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Die Anwendung verschiedener Fraktionierverfahren zeigt, dab 
die bei der Gelelektrophorese in Polyaerylamid gefundenen Ferri- 
t in-Komponenten sieh aueh bezfiglieh der L6sliehkeit, der ehroma- 
tographisehen Eigensehaften und des Verhaltens bei der Gelfiltra- 
tion auf Sephadex G-200 unterseheiden. Das Ferrit in wurde mit 
Ferroeyanid oder - -  naeh Austauseh mit 59Fe - -  dureh die 
Aktivit~t identifiziert. Bei der Extraktion eines Niederschlages 
yon Ferrit in mit  AmmoniumsulfatlSsungen fallender Molarit/~t war 
das e-Ferritin fiber den ganzen Extraktionsbereieh verteilt. Die 
,~-, y- und 3-Ferritine wurden in zunehmender Menge mit LSsun- 
gen fallender Molaritgt extrahiert. 

Es wurden Untersehiede in der Extrakt ion yon Ferrit in ver- 
sehiedenen Ursprungs (Pferd, l~ind, Menseh) festgestellt. Bei der 
Chromatographie yon Ferrit in auf DEAE-Cellulose wurden 
mehrere Peaks erhalten. Bei der Papierelektrophorese wanderte 
das Ferrit in versehiedener ehromatographiseher Peal~s mit 
identischer Bewegliehkeit, w~ihrend sieh bei der GeleIektro- 
phorese deutliehe Untersehiede in der Verteilung der t~erritin- 
Komponenten dieser Peaks zeigten. Eine partielle Trennung 
der Ferri t in-Komponenten konnte aueh bei der Gelfiltratiort er- 
reieht werden. Der aufsteigende Teil dos einzigen Peaks enthielt 
die elektrophoretiseh langsameren ~-, ,(- und 3-Ferritine, im 
absteigenden Teil des Peaks war das e-Ferritin lokalisiert. Dieses 
:Ergebnis weist auf Untersehiede in der lV[olekfilgr6ge der 
Komponenten him 

The application of different fraetionation procedures has 
shown that  ferritin eomponents separated by gel eleetrophoresis 
in poIyaerylamide differ in respect to solubility and to behaviour 
in chromatography and gel filtration on Sephadex G-200. The 

%* 



348 It .  Paschinger und B. J. iRadola: [~h.  Chem., Bd. 99 

ferritin has been identified with ferrocyanid o r - -a f t e r  exchange 
with 59Fe--by its radiation. On extraction of a ferritin precipitate 
with solutions of ammonium sulphate of decreasing molar i ty  
~-ferritin was distr ibuted over the whole extraction range. The 
slower ~-, y- und ~-ferritins appeared in increasing amounts in 
solutions of decreasing molarities. Differences were observed in 
the extraction of fcrritins of different origin (horse, beef, human). 
Chromatography of ferritin on DEAE cellulose gave several 
peaks. In  paper electrophoresis, the mobil i ty of the chromato- 
graphically different ferritins was the same. In  gel cleetro- 
phoresis, however, differences in the distr ibution of the ferritin 
components of these peaks were found. A part ia l  separation of the 
different ferritin components was also obtained in gel filtration. 
The leading par t  of the only peak contained the ~-, ~(- and 
S-components, while ederr i t in  was found in the trailing part .  This 
result may  be ascribed to differences in the molecular sizes of 
the components. 

Bei der  Gel -Elekt rophorese  von Fe r r i t i n  in St/ irke und  in Po lyacry l -  
amid  wurde gefunden, dab  es aus mehreren  Bes tand te i l en  (~, ~, ~(, maneh-  
mal  auch ~ und  r bes teh t  1-8. Diese Bezeichnung gibt  die Reihenfolge der 
e lekt rophore t i schen Geschwindigkei t  an. Auch  das Apofer r i t in  erwies sich 
als he terogen ~-5. Auf Grund  yon Sed imenta t ionsana lysen  wird ange- 
nommen,  dab  Fe r r i t i n  in aggregier ter  F o r m  vo rkommen  kann  6, 7. Die 
N a t u r  der  Bindung in diesen Aggrega ten  ist  u n b e k a n n t  ; es ist  aueh bisher 
n icht  gelungen, diese Aggregate  zu dissoziieren. Serologiseh sind die elektro-  
phore t i sch  untersehiedenen F e r r i t i n - K o m p o n e n t e n  ident isch  a. 

