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La chromatographie liquide 5 haute performance (HPLC) a &5 rkcemment 
utiliske par Schatz et al.’ pour sCparer la S-adbosyl-r=homocystkine (SAH) de ses 
catabolites (adinosine, inosine, hypoxanthine, xanthine, acide urique) prod&s dam 
divers organes de rat et de souris, et aussi pour doser l’activiti enzymatique SAH- 
hydrolase (EC 3.3.1.1.)_ 

Dans Ia mCthode de ces auteurs, la separation est obtenue par chromate 
graphie en phase inversCe et en milieu alcalin. Elle nkcessite un changement du solvant 
d’klution en tours d’anaiyse. Le dosage de l’activitk SAH-hydrolase dans le sens 
hydrolytique impiique l’utilisation de I’adCnosine desaminase pour deplacer Nquilibre 
vers l’adknosine: en dCfinitive, on mesure la concentration de l’inosine. 

La mithode que nous proposons permet un dosage rapide de la SAH et de ses 
analogues structuraux, ainsi que de l’activiti SAH-hydrolase. Elle consiste B rkliser 
une HPLC avec appariemment d’ions (paired ion chromatography, PIG). La SAH, 
apr& appariemment avec un acide akane sulfonique (centre-ion) forme un compIexe 
neutre convenablement retenu par la phase stationnaire non-polaire. Le dosage de 
l’activitk SAH-hydrolase, qui peut Ctre importante pour la rkgulation du taux de SAH 
dans.les tissus animaux, est rCalid dans le sens de la synthkse thermodynamiquement 
plus favorable2v3, B partir de l’adenosine et de DL-homocystiine. Cette maniere de pro- 
ceder, qui n’engage pas deux reactions enzymatiques conskutives, autorise, par ex- 
emple, l’ktude de l’inhibition de la SAH-hydrolase par des mokules dont la structure 
est voisine de I’adCnosine ou de la SAH. 

MATGRIEL ET MGTHODES 

Produits 

L’inosine (I), la 1,N6-CthenoadCnosine, la 2’,3’-isopropylidkne adbosine (IPAL 
la 2’45oxyadCnosine (DOA), la S-adknosyl-L-mkthionine chlorhydrate (SAM), la 7- 
dCazaadCnosine (DAA) ant ttt5 obtenues chez Sigma (St. Louis, MO., U.S.A.). L: 
Bmercaptopurine-9-riboside (MPR), l’adinosine (A), l’hypoxanthine (HX) provier- 
nent de FIuka (Buchs, Suissc). L’arabinosyladtnine (AA) et Ia DL-homocystkine, has : 
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libre, ont &ti four&s par LCN Pharmaceuticals (Cleveland Ohio, L7;S.A.) -.et.ia 
xanthine (X) par NBC (Cleveland, Ohio, US-A_)_ Le m&hanol (pour analyse) est de 
Carlo Erba (Milan, Rahe). La S-adenosyl+.-homocyst&ne sulfoxide -@AHO) et 9 
S-adCnosyl+homocystGne sulfcrne (SAK03 .ont et6 p&par&s B part% -de la-SAP& 
suivant la methode de Borchardt et Wu4. _ _ _. .‘... 

1 :. ._ .i,._ - _ : 
PrpPrrration de la SAN :. ; .‘.i -: .:: ; .; 

La SAH employ& provient soit de-Sigma soit dune pr&paration biochimique 
r&h&e s~uivant la technique de De ia Haba et- Cantoni par condensation de &&OS&~ 
et de la DL-homocysteine sous paction de Ia SAH hydrolase du foie de rat part&&+ 
ment puritZe. La SAH obtenue est puri%e par chromatographie sUr SephadexG+IO 
(Pharmacia, Uppsala, Su%e) puis cristallisation dam-I’eau selo~n KnudsehetYaB*_ 
Les principales proprietes physiques du produit obtenu (analyse &mentaire, point 
de fusion, coefiicient d’extinction mol&ulaire, RF dans divers systemes chrom+to- 
graphiques) sont analogues B celles du produit commercial. 

