DOSAGES RADIOIMMUNOLOGIQUES D’HORMONES
Objectif : 

Déterminer la concentration d’hormones dans des échantillons biologiques : 

- hormones stéroïdiennes :

- sexuelles androgènes : testosterone, DHT, DHEA, DHA


- sexuelles oestrogènes : oestradiol

- sexuelles progestatives : progestérone


- corticostéroïdes : corticostérone, cortisol, aldostérone


- hormones tyroïdiennes :



- tyroxine ou tétraiodotyronine T4



- triiodotyronine T3


- hormones hypophysaires :



- FSH



- LH



- Prolactine



- GH…
Méthode :
Le protocole est différent selon le type d’hormone à doser. 
Dans chaque dosage on fait : 

· 2 AT (Activité Totale) (H*+Tampon sans étape de séparation) : activité totale introduite dans les tubes

· 3 B0 (H*+Ac+Tampon) : activité de la fraction liée de l’H* en absence d’H. Correspond à 100% de liaison et donc au point 0 pg/tube de la gamme.

· 3 ANS (Activité Non Spécifique) (H*+Tampon avec étape de séparation) : activité interférente en absence d’H et qui correspond à la fraction libre chaude qui reste dans la fraction liée. Sa valeur est à soustraire des activités du B0, de la gamme et des échantillons.
A. Hormones stéroïdiennes

Les stéroïdes doivent subir dans un premier temps une extraction à l’éther, la fraction liée est séparée de la fraction libre avec du charbon-dextran. L’H et L’H* non fixées sur l’Ac anti-H sont adsorbées sur les particules de charbon dextran et sont précipitées par centrifugation. L’Ac lié à l’H et à l’H* reste dans le surnageant.
Le tampon utilisé est le tampon phosphate 0.01 M BSA 0.1% pH 7.4.
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Jour 1
Extraction à l’éther

Allumer le bain-marie froid.
Dans des tubes en verre de 10 mL pipeter les échantillons (plasmas à tester et plasmas de référence). Faire des blancs avec du tampon PBS BSA. Prise d’essai de 20 à 50 µL (selon les espèces à tester et la quantité d’échantillon disponible).

Ajouter du tampon PBS BSA de façon à compléter à 500 µL.
Ajouter 3 mL d’éther.

Mettre des bouchons et agiter au vortex 2 fois 1 min (10 s de pause entre les deux).

Centrifuger 5 min à 2000 rpm à 4°C.

Allumer le bain-marie à 37°C sous la hotte.

Congeler la phase aqueuse dans un bain-marie d’alcool à -20°C.

Transvaser le surnageant (éther contenant les stéroïdes) dans de nouveaux tubes en verre de 10 mL.

Placer les tubes dans le bain-marie à 37°C (placer une grille sur les tubes) et attendre l’évaporation complète de l’éther.

Reprendre l’extrait sec avec du tampon PBS BSA (300 à 500 µL)

Dosage

Dans les tubes en verre de 7.5 mL mélange de :

· 100 µL d’H : standard (H diluée en tampon PBS BSA) ou échantillon. Dans le cas des AT, ANS et B0 on met du tampon PBS BSA. La quantité d’échantillon doit être inférieure à 10% du milieu réactionnel pour limiter les interférences.

· 100 µL d’Ac anti-H (dilué en tampon PBS BSA)

· 100 µL d’H* (diluée en tampon PBS BSA)

Recouvrir d’une feuille d’aluminium.

Vortexer tous les tubes.

Incubation une nuit à 4°C.

Jour 2
Séparation au charbon-dextran
Préparation de la solution de charbon-dextran :



- 2.5 g de charbon



- 0.25 g de dextran



- 1L de tampon PBS-BSA

La solution de charbon-dextran doit être constamment agitée pour que les particules restent en suspension. Elle est placée sur un vortex dans un bécher en verre, dans la paillasse froide.

Les tubes sont aussi placés dans la paillasse froide. 

Ajouter le plus rapidement possible 500µL de charbon à l’aide d’une multipette (deux personnes, une pour distribuer et une autre pour remplir la pipette). 

