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I s o l i e r u n g  d e r  t u b e r k u l i n a k t i v e n  P r o t e i n e  aus  
d e m  T u b e r k u l i n  m i t  H i l f e  y o n  D e x t r a n - G e l  

Im Rahmen unserer UntersuchungenX-3 fiber die Spezi- 
fit~t der Tuberkuloproteine in erhitzten humanen, bovi- 
nen und avi/iren Tuberkulosebakterien-Kulturfi l traten 
trat  das Problem auf, die biologisch aktiven Substanzen 
aus dem Tuberkulin in gr6sseren Mengen rasch, exakt  
und ungefiihrlich ffir den Untersuchenden isolieren zu 
kSnnen. Die Trennung der spezifischen tuberkulin- 
aktiven Proteine yon den im Tuberkulin noch enthaltenen 
Lipiden, Polysacchariden, Nukleinsiiuren und N~hr- 
bodenbestandteilen mit  den bisher fiblichen FAllungs- 
mitteln wie Trichloressigsiiure, Methanol, Ammonsulfat  
u.a. ist nicht nur umst~ndlich und gelegentlich mit  
einer Verminderung der biologischen Wirksamkeit  ver- 
bunden, sondern die gefAllten Fraktionen enthalten auch 
noch gr6ssere Mengen an Fremdstoffen*. 

Eine Reihe yon Arbeiten der letzten Zeit zeigten, dass 
die Methode der Gelfiltration mittels Dextran-Gel ein 
einfaches Verfahren darstellt, die einzelnen Bestandteile 
biologischer Gemische je nach den Unterschieden in ihren 
Molekfilgr6ssen rasch zu trennen oder zu fraktionieren. 
Da ausserdem das Dextran-Gel sich gegen biologische 
Substanzen indifferent verhlilt und deren AktivitAt er- 
halten bleibt, versuchten wir, die tuberkulinaktivcn 
Proteine durch Gelfiltration aus den erhitzten IZultur- 
filtraten zu isolieren. 

Als Dextran-Gel benutzten wir Sephadex G 50 medium 
(Pharmacia, Uppsala, Sehweden). Die Preparat ion der 
S~.ule erfolgte nach den Angaben der Herstellerfirma. 
Fiir die Aequilibrierung der Chromatographiesiiule und 
die Elut ion der aufgetragenen Tuberkulosebakterien- 
Kulturfi l trate wurde isotone Natr iumchlor id lSsung ver-  
wendet.  Hi tzekonzen t r i e r t e s  albumosefreies Tuberkulin 
musste vor der Filtration mit  derselben L6sung im Ver- 
hifltnis 1:2 verdiinnt werden, da dieses Priiparat zu 
visk6s ist und infolge yon Schwanzbildung die Sgule 
unregelm~issig durchl~iuft. Das Eluat  wurde in 3 ml-Frak- 
tionen aufgefangen. 

Die Untersuchungen der einzelnen Fraktionen ergaben, 
dass aus einer Sephadex-G-50-Siiule zuerst die Tuberkulo- 
proteine austreten. Die Menge des in die Siiule cinge- 
brachten Tuberkuloprotein-Stickstoffes konnte verlust- 
frei in dieser Zone wiedergefunden werden. In den letzten 
Fraktionen des Proteinbereiches jedoch waren neben den 
Eiweissk6rpern bereits Lipide und Spuren yon Poly- 
sacchariden nachweisbar. Alle Fraktionen dieser Tuber- 
kuloproteinzone erwiesen sich im Tierversuch bei mit  
humanen, bovinen und aviitren Tuberkulosebakterien 
sensibilisierten Meerschweinchen und bei tuberkul6sen 
Rindern als biologisch hoch aktiv, wobei Wirkungs- 
maxima im ersten und zweiten Drittel dieses Bereiches 
festzustellen waren. 

Die der Eiweisszone folgenden Fraktionen zeigten bei 
der Auswertung an sensibilisierten Mcerschweinchen und 
tuberkul6sen Rindern in keinem Fall biologische Aktivi- 
t~t. Desgleichen war Tuberkuloprotein-Stickstoff n ieh t  
mehr nachweisbar. Bei der qualitativen Untersuchung 
konnten Lipide, Nukleins~uren, Polysaccharide, Amino- 
zucker und N~hrbodenbestandteile, insbesonders As- 
paragin und Glyzerin festgestellt werden. 

