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I ntermediatfilamente 
im Cytoskelett und 
Struktur der Wolle**
Helmut Zahn*

«From the hairs on our head to the soles of our feet, our bodies are composed of cells rich 
in intracellular fibrous proteins called intermediate filaments (IF): a complex group of 30 
or so keratins of 40-70 kd in epithelia; a single protein desmin of 52 kd in muscle; a 
single protein vimentin of 53 kd in cells of mesenchymal origin; glial fibrillary acidic 
protein (GFAP), a single protein of 50 kd in astroglia; and a triplet of neurofilament 
proteins, NF-L, NF-M, NF-H in neuronal cells». This introduction to the review «The 
Molecular Biology of Intermediate Filaments» written 1985 by Steinert et al.[lal, starts 
with the hairs on our head, but hair and sheep wool, so-called «hard keratins», were only 
recently accepted as full members of the IF-family, although decisive criteria for the 
membership such as diameter of the filaments (7-11 nm), supercoiled a-helical structure, 
and molecular weight of the proteins subunits have been fulfilled by wool and other kera­
tin fibres. When a-keratins were finally recognized by sequence comparison as inter­
mediate filaments in 1982 by Geisler and Weber[2aI the lack of reconstitution of isolated 
microfibrillar proteins from wool in filaments in vitro posed a special problem as all other 
proteins of this family readily form filaments. By adopting a new procedure for preparing 
wool proteins and hair proteins without carboxymethyl groups, it was possible to achieve 
polymerization in vitro in dilute solutions into filaments that have the same structure as 
the in situ keratin filaments in wool and hair. These results open the way for a more 
sophisticated analysis of the chemical quality of wool and hair by assessing the yield and 
geometry of reconstituted filaments.
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Studium der Chemie an der Technischen Hochschule 
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synthetischen Fasern; über chemische Modifizierung 
und «cross-linking» von Proteinen; Synthese von 
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1. Einführung
Was könnte einen Chemiker dazu veran­

lassen, sich mit Fragestellungen der heuti­
gen Zellbiologie vertraut zu machen, die 
ausserhalb der stürmischen Entwicklung 
der DNA-Rekombination liegen? Viel­
leicht sind es die Moleküle des Zellskeletts
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und unter ihnen die erst vor wenigen Jah­
ren identifizierten Intermediatfilamente, 
die gegenwärtig nicht nur von Zellbiolo­
gen, sondern auch von Medizinern und 
Proteinchemikern intensiv erforscht wer­
den.

Im folgenden werden zunächst das Cy­
toskelett und seine drei Fasersysteme, be­
sonders die Intermediatfilamente, vorge­
stellt. Danach wird die Frage beantwortet, 
was die Intermediatfilamente im Cytoske­
lett der lebenden Zelle mit den fibrillären 
Proteinstrukturen in den ausgetrockneten, 
verhornten Cortexzellen der Schafwolle 
und des Menschenhaars zu tun haben. 
Schliesslich wird gefordert, dass altver­
traute Modellvorstellungen und die zuge­
hörige Nomenklatur revidiert werden.

2. Die Intermediatfilamente (IF), 
eine neue Familie von Strukturproteinen 
im Cytoskelett

Die Begriffe Cytoskelett und seine fibril­
lären Proteinstrukturen wurden von 
Koszkam wie folgt erklärt: «Früher stellte 
man sich das Cytoplasma als amorphe, 
kolloidale Lösung vor, in welcher der Zell­
kern und die Zellorganellen frei beweglich 
suspendiert sein sollten. Diese Vorstellung 
musste von der modernen Zellbiologie auf­
gegeben werden. Man weiss heute, dass 
eine eukaryotische Zelle eine ganz spezifi­
sche Architektur hat und von hochgeord­
neten Proteinfibrillen durchzogen ist. 
Diese strukturieren das Cytoplasma, in­
dem sie den Aufenthaltsort des Zellkerns 
und vieler Organellen bestimmen. Als 
Stützelemente verleihen sie der Zelle zu­
sätzlich ihre charakteristische Gestalt. 
Diese fibrillären Proteinstrukturen stehen 
miteinander in dynamischer Wechselwir­
kung und bilden ein - ständigen Verände­
rungen unterworfenes - Netzwerk, das so­
genannte Cytoskelett. Nach der klassi-
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sehen Definition gehören zum Cytoskelett 
diejenigen Proteinstrukturen einer Zelle, 
die mit Detergentien nicht extrahierbar 
sind. Heute unterscheidet man drei Haupt­
elemente: die Mikrotubuli, die interme­
diären Filamente und die Mikrofilamente 
oder Actinfilamente. Sie sind Polymere, 
die aus Proteinuntereinheiten gebildet wer­
den und die ihren Polymerisationsgrad 
und ihre Vernetzung untereinander und 
mit anderen Zellstrukturen auf ein entspre­
chendes Signal hin verändern können. Auf 
diese Weise werden durch das Cytoskelett 
die verschiedenen Formen der Zellbewe­
gung einschliesslich der Mitose, der cyto­
plasmatischen Strömung, der Organellen­
bewegung, der Cytokinese, Phagocytose 
und Sekretion gesteuert. Der Begriff Cy­
toskelett wird heute sowohl für Muskel- als 
auch Nichtmuskelzellen verwendet und 
schliesst sämtliche Proteine ein, die am 
Aufbau des cytoplasmatischen Netzwerkes 
beteiligt sein können.»

Intermediat-Filamente hat man in so gut 
wie allen Zelltypen von Wirbeltieren ge­
funden. Aufgrund ihrer biochemischen 
und immunologischen Eigenschaften wer­
den sie in sechs Gruppen eingeteilt (Ta­
belle 1).

