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CHROM. 5457 

Chromatographies sur hydroxyapatite de serum et de plasma humain 
normal ; caractQrisation de quelques-uns de leurs constituants 

Les constituants du serum et du plasma humain sont isoles par diffdrentes 
techniques de precipitation ou de chromatographie. Dans ce dernier domaine, ce 
sont les techniques de separation sur echangeurs d’ions qui ont recueilli le plus 
grand succ&s. Les techniques de separation sur hydroxyapatite (HTP) mises au point 
par TISZLIUS et al. en 19561, ont aussi 8th appliquees a la separation des constituants 
du &rum humain2, mais, apparemment avec des difficult& qui les ont rapidement 
faites abandonner. Ces difficult& htaient essentiellement dues a la technologie 
laborieuse de preparation de 1’HTP et au fait que cette technique chromatographique 
est rest& empirique jusqu’aux travaux de BERNARDI ET KAWASAKI~. 

Dans le travail p&sent, nous avons repris l’experimentation de HJEIZT~N~ et 
avons voulu comparer la separation et l’elution des constituants du serum humain 
normal par chromatographie sur HTP en fonction de la temperature. ISn effet, on 
sait que, dans cette technique chromatogrspbique, la temperature joue un role im-, 
portant dans l’adsorption des proteines et done dans leur separation a l’elution”. 
Par ailleurs, nous avons voulu comparer les differences d’adsorption et d’elution SW 
HTP, du serum ‘humain apres coagulation du sang dans des conditions normales 
et du plasma humain recalcifie, car on sait clue le chlorure de calcium modifie les 
proprit%s d’adsorption de 1’HTP et alt&re l’affinite du support pour les proteines”. 

Les resultats obtenus montrent (a) que l’abaissemcnt de la temperature de 
chromatographie favorise la separation des constituants du serum comme du plasma, 
en augmentant les proprietds d’adsorption sur HTP, et (b) une gamme d’elution des 
IgG beaucoup plus &endue pour le serum clue pour le plasma quelle clue soit la 
temperature de chromatographie. 

Mat&Gnarx et mdthodes 
L’expdrimentation a Bte concue en realisant des chromatographies simultan&es 

de serum et de plasma humain non-dialyses, h’4” et 8. temperature ambiante contralee 
(ZIO). 

S&urn et plasma mis en chromntogm@hie. Tous deus proviennent de sang humain 
normal groupe AB. (a) Le serum est un serum vrai provenant d’un sang recolte sans 
anti-coagulant. (b) Le plasma provient d’un sang r&colt& sur anti-coagulant (Alsever), 
centrifuge et d&brine par CaCl, 0.012 M. 

Clzromatogra~lzies. Les colonnes d’HTP sont prdparees a partir du produit 
commercial Bio-Gel HTP (Bio-Rad Laboratories, Richmond, Calif., U.S.A.). Elles 
sont de 15 a 16 x z cm, equilibrees en tampon phosphate de I<+, ‘o.dz M, pH 6.8. 
Les tampons sont prepares a partir de solutions des phosphates mono- et di-potas- 
sique aus concentrations molaires d&sir&es. Des volumes de 2 ml de plasma et de 
serum sont appliqu& sur les colonnes. 

Les chromatographies sont effectuees en paliers avec une vitesse d’elution de 
30 ml/h. Un collecteur de fractions permet de recueillir des fractions de 5 ml. 

Concentrations. Les pits d’elution des chromatographies sont concentres sur 
Diaflo, avec membranes PM IO (Amicon Corp. Lexington, Mass., U.S.A.). 
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Adsorljtiort z&a-viol&e. Les mesures de densit& optiques sont faites &. 2Q0 mp, 

avec un spectrophotom&tre Beckman DB-G. 
Analyses i?lznaztlza-~~lectro~Jao~~t~~~~es (AIE) . Les analyses sont rhliskes suivant 

la technique de GRABAII~ sur des plaques de 75 x 25 mm en tampon vkronsl-vCrona1 
sod& ,/A = 0.1, pH = 6.8, avec l’appareillage Gelman (Gelman Instruments Co., Ann 
Arbor, Mich., U.S.A.). La &lose utilish est de l’agar noble (Difco) A. la concentration 
de 1.25% (p/v). La t ension appliqu&e aux plaques est de 7 V/cm pendant 45 min. 
L’immuns&um est du s&rum de cheval anti-humain complet de Hyland (Hyland 
Div., Travenol Laboratories Inc., Costa Mesa, Calif., U.S,A.). 
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Analyses $‘ar immu~~o-di_0usion. Ces analyses sont r6alisdes suivant une micro- 
methode dkriv6e d’OUCHTERLONY7 avec l’appareil Gelman. Les puits, d’un diam&re 
de 2 mm et d’une profondeur de I mm, sont distants de 8 mm. La diffusion est rkaliske 
pendant 20 h & tempkrature ambiante. 

Les anti-&rums mono-spkifiques anti-albumine, anti-orosornuco’ide et anti- 
transferrine (Mann Research Laboratories, B.D. Div., New York, U.S.A.), ainsi clue 
les anti-s&urns anti-IgG et anti-IgM (Hyland), ont 6th uti1i.k. 

