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SUMNIARY B

Determmatwn of mxddle molecules presenting-_ vitamin Bl, molecular size in normal and
. uremic body fluids - . . : ) N .

Uremic solutes with the molecula.r size of vitamin B,, are assumed to he toxic. An analyt-
" jcal' method is proposed to detect and separate these solutes in hody fluids using two com-
bined _techniques: gel filtration on Sephadex G-15 and ion-exchange ehromatography on
DEAE-Sephadex A-25. The vitamin B,, molecular size has been localized by ultrafiltration
through membranes with a defined cut-off. Normal and uremic-body fluids (urine, plasma,
hemodialysis fluid) have been separated mto 9 ultrawolet-ahsorbmg peaks (a to i) by high-
speed gel’ filtration_ Peaks b- and ¢ present the malecular. size of vitamin B,,, 16—15 A&
molecular diameter in pH 7 aqueous solution. Peak b, which correlates with uremic neuro-
pathy, is separated into 6 sub-peaks (b, to b;) by ion‘exchange chromatography, sub-peak
b,.. is the only one to correlate with uremic neuropathy. The coefficient of variation in the
integrated area of a single peak is . 16%. This method gives the chromatographic profile of
the vitamin B‘, nolecular size content from 500 gl of uremic plasma or 100 ul of normai
unnemthmonehour e o ) o )

' ‘INTR‘ODUC‘riOﬁ o . A

. L un des problemes pose par le tra.ltement de l’msufﬁsance renale chromque
par hemodlalyse concerne I’'accumulation dans le plasma des patlents urémiques
“de"solutés dits “moyennes molecules” d’une taille comparable a celle de la
vitamine B;, [1] et dont certains seraient responsables de la polynévrite des
urémiques. De nombreux auteurs ont. utilisé la chromatographie d’exclusmn
. stérique. (CES) paur essayer de mettre en evldence ces soluiés [2—8] . Jusqu’a
present devant la diversité des condltlons analythues ufnhsees, il est 1mp0551b1e
- de relier entre eux Tes resultats obtenus. S
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Ce travail décrit ’analyse des liquides biologiques par CES haute perfor-
mance et discute influence de différents facteurs qui.interviennent sur le
fractionnement de maniére i proposer un systéme d’analyse reproductible.
Les fractions qui contiennent des solutés de la taille de la vitamine B;; sont-
ensuite analysées par chromatographie d’échange d’ions (CEI) haute perfor-
mance. Cette association de la CES et de la CEI a permis en particulier de
metire en évidence, parmi ces solutés, celui dont une étude ultérieure a montré
qu’il est lié a la polynévrite des urémiques.

MATERIEL ET METHODES

Preparatzon des échantillons :

Les échantillons sont constitués par le plasma et 'urine de 24 h de sujets
normaux (n = 20) et le plasma et les hémodialysats de patients urémiques
dialysés (n = 53).

Avant d’étre chromatographiés les plasmas sont ultrafiltrés a travers une
membrane RP AN-69 (Rhone-Poulenc Industries, Vitry sur Seine, France)
pour éliminer les solutés de poids moléculaire supérieur 4 20,000 daitons.
Les urines et les hémodialysats sont chromatographles tels quels.

Les ultrafiltrations sur membrane, destinées a chiffrer le poids moléculaire
apparent des solutés, sont réalisées sur module Amicon (diamétre 43 mm)
ou Millipore (diamétre 13 mm) sous pression d’azote de 3 bars a 2°

Les membranes suivantes ont done été utilisées: RP AN-69 et RP 3 base
d’acétate de cellulose (taux de rejet, Tp: 99% pour la vitamine B,,) (Rhone-
Poulenc Industries); Pellicon PSAC-1000 (Tg: 90% pour la vitamine B,;)
(Millipore, Bedford, Mass., E.U.).

Tg est donné par Ia formule. Tp = 100 (1—C,/C,) ou C, est la concentra-
tion en soluté du perméat et C, celle du rétentat.