Gemeinsam ist den intermediären Fila­
menten eine ähnliche Morphologie. Im 
Elektronenmikroskop erscheinen sie als 
lange, unverzweigte Strukturen mit Durch­
messern zwischen 7 und 11 nm. Daher lei­
tet sich auch der Name «lOnm-Filamente» 
ab. Weiters gehören zu den gemeinsamen 
charakteristischen Eigenschaften die Un­
löslichkeit in höher konzentrierten Salzlö­
sungen und in nicht-denaturierenden Ten­
sidlösungen. Extrahiert man mit denatu­
rierenden Mitteln, z.B. Harnstofflösun­
gen, gegebenenfalls unter Zusatz von disul­
fidspaltenden Agentien, dann depolymeri- 
sieren die Filamente über Zwischenstufen 
bis zu den löslichen monomeren Protein­
untereinheiten. Aus den Lösungen poly­
merisieren die Untereinheiten, wenn man 
den Extraktionspuffer verdünnt und opti­
male Reaktionsbedingungen einstellt. 
Man nennt diese zu Filamenten führende 
Polymerisation auch Selbstorganisation, 
Self-assembly, Rekonstitution, Fibrillen- 
kristallisation.

Obwohl die Proteinuntereinheiten der 
intermediären Filamente im Molekularge­
wicht und in der Aminosäuresequenz (Pri­
märstruktur) von Zelltyp zu Zelltyp ver­
schieden sind, enthalten alle eine zentrale 
stäbchenförmige Domäne mit a-Helix- 
struktur (Sekundärstruktur), die in Ket­
tenlänge und Aminosäuresequenz einen 
hohen Homologiegrad aufweist. Die che­
mischen Unterschiede sind hauptsächlich 
in den nicht-helicalen C- und N-terminalen 
Domänen lokalisiert (vgl. Fig. 1).

Aus der a -helicalen Struktur der zentra­
len Stäbchen resultiert eine weitere gemein­
same Eigenschaft der Proteinuntereinhei­
ten, die Dimerisierung zu einem zweisträn- 
gigen superhelicalen («coiled coil») Seil 
(vgl. Fig. 2).

Nach dem Homologiegrad innerhalb

Tabelle 1. Intermediatfilamente (IF) und ihre Protein Untereinheiten121.
Name Zelluläre Herkunft Proteinuntereinheiten Unterfamilie 

(Typ)Anzahl Molekulargewicht 
in Kilodalton (kd)

Cytokeratin-Filamente Epithelzellen 19 40-70 I, II
Keratin-Filamente Wolle, Haare, Nägel 8 40-70 I, II
Desmin-Filamente Muskelzellen 1 53 III
Vimentin-Filamente Mesenchymzellen 1 57 III
Neuro-Filamente Neuronen 3 70-210 IV
Glia-Filamente Gliazellen 1 55 III

Lamin-Filamente Zellkern 3 60-70
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Fig.l. Primärstruktur und postulierte Sekundärstruktur einer einzelnen Proteinunterein­
heit eines Intermediat-Filaments am Beispiel des Wollproteins 8c-l. Die superhelicalen 
Segmente (1A, IB, 2A, 2B) sind durch dicke Linien gekennzeichnet, die terminalen cy­
stin- und prolinreichen Segmente sind als Quadrate wiedergegeben. Unregelmässige Li­
nien bezeichnen den Verlauf der Proteinkette in den Linker-Segmenten LI, L12, L2. In 
den terminalen nicht-helicalen Segmenten sind die Prolin- und Cystinreste durch Quadrate 
bzw. Kreise gekennzeichnet. Die Aminosäurereste in den zentralen superhelicalen Stäb­
chen, welche in den Positionen a und d angeordnet sind (Heptadensequenz), werden von 
geraden Linien flankiert. (Nach Dowling et al. P1, reprinted by permission of the Bioche­
mical Society, London).

Fig. 2. Schematische Darstellung eines «Moleküls» aus zwei Proteinuntereinheiten eines 
Intermediat-Filaments. Die endständigen nicht-helicalen Domänen am N- und am C-Ter- 
minus sind als schattierte Kugeln wiedergegeben. Dazwischen befindet sich eine stäbchen­
förmige Domäne aus vier superhelicalen Segmenten (1A, IB, 2A und 2B). Jedes Segment 
besteht aus einem linksgängigen, zweisträngigen Superhelix-Seil. Die Segmente LI, L12 
und L2 unterbrechen die regelmässige Superhelix und verbinden die superhelicalen Seg­
mente. Im Zentrum von Segment 2B ist die Heptadensequenz unterbrochen, weshalb es 
zu einer Störung der Seilstruktur kommen muss. (Nach Parry et al. w, reproduced by 
permission of Butterworth & Co Ltd.).
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der Stäbchendomäne lassen sich die einzel­
nen IF-Proteinketteti in vier Klassen ein­
teilen, die man als Typ I, II. III und IV 
bezeichnet: Cytokeratin-Filamente enthal­
ten sowohl «saure» Typ I-Ketten (pl 
< 5.5) als auch «neutral-basische» Typ II- 
Ketten (pl > 6); Desmin-Vimentin- und 
Glia-Filamente bestehen nur aus Typ III- 
Ketten; Neuro-Filamente enthalten nur 
Typ IV-Ketten (vgl. Tabelle 1).

Gemeinsam ist allen IF-Proteinketten 
eine hochkonservierte Aminosäuresequenz 
im Segment 1A und eine andere am C-ter- 
minalen Ende des Segments 2B. Ausser­
dem enthalten Segment 1B und Segment 2 
(= 2A + L2 + 2B) eine hochsignifikante 
Periode von 9.55 und 9.84 Aminosäurere­
sten in der Reihenfolge von anionischen 
sowie kationischen Seitenkettenresten. So 
können sich periodische Salzbrücken zwi­
schen kationischen und anionischen Sei­
tenketten bilden; derartige regelmässig an­
geordnete Salzbrücken stabilisieren die 
Aggregate aus den Molekülen und führen 
zu spezifischen axialen räumlichen Bezie­
hungen zwischen den Molekülen151.

Dass sich zwei «Moleküle», also die Di­
mere von Fig. 2, zu Tetrameren aggregie­
ren, haben als erste Ahmadi und Speak- 
manm mit der Methode der covalenten 
Verbrückung der Einzelketten in den Ket­
tenaggregaten nachgewiesen.

