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Abbildung 1. Teilchenverteilung (Anteile x [%]) fiir eine Komplexlosung
([Fe];=5 x 10~*moldm~3, [L],=10"3 moldm~* in H,O/DMSO (8/2)). Es
sind nur die Fe-haltigen Spezies gezeigt. Zur Berechnung verwendete man
die Bildungskonstanten und die pK,-Werte aus Tabelle 1.

Auswertung mit Kleinste-Fehlerquadrate-Verfahren (R. A. Binstead,
A. D. Zuberbiihler, SPECFIT Version2.10, Spectrum Software Asso-
ciates, Chapel Hill, NC 27515-4494 (USA); siehe auch H. Gampp, M.
Maeder, C. J. Meyer, A. D. Zuberbiihler, Talanta 1985, 32, 257 -264).

[15] Die Messungen wurden auf einem DXI17MV-Geridt der Firma
Applied Photophysics bei 25°C durchgefiihrt.

[16] Die mittlere Verweilzeit eines Wasserliganden in [Al(OH,)¢]** ist
etwa 150mal groBer als bei [Fe(OH,)s]** (D.T. Richens, The
Chemistry of Aqua Ions, Wiley, Chichester, 1997).

[17] In Analogie zu den von Ryabukhin beschriebenen Verbindungen!
handelt es sich vermutlich um polymere Komplexe. Die CH,N-
Analyse des Cu-Komplexes stimmt mit der Formulierung Cu(HL)-
2H,0 iiberein. Um die Bildung fester Phasen zu vermeiden, wurden
Austauschtitrationen durchgefiihrt, in welchen das Metallkation M?*
als Nitrilotriacetato(NTA)- oder Iminodiacetato(IDA)-Komplex vor-
gelegt und in Gegenwart des Liganden H;L durch Zugabe von KOH
in den 1:2-Komplex [ML,]* iiberfiihrt wurde. Alle bendtigten pK,-
Werte und Stabilitdtskonstanten von H;NTA und H,IDA wurden fiir
das H,O/DMSO-System vorab bestimmt.

[18] R.D. Hancock, J. Chem. Educ. 1992, 69, 615-621.

[19] M. Ghisletta, L. Hausherr-Primo, K. Gajda-Schrantz, G. Machula, L.
Nagy, H. W. Schmalle, G. Rihs, F. Endres, K. Hegetschweiler, Inorg.
Chem. 1998, 37,997 —1008.

Kryo-TEM-Schnappschiisse von auf kleinen
Zeolithkristallen adsorbiertem Ferritin**
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Die Entwicklung von Kryo-Methoden fiir die Transmis-
sionselektronenmikroskopie (TEM) hat die Zahl untersuch-
barer biologischer Systeme anwachsen lassen.! Die Kryo-
TEM hat sich zu einem Standardwerkzeug fiir die Unter-
suchung von Wasser/Detergens-Systemen®? und der Keim-
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bildung von Kristallen anorganischer Verbindungen in Wasser
entwickelt.l 4 Wir stellen im folgenden erstmals Aufnahmen
vor, die die Wechselwirkungen von geldsten Proteinen mit
Kristallen von Zeolith Y deutlich machen. Es lieB sich zeigen,
daf3 eine ausgepriagte Adsorption von Ferritin auf ultrastabi-
lem Zeolith Y die Proteinaggregation beeinflufit. Die Adsorp-
tion von Ferritinmolekiilen auf Kristallen von Low- und High-
silica-Zeolith Y fiihrt zu unterschiedlichen Anordnungen der
Proteinmolekiile. Auch lief sich zeigen, daf} Strukturinfor-
mationen wie Elementarzellenparameter der anorganischen
Materialien in eingefrorener Losung bestimmt werden kon-
nen.

