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SUMMARY 

Identification of I-0-methyldopamine in rat tissues by reuersed-phase liquid chromato- 

graphy 

d-O-Methyldopamine was identified and assayed in tissues from L-dopa treated rats by 
reversed-phase high-performance liquid chromatography. The initial steps in the separation 
of catecholamines were performed by alumine, a weak cation-exchange resin, and thin- 
layer chromatographic techniques. 

After L-C3 H] dopa administration, the radiochromatogram was superimposed on the 
fluorochromatogram obtained with authentic marker 4-O-methyldopamine. This metabolite 
was detected in kidney but not in brain. 

The 4-0-methyldopamine:3-0-methyldopamine ratio was 0.032 in kid.ney. The influence 
of various treatments on this ratio was investigated_ A 160% increase was found after L-dopa 
administration_ This effect was potentiated by nialamide pretreatment (550% increase).. 

INTRODUCTION 

Dans le traitement de la maladie de Parkinson par la L-dopa, il apparait 
parfois un phenom&e de dyskinesie. Dans ce cas, il y a une correlation entre 
ce symptome pathologique et la concentration plasmatique de la O-methyl- 
dopa [l] _ D’autre part, l’activite dopaminergique peripherique se reflete au 
niveau urinaire par la presence de 3-0-methyldopamine (3 MD) [ZJ . Cepen- 
dant, aucune etude sur les metabolites de la L-dopa ou de la dopamine ne 
signale l’existence dans les tissus de la 4-0-methyldopamine (4 MD). Theori- 
quement, cette molecule peut se former dans l’organisme puisque l’on retrouve 
parmi les produits d’excretion urinaire un metabolite methyl& en position 4, 
l’acide isohomovanillique [3]. Dar-us l’urine des parkinsoniens, le rapport acide 

isohomovanillique/acide homovanillique est le r&me que chez les sujets nor- 
maux [4, 5j . Toutefois, le traitement par la L-dopa peut modifier ce rapport 
[6, 71. Chez le rat, il est plus Qleve dans les corps stries que dans l’urine [3]. 
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L’inte&t pour la 4 MD provient du fait que cette substance, inject&e h l’animal, 
posdde une action hypokin&ique differente de celle de son isomere, la 3 MD 
[S]. Cette akinesie presente une analogie avec celle observee au cows du syn- 
drome parkinsonien [9]. 

En ce qui nous concerne, nous avons publie I’action de la S-adenosylmethio- 
nine sur le metabolisme de la dopamine et de la L-dopa [lo, ll]- Nous avons 
aussi retrouvg dans l’urine de rat trait& par la L-dopa de la 4 MD que nous 
avons purifiee par chromatographie sur colonne &hangeuse d’ions et dosee 
par fluorim&rie apres derivation [12]. La m&hode utilisee etait neanmoins 
difficile d met&e en oeuvre et peu efficace. Une separation par chromatogra- 
phie Iiquide h haute performance (HPLC) des catechoiamines formees dans des 
cultures de tissus de mammiferes a &e proposee par Stout et al. Cl31 . Ces 
auteurs d&riven& entre autres, l’analyse de la MD par chromatographie en 
phase inverse. Recemment, l’analyse des metabolites de la L-dopa a ete rea- 
lisle par une methode impliquant la separation des catechols sur une colonne 
d’alumine puis analyse HPLC [14]. 

Notre objectif dans le present travail est de rechercher, “in viva” chez le 
rat, la possibilite de formation de la 4 MD. Cette recherche sera faite dans les 
reins et Ie cerveau dans une optique physiologique avec surcharge t&s faible 
de L-dopaC3Hj et, ggalement sous l’angle pharmacologique par traitement de 
l’animal avee une dose relativement elevee de L-dopa. Afin d’identifier ia 4 
LMD tissulaire; nous utiliserons la methode HPLC avec appariemment d’ions 
apr& separation des catecholamines par chromatographie echangeuse d’ions 
et chromatographie couche mince. 

&1_4TFhEL ET M6THODES 

Prodzrits chirniques 
11s sont achetes aux societes suivantes: L-dopa, s&otonine crkatinine sul- 

fate (Fluka, Buchs, Suisse); dopamine-HCI (Serlabo, Paris, France) noradrena- 
line-HCl, normetanephrine-HCl, octopamine-HCl, 3-methoxytyramine-HCl, 
dimethoxy-3,4-ph&ylethylamine-HCI, acide dihydroxy-3,4-phenylacetique 
(Sigma, St. Louis, MO., 6.U.); tyramine-HCl (Prolabo, Paris, _ France), 4-0- 
methyldopamine-HCl; epinine-MC1 (Regis, Morton Grove, Ill., E.U.). Tous les 
produits ont une puret& “pour analyse”. L’eau est bidistihee. Le nialamide a 
et& g&-&eusement offer-t par Pfizer-Clin (Paris, France)_ La S-adenosylmethio- 
nine (SAM) a jte preparee au laboratoire selon la technique de Schlenk et al. 
[15 J pour sa synthese et celle de Haid et Nelboeck-Hochstetter 1161 pour sa 
purification_ 

Nous avons utilise l’alumine Woelm N-super I neutre W 200-400 mesh, et 
1’Amberlite CG 50, activee sous forme H’ et equilibree dans un tampon phos- 
phate NaH,P04-K,HPO, 0.1 M de pH 6.1 (1:l en volume). La resine Dowex 
50 W-X4, 206-400 mesh (Fluka), activee sous forme H’, est equilibree dans 
un tampon phosphate de sodium 0.2 M pH 6.5 (1:l en volume). 