Aber die Frage, wie diese Tetramere im 
einzelnen aufgebaut sind, ist ebensowenig 
geklärt wie die Struktur eines kompletten, 
aus vielen tausend Tetrameren zusammen­
gesetzten Intermediatfilaments. Im Quer­
schnitt kommen auf ein Filament wahr­
scheinlich 8 Tetramere oder 16 Dimere 
oder 32 Proteinketten. Ein IF mit einer 
Länge von z. B. 40000 nm1161 müsste so­
dann aus ca. 6400 Tetrameren bestehen, 
wenn man als Länge eines Tetramers 50 
nm annimmt.

vorgeschlagen.
- Auch das zweisträngige a-Helixseil 

wurde bereits damals als Modell für 
die Quartärstruktur der Proteinunter­
einheiten in Wolle diskutiert: Ein Paar 
(Dimer) von «coiled coils» ist so posi­
tioniert, dass sich eine «Buckel-Loch» 
(knob-hole)-Packung der Seitenketten 
der Proteinkette ergibt. Aus der «coiled- 
coil»-Geometrie ergibt sich, dass jeder 
Aminosäurerest dieselbe Umgebung hat 
wie der siebente Rest vor ihm und der 
siebente Rest nach ihm1'21. In a -helicalen 
Regionen zeigen daher Heptapeptid- 
PseUdowiederholungen (a-b-d-d-e-f-g)n, 
das Vorliegen einer «coiled-coil»-Seil- 
struktur an, wobei die Positionen a und 
d von apolaren Aminosäureresten einge­
nommen werden.

3. Eingliederung der Mikrofibrillen der
Wolle als Untergruppe der Cytokératine
in die IF-Familie

Die Cytokératine bilden die grösste
Gruppe in der IF-Familie (Tabelle 1).
Warum hat man die Faserkeratine in
Wolle und Humanhaar nicht der IF-Fami-
lie zugeordnet, obschon die seit 1941 be­
kannten171 Mikrofibrillen folgende Krite­
rien für Intermediatfilamente erfüllen :
- Der Durchmesser der Mikrofibrillen in

der Wolle beträgt etwa 7 nm181.
- Wolle, Haare und andere harte keratini-

sierte Gewebe liefern ein charakteristi­
sches à-Röntgenogramm l9]. Schon 1950
erkannten Pauling und Corey[10], dass
eine helicale Anordnung der Aminosäu­
rereste, später a-Helix genannt, im ct- 
Keratin vorliegt.

- Um den Röntgenreflex auf dem Meri­
dian von à-Keratinaufnahmen von 
0.515 nm zu erklären, wurde eine zusätz­
liche Verschraubung der Helices unter 
Bildung einer Superhelix («coiled coil») 
von Crick1111 sowie Pauling und Corey1101

- Schliesslich war schon lange bekannt1'31, 
dass die Molekulargewichte der Protein­
untereinheiten, deren Herkunft den Mi­
krofibrillen (sogenannte schwefelarme 
Wollproteine) zugeordnet wurde, mit

Wolle
Keratin-S-S Keratin

Extraktion von Wöllproteinen 
durch Umsetzung mit Na2SO3Na2S4O6 

bei pH 9.5

I
Extrakt 

Buntesalz-Wollproteine 
(Keratin-SSOjNa)

Fraktionierung durch Zugabe 
' von Zinkacetat und x 

Einstellung des pH auf 6.0

Oxidation der Thiolgruppen während der Dialyse 
gegen 0.05 m Ammoniumhydrogencarbonatlösung 

bei pH 8.5

Lyophilisat 
Schwefelreiche Disulftd- 

Wollproteine

Fig. 3. Gewinnung von schwefelarmen und schwefelreichen Wollproteinen aus Wolle durch 
oxidative Sulfitolyse, Abspaltung der Sulfonatgruppen und Oxidation der Thiolgruppen. 
(Nach Thomas und Spei1191J

45 000-50 000 im Bereich der Moleku­
largewichte der Cytökeratine liegen.

Die Übereinstimmung der Mikrofibrillen 
der Wolle mit den Intermediatfilamenten 
in lebenden Zellen nach Durchmesser, heli- 
caler Struktur und Zusammensetzung aus 
verwandten Proteinuntereinheiten reichte 
für eine Eingliederung in die IF-Familie 
lange nicht aus, weil unter anderem fol­
gende Argumente für grundlegende Unter­
schiede114-161 sprachen:
- Die Mikrofibrillen der Wolle und ande­

rer Haare sind in toten, keratinisierten, 
ausgetrockneten, nur noch Zellkernreste 
enthaltenden, deformierten früheren 
Keratinocyten enthalten.

- Die «harten» Keratine von Wolle und 
Humanhaar sind unter Bedingungen, 
unter welchen sich «weiche» Keratine 
extrahieren lassen - z.B. Iproz. 2-Mer- 
captoethanollösung in «Tris»-Hydro­
chloridpuffer pH 7.4 («Tris» = tris- 
(hydroxymethyl)aminomethan) - na­
hezu vollständig unlöslich.

Lyophilisat 
Schwefelarme Disulfid- 

Wollproteine
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- Diese Unlöslichkeit hat zu der seit lan­
gem üblichen Praxis der Solubilisierung 
der «harten» Keratine entweder durch 
proteolytische Digestion oder durch 
Mercaptolyse der Disulfidbrücken unter 
alkalischen Bedingungen und anschlies­
sende Carboxymethylierung der dabei 
gebildeten Thiolgruppen des Keratincy­
steins geführt. Derartige covalente Mo­
difikationen machen es schwierig, bio­
chemische und immunologische Eigen­
schaften von «harten» und «weichen» 
Keratinen zu vergleichen, weil die letzte­
ren ohne solche Modifikationen charak­
terisiert wurden.

- Obwohl schon 1964 Matoltsy^ aus 
Epidermisextrakten Fasern und einzelne 
Filamente in vitro rekonstituieren 
konnte, war dies im Falle der Wolle, der 
Haare oder anderer Hartkeratinfasern 
offenbar vor 1985 niemandem gelungen.

