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Fig. 3. T e m p e r a t u r e - d e p e n d e n t  curves  of c i r cu la r  d i eh ro i sm of n o o t k a t o n e .  
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pro jec t ion  d i a g r a m  to  be  nega t i ve  to I a ,  pos i t ive  to  I b  
and  pos i t ive  to  I c, respect ive ly .  

N o o t k a t o n e  (rap 39-40~ .[~}~0 -b 208.9 ~ (c 0.0012 in 
i sooc tane) ;  2~EtaOH 237 nm,  e 16,000) was der ived  5 f rom 
va lencene  b y  m e a n s  of t he  t e r t - b u t y l  c h r o m a t e  oxida t ion .  
The  UV-, IR -  a n d  N M R - s p e c t r a  d a t a  were in good accord  
w i t h  those  of n a t u r a l  noo tka tone .  The  O R D  cu rve  of 
n o o t k a t o n e  seems to  e x h i b i t  t h e  s ame  Co t ton  effect  as 
r epo r t ed  b y  MACLEOD 2, as shown  in F i g u r e  2. However ,  
t he  CD-curve  was c lear ly  nega t ive .  The  prefe r red  con- 
f o r m a t i o n  of n o o t k a t o n e  is t h u s  sugges ted  to be  I a. 

The  CD-curve  a n d  t he  N M R - s p e c t r u m  were t h e n  
e x a m i n e d  a t  va r ious  t e m p e r a t u r e s .  The  molecu la r  el l ipt i-  
c i ty  in  t he  m i x t u r e  of e ther ,  i sopentane ,  a n d  alcohol  
( 5 : 5 : 2  b y  volume)  increased g radua l ly  wi th  a change  
to  lower t e m p e r a t u r e  (Figure 3, a). On t h e  o the r  h a n d ,  
t h e  e l l ip t ie i ty  decreased  cons ide rab ly  upon  c h a n g i n g  t he  
t e m p e r a t u r e  f rom 25 ~ to 133 ~ in decal in  (Figure 3, b). 
The  o b s e r v a t i o n  on  t he  t e m p e r a t u r e  d e p e n d e n c y  of 
n o o t k a t o n e  ind ica tes  t h a t  confo rmer  I a  is more  s tab le  a t  
lower t e m p e r a t u r e .  

The  N M R - s p e c t r a  a t  50 ~ and  --  58 ~ showed the  same  
coupl ing  c o n s t a n t s :  Ja~,ae= 12 Hz, J4a, se= 5 Hz, and  
J1, 3e ~ 2 Hz  in t he  equa to r i a l  p r o t o n  a t  C-3. T he  s p e c t r u m  
a t  25 ~ also gave  the  same  values.  This  also suppor t s  t he  
s t a b i l i t y  of confo rmer  I s .  

The  above  obse rva t i on  on  CD-curves  a n d  N M R -  
spec t ra  es tab l i shes  t h a t  t h e  pre fe r red  c o n f o r m a t i o n  of 
n o o t k a t o n e  (I) is I a .  

Rdsumd. La  c o n f o r m a t i o n  la p lus  f r6quen te  de la noot -  
k a t o n e  a 6t6 6tabl ie  d 'apr~s  la CD et  la R M N  mesur6es  
5. d iverses  t e m p 6 r a t u r e  s. 
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A n a l y s e  61ec trophor6 t ique  des  p r o t f i n e s  c a r o t 6 n o g 6 n e s  de Neurospora crassa 

