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RESUME : Ce projet de thése s’inscrit dans le cadre du développement d’une
trousse radio immunologique (RIA) en phase solide, de dosage direct et fiable de
la progestérone dans le lait bovin. Son objectif est la préparation et la
caractérisation des trois (03) réactifs de base qui composent la trousse, a savoir i)
le traceur (analogue a la progestérone : progestérone 11a Hemisuccinate, marqué
a lodel25), ii) la phase solide (anticorps spécifique a la progestérone et le traceur)
et iii) la gamme étalon progestérone, dans le but d’obtenir un systéme sensible,
reproductible et spécifique pour le dosage de la progestérone. Le traceur est
préparé par marquage indirect & la ChloramineT et purifié sur colonne gel
Sephadex G-25. L’évaluation du traceur progestérone 11a HS-monoiodohistamine
obtenu a montré une performance trés satisfaisante d’'un point vue rendement de
marquage de l'histamine (71%), pureté radiochimique (98%), taux de liaisons
spécifiques (40%) et non spécifiqgues (3%) et stabilité dans le temps (3mois).
Quant aux résultats d’activité volumique (9uCi/ml) et spécifique (7uCi/ug), ils sont
tributaires de l'activité de marquage (357uCi). Le systéme de séparation phase
solide préparé avec un anticorps commercial a montré une meilleure séparation
des formes libres et liees comparé aux systémes de séparations par précipitation
(charbon/Dextran et PEG/Byglobuline) et une conservation des propriétés
immunologiques pendant une durée de 12 mois. Une gamme d’étalons
progestérone (0-40 ng/ml) a été préparée dans une matrice tampon phosphate,
puis calibrée, lyophilisée et stockée au réfrigérateur. Pour le besoin du dosage,
ces étalons sont reconstitués dans la matrice lait déplété. Sur le plan stabilité, ces
étalons stockés au réfrigérateur pendant une durée de trois (03) années,
enregistrent un taux de dégradation de 10% de la concentration initiale. Une fois la
trousse est constituée, 'optimisation des conditions de dosage, a portée sur la
durée et la température d’incubation de la réaction d'immunocompétition et le
nombre de lavage des tubes de dosage apres décantation. Quant a la validation
de la trousse, elle a été évaluée d’abord sur un plan analytique, a travers
'estimation du test de précision (variations intra et inter- essais de trois
échantillons de lait bovin), les coefficients de variation enregistrés sont
respectivement de l'ordre de 13% et 12% pour les basses concentrations et
varient entre 5% et 9% pour les concentrations de progestérone moyennes et
élevées. Le test d’exactitude révélé par le test de dilution et le test de surcharge
enregistrent des pourcentages de recouvrement qui s’échelonnent respectivement
entre 86.9% et 126% et entre 83.8% et 118.5%. Sur le plan clinique, la
comparaison par analyse de régression des résultats de dosage de la
progestérone, d'un lot (30) d’échantillons de lait collecté sur des vaches a
différents stades physiologiques, dosés simultanément avec la trousse locale et la
trousse commerciale Immunotech montrent une trés bonne corrélation (r= 0.998)
entre les deux trousses.

Mots clés : progestérone, RIA direct, phase solide, validation, lait bovin



ABSTRACT:

The project of the thesis is the development of a direct and fast radioimmunoassay
kit (RIA) solid phase of progesterone in bovine milk. Its objective is the preparation
and the characterization of three (03) basic components of kit, first, the tracer
(progesterone 1la Hemisuccinate radiolabeled with lodel125), second, the solid
phase (specific antibody anti progesterone, also recognizing the tracer) and third,
progesterone standards, with an aim of obtaining a significant system, validated
and specific for measure of progesterone. The tracer is prepared by indirect
radiolabeling, using Chloramine T reagent and purified on Sephadex G-25column.
The solid phase system separation, prepared with a commercial antibody showed
a better separation of free and bound forms, compared with precipitated systems
separations (charcoal/Dextran and PEG/Byglobuline) and a long conservation of
immunological properties (12 months). The parameters of optimization of this solid
phase are related to antibodies title and dilution buffer, temperature and duration
of coating and saturation buffer of coated tubes. A progesterone calibrators was
prepared in range of (0-40 ng/ml), in a phosphate buffer matrix and it was
calibrated, dispatched, lyophilized and then stored in refrigerator until RIA tests.
For tests, the calibrators are reconstituted in free progesterone skim milk matrix.
The standards stored in refrigerator were stable during three (03) years, its
recorded 10% of degradation of progesterone rate compared with the initial
concentration. Once the reagents are prepared and characterized, the optimization
of analytical conditions (RIA competitive tests) was related to duration and
temperature of incubation of the immuno-competition reaction of and the number
of washing of the testing tubes after decantation. The validation of the case was
evaluated initially analytical, through the estimate of the test of precision
(variations will intra and inter tests of three bovine milk samples). The recorded
coefficients of variation are higher than 10% (13% and 12% respectively) for the
low concentrations and lower than 10% (vary between 5% and 9%) for the
medium and high progesterone concentrations. The test of exactitude was evaled
by dilution test and recovery test. The recovery was found about respectively
86.9%-126% and 83.8%-118.5%. Clinical validation results of progesterone levels
of batch (30) of milk samples, collected on cows at various physiological stages,
estimated by both progesterone RIA kits from Immunotech and in house, was
evaluated by regression analysis, shows very good correlation (r= 0.998).

Key words: progesterone, direct RIA, solid phase, validation, bovine milk
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INTRODUCTION GENERALE

INTRODUCTION GENERALE

La production laitiere constitue une branche stratégique du secteur agricole
algérien eu égard a la place prépondérante que le lait occupe dans le modéle de
consommation des algériens et notamment des couches sociales a faibles
revenus. Elle est fournie a plus de 72% par I'élevage bovin [1] et ne couvre
gu’environ 40% des besoins de consommation locale [2] sur la base d'un ratio
annuel estimé a 110 litres/habitant [3] classant 'Algérie a la premiére place parmi
les pays du Maghreb [4].

Dans le but de répondre a une forte demande en lait et produits laitiers induite par
un développement démographigue et un exode rural de la population algérienne,
les pouvoirs publics ont mis en ceuvre une politique d’approvisionnement du
marché local basée dans un premier temps sur des importations massives de
poudres de lait et produits laitiers. A titre indicatif, ces importations laitieres sont
estimées a 1.17 milliard USD en 2015 [5]. Par ailleurs, la flambée des prix des
denrées alimentaires sur le marché international et la chute des revenus pétroliers
ont contraint 'Algérie a réduire la facture de ses importations qui, tout de méme, a
atteint les 980 millions USD en 2016 [5] et a réorienter sa politique vers une
diversification économique.

Dans cette optique et suite a la crise laitiere de 2007 sur le marché mondial, [6].
Les pouvoirs publics ont donné alors plus d’'importance au développement de la
production nationale en accordant des fonds de régulation a des filieres agricoles
considérées comme stratégigues. Dans ce cadre, la filiere lait a bénéficié de
mesures incitatives en faveur des éleveurs laitiers et des autres opérateurs de ce
secteur, en termes d’aides et de subventions pour le renforcement des segments
de cette filiere.

Ainsi, la gestion de la reproduction des vaches laitieres par des techniques
modernes (synchronisation et insémination artificielle) constitue un préalable
important pour la production laitiere. Néanmoins les problemes constatés dans les
troupeaux laitiers tels que linfécondité et linfertilité ont des conséquences
économiques négatives, engendrés entre autres, par le manque de suivi régulier
de litinéraire zootechnique et sanitaire entrainant souvent des surcolts pour
I'éleveur résultant de traitements vétérinaires, de distribution de rations
alimentaires inadéquates, des réformes et de faibles rendements laitiers [7]. Par
ailleurs, le constat d’'une faible maitrise de la conduite de la reproduction bovine
rapporté par d’autres auteurs dans plusieurs élevages laitiers locaux indique que
les parametres de fécondité et de fertilitté mesurés sont souvent en deca des
normes établies pour une gestion efficiente de la reproduction des troupeaux
bovins [8, 9, 10, 11].
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La thése est focalisée sur les possibilités d’introduire des innovations techniques
en matiere d’analyses de laboratoire des profils hormonaux des animaux
d’élevage pour fournir le conseil a tout éleveur laitier qui se fixe comme objectif,
'obtention d’'un veau par vache et par an et par conséquent une production au
cours d’'une lactation réguliere. Le défi de ce type d’éleveur laitier consiste a
améliorer la conduite de la reproduction de son troupeau par une bonne
connaissance des états physiologiques des différentes femelles dans son élevage.

L’'objectif de la thése consiste a apporter une contribution en matiere de
valorisation des informations collectées lors de l'observation du troupeau par
I'éleveur, par 'analyse des niveaux périphériques de la progestérone dans le lait
ou le sang par radioimmunoanalyse (RIA). Le profil progestéronémique constitue
un des outils permettant de mieux identifier et caractériser les cycles de
reproduction des femelles du troupeau bovin. En effet, le dosage de ce
biomarqueur, a des intervalles réguliers, permet de déterminer la présence d’'un
corps lutéal fonctionnel ou l'ovulation, de réaliser un diagnostic précoce de non
gestation, des cas d'infertilité et bien d'autres avantages pour I'éleveur et le
technicien (vétérinaire et inséminateur). De telles analyses permettent de mieux
gérer, en général, la fonction de reproduction des élevages et d’améliorer par
conséquent leur rentabilité économique.

Parmi les outils actuels de diagnostic hormonal, les techniques immunologiques,
regroupant 'ensemble des méthodes analytiques quantitatives, mettant en jeu la
réaction antigéne-anticorps, constituent un moyen performant et précis pour
quantifier et exploiter les profils hormonaux. La mise au point du
radioimmunodosage est attribuée a Yalow et Berson qui réaliserent en 1959 le
premier dosage immunologique de l'insuline humaine dans le plasma [12].

