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Resume: La 3,4-dihydroxy-Z,-phenylalanine incubee a temperature ordinaire dans du sang humain complet reste
stable pendant au moins 30 min. Dans les memes conditions, le 5-hydroxy-Z,-tryptophane tend ä diminuer au cours du
temps. Incubes dans du sang de rat anesthesie au pentobarbital, ces acides amines diminuent en moins de 5 min a
environ 50% de la quantite rajoutee au sang, puis se stabilisent (3,4-dihydroxy-i-phenylalanine) ou diminuent
lentement (5-hydroxy-jL-tryptophane).

Differences between human and rat blood towards 3,4-dihydroxy-L-phenylalanine and 5-hydroxy-L-tryptophan in
vitro. Biochemical and histochemical data

Summary: When incubated with whole human blood at ordinary temperature, 3,4-dihydroxy-Z,-phenylalanine
remains unchanged for at least 30 min. Under the same experimental conditions, 5-hydroxy-i-tryptophan shows a
tendency to decrease. When incubated with blood from pentobarbital anaesthetized rats, these aminoacids decrease
to about 50% of the added quantity in less than 5 min; thereafter, their level remains stable (3,4-dihydroxy-i-phenyl-
alanine) or slowly decreases (5-hydroxy-L-tryptophan).

Introduction

Bien qüe la 3,4-dihydroxy-Z,-phenylalanine ( ,-DOPA) et
le 54iydroxy-Z,-tryptophane soient largement utilises,
aussi bien comme agents therapeutiques que comme
moyens de recherche biologique, leur metabolisme dans
le sang total in vitro ne semble pas, a notre connaissance,
avoir ete Pobjet de recherches approfondies. II nous a
paru important d'en savoir plus a ce sujet, essentiellement
pour preciser si des precautions techniques particulieres
doivent etre prises entre le prelevement du sang contenant
ces acides amines et l'execution de leur dosage.

La presente itude a porte sur les variations in vitro de la
concentration de L-DÖPA et de 5-hydroxy-L-trypto-
phane exogenes dans le sang au cours du temps et a
temperature ordinaire (environ 20 °C), et sur la fa^on
dont ces variations sont influeneoes par la concentration
initiale de ces acides amines, par le taux d'homolyse du
sang, et par un pretraitement du sang (hemolyse ou non)
au inoyen d'inhibiteurs des decarboxylases des aeides

amines aromatiques (benserazide et 3-hydroxy-benzyl-
hydrazine). Ces dosages biochimiques ont ete completes
par des observations histochimiques fondees sur Thisto-
fluorescence, et portant sur du sang pretraite ou non par
un inhibiteur des monoamine-oxydases (nialamide) ou
un inhibiteur des catechol-O-methyltransferases (tropo-
lone).

