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BIOAOTIA.— Das Hédmoglobin des Lungenfischen Protopterus
aethiopicus, I Die elektrophoretische Trennung in
seinen Komponenten, von Anast. A. Christomanos und Friedrich

Reinhard*. > Avexowvdhdn oo tod “Anadnuaixod x. N. Aovgov.

Der Protopterus aethiopicus gehdrt zur Unterklasse
der Dipnoidea oder Lungenfische. Diese Unterklasse mit den zwei
weiteren Unterklassen, die der Actinopterygii (Strahlenflos-
ser) und die der Crossopterygii (Quastenflosser) bilden die Klasse
der Osteichtyes (Knochenfische), welche wahrscheinlich aus
einen unbekannten Wirbeltierstamm vor ca. 440 Mil. Jahren im Silur
zuerst erschien.

Zur heutigen Zeit ist die Mehrzahl der Vertreter der Lungenfische
und der Quastenflosser aussgestorben. Beide dieser Gattungen umfassen
heute nur noch wenige Arten, wihrend die Actinopterygii fiinfzig
Ordnungen und viele tausend Gattungen umfassen. Sowohl die Lungen-
fische als auch die Quastenflosser waren in der Dewon’schen Periode

durch zahlreiche Arten vertreten.

Als Urahne der heutigen Lungenfische gilt wahrscheinlich der
Dipterus und als dessen Nachkommen im Paldozoikum, die Scau-
macia, das Phaneropleuron und der Uronemus zu
betrachten sind. Vom Uronemus leiten sich, ohne uns bekannten
Zwischenstufen, die heute lebenden drei Arten von Lungenfischen, die
sich durch morphologisch - anatomische Merkmale von einander unter-
scheiden lassen, (Fig. 1).

Diese drei Arten von Lungenfischen leben auf drei verschiedenen
Kontinenten, indem sie zwar einen gemeinsamen Ursprung besassen, aber
spiter durch die T'rennung der Kontinente, getrennt evoluierten. Obwohl
alle drei Arten in grossen Linien die gleiche Aussere Form besitzen, so
ist der Afrikanische Lungenfisch Protopterus aethiopicus,
sowohl vom Siidamerikanischen L.ungenfisch Lepidosiren para-

* ANAET. XPHETOMANOY «ai FRIEDRICH REINHARD, ‘H aipocpaipivy tod 8i-
mvevotov ixfvog Protopterus aethiopicus. Aus dem Laboratorium
fiir molekulare Marine Biochemie und Biologie St. George, Limni auf Eubda,
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d o x a, als auch vom Australischen Neoceratodus forsteri
zu unterscheiden, genau wie beide letztere unter sich. Der Afrikanische
Lungenfisch von dem die Rede in der vorliegenden Arbeit ist, lebt in
verschiedenen Stimpfen und Seen Afikas, wie z.B. rings um den ‘T'chad-
See!, den mittleren Zambesi® und anderen Seen Zentralafrikas, sowie in
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Fig. 1. Evolution der Lungenfische. Bemerkenswert ist das Fehlen
von Zwischenstufen im Mesozoikum und Tertiér.

der Gegend um Dakar ®. Das Himoglobindes Polypterus aethio-
picus wie aus den hier dargelegten Untersuchungen hervorgeht,
zeigt eine ausgesprochene Polymorphie, wie dieses hauptsdchlich bei den

Myxinen festgestellt worden ist.

1. J. R. Norman: Die Fische, In Deutscher §{Ubersetzung Verl. P. Parey,

Hamburg und Berlin, 1966, p. 359.
2. P. B. Jackson: Nature, Vol. 182, 1958, p. 123.
3. T. Mohsen and R. Codet: Nature, Vol. 185, 1960, p. 108.
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Material und Methoden.

Das Blut wurde von einem von uns von Exemplaren der nahe dem
Tschad - See (Nigeria) lebenden Protopterus aethiopicus durch Herz-
punktion gewonnen. Das Blut wurde in 2.5°/, (4°-5") Natriumcitratlésung
aufgefangen und die Erythrocyten durch Zentrifugieren bei 500 u. Min.
vom Plasma getrennt.

Die Erythrocyten wurden dreimal mit 2.1°/, NaCl gewaschen und
die Aufschwemmung der Erythrocyten in der NaCl Losung, in kleinen
bis zum Rand gefiillten Polyithylenflischen, per Flugzeug in einer Ther-

mosflasche bei 3°-5° zum hiesigen Laboratorium versandt.