En Algérie, l'utilisation de la technique de radioimmunodosage des hormones
stéroidiennes dans le sang et/ou le lait chez les animaux d’élevage a été introduite
en 1990, dans le cadre de projets de coopération AIEA/FAO/Algérie. Un
laboratoire de zootechnie a été créé en ce sens au CDTN (Alger) en collaboration
avec des instituts algériens (INMV, ITELV et CNIAAG).

Actuellement, les trousses RIA progestérone (40 dosages en double) a usage
humains sont les seules qui sont importées a un prix de revient de 105
USDl/trousse. Ce type de produit nécessite lors de son acheminement des
conditions de conservation a une température de 4-8°C et des durées
d’acheminement trés courtes en raison de I'iode-125 (I1*2%) incorporé dans I'un des
réactifs (traceur).

21



INTRODUCTION GENERALE

Eu égard a I'impact économique positif d’'une bonne gestion de la reproduction sur
la rentabilité des élevages, la thése s’attelle a apporter une contribution dans le
développement local des différents composants de la trousse de dosage de la
progestérone chez les animaux d’élevage dans le but de participer a I'extension
de ce type d’innovation technique a une échelle plus large en Algérie pour
I'accroissement des productions animales.

Ainsi, ce travail de thése s’inscrit dans le cadre d’'un programme de recherche et
développement technologique initi€é depuis quelques années au sein du
Département des Applications Nucléaires, relevant du Centre de Recherche
Nucléaire de Draria (CRND) traitant d’'un théme relatif au développement de
trousses Radio-Immunologiques et Radio-Immunométriques pour le dosage in
vitro. La thése est réalisée dans ce contexte et elle est consacrée au
développement et la validation d’'une trousse de dosage radioimmunologique de la
progestérone dans le lait de bovins laitiers.

La thése est structurée en trois parties :

1. La premiéere partie est consacrée a une synthése bibliographique (chapitre
1). Elle comporte des rappels succincts sur ’hormone de la reproduction *
la progestérone”, l'intérét de son dosage pour le suivi de la fonction de la
reproduction chez la vache laitiére, les bases physiologiques et hormonales
du cycle sexuel de la vache, les techniques immunologiques de dosage de
la progestérone, présentation du radioimmunodosage, les procédés
utilisées pour la préparation, la purification et la caractérisation de chaque
composant de la trousse (traceur, phase solide, standards) de
radioimmunodosage.

2. La deuxiéme partie est consacrée a I'expérimentation réalisée (chapitre 2).
Elle décrit 'ensemble du matériel utilisé et les méthodes choisies ainsi que
les conditions expérimentales adoptées pour la réalisation des différentes
expérimentations.

3. La troisieme partie (chapitre 3) traite des différents résultats obtenus au
cours des étapes de préparation, purification et caractérisation des
composants de la trousse. lls sont suivis de la validation analytique et
clinigue de la trousse préparée localement en comparaison avec une
trousse commerciale.

4. Enfin la thése se termine par une conclusion générale qui synthétise les
principaux points scientifigues et techniques qui résultent de
'expérimentation effectuée ainsi que les perspectives qui se dégagent de la
mise au point de trousses pour le radioimmunodosage de la progestérone
dans le lait de vaches.
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CHAPITRE 1 : SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

1.1. PROGESTERONE STEROIDE DE LA REPRODUCTION :

1.1.1. Structure de la molécule :

La progestérone (P4), encore appelée 4 pregnene 3,20-dione, est une hormone
stéroidienne a 21 atomes de carbone, de formule C21Hz002 (Figure 1.1). Elle
possede deux fonctions cétone (O=) au niveau du carbone (C3) et (C20), deux
fonctions méthyle (-CHs) au niveau du carbone (C10) et (C13), une double liaison
en C4=C5 et un groupement COCHs en C17. La progestérone est une substance
cristalline, incolore, sa masse moléculaire est de 314,46g/mol et sa demi-vie est
de dix & 15 minutes [13].

Figure 1.1 : Structure moléculaire de la progestérone

La progestérone fut découverte en premier en 1929 par Corner et Allen "la
tureprogestine" [14]. Butenandt réussit, en 1934, a isoler I'hormone du corps
jaune en traitant six cents kilos d'ovaires de truies, soit 50 000 animaux, il a
extrait 12 milligrammes de «progestine» cristallisée [15].

1.1.2. Propriétés physiques :

La progestérone est peu soluble dans I'eau, mais soluble dans certains solvants
organiques, tels les éthers, dioxane ou les essences [16]. Elle possede une bande
d’absorption dans l'ultraviolet, avec un pic d’absorption situé a 240 nm et une
fluorescence en milieu alcalin [17].

1.1.3. Biosynthese de la progestérone :

La progestérone est synthétisée a partir du cholestérol (C27) fourni par les
lipoprotéines (LDL). Au cours d’'une premiére phase mitochondriale, le cholestérol
subit I'action de trois enzymes (la 20-alpha-hydroxylase, la 22-hydrolase puis la
20-22-desmolase). Sa chaine latérale est rompue et il se forme de la 5-prégnéne-
3B-ol, 20-one ou prégnénolone (Figure 1.2).
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- Action de la 20a-hydroxylase : mise en place d’un -OH en alpha sur le C20 ;

- Action de la 22a-hydroxylase : mise en place d’un -OH sur C22 ;

- Action de la desmolase : apres action des deux premiéres, elle coupe la liaison
entre les deux carbones 20 et 22.

Figure 1.2 : Synthése de la prégnénolone a partir du cholestérol [18]

La transformation de la prégnénolone en progestérone se fait par la voie A4, qui
est en deux étapes (Figure 1.3) :

o  AasISOMERASE

21
27

“ |A5,3p0L=A 4,3 CETO|

OA 0

| PREGNENOLONE l‘ - l PROGESTERONE I

/@/——1 A 4PREGNENE 320 DIONE
o”

3pOL DESHYDROGENASE

- La A4-5 isomérase change la position de la double liaison de 5-6 en 4-5 ;
- La 3-B-hydroxydéshydrogénase effectue une oxydation du radical 3B-hydroxy en
fonction 3-cétonique.

Figure 1.3 : Voie A4 [18]
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Au cours d’une seconde phase extramitochondriale, la prégnénolone subit I'action
d’'une 3B -hydroxystéroide-déshydrogénase qui oxyde la fonction alcool 3 sur le
C3 en fonction cétone, elle est accompagnée par une transposition de la double
liaison 5-6 qui vient se placer en position conjuguée 4-5. Cette réaction est activée
par la 3B-hydroxystéroide-déshydrogénase qui a aussi un effet d’'isomérase, pour
former la progestérone. Celle-ci peut étre transformée en 17-hydroxyprogestérone
par une 17-alpha-hydroxylase qui peut agir avant ou aprés les deux enzymes
précédentes (Figure 1.4) [19]

Cholestérol
1 2022DES L
—————— v l: ~I 7a0H— ’\/ (\’ 17.20DES - :\
Prégnénolone  ———p  hydroxypregnénolone —_— déhydroépiandrostérone
spusp 3| __ ll 3pHS ) T ooes TS 1 YD
Se-e- R Vo 17q0H ikl ~—____--"" ¥ ==
progesterone — 170H progestérone —p  Androsténedione
""" ~ < 210H L-m = -7TTS
V2100 ) l ‘\\—-—" L {_Cyp19 3
Désoxycorticostérone 11Désoxycortisol
o7 g ‘11p0H B Testostérone Estrone
v IIBOH , Seoo - -
_____ ‘ ' TS
H A . v Cypl9
Corticostérone Cortisol S~ ‘
/7 Aldostérone N .
[\\ synthase //‘ ¥ (Estradiol

Aldostérone

(OH : hydroxylase, HSD : hydroxystéroide déhydrogénase, DES : desmelase, Cyp : cytochrom)

Figure 1.4 : Schéma général de la biosynthese des hormones stéroides [19]

La progestérone est un précurseur jouant le réle dintermédiaire dans la
biosynthese des estrogenes et des corticoides. Elle est formée a titre
d’intermédiaire dans la biosynthése de diverses hormones stéroidiennes comme
les hormones surrénaliennes, dans ce cas, ce stéroide ne sort pas des cellules
formatrices. Par contre, au niveau des cellules de la granulosa de l'ovaire, la
progestérone est secrétée dans la circulation sanguine [20].
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Dans le sang, la progestérone est transportée liée a la corticosteroid binding
globulin (CBG) et I'albumine (approximativement 98%) et sous la forme libre [14].
La demi-vie de ces deux formes est de 20 a 30 minutes. Elle est métabolisée dans
le foie par des hydrogénations successives de la double liaison 4-5 et des
fonctions cétone en 3 et 19 d’ou la formation du prégnandiol, qui sera conjugué
par le foie avec I'acide glucuronique et éliminé par voie de la bile (30%) ou par
voie urinaire (60 %), d’ou elle repasse dans un cycle entérohépatique [21].

1.1.4. Actions physiologiques de la progestérone :

La progestérone est une hormone synthétisée essentiellement par le corps jaune
des ovaires, avant 'ovulation, au niveau des cellules non vascularisées de la
granulosa et apres ovulation, au niveau des cellules lutéinisées de la granulosa.
Le placenta, au niveau du syncytiotrophoblaste [22], prend le relais de facon plus
au moins marquee selon les espéces, a partir d’'un stade donné de la gestation
[23]. Elle est donc présente dans le sang et/ou le lait pendant la phase lutéale du
cycle cestral et lors de la gestation. Les surrénales et les testicules produisent
aussi la progestérone, mais a de faibles quantités.

