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Die Anwendung verschiedener Fraktionierverfahren zeigt, daB3
die bei der Gelelektrophorese in Polyacrylamid gefundenen Ferri-
tin-Komponenten sich auch bezlglich der Léslichkeit, der chroma-
tographischen Eigenschaften und des Verhaltens bei der Gelfiltra-
tion auf Sephadex G-200 unterscheiden. Das Ferritin wurde mit
Ferrocyanid oder — nach Austausch mit 59Fe — durch die
Aktivitdt identifiziert. Bei der Extraktion eines Niederschlages
von Ferritin mit Ammoniumsulfatlésungen fallender Molaritidt war
das o-Ferritin Uber den ganzen Extraktionsbereich verteilt. Die
B-, y- und 3-Ferritine wurden in zunehmender Menge mit Losun-
gen fallender Molaritit extrahiert.

Es wurden Unterschiede in der Extraktion von Ferritin ver-
schiedenen Ursprungs (Pferd, Rind, Mensch) festgestellt. Bei der
Chromatographie von Ferritin auf DEAE-Cellulose wurden
mehrere Peaks erhalten. Bei der Papierelektrophorese wanderte
das Ferritin verschiedener chromatographischer Peaks mit
identischer Beweglichkeit, wéhrend sich bei der QGelelektro-
phorese deutliche Unterschiede in der Verteilung der Ferritin-
Komponenten dieser Peaks zeigten. Eine partielle Trennung
der Ferritin-Komponenten konnte auch bei der Gelfiltration er-
reicht werden. Der aufsteigende Teil des einzigen Peaks enthielt
die elektrophoretisch langsameren (-, y- und 3-Ferritine, im
absteigenden Teil des Peaks war das «-Ferritin lokalisiert. Dieses
Ergebnis weist auf Unterschiede in der Molekiilgro8e der
Komponenten hin.

The application of different fractionation procedures has
shown that ferritin components separated by gel electrophoresis
in polyacrylamide differ in respect to solubility and to behaviour
in chromatography and gel filtration on Sephadex (-200. The
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ferritin has been identified with ferrocyanid or—after exchange
with 3*Fe—Dby its radiation. On extraction of a ferritin precipitate
with solutions of ammonium sulphate of decreasing molarity
a-ferritin was distributed over the whole extraction range. The
slower B-, v- und 8-ferritins appeared in increasing amounts in
solutions of decreasing molarities. Differences were observed in
the extraction of ferriting of different origin (horse, beef, human).
Chromatography of ferritin on DEAE cellulose gave several
peaks. In paper electrophoresis, the mobility of the chromato-
graphically different ferritins was the same. In gel electro-
phoresis, however, differences in the distribution of the ferritin
components of these peaks were found. A partial separation of the
different, ferritin components was also obtained in gel filtration.
The leading part of the only peak contained the $-, y- and
3-components, while a-ferritin was found in the trailing part. This
result may be ascribed to differences in the molecular sizes of
the components.

Bei der Gel-Elektrophorese von Ferritin in Stérke und in Polyacryl-
amid wurde gefunden, daf es aus mehreren Bestandteilen (e, 8, v, manch-
mal auch § und ¢) besteht1—3. Diese Bezeichnung gibt die Reihenfolge der
elektrophoretischen Geschwindigkeit an. Auch das Apoferritin erwies sich
als heterogen3-5. Auf Grund von Sedimentationsanalysen wird ange-
nommen, daB Ferritin in aggregierter Form vorkommen kann® 7. Die
Natur der Bindung in diesen Aggregaten ist unbekannt; es ist auch bisher
nicht gelungen, diese Aggregate zu dissoziieren. Serologisch sind die elektro-
phoretisch unterschiedenen Ferritin-Komponenten identisch3.

In der vorliegenden Arbeit wurde das Verhalten von Ferritin bei An-
wendung verschiedener Fraktionierverfahren verglichen. Drei Methoden
wurden gewihlt, die sich auf verschiedene Eigenschaften der Molekiile
stiitzen: 1. Extraktion des Proteinniederschlages mit Ammoniumsulfat-
Lésungen verschiedener Molaritét, 2. Chromatographie auf DEAR-Cellu-
lose, und 3. Gel-Filtration auf Sephadex G-200. Der Trenneffekt, der mit
diesen verschiedenen Methoden erzielt wurde, wurde durch Elektro-
phorese in Polyacrylamid iiberpriift. Radioaktives Eisen (5°Fe) wurde
éfters angewandt, um das Ferritin zu lokalisieren, wie dies bereits in Ver-
suchen mit Ferritin aus Gewebekulturen getan wurde®: ®.
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Material und Methoden
1. Ferritinpréparate

