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CHROM. 6531 

Notes 

Utilisation du Sphadex G-25 cornme Qchangeur d’ions 

Application & la s6paration des d&ivtSs indoliques 

La s6paration des niol&zules de taille diff&entc par filtration sur gel de Sepha- 
des est une technique trbs rc+mdue. Les solvants d’8lution gdn&alement utilish 
sent, soit des solvants salins, soit cles solvants volatils de faiblc force ionique et ayant 
un pH voisin de la neutralit6. 

La r&ention particulihre dcs rnohkules de structure indolique perrnet de les 
.&parer de molckules cle taille voisine. C’est ainsi que l’on peut isoler la g-hydroxy- 
tryptamine (skotonine) cl’un mdlange contenant les acides amin& libres (sauf lc 
tryptophanne) et clcs peptides de faible masse molbculaire par unc simple gel filtration 
sur une colonne cle Seplwclcs G-z5 Bquilibrd clans un tampon phosphate pH 7.4 0.05 M 
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Fig. 1. ~~~l~Olll~~t~J~~~~~l~~ incliviclucllc tic tliI’f&cnts tldrivL:s incloliquca sur tin0 colonnc clc gel clc 
Supl~utlcx G-r5 (a7 cm x I -5 cm) dquilibr9 clans Ic tampon phospllatc pI-I 7,4 0~05 M dludc par cc 
:n&nw solvnnt.. Chnqtw tldri\*d incloliquc cst affect& tl’un num&o: I = lrciclc phyclroxyinclolc 
rwdtlque; 2 = aciclc 5-Yll~tllosyitlcloIc acdtirJuc: 3 = 5-IiytlroxytryJ~toJ~liannc; .I = mdlntoninc: 
5 = N-nc&tyl s-hytlroxytryJ~tnrniiic: 6 .= tryptoplwl ; 7 = ~~liytlroxytryptopliol: 8 = pmdtlioxy- 
tr~ptophol: 9 = 5.hptlroxyinclolc iw~taltl~hyclc; 
12 = 5-mdtlioxytryptirrninc?: 

IO 3 5-liyclroxytryptaiiiinc: 1 r = tryptnminc; 
13 = N,N-clinititliyl 5-mdtlic~.~ytryptnminc: 14 = N,N-climdthyl 

s-liyr.lroxvtryptntninc. Lcs IllilXttllil ilcs courbcs cl’dution aont nint&inlisds prlr In pointc nolrc. 
IA rltitcc~ion clcs compos& cst firitc par mcwrc clc I’nbaorption tlnns 1’UV h a7G nm. AA = Aciclcn 
amin&, VIE == volunw cl’csclu?iion, ‘IT - til1llpOll pl1oaphntc, 
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(Fig. I). Cette technique devient inapplicable si l’on veut s&parer entrc eux Its 
d&iv& indoliques (Fig. I). 

h3LDSTEIN ET b&l KINA WONcl ant partic1lcment r&olU 1e probkmc en pro- 
posant une m&hock cl’extraction sdlectivc pcrmettant de fractionner un m6lange de 
d&iv& indoliques en trois groupes : acide- acicle g-hydroxyindolc 3-acbtique ; neu- 
tres-5-l~yclroxytryptoplwl et 5-hydroxyinclole 3-ac&alclBhydc et cl&iv& basiclue- 
5-hyclroxytryptamine. 

D’autres auteurs comme MACON cl n/.” et ~ccr.lss’ro~ el nl.‘l s8parcnt ces trois 
families de cornposh par chromatographie d’bchange d’ions sur colonne de Dowes 
ou d’Amberlite CCI 50. Ces techniques prcisentent ~inconvrhient d’utiliser des sol- 
vants acides ou basiques relativement forts, 

La grande fragilit6 du premier dBrivC cl’oxyclation de la sdrotonine form8 dans 
les tissus-le g-hydrosyindolc 3-acdtaldbhyde- nous a conduit A rechercher unc 
technique simple, rapide ct peu drastirluc pcrmettant cl’8tuclicr cluantitativcmcnt la 
formation de cc mhholite. 

