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Human Erythrocyte Membrane, Protein III, Isolation

The paper describes a method for the large-scale isolation of protein III (protein E, major
intrinsic protein) from the human erythrocyte membrane with little expenditure of time. By treat-
ment of the erythrocyte ghosts with deluted HCI at pH 2.3 and 0 °C some membrane proteins
can be extracted. From the remaining “rest”-membranes, whose major constituents, besides phos-
pholipides, are protein PAS-1, other carbohydrate containing proteins and protein III, the latter
can be separated in pure form by means of gel filtration. The paper reports on the amount, purity
and possible structural modifications of the protein III obtained by this isolation method.

Einleitung

Der Proteinanteil der menschlichen Erythrocyten-
Membran kann mittels der SDS-Polyacrylamidgel-
Elektrophorese in etwa 7 grollere Banden aufge-
trennt werden!. Das Protein III! (Protein E?2,
Protein a 3, major intrinsic Protein ) mit einem MG
von ca. 90000 Dalton macht etwa 25% des Protein-
anteiles aus®. Als sogenanntes ,,integral“ oder ,,in-
trinsic“ Protein ® ist es entscheidend am Zusammen-
halt der Membranstruktur beteiligt. Deshalb muf}
auch bei allen Methoden zu seiner Isolierung® %7
die Membran mittels Detergentien desintegriert
werden. Markierungsbefunde ergeben, da} es die
Membran von auflen nach innen durchsetzt3. Nach
neueren Studien soll es das Membran-,,core“ min-
destens 2mal queren, was durch eine vermutete S-
artige Form ermoglicht werden soll 8. Weitere Stu-
dien iiber den chemischen Aufbau dieses Proteins
oder iiber seine Stellung innerhalb der iibrigen
Membranbestandteile konnten die Vorstellungen
tiber die Struktur der Erythrocytenmembran erwei-
tern. Dazu ist seine Isolierung in grofleren Mengen
erforderlich. Hier soll eine Methode beschrieben
werden, die es sich zunutze macht, dafl durch Be-
handlung mit verdiinnter HCl ein Teil der Mem-
branproteine aus den Ery-ghosts extrahiert werden
kann?. Das Protein III verbleibt, neben anderen
Proteinen, in der Restmembran und kann nach Lo-
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sen dieser Restmembran in SDS durch Gelfiltration
abgetrennt werden.

Material und Methoden

Membran Isolierung: Als Ausgangsmaterial
diente 3 —5 Tage altes menschliches Citratblut.
250 ml davon wurden zur Entfernung der Plasma-
bestandteile und der Leukocyten 4mal mit je 400 ml
5mM Na-Phosphat + 0,15M NaCl pH 8,0 durch
Zentrifugieren bei 1000 x g fir 20 min gewa-
schen 1%, Der Gehalt an Leukocyten wurde nach je-
der Waschung mit dem Mikroskop kontrolliert. Die
Membranisolierung erfolgte nach der Methode von
Steck et al.°. Nach 4maligem Waschen in je 600 ml
5mM Na-Phosphat pH 8,0 durch Zentrifugieren
bei 25000 x g fiir 15min wurden die erhaltenen
Ery-ghosts zur weiteren Verarbeitung verwendet.

HCl-Extraktion: Die Ery-ghosts wurden mit eis-
kaltem 5 mwm Na-Phosphat pH 8 bis zu einer Pro-
teinkonzentration von ca. 0,2 mg/ml verdiinnt. An-
schlieBend wurde der Suspension tropfenweise unter
starkem Riithren 1 N HCI zugesetzt, bis ein pH von
2,3 — 2,4 erreicht war. Danach wurde unter standi-
gem leichten Riihren 12 Stunden bei 0 °C stehen-
gelassen. Nach dieser Zeit wurde durch Zentrifugie-
ren fiir 20 min bei 4000 g und 0°C der klare
Uberstand entfernt und der sedimentierte Membran-
rest 2mal mit 5 mM Na-Phosphatpuffer pH 2,4 (mit
1~ HCl auf diesen pH-Wert hintitriert) auf die-
selbe Art gewaschen. Schliefllich wurde der Mem-
branrest in 5 mM Na-Phosphatpuffer pH 8, welcher
5 mmol f-Mercaptoathanol und 1 mmol EDTA pro
Liter sowie 1% SDS (SERVA, Heidelberg, Deutsch-
land) enthalt, gelost.
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Chromatographie: Die chromatographische Auf-
trennung wurde mit Sephadex G 150 (Pharmacia,
Uppsala, Schweden) in Sdulen von der Dimension
150 x 1,5 cm  durchgefiihrt. Zum Aquilibrieren
wurde ein 5mM Na-Phosphatpuffer, der zusitzlich
5 mmol f-Mercaptodthanol + 1 mmol EDTA pro Li-
ter sowie 1% SDS enthilt, verwendet. Die pro Lauf
verwendete Probenmenge betrug 5ml. Die Elution
erfolgte mit demselben Puffer wie zum Aquilibrie-
ren verwendet bei einer FlieBrate von 8 —10ml/
Stunde. Das Eluat wurde in 1,7 ml Fraktionen ge-
sammelt und der Proteingehalt bei 1 =280 nm oder
nach Lowry 26 vermessen, wobei Rinderserumalbu-
min (BSA) als Referenzprotein verwendet wurde.
Die Rechromatographie wurde in derselben Weise
durchgefiihrt.