La dopaC3H j ou L-3,4dihydroxyphenyl 2,3-[3H J alanine (2.5 Ci/mmole) 
est fournie par Radiochemical Centre (Amersham, Angleterre). Elle est emplo- 

yee dans Ies 15 jours apres sa reception (conversation a 4” et a I’obscurite). La 
3 MD C3Hj ou 3-methoxy-4-hydrcxy-P-phenylethylamine 5-C3H1 9.957 Ci/ 
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mmole (NET 321) provient de New England Nuclear (Boston, Mass., E-U.). 
Le liquide scintillateur pour le comptage est le Picofluor 15 “Packard”. 

Traitement des animaux 
Les experiences sont conduites sur des rats mgles Wistar, souche CF Gif, 

poids 200 h 250 g. La temperature de la Salle est controlee (21” + 1”); l’alter- 
nance jour (7 h-19 h)/nuit (19 h-7 h) est r&glee. La nourriture et l’eau sont 
ad libitum. 

Les substances sont administrees par voie intraperitoneale, en general sous 
un volume de 1 ml en milieu isotonique (NaCl go /,,,, )_ Pour realiser de fortes 
concentrations de L-dopa injectable (50-100 mg/kg), celle-ci (200 mg) est 
solubilisee dans HCl 0.03 N (30 ml) par agitation h 50” et h l’obscurite. Apres 
dissolution, le pH est amen& a 5.1 par 3 ml de CH,COONa 1 M_ Les animaux 
temoins reccoivent une quantite equivalente du milieu de dissolution. 

Exiraits tissulaires 
Les reins et le cerveau d’un rat sont preleves rapidement apres decapitation. 

Toutes les operations sont r&&sees & 4” . Les tissus sont homogen&ses dans 10 
ml d’acide perchlorique 0.4 N. Les standards internes sont introduits avant 
cette homog&&sation. Apr& centrifugation (17,000 g, 5 min) le surnageant 
(fraction I) est conserve h 4”. L’anion perchlorique est alors &mine par neu- 
tralisation 5 pH 8.3 avec K,C03 6% puis centrifugation (2,000 g, 5 min). 

Fractionnement sur alumine et amberlite 
Le principe de la methode de fractionnement est celui de Karazawa et al. 

117 J _ On prepare deux colonnes (diametre 0.6 cm); l’une contient 500 mg 
d’alumine, la deuxieme 0.6 ml de r&sine amberlite. Elles sont lavees par 20 ml 
d’eau distill&e, puis la colonne d’amberlite est placee au-dessous de la colonne 
d’alumine. La fraction I precedemment neutralisee a pH 8.3 est alors versee 
sur la colonne d’alumine. Apres ecoulement h travers les deux colonnes, on 
verse 10 ml d’eau. Les colonnes sont separees, et lavees individuellement par 
10 ml d’eau. L’ah~mine retient les catechols. Ils sont clues par 3 ml d’HC1 
0.2 N. La dopamine est ensuite purifiee sur Dowex 50 W X-4 et dosee selon 
un protocole precedemment decrit [ll]. 11 est egalement possible d’analyser 
cet &rat d’alumine par HPLC selon la technique utilisee ci-apres pour la 3 MD 
et la 4 MD. L’amberlite est trait6 par 1 ml d’HC1 0.5 N; puis une deuxieme 
elution par 2 ml d’HC1 0.5 N permet de recueillir la 3 MD et la 4 MD (fraction 
II). 

Concentration 
La fraction II est lyophilisee, le residu repris par 1 ml de methanol puis 2 

ml d’acetate d’ethyle avec agitation h l’aide d’un cyclomiser & temp&ature 
ambiante. Apres centrifugation (5,000 g, 5 min) le surnageant est d&ban-as& 
des sels mineraux. On verse 30 ~1 d’HCIO.1 N dans Ia solution methanol- 
acetate d’ethyle. L’extrait est evapore sous pression reduite, 5 temp&ature du 
laboratoire puis le residu set est repris par 200 ~1 de methanol-HCl 0.01 N 
(4:l) (fraction III). Cette derniere fraction est suffisamment concentree et 
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purifiee pour l’analyse HPLC ou pour l’analyse par chromatographie en couche 
mince suivie de la HPLC. 

Chromatographie liquide a’ hau te performance 
La separation de la 3 MD et de la 4 MD est r&lisee sur un appareil Waters 

Associates Modkle 204 U avec pompe 6000A, injecteur h septum, detecteur 
UVhl 440 avec filtre B 280 nm et enregistreur Omniscribe. La phase station- 
naire est une silice greffee PBondapak Cl8 (diametre 0.39 cm, long-ueur 30 
cm). 