Summary. By filtering heated filtrates of the cultures 
of Mycobacterium tuberculosis human, bovine and avian 
type respectively through the dextran-gel Sephadex 50, 
it is possible to separate the tubereuloproteins from the 
other inactive constituents in a simple manner. 
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Bundesanstalt [i~r Tierseuchenbekiimp]ung in M6dling bei 
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S t u d i e s  on  t h e  A c t i o n  o f  s o m e  E n z y m e s  o n  the 
Cut ic le  of Fasciola hepatica L. 

The cuticle of trematodes has been studied only to a 
limited extent  from a biochemical and histochemical 
point of view. Prote in  1, mucopolysacchar ides  2 and po- 
lyphenolsI have been described in the cut ic le  of the l iver  
fluke and in Fasciola indica V. The cuticle was shown 
to be proteinaceous with 1:2 glycol groups but lacking 
unsaturated tipids 3. Supposing tha t  a fasciolicidal effect 
of a substance could be due to its action on or solubility 
in the cuticle, it was of interest to get information on the 
nature of the cuticle of Fasciola hepatica. Thus the follow- 
ing study with protein-, carbohydrate-, and lipid-splitting 
enzymes was made: 

(1) For each enzyme or enzyme mixture, 3 living adult 
flukes were placed in 3 ml 0.15 m NaCI (containing 
< 0.004% Ca 2+) and 0.01 g enzyme (see Table). Controls 
were run without enzymes. The experiments were per- 
formed under sterile conditions a t  + 37°C and pH 5.5- 
6.0, Observations were made, 3 times with intervals of 1 h, 
in a stereomicroscope at 80 ×.  A disintegrating effect 
on the surface of the flukes was indicated by + and a 
negative or vague effect by -- as shown in the Table. 

The results indicate that  the cuticle of the liver fluke 
consists of protein, since it is disintegrated by a series of 
proteolytic enzymes. Since the other tested enzymes had 
no visible effect on the cuticle with the technique used, 
the carbohydrate- and lipid-splitting enzymes were tested 
on histological sections. 

(2) For studying components of carbohydrate nature, 
the flukes were fixed in Carnoy's fluid. Sections were 
treated with the carbohydrate-splitting enzymes, listed 
in the Table, for 1 and 3 h at  pH 5.5-6.0 and + 37°C and 
subsequently stained according to the periodic acid-Shift 
(PAS) method. Other sections were stained without 
previous t rea tment  with enzymes. Some of these sections 
were stretched on ethanol and provided with a film of 
collodion before staining, whereas others were prepared 
without  these precautions. 

In untreated sections the cuticle was lined by a distinct- 
ly PAS-positive rim, whereas the inner part  of it was faintly 
PAS-positive with small, strongly PAS-positive granules 

i A. PASSATII, Wien. Tier~irztl. Monatschr. 49, 376 (1957). 
L. Mom~f~, Arkiv Zool. 12, 343 (1959). 

8 M. B. LAL and S. C. SIIRIVASTAVA, Exper. 16, 185 (1960). 
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s c a t t e r e d  in  i t  ( F i g u r e  1). I n  s e c t i o n s  t r e a t e d  w i t h  a m y -  
l a s e  t h e  P A S - p o s i t i v e  g r a n u l e s  h a d  m o s t l y  d i s a p p e a r e d  
a n d  t h e  o u t e r  a n d  i n n e r  p a r t s  o f  t h e  c u t i c l e  s e e m e d  to  
s h o w  a s l i g h t l y  w e a k e r  P A S - p o s i t i v e  r e a c t i o n  t h a n  t h e  
u n t r e a t e d  s e c t i o n s  ( F i g u r e  2). A l m o s t  t h e  s a m e  r e s u l t s  a s  

Fig. l. Cuticle from liver fluke showing glycogen granules and a 
PAS-positive rim. Part of a spine is seen to the right. Stained with 
PAS after 3 h t reatment  with distilled water at + 37°C. 800 x.  

Fig. 2. Cuticle stained with PAS after 3 h t reatment  with amylase. 
335 x,  

t h o s e  d e s c r i b e d  in  a m y l a s e - t r e a t e d  s e c t i o n s  we re  o b t a i n e d  
in  s e c t i o n s  t r e a t e d  w i t h  l y s o z y m e  o r  h y a l u r o n i d a s e ,  t h o u g h  
s m a l l  i r r e g u l a r  p a t c h e s  o f  P A S - p o s i t i v e  m a t e r i a l  we re  s e e n  
in  t h e  cu t i c l e ,  e s p e c i a l l y  in  t h e  l y s o z y m e - t r e a t e d  s e c t i o n s .  