Die meisten Versuche wurden mit Ferritin durchgefiihrt, das von uns aus
Pferdemilz isoliert wurde. Daneben wurde auch kristallisiertes Pferdeferritin
(2x, Cd-frei) der Firma Serva, Heidelberg, verwendet. Apoferritinfreies
Pferdeferritin wurde freundlicherweise von Dr. R. Kopp (Freiburg i. B.) zur
Verfligung gestellt. Fiir einige Versuche wurde auch Ferritin aus mensch-
licher Milz oder Rindermilz gewonnen.

2. Extraktion mit Ammoniumsulfat-Lésungen

Die Isolierung von Ferritin wurde in den ersten Stufen nach der Methode
von Granick® vorgenommen. Nach dem Erhitzen auf 80° C und anschlieBender
Filtration wurde zu dem Milzextrakt Ammoniumsulfat (30 g/100 ml) hinzu-
gefiigt. Der erhaltene Niederschlag wurde gesammelt und in Wasser auf-
gelost, die 3—>5fache Menge des Gewichtes des feuchten Niederschlages an
Cellulose-Pulver (Schleicher & Schiill Nr. 123) wurde zu dieser Lodsung zuge-
geben und das Ferritin durch Zusatz von Ammoniumsulfat bis zur
Konzentration 2,5m erneut ausgefillt. Cellulose wurde anstatt Kieselgur als
inerter Trager verwendet, da sie schnelleren Durchflufl erméglicht. Die Sus-
pension wurde entliiftet und in eine Sdule (3 cm &) bis zu einer Héhe von
15 em gefilllt. Anschlieend wurde mit einer Reihe von Ammoniumsulfat-
Losungen fallender Molaritét eluiert, und zwar entsprach das Volumen
jeder Losung dem 3—>5fachen Sdulenvolumen. Gesammelt wurden bei einer
DurchfluBgeschwindigkeit von 8 ml/10 min. Fraktionen zu 8§ ml,

3. DEAE-Chromatographie

Die DEAZE.-Cellulose (Didthylaminodthylcellulose, Serva Entwicklungs-
labor, Heidelberg) wurde mit 0,3m-NaOH, 0,3m-HCl und 0,3m-Phosphat-
puffer (KH2PO4 + NagHPO,, pH 7,2) gewaschen und mit 0,01m-Phosphat-
puffer (pH 7,2) ins Gleichgewicht gebracht. Fur préparative Trennungen
wurden S#dulen mit 1,8 em Durchmesser bis zu einer Hoéhe von 18 em, fir
analytische Trennungen Sdulen mit 0,7 emm Durchmesser bis zu einer Hohe
von 10 cm geladen. Alle Ferritin-Losungen wurden, bevor sie auf die Sdule
aufgetragen wurden, gegen 0,01 m-Phosphatpuffer (pH 7,2) dialysiert. Eluiert
wurde stufenweise mit einer Reihe von Phosphatpuffern mit konstantem
pH-Wert (7,2), aber steigender Molaritdt. Die Extinktion im Eluat wurde
bel préparativer Auftrennung bei 280 my und bei analytischer Auftrennung
bei 210 mu 11 gemessen. Bei markierten Préaparaten wurde die Radio-
aktivitét mit einem Gamma-Szintillations-Spektrometer mit Bohrlochkristall
im Bereich von 960 keV aufwirts gemessen.

4. Gel-Filtration

Sephadex G-200 (Pharmacia, Uppsala) wurde in 0,15m-NaCl-Losung mit
Zusatz von 0,02m-Phosphatpuffer (pH 7,3—7,4) suspendiert. Nach einigen
Tagen wurden Siulen von 1 em Durchmesser bis zu 50 cm Hohe geladen. Auf-

1o S. Granick, J. Biol. Chem. 146, 451 (1942).
U M. P.Tombs, F.Souter und N. F. Maclagan, Biochem. J. 73, 167
(1959).



350 H. Paschinger und B.J.Radola: [Mh. Chem., Bd. 99

getragen wurden 0,4—0,6 ml einer Ferritinlosung. Eluiert wurde mit 0,15m-
NaCl-Losung, die 0,02m Phosphatpuffer (pH 7,8—7,4) enthielt. Gesammelt
wurden bei einer DurchfluBgeschwindigkeit von 0,5 ml/10 min. Fraktionen
zu 0,5 ml.