Bei der Ankunft der Sendung wurden ausser einigen wenigen
Gerinnseln, ein leichter Grad von Hamolyse beobachtet.

Nach wiederholten zentrifugieren und dreimaligen Waschen mit
2.1°/, NaCl Losung wurden die Erythrocyten bei 5000 U. Min. getrennt
und unter Zusatz des doppelten Volumens dest. Wassers und 2 ml Tetra-
chlorkohnstoffs 12 Stunden unter gelegentlichen Schiitteln zuerst im
Eisschrank und danach weitere 12 Stunden bei Zimmertemperatur belas-
sen. Danach wurde das Himolysat wihrend 50 Min. bei 6000 U. Min.
zentrifugiert, die klare Losung von Zellteilen getrennt und ein CO Strom
durchgeperlt. Die CO-Hb Ldsung wurde danach einer 36 stiindigen Dia-
lyse gegen dest. Wasser und danach 6 Stunden gegen einen 0.013
M. Tris-EDTA-Borat Puffer von pH q.1 dialysiert. Danach wurde die
dialysierte Hb-Losung wieder einer Zentrifugation bei 5000 u. Min.

unterworfen und die vollkommen klare Lésung gut verschlossen bei— 20
fiir weitere Versuche aufbewahrt.

Elektrophorese: Als Trigermedien fiir die Elektrophorese
wurden Filtierpapier als auch Azetatzellulosestreifen (Sepraphore III,
Gelman, Ann Arbor) benutzt. Weiter wurden fiir den gleichen Zweck
Cellogel Folien (Chemetron, Mailand-Serva Heidelberg) und Stirkegel
angewandt.

Fiir die Elektrophoresen, wurde ein Tris-EDT'A-Borsdure System
von 0.13 M und 9.1 pH verwendet.

Fiir die Stirkegelelektrophorese wurde sowohl ein Tris-EDTA-
Borsiure System von pH 9.1, als auch ein diskontinuierliches von pH
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8.8, bzu. 8.2 werwendet. Tris-EDTA-Borsdure 110g/585¢g/30.9g. Die
Losung entspricht gelost in I1. dest. Wasser einer M. Lésung von 0.08
und zeigt ein pH von 8.6. Diese Grundlgsung wird fiir die Zubereitung des
Gels auf 1:20 verdunnt. Fiir die Anodenkammer wurde die Verdlinnung
1:5 und fir die Kathodenkammer 1:7. Auf roo ml Gelpuffer kommen
rog. Stirke (Hydrolysed Starch, Connaught Lab.)

Die angewandten Spannungen und Zeiten waren fiir die Papiere-
lektrophorese 2-4 St. bei 120-140 V. Fiir die Azetatzellulosestreifen
kamm eine Spannung von 500 V und Zeiten von 75 Min. bis 100 Min.
in Frage. Fiir die Cellogelelektrophorese wurden Spannungen von
140-200 V. angewandt bei 4-6 Stunden Zeitdauer.

Fiir die Stirkegelelektrophorese wurden Spannungen von 140 - 200 V
angewandt die Stromstirken bis zu 10 mA zuliessen, Zeitdauer 12-18 St.

In allen Versuchen, und hauptsidchlich bei den Azetatcellulose- und
den Cellogelstreifen, wurde auf gute Kiithlung wihrend der Elektropho-
rese gesorgt. Das gleiche wurde bei Stirkegelelektrophorese, durch
Durchleiten von Eiswasser unter dem Stirkegel, angewandt.

Die Firbung der Elektrophoresestreifen erfolgte nach den {iblichen
Methoden, entweder mit Ponceau S, oder mit Amidoschwarz. Fiir Pon-
ceau S: 500 mg Farbstoff in 100 ml 5%, Trichloressigsiure gelost.
Fiir Amidoschwarz: 2g Farbstoff in 1000 ml der oben angegebe-
nen Entfirbeldsung fiir diesen Farbstoff. Firbedauer fiir beide Féarbe-
mittel mindestens 5 Min. Im ersten Fall wird mit 5°/, Essigsdure ent-
firbt, im zweiten Fall mit einer Mischung von Methanol/ Wasser /conc.
Essigsiure: 454/454/92.