T i l e  g r a n u l a r  P A S - p o s i t i v e  m a t e r i a l  in t h e  c u t i c l e  m a y  
be  i n t e r p r e t e d  a s  g l y c o g e n ,  i f  t h e  t y s o z y m e  a n d  h y a l u r o n i -  
d a s e  u s e d  o n l y  a c t  u p o n  c h i t i n a c e o u s  s u b s t a n c e s  c o n t a i n -  
i n g  a c e t y l h e x o s a m i n - g l y c o s i d i c  b o n d s  a a n d  h y a l u r o n i c  
a c i d  l ike  s u b s t a n c e s ,  t h a t  c o u l d  m e a n  t h a t  t h e  g l y c o g e n  
g r a n u l e s  a r e  a s s o c i a t e d  w i t h  s u c h  c o m p o n e n t s ,  s p l i t  b y  
t h e  u s e d  e n z y m e s  m a k i n g  t h e  g l y c o g e n  w a t e r - s o l u b l e .  

F o r  t h e  s t u d y  of  l ip id  c o m p o n e n t s  in  t h e  c u t i c l e ,  f l u k e s  
w e r e  f i x e d  in  1 0 %  f o r m a l d e h y d e  s o l u t i o n .  F r o z e n  s e c t i o n s  
w e r e  t r e a t e d  for  I o r  3 h a t  p H  5.5 6 .0  a n d  + 3 7 ° C w i t h  
t h e  l i p i d - s p l i t t i n g  e n z y m e s  l i s t e d  in  t h e  T a b l e  a n d  s u b s e -  
q u e n t l y  s t a i n e d  w i t h  S u d a n  B l a c k  B o r  S u d a n  I l I .  
S e c t i o n s  w i t h o u t  a d d e d  e n z y m e s  w e r e  a l so  s t a i n e d .  

T h e  u n t r e a t e d  s e c t i o n s  s h o w e d  a m a r k e d  d i f f u s e s u d a n o -  
p h i l i a  b u t  n o  d r o p l e t s  in  t h e  c u t i c l e  ( F i g u r e  3). A f t e r  
t r e a t m e n t  w i t h  e n z y m e s  t h e  c u t i c l e  p a r t l y  l o s t  i t s  
s u d a n o p h i l i a  b u t  t h e  r e a c t i o n  w a s  u n e v e n .  A m o n g  t h e  
e n z y m e s  u s e d ,  p h o s p h o l i p a s e  C s h o w e d  t h e  s t r o n g e s t  
e f fec t .  F i x a t i o n  w i t h  C a r n o y ' s  f lu id ,  w h i c h  p r e s u m a b l y  
w o u l d  d i s s o l v e  l i p ids  p r e s e n t  in  t h e  t i s s u e ,  m a d e  t h e  
c u t i c l e  a l m o s t  n e g a t i v e  t o  S u d a n  d y e s .  

T h e  f i n d i n g s  s u g g e s t  t h a t  t h e  c u t i c l e  c o n t a i n s  m a t e r i a l  
of  l ip id  n a t u r e .  H o w e v e r ,  t h e  i n t e r p r e t a t i o n  is d i f f i c u l t  
a s  S u d a n  B l a c k  B is  a w e a k  b a s e  s a n d  S u d a n  I i i  a w e a k  
ac id  5. T h u s  t h e  S u d a n  d y e s  m i g h t  in  a d d i t i o n  r e a c t  
w i t h  d i f f e r e n t  a c id  o r  b a s i c  c o m p o n e n t s  in  t h e  c u t i c l e  

Acti- pH- Effect 
vators ~ opt imum 6 

Protein-splitting enzymes 
Trypsin, Worthington, 1 ×crys t .  1961 ~ 7 . 0  -- 
Papain, Pharm. 4.0-8.1 
Ficin, Worthington 1961 4.0-8.5 + 
A spergillus oryzae protease, 
t rys t .  (T. Astrup) 6.0 7,0 + 
Pronase, Calif. Corp. Biochem. Res. 196[ ~ 7 . 0  + 

Carbohydrate-splitting enzymes 

0~-Arnylase, saliva, purified 7 NaCI 4.5-7.0 - -  
a-Amylase,  Zymota, DDS 4.5 5.5 - -  
Lysozyme, Worthington 1961 4.5-7.0 -- 
Hyaluronidase, Worthington 1961 4.5 7.0 - 