Methode

La concentration d'acide amine ajoute au sang a ete choisie par
reforence aux taux therapeutiques(l). Le sang humain a ete
preleve par ponction veineuse a Paide dc seringues en plastique
contenaht de rheparinate de Na (50 U.UIP/ml de sang) chez des
sujets normaux (4 femmes ct 3 hommes de 21 a 42 ans) a jeun
et s'abstenant de toute medication depuis au moins 15 jours. Le
sang de rat a ete obtenu par ponction cardiaquc chez des
animaux (males Wistar de 380 a 450 g) prealablement anesthesies
par du pentobarbital sodique (220 /kg i.p.),' en raison de la
tendance accusee du sang de rat a Phemolyse, les prelevcments
ont ete faits dans des seringues tout en verre ct contenant de
rheparinate de Na (50 U.UIP/ml de sang). Le sang (1,5 ml par
essai) a ete incube dans des tubes on verre ouverts a Pair libre ct
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laisses a temperature ordinaire (18-21°C); la proportion, en
volume, de reactifs ajoutes au sang n'a pas depasse 1,4%; dans
de tcllcs conditions, aucun signe macroscopique d'hemolyse n'est
jamais apparu. Le 5-hydroxy-Z,-tryptophane (2,0 mmol/1) a ete
dissous directement dans 1'eau comme la benserazide (51 mmol/1),
le nialamide (112 mmol/1) et la tropolone (123 mmol/1). La L-
DOPA (2,3 mmol/1), qui est peu stable dans Feau, a ete dissoute
dans HC1 1 mmol/1. Le plasma a ete separe par centrifugation
(2.600 g pendant 20 min pour le sang humain, mais 2.000 g au
maximum pendant 20 min pour le sang de rat, en raison de la
fragilite de ce dernier a Pegard des actions mecaniques), et
deproteinise partiellement a pH 4,5 (2). Pour les dosages de
DOPA portant sur le sang total, ce dernier a ete deproteinise par
Fadjonction de 7 volumes d'acide trichloracetique 0,4 fnol/1.
Les extraits deproteinises ont ete immediatement congeles et
conserves a - 20°C. Les dosages ont ete effectues dans un delai
maximum de 4 jours. Apres Chromatographie de Tex trait
deproteinise sur «DOWEX» 50W a pH 3,0, la DOPA a ete dosee
fluorometriquement apres Oxydation de Teluat (CH3COONa
50 mmol/1, pH 6,5) par K3FeCN6 en presence de Na2B4O7 et
rearrangement en milieu alcalin con tenant de Tascorbate de Na
(rendement global de la methode: 96,2 ± 3,9% (N = 10)) (2).
Le 5-hydroxy-L-tryptophane a ete dose fluorometriquement
sur le meme eluat par condensation en milieu acide avec Γο-
phthaldialdehyde, selon Maickel (3) (rendement global de la
methode: 95,0 ± 5,2% (N = 10)); pour la 3-O-m6thyldopa,
1'extrait deproteinise a ete laisse 10 min a pH 12,0 en vue de
detruire les catechols interf6rents, puis Chromatographie comme
ci-dessus; la fluorometrie a ete effectuee apres Oxydation de
l'eluat a pH 6,5 par NaI 4 et rearrangement en milieu alcalin
contenant de Fascorbate de Na et du 3-mercapto-propionate de
Na (4) (rendement global de la methode: 92,3 ± 4,5 % (N = 6).
II existe une correlation statistiquement significative entre les
dosages de DOPA effectues sur le sang total (x) et ceux qui ont
ete faits apres separation du plasma (y): en calculant sur des ·'
resultats obtenus a partir de 4 echantillons doses tels quels et
dilues l : l, on trouve que r = 0,996, t = 27,3 et p < 0,001; la
droite de regression a pour valeur y = 63 pmole + 0,92 x, alors que
la limite de sensibilite de la methode-definie comme la quantite
de DOPA qui donne une lecture au fluorometre egale a celle
du blanc- est de 380 ± 30 pmol de DOPA; enfin, 4 echantillons
prepares de faςon identique (15,2 nmol de I-DOPA dans l ml
de sang humain; incubation : 30 min) ont ete doses par les deux
methodes; on a trouve 12,6 ± 0,2 μιηοΐ/ΐ de sang en dosant le
sang total, et 12,4 ± 0,2 μπιοΐ/ΐ de sang en separant le plasma
(P>0,1).
Les methodes utilis6es ici presentent entre elles une interference
inferieure a l % ainsi qu'a Fegard de la benserazide, du nialamide,
de la tropolone et de diverses substances d'interet biologique
(tryptophane, 5-hydroxytryptamine, noradrenaline, adrenaline,
3-O-methyl-noradrenaline, 3-0-methyladrenaline, dopamine,
3-O-methyldopamine, tyrosine, phenylalanine). L'hemolyse a ete

