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Abstract-Rats were injected with I-noradrenaline-3H (NAd). Four hr later tyrosine 
hydroxylase was inhibited by administration of a-mkthyl-paratyrosine; both endo- 
genous and radioactive NAd were determined at various intervals in the heart, sub- 
maxillary glands, femoral muscle and small intestine. The specific radioactivity of NAd 
and the disappearance rates for endogenous and 3H NAd were estimated. In the heart 
and muscle, the specific activity of NAd-3H decreased significantly after a-methyl- 
paratyrosine injection, the NAd-3H being released preferentially to the endogenous 
NAd. In the sub-maxillary gland and small intestine, the specific activity of NAd-3H 
was not significantly modified after inhibition of the NAd synthesis, the endogenous 
and 3H NAd disappearing from these two organs at equivalent rates. These results sug- 
gest that the rate of equilibration of exogenous with endogenous NAd may vary with 
thetypeoforgan. 

PARMI les m&hodes qui ont Ct& proposCes (voir Costa et Neff ‘) pour mesurer le taux de 
renouvellement de la noradrinaline (NAd) tissulaire, deux d’entre elles sont fondCes 
sur l’6valuation de la vitesse de disparition du mCdiateur sympathique. La premitire 
consiste & administrer & l’animal une dose traceuse’ de NAd radioactive et B suivre sa 
disparition au tours du temps: cette mCthode nCcessite que l’amine radioactive soit 
distribuCe de faGon homogbne au sein de la NAd endogbne. La seconde3 mesure la 
diminution des teneurs en NAd endog&ne aprb blocage de sa biosynthbe par l’a- 
mkthyl-paratyrosine (a-MPT), un puissant inhibiteur4 de la tyrosine hydroxylase. 

Comparant les rCsultats fournis par ces deux mCthodes au niveau du cerveau de rat, 
Iversen et Glowinski5 observent que la vitesse de disparition de la NAd-3H adminis- 
t&e par voie intraventriculaire est sensiblement identique B la vitesse de disparition de 
la NAd endog&ne aprbs traitement par l’a-MPT. Au niveau du coeur de rat, Brodie 
et ~1.~ obtiennent des rCsultats identiques par utilisation des deux m&hodes mais cette 
concordance n’est pas retrouvCe dans les travaux de Westfall et 0sada6 et de Nakamura 
et ~1.’ De meme, une Ctude rCcente (Bralet et al., A paraitre) nous a montr6 que selon la 
nature de l’organe considS (coeur, rate, glandes sous-maxillaires, muscle sque- 
lettique, intestin) des discordances parfois t&s importantes apparaissent entre les 
rCsultats fournis par chacune de ces deux mtthodes. 

Ces divergences peuvent avoir comme origine une distribution hCtCrog&ne du traceur 
radioactif au sein du mtdiateur endog&ne. Ce probl&me complexe de la dilution de la 
NAd exog&ne dans la NAd endogBne a Ctt? abordC dans le present travail par l’Ctude 
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de 1’6volution de la radioactivitk spkcifique de la NAd-3H dans diffirents organes du 
rat trait6 par I’a-MPT, la NAd tissulaire de l’animal ayant BtC prkalablement marquCe 
par administration de /-NAd-3H. 

METHODE 

Des rats miles Charles River (200-220 g) reCoivent dans une veine de la queue une 
injection de 1 NAd-3H (Radiochemical Centre Amersham, activitC sptcifique 2,18 ou 
4,lO c/mM): la dose de NAd-3H injectPe est, selon les expiriences, de 0,50 ou de 
1,35 pg/kg. Quatre heures apr& l’administration de l’amine radioactive, less animaux 
reGoivent une premi&re injection intrapCritondale de 250 mg/kg d’a-MPT suivie, 2 hr 
plus tard, d’une seconde injection de 100 mg/kg. L’a-MPT (a-methyl-DL tyrosine, 
Regis Chemical) est dissoute immtdiatement avent l’injection dans quelques gouttes 
de NaOH 5N et la solution est ramenCe h pH 7,5 par addition de HCl N. 

