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La nidulotoxine: toxine d’Aspergillus nidulans Wint

Au cours d’'une étude! de la toxinogénése d’Aspergillus
appartenant a différentes espéces ou groupes taxonomi-
ques, nous avons noté qu’un fort pourcentage de souches
d’A. nidulans Wint élaborait in vitro un principe toxique
pour le caneton. Ces résultats confirmaient d’ailleurs les
observations de Scorr? Nous avons ultérieurement
montré que des extraits de cultures de ce champignon
inhibent le développement de l'embryon de poulet3. Il
nous a paru intéressant d’isoler et de purifier la substance
responsable de ces phénomeénes toxiques pour plusieurs
raisons: d’une part sur les chromatogrammes d’extraits
toxiques de cultures d’4. widulans on ne peut mettre en
évidence acun spot correspondant a une mycotoxine
déja connue; d’autre part la toxine élaborée par 4.
nidulans peut étre présente assez fréquemment dans des
produits céréaliers ou des aliments du bétail, le cham-
pignon étant un constituant courant de la mycoflore de
ces produits (LAFONT et LAFONT?Y).

L’expérimentation a été effectuée en utilisant 4.
widulans Wint, souche 516 B de notre collection. Cette
souche a été isolée d’un échantillon d’aliment composé
destiné aux volailles.

Le milieu de culture utilisé est le milieu synthétique de
Czapek, modifié selon BriaN et al5. Ce milieu liquide
auquel on ajoute de l'asparagine (2°/,,) est réparti a
raison de 85 ml dans des flacons de 8 cm de diameétre
contenant une couche de coton cardé (2 g) surmontée
d’une couche de coton hydrophile (2 g). Le coton cardé
employé est totalement exempt de fragment d’enveloppes
des graines. Aprés répartition le milieu est autoclavé a
114°C/45 min. Chaque flacon re¢oit un inoculum con-
tenant approximativement 20 x 108 spores; cet inoculum
provient d’une culture agée de 8 jours sur milieu gélosé.
L’incubation des cultures est conduite a 30°C pendant
8 jours.

Les cultures et le milieu sous-jacent sont soumis a 3
extractions successives, d’'une durée d’une heure chacune,
par le chloroforme bouillant, ces extractions étant effec-
tuées dans les fioles de cultures.

IL’extrait chloroformique est évaporé a seccité sous
vide; le résidu est repris par du méthanol aqueux (20%,
d’eau); cette solution méthanolique subit une partition
contre de I'hexane, puis est évaporé sous vide. Ce résidu
est solubilisé dans le chloroforme. 3 chromatographies
successives (en éther sulfurique, en chloroforme/éther
(6/4, v/v), en éther sulfurique) sur couches minces (épais-
seur 0,25 mm) de silica-gel G Merck permettent de
purifier la nidulotoxine. Aprés chaque chromatographie
I’élution des substances adsorbées sur la silice est faite par
le mélange azétropique chloroforme-acétone-méthanol
(470/300/230, v/v) en appareil de Soxlet pendant 5 h. Le
repérage du spot de nidulotoxine est facilité par le
développement d’une fluorescence rouge sous irradiation
UV (Lampe Philips HP125 ou Hanovia).

Caractéristiques chromatographiques de la nidulotoxine sur couche
mince de silica-gel Merck

Rf de 1a nidulotoxine dans différentes phases chromtographiques

Phases Rf

Ether sulfurique 0,50
Chloroforme—éther (6/4, v/v) 0,62
Benzéne-acétone (8/2, v/v) 0,69
Chloroforme-méthanol (95/5, v{v) 0,78

La cristallisation de la nidulotoxine est obtenue par
refroidissement d’une solution acétonique.