5. Gel- und Papier-Elektrophorese

Die Gelelektrophorese in Polyacrylamid wurde in wesentlichen nach der
Methode von Ornstein durchgefiihrt® 3. Die Gelrdhrchen mafBen 6 x 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 Tris—Borsdure-Puffer (pH 9)
verwendet.

Konzentrierte Ferritinlosungen wurden nicht einpolymarisiert, sondern
auf die Oberfléche des Gels aufgetragen. Nach einer Stunde wurde das nicht
eindiffundierte Ferritin weggewaschen. GroéBere Mengen verd. Lésungen
(bis zu 1 ml) wurden auf dem Gel mit Sephadex G-25 stabilisiert und an-
schliefend durch Elektrophorese in das Gel eingefiithrt. Es bildete sich dabei
zunéichst an der obersten Gelschicht eine scharfe Startzone, wonach das
Sephadex G-25-Gel entfernt wurde. Die Auftrennungen erfolgten bei einer
Stromstéarke von 1—1,5 mA pro Rohrehen in 60-—90 Min.

Das Ferritin wurde mit 0,1proz. K4Fe(CN)g-Losung in 0,1m-HCLl ange-
farbt. Anschlieend wurde das Gel mit 5proz. Essigsdure durchgewaschen. In
einigen Versuchen erfolgte dazu parallel in anderen Réhrchen die Protein-
anfarbung mit Amidoschwarz 10 B in 5proz. Essigséure mit nachfolgendem
Auswaschen des tiberschiissigen Farbstoffes mit ebenfalls 5proz. Essigsdure.

Die Papierelektrophorese wurde in einem Apparat mit horizontaler Auf-
héangung der Streifen auf Papier von Whatman (No. 1) in M<chaelis-Puffer
(pH 9,0, u = 0,1) durchgefuhrt. Die Trennzeit war bei einem Spannungs-
gradienten von 3,8—3,9 V/em 18—19 Stdn. Die Streifen wurden mit Amido-
schwarz angefdrbt.

Fir die Aktivitdtsmessung von markiertem Ferritin nach erfolgter Pa-
pierelektrophorese wurde ein 7 cm breiter Streifen der Liénge nach in die
Hilfte geteilt, die eine Hilfte wurde mit Amidoschwarz angeférbt, die andere
in 1 em breite Segmente geschnitten, die im Szintillations-Spektrometer aus-
gewertet wurden.

Ergebnisse

Bei der fraktionierten Extraktion von Rohferritin aus Pferdemilz
zeigten sich mit 1,1- und 0,8 m-Ammoniumsulfat-Losung zwei Haupt-
peaks (Abb. 1). Kleine Mengen von Ferritin erschienen auch in den Ex-
trakten mit 1,4- und 0,5 m-Ammoniumsulfat und mit Wasser. Bei der
Extraktion von Rohferritin aus menschlicher Milz wurde eine dhnliche
Verteilung festgestellt, jedoch konnten bereits mit 1,4 m-Ammoniumsulfat
betrichtliche Mengen extrahiert werden. Rinderferritin dagegen zeigte
bei der Extraktion nur einen deutlichen Peak, ndmlich mit 0,8 m-Ammo-
niumsulfat, wihrend bei anderen Konzentrationen nur geringe Mengen
extrahiert wurden.

12 [,. Ornstein, Ann. New York Acad. Sci. 112, 321 (1964).
18 H., Michl und 4. Pastuszyn, Mikrochim. Acta [Wien] 1963, 830.
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Aus den Extrakten wurde das Ferritin durch Erhéhung der Ammo-
niumsulfat-Konzentration erneut ausgeféllt, der Niederschlag abzentri-
fugiert und in Wasser geldst. Nach Dialyse und Einengen durch Perva-
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Abb. 1. Fraktionierte Extraktion von Rohferritin aus Pferdemilz. Die mit
[/} bezeichneten Fraktionen wurden fur die weiteren Versuche verwendet;
siehe Text
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Abb. 2. Gelelektrophorese der Ammoniumsulfat-Extrakte von Pferdeferritin
(s. Abb. 1) in Polyacrylamid. Angefdrbt mit dem Ferrocyanid-Reagens

