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Titre : Test de dosage dans le poil de marmotte : spiking, lavage du poil
But : Confirmer qu’il n’y a pas d’interférence (testo 5) avec un spiking. Voir si le lavage des poils avant extraction modifie les résultats.
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 :
· Spiking
Les échantillons sont spikés avant extraction avec de la testostérone standard : solution SM à 8000 pg/0.1mL en éthanol absolu utilisée pour la gamme. Spiking de 400 pg (5 µL) et 600 pg (7.5 µL).

Les échantillons ont aussi été extraits et testés sans spiking.

Spiking en PBS-BSA :

· 200 µL PBS-BSA

· Sp1 : 5 µL de SM dans 200 µL de PBS-BSA

· Sp2 : 7.5 µL de SM dans 200 µL de PBS-BSA
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Spiking en SLN06 :

· 200 µL SLN06

· Sp1 : 5 µL de SM dans 200 µL de SLN06

· Sp2 : 7.5 µL de SM dans 200 µL de SLN06

Spiking en plasma de caille 1 (lactescent) :

· 200 µL caille 1
· Sp1 : 5 µL de SM dans 200 µL de plasma de caille 1

· Sp2 : 7.5 µL de SM dans 200 µL de plasma de caille 1

Spiking en plasma de caille 2 (lactescent) :

· 200 µL caille 2
· Sp1 : 5 µL de SM dans 200 µL de plasma de caille 2

· Sp2 : 7.5 µL de SM dans 200 µL de plasma de caille 2

Spiking en PBS-BSA + 10 mg poils :

· 200 µL PBS-BSA + 10 mg poils (10.9 mg)
· Sp1 : 5 µL de SM dans 200 µL de PBS-BSA + 10 mg poils (10.0 mg)
· Sp2 : 7.5 µL de SM dans 200 µL de PBS-BSA + 10 mg poils (10.0 mg)
Spiking en PBS-BSA + 100 mg poils :

· 200 µL PBS-BSA + 100 mg poils (80.3 mg)

· Sp1 : 5 µL de SM dans 200 µL de PBS-BSA + 100 mg poils (81.3 mg)

· Sp2 : 7.5 µL de SM dans 200 µL de PBS-BSA + 100 mg poils (80.5 mg)

Extraction à l’éther de routine.

Les échantillons 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.

	
	échantillon

 (µL)
	PBS-BSA (µL)
	éther

(mL)
	Reprise extrait (µL)

	Blanc
	
	500
	3
	1200

	Plasmas
	200 
	300
	3
	1200


· Lavage poils
10, 50 et 100 mg de poils sont lavés avec du shampoing et rincés à l’eau puis sont extraits.

· Standard
Le standard ne subit pas d’extraction.
Gamme de testostérone de 3.9 à 1000 pg/0.1mL en tampon PBS-BSA : solution mère à 8000 pg/0.1mL en éthanol absolu diluée au 1/8 en PBS-BSA de façon à avoir 1000 pg/0.1mL puis dilutions au ½ en série en PBS-BSA.
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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 est légèrement différente de celles obtenues dans les manip précédentes, donc les concentrations des références sont plus fortes.
Le spiking dans le PBS-BSA et le SLN06 est correct (recovery > 78%). Dans les plasmas de cailles (très lipidiques) le recovery est un peu moins bon, il y a donc peut-être une petite interférence lipidique mais elle doit être confirmée avec une dilution.
Le spiking des poils n’est pas satisfaisant surtout pour 100 mg de poils mais la dilution des extraits de poils est bonne (testo 5) donc ce n’est pas lié à une interférence. Si on regarde la concentration obtenue en pg/tube on voit que les échantillons de poils spikés sont très proches du PBS-BSA spiké. L’hypothèse serait donc que la testostérone spikée (standard) est beaucoup plus affine pour l’anticorps que la testostérone contenue dans les poils de marmottes. La testostérone standard se serait toute fixée et la testostérone des poils n’étant pas bien affine n’aurait pas eu le temps de se fixer. 
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Ceci expliquerait aussi pourquoi il y a toujours plus de testostérone (en pg/mg) dosée dans 10 mg que dans 100 mg de poils. Dans le dosage de 100 mg la testostérone n’étant pas bien affine elle n’a pas le temps de complètement se fixer et même si la concentration en pg/tube est plus élevée que dans 10 mg rapportée au poids de poils elle est inférieure. Ceci expliquerait aussi l’over recovery des faibles concentrations dans la dilution (les fortes concentrations étant sous-estimées). Il faudrait augmenter le temps d’incubation ou bien faire une préincubation des extraits de poils avec l’anticorps avant de rajouter le traceur.

La testostérone contenue dans les poils de marmottes pourrait être légèrement différente de la testostérone humaine ou bien elle se concentre dans les poils sous forme d’un dérivé.
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