I n  der  vor l iegenden Arbe i t  wurde das Verha l ten  yon  Fe r r i t i n  bei An- 
wendung verschiedener  F rak t ion ie rve r fah ren  vergliehen.  Drei  Methoden  
wurden  gew~hlt,  die sich auf verschiedene Eigenschaf ten  der  Molek~ile 
s t i i tzen:  1. E x t r a k t i o n  des Prote inniederschlages  mi t  Ammoniumsu l fa t -  
LSsungen verschiedener  Molar i ts  2. Chromatographie  auf DEAE-Cel lu-  
lose, a n d  3. Ge l -F i l t r a t ion  auf Sephadex  G-200. Der  Trenneffekt ,  der  mi t  
diesen verschiedenen ~/[ethoden erzielt  wurde,  wurde  durch  Elek t ro-  
phorese in P o l y a e r y l a m i d  i iberprt i f t ,  l~adioakt ives  Eisen (59Fe) wurde 
5fters angewandt ,  um das Fe r r i t i n  zu lokalisieren,  wie dies berei ts  in Ver- 
suchen mi t  Fe r r i t i n  ans Gewebekul turen  ge tan  wurde  8, 9 

1 R.  K o p p ,  A .  Vogt und G. ~Vlaass, Nature 198, 892 (1963). 
J .  J .  Theron, A .  O. Hawtrey  und V. Schirren,  Clin. Chim. Acta  8, 165 

(1963). 
8 G. W.  Richter, Brit. J.  Exper.  Path.  45, 88 (1964). 

F.  Carnevali  und G. Tecce, Arch. Bioehem. Biophys. 105, 207 (1964). 
5 R.  K o p p ,  A .  Vogt und G. Maass ,  Nature 202, 1211 (1964). 
6 A .  A .  S u r a n  und H. Tarver,  Arch. Biochem. Biophys. 111, 399 (1965). 
7 p .  M .  Harr i son  und D. W.  Gregory, J.  Mol. Biol. 14, 626 (1965). 
8 B.  J .  Radola, G. Kel lner  und S. J .  Fr immel ,  Z. I~rebsforsch. 68, 42 (1966). 
9 B . J .  Radola und G. Kellner,  in Vorbereitung. 
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Material und Methoden 

1. F e r r i t i n p r i i p a r a t e  

Die meis ten Versuche wurden  n i t  Fer r i t in  durehgefi ihrt ,  das yon uns aus 
Pferdemilz  isoliert wurde.  Daneben  wurde aueh kristall isiertes Pferdeferr i t in  
(2x ,  Cd-frei) der F i r m a  Serva, Heidelberg,  verwendet .  Apoferri t infreies 
Pferdefer r i t in  wurde  freundlieherweise yon Dr. R. K o p p  (Freiburg i. B.) zur 
Verf6gung gestellt .  Fi i r  einige Versuehe wurde aueh Fer r i t in  aus menseh- 
licher Milz oder Rindermi lz  gewonnen.  

