Compte-rendu expérience
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15/02/2010 – 16/02/2010
Titre : Test de dosage dans le poil de marmotte : variation du poids de poils, dilution
But : Vérifier si la concentration en testostérone est bien inversement proportionnelle au poids de poils extraits. Déterminer si le problème est lié à une interférence en diluant les extraits de poils.
Matériels et méthodes : 

Matériel : 

Ac anti-testostérone


Picaper




Testostérone



Biomérieux


Ref : Etalon R2
Testostérone*



Amersham


Ref : TRK406









Lot : B43
Tampon PBS-BSA



Ether

Liquide de scintillation

Perkin-Elmer


lot 56-081001
Charbon-dextran



Préparation des réactifs : 

On veut faire un dosage sensible soit environ 3000 cpm / 0.1 mL.

Solutions de la manip testo 4 

· Ac
SM = Ac dilué au 1/100. 
SD = SM au 1/600 dans du tampon PBS-BSA.
· traceur
SM* = 15 µL de SA* dans 5 mL d’éthanol absolu. 
SD* = SM* au 1/30 dans du tampon PBS-BSA.
Préparations des échantillons :
· Plasma
Plasmas référence extraits: SLN06 (serum de lapin normal), Sg330 (sanglier), CAP (caprin), MR108 (manchot), serum de chèvre,  Ma07 (marmotte), pool MR cherel (manchot).
Les plasmas sont dilués en tampon PBS-BSA 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 (µL)
	éther

(mL)
	Reprise extrait (µL)

	Blanc
	
	500
	3
	300

	Plasmas
	50 µL
	450
	3
	300


La référence SLN06 est extraite trois fois, deux extraits (après reprise dans 300 µL de PBS-BSA) seront poolés et dilués en série dans du PBS-BSA au 1/2, 1/4, 1/8 et 1/16.

· Poils marmottes
Une petite quantité de poils est prélevée sur chaque touffe puis ils sont poolés, coupés aux ciseaux (notamment pour retirer les bulbes) puis broyés afin d’avoir un échantillon plus homogène. Les poils sont pesés et transférés dans des tubes en verre en vue de l’extraction. On veut doser en plusieurs réplicats environ 10 mg, 50 mg et 100 mg.
	Poids poils 

(mg)
	Poids poils 

(mg)
	Poids poils 

(mg)

	11.1
	48.7
	101.4

	10.0
	48.4
	99.4

	10.6
	48.7
	100.9

	10.8
	51.3
	98.9

	9.9
	48.3
	102.1

	10.2
	50.6
	102.0

	10.3
	52.1

	10.0

	9.9

	9.6


Les poils de marmottes sont dilués dans 1 mL d’H20 (incubation de quelques heures à RT).
L’extraction est ensuite similaire à celle des références.
Pour chaque poids testé (10, 50 et 100), deux extraits (après reprise dans 300 µL de PBS-BSA) seront poolés et dilués en série dans du PBS-BSA au 1/2, 1/4, 1/8 et 1/16.

· contrôles Biorad
Les contrôles Biorad sont extraits comme les références.
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· Standard
Le standard ne subit pas d’extraction.
Gamme de testostérone de 3.9 à 500 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

	
	échantillons
	100
	
	100
	100
	500


Résultats :

Voir ci-après
Conclusion :
La gamme, les références et les contrôles Liquicheck sont similaires à ceux des manip testo 2 et 4.
De même, pour la concentration de testostérone après extraction à l’éther de routine. On observe aussi une concentration inversement proportionnelle au poids de poils. La concentration en pg/mg est la même pour 50 et 100 mg de poils extraits, elle est deux fois plus élevée pour 10 mg de poils.
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Comme dans la manip testo 4, on observe après reprise de l’extrait une sorte de pellicule blanchâtre dans le tube dont la quantité est proportionnelle au poids de poils. 

Pour les dilutions, la référence pure correspond à la moyenne des extraits non dilués. Les concentrations étant faibles on considère que les dilutions sont dans l’ensemble correctes. Les concentrations ne sont pas du tout aberrantes s’il y a une interférence elle est minime.

Pour la dilution de 100 mg et du SLN06 on observe plutôt un under recovery. Pour les dilutions de 50 et 10 mg on observe un over recovery particulièrement pour 10 mg. De plus, pour 10 mg, 50 mg et SLN06 il y a un over recovery de plus de 150% pour des concentrations d’environ 3 pg/tube soit 0.2 ng/mL. Il semblerait donc que les concentrations seraient surestimées dans le bas de la gamme. D’où une concentration plus élevée dans 10 mg de poils. Il n’y aurait pas d’interférence dans 50 et 100 mg de poils. 

Ceci sera confirmé avec une manip de spiking (testo 6). 
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