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copper ion aflinity chromatography: further anarysis of its
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AI ]S1 RACT

Prote ins,  Iegard lcss o l '1hc: r t 'or ig in .  have to be h ighly  purr f ìed.  par t icu lar ly  l r r rnr  the imlrunechcgicr l
po in l  o f 'v iew,  i f  thcy arc to  bc uscd to s{ud) /  the i r  a l lergenic i ty .  I t  is  shown that  cat  a lbumin,  a h i t f iy  p6tcnt
a l lergetr  for  c t t t -scr ts i t ivc  l tunrat rs .  can be iso lated lnd pur i l ìed f iorn cat  serum using iurmobr l ize i l  u ic ia l  iou
al l ìn i ty  chro l t ra tographv (c( )ppcr  ior rs)  instcad ofa sa l t ing-out  process or  prec ip i la t ion rv i th  a lcohol .  tcch-
ntques genera l ly  used [br  the preparat ior t  o l 'scrunt  protcrns.  Dul ing the process t lcscr ibcd,  inur iLrnogkrbu-
l ins are concol t t t tar t t ly  iso la l .cd iu  a lc la t ivc ly  purc f 'orm,  Cat  l lbunr in  aur ino acrd composi l ion aì rd sc-
qucl lce were analysed af ter  an u l t in ìatc  pur i l ìcat ion bv ion-exchange chror la tography.  T i re h ighcst
honro logy (  > 309' " )  was lbund rv i th  thc rat  scrunì  i t lbur ì l in .

IN'f I{ODT-JCTION

Previous studies have shown that  scveral  a l lergeus I l  3]  may be extractecl  f rgm
cat pel ts.  One of  thenr is  thc major  fe l ine al lergen Fcl  d l  [4]  an<J t |e others,  to which
cat-sel ls i t ivc ptr t ients are less f requent ly scnsi t ivc.  are albunt in [2,3,5]  apd inturuno-
globulins [-5,6]. Nevertheless, cat alburnin is a very potent allcrgen. hence a highly
purified form is obviously useful. Purc allergcns are neecled eithcr fbr cliagnosis oi for
t l t c rapy  o f  hypc rscns i t i v i r y .

A bctter knowledge of the allcrgcn structures coulcl lead to a bcttcr uncler-
standing of  their  a l lergcnic potency.  The purposc of  th is work was to prepare a highly
pur i f ìed cat  a lbumitr ,  to analyse i ts  pr imary structure and to cornpare i t  wi t l ì  o ihc;
manrmalian albuntins lor which cross-reactions have been reportecl either tier.\ 'u.\ rabbit
IgG ant ibodies or  le, rsu.r  human IgE ant ibodics [5,7] .

The cat  scrul ì t  a lbunt in (CISA) pur i l ìcat ion process descr ibed here is  esscl t ia l ly

0021-9(r7l l91/$03.50 r i r ,  l99l  l lsevre r  Science Publ ishcrs B,V.



ì É
p

 
É

;liii -i €
E

=
 

i€
E

É
 

r iÉ
;€

?
l Éi ;:

:: E
iziír ir 

i i : zta
'- 
i 

Ó
lzE

É
=

, 
:È

 È3

i: ii;ilí 3fu 
gi: l3ígs: 

:e+
iígl 
ia ii

z
 

-'c
 

i€

à
 3

€
 i'É

;: 
: È

1
 

I €
 íi i{à

i Éi .iriE
 

íi à; sl€
 

.È
!

; 
s?

 É
;

t -i; :;*i: i:È
 ;i:. =

::É
E

#
 

i3
É

 
E

'a
rl Èi;Y

;E
lÈ

ii ljli iE
 ÈÉ

i 
'À

' llziii iÉ
e

=
#

ti 
È

;E
E

ii
,A

 ;>
g

=
iÉ

; I'È
g

';g
;È

: 
i srÉ

 
ìtÉ

i i=É
E

;*;: 
, E

€
€

ú
È

É
 

B
 È:É

F
=

É

j:l:ii; 
É

?
 

g
€

iÈ
E

:3
É

:::E
E

=
=

2
: É:=

É
:

2
 E

É
t:l: 

u
=

 
i 

E
a

ii:=
:=

 
É

=
, 

É
E

i::! É iE
É

'=
E

: 1
€

íi:,i 
=

à
 g 

E
g

i;È
:È

l 
Z

E
 tl:;È

É
 È E

È
tie

?
;È

g
ti 

É
€

 ? 
€

€
;€

:É
à

;:iÉ
;;;;È

È
 ;ÉiiE

=
i-liî 

':i 
É

 
e

tliZ
;E

=
 

i2
*4

,,te
É

i 
; 

'.:c
':,

à
ii;*r 

"ri, 
B

#
g

g
;!;?