Caract&isation des $rothes. Ces caract&isations sont faites & l’aide des colora- 
tions spkifiques: Noir amid6 pour les proteines, Soudan noir pour les lipo-protkines 
et r@actif de Schiff pour les gluco-prot@ines8. 

Dosage des $wot&nes. 11 est effect& par une micro-mdthode au biuret selon la 
technique d’ITZHAK1 IZT GIIL~. 

Xe’sdtats 
Ct%romatogra;hhies de jh?asma Iwnai72. Les chromatogrammes & 4” et 21O ont un 

profil t&s diffkent (Fig. IA et B). En effet, les pits d’klution aux differents paliers 
et spkcialement de 0.02 B 0.05 M, sont beaucoup plus klev6s k tempbrature ambiante 
qu’B basse temphrature. Les AIE et les immuno-diffusions montrent (Tableau I) 
que le rang d’&lution des diff6rentes substances constituantes du plasma est plus 
Btendu B 4” qu’& 21~; adsorption plus forte, done Ablution plus progressive, et 
apparemment meilleure separation. 

A 4O, les albumines sont dluhes de 0.02 B 0.0s M, tandis qu’& 21~ 1’6lution est 

TABLEAU I 

fiLUTION DES CONSTITUANTS StiRIQUES ET I'LASMATIQUES AU COURS DES IJII~FI~RRNTIx~ CHROMATO- 

GRAPHIES SUR HTP 

Prd-Alb. = pr&albumines ; Alb. = nlbumines ; Transf. = transfcrrincs. 
Lcs caractbrisations ont CM fttitcs par lcs tcchniqucs cl’AIE ct cl’imtnuno-clilTusion, i~vcc clcs 
anti-s&-urns enticrs ou spbcifiques (voir Mnld9+azcx et mdt/~odes). 

Molarit Chvomatogvaphies de plasma hum&a 
d’dhrt~ion 

C?&vonaccto~va~l~~ics da sdvum humai~n 
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Alb., /'31, IgG, 

Transf. Transf. 
Prd-Alb., Alb., aI, Prd-Mb., Alb., UI, 

012, /lx, Transf. ~2, PI, IgG 
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Prb-Alb., Alb., aI, UI 

az, IgG 
l?r&Alb,, Alb., ar, UI, IgG 
a2, IgG 
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plus rapide, se situant cntre 0.02 et 0.04 M. Les transferrines ne voient pas leur 
Qlution modifige par la tempCrature: de 0.02 A 0.04 M pour 4” et A, 0.03 M pour la 
tempdrature ambiante. 11 en va de mQme pour les IgM qui sont Blu@les A 0.2 M. 

Par contre, l’dlution des IgG est considdrablement modifike par la temphrature de 
chromatographie: & 4” les IgG sont cZlu&es de 0.0s A 0.15 M, alors qu’elles sont 6lu6es 
en un seul, palier A. 0.04 M. Quelle clue soit la temp&ature, une a-protdine est elude 
seule, dans le palier de depart 0.02 M. 

N* des fraetknr 

01 

.c --X- --’ 2m 
0.02M ~ony.on 0 03 M -4 -0.04M ---4-L- Mwl 006Pl Ibo(O~~~~o.,M~O.1511~O2l?~Ol~~~~~ 

___.^_ 

Fig. 2. Cllromato&ra~>hic clc sdrum huniairl. Cnractbristiqucs clc cl~romntogrn~~hic iclcntiqucs h la 
l?ig. I. A, chronx~tographic B 4”; R, chromntograpl~ic h 21~. 
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La chromatographie de plasma humain normal & basse temperature conduit 
done a la separation prealable..des albumines et des IgG, ainsi clue des IgiM a 0.2 M 
et de cette a-proteine & 0.02 M. 

Chromatogra$diie de shwn lzzmznin. Dans leur ensemble, les chromatogramn~cs 
cbtenus viennent confirmer les rdsultats de chromatographies de plasma humain. 
En effet, le profil du chromatogramme & 21~ est plus elev@ qu’& 4” (Fig. 2A et B). 
D’autre part les ALE et les immuno-diffusions montrent clue les albumines, les 
transferrines et les IgM du serum ont le meme comportement chromatographique 
en fonction de la temperature clue leurs correspondantes plasmatiques. 11 n’en va 
pas de m&me pour les IgG: en effet, ces clernieres sont eludes entre 0.03 et 0.15 M 
quelle que soit la temperature. C’est l& une elution tres diffdrente de celle que nous 
avons observee pour les IgG plasmatiques qui sont eludes entre 0.0s et 0.15 M h 4” 
et surtout a 0.04 M ZL temperature ambiante (Tableau I). On n’observe done pas une 
aussi bonne separation des IgG et albumines seriques ri 4” clue celle des IgG et albu- 
mines plasmatiques a la m&me temperature. 

Enfin, ces chromatographies de serum humain montrent aussi la separation 
en debut de chromatographie d’une a-proteine qui s’est revc%e $tre la meme en 
immuno-diffusion que celle isolee du plasma. Les techniques de colorations speci- 
fiquesa nous ont permis de voir qu’il s’agissait d’une protdine ne possedant de radical 
ni glucidique ni lipidique. 

