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Néhany fibrillaris protein szerkezetének
elektronmikroszképos vizsgalata

GUBA FERENC

Magyar Tudomdnyos dkadémian Elektranmikraszkdp Laboratdriuma, Budapest

Az él6 szervezetek szerkezetét, azt a strukturat, amelyen az élet jelenségei
megnyilvinulnak nagy részben fibrillaris elemek épitik fel. fgy van ez minden
sejthben és szovetben. A fibrillaris szerkezet jelent8sége a kutatdsok sokasaginak
valt meginditéjava. A szerkezet fibrillaris molekulai kéziil elsgsorban a fehérjéket
vették viszkozimetrids, polarizéciés vizsgilatok és rontgen diffrakeciés analizis
targyava, s vizsgaltak ezen fibrillak felépitését. A viszkozimetrids és a polarizalt
fényben valé vizsgalat clsGsorban a fibrillaris szerkezet létére utal, megmutatja,
hogy atmenet lehet a globularis és fibrillaris forma kozott. A réntgen diffrakcids
vizsgilat elsGsorban az atomi elrendezd-
désre wvilagit ra. Mindharom médszer
azonban alitamasztasra szorul a 150—1000
A-s méret tartominyban. Ez teszi alkal-
massd az elektronmikroszkdpot a fonalas
fehérjék szerkezeti felépitésének tanul-
manyozisira.

A fibrillaris szerkezeti elemeken kiviil
globularis elemek is szerepelnek gy a
sejtekben, mint a szévetekben. A biokémiai
kutatasok kideritették, hogy a globularis
fehérjék 4atalakulhatnak fibrillaris fehér-
jékké fiziologids korilmények kazott, igy
a globularis aktinbél fibrillaris aktin, a
fibrinogénbél fibrin lesz, amely folyama-
toknak az izommiikédésben ill. a wvér-
alvadasban van szerepiik.

Hogy az F-aktinban a G-aktin gémb-
szerd részecskéi gydngyfiizérré rendezdd-
nek az elektronmikroszkép mutatta ki
(4,5). A fibrin felépitésére vonatkozdéan
az elekronmikroszkép szintén adott felvilagositast. A fibrin foszforwolframsavval
festett fonalaiban finom, kb. 200 A-s periédusok jelennek meg (10, 8, 3, 2). Sajat
felvételeink kb. 100 A vastagsagh fibrillai foszforwolframsavval festve, szintén
ekkora periédusokban elhelyezkedd gyongyszemekhdl allnak (1. abra).

Ez arra mutat, hogy a fibrinszalak is globularis részek 6sszekapesolasabol
allnak.

Addig, amig az [F-aktin gyéngyszeri felépitése az elektronmikroszképos
képben kizvetleniil lathatdé féméarnyékolt preparitumokon (4, 5), addig a fibrin
ilyen felépitédése csak ezek foszforwolframsavas kezelése utan valik lathatéva.
A foszforwolfram-, osmium-, foszformolibden-savakat az clektronmikroszképos
perspektiv technika az elektronmikroszkdpos vizsgilatokra mar korabban is alkal-

1. dbra

Fibrinszal 19%-0s foszforwolframsavval festve.
Arany drnyékolds. (40.000 X nagyités)
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mazta. Ezen vegyiiletek a vizsgilt biolégiai objektumok egyébként gyenge
clektronszérasat nagymértékben megnd~weli és az elektronmikroszképos képet
kontrasztossa teszik. Ezzel a moédszerrel sikeriilt egvéb rostos szivetelemek belss
periddicitasit megallapitani, pl. a collagénét (9), a szem csarnokvizében lev
proteinét (6), sth. Minthogy ezek az d. n. elektronmikroszképos »festékek« magas
rendszadmi atomokat tartalmazé savak, kézenfekvd hatasukat gy magyardzni,
hogy megkotédnek az emlitett fehérjék bazikus csoportjain és ezaltal teszik lat-
hatéva ezek belsd felépitését.

Ezt az clgondolisunkat alkalmazwva vizsgaltuk meg azokat a fibrillaris
proteineket, melyek bels szerkezetét eddig még elektronmikroszkoppal behatdb-
ban nam tanulményoztak.

Méd szer

Kisérleteinkben kristalyos miozint. keratint és selyemfibroint vizsgaltunk.

A kristalyos miozint Szent-Gy &rgyi eljarisa szerint preparaltuk (7).
A keratin rostokhoz zsirtalanitott és fagyaszté mikrotommal felapritott és mosott
juh-gyapju ultrahanggal végzett besugirzésa wtjan jutottunk. A besugarzas ideje
alatt a keratinhoz KHSO -t tettiink az S-S kotések redukalisa céljabol.