In den letzten Jahren hat sich die Verwendung von
Zeolithen (kristallinen Alumosilicaten) als Alternative oder
Ergidnzung fiir die herkommlichen zur Reinigung von Pro-
teinen entwickelten biochemischen Methoden etabliert.>
Frithere Untersuchungen der Adsorption von Proteinen auf
ultrastabilem ZeolithY (USY) hatten ergeben, daB3 die Pro-
teinadsorption vom pH-Wert und von der Ionenstirke ab-
héngt.P! Es wird angenommen, daB der Vorgang vorwiegend
iiber Proteinaggregate vermittelt abléduft, die mit der Zeolith-
oberfliche wechselwirken.

Ferritin ist ein in Tieren und Pflanzen vorkommendes,
kugelférmiges Eisenspeicherprotein, dessen Durchmesser
etwa 12 nm betrédgt. Der Eisenkern kann aus bis zu 4500
Eisenionen bestehen, was bei der mikroskopischen Unter-
suchung zu guten Kontrasten fiihrt. In TEM-Aufnahmen sind
Ferritinmolekiile als schwarze Punkte zu sehen; der Durch-
messer des Eisenkerns betrdgt etwa 5 nm. Der durch den
Eisenkern bedingte hohe Kontrast erschwert es, die Pro-
teinschale zu erkennen. Apoferritin (Ferritin ohne den
Eisenkern) ist ein Doughnut-formiges Molekiil mit einem
Durchmesser von 12 nm. Im allgemeinen ist die Loslichkeit
eines Proteins in der Néhe des isoelektrischen Punktes (IEP)
am geringsten (der IEP ist der pH-Wert, bei dem die Summe
aller Ladungen des Proteins null ist). Bei Ferritin liegt der IEP
bei pH=4.5, und in Lésungen mit pH-Werten um den IEP
liegen demnach Proteinaggregate vor. Die Adsorbensmatrix
ist USY, das aus der Stammverbindung NaY durch eine
Desaluminierung nach der Synthese erhalten wurde.[”! Beide
Zeolithe weisen die Faujasit(FAU)-Struktur auf, unterschei-
den sich aber im Si/Al-Verhiltnis und in der Oberfldchen-
textur. Das Si/Al-Verhiltnis betrdgt bei NaY 2.6 und bei USY
230, was auf den groen Unterschied der Geriistladungsdich-
ten und demzufolge auch der Oberflichenladungsdichten
hinweist. Die Texturen unterscheiden sich durch die bei USY
vorhandenen Mesoporen, die bei der Desaluminierung ent-
stehen, ¥l was zu weniger definierten Kristallformen bei USY
fihrt.

Ferritin konnte aus Acetatlosung (20 mmol L") bei pH =
3.6 (geringe Ionenstirke) und ebenso aus NaCl-haltiger
(150 mmol L~%; groBe Ionenstirke) 20 mmol L~ Acetatlésung
bei pH =5.2 teilweise ausgefillt werden. Aus Glycinlosungen
(20 mmolL!) bei pH=3.0 mit oder ohne NaCl
(150 mmol L) gelang dies ebensowenig wie aus Acetatlo-
sung (20 mmolL~!) bei pH=5.2. In Lésungen mit geringer
Ionenstiarke lagen bei pH=3.0 viele verschiedene Protein-
aggregate mittlerer Grofle vor, die aus weniger als 15-20
Ferritinmolekiilen bestanden. Kryo-TEM-Aufnahmen derar-
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tiger Losungen, die zudem USY enthielten, zeigen, da3 die
Aggregate hauptsichlich auf den Zeolithkristallen adsorbiert
waren (Abbildung 1a). Die die Kristallite umgebende Losung
war dabei frei von Ferritinmolekiilen. Es gibt keine Hinweise
fir die Bildung einer Monoschicht, vielmehr sind die Pro-
teinaggregate ungleichmifig verteilt; nur ein Bruchteil der
adsorbierten Molekiile wechselwirkt direkt mit der Ober-
fliche des Adsorbens. Gab man bei pH=3.0 150 mmol L'
NaCl hinzu, so erhohte sich die Loslichkeit von Ferritin,
einhergehend mit kleineren durchschnittlichen Aggregatgro-
Ben. Mit der Zunahme der Proteinmonomerkonzentration
nahm die Menge an adsorbiertem Ferritin ab (Abbildung 1D).
Die Aggregatverteilung bei pH =5.2 (geringe Ionenstérke)
dhnelte der bei pH=3.0 und groBer Ionenstirke (Abbil-
dung 1b). In diesem Fall lagen auch in hohem MaBe
Monomere und kleine Aggregate vor (310 Molekiile), und
es gab nur wenige Wechselwirkungen mit den Zeolithkristal-
len. Um die Losung mit pH=5.2, die 150 mmolL-! NaCl
enthielt, von groBen Partikeln zu befreien, wurde sie zentri-

