
A 238, 305.

. Acta Cryst. (1971). A217, 578

UNTERSUCHUNG DES TEMPERATURFAKTORS IN MYOGLOBIN

KoENIG, D. F. (1965). Acta Cryst. 18, 663.

MOsSSBAUER, R. L. & SuArP, D. H. (1964). Rev. Mod. Phys.
36, 410.

MUIR, A. H., ANDOR, H. 1. & CooGan, H. M. (1966). Méss-
bauer-Effect Data Index, 1958-1965. New York: John
Wiley.

NusssauM, R. H., Howarp, D. G., NEgs, W. L. & STEEN,
C. F. (1968). Phys. Rev. 173, 653.

TeALE, F. W. J. (1959). Biochim. Biophys. Acta, 35, 543.

TuHeoORELL, A. H. & AXESoN, A. (1950). Ann. Sci. Fenn.
Ser. A II 60, 303.

TRAMMELL, G. T. (1962). Phys .Rev. 126, 1045.

WAaTsoN, H. C. (1970). Department of Biochemistry, Univ.
of Bristol, private Mitteilung.

WEGENER, H. (1965). Der Mdssbauereffekr, BI Hochschul-
taschenbuch Nr. 2/2a.

A Method for Determining Stresses in Single Crystals by X-ray Diffraction
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A method for determining the stresses in single crystals similar to that generally used for polycrystalline
samples is described. The method for single crystals is more complicated because of the need for accurate
alignment and consideration of anisotropic elastic constants. Means for calculating and compensating
for alignment errors are included. Stress values determined by this method are compared with those

determined by other independent means.

Introduction

X-ray diffraction methods are widely used to determine
stresses in polycrystalline solids. However, these meth-
ods have been applied successfully to single crystals in
only a few instances and then either necessitated the
employment of special equipment or were limited to
certain types of samples. Pseudo-Kossel patterns ob-
tained by means of microfocus X-ray units have been
used successfullv by [mura (1954, 1957) and by Imura,
Weissmann & Slade (1962), Ellis, Nanni, Shrier,
Weissmann, Padawer & Hosokawa (1964) and Slade,
Weissmann, Nakajima & Hirabayashi (1965), to deter-
mine stresses in single-crystal samples. Stresses in a
special type of specimen, a vapor-deposited metal film
epitaxically grown on a sodium chloride monocrystal
and still attached to it were measured by Freedman
(1962). Newton (1964) used conventional X-ray equip-
ment to measure stresses in individual crystals of a
large-grained piece of aluminum. But as he neglected
line shifts due to errors in alignment, his results were
inconsistent. No general method for determining the

* Presently associated with Speedway Laboratory, Union
Carbide Corp. Indianapolis, Indiana 46224.

stresses of single crystals using conventional X-ray
equipment existed prior to this study.

A procedure for determining the stresses from the
shifts of X-ray diffraction lines of monocrystalline
samples analogous to the widely used two-angle meth-
od was developed in connection with a study of the
origins of internal stresses in electrodeposits. This
method which only requires certain modifications of
the generally available types of X-ray units and a spe-
cial specimen holder is described here and has been
named the ‘two-plane method’.

The two-plane method differs from the two-angle
method used for the determination of stresses in poly-
crystalline samples and described in almost all
diffraction textbooks in two ways. The two-plane
method of single crystals requires the determination
of the Bragg angle from a set of planes (foko/y) nearly
parallel to the surface and from a second set of planes,
(hk.l,) inclined at a definite angle, «.

The two-plane method differs from Bond’s technique
for precision lattice determination of single crystals in
that the Bragg angle of the inclined plane (h;k,/;) must
also be determined. The alignment errors for Bond’s
method have been considered by Burke & Tomkeieff
(1968). The evaluation of the alignment errors resulting



