Compte-rendu expérience
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Titre : Test de dosage de testostérone dans le poil de marmottes (extraction de routine). Test extraction blanc et plasma en PBS-BSA et H20. Test de spiking.
But : Voir si la testostérone peut être extraite du poil de marmotte avec la technique à l’éther utilisé en routine. Voir si il y a une différence d’extraction quand on dilue au départ l’échantillon dans du PBS-BSA ou de l’H20. Déterminer le recovery de spiking après extraction.
Matériels et méthodes : 

Matériel : 

Ac anti-testostérone


Picaper




Testostérone



Biomérieux


Ref : Etalon R2
Testostérone*



Amersham


Ref : TRK406









Lot : B43
Tampon PBS-BSA



Liquide de scintillation

Perkin-Elmer


lot 56-081001
Charbon-dextran



Préparation des réactifs : 

On fait un dosage normal soit environ 8000 cpm / 0.1 mL.
Solution d’ac et de traceur préparées dans la manip testo 1.

· Ac
SM = Ac dilué au 1/100 

SD = SM au 1/300 dans du tampon PBS-BSA. 
· traceur
SM* = 15 µL de SA* dans 5 mL d’éthanol absolu.

SD* = SM* au 1/9.375.

Préparations des échantillons :
· Plasma
Plasmas référence: SLN06 (serum de lapin normal), Sg330 (sanglier), CAP (caprin). 

D’autres plasmas sont extraits en vue d’une prochaine manip. Les extraits seront conservés en chambre froide à 4°C.

Les plasmas sont dilués en tampon PBS-BSA ou en H20 puis 3 mL d’éther sont ajoutés. Après agitation au vortex (2 fois 1 min), les tubes sont centrifugés 5 min à 2000 rpm à 4°C. La phase acqueuse est ensuite congelée dans un bain d’alcool et le surnageant est transféré dans de nouveaux tubes puis évaporé dans un bain-marie à 37°C. Enfin l’extrait est repris dans du tampon PBS-BSA.
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	échantillon

 (µL)
	PBS-BSA ou H20 (µL)
	éther

(mL)
	Reprise extrait (µL)

	Blanc
	
	500
	3
	300

	Plasma
	50 µL
	450
	3
	300


· Poils marmottes
La touffe de poils de marmottes est coupée aux ciseaux, en petits morceaux de 3-4 mm et conserve dans des flacons de prélèvement. Une partie des poils est pesée et transférée dans des tubes en verre en vue de l’extraction. Plusieurs extractions sont réalisées pour un même animal (une même touffe) afin de voir si pour un même poids ou des poids complètement différents on retrouve (dans le cas où l’extraction marche) la même quantité de testostérone au final.

	
	Poids tare

(g)
	Poids échantillon

(g)
	Poids poils 

(g)

	1 (S974)
	4.6646
	4.7692
	0.1046

	1’
	4.6867
	4.7854
	0.0987

	1’’
	4.7464
	4.7792
	0.0328

	2 (S878)
	4.6725
	4.7717
	0.0992

	2’
	4.6526
	4.7472
	0.0946

	2’’
	4.6801
	4.7186
	0.0385

	3 (S1067)
	4.6597
	4.6949
	0.0352

	3’
	4.7931
	4.8165
	0.0234

	4 (S625)
	4.6529
	4.7192
	0.0663

	4’
	4.7040
	4.7710
	0.067

	4’’
	4.6295
	4.6486
	0.0191

	5 (S882)
	4.7363
	4.7781
	0.0418

	5’
	4.7151
	4.7448
	0.0297


Les poils de marmottes sont dilués dans 1 mL d’H20 la veille de l’extraction excepté le tube 5’ dans lequel l’H20 a été ajouté extemporanément à l’extraction. L’extraction est ensuite similaire à celle des plasmas.
· Spiking
De la testostérone standard est spikée dans du SLN06, du PBS-BSA et de l’H20 à deux concentrations différentes : 
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- 4.5 µL d’une solution à 8000 pg/0.1mL en éthanol absolu dans 100 µL de SLN06, PBS-BSA ou l’H20 soit 360 pg  
- 45 µL d’une solution à 8000 pg/0.1mL en éthanol absolu dans 100 µL de SLN06, PBS-BSA ou l’H20 soit 3600 pg  

L’extraction est similaire à celle des plasmas. Au départ dilution de 50 µL dans 450 µL de PBS-BSA pour le spiking en SLN06 et PBS-BSA et 50 µL dans 450 µL d’ H20 pour le spiking en H20.

· Standard
Le standard ne subit pas d’extraction.
Gamme de testostérone de 3.9 à 1000 pg/0.1mL en tampon PBS-BSA : gamme préparée dans la manip testo 1.
Méthode :

Dans les tubes en verre, mélange de la testostérone froide (ou PBS-BSA) avec  l’Ac anti-testostérone et la testostérone chaude.

Incubation une nuit à 4°C.

Séparation au charbon-dextran : ajout à 4°C de la solution de charbon (2.5 g/L) dextran (0.25 g/L).

Incubation 10 minutes et agitation au vortex.

Centrifugation 15 min à 4000 rpm à 4°C puis prélèvement de 500 µL de surnageant dans les tubes de comptage en polypropylène.

Ajout d’1 mL de liquide de scintillation, agitation au vortex et comptage.

	
	
	testo
 (µL)
	PBS-BSA (µL)
	Ac anti-testo
(µL)
	testo*

(µL)
	Charbon

(µL)

	2
	AT
	
	700
	
	100
	

	3
	ANS
	
	200
	
	100
	500

	3
	B0
	
	100
	100
	100
	500

	2
	standards
	100
	
	100
	100
	500

	
	Plasmas
	100
	
	100
	100
	500


Résultats :

Voir ci-après
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Conclusion :
Il aurait été préférable de faire un dosage sensible.
Bien que ce soit les mêmes réactifs et la même gamme standard, les B/Bo des standards sont légèrement plus faibles (différence comptage, incubation ?).

Le fait de diluer au départ (avant extraction) dans du PBS-BSA ou de l’H20 ne change pas le résultat.

Poils de marmottes : de la testostérone est extraite avec la technique à l’éther utilisée en routine. Pour les animaux 1, 2 et 4, une même quantité de poils dosée deux fois donne la même concentration. Pour les animaux 2 et 3, deux poids de poils donnent aussi un résultat similaire alors que pour les animaux 1 et 4, ce n’est pas le cas et en plus la concentration finale est inversement proportionnelle au poids de départ. Cependant, les concentrations étant de l’ordre du pg/mg, les différences sont-elles significatives ? L’extraction est-elle complète ? 
Par ailleurs, il n’y a pas de différence entre mâles et femelles, dominants et dominés.
L’animal 5 montre qu’il est nécessaire de diluer les poils dans l’H20 la veille de l’extraction. Le rendement pourrait peut-être être amélioré en ajoutant aussi l’éther la veille.

La manip montre que l’éther permet bien d’extraire la testostérone mais il faut vérifier le rendement et déterminer si la concentration de testostérone est bien proportionnelle au poids de poils extrait.

Spiking : le recovery en PBS-BSA et H20 est faible (40 – 50%), il est un peu plus élevé dans le SLN06. Est-ce lié au dosage ou à l’extraction ? il faudrait faire un spiking en PBS-BSA sans extraction.
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