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D o s a g e  de la noradr6nal ine ,  de la d o p a m i n e  et 
n o y a u x  du cerveau  de Rat 1 

L a  t e c h n i q u e  c h r o m a t o g r a p h i q u e  su r  couche  m i n c e  
d ' A u R ~ s  e t  al. 2 s ' e s t  r6v616e i n t 6 r e s s a n t e  p o u r  l ' a n a l y s e  
q u a l i t a t i v e  des  c a t6cho l am i nes  e t  de leurs  m 6 t a b o l i t e s  
d a n s  des  f r a g m e n t s  de ce r veau  a. U n e  mise  au  p o i n t  
q u a n t i t a t i v e  s ' imposa i t .  E11e fa i t  l ' o b j e t  de ce t t e  pub l i -  
ca t ion .  

Matdrie l  et mdtkode. 1. R6act i fs .  L a  n o r a d r 6 n a l i n e  (NA) 
e t  la  d o p a m i n e  (DA), sous  fo rme  de sels b i t a r t r a t e  e t  
b r o m h y d r a t e ,  p r o v i e n n e n t  de la  f i rme  F l u k a ;  l ' ac ide  
3 -4  d i h y d r o x y p h 6 n y l a c 6 t i q u e  (DOPAC) de  Calb iochem.  

Les  r6act i fs  employ6s  s o n t  des  p r o d u i t s  c h i m i q u e s  
p o u r  ana lyse .  L ' 6 t h y l ~ n e d i a m i n e  es t  dist i l l6e d e u x  lois  
a v a n t  l ' u sage ;  l ' i s o b u t a n o l  es t  chauf f6  ~ r e f lux  p e n d a n t  
3 h avec  de la  soude  c a u s t i q u e  (10 g/l) pu is  distill64. L a  
cel lulose M N  300 H R  (Mackerey  e t  Nagel)  es t  r 6pa r t i e  
su r  des  p l a q u e s  de ve r r e  de  20 × 20 c m e n  une  couche  
de  250 t~m d '6pa i s seu r  s u i v a n t  la  m 6 t h o d e  de  Stahl .  Les  
t r aces  de  m 6 t a u x  son t  61imin6es des  c h r o m a t o g r a m m e s  
p a r  le s o l v a n t  s e r v a n t  de  p h a s e  mobi le .  L ' e a u  uti l is6e 
p o u r  ces exp6r iences  es t  d6min6ra l i s6e  puis  dist i l l6e sur  
verre .  

2. E x t r a c t i o n  e t  s~pa ra t i on  p a r  c h r o m a t o g r a p h i c .  Des  
r a t s  raffles e t  femel les  d ' u n  po ids  m o y e n  de  200 g son t  
tu6s  p a r  d6cap i t a t i on .  Les  d e u x  n o y a u x  caud6s  e t  l ' h y p o -  
t h a l a m u s  son t  pr~lev~s auss i  r a p i d e m e n t  que  poss ib le  
puis  ref ro idis  sur  de la  glace e t  pes6s. I l s  s o n t  h o m o -  
g6n6is~s su r  une  l a m e  p o r t e - o b j e t  de  mic roscope  p a r  
e n v i r o n  100 ~1 d ' acS tone  acidifi~e. Apr~s ~ v a p o r a t i o n  
sec ~ 20°C, le r6s idu es t  r epr i s  p a r  50 ~tl de HC1 0 ,001N.  
On  cen t r i fuge  ~ Iroid.  U n e  p a r t i e  de  l ' e x t r a i t  ac ide  se r t  
au  dosage  p r o p r e m e n t  di t ,  l ' a u t r e  ~t la  loca l i sa t ion  des 
s u b s t a n c e s  sur  les c h r o m a t o g r a m m e s .  Les  p e r t e s  s o n t  
calcuMes en  a j o u t a n t  une  q u a n t i t 6  c o n n u e  de  NA, de 
D A  ou de  D O P A C  ~ u n  a l i q u o t  de  l ' e x t r a i t  a c6 ton ique  
in i t i a l  a m e n 6  ~ u n  v o l u m e  d 6 t e r m i n &  