Son action au niveau de I'ovaire commence par activer une collagénase qui détruit
les fibres de collagéne et diminue ainsi la cohésion entre les cellules dans le
follicule. La progestérone est sécrétée de maniére croissante, et augmente aussi
la sécrétion de liquide folliculaire, ce qui augmente les tensions dans le follicule, et
augmente les forces de rupture d’ou la libération de l'ovocyte, c'est la ponte
ovulaire (Figure 1.5).

Ovulation

i &
Progestérone

Pic Oestrogénes

6‘01’08“‘{0“’ Liqu. Folliculaire 7

\ Collagéne ™ pjstension 2

Force de cohésion ™ Force de rupture 7

Figure 1.5 : Action de la progestérone sur I'ovulation
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Au niveau de I'endometre utérin, la progestérone prépare la muqueuse utérine a la
nidation de I'ceuf, en cas de fécondation, I'endometre devient glandulaire, sa
vascularisation s'enrichit et il y a des dépdbts de glycogene. Elle assure I'absence
des contractions rythmiques des muscles utérins.

La progestérone provoque le stockage de précurseurs d’acides gras dans
'endomeétre. A partir de ces précurseurs, l'cestradiol induit la synthése de
prostaglandines utérines PGF2a, qui seront ensuite libérées par I'action de
'ocytocine lutéale sur ses récepteurs utérins. Leur effet lutéolytique aura pour
conséquence d’'un point de vue hormonal la diminution progressive de la
progestéronémie [24].

Au niveau du col, elle provoque une sécrétion épaisse ou bouchon muqueux
empéchant la progression des spermatozoides.

Au niveau des glandes mammaires, elle est responsable de la croissance des
acini (important pour la lactogenése)

Elle a aussi un contrle sur I'hypothalamus et I'hypophyse. Elle agit sur les
neurones de la GnRH en abaissant la fréquence des décharges de GnRH. Une
progestéronémie élevée lors une phase lutéale, exerce un rétrocontrbéle négatif sur
la sécrétion de GnRH, donc sur la libération de I'hormone LH. Il en résulte une
réduction de la synthése d’cestradiol par le follicule mature dominant et par
conséquent, son atrésie. Si la progestérone se maintient a un niveau élevé, une
troisieme vague de croissance folliculaire apparait. Si par contre, la
progestéronémie diminue alors que le follicule dominant de la deuxiéme vague est
en phase de croissance, il ovule, et le cycle ne comporte que deux vagues [25].

1.1.5. Réqulation et modifications hormonale au cours du cycle cestral chez la
vache

Le cycle sexuel est caractérisé par deux phases bien distinctes. La phase
folliculaire (pro-oestrus et oestrus) qui correspond d’un point de vue événements
cellulaires ovariens a la croissance folliculaire terminale et a I'ovulation. La phase
lutéale (metoestrus et le dioestrus) correspond au développement d’'un corps
jaune a partir du follicule qui a ovulé et régression de ce dernier en I'absence de la
fécondation.

Durant un cycle, plusieurs vagues de croissance folliculaire sont entamées et le
follicule ovulatoire est issu de la derniere vague. La variation de ce nombre de
vagues détermine la longueur des cycles constatés [26].
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Sur le plan hormonal, la régulation du cycle sexuel fait intervenir le systeme
nerveux central ('hypothalamo-hypophyse) et I'appareil génital (ovaire et utérus)
(Figure 1.6 et 1.7).

Inhibition de la
HYPOPHYSE
ANTERIEURE

synthése

de la FSH

Rétrocontrole Rétrocontrdle

positif par les négatif par la
Estrogenes Progestérone
Folligtile OVAIRE
) s
) e y
(\
f
Q ]
QI \
/ turation K PGF2u
GEstrogénes o Progestérone

IV A

UTERUS
modifications modifications

*
cestrales progestatives

Figure 1.6 : Régulation hormonale du cycle oestral [27]

Durant le cycle ovarien, la GnRH (Gonadotropin Releasing Hormone ou
gonadolibérine), qui est une hormone hypothalamique secrété de maniére
pulsatile, agit sur l'anté-hypophyse pour sécréter la FSH (Follicle Stimulating
Hormone ou follitropine) et la LH (Luteinizing Hormone ou lutropine), qui a leur
tour contrélent la sécrétion des hormones ovariennes.

Le début de la phase lutéale est marqué par I'ovulation d’un follicule dominant
ayant atteint la maturité (follicule de DeGraff). Elle se produit en moyenne 30
heures aprés 'augmentation des pulses et la décharge de la LH. Celle-ci assure la
transformation de la théque interne et de la granulosa du follicule en corps jaune.
L’action de I'hormone hypophysaire (LH) persiste au niveau du corps jaune en
stimulant la sécrétion de la progestérone, qui atteint des taux maximum au environ
du 5%M€jour et a un degré moindre I'cestradiol. Les taux élevés de progestérone
secrétés (dioestrus), par rétrocontrdle négatif sur I'axe hypothalamo-hypophysaire,
inhibent les sécrétions pré-ovulatoires de gonadotrophines (LH).

Sous l'action de la FSH hypophysaire, un groupe de follicules se développe au
sein de l'ovaire (Recrutement) et assure leur croissance, elle stimule la conversion
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d’androgénes en cestrogénes, qui agissent positivement sur la production de la
GnRH et en synergie avec la FSH, stimulent le développement de la cavité antrale
des follicules. Associée a la FSH, la LH stimule la production d’cestrogénes et
d’inhibine par les grands follicules, qui induisent la diminution de la sécrétion de la
FSH. Par la suite, la diminution du taux de FSH induit la sélection d'un follicule
dominant, qui acquiert des récepteurs a LH (cellules de la grannulosa) plus
rapidement que l'ensemble des follicules subordonnés, ces récepteurs lui
permettront de subsister a la chute des taux de FSH. Aussi, Le follicule dominant
se maintient en entretenant sa sécrétion en cestradiol par acquisition d’un
mécanisme d’autostimulation interne par l'intermédiaire de la synthése d’Insulin-
like Growth Factor 1 (IGF1) [25, 28].

A ce stade de développement, le sort du follicule dominant dépend plus de la
fréquence des pulses de la LH plasmatique que de la FSH. Si le follicule dominant
croit en présence de taux élevés de progestérone plasmatique (dioestrus), en
raison d'une faible fréquence des pulses de LH, il perd sa dominance et sa
capacité de stéroidogenése, en plus d’'une accumulation d’androgénes a cause du
faible niveau de FSH, il décroit et devient atrétique. Les concentrations
plasmatiques en cestrogenes et en inhibine deviennent faibles, entrainant une
augmentation de la FSH plasmatique suivie d'une nouvelle vague folliculaire. Par
contre, en absence de la progestérone, la fréquence des pulses de LH devient
élevée, avec la FSH, ils stimulent le développement et la maturation du follicule
dominant, qui secréte des concentrations élevées en cestrogénes induisant les
chaleurs et déclenchent la décharge ovulatoire de LH. on constate que les
modifications de la concentration en progestérone ont une double influence
sur la croissance folliculaire et le principe du développement par vagues
[25].

En I'absence d'une fécondation, un nouveau cycle ne peut commencer que
lorsque le corps jaune du cycle précédant n'est plus fonctionnel. En effet,
L’ocytocine, d’origine majoritairement post hypophysaire, intervient dans la
lutéolyse cyclique, en synergie avec la prostaglandine F2a et les cestrogénes
folliculaires. L'ocytocine, synthétisée par les grandes cellules du corps jaune
en fin de phase lutéale, se fixe a ses récepteurs sur 'endométre utérin, dont la
synthese a été initiée par les cestrogénes sécrétés par le follicule pré ovulatoire,
elle induit la production et la libération de la prostaglandine par l'utérus. Il en
résulte la lutéolyse.

Dans le cas d’'une gestation, le trophoblaste formé commence a secréter a environ
15 jours de la gestation de la trophoblastine, dont le réle est d’inhiber la sécrétion
de la PGF2a. Le corps jaune formé se transforme en CJ gestatif, secrétant de la
progestérone pendant toute la durée de la gestation. Celle-ci inhibe toute
décharge de LH et il ya atrésie du follicule dominant [29].
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Figure 1.7 : Schéma des modifications folliculaires et des concentrations
hormonales plasmatiques chez la vache
Le tableau 1.1 montre les principaux parameétres de cycles cestraux chez
quelques ruminants [30].
Tableau 1.1 : Paramétres des cycles cestraux chez quelques ruminants [30]
Espéces Vache | Brebis | Chévre Jument
Pro-oestrus (j) 2-3 2-3 3 2-5
Phase folliculaire Oestrus (h) 12-18 24-36 24-40 144 (72-240)
Metoestrus (j) 2 2 16 2
Phase lutéale Dioestrus (j) 15 10-12 13-23
Durée du cycle (j) 21 17 20-21 21
Moment de I'ovulation/début oestrus (h) 10-12 30-40 24-45 144

1.1.6. Evolution de la progestérone dans les matrices sang et lait :

La concentration en progestérone dans le sang et/ou le lait est caractéristique de
I'état physiologique des femelles de I'élevage [31]. Elle évolue au cours du cycle
cestral sous la dépendance des gonadotrophines, elle est a son niveau inférieur
pendant la période péri-ovulatoire (phase folliculaire), puis augmente
graduellement pendant les premiers jours qui suivent I'ovulation correspondant au
stade metoestrus, pour atteindre un plateau, qui persiste pendant le stade
dioestrus de la phase lutéale (Figure 1.7). A l'état gravide, le taux de
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progestéerone reste élevé pendant toute la gestation, alors que pendant I'anoestrus
vrai, il est a son niveau le plus bas.