SDS-Polyacrylamidgel - Elektrophorese (SDS-PA-
GE) : Sie wurde nach der Methode von Fairbanks
et al.! mit 5,5-prozentigem Gel durchgefiihrt (alle
Chemikalien: Schuchard, Miinchen, Deutschland).
Bei 6 mA/Gel und einer daraus resultierenden Span-
nung von 60V betrug die Laufzeit fiir eine Strecke
von etwa 7cm ca. 2 Stunden. Gefdarbt wurde 14
Stunden mit 0,05-prozentigem Coomassie Brillant-
blau R 250 (in H,O : n-Propanol : Eisessig = 6,5
:2,5:1) und entfarbt mit 10-prozentiger Essig-
sdure. Der Kohlehydratnachweis wurde mit der
PAS-Fiarbung nach der Methode von Zacharius et
al. 12 durchgefiihrt.

Messung der HCl-bedingten Proteolyse: 5 Pro-
ben mit je 22,5ml Erythrocyten-Membran-Suspen-
sion mit einem Proteingehalt von ca. 2,5 mg/ml
wurden mit 1 N HCI auf pH 2,3 gebracht und bei
0 °C fiir 1 min sowie fiir 2, 6, 12 und 24 Stunden
stehengelassen und nach der jeweiligen Zeit mit 1 N
NaOH auf pH 7 gebracht. Anschlielend wurden die
Proben mit 2,5ml 10-prozentigem SDS und einer
genau gemessenen Menge BSA  (Calbiochem,
San Diego, USA) als Referenzprotein versetzt, und
der SDS-PAGE unterworfen. Mit jeder Probe wur-
den dazu 6 Gelzylinder beschickt (je 2 Gele mit 10,
20 bzw. 30 ul) und unter den oben angegebenen
Bedingungen wandern gelassen. Die Farbezeit be-
trug 12 Stunden und die Entfarbedauer 24 Stunden
bei 6maligem Wechsel der Essigsdure. Die Ausmes-
sung der von den einzelnen Banden eingeschlosse-
nen Fliachen wurde mit einem Mikrospektrophoto-
meter bei 4=570 nm durchgefiihrt. Der Durchmes-
ser der kreisformigen Mefipunkte war 0,02 mm. Die
Extinktion wurde an hintereinander in einem Ab-
stand von 0,5mm gelegenen Punkten gemessen,
wobei als Nullwerte die nicht gefarbten Teile des
Gelzylinders dienten.

Aminosdure-Analyse: ~ Annahernd 0,01 umol
Protein III wurden 24 Stunden in 5,7 N HCI bei

110 °C unter N,-Atmosphire hydrolysiert. Eine
ebensolche Probe wurde 48 Stunden zur volligen
Hydrolyse eventuell vorhandener Val-Val Bindun-
gen hydrolysiert. Die Analyse wurde mit einem
Biocal Modell BC 200 Aminosdure-Analysator
durchgefiihrt.