La phase mobile est preparee de la maniere suivante: l’eau bidistillee et le 
methanol contenant chacun 5010~~ &l d’acide heptane sulfonique dissout 
dans l’acide acetique (PIC B 7) sont fi.lt&s sur leurs filtres Millipore respectifs 
(HAWP 04700 et FHUP 04700). Les deux solutions sont ensuite melangees 
afin d’obtenir la proportion methanol-eau (35:65 en volume). Le pH final 
est de 3.3. L’elution est de type isocratique avec un debit de 1 ml/min. L’ana- 
lyse est faite par enregistrement continu d’l cm/min de la densite optique a 
280 nm. La determination quantitative s’obtient par mesure de la surface des 
pits par rapport a des standards. Cette analyse est parfois completee par une 
detection fluorimetrique et radiochimique. Dans ce cas, B la sortie de l’appa- 
reil on collecte des fractions de 0.33 ml (20 set) qui apres addition d’l ml 
d’eau sont analyskes fluorimetriquement et comptees. Apres injection de 5 
a 25 ~_ll de la fraction III les pits correspondants a la 3 IMD et B la 4 MD sont 
respectivement appeles fraction IV3 ,m et IV4 &m. 

Chromatographie en couche mince puis HPLC 
Les plaques de silicagel 60 F 254? sur support plastique 20 X 20 cm (Merck, 

Darmstadt, R.F.A.) sont developpees avec le melange n-butanol-acetate d’itthy- 
Ie-ammoniac 32% (60:20:20). Apres 4 h de developpement, les plaques sont 
s&h&es et les spots de 3 MD et 4 MD sont visualis& avec la lumiere UV 2 254 
nm (RF = 0.39 pour 4 LMD et 0.53 pour 3 MD). Les zones correspondantes 
sont d&coup&es et placees dans 2.5 ml d’HC1 0.01 N. Apres une nuit a 4’, cen- 
trifugation et filtration sur millipore AA WP 02500 0.80 pm, on lyophilise. 
Les residus (fraction VA pour la 4 MD et VB pour la 3 MD) SOnt repI% par 

100 ~1 d’HC1 0.01 N. L’analyse par HPLC est faite sur 25 ~1 de VA. Pour les 
mesures de fluorescence et de radioactivite, on collecte des volumes de 0.33 
ml. Le pit correspondant a la 4 MD est la fraction VI4 MD. 

11 est possible de detecter qualitativement la 3 MD et la 4 MD sur couche 
mince, par vaporisation d’une solution aqueuse de p-nitrobenz&e diazonium 
tetrafluoroborate a 0.1% puis une solution aqueuse de KzC03 10% (sensibilite: 
1 nmole pour la 4 MD, coloration violette). 

Analyse fluorimktrique 
Le spectrofluorimetre est un appareil Farrand MK 1. La relation entre la 

quantitc de produit en fonction de l’intensite de fluorescence est toujours 
calculee en tenant compte d’un blanc et d’un standard interne. Les diverses 
fractions sont do&es directement aux longueurs d’ondes: h,= 270 nm, h,= 315 
nm. Cette analyse est non destructive, les fractions sont r&up&&es pour une 
purification ult&ieure_ 
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Certaines analyses fluorimetriques sont r&lisees, apres derivation, selon un 
dosage specifique de la 3 MD ou de la 4 MD [12] _ 

Analyse radiochimique 
La mesure radiochimique est,faite apres addition de 10 ml de Picofluor 15 

(Packard, Downers Grove, Ill., E.U.) sur un spectrometre a scintillation liquide 
Packard. L’efficacite du comptage est pour la L-dopa[ 3H] ou la 3 MD[3H] de 
37 5 43% selon les fractions considerees. Les resultats sont corriges par rapport 
5 un standard interne de L-dopa13H] pour les fractions I et l’eluat d’alumine, et 
de 3 MD[3H] pour les autres fractions. 

Etude du rendement des standards internes 
Les standards intemes sont introduits au niveau de l’homogdn6isation des 

tissus. Dans les cas d’&hantillon radioactif (L-dopa[3H]) on additonnne aux 
homogenats 400 nmoles de 4 MD inerte. Lorsque l’etude est realisee avec 
injection de L-dopa inerte, on ajoute des surcharges de 4 et 40 nmoles soit de 
3 MD1 soit de 4 MD 5 des echantillons provenant de rats temoins. 

La comparaison de ces standards internes aux essais correspondants nous 
permet d’apprecier le rendement de chaque &ape de fractionnement. Les 
analyses sont faites par dosage fluorim&rique ou spectrophotometrique direct 
par HPLC. 

R&ULTATS 

Chromatographie Iiquide a’ haute performance 
Un chromatogramme caracteristique de plusieurs cat&holamines obtenu 

par HPLC en phase inverse est represent6 Fig. 1:Il est 5 noter la bonne separa- 
tion de la 4 MD des autres amines, notamment de la 3 MD, de la tyramine, de la 
dopamine ou de la normetanephrine. Afin de tie pas surcharger la figure, nous 
avons limit6 le nombre des catecholamines dans le melange injecte. Les facteurs 
de capacite obtenus sont donn& dans le Tableau I. 11 est evident que les 
metabolites amines de la L-dopa sont tous bien &par& de la 4 MD. 