Les seuils en progestérone dans le sang et le lait écrémé déterminant les
différents états physiologiques sont illustrés par le tableau 1.2. lls sont communs
a toutes les bibliographies.

Tableau 1.2 : Niveau de progestérone (ng/ml) dans le sang ou le lait écrémé en
fonction de I'état physiologique de la femelle [31]

Phase folliculaire Phase luthéale Gestation Inactivité
Espéces Sang lait écrémé | sang | lait écrémé ovarienne
Vache, Brebis 0.5-1 <1-2 >1 >1-2 >2 <1
Cheévre, Jument

La progestérone est un stéroide qui peut étre dosée dans plusieurs milieux
biologiques [32,33,34]. Cependant en médecine vétérinaire, le sang
(plasma/sérum) et le lait (entier/écrémé) représentent les fluides les plus utilisés
en immunodosage, avec une préférence pour la matrice lait chez les femelles en
lactation, en raison de la facilité de I'’échantillonnage, celui-ci n’engendre aucun
stress a I'animal prélevé [35, 36, 37, 38, 39, 40, 41].

Les concentrations de progestérone mesurées dans le sang reflétent fortement
celles mesurées dans le lait écrémé [42] (r=0.95), [43] (r=0.88). Cependant, étant
donné sa nature lipophilique, la progestérone est présente en concentration plus
élevée dans le lait entier par rapport au lait écrémé [44, 45, 46].

Par ailleurs, les conditions dans lesquelles est effectué I'’échantillonnage de sang
ou le lait (lieu et moment de prélévement, les conservateurs utilisés) et le procédé
de stockage des échantillons (nature, température et durée de stockage de
'échantillon juste aprés le prélévement, pendant son acheminement au
laboratoire, au niveau du laboratoire pendant sa centrifugation et avant le dosage)
constituent des facteurs de variations de la concentration de progestérone. Pour
cela, il importe d’homogeénéiser ces parametres pendant toute la durée de
I'expérimentation et de choisir un schéma d’échantillonnage qui permet d’assurer
la conservation la plus longue possible de la progestérone dans la matrice de
dosage.
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Dans le cas du lait, le froid intense détruit les globules gras de la structure du lait
de suite d’une cristallisation des triacylglycerols ou d’'une pénétration des cristaux
de glace dans les membranes primaires des globules gras du lait [47]. Ainsi, la
concentration de progestérone dans le lait écrémé est fortement augmentée
quand ['échantillon de lait entier est préalablement stocké a de basses
températures (0°C et 4°C) avant centrifugation et & mesure que la durée de
stockage augmente [48,49]. Le froid semble diminuer la solubilité de la
progestérone dans la fraction grasse du lait. Les échantillons de lait entier et de
lait écrémé doivent étre dosés dans les quelques heures qui suivent la collecte, si
non I'ajout d’un conservateur est obligatoire [50]. Aussi, les premiers jets de lait
doivent étre éliminés et un échantillon de lait représentatif des quartiers seins doit
étre collecté. Quant au moment de I'échantillonnage, qu’il soit avant ou aprés les
traites, il doit étre maintenu pendant toute I'étude, car la concentration de la
progestérone est fortement liée au taux de matiere grasse du lait [49].

Pour remédier au probléme de dégradation des prélevements de lait entier
pendant le transport, Samsonova et al. 2014 ont proposé de doser la
progestérone chez les bovins dans des échantillons de lait séchés sur membranes
poreuses [51].

Dans le cas du sang entier, il a été montré que les enzymes présents dans des
globules rouges du sang occasionnent une perte de la progestérone dans le cas
d’échantillons de plasma non séparés. Delahaut et al. 1979, préconisent de
centrifuger les prélevements de sang sans conservateur dans I'immédiat a 4°C ou
I'additionner de I'équivalent de 5mg/ml de sang, d’Azide de sodium, il permet de
conserver 90% de la progestérone aprés quatre (04) jours de conservation a 20-
22°C [52].

Pulido et al.1991 [53], ont observé dans des échantillons de sérum et de plasma
héparinés, conservés avant centrifugation a des températures respectivement de
4°C, 17°C et 37°C, des chutes significatives du taux de progestérone a partir de
5h, 3h et 2h d’incubation pour le sérum et 6h, 2h et 1h d’incubation pour le
plasma. Les mémes observations ont été décrites par Inns et al.1989 [54].

Tahir et al. 2013, n‘ont pas enregistré d’effet significatif des différents agents
anticoagulant testés (silicone, lithium héparine et EDTA) sur la concentration de la
progestérone [55].
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1.2. INTERET DU DOSAGE DE LA PROGESTERONE CHEZ LES FEMELLES
D'ELEVAGES :

La progestérone est une hormone dite de la reproduction. Sa variation
chronologique au cours du cycle cestral, a fait de son dosage un outil fiable de
suivi et de détermination du statut physiologique des femelles d’élevage. Les
délais entre les prélevements et leur nombre dépendent des informations
disponibles sur la conduite du troupeau [31]. Le dosage de la progestérone dans
le lait et/ou le sang chez diverses espéces animales a été utilisé a différentes fins :

» pour étudier la cyclicité des femelles pendant les saisons [56, 57]
» déterminer I'entrée en puberté des jeunes femelles [58, 59, 60]

» la mise en évidence d’'une activité ovarienne chez les femelles cyclées [36,
39, 61, 62, 63, 64, 65]

» suivi de la reprise de I'activité ovarienne post-partum [33,38, 66, 67, 68, 69,
70,71, 72]

» appuis pour l'insémination artificielle et le transfert embryonnaire [40, 41,
73,74,75,76, 77]

» diagnostic précoce de non gestation et suivi de la gestation [78, 79, 80, 81,
82, 83, 84, 85]

» évaluation de l'efficacité des traitements hormonaux [37, 86, 87, 88, 89, 90]

La figure 1.8 illustre quelques exemples typiques de profils progestéronémiques
post-partum obtenus chez des vaches.
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Figure 1.8 : Exemples typiques de profils progestéronimiques chez la vache [91]
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1.3 TECHNIQUES DE DOSAGE DE LA PROGESTERONE :

1.3.1 Historigue du dosage :

Les premiers dosages de la progestérone ont débuté vers le début des années 60
avec le développement des méthodes de séparation chromatographique, peu
spécifiques et la sensibilité de l'ordre du pg, mais nécessitant des volumes
sanguins non négligeables (chromatographie sur papier et chromatographie sur
couche mince) [92].

Pendant la période 1960-70, sont apparues la méthode de double dilution
isotopique [93] et la chromatographie en phase gazeuse(GC) [94]. Cette derniére
technique de séparation a progressé avec l'apparition de la chromatographie
liquide a haute performance (HPLC) [95], qui par la suite a été couplée avec un
spectroscope de masse (LC-MS/MS) [92, 96] ou (GC-MS/MS) [97]. Ces méthodes
de dosage bien qu’elles soient efficaces pour la détermination de faibles doses de
progestérone, elles sont cependant trés couteuses pour un dosage de routine [98].

Parallelement aux méthodes chromatographiques, la période 1860-1935 a connu
'apparition des méthodes immunologiques, avec la découverte de l'anticorps et
des réactions d'immunoprécipitation induites par I'antigéne en présence de son
anticorps spécifique.

En 1953, Yalow et Berson [12] décrivait pour la premiere fois le dosage radio-
immunologique par compétition (Prix Nobel de médecine YALOW, GUILLEMIN,
SCHALLY enl1977). En 1968, Miles et Hales [99] marquent I'anticorps et exposent
la méthode de dosage immunoradiométrique (IRMA).

En 1975, Kohler et Milstein [100] ont obtenu des anticorps monoclonaux dont
I'utilisation a amélioré la spécificité et la sensibilité des techniques. Dés 1968,
I'évolution des techniques d'immunodosage a portée essentiellement sur le type
de marqueur utilisé et 'automatisation du dosage.

L'immunodosage était dans un premier temps dominé par les trousses avec un
traceur radioactif (RIA). Les contraintes engendrées par [lutilisation de
radioéléments ont poussé les scientifigues a utiliser d’autres marqueurs non
isotopiques tels les enzymes(EIA) [99, 100], la fluorescence (FIA) [103, 104] et la
chimiluminescence (CLIA) [105]. Malgré tout, les dosages RIA restent encore les
plus utilisés pour des raisons de colt et de simplicité [106].
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1.3.2. Les dosages immunologigues :

1.3.2.1. Bases physico-chimigues du systéme antigene-anticorps :

a) Les liaisons antigene-anticorps :

Les immunodosages regroupent I'ensemble des méthodes analytiques
quantitatives mettant en jeu la réaction antigene-anticorps [107] (Figure 1.9a). Les
antigenes sont des molécules complexes (naturelles ou synthétiques) capables de
mobiliser le systéme immunitaire et de provoquer une réaction immunitaire. lls
peuvent étre complets, pouvant stimuler la prolifération des lymphocytes et la
production des anticorps spécifigues (immunogénicité) et interagir avec ces
derniers (réactivité) ou incomplets, comme les hapténes. Ces petites molécules (<
5000Da) possedent la propriété de réactivité antigénique, mais sont non
immunogéniques, a moins d'étre couplés a des protéines porteuses (carriers). Les
parties antigéniqgues d'un antigene complet sont appelées déterminants
antigéniques, ou épitopes.