Abbildung 1. TEM-Aufnahmen gefrorener wiBriger Losungen, die Pfer-
demilzferritin sowie USY-Kristalle enthalten. Die helleren Gebiete mit
verschiedenartigen Formen auf den Kristalliten sind wihrend der Des-
aluminierung des Zeoliths gebildete Mesoporen; einige sind mit weilen
Pfeilen gekennzeichnet. Ferritinmolekiile sind als schwarze Punkte von
etwa 5 nm Durchmesser zu erkennen. a) Adsorption von Ferritin auf USY
in einer Glycinlgsung (20 mmolL~') bei pH=3.0. Ferritinaggregate
verschiedener GroBen sind an manchen Stellen der {111}-Oberfliche des
Zwillingskristalls adsorbiert. Von diesem Bild wurde der Hintergrund
abgezogen, um den Kontrast zu erhohen (DigitalMicrograph-Software).
b) Adsorption von Ferritin auf USY in einer Glycinlosung (20 mmol L)
bei pH =3.0 mit 150 mmol L' NaCl. Die Ferritinmolekiile liegen haupt-
séchlich monomer sowie in Form von vielen kleinen, aus fiinf oder weniger
Molekiilen bestehenden Aggregaten vor. Nur wenige Ferritinmolekiile
sind auf dem Zeolith adsorbiert. Wahrscheinlich sind die Kristallitoberfla-
chen wegen der Desaluminierung schlecht geformt. c) Auf einem USY-
Kristall adsorbierte, verschieden groBe Ferritinaggregate (Pufferlosung
20 mmol L~!, pH =5.2, 150 mmol L' NaCl). Verschieden groBe Aggregate
wurden auf Kristallen adsorbiert. Der schwarze Pfeil weist auf ein Dimer
auf der {100}-Oberfldche des Kristalls (Ndheres siche Text).
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fugiert und erst dann mit USY umgesetzt. Die meisten der in
breiter Groenverteilung vorliegenden Proteinaggregate, die
in Losung verblieben, bestanden aus weniger als 30 Ferritin-
molekiilen. In Gegenwart dieser Aggregate war die Adsorp-
tion auf den USY-Kristallen wieder ausgeprigter (Abbil-
dung 1c). Wie in dem in Abbildung 1a gezeigten Fall werden
auch hier verschieden gro3e Aggregate adsorbiert, wobei die
die Kristallite umgebende Losung frei von Ferritin ist. In den
Abbildungen 1a-c sind Mesoporen in den USY-Kristallen als
hellere, unterschiedlich geformte Bereiche zu erkennen, von
denen einige mit weilen Pfeilen gekennzeichnet sind.

