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Anatomie Pathologique
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Biologie du dével. et de la reproduction
Chirurgie thoracique et cardiovasculaire
Dermatologie

Chirurgie Digestive

Chirurgie orthopédique et traumatologique
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Ophtalmologie

Pharmacologie

Gériatrie et biologie du vieillissement
Physiologie

Oto-rhino-laryngologie

Hématologie
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Chirurgie infantile

Immunologie

Epidémiologie

Hématologie, transfusion
Génétique

Nutrition

Ophtalmologie

Parasitologie

Chirurgie orthopédique et traumatologie
Anatomie

Immunologie

Pharmacologie

Pharmacologie

Physiologie

Bactériologie Virologie Hygiéne
Parasitologie

Biophysique

Biochimie

Biochimie et biologie moléculaire
Biochimie

Biophysique

Parasitologie et mycologie
Biologie cellulaire

Chirurgie générale
Pharmacologie

Cardiologie
Bactériologie-virologie

Nutrition

Physiologie

Biologie Cellulaire
Hématologie

Physiologie

Immunologie

Bactériologie Virologie Hygiéne
Biochimie

Bactériologie Virologie
Biophysique

Immunologie

Biochimie

Cancérologie

Gynécologie obstétrique
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Mme ESQUIROL Yolande
Mme EVRARD Solene
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Médecine du travail
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Liste des abréviations
-AA : Acide ascorbique
-AFB : Acetate-free biofiltration (Biofiltration sans acétate)

-ABFK : ABF with Potassium Profiled Dialysate (AFBK avec dialysat adapté en

potassium)
-AMP : Acide métaphosphorique

-Anses : Agence nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation, de

I’environnement et du travail

-ATP : Adénosine tri-phosphate

-CHU : Centre hospitalier unisversitaire

-DHA : Déhydroascorbate

-EGOTa : activité de la glutamate-oxalo-acetate transaminase érythrocytaire
-EPO : Erythropoiétine

-ERN : Espéces réactives dérivées de 'azote

-ERO : Espéces réactives dérivées de I'oxygene
-ETK : Transcétolase érythrocytaire

-ETKa : Activité de la transcétolase érythrocytaire
-FAD : Flavine adénine dinucléotide

-FMN : Flavine mono-nucléotide

-GABA : Acide y-aminobutyrique

-HAS : Haute Autorité de santé

-HD : Hémodialyse



-HDF : Hémodiafiltration
-HDL : Hight density lipoprotein (Lipoprotéine de haute densité)

-HPLC : Hight performance liquid chromatography (chromatographie liquide

haute performance)

-LDL : Low density lipoprotein (Lipoprotéine de faible densité)
-MPO : Myéloperoxydase

-NAD : Nicotinamide adénine dinucléotide

-NADPH : Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate
-ODP : L'O-Phényléne Diamine Dihydrochloride

-OTPP : Oxythiamine pyrophosphate

-PA : Acide pyridoxique

-PL : Pyridoxal

-PLP : phosphate de Pyridoxal

-PM : Pyridoxamine

-PN : Pyridoxine

-Sl : Standard interne

-SVCT : Sodium vitamine C transporteur

-T* : Thiamine sous forme de cation organique

-TBP : Thiamine binding protein (Protéine liant la thiamine)
-TDP : Thiamine di-phosphate

-TMP : Thiamine mono-phosphate



-TPP : Thiamine pyrophosphate
-TR : Temps de rétention
-TRR : Temps de rétention relatif

-TTP : Thiamine tri-phosphate
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. Introduction

Les patients hémodialysés représentent une population particuliere dans I'étude
de leur statut vitaminique. D’une part, ils sont soumis a des restrictions
alimentaires tres strictes. lls doivent surveiller leurs apports hydriques, I'eau
ingérée ne sera pas éliminée correctement par le rein et cela contribue a
I’augmentation de la volémie et donc de la pression artérielle, de méme que les
apports sodés. Les patients doivent également limiter leurs apports en phosphore
qui risquerait de modifier I’équilibre phospho-calcique et de favoriser la
calcification des vaisseaux sanguins. Et enfin ils doivent limiter les apports en
potassium pour éviter les troubles du rythme cardiaque. Il se trouve que les
aliments riches en potassium sont également riches en vitamines, principalement

la vitamine C.

D’autre part, ils subissent une épuration sanguine plusieurs fois par semaine qui
filtre les vitamines hydrosolubles. Il y a donc une potentialisation de ces deux
caractéristiques qui rend les patients hémodialysés plus sujets aux carences en

vitamines.

De plus, l'insuffisance rénale qui conduit a 'accumulation de nombreux
métabolites complique la prise en charge métabolique et clinique. Comme nous le
verrons plus loin I'accumulation de métabolites de la vitamine B1 peut jouer un
réle dans la diminution de I’activité de certaines enzymes, I'excés de vitamine B6
peut étre toxique et conduire a des manifestations cliniques aussi grave que celles
d’une carence, et I'acide oxalique, métabolite de la vitamine C, peut précipiter
avec le calcium et s’accumuler dans les tissus. L'introduction d’une

supplémentation n’est donc pas anodine.

Une autre question se pose, quand faut-il doser les vitamines chez ces patients ?



La HAS recommande de doser les vitamines en cas de tableau clinique compatible
avec une carence, mais ce sont des patients qui sont polypathologiques et qui
présentent de nombreux symptémes difficilement rapportés a une carence

spécifique dont la cinétique d’installation peut étre insidieuse.

Les néphrologues du CHU de Toulouse responsables de I'unité de dialyse, nous ont
demandé d’étudier le statut vitaminique chez les patients hémodialysés
chroniques afin de confirmer ou non la présence de carences, de préciser la
nécessité d’un dosage régulier chez ces patients et d’évaluer le besoin d’'une

supplémentation systématique.

Nous allons donc étudier successivement ces aspects pour les vitamines B1, B6 et

C.



II.  Généralités sur ’lhémodialyse

L’hémodialyse est un systeme d’épuration extra-rénal permettant de suppléer les

reins lorsque ceux-ci ne peuvent plus assurer leur fonction de filtration.

Figure 1 : Principe de fonctionnement de la dialyse

Le sang passe dans |'appareil de dialyse et se trouve en contact avec une
membrane semi-perméable. Cette membrane sépare le sang du dialysat. Le
dialysat est un liquide de composition contrélée qui circule dans le sens inverse du
sang. Ce systeme permet de maintenir un gradient favorable a I’élimination des

métabolites sanguins du patients.
L’épuration sanguine est possible grace a deux phénomenes physiques :

e La diffusion : c’est le passage d’un soluté d’un compartiment ou il est trés
concentré vers un compartiment ou il est moins concentré. C'est un
procédé passif. Il suffit de contréler la constitution du dialysat en fonction
des molécules que I'on veut enlever du sang.

e La convection : c’est I'utilisation d’une différence de pression entre deux
compartiments. Les deux compartiments séparés par une membrane semi-
perméable subissent un transfert d’eau qui se déplace du compartiment

avec la pression la plus haute vers le compartiment avec la pression la plus



basse en emportant les molécules contenues dans le premier
compartiment. Pour cela la pompe qui gére le flux de sang va créer une
surpression dans le circuit sanguin afin de favoriser I’élimination des
molécules, et la pompe qui gere le flux du dialysat va créer une aspiration.
Ce phénomene permet I’élimination de grands volumes hydriques et

I’élimination des solutés est corrélée au débit appliqué au systéeme.

Les systemes d’hémodialyses (HD) fonctionnent grace au systéme de diffusion
alors que dans les systémes d’hémodiafiltrations (HDF) a haut débit, le mécanisme
de convection est prépondérant. Le volume hydrique éliminé est tel gu’il faut le
corriger pour ne pas trop diminuer la volémie du patient ce qui pourrait le faire
thromboser. Il faut donc administrer une solution de réinjection pour corriger la

volémie.

Il'y a aussi de nombreux parameétres qui peuvent étre modulables lors d’'une

séance de dialyse afin de s’adapter au mieux au besoin du patient :

e La membrane
e Le bain de dialyse
e Le volume de substitution

e Ladurée de la séance de dialyse

Nous verrons également que certains patients sont dialysés par une technique

AFBK (AFB with Potassium Profiled Dialysate). L’AFB (acetate-free biofiltration) est
une technique qui n"utilise pas d’acétate et I’AFBK permet d’avoir une variation de
la concentration de potassium dans le bain de dialyse, cela permet de diminuer les

risques d’arythmie.



IIl.  Vitamine B1
A. Généralité
1. Métabolisme
a) Structure

La thiamine, ou vitamine B1, comporte deux hétérocycles, un cycle pyrimidique bi-
substitué par un radical méthyl et une fonction amine primaire et un

soufré et azoté bi-subsititué par un radical méthyl et un groupe B-
hydroxyl-éthyl (Figure 2). Ces cycles sont reliés par un pont méthylene qui est la

partie fragile de la molécule qui explique sa thermolabilité.

C’est le groupe B-hydroxyl-éthyl sur le carbone 5 du noyau thiazole qui permet la

formation des ester mono, di et triphosphoriques.

NH-
B
)I\ = H
N
\
OH

Figure 2 : Structure moléculaire de la thiamine

b) Sources
La vitamine B1 est apportée par I'alimentation, on la trouve dans les végétaux sous
forme libre (Thiamine) et dans les produits animaux sous forme phosphorylée
(Thiamine mono-phosphate ou TMP et Thiamine di-phosphate ou TDP) liée aux

protéines.



Aliment Teneur moyenne en vitamine B1
(mg/100g)
Levure alimentaire 11.6
Levure de boulanger, déshydratée 11
Gelée royale 4.3
Terrine ou mousse de légumes 2.82
Son de riz 2.75
Biscuit sec a teneur garantie en vitamines 2.6
Spiruline (Spirulina sp.), séchée ou deshydratée 2.38
Fond de veau pour sauces et cuisson,
. . 2.19
déshydraté
Tournesol, graine 1.98
Biscuit sec a teneur garantie en vitamines et 17
minéraux ’

Tableau 1 : Liste des 10 aliments les plus riches en vitamine B1, source Anses

c) Besoins physiologiques
L’Anses recommande un apport journalier de 1.5mg/j pour les hommes et 1.2mg/j
chez les femmes. Compte tenu de la faible toxicité a forte dose, il n’y a aucune

limite de sécurité établie.

d) Absorption
On trouve toutes les formes de la thiamine dans I’alimentation mais la forme
principale est la thiamine di-phosphate aussi appelé thiamine pyrophosphate
(TPP). Dans la lumieére intestinale les formes phosphorylées sont rapidement
hydrolysées et on retrouve principalement la thiamine sous sa forme libre de
cation organique (T*). Chez le rat suivant un régime habituel les concentrations en

thiamine intraluminale sont faibles, inférieures a 2umol.It (1).



Pour des concentrations de thiamine intraluminale jusqu’a 2umol.I", obtenue lors
d’ingestion de I'ordre du mg de thiamine, I'absorption par les entérocytes dépend
d’un transporteur saturable(2) mettant en jeu un transporteur de proton ainsi que
la phosphorylation intracellulaire de la thiamine permettant de maintenir un

gradient de concentration.
L’absorption est maximale au niveau duodéno-jéjunal.

Pour de plus fortes concentrations, principalement lors de supplémentations, le

transport actif est saturé mais on observe une absorption passive non saturable(3).

La sortie de la cellule se fait majoritairement par I'intermédiaire d’'une NA* K*
ATPase(4) mais il existe également une diffusion passive de T* et de thiamine

mono phosphate (TMP) a travers la membrane du p6le basale de la cellule.

e) Distribution
La thiamine est une vitamine hydrosoluble, elle circule principalement sous forme

libre.
Dans la voie porte, elle circule majoritairement sous forme non phosphorylée.

Le plasma renferme 10% de la vitamine B1 de I'organisme, principalement sous
forme de TPP. Une partie (20 a 30%) circule liée aux protéines(5), la plus

importante étant la thiamine binding protein (TBP).

La thiamine circule également dans les érythrocytes, principalement sous forme de
Thiamine pyrophosphate (TPP). L’entrée de la thiamine dans les érythrocytes se
fait par un mécanisme de diffusion facilitée proche de celui des entérocytes, il fait

entrer T*dans la cellule en échange d’un proton(6).

Le passage de la thiamine a travers de la barriere hémato-encéphalique fait

également intervenir un transport actif et saturable et un transport passif non



saturable. Le transport actif fait intervenir les phosphatases liées a la membrane
cellulaire. Ce transporteur permet de faire passer principalement de la thiamine

libre.

De plus on note que la concentration de thiamine differe entre les différentes
zones du cerveau, le cervelet est la structure cérébrale la plus riche en thiamine. Il

existe une régulation fine des concentrations de thiamine dans le cerveau(7).

Dans les autres tissus, le transport de la thiamine est tres similaire a celui de

I'intestin, un transport actif électro-neutre ne dépendant pas du sodium.

Dans le rein on observe également un transporteur actif pour T* au niveau des

tubules qui permettent une réabsorption de la thiamine filtrée(8).

Dans le placenta le transporteur permet le passage principalement dans le sens

mere foetus(9) .

Le tissu le plus riche en thiamine est le muscle squelettique. Les autres tissus les
plus riches sont le cceur, le foie, les reins et le cerveau(10). Au niveau du systeme
nerveux, on note que la moelle épiniere et 'encéphale ont des teneurs en

thiamine deux fois plus élevées que dans les nerfs périphériques.

f) Elimination
La thiamine est éliminée par le rein sous forme libre ou aprés dégradation. Plus de
30 métabolites ont été retrouvés dans I'urine comme I’acide amino-4-méthyl-2-

pyrimidine-carboxylique ou I'acide(méthyl-4-thiazolyl-5) acétique.
Il existe également une faible élimination par voie biliaire.