Les anticorps (Ac) ou immunoglobulines (Ig) sont des glycoprotéines présentes en
forte concentration dans le sang et les liquides interstitiels et les sécrétions des
mammiféres. lls sont produits par les plasmocytes (lymphocytes B différenciés) en
réponse a l'intrusion dans l'organisme d’'un antigéne. Les immunoglobulines sont
les récepteurs dantigéne, dont le site de liaison a I'épitope s’appelle le paratope.

anticorps
‘a.}a,,__-l{:z epitope
@ &} ,f-"f paratope

___,' i

- l-._
A%
X -

\B antigéne

Figure 1.9a : schéma de l'interaction entre un antigéne et différents anticorps
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Le systeme antigene-anticorps obéit aux mémes principes de l'interaction ligand-
récepteur. Il est caractérisé par la capacité de liaison réversible et met en jeu des
liaisons non covalentes de faible énergie. Ces forces mises en jeu dans les
liaisons Ag-Ac, sont de quatre types et sont, de la plus forte a la plus
faible (Figure 1.9b):

* forces électrostatiques ou ioniques qui s'exercent entre deux groupements
ioniques de charge opposée ; par exemple NH3+ et COO-.

* liaison hydrogene, forment un pont entre atomes électropositifs (hydrogene) et
électronégatifs (oxygéne, azote). Elles sont stabilisées par la présence d'eau et
diminuent avec la température.

* liaisons hydrophobes qui se forment entre des groupements chimiques
hydrophobes, qui repoussent les molécules d'eau.

* forces de Van der Waals représentent l'interaction entre les nuages
électroniques de deux atomes (mouvement des électrons entre deux molécules).
Elles sont trés peu énergétiques.

Anticorps

UH; —Otl s Liaison hydrogéne

Liaison ionique

Liaisons
hvdrophobes

; Forces de
i CH, Van der Waals

CH ( Liaison ionique

Figure 1.9b : Schéma des liaisons entre un antigene et un anticorps
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La force de liaison varie en fonction de la distance entre les molécules d’antigéne
et d’anticorps, leur complémentarité dans I'espace et des aires de contact
étendues.

La stabilité de toutes ces liaisons non covalentes est influencée par les molécules
en présence, les conditions physico-chimiques du milieu dans lequel a lieu la
réaction et de la température.

La réaction Ag-Ac dépend du point de vue thermodynamique de I'affinité : force de

liaison entre un épitope et son paratope. Elle est réversible et exothermique
libérant de la chaleur (2 & 40KCal.M-1) :

Ag +Ac *—.I Ag-Ac =chaleur
b) Propriétés de la liaison Antigene/Anticorps :
i. Affinité :

L'affinité de l'anticorps est une mesure de la force de liaison (attraction et
répulsion) entre un épitope unique et un paratope, (Figure 1.10)

Haute affinité Faible affinité
Ac \ Ac
: ‘ !
Ag Ag

Figure 1.10 : Schéma démonstratif de I'affinité antigéne-anticorps

Elle peut étre estimée quantitativement a travers I'évaluation de la constante
d’association intrinséque ou constante d’affinité a I'équilibre. Cette réaction, qui
obéit a la loi d’action de masse, est réversible et on obtient un équilibre lorsque la
guantité de complexe Ag-Ac formé par unité de temps est égale a la quantité de
ce méme complexe dissocié par unité de temps.

Le modele mathématique de la loi d’action de masse peut s’écrire :

[Ag] + [Ac]

kass

-

=

kdiss

[Ag - Ac]
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Ag : concentration molaire de I'antigéne

Ac : concentration molaire de 'anticorps

Ag-Ac : concentration molaire du complexe Ag-Ac

kass : constante cinétique d’association

kdiss: constante cinétique de dissociation

Vitesse d’association : V1= [Ag][Ac] x ka

(nombre de phénomene de liaison par unité de temps)
Vitesse de dissociation : V1= [Ag-Ac] x kd

(nombre de phénomene de dissociation par unité de temps)

A I'équilibre, Vi=V.1, 0n a
[Ag] [Ac] x ka = [Ag-Ac]kd

Ag - Ac ka
[Ag ]_ K& s

[Ag] [Ac]  kd
Ka = constante d’affinité (d’un paratope pour un épitope) exprimée en litre M1

Kd = 1/Ka (constante de dissociation qui est linverse de Ka, exprimée en
moles/litre)

Par convention, l'affinité est exprimée par la mesure de la constante de
dissociation Kd, Plus I'affinité de I'interaction Ag-Ac est grande, plus Ka est élevé,
plus le complexe est stable. On considére généralement que I'anticorps posséde
une bonne affinité pour 'antigéne lorsque Ka est supérieur ou égal a 10°M-1.

Ka est évalué a I'équilibre par la méthode de Scatchard [108].

ii. la valence d’un anticorps

Elle représente le nombre de sites antigéniques identiques aux quels peut se lier
un anticorps. Plus ce nombre est élevé, plus linteraction Ag/Ac est élevée. Ainsi,
I'lgG a 2 sites et I'lgM a10 sites.
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iii. Avidité de I'anticorps

L'avidité est une mesure de la force globale de la liaison antigene/anticorps ; elle
dépend de I'affinité des liaisons paratope/ épitope et de la valence de I'anticorps.
Si plusieurs liaisons se forment, la force de liaison est plus importante. Par
conséquent, 'avidité est généralement plus grande que I'affinité.

L’affinité fait donc référence a la force de liaison entre un déterminant antigénique
unigue et un site anticorps individuel alors que l'avidité fait référence a la force
globale de la liaison entre les antigénes et les anticorps multivalents (Figure 1.11).

K.= 10 106 10'
Affinité | Avidité | Awvidité

Figure 1.11 : Schéma démonstratif de I'avidité d’'un anticorps-antigene

iv. Spécificité et cross-réactivité :

La spécificité fait référence a la capacité d’un site anticorps donné a réagir avec
un seul déterminant antigénique ou encore a la capacité d'une population
d’anticorps polyclonaux a réagir avec un seul antigéne. La spécificité d’'un dosage
est son aptitude a mesurer seulement l'analyte désiré, méme en présence de
guantités importantes de substances de structure voisine. |l peut exister toujours
des réactions croisées, ou l'anticorps reconnaissent avec des affinités plus ou
moins importantes des molécules de structure voisine (Figure 1.12).

Réactions croisées

Anti-A Anfi-A Anti-A
At _7.7\(‘“ : «\(‘ ;

AgA AgB

Figure 1.12 : Schéma démonstratif des liaisons croisées de I'anticorps
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1.4. LE RADIOIMMUNODOSAGE (RIA) :

1.4.1 Principe de la méthode :

Lorsque I'on met en présence un anticorps (Ac), son antigéne spécifique froid (Ag)
et ce méme antigéne marqué (Ag*), il peut se créer deux types de complexe selon
que l'anticorps se fixe a un des antigenes : Ac-Ag et Ac-Ag* (Figure 1.13).

Le principe de ce dosage est basé sur la compétition qui se crée entre les deux
formes d’antigéne pour leur anticorps spécifique. Dans le cas d’'une estimation
guantitative, la concentration en anticorps et en molécule margquée est maintenue
fixe alors que celle de I'antigéne froid est augmentée. Cette croissance de la
concentration en antigéne entraine l'augmentation de la concentration en
complexe antigene-anticorps au détriment de la formation du complexe antigéne
marqué-anticorps. Une fois I'équilibre est établi, c'est-a-dire, que la totalité des
sites d’anticorps disponibles est liée, on mesure la fraction liée, qui diminue
exponentiellement avec la concentration en Ag a doser.

Ag marqué

] 140 marqueur libre 4 sﬂcfinn
H.a. Cioe + - lite:

o, <0 0

(o ~< @

Ac fih Aga m;rmeur lié .
- doser
fimitant [Ag]

¥+

A AN A

Figure 1.13 : représentation schématique du principe du radioimmunodosage
par compétition [109].

Une fois le signale radioactif émis par la fraction liée (complexe antigéne marqué-
anticorps) est mesuré, on peut tracer la courbe d’étalonnage.

L’'une des méthodes de calcul utilisée lors d’'un dosage RIA pour la linéarisation de
la courbe de la gamme étalon, sous la forme d’'une droite, caractérisée par une
éguation de type (y=ax + b), est une représentation de ces variables sous la
forme :

Logit ([Ag™-Ac])=f (log [Ag])

On représente en abscisse x=log10 de la concentration de antigene froid et en
ordonnée y= Logit (B/Bo) ou le Logit (B/Bo) = In [(B/Bo)/ (100- B/Bo)]
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Apres linéarisation de la courbe, les concentrations inconnues sont directement
lues par extrapolation. Actuellement, plusieurs logiciels de traitement des données
RIA existent (Logit-log, fonction spline, modele a quatre paramétres). Ces
programmes sont directement reliés de 'ordinateur au compteur gamma.

1.4.2. Constituants d’'une trousse RIA :

Les trousses de radioimmunodosages par compétition sont constituées de
différents composants dont :

- le traceur (analyte marqué),

- le systeme de séparation des formes libres et liées, composé de tubes revétus
d’'un anticorps spécifique a I'analyte,

- les étalons préparés dans une matrice adéquate en respectant les critéres
dl'identité de la structure a doser.

1.4.2.1. Le traceur radiomargqué :

Le radiomarquage est le procédé par lequel on obtention des molécules
radiomarquées. |l comprend trois étapes qui sont le marquage proprement dit,
c’est-a-dire la fixation du radionucléide sur la molécule, la purification du substrat
marqué et on termine par une caractérisation du traceur obtenu.

- la caractérisation du traceur obtenu.

a) Le choix du radiomarqueur :

Le choix du radiomarqueur utilisé pour marquer les molécules est guidé par deux
objectifs qui sont I'obtention d’'un traceur doté d’'une haute activité spécifique et
une modification minimale des propriétés immunochimiques ou physicochimiques
de la molécule marquée.