Les e x t r a i t s  du  n o y a u  caud6  s o n t  c h r o m a t o g r a p h i 6 s  
en  une  d i m e n s i o n  d a n s  la  p h a s e  b u t a n o l - p y r i d i n e - H a c  
glacia l -HgO : 15 : 2 : 3 : 5 (I). P o u r  les e x t r a i t s  h y p o t h a l a -  
miques ,  le s o l v a n t  s u i v a n t  es t  u t i l i s~:  a c e t a t e  d ' 6 t h y l e -  
H a c  glacia l -H~O: 5 :1 ,5 :3 ,  p h a s e  o r g a n i q u e  (II)  s. I1 
s6pare  l ' ac ide  d i h y d r o x y m a n d 6 1 i q u e  (DOMA) de  la  NA.  
U n  t ro i s ibme  s o l v a n t  (NaC1 10%,  H a c  glacia l  1%,  H~O, 
I I I )  ~ fur  pa r fo i s  employ6.  Apr~s c h r o m a t o g r a p h i c ,  les 
s u b s t a n c e s  s6par~es son t  r6v616es p a r  l ' ~ t h y l ~ n e d i a m i n e  L 

3. E l u t i o n  e t  dosage  f luorom6t r ique .  Les  a i res  de  cel- 
lulose qui  c o n t i e n n e n t  les a m i n e s  e t  le m ~ t a b o l i t e  sSpar6s 
son t  g ra t t6es  au  m o y e n  d ' u n e  spa tu l e  e t  recuei l l ies  d a n s  
des  t u b e s  ~. c e n t r i f u g e r  en  po lyp ropy l~ne .  

L '61ut ion diff~re s u i v a n t  qu ' i l  s ' ag i t  des  a m i n e s  ou de  
l ' ac ide  ph6nol ique .  Les  a m i n e s  son t  61u6es p a r  a g i t a t i o n  
p e n d a n t  30 m i n  ~ t e m p 6 r a t u r e  o rd ina i r e  d a n s  l ' ac ide  
ac~ t ique  1M.  Apr~s  c e n t r i f u g a t i o n  ~t 30 000g ~t 2 °C, le 
s u r n a g e a n t  es t  divis6 en  2 par t ies ,  une  p o u r  le s t a n d a r d  
in te rne ,  l ' a u t r e  p o u r  le dosage  q u a n t i t a t i f .  Le  ~ b l a n c ,  
es t  p rSpar6  ~ p a r t i r  d ' u n e  b a n d e  de  cel lulose ne  c o n t e n a n t  
p a s  d ' e x t r a i t ;  il d o n n e  u n e  m e s u r e  f l u o r o m ~ t r i q u e  6qui-  
v a l e n t e  ~ u n  , b l a n c  t i s s u l a i r e ,  p r6par6  d a n s  les m 6 m e s  
cond i t i ons  ~t p a r t i r  du  cervele t .  L a  c o n d e n s a t i o n  avec  
l ' ~ t h y l ~ n e d i a m i n e  s es t  r~alis6e de  la  Ia~on s u i v a n t e :  
3,5 m l  de  s u r n a g e a n t ,  on  a j o u t e  0,6 m l  d ' 6 t h y l ~ n e d i a m i n e ,  
pu is  0,5 ml  d ' u n e  so lu t ion  aqueuse  2 M  de  c h l o r h y d r a t e  
d ' 6 t h y l ~ n e d i a m i n e .  On  agi te ,  p lace  en  $ t u v e  ~t 55 °C pen -  
d a n t  30 min ,  ref ro id i t ,  s a t u r e  la  p h a s e  aqueus e  p a r  NaC1 
e t  e x t r a i t  les p r o d u i t s  f luo rescen t s  form6s  p a r  4 m l  d ' i so-  
b u t a n o l .  

P o u r  le DOPAC,  l '61ution se f a i t  p a r  2,5 ml  du  m~lange  
s u i v a n t :  H~O 3 5 m l ,  HC1 2 N  l ml,  6 t h y l ~ n e d i a m i n e  

de l 'acide d ihydroxyph6ny lac6t ique  dans  certa ins  

1,5 ml,  ag i t e r  3 m i n  30 sec. On  cent r i fuge ,  d iv ise  en  2 
par t ies ,  on  c o n t i n u e  ensu i t e  s u i v a n t  la t e c h n i q u e  d6cr i te  
p a r  MURPHY e t  al. 9. 

Les  l ec tu res  se fon t  au  spec t ro f luo r im~t re  A m i n c o  
B o w m a n ;  les d i f f6 ren tes  l ongueu r s  d ' o n d e s  (non  corr i -  
g6es) d ' e x c i t a t i o n  e t  de  f luorescence  s o n t  les s u i v a n t e s :  

Excitation Fluorescence 
(nm) (nm) 

Noradr6naline 420 490 
Dopamine 416 520 
DOPAC 385 450 

Cer ta ins  dosages  de  N A  et  de  D A  o n t  6t6 r6alis6s au  
f luor im~t re  Tu rne r ,  module  110. 

