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La n idu lo tox ine :  t o x i n e  d'Aspergillus nidulans Wint  

Au cours  d ' u n e  6rude  1 de la  toxinog~n~se  d 'Asperg i l lus  
a p p a r t e n a n t  ~ d i f f~rentes  espSces ou groupes  t a x o n o m i -  
ques, nous  avons  no t6  q u ' u n  for t  p o u r c e n t a g e  de souches  
d 'A .  n idu lans  W i n t  ~ labora i t  in  v i t ro  u n  p r inc ipe  t ox i q u e  
pou r  le cane ton .  Ces r6su l t a t s  c o n f i r m a i e n t  d ' a i l l eurs  les 
obse rva t i ons  de SCOTT s. Nous  avons  u l t 6 r i e u r e m e n t  
m o n t r 6  que  des ex t r a i t s  de cu l tu res  de ce c h a m p i g n o n  
i n h i b e n t  le 6 6 v e l o p p e m e n t  de l ' e m b r y o n  de pou le t  8. II 
nous  a p a r u  i n t6 r e s san t  d ' i soler  et  de pur i f ie r  la s u b s t a n c e  
responsab le  de ces ph6nom~nes  tox iques  p o u r  p lus ieurs  
ra i sons :  d ' u n e  p a r t  sur  les c h r o m a t o g r a m m e s  d ' e x t r a i t s  
tox iques  de cu l tu res  d 'A.  nidu lans  on ne  p e u t  m e t t r e  en  
6v idence  acun  spo t  c o r r e s p o n d a n t  ~ une  m y c o t o x i n e  
d~j~ connue ;  d ' a u t r e  p a r t  la t ox ine  61abor~e p a r  A. 
nidu lans  p e u t  ~tre pr~sente  assez f r 6 q u e m m e n t  dans  des 
p rodu i t s  c6r6aliers ou des a l imen t s  du  b~tail ,  le c h a m -  
p ignon  ~ t a n t  u n  c o n s t i t u a n t  c o u r a n t  de la  mycof lore  de 
ces p rodu i t s  (LAFoNT et  LA~ONT% 

L ' e x p 6 r i m e n t a t i o n  a ~t~ effectu~e en  u t i l i s an t  A.  
nidulans  W i n t ,  souche  516 B de no t re  collection.  Cet te  
souche a 6t~ isol6e d ' u n  ~chan t i l lon  d ' a l i m e n t  compos6 
dest in6 a u x  volailles.  

Le mil ieu de cu l tu re  uti l is6 es t  le mil ieu s y n t h ~ t i q u e  de 
CZAP~N, modif i6  selon BRIAN et  al. 5. Ce mil ieu l iquide 
auque l  on  a jou te  de l ' a spa r ag ine  (20/00) es t  r @ a r t i  
r a i son  de 85 ml  d a n s  des t lacons  de 8 cm de d i am~t re  
c o n t e n a n t  une  couche  de co ton  card~ (2 g) su rmon t~e  
d ' u n e  couche  de co ton  h y d r o p h i l e  (2 g). Le  co ton  card6 
employ~ es t  t o t a l e m e n t  e x e m p t  de f r a g m e n t  d ' e n v e l o p p e s  
des graines.  Aprbs  r @ a r t i t i o n  le mil ieu es t  au toc lav6  
114~ min.  C h a q u e  f lacon re~oit  u n  i nocu lum con-  
t e n a n t  a p p r o x i m a t i v e m e n t  20 • 10 ~ spores;  ce t  i n o c n l u m  
p r o v i e n t  d ' u n e  cu l tu re  t~g~e de 8 jours  sur  mil ieu g~los~. 
L ' i n c u b a t i o n  des cu l tu res  es t  condu i t e  ~ 30~ p e n d a n t  
8 jours .  

Les cu l tu res  e t  le mil ieu sous - j acen t  son t  soumis  ~ 3 
ex t r ac t i ons  successives,  d ' u n e  dur~e d ' u n e  heu re  chacune ,  
p a r  le ch lo roforme  boui l l an t ,  ces ex t r ac t i ons  6 ran t  effec- 
tu6es d a n s  les Iioles de cul tures .  