Lorsque tous les tissus sont saturés en thiamine, tout apport supplémentaire sera
éliminé par voie urinaire. Une thiaminurie augmentée est donc un indicateur d’un

taux de thiamine satisfaisant dans I'organisme.
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La demi-vie de la thiamine est de 9-18 jours.

Dans les selles on peut retrouver de la thiamine car les bactéries intestinales en

synthétisent.

2. Réles physiologiques
La thiamine agit par deux processus distincts, en tant que coenzyme sous forme de
thiamine pyrophosphate (TPP) et en tant que neuromodulateur sous forme de

thiamine triphosphate (TTP).

a) Régulation enzymatique
Le TPP est un groupement prosthétique pour de nombreuses enzymes se trouvant

dans différents compartiments de la cellule.

(1)  Dans le cytosol
Le TPP est le coenzyme de transcétolases impliquées dans la voie des pentoses

phosphates(11). Plus précisément la partie non oxydative de la voie (Figure 3).

Figure 3 : Voie simplifiée des pentoses phosphates
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La partie oxydative de cette voie produit du NADPH+H™* qui est utilisé pour la
biosynthése d’acides gras et de stérols et pour la réduction du gluthation qui

permet de lutter contre le stress oxydatif.

La voie des pentoses phosphates aboutit également a la formation de ribose 5-
phosphate impliqué dans la synthése des coenzymes pyridiniques (NAD* et
NADP?), des coenzymes flaviniques (FAD et FMN), de Coenzyme A et des

nucléotides.

La transcétolase est une enzyme réversible qui permet la formation de fructose 6-
phosphate et de glycéraldéhyde 3-phosphate qui sont utilisés pour la glycolyse.

Elle est impliquée également dans la formation du ribose 5-phosphate.

Chez les personnes présentant une mutation de la transcétolase, le xylulose-5-
phosphate, le ribulose-5-phosphate et le ribose-5-phosphate ne sont synthétisés
gue via la branche oxydative de la voie des pentoses phosphates. L’activité de la
branche non oxydative se trouve réduite et il y a une diminution de production des
intermédiaires de la glycolyse ce qui conduit a une diminution de la production
d’ATP. Ces patients présentent un défaut de croissance, un retard mental et des

malformations cardiaques congénitales(12).

(2)  Dans la mitochondrie

Le TPP est impliqué auprés de plusieurs enzymes.

(a)Pyruvate déshydrogénase
C’est la sous unité E1 de I'’enzyme qui utilise le TPP. Cette enzyme permet la
décarboxylation du pyruvate et abouti a la formation d’acétyl-coenzyme A (acétyl-

CoA), de CO; et de NADH+H*
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L’acétyl-CoA est le point de départ de la production énergétique en aérobiose mais

il est également impliqué dans la biosynthese des acides gras, des triglycérides et

du cholestérol.

Quant au NADH+H* il intervient au niveau de la chaine respiratoire mitochondriale.

Il agit comme donneur d’hydrogéne (proton et électron) au complexe 1 de la

chaine respiratoire. Le couplage de phosphorylation de I’ADP et oxydation du

NADPH*H* permet la synthése de I’ATP, principal coenzyme donneur de phosphate

pour de nombreuses kinases

(b) a-cétoglutarate déshydrogénase
L’a-cétoglutarate déshydrogénase est I'enzyme E1 du complexe a-cétoglutarate
déshydrogénase, ce complexe est responsable de la réaction qui transforme I'a-
cétoglutarate en succinyl-CoA dans le cycle de Krebs. Cette réaction produit

également du CO; et du NADH+H".

(c) Déshydrogénase des acides aminés ramifiés
Ce complexe enzymatique est impliqué dans le catabolisme des acides aminés a
chaine latérale ramifiée tel que la valine, la leucine et I'isoleucine. La premiéere
étape du catabolisme est une désamination qui va donner des acides a-

cétoniques.

C’est la réaction de décarboxylation oxydative de ces acides qui est TPP
dépendante et qui va donner des acyl-coenzyme A. Ces acyl-CoA vont ensuite

donner de I'acétyl-CoA et rejoindre le cycle de krebs.
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(3)  Dans le peroxysome
Dans le peroxysome le TDP est le cofacteur de la 2-hydroxyphytanoyl-CoA lyase qui
est impliqué dans la dégradation des acides gras oméga 3 et le raccourcissement

des acides gras a longues chaines(13) (14).

b) Neuromodulation
Le TTP serait un modulateur des canaux chlore au niveau du cerveau(15) (16). Il

pourrait également avoir un role direct dans la conduction de I'influx nerveux(17).

3. Signes de carence
a) Valeurs de références au CHU de Toulouse

La prescription d’un dosage de vitamine B1 conduit a rendre un résultat de TPP
mesuré dans le sang total.

e <71 nmol/l : déficit avéré en coenzyme

e 71-91 nmol/l : déficit potentiel en coenzyme a considérer en fonction des
signes cliniques

e 91-153 nmol/l : statut normal en coenzyme

e >153 nmol/l : statut optimisé en coenzyme

Ces valeurs décrites dans la littérature(18) (19) ont été confortées a partir
d’extraction de résultats de dosages réalisés au CHU en janvier 2011 et de dosages

sur des adultes volontaires sains au CHU en mai 2012
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b) Forme marginale de carence
Lors d’une carence on observe une diminution de I’ATP et une accumulation de
I’acide lactique dans les cellules, d{i a la diminution de I’activité de la pyruvate
déshydrogénase et de I'a-cétoglutarate déshydrogénase, qui conduit a I'apoptose

des cellules, principalement des cellules nerveuses.

Les premiers signes de carences sont peu spécifiques et s’installent de maniere
insidieuse. Les patients ont les jambes lourdes avec des cedemes en fin de journée
et des paresthésies. Si le manque d’apport persiste les symptomes vont évoluer

vers le Béri-béri.

c) Béri-béri
L’avitaminose B1 donne le tableau clinique du Béri-béri qui associe des atteintes

neurologiques et cardiaques mais on observe parfois des formes dissociées.

(1)  Forme cardiague ou humide
Dans la forme humide le patient développe des cedemes importants qui prennent

le godet.

Le patient se plaint de palpitations et de douleurs thoraciques, parfois de dyspnée
et d'un pouls rapide et souvent irrégulier. Les veines du cou sont distendues et
laissent voir les pulsations. L’échographie cardiague met en évidence une
hypertrophie ventriculaire droite(20). Le cceur augmente de volume. La recherche

d'albumine dans les urines, dont le volume est diminué, est négative.

Méme si son état ne parait pas alarmant, un patient atteint de béribéri humide
peut évoluer tres rapidement vers une insuffisance circulatoire fatale se traduisant
par une peau froide, une cyanose, une augmentation des cedemes et une dyspnée

grave.
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(2)  Forme neurologique
Dans la forme neurologique on peut observer une neuropathie périphérique et/ou
une encéphalopathie de Gayet Wernicke associant des troubles oculomoteurs, une
atteinte cérébelleuse avec troubles de I’équilibre et désorientation temporo-

spatiale.

L’évolution de I'encéphalopathie de Gayet Wernicke est le syndrome de Korsakoff

gui se présente par une amnésie antérograde et rétrograde.

4. Chez les patients hémodialysés chroniques
Dans plusieurs études, ce n’est pas le TPP qui est mesuré mais I'activité de la
transcétolase érythrocytaire (ETKa) qui dépend du TPP(21), dans une étude de
1993 on retrouve une activité insuffisante ou marginale chez 46% des patients
alors que leurs concentrations de thiamine sur sang total étaient dans les
normes(22). Les auteurs suggerent que la diminution de I'activité transcétolase
pourrait étre due a une inhibition du systeme enzymatique par I'urée plutét qu’a
une carence de vitamine B1. Une étude de 2016 montre que la baisse de I'activité
de I'ETK pourrait étre due a I'augmentation de |I'oxythiamine pyrophosphate
(OTPP) et gu’une supplémentation en thiamine de 30-45 mg/jours permettrait de
rétablir I'ETKa, mais la dose minimale nécessaire a ce rétablissement n’a pas été

étudié(23).

Une étude de 2000 a montré qu’une supplémentation de 100mg de thiamine
hydrochloride apres chaque séance de dialyse permettait d’obtenir des activités
normales d’ETK pour 97% des patients. Les activités étaient plus élevés chez les

patients recevant la supplémentation trois fois par semaine.(24)
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Une étude de 2006 a montré qu’une forte supplémentation en thiamine (250 mg/j)
et pyridoxine (200mg/j), n’avait pas d’impact sur le stress oxydatif chez les patients

hémodialysés(25).

Une étude de 2016 n’a pas trouvé de déficit en thiamine dans le sang total de 100

patients hémodialysés ne prenant pas de supplémentation(26).

En revanche une étude de 2018 a retrouvé 12% de patients avec une

concentration de thiamine indiquant une carence biologique(27).

Une autre étude de 2011 montre un risque augmenté de carence chez les patients

en dialyse plus de 15 heures/semaines(28).

Le rapport de la HAS mentionne que dans la majorité des situations cliniques a
risque de carence dont ’"hémodialyse chronique fait partie, le bénéfice d’une
supplémentation en vitamine B1 fait I'objet d’un consensus pour prévenir ou
traiter le tableau clinique carentiel. Un groupe de travail nommé par I'HAS vient

d’étre constitué pour déterminer l'intérét du dosage de la vitamine B1(29).
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B. Matériels et méthode

1. Population étudiée

Pour I’étude de la vitamine B1 une seule campagne a été réalisée en décembre

2018 avec 141 patients hémodialysés. Ces patients ont été comparés aux autres

patients du CHU qui ont eu un dosage de vitamine B1 au cours du mois de

décembre 2018 soit 685 patients. Pour I'étude statistique, les résultats annulés ou

non conforme n’ont pas été conservés.

Hémodialysés

Patients non
hémodialysés

Nombre de patients 141 685
M '3

oyenne d'age (ans) 63 [18-92] 56 [6-98]
[min-max]
Ratio H/F 1,71 0,68
Nombre de valeur étudiée 137 671

Tableau 2 : Résumé des caractéristiques de la population

Nous avons réparti les patients selon 6 tranches d’ages pour vérifier un possible

impact de I’age sur la concentration en TPP. Le tableau 3 nous montre la

répartition des patients selon leur age.

De 0a 15 ans : tranche 1

De 16 a 30 ans
De 31 a 50 ans
De 51 a 70 ans
De 71 a 85 ans
Plus de 85 ans :

: tranche 2
: tranche 3
: tranche 4
:tranche 5

tranche 6

Tranche d'age | Nombre de patients HD | Nombre de patients NHD
1 0 9
2 6 90
3 24 175
4 58 208
5 42 131
6 7 58

Tableau 3 : Répartition des patients selon leur age




2. Technique de dosage
Au CHU de Toulouse, le TPP est dosé sur sang total par HPLC sur une chaine auto
sampler Thermo Fisher AS 300 avec détection fluorimétrique par un détecteur

Jasco FP 1520.

a) Principes généraux de la chromatographie
La chromatographie liquide haute performance est une technique séparative

basée sur la différence de polarité des différents composant d’un échantillon.

L’échantillon a analyser subit un traitement préalable qui differe pour chaque
dosage et qui sera donc détaillé pour le dosage de chaque vitamine. Le but étant
de fixer sur les molécules d’intérét un groupement qui permettra sa révélation a la
sortie de la colonne. Cette étape peut également servir a unifier les formes d’une
méme molécule. Par exemple une molécule qui se trouverait a I'état réduit et
oxydé dans un méme échantillon, en les faisant toutes passer a un seul état, cela
permet de n’obtenir qu’un seul temps de rétention. On peut également ajouter

des groupements pour rendre les molécules plus ou moins polaires.

Apres cette phase de traitement, I'échantillon est injecté avec la phase mobile
dans la colonne de chromatographie, aussi appelé phase stationnaire. La colonne
peut étre polaire ou apolaire et la phase mobile possede la caractéristique inverse
de la colonne. La phase mobile entraine les composés de I’échantillon le long de la
colonne qui va les retenir en fonction de leurs polarités respectives. Les solutés

vont donc sortir de la colonne les uns aprés les autres.
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A la sortie de la colonne, on trouve un détecteur couplé a un enregistreur qui vont

permettre d’obtenir un chromatogramme (Figure 4).

| COLONNE | | détecteur |
—7 g
' Vers
injecteur |  enregistreur |

Réserve de liquide

L phase mobile

sortie

Figure 4 : Principe de fonctionnement de I’'HPLC

La pompe est munie d’un systeme de gradient ce qui lui permet de fonctionner

selon deux modes en fonction des besoins.

e Le mode isocratique : sans variation de I’éluant au court de I'analyse
e Le mode gradient : la concentration des composants de I'éluant varie au

court de I'analyse.

Cette méthode est qualitative, c’est-a-dire que pour des conditions identiques en
phase stationnaire et phase mobile, chaque soluté élué a un temps de rétention

reproductible qui va permettre de le caractériser.

C’est également une méthode quantitative car elle permet de calculer la

concentration de chaque soluté.
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e Dans le cas d’'une chromatographie avec un étalon interne :

O Au début de la série, un calibrant de concentration connue est passé
deux fois.

0 On fait ensuite la moyenne des concentrations de références (RF)

RF = (concentration du calibrant X surface du standard interne) /
surface du calibrant

0 Eton peut calculer la concentration du pic d’intérét (Pi) :

[Pi] = (RF X surface du Pi) / surface du standard interne
e Dans le cas d’une chromatographie sans étalon interne :

0 On établit une gamme d’étalonnage a partir de concentrations
connue de la molécule a doser, on obtient une droite ou Aire du pic =
f(concentration de la molécule).