$
ii;iî5

E
i! 

li?
iF

g
€

lijs i+
 ie

 ?
.=

izii:lrrÉ
i\il; 

=
!=

: zziti
;i=

clt 
=

ií.si:i|i;ìi=
iiii|::;:ir 

iÈ
;sF

É
;;|E

i 
4

t ,z i;i E
;íIÉ

E
E

Z
;I;E

s 
iÉ

zii xr;*I a
=

É
Z

vr=
; Z

Z
 iE

=
 i i: E

;Z
E

Z
iZ

T
?

F
.7

 
;=

 z 7'lV
=

 +
|iA

=
E

E
z;i*E

 
i} 

tlìj;.=
!2

tE
;e

=
l1

i;a
; 

5
3

;il 
c=

?
i;s

È
 is

 z
=

í 
z

4
 E

i s
E

É
!; E l;é

 2
E

;; E
 !É

E
;€

;:A
 

;€
q

: ::
;;;:;e

 .E
 Éi ÈE

;fit: 
!j1

2
lzz;:È

; 
iii1

 ;i;;;:
È

;E
 

l'ii, s 2
!^i2

 
ii:1

E
É

E
Z

i2
i!"E

iIt:i!5
i 

=
'i lviz

{xí211í 
? : ; i it : È

 i ? ií; xiÉ
iltlÉ

lÉ
ii: 

; ; g È : : i g í í
r é

E
3

È
e

È
; 

I È
 s; 

S
 ltlîîE

a
c zE

 zZ
iil=

 i S
 F

E
$

E



€
-*

:
l

ó
o

-

;f 
"i,

J
C

<

-.:-
;7

-
:

!
^

i-r'E
È

o
i

l
,

-
 

a
-

=

.Q
 j 

?3
!

 
i

i
.

_

îe
=

:
a

c
í 

'

:
*

:
i

É
 E

:
=

ó
y

,
=

-
 

L

a
.

*
'

.
-

F
f

,
 

i
l

@
o

:
i

{ '-.
A

_
Y

!!;
o

o
 

9
o

o
 

o
 

é
;:l

g
e

 S
B

B
 B 

r; :?
:R

3
3

à
3

 
iJ

Í
-'''r'lt.*{ 

W
 

J
É

g
^,,l'*{ffiffi3

€
i

-;.,"tti:iffiÈ
E

S
-:,,l.ì.,iri*X

 
R

ffi,i?
:

' 
: ;,:S

r.lffiW
W

W
l 

?
É

È
"',,' .'l.,i"i;iffi&

 
A

 Ì ;
.., 

'' 
i.,$

if 
,,jf r 

?
 E

:
r 

tlfffiffiffiÉ
iti'i=

*i=
,- 

e
l=

Z
-Z

e
i 

:=
2

.
z:e

=
 

E
ii,a

ii E4
É

=
-

d
)

=
 

:
_

'
=

v
 

-
 

-
,

 
=

 
-

 
-

 
A

=
i;E

 
.0

*:?
E

z
Z

 
E

ú
3

i=
z

:; î g
;2

 íz
; 

É
'=

 a
iíi; 

3
::€

€
E

É
 

i;iî
=

E
7

i Í=
: =

E
:s =7

É
i

i=
* 

Y
=

=
É

Z
r1

r,/,;a
y

E
E

it Z
?

i:;r; 
!tg

;
E

Ii: 
i*;;!+

=
 

ls
a

=
;É

z
i 

!.=
É

;,o
x

 
,iÉ

C
=

E
T

z
y

 
=

;,3
8

1
=

;, 
Y

*.=
-

ti?
.i =

r!=
g

*: +
_

tr:
iii=

, E
rìZ

Z
?

ig
H

g
t=

=
5

=
-

 
'J

;=
 

î. 
-

.=
.: 

y
 

a
,r

:-
È

;
^

1
.

i
.