L ' e x t r a i t  ch lo ro fo rmique  es t  ~vapor~ ~ seccit6 sous 
v ide ;  le r~sidu es t  repr is  p a r  du  m ~ t h a n o l  a q u e u x  (20% 
d ' eau ) ;  ce t t e  so lu t ion  m ~ t h a n o l i q u e  sub i t  une  p a r t i t i o n  
con t re  de l ' hexane ,  puis  est  ~vapor~ sous vide.  Ce r~sidu 
est  solubilis~ dans  le ch loroforme.  3 c h r o m a t o g r a p h i e s  
successives (en ~ther  sul fur ique,  en ch lo ro fo rme /6 the r  
(6/4, v /v) ,  en 6 the r  sulfur ique)  sur  couches  minces  (~pais- 
seur  0,25 mm)  de sil ica-gel G Merck  p e r m e t t e n t  de 
pur i f ier  la  n idu lo tox ine .  Apr~s c h a q u e  c h r o m a t o g r a p h i c  
l '~ lu t ion des subs t ances  adsorb~es  sur  la silice es t  fa i te  p a r  
le m~lange  az~ t rop ique  ch lo ro fo rme-ac~ tone -m~thano l  
(470/300/230, v /v)  en  appare i l  de Soxle t  p e n d a n t  5 h.  Le 
rep~rage du  spot  de n idu lo tox ine  es t  facili t~ p a r  le 
d ~ v e l o p p e m e n t  d ' u n e  f luorescence rouge sous i r r a d i a t i o n  
U V  (Lampe  Ph i l ips  H P 1 2 5  ou Hanov ia ) .  

Caract6ristiques chromatographiques de la nidulotoxine sur couche 
mince de silica-gel Merck 

L a  c r i s ta l l i sa t ion  de la n i d u l o t o x i n e  es t  o b t e n u e  p a r  
r e f ro id i s semen t  d ' u n e  so lu t ion  ac6tonique .  

L a  toxic i t6  de la n i d u l o t o x i n e  a 6t6 6 tudi6e  p o u r  l ' em-  
b r y o n  de pou le t  e t  le cane ton .  Les oeufs f6cond6s de 
poule,  de races  M41,  L e g h o r n  e t  H u b b a r d ,  son t  inocul6s 
a v a n t  rou te  i n c u b a t i o n  p a r  la voie  de la c h a m b r e  ~ air .  
Le  p r o d u i t  solubil is6 dans  le p ropyl6ne-g lyco l  ou l ' 6 t h a n o l  
a q u e u x  (50/50, v /v)  es t  inocul6 sous v o l u m e  de 0,02 ml  
p a r  oeuf dans  le p r e m i e r  cas, sous v o l u m e  de 0,01 ml  d a n s  
le second.  Des c a n e t o n s  ~g6s d ' u n  jour  r e~o iven t  p a r  voie  
i.p. u n e  so lu t ion  de 0,15 ml  p a r  a n i m a l  en  p ropy l6ne-  
glycol. 

Sur  les c h r o m a t o g r a m m e s  la n i d u l o t o x i n e  pr6sen te  une  
16g6re co lo ra t ion  j a u n e  en  lumi6re  du  jour  e t  une  in tense  
f luorescence rouge-b r ique  sous i r r ad i a t i o n  u l t ra -v io le t t e .  

Apr6s  61ution, la  so lu t ion  ac6 ton ique  concen t r6e  laisse 
d6poser  au  froid des c r i s t aux  incolores  en  aiguilles. 
Ces c r i s t aux  son t  insolubles  d a n s  l ' eau  distitl6e, l ' hexane ,  
peu  solubles  dans  le benz6ne,  solubles  d a n s  l ' 6 thano l ,  
le m6 thano l ,  l ' ac6tone,  l ' 6 the r  sul fur ique ,  le ch loroforme,  
le t 6 t r a c h l o r u r e  de carbone .  Leu r  p o i n t  de fus ion es t  de 
240,5 ~ L ' e x t r a i t  d ' u n  l i t re  de cu l tu re  p e r m e t  d ' o b t e n i r  
e n v i r o n  25 m g  de c r i s taux .  