O Ladroite obtenue permet ensuite de retrouver la concentration de la

molécule d’intérét en fonction de I'air de son pic.

b) Préparation des échantillons pour le dosage de TPP
On utilise une colonne de silice avec des ligands d’octadecyl silane qui rendent la
phase stationnaire hydrophobe. La phase mobile est composée
d’hydrogénophosphate de dipotassium (K2HPOa), de tétrabutylammonium nitrate

(C16H36N203) tamponnée a pH 6.25 avec de I'acide phosphorique (H3POa).

Le dosage est réalisé sur sang total a partir d’'un prélevement hépariné, dans le
cadre de I’étude le prélevement est réalisé avant la séance de dialyse. La technique
permet de doser la thiamine pyrophosphate (TPP) aprés I'avoir oxydée en milieu
alcalin par du ferricyanure de potassium. Les autres formes de thiamine et TMP
sont également oxydées lors de la préparation et elles se voient sur le

chromatogramme mais elles ne sont pas quantifiées.
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On utilise le salicylamide comme étalon interne. L’étalon interne est une substance

qgue I'on ne peut pas trouver dans I'organisme, qui ne co-élue pas avec le composé

qgue I'on cherche a doser et dont la structure est suffisamment proche pour réagir

de la méme maniere que le composeé d’intérét a I’extraction, séparation et

détection. Son role est de s’assurer du bon déroulement de I’extraction, si sa

surface diminue on peut suspecter une perte de substance lors du passage dans la

colonne. La concentration du composé est calculée en rapport avec la surface de

I’étalon interne

L’acide phosphorique (H3POa) est le réactif de révélation qui permet de fixer le

fluorochrome sur les molécules d’intérét.

Nature Volume | Action
Acide perchlorique / NaOH | 300 pl Dans des tubes Eppendorf brun
Echantillon 250 pL Vortexer immédiatement durant 1 min
Centrifuger 6 min a 12000 tr/ min
Surnageant 250 pL Transférer dans des tubes a hémolyse en
verre
SEIM (salicylamide) 25 uL Vortexer 10 secondes
KsFe(CN)s / NaOH 50 uL Vortexer brievement
Déclencher le chronométre pendant 30s
précisément
Puis vortexer brievement
H3POsa 14% 50uL Vortexer immédiatement durant 5s
Transfert du mélange Dans godets d’injection ambrée

Tableau 4 : Préparation des échantillons pour le dosage du TPP, TMP et de la thiamine en HPLC
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c) Analyse des chromatogrammes

On obtient ensuite un chromatogramme qui nous montre le pic du standard

interne et le pic de TPP (Figure 5).

TPP

Standard interne

Figure 5 : Chromatogramme d’un point de calibration du TPP

On peut également retrouver un pic de thiamine chloride, aprés le pic du standard

interne, qui correspond a la forme de supplémentation de la thiamine (Figure 6).

TPP Standard interne

Thiamine chloride

|

Figure 6 : Chromatogramme d’un pool surchargé en thiamine chloride
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Figure 7 : Exemple de chromatogramme de patient hémodialysé

Chez les patients hémodialysés, on observe de plus nombreux pics mais qui restent

bien séparés (Figure 7).

3. Analyse statistique
Les résultats sont présentés en moyenne * |'écart type (ET). Les comparaisons de
distributions de données sont réalisées par un test de Student en série non
appariée ou apparié suivant le modele, une significativité est retenue pour un

p <0,05.

Une comparaison de variance (ANOVA) est utilisée pour analyser I'impact de

plusieurs facteurs sur un parametre.
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C.

Résultats

Cette campagne nous a montré que les patients hémodialysés présentaient peu de

carences en TPP (Tableau 5).

TPP Résultats du TPP HD Résultat du TPP NHD
Bornes Nombre de Nombre de
. Pourcentage | Pourcentage .
(nmol/1) patients patients
<71 8 5,67 6,28 43
71-90,99 4 2,84 11,24 77
91-153 71 50,35 56,79 389
>153 54 38,30 23,65 162
Impossible 4 2,84 0,58 4
Annulé 0 0 0,29 2
Non 0 0 1,17 8
Conforme
Total 141 100 100 685

Tableau 5 : Comparaison de la distribution des résultats de dosage de TPP (nmol/l) entre la
population hémodialysée (HD) et les patients non hémodialysé (NHD)

On retrouve une différence significative entre les résultats des patients

hémodialysés et les autres patients du CHU de Toulouse, les patients hémodialysés

ayant en moyenne une plus grande concentration en TPP (Tableau 6).

TPP (moyenne % ET en nmol/Il)

Nombre de Nombre de
HD p value
valeurs valeurs
12/2018]| 159,14 + 78,05 137 131.23 £57.16 671 0,000

Tableau 6 : Moyennes * ET des concentrations en TPP (nmol/l) (T-Test de Student)

On observe également une différence significative entre les femmes

hémodialysées et les femmes non hémodialysées alors que la différence est non
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significative entre les hommes hémodialysés et les hommes non hémodialysés

(Tableau 7).
Moyenne TPP (nmol/l)
HD Nombre NHD Nombre 0
de valeurs de valeurs
H|157,79 + 80,89 871140,65 + 68,76 270 0,078
F |161,50 + 73,57 50|124,88 + 45,82 401 0,001

Tableau 7 : Moyennes * ET des concentrations de TPP (nmol/I) chez les hommes et les femmes (T-
Test de Student)

L’étude en fonction de la tranche d’age n’a pas retrouvé de différence significative,

gue ce soit chez les patients hémodialysés ou non hémodialysés (Figure 8).

P=0.623

Figure 8 : Représentation des moyennes + ET des concentrations en TPP (nmol/l) par tranche

d’age chez les patients hémodialysés (ANOVA)

Méme si statistiquement il n’y a pas de différence, on observe tout de méme une

tendance vers une diminution des concentrations de TPP avec I’dge sans pour

autant sortir des valeurs normales. Il est difficile d’interpréter la tranche numéro

deux chez les patients hémodialysés car elle est sous représentée.
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P =0.666

Figure 9 : Représentation des moyennes + ET de concentration en TPP (nmol/l) par tranche d’age
chez les patients non hémodialysés (ANOVA)

Chez les patients non hémodialysés, il n’y a pas de différence en fonction de I'age

(Figure 9).

D. Discussion
Les patients hémodialysés chroniques du CHU présentent peu de carences en TPP.
I n’y a donc pas d’argument biologique pour mettre en place un dosage
systématique et régulier de cette vitamine dans le suivi de cette population au
CHU de Toulouse. Comme le suggere Hung et al, 2001(30), le dosage de la vitamine
B1 ne devrait étre réalisé que devant un tableau clinique suspect, I'apparition

d’cedemes ou de troubles neurologiques,

Nous n’avons pas la possibilité de mesurer 'ETKa au CHU de Toulouse et de
vérifier si les résultats des différentes études citées précédemment(21) (22) (23)

sont reproductibles dans notre population.
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V. Vitamine B6
A. Généralités
1. Métabolisme
a) Structure

Le terme vitamine B6 se réfere a un groupement de molécules dérivant de la 3-
hydroxy-2-méthylpyridine. Les différentes molécules se distinguent par le
groupement situé sur le carbone 4 qui peut étre un alcool, la pyridoxine (PN),

, la pyridoxamine (PM), ou un aldéhyde, le pyridoxal (PL) (Figure 10).

Figure 10 : Structures chimiques des différentes formes de vitamine B6
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b) Sources

On trouve de la vitamine B6 dans les végétaux, les poissons et la viande.

Aliment Teneur moyenne en

vitamine B6 (mg/100g)

Gelée Royale 6.2

Ascophylle noueux ou goémon noir (Ascophyllum 5.61

nodosum), séché ou déshydraté

Son de riz 4.07

Biscuit sec a teneur garantie en vitamines et minéraux 3.7
Biscuit sec a teneur garantie en vitamines 3.35
Sauge, séchée 2.69

Menthe, séchée 2.58

Poivre de Cayenne ou piment de Cayenne 2.45
Biscuit sec aux fruits, hyposodé 2.4

Paprika 2.14

Tableau 7 : Liste des 10 aliments les plus riches en vitamine B6, source Anses

c) Besoins physiologiques
L’Anses recommande un apport de 1,8 mg/j pour les hommes et de 1,5 mg/j pour

les femmes.
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d) Absorption
Dans I'alimentation on trouve la vitamine B6 sous ses trois formes et elles peuvent
étre phosphorylées ou non, elles sont majoritairement liées aux protéines et aux

glucides.

L’absorption des formes libres se fait essentiellement de maniere passive et non

saturable(31).

Dans l'intestin les vitamines sont libérées des protéines et les formes
phosphorylées sont hydrolysées par une phosphatase intestinale. En effet, la
membrane luminale intestinale, comme toutes les membranes cytoplasmiques, est

tres peu perméable aux formes phosphorylées(32).

L’absorption se fait principalement au niveau du duodénum(33), en effet
Middleton a montré grace a des segments d’intestin gréle de rat que I'absorption
distale était beaucoup moins élevée que dans les parties proximales, il suppose

gu’il existe un transport actif saturable.

La forme liée aux glucides est faiblement absorbée mais elle peut subir une

hydrolyse par une glucosidase intestinale.

Dans les entérocytes les trois formes de la vitamine B6 subissent des
phosphorylations et déphosphorylation avant de rejoindre la circulation sanguine

jusqu’au foie(32).

e) Distribution
C'est dans le foie que les différentes formes PN, PM et PL sont transformées en
phosphate de pyridoxal (PLP) qui est la forme active de la vitamine B6. Pour la PN
et PM il existe une étape intermédiaire de phosphorylation avant d’étre

transformé en PLP. C’est la pyridoxine phosphate oxydase qui transforme la
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pyridoxine phosphate (PNP) et la pyridoxamine phosphate (PMP) en PLP(34)

(Figure 11).

Figure 11 : Métabolisme des interconversions entre la pyridoxine, le pyridoxal, la pyridoxamine et
leur esters de phosphate respectif (Spinneker el al, 2007(35))

Le PLP circule ensuite dans le sang lié a I'albumine dans le plasma et lié a

I’hémoglobine dans les érythrocytes(36).

Le PLP, qui a deux charges négatives sur la chaine latérale, se fixe a la sous unité
béta de I'hémoglobine alors que les autres dérivés du pyridoxal n’ayant qu’une
charge négative sur la chaine latérale comme le pyrydoxal-5-phosphate

monométhyl ester, se fixent sur la sous unité alpha(37).
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Pour pénétrer dans les cellules le PLP doit étre hydrolysé en PL car les membranes

cellulaires sont perméables au PL mais ne laisse pas passer le PLP(38). Ce sont des

phosphatases liées aux membranes des cellules qui réalisent cette hydrolyse. C'est
également le cas pour le passage de la barriere hémato encéphalique, seul le PL

peut traverser.

Le PLP se trouve principalement dans les reins, le cerveau, le foie et les

muscles(39). Dans le muscle le PLP est lié a la glycogéne phosphorylase(40).

f) Elimination
Apres déphosphorylation, le PLP est transformée en acide 4-pyridoxique (4-PA) par
une aldéhyde oxydase FAD-dépendante dans le foie puis éliminé dans I'urine(41).
Dans des conditions nutritionnelles normales, le 4-PA représente environ 60 % de

la dose de vitamine B6 quotidiennement ingérée.

2. Rbles physiologiques
Le PLP est le groupement prosthétique de nombreuses enzymes(42)
principalement impliquées dans le métabolisme des acides aminés, dans la
synthese des catécholamines et la synthese de neurotransmetteurs mais
également dans le métabolisme des glucides et des lipides. Il est essentiel pour la

croissance, le développement de I'organisme et le maintien de ’lhoméostasie.
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a) Meétabolisme des acides aminés
Les différents types de réactions catalysées par les enzymes PLP-dépendantes

concernent les quatre liaisons du carbone a des acides aminés (Figure 12).

Le PLP se lie aux enzymes en formant une liaison entre sa fonction aldéhyde et la

fonction amine d’un résidu lysine de I'apoenzyme.

décarboxylases
COOH

transférases R)L Cja_’ transaminases
/ Fo

H CH OH
0 ~CH,-0-P-OH
o)
H,C
H+

Figure 12 : Lieu d’action des différentes enzymes PLP-dépendantes

(1) Rupture de la liaison Ca—H

(a) Transaminase

A I'exception de la Lysine, tous les acides aminés peuvent subir des
transaminations réversibles, ces réactions sont essentielles au métabolisme des
acides aminés et a la néoglucogénese. Les deux transaminases les plus actives sont

les transaminase glutamique-oxaloacétique (TGO) ou aspartate aminotransférase
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(ASAT) (Figure 13) et transaminase glutamique-pyruvidique (TGP) ou alanine

aminotransférase (ALAT) (Figure 14).

Figure 13 : Schéma réactionnel de I'ASAT

Figure 14 : Schéma réactionnel de I’ALAT

Le pyruvate et I'oxaloacétate sont réintroduits dans le cycle de Krebs tandis que le
glutamate régénere I'acide a-cétoglutarique en libérant une molécule

d’ammoniaque.

(b) Déshydratases et Désaminases

Elles catalysent la déshydratation des acides aminés puis leur désamination. Ce
sont les Sérine et Thréonine-déshydratases qui transforment respectivement la

sérine en pyruvate et la thréonine en acide a-cétobutyrique.
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Pour étre plus précis, c’est la déshydratation qui est une rupture de la liaison Ca-H

alors que la réaction de désamination est une rupture Ca-R.

(c) Trans-sulfurases

Elles agissent par transfert de groupement thiol.

Deux de ces enzymes hépatiques interviennent dans les métabolismes de

I’'homocystéine, la cystathionine B-synthase et la cystathionase. Elles transforment

I’'homocystéine en cystathionine et la cystathionine en cystéine (Figure 15).