Crossed Immunoelectrophoresis (IE): Zur Vor-
bereitung fiir die Elektrophorese wurde die das
Antigen enthaltende Losung zur Entfernung des
SDS gegen 0,156 M NaCl dialysiert. Das Volumen
der NaCl-Losung betrug 2 1 und die Dauer der
Dialyse war 4 Tage bei tiaglich 2maligem Wechsel
der Aullenlésung. Anschlieffend wurde die Antigen-
16sung 1-prozentig an Berol EMU-043 (MODO
KEMI, Stenungsund, Schweden), einem nicht-iona-
len Detergens, gemacht!3. Eventuell auftretende
Tribungen wurden durch Zentrifugieren bei 2,3 x
108 g-min entfernt. Die so vorbereiteten Proben
enthielten ca. 0,60 mg Protein/ml. Die crossed IE-
Analyse * nach der Methode von Clarke and Free-
man * wurden nach der bei Bjerrum et al.1* ange-
gebenen Beschreibung mit einem 5 ul Aliquot in
1-prozentigen Agarose-Gel, das 1-prozentig (w/v)
and Berol EMU-043 war, durchgefiihrt. Der gerei-
nigte Kaninchen-Antikérper gegen menschliche Ery-
throcytenmembran-Proteine stammt von DAKO-
PATTS A/S (Copenhagen F, Dinemark). Die Tan-
dem-crossed-Immunoelectrophoresis wurde nach der
Beschreibung von Krell 1 durchgefiihrt.

Berechnung von Kyy: Sie erfolgte nach der For-
mel

wobei

Vo =Ausschlulvolumen (= Elutionsvolumen von
Tusche),

V' =Elutionsvolumen des betreffenden Proteins,

Veos =Elutionsvolumen einer Substanz, die véllig
eingeschlossen wird (in diesem Fall Eosin),

Vi =Veos—Vy=inneres Volumen

in ml bedeuten.

Ergebnisse

Membrangewinnung und HCl-Extraktion: Alle im
folgenden angefithrten Werte sind Mittelwerte, ge-
wonnen aus 15— 20 Einzelversuchen. Aus 250 ml
Blut wurden nach 4maligem Waschen in der ange-
gebenen Weise 70 —80ml an dicht gepackten Ery-

* Die Analyse wurde freundlicherweise von O. J. Bjerrum,
Proteinlaboratorium, Universitdit Kopenhagen, durchge-
fiihrt.
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Abb. 2. SDS-Polyacrylamidgel Elektrophorese-Analyse der in
den 3 peaks der Abb. 1 enthaltenen Proteine, durchgefiihrt nach
den Angaben in Ref. 1. Anfirbung mit Coomassie-Brillant Blue
R 250 (ausgenommen Gel e). a, unbehandelte menschliche
Erythrocytenmembran; b, HCl-extrahierte ,Rest“-Membran:
c, peak 1; d, peak 3; e, peak 3 (PAS-Farbung); f, peak 2
(punktierter Teil) ; g, peak 2 (strichlierter Teil der Rechromato-
graphie) ; h, wie g, aber Uberladung des Gels mit der 4fachen
Proteinmenge. Die aufgetragene Proteinmenge betrug ca. 30

Zeitschrift fiir Naturforschung 32 ¢, Seite 68 b.

ug/Gel.

Abb. 3. Crossed immunoelektrophoretische Analyse
des Protein III. Das Protein des peak 2 in Abb.1
(punktierte Fliche) diente als Antigen (3 ug). Der
groflere peak stellt die Précipitatlinie des Protein III
dar, die 3 kleineren peaks (kurze Pfeile) sind wahr-
scheinlich Spuren von Verunreinigungen mit anderen
Membranproteinen. Durchfiihrung bei 16 °C in
Agarose, die 1% (w/v) Berol EMU-043 enthilt. Elek-
trophorese in der 1. Richtung: 10 V/em fiir 60 min.
Elektrophorese in der 2. Richtung mit polyspezifi-
schem Antikorper gegen Erythrozytenmembran. Pro-
teine (6 ul/cm?) in Agarose: 2 V/em fiir 16 Stunden.
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throcyten erhalten. Die Anzahl der Erythrocyten
darin war 8 -9x10¢/mm?® und das Verhiltnis
Erythrocyten : Leukocyten etwa 13x10%:10. Aus
diesen 80 ml konnten rein weill erscheinende Mem-
branen (ca. 30 ml Suspension) mit einem Gesamt-
proteingehalt von 180 mg isoliert werden, die der
HCl-Extraktion unterworfen wurden.