poration wurden die Proben- durch Gelelektrophorese untersucht. Die
einzelnen Extrakte (Pferdeferritin) zeigten deutliche Unterschiede in der
Verteilung der TFerritin-Komponenten (Abb.2). Der ,,1,4m-Extrakt”
bestand aus «-Ferritin mit nur geringen Mengen der langsameren - und
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v-Komponenten. Bei abnehmender Molaritdit der Ammoniumsulfat-
Lésung nahm der Anteil dieser Komponenten zu. Der 0,8 m-Extraks war
deutlich an (- und vy-Ferritin angereichert. Das mit Wasser extrahierte
Ferritin zeigte bei der Elektrophorese keine gut definierten Zonen, was
vielleicht auf partielle Denaturierung zuriickzufiihren ist. Mit Amido-
schwarz wurden in den 1,4m- und 0,5m-Extrakten sowie im Wasser-
extrakt neben Ferritin beachtliche Mengen von nicht eisenhaltigen Pro-
teinen, die daher mit dem Ferrocyanid-Reagens nicht anfédrbbar sind,
nachgewiesen. In den 1,1m- und 0,8 m-Extrakten waren dagegen neben
dem Ferritin nur Spuren anderer Proteine enthalten.

Die 0,8m-, 1,1 m- und. 1,4 m-Extrakte wurden mit radioaktivem Eisen
(39Felll, 0,1—1 uC, spezif. Aktivitdt 3 mCijmg Fe) in Tris-Puffer (0,01 m,
pH 7,0) einige Stunden bei Zimmertemperatur behandelt. Die Proben
wurden dann gegen 0,02 m-Phosphatpuffer dialysiert und durch Papier-
und Gel-Elektrophorese in Polyacrylamid untersucht.

Bei der Papierelektrophorese waren mehr als 709, des Radioeisens
innerhalb der Ferritinzone lokalisiert. Geringe Aktivitdten, die vermutlich
durch Adsorption von Protein an Cellulose zu erklédren sind, traten auch
im Bereich zwischen der Ferritinzone und der Startlinie auf. Anorganische
Eisenverbindungen bleiben bei dem hier verwendeten Puffer — offenbar
als Kolloide — auf der Startlinie zuriick, doch kann das Eisen durch Kom-
plexierung (z. B. mit EDT A4) mobilisiert werden. Das komplexierte Eisen
wandert dann als gut definierte Bande schneller als Ferritin.

Bei der Gelelektrophorese wurde das radicaktive Ferritin zunéchst
mit dem Ferrocyanid-Reagens angefdrbt. Danach wurde das Gel in 2 mm
dicke Scheiben geschnitten, die im Szintillationszéhler gemessen wurden.
Die Verteilung der Aktivitat stimmte weitgehend mit der Verteilung der
Anfirbung iiberein (Abb. 3).

Dieses Ergebnis der Gelelektrophorese zeigt, dafl in bezug auf die Aus-
tauschbarkeit des Eisens kein wesentlicher Unterschied zwischen 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 0,12 m-Phosphat-Puffer gefunden. Weitere Peaks
zeigten sich bei 0,08-, bei 0,2- und 0,3 m-Puffer, dagegen nur geringe Men-
gen bei Puffern mit Molaritit << 0,08.

Nach Inkubation von Ferritin mit Radioeisen vor der Auftrennung
wurde bei der DEAE-Chromatographie im Bereich 0,08—0,3 m Aktivitit
festgestellt. Die Akti /itétskurve verlief bei den 0,12-, 0,2- und 0,3 m-Peaks
parallel zur Absorptionskurve (280 my) (Abb. 4). Im 0,08 m-Peak war
Aktivitdt nur in der zweiten Hilfte des Protein-Peaks festzustellen, was
auf die Anwesenheit von Begleitproteinen hinweist. Aus den einzelnen
Peaks wurden jeweils 2—4 dem Maximum entsprechende Fraktionen
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Abb. 3. Verteilung der Aktivitit nach der Gelelektrophorese von Ammonium-
sulfat-Extrakten aus Pferdeferritin (siehe Abb. 1) nach Markierung mit 59Fe
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Abb. 4. DEAE-Chromatographie von krist. Pferdeferritin (Serva). Ex-
tinktion bei 280 mu; - - - - Aktivitdt. Die mit [//////] bezeichneten Fraktionen
wurden fir die Gelelektrophorese (Abb. 5) verwendet

isoliert, dialysiert und durch Pervaporation eingeengt. Die aus den ver-
schiedenen Peaks isolierten Ferritinfraktionen wanderten bei der Papier-
elektrophorese mit derselben Beweglichkeit. Die Aktivitit lieBl sich immer
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als gut ausgeprégter Peak in der Ferritinzone nachweisen. Eine geringe
Aktivitdt trat dhnlich wie bei unfraktioniertem Ferritin im Bereich zwi-
schen Proteinzone und der Startlinie auf.