La  caro t6nogenbse  de Neurospora crassa est  u n  ph6- 6 h 2, 5. 4~ ou en  1 h a, 5. 20~ Une  pe t i t e  q u a n t i t 6  de 
n o m 6 n e  i n d u i t  p a r  la  lumi6re  ~. L ' u t i l i s a t i o n  d ' i n h i b i t e u r s  caro t6noides  es t  p r o d u i t e  c o n s t i t u t i v e m e n t ,  c'est-5.-dire 5. 
de la syn th6se  des pro t4 ines  tels  que cyc lohex imide  et  l ' obscur i t6  a. 
ch lo ramph6n ico l  a pe rmis  de m o n t r e r  que  les pro t6 ines  Dans  ce t te  p remi6re  6rude, nous  avons  t en t6  de d4ter-  
caro t4nog6nes  indu i t e s  p a r  la lumi6re  sont  synth6t i s6es  en miner ,  pa r  la m 6 t h o d e  61ectrophor6tique,  le n o m b r e  de 
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pro t6 ines  caro t6nog6nes  chez Neurospora et  de m e t t r e  
l ' i n f o r m a t i o n  o b t e n u e  en cor r6 ia t ion  avec  le n o m b r e  de 
g6nes impl iqu6s  dans  le cadre  des sch6mas  b i o s y n t h f -  
t iques  d6j~ propos6s ~. On salt,  en  outre ,  que  la convers ion  
de s u b s t r a t s  caro t6noides  C~0 ~ cycle fi-ionone (probable-  
meri t  celle du  y-caro t6ne  ~) en  u n  4-f l-apocarot4noide acide, 
la n e u r o s p o r a x a n t h i n e ,  est  contr616e p a r  u n  p r o d u i t  du  
ggne ylo-1 (isol. No Y 305304 ou P 11931; c e p e n d a n t ,  les 
corr61aUons e n z y m a t i q u e s  et  g6n6t iques  au n i v e a u  des 
6 tapes  p r6c6dentes  de la carot6nogengse  ne  son t  pas  con- 
hues.  E n  plus  d'y/o-1, seule la s i t ua t i on  de la r6gion du  
ggne al a pu  ~tre 6claircie s-s, D ' a u t r e s  m u t a n t s  de couleur  
(carot6noides)  ex i s t en t  mats ,  ~ no t re  conna i s sance  actuelle,  
leur  m u t a t i o n  a f f e c t a n t  Ia p i g m e n t a t i o n  s ' e s t  r4v616e ~tre 
u n  effet  secondai re  ou Fac t ion  p l4 io t rope  de que lqne  a u t r e  
a l t6 ra t ion  g6nique;  pa r  exemple,  <(yellow-2~> (ylo-2, isol. 
No Y256M230T) po r t e  une  t r a n s l o c a t i o n  e t  <~peach~> 
(pe m, isol. No Y8743m) est  u n  m u t a n t  conidien.  E n  con- 
s6quence,  la d4 tec t ion  des pro t6 ines  carot6nog6nes  pho to -  
indu i t e s  d e v r a i t  pouvo i r  i nd ique r  s ' i l  v a u t  la pe ine  de 
rechercher  de  n o u v e a u x  t y p e s  de m u t a n t s  de p i g m e n t a t i o n  
(carot6noides) .  

N.  crassc~ a 6t6 cul t iv6  p e n d a n t  5 jours  ~ l 'obscur i t6 ,  
dans  des f lacons  c o n t e n a n t  500 ml  de mil ieu m i n i m a l  de 
WI;STERGA~_RD et  IV[ITCHELL 9, avec  du  glucose c o m m e  
source de carbone .  Le  gg teau  myc61ien a ensu i te  6t6 
press6 darts de la gaze de n y l o n  puts  expos  6 ~ la  lumi6re  
in tense  (envi ron  1500-2000 lux) de t u b e s  f luorescents  
p e n d a n t  2 h ~ 20~ E n v i r o n  10 g de cu l tu res  p h o t o -  
indu i t e s  ou t  6 t6essor6s  e t  a jout4s  g 20 ml  de t a m p o n  phos-  
p h a t e s  ~ p H  7,4 c o n t e n a n t  15 g de sable  de q u a r t z  lay6. 
Ce m61ange a 6t6 homog6n4is6 darts u n  o m n i - m i x e r  
SorvaI1 p e n d a n t  25 m i n  ~ 0 ~ U n e  cen t r i f uga t i on  pr6- 
l imina i re  de 20 mil l  ~ 10 000 g a 61train6 le sable  e t  les 
d6bris  cel lulaires;  la c en t r i f uga t i on  f inale  ~ 105 000 g pen-  
d a n t  2 h a fourn i  une  f r ac t ion  c o n t e n a n t  les pro t6 ines  
solubles. Leur  dosage, pa r  la m 6 t h o d e  du  b i u r e t  ~~ a 
pe rmis  de s t a n d a r d i s e r  les ex t r a i t s  ~ 2,0 m g  de p ro t6 ines /  
ml.  100 ou 150 ~1 de ces ex t r a i t s  on t  6t6 appl iqu6s  sur  les 
colonnes  (200 • 45 mm)  de gel d ' a c r y l a m i d e  (7,5%) en  
t a m p o n  b o r a t e  de p H  8,4 ~z; l '61ectrophor6se a 6t6 r6alis6e 
p e n d a n t  5 h avee  l ' appare i l  de Buchler ,  sous u n  c o u r a n t  de 
190 V avec  g r ad i en t  de 3,3-5,0 A. Les  colonnes  o u t  6t6 
color6es avec  l ' a m i d o - s c h w a r t z  ~ p e n d a n t  15 ruin puis  
d6color6es p a r  Pacide  ac6t ique  ~ 7,5% p e n d a n t  5 jours .  
L ' i n t e n s i t 6  des  b a n d e s  p ro t6 in iques  color6es a 6t6 f inale-  
mer i t  mesur6e  au d e n s i t o m 6 t r e  enregis t reur .  