Mettre à incuber 10 minutes précisément tout en vortexant les tubes un à un pour que les particules restent en suspension le plus longtemps possible.

Centrifuger 15 minutes à 4000 rpm à 4°C. Pendant ce temps préparer des bains-marie à 0°C (glace + eau dans des grands bacs où seront placés les portoirs).

Placer les tubes sur les portoirs à 0°C. Si la t°C est > à 0°C l’hormone se sépare des particules de charbon-dextran.

Pipetter 500 µL de surnageant en inclinant le tube et transférer dans un tube de comptage en polypropylène.

Ajouter 1 mL de liquide de scintillation (bidon avec pompe sous la hotte).

Vortexer quelques secondes puis compter sur le compteur ( tri-carb.

	
	
	H

 (µL)
	PBS-BSA (µL)
	Anti-H
(µL)
	H*
(µL)
	charbon

(µL)

	2
	AT
	
	700
	
	100
	500

	3
	ANS
	
	200
	
	100
	500

	3
	B0
	
	100
	100
	100
	500

	2
	H standard
	100
	
	100
	100
	500

	2
	échantillons
	100
	
	100
	100
	500


B. Hormones hypophysaires

La fraction liée est séparée de la fraction libre par immunoprécipitation avec un deuxième Ac dirigé contre l’Ac anti-H. Par exemple, si l’Ac anti-H est un Ac de lapin on précipite avec un Ac de mouton anti-lapin (SMAL : serum de mouton anti-lapin). 
Cependant, l’Ac anti-H étant en très faible quantité dans le milieu réactionnel, il ne peut pas être précipité par ce 2ème Ac. C’est pourquoi on ajoute du serum normal provenant de la même espèce que l’Ac anti-H. Par exemple dans le cas d’un Ac anti-H de lapin on ajoute du SLN (serum de lapin normal). 
Le tampon utilisé est le tampon Barbital 0.025M BSA 0.25% Azide 0.1%
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Jour 1
Dans les tubes en polypropylène de 3mL mélange de :

· 25 µL d’H : standard (H diluée en tampon barbital BSA) ou échantillon. Dans le cas des AT, ANS et B0 on met 25 µL de tampon barbital BSA. La quantité d’échantillon doit être inférieure à 10% du milieu réactionnel pour limiter les interférences.
· 250 µL d’Ac anti-H : l’Ac est dilué en tampon barbital BSA auquel on ajoute le serum normal de façon à en avoir 0.75 µL/tube soit 0.75 µL / 250 µL d’Ac dilué. 
· 250 µL d’H* (diluée en tampon barbital BSA)
Boucher les tubes AT afin d’éviter la contamination dans le compteur. 

Recouvrir d’une feuille d’aluminium.

Vortexer tous les tubes.

Incubation 24 heures à 4°C.
Jour 2
Ajout du second Ac en excès sauf dans les AT. La concentration finale du serum contenant le second Ac est de 13 µL/tube.
( 250 µL de serum dilué en tampon barbital BSA CaCl2.



 Soit 13 µL de serum + 100 µL de CaCl2 à 80 g/L + 137 µL de tp barbital BSA

Le CaCl2 améliore la formation de l’immunoprécipité.

Incubation 12 heures à 4°C.
Jour 3
Ajout de tampon barbital 0.025M (sans BSA) sauf dans les AT (permet de remettre en suspension et de laver le précipité).
Centrifugation sauf les AT 45 minutes à 4700-4800 tours/minute à 18-20°C.
Décantation par retournement (aspiration du surnageant possible mais trop fastidieuse).

	
	
	H

 (µL)
	barbital-BSA (µL)
	Anti-H
(µL)
	H*
(µL)
	SMAL

(µL)
	barbital

(µL)

	2
	AT
	
	
	
	250
	
	

	3
	ANS
	
	275
	
	250
	250
	1000

	3
	B0
	
	25
	250
	250
	250
	1000

	2
	H standard
	25
	
	250
	250
	250
	1000

	2
	échantillons
	25
	
	250
	250
	250
	1000
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