.
!

r
-

=
:Í1

?
 

4
:1

8
=

=
,i=

8
.:=

"
|1

t+
 :E

:E
;+

:iÉ
::E

t:i: 
E

<
4

E
; 

íl' íE
r3

tÉ
"Z

i Z:;e
€

=
 iti-É

i
É

=
:a

 
F

:- 
+

!i.;E
r,&

E
.4

8
7

.'zî 
i g

t illE
iÉ

; C
 3

- 3
7

i 
î =

,1
 Z

 =
 6

 =
 z

 <
 =

 i =

ì:;i 
íE

zl;f i* E
?

,8

Zz)JFUE-z--U3:)zzrìFF
J

a)aì E
E

È
r € E

E
 

:E
€

 È
€

E
 

E
€

 
s€

:
=

 
I:;t; 

=
=

 
t--; 

í:ì. 
J

t 
fi=

?
 e

i,=
i 

1
 ri 

izi=
!=

:i ii 
*rr

! E
iía 
i 'i 211ti1l 

!s ?É
E

E
+

E
i; 
=

Z
i2

=
 Éz Za

ill^ : ?
 

E
 zz

i3
 |€

=
E

ia
?

 E
rzi ?ze

 
i =

 
=

=
 

7
 ?

;5
 Èi È! z z1

 = 
a

É
ztil: 

7
t 

?
'ít

É
=

zÉ
1

2
"=

É
?

E
 

?
i=

1
ziE

 iE
, 7

=
;

iìr;:E
3

1
=

z: -ifiii"i 
ls; 

É
É

€
; î ! {,;a

;-!E
=

 
Z

ta
iT

;=
i 

=
 ; È

: 1
E

 
=

€
;*;:i 

E
1

;=
 

e
iÉ

 
l:s|ia

 
€

!g
 

-;:i
s=

E
 

Z
:iiliÈ

 iiztizfi iÀ
i :ii:

7
=

;E
7

,=
=

=
i=

 7
"r.ì€

t=
* 

;:g
 

i:E
t

i?
È

Ít7
2

:=
?

È
 Y ; i î?

É
7

'=
, z

.:À
 

7
 s

 =
s

'i 
E

+
:a

+
iÉ

a
=

--t 
:i i E

;=
 

:w
,7

7
i É

1
2

i
z

'*=
+

,;ii:=
y

 :=
=

=
7

!4
:: 

ì:i; 
.a

t=
r r=

i;É
 4 Ii s 3

i; ó
_

za
 

í =
, i 2

Z

È
! 

a
 =

i
:

v
F

'
t

 
-

=
 

a

e
;;î

F
,

 ú
 

t
=

=
=

 
I

 
=

-
Ò

.
O

 
r

'a
 

t-
i 

!

a
a

'à
-

à

N

Ec@C
il 

F

O
o

|



f

-llI

J
2íaI
F

o
ó

Z
-

t

zfÈ
J

FUI,Lz-FYL!

)zzFJ.J)

ii=
j 

É
.=

i=
E

'i 
i'rlÉ

 
=

:; = 
=

=
 È

=
z;i ;:i;:: llzs =

't?
 E É

t=
=

l 
.t'à

=
:-'" 

,=
E

;i 
.=

=
; 

I 
=

zÉ
l: lrli'e

 Zfa
i !?

tE
 i:

il.=
 

riÉ
iz

E
 

=
.a

=
 

le
z

Z
 

! 
2

-317 11:llZ
l 

E
?!E

 àZ
rj i Z

:ii: 
É

 :l í; i i€
 ig iig

E
 i=i,

è
!1

i 
=

:=
E

=
€

3
 

*l; 
iii1

 È
;É

i
!:ziz i:t::i Z

i;lz tz;i ÈiÉ
É

!z
=

::i 
=

É
E

 ==
3

=
 -=

{É
É

 ;a
Z

r7
=

, 
::;;

1
2

:l: ì;:z,i=
't 
=

É
r3

?
 

:+
i;g

 ii!A
iiizi :r I it\E

;i;;zÈ
, 

i! ii i È
; Éi

i:iizz s E
7

;É
a

e
 

iE
E

î i îE
Z

 ; É

Lil

Z

î 
n

 
9

': 
ì 

-r 
-: 

q
 

\t 
q

 
q

 
c 

Ò
ì €

 
\c 

!f, r, 
c 

* 
F

r, 
-, 

r) 
r+

 ó
. 