Nach der Entfirbung werden die Papierfiltrierstreifen zum Trock-
nen aufgehengt, wihrend die Azetatzellulosestrefen zuerst zwischen
Filtrierpapier vom iiberschiissigen Entfirbungsmittel getrocknet werden
und gleich danach zwischen zwei Glassplatten mindestens 24 St. zum
Trocknen iiberlassen werden. Friihzeitiges herausnehmen verursacht
Schrumpfung der Streifen.

Die Cellogelstreifen werden auch vom iiberschiissigen Entfarbangs-
mittel oberfichlich getrocknet und in einer 20°/, Formalinlosung fiir
3 Minuten belassen. Danach werden die Streifen fiir 5 Min. in einer 7°/,
Glycerinlésung getaucht. Gleich danach werden sie auf einer Glasplatte
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fest angelegt, und bei 80’ im Brutschrank getrocknet. Lingeres, oder
héheres Erhitzen schidigt die Streifen, welche sofort nach dem T'rock-
nen von der Glasplatte abgeldst werden konnen. Simtliche nach der obi-
gen Methoden hergestellte Streifen, kénnen nach dem T'rocknen photo-
graphiert werden. Die oben beschriebenen Elektrophoresen wurden
auch mit einen Phosphatpuffer von pH 6.5, Ion. St. 0.9 wiederholt.
NaH,PO,. H,O=1.175g + 7.5 Na,HPO,. 12 H,0 g auf 1 lit. dest. Wasser.

RESULTATE
Absorptionsmaxima.

Das Hamoglobin des Protopterus aethiopicus zeigt in einem T'ris-
EDTA-Borat Puffer von pH 9.1, 0.13 M in der Oxyform folgende
Absorptionsmaxima in mu 575, 540, 416, 345 und 278.

100~

Hamoglobinabsarptionskurve  des
90~ PROTOPTERUS AETHIOPICUS
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Fig. 2. Absorptionskurve des nativen Hidmoglobins des Protopterus
aethiopicus.

Elektrophoretische Analyse.

Die Elektropherogramme ergaben dass das Himoglobin des Pro-
topterus aethiopicus hochgradig heterogen ist.
Bei der Papierelektrophorese konnte keine ‘I'rennung der Kompo-
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nenten erzielt werden, da das Himoglobin mehr oder weniger als breite
ziemlich kompakte Zone zur Anode wanderte. Nur in der Mitte des
Hémoglobinbandes konnte man eine Farbintensivierung fesstellen.

Die Celluloseazetat Elektropherogramme (Fig. 3a und 3b sowie 3c)
ergaben eine Trennung in mindenstens 7 - 8 Komponenten.

Nach der Stirke der Firbungen mit Ponceau S und Amidoschwarz
zu urteilen, sind von der Kathode ausgehend, die erste, die zweite, die
dritte und die sechste Komponente als Hauptkomponenten zu betrachten,
wihrend die dritte, die fiinfte bis zur zehnten, als Nebenkomponenten
in kleineren Konzentrationen vorkommen. Die dritte Komponente ist
bei den Celluloseazetatstreifen in zwei schwachen Banden gespaltet.
Diese Dualitdt der dritten Komponente ist bei der Elektrophorese mit
Cellogel sehr ausgepragt (Fig. 4b).

Es ist zu bemerken, dass die Stirkegelelektrophorese keine brauch-
bare Trennung des Himoglobins in den verschiedenen Komponenten
erlaubte, indem weder bei pH 9.1, noch bei pH 6.5 zufriedenstellende
FErgebnisse erzielt wurden.

DISKUSSION

Aus den vorerwahnten Resultaten ist die hohe Heterogenitit des
Héamoglobinsd es Protopterus aethiopicus nahe gelegt worden.
Die beste T'rennung simtlicher zur Anode wandernden Komponenten,
deren Zahl sich auf g - 10 belduft, wird durch die FElektropherogramme
bei pH 9,1 auf Celluloseazetatstreifen erhalten. Dabei ist zu bemerken
dass in den ersten 30 - 40 Minuten noch keine T'rennung zu beobachten
ist, indem das H&moglobin als breite homogene Bande wandert. Die
Trennung erfolgt nach dieser Zeit, und ist nach ca go- 120 Min.
beendet. Dieses Verhalten legt den Gedanken nahe, dass die vier oder
fiinf nahe beieinander wandernden Komponenten, eine ziemlich dhnliche
Aminosdurenzusammensetzung haben miissen. Drei oder vier, anodisch
sehr schnell wandernden, schwach sichtbaren Komponenten sind auf den
photographischen Bildern nicht gut zu erkennen. Sie entsprechen
Komponenten mit hoher negativer Ladung.