Chromatographze d’exclusion stérique (CES)

Le fractionnement est réalisé sur colonne de verre 75 X 0.635 em (Tech-
nicon, Tarrytown, N.Y., E.U. Jremplie de Séphadex G-15 (Pharmacia, Le Ches-
nay, France) dans les conditions suivantes: injection dans le flux en haut de co-
lonne par I'intermédiaire d’un injecteur 4 septum (Touzart et Matignon, Paris,
France), avec une seringue pointe 3 (Hamilton), de 5500 ul d’échantillon
a analyser; élution par une solution aqueuse 0.0024 M de sulfate de sodium
(Normapur; Prolabo, Paris, France) contenant 0.01% d’une solution a 25%
(p/v) de Brij 35 (Touzart et Matignon);.réglage du débit d’élution a 36 mil/h
par une pompe 3 piston {Dosapro; Milton Roy No. 296 33) couplée 3 un
amortisseur de pulsations (Technicon); détection des éluats en continu dans
P'ultraviolet a 254 nm par un détecteur Varian (densité optique pleine échelle
0.04) ou a 206 nm par un détecteur Schoeffel SF 770 (densxte optique pleine
échelle 0.1); enregistrement des chromatogrammes sur Servotrace PE 1-10
(Sefram, Pans France) (v1tesse d’em'eglstrement 30 cm/h)

Chromatographie d’échange d’ions (CEI) ; '
Le fractionnement est effectue sur des colonnes de verre' 8 X 0. 635 cm
remplies de DEAE-Sephadex A-25 (Pha:macm) dans les condltions smvantes.
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injection comme en CES dans le flux, par sermgue a travers un septum, de
10—500 ul de Péchantillon i analyser; élution 4 un débit de 30 ml/h par un
gradient de sulfate de sodium 0.01 M 3 0.50 M a raison d’une augmentation
réguliére ‘de 3.5% par min de solution - 0.50 M dans le mélange; le gradient
est délivrté par un préparateur automatique de gradient Mixograd (Gilson)
relié 3 une pompe péristaltique Minipuls HP-4 (Gilson); détection des éluats
en continu dans l'uliraviolet 4 254 nm avec un détecteur Varian (densité’
optique pleine échelle 0.08) et 4 206 nm avec un détecteur Schoeffel SF-770
(densité optique pleine échelle 1.0); enregistrement des chromatogrammes
sur Varian A-25 (vitesse d’enregistrement 20 cm/h).

Association CES + CEI

Les éluats de la colonne de CES correspondant aux pics a analyser sont
dans un premier temps collectés sur la colonne de CEI (Fig. 1); dans un deu-
xiéme temps la colonne de CEI est reliée au préparateur automatique de
gradient. On analyse soit 500 ul de plasma, soit 100 ul d’urine.

Chambre anti-gpgulsations
Injecteur

- 4

Pompe a piston

T~

_Colonne de Manométre —-———— Eluant (Na, SO, 0.0024 M)
Séphadex G 15
ISx0.6cm
Enregistreur
Détecteur UV Générateur de gradient
Ny
gy
i / ® ® ——2 AWAYA
254 nm - ..
. o Colonne de Enregistreur
Séphadex D’.E.A.E; A-25 : :
8x0.6cm - : O
. Evier . 54 Evier ou collecte

208

Fig. 1. CES + CEL I = Fixzation des pics b, ¢ ou d sur DEAE-Séphadex A-25 apres fraction-
nement sur Séphadex G-15. II = Elution des sous-pics par un gradient de concentration de
sulfate de sodium (0.01 i 0.50 M). . '

RESULTATS

Chromatographxe d excluszon sterzque
- Etalonnage: de- la colonne. Cet étalonnage est destiné a etabhr la relatmn



58

entre le volume d’élution d’un soluté et son pmds moleeulalre (PM) En CES_
le volume d’élution (V,) d’un soluté est lié au volume mort de la colonne
(V,), au volume interne des perles de gel (V;) et au coefficient de partition
(K4) de ce soluté entre la phase fixe {gel) et la phase mobile (éluant) par la
‘relation: V, = V, + Kd ;- Le volume mort: est déterminé par une solution
d’albumine humame algfl: Vo = 7.2 ml dans nos conditions operatou:es.
Le volume interne est déterminé a partir du volume d’élution de 1'urée, de la
‘créatinine, - du chlorure de sodium et de Peau: V., + V = 13. 8 ml dans nos
conditions opératoires. '