Figure 15 : Métabolisme de I’'homocystéine (Spinneker et al, 2007 (35))

L’hyperhomocystéinémie étant un facteur de risque vasculaire indépendant des

autres risques décrits, ces enzymes ont un réle trés important bien qu’il soit
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observé une corrélation entre risque cardio-vasculaire et taux bas de vitamine B6

mais sans corrélation avec le taux d’homocystéine(43).

(2) Rupture de la liaison Ca — COOH : Les décarboxylases

Les décarboxylases jouent un réle important dans la synthése de certains
neuromédiateurs et composés hormonaux dérivés des acides aminés. L’histidine
est décarboxylé en histamine, la dyhydrophénylalanine en dopamine, la tyrosine
en tyramine qui a un role dans la contraction musculaire, le 5-

hydroxytryptophane en sérotonine et I'acide glutamine en GABA.

b) Autres réles co-enzymatiques

(1) Cynuréninase et 3-hydroxycinurénine transaminase

Ces deux enzymes sont impliquées dans le métabolisme du tryptophane et
aboutissent a la formation du NAD. En cas de carence en vitamine B6 on observe
une augmentation dans les urines d’acide xanthurénique et une augmentation de
3-hydroxycinurénine dans le cerveau qui est partiellement responsable des

troubles neurologiques que I'on observe.

(2) La glycogeéne phosphorylase
La vitamine B6 intervient dans le métabolisme du glycogene. La glycogéne
phosphorylase a pour réle de fournir a la glycolyse des unités glucosyles
phosphorylées issus des formes de réserves. Dans le muscle, son activité est liée
aux besoins en énergie pour la contraction musculaire et, dans le foie, elle permet

de répondre a une baisse de glycémie.
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c) Action sur le tissu érythrocytaire
Le PLP est le co-enzyme d’une synthétase, la delta aminolevulinate synthétase, qui
condense la glycine et le succinylCo-A et forme 'acide delta-aminolevulinique.
Cette étape mitochondriale est limitante dans la synthese des porphyrines et donc

de I'héme.

d) Action sur le tissu osseux
La lysyl oxydase catalyse la désamination oxydative des résidus lysine et
hydroxylysine incorporés dans la tropoélastine et le tropocollagene. Une carence

en vitamine B6 peut donc conduire a une altération de la matrice osseuse.

e) Métabolisme des lipides
Les études sur I'effet de la vitamine B6 sur les lipides sont contradictoires avec une

grande variabilité des résultats décrits d’'une espéce a l'autre.

Chez ’homme, la carence en vitamine B6 n’a pas d’effet sur la
cholestérolémie(44). En revanche une supplémentation en vitamine B6 prévient
I’hypercholestérolémie chez les patients sous disulfirame, un traitement aversif
dans I'alcoolisme(45). La supplémentation en vitamine B6 n’a pas d’effet sur le

profil des lipoprotéines plasmatiques chez les patients hémodialysés(46).

f) Réle dans la régulation de la pression artérielle
La vitamine B6 joue un réle dans la régulation de la pression artérielle. Dans
certains modeéles de rats hypertendus, il a été montré qu’une supplémentation en
vitamine B6 pouvait restaurer une tension normale(47). Le PLP agirait en modulant

la réponse des canaux calcium(48).
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Chez ’lhomme, une supplémentation de 5mg/kg/j, permet de diminuer les
pressions systolique et diastolique chez les patients atteints d’hypertension

essentielle mais sans effet sur le rythme cardiaque.(49)

g) Activité antioxydante
Plusieurs travaux ont montré le role de la vitamine B6 dans la protection contre le
stress oxydant. /n vitro, la pyridoxine et la pyridoxamine peuvent inhiber les
radicaux super oxyde et prévenir la peroxydation des lipides(50). La pyridoxamine
inhibe également la modification des protéines par les espéces radicalaires

dérivées de I'oxygene(51).

3. Signes de carence
Dans les pays industrialisés la carence franche en vitamine B6 est exceptionnelle
mais on observe des formes frustres dues a des apport suboptimaux. La carence

touche plusieurs appareils.

a) Valeurs de références au CHU de Toulouse

Ces valeurs concernent le PLP plasmatique.

e <10 nmol/I : Déficit majeur

e 10-20 nmol/I : Déficit important
e 20-30 nmol/I : Déficit

e 30-150: Normal

Ces normes ont été établie a partir de la littérature(52)(53).
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b) Neurologique
La carence en vitamine B6 est responsable de polyneuropathie périphérique(54),
elle peut aussi provoquer une dépression(55). Dans les cas de carences importante
on peut observer des convulsions. Ces convulsions ont été décrite le plus souvent
chez les enfants mais peuvent également se voir chez des patients adultes dans un

contexte d’alcoolisme(56).

Il existe également une maladie génétique appelée épilepsie pyridoxino-
dépendante qui provoque des convulsions qui ne répondent pas aux traitements

antiépileptiques mais a I'administration de vitamine B6(57).

c) Dermatologique
La carence en vitamine B6 peut provoquer des dermatites de type pellagre(58) due
a un défaut de production de la proline a partir de I'ornithine ce qui conduit a la

suppression de la synthese de collagéne au niveau de la peau(59).
On peut également observer des glossites et stomatites.

d) Hématologique
Ces manifestations sont rares mais I'on peut voir une anémie hypochrome avec

hypersidérémie(60) et des anomalies de I'immunité cellulaire et humorale(61).

e) Cancers
Il existe une corrélation entre la concentration de PLP et I'apparition de certains
cancers comme les cancers colorectaux, du pancréas, gastrique, de la prostate, du

sein, du poumon et certains cancers oraux pharyngés(35).
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f) Augmentation du risque cardio-vasculaire
L"augmentation du risque cardio-vasculaire en cas d’hyperhomocystéinémie est

due a 'augmentation du risque athérogene.

L’augmentation de la concentration d’homocystéine dans la carence en B6 est

moins importante que dans la carence en vitamine B9 ou B12.

g) Meétabolique
On peut observer une hyperoxalémie par défaut de la transamination de I’acide

glyoxylique qui est alors oxydé.

4, Surdosage
La vitamine B6 est hydrosoluble, il n’y a donc pas de stockage mais on observe
cependant des signes cliniques en cas de supplémentation prolongée. Ces signes
cliniques peuvent ressembler a ceux d’une carence. Ce sont des manifestations
neurologiques sensorielles(62) (63) et motrices ainsi que des perturbations

mnésiques.

La Direction générale de la Concurrence, de la Consommation et de la Répression
des fraudes a émis un bulletin en 2019 fixant la teneur maximale recommandé par
portion journaliere pour les compléments alimentaire a 12.5 mg de vitamine

B6(64).

5. Particularité chez les patients hémodialysés.
La vitamine B6 est éliminée a plus de 50% par les appareils de dialyse a haut
débit(65). Une concentration adéquate de B6 est importante afin d’éviter une

hyperhomocystéinémie(66), ce qui est un facteur de risque d’athérosclérose. Une
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étude de 2000 a montré une amélioration des symptomes de neuropathies
périphériques apres supplémentation en vitamine B6 chez des patients qui avaient
des concentrations en vitamine B6 dans les limites de la normale, les auteurs

suggérent I'existence d’'un mécanisme de résistance a la vitamine B6(67).

On observe également une meilleure correction de I’lhémoglobine chez les patients
anémiés qui regoivent un traitement en fer lorsqu’ils sont supplémentés en

vitamine B6 (180mg/jour de vitamine B6 per os) (68).

La plus petite dose de supplémentation en vitamine B6 recommandé est de 10
mg/j afin de normaliser le taux de PLP mais les études citées précédemment

utilisent des doses allant jusqu’a 100mg/j.

Une autre méta-analyse a montré que 24 a 56% des patients hémodialysés étaient
carencés en vitamine B6 et que 28 a 48% de la vitamine B6 était épuré par la
dialyse en fonction de I'appareil de dialyse utilisé. Les auteurs suggerent que les
recommandations de supplémentation de 10 a 50 mg sont basées sur de vieilles
études et que I’évolution des méthodes de dialyses risquent de conduire a un

nombre plus élevé de carences(69).

En revanche, une étude menée sur une population pédiatrique de patients
hémodialysés supplémentés en pyridoxine (Dialyvit®, 2mg de pyridoxyne/cp,
Forceval®, 2mg de pyridoxyne/cp, Forceval Junior®, 1mg de pyridoxine/cp, et
Phlexy-Vits sachets®, 0.22 mg de pyridoxyne /g) ou non, a montré qu’aucun enfant

n’était carencé mais que plus de la moitié avaient une concentration de PLP dans
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le sang total trop élevée, les auteurs proposent de ne pas supplémenter de
maniere systématique mais seulement si les apports alimentaires sont insuffisants

et apres confirmation par un dosage sanguin du PLP(70).

Une étude de 1993 a montré, dans une population de patients hémodialysés ne
recevant pas de supplémentation, que 87% des patients étaient carencés en PLP et
5% avaient des concentrations marginales. lls ont également mesuré I'activité de la
glutamate-oxalo-acetate transaminase érythrocytaire (EGOTa) et retrouvent 77%
de patients carencés et 12% ayant des activités marginales(22). La méme équipe a
montré en 2000 |'effet d’une supplémentation sur un an par 50mg de pyridoxine
apres chaque séance de dialyse. lls ont mesuré 'EGOTa, 76% des patients avaient

une activité normale et 24% une activité marginale(24).

B. Matériel et méthode

1. Population
Pour I’étude de la vitamine B6 une seule campagne a été réalisée en décembre
2018 avec 140 patients hémodialysés chroniques. Ces patients ont été comparés
aux autres patients du CHU qui ont eu un dosage de vitamine B6 au cours du mois

de décembre 2018 (Tableau 8).

Hémodialysés | Témoins
Nombre de
patients 140 698
Age (ans) 63 [18-92]| 56 [6-98]
Ratio H/F 1,69 0,72

Tableau 8 : Caractéristique de la population d’étude de la vitamine B6
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2. Méthode de dosage

a) Préparation des échantillons pour le dosage du PLP

Au CHU de Toulouse, le dosage de la vitamine B6 est réalisé sur une chaine HPLC
Ultimate 3000 Thermo Fisher a détection fluorométrique avec un détecteur FLF
3100 Thermo Fisher et une colonne de silice avec des ligands d’octadecyl silane. Le
dosage se fait sur plasma hépariné ou sérum, dans le cadre de I'étude, le

prélevement se fait avant la séance de dialyse.

La technique permet de détecter le Pyridoxal phosphate (PLP), le Pyridoxal (PL) et
I’acide Pyridoxique (PA). Seul le PLP est quantifié et rendu au clinicien, I’évaluation
semi-quantitative des deux autres molécules permet une interprétation plus

précise du profil.

Contrairement au dosage des vitamines B1 et C, cette technique nécessite une

étape de dérivatisation. De plus pour cette technique, il n’existe pas d’étalon

interne.
Nature Volume | Action
Echantillon 250yl Dans des tubes Eppendorf
Acide trichloracétique a | 30ul Vortexer immédiatement durant 1min
30%
Laisser reposer 10 minutes a température
ambiante
Vortexer 15 secondes
Centrifuger 10 min a 10600 tr/min
Surnageant 150ul Transférer dans des tubes Eppendorfs
Semicarbazide / 30ul Rajouter le réactif de dérivatisation
Glycine Vortexer durant 15 secondes
Dérivatiser 30 minutes a 4°C
NaOH a 1.25 mol/I ‘ 20yl Vortexer 15 secondes
Transfert du mélange Dans des godets d’injection ambrée avec
réducteur.

Tableau 9 : Préparation des échantillons pour le dosage du PLP en HPLC
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b) Analyse des chromatogrammes

Le chromatogramme obtenu présente les 3 pics d’intéréts PLP puis PA puis PL

(Figure 16).

Les colonnes actuellement disponibles et conditionnées par le fournisseur pour

cette technique nécessitent d’étre qualifiées a chaque nouveau lot. Le risque

majeur étant un épaulement sur le pic de PLP ne permettant pas de le quantifier et

I’absence de PL détectable.

PLP

Figure 16 : Chromatogramme d’un point de calibration pour la vitamine B6

A

/

L

/
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C.

Résultats

Les résultats de cette campagne ne sont pas exploitables car nous avons été

confrontés a de nombreux problemes techniques (Tableau 10).

PLP Résultats hémodialysés Résultats non hémodialysés
Bornes Nombre de Pourcentage | Pourcentage Nombre de
(nmol/l) patients patients
<10 0 0,00 9,74 68
10-20 1 0,71 21,35 149
20-30 2 1,43 21,06 147
30-150 15 10,71 40,97 286
>150 8 5,71 5,16 36
Annulé 114 81,43 0,86 6
Non 0 0,00 0,86 6
conforme
Total 140 100,00 100,00 698

Tableau 10 : Comparaison de la distribution des résultats de dosage de PLP (nmol/l) entre les

patients hémodialysés et les patients non hémodialysés

Le plasma des patients hémodialysés étant chargé de nombreuses substances qui

ne sont plus éliminées par les reins, les interférences rendent les

chromatogrammes illisibles, plus de 81% des chromatogramme n’ont pas pu étre

exploités.
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PLP PA PL

Figure 17 : chromatogramme d’un patient hémodialysé (en bleu le chromatogramme du patient,
en noir le chromatogramme d’un point de calibration)

Sur la figure 17 on peut voir deux chromatogrammes superposés, celui d’un

patient hémodialysé en bleu et celui d’'un point de calibration en gris.

Figure 18 : Zoom sur le pic de PLP d’un patient hémodialysé

Sur la figure 18 on peut voir qu’il y a un décalage entre les temps de rétention du
pic identifié comme PLP par le logiciel pour le patient et celui du point de
calibration. On observe également un épaulement sur I'un des pics du patient. On

ne peut pas identifier le pic correspondant au PLP.
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Il serait intéressant de reconduire cette étude aprées l'installation de la

spectrométrie de masse pour le dosage de la vitamine B6.