provoquee par exposition aux ultra-sons (sang humain) ou par
simple agitation (sang du rat). L'importance de Fhemolyse a ete
estimee par simple appreciation visuelle.
Pour les observations histologiques, du sang humain et du sang
de rat ont ete incubes a la temperature ambiante pendant 30
min, en presence de 250 nmol de Ζ,-DOPA, 5-hydioxy*Zr
tryptophane, dopamine ou SThydroxytryptamine par mi de
sang, sans ou apres 30 min de preincubation avec un inhibiteur
de la monoaminooxydase (nialamide: 87 μηιοΙ/1 de sang). Apres
Fincubation du sang, des frottis ont ete effectues, seches a Fair,
traites aux vapeurs de formaldehyde a 80° (methode de Falck
& Hillarp, (5)), et examines au microscope a fluorescence. Dans
ces conditions, les catecholamines et la L-DOPA donnent une
fluorescence verte et la 5-hydroxytryptamine et l'e 5-hydroxy-
L-tryptophane une fluorescence jaune.

Resultats

Pour permettre une comparaison entre les divers essais
du meme genre, les resultats ont ete calcules en %
molaire de la quantite d'acide amine ajoute au sang. Les
resultats obtenus sur le plasma ont ete rapportos au sang
total en tenant compte de la valeur de 1'hematocrite.

L-OOPA
Les resultats concernant la stabilite de lai-DOPA au
cours du temps (tab. 1) montrent que, chez rhomme et
chez le rat, le taux de cet acide amine ne varie prati-
quement pas dans les conditions decrites ici. Cependant,
le % de Ζ,-DOPA retrquve dans le sang du rat ne represente
environ que la moitie de celui qui caracterise le sang de
rhomme. La concentration initiale de Ζ,-DOPA n'a pas
d'effet significatif sur ces pourcentages. Des essais
complementaires ont montre que le protraitement du
sang par la benserazide (340 μηιοΐ/ΐ de sang) ou la 3-
hydroxy-benzylhydrazine (573 μηιοΐ/ΐ de sang) ne
modifie pas les resultats. D'autre part, la Ζ,-DOPA
incubee 30 min dans du plasma a ete retrouvee
quantitativement (98 ± 4, 7%, N = 6 pour Fhomme,
et 98,5 ± 3,7, N = 6 pour le rat). En revanche, la

Tab. 1. Relation entre le % dc L-DOPA retrouvee et la duree d'incubation; influence du taux initial de L-DOPA. Les ecarts-type sont
indiques chaque fois que possible. Les chiffres entre parentheses indiquent le nombre d'essais effectues.

Espece \Duree
d'incubation

(en min)
Compo-\ 2
sition du
melange
d'incubation

10 15 20 30 45 60

Homme 15,2 μιηοΐ/ΐ 87,3 ± 3,2 98,8 ± 1,4 90,2 ± 1,1 90,4 ± 2,9 89,7 ± 2,9 91,4 ± 4,3
desangL-DOPA (3) (3) (7) (3) (6) (4)

Rat 15,2Mmol/l
de sang L-DOPA

4,1 μιηο1/1
de sang L-DOPA

49,6
(1)

47,7 ± 4,2
(2)

50,8
(1)

47,0 ± 1,9
(2)

46,6 ± 2,2
(17)

46,5
(D

48,5
(D,
46,1 ± 2,6
(2)
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L -DOP A incubie dans du sang hemolyso meme
partiellement (plasma de teinte rose pale) tombe a un
taux inferieur a 5% apres 5 min chez Fkoinme, et a
19 ± 11 % (4) apres 30 min chez le rat. Le protraitement
du sang hemolysi par la benserazide (340 μπιοΙ/1 de
sang) aboutit, chez l'homme comme chez le rat, des
taux de L-DOPA qui ne se distinguent pas, statis-
tiquement, de ceux du sang correspondant non
h molyse. La formation de 3-O-m6thyldopa partir
de Ζ,-DOPA exogene par le sang humain hemolyse est
faible: 10,0 ± 1,3% (N = 6). Enfin, les taux de DOPA et
de 3-0-m6thyldopa dans les elements figuros du sang
non hemolyse incube avec 15,2 μηιοΙ/1 Ζ,-DOPA de
sang se sont reveles inferieurs a la limite de sensibilite
des methodes appliquies ici, aussi bien chez l'homme
que chez le rat (limites de sensibilite calculees pour
l g de culot recupere apres centrifugation du plasma:
760 ± 25 pmol/g pour la Ζ,-DOPA et 954 ± 32 pmol/g
pour la 3-0-methyldopa).

