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Les etudes sur la production de metabolites secondaires par des cellules vC- 
g&tales in vitro ont fait des progrbs considerables ces dernieres an&es’. La strattgie 
classiquement adoptie repose a la fois sur la selection de souches d haute production 
et sur l’optimisation des conditions de culture. Au tours de ces deux &tapes, la nC- 
cessite de doser les mttabolites produits dans des quantites tres faibles de tissus exige 
l’utilisation de techniques sensibles, simples et trb rapides2-6. 

Les metabolites que nous Ctudions sont des alcalo’ides quaternaires dihydro- 
furo[2,34]quinoleinium synthttises en culture in vitro zl partir de tissus de diverses 
RutacCes7 et presentant des proprietb cytotoxique9. L’absence de methodes ana- 
lytiques pour ces composes nous a conduits anterieurement a proposer deux tech- 
niques mises au point sur des Cchantillons de cultures de Choisya fernata. 

Fluorim&rieg 
La technique necessite une purification des extraits vtgetaux suivie dune chro- 

matographie sur couche mince de gel de silice et d’une Clution a partir de ce support, 
ce qui entraine une perte de sensibilite par dilution. 

Chromatographie liquide haute performance10 
Trb fiable, beaucoup plus simple que la precedente mtthode, cette technique 

demeure encore longue et onereuse principalement quand on I’utilise pour de grandes 
series exptrimentales. 

Les contraintes imposees par ces deux techniques nous ont conduits a recher- 
cher un dosage par fluorodensitometrie, utilisable en routine. 

MATCRIEL ET Ml?THODES 

Alcaloi’des Ptalons 
Le platydesminium perchlorate et le balfourodinium chlorure ont CtC prect- 

demment isoles a partir de feuilles de Choisya ternata H.B.K. (Rutacees) et analyses 
par resonance magnetique nucleaire et spectrographic de masses. 
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MatPriel viggttal 
Quatre souches de Choisya ternata sont cultivees in vitro selon les techniques 

precedemment d&rites”. Elles different par leur aspect, leur physiologie et leur te- 
neur en alcalo’ides. 

Extraction, pu@cation et chromatographie des alcaloi’des 
Aprb culture, les tissus vtgetaux lyophilists et pulvtrises sont extraits par du 

methanol (10 mg/ml; maceration sous agitation, 2 h; centrifugation). 
Les extraits methanoliques sont utilists selon trois proddts: (1) sans purifi- 

cation; (2) aprls agitation (2 h) en presence de 50 mg/ml d’alumine (Prolabo 21013); 
(3) apres complexation des alcaldides avec le bleu de bromothymo19. Le residu de- 
vaporation de 2 ml d’extrait est repris par 2 ml d’une solution de colorant (10e4 M, 
en tampon phosphate pH 6). Les paires d’ions sont extraites par le dichloromithane 
(3 x 1 ml). Apres evaporation de la phase organique, le residu est solubilise dans 
0,5 ml de methanol. Des volumes de 1 ~1 d’extraits (correspondant respectivement 
a 10 pg, 10 pg, 40 pg de materiel v&g&al set pour les procedes 1, 2, 3 precedents) 
sont chromatographits sur gel de silice 60 (Merck 5553) dans les conditions suivantes: 
cuve sandwich (Camag); melange Cluant eau-acide formique-acetate d’ethyle 
(1: 1: 10); duree 15 min; depots realists avec une micro-seringue (Hamilton) ou avec 
un dtposeur automatique (Camag). Les plaques chromatographiques sont sechees 2 
h a l’air libre avant la lecture fluorodensitomitrique. 

Mesures de jZuorescence 
Les mesures de fluorescence ont CtC rtalisees avec un fluorodensitometre Shi- 

madzu CS 920, iquipe dune lampe a vapeur de mercure, d’un monochromateur a 
l’excitation et offrant un choix de quatre filtres d’arret pour l’tmission. Les caracte- 
ristiques de cet appareil ont et& recemment Ctudiees par HuP2. 

ReSULTATS 

Fluorodensitomttrie du platydesminium et du balfourodinium 
La Fig. 1 montre les spectres d’excitation et d’tmission des deux alcalo’ides en 

solution aqueuse . l3 Avec un fluorodensitometre a filtres (Shimadzu) ne disposant a 
l’excitation que des raies du mercure, les meilleures conditions de lecture sont les 
suivantes: platydesminium I,,,. = 313 nm, balfourodinium J.,,,. = 254 nm. Meme 
dans ces dernihes conditions qui ne sont pas optimales, les limites de detection sont 
voisines de 3 pmoles pour le platydesminium et de 0,l pmole pour le balfourodinium. 
Comme l’indique le Tableau I, le coefficient de variation, calcule pour huit tchantil- 
lons deposes sur huit plaques distinctes, est de 558% et les relations entre quantites 
d’alcalo’ides et signal lu aprb migration chromatographique sont lintaires (dans la 
limite de 60 pmoles pour le platydesminium). Selon Shellardi4, ces relations peuvent 
servir de base de calcul pour des dosages ulterieurs. 

FluorodensitomPtrie d’extraits de culture in vitro 
La possibilite de doser les alcaloi’des dans des cultures in vitro a CtC CtudiCe 

avec des extraits provenant de souches chlorophylliennes ou non et accumulant des 
teneurs variables en alcalo’ides. 
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Fig. 1. Spectres d’excitation et d&mission des alcalo’ides en solution aqueuse. (-) Platydesminium; 
(---) balfourodinium. 