.* 
e

 
N

 
e

,c 
\c 

_
j 

cl 
c. 

e
j 

-t 
o

i 
o

, 
v 

o

-
: I 

=
 

. 9
 

n
-

: 
?

 
9

 
?

c
 

=
 -

,.*
 

3
-

,r
 

3
 

_
 

_
€

 
-r 

S
.+

 
3

 
-, 

\t'.1
 

=
 

C
 

>
 

_
 

J
 

=
 

-, 
r, 

n
i =

 
.t 

C
.

Q
 

Ò
l 

r: 
oq 

-: 
R

 
oq 

\ 
q 

q 
Ò

! 
r 

<
î 

r, 
cr 

\c 
5 

_ 
_$ 

_,
r 

d
 

6
 

n
' 

=
 

- 
s

 
N

 
r 

€
 

<
j 

o
 

c
i 

i 
r, 

-r- 
c

i 
i 

v
,:

(t)

a'J)

,,/)
(,

r
 

€
C

)
-

 
-

,
-

,
f

-:iè
:E

;;;:il:::;;;ì 
r :I

i i. z z
 _

! : 
?

3
: 

9
.3

€
 . ì ;y

.g
: 

*l 
z

<
 <

 i t C
 U

 d
O

 <
 i>

 
>

=
 i É

'e
r i'{ 

- 
^

<
.

'".J 
','

ri



zi;E
:i:#al;zz\1i{zaeli*í1,í11,*=

ír:í**lZ
E

,

E
;í*líi\\ie*z\E

í:ií,1!E
a?í*a*iíriít,iiÉ

tÉ
:í

i :iíiÌgi;g 
íreg;ii, 

iilÉ
'iiÈ

 
ii!iissii 

iií:íiiIil
i iiÉ

 
itzzízizlz{z!*1i?i 

.zi1g11l/-lazi 
l11x1iíiÉ

ii
=

s:igiíitíi 
i; iiii i; i: iiÉ

 
É

íiE
 

íg! 
; ig g;iiiíài 

ff gí
?

?
?

 
3

: 
È

€
 

=
!E

 
=

a
+

?
e

3
3

 
?

,
: lÈ

 
=

=
, 

€
 g ; il ;tizZ

|i*r
;: su

 E
É

 
:; ii i=

;: iEÈ
 

í: i:
B

;;t si iE
,ii;*;:?

È
3

r=
z:

€
:iH

 
=

: 
E

;i:s
:É

;:;a
;{-r€

a

ir; íE
 1iír 
i 3 r;'lfilE

r 
E

;t
E

ii; ig
 E

g
É

g
g

ri:É
É

:rt€
E

:
;*:i 

ta
 =

vE
=

u
lE

€
 

É
È

È
!E

=
E

É
E

 Éii e
i *4

t gil=
rllig

iE
 

à
 ::

a
iE

l ii ;;i; =
i :ili :€

zZ
?

z
; É

:; :; É
 f ;É

 
i .rilzz€

i;:i
*ry

e
Í 

i€
=

r'i:-1
iV

=
E

€
É

:F

i : iÉ
 i ezlilil:l 

É
 i!:alliÉ

t
É

É
'È

i 
i ii=

E
ii; i; e

sz|;:É
i=

=
E

à
A

i S
 

E
Z

 7
2

 À
;=

 ';iE
É

=
È

E

)
 

r
,

t

=
<

E
rr

=
..

f
€

t
-
.,;

c
t 

4

-;v
tr

,=^
.

4

i
?o

u

9
@

=
m

-

'.
J

 
:

'J

a
É

 
tr,

F
a

=

L
 

/
-

-

=
;:

2
r

 
!

4
i

*t
-

n
v

.