Les temps de retention (tR ) par analyse HPLC ne dependent pratiquement 
pas de la surcharge ni de la nature de l’estrait de depart: pour la 4 MD tR = 
10.2 + 0.2 min et pour la 3 MD tR = 8.8 5 0.1 min. Cependant, la resolution 
entre la 3 MD et la 4 MD est d’autant meilleure que le volume de la fraction III 
inject& est plus faible. 

Sensibilitg de la m&hode 
Ddtection spectrophotome’trique. On estime qu’une hauteur de 1 cm, pour 

la sensibilite maximum de l’appareil, correspond au seuil de detection. En ce 
cas, l’analyse HPLC &ant effect&e sur l/SiPme de la fraction III, la sensibili- 
te de la detection est de 2.9 nmoles de 4 MD ou de 2.2 nmoles de 3 MD dans 
l’extrait renal. Pour les blancs (reins de rats contr6les non surcharges en ami- 
nes), dans la zone de retention de la 3 MD, la hauteur du pit chromatographi- 
que est inferieure au seuil de detection tandis que dans la zone de retention 
de la 4 MD l’enregistrement se confond avec la ligne de base. 

Detection radiochimique. On estime significative toute radioactivite su- 
perieure h dix fois la racine carree du mouvement propre. En tenant compte 



Syrnbole Nom 
“c 

“:_<@+’ 
Facteur de 
capacite 

u’ 
5 W) 

X, -% X3 R 

DOPA Dihydroxyphkylalanine OH OH H CH(NH:)COOH 1 
DOPAC AC dihydroxyph&ylacCtique OH OH COOH 1.14 
NE Noradnkaline OH OH :H CH:NH: 1.73 
OCT Octopamine OH H OH CH,NH, 2.05 
NM Normetanephrine OH OCH, OH CH,NHZ 2.09 
DA Dopamine OH OH H CH,NH, 2.23 
EP Epinine OH OH H 
TYR 

CH,NHCH, 2.36 
Tyramine OH H H CH,NH, 2.86 

3 MD 3-O-MGthyIdopamine OH OCH, H CHINH, 3.09 
MET MetanGphrine OH OCH, OH CH,NHCH, 3.1-2 
5 HT Skotonine - - - 3.27 
1 MD 4-O-MBthyldopamine OCH, OH H CH,NH, 3.77 
D_VPEA Dimkthoxy-3,B phkyl- 

&hylamine OCH, OCH, H CHZXH, 5.50 
- 

A 2BOnrn 

I 

DA 

NE 

DOPA 

,005 

0 I,11 
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TABLEAU I 

STRUCTURE ET FACTEUR DE CAPACITG DES I&TAROLITES DE LA DOPA 

I.& facteur de capacitd k' est calcul~2 par la relation k' = (to - t_,~)/t~~_ to = temps de retention du solute, 
t_v = temps de retention d’un produit non retenu (eau). La formule gin&ale n’est pas applicable $ la 
s&otonine. 

DMPEA 

0 5 10 I5 
Tamps _ min 

Fig_ I_ Reprkentation d’un chromatogramme HPLC de catGcholamines_Colonne: PBondapak 
c 18, 30 X 0.39 cm. Phase mobile: mdthanol--eau (35:65_en volume), pit B, , pH: 3.3, debit: 
1 ml/min, pression: 2000 p.s.i. Temperature ambiante. Echantdlon: 25 yl d’un melange de 

catkholamines solubilisges dans HCI 0.01 N. Les quantit& injectees sont les suivantes (en 
nmok): dopa: 1.8; NE: 2.11; DA: 2.33; TYR: 2.6; 3 MD: 1.43; 4 MD: 2.14; DMPEA: 1.97. 
Detection UV 5 280 mn; sensibilite DO = 0.02 (pleine Bchelle). 
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TABLEAU II 

RENDEME~PS (%) DES DNERSES IZTAPES DE PURIFICATION DE LA 4 MD 

Les rendements en % representent la moyenne * SEM de quatre determinations (n = 4) une 
determination par rat. Une surcharge de 400 nmoles de 4 MD est ajoutee B chaque homo- 
g&rat tisaulaire. Les determinations sont fluorimetriques. Signification des fractions: I = 
homogenat; II = Bluat amberlite; III = Lyophiliit; IV, MD = HPLC (4 MD); VA = &rat chro- 
matographie sur couche mince (4 MD); VI, MD = chromatographie sur couche mince-HPLC 
(4 MD). 

Tissus Fractions 

I iI 7’ IV, MD 
III 

IVv.4 vi, MD 

Cerveau 100 95 f 0.9 80.3 + 1.7 73 22 50.4 k 2.9 39.8 2 2.5 _ 
Reins 100 87.5 f 1.8 73.5 f 3.5 69.5 t 3.3 49.3 + 2.0 40.2 t 2.2 

des rendements et de l’efficacite du comptage de la fraction V& MD, la radio- 
activite initiale de la 4 MD[3H] dans la fraction I devra etre au minimum de 
819 dpm/g pour les reins ou de 935 dpm/g pour le cerveau. Ces valeurs corres- 
pondent a des pourcentages minima de 4 MD[3H]:3 MD[ 3H] detectables de 
0.31% dans les reins temoins, 30% dans le cerveau temoin, 0.16% et 0.93% 
respectivement dans les reins et le cerveau de rats trait& au nialamide. 