Initialement, le tritium (®H), émetteur béta, a été longuement utilisé pour marquer
les stéroides. Par la suite, les caractéristiques de plusieurs radio-isotopes de
I'lode, émetteurs gamma, tels que 231,125 et 31| ont permis leurs utilisation dans
la recherche biochimique et pharmaceutique, la radioimmunoanalyse et la
médecine nucléaire.

Parmi ces radio-isotopes, liode 125 est le privilégié en radioanalyse, pour
I'iodation des hormones protéiques et polypeptidiques [110]. Ces avantages par
rapports aux autres radiomarqueurs sont :

- I'iode 125 (Na!?®l), est une molécule peu coliteuse, assez peu ionisante, mais
suffisamment énergétique (35 Kev) pour que le rayonnement émis soit mesurable.
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- il provient généralement du bombardement du xénon par des neutrons dans un
réacteur ; son abondance isotopique est supérieure a celle de l'iode 131, 95 % et
20 %, respectivement.

- I'activité spécifigue (AS) d’une molécule marquée a '?°| est assez élevée 81.4
TBg/mmol-1. Des traceurs avec des AS trop élevées (592 TBg/mmol-1 pour *311)
risqueraient de diminuer 'immunoréactivité de I'antigéne marqué et de provoquer
des phénomenes de radiolyse (iodination damage) et des traceurs avec des AS
faibles (1.11 TBg/mmol-1 pour 3H) sont inutiles a la radioanalyse.

- sa demi-vie de 60 jours est 73 fois plus courte que celle du 3H (12,3 ans) et
environ 8 fois plus longue que celle de *3!I. Elle est assez longue pour permettre
une conservation du produit marqué et assez courte pour [I'élimination des
déchets. Tous les 60 jours, la radioactivité des déchets iodés sera diminuée de
moitié.

- Cc’est un émetteur y, ce qui facilite la détection du rayonnement émis.

- Le rendement de conversion électrochimique sur film photo de I''?| est de 3-10
% (selon le type de film) alors que celui du tritium est inférieur a 1%. L'image sera
obtenue 200-500 fois plus vite avec un ligand iodé qu’'avec I"3H.

b) Procédures de marquage a I'iode (Nal*?%) :
i. Les molécules a marquer :

Dans le cas d’'un radioimmunodosage, sur le plan propriétés chimiques des
molécules, il doit y avoir identité totale entre la molécule marquée et I'analyte a
doser. Quant a la procédure a adopter pour le marquage, elle dépend de la
structure de la molécule a marquer, deux cas peuvent se présenter [110] :

— soit, le substrat contient un ou plusieurs atomes d’iode, qu’il suffit de substituer
par de l'iode radioactif, c’est le cas des hormones thyroidiennes T3 et T4
(Figure 1.14) :

COOH

| |
| . I \NH2
|

Figure 1.14 : Structure de I'iodothyronine [110]
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— soit, on substitue un ou plusieurs atome(s) d’hydrogéne par des atomes d’iode,
sur un noyau aromatique, en général, sur le noyau phényle des résidus tyrosyles,
sur un hétérocycle ou sur un groupement thiol (Figure 1.15). Cette substitution est
directe ou indirecte, selon que la molécule a marquer possede ou non ce type de
groupement.

Résidus tyrosyl I
N ) '_ N
LS = A e
R N R N

Noyau imidazole

oH . —s 1 + H

Groupement thiol
Figure 1.15 : Résidus susceptibles d’étre iodés par substitution [110]

ii. Voies d’oxydation de l'iode lors d’'un marquage :

Pour que l'iode puisse réagir au cours d’une substitution électrophile, celui-ci doit
étre dans les états d’oxydation actif I° et I*

L’iode actif, (1° ou I*), provient de I'oxydation de I'iodure radioactif commerciale (1),
non réactif ; cette oxydation peut étre réalisée :

— par voie chimique (Figures 1.16 et 1.17), en milieu liquide, en présence d’un
agent oxydant telle que la chloramineT (N-chloro-p-toluéne sulfonamide de
sodium), le monochlorure d’iode (ICl), le N-bromosuccinimide et I'hypochlorite de
sodium, un agent réducteur comme le métabisulfite de sodium ou la cystéine est
nécessaire pour stopper 'oxydation. En milieu solide, 'agent d’oxydation est fixé
sur une bille de polystyrene, tel que le lodobread (N-chlorobenzene sulfonamide),
ou absorbé sur un tube a essai tel que le lodogen (tétrachloro 1, 3, 4,6-diphényl 7-
8 aceétyléne), 'agent réducteur n’est pas nécessaire car la réaction d’oxydation est
stoppée en récupérant la phase liquide [111, 112, 113, 114,115].
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8] Nﬂ
\\5,'._._'3
N
WN=Cl
H,C
La chloramine T
I'~la.+

0

-
— §—N=Cl

I

Q

L’lodobread (N-chlorobenzéne sulfonamide)

(0]
Cl )k Cl
\N N/

N
c” Y ~al
o)

lodogen™
Chemical structure of lodogen,
1,3,4,6-Tetrachloro-3a., 6u-diphenylglycoluril

Figure 1.16 : Les agents d’oxydation [116]

1- Formation d'ion CI* & partir de la Cloramine T en_présence de l'eau

CHs CH,

+ CIOH
formation de l'acide hypochloreux
0=35—0 0=15—0

Cl— N_H H_ N__n
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C’est l'acide hypochloreux, CIOH, grace aux ions CI* libérés en présence d’eau,
qui agit comme oxydant.

2-Oxydation de l'iodure (_I") _en iode actif (_1°0ou I*)

C|+ + 2 125|-

Cl + 125'2

3- Réduction de |'excés d'iode par le métabisulfite de sodium

2 12%1, + B60OH" + S,05% 250,% + 3H,0 +4 %1

2 181" + 60H" + S,05% 2S04% + 3H,0 +2 125

Figure 1.17 : Principe de marquage a l'iode 125 par la méthode a la chloramine T
[114]

— par voie enzymatique (Figures 1.18), en milieu liquide ou solide, en présence
d’'une enzyme telle que la lactopéroxydase, utilisée afin de transformer 25" en
125],, Cette méthode a été introduite par Marchalonis J.J en 1969. La réaction
d’oxydation de I en iode actif (I* ou 1°) est enclenchée par I'addition du peroxyde
d’hydrogéne ('eau oxygénée = H202) a I'enzyme. L’ajout d’'un agent réducteur
n'est pas nécessaire, la réaction est arrétée par dilution du milieu réactionnel
[112,114].

L’action oxydante de ce couple H202 — lactoperoxydase, épargnant la molécule a
marquer, a fait que cette technique est tres utilisée dans le marquage de
substances tres fragiles telles que les hapténes (TSH, LH, progestérone...)

Cette meéthode est d’'un meilleur rendement lors des marquages des résidus
tyrosyls par rapport aux sites histidines

Oxydation de I'en 1° lors d'un marquage a la lactoperoxydase

H,O, + 2H* +215 __o I, + 2H,0
Lactoperoxydase

Figure 1.18 : Principe de marquage a 'iode 125 par oxydation a la peroxydase
[114]
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c) Radiomarquage des protéines et des hapténes :
I. Radioiodination direct :

La radioiodination direct par substitution électrophile (figure 1.19), est une
méthode utilisée avec les protéines possédant un des groupements pouvant fixer
I'iode, tel les groupements phénoliques des tyrosines ou imidazoles des histidines
(Figure 1.20). Elle doit étre rapide, douce et facile et doit aboutir a un traceur
ayant une pureté radiochimique et une activité spécifique élevée. Ce procédé de
marquage direct utilisant 'oxydation a la chloramine T est aussi connue sous le
nom de méthode de Hunter and Greenwood (1962) [117]. Il est le plus utilisée
pour le radiomarquage des protéines. La chloramine T (CAT), est un agent
d’'oxydation doux a température ambiante, dans des conditions neutres ou
basiques. Cependant, le CI* étant un oxydant trés énergétique, le temps de
contact de la protéine a marquer avec cet agent d’'oxydation doit étre court et la
concentration en CAT utilisée doit étre la plus basse possible, afin d’éviter toute
détérioration de la protéine a marquer [118, 117, 120].

A I'exception de certaines hormones thyroidiennes qui peuvent étre radioiodées
par substitution de I'atome d’iode par un autre iode radioactif, les hapténes doivent
étre greffées préalablement d’'un bras. Ce dernier doit contenir un groupement
pouvant étre radioiodé ultérieurement [121, 122, 123, 124, 125]. Le couplage des
hapténes aux bras se fait en faisant intervenir la fonction amine du bras et le
groupement carboxyle de I'hapténe, s’il n’en dispose pas, il est nécessaire de lui
en greffer un au préalable par un procédé de synthése organique.

Oxydant

Substitution électrophile

AN

AN
N
4o—</—\}*/\CHf:;NH —_— HO‘<—/\ CHiNH
co / CcO
— / — /

Figure 1.19 : La radioiodination direct par substitution électrophile
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H2N_CH2

CH,CHNH . . . .
2 2 Tyrosine Méthyl Ester(TME) HyC Histamine

N
L NH

0]

CO,CHs

CH,CH,NH, Tyramine

Figure 1.20 : Résidus pouvant étre iodés
ii. Radioiodination indirect :

Si la molécule & marquer ne possede pas de groupements adéquats pouvant
permettre un marquage direct de I'iode (exemple des hormones stéroidiennes, ou
des haptenes en général), celle-ci doit étre greffée d’'un chainon ou ligand ou bras
disposant de résidus qui sont préalablement radioiodés, c’est la radioiodination
indirect par couplage [115, 119, 120]. Celle-ci présente I'avantage de ne pas
oxyder le substrat & marquer, en préservant les fonctions biologiques des
protéines ou peptides et le rendement de marquage et 'activité spécifique obtenue
sont élevés. Ces techniques sont généralement adoptées pour le cas de
marquages de molécules trés sensibles a I'oxydation. Ces ligands radiomarqués
sont obtenus soit par voie commerciale ou préparés au laboratoire, dans ce cas,
ils sont purifiés avant la conjugaison a la molécule & marquer. Les exemples 1-3
représentent des cas de radioiodination indirecte.