L’utilisation du Sephaclex C-25 avec lcs solvants ioniques est basrk uniquemcnt 
sur la propridtd de tamis n~olc!culaire, Or cc produit posshle cles proprifhk cl’dchan- 
gcur d’ions assez iniportantcs, clues h la prhcnce de raclicaus carbosyliques (R-COO-) 
clans sa molfkule. Celles-ci sont totalcmcnt incsploitables lorsque l’on ophe clans un 
solvant ionique. Par contre si 1’011 remplnce ce clernicr par de I’eau bidistilldc dds- 
ioriisdc (pH environ G,5) la culxwit6 d’8cllangeur cl’ions clevient utilisable. 

Cette constatation nous a permis de mettre au point unc technique simple de 
fractionnement d’un mblangc de dbrivds indoliqucs. 

Le gel de Sephades cst pr&parB selon la mdthodc classiquc : gonfemcnt cl,c la 
poudrc (Sephaclex G-25 superline) dans l’eau biclistillbe pendant 5 11 h 20~. AlAs 
6liminntion cles particulcs en suspension la colonnc de chromatograpllie cst reniplie 
du gel, qui sBdimente sous pression normalc : les climcnsions clc la colonne de gel sent 
de 27 cm x 1.5 cm ct le volume cl’esclusion cle 17 ml. Le solvant cl’riquilibrage cst 
l’enu biclistillbe. 

Dans une prenlihre s6rie d’espdrienccs, nous avow cllromatograplli8 indivi- 
duellemcnt un certain nombre de d&iv& indoliclucs. Deus ,umoles de chaque cornpos~ 
sont dissoutes dans 2.5 ml de tampon phosphate, pH 7.4 0.05 M, puis dBposBcs sur 
la surface clu gel, La colonnc est dlucie succes&xmcnt par 140 ml cl’cau bidistillbe 
puis 100 ml cle tampon plwsphatc. La ddtection clcs cc~mposc!s clans I’bluat est rdnlidc 
par mesure cle l’absorption clans 1’UV h 276 nm. 

Dans une seconde partie nous avons tenth cl’applicluer ccttc technique A la stl- 
paration de trois constituants d’un mdlangc de ddrivh incloliques contcnus dans un 
milieu biologique complese, Deus pmoles cl’ncidc 5-h;&osyinclole acdtique, de 5- 
liyclrosytryptol~lio1, de 5-hyclrosytryptaminc (forme crfhtininc sulfate) sont m&m- 
g&es h 2,5 ml d’un surnageant de ccntrifugation ~‘1 800 x g obtenu h partir cl’un 
homoghat de cerveau clc rat h. IoO/, dans le tampon phosphate, Lcs prothes sent 
rapiclement prckipit8es par adclition de IOO ~1 d’acicle perchlorique 15 IV. Apr&s une 
centrifugation iz 5000 t/min’ pendant 5 min, le surnageant est pr&lev6 et le culot law3 
dew fois par 0.5 ml de tampon phosphate, Les surnageants de centrifugation obtenus ..___._. . _;-.. 

t = Revolution, 
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sont rassembl&, et l’acide pcrchloriquc ncutralise par acldition de 280 ,ul de potasse 
aqucuse 5 N. Lc perchlorate de potassium prkipite & froid, puis est elimine par cen- 
trifugation. Lc surnageant est chromatographi6 selon la technique d&rite. 2.5 ml du 
mQme extrait biologique, ne contenant pas de d&iv& cxogencs, sont soumis au m&e 
traitement de facon a dliminer la pollution clue au composrjs cndog&nes absorbants 
dans 1’UV a 276 nm. La puret6 cbimique des fractions obtenus claw l’eluat de chro- 
matographie a 6te contrdlec de la facon suivantc. Aprks concentration par Bva- 
poration sous vidc h so”, unc partic aliquote de chaque fraction cst soumisc a unc 
chromatographie cle partage descendante sur papier Whatman No. I dans le syst&mc 
de solvants isopropanol-ammoniaque a 5% (8 :2) durant 20 11 a zoo. Apres stSchage, 
le chromatogramme est rbvelB au reactif des indoles : solution de paradim&hylamino- 
cinnamalcldbyde ZI 2% dans le melange HCl G LV-Bthanol4. 