Die Elektrophorese bei pH 9.1 mit den Cellogel-Folien ergab
schirfere Bilder bei denen bis zu 8 Komponenten gut unterschieden
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Fig. 3a. Elektropherogramm des Hamoglobins des Prot o pterus aethio-

picus auf Azetatcellulose, pH g.1.500 V.I 5mA, 90 Min.

Fig. 3b. Elektropherogramm des Hdmoglobins des Proto pterus aethio-

picus auf Azetatcellulose, pH 9.I.500 V.I. 5 mA, go Min.
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Fig. 3c. Elektropherogramm des Himoglobins des Proto pterus aethio-

picus auf Azetatcellulose, pH g.I.500 V.I.5mA, 110 Min.
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Fig. 4a. Elektropherogramm des Himoglobins des Protopterus aethi
picus auf Cellogel, pH g.I.140-150 V, 1.0 mA, 4-5 Stunden.

gy e T

Fig. 4b. Elektropherogramm des Himoglobins des Protopterus aet hio-
picus auf Cellogel, pH 9.1.140-150 V, 10 mA, 4-6 Stunden.

Start
y

Fig. 4c. Vergleichende Elektrophorese des Humanhédmoglobins (oben) und
des Himoglobins des Protopterus (unten) auf Azetatcellulose, pH 9. I. 140
V.o0.2 mA. wihrend 95 Minuten.
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Fig. 5a. Elektropherogramm des Himoglobins des Pro topterus aethio-
picus auf Azetatcellulose, pH 6.5, 450 V, 2 mA, 120 Minuten.

1

Fig. sb. Elektropherogramm des Himoglobins des Protopterus aethio-
picus auf Cellogel, pH 6.5, 140 V, 4-5 mA, 4 Stunden.

e

Fig. sc. Elektropherogramm des Hidmoglobins des Proto pterus aethio-
picus auf Cellogel, pH 6.5, 140 V, 4-5 mA, 6 Stunden,
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werden konnten. Bei den abgebildeten Elektropherogrammen sind die
anodisch schneller wandernden nicht scharf zu unterscheiden, Bild 4a
und 4b.

Bei pH 6.5 hat sich neben den Azetatzellulosestreifen auch die
Cellogel-Folien bewidhrt, dabei wandern, wie zu erwarten war, alle
Banden kathodisch, aber unter einem ganz anderen Bild, da sich knapp
nach 20 Minuten nach Beginn der Elektrophorese zwei Banden bilden die
bei der Azetatcellulose erst nach 6o Minuten, und bei der Elektropho-
rese mit den Cellogel Folien in mehreren dicht nebeneinander liegenden
Banden zerfallen, die eine Differenzierung von 7-8 Komponenten
erlauben.

Die Differenzierung der Banden ist durch die beigefiigten densito-
metrischen Bilder sowohl bei pH 6,5 als auch bei pH 9,1 gut ersichtlich,
(Fig. 6 und 7).

Der Polymorphismus der Himoglobine ist eine weitverbreitete
Erscheinung * bei den niederen Vertebraten und Avertebraten. Die
Ursachen dieser Heterogenie konnte auf eine phylogenetische Descedenz
beruhen, oder auch auf eine ontogenetisch bedingte grossere Adapta-
tionsmoglichkeit gegeniiber dem Sauerstoffangebot unter veridnderten
Lebensbedingungen.

Die Luftatmende Tiere zeigen einen viel kleineren Grad von
Heterogenie, gegeniiber den Tieren die ihren Sauerstoff aus dem Wasser
aufnehmen miissen.

Die Lungenfische waren und sind Silisswasserfische die in einen
Milieu leben welches nicht immer und gleichmissig den nétigen Sauer-
stoff zufiihrt, darum ist es verstdndlich, auf Grund der oben erwdhnten
Annahme, dass sie ein Polymorphes Himoglobin besitzen.