Auch bei der Adsorption von Ferritinmolekiilen auf NaY-
und USY-Kristallen in Acetatlosungen (20 mmolL") bei
pH=3.6 lag in der Losung eine breite Verteilung von
hauptsédchlich groen Proteinaggregaten vor, von denen
einige 50—-100 Molekiile enthielten. Nichtsdestoweniger fiihr-
te die Adsorption von Ferritin auf den NaY-Kristallen zu
einer anderen Proteinanordnung verglichen mit der auf den
USY-Kristallen. In Abbildung 2a ist ein NaY-Kristall unge-
fahr entlang der [110]-Richtung gezeigt, so daB die {111}- und
{100}-Fldchen zu sehen sind. Die reziproken Absténde zu den
{111}-Reflexen entsprechen 1.42 nm im realen Raum, was

Abbildung 2. TEM-Aufnahmen von auf NaY- und USY-Kristallen adsor-
bierten Ferritinmolekiile in einer Acetatpufferlosung (20 mmolL™!) bei
pH=3.6. a) Der NaY-Kristall ist ungefdhr entlang der [110]-Richtung
gezeigt, wie anhand des Leistungsspektrums im Einschub zu erkennen ist;
die Pfeile im Einschub kennzeichnen die reziproken Abstinde zu den
{111}-Reflexen. Da das Ferritin teilweise ausgefallen war, enthielt die
Losung eine breite Verteilung von haupséchlich groflen Aggregaten (50—
100 Molekiile). Dennoch sind die Ferritinmolekiile nahezu gleichmiBig auf
dem NaY-Kristall verteilt, sicht man von den wenigen, durch Pfeile
gekennzeichneten Aggregaten ab. Der Durchmesser der Doughnut-
formigen Molekiile betrdgt 12nm, was der GroBe von Apoferritin
entspricht. b) Auf USY werden die Ferritinmolekiile andersartig adsor-
biert. GroBe Aggregate sind an manchen Stellen adsorbiert und bedecken
nur Teile des Kristalliten. Der gezeigte Kristallit weist etwa dieselbe
Orientierung auf wie der in a).

sehr gut mit dem berechneten Abstand von 1.42 nm fiir NaY
iibereinstimmt (Fd3m, a,=2.47 nm). Es scheint keine fiir die
Adsorption bevorzugten Kristallflachen zu geben. Die Ferri-
tinmolekiile sind gleichmaBig iiber den NaY-Kristall verteilt.
Die an den Oberflichen adsorbierten Molekiile sind ver-
einzelt entlang der Projektion senkrecht zur Blickrichtung
hexagonal dicht gepackt. Recht viele Molekiile weisen ein
Doughnut-dhnliches Aussehen auf. Da viele dieser Molekiile
so wie die dunklen Punkte fokussiert sind, 148t sich aus-
schlieBen, daf} die Doughnut-Form ein Artefakt der Fokus-
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sierung ist. Demzufolge ist der NaY-Kristall sowohl von
Ferritin- als auch von Apoferritinmolekiilen bedeckt. Auf
USY wird Ferritin nur an manchen Stellen, dann aber in Form
von Aggregaten adsorbiert, und nur einige Molekiile wech-
selwirken direkt mit der Oberfliche (Abbildung 2b). Der in
Abbildung 2b gezeigte Kristall weist ebenfalls ausgeprigte
Kristallflichen auf, die allerdings teilweise durch die ausgie-
bige Desaluminierung beschéadigt sind.

Ferritinmolekiile tragen bei pH-Werten unterhalb des IEP
eine positive Nettoladung. Es besteht demzufolge eine elek-
trostatische Anziehung zwischen den infolge der Deprotonie-
rung terminaler Hydroxygruppen negativ geladenen USY-
Oberfldchen und den Ferritinmolekiilen. Diese elektrostati-
schen Wechselwirkungen spielen moglicherweise bei der
Adsorption der Ferritinaggregate bei Ionenstiarken unterhalb
von pH=4.5 eine Rolle. Die Zugabe von NaCl unterdriickt
allerdings die Protein-Protein-Wechselwirkungen und fiihrt
zu einer Abschirmung (Verringerung der Debye-Linge), so
daf} der EinfluB} der elektrostatischen Kréfte abnimmt. Das
AusmaB der Adsorption von Ferritin war demzufolge in der
NaCl-haltigen Losung (150 mmolL~!) bei pH=3.0 gering
(Abbildung 1b). Bei Erhohung des pH-Werts wurden die
USY-Kristalloberflachen zunehmend deprotoniert, so daf3 die
negative Ladung grofler wurde. Die verminderte Adsorption
in 20 mmol L' Pufferlésung bei pH =5.2 (geringe lonenstér-
ke) erinnert an die in der NaCl-haltigen Losung (150 mmol
L~!) bei pH =3.0 (Abbildung 1b) und wird durch zwei zusam-
menwirkende Einfliisse erkldrt: 1) Die negative Nettoladung
der Ferritinmolekiile ist gro genug, um den Aggregations-
grad niedrig halten zu kénnen, und 2) da das Protein und die
USY-Oberflachen Ladungen gleichen Vorzeichens aufweisen,
sind die Wechselwirkungen wegen der Abstofungskrifte
verringert. Die Zugabe von NaCl fiihrt zu einer Abschirmung
der AbstoBungskrifte zwischen den USY-Oberflichen und
den Ferritinmolekiilen, so da sich die Proteinaggregate
bilden und adsorbiert werden kénnen (Abbildung 1c¢).

