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Dans l’organisme la dopamine est un neurotransmetteur d la fois central et 
peripherique, ainsi que le precurseur de la biosynthese de deux autres catechol- 
amines, la noradrenaline et l’adrenaline. La dopamine excretee dans l’urine 
humaine provient indistinctement de territoires systemiques et/au des regions 
centrales riches en dopamine, encore que la forte teneur des urines - 
comparee 2 celle du plasma - ait fait evoquer une production locale renale par 
decarboxylation de la dopamine [ 11. 

Neanmoins, on a signale une majoration de l’excretion urinaire de la 
dopamine dans les neuroblastomes [2], dans certains pheochromocytomes oh 
cette majoration concerne aussi la noradrenaline, dans les stress [3] et dans les 
dtats d’hypertension arterielle [ 41. 

Au niveau central on a observe une diminution de l’excretion urinaire de 
dopamine, concomitante de l’akinesie, au tours de la maladie de Parkinson. Par 
ailleurs une application interessante du dosage de la dopamine urinaire pourrait 
consister en l’estimation de l’activite de la dopamine-@-hydroxylase [5] qui 
represente un marqueur de l’activite sympathique. 

L’analyse des catecholamines dans les milieux biologiques fait classiquement 
appel $ une ou deux Qtapes d’isolement, precedant une separation chromato- 
graphique en phase liquide. Ces deux &apes sont trb gen&alement une fixation 
des catecholamine sur resine Bchangeuse d’ions et/au une fixation en milieu 
basique sur alumine convenablement activee [6]. Ces operations sont menees 
soit sur de petites colonnes chromatographiques (r&sine) soit par simple 
Cquilibre (alumine). Apres cette &ape preliminaire le type de separation le plus 
souvent utilise est la chromatographie de partage $ haute performance, & 
polarite de phases inversde avec formation de paires d’ions, comme le montre 
une revue recente [ 71. Le systeme de detection utilise soit l’oxydation Qlectro- 
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chimique [8] soit la fluorescence naturelle des catecholamines [9] ou bien la 
fluorescence de derives form& en sortie de colonne chromatographique [lo, 
111. 

Le choix d’une ou deux &apes d’isolement depend essentiellement de la 
complexit du milieu biologique consider& Le choix de la mdthode de d&c- 
tion depend surtout des concentrations a doser, la detection electrochimique 
est plus sensible mais en g&&al plus delicate h employer en analyse de routine. 

En ce qui concerne le dosage de l’adrenaline, noradrenaline et dopamine dans 
l’urine, les concentrations assez elevees permettent l’utilisation d’une detection 
fluorimetrique des molecules elles-mQmes. Pour l’adrenaline et la noradrenaline 
l’utilisation de deux &apes prealables d’isolement (resine + alumine) est gendra- 
lement pratiquee compte tenu de l’interference de certains composes endogenes. 
En revanche, pour la dopamine (presente d plus forte concentration) une seule 
&ape de fixation sur alumine parait suffisante. 

Nous avons recherche 6 automatiser l’analyse de la dopamine urinaire de 
facon simple en employant la fixation sur une precollone d’alumine suivie 
d’une separation par chromatographie de paires d’ions et detection spectro- 
fluorimetrique. 

Un systeme de precolonne, garnie d’une phase stationnaire de m&me nature 
que celle de la colonne analytique [12] ou d’un support different [ 131, a deja 
et6 utilise pour des analyses de substances medicamenteuses dans les preleve- 
merits biologiques. 

L’utilisation de microcolonnes d’alumine a Bte proposee pour l’analyse des 
catecholamines mais dans le cadre d’un syst6me assez complique [ 141. 

Nous avons applique le principe d’une precolonne utilisee en “back flush” 
en mettant en oeuvre un materiel limit6 (et en particulier une seule pompe 
chromatographique) present dans beaucoup de laboratoires. 

MATiRIEL ET MhI-IODE 

R4ac tifs 
Se1 disodique de l’acide 6thylenediaminet6trac6tique (EDTA disodique), 

Fluka (Buchs, Suisse). Tris(hydroxymethyl)aminom&hane (Tris), acide 
ascorbique, octylsulfate de sodium, alumine pour chromatographie LiChrosorb 
Alox T (granulom&ie 10 pm), E. Merck (Darmstadt, R.F.A.). Dihydrogeno- 
phosphate de potassium, acide citrique, methanol, Prolabo (Paris, France). Gel 
de silice greffee alkyle Nucleosil Cl8 (granulom6trie 5 pm), Macherey, Nagel& 
Co. (Diiren, R.F.A.). Tous ces reactifs sont de qualite pour analyse. La 
dopamine sous forme de chlorhydrate et la 3,4dihydroxybenzylamine, sous 
forme de bromhydrate (DHBA) sont des produits Sigma (St. Louis, MI, E.U.). 