F
1 

>
=

l
lo

o
o

o
l

l(,<
U

)(,l
fr" 

r. 
r' 

r.l
lo

o
o

o
l

H
H

H
>

lF
l 

È
l 

È
 

J
l

l" " " "l
|,r 

,r 
,r 

,rl
Lfil-g-d

r
4

!
t

t
ú

t-l
E

E
q

r
l

l.f-u
l ",-l

l' 
'ls

i 'J
lf,J

 
rd

 
É

t 
b

tl

lo
 o

 o
 u

l
I,i 

,r ,r "rl
lo

 
o

 
o

 
o

l
Y

&
Y

Z

lx
x

x
u

l
l:d

 
itr :É

 :E
l

;<
 

<
 

<
 

<
l

l. [F
l - 

*lI

lr{ 
L

t 
r,t a

rl

1
6

q
a

q
l

X
X

X
O

I
t

 
I

 
Y

 
v

l
t

È
 

H
 

H
 

*
l

fu
-" "l

o
 

o
[ È

r rd
l

-3
*

<
{

<
4

q
a

@
a

m
:c

È
u

8l!lE
l

;lslo
l

J
I

F
I

F
 >

''l
lo

o
o

o
l

a
4

o
o

-t
È

E
r

h
a

t
1

ld
{

4
<

l
H

H
H

>
-lF

l 
.t 

I 
J

l
tl
l>

>
>

>
l

tl
lr

,t,
J

,
ll

o
<

(
,

o

!
(

l<
&

e

l f:. 
l&

 
frJ 

ú
.1

A
a

r
O

r
'r

lo
u

u
o

l
t

l

lr 
,r 

*r 
,rl

tllo
o

o
o

f

&
Y

Y
Z

lr&
 

r! 
h

 
fll

tl
lú

, 
É

, 
ú

, 
É

,1
t

l
lrE

 
:É

 
E

 
rÉ

l

1
4

4
d

<
l

H
>

H
H

lL
t 

H
 

rd
 

L
.t l

f,,,,1
x

ú
v

o

t
É

.
*

*
*

r

F
r

<
d

<

o
o

'l
1

 
H

F
{

N
<

<
<

<
{

u
r

a
a

a
É

iÉ
É

u

@

U
)

otîJ

zoEEoa
)

-l 
v)

;ZA
9

?
d

,
^

^z
.

.
r

.(.,
al=sz*Fz,\afz&r!FzatlJtl-J-zÒ'rz;)6Jf

rrr 
iI.]

:(
n

ó
L

ì 
ll

#
9



, l ì

i i

i i
i r
l ,
ài
t i :
i i
ii
i i  ,
iI
iI
ll.

iil
$
#l
&
$,
#,
t'*.r,l''

i .  P .  DANDEU t , r  u l .

R E F E R E N C E S

I  J  L .  O h m a n .  J r . .  I r .  C .  L o w e l l  a n d  K .  J .  B l o c h , . / .  A l l e r g . r  C l i r r .  l r t r t r u u r t t l . ,  - 5 2  ( 1 9 7 1 )  3 1 .
2  J .  L .  O h m a n ,  J r . ,  I ì .  C .  L o w c l l  a n d  K .  J .  B l o c h , . / .  I t n n n n r t ! . .  I l 3  ( 1 9 7 4 )  1 6 6 8 .
3  M .  C .  A n d e r s o u  a n r l  l l .  B a c r .  J .  I n n t u n o ! . .  l 2 l  ( l g g l \ g ' 7 2 .
4 K.  l -e i ter r .nann and J.  L .  ohrnan,  Jr . .  J .  A l lcrg l 'c l i r r .  I t r tnrunrr . , i4  ( rgB4) r17.
5  I ' 1 .  L o q ' e n s l e i n ,  P ,  L i n d  a n d  [ J .  W e c k c , . 4 l l t , r g t . , 4 0  ( l 9 l i . 5 )  . 1 ] 0 .
6  J .  L .  O h n r a n  a n c i  B .  S u n t l i n .  ( ' l i n .  R e y .  A l l e r g l , , 5  ( l 9 t { 7 ) . 1 7 .
7 Y.  l lout in ,  J  l ' leber t ,  E.  R.  Vrancker  and W. Moulad,  Ct i t t .  E:p.  l t r t r t tu t to l . .  TT (19E9) 440.
8  . 1 .  P o r a t h  a n d  [ ì .  O l i n .  I ] i o t . l n ' n r i s . t r r , , 2 2  ( l g t i 3 )  1 6 2 1 .
9 .1.  Prr rat l r .  .1  .  ( l rontutogt . .  4 . l l  ( l9ES) -1.