Les animaux sont rCpartis en quatre lots qui sont sacriGs respectivement 4, 6, 9, 
12 hr apr&s l’injection de la NAd radioactive. Le coeur, les glandes sous-maxillaires, 
une partie d’environ lg du muscle de la cuisse et de l’intestin gr&le (partie duodCnale) 
sont prtlevts, rincCs dans une solution de NaCl g 9 g/l., essuyts, pest% et broyCs B 
l’Ultra-Turrax dans 10 ml de HClO, 0,4 N contenant du mktabisulfite de Na (0,5 g/100 
ml) et de I’EDTA disodique (0,5 g/100 ml). Apr&s centrifugation, le surnageant per- 
chlorique est utilisC pour la ditermination de la NAd-3H et de la NAd endog&ne. Ces 

derni&res sont isolCes par adsorption sur alumine selon la technique d’Anton et 
Sayre* et tluCes par 5 ml de CH,COOH 0,2 N. Deux ml de 1’Cluat acP;tique sont 
utilists pour le dosage fluorimitrique de la NAd endogBne par la technique de Von 
Euler et Lishajko.g La radioactivitk pr&ente dans 1’6luat acCtique (NAd-3H et cat& 
chols dCsamints-3H) est mesurte (Packard 3380) par addition de 2 ml d’Cluat B 15 ml de 
liquide scintillant (PPO, 4 g; dimCthyl-POPOP, 0,l g; Triton x 100, 500 ml; tolukne, 
1 1.); la contamination de l’tluat acCtique par les catCchols dtsamints-3H (acide dihy- 
droxy_mand6lique, dihydroxy-ph&ylglycol) a CtC Cvalute par extraction de 0,5 ml 
d’Cluat par 1’acCtate d’Cthyle selon la technique d&rite par Crout.l” Dans tous les 

cas ces dCriv6 representaient moins de 5 pour cent de la radioactivitk pr&ente dans 
1’6luat acCtique et aucune correction n’a 6tt effectuCe. L’autoextinction des Cchantillons 
a CtC Cvaluie par la mCthode du standard externe. 

Pour chacun des organes ktudi&s, on calcule les vitesses de disparition de la NAd 
endog&e et de la NAd-3H. Les teneurs en amine, corrigCes en fonction du rendement 
des mCthodes employCes, sont exprim6es en rig/g pour la NAd endogCne et en dpm/g 
pour la NAD-3H puis transformtes en logarithmes pour le calcul de 1’6quation de la 
droite de rkgression. La vtrification de la 1inCaritC de la rCgression et la dktermination 
de l’erreur sur le coifficient de rtgression sont effectuCes selon Snedecor.ll A partir 
de la pente de la droite on d&ermine la vitesse de libtration de la NAd (k hr-‘) et sa 

demi-vie biologique (TI12 = 0,693/k). 

RESULTATS 

1. Evolution de la radioactivite’ spt%@que de la NAd-3H sous l’infuence du traitement 

par I’a-A4PT 

La radioactivite spCcifique de la NAd-3H a ttt dCterminte dans le coeur, les glandes 
sous-maxillaires, le muscle f&moral et l’intestin grtle chez des rats qui ont recu une 
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injection de I NAd-3H, 4 hr avant l’administration d’a-MPT. Lors des etudes real&es 
au niveau du coeur et des glandes sowmaxillaires, les animaux ont recu 0,50 pg/kg 
de NAd-3H (activit8 spdcifique 4,lO c/mM): pour le muscle et l’intestin, la dose de 
NAd-3H (activite specifique 2,18 c/mM) administrte aux animaux est de I,35 pg/kg, 
cette dose s’etant aver&e necessaire pour Bvaluer avec precision les teneurs en NAd-3H 
de ces dew organes. 

Le Tableau 1 montre les valeurs de la radioactivite sp6cifique [(NAd-3H dpm/g)/ 
NAd endogbne ng/g)] dans les differents organes, d’une part immediatement avant 
l’inhibition de la biosynthese (temps zero) et d’autre part aprb 8 heures d’inhibition; 
cette derniere est realisee par administration da-MPT SI la dose de 250 mg/kg au 
temps zero suivis de 100 mg/kg 2 hr plus tard. 