Rendements de la purification de la 4 MD 
k titre d’exemple; le Tableau II montre l’evolution du rendement a chaque 

&tape de la purification de la 4 MD. Precisons que l’etape de chromatographie 
en couche mince a et& r&lisee avec les 3/4 de la fraction III. Le rendement 
de la fraction V-4 par rapport 5 III est voisin de 70% _ Tous les autres rende- 
ments sont superieurs et se situent entre 80 et 95% . Les differences likes aux 
tissus, reins ou cerveau, sont negligeables; cependant, le rendement de l’etape I 
+ II est meilleur dans le cas du cerveau. La reproductibilite du rendement 
(SEM/moyenne) obtenue pour 4 determinations de 4 MD, respectivement a 
park des reins et du cerveau, est de 4.7% et 2.8% avec la fraction IV, et de 
5.4% et 6.5% avec la fraction VI. 

En ce qui concerne les standards internes (4 ou 40 nmoles de-3 MD ou de 4 
MD) introduits au niveau de l’homogenat de reins de rats temoins, les rende- 
ments pour la fraction IV sont de 79 f 2 pour la 3 MD et de 75 -+ 2 pour la 
4 MD. 11s sont legerement sup&em-s a ceux obtenus pour les echantillons radio- 
actifs &knt don& les prelevements effect&es en vue des mesures, dans ce 
dernier cas. La detection sur chromatographie sur couche mince avec des sur- 
charges initiales de 4 ou 40 nmoles de 3 ou de 4 MD est a la limite de l’appre- 
ciation visuelle. La determination quantitative n’est plus possible sur les frac- 
tions V et VI_ 

Formation de 4 MDr3Hj apr& administration de L-dopa[3H] (!&bleau IV) 
Apres administration de L-dopa[3H] 5 des rats, pretraites ou non par un in- 

hibiteur de la monoamine oxydase, la formation possible de 4 MD[3H] et de 
3 MD[3H] est etudiee dans les reins et dans le cerveau. 
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Les mesures de radioactivite et de quantite de 4 MD (standard inteme) 
permettent de determiner la radioactivite specifique “As” dans chaque &ape du 
fractionnement (Tableau III). La radioactivite specifique diminue au cows du 
fractionnement jusqu’5 la fraction IV4 MD, On remarque I’egalite de la radio- 
a&kit& entre les fractions IV, KID et VI, MD. Cette observ&ion est un argumer$ 
en faveur de la purete radiochimique de la 4 MD[3H] dans ces deux fractions. A 
partir de ces resultats on deduit: 

le pourcentage de metabolite 3 MD[ 3H] + 4 MD[ 3H] par rapport 5 la totalitd 
des mktabolites trities tissulaires R [‘HI, 

le pourcentage de 4 MD[3H] par rapport 5 la 3 MD[3p]. 
Ces resultats sont consign& dans le Tableau IV. A titre indicatif figurent 

kgalement la radioactivite totale R [‘HI et celle de la DA[3H] en % de R [3H]_ 
Dans Zes reins. La formation du derive 4-O-methyl& de la dopamine: 4 

MDE3H] est identifiee apr& administration de la L-dopa[3H]. Le rapport 4 MD 
[3H] :3 MDt3H] est faible 3.2% mais cette valeur est acceptable par rapport au 
seuil de sensibilite 0.3% . Ce rapport subit une augmentation significative 
(p < 0.001) de 66% lorsque la quantite de L-dopa administree est 80 fois plus 
importante. Dans ces conditions l’O-methylation de la dopamine augmente 
legerement tandis que l’accumulation de dopamine dans les reins est tres 
forte (X 12). 

L’administration de SAM est sans effet sur la 3 et la 4-0-m&thylation de la 
dopamine dans les reins. 

Le n&amide, inhibiteur de la MAO, eleve la radioactivite de la 3 MD[3H] 
(+ 110% ). Mais surtout il augmente la 4 MDt3H] de facon parall&le h la 
3 MD[3H]. En consgquence le rapport 4 MDt3H] :3 MD[3H]reste sensiblement 
le meme: 3.1% . L’inhibition de la dkamination oxydative de la 4 MD[3H] et 
de la 3 MD[jH] est identique in vivo. Les concentrations de ces amines Qtant 
tres faibles, l’activite de la monoamine oxydase pkiphkique est sans effet. 

Dam Ze cerueau. La 4 MDE3H] n’est pas retrouvee dans le cerveau, et cela 
aussi bien pour les rats temoins ou trait& au nialamide. Dans ce demier cas, 
nous pouvons affirmer que le rapport 4 MDE3H]:3 MD[3H] est inferieur 5 
0.9% , pourcentage bien inferieur Q celui determine dans les reins. 

La 3 MDE3H] existk en quantite tres faible chez les animaux temoins. Le 
nialamide modifie beaucoup la concentration de ce metabolite: la radioactiviti? 
est multipliee 17 fois. 

