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Abstract-The synthesis of catecholamines has been studied in the heart, sub-maxillary 
glands and adrenal of the rat by intravenous injection of [3H]tyrosine and evaluation, 
30 min later, of the newly formed [3H]catecholamines. The synthesis rates of catechol- 
amines have been estimated by calculation of the ratio: amount of [3H]catecholamine/ 
specific activity of [3H]tyrosine in the tissue. Clonidine (50 pg/kg i. p.) was administered 
1 hr before the injection of [3H]tyrosine. Such treatment did not change significantly 
the endogenous levels of tyrosine or catecholamines in the organs studied. In clonidine 
treated rats, the synthesis rate of noradrenaline was reduced by 38 per cent in the heart 
and by 40 per cent in the sub-maxillary glands. In the adrenal, a 45 per cent reduction of 
the dopamine synthesis and a 60 per cent reduction of the adrenaline + noradrenaline 
synthesis were observed after clonidine treatment. The mechanisms by which clonidine 
reduces catecholamines synthesis are discussed. 

IL EST gCnCralement admis que les actions hypotensives de la clonidine (ST 155, 
Catapresan) sont dues 21 une rtduction du tonus sympathique par inhibition des 
centres vasomoteurs bulbaires. L’origine centrale de l’action a et6 ttablie par le fait 
que l’administration de faibles doses de clonidine par voie intraventriculaire et 
intracisternalelm4 ou dans l’artt?re vert6brales*6 entraine une hypotension et une 
bradycardie. Des expiriences plus prCcises de transection du tronc cCrCbra1’ ont 
permis de localiser le site d’action de la clonidine au niveau du bulbe rachidien. La 
clonidine par ses propriCtCs a sympathomim&iques* inhiberait les centres sympa- 
thiques bulbaires, un mCcanisme noradrinergique semblant &tre impliquC dans le 
contrSle de 1’activitC de ces centres.g 

La rCduction du tonus sympathique a Ctt mise en Cvidence par enregistrement de 
l’activitt tlectrique de certains nerfs sympatiques: on a ainsi mis en Cvidence que 
l’administration de clonidine & la dose de 30 ,ug/kg diminuait de faGon considtrable 
l’activitt Clectrique spontanCe des nerfs cardiaque et splanchnique.3s lo Cette rCduction 
de la frCquence des influx nerveux sympathiques devrait logiquement Ctre associCe ZI 
une diminution de la synthkse des catCcholamines, cette dernibre &ant normalement 
conMIte par I’activitC nerveuse sympathique.l’ Or, Persson12 rapporte que l’admini- 
stration de fortes doses de clonidine (l-3 mg/kg) ne modifie pas de faGon significative 
la synth&e de la noradrknaline (NAd) dans le coeur de rat. L’apparente discordance 
existant entre ce rCsultat d’ordre biochimique et les donnCes Clectrophysiologiques 
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nous a conduits & reconsiderer l’influence du traitement par la clonidine sur la synth?se 
des cattcholamines. Cette Ctude a td rCalisCe par utilisation de tyrosine (Tyr) radio- 
active au niveau du coeur, des glandes sous-maxillaires et de la surrCnale. 

METHODE 

Des rats m2les Charles River d’un poids moyen de 220 g reGoivent par voie intra- 
pCritonCale une injection de 50 pg/kg de clonidine (chlorhydrate de 2- (2,6-dichloro- 
phCnyl-amino)-2-imidazoline), un lot de rats t6moins recevant dans les mEmes 
conditions une injection de strum physiologique (NaCl 9%,). Une heure plus tard, 
400 &i/kg de Tyr[3H] (L-3,5-[3H]tyrosine, activitC sptcifique 49 Ci/mM, C.E.N. 
Saclay) sont inject&s dans une veine de la queue et les animaux sont sacrifiCs par 
dkcapitation 30 min plus tard. La puretb radiochimique de la Tyr[3H] a CtC prtalable- 
ment vCrifiCe par chromatographie sur papier selon Waldeck.’ 3 