Einen Wendepunkt in der Argumentation 
für oder gegen eine Eingliederung brachten 
Publikationen wie die von Geisler und We­
ber [2al. Nachdem die Göttinger Zellbiolo­
gen am Muskeldesmin die erste vollstän­
dige Aminosäuresequenz eines IF-Proteins 
bestimmen konnten, fanden sie beim Ver­
gleich mit bereits veröffentlichten Partial­
sequenzformeln für Vimentin, Gliaprotein, 
Neurofilamentprotein 68000 und zwei 
Wollproteine 7 und 8 sowie für ein epider­
males Protein, dass alle sieben Proteine ex­
tensive Seqüenzhomologien aufweisen und 
daher eine komplexe Multigen-Familie, 
die Intermediatfilament-Proteine bilden. 
Die «harten» Keratine der Wolle und 
Haare wurden daher als eine spezielle Un-

Schwefelarme 
Buntesalz-Wollproteine 

W>SSOf 
Lyophilisat

Reduktion mit 0.25 m 2-Mercaptoethanol 
in 8 m Harnstoff und 0.05 m «Tris»-Puffer, pH 7.5, 

, 17 h, 4°C ’

4
Schwefelarme 

Thiol-Wollproteine 
Wp-Se 
Lösung

1) Zentrifugieren 100000 g, 4°C, 10 min
2) Dialyse gegen dreimal ausgetauschten 

«Filamentpuffer» nach Aebi et äl.[2l], 
15 mM Kaliumchlorid, 5 mM «Tris»-Puffer,

1 mM 2-Mercaptoethanol, pH 7.5
3) Verdünnen mit Dialysepuffer auf 1 mg/mL

I
Schwefelarme 

Disulfid-Wollproteine
Wp-SS-Wp
Filamente

Fig. 4. Rekonstitution in vitro von Filamenten durch Reduktion schwefelarmer Buntesalz- 
Wollproteine zu Thiol-Wollproteinen und Dialyse. (Nach van de Löcht{2\)

tergruppe der Cytokératine in die Familie 
der Intermediatfilamente aufgenommen.

Die entscheidende Sequenzhomologie 
bezieht sich allerdings nur auf den zentra­
len helicalen Stab, nicht jedoch auf die N- 
und C-terminalen Domänen; hier unter­
scheiden sich auch die Hartkeratine von 
den Cytokeratinen.

4. Selbstorganisation von Filamenten 
aus Wollproteinen

Etwa zur gleichen Zeit, in der Geisler 
und Weber[2?1 die Wolle- und Haarkeratine 
als Untergruppe der Cytokeratine in die 
IF-Familie eingliederten, begründete 
.Spei1181 sein Forschungsvorhaben, Woll­
proteine in der Disulfidform herzustellen, 
mit der Aussage, dass die seit Jahrzehnten 
gebräuchliche Extraktions- und Carboxy­
methylierungsmethode zu Wollprotein­
derivaten führt, welche aufgrund der zu­
sätzlich eingeführten ionogenen Carboxy­
methylgruppen nicht mehr als Modellsub­
stanzen zur physikalischen Charakterisie­
rung des Mikrofibrillen-Matrix-Komple- 
xes der Wolle geeignet sind. Dieser Nach­
teil sollte nun dadurch überwunden wer­
den, dass die Proteine aus Wolle durch oxi­
dative Sulfitolyse extrahiert und als S-Sul­
fonate («Buntesalze») in Matrix- und in 
Mikrofibrillenproteine fraktioniert wer­
den. Die S-Sulfonatgruppen der getrenn­
ten Wollproteine sollten dann zur Thiol­
stufe reduziert und die Thiol-Wollproteine

durch Oxidation in Disulfid-Wollproteine 
umgewandelt werden. An den isolierten, 
fremdgruppenfreien Wollproteinen sollten 
Studien über die Wasserdampf- und Ten­
sidsorption sowie thermoanalytische Un­
tersuchungen durchgeführt werden.

Dieses Forschungsprojekt führte zum 
Erfolg. Bei der oxidativen Sulfitolyse der 
Cystinbrücken in Wolle bewährte sich Na- 
triumtetrathionat als Oxidationsmittel. 
Die dabei erhaltenen, in löslicher Form ex­
trahierten S-Sulfoproteine liessen sich wie 
die «klassischen» S-Carboxymethylkera- 
teine durch isoelektrische Fällung oder 
durch Aussalzen mit Zinkacetat bei pH 6 
in schwefelarme Buntesalz-Wollproteine 
als Niederschlag und schwefelreiche Bun­
tesalz-Wollproteine als löslich gebliebener 
Überstand fraktionieren. Fig. 3 gibt die 
wichtigsten Arbeitsgänge von der Extrak­
tion aus Wolle, über die Fraktionierung 
der Buntesalz-Proteine bis zur Gewinnung 
der Disulfid-Wollproteine wieder11’1.

Die auf dem «Buntesalzweg» erhaltenen 
schwefelarmen Disulfid-Wollproteine be­
sitzen nach Röntgenogramm, NMR-Spek- 
trum und DSC-Kurven eine a-helicale 
Struktur, während die schwefelreichen 
Disulfid-Wollproteine überwiegend ß- 
Strukturen zu enthalten scheinen1201.