5-Hydroxy-L-tryptophane

Les resultats concernant revolution du pourcentage de
5-hydroxy-L-tryptophane en fonction de la duree de
Fincubation (tab. 2) montrent qu'ici aussi, le % retrouve
est plus faible chez le rat que chez l'homme. De plus,
ce pourcentage tend a decroitre avec le temps; dans les
deux cas, cette diminution est statistiquement significative
apres 45 min. Des essais preliminaires ont montre que le
pr£traitement du sang humain avec de la benserazide
(340 μπιοΙ/1 de sang) ou de la 3-hydroxy-benzylhydrazine
(573 μπιοΙ/1 de sang), suivi d'une incubation de 20 min,
ne modifie pas le pourcentage de 5-hydroxy-Z,-trypto-
phane retrouve. En revanche, du sang de rat hemolyse,
incube 20 min, ne contient plus que 6,3 ± 0,3 % (N = 3)
de la dose initiale de 5-hydroxy-L-tryptophane; ce
pourcentage atteint 46,4 ± 4,5% (N = 3) apres
pretraitement du sang par la benserazide (340 μιηοΐ/ΐ
de sang).

Tab. 2. Relation entre le % de 5-hydroxy-Z,-tryptophane retrouve et la duree d'incubation; influence du taux initial de 5-hydroxy-L-
tryptophane. Les ecarts-type sont indiques chaque fois que possible. Les chiffres entrc parentheses indiquent le nombre
d'essais effectues.

Espece Duree d*incubation
(en min)

Compo- x.
sition du \.
melange ^ x^
d'incubation

5 10 20 30 45 60 180

\

Komme 13,6 μπιοΐ/l de sang
5-hydroxy-L-tryptophane

Rat 13,6 Mmol/l de sang 69,0
5-hydroxy-L-tryptophane (1)

3,6 μηιοΙ/1 de sang
5-hydroxy-/,-tryptophane

99,2 ±3,7 100,3 ±2,1 97,7 ± 5,1 92,8 ± 5,1
(5) (4) (4) (3)

65,7 ± 3,0 62,1 ± 3,8 62,1 ± 4,0 61,1 ± 2,3 57,8 ± 4,1 54,7 ± 4,2
(6) (3) (6) (4) (6) (3)

67
(D

63
(D

56
(D

Tab. 3. Localisation et intensite de la fluorescence observee au microscope a fluorescence sur des frottis de sang incubes 30 min en
presence de 250 nmole de Ζ,-DOPA, 5-hydroxy-L-tryptophane, /,-dopamine et 5-hydroxytryptamine par ml de sang, avec ou
sans pretraitement au nialamide (875 μηιρί/ΐ de sang) et apres exposition, pendant 30 min, a des vapeurs de CH2O a 80 C.
Les estimations de la fluorescence ont ete faites sur la base de trois experiences. Les resultats portant sur la dopamme et la
5-hydroxytryptamine sont donnes a titre de reference.