Le ch lorure  fer r ique  en  mil ieu a lcool ique d o n n e  u ne  
r6ac t ion  color6e, ver te ,  avec  la n idu lo tox ine .  Celle-ci ne  se 
colore pas  sous Fac t ion  de l ' hyposu l f i t e  en  so lu t ion  10 N 
d ' h y d r o x y d e  de sodium.  

L a  DLs0 de ce t t e  m y c o t o x i n e  pou r  l ' e m b r y o n  de pou le t  
est  de 1 [xg/ceuf. L a  tox ic i t6  se m a n i f e s t e  p a r  l ' a r rS t  du  
d 6 v e l o p p e m e n t  de l ' e m b r y o n ;  cet  a r r~ t  a g6n6ra l emen t  
l ieu p e n d a n t  la  p remie re  s ema ine  d ' i n c u b a t i o n ,  excep-  
t i o n n e l l e m e n t  plus  t a r d i v e m e n t .  A en  juger  p a r  les 
o b s e r v a t i o n s  fa i tes  sur  p lus ieurs  cen t a ine s  d ' e m b r y o n s  re- 
c e v a n t  la n i d u l o t o x i n e  /~ dose 16g~rement inf6r ieure  k la  
DLs0, la m y c o t o x i n e  ne  semble  p a s  8Ire  t6ra tog~ne.  

Cristaux de nidulotoxine. • 40. 

Rf de la nidulotoxine dans diff6rentes phases ehromtographiques 
Phases Rf 

Ether sulfurique 
Chloroforme~ther (6/4, v/v) 
Benz~ne-ac6tone (8/2, v/v) 
Chloroforlne-m6thanol (95/5, v/v) 
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L a  DLs0 pou r  le c a n e t o n  ~g6 d ' u n  jour  n ' a  pas  6t6 d6ter-  
min6e.  L ' i n o c u l a t i o n  5. ce t  a n i m a l  de doses v a r i a n t  de 100 

250 [xg a un  effet  16thal en  moins  de 7 jours .  A l ' au tops ie  
on  ne  rel6ve a u c u n e  16siGn ca rac t6 r i s t ique ;  l ' e x a m e n  
h i s t o p a t h e o l o g i q u e  du  t issu  h 6 p a t i q u e  m o n t r e  des 
a l t6 ra t ions  c o r r e s p o n d a n t  5. une  s t6atose  de t y p e  bana l .  

P lus ieurs  essais on t  m o n t r 6  que la p r o d u c t i o n  in v i t ro  
de n idu l0 tox ine  6 ta i t  o b t e n u e  en u t i l i s a n t  des s u b s t r a t s  
d i f f6rents  dn  mil ieu s y n t h 6 t i q u e  de Czapek,  modif i6  
selon BRIAN et  al. s e t  add i t i onn6  d ' a spa rag ine .  L a  pr6- 
sence de co ton  dans  le mil ieu l iquide a pou r  seul effet  de 
favor i se r  un  d 6 v e l o p p e m e n t  rap ide  et  a b o n d a n t  du 
myc61ium, X la surface  du  milieu.  

L a  n i d u l o t o x i n e  es t  [e pr inc ipa l ,  s inon  l ' un ique ,  
m 6 t a b o l i t e  t ox ique  c o n t e n u  dans  les e x t r a i t s  de cu l tu re s  
d'A.  nidulans;  en effet  l ' a d m i n i s t r a t i o n  au c a n e t o n  et  
l ' i nocu la t ion  dana  l 'oeuf f6cond6 des d i f f6ren tes  f rac t ions  
c h r o m a t o g r a p h i e s  o b t e n u e s  5~ p a r t i r  de ces e x t r a i t s  e t  ne  
c o n t e n a n t  pas  de n i du l o t ox i ne  n ' o n t  pas  pe rmis  d 'ob -  
server  de ph6no tn6nes  tox iques  nets .  