-. -, .i 

Sparation chromatographique des nucltfosides :. 
La phase solide @Bondapik CIB, colonne de longueur ‘30 cm et~dian&re 

int&ieur 0.4 cm) et le chromatographe (modGle 204 U mum dune pompe 6CklO A,. 
dun injecteur B septum et a houcle U6 KV, d’un d&eteur avec fibre & 254 nni M 440 
et dun enregistreur “omniscribe” Houston Instrument) ont &tG mis B notre disposition 
par Waters Assoc. (Milford, Mass., U.S.A.). Les d&rents composes en solution dans 
I’eau bidistillee ou dans HCl 1O-2 N (4 B 40 nmoles/ml) sont inje&s avec une seringue 
Hamilton de 25 ~1. La phase mobile, sohrtion aqueuse de methanol (17.5%) et d’un 
centre-ion, l’acide heptane sulfonique ou PIC B7 (Waters Assoc.) (2.5 x IO-* M);; 
est filtree avant emploi sur filtre Millipore (FHUP 04800). Cette phase circule dans ia‘ 
colonne B un debit constant de 1 ml/min determinant une‘pression d’environ 2@&lO p.s;i 

Mesure de t’activitt? de ta SAN-hydrolase 
La source &enzyme est la fraction prodique, pi&pit&T e&e 4a~et-56~~ckGa 

saturation au sulfate d’ammonium, dun stirnageant & 20,000 g. d’un homog&at de 
foie de rat (rats Wistar mgles, 25G300 g). Dans un volume fui&deV2 $I!;~? pmolek 
d’adenosine, 10 pmoles de DL-homocysteine, 10 pmoles de t~odiglycol et loO~&oles 
de tampon phosphate de sodium sont incuhks aver 0.1 B 0.6 mg’de prot&nes. Ap& 
30 min ir 37” la rkmtion est stop- par chauEage au bain-marie bouihant et-Ie milieu 
rkactionnel est filtre sur clisque Millipore (HAWP 02500). La quantite de SAHforr&e 
est dCtermin& par deux mtthodes. 

MPthode (a). 25 ,+zl de filtrat, diluC .au besoin awe de l’eau ~bidistil& est in- 
ject& dans la colonne de Bondapak Cia. La SAH skp&e de l’ad&rosine est do** 
apres enregistrement de l’absorption B 254 nm, par comparaison de. la -haut$tw.du 
pit obtenu avee une gamme etalon d&ermin&e par injectioti de qua&it&s ‘v&b& de 
S.QH (0.5 iL 4 nmoles de SAH pour 24 ~1). ., ::.; :_ . 

Mt!thode (b)_ La SAH form& et l’adenosine s&t se&& &&t~t&technG 
Glie d&+&e de c&e de Shapiro et Ehningefi: 1 ml de &rat est.dihG &-2ml aver de 
l’:au distil& et passi sur une colonne de &sine-Dowex l-X& (CO&-).(!O_X l2 m.@: 
2 prb lavage avec 100 ml d’eau pour &miner i’ad&nosine,-la SAM est&Ge par.28-mh 
(-3 tampon KCl-HCIO.l &f, pH 2.5 et do&e par spectrosdopie &t-a-violet&U60nm. 
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&~xJLTATS 

L;a separation des diffikents nuclCosides testes est illustr& sur 

NOTES 

la Fig. 1 qui re- 
pr&ente la densite optique 5 254 nm enregistrk en fonction du’ temps de retention des 
diffkents composks inject&. La xanthine, l’hypoxanthine ont le mcme temps de r&en- 
tion que l’inosine. La SAK commerciale (Sigma) et la SAH prCpar& par voie bio- 
chimique pr&entent toutes deux le m*me temps de retention et l’injection de leur 
melange dans la colonne ne donne naissance qu’& un seul pit. La l,N’-Cthenoadtko- 
sine n’est pas sCpar& de la SAH. Le mercaptopurine-9-wriboside, dont le temps de 
retention est de 4.5 min, est tr&s bien sCpar6 des autres metabolites itudiks; il n’est pas 
rep&sent& sur la figure car il a CtC detect6 par enregistrement de la densite optique B 
320 nm. ‘E&n la SAHO, est CluQ’avec la SAHO. 

t 
D0254nm 

SAH 

Tamps de r4renk tmim 

Fig. 1. Chromatogramme reprksentatif de la s&ration de la SAH et de ses d&iv& sur une colonne 
ti phase invenk de FtBondapak C *a. &ution par une solution aqueuse B 17.5°/0 de m&banal con- 
tenant un centre-ion, l’acide heptane sulfonique ou PIC B7 (2.5 x 1Om4 M). D&bit: 1 ml/min. La 
fl?che (14.min) indique un ralentissement de la vitesse d’enregistrement. Quantitks inject&s de chaque 
compod @moles dans 50 ~1): I, 160; SAHO, 130; A, 260; AA, 260; DOA, 240; SAH, 260; DA% 
680; SAM, 390. 

La Fig. 2 est la courbe Ctalon de dosage de la SAH par HPLC obtenue en 
mesurant la hauteur du pit d’absorption 5 254 nm en fonction de la quantitk de 
SAH injectke. 