Nise en e’uidence de la 4 MD[3Hj_ L’etude par HPLC de la fraction III ne 
montre qu’un seul pit de radioactivitk dont le volume de retention correspond 
2 la 3 MD[“H] _ Cette analyse d&montre l’absence de 3 DA[3H] et la pr&ence 
exclusive de 3 MD[3H] dans les fractions II et III. Par cont.re, le pit de 4 
MDt3H] est masque par celui de 3 MDC3H] et par une analyse radiochimique 
sur des fractions co!lectees trop importantes. La chromatographie sur couche 
mince permet d’isoler un spot de 4 MD (fraction VA). L’analyse par HPLC de 
cette fraction montre une superposition entre le diagramme de fluorescence 
(standard interne de 4 MD) et celui de radioactivite 4 MDt3H] en fonction du 
temps de Gtention (Fig. 2): ce type de chromatogramme est un bon argument 
en faveur de l’identite entre les deux substances. D’autres experiences realisees 
avec la L-dopa inerte viendront corroborer ce premier r&ultat. 
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4MD 
II 
I ‘ 
’ ! 

A2l30 

o.or 

I AF 

500 

250 

- 

-A 
280nm 

_______ AF 

I I I I 

0 5 10 15 

TemPs . min. 

Fig. 2. Chromatogramme HPLC de la fraction V, MD_ Les conditions chromatographiques 
sent ddcrites dans la legende de la Fig_ 1. &hantillon: 25 ~1 de la fraction V, MD (chromato- 
graphie sur couche mince, spot 4 rViD). Le volume de cette fraction V, in est de 100 ~1. Elle 
provient de reins de rats trait& par la L-dopa[‘H] 1.6 mCi/0.126 mg/kg. Le sacrifice des rats 

est fait 30 min plus tard. 400 nmoles de 4 MD sont ajoutes H l’homogenat de reins. A-,;-: 
Detection UV 1 280 nm; sensibilite DO = 0.1 (pleine echelle). aF: Mesure fluorimetrique a 
h, = 270 nm; hf = 315 m-n des fractions collectees (20 set). Rcpm: Mesure radiochimique des 
fractions collectees (20 see). 

Influence de la L-dopa et du nialamide szr le taux de 3 MD et de 4 MD dans 
les reins (Tableau V) 

Sans administration de L-dopa, le taux endogene de 3 MD et de 4 MD dans 
les reins de rats n’est pas mesurable. Le traitement des rats par une dose de L- 

dopa voisine de celle en usage dans la maladie de Parkinson est done double- 
ment justifiee: d’abord, en tant que methode de mise en evidence de cette 
4-0-methylation de la dopamine, et, ensuite comme modele pharmacologique. 
Cette dew&me motivation reste valable lorsque les rats sont p&mites par le 
nialamide. En effet, Birkrnayer et al. [X3] estiment que la propriete akinesique 
de la L-dopa est potential&&e par certains inhibiteurs de la monoamine oxydase 
du type B specifique de la dopamine. 

La preuve de la formation de 4 MD in viva, dans les reins, apres administra- 
tion de L-dopa, seule ou en presence de nialamide, est apportee dans ce travail 
pour la premiere fois. Ainsi, l’analyse HPLC de la fraction III met en evidence 
2 pits (Fig. 3). Compares 5 des standards, ils presentent toutes les caracteristi- 
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ques des deux catkholamines 0-m&hyGs recherchees 3 MD et 4 MD: 
Temps de rGtentlon 
Maximum d’absorption & 280 nm 
Maximum de leur speck-e de fluorescence dire&e 2 A, = 270 nm et Xf = 

315 nm 
Spktre de fluorescence et maximum 5 Xe = 327.5 nm et Xf = 375 nm apr& 

derivation selon une mhthode d&rite dans des travaux antkieurs [ I.21 
Le recyclage des fractions composant ces pits pour une nouvelle analyse 

HIPLC permet d’affiner l’identification de ces deux m&abolites 
De plus, apr& chromatographie sur couche mince, I’analyse HPLC de la 

fraction VA nous permet de retrouver un pit correspondant aux caractkisti- 
ques spectrales et de rktention de la 4 MD. 

La possibtit6 d’artefact dans I’identification de la 4 MD a 6t.6 soigneusement 
eliminee. Ce metabolite provient bien du traitement 5 la L-dopa car on ne le 
retrouve pas chez les t6moins. 11 ne se forme pas 5 paxtir de la 3 MD au tours 
de la purification comme le d6montre un standard interne de 3 MD introduit 
~ZJIIS I’homog&at. L’alumine ne le retient pas: ce n’est pas un catkhol. II est 
cationique puisqu’il reste fix6 sur I’amberlite. Les caractkistiques obtenues 

, 

3MD 

4MD 

I I I 

0 5 10 

Temps . min 

Fig. 3. Chromatogramme HPLC de reins de rats trait& par la L-dopa inerte. Les conditions 
chromatographiques sent d&rites dans la Egende de la Fig. 1. Sensibilit6 de la detection iJV 
B 280 nm: 0.02 (pleine Qchelle). Volume d’&hantilIon inject6: 5 ~1; soit 1/40ieme de la 
fraction III (lyophilisat). -: Reins de rat pr&raitG au nialamide 100 mg/kg, puis cinq heures 
apr6s par Ia L-dopa 100 mg/kg. I& animaux sont sacrifi& 30 min apr& cette derniere 
injection. * . l : Reins de rat temoin en prCsence d’un standard interne de rendement de 40 
nmoles de 4 MD au niveau de l’homog&at. 
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TABLEAU V 