MOREAU ~ a ~mis l ' hypo th~se  que la tox ic i t6  des p rodu i t s  
v6g6 taux  sur  lesquels  s ' es t  d6velopp~ A.  nidulans p o u v a i t  
~tre reli6e ~ la synth~se,  p a r  le c h a m p i g n o n ,  d ' ac ide  
ko j ique  ou d ' u n  p i g m e n t  a n t h r a q u i n o n i q u e ,  l ' a spe r th6-  
cine, 6 tudi6  pa r  HOWARD et  RAISTRICK 7 et  2XTEELAKANTAN, 
POCKER et  RAISTRICK 8. Dif f6rents  carac t6res  p ropres  ~ la 
n idu lo tox ine  p e r m e t t e n t  d ' a f f i r m e r  que  ce t t e  s u b s t a n c e  
es t  d i f f6rente  de l ' ac ide  ko i ique  e t  de  Fasper th6c ine .  L a  

n idu lo tox ine  ne  p e u t  d ' a u t r e  p a r t  b t re  confondue  avec  la 
n idu l ine  et  la no rn idu l ine  ~,10 deps idones  61abor6es p a r  
ce r t a ins  A.  nidulans et dou6es d ' a c t i v i t 6  a n t i b i o t i q u e  11,12 

Zusammenfassung.  Isol ierung,  Charak te r i s i e rung ,  Reini -  
gung  u n d  tox i sche  "vVirkung eines Tox ins  aus  Aspergillus 
nidulans W i n t .  
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N o r a d r e n a l i n - F r e i s e t z u n g  aus d e m  H y p o t h a l a m u s  in vitro 

Die A b g a b e  yon  N o r a d r e n a l i n  aus  subzellul / i ren,  
a m i n s p e i c h e r n d e n  P a r t i k e l n  des H y p o t h a l a m u s  wi rd  
sowohl  d u r c h  Ka lz iun l  als auch  d u r c h  Ace ty lcho l in  s t a r k  
e r h 6 h t  1. Versuche  a n  N e b e n n i e r e n  zeigten,  dass  Ka lz ium-  
I o n e n  u n d  Ace ty lcho l in  die A d r e n a l i n - F r e i s e t z u n g  aus  
den  i n t a k t e n  N e b e n n i e r e n m a r k z e l l e n  v e r m e h r e n ,  w~thrend 

"die A m i n - A b g a b e  aus  den  subzel lu l~ren  Ves ike ln  d u r c h  
Ka lz ium,  n i c h t  abe r  d u r c h  Ace ty lchol in  e r h 6 h t  werden  
k a n n  2 4 E s  wi rd  pos tu l ie r t ,  dass  sowohl  K a l z i u m  ats 
auch  Ace ty lcho l in  fiir die phys io logische  Sekre t ion  des 
H o r m o n s  yon .  B e d e u t u n g  sind.  U m  fes tzns te l len ,  ob  
d u r c h  die be iden  Stoffe auch  aus  den  i n t a k t e n  Zellen des 
Z e n t r a l n e r v e n s y s t e m s  die A m i n - A b g a b e  ges te iger t  wird, 
w u r d e n  H y p o t h a l a m i  prS~pariert u n d  in v i t ro  m i t  Kal-  
z ium u n d  Carbacho l  inkub ie r t .  A n s t a t t  Ace ty lcho l in  
wurde  Carbacho l  ve rwende t ,  da  es d u r c h  die Chol ineste-  
rase  k a u m  a b g e b a u t  wird. 