TABLEAU 1. EVOLV~ON DE LA RADIOACTIVIT~~ SPBCIFIQVF DE LA NAd-3H 
SOVS L’INFLVENCE DV TRAIYEMENT PAR ~‘a-MPT 

NAd-3H dpm/g 
Radioactivite specifique NAd endogene rig/g 

Organe Immediatement avant 
l’inhibition de la 

biosynthese 

Aprts 8 hr 
d’inhibition de 
la biosynthese 

Coeur 
Muscle 
Glandes 

sous-maxillaires 
Intestin grele 

127 + 13 
106 * 4 

24 + 6 
52 & 4 

59 * 9 (P < 0,001) 
76 & 11 (P < 0,05) 

16 & 2 
71 5 I1 

Chaque valeur de la radioactivite sptcifique est la moyenne, affect&e 
de l’erreur moyenne, d’au moins six determinations. 

Tous les animaux ont recu la NAd-3H 4 hr avant que la biosynthese 
soit inhibee par l’a MPT. Dans le cas du coeur et des glandes sous- 
maxillaires, la NAd-‘H (4,l c/mM) est injected B la dose de 0,s pg/kg; 
dans le cas du muscle et de I’intestin, la dose de NAd-3H (2,18 c/mM) 
est de 1,35 pg/kg. 

Au niveau du coeur, on constate une diminution importante de la radioactivite 
specifique de la NAd-3H qui passe de 127 & 13 au temps zero g 59 f 9 au temps 8 hr 
(P < 0,001). Une variation de m&me sens mais moins marquke est retrouvke dans le 
muscle dont la radioactiviti specifique passe de 106 3 4 & 76 & 11 (P -C 0,OS). 

Dans les glandes sous-maxillaires, on note Cgalement une chute de la radioactivite 
specifique, de 24 & 6 au temps zero g 16 i 2 au temps 8 hr mais cette variation n’est 
pas statistiquement significative. Au niveau de l’intestin l’administration d’a-MPT 
provoque une 18gke augmentation, non significative, de la radioactivitk spkifique qui 
passede52 &4971 f 11. 

2. Comparaison des vitesses de disparition de la NAd endoghe et de la NAd-3H 

L’evolution de la radioactivite sp&ifique de la NAd-3H est illustree de facon plus 
precise par la comparaison des vitesses de disparition de la NAd endoghne et 3H 
(Tableau 2). Dans tous les organes etudies, les concentrations en NAd, aussi bien 
endogene que radioactive, disparaissent de facon apparemment monoexponentielle, 
la linearitt des droites de regression &ant v6rifiCe dans tous les cas (P < 0,05). 
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TABLEAU 2. VITESSES DE DISPARITION DE LA NAd ENDOG~NE ETDE LANA~-~H sous L'INFLUENCE DU 
TRAITEMENTPAR ]'a-MPT 

Organe 
NAd endogene NAd-3H 

Vitesse de disparition T,,z Vitesse de disparition T~,z 
(hr-‘) (hr) (hr- ‘) (hr) 

Coeur 
Muscle 

Glandes 
sow-maxillaires 

Intestin grele 

0,0278 It 0,014O 24,9 0,116 IL_ 0,024* 59 
0,086 + 0,014 8,O 0,142 f 0,020t 4,9 

0,073 3 0,015 9s 0,086 i 0,030 831 
0,234 + 0,027 3,O 0,232 i 0,024 3,O 

* P < 0,05 
t 0,05 < P < 0,l > 

compare a la vitesse de disparition de la NAd endogene. 

La NAd-3H est injectee 4 hr avant le debut du traitement par I’a-MPT. 
Les vitesses de disparition de la NAd endogene et 3H sont calculees au tours des 8 hr qui suivent 

I’administration de I’a-MPT: elles sont affectees de leurs &cart-types. 

Au niveau du coeur (Fig. l), la vitesse de disparition de la NAd endog.?ne, apr& 

inhibition de sa biosynthkse, est trouvke &gale B 0,0278 & 0,014O hr-‘, ce qui corres- 
pond B une demi-vie biologique de 24,9 hr. Dans les memes conditions, la NAd-3H 

0’ 112 = 5,9 hr) disparait environ 4 fois plus vite (P < 0,OS). 