EFFET DE L’AD&IINISTRATION DE L-DOPA ET DE NIALAMIDE SUR LE TAUX DE DA, 3 MD ET 
4 MD DANS LE REIN DE RAT 

Les rata aont trait& par le nialamide 100 mg/kg intrap&itorGal, 5 h avant l’injection de L-dopa. Le 
sacrifice est effectuh 30 min apres administration de I--dopa. Les Gaultats aont exprim& sous la forrne 
de moyenne * SEM de quatre determinations, une d&ermination par animal. Les dosages sent realiis 
aar analyse HPLC. Pour 3 MD et 4 MD on utilise l%luat amberlite Iyophi (fraction III) et pour DA 
i’eluat ahunine. Comparaison des moyennes avec le lot: Ldopa 100 mg/kg. 

Traitement DA 3MD 4MD 4 MD:3 MD 
(nmoleslg) (nmoleslg) (nmoleslg) (% 1 

Pretraitement L-dopa 

non 
non 
Nialamide 
100 mglkg 

50 me/kg 123.4 r 11.3’ 5.0 + 0.6 N.D.“* N.D’* 
100 m&kg 299.4 t 24.3 6.5 + 0.4 0.6 2 0.1 8.3 i 1.0 

100 mglkg 1044 5 39’ 56.9 +_ 2.9 l 12.0 -? 1.2* 21.0 f 1.2* 

‘pt0.001 (test t de signification). 
**ND. = non d&z&able. 

par chromatographie sur couche mince et par HPLC, de meme que les analyses 
spectrales,l’identifent 5 la 4 MD. 

Dans le Tableau V, l’effet de la L-dopa et du nialamide est etudie-sur le taux 
de 3 MD et de 4 MD dans les reins de rat. L’administration de L-dopa provoque 
la formation de 3 MD. Le taux de 4 MD dans les reins est tres faible, m$me 
par traitement avec 100 mg/kg de L-dopa. Dans ce cas, le rapport 4 MD:3 MD. 
est de 8.3% . Lorsque les animaux sont pr&rait& avec le nialamide, le taut de . 
3 MD est multipIG par 9. Cette augmentation etait moins forte (X 2) par traite- 
ment des rats avec de petites quantites de L-dopa[3H] (0.126 mg/kg) (cf. 
Tableau IV). Mais le phenomene remarquable est la modification du rapport 
4 MD:3 MD qui atteint 21% . 

DISCUSSION 

La separation de deux phenylethylamines substituees 3 -MD et 4 MD par 
chromatographie liquide en phase inverse, avec une Blutiop par un solvant 
hydromethanolique contenant un contre-ion, depend de la lipophibe du 
complexe amineacide heptane sulfonique. Cependant ces deux amines ont un 
caractere lipophile identique puisque la substitution d’un hydroxyle par un 
groupement methoxyle en m&r ou en para ne modifie pas la constante frag- 
mentale hydrophobe [19]_ Par contre, la constante u de Hammett du substitu- 
ant hydroxyG est plus faible que celle du substituant methoxyle en position 
para, tandis qu’elle est la m&me pour ces deux substituants en position n&a sur 
le noyau aromatique des phenylethylamines [ 201. La constante (TX de Hammett 
correspond a la variation de pK provoquee par le remplacement, sur le noyau, 
d’un H par le substituant X. le pK de la 4 MD sera sup&ieur 5 celui de la 3 MD, 
la dissociation du complexe 4 MD-contre-ion sera plus faible; en consequence 
le temps de rhtention de la 4 MD est plus important que celui de la 3 MD. 

La r&solution entre ces dew amines peut etre am8ioree en reduisant la con- 
centration de methanol dans la phase mobile (mkthanol-eau, 20:SO). Toutefois 
Ies volumes de retention augmentent, et la sensibilite de la detection diminue. 
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Une detection fluorim&-ique en continu apres derivation selon la technique 
precedemment d&Ate 1121, h la sortie de la colonne de HBondapak am&liorerait 
la sensibilite de la detection. 

La prkence de 4 MDi3H] in vivo dans les reins et son absence dans le cerveau 
permet de penser a un metabolisme different dans ces deux organes. Les hypo- 
theses suivantes peuvent gtre formulees: 

(1) L’activiti, catechol-0-methyltrannsferase n’est pas la mGme du point de vue 
de la spkificitit de I’O-m&hylation en position 3 ou 4 de la dopamine, in situ, 
dans le cerveau ou dans ies reins. Cette differentiation n’est pas surprenante si 
l’on compare nos resultats avec l’etude de ce type d’activite, realisee par Bade 
et al. 1213, sur le cerveau, les itrythrocytes et le foie de rat. Utilisant comme 
substrat le dihydroxy-3,4 benzaldehyde, ces auteurs ont montre que le rapport 
me’frrrpara d’O-methylation et la constante de Michaelis etaient differentes 
entre d’une part l’enzyme du cerveau et d’autre part l’enzyme du foie. 

(2) Le metabolisme de la 4 MD dans le cerveau ou les reins n’est pas le 
mGme. Cette difference ne provient pas de la desamination oxydative puisque le 
traitement par un inhibiteur de la monoamine oxydase ne provoque pas l’ap- 
pa&ion de 4 MD dans le ceweau. Dans cet organe, l’absence de 4 MD pourrait 
resulter d’une elimination rapide de ce metabolite neurotoxique par une voie 
differente de celle de la 3 MD. 