Af in  d ' exc lu re  les effets  de la p ro t6 ine  s y n t h 6 t i s a n t  la 
n e u r o s p o r a x a n t h i n e ,  la souche n e u r o s p o r a x a n t h i n e l e s s  
ylo-1 (Y305304) a 6t6 utilis6e. Enf in ,  les cu l tu res  non-  
indu i t e s  o u t  6t6 soumises  au  m4me  t r a i t e m e n t  except6  
l ' expos i t ion  ~ la lumi6re.  
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Les r6sul ta ts ,  tels qu ' i l s  son t  prgsent6s  darts les f igures  
i e t  2, m o n t r e n t  q n ' u m  seule p ro t6 ine  est  r e sponsab le  de 
la syn th6se  des caro t6noides  neut res .  E n  effet, les g raph i -  
ques  d ' e n r e g i s t r e m e n t  des densi t4s  op t iques  m o n t r e n t  
(Figure 2), dans  les ex t r a i t s  de cu l tu res  indui tes ,  u n  pie 
(No 13) qu i  est  a b s e n t  ~ la fois dans  les ex t ra i t s  de y/o-1 
a y a n t  pouss6 ~ l ' obscur i t6  et  dans  les ex t r a i t s  de la souche 
a lb inos  ( type ~[-2, isol. No 46-11-68) cnl t iv6e auss i  b i en  
la lumi6re  qu '~  l 'obscur i t6 .  Ce m u t a n t  a lbinos  p r6sen te  
une  polar i t6  g6n6t ique par t ie l le  e t a  6t6 utilis4 pou r  dis- 

Fig. 1. S6paration 41ectrophor6tique sur colonnes de gel d'acryla- 
mide des protSines des mutants de N. crassa: (a) ?1o-1, photo-induit; 
(b) ylo-1, non-induit; (c) Mbinos-2, photo-induit. F16che sur la bande 
assoei6e & la earot4nogen~se. 
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12ig. 2. Graphiques des densit6s optiques des prot6ines de mutants 
de N. crassa s6par6es sur eolonnes de gel d'acrylamide: (a) ylo-1 
photo-induit; (b) ylo-i non-induit (obscurit6); (e) a[-2 photo-induit. 
Num6rotation des pits du front 5 l'origine. D6teetion d'une prot6ine 
carotdnog6ne photo-induite (a, pie No 13). 
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t i n g u e r  les prot6~neg p h o t o - i n d u i t e s  responsab les  de la 
caro t6nogen~se  de celles, aussi  pho to - indu i t e s ,  ma i s  a y a n t  
des  fonc t ions  au t r e s  (pho tomorphogen6se)  que  celles 
associ6es/~ la p i g m e n t a t i o n  ~3. Q u a n t  aux  diff6rences dans  
la  v i tesse  de m i g r a t i o n  en t re  que lques -unes  des pro t6 ines  
de  la souche  a lb inos  (46-11-68) et  celles de la souche j a u n e  
(Y305304),  elles son t  p r o b a b l e m e n t  l ' express ion  de la 
d ive rs i t6  de leur  a p p a r e n t e m e n t  g6n6 t ique l~  