Die zur HCl-Behandlung der Membranen opti-
male Konzentration betragt 0,15 — 0,20 mg Pro-
tein/ml; hohere Konzentrationen verschlechtern das
Ergebnis der Abspaltung der Proteine aus der
Membran und noch niedrigere Konzentrationen
bringen keinen zusitzlichen Effekt. Bei Verringern
der Zeitdauer der HCl-Behandlung werden die Pro-
teine IVa+b zunehmend schlechter abgespalten.
Unter den angegebenen optimalen Bedingungen
werden aus der Membran anndhernd 40 —45% der
Proteine entfernt, und der zuriickbleibende Rest,
etwa 100 mg, werden nach Losen im Elutionspuffer
der Chromatographie unterworfen.

Chromatographie und SDS-PAGE: Als optima-
ler Wert hinsichtlich der aufgetragenen Protein-
menge wurde fir eine Sdule der angegebenen Di-
mension 25 mg Protein ermittelt. Davon kénnen im
Eluat 90% wiedergefunden werden. Abb.1 zeigt
das Ergebnis einer solchen Auftrennung: Das ge-
samte Protein ist auf 3, z.T. deutlich getrennte
peaks aufgeteilt. Peak 1 erscheint bei Kp=0,07
(entspricht einem MG von iber 150000) und um-
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Abb. 1. Isolierung des Protein III der menschlichen Ery-
throzytenmembran durch Sephadex G 150-Chromatographie.
Sdulendimension: 150X1,5cm. Fliefirate: 10 ml/Stunde.
Messung des Proteingehaltes der einzelnen Fraktionen bei
/=280 nm. Ausgezogene Kurve: Elutionsprofil der Proteine
der nach HCl-Behandlung verbleibenden ,,Rest“-Membran.
Aufgetragene Proteinmenge ist 25 mg. Die resultierenden
peaks sind mit den Zahlen 1 bis 3 bezeichnet. Das Pro-
tein III erscheint in peak 2. Gestrichelte Kurve: Elutions-
profil der gepoolten Fraktionen des punktierten Teiles von
peak 2 in Abb. 1. Die aufgetragene Proteinmenge betrug
8 mg. Die gepoolten Fraktionen des strichlierten Teiles dien-
ten als Ausgangsmaterial fiir alle durchgefiihrten Analysen.

faBt 15% der aufgetragenen Proteinmenge. Peak 2
enthilt 40% der aufgetragenen Proteine und hat ein
Kp=0,23 (MG ca. 90000 —100000). Peak 3 ist
breit und undeutlich von peak 2 abgesetzt; er ent-
hilt 45% des aufgetragenen Proteins und erscheint
bei Ky =0,40 — 0,45 (MG um 40000) im Eluat. In
peak 1 werden auflerdem die Phospholipid-Micelle
eluiert, die eine Triibung verursachen, weshalb die-
ser peak bei Messung mit 2=280nm héher er-
scheint, als seinem Proteingehalt entspricht.

Die Analyse der Proteine dieser 3 peaks mittels
der SDS-PAGE ergibt folgende Resultate: Peak 1
(Abb. 2c¢*) enthilt alle Proteine mit MG iiber
150000, die bei der HCl-Behandlung nicht restlos
entfernt wurden. PAS-positive Banden sind nicht
vorhanden.

Peak 2 (Abb. 2{) enthalt als Hauptbestandteil
das Protein III. Daneben sind aber, wie aufgrund
der unvollstindigen Trennung der 3 peaks zu er-
warten, noch Verunreinigungen von Proteinen der
beiden Nachbarpeaks vorhanden.

Peak 3 (Abb. 2d) enthalt alle Proteine mit
einem MG unter 70000, die durch die HCl-Behand-
lung nicht extrahiert wurden oder noch in Spuren in
der Restmembran verblieben sind. Die PAS-Far-
bung (Abb. 2e) zeigt zusitzlich, dafl das Glyko-
phorin als Hauptkomponente in diesem peak ent-
halten ist.

Rechromatographie: Dazu wurden die Fraktionen
des in Abb. 1 punktierten Teiles des peak 2 gepoolt
und auf etwa 4 ml eingeengt. Das Elutionsergebnis
ist in Abb. 1 (strichlierte Kurve) dargesteilt und
zeigt, da} die Proteine des peak 1 und 3 gut abge-
trennt vor und hinter dem Hauptpeak eluiert wer-
den. Eine SDS-PAGE mit den gepoolten Fraktionen
des in Abb. 1 schraffierten Teiles der Elutionskurve
zeigt eine einzige Bande (Abb. 2g), die in ihrer
Wanderungsgeschwindigkeit genau mit dem Pro-
tein III der Erythrocyten-Membran (Abb. 2a)
iibereinstimmt. Bei Uberladen der Gele mit der
4fachen Menge Protein (Abb. 2 h) sind noch Spuren
der Proteine IVa+b sowie eine schwache Bande
bei etwa MG = 60000 bemerkbar. Die Menge der
Verunreinigungen 1iBt sich aber wegen Uberlage-
rung durch die Bande des Protein III nicht ausmes-
sen.