Le traitement des rats par des quantites importantes de L-dopa, apres 
administrati.on de nialamide, provoque une augmentation considerable de la 
4-0-methylation et du rapport 4 MD sur 3 MD dans les reins. Deux hypotheses 
peuvent etre &r&es sur cette elevztion: 

(1) L’inhibition de l’activite monoamine oxydase par le nialamide est plus 
forte vis-kvis de la 4 MD que pour la 3 MD. Dans la litterature, des differences 
d’affinite ont et& relevees entre les sub&rats de la monoamine oxydase: 5 titre 
d’exemple, la 4 MD est un meilleur substrat que la dimethoxy-3,4 phenylethyl- 
amine pour l’enzyme du cerveau de rat [22]. Dans notre experimentation, le 
n&amide agirait plus efficacement sur la desamination de l’isomee 4 et 
conduirait ainsi a un rapport 4 MD:3 IMD plus eleve. Cependant, lorsque la 
L-dopa est administree & faible dose, la presence de nialamide n’influe pas sur 
le rapport 4 MD[3H]:3 MDt3H] (cf. Tableau IV). Ce resultat rend assez fragile 
cette premiere hypothese. 

(2) L’inhibiteur de la monoamine oxydase provoque une accumulation de 
dopamine (X 3.5) dans les reins. La catechol-0-methyltransferase, probable- 
ment sat&e par ce substrat, ac&&re alors le mkanisme de 4-0-m&thylation. 
Les resultats obtenus par administration de L-dopa13H] sont en faveur de cette 
hypothese. 

En definitive, il appamit que la voie de 3-0-methylation de la dopamine est 
preponderante. D’autre part, le rapport 4 MD:3 MD est relativement constant 
(environ 3.2% ) dans des conditions physiologiques. Enfin, par traitement par 
la L-dopa, ce rapport est modifie au profit de la 4-0-methylation. Ce 
phenomene est B rapprocher des travaux de Mathieu et al. [6] qui observent 
une augmentation du rapport acide isohomovanillique:acide homovanillique 
dans l’urine .de rat. Un hyperfonctionnement de la voie dopaminergique n’est 
done pas sans contiquence quant 5 l’orientation de la r$thylation. 

La 4 MD ne semble pas provenir de la 4-0-methyldopa car cette derniere 
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substance n’est pas detect&e dans l’urine humaine ou de rat apres traitement 
par la I,-dopa [23]. La dopamine pourrait Gtre son precurseur direct. Quelles 
que soient les conditions pharmacologiques etudiees, il ne nous a pas Cte 
possible de mettre en evidence, la dimethoxy-3,4 phenylethylamine qui serait 
formee in vitro sous l’influence de la gaiacol-0-methyltransferase [24]. 

Le rapport acide isohomovanillique:acide homovanillique trouve dans les 
tissus est beaucoup plus eleve que celui de 4 MD:3 MD determinG dans le 
p&sent travail_ Ceci suggere l’hypothese de la formation d’acide isohomovanil- 
lique par methylation en 4 de l’acide dihydroxy-3,4 phenylacetique et non pas 
a partir de la 4 MD par desamination oxydative. Les travaux de Creveling et al. 
[25] confortent cette hypothese: in vitro zi pH physiologique, l’O-methylation 
parahkta de l’acide dihydroxy-3,4 phenylacetique est superieure a celle de la 
dopamine. 

L’etude de la formation de 4 MD dans le cerveau, apres administration de 
L-dopa inerte, n’a pas ete envisagee par suite du manque de sensibilite de la 
detection spectrophotometrique. Par contre, notre methodologie devrait 
permettre d’etudier la formation de 4 MD[3H] dans le cerveau, si toutefois 
elle existe, en administrant B l’anirnal de la L-dopa avec une dose traceuse de 
L-dopa[ 3H]_ 

Le problgme de l’existence de ce metabolite 4-0-methyl6 chez l’homme n’est 
pas encore r&olu. Neanmoins, une partie de ce travail pourra.etre adaptee au 
depistage de la 4 MD, en particulier, chez les parkinsoniens trait& par la 
L-dopa. 
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La 4-0-methyldopamine est identifiee et do&e dans Ies tissus de rats trait& 

par la L-dopa en utilisant la chromatographie liquide B haute performance en 
phase inverse. Prealablement, les catecholamines sont &par&es sur alumine et 
r&sine echangeuse de cation, puis chromatographie sur couche mince. 

Apres administration de L-dopa[3H], le radiochromatogramme est superpose 
au chromatogramme obtenu par detection fluorimetrique d’un standard inteme 
de 4-0-methyldopamine. Ce metabolite est pr&ent dans les reins mais 
indetectable dans le cerveau. 

Le rapport 4-0-m&hyldoparnine:3-0-methyldopamine est &gal & 0.032 dans 
les reins. L’effet de differents traitements sur ce rapport est etudie. Une aug- 
mentation de 160% est determinee apres administration de L-dopa. Cet effet 
est potentialise par un pretraitement au nialamide (550% d’augmentation). 
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