Ausgehend von erfolgreichen Versuchen 
zur Rekonstitution in vitro von Keratin-IF 
der menschlichen Hornhaut1281 lag es nahe, 
die schwefelarmen helicalen Buntesalz- 
Wollproteine für die Präparation von 
fremdgruppenfreien Proteinuntereinheiten 
in der Thiolform einzusetzen und zu prü­
fen, ob sich aus Lösungen dieser Thiolpro­
teine Wolie-Mikrofibrillen mit 10 nm- 
Durchmessern auf dem Wege der Selbstor- 
ganisätion erhalten lassen. Die optimale 
Bedingung für eine solche Rekonstitution 
von Intermediatfilamenten in vitro ist die 
Dialyse der Proteine in einem reduzieren­
dem Puffer mit geringer lonenstärke1211. 
1985 führten diese Versuche zum Erfolg1221. 
Fig. 4 zählt die Arbeitsgänge auf, welche 
ausgehend von einem Präparat schwefelar­
mer Buntesalz-Wollproteine über schwe­
felarme Thiol-Wollproteine schliesslich 
Wollkeratin-Filamente ergeben. Die Fila­
mente waren 8=10 nm breit und teilweise 
umeinander gewunden. Vereinzelt wurde 
eine Substruktur erkannt, auch wurden Fi­
lamente von 4 nm Durchmesser gefunden. 
Als kritische Einflussgrösse erwies sich die 
Dialysedauer: Nach 16 Stunden konnten 
lediglich kurze Teilstücke von 4nm-Subfi- 
lamenten beobachtet werden. Nach 24 
Stunden Dialyse war die Selbstorganisa­
tion weiter fortgeschritten, und es waren 
lOnm-Filamente entstanden (Fig. 5).

Weiters wurde gefunden, dass sich aus 
«klassischem» S -Carboxymethylkeratin 
(SCMK-A) aus Wolle keine Filamente 
herstellen lassen, während S-carboxyme- 
thylierte Hautproteine Filamente bilden. 
Offenbar stört die mit 4.2 mol% recht 
hohe Konzentration zusätzlich eingeführ­
ter anionischer Gruppen im Falle von 
SCMK-A die Rekonstruktion bei den so­
genannten schwefelarmen Wollproteinen,
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Fig. 5. Elektronenmikroskopische Aufnahme von rekonstituierten Mikrofibrillen aus 
schwefelarmen Wollproteinen in der Thiolform[22,231. Nach Spaltung der S-Sulfonatgrup- 
pen in den schwefelarmen Buntesalz-Wollproteinen wurde bei 100000 g zentrifugiert und 
der Überstand zuerst gegen einen 4m Harnstoffpuffer und dann gegen den Puffer 10 mM 
«Tris»-HCl, 10 mM 2-Mercaptoethanol, pH 7.5, dialysiert. Die dabei rekonstruierten 
langen Filamente zeigen den Durchmesserbereich 7-11 nm, der für Intermediatfilamente 
typisch ist. Vergrösserung 50 600 x ; Balkenlänge 200 nm.

während die Hautproteine nur 1.1 mol% 
S-Carboxymethylgruppen enthalten und 
somit eine relativ geringe Beladung mit 
COOe-Gruppen aufweisen.

Zusammenfassend ist die Aussage be­
gründet, dass man aus Wolle Filamente 
rekonstruieren kann, wenn man von rei­
nen, nicht substituierten mikrofibrillären
Wollproteinen ausgeht und bei der Aufar­
beitung Abbaureaktionen an der Peptid­
kette vermeidet. Ist hingegen das in den 
Wollproteinen enthaltene Cystein durch 
S-Carboxymethylgruppen substituiert, 
findet keine Aggregation zu Filamenten 
statt.

Wenngleich diese Versuche nur als An­
fang von breiter angelegten Programmen 
etwa nach dem Vorbild der Arbeit von 
Steinert et al.[24] an Epidermisproteinen an­
gesehen werden dürfen, so wird doch der 
Anspruch erhoben, dass es erstmalig ge­
lungen ist. in vitro 10 nm feine Keratin-Fi­
lamente aus schwefelarmen Wollproteinen 
zu rekonstruieren und damit ein weiteres 
Kriterium für die Einordnung der Mikrofi­
brillen der Wolle als Untergruppe der Cy- 
tokeratine in der IF-Familie beizu­
steuern[2al.

Über die Bedeutung dieser Ergebnisse 
schrieb Weber (persönliche Mitteilung in 
einem Brief vom 26.November 1985): 
«Attempts to reconstitute wool keratin 
into filaments in vitro have been made for 
nearly 40 years and they were always nega­
tive. This has led to speculations that this 
structure relatively well characterized by 
X-ray diffraction patterns, relies in vivo on 
the presence of matrix proteins made at the

same time. When a-keratins were finally 
recognized by sequence comparison as in­
termediate filaments in 1982 the lack of 
reconstitution posed a special problem as 
all other proteins of this family readily 
form filaments in vitro ».

Haarcortex

0.05 m DTE (pH 9.45) 
in 0.05 m «Tris», 8 m Harnstoff

I
Thiol-Haarproteine 

Extrakt

0.2 M Na2SO3, 0.2 m Na2S4O6

I
Buntesalz-Haarproteine 

Lösung

Zentrifugieren
Waschen des Zentrifugats mit 8 m Harnstoff 

Dialyse
Gefriertrocknen

I
Buntesalz-Haarproteine 

Trockenpräparat

Fig. 6. Isolierung von Proteinen aus Haarcortex und Umwandlung in die Buntesalz-Haar­
proteine. (Nach Hüsken™.)

5. Rekonstitution von Mikrofibrillen 
aus extrahierten Humanhaarproteinen

Die erfolgreiche Rekonstitution von 
Mikrofibrillen aus Wollproteinen regte zu 
analogen Versuchen mit Haarproteinen 
an. Allerdings erschweren die aus bis zu 
zehn Schichten bestehende Cuticula und 
der extrem hohe Cystinbrückengehalt der 
Haarkeratine die Extraktion von Prote­
inen. Die Cuticula wurde durch Schütteln 
der Haare in Wasser/Propanol mit Ko­
rund-Schleifpulver entfernt und das dabei 
erhaltene Cortexpräparat mit einem Re­
duktionsmittel aus 0.05m 1,4-Dithioery- 
thrit (pH 9.45) in 0.05m «Tris» und 8 m 
Harnstoff 12 Stunden bei 4°C extra­
hiert1211. Die dabei abgetrennten Haarpro­
teine lagen in der Thiolform vor und wur­
den durch Zugabe von Natriumsulfit und 
Natriumtetrathionat (je 0.2m) in 12 Stun­
den bei 4°C in die Buntesalzderivate um­
gewandelt. Die einzelnen Operationen bis 
zum gefriergetrockneten Buntesalz-Haar- 
protein zeigt Fig. 6.