TABLEAU I 

LINEARITE ET REPRODUCTIBILITE POUR LE DOSAGE DES DEUX ALCALOIDES 

.? est la moyenne de 8 mesures (en unites arbitraires) effect&es sur 8 plaques de chromatographie. Les 
relations entre quantites d’alcalo’ides en picomoles (Q) et valeurs lues (V) sont pour le platydesminium: 
Q = 2,99 10m2 V + 2,73 . 10-i et pour le balfourodinium: Q = 3,O. 10m3 V - 9,7. 10m3. 

Alcaloides Quantite &posPe Valeurs lues Coejicient de 
(pmoles) (X f &art-type) variation (%) 

Platydesminium 172 35 f 23 65 
6 191 f 9 5 

12 388 f 19 5 
60 1988 f 120 6 

120 3316 f 232 7 

Balfourodinium 0,65 209f 16 8 
3,25 1094 f 87 8 
650 2180 f 130 6 
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SENS DU DEVELOPPEMENT 

CHROMATOGRAPHIQUE 

Fig. 2. Chromatogrammes obtenus pour la souche 2. (a) Lecture du platydesminium (P) (A,,,,: 313 nm). 
(b) Lecture du balfourodinium (B) (A,,,,: 254 nm). Filtre d’arr& No. 1 a l’emission. Les extraits metha- 
noliques sont chromatographies: 1, sans purification; 2, apres purification par l’alumine; 3, apres purifi- 
cation par extraction de paires d’ions. 

La Fig. 2 prbente les traces chromatographiques obtenus pour l’une de ces 
souches, les autres donnant des tracts similaires. Elle met en evidence la complexite 
du trace chromatographique d’extraits non purifiCs (Fig. 2al et bl) dont la ligne de 
base est ma1 dtfinie. Ceci explique que, principalement pour le platydesminium, les 
teneurs determinCes dans ces souches sont bien superieures a celles obtenues aprb 
purification. 11 est done ntcessaire de purifier les extraits methanoliques. 

Une etude anterieure du comportement chromatographique des alcalo’ides sur 
divers supports a mis en evidence la stlectivitt d’une purification par 1’alumineiO. 
Une simple agitation des extraits avec cet adsorbant suffit a ameliorer considerable- 
ment les traces chromatographiques (Fig. 2a2 et b2) qui deviennent alors similaires 
a ceux obtenus en purifiant les alcalo’ides par extraction de paires d’ions form&es avec 
le bleu de bromothymol (Fig. 2a3 et b3 et Tableau II), compte tenu du rendement 
de l’etape d’elution de ce dernier pro&de qui est de 93 f 2%9. Le coefficient de 
correlation entre ces deux procedes, de 0,9944 pour le platydesminium et de 0,9998 
pour le balfourodinium, montre l’exactitude de la mithode propode. 

CONCLUSION 

Comparee aux techniques d&rites anterieurement: chromatographie liquide 
haute performance et fluorimetrie aprb Clution, la methode d&rite ici pour le dosage 
des alcalo’ides dihydrofuro[2,3-blquinoleinium dans des tissus de Rutacees, utilisant 
la fluorodensitometrie, presente divers avantages: 

(1) la souplesse d’extcution: compte tenu de la complexite du materiel vegetal, 
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TABLEAU II 

DOSAGES DES ALCALOTDES POUR QUATRE SOUCHES DE CHOISYA TERNATA APRES 
CHROMATOGRAPHIE D’EXTRAITS DIVERSEMENT PURIFIES 

Les resultats sont exprimis en micromoles d’alcaloi’des par gramme de materiel vegetal sec. 

Extraits 
mPthanoliques 

Souches Teneurs en alcaloiiies 

Platydesminium Balfourodinium 

Moyenne f CoeJicient de Moyenne f Coefficient de 
&art-type variation (% ) &art-type variation (% ) 

Non purifies 1 0,178 f 0,092 50 non detect& 

2 1,340 f 0,071 5 0,211 f 0,008 3 

3 2,674 f 0,044 2 0,240 f 0,008 3 

4 4,542 f 0,360 8 0,522 f 0,016 3 

Purifies par 

l’alumine 
1 0,113 f 0,060 50 non detect& 

2 0,684 f 0,027 4 0,166 f 0,015 9 

3 1,800 f 0,110 6 0,182 f 0,012 7 

4 3,050 f 0,150 5 0,488 f 0,026 5 

Purifies par 1 0,140 f 0,070 50 0,015 f 0,004 30 

extraction de 2 0,589 f 0,055 9 0,156 f 0,022 14 

paires d’ions 3 1,439 f 0,074 5 0,164 f 0,015 9 

4 2,872 f 0,192 7 0,455 f 0,012 3 

les &apes de purification, de chromatographie et de lecture sont trb rapides (environ 
30 min de manipulation pour 10 dosages). 

(2) la sensibilitt: les quantites d’alcalo’ides deposees sur la couche mince de gel 
de silice correspondent a 0,Ol mg de materiel vegetal. Elles sont 2500 fois plus faibles 
que celles depostes en utilisant la methode fluorimetrique proposee antCrieurementg 
et 25 fois plus faibles que celles inject&es en chromatographie liquide haute perfor- 
mance’O. Les limites de detection obtenues sont de 3 pmoles pour le platydesminium 
et de 0,l pmole pour le balfourodinium alors qu’elles sont respectivement de 10 et 
de 100 pmoles lorsqu’on utilise la chromatographie liquide haute performancelO ou 
la methode fluorimttriqueg . 

(3) le coQt peu eleve: les quantitts de solvants utilisees sont en effet tres re- 
duites. 

Nous appliquons maintenant cette technique en routine dans notre laboratoire, 
non seulement pour les alcalo’ides des souches de Choisya ternata mais aussi pour 
d’autres souches de Rutacees: Ruta graveolens (15) et Ptelea trifoliata synthetisant 
d’autres alcalo’ides dihydrofuro[2,34]quinoltinium. 
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