Le coeur, les glandes sous-maxillaires et les surrCnales sont prClevts, rinc& dans du 
strum physiologique, essuyCs, pests et places dans 10 ml de HClO, 0,4 N contenant 
du pyrosulfite de Na (0,l pour cent) et de I’EDTA disodique (0,l pour cent). Le coeur 
et les glandes sous-maxillaires sont broyCs au moyen d’un Ultra-Turrax alors que les 
surrCnales sont homogCnCisCes dans un mortier en verre aprgs addition de sable 1avC. 
Apr& centrifugation, les extraits perchloriques sont utilists pour la mesure de la 
radioactiviti totale et le dosage de la Tyr et des cat&holamines endogines et radio- 
actives. En ce qui concerne les cat&holamines qui sont reprCsent6es par 1’adrCnaline 
(Ad), la NAd et la dopamine (DA), 1’Ad n’a pas CtC diff&enciCe de la NAd et les deux 
amines ont Ctt CvaluCes ensemble dans les trois organes CtudiCs: quant & la DA, elle 
n’a CtC dosCe que dans la surrCnale qui est le seul organe & renfermer des quantites 
apprCciables de DA endog&ne. 

La radioactivitk totale des extraits tissulaires perchloriques a CtC &alute par addi- 
tion de 100 ~1 d’extrait g 15 ml de liquide scintillant (dimCthyl-POPOP, 0,l g; PPO, 
4 g; Triton X 100, 500 ml; tolukne, 1 1.). La m&hode utilisCe pour l’isolement de la 
Tyr et des cat&cholamines a CtC pr&idemment d&rite en d&tail par Neff et al. :” en 
r&sum& l’extrait perchlorique tissulaire est ajustt & pH 4,5 par addition d’adtate de 
K 10 M puis pass& sur une colonne de &sine Dowex 50 WX4, 200-400 mesh, 
tampon&e g pH 6,5. La Tyr est retrouGe dans l’effluent, 1’Ad et la NAd sont 6luCes 
ensemble par 15 ml de HClO,4 N et la DA par 5 ml de HCl 4 N suivis de 5 ml d’eau. 

La fraction contenant la Tyr est amende B pH 8,4 et agitke pendant 5 min avec 700 
mg d’alumine pour kliminer les catt%hols dCsaminCs 3H. Apres centrifugation, le 
liquide surnageant est ajustt g pH 1,5 et pass& sur une colonne de rtsine Dowex 50 
WX4 tamponnCe g pH 6,5. Apr& lavage de la colonne par 5 ml d’eau et 8 ml de 
HClO,5 N, la Tyr est Clute par 7 ml de phosphate trisodique 0,l M. La Tyr endogene 
est do&e par spectrofluorimCtrie selon la mtthode de Waalkes et Udenfriend” et la 
TY~[~H] est Cvalute par addition de 2 ml de 1’Cluat phosphate trisodique B 15 ml de 
liquide scintillant. 

La fraction contenant 1’Ad et la NAd est purifite par adsorption sur alumine selon 

la technique de Anton et Sayre.16 L’alumine est ensuite tluee par 5 ml de HClO* 0,05 
N et les catCcholamines jH sont CvaluCes par addition de 2 ml de 1’Cluat perchlorique 
& 15 ml de liquide scintillant. L’Ad et la NAd endogt%nes sont dostes ensemble par la 
m&hode spectrofluorimitrique de Von Euler et Lishajko” comparativement & un 
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italon de NAd: aux longueurs d’onde utilisees (excitation 400 nm, emission 500 nm, 
valeurs non corrigees, appareil Farrand), l’Ad et la NAd presentent des intensites de 
fluorescence voisines (intensite tgale a 1 pour la NAd, contre 0,8 pour l’Ad). Dans le 
cas de la surrenale qui renferme un melange d’Ad et de NAd (environ 4 fois plus 
d’Ad que de NAd16), c’est l’ensemble Ad + NAd qui a et& mentionne dans les 
resultats. Dans le cas du coeur et des glandes sous-maxillaires qui ne synthetisent pas 
l’Ad, les resultats ont Cte exprimes en NAd. 