Des filtres GF/F Whatman (Springfield Mill, Kent, Grande-Bretagne) sont 
utilises pour filtrer les phases mobqes, et des filtres Millex HA adaptables sur 
seringue (Millipore, Bedford, MA, E.U.) permettent de filtrer les echantillons 
urinaires. 

Appareillage 
Le schema du systeme utilise est represent6 Fig., 1. 11 comprend une pompe 

chromatographique Altex 110 A (Berkeley, CA, E.U.), alimentee par l’inter- 
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Fig. 1. Schema de principe du tryst&me chromatographique. (A) Tampon pH 8.6 (Tris 0.1 M, 
EDTA diaodique 0.002 M, acide ascorbique 0.001 M). (B) Phase mobile [octylsulfate 0.003 
M, dihydrogenophosphate de potassium 0.035 M, acide citrique 0.03 M, acide aacorbique 
0.001 M et 14% (v/v) de methanol]. Sur le passeur d’&hantillons un godet sur deux contient 
un liquide de rinpage (EDTA disodique 0.002 M, acide aacorbique 0.001 M ajuste 1 pH 7). 

mediaire de trois hlectrovannes (General Valve, Fairfield, NJ, E.U.). Une pre- 
colonne Merck Hibar, modifiee par nos soins pour en reduire la longueur 
(1 X 0.3 cm I.D.) et une colonne analytique (15 X 0.48 cm I.D.) sont reliees 
a une vanne six voies Rheodyne 7010 (Cot&i, CA, E.U.), i commande 
Qlectrique (Touzart et Matignon, Vitry, France) selon le schema de la Fig. 2. La 
precolonne est remplie B set (alumine), la colonne analytique est remplie 
classiquement par voie humide (silice greffee alkyle). Le detecteur est un 
spectrofluorimetre JY 3 (Jobin et Yvon, Longjumeau, France) (excitation 282 
nm, fente 10 nm, emission 315 nm, fente.10 nm). Un passeur d’echantillon 
Sampler IV (Technicon, Tarrytown, NY, E.U.) est utilise. Les trois Qlectro- 
vannes, la vanne six voies, l’avancement du passeur d’echantillons sont 
command& par un microordinateur Zx 81 Sinclair (Oxford, Grande-Bretagne). 
Ce dernier est equip6 d’une memoire additionnelle 64 K Memopak de 
Memotech (Oxford, Grande-Bretagne) et d’une interface “entreessorties” 
permettant la commande de huit relais (cinq sont utilids). La programmation 
en temps utilise la fonction “pause” dans le programme &r-it en basic. 

Prde’vemen t 
Au moment du recueil des urines est ajoute 1% d’EDTA disodique et 0.1% 

d’acide ascorbique, le prelevement est ensuite congele. Lors du dosage, a 10 ml 
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Fig. 2. Schema de branchement de la vanne six voie. (A) Fixation sur prkolonne d’alumine 
en py&ence de tampon pH 8.6 (la phase mobile ne circule pas dans la colonne analytique). 
(B) Elution chromatographique par la phase mobile acide. 

d’urines ainsi traitees est ajoute 0.1 ml d’une solution a 5 mg 1-l de DHBA 
comme Btalon inteme, l’echantillon est filtre sur filtre Millex HA. 

li talon 
Solution-m&e de dopamine d 100 mg 1-l en base dans l’acide chlorhydrique 

0.1 M, conservee au congklateur. Solution-fille a 5 mg 1-l dans l’acide chlor- 
hydrique 0.1 M. Solution de DHBA B 5 mg 1-l dans l’acide chlorhydrique 
0.1 M. Une gamme de dopamine de 0.05 d 0.3 mg 1-l (0.32 a 1.95 pmol 1-l) 
contenant 0.05 mg 1-l de DHBA est prkparee en presence de 1% d’EDTA 
disodique et 0.1% d’acide ascorbique. 

Principe de la me’thode 
Le principe consiste a fixer la dopamine d pH 8.6 sur la precolonne 
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d’alumine, le tampon basique ne circulant pas sur la colonne analytique qui 
serait rapidement degradee en raison de la solubilite du gel de silice a ce pH. 
Puis apres elimination du tampon present dans le volume poreux de la pre- 
colonne, par passage dune solution neutre, l’elution de la dopamine est 
obtenue par circulation d’une phase mobile acide, en sens inverse de celui 
utilise pour la fixation. 

Le preltvement n’est amen& 1 pH basique par melange avec le tampon pH 
8.6 qu’au moment de la fixation sur precolonne d’alumine (par melange en 
amont de la pompe) pour eviter la degradation de la doparnine instable 1 ce 
PH. 