Da die Lungenfische und hauptsichlich der Epiceratodus
forsteri nur geringe Unterschiede gegeniiber ihren Vorfahren
aufweisen, und als «lebende Fossilien» bezeichnet werden kénnen, miisste
die Kenntnis der Aminosdurenzusammensetzung und der Sequenz ihrer
Himoglobine von grissten Interesse fiir die vergleichende Physiologie

4. H. Jamanaka, K. Yanaguchi and F. Matsuura: Bull
of the Jap. Soc. of Scient. Fisheries, Vol. 31, 1965 p. 827, ibidem, Vol. 31,
1965, p. 833.



258 IIPAKTIKA THZ AKAAHMIAZ AOHNQON

und molekulare Biologie bedeuten. Dementsprechende Arbeiten sind
im Gang.

Die Absorptionsmaxima des Gesamthidmoglobins in gepufferter
Tris pH 9.1 Losung entsprechen ziemlich vollkommen denen der M y-
xine Glutinosa’.

Die vergleichende Elektrophorese des Lungenfisch Hb und des
Human Hb bei pH q.1, mit den schon erwéhnten Tris-Puffer, ergab dass

Fig. 6. Densitometrische Differen- Fig. 7. Densitometrische Differen-
zierung der Komponenten bei der zierung der Komponenten bei der
Elektrophorese bei pH 6.5. Elektrophorese bei pH g.1.

die langsam wandernden Komponenten 7 -8 des Protopterus Hb schneller
als das Humanhidmoglobin A, wandern, wihrend die Hb Komponenten
1- 3 sich schneller als das Hb A, bewegen.

Die Hb Komponenten 4 und 5, bei manchen Versuchen auch die
Komponenten 3 - 6, bewegen sich gleich schnell mit dem Human Hb A,

(Fig. 4c¢).

ZUSAMMENFASSUNG

Durch Elektrophorese bei pH 9.1 und pH 6.5 unter Anwendung von
Azetatcellulosestreifen und Cellogel Folien war eine Heterogenitit des
Himoglobins des Protopterus aethiopicus feststellbar. Es wurden 7 -8
Komponenten festgestellt. Keine der Komponenten bewegte sich bei einen
niedrigen pH anodisch. Die Absorptionsmaxima der gepufferten Gesamt-

5. Sven Paldus, Ol. Vesterberg and Cisela Lil-
jeqvist: Comp. Biochem. Physiol. Vol. 39 B, 1971, p. 55I.
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himoglobinlosung (Oxy-) wurden zu 575, 540, 416, 345 und 278 mu bes-
timmt. Dieses Werte entsprechen zum grossten Teil denen des Hiamo-
globins der Myxine Glutinosa.

SUMMARY

By electrophoresis at pH 9.1 and pH 6.5 using strips of acetatcellu-
lose and Cellogel we could prove the Heterogenity of the Hemoglobin
of the Protopterus aethiopicus.

Kight to nine components could be detected. None of these com-
ponents are moving anodicaly at pH 6.5.

The Absorption Maxima of the buffered Oxy Hemoglobin solutions
were determined at 575, 540, 416, 345 and 278 my, which values are very
similar to the Hemoglobin of Myxine glutinosa.

RESUME

Par électrophorése en tampon Tris-EDTA-Borat pH 9,1 et en
tampon Phospate-Borate pH 6.5 sur acétate de cellulose et aussi sur
bandes de Cellogel nous avons constaté la héterogénéité de 1> hémoglo-
binedu Protopterus aethiopicus.

Sept 4 huit composantes on pu étre prouvées. Aucune de ces
composantes ne montre un mouvement anodique. Les solutions tampo-
nées de I’ oxyhémoglobine montrent an spectre d’ absorption 4 maxima
575, 540, 416, 345, 278 mu. Ces valeurs resemblent & celles de 1’ hémo-
globine du Cyclostome Myxine glutinosa.
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Koata myv avaxolvwow tiig dvotéow €oyactag 6 arxadnuairog ». N. AoDpog
glme 10 ndrwot :

‘O x. Avaotdotog Xonotopdvos, viog tob deluviorov Kadnyntod *Aviw-
viov Xonotopdvov, ‘Ondrinog Kadnynrig tob [avenistyuiov Ocooahovinng, nodé-
Eag v €0pav tilc Buoloywriic Xmuelag »al viv uéhog xal ovvepydng tob “Ivoti-
tovtov Max Planck &v Movdy® Bavagioag, elvar yvootog elg thv *Axadnuiav,
glg v omolav b Tvewv unvdy 6 ovvddekgog . Twaxeinoyrov magovoiasce tov
wo®tov tépov tob eig v [eguavixnyv éxdodévrog aEloloymwtdrov Eoyov avtod
neol tiic MOPIAKHS BIOAOT'IAY TON AIMOS®AIPINON, 10 67moiov Gméomace
ctoMhovg Emaivovg Um0 tijg diedvols xoutixdic."Hn, dnd dexaetiag xal mAéov, doyo-