.’ La Fig. 3 permet de comparer l’activite de la SAH-hydrofase d&ermin& par 
mesure directe de la SAH formCe par HPLC et par dosage de la SAH aprk stparation 
de l’adknosine par chromatographie sur colonne de r&ine. 

La mesure de l’activiti catkchol-0-mkhyltransfkase est possibie par un~ 
mithode trb voisine de celle qui permet le dosage de l’activit8 SAH-hydrolase. @ant 
donni qtie les substrats (SAM et dopamine ou noradrdnaline) et les produits de la re- 
action enzymatique (SAH et 3-mkthoxytyramine ou norm&anCphrine respectivement ) 
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Fig. 2. Dosage de la SAH par HPLC: courbe &d~n. Des quztz&k variables de SAH, -& s&i& 
dam 25 pl dkau distilIke, sent inject&s sur une coioone.de @ondapak C,. phase eobiie: soh&h 
aqueuse & 17.5 % de m&haaol contenant de I’acide heptane sulfonklue ou PIG B7 (2.5. x lO_(.M)--A 
la sortie de Ia colonne, I’absorption tiha-ViOktte k Z?% run eSt em: lkhuteuf du pit Fe _- 
sorption est proportionelle B la quantiti de SA.H inject&. 
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TABLEAU I .: -. :. 

SEPARATION PAR HPLC DES SUBSTRA TS EX’ D&~PRODWIS FO&&S Pti:AcTfON 
DE LA CATECHOL-O-METHYLTRANSFERASE i3UJX ti DoPqMihE-‘ti -LA NOR-. 
ADtiNALINE 

Volume de rdention’ D-0. x IPjrmwk” 
(&I A=254ti R=28ONn 

. 

Sfibstfats 
LSAM 
Dopamine OII 
Noradrhahe 

?roa5l~ts 
L-SAH 

3-MCthoxytyramine ou 
Norm&mkphrine 

8.3 24 
7.2 - 
6.0 - 

5.2 70 
9.1 
6.85 - 

. 
- 

6.0. 
5.8 XT_ 

L 

: 

. . s;.- __-:_ 
: 6.0 :: . . 

* Phase statiotmaire: pBon&pak Cls; phase mob&s: ‘m&an01 B .3S”A &&suet d& l’a&& 
*eptane sulfonique (PK B7: 2.5 x IO-’ M). lXbit: 1 ml/m& ’ : 

a- Densiti optique correspondant & la hauteur du pit par nmob de substance inject&. ~ . . : :- 
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SAH formi0 en 30 mn (phv 

* 
6.6 13.2 19.6 26.4 33.0 39.6 

ProtBinss (pg) 

Fig. 3. Activiti de !a SAH-hydrolase de foie de rat dans le sens de la synth&e. 100 & 600~1 de ptipara- 
tion enzymatique (6.6 k 39.6 pg de protiines) est mise en incubation avec 5 pmoks d’adCnosine, 10 
pmoles de Dr-homocystkine et 10 pmoles de thiodiglycol pendant 30 min 5 37” (volume final = 2 ml). 
La SAH form& est do&e directement par HPLC (courbe 1, e) ou, apr&.s dparation de I’adknosine 
rkiduelle par chromatographie sur Dowex l-X8 (COsH-), par spe-ctroscopie ultra-violette 
(courbe 2, 0). 

sont tr& bien sCpart5.s par HPLC, il est possible d’augmenter la quantitC de m&hanol 
dans la phase mobile jusqu’8 35%. Les volumes de retention deviennent moins 
portants comme le montre le Tableau I. 

im- 

DISCUSSION 

La Fig. 1 montre que la xanthine, l’hypoxanthine et l’inosine ne sont pas 
s&par&s par ce systbme contrairement B celui de Schatz et al.‘. L’adenosine se deplace 
plus rapidement que la SAH; ce resultat est egalement different de celui de Schatz 
et al.‘, qui ont constate qu’avec leur systeme la SAH sortait la premiere. Ces diffk- 
rences proviennent probablement de l’emploi dans notre cas de l’acide heptane sul- 
fonique (PIC B7) comme @and des nucltosides 5 la phase solide de la colonne. 11 doit 
se former d’abord un complexe ionique entre la fonction amine primaire en 6 du nucI& 
oside et le groupement carboxyle de l’acide heptane sulfonique : la chaine en C, de cc 
demier confkre 5 la mokule form& un caractke lipophile. Au contact de la resine il 
se forme une liaison hydrophobe entre c&e chaine en C, et la chaine en C,, de 1:~ 
resine. Mais le caractke lipophile des dilhkents complexes obtenus dkpend aussi dec; 
groupements polaires port&s par les nucleosides testes. Plus ces complexes seront lipo- 
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philes, plus leurs temps de retention sur la colonne de Bondapak Cl8 seront importants. 
Ainsi la SAH sort plus lentement que l’adinosine probablement H cause de la chaine 
hydrocarbon&z de l’homocysdine qui lui doqne un caractere plus lipophile. Le temps 
de retention Cleve de la SAM peut resulter de la presence sur sa moEcule dun cation 
sulfonium qui lui permet de tier une deuxiime molecule d’acide heptane sulfonique. 
Le blocage des deux hydroxyles “cis” en 2’ et 3’ du ribose par un groupcment iso- 
propyle donne naissance B un compost beaucoup moins polaire que Padenosine : Piso- 
propylidine adenosine, dont le temps de retention est sup&ieur a celui de la SAM. 