Das hier angewendete Verfahren via re­
duktive Extraktion und nachträgliche 
Einführung der 5-Sulfonatgruppen lie­
ferte Haarproteine in Ausbeuten zwischen 
25 und 50% vom Haarcortex.

Die Fraktionierung der Buntesalz- 
Haarproteine in schwefelarme, der den 
Mikrofibrillen zugeordnete Anteil, und 
schwefelreiche, der aus der Matrix stam­
mende Anteil, gelang in Anlehnung an die 
Erfahrungen bei der Trennung der Bunte- 
salz-Wollproteine durch Fällung der 
schwefelarmen Proteine mit Zinkacetat 
bei pH 5.8-6.0 (vgl. Fig. 7).

Die Reinheit der Fraktionen wurde 
mittels Polyacrylamid-Gelelektrophorese
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Buntesalz-Haarproteine 
Lösung

0.02 m Zinkacetat 
pH 5.8-6.0 (Essigsäure)

Filtrieren 
Dialyse 

Gefriertrocknen

Lösen 
in 0.05 m Na-tetraborat 
Fällen mit Zinkacetat 

Gefriertrocknen

Schwefelreiche Buntesalz- 
Haarproteine 

Gefriergetrocknet

I
Schwefelarme Buntesalz- 

Haarproteine 
(Reinprodukt)

Gefriergetrocknet

Was verstehen Zellbiologen heute unter 
Keratin? Nach Knapp et al.[27] bilden die 
Keratine eine komplexe Multigen-Familie 
von über 20 verwandten Proteinen, wel­
che imstande sind, 10 nm cytoplasmati­
sche Filamente in nahezu allen Zellen epi­
thelialen Ursprungs zu bilden. Auch 
Lynch et al.[l4] verwenden den Namen Ke­
ratin nur für die schwefelarmen Haarpro­
teine: «The emerged hair fiber is compo­
sed primarily of cortical cells filled with 
10 nm keratin filaments. Biochemical 
studies of wool filaments and their asso­
ciated matrix material have led to the 
realization that there are three major clas­
ses of hair proteins: the “low-sulfur kera­
tins” (40-60 000), the “high-sulfur pro­
teins” (10-25000), and the “high-glycine/ 
tyrosine proteins” (6000-9000). It is belie­
ved that the low-sulfur keratins form the 
10 nm filaments and the latter two groups 
of proteins form interfilamentous ma­
trix».

Fig. 7. Fraktionierung der Buntesalz-Haarproteine in schwefelarme und schwefelreiche. 
(Nach Hüsken1251.)

und Aminosäureanalysen überprüft. Die 
Analysendaten der schwefelarmen Haar­
proteine stimmten im allgemeinen gut mit 
Literaturwerten überein.

Zur Rekonstitution von Filamenten 
aus den schwefelarmen Haarproteinen 
wurden die bei den Versuchen mit Woll­
proteinen1221 entwickelten Methoden über­
nommen (vgl. Fig. 8).

Die auf solche Weise erhaltenen Fila­
mente wiesen einen Durchmesser von 8 
nm auf (vgl. Fig. 9). Die schwefelarmen 
Haarproteine bestehen nach elektropho­
retischer Analyse aus zwei Gruppen von 
Proteinen mit Molekulargewichten von 62 
und 61 sowie 47 und 45 kd. Die beiden 
grösseren Proteinmoleküle besitzen iso­
elektrische Punkte im neutral-basischen, 
die kleineren im sauren Gebiet. Dies 
spricht dafür, dass die rekonstituierten Fi­
lamente wie die der Humanhaut durch 
Aggregation jeweils eines kleineren «sau­
ren» Typ I-Proteins mit einem grösseren 
«basischen» Typ Il-Protein gebildet wer­
den. Doch stehen detaillierte Untersu­
chungen über die Proteinzusammenset­
zung der rekonstituierten Filamente noch 
aus.

6. Die morphologischen Komponenten und 
chemischen Konstituenten der Wolle und 
Haare sollen neu benannt werden

Aus der Eingliederung der Mikrofibril­
len der Wolle in die IF-Familie und die 
Zuordnung der einzelnen Proteinunterein­
heiten als Faserkeratine in der Gruppe 
der Cytokératine ergeben sich Anstösse 
zum Überdenken der Nomenklatur. Be­
sonders schwierig ist der Keratinbegriff. 
Am klarsten hat dies Matoltsy12® schon 
1969 erkannt: «In current literature the 
word “keratin” may refer to the entire

hardened portion of a keratinizing tissue, 
such as the wool fiber (“keratin” or “ker­
atin fiber” or “hard keratin”), the stra­
tum corneum of the epidermis (“keratin” 
or “soft keratin” or “keratin layer”), or 
to constituents, such as filaments (“kera­
tin filament”). Furthermore, fibrous pro­
teins revealing either an alpha or beta 
type of X-ray diffraction pattern are also 
referred to as keratin (“a-keratin”, “P-ke- 
ratin”). It is apparent, then, that the word 
“keratin” currently refers to constituents 
of keratinizing tissues at various organi­
zational levels, extending practically, 
from molecules to multicellular tissue 
fragments.»

Schwefelarme Buntesalz- 
Haarproteine 

Gefriergetrocknet

Ultrazentrifugieren (100000 g/4°C, 10 min)

2-Mercaptoethanol in 8 m Harnstoff, 
0.05 M «Tris»-HCl, pH 7.5, 18 h, 4°C

1) Dialyse gegen 4 m Harnstoff, 0.01 m «Tris»-HCl, 
0.025 M 2-Mercaptoethanol, 24 h, 4 °C

2) Dialyse gegen 0.01 M «Tris»-HCl, pH 7.5, 0.01 M 
2-Mercaptoethanol, 24 h, 4 °C

Fig. 8. Rekonstitution von Filamenten aus schwefelarmen Buntesalz-Haarproteinen durch
Reduktion und Dialyse. (Nach Hüsken[25i.)