D. Discussion
On ne peut pas conclure sur le statut en vitamine B6 chez les patients
hémodialysés chroniques du CHU de Toulouse. En revanche la bibliographie tend a
montrer un fort risque de carence dans les populations hémodialysées chroniques,
d’autant plus que la dialyse est réalisée sur des appareils a haut débit. La
bibliographie serait en faveur d’une supplémentation systématique de ces
patients, cependant le risque d’accumulation de PLP est a prendre en compte si on

ne peut pas en surveiller la concentration plasmatique.
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V. Vitamine C
A. Généralités

1. Métabolisme
a) Structure
L’acide ascorbique (AA) est une molécule de 176.13 Da dont la structure est le
2-oxo-L-thréo-hexono-4-lactone-2,3-enediol. Il comporte une fonction lactone,
deux carbones asymétriques C4 et C5, deux fonctions alcool sur les carbones 5 et
6, et une fonction éne-diol sur les carbones 2 et 3 (Figure 19). Le groupement éne-
diol est responsable du caractere acide de la molécule et de ses propriétés

réductrices.

& |z
].... 1@
Lo

HO

Figure 19 : Structure de I'acide ascorbique

L’acide ascorbique est ionisé en anion ascorbate qui possede un énolate conjugué

avec le C=0 lactonique. Au pH physiologique, I'anion ascorbate prédomine.

On trouve également la vitamine C sous sa forme réduite ou oxydée, la forme

oxydée est le déshydroascorbate (DHA) (Figure 20).

OH 2HY, 2e OH
o 0 j 0 0
OH _— OH
OH OH 0 0
Acide L-ascorhigue Acide L-déshydroascorbigue
ou vitamine C

E. Jospord (£

Figure 20 : Oxydation de I'acide ascorbique

48



L’acide ascorbique n’est une vitamine que pour un faible nombre d’espeéces,

principalement les primates, les cochons d’Inde et les chauves-souris frugivores du

fait de mutations génétiques indépendante qui ont inactivé la gulonolactone

oxydase. Les autres especes de mammiferes peuvent en effet synthétiser de

I’acide ascorbique a partir du glucose.

b) Sources

La vitamine C est apportée exclusivement par 'alimentation. On la trouve

principalement dans les fruits et |égumes.

Aliment Teneur moyenne en vitamine C
(mg/100g)
Cerise acérola, pulpe, crue, prélevée a la Martinique 2850
Pomme cajou, pulpe, crue, prélevée a la Martinique 556
Goyave, pulpe, crue, prélevée a la Martinique 492
Guacamole, préemballé 359
Goyave, pulpe, crue 228
Cassis, cru 181
Persil, frais 177
Thym, frais 160
Piment, cru 155
Raifort, cru 152

Tableau 11 : Liste des 10 aliments les plus riches en vitamine C pour 100g, source Anses

c) Besoin physiologique

Les besoins physiologiques sont de 110 mg / jours pour les hommes et les femmes

d’apres I’Anses.
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d) Absorption
Il existe deux mécanismes d’absorption de la vitamine C. Un transport actif et
saturable faisant intervenir le transporteurs SVCT 1 (Sodium Vitamine C
transporteur)(71) (72), il se trouve au niveau de l'intestin gréle. L’autre mécanisme
est une diffusion facilitée du DHA via les transporteurs du glucose GLUT 1, 3(73) et

4(74).

Figure 21 : Représentation graphique de I'absorption intestinale de I’acide ascorbique

Ce graphique (Figure 21) montre que la saturation du transporteur SVCT1 est
atteinte pour une prise de 110 mg/j ce qui correspond a une concentration
plasmatique de 10 mg/I, la concentration optimale. Au-dela de 110 mg/j, on peut
voir que I'absorption se fait de maniere passive et moins efficace que I'absorption

active(75).
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e) Distribution
Il existe deux isomeres de I'acide ascorbique, I'acide L-ascorbique qui est utilisé par

I’organisme et I'acide D-ascorbique qui n’est pas métabolisable chez 'homme.

L’acide ascorbique est hydrosoluble, il circule sous forme libre dans le sang et il
représente 95% de la vitamine C circulante. Le reste de la vitamine C circule sous

forme de DHA.

L’acide ascorbique est transporté de maniere active et saturable dans les cellules
via le transporteur SVCT2 alors que le DHA est transporté par diffusion facilité via
les transporteurs GLUT1, GLUT3, et GLUT4(73) (76). Le DHA est ensuite réduit en
acide ascorbique dans la cellule. Mais ce transport facilité peut étre inhibé par les
oses(77) en particulier le glucose donc la concentration plasmatique est beaucoup

plus importante que le DHA.

Certaines cellules ont la capacité d’accumuler I'ascorbate en fonction de leurs
besoins comme les glandes surrénales, I’'hypophyse, le foie, les reins, les muscles

et la rate.
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f) Elimination
La vitamine C est éliminée par voie rénale et par voie fécale. Pour 100 mg par jour
25% de la vitamine C est éliminée sous forme inchangée et 55% sous forme d’acide

oxalique(78) (79).

Figure 22 : Produits de dégradation majoritaires de I'acide ascorbique

Sa demi-vie est de 10 a 20 jours.
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(1)  Elimination rénale
Une étude par Levine et al en 1996 a montré que pour des doses d’acide
ascorbique inférieures a 50mg, ingérées par voie orale ou administrée par voie IV,
on ne retrouvait pas d’acide ascorbique dans les urines. Mais au-dela de 500mg
administré par voie IV, on retrouve I'intégralité de la dose dans les urines(75)

(Figure 23).

Figure 23 : Elimination urinaire de I'acide ascorbique

Cela nous montre gu’il existe un transport saturable qui permet la réabsorption de
I’acide ascorbique filtré par le rein. Au niveau de I'épithélium du tubule rénal
proximal on retrouve un transporteur SVCT1 similaire a celui de I'épithélium

intestinal(71).
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(2)  Elimination fécale
L’acide ascorbique non absorbé est éliminé dans les selles et peut étre responsable

de diarrhées osmotiques au-dela d’'une dose de 2g en une seule prise(80).

2. Réles physiologiques
L’acide ascorbique est impliqué dans de nombreux processus métaboliques
principalement basés sur I’équilibre ascorbate/radical -anion
monodéhydroascorbate. L'ascorbate est facilement oxydé en produisant le radical-
anion monodéhydroascorbate de faible réactivité. Cela permet par exemple de

réduire les ions ferriques et cuivriques en ions ferreux et cuivreux.

La vitamine C est impliquée dans 2 processus principaux, cofacteurs dans les
réactions d’hydroxylations catalysées par des oxygénases et antioxydant en phase

aqueuse.
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a) Réactions d’hydroxylation
(1)  Synthese du collagene
Le collagene est une protéine multimérique. La structure primaire est une suite
d’acides aminés riche en glycine et en proline. Tous les 3 acides aminés, on
retrouve une glycine. Les résidus proline vont subir une modification post-
traductionnelle pour obtenir de I’hydroxyproline. Cette modification est catalysée

par la proline-hydroxylase en présence d’acide ascorbique (Figure 24).

Proline 3-Hydroxyproline  4-hydroxyproline
0 02, Fe2+, o Ou 0
il a-cetoglutarate, I Il
? acide ascorbigue ? ?
—N=C—H JR—— ——MN=C=H —N=-C—H
I { |
Hzr:‘:: CHa Prolyl hydroxylase HEG':: cn-{ ch‘:: /CHQ
r.:H/g cé OH Ei":H
OH

Figure 24 : Hydroxylation de la Proline

Les sous-unités de collagene se replient en hélice a et I'assemblage de 3 hélices a
en une super hélice tournant dans le sens contraire des sous unités forme le
tropocollagéne. Le tropocollagéne est stabilisé grace aux pont hydrogénes formés

entre les résidus hydroxyproline.
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Les molécules de tropocollagene s’assemblent entre elles grace a des liaison
covalente entre les résidus Lysine sous I'action de la lysyl-oxydase dépendante du

cuivre a I'état cuivreux (Figure 25).

IRRESER e

(CHz)4-NH3* résidu lysine

FH3N - (CHz)4q  résidu lysine

02
Lysyl oxydase

(CH2)3-C—H  dérivés
[l aldéhydes
des lysines

(CH2)z -CHZ-C =0

Pontage
spontané

(CHz)3-C

Il H
(CHz)z -C —-C=0

Figure 25 : Formation des liaisons covalentes entres les molécules de tropocollagene

La proline-hydroxylase fonctionne grace a un atome de fer ferreux (Fe?*) au niveau
de son centre catalytique alors que la lysyl-oxydase posséde un atome de cuivre

cuivreux (Cu?*). L’acide ascorbique permet de régénérer la forme réduite de ces

atomes.
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(2)  Synthese des catécholamines
L’ascorbate est un cofacteur de la dopamine-B-hydroxylase (ou dopamine

monooxygénase) qui catalyse la réaction de transformation de la dopamine en
noradrénaline (Figure 26).
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Figure 26 : Synthese de I'adrénaline
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La dopamine-B-hydroxylase est une enzyme tétramérique, contenant 4 atomes de
cuivre qui nécessitent d’étre a I'état réduit pour fonctionner de maniére optimale.

C’est I'ascorbate qui assure le maintien des atomes de cuivre dans cet état.

(3)  Synthese de la carnitine
L’ascorbate intervient aupres de 2 enzymes dans la chaine de synthese de la
carnitine, la y-butyrobétaine hydroxylase et la 6-N-triméthyllysine-3- hydroxylase
qui fonctionnent toutes deux avec du fer ferreux (Figure 27). L’ascorbate permet

de maintenir le fer a I’état ferreux(81).

Figure 27 : Biosynthese de la carnitine
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L’ascorbate n’est pas indispensable au fonctionnement des enzymes mais il

augmente leur vitesse de réaction.

(4)  Catabolisme de la phénylalanine et de la tyrosine
La phénylalanine et la tyrosine ont une voie de catabolisme commune. La premiere

réaction mise en jeu est I’hydroxylation de la phénylalanine en tyrosine.

La tyrosine peut ensuite rejoindre le métabolisme des catécholamines ou bien étre
dégradé en fumarate et acétoacétate (Figure 28). Le fumarate va rejoindre le cycle
de Krebs et I'acétoacétate qui est un corps cétonique pourra étre utilisé pour la

cétolyse.

Figure 28 : Schéma du catabolisme de la tyrosine

C’est la deuxieme étape de dégradation de la tyrosine qui dépend de I'acide
ascorbique. Cette étape est catalysée par le systeme enzymatique p-
hydroxyphénylpyruvate hydroxylase et transforme le p-hydroxyphenyl pyruvate en

homogentisate(82).
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(5)  Activation des hormones peptidiques
De nombreuses hormones peptidiques nécessitent une étape d’a-amidation pour
étre fonctionnelles. L’a-amidation est une modification post-traductionnelle des
protéines, elle a lieu suite a un clivage du précurseur protéique qui fait apparaitre
une glycine en position C-terminale. Cette réaction remplace le groupement
carboxylique par un groupement amide ce qui diminue la charge électrique et
augmente la polarité des protéines, le but étant d’augmenter la durée de vie des

protéines en les protégeant de la protéolyse.

La réaction se déroule en deux étapes catalysées par 2 domaines d’une seule
enzyme, la peptidylglycine alpha-amidating monooxygenase (PAM). La premiére
étape est catalysée par le domaine peptidylglycine alpha-hydroxylating
monooxygenase (PHM) qui utilise le cuivre cuivreux et I'ascorbate et la seconde
étape est catalysée par la peptidyl-alpha-hydroxyglycine alpha-amidating lyase
(PAL) (Figure 29).

2 Ascorbate 2 Semidehidroascorbate H
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Peptidylglveine Peptidyl Amidated peptide

a-hydraxyglycine and glyoxylate

Figure 29 : Fonctionnement de la PAM (Chufan. E et al, 2009(83))
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(6)  Hydroxylases dépendantes du cytochrome P450
Le role de I'acide ascorbique dans le fonctionnement des cytochromes P450 n’est
pas completement élucidé mais des observations réalisées sur des cobayes
carencés en vitamine C ont montrés une diminution de l'activité des hydroxylases
stéroidiennes, du taux des cytochromes P450 et de I'élimination des substances

xénobiotiques qui leurs ont été injectées(84) (85).

b) Métabolisme du fer
La vitamine C joue un role important dans I'absorption duodénale du fer. Dans
I’alimentation, le fer se présente sous deux formes, héminique ferreux facilement
absorbé par I'organisme et non héminique ferrique dont I'absorption dépend de la
constitution du bol alimentaire et de la présence en vitamine C. La vitamine C
intervient en transformant le fer ferrique en fer ferreux(86), en effet le fer ferrique
est insoluble a pH alcalin comme dans le duodénum alors que le fer ferreux est
soluble. Cette transformation est opérée par une réductase membranaire au

niveau du duodénum qui utilise I'acide ascorbique comme co-facteur.

La vitamine C joue également un role pour I'incorporation et la mobilisation du fer

dans la ferritine(21).

c) Métabolisme de I’histamine
Il existe une corrélation inverse entre la quantité d’acide ascorbique et la quantité
d’histamine dans le sang. En cas de carence en vitamine C, I'histamine

augmente(87).

Une étude de 1990 a montré que la prise unique orale de 2g de vitamine C
réduisait la réactivité bronchique chez des patients souffrant de rhinite allergique a

qui on a fait inhaler de I'histamine(88).
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d) Action antioxydante
L’acide ascorbique a la propriété de neutraliser certaines espéeces réactives
dérivées de I'oxygene (ERO) comme le radical hydroxyl ou des especes réactives

dérivées de I'azote (ERN) comme le peroxynitrite.