Des exper iences  immuno61ec t rophor6 t iques  pr61imi- 
na i res  on t  6t6 t en t6es  mais ,  j u s qu ' ~  m a i n t e n a n t ,  il n ' a  15as 
~t6 possible  de d6celer des diff6rences d ' a rcs  en t re  ex t r a i t s  
p ro t6 in iques  de cu l tu res  indu i t e s  e t  non- indu i tes .  Cela 
p e u t  ref l6ter  soi t  l ' i ncapac i t~  des enzymes  carot6nog~nes  

p r o v o q u e r  une  r @ o n s e  immuno log ique ,  soi t  l ' ex i s tence  
d ' u n e  diff6rence q u a n t i t a t i v e ,  non  d6celable p a r  les 
m o y e n s  couran t s ,  en t re  la q u a n t i t ~  de p ro t6 ine  carot6no-  
gSne syn th6 t i s6e  c o n s t i t u t i v e m e n t ,  5, l 'obscur i t6 ,  e t  celle 
pho to - indu i t e .  

La  diff6rence en t r e  e x t r a i t s  p ro t6 in iques  des cul tures  
i ndu i t e s  et  non - indu i t e s  est  en  bon  accord  avec  les r6sul- 
t a t s  des 6 tudes  f a i s an t  usage d ' i n h i b i t e u r s  de la syn th~se  
des pro t6 ines  associ6e ~ la carot6nogen~se  2,8. B ien  que  nos  
r6su l t a t s  s ' a c c o r d e n t  avec  les 6 tudes  an t6 r ieures  f a i s an t  
usage  des m 6 t h o d e s  g6n6t iques  ~ h a u t e  r 6 s o l u t i o n ~  et  
l ' 6 tude  p a r  c o m p l ~ m e n t a t i o n  ~, l ' i n f o r m a t i o n  est  encore  
insuf f i sante ,  ~ l ' excep t ion  de celle c o n c e r n a n t  la bio-  
syn th6se  de la n e u r o s p o r a x a n t h i n e ,  pou r  a f f i rmer  que  la 
caro t6nogen~se  se pou r su i t  X l ' a ide  du  p r o d u i t  d ' u n  seul 
g r o u p e m e n t  g6nique.  On p e u t  c e p e n d a n t  p r6 sumer  que  
ce t t e  p ro t6 ine  seule est  un  aggrgga t  car  au  moins  2, voire  
4 c is t rons,  on t  6t6 g 6 n 6 t i q u e m e n t  associ6s avec  les pro-  
du i t s  g6niques  de la r6gion al  L a  p r6d ic t ion  m i n i m a  est  
celle de deux  ac t iv i t6s  e n z y m a t i q u e s :  les d6shydrog6na-  
t ions  po ly6niques  successives et  la f o r m a t i o n  du  cycle fl- 
ionone,  ce t t e  derniSre 6 tan t ,  chez d ' a u t r e s  o rgan i smes  au  
moins,  ca ta lys6e  e n z y m a t i q u e m e u t  ~. 

L ' i n t e r p r 6 t a t i o n  donn6e  ci-dessus est  aussi  en accord  
avec  les ana lyses  b ioch imiques  des pools in t e rm6dia i re s  de 
ca ro t6noides  ~s-~, i n d i q u a n t  que  que lques  m u t a n t s  de la 
r6gion a lb inos  son t  capab les  de s y n t h 6 t i s e r  une  s6rie de 
caro t6noides  success ivemen t  d6shydrog6n6s,  k l ' exc lus ion  
de compos6s  c o n t e n a n t  la  fl-ionone (34508 ou ALS-22-  
$82) e t  que  d ' a u t r e s  souches  p e u v e n t  p rodu i re  la fi-ionone 
ma i s  de pe t i t e s  q u a n t i t 6 s  s eu l emen t  des caro t6noides  

h a u t e m e n t  d6shydrog6n6s  (ylo-b, RES-25-44s) .  Ainsi,  une  
dua l i t6  fonc t ionne l le  es t  sugg6r6e pou r  le p r o d u i t  des 
gSnes, /~ savo i r  la d6shyd rog6na t i on  et  la f o r m a t i o n  du  
cycle fl-ionone 2~. 