Lipid-splitting emymes 

Lipase, Worthington t961 Ca 2~ 6.0-7.6 -- 
Phospholipase C, Worthington 1961 5.1-5,9 
Phospholipase D, Calif. Corp. Biochem. Res. 1961 

Enzyme mixture 
Helix pomatia hepato-panereas s homogenate 
(Chitinase amongst  others) 

Fig. 3. Part  of liver fluke stained with Sudan Black B. The cuticle is 
diffusely sudanophilic. 75 x.  

a M. R. J. SALTON, MierobiaICell Walls (J. Wiley & Sons, Inc., New 
York 1960), p. 59. 
H. J.  C o ~ ,  Biological Stains (Williams & Wilkins Co., Baltimore 
19531, p. 86, 93. 

6 p. D. BOYER, H. LARDY, and K. MVRB)ICK, The Enzymes (Aca- 
demic Press, New York 1959-1961). 

7 K . H .  MEYER, E. H. FISCHER, A. STAUB, and P. BERNFELD, Helv. 
ehim. Acta 31, 2158 (1948). 

8 W. KOKFNTHAL, LeitJaden]ardaszoologische Praktikum (G. Fischer 
Verlag, Stut tgar t  1959), p. 161. 
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and  no t  only  give the  s ta in ing  effect  t h rough  a solut ion 
mechanism.  

In  conclusion. The  cuticle of Fasciola hepatica is 
p ro te inaceous  in na ture .  I t  is p rov ided  wi th  a r im con- 
ra ining mucopolysacchar ides  or  mucop ro t e in s .  The cuticle 
conta ins  glycogen and  sudanophi l ic  subs tances  which  
migh t  be of lipid na ture .  

Zusammen/assung. Die Cuticula von  Fasciola hepatica 
ist von  protein~ihnlicher N a t u r  und  yon  e inem Saum aus 

Mucopolysacchar iden  oder  Mucopro te iden  umgebcn.  Sie 
enth/~lt Glycogen und  sudanophi le ,  wohi  lipid/~hnliche 
Subs tanzen .  

N. BJi)RKMAN, W. THORSELL, a n d  E. IAENERT 

Department o/ Anatomy and Histology and Department o/ 
Chemistry, Veterinary College, Stockholm (Sweden), and 
Pharmakologisches Institut der Tierdrztlichen Hochschule, 
Wien (Austria), September 4, 1962. 

A d S n o s i n e  t r i p h o s p h a t a s e  e t  p y r o p h o s p h a t a s e  
d e s  c h l o r o p l a s t e s  

Diverses recherches  c o n c e r n a n t  l ' ac t iv i t~  de l ' ad~nosine  
t r i phospha ta se  (ATPase) 1 des ch loroplas tes  de feuilles 
ver tes  on t  donn6 lieu jusqu'A pr6sent  ~ des conclusions 
contradic to i res .  C o n t r a i r e m e n t  A AVRON e t  JAGENDORF ~'3 
e t  ~ ARNON 4, WESSELS e t  BALTSCHEFFSKY s o n t  mont r6  
que les chloroplas tes  de feuilles d '6p ina rds  con tena i en t  
une ATPase  e t  de plus une  p y r o p h o s p h a t a s e ,  chacun  de 
ces deux  enzymes  6ran t  caracter is6 pa r  un  p H  o p t i m u m  
diff6rent  e t  bien d~fini. P a r  ailleurs, FORTI* a purifi~ 
pa r t i r  d ' h o m o g 6 n a t s  de feuiltes d ' 6p ina rds  une  phospha -  
tase  poss6dant  une  act ivi t6  hyd ro ly t i que  vis-a-vis  ~ la lois 
de I 'ATP  e t  du p y r o p h o s p h a t e .  La  prSsente  note  conf i rme 
les rOsultats de  VV'ESSELS e t  BALTSCHEFFSKY ~ e t  appo r t e  
des a r g u m e n t s  supp16mentaires  en faveur  de la pr6sence 
dans  les chloroplas tes  de deux  enzymes  d i s t inc t s  hydro-  
l y san t  r e s p e c t i v e m e n t  I ' A T P  e t  le p y r o p h o s p h a t e .  