Rdsultats.  Les courbes  de  r6f6rence 6 tab l ies  A p a r t i r  de  
q u a n t i t 6 s  connues  de  NA,  D A  e t  D O P A C  s o n t  l in6ai res  
p o u r  les c o n c e n t r a t i o n s  compr i ses  e n t r e  0 e t  50 n g / m l  
p o u r  la  N A  e t  la  D A  e t  0 e t  300 n g / m l  p o u r  le D O P A C .  
Ces cou rbes  son t  6 g a l e m e n t  l in6aires  apr~s  c h r o m a t o -  
g r aph i e  e t  61ution. Le  p o u r c e n t a g e  de r6cup6ra t i on  va r i e  
e n t r e  80 e t  100% p o u r  40 e t  200 ng  d ' a m i n e s  e t  d ' a c ide  
d6pos~s sur  les c h r o m a t o g r a m m e s .  Les  pe r t e s  t o t a l e s  
sub ies  p e n d a n t  les d i f f6ren tes  p h a s e s  d u  dosage  s o n t  
repr6sent6es  au  T a b l e a u .  

L a  sens ib i l i t6  de la  r6ac t ion  va r i e  en  ordre  d6c ro i s san t  
de la  fa~on s u i v a n t e :  NA,  DA, D O P A C  1°. 

N o y a u  caud6  e t  h y p o t h a l a m u s .  Apr~s  c h r o m a t o g r a p h i e  
des e x t r a i t s  de  n o y a u  caud6,  nous  o b s e r v o n s  la  p r$sence  
de  D A  (Rf  0,56) e t  de  D O P A C  (Rf  0,79). L ' a c ide  ascor-  
b i q u e  (Rf  0,48), f luo rescen t  d a n s  nos  cond i t i ons  de  t r a -  

Concentration en DA et DOPAC du noyau caud6 et en NA de 
l'hypothalamus de rat 

N Moyenne -4- ES Pourcentage 
(~tg/g) de r~cup~ration 

DA 5 9,55 ± 2,80 67,20 ± 12,00 
DOPAC 5 2,85 ± 1,16 60,21 ± 6,32 
NA 6 1,82 4- 0,39 42,80 4- 5,30 
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vail ,  a dtd identif id pa r  rdduct ion  de AgNO3 en mil ieu 
acdt ique ~ froid. La  t e n e u r  en  ~cide homovan i l l i que  
(HVA, R f  0,90) du s t r i a tum des ra t s  tdmoins  est  inf6- 
r ieure A la l imi te  de sensibilitd de la mdthode.  

Dans  l ' hypo tha lamus ,  nous re t rouvons  les substances  
d~j~ rdvdl~es a u p a r a v a n t  s ainsi  que  le DOPAC.  Les 
valeurs  obtenues  pour  la DA, le D O P A C  e t  la N A  sont  
indiqu6es au Tableau.  Les va leurs  sont  corrig~es en 
fonc t ion  des pertes .  

Nous  avons  inject6 pa r  voie  i.p. A des ra ts  plusieurs 
agents  pharmacolog iques  modi f i an t  la biosynth~se ou la 
m6tabol i sa t ion  des cat~cholamines.  

Des expdriences prdl iminaires  r6alisdes avec  l 'halopd- 
r idol  (0 ,63mg/kg) ,  la rdserpine (5 mg/kg),  la L-dopa 
(200 mg/kg) ,  le probenecid  (200 mg/kg) e t  la t r any lcypro-  
mine  (2,5 mg/kg)  nous on t  mont rd  les modif ica t ions  c6rd- 
brales du t a u x  d ' amines  et  de leurs mdtabol i tes  signaldes 
pa r  d ' au t r e s  au teurs  n-l~.  La  F igure  donne  un  exemple  
d ' u n e  exper ience  rdalisde avec  l 'halop~ridol.  