l 0  J .  P o r a t h ,  . 1 .  ( ' a r l s s o n ,  I .  O l s s o n  a n d  C .  I l e l f r a g e .  N t t r u r L ,  (  L r t r t t l o r t  1 . 1 5 8  ( i 9 7 - 5 )  _ S 9 g .
l l  S .  M o o r c  t n d  W .  H .  S t c i n ,  , t .  l l i o l .  C l r c n . .  1 7 6  ( l q 4 g )  3 6 7 .
l 2  G .  [ . ' I ' a r r .  J .  I j .  B e e c ì r c r ,  M .  B e l l  a n d  D .  M c K e a r t .  A r t u l .  I J i . r . l t e r t t . . 8 . +  ( 1 9 7 g )  6 ] 1 .
t l  N .  I { .  A x e l s c n ,  J .  K r o l l  a n d  l l .  w e e k e ,  s c u n d .  J .  I n n t t u t t t l . , l .  S u p p l .  I  ( l 9 l 3 l  4 1  .
l 4  J . - P .  I ) a n d c u .  J .  R a b r l l o n .  M . - J .  I l e l t r a n d ,  M .  L u x  a n c l  I l .  D a v i d .  J .  ( ' h r r t n t u t o . q r . . 5 l 2  ( 1 9 9 0 )  l 7 ? .
l 5  T .  P e t e r s .  J r . .  A l y .  P r o r e i n  C l u ' r r t . .  3 7  (  I 9 8 5 )  l ó 1 .
l 6  R  T . A . M a c c i l l i v r a - v , D . w . c h u n g a u c l  E . w .  I ) a v i e .  E u r . J . B i o c l t c r r r . , ! ) 8 ( I 9 r g ) 4 j 7 .
l 7  R . M  L a w n . . f . A d c l n r a n . S . ( . t i r c k . A . E . F r a n L c . C . M . l l o u c k , f ì . C ' . N a j a r i a n .  I ) .  I . l . S e e t l r l g a n d K .

L .  W i o n .  N u c l t , i t  , 4 c i d  R c , s . . 9  ( l g l J l ) 6 1 0 - 1 ,
l l ì  T .  D .  S a t ' g e r r t ,  M .  Y a n g  ' n d  . 1 .  B . n , c r .  P r o t ' .  N L t t ! .  . r t t r t ! .  , s c r .  t i . ^ s . , 1 . .  7 l i  ( 1 9 8  I )  2 4 . 1 .
l 9  A  D u g a i c z y k .  S .  W .  L a r v  a u c l  0 .  E .  D e n n i s o n .  P r o t ' .  N t t t l .  A L u d .  S t . l .  { / . S . . 4 . .  7 9  ( 1 9 8 2 ' t 7 1 .
2( l  K \ ' .  Chua.  Ci .  A.  Stewart .  W. R.  

- fhonras.  
R.  J .  S inrpson.  R. .1.  Di l rvor th,  T.  M.  Plozza and K.  J .  Turner .

. t .  E t p .  l l t t d . ,  1 6 7  ( 1 9 8 8 )  1 7 5 .
2 l  M  D . C ' l r r p m a n . R . C . A a l b e l s e , M . J . B l o r v n a n t l  T . A .  I - . P l a t t s - M i l l s , , l .  I u r t u u r r o ! . . 1 4 t )  ( 1 9 8 8 ) 8 1 1 .
2 2  l l .  I J a n s r r r r  a n d  I - .  K a g e d a l .  J .  C h r t n t u t r t . q r . . . 2 l 5  ( l 9 g l )  J l - 1 .
23 L.  Andc:rsson,  E.  Sulkorvsk i  and J.  Por .ath.  .1  .  Chront( t t ( )g t - . .  421 (19[ ì7)  l4 l .
2 4  I r .  R .  N .  ( i u l d  a n d  P .  E .  W i l c o x ,  . 4 t Ì y .  p r o t a i n  ( l r t , t r r . .  l l  ( 1 9 _ 5 6 )  l l l .
2 5  A .  J .  Z .  I l c a r o n .  J .  N u t l .  C d n ( l ' r  l n s t . , 9  ( l 9 4 t t )  i
2 6  U .  K L a g t r - l  l c n s c n ,  P h t r r r t r u t o l .  R c r ' . .  _ l J  {  1 9 8  I  )  1 7 .
27 I r .  Srr lkorvsk i .  I i t , r r r l i  B iotc t l t r to l . , . l  (1985)  L

ì r l
t : :

' i l "

i r
i :