Aettar 6 x. Xonotoudvog we Ty uekétny t@V alnooqavdy TV %atmTéQWY
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omovOVAWTOVY %al GomovdiAmy dnuocievoag GYETINDS GELOAY TEMTOTUIMV SQEVVAY.
‘H magotioa €oevva, thv 6motav #xm v tunv va magovotdow i Tv “Axadn-
utav, moayuateletal meol tig aipnoogaiivne t@v omaviov ditmvevotomv
iy 9wy xai O xal tod *Agoavinod Protopterus aethiopicus.
‘O ixdvg oltog neta t@v dniong omaviov ovyyevdv adtod, tod Epicerato-
dus forsteri g Adotparlag xal tod L epidosiren para-
d o xa tijg Notlov *Aueoixiic, amotehodv Ldvra dmohdduata, iHrot elvar dmd-
yovou dumvevotwv iy$dwv, oltiveg Elnoav xatd v chovolov mepiodov, dniady o
400 éxavopupvoiov &tdv. Eig v moaywatelav tov tavtmv 6 x%. Xomotoudvog
ueta tol cuvegydtov tov Reinhard, o ouvéhete 10 alpa tdv ixdiov
tovtwy &x tijg Aluvng T'schad tiic Niynolac, amédeite S drapdomv nedddwv
nhextpopopiioems el didgoga PH, 8t 6 ixddg odtoc xéxmrar 7 -8 dragdoouvg
aipooparoivac. “H wolvpoopia ality té@v aipocpaioivdv mooéoyetar mdavie eite
éx guloyevetuxils 8Eehitews, elte, Omeo nai mdavéreoov, &x Tiig dvroyevetriig
neocaouoyis t@v iyddwv toltwv, oitveg Colv eig ta yAuvra Udarta, mpog TG
avdyrag tob doyaviouod adt@dv eig 6Evydvov. Kad® §t g Lavies elc téhnata 7
droEnoavouévag xara 10 égog Muvag, avayxdfovrar vo mooshaufdvovy to uev
¥égog 10 dvayxawobv 6Evydvov &x tol Gégog, Ev@ TOV xewdva Gvamvéouy TO 8V
@ Voot drakehvpévov dGEvydvov. Suvemdg Exovv dvdyxmy aipoo@aiovdy, aitiveg
Oy uévov dragéeovy g oG TOV AeLTovgyrdy adT®v pmypavioudy, GAAG xal g
7e0g v &€ duwvotéov clvieoy adtdv — dc toito xatagaivetar & t@V molha-
7A@V drapogov TAextoogoontiniis W1éTnTog Exovodv aipooqaowvidv. “H Foevva
abty elvar 7 10 mpdrov 2mi tiig moAvpogplag TGOV aipospaowdv TdV iydiov
ToUT@V dNUocLEvopévy.

Qg 8¢ magatneel 6 cvyyoapels, 1 aipospaoivy ol Protopterus
aethiopicus dexvier oyedov 10 adtdo @dopa Gmogoogiioews mEOC TAC
aipooapivag @V xvxhootépwv diov, of O6molor eivar Goaldtwg oruegov
Gnoun Covra dmokelupata wdg peyding tdteng ixdvov tdv xalovpévav dyvd-
Jov, mov €lncav med 600 éxatoppveimv dtdv xata v xduPolov megiodov.

IMobnertar dnhadn meol EEagetindds Evdiagegovong uedétne Ggpoowong eic
™y zalaovioroyiav, v dvroroyiav xal v Brokoyiav.

A Aemtopeoeiog maganéunw elg v dxtevi) Eoyactav tod x. Xonoroudvov
mou ouvodevetar Vmd mOAADY GmodewxTixdv MAexTQogoonTIGV Qacudtmv, Sua-
YOoUUdTOV, FaQTdY %al mvdxov xal 1 6mola OV dmuoocievdq eic ta Moaxtind
iig "Axadnuiag.