Eine neue Nomenklatur für die Mikro­
fibrillen und die Matrix sollte sich den 
Begriffen anpassen, welche für die Benen­
nung sowohl der im Elektronenmikro­
skop sichtbaren Strukturen als auch der 
löslich gemachten Proteinuntereinheiten 
in der Zellbiologie gebräuchlich sind. 
Daraus leiten sich die in Tabelle 2 formu­
lierten Vorschläge ab.

Der Name «Matrix» sollte aus der Li­
ste von Begriffen für mikroskopisch und 
elektronenmikroskopisch sichtbare Struk­
turen verschwinden und der Materialwis­
senschaft vorbehalten bleiben. Hier hatte 
Feughelman,29] den Übergang der mecha­
nischen Eigenschaften einer Wollfaser 
von einem isotropen Material im trocke­
nen Zustand zu einem stark anisotropen 
Material im nassen Zustand mit seinem 
Zweiphasen-Modell erklären können. In 
diesem Modell wird die Wollfaser als eine

Schwefelarme 
Disulfid-Haarproteine 

Filamente
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Fig. 9. Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme von Filamenten, die nach lang­
samer Reoxidation von schwefelarmen Thiol-Haarproteinen entstanden sind. Die bei der 
Dialyse der schwefelarmen Thiol-Haarproteine gebildete Filamentsuspension wurde auf 
eine Konzentration von Img/mL verdünnt und ein Tropfen mit einem kohlenstoffbedampf­
ten Gitter in Kontakt gebracht. Negativ-Kontrastierung mit Iproz. Uranylacetatlösung. 
(Nach Hüsken |B1.)

men. Da jedes Intermediatfilament je 
nach Zelltyp von charakteristisch unter­
schiedlichen assoziierten Proteinen 
(IFAP) umgeben ist und in Humanhaar 
die IFASP mengenmässig den Filamenten 
entsprechen, mag das Interesse an einer 
Erforschung von Struktur und Disulfid­
vernetzung mit den Filamenten zuneh­
men. 1965 veröffentlichte Crewther™ ein 
Modell für mögliche Disulfidbrücken in­
nerhalb der «Matrix» und zwischen «Ma­
trix» und Mikrofibrillen der Wolle. Das 
anschauliche Bild ist leider bis heute Ar­
beitshypothese geblieben (Fig. 10).

Fig. 11 zeigt schematisch, wie man sich 
heute die strukturellen Komponenten von 
Wolle und Haaren von der 200 nm brei­
ten Makrofibrille bis zur einzelnen helica- 
len Proteinkette vorstellen könnte. Diese 
Darstellung stützt sich auf das Wollmo­
dell von Fraser et al.[34) und modifiziert 
dieses entsprechend den neuesten Er­
kenntnissen. So wird angenommen, dass 
ein Intermediatfilament (früher Mikrofi­
brille) aus acht tetrameren Protofilament- 
Einheiten besteht und jedes Tetramer aus 
zwei doppelsträngigen Superhelices. Ein 
Filament enthält demnach im Querschnitt 
32 einzelne Proteinmoleküle.

Verbundstruktur aus zwei Phasen, Was­
ser nicht absorbierenden Zylindern C und 
einer Wasser absorbierenden Matrix M, 
in welche die Zylinder eingebettet sind, 
aufgefasst. In Termini der Keratinstruk­
tur wurde die Phase C mit den im Elek­
tronenmikroskop sichtbaren Mikrofibril­
len identifiziert. Die Mikrofibrillen sind in 
eine weniger ausgerichtete Matrix einge­
bettet, welche im Zweiphasen-Modell der 
Komponente M entspricht. Diese Identi­
fizierung von Termini der Verbundstruk­
turwissenschaft (Fibrille/Matrix) mit elek­
tronenmikroskopisch sichtbaren Mikrofi­
brillen und dem diese umgebenden Mate­
rial in Wolle hat sich in der Literatur 
weitgehend durchgesetzt, obwohl schon 
lange bekannt war, dass die Mikrofibril­
len (Wolle-IF) nur zu 50% aus helicalen, 
also kristallinen Domänen bestehen und 
zü 50% aus nicht-helicalen Domänen,

Tabelle 2. Neue Namen für die Mikrofibrillen und die 
Matrix in Wolle und Haaren sowie deren Proteinun- 
tereinheiten.
Im Elektronenmikroskop 
sichtbare Strukturen

Proteinuntereinheiten

Bisher: Mikrofibrille Schwefelarme
Wollproteine

Neu: Kerätin- 
Intermediatfilament 
(Keratin-IF)

Keratinfilament-
Proteine 
(Keratine)

Bisher: Matrix Schwefelreiche 
Wollproteine und 
Tyrosin-glycinreiche 
Wollproteine

Neu: In terfilament-Material Keratinfilament­
assoziierte 
Proteine (IFAP)

welche Wasser absorbieren und eher die 
physikalischen Kriterien der «Matrix» er­
füllen. Auch gibt es Hinweise dafür, dass 
die «Matrix» oder das Interfilament-Ma­
terial (Tabelle 2) mindestens im Nahbe­
reich geordnete Domänen enthält.

Daher hat WortmannM für mechani­
sche Eigenschaften von Lincolnwolle das 
Composite-Prinzip mit zwei Phasen wie 
folgt präzisiert:

1. Phase: Die a-Helices als kristalline 
Phase in den Protofibrillen (Subfilamen­
ten) als Aggregatform, welche kontinuier­
liche Filamente in Faserrichtung bilden.

2. Phase: Die Matrix, zu der alles üb­
rige nicht-kristalline Material gehört, d.h. 
sowohl das elektronenmikroskopisch 
sichtbare Interfilament-Material (bisher 
Matrix genannt) als auch das intraproto­
fibrilläre nicht-helicale Material, das etwa 
50% der Mikrofibrillen ausmacht.