Exemple 1 : cas de Résidus tyrosyles (tyrosine Méthyl Ester : TME)

Ce procédé de marquage est trés utilisé pour le marquage des stéroides destinés
pour le radioimmunodosage. Le principe consiste a radioioder le résidu TME par la
méthode de Chloramine T de Hunter et Greenwood, d’activer le groupement
COOH de la protéine ou le stéroide par la formation d’anhydride mixte sous l'effet
de [lisobutylchloroformate en présence de la 4 méthylmorpholine a basse
température (Figure 1.21).
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- Fixation de l'iode sur le noyau phényle des résidus tyrosyles de la molécule a marquer

OH—@ CH——CH—NH— OH CHy——CH—NH—
| |

COCH;  + 125, 129 COCH;  +H%

- Greffage du TME sur un résidu protéique de la molécule a marquer préalablement activée

0 H
Vi
RO—C — (CHy),C + ~ N—TME  —p
H \
0 OH H/
pe
RO——C —— (CH,),C CO,CH; 129 + Hy0
| N

Figure 1.21 : principe de marquage d’une protéine ou hapténe par le TME [110]

Exemple 2 : cas du réactif de Bolton et Hunter, 1973, SHPP (Succinimidyl-3- (4-
hydroxy,5- 125|-iodophenyl propionate)(Figure 1.22)

Dans le commerce (Thermo Fisher), il existe sous deux formes, 'une non soluble

dans I'eau (N-SHPP) et I'autre soluble dans I'eau (Sulfo-SHPP).

Il permet le radiomarquage des peptides dépourvus de groupement tyrosine par
I'acylation des fonctions amines primaires (-NHz2) de la molécule avec I'ester N-
hydroxysuccinimidique du réactif marqué a l'iode 125 (Figure 1.23). Il existe au

niveau de la protéine deux types de groupements pouvant réagir :

- le groupement aminé terminal des peptides (position a)

- le groupement aminé primaire de la lysine (position €), qui est dotée d’'une

réactivité supérieure a la premiere.
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Aussi, il a été mis au point un autre réactif comparable au SHPP qui est le N-
succinimidyl-para-iodobenzoate et le N-succinimidyl-méta-iodobenzoate, dont le
rendement de marquage est deux fois meilleur [126].

OH
I*

Figure 1.22 : Réactif de Bolton et Hunter, 1973

OH

|
OH C|::O =0
N

C
H Conjugaison CH |
2 NH

e

NH,— (CHg)s—
2— (CHz)4—CH H— C—C—— N—(CHy)s—CH
CH, |

‘ 0 ¢=0 H 0] c=0

| ” NH
H O o ‘ ’

Le groupement € aminé de la lysine . i
Protéine marquée
ou la fonction NH, terminale de la protéine aliodel25

Figure 1.23 : Principe de marquage d’une protéine par le réactif
de Bolton et Hunter [110].
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Exemple 3 : Le ligand iodohistamine

Ce réactif peut étre acheté ou synthétisé au laboratoire [122, 127, 128, 129]. Le
radiomarquage de ce bras a '?° se fait par oxydation de I'histamine a la
chloramine T (procédure de Hunter-Greenwood, 1962 [117]) a de faible
concentration, pendant une durée qui varie de 30s a 2mn [119,130]. Le
pH optimum d’iodination de I'histamine est 8.0, il favorise I'obtention du traceur
mono-iodohistamine par rapport au di-iodo et tri-iodohistamine [131].

Contrairement au réactif Bolton-Hunter, le complexe iodohistamine ne subit
aucune activation lors de sa conjugaison, c’est le groupement carboxyle (COOH)
de la protéine a marquer qui est préalablement activée au moyen d’anhydride
mixte en interagissant avec l'isobutylchloroformate, pour étre ensuite couplée a la
fonction amine (NH2) du résidu iodohistamine (Figure 1.24).

Cette méthode est préconisée pour le marquage des hapténes, contrairement aux
protéines, a cause de la nécessité d’utilisation d’'un solvant organique lors de la
formation d’anhydride mixte. Son désavantage est qu’elle engendre trop de sous-
produits de marquage, d’ou la nécessité d’'une méthode de purification efficace.

Si la molécule a marquer ne dispose pas d’'un groupement carboxyle (COOH), une
premiéere étape consiste a lui en fixer un a partir de I'acide succinique

O

8]
Drug—ﬂfo,l,n,.- Bu

I-Hist-NH,

AN

Dmg—ﬂfﬂ
NH-F-Hist FHistNH™ 0 i-Bu

Figure 1.24 : conjugaison de 'iodohistamine (12°I-histamine-NH2) aux dérivées
d’anhydride mixte de la molécule a marquer et formation d’'un traceur
et de sous-produits de marquage [119]
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d) Purification du produit radiomarqué :

Apres le marquage de protéines, peptides ou haptenes, il résulte dans le milieu
réactionnel une mixture de fractions dont le substrat marqué, les produits de
dégradation ou agrégats marqués ou non et liodure I'?° qui na pas réagi. La
purification a pour objectif de séparer le substrat marqué des autres fractions, ce
qui a pour conséquence I'amélioration de I'activité spécifique et 'immunoréactivité
du traceur obtenu.

La purification des molécules marquées a liode peut étre réalisée par de
nombreuses techniques [114, 116]. |l s’agit :

— de la chromatographie liquide haute performance : HPLC (High Performance
Liquid-Chromatography) ;

— de la chromatographie sur couche mince CCM ;

— de la dialyse ;

— de la chromatographie par échange d’ions (amberlites, dowex...) ;

— de I'électrophorése sur gel d’amidon ou d’acrylamide ;

— de la chromatographie de perméation sur gel (Sephadex® de Pharmacia,
Biogel® de Biorad).

e) Parametres de caractérisation du traceur radiomarqué :

Aprés la préparation et la purification de la molécule marquée, la qualité de celui-ci
est estimée qualitativement et quantitativement a travers le contrdle de plusieurs
parametres [110, 114], dont :

i. Rendement de marquage :

Le rendement de marquage R (%) constitue une estimation quantitative du
traceur. Il permet d’apprécier la qualité du marquage et de calculer l'activité
spécifique du traceur. Il est déterminé par le rapport de I'activité totale du produit
iodé récupérée apres purification a I'activité totale utilisée lors du marquage. Le
rendement de marquage ne doit pas étre inférieur a 40 % [110].

ii. Activité spécifique :

L’activité spécifique de la molécule radiomarquée est exprimée en unité de
radioactivité du traceur par unité de masse de la molécule radiomarquée (uci /ug).

iii. Activité volumique :

L’activité volumique du traceur est exprimée en en unité de radioactivité par unité
de volume du traceur (pci /ml).
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iv. Pureté radiochimique :

Elle est estimée par électrophorese sur papier Whatman. Le principe de cette
meéthode est basé sur la migration des particules chargées électriguement sous
'influence d’'un champ électrique, cette migration dépend de la charge et de la
taille de la molécule radiomarquée.

La chromatographie sur couche mince (CCM) peut aussi étre employée, en raison
de sa simplicité et des faibles volumes de dépots en complexe radiomarqué.

vii. Contréle de 'immunoréactivité :

L'immunoréactivité du traceur constitue un critere qualitatif. Elle est évaluée par la
détermination du pourcentage de liaisons spécifigue maximum (BO/T) ou Bmax,
en présence de son anticorps spécifique en exces et du pourcentage de liaisons
non spécifiqgues (LNS) en absence de 'anticorps (B/T).

f) Stabilité et conservation du traceur :

Les phénoménes de radiolyse sont responsables de la dégradation dans le temps
des molécules marquées. Pour cela, il est important d'évaluer la pureté
radiochimique et 'immunoréactivité du traceur préparé dans le temps, en fonction

du mode de conservation et du milieu de dilution choisi.

1.4.2.2. Technigues de séparation des formes libres et liées :

Depuis 'avenement du radioimmunodosage, différentes procédures de séparation
des formes libres et liées, permettant de mesurer l'activité de 'une ou de I'autre
des fractions ont été développées. De la méthode par chromato-électrophorése
développée par Yalow et Berson en 1958, a la technique de phase solide « coated
tubes » introduite par Catt, Niall et Tregear en 1966, toutes les techniques mises
au point ont fait I'objet d’études et ont été décrites par la littérature [118,133, 134,
135, 136, 137, 138, 139, 140].

De maniére générale, Une bonne méthode de séparation doit répondre a certains
critéres essentiels qui sont :
1. permettre une séparation aussi compléte que possible (>95%) entre les
deux fractions libre et liée ;
2. doit étre simple, rapide et reproductible ;
3. ne doit pas affecter I'équilibre atteint, entrainant une perte de sensibilité et
de précision ;
4. doit étre peu couteuse.
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Parmi les systemes de séparation proposés, certains restent encore tres
sollicités :

> systéeme de séparation chimique par précipitation au polyéthylene glycol (PEG

6000) ou par adsorption au Charbon actif-Dextran, suivi d’une centrifugation
(Figure 1.25).

Précipiter le lié

Centrifuger
o (=]
Antico + - .
P raceur -+ (+ PEG) .
Ag a doser o o
- -
L]
-

o o - .
o of 2hasg Qoo | Adoters e
]
\iib @ C}{
P

.