Son action antioxydante est également due a la capacité de I'acide ascorbique a
régénérer I'a-tocophérol qui est une forme de vitamine E avec un fort pouvoir

anti-oxydant(89) (90).

Cette propriété permet de protéger I'ceil contre les attaques radicalaires générées
par les photons. Dans les polynucléaires neutrophiles I'acide ascorbique permet de
neutraliser les ERO produit lors de la réponse immunitaire. Dans le plasma il limite

la peroxydation lipidique des LDL(91).

e) Réponse immunitaire
La réponse immunitaire dépend de la production régulée de radicaux libres

oxygénés en plus ou moins grande quantité.

Le métabolisme des macrophages et des polynucléaires activés consomment une
grande quantité d’O,, cela conduit a une production d’anion superoxyde Ox- par la
NADPH-oxydase. L'anion superoxyde est ensuite pris en charge par la superoxyde

dismutase pour former de I'eau oxygénée H,0; qui est un antiseptique.

De plus les polynucléaires qui posseédent I’enzyme myéloperoxydase (MPO),
peuvent transformer |’eau oxygénée en hypochlorite qui pourra ensuite réagir
avec des amines et des amides pour donner des chloramines et des chloramides

qui ont également un effet antiseptique.

Enfin, I'’eau oxygénée peut aussi réagir avec I'anion super oxyde pour former le

radical hydroxyl hautement réactif.
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Le role de I'acide ascorbique est de neutraliser I'exces de radicaux libres afin
d’éviter qu’ils n"alterent les membranes des cellules immunitaires et ne propagent

une cascade délétere pour les constituants du plasma et des autres tissus.

On observe également un effet sur le chimiotactisme des cellules immunitaires qui

ont une mobilité augmentée(92).

3. Signes de carences

a) Seuils biologiques (au laboratoire du CHU de Toulouse)

Les seuils biologiques de vitamine C sériques sont :

e Seuil scorbutique : <2,5 mg/I
e Risque d’hypovitaminose : 2,5-6,2 mg/I
e Statut normal : 6,2-10 mg/I

e Statut optimisé : >10 mg/|

Ces valeurs ont été établies a partir de la littérature(93) (94) (95)

b) Signes cliniques
(1)  Etat marginal de carence
Les premiers signes de carence en vitamine C ne sont pas trés significatifs, on
retrouve de I'asthénie, de I'anorexie et une faiblesse musculaire. Si la carence se

prolonge, on atteint le stade scorbutique.

(2)  Scorbut
Le scorbut se manifeste par des atteintes cutanéo-muqueuses, avec des
saignements gingivaux, des hématomes spontanés, un déchaussement des dents,

une alopécie, un purpura cutanéo-muqueux. Toutes ces atteintes sont liées a un
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défaut de synthese du collagene. Ces signes cliniques, visibles, sont
potentiellement accompagnés de signes cliniques d’organes également liés a la
fragilité de la matrice extracellulaire en particulier du cartilage, on observe des

arthralgies des grosses articulations avec cedemes.

On note aussi des gingivites et des parodontites qui s’expliquent par I'altération de
la muqueuse et le déchaussement des dents associées a une altération de la

réponse immunitaire.

En 1939, une expérience a été menée par un homme adulte en bonne santé qui
s’est astreint volontairement a un régime dépourvu de vitamine C(96). La
concentration en acide ascorbique plasmatique a atteint zéro apres 41 jours, en
revanche la concentration leucocytaire en acide ascorbique n’a atteint zéro
gu’apres 82 jours. Les premiers signes cliniqgues n’ont commencé a apparaitre que
trois mois apres le début de I'expérience soit peu de temps apres la déplétion des

leucocytes.

4. Enjeu de la supplémentation en vitamine C chez les patients
hémodialysés
La vitamine C est un enjeu complexe chez les patients hémodialysés car ses effets
bénéfiques peuvent étre complétement supplantés par ses effets adverses pour
cette population. Une méta-analyse a recensé les effets positifs et négatifs de la

supplémentation en acide ascorbique retrouvés dans différentes études(21).

On observe une diminution des doses nécessaires d’EPO pour corriger I'anémie

chez les patients hémodialysés chroniques supplémenté en vitamine C (97).
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Chez les patients hémodialysés supplémentés en vitamine C couplée a une
supplémentation en vitamine E, on observe une amélioration de la
microcirculation cutanée par diminution du stress oxydatif(98). La vitamine C peut
également réduire la concentration de cholestérol total ainsi que les LDL, on

observe aussi une diminution des ratio LDL/HDL et cholestérol total/HDL(99).

En revanche une autre étude a montré que I’apport de vitamine C augmente la
peroxydation des lipides principalement chez les patients ayant une ferritine

élevée(100).

L'autre effet négatif qui peut survenir lors d’'une supplémentation en vitamine C

chez les patients hémodialysés chroniques est une accumulation d’acide oxalique.

L’acide oxaliqgue se comporte comme la créatinine chez les patients hémodialysés,
c’est-a-dire qu’il n’est pas éliminé par le rein et s"accumule(101). Des
concentrations élevées d’acide oxalique dans I'organisme favorisent le dépot
d’oxalate de calcium dans les tissus, particulierement les vaisseaux sanguins et les

os et représentent donc une augmentation du risque cardio-vasculaire.

L’acide oxalique précipite pour des concentrations plasmatiques supérieures a
30uM. Une étude de 2016 a montré que pour des concentrations d’acide
ascorbique inférieures a 100uM (soit environ 18 mg/L) il y avait une faible
corrélation entre la concentration d’acide ascorbique et la concentration d’oxalate
plasmatique qui restent inférieures a 30uM en pré-dialyse grace a I'utilisation de

dialyseurs haut débit(102).
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En revanche, une autre étude a montré qu’apres un an de supplémentation de 500
mg de vitamine C apres chaque séance de dialyse, on retrouvait une concentration
plasmatique moyenne de 61uM d’acide oxalique. Cette concentration était
corrélée a celle d’acide ascorbique et plus élevée chez les patients dialysés trois

fois par semaine.(24)

Il existe aussi une corrélation entre le temps de dialyse par semaine et la
concentration en vitamine C, les patients en dialyse plus de 15 heures/semaines

présentent plus de carences(28).

Une autre étude interventionnelle de 2005 a suivi des patients hémodialysés
pendant 30 mois. Les concentrations d’acide ascorbique et d’oxalate ont été
mesurées avant supplémentation et tout au long du suivi. Les patients ont ensuite
été supplémentés pendant 3 mois par une dose de 250 mg d’acide ascorbique IV
une fois par semaine puis pendant 15 mois par une dose de 500 mg IV une fois par
semaine et enfin les patients ont été suivis pendant 12 mois aprés la fin de la
supplémentation. La supplémentation de 250 mg était insuffisante pour corriger la
concentration d’acide ascorbique mais la dose de 500mg a normalisé 94% des
patients avec une concentration moyenne de 6.6 + 2.8 mg/L. Aprés un an sans
supplémentation, les dosages ont retrouvé leurs valeurs de base soit une moyenne
de 1,6 + 0.8 mg/L. De maniére concomitante, la concentration d’oxalate a
augmenté en fonction des doses d’acide ascorbique. Avant supplémentation il y
avait un patient sur 18 au-dessus du seuil de saturation de I’acide oxalique, 4
patients pendant la supplémentation de 250mg et 7 patients pendant la
supplémentation a 500mg. Et comme pour I'acide ascorbique, on retrouve apres
douze mois sans supplémentation des résultats similaire a ceux du début de

I’étude(103).

66



B. Matériels et méthode

1. Population
Au cours de 3 campagnes réalisées en décembre 2018, juin 2019 et décembre
2019, 'ensemble des patients hémodialysés du CHU de Toulouse ont été prélevés

pour doser leur vitamine C sérique.

La premiere campagne comptait 142 patients, la seconde 144 patients et la
derniere 140 patients. 98 patients ont participé aux trois campagnes. 121 patients
ont participé a la 1 et la 2" campagnes et 113 patients ont participés a la 2" et
la 3™ campagne. 2 patients ont participé a la 1% et a la 3*™® campagne mais pas a

la seconde.

Pour I'analyse statistique, les résultats annulés ou non conformes n’ont pas été

conservés (Tableau 12).

Campagne 1 Campagne 2 Campagne 3
HD NHD HD NHD HD NHD
Nombre de patients 142 636 144 736 140 857
Age (ans) 63 [18-92] | 54 [1-99] | 63 [19-92] | 53 [1-97] | 61 [19-93] | 55 [0-97]
Ratio H/F 1,68 0,57 1,72 0,65 1,8 0,57
Nombre de valeurs 129 626 139 726 122 844

Tableau 12 : Caractéristiques des populations au cours des trois campagnes (HD : patients
hémodialysés, NHD : patients non hémodialysés)
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Les patients ont été répartis par catégories d’age de la méme maniére que pour

I’étude de la vitamine B1 (Tableau 13) :

e DeOal5ans:tranchel

e De 16 a30ans:tranche 2
e De31a50ans:tranche 3
e Deb5l1a70ans:tranche 4
e De71a85ans:tranche5
e Plusde 85 ans : tranche 6

Déc-18
Tranche d'age | Nombre de patients HD | Nombre de patients NHD
1 0 19
2 5 100
3 23 160
4 56 177
5 40 104
6 6 66
Juin-19
Tranche d'age | Nombre de patients HD | Nombre de patients NHD
1 0 19
2 4 99
3 28 218
4 62 226
5 41 119
6 4 45
Déc-19
Tranche d'age | Nombre de patients HD | Nombre de patients NHD
1 0 26
2 5 131
3 32 193
4 51 253
5 32 156
6 2 85

Tableau 13 : Répartition des patients selon leur age
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2. Méthode de dosage
Au CHU de Toulouse, le dosage de la vitamine C est réalisé en chromatographique

liguide haute performance (HPLC).

a) Préparation des échantillons pour le dosage de la vitamine C
Le dosage peut étre réalisé sur deux chaines HPLC, une chaine composée d’une
pompe ICS, un injecteur THERMO et un détecteur JASCO, et une chaine composée

d’une pompe JASCO, un injecteur DIONEX et un détecteur SHIMADZU.

Pour les deux chaines, on utilise une colonne de silice avec des ligands d’octadecyl

silane.

L’analyse est réalisée sur du sérum, dans le cadre de I'étude, le prélevement est
réalisé avant la séance de dialyse. Il est important que le tube prélevé sous vide de
type Vacutainer® ne soit pas ouvert avant la déprotéinisation, I'oxygene réagissant

avec l'acide ascorbique.

Pour déprotéiniser I'échantillon, il faut ajouter 50ul de sérum a 500ul d’acide

métaphosphorique (AMP) puis centrifuger.

L’échantillon doit ensuite étre extrait et un fluorochrome est ajouté, ainsi qu’un

étalon interne, le salicylamide (solution SEIF).

Dans le serum I'acide L-ascorbique se trouve sous forme réduite (90%) et oxydée
(10%). Le réactif de révélation ne se fixe que sur la forme oxydée, on utilise donc

du ferricyanure de potassium pour oxyder la forme réduite.
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Afin de révéler les composés a la sortie de la colonne, on fixe un fluorochrome sur

les composés oxydés par I'intermédiaire de I’O-Phényléne Diamine

Dihydrochloride (ODP).

Nature Volume | Action

Echantillon extrait 100 ul | Dans des tubes Eppendorf brun
Mélange SEIF/ 100 pl | Vortexer Immédiatement durant 15 s
KzFe(CN)s

(Vol / Vol)

Tampon Acétate de 250 ul
sodium
pH 6.9

Vortexer Immédiatement durant 15 s

ODP 1000 pl

Vortexer Immédiatement durant 15 s

= Mettre dans un bain marie a 37°C pendant 10
min

= Refroidir dans le réfrigérateur pendant 5 min
apres incubation

= Vortex 15 secondes

Transfert du mélange

Dans godets d’injection ambrée

Tableau 14 : Méthode de préparation des échantillons pour le dosage de la vitamine C sérique en

HPLC
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b) Analyse des chromatogrammes
Le chromatogramme obtenu doit montrer un pic pour 'acide L-ascorbique,
éventuellement un pic pour I'acide D-ascorbique et un pic pour le standard interne

(Figures 29 et 30).

L-AA Standard interne

-

Figure 29 : Chromatogramme normal pour I’acide L-ascorbique

Standard interne

/

L-AA

D-ascorbique

Figure 30 : Chromatogramme normal avec un pic de D-ascorbique

Mais on peut également rencontrer des co-élutions avec des substances présentes
dans le sérum qui ont un temps de rétention proche de I'acide L-ascorbique. Pour
s’assurer qu’un pic représente de 'acide L-ascorbique, il faut reprendre le tube
primaire dans lequel I'acide ascorbique a été oxydé par I'oxygene deés I'ouverture

du tube, la surface du pic doit étre fortement diminuée.
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Lorsque plusieurs pics ont des temps de rétention proches et qu’il y a un doute

pour identifier le pic d’intérét, on peut utiliser la méthode des ajouts.

Cette méthode consiste a partir du méme prélevement et a réaliser trois
préparations. La premiere sera dosée dans les conditions habituelles, la seconde

sera dosée apres ajout de L-ascorbate avant d’étre traité par AMP et la troisieme

sera d’abord traitée par AMP avant que I'on ajoute 5uL de D-ascorbate a 22mg/L.

De cette maniére on peut préciser le temps de rétention de chaque composé

d’intérét et intégrer le bon pic sur I’échantillon intact.
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Exemple d’un sérum de patient hémodialysé chronique présentant un pic de

L-ascorbate d’interprétation délicate :

Figure 31 : chromatogramme de I"échantillon intacte

Figure 32 : Chromatogramme de I’échantillon avec ajout de L-ascorbate

Figure 33 : Chromatogramme de I’échantillon avec ajout de D-ascorbate
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Dans la pratique quotidienne, pour identifier le pic d’intérét, il suffit de superposer
un chromatogramme normal, de calibration ou de contréle pour identifier le bon

pic (Figure 34).