Dagegen zeigten sich bei der Gelelektrophorese der durch DEAE-
Chromatographie isolierten Ferritinfraktionen (Abb. 4) deutliche Unter-
schiede in der Verteilung der Ferritin-Komponenten (Abb. 5). Der 0,08 m-
Peak bestand nach Aussage der Gelelektrophorese nur aus «-Ferritin. Der
0,12 m-Peak wies neben o-Ferritin bereits Spuren an B-Ferritin auf. Mit
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Abb. 5. Gelelektrophorese von DEAE-Chromatographie-Fraktionen von

krist. Pferdeferritin (Serva). A: Ausgangspréaparat; R: Rechromatographie

der 0,12m-Fraktion, eluiert mit 0,12m-Puffer. Angefirbt mit dem Ferro-
cyanid-Reagens

0,2 m-Puffer wurden neben a- zusédtzlich 8- und mit dem 0,3 m-Puffer B-
und, y-Ferritin eluiert. Die geringen Mengen von f-Ferritin in der 0,12 m-
Fraktion konnten durch Rechromatographie nicht entfernt werden
(Abb. 5: R).

Auch apoferritinfreies Pferdeferritin und. Ferritinfraktionen nach
Extraktion mit Ammoniumsulfat aus Pferdemilz und Rindermilz wurden
auf DEAE-Cellulose untersucht. Gewisse Unterschiede wurden gefunden.
So zeigten die 1,1m- und 0,8 m-Extrakte von Robferritin aus Pferdemilz
Unterschiede in den Absorptions- und Aktivitdtskurven (Abb. 6a,b)
sowohl untereinander als auch gegeniiber dem kristallisierten Pferde-
ferritin (Abb. 4). Der Verlauf der Aktivitits- und Absorptionskurven war
jedoch auch hier parallel.

Rinderferritin (0,8 m-Ammoniumsulfat-Extrakt) wanderte bei der
Papierelektrophorese langsamer als Pferdeferritin. Es zeigte im DEAE-
Chromatogramm einen gréfieren Anteil von Fraktionen, die bei kleinerer
Molaritat des Puffers eluiert werden (Abb. 7) als die untersuchten Pferde-
ferritin-Priparate. Die Verteilung der Aktivitdt beweist, dall diese Frak-
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tionen aus Ferritin bestanden. Mehr als ein Drittel der Aktivitdt wurde
bereits bei der Molaritat 0,1 eluiert.

Bei der Gelfiltration wurden krist. Ferritin und Ferritinfraktionen aus
Pferdemilz und menschlicher Milz nach Extraktion mit Ammoniumsulfat
untersucht. Stets wurde nur ein einziger Peak bei der Gel-Filtration ge-
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Abb. 6. DEAE-Chromatographie a) der 1,1m- und b) der 0,8m-Ammonium-
sulfat-Extrakte aus Pferdeferritin (siehe Abb. 1). Extinktion bei 210mu.;
----- Aktivitat

funden (z. B. Fig. 8). Aus dem aufsteigenden Teil (A), der Mitte (M) und
dem absteigenden Teil (E) dieses Peaks wurden jeweils zwei Fraktionen
isoliert, durch Pervaporation eingeengt und der Gelelektrophorese unter-
worfen. Dabei wurden beachtliche Unterschiede zwischen A-, M- und
E-Proben beobachtet. Abb. 9 zeigt die Ergebnisse mit den 1,1m- und
0,5 m-Extrakten aus Pferdeferritin. Der aufsteigende Teil (A) des Peaks
enthielt stets die langsameren (-, y- und J-Ferritine, wihrend im ab-
steigenden Teil (E) vorwiegend o-Ferritin anzutreffen war. Das mit
niedrigermolarema  Ammonivmsulfat extrahierte Pferdeferritin zeigte
einen vie] hoheren Anteil der langsameren Komponenten.
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Abb. 7. DEAE-Chromatographie von Rinderferritin (O,Sm-Ammoniumsulfat-
Extrakt von Rohferritin aus Rindermilz). Extinktion bei 210 my;
----- Aktivitat

Diskussion

Die Anwendung verschiedener
Fraktionierverfahren hat gezeigt,
daB die bei der Gelelektrophorese
gefundenen Ferritin-Komponenten

