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Ah&a&-Highly purified chromaffin granules were obtained from ox adrenal medullae 
by two ultracentrifugations of a largegranule fraction layered on a simpliiied sucrose 
gradient. Mitochrondria, lysosomes and microsomes which are localisated in the large 
granule fraction are eliminated by the two gradients and the chromaffin granules 
obtained are, practically, free of contamination. 

LES CATI~HOLAMINES presentes dans les mtdullo-surr6nales sont contenues dans des 
particules cytoplasmiques spCctiques appelQs granules ou v6sicules chromaffines. 
Ces granules contiennent dgalement de fortes quantitbs de nucltotides (ATP) et de 
prottines. 

Les mtthodes employ& pour l’isolement de ces granules utilisent des gradients de 
densitC realists & partir de solutions de saccharose et permettent d’obtenir des granules 
purifiCs mais contamines encore en moyenne a lo%, essentiellement par des mito- 
chondries.396910 

Le but de ce travail est de d&ire une mCthode d’isolement de granules chromaffines 
t&s purifiCs par utilisation d’un double gradient de saccharose. Ce double gradient est 
t&s simplitit et bad sur le fait que, pour les mCdullo-surr6nales de boeuf, les granules 
chromaffines sont plus denses qu’une solution 1,6 M de saccharose alors que les 
autres particules parasites (mitochondries, lysosomes et microsomes) sont moins 
denses. 11 est done possible de sedimenter les granules chromaffines grace a une 
solution hypertonique de saccharose de densitC uniforme.2*4p12 Toutefois, l’introduc- 
tion au fond d’une l&g&e couche de solution de saccharose t&s hypertonique permet 
une r&up&-ation plus facile des granules en tvitant qu’ils ne s’agglom&rent au fond du 
tube. 

Prkparation des granules bruts 

METHODES 

La mCthode utilisCe est celle de Blaschko et al.3 modtiee par Helle.7 
Les surrdnales de boeuf sont prhlevdes d&s l’abattage de l’animal .La partie corticale 

est Blimin6e le plus rapidement possible et la partie m&dullaire est conserv& dans la 
glace jusqu’g son arrivbe au laboratoire. Elle est alors finement dCcoupte, et broyte 
avec une solution de saccharose 0,3 M dans un homog&&seur du type Potter- 
Elvehjem. La suspension obtenue est ensuite centrifugte g 600 g pendant 15 min pour 
tliminer noyaux et dCbris cellulaires. Le surnageant est centrifugal pendant 15 min i 

l Avec la collaboration technique de J. ‘kentesaux et Y. Bergogne. 
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10.3OOg Le culot de granules obtenu est remis en suspension dans du saccharose 
0,3 M, et centrifugk Zt nouveau 15 min g 10.300 g. Toutes ces centrifugations sont 
effectubes k +4”c. Le culot de cette 2e centrifugation, remis en suspension dans du 
saccharose 0,3 M, constitute la suspension de granules bruts. 

Isolement des granules purijks par double gradient de densite’ 
Les trois tubes du rotor SW39L d’une ultracentrifugeuse Spinco sont p&par& en 

mettant successivement dans chacun d’eux: 0,5 ml d’une solution de saccharose 
2,25 M et 2 ml d’une solution de saccharose I,6 M. Ces gradients sont p&parks 
quelques heures avant leur utilisation. On introduit alors dans chaque tube I ml de la 
suspension de granules bruts (Fig. la) et les tubes sont soumis g une centrifugation de 
1 heure 21 36.000 t/mn g +4”c. A la fin de la centrifugation, on obtient 4 couches 
(Fig. lb) qui sont sCparCes avec une Pipette Pasteur en commencant par le haut du 
tube. La fraction 4, qui contient les catkholamines (voir les Rtsultats) est dilde au 
l/2 avec une solution de saccharose 0,3 M et cette dilution est introduite sur les tubes 

Suspension de granules 
bruts : 1 ml 

Saccharose 1,6 M 
2ml 

Saccharose 2,25 M : 0,5 ml 

FIG. 1 a. Aspect du tube & centrifuger avant la centrifugation. Les granules bruts sont en suspension 
dans une solution de saccharose 0,3 M. 