Figure 34 : Exemple de chromatogramme difficile d’interprétation ou la superposition d’'un
chromatogramme d’un point de calibration permet d’identifier le pic d’AA

Les temps de rétention ne varient pas au cours d’'un méme run. La méthode des

ajouts nous a permis de confirmer cela.

3. Analyse statistique
Les résultats sont présentés en moyenne +/- |'écart type (ET). Les comparaisons de
distributions de données sont réalisées par un test de Student en série non
appariée ou apparié suivant le modele, une significativité est retenue pour un

p <0,05.

Une comparaison de variance (ANOVA) est utilisée pour analyser l'impact de

plusieurs facteurs sur un paramétre.
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C. Résultats
Au cours des trois campagnes de dosage de |'acide ascorbique, nous n’avons pas
retrouvé de différence statistiquement significative avec les populations témoins
correspondante. Excepté pour la population témoin de décembre 2018, on

retrouve des valeurs moyennes d’acide ascorbique inférieures a un seuil normal de

6.2 mg/l (Tableau 15)

Moyenne + ET vitamine C (mg/l)
Nombre de Nombre de
HD valeurs NHD valeurs p value
Déc-18 | 5,70+ 7.96 129 6,30+ 4,52 626 0,413
Juin-19 | 4,62 £ 6,94 139 574 +491 726 0,070
Déc-19 | 5,69 5,87 122 5,52+4,31 844 0,755

Tableau 15 : Moyennes * ET des concentrations en vitamine C sérique (mg/l) au cours des trois
campagnes (HD : patients hémodialysés, NHD : patients non hémodialysés) (T-Test de Student)

Il faut prendre en compte le biais de sélection de la population témoin, si les
patients se sont vu prescrire un dosage de vitamine C, ils avaient probablement
des signes cliniques ou une pathologie pouvant faire craindre un déficit en acide

ascorbique.

On retrouve, toute population confondue, une différence significative entre les
concentrations d’acide ascorbique des hommes et des femmes, les hommes ayant
toujours une concentration en acide ascorbique inférieure a celle des femmes.

(Tableau 16)

Moyenne + ET vitamine C (mg/)

Hommes |Nombre de valeurs| Femmes |Nombre de valeurs|p value
Déc-18|5,24 + 4,66 305 6,84 £ 5,55 450 0,000
Juin-19|4,66 + 4,05 373 6,246 492 0,000
Déc-19|4,71+ 4,60 384 6,09+4,41 582 0,000

Tableau 16 : Moyennes * ET des concentrations en vitamine C sérique (mg/l) chez les hommes et

les femmes (T-Test de Student)
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Cette différence se retrouve dans la population de patients non hémodialysés du

CHU mais ne se retrouve pas chez les patients hémodialysés chroniques (Tableaux

17 et 18).

Moyenne + ET vitamine C (mg/l)

Nombre Nombre
H NHD F NHD P value

de valeurs de valeurs

Déc-18 |5,30+3,80 225 6,86 +£4,8 401 0,000
Juin-19 4,95+ 3,77 283 6,25+ 5,47 443 0,000
Déc-19 |4,47 +3,89 306 6,11+4,42 538 0,000

Tableau 17 : Moyennes + ET des concentrations en vitamine C sérique (mg/l) chez les patients non
hémodialysés en fonction du sexe (H NHD : hommes non hémodialysés, F NHD : femmes non

hémodialysés) (T-Test de Student)

Moyenne + ET vitamine C (mg/l)
H HD Nombre F HD Nombre |5\ 1ue
de valeurs de valeurs
Déc-18 5,08 + 6,54 80 6,73+9,84 49 0,300
Juin-19 | 3,75+4,75 90 6,21 +£9,63 49 0,098
Déc-19 5,64 £ 6,65 78 5,79+4,22 44 0,878

Tableau 18 : Moyennes * ET des concentrations en vitamine C sérique (mg/l) chez les patients
hémodialysés en fonction du sexe (H HD : hommes hémodialysés, F HD : femmes hémodialysés)
(T-Test de Student)

L’analyse des résultats en fonction de I'age montre des différences non
significatives chez les patients hémodialysés mais une différence significative chez
les patients non hémodialysés. Chez ces derniers, on observe une diminution de la

vitamine C sérique en fonction de I'age (Figures 35, 36 et 37).
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Figure 35 : Représentation des concentrations moyennes * ET en vitamine C sérique (mg/l) en
fonction de I'dage en décembre 2018 (ANOVA)

Figure 36 : Représentation des concentrations moyennes + ET en vitamine C sérique (mg/I) en
fonction de I’dge en juin 2019 (ANOVA)

Figure 37 : Représentation des concentrations moyennes * ET en vitamine C sérique (mg/l) en
fonction de I’age en décembre 2019 (ANOVA)
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Ce qui ressort également c’est le nombre de résultats qui n’ont pas pu étre rendus,

7.75% chez les patients hémodialysés lors de la premiere campagne contre 0.78%

pour les patients des autres services en décembre 2018, 2.08 % contre 0.81 % lors

de la deuxieme campagne et 12.14 % contre 1.17% lors de la troisieme campagne

(Tableaux 19 et 20).

. . . Résultats Vitamine Cjuin | Résultats Vitamine C
Résultats Vitamine C 2018 HD 5019 HD J décembre 2019 HD
Bornes Nombre Nombre Nombre
(me/) de . Pourcentage | de . Pourcentage | de . Pourcentage
patients patients patients
<2,5 38 26,76 61 42,36 37 26,43
2,5-6,19 58 40,85 55 38,19 48 34,29
6,2-10 19 13,38 11 7,64 21 15,00
>10 14 9,86 12 8,33 16 11,43
Impossible 11 7,75 3 2,08 10 7,14
Annulé 0 0,00 0 0.00 7 5,00
Es:forme 2 1,41 2 1,39 1 0,71
Total 142 100,00 144 100.00 140 100,00

Tableau 19 : Comparaison de la distribution des résultats de la vitamine C sérique (mg/l) des trois
campagnes chez les patients hémodialysés
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Déc-18

Résultats vitamine C HD

Résultat vitamine C NHD

Nombre de Nombre de
Bornes (mg/l) . Pourcentage | Pourcentage .
patients patients
<2,5 38 26,76 25,00 159
2,5-6,19 58 40,85 28,30 180
6,2-10 19 13,38 25,31 161
>10 14 9,86 19,81 126
Impossible 11 7,75 0,31 2
Annulé 0 0,00 0,47 3
cO:IfZ:me 2 1,41 0,79 5
Total 142 100,00 100,00 636
Juin-19
Résultats vitamine C HD Résultat vitamine C NHD
Bornes (mg/l) Ng?ﬁt;rstge Pourcentage | Pourcentage sziber:tge
<2,5 61 42,36 29,62 218
2,5-6,19 55 38,19 29,89 220
6,2-10 11 7,64 23,37 172
>10 12 8,33 15,76 116
Impossible 3 2,08 0,54 4
Annulé 0 0,00 0,27 2
Cor|1\lf(())rr1me 2 1,39 0,54 4
Total 144 100,00 100,00 736
Déc-19
Résultats vitamine C HD Résultat Vit C NHD
Bornes (mg/l) Ng;:?erstge Pourcentage | Pourcentage Ng;iberftge
<2,5 37 26,43 30,22 259
2,5-6,19 48 34,29 31,51 270
6,2-10 21 15,00 21,00 180
>10 16 11,43 15,75 135
Impossible 10 7,14 0,47 4
Annulé 7 5,00 0,70 6
Cor|1\lf2rr1me 1 0,71 0,35 3
Total 140 100,00 100,00 857

vitamine C

Tableau 20 : Comparaison de la distribution des résultats de la vitamine C sérique (mg/l) entre les
patients hémodialysés et les patients non hémaodialysés lors des trois campagnes de dosage de la

79



En effet, chez les patients hémodialysés on retrouve souvent beaucoup
d’interférences dues a I'accumulation de différentes substances dans le sérum

conduisant a des co-élutions (Figure 38).

AA

Figure 38 : Exemple de co-élution chez un patient hémodialysé

Lors de la deuxieme campagne il n’y a eu que 3 patients pour lesquels aucun
résultat n’a pu étre rendu contre 11 lors de la premiére campagne et nous avons
cherché a expliquer cette différence. Les deux campagnes ont été réalisées sur des
systemes analytiques différents, en particulier les fluoriméetres et nous avons
cherché a comprendre ce qui différait entre les deux appareils afin de diminuer
encore plus le nombre de résultats non rendus. La seule différence entre ces deux
appareils est I'amplification du signal qui était de 512 lors de la premiere
campagne et de 128 lors de la seconde. Cette amplification du signal plus
importante a également amplifiée les interférences ce qui a rendu les co-élutions

plus complexe a séparer. Mais une amplification plus faible ne permettrait pas de
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détecter les signaux parfois trés bas chez les patients hémodialysés. La colonne
ayant également été changée entre les deux campagnes et au cours de la seconde
campagne, nous avons comparé les différents temps de rétention relatif (TRR) (=TR

SI/ TR AA), pour vérifier que les colonnes avaient le méme pouvoir séparateur.

Nous avons comparé les temps de rétentions relatifs entre les deux colonnes
utilisées au cours de la seconde campagne, la colonne 409 et la colonne 392. Une
série de patients hémodialysés a été passée sur la colonne 409 et 3 séries sur la
colonne 392. Nous avons comparé pour chaque colonne les séries de patients
hémodialysés avec des séries de patients tout venant passées juste avant ou juste

apres la série de patient hémodialysés.

On retrouve une différence significative entre les patients hémodialysés et non

hémodialysés pour chaque colonne (Figures 39 et 40).

Figure 39 : Différence entre les temps de rétention chez les patients hémodialysés et non
hémodialysés sur la colonne 372 (ANOVA)
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Figure 40 : Différence entre les temps de rétention chez les patients hémodialysés et non
hémodialysés sur la colonne 409 (ANOVA)

Et on retrouve une différence significative entre les deux colonnes (Figure 41).

Figure 41 : Comparaison des temps de rétention entre les colonnes 372 et 409 toute population
confondue (T-Test de Student)
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En revanche on trouve une différence non significative entre les deux colonnes
chez les patients hémodialysés, alors qu’il existe une différence significative chez

les patients non hémodialysés (Figure 42).

Figure 42 : Comparaison des temps de rétentions relatifs entre les colonnes 372 et 409 chez les
patients hémodialysés et chez les patients non hémodialysés. (T-Test de Student)

Ces résultats suggerent que I'on pourrait sélectionner une colonne ayant des TRR
plus élevés lorsque I'on passe les séries de patients hémodialysés pour augmenter
les chances d’obtenir des pics mieux séparés. En pratique, la variation des TRR
entre les colonnes, bien que significative, est trop faible pour que I'on observe une
différence sur le chromatogramme. Les trois chromatogrammes non rendus lors
de la 2" campagne proviennent d’échantillons passés sur la colonne 372 qui a le

TRR le plus long.

La seule solution pour éliminer ces interférences serait d’augmenter le pouvoir
séparateur de la chromatographie en utilisant une phase mobile en gradient ce qui
permettrait de mieux séparer les molécules en début de run sans augmenter le
temps du run. Mais effectuer ces modifications pour un nombre de bilans
problématiques qui représentait moins de 1% des bilans sur I'année 2018 ne parait
pas adapté a I'activité du laboratoire. De plus le passage a la spectrométrie de

masse pour le dosage de I'acide ascorbique est en projet et devrait étre mis en
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place prochainement ce qui devrait réduire le nombre de bilan non rendu pour des

probléemes de co-élution.

Lors de la troisieme campagne on observe de nouveau de nombreux résultats non-
rendus. Les patients n’ont pas été traités par séries spécifiques mais dans des
séries de patients tout venant. Ce qui explique la différence entre le nombre de
résultats non rendus entre les différentes campagnes, c’est la tolérance appliquée
par I'opérateur lors de la lecture des chromatogrammes. En effet, les deux
premieres campagnes ont été traitées par des internes, en séries spécifiques et
avec le temps de retraiter certains échantillons. Lors de la seconde campagne,
connaissant le probléme, une plus grande tolérance a été accordée aux
chromatogrammes compliqués en favorisant I'intérét clinique plutét que la

précision biologique.

Figure 43 : Exemple de pics co-élués

Sur la figure 43 on peut voir deux pics co-élués pour lequel on ne peut pas rendre
de résultat exact. En revanche, on voit que la concentration estimée du pic est de
2.10 mg/l donc treés basse. Nous avons donc estimé que ce résultat, méme inexacte

apportait un bénéfice a la prise en charge.

Apres avoir comparé les patients hémodialysés avec des patients non
hémodialysés, nous avons cherché s’il existait des facteurs de risques de carence

au sein de la population de patients hémodialysés. Nous avons donc étudié la
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technique de dialyse utilisée, la durée depuis le début de I’'hémodialyse, le temps

cumulé passé en dialyse par semaine, I’étiologie de I'insuffisance rénale et I'impact

de la supplémentation en vitamine C. Nous n’avons trouvé aucune différence

significative.

Au cours des 3 campagnes, la technique de dialyse a évolué. Lors de la premiere

campagne il y avait principalement des patients sous hémodialyse (HD) et lors des

deux autres campagnes, les patients étaient principalement sous hémodiafiltration

(HDF) et quelques patients sous AFBK. Pour rechercher une différence entre ces

systemes nous avons donc comparé les concentrations de vitamine C sérique des

patients sous ces différents systemes lors des trois campagnes confondues, sans

mettre en évidence de différence (Figure 44 et tableau 21).