R&cltnts et disczcssiolt 
La chromatographie separde de chaque derive indoliquc montrc un fractionne- 

ment cle ces analogues structuraux en trois groupes (Fig. 2). 
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Fig, a. Chromatogmphic incliviclucllc clc cliffdrcnts cldrivds incloliqucs sur unc colonnc clc Scphaclcx 
G-25 (27 cm x 1.5 cm) dquilibrd clans I’cau l~iclistillbc cldsionlsdc: I’dlution tlcv procluits cst obtcnuc 
pnr l’cau bitlistillJc (140 ml) puis Ic twnpon phosphate (too ml). Lcs convcntionv dc roprdscntation 
ncloptdos: In corrcsponclnncc chiffrc-composds incloliqucs, lcs courbcs cl’dlution ct In mdthoclc dc 
clbxtion, sont ccllcs do In Fig. I. 

(I) Les acides 5-hydroxy- et 5-mdthoxyindole acetique sont rapidement Bluds 
par l’eau. Ces acides faibles &ant fortement dissocies en solution aqueuse dilu6c 
(forme R-COO-), le phbnomhne d’bchange d’ions provoque leur exclusion rapide, Ies 
groupements acides clu Sephadex &ant sous une forme ionisee R-COO-. (L’effet de 
tamis moltkulaire est clans cc cas trBs faible,) 

(2) Les compos& h caractere neutre -1e 5-hydroxytryptophanne (non dissocid 
Zr. pH 6.~)~ le tryptophol, le 5-hydroxytryptophol, le s-m&.hoxytryptophol, la N- 
a&y1 s-hydroxytryptamine, la melatonine et Ie g-hydroxyindole ac&aldc!hyde-ont 
un comportement voisin de celui observe lors de la gel filtration dans un solvant 
ionique (Fig. I), Ces d&iv&s n’btant pas ionisds dans l’eau, soit par absence de groupe- 
ment ionisable, soit en raison du ~1-1 de l’eau, seul le pht5nom&ne de retention dans 
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la maille du Sclhadcs, due h la structure incloliquc de ces ~nol~cules, cst nlis en cause. 
(3) Les d&iv& indoliqucs h caractkc b~kp-+-la tryptamine, la 5-hyclroxy- 

trylhmine, la 5-mdtllosytryptatrlinc, la. N,N-clim&llyl _+l~ydroxytrylAxminc (bufo- 
tchinc) et la N,N-dim&hyl 5-n~btl~osytryptan~inc --ne sont pas Bluds par l’cau mais 
par le tampon l~l~osl~liate. A p1-I 6.5 cn solution qucusc clilurh, Its fonctions arnincs 
basiques sont fortement clissoci&s (forme N-k) et l’aclsorption dcs cornposh sur le 
Scpllaclex par lhdnom~ne d’tkhange tl’ions cst totalc, Les ions NSL+ ct I<+ du tampon 
pliosphstc viennent cldlhcer ccs cations et lib&xx les ddrivds incloliques aminds. 
A cc facteur, vient s’ajouter la r&tention iml~ortantc sur le tamis molkulaire. En 
cffet, si, seul l’dchange d’ions intervcnnit, l’hlution clc ces procluits par le tampon 
phosphate aurait lieu beaucoup plus rapidcment, le volume cl’csclusion de la colonnc 
cle gel n’&ant que dc 17 ml. 
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Fig. 3. Clirom;rto~r;~l~hic tl’un llltlilll@! clc trois cldrivCs inclolic~ucs ct cl’unc solution clc protdincs 
tl’un milieu biolo~iquc clans 112 tnmpon phospllatc, siif unc colonnc dc gel rlc Scphnclcx G-15 (27 cm 
X 1.5 cm) JquilibrJ tlans 1’c:ru (nprbs clNL:c:rtion rlcs protdinca h l’acidc pcrchloriquc). Lcs solvnnts 
cl’dlution sont: cnu bidistill6c (IJO ml), tnmpon phoephntc (IOO ml). Ddtcction clcs procluits l>iIr 
mcsurc dc l’nbsorption UV il 276 nm, 

Ln sBparation clcs constitunnts cl’un mQlangc de trois d&iv& incloliqucs con- 
tcnus clans un milieu biologique a &A r&Ii&c scion ccttc tcclmiquc. La Fig, 3 montre 
la prdscncc de trois fractions pnrfaitemcnt &pm&s-1’1, Fz et I;3-dans l’bluat cle 
clwomntograpliie. 