20

§“ sich auch beziiglich der Léslich-
~§ keit und des Verhaltens bei der
N Chromatographie und der Gel-
§ Filtration  unterscheiden.  Die
R Ergebnisse  der  Gel-Filtration

weisen auf Unterschiede in der
Molekiilgr6Be hin. Das Molekular-
gewicht des Ferritins liegt ober-
halb der AwusschluBgrenze des

— 5552 = ' 88 2 e :
Frokrianen A, Sephadex (G-200-Gels. Eine Auf-

Abb. 8. Gelfiltration auf Sephadex trennung in einzelne Peaks kann
G-200 des 1,lm-Ammoniumsulfat-EX- geghalb mnicht erwartet werden.
traktes aus Pferdeferritin (s. Abb. 1). Jedoch ist die Moglichkeit einer

Die mit 1//[///] bezeichneten Fraktionen
wurden als A-, M- und E-Proben fir die
Gelelektrophorese verwendet

partiellen ~ Anreicherung  von
Proteinen oberhalb der Aus-
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schluflgrenze des Gels bekannt!4, So zeigte auch die gelelektrophore-
tische Untersuchung von Proben aus verschiedenen Teilen des Filtra-
tions-Peaks unterschiedliche Anteile der einzelnen Ferritin-Kompo-
nenten.

=

L A4

Abb. 9a

z.‘[

=
Abb. 9b

Abb. 9. Gelelektrophorese nach Gelfiltration a) des 1,1m- und b) des 0,5m-
Ammoniumsulfat-Extraktes aus Pferdeferritin (s. Abb. 1). Angefdrbt mit dem
Ferrocyanid-Reagens

Sedimentationsanalysen von Apoferritin-Komponenten nach An-
reicherung mittels préparativer Elektrophorese fithrten zur Annahme, daB
8- und y-Ferritin das Dimer bzw. das Trimer des monomeren o-Ferritins
sind 8. In einer vor kurzem verdffentlichten Arbeit an Pferdeferritin konnte
ebenfalls nur ein einziger Filtrations-Peak auf Sephadex G-200 erhalten
werden; die elektrophoretischen Komponenten des Apoferritins und auch
des Ferritins waren in verschiedenen Teilen des Filtrations-Peaks teilweise
getrennt”.
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Das Verhalten von Ferritin auf DEAE-Cellulose 148t sich ebenfalls
zum Teil durch Annahme von Aggregaten erkliren. Bei einer homologen
Reihe von Molekiilen mit gleicher Ladungsdichte ist zu erwarten, daf} die
grofleren Molekiile stiarker als die kleineren Molekiile an Tonenaustauscher
gebunden werden. Die Chromatographie von Proteinen beweist die Mog-
lichkeit einer Differenzierung nach der MolekiilgroBels, 6, Wihrend
o-Ferritin aus Pferdemilz bereits mit 0,08 m- und 0,12 m-Puffer eluiert
wird, kommen das dimere bzw. trimere 8- und y-Ferritin erst im Bereich
0,2—0,3m aus der Sdule (Abb. 5). Aufler der Molekiilgr6Be spielt natiir-
lich auch die Ladung eine Rolle. So zeigt ein Vergleich der DEAE-Auf-
trennung von Pferdeferritin mit Rinderferritin, dafl die Elution in um-
gekehrter Reihenfolge zur elektrophoretischen Beweglichkeit erfolgt.

Die fraktionierte Extraktion eines Proteinniederschlages erméglicht
eine bessere Auftrennung als das Aussalzen'?- 18, Die 8-, y- und §-Kompo-
nenten wurden erst mit geringeren Molaritédten des Salzes extrahiert. Das
a-Ferritin war allerdings iiber den ganzen Extraktionsbereich verteilt. Zwar
ist es mit dieser Methode nicht gelungen, einzelne Bestandteile in reiner
Form zu isolieren, doch beweisen die Ergebmnisse mit der Gelelektro-
phorese (Abb.2) und besonders der Gel-Filtration der Ammonium-
sulfat-Extrakte (Abb. 9), daB mittels der fraktionierten Extraktion eine
gute Anreicherung einzelner Bestandteile méglich ist. Die Methode konnte
von préparativer Bedeutung sein.

Austausch mit radioaktivem KEisen hat es ermoglicht, Ferritin bei
Auftrennung neben Begleitproteinen spezifisch nachzuweisen, wobei die
Verteilung der Aktivitdt dem Ausmal der Anférbung durch das Ferro-
cyanid-Reagens parallel geht.
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