La fraction contenant la DA est Cgalement purifiee par adsorption sur alumine:r6 
la DA est Cl&e par 5 ml de HClO, 0,05 N, 2 ml d’eluat &ant utilises pour doser la 
DA[3H] et la DA endogene &ant Cvaluee par spectrofluorimCtrie.‘* 

Les rendements de la methode ont CtC determines par utilisation de produits 
radioactifs et les pourcentages de recuperation ont Ctt trouves Cgaux a 100 * 6 pour 
la Tyr[3H], 70 & 2 pour la NAd[3H] et 76 & 1 pour la DA[3H]. La contamination 
des fractions catCcholamines[3H] par la Tyr[3H] a &C trouvee inferieure a 0,001 pour 
cent. Pour les mesures de radioactivite, l’auto-extinction des Cchantillons a CtC Cvaluee 
par la methode du standard externe (compteur Packard 3380). I1 a Cte tenu compte 
dans les calculs de la perte d’un atome de tritium au tours de la transformation de la 
Tyr(3H) en DOPA(3H): en consequence, les teneurs en cat6cholamines(3H) trouvees 
exptrimentalement ont Ctt multipliees par un facteur 2. Une estimation de la synthese 
des catecholamines pendant la duree de l’experience (30 min) a CtC calculee par 
application de la formule suivante : l 9 

Indice de synthese 
catCcholamine[3H] (des./min/g) 

de la catecholamine = 
au temps 30 min 

(nM/g/30 min) activitt specifique Tyr [3H] 
(des./min/nM) au temps 30 min. 

Les moyennes ont tte affectees de leurs erreurs standard et comparees entre elles 
par le test t de Student. 

RESULTATS 

Les dosages ont tte rtalises 30 min aprts l’injection de la Tyr[3H] chez des animaux 
temoins et pretraids par la clonidine (50 r_lg/kg, i.p., 1 hr avant l’administration de la 

Tyr[3H1). 

I. Influence du traitement par la clonidine sur la synthbe de la NAd dans le coeur et 
les glandes sous-maxillaires 

Les resultats sont rassembles dans le Tableau 1. 
Les valeurs de la radioactivite totale, les teneurs en Tyr[3H], Tyr endogene et les 

activites specifiques de la Tyr[3H] ne sont pas modifiees de faGon significative dans ces 
deux organes par l’administration de la clonidine. La Tyr[3H] est intendment meta- 
bolisee : apres defecation perchlorique qui tlimine la plus grande partie de la Tyr[3H] 
incorporte aux proteines, les pourcentages de Tyr[3H] par rapport B la radioactivite 
totale perchlorique ne sont que de 49,2 pour cent dans le coeur et de 34,l pour cent 
dans les glandes sous-maxillaires chez les animaux temoins. Ces pourcentages ne sont 
pas modifies de faGon significative sous l’effet de la clonidine. 
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Le pretraitement par la clonidine diminue les quantites de NAd[3H] retrouvtes dans 
le coeur et les glandes sowmaxillaires sans modifier de facon significative les teneurs 
en NAd endogene de ces deux organes. Dans le coeur et sous l’effet de la clonidine, la 
concentration en NAd[3H] passe de 1414 51 764 des./min/g (P < O,Ol), l’activite 
specifique de la NAd[3H] est diminuee de 386 a 188 dCs./min/nM (P < 0,001) et 
l’indice de synthese de la NAd (nM/g/30 min) passe de 1,26 a 0,78 soit une reduction 
de 38 pour cent (P < 0,05). Des rtsultats du meme ordre sont observes dans les 
glandes sous-maxillaires : le pretraitement par la clonidine s’accompagne d’une diminu- 
tion du taux de la NAd[3H] (1160 contre 2508 db./min/g chez les animaux temoins, 
P < O,OOl), dune baisse de l’activite specifique de la NAd[3H] (198 contre 543 des./ 
min/nM chez les animaux ttmoins, P < 0,001) et dune reduction de 40 pour cent de 
l’indice de synthese de la NAd qui passe de 3,88 a 2,32 nM/g/30 min (P c 0,Ol). 