Coeur 

NAd 3H T'/z:5,9 h 

NAd endooene T'/2:24,9 h 

0 9 12 h 

FIG. 1. Disparitions de la NAd endogene et de la NAd-3H a partir du coeur de rat apres inhibition 
de la tyrosine hydroxylase par I’a-MPT. Au temps zero, les animaux ont recu une injection intra- 
veineuse de 0,5 pg/kg de 1 NAd-3H (4,lO c/mM). L’a-MPT est administree aux endroits marques 
d’une fleche, c’est a dire 4 hr (250 mg/kg) et 6 hr (100 mg/kg) apres la NAd-3H. Chaque point est la 
moyenne, affectee de I’erreur moyenne, d’au mains six determinations. Les pentes des droites sont 

calculees par la methode des moindres car&. 
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Dans le muscle (Fig. 2) on observe egalement une difference (0,05 < P < 0,l) 
entre les vitesses de disparition de la NAd endogbne (Tilz = 8,0 hr) et radioactive 

(T l/2 =$4,9 hr). 

Muscle 

t 

1 

NAd elldoQ&X T'/2:8,0h 

\jl 
0,Ol 1 

0 
IOJ 

9 12 h 

FIG. 2. Disparitions de la NAd endogene et de la NAd-3H a partir du muscle femoral de rat apres 
inhibition de la tyrosine hydroxylase par I’a-MPT. Au temps zero, les animaux ont recu une injection 
intraveineuse de 1,35 rg/kg de I NAd-3H (2,18 c/mM). Les modalitts d’administration de I’a-MPT et 

les conditions d’obtention des droites sont les m&mes que pour la Fig. 1. 

Au niveau des glandes sous-maxillaires (Fig. 3), la NAd-3H disparait (Tl12 = 8,l hr) 
legbrement plus vite que la NAd endogene (T,,, = 9,5 hr) mais la difference n’est pas 
statistiquement significative. Dans l’intestin (Fig. 4), les vitesses de disparition de 

l’amine radioactive et endogene sont identiques (T1,2 = 3,0 hr). 

DISCUSSION 

Les rtsultats obtenus dans le present travail montrent qu’aprts inhibition de la 
biosynthese de la NAd par l’a-MPT, la radioactivite specifique de l’amine Cvolue de 
facon differente selon la nature de l’organe consider& Dans le coeur et le muscle 
squelettique, la NAd-3H est liberee preferentiellement a la NAd endogene alors qu’au 
niveau des glandes sous-maxillaires et de l’intestin grele, on n’observe pas de differences 
significatives entre les vitesses de liberation des deux amines, endogene et radioactive. 
Ces resultats posent le probleme de l’incorporation de la NAd exogene au sein du 
mediateur endogene. 

S’il parait admis (voir Iverseni2) que la NAd exogene administree a l’animal est 
localisee au niveau des terminaisons nerveuses sympathiques, les modalitts de son 
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Glandes sous_maxillaires 

10.. ._lOO 

S : 
T 5.. 

: 
NAd 3H T’/2:8,1 h 

-0 
z J 

II: * ;i 

..5 

NAd endoQene T’12:9,5 h 

OJ ,1 

0 4 6 9 12 h 

t t 

FIG. 3. Disparitions de la NAd endogkne et de la NAd-3H g partir des glandes sow-maxillaires de rat 
apr&s inhibition de la tyrosine hydroxylase par I’a-MPT. Au temps z&o, les animaux ont recu une 
injection intraveineuse de 0,5 pg/kg de 1 NAd-3H (4,lO c/mM). Les modalit& d’administration de 

l’a-MPT et les conditions d’obtention des droites sont les mimes que pour la Fig. 1. 

incorporation g l’amine endog&ne ont fait l’objet de tr&s nombreux travaux dont les 

rCsultats ont pu paraitre contradictoires. Les conclusions des premikres Ctudes 

cinCtiques relatives B la fixation13 ou B la libCration10*‘4*‘5 de la NAd-3H B partir du 
coeur indiquaient que l’amine radioactive Ctait IocalisCe dans au moins deux com- 
partiments differents. Des recherches ult&ieures2 ont montrC que l’allure de la dis- 
parition de la NAd-3H B partir du coeur de rat Ctait en fait like B l’importance de la 
dose d’amine radioactive administrde & l’animal. 