Chromatographie 
Le debit de la pompe est 2 ml min -l. 
Fixation sur la pre’colonne. La vanne six voies ktant en position A 

representee sur la Fig. 2, la vanne II (Fig. 1) est ouverte pendant 3 min, la pre- 
colonne est alors conditionnee par passage de 6 ml de tampon basique (Tris 
0.1 M, EDTA disodique 0.002 M, acide ascorbique 0.001 M, ajuste a pH 8.6), 
qui est ensuite rejete a l’evier. Le passeur d’echantillon &ant en position de 
prelevement les vannes I et II sont ouvertes alternativement pendant 3 min 
(toutes les 6 set), pour amener le prelevement a pH 8.6 par melange avec la 
solution tampon basique. Le volume de liquide circulant pendant cette pkriode 
est de 6 ml dont 3 ml d’echantillon et 3 ml de tampon basique. Sur le passeur 
un godet de prelevement et un godet de liquide de rincage (EDTA disodique 
0.002 M, acide ascorbique 0.001 M, ajuste h pH 7 par de la soude 1 M) 
alternent. La vanne II restant seule ouverte le passeur change de godet, la vanne 
I s’ouvre, la vanne II se ferme. Pendant 3 min les canalisations depuis l’aiguille 
de prelevement jusqu’a la precolonne d’alumine, sont rincees par la solution 
neutre p&levee dans le godet de rincage. 

Elution chromatographique. La vanne III est ouverte, en mGme temps que 
la vanne I se ferme et que la vanne six voies vient en position B reprdsentee sur 
la Fig. 2. L’Qlution chromatographique des solutes prdalablement fixes sur 
l’alumine en milieu basique a lieu grace d une phase mobile acide de chromato- 
graphie de paires d’ions d&rite par Krstulovic et al. [15] [octylsulfate 0.003 M, 
dihydrogenophosphate de potassium 0.035 M, acide citrique 0.03 M, et 14% 
(v/v) de methanol] h laquelle nous rajoutons de l’acide ascorbique (0.001 M) 
pour Qviter les risques d’oxydation de la dopamine. 

RkJLTATS ET DISCUSSION 

Les chromatogrammes obtenus a partir d’une solution etalon et d’une urine 
humaine normale sont represent& Fig. 3. Dans le cas de l’urine les pits de 
dopamine et de DHBA apparaissent bien sdpares des composes endogenes. 

La presence de la precolonne nuit peu a l’efficacite du systeme chromato- 
graphique (finesse des pits). En effet, la comparaison de chromatogrammes 
enregistres apres injection directe en t&e de colonne ou par Qlution 1 partir 
de la precolonne apres fixation sur cette derniere, a montre que l’efficacitd 
du systeme colonne/precolonne reste superieure a 80% de celle de la colonne 
chromatographique utilisee seule (en nombre de plateaux theoriques). Ceci 
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montre que la liberation de la dopamine et du DHBA fixes sur l’alumine est 
rapide en presence de la phase mobile chromatographique acide. L’inversion 
du sens de circulation de la phase liquide entre la fixation et l’elution con- 
tribue a ce bon resultat. 
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Fig. 3. (A) Chromatogramme correspondant 1 une solution Btalon de dopamine (btalon 
interne = DHBA) apres fixation sur precolonne d’alumine (1 x 0.3 cm) et separation par 
formation de paires d’ions. Colonne: 15 x 0.48 cm; phase stationnaire: Nucleosil C,,, 
5 pm; Phase mobile: selon Fig. 1; debit: 2 ml min- ‘; temperature: 20°C; concentration de 
dopamine dans l’echantillon: 0.2 mg 1 ml (1.3 pmol 1 -I). (B) Prelevement urinaire dans les 
memes conditions. Concentration de dopamine dgterminee: 0.23 mg 1 -I (1.5 pm011 -I). 

La courbe de calibration pour la dopamine est lineaire au-deli de 1 pg 
injecte; c’est-a-dire, en considdrant un prelevement de 3 ml, au-deli de 0.33 
mg 1-l (2.15 pmol 1 -l) dans l’urine. Ceci est bien adapt6 aux valeurs frequentes 
de concentration de dopamine dans l’urine humaine nor-male (pour une diurese 
moyenne de 1.5 1): 0.04-0.26 mg 1-l (0.28-1.7 E.tmol l-‘). 

Le coefficient de variation pour le dosage rep&k de la dopamine sur un 
mGme Qchantillon d’urine a ete 2.7% (n = 10). Le rendement d’extraction, de 
la dopamine rajoutee a l’urine, par l’alumine de la precolonne Qtait 98.2 ?r 3.2% 
(moyenne + deviation standard, n = 10). L’utilisation prolongee d’un m&me 
echantillon d’alumine ne semble pas poser de probleme (jusqu’a 100 analyses 
successives). La sensibilite, la reproductibilite, la precision et le rendement 
d’extraction sont suffisants pour l’analyse de la dopamine urinaire. Si ce 



166 

dispositif automatique d’analyse qui n’utilise qu’une seule pompe fonctionne 
sans ar&, environ 70 khantillons peuvent 6tre trait& par jour. 
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