Komme

Plasma

Rat

Plaquettes Leucocytes Hematics Plasma Plaquettes Leucocytes Hematics

Jemoins (+)
ί,-DOPA -H-
ί,-ΡΟΡΑ + nialamide -H-
Dopamine ++
Dopamine + nialamide -H-

S-Hydrpxy-Z-tryptophane +
5-Hydroxy-L^tryptQphane ++
+ nialamide
5-Hydroxytryptamine ++
5-Hydroxytryptamine -H-
+ niaJamide
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Histologie
Le tableau 3 montre que:
— le plasma humain incube avec Ζ,-DOPA ou dopamine

montre une fluorescence verte diffuse, avec ou sans
nialamide;

— Pincubation avec 5-hydroxy-Z,-tryptophane ou 5-
hydroxytryptamine avec ou sans nialamide donne une
fluorescence plasmatique jaune;

- le meme phenomene est observe avec le plasma du
rat, mais ici le nialamide accentue la fluorescence
verte et jaune;

— les plaquettes humaines montrent, en presence de
dopamine, un fluorescence verte accentuee par le
nialamide;

— Les plaquettes du rat presentent le meme phenomene,
mais plus intense, et montrent egalement apres
incubation avec Ζ,-DOPA une fluorescence verte
accentuee par le nialamide;

— les leucocytes del'homme et du rat se comportent
comme leurs plaquettes avec Z/-DOPA et dopamine;

— les plaquettes du rat se chargent en fluorescence jaune
en presence de 5-hydroxy-Z,-tryptophane et de 5-
hydroxytryptamine, et cette fluorescence est
accentuee par le nialamide;

— les plaquettes humaines montrent une fluorescence
jaune en presence de 5-hydroxytryptamine + nialamide,
tandis que les leucocytes humains la montrent en
presence de 5-hydroxy-Z,-tryptophane + nialamide;

— les hematies de l'homme et du rat ne se chargent pas
en fluorescence verte ou jaune avec aucun de ces
traitements, ni meme avec un traitement supple-
mentaire par un inhibiteur de la catechol-0-methyl-
transferase (tropolone, 820 μπιοΐ/ΐ).

Discussion

La stabilite de la Ζ,-DOPA et du 5-hydroxy-L-trypto-
phane dans le sang in vitro joue certainement un role
important dans la conception d'experiences mettant en
oeuvre le taux sanguin de ces acides amines. Nos resultats
suggerent qu' la condition formelle d'eviter toute
hemolyse, la Ζ,-DOPA presente une stabilite s ffisante
pour qu'il soit possible de la doser sans entourer le sang
de precautions particulieres, au moins pendant les 30
premieres minutes qui suivent la prise de sang chez
rhomme. En ce qui concerne le rat, si Γόη admet que la
chute initiale rapide du taux d'acide amine que nous
avons constatee a lieu aussi bien in vivo qu'in vitro, on
peut estimer a 60 min le delai maximum entre la prise
de sang et la separation du plasma. En revanche, etant
donne la diminution du 5-hydroxy-Z,-tryptophane au
cours du temps, il semble judicieux de proceder la
separation du plasma temps fixe, au plus tard 45 min
apres la prise de sang.

En ce qui concerne la Ζ,-DOPA chez rhomme, les
observations histologiques montrent que les elements

figures du sang ne deviennent pas fluorescents, meme
apres nialamide, alors que le plasma presente une fluores-
cence que le nialamide ne fait pas varier; ces faits
suggerent Pidee que, chez Phomme, la Ζ,-DOPA raj ou tee
au sang in vitro ne ponetre pratiquement pas dans les
elements figures et demeure quasiment inchangoe dans
le plasma, ce que corroborent nos observations bio-
chimiques (90% de la Ζ,-DOPA incubee se retrouve dans
le plasma; la formation de 3-O-methyldopa est neglig^
eable; la Ζ,-DOPA est presente en concentration insign-
ifiante dans le culot de centrifugation du sang). D'ailleurs,
Dairman et al. ont montre que les hematics intactes et
purifiees ne decarboxylent p?s la Ζ,-DOPA (6). En
contrepartie, dans le sang du rat incube avec la Ζ,-DOPA,
les leucocytes, les plaquettes et le plasma presentent une
fluorescence verte q i, dans les deux derniers cas, est
accentuee par le nialamide. En consequence, certains
elements figures du sang de rat paraissent jouer un role
actif dans le catabolisme sanguin de laZ^DOPA. Le cas
des hematies semble particulier puisqu'elles ne presentent
pas de fluorescence, meme si, avant d'etre incube avec
la Ζ,-DOPA, le sang est traite avec du nialamide ou de la
tropolone; ce qui pourrait s'expliquer en admettant que,
chez le rat comme chez Phomme, les hematies ne captent
pas la Ζ,-D PA (6). Enfin, les taux tres bas de Ζ,-DOPA
releves dans le culot de centrifugation du sang de rat
surcharge en cet acide amine suggerent Pidee que si de la
Ζ,-ΡΟΡΑ a penetre dans les elements figures du s rig,
eile y a ete rapidement metabolisee.

