
15. I. 1963 Brevi comunicazioai - Brief Rep()rts 5 

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 .  
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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 
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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 &. 

Effe 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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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. 
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I ' A T P  es t  m a x i m u m  lorsque le r a p p o r t  [zmoles MgC1J 
~tmoles A T P  es t  6gal ~ 1/3. P a r  aitleurs, Ia v i tesse  d ' h y d r o -  
lyse du p y r o p h o s p h a t e  d e v i e n t  6ga lement  m a x i m u m  
lorsque le r a p p o r t  ~tmoles MgC1J~moles  P P  es t  ~gal ~ 1/3, 
mais  elle res te  m a x i m u m  lorsque la va leu r  de ce r a p p o r t  
augmen te .  

Tab. II. Influence du PCMB sur l'hydrolyse de I'ATP et du pyro- 
phosphate 

Exp. Contenu en PCMB Glutathion Pilib~rd Pilib6r6 
chlorophylle × 10-~M × 1O-~M ~ partir ~ partir 
des d'ATP de pyro- 
chloroplastes phosphate 
mg ~/,mole ~rnole 

1 3,5 0 - -  0,82 0,62 
1 - -  0,44 0,60 

10 - -  0,15 0,61 
2 3,2 0 0 0,68 

5 0 0,18 
5 10 0,53 

Conditions: voir Mat6riel et m6thodes. - Exp6rience 1 : Volume total 
600 [zl, Incubation 18 rain h 30 °. Exp6rience 2: Volume total 500 ptl, 
Incubation 16 min ~ 30 °. 

Tab. III. Effet du *vieillissement, des chloroplastes sur l'hydrolyse 
de I'ATP et du pyrophosphate 

Temps de Pi lib6r$ h partir Pi lib6r6 h partir 
, vieillissement* ~t 30 ° d'ATP de pyrophosphate 
min ~tmole ixmole 

0 0,66 0,44 
30 0,43 0,49 

120 0,35 0,41 

Conditions: voir Mat6riel et m6thodes. - Contenu en chlorophylle des 
chloroplastes 3,3 mg. Volume total 400 ~1. Incubation 15 rnin A 30 °. 

E f f e t  du PCMB:  Le  PCMB inh ibe  l ' hydro lyse  de 
I 'ATP,  mais  non  celle du  p y r o p h o s p h a t e .  L 'ac t iv i t6  
A T P a s i q u e  inhib6e pa r  le PCMB es t  r~g6n6rbe p a r  le 
g lu ta th ion  (Tableau II) .  

E f f e t  du  <ccieillissement~ des  ch loroplas tes :  Apr~s 
<,vieillissement~ des ch lorop las tes  (s6jour de  la suspension 
de ch loroplas tes  ~. 30 ° en absence  de  subs t ra t ) ,  I 'hydrolyse  
de I ' A T P  es t  n o t a b l e m e n t  ra lent ie  t and i s  que  celle du 
p y r o p h o s p h a t e  n ' e s t  pas  modifi6e (Tableau I I I ) .  

L ' ensemble  de ces r6sul ta ts  p e r m e t  de diff6rencier  dans  
les ch loroplas tes  de feuilles d '6p ina rds  l ' ac t iv i t6  de 
l ' A T Pa s e  de celle de la p y r o p h o s p h a t a s e  e t  indique  qu'A 
p H  7,6 l ' hydro lyse  de I ' A T P  est  due  p r o b a b l e m e n t  en 
g rande  pa t t i e  ~ une  A T Pa s e  sp6cifique. Cet te  ATPase  
sensible  aux  ions Mg 2+ e t  mise en 6vidence dans  les 
ch loroplas tes  m a i n t e n u s  ~ l 'obscur i t6  es t  insensible  A des 
effecteurs  posi t i fs  de  la p h o t o p h o s p h o r y l a t i o n :  FMN, 
PMS,  vit .  K3; elle semble  donc  diff6rente  de l 'ATPase  
s t imul~e pa r  la lumi~re, pa r  le P M S  ou le F M N  xLx~. Ses 
re la t ions  avec le sys t~me p l u r i e n z y ma t i q u e  qui ca ta lyse  la 
p h o t o p h o s p h o r y l a t i o n  r e s t e n t  h pr6ciser. 

S u m m a r y .  A T P  hydro lys i s  and  inorganic  pyrophos-  
p h a t e  hydro lys i s  in ch loroplas t s  of sp inach  leaves are 
cha rac te r i zed  b y  a d i f fe rent  p H  o p t i mu m,  a d i f ferent  
sens i t iv i ty  to  magnes ium ions, to  p -ch loromercur ibenzo-  
a te  and  to  ageing. I t  is conc luded  t h a t  A T P  and  inorganic 
p y r o p h o s p h a t e  are  l ikely hyd ro lyzed  b y  two di f ferent  
e n z y me s  in chloroplasts .  
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t ~ b e r  d i e  H e r k u n f t  d e r  I s o v a l e r i a n s ~ i u r e  
i m  M a g n a m y c i n  x 

I m  M a g n a m y c i n  2 is t  die 4 - H y d r o x y t g r u p p e  der  Myca-  
rose m i t  I sova le r i ansaure  (I) veres te r t .  Auch  in den 
A n t i m y c i n e n  k o m m t  I als E s t e r k o m p o n e n t e  vor  s. Wie  
unsere  f r i iheren U n t e r s u c h u n g e n  zur  Biogenese  des Mag- 
n a m y c i n s  zeigten,  w e r den  Ace ta t ,  P r o p i o n a t  und  d- 
Glucose n i ch t  in die  Isovaler ians i ture  e ingebau t  4. E s  w a r  
d a h e r  zu v e r m u t e n ,  dass  I du rch  A b b a u  des Leucins  
gebi lde t  wird  5. U m  dies zu pri ifen,  wurde  e inem no rma le n  
F e r m e n t a t i o n s a n s a t z  s (250 ccm) von  S. halstedii  L -  
Leucin-[U-l*C] (5 ~C = 0,11 mg, Rad iochemica l  Centre  
Amersham)  zugese tz t  und  nach  2 Tagen  das  nach  Tr~ger- 
zusa tz  (200 mg) isolierte M a g n a m y c i n  bis zur  k o n s t a n t e n  
spezif ischen Akt iv i t f i t  gere inigt  (E inbau ra t e  0,16%) u n d  
a b g e b a u t  4. Die Ak t iv i t~ t sve r t e i l ung  zeigt  Tabelle I. 

Be im d i r ek t en  ~ b e r g a n g  yon  L-Leucin-[U-14C] in 
Isovaler ians~ure  sollte m a n  auch  in der  S~ure eine 
Gle ichver te i lung der  Akt iv i t l i t  e rwar ten ,  Dies is t  der  
Fall,  wie sich du rch  ]Zuhn-Ro th  O x y d a t i o n  yon  I zeigen 
l~isst (Tabelle II)7. 

Tab. I. AktivitStsverteilung im Magnamycin mit L-Leucin-[UJ4C] 
als Vorstufe. Messungen im Proportionatz~tblrohr mit Antikoinzidenz- 

anlage. Messfehlcr :~ 2% 

ipm/mMol % Aktivit/it 

Magnamycin 6030 100 
Carimbose 820 14 
Mycarose 470 8 
Isovalerians~iure • 4740 79 

als p-Bromphenaeylester. 
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