A selyem-fibroin rostokat megtisstitott hernyéselyem ultrahang kezelésével
nyertiik.

A fehérjerostokat tartalmazé vizes szuszpenziobol mikrocseppet vettiink ki
és azt kollodium hartyéval bevont mikrostélyra (1) vittiik. Kb. 10 perces iilepités
utén a mikrostélyokat a »festf« oldatot tartalmazé edénybe helyertiik. A festés a
miozinndl 10—60 percet vett igénybe. A keratint és fibroint 1—24 draig festettiik.
A festés utén a preparitumokat nagymennyiségi desztillalt vizzel jol kimostuk,
majd szaritottuk. A festést és mosast 0° C korilli hémérsékleten végeztiik.

A festékiil hasznalt oldatok: 19[-o0s acetit pufferrel pH 5-re beallitott
foszforwolframsav ; 19,-0s uranilacetat; 0,01 M paraklérmerkuribenzoit.

A fibroint a mikrostélyra preparilas elgtt néhany esetben Millon-reagenssel
kezeltiik. Ilyenkor mas »festGanyagokkal« nem festettiink.

A szaritott prepardtumokat a kontraszt fokozdsira minimdlis mennyiségd
arannyal arnyékoltuk.

A vizsgalatokat Triib-Tauber elektronmikroszképpal végestikk. A gyorsité
fesziiliség 45 KV, az elektron-dramerésség 0,4—0,6 mA. Az elektronoptikai nagyi-
ts 5-—8000-szeres. A képek végleges nagyitdsa a képek ala irt szivegen talalhats.

Kisérleti eredmények

Mint a bevezetéshben emlitettiik, abbél a feltevésbdl indultunk ki, hogy a
proteinek periodikus festddését a fest8anyag és a festendd fehérje kémiai ¢ssze-
tétele szabja meg. A miozinnal, a keratinnal és a fibroinnal eddig nem észleltek
elektronmikroszképpal bels§ strukturaltsigot. Ez annak tulajdonithaté, hogy
nem vették figyelembe ezen fehérjék aminosav osszetételét. Ezért mi a szokéasos
»festdanyagon«, a foszforwolframsavon kiviil a kationban magas rendszami
atomot tartalmazd uranilacetitot és ugyancsak magas rendszAmiu atomot tartal-
mazé specifikus aminosav reagenst, mint a paraklérmerkuribenzatot és a Millon-
reagenset alkalmaztuk.

Miozin

A kristdlyos miozin festés és arnyékolas nélkiil teljesen elmosédott kérvonald
fonalakat mutat. Ha az ilyen preparatumot arannyal arnyékoljuk, rendkiviil finom,
50—100 A vékonysagii fonalakat és ezen fonalakbél alkotott kitegeket latunk.
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Ezen fonalakon, ill. kétegeken semmi strukturdltsagot felfedezni nem sikeriilt,
Nem taléltunk strukturdt akkor sem, ha a fonalakat triklérecetsavval, vagy réz
séval kezeljiik. Megjelenik azonban Ggy a finom fonalakon, mint kitegeken egy
gyongyszerd szerkezet. ha a preparitumot paraklormerkuribenzoattal, vagy
uranilacetattal kezeljik (2. abra).

A foszforwolframsavas kezelés nem teszi lathatéva a strukturat.

A fonalak és kotegek periodicitiasa 100, ill. 300 A Lkorili érték.

2. dabra
Kristdlyos miozin. 0,01 M paraklormerkuribenzodtos festés. Arany drnyékolds. (80.000 X nagyitds)

Keratin

Az ultrahanggal szétrazott gyapju rostos szerkezetd Finom fonalak mellett,
melyek 100—150 A vastagok, fonalakhél felépitett rostok és lemezek lathatsk az
elcktronmikroszképban, Sem a fonalaknak, sem az Gsszetett szerkezetfi lemezek-
nek harantstrukturija nem kivehetd. A harantstruktura elgjon ebben az esetben
is uranilacetatos, illetve paraklormerkuribenzolatos festéssel. (3. abra). A foszfor-
wolframsav itt sem hatdsos. A periédusok tavolsdga vigy a paraklormerkuribenzoat,
mint az uranilacetdt esetén kozel azonos, 120 A érték Lkoriil mozog.