2. Influence du traitement par la clonidine sur la synth&e des catkholamines dans la 
surrPnale 

Les resultats, rassembles dans le Tableau 2, montrent que les don&es relatives a 
la Tyr (Tyr endogtne, Tyr[3H] et activite specifique de la Tyr[3H]) ne sont pas modi- 
frees significativement par la clonidine: la Tyr[3H] represente 44,4 pour cent de la 
radioactivite totale perchlorique chez les rats temoins et 43,5 pour cent chez les 
animaux ayant recu la clonidine. 

TABLEAU 2. INFLUENCE DU TRAITEMENT PAR LA CLONIDINE SUR LA SYNTHESE DES CATECHOLAMINES 

DANS LA SURRENALE 

Determination Temoins Clonidine 

Radioactivite totale IO3 des./min/g 
Tyr[3H] lo3 dCs./min/g 
Ty$H] en % de la radioactivite totale 
Tyr endogene nM/g 
Activitt specifique Tyr-3H dCs./min/nM 
DA[3H] des./min/g 
DA endogene nM/g 
Activite specifique DA[3H] des./min/nM 
Indice de synthese DA nM/g/30 min§ 
Ad[3H] + NAd[3H] des./min/g 
Ad + NAd endogenes nM/g 
Activitd specifique Ad[3H] + NAd[3H] des./min/nM 
Indice de synthese Ad + Nad nM/g/30 min§ 

2674 k 13,7 258,4 i_ 32,5 
116,9 k 6,5 105,l i 3,4 
44,4 & 3,5 43,5 + 5,9 

307,5 i 37,5 237,4 * 33,l 
407 k 42 476 & 65 

80600 & 4000 52760 I 8200* 
28,0 i 2,3 26,6 f 3,2 
2988 i 290 1985 i 180* 
208 f 22 114 + 1st 

60400 C 5000 35000 c 7400* 
2822 i 202 2458 zt 247 
20,3 & 1,9 14,5 * 2,3 
162 * 13 65 + 10: 

* P < 0,05. t P < 0,Ol. ‘: P < 0,001. 
0 L’indice de synthese est igal au rapport (catecholamine[3H] des./min/g)/(activite specifique 

TyrL3H] dCs./min/nM). 
Chaque valeur est la moyenne, affect&e de l’erreur moyenne, de sept determinations. 
La clonidine (50 pg/kg i.p.) est inject&e 1 hr avant la Tyr[3H] et les animaux sont sacrifies 30 min 

plus tard. 

En ce qui concerne les catecholamines (DA et ensemble Ad + NAd), le pretraite- 
ment par la clonidine entraine une diminution des teneurs en amines 3H sans modifier 
de facon significative les taux des amines endogenes. Sous l’effet de la clonidine, la 
concentration en DA[3H] passe de 80.600 a 52.760 dts./min/g (P < 0,05), l’activite 
specifique de la DA[3H] de 2988 a 1985 dCs./min/nM (P -C 0,05) et l’indice de synthese 
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de la DA de 208 & 114 nM/g/30 min., soit une diminution de 45 pour cent (P < 0,Ol). 
Pour l’ensemble des deux amines Ad + NAd, le pretraitement par la clonidine reduit 
a la fois le taux des amines[3H] (de 60.400 5 35.000 des./min/g, P < 0,05), leur activite 
specifique (de 20,3 a 14,5 d~s~minlnM, 0,05 < P < 0,l) et leur indice de synthese (de 
162 a 65 nM/g/30 min, soit une diminution de 60 pour cent, P < 0,001). 