2. E x t r a k t i o n  m i t  A m m o n i u m s u l f a t - L 6 s u n g e n  

Die Isol ierung yon Fer r i t in  wurde  in den ersten Stufen nach  der Methode 
von  Granick 10 vorgenommen.  Naeh  d e n  Erh i t zen  auf 80 ~ C und  ansehlieBender 
F i l t r a t ion  wurde zu d e n  Milzext rakt  Ammoniumsu l f a t  (30 g/100 ml) hinzu- 
gef6gt.  Der  erhal tene Niedersehlag wurde  gesammel t  und  in Wasser  auf- 
gelSst, die 3 - -5 fache  Menge des Gewichtes des feuehten Niedersehlages an 
Cellulose-Pulver  (Sehleieher & Sehiill Nr.  123) wurde zu dieser L6sung zuge- 
geben und das Fer r i t in  dureh Zusatz yon  Ammoniumsu l f a t  bis zur 
Konzen t ra t ion  2,5m erneut  ausgef~llt. Cellulose wurde ans ta t t  Kieselgur  als 
inerter  Triiger verwendet ,  da  sie schnelleren DurehflulB erm6glieht .  Die Sus- 
pension wurde  ent l i i f te t  und in eine S/~ule (3 cm ~ )  bis zu einer H6he  yon 
15 em gefiillt. AnsehlieBend wurde n i t  einer Reihe  yon Ammoniumsul fa t -  
L6sungen fallender Molariti~t eluiert, und  zwar entsprach  das Volumen 
jeder L6sung d e n  3 - -5 faehen  Si~ulenvolumen. Gesammel t  wurden  bei einer 
DurehfluBgeschwindigkei t  yon 8 ml/10 rain. Frakt ionem zu 8 ml. 

3. D E A E - C h r o m a t o g r a p h i e  

Die DEAE-Cel lu lose  (Di~tthylamino~thyleellulose, Serva Entwieklungs-  
labor, Heidelberg) wurde n i t  0 , 3 m - N a O H ,  0,3m-HC1 und  0 ,3m-Phosphat -  
puffer (KH2PO4 -~ ~a2I~rO4, pI~ 7,2) gewasehen thud mi t  0 ,01m-Phosphat -  
puffer (pH 7,2) ins Gleichgewicht  gebraeht .  Fflr  p rapa ra t ive  Trennungen  
wurden  S~ulen mi t  1,8 cm Durchmesser  bis zu einer H6he  yon 18 cm, ffir 
analyt ische Trennungen  S/iulen mi t  0,7 cm Durchmesser  bis zu einer HShe  
yon i0 cm geladen. Alle Fer r i t in -L6sungen wurden,  bevor  sie auf die S~iule 
aufget ragen wurden,  gegen 0 ,01m-Phosphatpuffer  (pH 7,2) dialysiert .  E lu ie r t  
wurde stufenweise n i t  einer Reihe  yon  Phospha tpuf fe rn  n i t  kons t an t em 
p H - W e r t  (7,2), aber  s teigender Molarit~t.  Die E x t i n k t i o n  im E lua t  wurde 
bei p r~para t iver  Auf t rennung  bei 280 m~ und bei analyt iseher  Auf t rennung  
bei 210m~S,  11 gemessen. Bei mark ie r ten  P rapa ra t en  wurde die Radio-  
ak t iv i t~ t  mi t  e inem Gamma-Sz in t i l l a t ions -Spekt rometer  mi t  Bohrlochkris ta] l  
im Bereich yon 960 keV aufw~rts gemessen. 

4. G e l - F i l t r a t i o n  

Sephadex G-200 (Pharmaeia ,  Uppsala)  wurde  in 0,15m-NaC1-L6sung mi t  
Zusatz yon 0 ,02m-Phosphatpuffer  (pH 7,3--7,4) suspendiert .  Naeh  einigen 
Tagen  wurden  S~ulen von  1 em Durchmesser  bis zu 50 cm HShe geladen. Auf- 

lo S.  Graniclc, J. Biol. Chem. 146, 451 (1942). 
1~ .]I. P .  Tombs,  F .  Souter und  N .  F. .~Iaclagan,  Bioehem. J .  73, 167 

(1959). 
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getragen wurden 0,4--0,6 ml einer Ferritinl6sung. Eluiert wurde mit 0,15m- 
NaC1-L6sung, die 0,02m Phosphatpuffer (pH 7,3--7,4) enthielt. Gesammelt 
wurden bei einer DurchfluBgeschwindigkeit yon 0,5 ml/10 min. Fraktionen 
zu 0,5 ml. 

5. Gel-  u n d  P a p i e r - E l e k t r o p h o r e s e  

Die Gelelektrophorese in Polyacrylamid wurde in wesentlichen nach der 
Methode yon Ornstein durchgef~hrg 12, 23. Die Gelr6hrehen mal~en 6 • 0,5 cm. 
Es wurde nur  eine Gelschicht (600 mg Cyanogum 41 der Firma E. C. Apparatus 
Comp., Swarthmore [Pa.], auf 10 ml Puffer) mit  T r i s - - B o r s ~ u r e - P u f f e r  ( p i  9) 
verwendet. 