Proteinverluste bei der Chromatographie: Die Ver-
luste an Protein III nach 2facher chromatographi-
scher Reinigung setzen sich folgendermaflen zusam-

* Abbn. 2 and 3 siehe Tafel auf Seite 68 b.
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men: Abgesehen von den Verlusten bei der fir die
Rechromatographie erforderlichen Einengung des
peak 2-Volumens, héngen sie in erster Linie davon
ab, wie breit peak 2 aus seiner Umgebung heraus-
geschnitten wird. Gegen peak 1 kann sehr breit
herausgeschnitten werden, da die Proteine dieses
peak bei der Rechromatographie vollstindig vom
Protein IIT abtrennbar sind. Gegen peak 3 soll eng
geschnitten werden, etwa in der in Abb. 1 dargestell-
ten Art (schraffierte Fldche). Durch dieses asym-
metrische Herausschneiden des peak 2 werden die
als Verunreinigung noch in Spuren vorhandenen
Proteine IV a+b, die ja aufgrund ihres MG sich
am hinteren Ende des peak befinden, vermindert.
Der Verlust an Protein III betrdgt bei dieser Art
des Herausschneidens ca. 30%. Rechnet man noch
mit einem Verlust von ca. 20% durch das Heraus-
schneiden bei der Rechromatographie, so erhalt
man einen Gesamtverlust an Protein III von etwa
45 — 50% bei der 2fachen Reinigung.
Aminosiure-Analyse: Das Ergebnis ist in Tab. I
zusammengefallit. Die angegebenen Zahlen sind Mit-

Tab. I. Aminosdure-Analyse des Protein III. Das Protein

des strichlierten Teiles der Abb. 1 wurde fiir die Hydrolyse

verwendet. Die Zahlen stellen den Anteil der entsprechen-

den Aminosduren pro Protein III Molekiil dar. Halb-Cys
und Trp wurden nicht bestimmt.

Lys 49 Asp 81 Pro 80 Val 64 Tyr 29
His 26 Thr 56 Gly 83 Met 22 Phe 56
Arg 50 Ser 83 Ala 79 le 40

Glu 131 1/2-Cys — Leu 113

telwerte aus den Ergebnissen von 6 verschiedenen
Protein III-Isolierungen. Sie driicken den Anteil der
jeweiligen Aminosédure an der Gesamtzahl von 1000
Aminosduren aus. Nicht bestimmt wurden die
Aminosduren Halb-Cystin und Tryptophan.

Crossed Immunoelectrophoresis: Als Antigen
wurde das Protein des punktierten Teiles von peak 2
(Abb. 1) verwendet. Das Prézipitationsmuster der
crossed IE des isolierten Protein III zeigt einen gro-
fen symmetrischen peak und mehrere kleine
(Abb. 3). Letztere stellen hochstwahrscheinlich Ver-
unreinigungen dar. Der grofle peak zeigt bei der
Tandem-crossed-IE  Identitdtsreaktion mit dem
»major intrinsic protein® der menschlichen Erythro-
cyten-Membran, das nach der Methode von Bhakdi
et al. * isoliert wurde.

Proteolyse des Proteins 111 durch HCl: Die Re-

produzierbarkeit der zur Flachenbestimmung (und

damit Proteingehaltsermittlung) der Protein III-
Bande an den Gelzylindern benutzten Methode be-
trug T10—12%. Die Fldchengrofle zeigte ein
lineares Verhéltnis zur Proteinmenge, wenn letztere
7 ug nicht ubersteigt. Das ergab sich sowohl fiir das
Protein III als auch fiir das BSA als Testsubstanz.
Bei Verwendung der BSA-peaks als Referenz ergab
die Vermessung der Protein III-peaks nach verschie-
den langer HCIl-Einwirkung folgendes Bild: 12
Stunden Stehen bei 0 °C und pH 2,3 brachte keine
meflbare Proteinabnahme. Weitere 12 Stunden
Stehen bei Zimmertemperatur und demselben pH
sowie Zusatz von 1% SDS zeigte eine geringe Ab-
nahme der Proteinmenge, die aber mit 12 —15%
nur knapp auflerhalb der Fehlergrenze der Methode
lag. Ein Kontrollversuch mit Pepsinzusatz (ohne
SDS) zeigte erwartungsgemal} eine rasche Abnahme
der entsprechenden peak-Flachen.