La toxicité de la nidulotoxine a été étudiée pour ’em-
bryon de poulet et le caneton. Les ceufs fécondés de
poule, de races M41, Leghorn et Hubbard, sont inoculés
avant toute incubation par la voie de la chambre a air.
Le produit solubilisé¢ dans le propyléne-glycol ou I’éthanol
aqueux (50/50, v/v} est inoculé sous volume de 0,02 ml
par oeuf dans le premier cas, sous volume de 0,01 ml dans
le second. Des canetons 4gés d’un jour regoivent par voie
i.p. une solution de 0,15 ml par animal en propyléne-
glycol. )

Sur les chromatogrammes la nidulotoxine présente une
légeére coloration jaune en lumiére du jour et une intense
fluorescence rouge-brique sous irradiation ultra-violette.

Aprés élution, la solution acétonique concentrée laisse
déposer au froid des cristaux incolores en aiguilles.
Ces cristaux sont insolubles dans 1’eau distillée, ’hexane,
peu solubles dans le benzéne, solubles dans l'éthanol,
le méthanol, Pacétone, I’éther sulfurique, le chloroforme,
le tétrachlorure de carbone. Leur point de fusion est de
240,5°C. L’extrait d’un litre de culture permet d’obtenir
environ 25 mg de cristaux.

Le chlorure ferrique en milieu alcoolique donne une
réaction colorée, verte, avec la nidulotoxine. Celle-ci ne se
colore pas sous l'action de I’hyposulfite en solution 10 N
d’hydroxyde de sodium.

La DL;, de cette mycotoxine pour 'embryon de poulet
est de 1 pg/oeuf. La toxicité se manifeste par l'arrét du
développement de I'embryon; cet arrét a généralement
lieu pendant la premiére semaine d’incubation, excep-
tionnellement plus tardivement. A en juger par les
observations faites sur plusieurs centaines d’embryons re-
cevant la nidulotoxine & dose légérement inférieure a la
DL,,, la mycotoxine ne semble pas étre tératogéne.
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La DL,, pour le caneton 4gé d’un jour n’a pas été déter-
minée. L’inoculation & cet animal de doses variant de 100
a 250 pg a un effet 1éthal en moins de 7 jours. A 'autopsie
on ne reléve aucune lésion caractéristique; l'examen
histopatheologique du tissu hépatique montre des
altérations correspondant & une stéatose de type banal.

Plusieurs essais ont montré que la production in vitro
de nidulotoxine était obtenue en utilisant des substrats
différents "du milieu synthétique de Czapek, modifié
selon Brian et al.® et additionné d’asparagine. La pré-
sence de coton dans le milieu liquide a pour seul effet de
favoriser un développement rapide et abondant du
mycélium, a la surface du milieu.

La nidulotoxine est le principal, sinon lunique,
métabolite toxique contenu dans les extraits de cultures
d’A. nidulans; en effet 'administration au caneton et
I'inoculation dans 1'ceuf fécondé des différentes fractions
chromatographies obtenues a partir de ces extraits et ne
contenant pas de nidulotoxine n’ont pas permis d’ob-
server de phénomeénes toxiques nets.

MoReAUS a émis I'hypothése que la toxicité des produits
végétaux sur lesquels s’est développé A. nidulans pouvait
étre reliée a la synthése, par le champignon, d’acide
kojique ou d’'un pigment anthraquinonique, l’asperthé-
cine, étudié par HowarD et RAISTRICK? et NEELAKANTAN,
PocKER et RaisTrick ®. Différents caractéres propres a la
nidulotoxine permettent d’affirmer que cette substance
est différente de l'acide kojique et de U'asperthécine. La