Dans les conditions d’incubation employees, il n’y a pas de formation de SAH 
par condensation chimique de l’adenosine et de la LX-homocysteine, ce que met en 
evidence la chromatographie du milieu rCactionne1 des essais effectuCs par incubation 
des substrats seuls ou avec la preparation enzymatique denatur& par la chaleur. 
L’incubation sCpa& des deux substrats avec l’enzyme intacte ne donne pas naissance 
P un produit qui viendrait interferer avec la SAH par HPLC. La SAH do&e est done 
uniquement produite par action de l’enzyme. Dans nos conditions op&atoires, il n’y 
a, d’autre part, pas d’oxydation de la SAH produite: par HPLC on n’enregistre pas de 
traces de SAHO ni de SAHOr. 

L’augmentation du debit de- 1 a 2 ml/min diminue Ie temps de retention de 
i’adenosine (4.5 min centre 8.9 min) et de la SAH (5.5 min centre 11.7 min) sans 
modifier leur nette separation. C’est pourquoi nous avons choisi ce debit de 2 ml/min 
dans l’etude de I’activite de la SAH-hydrolase. La courbe &talon de la Fig. 2 met en 
evidence une bonne proportionnalitt entre la hauteur du pit d’absorption ultra-violette 
enregistrk et la quaotite de SAH injectee. Cette m&bode permet done de mesurer 
directement la quantite de SAH form&z par incubation de l’adenosine, de l’homo- 
cyst&e et de la SAH-hydrolase. Les r&sultats obtenus par la methode (a) (dosage direct 
de la SAH form&e par HPLC) et par la methode (b) (dosage UV de la SAH aprb 
separation de l’adenosine par chromatographie sur resine Dowex) sont trb semblables 
(Fig. 3). Llavantage de la methode (a) sur la methode (b) est une plus grande sensi- 
bilite de la detection de la SAH par HPLC. Avec la methode (b), la plus petite quan- 
tit6 de SAH form& pendant l’incubation dans les conditions op&atoires dG&tes 
ci-dessus qui peut Ctre dosee avec prCcision est environ l’O0 nmoles. Par HPLC, la 
quantite de SAH inject& doit @tre au minir&n 0.07 nmoles pour Ctre detectee-_En 
supposant que l’on injecte directement 50 ~1 du milieu reactionnel (sur 2 ml), la plus 
petite quantite de SAH form&z mesurable est proche de 3 nmoles, soit une quantiti 
30 fois plus petite. 

Cette methode de dosage de la SAH-hydrolase par mesure directe de la SAH 
form& par HPLC a certainement un avantage sur celle de Schatz ef al.’ puisque notre 
systeme chromatographique ne n&essite qu’une seule phase mobile : le changement de 
phase mobile en tours d’analyse comme le font ces auteurs diminue la sensibilite et 
la reproductibilit6 de la methode. La lignc de base est modifiee lors du passagg dU 
cieuxi6me solvant d’Clution. 

Les auteurs qui ont mesure l’activite de la SAH-hydrolase dans le sens de la 
iynthese ont en gCnCra1 employi une mtthode radiochimique: incubation de l’ade- 
:‘osine-‘T-8 avec l’homocysteine et la SAW-hydrolase suivie de l’isolement et de la 
tiCtermination de l’activite totale de la SAH elute 4,7-g Cette methode tgaiement tres _ 
-nsible n&cessite des sub&rats radiochimiquement purs et une purification de la SAH 
>rm&z. D’ou un avantage supplementaire de notre technique. 
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Enfin signalons que la metbode que nous c@xivons peut Ctre utilisQ avec des 
substrats radioactifs. Aprk dktection, Muat peut Ctre fractionk et l’activitk de chaque 
substance &par& par HPLC peut Ctre mesurke avec pnkision. 
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