Diskussion

Die fiir die Beurteilung der angegebenen Methode
wichtigsten Punkte sind der Reinheitsgrad des iso-
lierten Protein III sowie die Art und das Ausmaf
der Strukturverdnderungen, die wihrend des Isolier-
vorganges am Protein auftreten kénnen.

Kriterien fir die Reinheit sind die Ergebnisse der
SDS-PAGE, der crossed immunoelectrophoresis und
der Aminosdure-Analyse. Alle drei zeigen, daf} die
Verunreinigungen sehr gering sind. Als Hauptkom-
ponente kommen dabei laut SDS-PAGE die Pro-
teine IVa+Db in Frage. Ihr mengenmifiger Anteil
in der intakten Erythrocyten-Membran ist ca. 35 —
38% der Menge des Protein III %9, Bei der HCI-
Extraktion werden etwa 80% dieser beiden Proteine
entfernt? (von IVa mehr, von IVb weniger), so
dall, bezogen auf die Protein III-Menge, etwa 8 —
10% in der sedimentierbaren Restmembran verblei-
ben. Durch das asymmetrische Herausschneiden des
peak 2 wird diese Menge noch auf etwa 5—7% ver-
ringert.

Verunreinigungen durch das Protein PAS-1, die
in der SDS-PAGE an derselben Stelle wie Protein
II1 aufscheinen wiirden, von diesem auch durch die
PAS-Firbung nicht unterscheidbar wiren (etwa 8%
des MG von Protein III sind Kohlehydrate ), kon-
nen ausgeschlossen werden, da das Protein PAS-1
mit einem Kp von etwa 0,43 sich sehr deutlich vom
Protein III mit einem Kp von 0,25 unterscheidet
und die beiden also durch 2malige Chromatogra-
phie vollig zu trennen sind. Die Analyse mit der
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crossed immunoelectrophoresis zeigt ebenfalls, dal}
das isolierte Protein sehr rein ist. Die polyspezifi-
sche Antikorper-Préaparation, die dafiir verwendet
wurde, offenbart lediglich geringe Verunreinigun-
gen mit antigenem Material, wie man aus der Grofle
und der Farbintensitat der zusitzlich vorhandenen
peaks in Abb. 3 sehen kann. Hinzugefiigt mul} aber
werden, daf} die angewandte Methode keine direkte
quantitative Bestimmung erlaubt.

Auch das dritte Kriterium, namlich die Amino-
sdure-Analyse, zeigt, daf} die Grofe der Verunreini-
gung mit anderen Proteinen gering ist. Ein Ver-
gleich der Ergebnisse der Aminosdure-Analyse des
isolierten Proteins mit den von Bhakdi et al.* fiir
das ,,major intrinsic protein“ angegebenen Werten
ergibt, dal beide innerhalb einer Fehlergrenze von
5-7% sehr gut iibereinstimmen. Lediglich die
Werte fiir das Leu und Arg weichen stiarker ab.

Hinsichtlich der Art und GréBe der Strukturver-
dnderungen, die beim Isolieren am Protein III auf-
treten konnen, gibt es folgende Maglichkeiten:

Der Grad der Zerstorung der Tertidrstruktur und
damit der Nativitdt, der durch die angewandten
SDS-Konzentrationen und den niedrigen pH-Wert
eintritt, kann ungefdhr abgeschitzt werden. Es mul3
namlich aus der Stirke der Prazipitationslinie des
Protein III in Abb.3 gefolgert werden, dafl die
Antigenitdt und damit auch bis zu einem gewissen
Grad die Tertiarstruktur in einem hohen Grad er-
halten geblieben bzw. nachtriglich wieder erlangt
worden ist.

Die Moglichkeiten zur Verdnderung der Primar-
struktur sind der niedrige pH-Wert und eventuell
vorhandene proteolytische Enzyme aus Granulocy-
ten. Aufsplitterung der Polypeptidkette in mehrere
groflere Bruchstiicke durch diese beiden Ursachen

wirden bei der angewandten Isoliermethode zwar
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