Discussion. La condensat ion  ayec l 'd thyl~nediamine  de 
Wei l -Malherbe  s ' es t  r6vdlde une  mdthode  suf f i samment  
sensible pour  doser  de  faibles quant i t6s  de cat6cholamines  
e t  m6tabo l i t e  dans  le cerveau.  ~ t a n t  donnd sa faible spd- 
cificit6, une  s~parat ion prdalable des diffdrents composds 
est  indispensable.  A la diffdrence d ' au t r e s  au teurs  9,15,1~, 16, 

I 2 3 4 5 6 7 

t lVA - 

DOPAC - 

DA - 

Ac .asc . -  

¢- 

Cellulose. But . -Pyr.-HAC-H,O (30:4:6:10). Ethylene diamine 
5% K 3 Fe(CN)e. 
Colonne 1 : 25 [.tl extrait de noyau caudd de rat ayant re~u de l'halo- 
pdridol (0,63 mg/kg). 
Colonne 2: 25 tzl d'un extrait de rat tdmoin. 
Colonne 3 : 15 ~tl du m6Ine extrait que 1. 
Colonne 4:15 [~1 du m~me extrait que 2. 
Colonne 5: m61ange en solutions pures (acide ascorbique, DA, DOPAC, 
HVA). 
Colonnes 6 et 7 : aeide ascorbique en solution pure. 

nous avons  prdfdr6 la ch romatograph ic  sur couche mince  
de cellulose pour  sa sensibilit6, sa rapidi t6  et  son manie-  
m e n t  facile 17. 

Les rdcupdrat ions que  nous obtenons  sont  acceptables ,  
elles re jo ignen t  des va leurs  d6jk publi6es 9,1,, 1% sauf  pour  
la noradr6nal ine  e t  l ' h y p o t h a t a m u s  off les  per tes  son t  
plus impor tan tes .  Une  expl ica t ion  possible est l ' adsorp-  
t ion de ce t te  amine  sur  les prot6ines lors de l ' 6vapora t ion  
sous vide.  

Dans  nos condi t ions  opdratoires,  les spectres de fluo- 
rescence et  les R f  de la dopamine  et  de la 5-hydroxy-  
t r y p t a m i n e  (5HT) son t  for t  rapprochds.  Une  sdparat ion 
complbte  de ces deux  amines  sur c h r o m a t o g r a m m e  dans  
la phase I I I  nous autor ise  k re je te r  l '6ventua l i t6  d ' une  
interf6rence de  la 5 H T  is dans  le dosage f luoromdtr ique  
d e  DA. 

Les va leurs  des dosages effectuds sont  de l 'o rdre  de 
grandeur  des quan t i t6s  t rouv6es  p r6c6demment  19 ou plus 
dlevdes. 

La  mise en dvidence de l ' ac ide  ascorbique,  cofac teur  
de la dopamine- f l -hydroxylase  ~° est  intdressante.  E n  
effet, alors que  cet  enzyme  est  p resent  dans  le noyau  
caudd .1, la noradrdnal ine  y est p r a t i q u e m e n t  absente .  

Summary. Afte r  th in- layer  c h r o m a t o g r a p h y  separa-  
t ion,  we h a v e  assayed q u a n t i t a t i v e l y  noradrenal ine ,  
dopamine  and  i ts  d e a m i n a t e d  me tabo l i t e  3-4 d ihyd roxy-  
pheny lace t i c  acid by  the  e thy lened iamine  method .  I n  
t he  h y p o t h a l a m u s  and  the  cauda te  nucleus,  the  va lues  
ob ta ined  for t he  amines  and  phenol ic  acid es t imat ion  
are  equ iva l en t  or  h igher  t h a n  those found by  o ther  
authors .  The  presence  of ascorbic  acid has  been shown 
in the  cauda t e  nucleus.  
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E i n  a b s t i m m b a r e r  V e r s t ~ i r k e r  z u r  A u f n a h m e  y o n  I n s e k t e n s t i m m e n  

Bei  der  Regis t r ie rung  leiser Tiergesiinge (zum Beispiel  
Grashiipfer,  aber  auch Gri l len)  in Anwesenhe i t  st i irkerer 
Schal lerzeuger  (Oszi l lographenkamera  usw.) t r i t t  of t  das  
P rob lem einer  Isol ierung des Gesanges v o m  UmwelttiLrm 

auf. Dabe i  muss  die E r h a l t u n g  der  Tonfo lgen  und  eine 
definier te  Erfassung der  aufgezeichneten  F r e q u e n z  ge- 
wRhrleistet  sein. Ausserdem sollte die reg is t r ie rbare  Fre-  
quenz  var iabe l  sein, u m  sich den un te rsch ied l ichen  Tier -  