Matdriel et mdthodes. Les chloroplas tes  de feuilles 
d '~pinards  son t  pr6par6s selon ARNON et  al. 7, laves deux  
lois pa r  une solut ion de NaC1 0 ,35M e t  f ina lemen t  mis  en 
suspension dans  une solut ion de NaC1 0,03M. Le con tenu  
en chlorophyl le  des ch loroplas tes  est  d6termin6 d 'apr~s  la 
valeur  de la densi t6  o p t i q u e  tt 652 mlz s. Sauf indica t ion  
contraire ,  les mil ieux d ' i n c u b a t i o n  son t  const i tu~s ainsi:  
A T P  ou p y r o p h o s p h a t e  3 v.moles, MgC12 1 vtmole, Tris 
20 tzmoles, p H  final  7,6. La  r6act ion commence  avec 
r a d d i t i o n  de la suspens ion  de chloroplastes .  Le vo lume  
to ta l  var ie  selon les exp6r iences  en t re  400 tzl e t  600 vtl. 
L ' incuba t ion  se fair  ~ l'obscuritd e t e s t  arr~t~e p a r  add i t i on  
de I00 [~1 d ' ac ide  t r ich lorac6t ique  g 30%. L ' ac t iv i t6  de 
l 'ATPase  et  celle de la p y r o p h o s p h a t a s e  sont  6valu6es 

E 
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0 PP 
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9pH 

Conditions: voir Mat6riel et m6thodes. - Contenu des chloroplastes en 
chlorophylle 3.6 ~tg. Volume total 550 y.1. Incubation 18 min A 30 °. 

d ' apr6s  la quan t i t6  d ' o r t h o p h o s p h a t e  lib6r6 k par t i r  de  
I 'ATP ou du py rophospha t e .  Les techniques  d ' i so lement  
et  de dosage de l ' o r t h o p h o s p h a t e  sont  analogues A celles 
d6cri tes dans  un  art icle pr6c6dentL 

Rdsultats. Effe t  du p H :  E n  pr6sence d ' ions  Mg 2-, le 
p y r o p h o s p h a t e  est  hydrolys6  plus r ap idemen t  que I 'ATP  
de p H  5 -~ p H  7 et  moins  r a p i d e m e n t  de p H  7,5 k p H  9 
(Figure).  Ces r6sul ta ts  sont  en accord avec ceux de 
WESSELS et  BALTSCHEFFSKY &. 

Ef fe t  de  la concen t r a t ion  en ions Mg2+: Lorsque I 'ATP  
et  le p y r o p h o s p h a t e  son t  utilis~s ~ p H  7,6 e t  A des con- 
cen t ra t ions  s a tu ran te s  '°, leur vi tessc d 'hydro lysc  est  
ddpendan t e  de la concen t ra t ion  en ions Mg ~+. Les donn6es  
du Tableau I m o n t r c n t  que la vitesse d 'hydro lyse  de 

Tab. I. Influence de la concentration en ions Mg ~÷ sur l'hydrolyse de 
I'ATP et du pyrophosphatc par los chloroplastes 

Exp. Contenu en ATP MgCI 2 1' i lib6r6 I) i lib6r6 
chlorophylle ou PP h partir h partir de 
des d'ATP pyrophosphate 
chloroplastes 
mg [~molcs ~tmoles ~.mole ~unole 

1 1,75 3 0 0,17 0,19 
3 0,5 0,45 0,35 
3 1,0 0,81 0,48 
3 1,3 0,55 0,47 
3 2,5 0,32 0,47 

2 2,80 1,5 0,7 0,35 
2,I 0,7 0,58 
2,5 0,7 0,48 

Conditions: voir Mat6riel et m6thodes. - Exl~rience 1 : Volume total 
600 [~1, Incubation 18 min h 30 °. Exp6rience 2: Volunm total 500 ~tl, 
Incubation 15 rain "h 30 °. 

i A brJvmtions: Tris: Tri(hydroxymethyl)aminom6thane, FMN: Fla- 
vine mononuel6otide, PM S: ph6nazine m~thosulfate, PCMB: Para- 
chloromercuribenzoate de sodium, ATP: adenosine triphosphate 
de sodium, PP: pyrophosphate. 
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a M. AVRON, Bioehim. biophys. Acta 40, 257 (1960). 
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6 G. FORTX, Biochim. biophys. Aeta 4~, 200 (1961). 
D. I. ARbrON~ M. B. ALLEN et F. R. WHATLEY, Nature 174, 394 
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s D. I, ARNON, Plant Physiol. 24, 1 (1949). 
* P. V. VIGNAIS et P. M. VmuAts, Biochim. biophys. Acta 43, 431 

(1960). 
10 A pH 7.6, la eonstante de Miehaelis relative ~ I'ATP est de 1.1 x 

10 -s M; celle relative au pyrophosphate est de 1.8 × 10 -3 M. 