Konzentrierte Perritinl6sungen wurden niehb einpolym~risiert, sondern 
auf die Oberfl~che des Gels aufgetragen. Nach einer Stunde wurde das nieht 
eindiffundierte Ferrit in weggewaschen. GrSBere Mengen verd. L6sungen 
(bis zu 1 ml) wurden auf dem Gel mit Sephadex G-25 stabilisiert und an- 
schlieBend durch Elektrophorese in das Gel eingefiihrt. Es bildete sieh dabei 
zun/~chst an der obersten Gelschicht eine scharfe Startzone, wonach das 
Sephadex G-25-Gel entfernt wurde. Die Auftrennungen erfolgten bei einer 
Stromst/irke yon 1--1,5 mA pro R6hrchen in 60--90 Min. 

])as Ferrit in wurde mit  0,1proz. K4Fe(CI~)6-LSsung in 0,1m-HC1 ange- 
f/irbt. Anschliel]end wurde das Gel mit 5proz. Essigs~ure durchgewasehen. In  
einigen Versuehen erfolgte dazu parallel in anderen l%6hrehen die Protein- 
anfiirbung mit Amidosehwarz l0 B in 5proz. Essigs~iure mit  naehfolgendem 
Auswaschen des fibersehiissigen Farbstoffes mit ebenfalls 5proz. Essigs/iure. 

Die Paloierelektrophorese wurde in einem Apparat mit horizontaler Auf- 
h/~ngung der Streifen auf Papier yon Whatman (No. 1) in Michae l i s -Puf fer  
(pH 9,0, ~ = 0,1) durchgefiihrt. Die Trennzeit war bei einem Spannungs- 
gradienten von 3,8--3,9 V/cm 18--19 Stdn. Die Streifen wurden mit Amido- 
sehwarz angefiirbt. 

Fiir die Aktivit/itsmessung von markiertem Ferrit in nach erfolgter Pa- 
pierelektrolohorese wurde ein 7 cm breiter Streifen der Lange nach in die 
H~lfte geteilt, die eine t{~ilfte wurde mit  Amidosehwarz angef/irbt, die andere 
in 1 em breite Segmente geschnitten, die im Szin~illations-Spektrometer aus- 
gewertet wurden. 

E r g e b n i s s e  

Bei der f rakt ionier ten Ex t r ak t ion  yon  Rohferr i t in  aus Pferdemilz 
zeigten sich mit  1,1- un4  0 ,8m-Ammoniumsul fa t -L6sung zwei Haupt -  
peaks (Abb. 1). K]eine Mengen yon  Ferr i t in  ersehienen aueh in den Ex- 
t r ak ten  mit  1,4- und  0 ,5m-Ammoniumsu] ia t  u n d  mit  Wasser. Bei der 
Ex t r ak t i on  yon Rohferr i t in  aus menschlieher Milz wurde eine ~hnliche 
u  festgestellt, jedoch konn t en  bereits mi t  1,4 m-Ammoniumsul fa t  
betri~chtliche Mengen extrahier t  werden. Rinderferr i t in  dagegen zeigte 
bei der Ex t rak t ion  nur  einen deutl iehen Peak, n~mlieh mit  0,8 m-Ammo- 
niumsulfat ,  w/~hrend bei anderen Konzen t ra t ionen  nur  geringe Mengen 
extrahier t  wurden.  