Fibroin

A fibrillaris proteinek koziil a fibroin aminosav dsszetstelét tanulményoztik
leginkdbb. A fibroinra jellemz8 magas tirozin tartalma. Ennek kimutatasira szol-
gl a Millon-préba. A hernyéselyem maga egymassal ésszefonédott szalakbél all.
A fonat egy-egy fonalinak vastagsiga, minthey 300 A, rajta nem fedezhets fel

3



GUBA : Fibrillaris protein szerkezete

Preriodicitas. ﬂgyszintén eredménytelen a
E8bbi proteinnél j6l bevilt barmelyik
Festési eljaras is. Kisérleteinkben azonban
Kimutattuk, hogy a selyemfibroin is
Iqutat periodicitist, ha elgzdleg Millon-
reagenssel kezeljiik (4. 4bra). A peris-
dusok gyongysorszeriiek és 220—240 A
tavolsagaak,

Kisérleti eredmények kiériékelése

A megvizsgilt fibrilliris proteinek
megfelel§ festékkel wvalé kezelés utén
mindannyian periodikus felépitést mutat-
nak. Ezek a periédusok olyanok, mintha
globulusok megismétlése .volna. A perié-
dusokban a miozinnal 100 A atmérji

3. dbra alapegységek talalhaték. Valdszindleg

Ultrahanggal tisztitott juhgyapji 19%-os ezekbdl épiilnek fel a miozinban ugyan-

uranilacetdtos festés. Arany drnyékolds. csak elgfordulé 300 A atmérdji  egy-
(60.000 % nagyitds)

ségek. A keratin 120 A atmérgji egysé-
gekbsl, a fibroin 220—240 A atmérsji
egységekbél All,

A periodikussig a festetlen készitményeknél altalaban nem észlelhetd, festési
eljarassal azonban jél kimutathaté a festékek kémiai jellegiiknek megfelelgen,
csak meghatérozott aminosav dsszetételd fehérjék periodicitisit mutatja ki.
A festéssel kapcsolatban felmeriilhet annak a lehetsége, hogy a festék hatédsara
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4. abra

Ultrahanzgal tisztitott hernydselyemfibrilla Millon reage nssel
kezelve. Arany drnyékolds. (40.000 x nagyitds)
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miitermékek keletkeznek. Véleményiink szerint a mitermék képzidés esetleg
a méretek eltorzitisiban nyilvinulhat meg, semmiesetre sem a periodikus felépités
tényében. Ezt alatidmasztjdk a réntgen-diffrakciés vizsgalatok, valamint azon
proteinekrdl nyert elektronmikroszképos képek, melyeknél a periodicitas festik
nélkiil is kimutathatd (kollagén, aktin).
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Kisérleti eredményeink arra mutatnak, hogy nem csak a ma mar jol ismert
kollagén, F-aktin és fibrin épiilt fel globularis részekbdl, de mas fibrillaris proteinek
mint a miozin, keratin és fibroin is. Ez a megéllapitas arra mutat, hogy a fibrillaris
proteinek globuléris felépitése altalanos jelenségnek tekinthetd.

(Itt mondunk készdnetet dr. Tartnéezy Tamas és dr. Szilard Janos kartarsak-
nak az ultrahang besugérzasok elvégzéséért.)

ﬁsszefoglalés

1. A fibrilldris proteinek kéziil a miozin, keratin és fibroin bels§ strukturi-
jat elektronmikroszképpal vizsgaltuk.

2. Festés nélkiil ezen proteinek felépitésében periodicitast megallapitani
nem sikeralt.

3. Ezen protein fibrillikban pericdikus csikozottsag jelent meg foszfor-
wolframsav. uranilacetat, paraklormerkuribenzoat, illetve Millon-reagenssel valé
kezelés hatasara.

4. Vizsgélataink szerint a miozin fibrillak 100, ill. 300, a keratin fibrillak 120,
a fibroin fibrilldk 220—240 A atmérdji egységekbdl épiilnek fel.

5. Kisérleteinkkel kapecsolatban rdmutattunk a fibrillasi proteinek globu-
laris részekb8l valg felépitésének altalanos jellegére.