Figure 44 : Comparaison des moyennes * ET en vitamine C sérique (mg/l) en fonction des
systemes de dialyse (ANOVA)

Nombre de
Moyenne Médiane Ecart type | Minimum Maximum | valeurs
HD 5,03 3,49 5,73 0,47 50,73 132
HDF 5,47 6,64 7,9 0,47 68,95 217
AFBK 5,44 3,53 5,59 0,47 22,28 40

Tableau 21 : Données descriptives de la vitamine C sérique (mg/l) en fonction du systéeme de

dialyse (HD : hémodialyse, HDF : hémodiafiltration, AFBK : biofiltration sans acétate avec dialysat
adapté en postassium)

85



Pour étudier I'impact de la durée depuis le début de la dialyse, nous avons séparés

les patients en trois catégories.

e A:Hémodialyse depuis moins d’un an
e B :Hémodialyse depuis plus d’un an mais moins de 5 ans

e C:Hémodialyse depuis plus de 5 ans

Figure 45 : Comparaison des moyennes * ET des concentrations en vitamine C sérique (mg/l) en
fonction de la durée depuis le début de la dialyse (ANOVA)

Comme on peut le voir sur les graphiques (Figure 45), on ne retrouve pas de
différence significative méme si lors des deux premieres campagnes, les patients

hémodialysés depuis moins d’un an semblaient présenter moins de carences.
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Ces résultats peuvent s’expliquer par des résultats de dosage de vitamine C tres
élevés (>50 mg/l) chez certains patients qui entraient dans la catégorie A lors des

premieres campagnes et qui ont changé de catégorie par la suite (Tableau 22).

Déc-18
Moyenne | Médiane | Ecart type | Minimum | Maximum | Nombre de valeur
A 8,67 5,04 14,10 0,76 68,95 22
B 5,30 3,22 4,82 0,61 21,79 55
C 5,15 3,72 7,48 0,47 50,73 44
Juin-19
Moyenne | Médiane | Ecart type | Minimum | Maximum | Nombre de valeur
A 6,41 1,83 14,1 0,47 52,06 24
B 3,80 2,92 3,66 0,47 17,93 62
C 4,90 3,32 5,88 0,47 32,67 49
Déc-19
Moyenne | Médiane | Ecart type | Minimum | Maximum | Nombre de valeur
A 3,85 2,66 2,82 0,47 9,00 15
B 6,73 4,24 6,99 0,47 40,74 54
C 5,17 3,81 5,13 0,47 28,24 52

Tableau 22 : Données descriptives de la vitamine C sérique (mg/l) selon la durée depuis le début
de la dialyse pour les trois campagnes

Nous avons ensuite analysé I'impact du temps cumulé passé en dialyse par
semaine mais sans trouver de différence significative (Figure 46 : le nombre

d’heures en ordonnée n’est pas dans I'ordre croissant)

Figure 46 : Concentrations moyennes * ET en vitamine C sérique (mg/l) en fonction du temps
cumulé (heures) passé en dialyse par semaine (ANOVA)
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Ces résultats présentent un fort biais de distribution, pres des deux tiers des

patients étant dialysés 12 heures par semaine, les autres catégories sont peu

représentées (Tableau 23).

Déc-18
Nombre de
Moyenne | Médiane |Ecart-type |Minimum |Maximum |valeurs
6h 5,03 5,03 5,03 5,03 1
9h 2,40 2,78 0,78 1,50 2,91 3
10,5h 7,31 7,50 3,95 2,43 11,83 4
11,25h 3,89 3,89 3,89 3,89 1
12h 5,96 3,65 8,72 0,47 68,95 105
12,75h 4,28 3,73 2,81 1,89 7,75 4
13,5h 4,51 4,07 2,09 1,23 8,03 10
15h 2,18 2,18 2,18 2,18 1
Juin-19
Nombre de
Moyenne | Médiane |Ecart-type |Minimum |Maximum |valeurs
6h 4,55 4,55 4,55 4,55 1
9h 2,98 2,98 0,68 2,50 3,46 2
10,5h 1,03 0,82 0,52 0,47 1,59 7
11,25h 8,22 8,22 6,37 3,71 12,72 2
12h 4,84 3,05 7,52 0,47 52,06 112
12,75h 4,07 3,51 2,38 2,03 6,68 3
13,5h 4,53 2,57 4,51 0,51 12,35 10
15h 4,77 4,77 4,77 4,77 1
Déc-19
Nombre de
Moyenne | Médiane |Ecart-type |Minimum |Maximum |valeurs
9h 5,21 5,21 0,01 5,20 5,22 2
10,5h 3,76 3,68 1,27 1,90 5,76 6
11,25h 5,87 6,65 3,02 2,53 8,42 3
12h 5,97 3,91 6,51 0,47 40,74 88
12,75h 4,14 3,71 2,56 0,59 8,29 7
13,5h 6,19 5,14 5,36 1,40 22,28 13
14,22h 2,50 2,50 2,50 2,50 1
16h 2,61 2,61 2,61 2,61 1

Tableau 23 : Données descriptives de la vitamine C sérique (mg/l) selon le temps cumulé (heures)
passé en dialyse par semaine pour les trois campagnes
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Les patients hémodialysés sont groupés en fonction de I'étiologie de I'insuffisance

rénale en 6 catégories :

e Catégorie 1 : origine diabétique

e Catégorie 2 : Nephro-angiosclérose
e C(Catégorie 3 : origine congénitale

e Catégorie 4 : Autres étiologies

e Catégorie 5 : origine toxique

e Catégorie 6 : origine infectieuse

Figure 47 : Comparaison des moyennes * ET des concentrations en vitamine C sérique (mg/l) en
fonction des catégories identifiées d’étiologie de I'insuffisance rénale
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De nouveau on ne retrouve pas de différence significative et la différence

apparente pour la catégorie 5 peut s’expliquer par le tres faible nombre de

patients et d’une valeur de vitamine C élevée lors des deux premieres campagnes

chez un patient et qui diminue fortement lors de la troisieme campagne (Figure 47

et tableau 24).

Déc-18
Nombre de
Moyenne |Meédiane |Ecart-type |Minimum |Maximum |valeurs
1 6,78 3,81 12,00 0,76 68,95 32
2 5,60 4,38 4,06 1,29 16,25 21
3 5,81 3,06 7,97 0,47 21,79 6
4 5,34 3,24 7,04 0,61 50,73 54
5 8,66 5,12 8,14 2,90 17,97 3
6 5,92 3,23 5,78 2,67 14,56 4
Juin-19
Nombre de
Moyenne |Médiane |Ecart-type |Minimum |Maximum |valeurs
1 4,20 2,20 7,41 0,47 45,30 38
2 3,59 2,88 4,32 0,47 22,02 22
3 3,84 1,17 5,27 0,47 13,29 9
4 4,69 3,49 5,29 0,47 32,67 60
5 14,57 2,88 25,06 0,47 52,06 4
6 4,66 4,16 1,72 3,21 7,09 4
Déc-19
Nombre de
Moyenne |Meédiane |Ecart-type |Minimum |Maximum |valeurs
1 5,60 3,50 5,65 0,49 24,75 28
2 5,61 4,15 4,43 0,47 17,87 15
3 4,24 2,50 3,75 0,67 11,04 8
4 6,15 4,14 6,85 0,47 40,74 61
5 2,75 2,76 0,72 2,03 3,47 4
6 4,97 4,60 3,19 1,51 9,18 4

Tableau 24 : Données descriptives de la vitamine C sérique (mg/l) selon les catégories identifiées
d’étiologie de I'insuffisance rénale chronique pour les trois campagnes
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Nous avons ensuite vérifié |'efficacité de la supplémentation en vitamine C.
Certains patients étaient déja supplémentés en vitamine C avant la premiere
campagne. La plupart des patients supplémenté recoivent 250 mg de vitamine C
en intraveineux apres chaque séance de dialyse. Quelques patients recoivent de la
vitamine C selon un schéma différent. Pour I'analyse statistique nous avons
comparé les patients recevant une supplémentation avec ceux qui n’en regoivent
pas. Nous n’avons pas trouvé de différence significative. On peut tout de méme
noter qu’il n’y a qu’en décembre 2019 que la moyenne des concentrations en
vitamine C pour les patients supplémentés était au-dessus du seuil de 6,2 mg/I

considéré normal (Tableau 25).

Supplémentation en vitamine C Pas de supplémentation p value
Moyenne £ ET| Nombre de valeur | Moyenne + ET | Nombre de valeur
Déc-18| 5,48 +4,16 69 5,96 + 10,83 60 0,751
Juin-19 53+4,6 54 4,2+8,1 85 0,299
Déc-19| 6,70%5,14 42 5,15+6,18 80 0,144

Tableau 25 : Moyennes * ET des concentrations en vitamine C (mg/l) chez les patients
hémodialysés en fonction d’une supplémentation en vitamine C

Nous avons également cherché si les membranes de dialyse et les bains de dialyse
pouvaient avoir une influence sur la concentration sérique en vitamine C mais

nous n’avons pas montré de différence significative (Annexes 1 et 2).
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D. Discussion
Notre étude a montré que les patients hémodialysés chroniques étaient en
moyenne carencés en vitamine C sérique. Nous n’avons pas mis en évidence de
facteurs de risques de carence que ce soient des facteurs intrinseques aux patients
ou en rapport avec la dialyse. De plus nous avons pu voir que les patients
supplémentés en vitamine C n’avaient pas des concentrations plasmatiques en

vitamine C supérieures aux patients non supplémentés.

Certains patients présentent également des concentrations tres élevées en
vitamine C, pour cela il n’est pas possible de proposer un schéma de
supplémentation systématique pour tous les patients. Le schéma de
supplémentation le plus utilisé actuellement, soit 250 mg IV/séance de dialyse ne
semble pas suffisant pour la majorité des patients. Devant la persistance de
carences chez certains patients supplémentés, nous avons mesuré en juin 2020 les
concentrations érythrocytaire et leucocytaire en vitamine C chez les patients
hémodialysés chroniques. Certains patients ont des concentrations sériques et
leucocytaires corrélées mais d’autres patients présentent des résultats discordants
avec des concentrations sériques basses mais des concentrations leucocytaires
élevées alors que d’autres patients présentent des concentrations sériques élevées
et des concentrations leucocytaires basses. L'analyse de la concentration
leucocytaire en vitamine C est une technique longue et compliquée a mettre en
place sur le format de campagne mais pourrait étre intéressante pour suivre les
patients dont la concentration plasmatique en vitamine C ne remonte pas malgré
une supplémentation. Cela permettrait de s’assurer que la concentration
leucocytaire, qui est le reflet de la concentration des cellules de I'organisme, est

suffisante pour assurer ses fonctions métaboliques.

Nous avons également remarqué que les patients diabétiques avaient des

concentrations érythrocytaires en vitamine C inférieures aux autres patients. Cette
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différence peut s’expliquer par une moins bonne incorporation du DHA par les

transporteurs GLUT.

En ce qui concerne le schéma de supplémentation, il semble compliqué de trouver
le bon compromis, d’aprés notre étude et les études citées plus haut, une
supplémentation en vitamine C de 250mg IV/séance de dialyse ne permet pas de
corriger la concentration sérique en vitamine C mais une supplémentation de 500
mg IV/séance de dialyse, bien qu’efficace pour obtenir une concentration sérique
dans les normes, augmente également fortement la concentration plasmatique
d’acide oxalique. Il n’existe pas a ce jour de solution optimale pour la
supplémentation en vitamine C, la prise en charge doit étre adaptée a chaque
patient. Il serait peut-étre intéressant pour les patients nécessitant des doses
élevées de vitamine C d’effectuer des dosages plus fréquents afin d’arréter la
supplémentation des la correction de la concentration plasmatique pour éviter

I’accumulation de I'acide oxalique sur une période trop longue.

De son coté, le laboratoire pourra améliorer le rendu des résultats en accord avec
le service d’hémodialyse afin de rendre des résultats inférieurs a des seuils

prédéfinis lorsqu’un résultat exact ne peut pas étre rendu.
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VI. Conclusion

Pour conclure cette étude, nous pouvons affirmer que la population de patients
hémodialysés au CHU de Toulouse ne présente pas de carence en thiamine
pyrophosphate et qu’il n’est donc pas nécessaire d’effectuer des dosages en
dehors d’un contexte clinique évocateur de carence. En revanche la prise en
charge de la surveillance et de la supplémentation en vitamine C reste complexe et
devra nécessiter des études complémentaires pour déterminer le meilleur schéma
de supplémentation et éventuellement le meilleur intervalle de surveillance. En
revanche, nous n’avons pas mis en évidence de facteurs de risques de carence en
vitamine C autre que le fait de subir une épuration extra-rénale, il n’y a donc pas
de surveillance particuliere a mettre en place pour une catégorie de patient. Le

suivi doit étre personnalisé et adapté a chaque patient.

Nous ne pouvons rien conclure a propos de la vitamine B6 en raison des problemes
techniques rencontrés. L'étude sera a reconduire lorsque la technologie aura été

remplacée.
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VIIl. Annexes

Annexe 1

P =0,960 P =0,066

Nipro Elisio 21H

Asahi VIE-21A

Nipro Sureflux-21UX
Solacea 21H

Nipro Elisio 25H

Hospal Evodial 2.2

Nikkiso FDX-210GW
Fresenius FX CorDiax 1000

P=0,417

0 IN|OOnN|[AWIN (K

Comparaison des moyennes des concentrations en acides ascorbiques en fonction de la
membrane de dialyse utilisée

103



Annexe 2

P=0,668 P=0,719
1| Softpac
2 | Citrasate
3 | Lympha
4 | AFB Safebag KV

P =0,969

Comparaison des moyennes des concentrations en acides ascorbiques en fonction du
bain de dialyse utilisé
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