I I 

Fraction 1 

Fraction 2 

Fraction 3 

Fraction 4 

FIG. 1 b. Aspect du tube. aprks la centrifugation dans le rotor SW39L & 36 000 “/mn pendant 1 heure 
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d’un nouveau gradient identique au precedent. Ce gradient est centrifuge dans les 
memes conditions que pr&%demment et les 4 couches obtenues sont sCpar6es. La 
fraction 4 de ce 2e gradient contient les granules chromaffines tres purifies. Les 
fractions collecttes sont conservees a -20”~ jusqu’au moment des dosages. Ceux-ci 
doivent &tre effectds dans un delai maximum de 48 heures suivant la collection des 
fractions. 

Analyse des fractions 
Dans toutes les fractions, les catecholamines ont et6 determinCes par la methode de 

Rostonlr qui permet de determiner separement adrenaline et noradrenaline. 
La dtshydrogenase succinique mitochondriale a BtC dosee par mesure de la 

reduction du cytochrome c a 550 rnp en presence de cyanure suivant la technique 
de Kuff et Schneider.8 

Le dosage de la glucose -6- phosphatase contenue dans les microsomes a CtC effectue 
a pH 6,5 a partir du glucose 6 phosphate de la man&e suivante : Glucose 6 phosphate 
0,094 M pH 6,5 (0,5 ml), EDTA 0,Ol M pH 6,5 (0,l ml), Tampon histidine 0,l M 
pH 6,5 (0,2 ml), Solution enzymatique ou dilution (0,2 ml), Hz0 (0,5 ml). Laisser 
incuber 45 min a 37”. acide trichloracetique a 8 ‘A (5 ml). Dosage de phosphore 
lib& dans le surnageant par la methode de Fiske et Subbarows contre un blanc 
realis sans substrat. On effectue Cgalement un temoin reactif dans lequel la suspension 
enzymatique n’est pas introduite. Dans les conditions optratoires, la reaction 
enzymatique est lintaire jusqu’a une quantite de phosphore lib& Cgale a 10 pg. 

Le dosage de la phosphatase acide contenue dans les lysosomes a 6te effect& a 
pH 5,0 a partir du t%glyctrophosphate de Sodium de la man&e suivante: /3-glyc&-o- 
phosphate 0,5 M pH 5,0 (0,4 ml), Tampon acetate de Na 1 M pH 5,0 (0,l ml) 
Saccharose 0,3 M (0,25 ml), Solution enzymatique ou dilution (1 ml), Ha0 (0,25 ml) 
Laisser incuber 20 min a 37”. acide trichloracttique a 8 % (10 ml). Dosage dans le 
surnageant du phosphore lib& par la methode de Fiske et Subbarows contre un 
temoin dans lequel le substrat est ajoute a la fin de la reaction, aprbs la deprottinisation 
trichloracetique. Dans les conditions operatoires d&rites, la reaction enzymatique 
est lineaire justqu’a une quantite de phosphore lib&C Cgale a 26 pg. 

Le dosage des proteines a BtC realid par la mtthode de Lowry9 apres precipitation 
des proteines par C104H IN, ceci de facon a Climiner l’interference des catecholamines 
dans la reaction des prottines avec le reactif de Folin-Cioccalteu. 

RBSLJLTATS ET DISCUSSION 

L’aspect du tube a la fin de la centrifugation a 36 000 t/min pendant 1 heure est 
indique dans la Fig. lb. 

Cet aspect est indentique au tours du ler et du 2e gradient a la difference prts que la 
fraction 2 est moins importante dans le 2e gradient puisque la majorite des mitochon- 
dries et autres particules parasites est CliminCe au tours du ler gradient (voir plus loin). 
La fraction 3 est plus ou moins trouble suivant la richesse de la preparation initiale de 
granules bruts. 

Le tableau 1 montre les resultats obtenus au tours du ler gradient. Ces resultats 
sont exprimts en pourcentage en fonction des quantids &up&es dans toutes les 
fractions, et representent la moyenne de 4 determinations. Les pourcentages de 
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recuperation en fonction du materiel de depart, c’est-a-dire les granules bruts, sont 
indiquees dans le tableau. 
De ce tableau, il ressort : 

TABLEAU 1 

Repartition de la deshydrogenase, succinique des catkcholamines, des Prottines, de la phosphatase 
acide et de la glucose-6-phosphata au cows du ler gradient de centrifugation (voir les mbhodes; 
isolement des granules purifi6s). 

Les r&mats sont exprimb en pourcentage en fonction des quantitts rkcupkrkes et representent 
la moyenne de 4 determinations. 

Les fractions correspondent a celles indiqurks dans la Fig. 1 b. 