Dans le cas du serum comme du plasma, nous n’avons pu situer le rang 
d’elution de l’orosomucoi’de, car les immuno-diffusions et les AIE specifiques sont 
rest&es negatives. 

Conzparnison nvec le trnvail cEa HJERT~N. Les resultats obtenus dans notre 
experimentation infirment partiellement les resultats de HJERTF:N en Iosg2. En effet, 
aucun des profils chromatographiques du plasma ou du serum a 4” ne peut &re 
compare A. celui obtenu par cet auteur. De msme, le rang d’elution des alburnines 
humaines que cet auteur situe entre 0.07 et 0.65 M, n’a pu etre confirm5 dans notre 
travail oil les albumines sont eludes entre 0.02 et 0.1 M. Cette discordance dans 
les resultats pourrait en partie provenir du fait que I-IJERT~N a operd ses paliers B 
volume @gal d’elution sans tenir compte du deplacement eventuel de proteines par 
cl’autres proteines plus fortement adsorbbes sur HTP”. Une difference de nature des 
HTP utilisdes par HJERT$N et nous-memes pourrait ,aussi etre invoquee: en cffet, 
HJERT$N preparait ce support au laboratoire, tandis que nous utilisons un produit 
commercial. Toutefois, lors d’un precedent travail concernant la purification de l’a- 
hemolysine staphylococcique4, nous n’avons observe aucune difference de comporte- 
ment des proteines sur L’HTP p&pa&e au laboratoire selon la m&l-lode de TISELIUS 
at nl.l ou sur le produit commercial Bio-Rad. 11 n’en reste pas moins que l’integrit6 
structurale des cristaux d’HTP doit &re respect&e pour obtenir une bonne reproducti- 
bilite chromatographique. 

Cependant, pour ce qui concerne l’elution des fractions y-globuliniques, nos 
resultats sont en concordance, puisque nous retrouvons les IgG eludes entre 0.03 et 
0.15 M. 

Conafiarniso~2 des clzromntograj!d~ics se’wcm ct $dasn8a 02 fondion de In temjhfhtwe. 
Lc Tableau I montre sans ambigurtd que la resolution des chromatogramtnes est 
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meilleure ZL 4” clu’& 21’ et ceci aussi bien pour le plasma clue pour le s&rum. En effet, 
pour le plasma & tempkature ambiante, tout est dlub d&s 0.05 M sad les IgM, 
alors qu’& basse temp&ature, l’@lution des constituants plasmatiques se fait progres- 
sivement. Ces r@sultats sont confirm&s par les dosages et les rendements prot_&iques 
effectuCs sur les pits de chromatographie. 11 en va sensiblement de rnGme pour les 
chromatographies de &rum & 4” et 21~: l’dlution se fait plus rapidement h haute 
qu’& basse tempkiture. 

Cependant, si l’on compare les rkultats de chromatographie deux & deux: 
c’est-k-dire &rum et plasma & tempkature ambiante izt s&rum et plasma & 4”, on 
c0nstat.e qu’aux deux tempkatures la gamme d’@lution des constituants du &rum 
est plus &endue que celle des constituants du plasma, Ainsi, dans la chromatographie 
du plasma 2~ 4”: les albumines sont dlukes de 0.02 & 0.08 M, les pr&albumines de 
0.04 & 0.06 M, les IgG de 0.08 & 0.15 M, les IgM & 0.2 M, alors _ que dans la 
chromatographie du s&rum & la m2me temperature, les albumines sont Cluees de 0.02 

& 0.1 M, les prkalbumines de 0.04 & 0.1 M, les IgG de 0.03 ZL 0.15 M, les IgM L 0.2 

et 0.3 M. On constate le meme phknom&ne clans les chromatographies de plasma et de 
s&rum Q 21O. Cette diffkence de comportement du plasma recalcifiQ et du sdrum vrai 
vis-&vis de 1’HTP peut etre like ZL deux causes produisant le m&me effet: l’exc&s de 
calcium p&sent dans le plasma modifie la charge klectrique des protkines plasmatiques 
en se fixant sur des moldcules char&es negativement; et le citrate p&sent en exc&s 
dans le plasma entre en competition avec les ions P042- des tampons au niveau de 
1’HTP diminuant ainsi l’adsorption de proteines faiblement charghes. Ces dew 
ph8nomknes conjugu& aboutissent &. l’&lution plus rapide des constituants plasmati- 
ques clue des constituants shriques, parce clue plus faiblement adsorb& h la surface 
des cristaux d’HTP. 

Ainsi que HJERTI?N l’avait dbj& montr&, la chromatographie du s&rum sur HTP 
peut reprksenter une htape importante dans la sdparation de ses divers constituants, 
soit en travaillant & partir de s&urn entier, soit en appliquant cette m~thode ZL la 
skparation des divers composants contenus dans les fractions de Cohn. 

Nous remercions Mesdemoiselles N. B~OCARD et C. DEVILLIZ pour lcur escellente 
collaboration technique. 
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