Summary. I n  an  effor t  to  d e t e r m i n e  t he  n u m b e r  of pro-  
te ins  respons ib le  for t h e  syn thes i s  of t he  n e u t r a l  caro-  
t eno ids  in  N. crassal t h e  soluble  p ro t e in  ex t r ac t s  f rom 
l igh t - induced  a n d  da rk -g rown  cu l tu res  of a neu rospo rax -  
an th in l e s s  s t r a i n  were c o m p a r e d  e lec t rophore t iea l ly .  The  
differences  r e l e v a n t  to  t he  ca ro tenogen ic  p ro te ins  were 
ident i f ied  b y  reference  to a n  a lb ino  p o l a r i t y  m u t a n t .  A 
single, e l ec t rophore t i ca l ly  de t e rminab le ,  p ro t e in  was 
found  to be specific to  caro tenogenes is .  This  i m p l i c a t i o n  
of a single (p re sumab ly  a n  e n z y m e  aggregate)  p ro t e in  con-  
t ro l l ing  ca ro teno id  syn thes i s  is d iscussed a n d  cor re la ted  
to t he  ex is t ing  genetic,  c o m p l e m e n t a t i o n  and  b iochemica l  
evidence.  
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The Relationship between Urinary Excretion of 17-Hydroxycorticosteroids and Glycosaminoglycans 

I n  1955 we not iced  t h a t  t he  i.v. a d m i n i s t r a t i o n  of 
c o m p o u n d  F was followed b y  an  increased  u r i n a r y  excre- 
t ion  of g lycosaminog lycans  (GAG)I.  I n  19607 GHATA et  
al. ~ d e m o n s t r a t e d  in n o r m a l  i nd iv idua l s  a synchron ized  
p a t t e r n  of excre t ion  of u r i n a r y  G A G  a n d  17-hydroxy-  
cor t icos tero ids  (17-OH-CS). T he  same  a u t h o r s  2 found  
t h a t  in  p a t i e n t s  w i t h  Add i son ' s  disease t he  u r i n a r y  
17-OH-CS (bu t  n o t  t he  GAG) were decreased;  b o t h  
pa rame te r s ,  however ,  h a d  lost  t h e i r  no rmal ,  r h y t h m i c  
exc re t ion  p a t t e r n .  Moreovera~ t h e y  conf i rmed  t h a t  ad-  
m i n i s t r a t i o n  of A C T H  and  cor t i sone  p roduced  a n  im- 
m e d i a t e  increase  of u r i n a r y  GAG. These  d a t a  were in te r -  
p re t ed  as i nd i ca t i ve  of a process  of s t e ro id - induced  
depo lymer i za t i on  of t he  g round  subs tance ,  w i t h  increased 
b lood levels a n d  u r i n a r y  excre t ion  of G A G  3. 

However ,  t he  sho r t  i n t e rva l  of t i m e  wh ich  sepa ra tes  
ad rena l  s t i m u l a t i o n  (or a d m i n i s t r a t i o n  of ad r ena l  ste- 
roids) a n d  exc re t ion  of G A G  c a n n o t  be  reconci led w i t h  a 
me tabo l i c  ac t ion  on  connec t ive  t i s sue .  I n  fact ,  experi-  

m e n t a l  cond i t ions  k n o w n  to cause  d e g r a d a t i o n  of p ro teo-  
gIycans  ( a d m i n i s t r a t i o n  of papa in ,  large doses of v i t -  
a m i n  A) requi re  a t  leas t  24 h to p roduce  a n  increase  in 
b lood levels a n d  u r i n a r y  exc re t ion  of G A G  4, 5. 

Recen t ly ,  we h a v e  s tud ied  t h e  co r re l a t ion  be tween  
u r i n a r y  excre t ion  of 17-OH-CS and  G A G  in 2 young,  
h e a l t h y  men,  m e m b e r s  of a 3 -man  crew p a r t i c i p a t i n g  in 
2 s i m u l a t e d  Apollo l u n a r  f l ights .  
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