Apr&s l’injection d’une dose faible (dose traceuse, inferieure B 1 pg/kg) de NAd-3H, 
cette derni&re disparait du coeur de faGon monoexponentielle. Avec I’utilisation d’une 
dose plus forte de NAd-3H (dose non traceuse), on voit apparaitre une lib&ration 
biexponentielle consistant en une phase initiale rapide, d’une durCe de quelques heures, 
suivie d’une seconde phase beaucoup plus lente. Cette seconde phase prCsente des 
caractCristiques cinCtiques identiques2 d celles qui sont observtes apr& administration 
d’une dose traceuse de NAd-3H. La premi&re phase de lib&ration qui est observ6e 
apr&s injection de doses non traceuses est consid6r6e2 comme un artefact dQ B la 
crCation artificielle ou B la surcharge d’un petit compartiment de NAd. 

11 ressort de ces rCsultats qu’& condition d’utiliser une dose suffisamment faible de 
NAd-3H ou de se placer g un temps suffisamment long aprks l’injection d’une dose non 
traceuse, la NAd-3H disparait du coeur de faGon monoexponentielle ce qui constitue 
un argument en faveur de sa distribution homog&ne au sein du mediateur endogene. 
Nous avons personnellement obtenu des rtsultats similaires dans divers autres organes 
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lntestin 

NAd3H T'/z:3,0h 

NAd endogbne TV2:3,0h 

0,Ol I OJ 
0 6 

: t 

9 12 h 

FIG. 4. Disparitions de la NAd endogene et de la NAd-3H a partir de l’intestin grele de rat apres 
inhibition de la tyrosine hydroxylase par l’a-MPT. Au temps zero, les animator ont recu une injection 
intraveineuse de I,35 pg/kg de 1 NAd-sH (2,lS c/mM). Les modalites d’administration de l’a-MPT et 

les conditions d’obtention des droites sont les memes que pour la Fig. 1. 

peripheriques du rat16 (en particulier les glandes sous-maxillaires, le muscle et l’intestin 
grele), la disparition de la NAd-3H s’effectuant de facon apparemment monoexponen- 
tielle entre 2 et 24 hr apt-es l’injection de 1,35 pg/kg de I NAd-3H. 

Si l’on admet que la Nad-3H est distribuee uniformement dans la NAd endogbne 
de ces divers organes, on devrait observer, apt-es inhibition de la biosynthese de la 
NAd, des vitesses de disparition similaires pour l’amine endogene et radioactive. Un 
tel resultat est effectivement trouve au niveau des glandes sous-maxillaires et de l’intes- 
tin grele, mais dans le coeur et le muscle, la NAd-3H disparait plus rapidement que la 
NAd endogbne. Un tel phenomene peut avoir deux origines: soit une inhibition 
incomplete de la biosynthese par l’a-MPT, soit une distribution heterogbne de la NAd 
radioactive dans le mediateur endogene. 

Une inhibition incomplete de la tyrosine hydroxylase entrainerait effectivement 
une diminution progressive de la radioactivite sptcifique de la NAd-3H, l’amine 
radioactive &ant constamment diluee par la NAd nouvellement synthetisee. La dose 
da-MPT utilisee dans le present travail a Btt choisie a partir des don&es de la 
litttrature3,4 qui indiquent que l’activitt de la tyrosine hydroxylase est reduite dune 
facon considerable dans ces conditions. Bien qu’il ne soit pas possible d’affirmer que la 
biosynthese de la NAd est bloqute a 100% par l’a-MPT chez l’animal in uivo,l’ il 
semble difficile qu’une persistance minime de l’activite de la tyrosine hydroxylase 
puisse entrainer une difference aussi nette entre les vitesses de liberation de la NAd 
endogbne et radioactive telle qu’elle apparait au niveau du coeur. 
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Divers travaux r&cents’8-20 ont montrC que la NAd des terminaisons nerveuses 
n’Ctait pas Cgalement mobilisable par I’influx nerveux, la NAd nouvellement synth& 
tisle &ant lib&e prtf&entiellement par rapport B la NAd preexistante. L’hypothkse a 
Ct6 avancCe que cette fraction de NAd B taux de renouvellement ilev6 Ctait localide 
dans les granules situ& au voisinage de la membrane neuronale. On peut supposer 