La Fig. 2A représente le taux de re]et TR, mesuré pour plusmu:s solutés
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Fig. 2. Comparaison entre: (A) le taux de rejet (T ) mesuré par ultrafiliration sur membrane
RP et (B) le volume d’élution (V.) obtenu par CES sur Séphadex G-15. Résultats obtenus
avec des solutions aqueuses 3 1 g/l. o, Inuline (5200); 2, vitamine B,, (1355); », caleéine
(666); @, glutathion (307); =, xanthosme (284); ¥, acides cltnque- iso-eitrique, c]sacomthue
(194); o, acide hippurique (180); ¢, acide urique (163); 2, Na,HPO, (142); @, Na,SO, (142);
@, creatuune (113), *, urée, chlorure de sodium (60,58,5). — — —, Courbe theonque (per-
méation pure).

par ultrafiltration sur membrane RP a base d’acétate de cellulose. On observe
pour la plupart des solutés que Tg est lié au PM, la seule exception concerne
les ions sulfate et phosphaie pour lesquels il suggére un PM plus élevé.

Par contre les V, associés 4 ces mémes solutés par chromatographie sur
Séphadex G-15 sont pour un grand nombre d’entre eux, indépendants du PM
comme le montre la Fig. 2B. On observe pour plusieurs solutés soit un V,
supérieur a V, + V; (K; > 1: pour 'acide urique, 1’acide hippurique, la xanthos—
ine) soit un V. supériem: a celui attendu d’aprés les caractéristiques'du Sé-
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phadex G-15 (vitamine B;;).ce qui dans les deux cas indique des interactions
avecle: gel. i6;7,9, 10} Ainsi la vitamine B,, ne peut pas étre utilisée comme -
étalon.- Le comportement -des: acides citrigue, iso-citrigue et cis-aconitique
est ‘plus:intéressant. La Fig. 2B montre qu’ils sont élués comme des solutés
de PM plus élevé que le leur. De plus ’expérience démontre que leur volume
d’élution dépend du pH de P’élution, il augmente quand le pH diminue jusqu’a
une valeur compatible avec leur PM a pH 3. Ce comportement peut étre inter-
prété en tenant compte de la nature chimique du Séphadex G-15. La matrice
du gel contient en effet des groupements acides carboxyliques [11] qui lui
conférent des propriétés d’échangeur de cations. Des substances chargées néga-
tivement seront exclues du gel si la force ionique de I’éluant est frop faible
(inférieure a 0.01 M). Ainsi il suffira de diminuer le pH ou d’augmenter la
force ionique de ’éluant [11, 12] pour éliminer ces effets secondaires. La Fig.
2B renseigne également sur le comportement particulier des sulfates et des
phosphates [11, 13, 14}, qui sont élués comme des solutés de PM plus élevés.
De tout ceci il résulte qu’il est impossible d’effectuer I’étalonnage universel
d’une colonne de CES. Cependant par ultrafiltration sur membrane RP ou
Millipore on associe a chacun des pics repérés par CES un T; qui permet
d’attribuer un PM apparent aux solutés correspondant i chacun de ces pics.
Liquides biologiques des sujets normaux. La Fig. 3 représente les chro-
matogrammes, obtenus par CES, de -l'urine et du plasma de sujets normaux.
A 254 nm 9 pics détectés dans I'urine sont repérés de a a i dans I’ordre des
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F:g 3. Chromatographxe de l’unne et du plasma de sujet normal sur Sephadex G-15. ———,
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volumes d’élution croissants. Tous les pws de lurine saufle pice sont presents
dans le plasma & des concentrations beaucoup plus :.mb!&s. A 206 nm: le meme
nombre de pics est repéré avec des intensités plus fortes. -

quuuies bzotogzques de su]ets uremzques Tous l&e pws de I’unne (Flg 4)