Das unterschiedliche Adsorptionsverhalten von Ferritin
auf NaY und USY (Abbildung 2) konnte anhand des groen
Unterschieds der chemischen Zusammensetzungen erklért
werden. Ungeféhr jedes dritte Tetraeder der NaY-Oberfliche
enthélt Aluminium, was zu einem hoheren negativen elek-
trischen Potential fiihrt. Die festgestellte Adsorption in einer
Losung mit geringer Ionenstirke und bei einem pH-Wert
unterhalb des IEP von Ferritin verdeutlicht, da3 die Wech-
selwirkungen an der NaY-Kristalloberflache viel stdrkeren
ionischen Charakter aufweisen als die an den USY-Ober-
flachen.

Experimentelles

Supensionen aus USY-Partikeln (USY-HSZ-390HOA, Tosoh Co., Japan)
in Pufferlésung (20 mmol L~!) mit oder ohne NaCl (150 mmol L~!) wurden
entgast und vor der Sedimentierung mit Ultraschall beschallt. Uberstinde
mit geeigneten PartikelgroBen wurden durch 5 min Zentrifugieren bei
1000-1500g erhalten. Die Durchmesser der so erhaltenen Zeolithkristalle
lagen zwischen 150 und 1000 nm, wie anhand von Kryo-TEM-Aufnahmen
mit geringer VergroBerung geschdtzt wurde. Zur Adsorption wurde
Pferdemilzferritin 1 h mit den Uberstinden der Zeolithsuspensionen bei
Raumtemperatur geschiittelt (Schiitteltisch; die Ferritinkonzentration
betrug ungefihr 0.02 mgmL~'). Die Proben wurden folgendermaBen
hergestellt: Ein Tropfen der Losung (8 uL) wurde auf ein filigranes, mit
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einem Kohlenstoffilm iiberzogenes TEM-Kupfernetz gegeben, wobei die
Temperatur und Luftfeuchtigkeit kontrolliert wurden (controlled environ-
ment vitrification system, CEVS).’) Die iiberschiissige Losung wurde
abgetupft, und der verbleibende fliissige Film wurde in fliissiges Ethan
getaucht (—183°C). Die so vorbereitete Probe wurde mit einem Oxford-
CT3500-Kryohalter in ein Philips-CM120-BioTwin-Kryo-Mikroskop iiber-
fiihrt; es wurde darauf geachtet, da3 die Temperatur zu keinem Zeitpunkt
iiber —160°C stieg. Die Aufnahmen wurde unter Bedingungen geringer
Dosierung mit Elektronen von 117 kV auf einer gekiihlten Gatan-791-
Multiscan-CCD-Kamera gemacht.
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Die nicht mischbaren Segmente von Zweiblockcopolyme-
ren erleichtern die Selbstorganisation zu verschiedenen
Morphologien im festen Zustand.l"?! In Losung bilden sich
kugelformige Micellen, wenn ein fiir einen Block selektives
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