qu’aussitet aprtis l’injection de NAd-3H, il y ait un marquage prifirentiel des granules 
adjacents B la membrane neuronale. lo La NAd de cette zone faisant I’objet d’un 
renouvellement intense, l’amine radioactive va Metre rapidement diluCe par la NAd 

nouvellement synthCtisCe, la vitesse de dilution &ant fonction du taux de renouvelle- 
ment du mCdiateur. D’autre part la NAd-3H va s’iquilibrer plus lentement avec la 
NAd stockCe dans les granules profonds. 

On peut ainsi concevoir que la radioactiviti spCcifique de la NAd-3H 1ibCrCe par un 
organe don& puisse varier en fonction, d’une part de l’ancienneti du marquage de 
l’organe par le traceur radioactif et d’autre part de I’intensitC de la stimulation 
nerveuse. Ainsi Chidsey et Harrison2’ rapportent que moins de six heures apres 
l’administration de NAd-3H, l’activitt spCcifique de la NAd 1ibdrCe par le coeur de 
chien sous l’effet de la stimulation nerveuse est plus Clevte que l’activit6 sptcifique 
retrouvCe dans le coeur. Chez le chat ayant rew une injection de NAd-3H 16 B 20 hr 
auparavant et dont la rate est perfusCe par un liquide physiologique, Kopin er al. I8 
observent que sous l’effet d’une stimulation tlectrique intense, la radioactivitt 
sp6cifique de la NAd lib&e dans le perfusat est plus faible que celle qui reste dans la 
rate. Ces m&mes auteurs constatent qu’aprks inhibition de la biosynth&e du midiateur 
par addition d’a-MPT au liquide de perfusion, les activitCs sptcifiques de la NAd 
lib&e et de la NAd tissulaire sont identiques. 

Cette derni&e observation peut &tre reliCe aux rCsultats que nous avons obtenus 
in vivo dans le prtsent travail au niveau des glandes sous-maxillaires et de l’intestin. 
Dans ces deux organes, la NAd radioactive parait &tre distribuCe de faGon homog&ne 
dans la NAd endoggne 4 hr aprits l’administration de la NAd-3H alors que cet Cquilibre 
ne semble pas atteint dans le coeur et le muscle. La vitesse d’iquilibration de la NAd 
exog&ne au sein du mCdiateur endog&ne semble done dtpendre de la nature de l’organe 

consid&& 

R&me-La biosynth&e de la noradr&naline (NAd) est inhibCe par administration 
d’a-m&hyl-paratyrosine chez des rats qui ont reCu, 4 hr auparavant, une injection 
intraveineuse de I NAd-3H. Les teneurs en NAd endogene et en NAd-3H sent &al&es B 
diffkrents temps apr& I’administration d’a-mCthyl-paratyrosine dans le coeur, le 
muscle f&moral, les glandes sous-maxillaires et I’intestin grele. On dClermine dans 
chaque organe I’Cvolution de la radioactivite spCcifique de la NAd ainsi que les vitesses 
de disparition de la NAd endogkne et radioactive. Dans le coeur et le muscle, I’activit6 
spCcifique de la NAd-3H diminue significativement sous I’influence du traitement par 
I’a-mCthyl-paratyrosine, la NAd-3H &ant lib&e prCf&entiellement a la NAd endoghne. 
Au niveau des glandes sous-maxillaires et de I’intestin I’activitt sp&ifique de la NAd-3H 
n’est pas modifiCe de faGon significative apris inhibition de la biosynthkse, la NAd 
endogene et radioactive disparaissant sensiblement B la m&me vitesse. Ces resultats 
suggkrent que la vitesse d’equilibration de la NAd exogbne au sein du mCdiateur endo- 
g&ne est fonction de la nature de I’organe. 
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