Auch Feughelman™ definiert neu: 
«The mechanical “microfibril” does not 
necessarily correspond completely with 
the microfibril visible under the electron 
microscope.»

Die nun in Tabelle 2 vorgeschlagenen 
Namen tragen nicht nur der bei den übri­
gen Intermediatfilamenten eingeführten 
Nomenklatur Rechnung, sondern sie 
schaffen auch das semantische Problem 
der Verwechslung von mechanischen mit 
elektronenmikroskopischen Begriffen aus 
der Welt. Der Terminus «Intermediatfila- 
ment» dürfte sich leicht einbürgern, wäh­
rend für das «Interfilament-Material» et­
was «Griffigeres» gefunden werden sollte. 
Man könnte sich den Terminus «Filag- 
grin» für die Filamentassoziierten Pro­
teine der Epidermis1321 zum Vorbild neh-

7. Textilchemische Anwendungen 
und Perspektiven

Was nützen detaillierte Kenntnisse der 
Feinstruktur der einzelnen Wollfaser der 
Praxis? Kritisch wurden vor 30 Jahren 
bereits die Bemühungen der Wollforscher 
von der Wirtschaft aufgenommen, als es 
um die Einführung objektiver, darunter 
auch proteinchemischer Analysenmetho­
den in den Katalog der offiziellen Stan­
dardmethoden der International Wool 
Textile Organization (IWTO)[35] ging. In­
zwischen haben sich die Analysen des Cy­
stin- und Cystein-Säuregehalts zur Beur­
teilung der chemischen Qualität von 
Wolle nicht nur bei den Farbstoff- und 
Hilfsmittelherstellern und den Wolle ver­
arbeitenden Betrieben, sondern sogar im 
Handel durchgesetzt. Neue Färbemetho­
den auf der Basis einer optimalen Erhal­
tung eben dieser chemischen Wollqualität 
wurden entwickelt.

Wenn in hoffentlich nicht zu ferner Zu­
kunft ein komplettes Modell der Fein­
struktur der Wollfaser, also besonders der 
Filamente und des Interfilament-Mate­
rials, ihrer Aminosäuresequenz und ge­
genseitigen Wechselwirkungen erarbeitet 
sein wird, dann kann das Färben, Blei­
chen, Fixieren und die Stabilisierung der 
Wolle durch Einbau synthetischer Brük- 
ken den chemischen, physikalischen und 
strukturellen Daten genauer angepasst 
werden.

Schon heute beginnen Forschungsinsti­
tute, sich die neuen Methoden der Mole­
kularen Textiltechnologie zunutze zu ma­
chen: Will man z.B. Färbeverfahren dar­
auf prüfen, ob sie die für die mechanische 
Festigkeit entscheidenden Filamente an-
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greifen und partiell abbauen, so kann 
man jetzt Rekonstitutionsversuche mit 
Proteinen aus gefärbter Wolle durchfüh­
ren. Isoliert man schwefelarme Wollpro­
teine aus einer bei pH 4.5 schonend ge­

Fig. 10. Schematische Darstellung von möglichen Strukturen in den Cortexzellen von 
Wolle: a) Eine Protofibrille mit säurelabilen (Wellenlinie) Querbrücken und Disulfidbin­
dungen; b) Matrix mit zwischenmolekularen Disulfidbrücken; c) eine Mikrofibrille um­
geben von «Matrix »-Molekülen; d) Mikrofibrillen und Matrixmoleküle üben gegenseitig 
Wechselwirkungen über ihre Seitenketten inklusive Disulfidbrücken aus. (Nach 
Crewther[33J, reproduced by permission of the Journals editor).

IFAP

Filament Makrofibrille

1 2 3 7 200 nm

Fig. 11. Feinbau einer Makrofibrille in Wolle oder Humanhaar, modifizierte Darstellung 
in Anlehnung an das Wollmodell von Fraser et al.[34]. Eine Makrofibrille besteht aus 
Intermediatfilamenten und Interfilament-Material (früher Matrix genannt). Jedes Fila­
ment (früher Mikrofibrille genannt) ist aus acht Subfilamenten (früher Protofibrille ge­
nannt) zusammengesetzt. Jedes Subfilament besteht aus zwei Dimeren. Ein Dimer ent­
steht durch Assoziierung eines Wollproteins vom Typ I mit einem Wollprotein vom Typ 
II. Die Wollproteine im Filament heissen Keratine und sind zu einem hohen Anteil a-heli- 
cal. Die Wollproteine im Interfilament-Material heissen IFAP (IF-assoziierte Proteine) 
und sind reich an Cystin oder Tyrosin und Glycin.

färbten Wolle, so lassen sich Intermediat­
filamente wie aus unbehandelter Wolle re- 
konstituieren. Wiederholt man den Ver­
such mit einer bei pH 2.0 30 min bei 98 °C 
gefärbten Wolle, so kann man zwar wie­

Keratine

der schwefelarme Wollproteine extrahie­
ren, die sich jedoch nicht zu intakten Fila­
menten in vitro zurückbilden lassen. Man 
erhält nur noch kurze Filamentbruch­
stücke. Während des Färbens im stark 
sauren Bad sind die Peptidketten der Fila­
mentproteine partiell hydrolysiert wor­
den. Verkürzte Peptidketten sind aber 
nicht mehr zur Bildung von intakten Fila­
menten fähig[3S1.

Der Autor dankt herzlich Andrea Con­
rads, Helga Thomas, Kim-Ho Phan, Mo­
nika van de Löcht und Petra Hüsken für 
die erfolgreiche Durchführung der Arbeiten 
zur Selbstassoziation von Intermediatfila­
menten aus isolierten Proteinunterheiten in 
Schafwolle und Menschenhaar. Für die Er­
laubnis, aus Publikationen bzw. einer per­
sönlichen Mitteilung wörtlich zu zitieren, 
danke ich Dr. Christiane Koszka, Dr. Pe­
ter Steinert und Prof. Dr. Klaus Weber.

Eingegangen am 3. Juli 1988 [FR 56].
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