La cllromatograpl~ic de pnrtagc sur papier pcrmet cl’idcntificr rcspectivemcnt 
duns la fraction ITI l’acide 5-liydroxyinclolc ac&iclue (Z?p 0,32), clans la fraction lT2 
le 5-l~yclrosytryptopilol (Zzp 0.54) ct. la 5-hydroxytryptamine (Zzp 0,50) clans la frac- 
tion 173, Chacunc cle ccs fractions cst homoghc qunnt h sa composition en d&iv6 
incloliquc. 
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Nous avons BvaluE! les pertcs en d&iv& indoliques lors dc ces’diffrhntes mrtni- 
pulntions. La clwomatographic sur colonne de Sephadex G-z5 en milieu aqucus, 
pcrnwt dc rcScupdrer 95 rf-. zo/, clc clx~Iuc niolkulc incloliquc. Lk pr&ipitation cles 
protbines par addition d’acide perchloriquc, suivie dc l’&limination du perchloratc clc 
potnssium, n’cntrainc pas de perk supkieure h so/“, Par contre, si 1’011 utilise l’acidc 
tricl~lorac&ique comme agent cl&f&pant, lcs pcrtcs atteignent Is”/” et 1’6lution clc 
l’aciclc 5-llydrosyindolc accitiquc se trouvc consid&ablement retarcl6c (dlution entre 
le Oobme et le Ygtinie ml), 

Ces r&ultats sont confirm&s par l’emploi clc moldcules raclioactives A t&s faiblc 
concentration. L’utilisation clc cctte m&thocle clc filtration directe cl’un milieu biolo- 
gique contenant des molhxles incloliques clans lc but clc les s+wcr en trois groupcs, 
cntraine unc pollution de la fraction 171 (dhivbs acicles) par les moldcules clc foible 
masse moldculnirc tellcs cpw Its acicles amin& ct lcs p&its peptidcs ncutrcs et acidcs, 
Cet inconvbnicnt lieut fncilcmcnt Btrc dvitd, si l’on souliaitc l’obtcntion cl’une fraction 
purilik, cn soumcttant prdalablcmcnt l’cstrait B unc gel filtration sur Scphacles G-z5 
Bquilihr6 clans lc tarnlmn phosphate, qui sdpwc lcs ptites molckules des co~nl~os& 
inclolicpes (Fig. I). La fraction Ii2 oldx~iuc sur les colo~incs aqueuscs nc scrnblc pas 
devoir We IxAluCc, snuf clans lc c;w particulier dc la prdsence clans l’cstrnit, dc mold- 
cules ncutrcs lwdscntant unc adsorption annloguc h ~ellc clcs inclolcs sur lc Scplmdcs. 

Les petitcs moldculcs h carncthrc bnsiquc (acidcs nminds et peptides) subisscnt 
Qplenwnt l’cffet d’dcliaiigc cl’ions ct sont, dc cc fait, rctcnucs clans la maillc. ISlIes 
nc sont, ccpendant, pas susccptibles clc polluer la fraction 1;3 car cllcs sent dlurhs 
bcaurouy plus rapiclcmcnt par lc tampon phosphate. 

Un dl&mcnt important dc la. tcclmiquc cst la hcilitb clc rdgdndration clu gel. 
11 sul’lit de lc lavcr par 200 ml cl’cau l~iclistilldc, clc nxuiihrc A cliasser totnlemcnt les 
ions contenus claiis In maillc. Lc jiel SC trouvc ;iinsi r&%luilibrb ct pr0t A unc nouvcllc 
UtiliSil.ticMl. 

L’utilisation clcs clew propri6tds clu Scphaclcx :--capwit& d’&zhatqyur d’ions 
associck nu tamisagc niol&ulairc --permet cl’cn augmenter scnsiblcment lc clinnip 
d’application. Le probEnw pose par la. s~pnration des constituants cl’un rnBlange clc 
compos& incloliqucs, constituc un cas particulicr trEs favorable, ccci en raison clc la. 
structure de ccs moldculcs, 

Cette technique trouvc unc application immddiate clans 1’6tudc de l’action dcs 
monoamines osydascs tissulaires sur la.5-11).clrosytrvptaiiiine. Elle pcrmct unc iinnlyss 
quantitative simple et rapide dcs procluits d’osydntion de cctte amine. 

Requ lc 30 novembrc 1972 

l L’adclrcssc nctucllc: Ijnitd clc Rcchcrchc I-I”+atologic~uc L’ 49, I.N.S,E.II,M,, Wdpitnl 
clc Fontcl~aiIlou, 35 000 Rcnncs, Fmncc. 