Deshydrogknase Glucose-6- 
Fraction succinique Adrenaline Nor-Adrenaline Prottines Phosphatase phosphatase 

:r 
traces 
77,5 1::: 

12,3 
11,3 3% 84,8 8$l 

:: 14,0 685 77”:: 7;;: 4498 11:o 17;1 13,4 
Pourcentage de 
rkcuperation en 
fonction de 85,5 101,5 83,9 70,7 non non 
la quantite determine determine 
introduite 

(1) Que la dbhydrogenase succinique (mitochondries), la phosphatase acide 
(lysosomes) et la glucose-6-phosphatase (microsomes) sont localiskes en majeure 
partie dans la fraction 2. 

(2) Que les catecholamines (granules chromaffines) se trouvent par contre dans la 
fraction 4. 

(3) Que les proteines se &parent en 2 fractions sensiblement tgales correspondant 
a la localisation des mitochondries, lysosomes et microsomes dune part et des granules 
chromaffines d’autre part. 
Apres ce ler gradient, la contamination des granules est done en moyenne de 15 “/, 
(mitochondries: 14x, lysosomes: 17,7x, microsomes: 13,4x). 

Le tableau 2 montre les resultats obtenus au tours du 2e gradient. 11s sont Bgalement 
exprimes en pourcentage en fonction des quantitb r&up&es dans toutes les fractions. 
Les pourcentages de recuperation en fonction du matkiel introduit (c’est-a-dire la 
fraction 4 du ler gradient) sont indiques dans le tableau. 

Plusieurs points ressortent de l’analyse de ce tableau: 
(1) La contamination des granules chromaffines contenues dans la fraction 4 par 

les mitochondries est pratiquement ntgligeable puisqu’elle ne represente qu 4,0x 
(28,6x x 14%) des mitochondries initialement presentes dans les granules non 
pulifics. 

(2) Nous n’avons pas pu doser la phosphatase acide ni la glucose-6-phosphatase 
dans les ditkentes fractions de ce 2e gradient. Neanmoins, &ant don& la repartition 
identique de ces 2 enzymes et de la deshydrogenase succinique au tours du ler 
gradient, on peut admettre, a priori, une repartition identique au tours du 2e gradient 
et done une elimination presque complete des lysosomes et microsomes. 

(3) D’autre part le nombre de micromoles de catecholamines par mg d’azote 
proteique est au moins aussi Clevt (17 a 18) que celui trouve par d’autres auteurs (15), 
ce qui est un critere de purete des granules. 
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CONCLUSION 
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Nous isolons done, grace ii ce double gradient, des granules chromafines tres purs, 
pratiquement exempts de mitochondries, de lysosomes et de microsomes. Ce systeme 
de double gradient est done t&s utile lorsqu’on veut Ctudier, par exemple; les prot&nes 
contenues dans ces granules, la contamination &ant n6gligeable. Mais par contre, 
nous pouvons remarquer que nous avons un pourcentage important (environ 20%) 

TABLEAU 2 

2e 
Repartition de la dbhydrogknase succinique, des catkcholamines et des Proteines au cows du 
gradient de centrifugation (voir les methodes: isolement des granules purifiks). 

Les r&hats sont exprimes en pourcentage en fonction des quantites rkcuperees et representent 
la moyenne du nombre de determinations indiqukes dam la derniere ligne. 

Les fractions correspondent a celles indiqkes dam la Fig. 1 b. 

Fractions 
Dtshydrogknase 

succinique AdrCnaline Nor-Adrenaline Proteines 

:* 

III 
Iv 

Pourcentage de 
recuperation en fonction de la 

quantite introduite 
Nombre de 
d&l$;tions 

5:.: 2492 19,5 

17:8 
8,8 116 1x 

12:2 
28,6 

5:;: 6?! 
70,o 

81,8 91,7 80,3 109,6 

3 6 5 6 

de catecholamines dans le surnageant. Ceci correspond probablement, non pas a un 
Cclatement des granules car dans ce cas le pourcentage des prot6ines dans le sumageant 
serait identique, mais ?t une liberation des catkholamines a partir des granules. 

Enfin cette methode peut egalement dtre utiliske pour preparer une fraction mito- 
chondriale A peu p&s exempte de granules chromaffines mais contenant des lysosomes 
et des microsomes. 
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Les medulla-sumkales de boeuf now ont ette obligeamment foumies par les Laboratories CHOAY. 
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