D.0. 254m'n

Fig. 4. Chromatographle du plasma d’un uretmque avant et aprés dialyse et du bain de
dialyse sur Séphadex G-15. ——, 25 ul plasma avant dislyse; — — —, 25 ul plasma aprés
dialyse: ........... » B0 ul bain de dialyse‘ ’

se retrouvent dans le plasma des sujets urémiques. Tous ces pics contiennent
des solutés dialysables. L’ultrafiltration sur membrane RP et Millipore montre
que seuls les pics b et ¢ correspondent a des solutés qui se comportent comme

la vitamine B,;, (Tableau I). Ces solutés, bien que se comportant de la méme
- fagon vis a vis des membranes, ont des volumes d’élution différents sur Sé-
phadex G-15. L’influence du caractére échangeur d’ions du Séphadex est ici
retrouvée. Ainsi le montre la Fig. 5: les volumes d’élution des pics b et ¢
augmentent avec la force ionique de P’éluant; les solutés correspondants con-
tiennent donc des substances chargées négativement en milieu aqueux a pH 1.
Le choix du sulfate -de sodium 0.0024 M comme solution d’élution repose
sur la meilleure séparation des pics b et ¢ dans les conditions’ analytiques.
11 faudra toutefois noter qu’a pH7 plusmurs polyacxdes comme l’aclde mtnque
sont élués avec le pic b. ,

Chromatographte a echange d’ions

- La séparation des solutés qui- composent le pic.b a été I'objet d’un intérét
particulier. Le chromatogramme obtenu i partir. du pic b isolé par CES pre-
parative d’un bain de dialyse de su_]et urequue et represente Flg 6 a permls

- de détecter:

a 254 nm: 5 so‘is.plcs bl, (bz + bS)i b4 2s bS et DG l -:.:i - 4_;-:;': “‘ JEEENEN :
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- TABLEAU I ]
TAUX DE: REJET MESURES POUR LES PICS a A i SUR DEUX TYPES DE N[E]!JBRANES
RP ET MILLIFORE

Ces valeurs sont calculées i partir des pids .~btenus en CES avec du plasma de patients
urémiques. o _

Solutés . Tr (%) :
correspondant  Sur membrane RP a base Sur membrane
. aux pics d’acétate de cellulose Millipore PSAC-1000
a 100 100

b 90—985 65—70

c 90—95 . 65—170

d 80—84 . 4045

e—i 50—55 0—10

Volume d’élution en ml

j T 3 v T L = I 17. . -
0 - 20 - 30 30 - Force ionique-en’
. - . 107 mole de Na,SO,

ZFig- 5 . Véhatldﬁ du volumer d’ lutlon avec Ia force i xomque de V’éluant en CES sur Séphadex
_G-15 chb —-——,ptcc Lo . o !

A 206 nm: 4 sous-plcs b,, (bz + b3), b4 1 et bs. S - - :
: Les sous-pics bs.y et by, sont pratiquement confondus, le sommet du sous-
:pxc b4., con'espond aun leger epaulement du- sous—pm b4,2 a 254 nm.: :

Assoczatzon CES + CEI
i B CES l’mlechon de 500 ul de plasma, -an: heu de 25 gl ou: de 100 ul
: ‘d unne, au lieu de § ul; est rendue nécessaire par la perte desens:blhte provo-
-quéé: en’ CEI par:le gradient: d’élution. Tl a été vérifié ‘que cette injection: 20"
- fois ‘plus’ forte en CES ne modifiait pas la séparation des pics b, ¢'et d.- “Tous
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départ du gradient

T T ¥
5 15 . 225 mi

Fig. 6. Fractionnement du pic b par chromatographie sur DEAE-Séphadex A-25. —,
254 nm; ———, 206 nm.

les sous-pics by & bg sont effectivement repérés aprés injection de 500 ul de
plasma et collecte du pic b. Chez le sujet normal tous ces sous-pics sont pré-
sents dans l’urine alors que seuls les sous-pics (b, + bs) sont notablement
repérés dans le plasma.