DISCUSSION 

L’administration de clonidine dans nos conditions experimentales (50 pg./kg, i.p.) 
entraine chez le rat (rtsultats personnels non publies) une diminution signiticative 
d’environ 20 pour cent, de la pression arterielle systolique et du debit cardiaque, ces 
deux parametres ayant Cte Bvaluts 1 hr apres ~administration de la clonidine. Les 
rtsultats obtenus dans le present travail montrent qu’un tel traitement s’accompagne 
d’une diminution de l’incorporation de la Tyr[3H] dans les catecholamines au niveau 
du coeur, des glandes sous-maxillaires et de la surrenale. L’estimation de la vitesse de 
synthese des catecholamines par le calcul de leur indice de synthese (quantite de 
catCcholamine[3H] accumulee/activite specifique de la Tyr[3H]) indique que la 
clonidine rtduit la synthese de la NAd de 38 pour cent dans le coeur et de 40 pour cent 
dans les gIandes sous-maxillaires: dans la surrenale, la synthese de la DA est diminuee 
de 45 pour cent et celle de l’ensemble Ad + NAd de 60 pour cent. 

11 faut remarquer que les valeurs fournies par ces indices de synthese ne representent 
pas la synthese reelle des catecholamines: en effet les deux termes utilids dans le 
calcul de ce parametre sont entaches d’une erreur importante. D’une part, la quantite 
des catecholamines 3H accumulees pendant la duree de l’experience ne correspond pas 
a la totalitt du mediateur synthetise, une fraction de ce dernier &ant lib&e et meta- 
bolisee pendant la durte de l’experience. D’autre part, l’activite specifrque de la 
Tyr13H] qui est evalute dans la totalite de l’organe ne rend pas compte de I’activite 
specifique du precurseur reellement utilise a la synthese des catecholamines. Costa 
et aZ.,‘O etudiant ce probleme, rapportent qu’au niveau du coeur de rat, le comparti- 
ment de Tyr implique dans la synthese de la NAd ne represente que 12 pour cent de 
la Tyr cardiaque et que son activite specifique est 18 fois plus importante que ceife du 
reste de la Tyr. 11 r&suite de ces observations que le calcul de l’indice de synthese a 
partir de l’activite specifique de la Tyr totale conduit a une surestimation de la synthese 
reelle du mkdiateur. Ainsi, les indices de synthese de la NAd obtenus dans la presente 
etude sont respectivement de 2,52 nM~glhr dans le coeur et de 7,76 nM/g~hr dans les 
glandes sous-maxillaires: determinant par une autre methode le taux de renouvellement 
de la NAd dans ces organes (administration a I’animal de l-NAd[3H] et etude de 
l’evolution de l’activitt specifique de la NAd[3H]21), nous avions obtenu dans une 
precedente CtudeZ2 des valeurs de 0,22 nM/g/hr dans le coeur et de 0,63 nM~g~hr dans 
les glandes sous-maxillaires. Bien que la determination de ces taux de renouvellement 
soit egalement critiquable pour d’autres raisons, 23 la comparaison de ces deux series 
de resultats montre que pour ces deux organes, l’indice de synthese, determine 30 min 
apres l’injection de Tyrf3H], est environ 12 fois plus Cfeve que ie taux de renouvelle- 
ment: neanmoins, dans les deux series d’experiences, les valeurs obtenues demeurent 
environ trois fois plus elevees dans les glandes sous-maxillaires que dans le coeur, ce 
qui indique que ces determinations demeurent valables dans le cadre deludes com- 
paratives. 
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Nos rksultats qui montrent que la clonidine reduit la synthese de la NAd dans le 

coeur different de ceux rapport& par Persson. l2 Par utilisation de Tyr[3H], cet auteur 

indique que la clonidine a la dose de 1 a 3 mg/kg ne modifie pas de facon significative 
l’accumulation de la NAd[3H] dans le coeur de rat. L’emploi de tres fortes doses de 
clonidine est peut-&tre la cause de cette divergence, la clonidine a la dose de 1 mg/kg 
manifestant des effets a-adrenolytiques marques.* 