1~ L.  Ornstein, Ann. New York Acad. Sci. 112, 321 (1964). 
1~ H,  Mich!  und A .  Pas tuszy~,  Mikrochim. Acta [Wien] 1963, 880. 
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Aus den Ex t rak ten  wurde das Ferri t in durch Erh6hung  der Ammo- 
niumsulfa t -Xonzentra t ion erneut  ausgefgllt, der Niedersehlag abzentri- 
fugiert und in Wasser gel6st. Naeh DiMyse und Einengen dutch  Perva- 
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Abb. 1. Fraktionierte Extraktion yon t~ohferritin aus Pferdemilz. Die mit 
I//////I bezeiehneten Fraktionen wurden ffir die weiteren Versuehe verwendet; 

siehe Text 

Abb. 2. Gelelektrophorese der Ammoniumsulfat-Extrakte von Pferdeferritin 
(s. Abb. 1) in Polyaerylamid. Angef/~rbt mit dem Ferroeyanid-Reagens 

porat ion wurden die P r o b e n - d u r c h  Gelelektrophorese untersucht.  Die 
einzelnen Ex t rak te  (Pferdeferritin) zeigten deutliehe Untersehiede in der 
Verteilung der Ferr i t in-Komponenten  (Abb. 2). Der , ,1 ,4m-Extrakt  ~' 
bestand aus ~.-Ferritin mit  nu t  geringen X~{engen der langsameren ~- und 
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y-Komponenten. Bei abnehmender Molarit/~t der Ammoniumsulfat- 
L6sung nahm der Anteil dieser Komponenten zu. Der 0,8 m-Extrakt war 
deutlieh an ~- und y-l~erritin angereiehert. ])as mit Wasser extrahierte 
Ferritin zeigte bei der Elektrophorese keine gut definierten Zonen, was 
vielleieht auf partielle Denaturierung zuriiekzufiihren ist. Mit Amido- 
sehwarz wurden in den 1,4m- und 0,5m-Extrakten sowie im Wasser- 
extrakt neben Ferritin beaehtliehe Mengen von nieht eisenh/iltigen Pro- 
teinen, die daher mit dem Ferroeyanid-I~eagens nieht anfgrbbar sind, 
naehgewiesen. In den 1,1 m- und 0,8m-Extrakten waren dagegen neben 
dem Ferritin nut  Spuren anderer Proteine enthalten. 

Die 0,Sin-, 1,1 m- und l f lm-Ext rakte  wurden mit radioaktivem Eisen 
(591~elII, 0,1--1 ~zC, spezif. Aktivit/~t 3 mCi/mg Fe) in 2~ris-Puffer (0,01 m, 
pI-I 7,0) einige Stunden bei Zimmertemperatur behandelt. Die Proben 
wurden dann gegen 0,02 m-Phosphatpuffer dialysiert und dureh Papier- 
und Gel-Elektrophorese in Polyaerylamid untersueht. 

Bei der Papierelektrophorese waren mehr als 70% des Radioeisens 
innerhalb der Ferritinzone lokalisiert. Geringe Aktivit/~ten, die vermutlieh 
dureh Adsorption yon Protein an Cellulose zu erklgren sind, traten aueh 
im Bereieh zwisehen der Ferritinzone and der Startlinie auf. Anorganisehe 
Eisenverbindungen bleiben bei dem hier Verwendeten Puffer - -  offenbar 
als Kolloide - -  auf der Startlinie zuriiek, doeh kann das Eisen dureh Kom- 
plexierung (z. ]3. mit EDTA) mobilisiert werden. ])as komplexierte Eisen 
wandert dann als gut definierte Bande sehneller als Ferritin. 

Bei der Gelelektrophorese wurde das radioaktive Ferritin zun/~ehst 
mit dem Ferroeyanid-Reagens angef/irbt. Danaeh wurde das Gel in 2 mm 
dieke Seheiben gesehnitten, die im Szintillationsz/~hler gemessen wurden. 
Die Verteilung der Aktivit/~t stimmte weitgehend mit der Verteilung der 
Anf/irbung iiberein (Abb. 3). 

Dieses Ergebnis der Gelelektrophorese zeigt, dab in bezug auf die Aus- 
tausehbarkeit des Eisens kein wesentlieher Untersehied zwisehen den 
einzelnen Ferritin-Komponenten besteht. 

Auf DEAE-Cellulose konnte Pferdeferritin (Serva) in mehrere Frak- 
tionen aufgetrennt werden (Abb. 4). Bei der stufenweisen Elution wurde 
ein Hauptpeak beim 0,12m-Phosphat-Puffer gefunden. Weitere Peaks 
zeigten sieh bei 0,08-, bei 0,2- und 0,3 m-Puffer, dagegen nur geringe Men- 
gen bei Puffern mit Molarits < 0,08. 