Reproductibilité de la méthode

L’analyse par chromatographie liquide (CES + CEI) permet de déterminer
la concentration des solutés détectés par la mesure des surfaces de ces pics.

Les vérifications suivantes ont permis de constater: que le méme pic est
toujours repéré au méme volume d’éluticn, sur 10 injections ’erreur sur ce
volume ayant été de * 1.2%; qu’a un méme volume d’un méme échantillon
déposé sur la colonne correspond pour chaque pic la- méme surface. Ainsi
pour 13 injections d’'un méme plasma durant 18 mois, avec changement de la
colonne de CES tous les mois, la surface du pic b a été de 404 * 64 cm?*/ml
soit une reproductibilité de 16%. Cette reproductibilité est suffisante pour
classer les' malades urémiques suivani 'importance des pics détectés. B faut
d’ailleurs noter que sur une méme colonne de CES cette reproductibilité est
de 10% ce qui signifie qu’une partie de la dispersion est liée, comme il était
prévisible, au changement de colonne. Il semble néanmoins important-d’in-
tégrer dans la reproductibilité des résultats le changement de colonne. 11 est
en -effet lmpossible de calibrer entre elles les colonnes sur un échantillon
.universel car la reponse de la colonne dépend de la nature du solute depose
sur la colonne. : : . :
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DISCUSSION T S

(1) Le volume d’élution d’un soluté sur Séphadex G-15 ne dépend pas
unigquement de son.-PM mais aussi de’sa nature chimique surtout si ce soluté
est ionisable [11]. ‘Par conire, en ulirafiltration sur membrane, les taux de
rejet mesurés sont fonction des PM des solutés, la seule exception concernant
les ions sulfates et -phosphates. Ces anions, comme en CES, se comporient
comme des solutés de PM plus élevés. Ce comportement particulier est da
3 I'hydratation qui donné a ces anions un diamétre plus important que celui
des ions libres [11] Nous avons confirmé cette interprétation en observant
la variation du taux de rejet mesuré pour I’ion phosphate avec le changement
de pH. Ce taux de rejet passe de 90% a pH 7 (forme Na,HPO,) 3 18% apH 3
(forme NaH,PO;). La diminution de taille que suggére cette variation va bien
dans le sens d’une diminution de Phydratation puisque celleci est fonction
de la charge des molécules.

- Pour tenir compte de toutes ces observatlons, 11 semble preferable de dire
que les pics b et ¢ contiennent des solutés qui 2 pH 7 en milieu aqueux ont
une taille comparable i celle de la vitamine B,, (diamétre moléculaire libre
14.6 A) [15] plutot que’d’attribuer a ces solutés le PM de la vitamine By,.

(2) Le systéme de CES a été comparé i celui décrit par Fiirst et collabora-
. teurs [6, 7] Ces auteurs utilisent pour l'ultrafiltration préliminaire des plasmas
une membrane Amicon Centriflo qui retient les solutés de PM supérieurs a
50,000 daltons et du Séphadex G-15 pour la séparation chromatographique
ultérieure mais dans des conditions analytiques différentes des notres. Cette
comparaison a conduit aux remarques suivantes: la préparation des échan-
tillons de plasmas par ultrafiltration i travers la membrane RP AN-69 est
préférable car il existe dans Vultrafiltrat obtenu avec ‘la membrane Centriflo
des solutés qui sont élués avec le pic b (pic 8 de First), solutés qui sont absents
de Pultrafiltrat sur RP AN-69. De ce fait ces auteurs ne peuvent détecter que
les solutés que nous repérons dans les pics ¢ et d (pic 7 de Fiirst); 'ordre
d’élution est le méme dans les deux systémes mais nos conditions permettent
une analyse plus rapide (1 h 20 au lieu de 4 h) et montrent plus nettement les
différences qui existent entre les échantillons analysés.