Methoden. R a t t e n  w u r d e n  bei  0~ dekap i t i e r t ,  die 
Geh i rne  sofor t  e n t n o m m e n  u n d  die H y p o t h a l a m i  pr/t- 
par ie r t .  J ede r  A n s a t z  en th i e l t  10 H y p o t h a l a m i  und  10 ml  
R inger -L6sung .  K a l z i u m  u n d  Carbacho l  w u r d e n  in 
R i n g e r - L 6 s u n g  gel6st.  Die  Ans~itze w u r d e n  20 m i n  lang 
be i  37~ u n t e r  Sch i i t t e ln  (F requenz :  100/rain) i n k u b i e r t  
u n d  w~thrend der  I n k u b a t i o n  m i t  K a r b o g e n g a s  du rch -  
perl t .  Die  n i ch t  i n k u b i e r t e n  K o n t r o l l e n  w u r d e n  sofort ,  die 
Inkuba t ionsans~ i t ze  n a c h  der  I n k u b a t i o n  30 m i n  lang m i t  
2000 g bei  0~ zent r i fug ier t ,  die R i i cks t~nde  m i t  8 ml  
O,4N HC10 4 e x t r a h i e r t  u n d  n a c h  e r n e u t e m  Zen t r i fug ie ren  
im ~ b e r s t a n d  die A m i n e  ~, im  Rf i cks t and  das  Eiweiss  6 
b e s t i m m t .  I n  e inigen Ve r suchen  w u r d e n  die H y p o t h a l a m i  
in E D T A - h a l t i g e r  R i n g e r - L 6 s u n g  (10-~M) s u s pend i e r t ;  
n a c h  10 ra in  i a n g e m  S tehen  bei  0 ~ w u r d e n  die Ans~tze  
zen t r i fug ie r t ,  die H y p o t h a l a m i  m i t  E D T A - f r e i e r  R inger -  
L 6 s u n g  ve r se t z t  u n d  ansch l iessend  inkub ie r t .  Der  Nor-  
a d r e n a l i n - G e h a l t  de r  AnsS~tze wurde  pro  Mi l ig ramm El- 

weiss be rechne t .  Als Ausgangswer t  fiir die B e r e c h n u n g  der  
p r o z e n t u a l e n  N o r a d r e n a l i n - F r e i s e t z u n g  d ien te  der  Nor-  
a d r e n a l i n - G e h a l t  p ro  Mi l ig ramm Eiweiss  der  Kon t ro l -  
lans~ttze (0~ 0 min).  J ede r  W e r t  eines Versuches  
e n t s p r i c h t  d e m  Mi t t e lwer t  drei  g le ichar t iger  Ans/itze.  

Versuche. Unl  fes tzustel len,  ob  Ka l z iun l - Ionen  die 
A b g a b e  yon  N o r a d r e n a l i n  aus  den  H y p o t h a l a m i  beein-  
f lnssen,  w u r d e n  sie in  ka lz iumfre ie r  u n d  ka l z iumha l t i ge r  
R i n g e r - L 6 s u n g  20 min  l ang  bei  37~ inkub ie r t .  Die  
s p o n t a n e  N o r a d r e n a l i n - F r e i s e t z u n g  aus  den  i n t a k t e n  
H y p o t h a l a m i  in A b w e s e n h e i t  yon  K a l z i u m - I o n e n  ist  sehr  
ger ing;  sic betrS~gt 5,4% (Figur) .  YVird j edoch  der  R inger -  
L 6 s u n g  K a l z i u m  als Chlor id  zugegeben  (5 • 10-8M),  so 
wi rd  die A b g a b e  des A m i n s  s t a r k  e r h 6 h t  (17,9%). Somi t  
v e r u r s a c h t  die v e r w e n d e t e  K a l z i u m - K o n z e n t r a t i o n  eine 
m e h r  als 200prozent ige  S te ige rung  der  s p o n t a n e n  Nor-  
ad rena l i n -Abgabe .  

U m  die W i r k u n g  des Carbacho l s  auf  die Amin -F re i -  
se t zung  zu un t e r suchen ,  w u r d e n  die H y p o t h a l a m i  in 
ka l z iumha l t i ge r  R i n g e r - L 6 s u n g  inkub ie r t .  Die h o h e  
N o r a d r e n a l i n - F r e i s e t z u n g  der  Kon t ro l l an s~ t ze  is t  auf  d ie  
G e g e n w a r t  y o n  K a l z i u m - I o n e n  zurf ickzufi ihren.  Car-  
bacho l  (1,4 • 10 .4 M) v e r m a g  die A n l i n - A b g a b e  s t a t i s t i s ch  
s ign i f ikan t  (um 53,9%) zu steigern.  
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