En ce qui concerne le 5-hydroxy-Z,-tryptophane, la
situation est differente: en effet, un pretraitement du
sang humain par le nialamide fait apparaitre de la
fluorescence dans les leucocytes et augmente celle du
plasma. On peut voir la le signe d'un metabolisme
leucocytaire du 5-hydr xy-Z,-tryptophane, concept qui
est en accord avec la baisse du 5-hydroxy-Z,-tryptophane
que nous avons decelee in vitro au cours du temps. Chez
le rat, apres 5-hydroxy-Z,-tryptophane ou 5-hydroxy-
tryptamine, seules les plaquettes presentent de la
fluorescence qui, par ailleurs, est augmentee apres
nialamide. Comme il est admis que les plaquettes du rat
sont pauvres (7) sin n depourvues (8) en mon amine-
oxydases, cette accumulation de la fluorescence apres
nialamide peut etre interpretee comme une augmentation
de la capture et du stockage de 5-hydroxytryptamine,
rendus tous deux possibles par le blocage du catabolisme
de la 5-hydroxytryptamine dans le milieu ou se trouvent
les plaquettes.

Chez le rat, la succession dans le temps d'une chute
initiale rapide (en moins de 2 min) des taux de Ζ,-DOPA
et de 5-hydroxy-Z,^tryptophane et d'une situation
beaucoup plus stable pose un probleme d'interpretation
qui ne peut etre entierement resolu Paide de nos
resultats. En effet, si nos observations histologiques ont
montre que certairis elements figures du sang de rat
semblent agir sur ces acides aminos, elles ne permettent
pas d'y situer ou d'en exclure le lieu de Pevolution en
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deux temps que nous avons constatee. D'autre part,
l'absence d'effet des inhibiteurs des docarboxylases avec
lesquels nous avons pritraite le sang intact de rat permet
d'Scarter l'intervention de la 3,4-dihydroxy-Z,-ph£nyl-
alanine carboxylase (EC 4.1.1.26) et de la 5-hydroxy-
L-tryptophane carboxylase (EC 4.1.1.28). On peut
egalement estimer que le plasma de sang de rat est
pratiquement dopourvu d'activite* docarboxylasique
propre puisqu'on y retrouve toute la L-DOPA qui y a
etc* incubee. En outre, etant donni qu'en modifiant par
un facteur de 3,7 la concentration initiale d'acide amin6
on n'altere pas son pourcentage de diminution, on peut
estimer que, dans ces conditions, on se trouve en
presence d'un phenomene non sature. Enfin, un effet

du a l'anesthesique est igalement possible. Quant aux
effets de Phemolyse sur les taux sanguins de /,-DOPA et
de 5-hydroxy-L-tryptophane, ils peuvent etre attribues,
pour une large part, aux decarboxylases specifiques
libörees par l'hemolyse, puisqu'en pretraitant le sang
homolyse par un inhibiteur des decarboxylases des
acides amines aromatiques on empeche presque totalement
la disparition des deux acides amines etudies ici. Enfin,
comme les decarboxylases specifiques ne se trouvent
pratiquement pas dans les hematics (6), la participation
de ces dernieres ä la decarboxylation de la L-DOPA et du
5-hydroxy-L-tryptophane par le sang hemolyse doit etre
peu importante dans nos conditions experimentales.
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