Noradrenalin-Freisetzung aus dem Hypothalamus

Die Abgabe von Noradrenalin aus subzelluldren,
aminspeichernden Partikeln des Hypothalamus wird
sowohl durch Kalzium als auch durch Acetylcholin stark
erhohtl. Versuche an Nebennieren zeigten, dass Kalzium-
Ionen und Acetylcholin die Adrenalin-Freisetzung aus
den intakten Nebennierenmarkzellen vermehren, wahrend
‘die Amin-Abgabe aus den subzelluliren Vesikeln durch
Kalzium, nicht aber durch Acetylcholin erhSht werden
kann?-¢, Es wird postuliert, .dass sowohl Kalzium als
auch Acetylcholin fiir die physiologische Sekretion des
Hormons von. Bedeutung sind. Um festzustellen, ob
durch die beiden Stoffe auch aus den intakten Zellen des
Zentralnervensystems die Amin-Abgabe gesteigert wird,
wurden Hypothalami priapariert und in vitro mit Kal-
zinm und Carbachol inkubiert. Anstatt Acetylcholin
wurde Carbachol verwendet, da es durch die Cholineste-
rase kaum abgebaut wird. ‘

Methoden. Ratten wurden bei 0°C dekapitiert, die
Gehirne sofort entnommen und die Hypothalami pré-
pariert. Jeder Ansatz enthielt 10 Hypothalami und 10 ml
Ringer-Losung. Kalzium und Carbachol wurden in
Ringer-Losung geldst. Die Ansdtze wurden 20 min lang
bei 37°C unter Schiitteln (Frequenz: 100/min) inkubiert
und wahrend der Inkubation mit Karbogengas durch-
perlt. Die nicht inkubierten Kontrollen wurden sofort, die
Inkubationsansitze nach der Inkubation 30 min lang mit
2000 g bei 0°C zentrifugiert, die Riickstinde mit 8 ml
0,4 N HCIO, extrahiert und nach erneutem Zentrifugieren

im Uberstand .die Amine’, im Riickstand das Eiweiss® ‘

bestimmt. In einigen Versuchen wurden die Hypothalami
in EDTA-haltiger Ringer-Losung (10-3M) suspendiert;
nach 10 min langem Stehen bei 0°C wurden die Ansitze
zentrifugiert, die Hypothalami mit EDTA-freier Ringer-
Losung versetzt und anschliessend inkubiert. Der Nor-
adrenalin-Gehalt der Ansitze wurde pro Miligramm Ei-
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nidulotoxine ne peut d’autre part étre confondue avec la
niduline et la norniduline® depsidones élaborées par ..
certains 4. nidulans et douées d’activité antibiotique 1,12,

Zusammenfassung. Isolierung, Charakterisierung, Reini-
gung und toxische Wirkung eines Toxins aus Aspergillus
nidulans Wint.
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in vitro

weiss berechnet. Als Ausgangswert fiir die Berechnung der
prozentualen Noradrenalin-Freisetzung diente der Nor-
adrenalin-Gehalt pro Miligramm Eiweiss der Kontrol-
lansdtze (0°C, 0 min). Jeder Wert eines Versuches
entspricht dem Mittelwert drei gleichartiger Ansitze.

Versuche. Um festzustellen, ob KXalzium-Ionen die
Abgabe von Noradrenalin aus den Hypothalami beein-
flussen, wurden sie in kalziumfreier und kalziumhaltiger
Ringer-Losung 20 min lang bei 37°C inkubiert. Die
spontane Noradrenalin-Freisetzung aus den intakten
Hypothalami in Abwesenheit von Kalzium-Ionen ist sehr
gering; sie betragt 5,49, (Figur). Wird jedoch der Ringer-
Lésung Kalzium als Chlorid zugegeben (5x 10-3M), so
wird die Abgabe des Amins stark erhoht (17,9%). Somit
verursacht die verwendete Kalzium-Konzentration eine
mehr als 200prozentige Steigerung der spontanen Nor-
adrenalin-Abgabe.

Um die Wirkung des Carbachols auf die Amin-Frei-
setzung zu untersuchen, wurden die Hypothalami in
kalziumhaltiger Ringer-Losung inkubiert. Die hohe
Noradrenalin-Freisetzung der Kontrollansitze ist auf die
Gegenwart von Kalzium-Ionen zuriickzufiihren. Car-
bachol (1,4 X 10~2 ) vermag die Amin-Abgabe statistisch
signifikant (um 53,99,) zu steigern.
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