Erkezett : 1952, mdjus 7.
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HCCJIEJOBAHHE CTPYKTYPbl HEKOTOPKIX JUBPHAJSPHBIX IMPOTEWMHOB
NPH MOMOIIU SNEKTP QOHHOr0 MUKPOCKOTIA
@, I'yoa

QUICKT POHHO-MHKpOCKONUueckad naboparopus AH BeHr;ﬁﬂH, By panewr

Bus O I Bl

Heenepopanack MpH MOMOMH 3JEKTPOHH OT0 MMKPOCKONA BHYTPEHHHA CTPYKTypa CJe-
AYHWILHX Q]HﬁpHJI.anHMX OPOTCHIIOB | MHO3HH, KepaTudH M qmﬁpom{,

Be3s oKpacKH He yJAasoch YCTAHOBHTH IIePHONHYIHOCTh B CTPYKTYpe 3THX IpoTerHoB. IMog,
aeficTBHeM QocdopHO-BONBhPaAMOBOH KHCIOTHI, YpaHuI-agerara, TApaxJIop-mepKypH-OeHsoara
wid Munnonoea peareHta B 3THX NPOTEHHOBBIX (HOGPHINAX MOSBHIACE MepHOJAMYHASL TI0JIO-
catocTh. ITo pesy/ibTatam HeclefoBaHHH aBTOpa (HOPUINLI MHOSHHA COCTOSIT M3 9ACTHI IHa-
merpoxm 100 wmi 300 A, dubpHLIb KepaTHHA — 120 A, (HHOPHILIHL Ye hpuOpOHHA H3 YACTHI, AHA-
merpom 220— 240 A.

Peayabratsl ncenefoBalui yKasbiBaloT HA 1o, YT0 He TOALKO B HAcTOfuee BpemMsl yiKe
XOPOIILO HEBECTHLIE UBPHINIAPHRIE IPOTEHHBL -~ KOJUISITeH, ()— aKTHH U (HOPHH — COCTOSIT H3 II0-
Oy IsADHBIX YACTHIL, HO TAKKE H [IPyrHe - MHOSHIH, KepaATHH M (UOPOHH. I10 YCTaHOBJIEHHE YKa-
3BIBAET HA TO, 9TO IJI0OYJIsApHOE CTPOeHHe (UG PHINAPHAEX IPOTEHHOB MOMHO CYHTATH obmHM
SIBJIEHHEM.

Pucynox 1. Hurb ¢gubpaHa, oxpamrenuas 1%-moit (hochopHO-BONBHPAMOBOH KHEJIO0-
Toi. 3o0J0Taf TeHb., YBennueHHe B 40 ThiC. pas.

Prcynor 2. Xpycraipubii MHO3AH, oKpamreHHbi# 0,01%)-Hbim NapaxJop-mepry pH-
OeHsoaTom. 3000Tag TeHb. YBeauuenwe B 80 Thic. pas.

Pucynok 3.OBuHHHAs WeEPCTL, OYHILEHHAs! [IPH HOMOME YABTPAsBYKA H OKpaileHHAs
1%-HBIM ypaHHNameTaTOM. YBenuueHHe B 40 Thic. pas.

PucyHox 4. ®uipHiia HATypasbHOIro wWwesiKa, OYHIMEHHAS HPH IOMOUH y.JIbTpa-
3pyKa H obpaboranHas MunoHoBHIM peareHTOM. 3oioras TeHb. YBeauuenue B 40 Toic. pas.

Investigation of the Structure of Fibrous Proteins by Electron Microscope

F, GUBA

Electronmicroscope Laboratory of the Hungarian Academy of Science,
Budapest

S unumary

From among the fibrous proteins the inner structure of myosin, keratin and fibroin was
studied by electron microscope. No periodicity could be stated in the structure of these proteins
without staining. On the action of phosphotungstic acid, uranyl acetate, parachloromercuribenzoate
(i. e. Millon-reagent) a periodical striation appeared in these fibrous proteins. According to our
investigations the fibrils of myosin consist of units with a diameter of 100—300 A, and the fibrils
of keratin and fibroin of units with diameters of 120 and 220—240 A, respectively.

Experimental results confirm that not only the wellknown collagen, F-actin fibrin, but other
fibrous proteins, as myosin, keratin and fibroin also consist of globular particles. This ohservation
suggests that the globular structure of fibrous proteins may be considered as a general feature.

Fig. 1. Fibrin threads stained with 19 phosphotungstic acid. Gold shadow. Enlargement-
gement ¢ 40.000.

Fig, 2. Crystalline myosin stained with 0,01 M parachloromercuribenzoate. Gold shadow
Enlargement : 80.000.

Fig. 3. Ultra-sound treated sheep wool, stained with 1%, uranyl acetate. Gold shadow.
Enlargement : 40.000.

Fig. 4. Ultra-sound treated fibroin fibrils treated with Millon reagent. Gold shadow. Enlar-
gement : 40.000.