Naeh Inkubation yon Ferritin mit Radioeisen vor der Auftrennung 
wurde bei der DEAE-Chromatographie iln Bereieh 0,08--0,3 m Aktivit/it 
festgestellt. Die Akti/ ; tgtskurve verlief bei den 0,12-, 0,2- und 0,3 m-Peaks 
parallel zur Absorptlonskurve (280 m~z) (Abb. 4). Im 0,08m-Peak war 
Aktivit/~t nut  in der zweiten Hglfte des Protein-Peaks festzustellen, was 
auf die Anwesenheit yon Begleitproteinen hinweist. Aus den einzelnen 
Peaks wurden jeweils 2 ~  dem Maximum entspreehende Fraktionen 
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Abb. 3. Verteilung der Aktiviti~t naoh der Gelelektrophorese von Ammonium- 
stllfa~-Extra.kten aus Pferdeferrigin (siehe Abb. 1) nach l~{arkierung mit 59Fe 
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Abb. 4. DEAE-Chromatographie yon krist. Pferdeferritin (Serva). - -  Ex- 
Vinktion bei 280 m~J.; . . . .  Aktivit/it. Die mit I//////I bezeiehneten Fraktionen 

wurden fiir die Gelelektrophorese (Abb. 5) verwendet 

isoliert, dialysiert und durch Pervaporation eingeengt. Die aus den ver- 
schiedenen Peaks isolierten Ferritinfraktionen wanderten bei der Papier- 
elektrophorese mig derselben Deweglichkeit .  Die Akt iv i tg t  liel3 sich immer 
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als gut ausgepr/~gter Peak in tier Ferritinzone nachweisen. Eine geringe 
Aktivit//t t ra t  '~hnlieh wie bei unfraktioniertem Ferritin im Bereieh zwi- 
schen Proteinzone und der Startlinie auf. 

Dagegen zeigten sieh bei der Gelelektrophorese der dureh DEAE- 
Chromatographie isolierten Ferritinfraktionen (Abb. 4) deutliehe Unter- 
sehiede in der Verteilung der Ferri t in-Komponenten (Abb. 5). Der 0,08 m- 
Peak bestand nach Aussage der Gelelektrophorese nur aus ~-Ferritin. Der 
0,12 m-Peak wies neben ~-Ferritin bereits Spuren an ~-Ferritin auf. Mit 

Abb. 5. Gelelektrophorese yon DEAE-Chromatographie-Fraktionen yon 
krist. Pferdeferritin (Serva). A: Ausgangspr~parat; 1~: Rechromatographie 
der 0,12m-Fraktion, eluiert mit 0,12m-Puffer. Angef~rb~ mit dem Ferro- 

cyanid-Reagens 

0,2 m-Puffer wurden neben g- zus~tzlich ~- und mit dem 0,3 m-Puffer ~- 
uu4 7-Ferritin eluiert. Die geringen Mengen yon ~-Ferritin in der 0,12 m- 

Fraktion konnten durch Reehromatographie nicht entfernt werclen 
(Abb. 5: R). 

Aueh apoferritinfreies Pferdeferritin und Ferritinfraktionen naeh 
Extrakt ion mit  Ammoniumsulfat  aus Pferdemilz und Rindermilz wurden 
auf DEAE-Cellulose untersueht. Gewisse Untersehiede wurderl gefunden. 
So zeigten die 1,1m- und 0,8m-Extrakte yon Rohferritin aus Pferdemilz 
Unterschiede in den Absorptions- und Aktivit/~tskurven (Abb. 6a, b) 
sowohl untereinander als auch gegeniiber dem kristallisierten Pferde- 
ferritin (Abb. 4). Der Verlauf der Aktivit/~ts- und Absorptionskurven war 
jedoeh aueh hier parallel. 