(3) La détection dans 'ultraviolet & 206 nm permet de détecter en milien
blologlque le maximum de solutés [16] Cependant, en CES, la détection
i 254 nm.est suffisante pour repérer les pics a a i. En CEI il est en revanche
indispensable d’effectuer la détection avec deux longueurs d’ondes 206 et
254 nm pour repérer le maximum de solutés. De plus le rapport d’absorption
254/206 permet de mieux . différencier les pics (différence entre b, ; et ba.2)-
~ (4) La séparation des produits d’origine biologique par CEI sur des supports
3 base de polystyréne ne permettait pas d’obtenir des résultats satisfaisants
[171 - Ainsi les solutés correspondant aux pics b et ¢ aprés fixation sur résine
Dowex 1-X8 n’ont pas pu &tre élués alors que Takita et al. [18] utilisent une
résine comparable (Amberlite) pour fractionner les polypeptides urinaires. Les
supports i base de polydextran introduits par Porath et Lindner [19] ont été
largement utilisés avec succés pour fractionner des produits biologiques. Mal-
heureusement ces supports non rigides et gonflables onf une résistance limitée
i la pression. Ils ne peuvent donc pas étre utilisés dans de véritables conditions
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de chromatographxe haute performance ou des débits d’élution -élevés sont
rendus nécessaires. Un compromls a donc été chom entre la rapldlte d’analyse
et la résolution. =~ -

-(5) La techmque assocxant CES + CEl et decnte ici, est applmable al analyse
de tous les pics a i i avec des modifications sur les conditions de CEL Elle a
été utilisée pour rechercher plus particuliérement parmi les solutés de la faille
de la vitamine B;, celui correspondant au pic bs; qui-est responsable de la
polynévrite des urémigues.[20) Nous considérons qu’il est:indispensable de
procéder a ce type de fractionnement, afin de visualiser le maximum de solutés
contenus dans les liquides biologiques, avant d’entreprendre 1’identification des
métabolites présents:dans I’urine ou dans les prélévements d’hemod.lalysats de
patients urémiques. La chromatographie en phase gazeuse associée i la spectro-
métrie de masse [21—26] est une technique qui a été largement utilisée avec
efficacité dans ce domaine mais qui-laisse dans 1’ombre des produits, soit
trés polaires, soit de PM élevés non transformables en dérivés volatils et done
non chromatographiables en phase gazeuse [21] Nous avons précisément
observé cette situation au cours de P’étude des solutés qui constituent le pic b.
Nous y avons identifié par cette technique les acides citrique, iso-citrique,
cisaconitique, tratrique et un produit non identifé alors que le soluté respon-
sable de la polynévrite des urémiques (pic b, ) ne peut pas étre transforme en
dérivé volatil..

CON CLUQION

En assomant 1a chromatographie liguide haute performance dexclusxon
stérique et d’échange d’ions.il est possible d’analyser en 1 h les solutés de la
taille de la viiamine B;; contenus dans 100 ul d’urine de sujet normal ou
dans 500 ul de plasma de patient urémique. Le systéme chromatographique
décrit est utilisé pour suivre, chez les patients urennques dialysés, la concentra-
tion plasmatique du soluté repéré comme sous-plc bs., et qul est responsable
de la polynévrite des urémiques.

RESUME

On décrit I’analyse chromatographique des solutés urémiques dont certains
de la taille de la vitamine B,, seraient toxiques. Les liquides biologiques de
sujets normaux et urémiques (500 ul de plasma ou 100 ul d’urine) sont frac-
tionnés par chromatographle d’exclusion stérique sur Séphadex G-15 en 9 pics
(a & i) qui absorbent a-254 nm. Par ultrafiltration sur membrane on attribue
aux solutés élués dans les pics b et ¢ la taille de la vitamine B,, . Le pic b est
fractionné par chromatogra’phie d’échange d’ions sur DEAESephadex A-25 en
6 sous-pics (b; 4 bg); le sous pic by, est lié a la polynévrite des urémiques. La
méthode proposee est rapide (1 h) et. repmduc1ble (coefﬁcxent de vanatlon
dela surface des pics = 16%) : :
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