Dans les conditions normales, la vitesse de synthbse des catecholamines par les 
terminaisons nerveuses sympathiques et les cellules chromaffines de la medullo- 
surrenale est controlee par l’activite nerveuse sympathique.” Une augmentation de la 
frequence des influx nerveux sympathiques s’accompagne d’une acceleration de la 
synthese des catecholamines permettant de compenser la perte du mediateur. 11 est 
gtntralement admis que cette adaptation a court terme de la synthese des catechol- 
amines s’effectue par l’intermtdiaire de la tyrosine hydroxylase: cette enzyme qui 
controle l’etape limitante de la biosynthese24 est inhibte par les cattcholamines libres 
cytoplasmiques qui entrent en competition avec le cofacteur pttridinique de l’en- 
zyme.25 L’influx nerveux permettant la liberation des cattcholamines entrainerait une 
diminution locale de leur concentration au voisinage de la tyrosine hydroxylase, 
levant ainsi l’inhibition exercee sur l’enzyme. La clonidine, par inhibition des centres 
sympathiques bulbaires (voir introduction) diminue l’activite Clectrique spontanee des 

nerfs cardiaque et splanchnique3,r0 et cette reduction de l’activite nerveuse sym- 
pathique peut expliquer la diminution de la synthese des catecholamines que nous 
observons apres traitement par la clonidine. Mais il semble qu’un autre mecanisme 
puisse egalement intervenir. 11 a en effet CtB montre que la clonidine exerce un effet 
inhibiteur a la fois sur la transmission adrenergique et cholinergique au niveau 
peripherique. La clonidine reduit les effets physiologiques causes par la stimulation 
des nerfs sympathiques cardiaques *Cam et diminue la quantitt de NAd lib&e par la 
stimulation sympathique du coeur isole perfust.28~ 2g En ce qui concerne l’inhibition de 
la transmission cholinergique, la clonidine reduit les effets de la stimulation para- 
sympathique au niveau de l’ileon isole** et cette action est interpretee comme resultant 
d’une diminution de la liberation d’acttylcholine par les terminaisons nerveuses. Au 
niveau de la surrenale, un effet inhibiteur sur la transmission cholinergique a CtC 

observe avec le BAY a 6781 [2-(2-mCthyl-6-tthyl-cyclohexylamino)-2-oxazoline] : cette 
substance, chimiquement proche de la clonidine et possedant le mCme mecanisme 
d’action30 rtduit la liberation des catecholamines surrenaliennes sous l’effet de la 
stimulation du nerf splanchnique.31 

11 semble done que la clonidine reduise l’activite du systeme nerveux sympathique 
par un double mecanisme: un mtcanisme central bulbaire, conduisant a une reduction 
dans la frequence des influx nerveux sympathiques et un mecanisme peripherique 
entrainant une diminution de l’efficacitt de l’influx nerveux sur la liberation des 
catecholamines. L’association de ces deux mecanismes peut rendre compte de la 
diminution de la synthtse des cattcholamines que nous observons dans le present 
travail au niveau des terminaisons nerveuses sympathiques et de la surrenale. 
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R&urn&-La synthese des cat&cholamines a cte Ctudite dans le coeur, les glandes sous- 
maxillaires et la surrtnale du rat par injection intraveineuse de tyrosine[3H] et tvalua- 
tion, 30 min plus tard, des cat&holamines[3H] synth&is&es. Les vitesses de synthbse des 
catCcholamines ont CtC estimCes par la dktermination du rapport: quantite de cattchol- 
amine[3H] formee/activit& specifique de la tyrosine[3H] dans le tissu. La clonidine (50 
rg/kg i.p.) a BtC administree 1 hr avant l’injection de la tyrosine[3H]. Un tel traite- 
ment ne modifie pas de faGon significative les teneurs en tyrosine et cat&holamines 
endogenes dans les organes etudits. Chez les animaux trait& par la clonidine, la vitesse 
de synthitse de la noradrtnaline est rtduite de 38 pour cent dans le coeur et de 40 pour 
cent dans les glandes sous-maxillaires. Dans la surrknale, le traitement par la clonidine 
s’accompagne d’une reduction de 45 pour cent de la synthbe de la dopamine et d’une 
r6duction de 60 pour cent de la synthtse de l’ensemble adrtnaline + noradrtnaiine. Les 
mecanismes par lesquels la clonidine rCduit la synthtise des cat&holamines sent discutes. 