Rinderferritin (0,8m-Ammoniumsulfat-Extrakt) wanderte bei der 
Papierelektrophorese langsamer als Pferdeferritin. Es zeigte im DEAE- 
Chromatogramm einen gr66eren Anteil yon Fraktionen, die bei kleinerer 
Molarit/~t des Puffers eluiert werden (Abb. 7) als die untersuehten Pferde- 
ferritin-Pr/~parate. Die Verteilung der Aktivit~t beweist, dai.~ diese Frak- 
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tionen aus Ferritin bestanden. Mehr als ein Drittel der Aktivit/~t wurde 
bereits bei der Molarit//t 0,1 eluiert. 

Bei der Gelfiltration wurden krist. Ferritin und Ferritinfraktionen aus 
Pferdemilz und menschlicher Milz naeh Extraktion mit Ammoniumsulfat  
untersueht. Stets wurde nut ein einziger Peak bei der Gel-Filtration ge- 

x,O- 

0,6- 

~6 

F 

~m I 

l,s 

o,5- 

gb 

x, I- AS- C-J, Irak! I 

j .....2 

J c - L ' t a - . :  J . _ X - . , i " - l ' " l  ~ I I I I ! i i I I " t " i - . l  

5 SO #S 2 #  

gOllY gOd,If 00d~ OZZ~I I 
Ptiosfi'~J~)/ife]" (pll 7,z 

0,8 X/I- f~z/r32/ 

E 70 $5 s 

/000 

BOG 

bOO 

~00 

z5 30 Fr~k//s/zep /Y~ 

7ZOO 

1000 

BOO 

E00 

~00 

200 
.o.. 

lli,i l:il 
25 30/-/'~.,~l'ionsiz Nr 

Abb. 6. DEAE-Chromatographie ~) der 1,1m- und b) der 0,8m-Ammonium- 
sulfat-Extrakte aus Pferdeferrit, in (siehe Abb. 1 ) . -  Extinktion bei 210 mv.; 

. . . . .  AktivitS~t 

funden (z. B. Fig. 8). Aus dem aufsteigenden Teil (A), der Mitre (M) und 
dem absteigenden Tell (E) dieses Peaks wurden jeweils zwei Fraktionen 
isoliert, dureh Pervaporation eingeengt und der Gelelektrophorese unter- 
worfen. Dabei wurden beachtliehe Untersehiede zwisehen A-, M- und 
E-Proben beobaehtet. Abb. 9 zeigt die Ergebnisse mit den 1,1m- und 
0,5m-Extrakten aus Pferdeferritin. Der aufsteigende Tell (A) des Peaks 
enthielt stets die langsameren ~-, y- und 8-Ferritine, w~hrend im ab- 
steigenden Teil (E) vorwiegend ~-Ferritin anzutreffen war. Das mit 
niedrigermolarem Ammoniumsulfat  extrahierte Pferdeferritin zeigte 
einen viel h6heren Anteil der langsameren Xomponenten.  
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Abb. 8. Gelfiltration auf Sephadex 
G-200 des 1,1m-Ammoniumsulfat-Ex- 
t raktes  aus Pferdeferritin (s. Abb. 1). 
Die mit  [//I///1 bezeiehneten Frakt ionen 
wurden als A-, M- und E-Proben fiir die 

Gelelektrophorese verwendet 

D i s k u s s i o n  

Die Anwendung  verschiedener  
F rak t ion ie rve r fah ren  ha t  gezeigt, 
dab  die bei der  Gelelektrophorese  
gefundenen F e r r i t i n - K o m p o n e n t e n  
sieh aueh beziiglieh der  L6slieh- 
kei t  und  des Verhal tens  bei der  
Chromatographie  und  der  Gel- 
F i l t r a t i on  unterseheiden.  Die 
Ergebnisse  der Ge l -F i l t r a t ion  
weisen auf Untersehiede  in der 
Molekii lgr6ge hin. Das Molekular-  
gewieht  des Fer r i t ins  liegt ober- 
ha lb  der  Ansschlul3grenze des 
Sephadex  G-200-Gels. Eine Auf- 
t r ennung  in einzelne Peaks  kann  
deshalb n ieht  e rwar te t  werden.  
J edoeh  ist  die M6glichkeit  einer 
par t ie l len  Anreicherung yon 
Pro te inen  oberhalb  der Ans- 
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schluggrenze des Gels bekannt 1~. So zeigte aueh dig geMektrophore- 
tische Untersuehung yon Proben aus verschiedenen Teilen des Filtra- 
tions-Peaks unterschiedliehe Anteile der einzelnen Ferritin-Xompo- 
nenten. 

Abb. 9a 

Abb. 9b 

Abb. 9. Gelelektrophorese nach Gelfiltration a) des 1,1m- und b) des O,5m- 
Ammoniumsulfat-Extra.ktes aus Pferdeferritin (s. Abb. 1). Angef~rbt mit dem 

Ferroeyanid-Reagens 

Sedimentationsa.nalysen yon Apoferritin-Komponenten naeh An- 
reieherung mittels pr~;parativer Elektrophorese fiihrten zur Annahme, dal3 
~- und 7-Ferritin das Dimer bzw. das Trimer des monomeren e-Ferritins 
sind s. In einer vor kurzem ver6ffentliehten Arbeit an Pferdeferritin konnte 
ebenfalls nut ein einziger Filtrations-Peak auf Sephadex G-200 erhalten 
werden; die elektrophoretisehen Komponenten des Apoferritins und aueh 
des Ferritins waren in versehiedenen Teilen des Filtrations-Peaks teilweise 
getrennt 7. 

a4 2P. Flocl'i'n, Dextran Gels and their Application in Gel Filtration, 
Uppsala 1962. 
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Das Verhalten yon Ferritin auf DEAE-Cellulose ls sich ebenfalls 
zum Teil dureh Annahme yon Aggregaten erkl~ren. Bei einer homologen 
Reihe yon Molekiilen mit gleieher Ladungsdiehte ist zu erwarten, dag die 
gr6Beren l~{olekiile st//rker als die kleineren Molekiile an ionenaustauseher 
gebunden werden. Die Chromatographic yon Proteinen beweist die MSg- 
lichkeit einer Differenzierung nach der Molekiilgr6Be 1~, 16. W/ihrend 
~-Ferritin aus Pferdemilz bereits mit  0,08m- und 0,12m-Puffer eluiert 
wird, kommen das dimere bzw. trimere ~- und 7-Ferritin erst im :Bereieh 
0,2--0,3 m aus der S//ule (Abb. 5). Auger der Molekiilgr6fte spielt natiir- 
lieh auch die Ladung eine Rolle. So zeigt ein Vergleieh der DEAE-Auf- 
trennung yon Pferdeferritin mit  Rinderferritin, dal~ die Elution in um- 
gekehrter Reihenfolge zur elektrophoretisehen Bewegliehkeit erfolgt. 

Die fraktionierte Extrakt ion eines Proteinniedersehlages ermSglieht 
eine bessere Auftrennung als das Aussalzen 17, 18. Die ~-, 7- und ~-Kompo- 
nenten wurden erst mit  geringeren Molaritgten des Salzes extrahiert. Das 
~-Ferritin war allerdings fiber den ganzen Extraktionsbereieh verteilt. Zwar 
ist es mit  dieser Methode nicht gelungen, einzelne Bestandteile in reiner 
Form zu isolieren, doch beweisen die Ergebnisse mit  der Gelelektro- 
phorese (Abb. 2) und besonders der Gel-Filtration der Ammonium- 
sulfat-Extrakte (Abb. 9), dag mittels der fraktionierten Extrakt ion eine 
gute Anreicherung einzelner Bestandteile m6glich ist. Die h{ethode kSnnte 
yon pr~parativer Bedeutung sein. 

Austausch mit radioaktivem Eisen hat es ermSglicht, Ferritin bei 
Auftrennung neben Begleitproteinen spezifisch nachzuweisen, wobei die 
Verteilung der Aktivit/it dem AusmaB der Anf/~rbung durch das Ferro- 
cyanid-Reagens parallel geht. 

Wir danken Herrn Prof. Dr. E.  B r o d a  fiir sein Interesse, der Sonn- 
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