(+ charbon) -t.{

Figure 1.25 : Méthodes de séparation chimiques [109]

> systéme de séparation par immunoprécipitation dite a double anticorps. Un
second anticorps anti-immunoglobuline Acl (Ac2), fixe le complexe Acl-Ag*

(Figure 1.26), 'ensemble est précipité par centrifugation ou par filtration sur des
membranes d’acétate de cellulose [140].

.

Second anticorps Ac2 anti ACl —

Complexe Ag*-Ac1—>},

Figure 1.26 : Méthode de séparation par immunoprécipitation[142]
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» systeme de séparation par fixation des Ac sur des matrices solides dit « phase
solide » (Figure 1.27) :

Cette technique basée sur l'insolubilité des anticorps et la rapidité d’adsorption
irréversible de ces derniers aux parois des matrices solides a révolutionnée le
domaine de 'immunodosage [143]. La séparation par usage de la phase solide a
contribué de par sa simplicitt et sa rapidité a [l'automatisation du
radioimmunodosage. Depuis son introduction en 1966, divers supports solides ont
été utilisés pour 'immobilisation des anticorps, nous citons les particules solides
telles que la cellulose, le Sephadex activé, les billes d’agarose, les particules
magnétiques et les surfaces solides, tels que les tubes, les disques, les
microplaques ou les balles en polystyréne. Quant aux processus d’immobilisation
des anticorps sur les phases solides, trois types ont été rapportés par la littérature
[144, 145, 146, 147]. Nous retrouvons I'immobilisation par adsorption physique a
une surface hydrophobe, I'immobilisation par liaison covalente a une surface dont
les groupes sont préalablement activés et enfin, par couplage grace a des liaisons
de type non covalente (électrostatiques et hydrophiliques) a une molécule
(streptavidine, biotine, protéine A ou G), déja immobilisée a la surface solide par les
deux premiéres méthodes d’immobilisation préalablement indiquées.

Concernant les conditions d’immobilisation, Porstmann et Kiessig, 1992 rapportent
qu'un pH de 7 a 9.5 du tampon de dissolution des IgG, n’affecte relativement pas
leur adsorption aux supports solides et la température d’incubation pendant
limmobilisation a peu d’effet sur I'adsorption des IgG [139]. De plus, ces derniers
doivent étre tres purs et leur concentration lors d’'une adsorption pour une phase
solide ne doit pas dépasser 10ug/ml.

< e ) | ==

& D) B o

[ < R M B o
7]

& e 1 B
[ 60

< S s [ St

Figure 1.27 : Méthode de séparation par fixation d’Ac sur un support solide [142]
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1.4.2.3. Préparation et calibration d’'une gamme d’étalons :

L’interférence en immunodosage est définie comme étant I'effet de substance
présente dans I'’échantillon susceptible d’affecter I'obtention de la valeur correct du
résultat [148]. Parmi les interférences rencontrés lors dans dosage
immunologique, en plus de celles liees a l'anticorps (défauts de spécificité) et
celles liées aux protéines de transport, nous avons I'effet matrice [147, 148, 149].

En effet, la réaction anticorps-antigene est régie par un certain nombre de
parametres du milieu réactionnel (pH, force ionique et concentration en protéines),
qui dépendent du liquide biologique [148, 152,153]. A ce titre, 'immunodosage
des stéroides présente des difficultés liées aux caractéristiques physicochimiques
de ces molécules, a leur métabolisme et surtout aux effets matriciels engendrés
par les acides gras et les protéines de liaison [154]. Pour toutes ces raisons,
I'étalon doit présenter une structure identique ou le plus proche possible de la
molécule a doser, il doit étre préparé dans un milieu (matrice) identique a celui de
I'échantillon a doser, afin de conserver son activité immunologique. Il doit étre
stable, aussi bien lors de sa préparation que sa conservation, il doit étre
homogéne d’un flacon a l'autre et il doit étre préparé en quantité suffisante [155].

La dégradation de I'étalon peut étre engendrée soit par une contamination aux
enzymes et/ou des bactéries, soit par un agent d’oxydation, soit par une
adsorption sur les parois ou par la température. Afin d’assurer la stabilité de
I'étalon, il est important d’ajouter a la solution de dilution de ce dernier une
protéine pour éviter son adsorption, un agent bactériologique et des anti-protéases
pour inhiber I'action des bactéries et des enzymes et enfin veiller a bien conserver
cet étalon en aliquotes, sous la forme lyophilisée de préférence, scellé et stocké a
basses températures (< 4°C).

Les étalons une fois préparés doivent subir une calibration par rapport a une
trousse commerciale validée dans une matrice identique (étalon secondaire).

1.4.3 Validation d’'une trousse radioimmunologique :

Le terme validation selon la littérature fait référence a une vérification ou une
caractérisation [156]. Pour le choix d’'une technique d’analyse, il s’agit de I'étude
de certains criteres qui quantifient les performances des méthodes utilisées [157]
et prouver que le protocole adopté donne des résultats suffisamment exactes et
fiables [158].

Cette validation doit se faire a deux niveaux, le premier est sur le plan technique
(efficacité analytique), son but est la vérification du matériels biologique et
instrumental utilisé, le second est sur le plan clinique (efficacité diagnostique), le
biologiste doit vérifier le pouvoir analysant de la technique utilisée.
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1.4.3.1 Evaluation analytique de la trousse :

a) La limite de détection :

La limite de détection d’'une technique est la plus petite concentration dont la
mesure donne un signal significativement différent du blanc (standard zéro) avec
un intervalle de confiance de 95%. Cette notion est différente de la notion
sensibilité, qui s’'intéresse a toutes les concentrations différentes de zéro et signifie
gu’une faible variation de la concentration provoque une variation élevée de
signale. La limite de détection se détermine par la répétabilité intra-essai du
standard zéro (matrice dépourvue de I'analyte) [110, 159,160].

b) Le test de précision :

La précision par définition est la qualité de l'accord, dans une zone définie de
concentration, entre des mesures répétées, effectuées dans des conditions
déterminées [110]. Ce contrble est réalisé a partir de la reproductibilité
intraessais et intéressais du dosage d’échantillons a plusieurs niveaux de
concentrations (faible, moyen et fort) et il est exprimé en déterminant la moyenne
(M), I'écart-type (S) et le coefficient de variation (CV%) des résultats obtenus. La
mesure est d’autant plus précise que I'écart-type et le CV sont faibles (CV< a
10%). Elle permet de détecter les erreurs aléatoires.

c) Le test d’exactitude :

Une technique de dosage est d’autant plus exacte que la moyenne obtenue apres
une seérie de mesures d’'un méme échantillon, permet de donner des résultats plus
proches de la valeur vraie, dans la mesure ou cette derniere peut étre déterminée
par une méthode de référence. Dans le cas contraire, on peut vérifier que la
technique évaluée est apte a estimer au mieux la valeur de I'analyte mesuré par
des tests de dilution et de surcharge. Ce test permet de mettre en évidence
I'existence d’une erreur systématique.

- Test de dilution : ou test de linéarité ou de parallélisme, il permet d’apprécier
que l'estimation de la concentration de l'analyte ayant subi des dilutions en
cascade, par la méthode considérée est proportionnelle a la valeur attendue. Dans
le cas ou la méthode est exacte, le graphe représentant la valeur estimée en
fonction de la dilution est une droite linéaire passant par I'origine, d’équation y=a x,
a étant la pente, égale a la concentration initiale.
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- Test de surcharge : il permet de vérifier que I'analyte est dosé en totalité dans
le milieu réactionnel biologique (sérum ou autre) et cela quel que soit la quantité
connue et croissante de la substance a doser ajoutée a I'échantillon de sérum. On
parle de I'étroitesse d’accord entre la valeur dosée et la valeur attendue. Ce test
permet d’évaluer la perturbation provoquée de certaines espéces physico-
chimiques se trouvant dans le sérum sur le signale donné par I'analyte a doser
(effet matrice).

1.4.3.2 Evaluation clinigue de la trousse :

L’évaluation clinique de la trousse consiste a comparer les valeurs des
concentrations de I'analyte, obtenues lors du dosage d’un lot d’échantillons par
une trousse RIA commerciale et la trousse RIA développée. |l s’agit de vérifier la
cohérence et la concordance des résultats obtenus lors du dosage avec les états
physiologiques ou les pathologies cliniques diagnostiquées chez [I'espéce
prélevée. Cette étape est importante, car elle détermine le diagnostic et le
traitement qui en résulte.
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CHAPITRE 2 : TECHNIQUES D’ETUDE ET CONDITIONS EXPERIMENTALES

Le développement d'une trousse de Radioimmunodosage (RIA) de la
progestérone qui répond aux exigences des utilisateurs, impligue dans une
premiere étape, la préparation et la caractérisation des trois réactifs de base.

Le traceur, qui requiére le choix de l'antigéne a marquer, du type et de la
procédure de marquage et des procédures de purification et de caractérisation
des réactifs, afin d’obtenir un traceur de qualité. La phase solide, qui nécessite le
choix d’'un anticorps spécifique, a la fois au conjugué radiomarqué et a la
progestérone, son titre et le systtme de séparation des fractions liée et libre
performant. Les étalons de progestérone, qui doivent étre préparés dans une
matrice vierge identique a I'échantillon. La seconde étape consiste a fixer et
optimiser un protocole de dosage et adapter celui-ci a la matrice et aux conditions
pratiques d’utilisation. Au terme de cette optimisation, on termine par I'étape de
validation intralaboratoire de la trousse, a travers des essais analytiques et
cliniques.

Le déroulement de tous ces travaux a eu lieu au Centre de Recherche Nucléaire
de Draria (CRND), a I'exception de la partie immunisation des lapins, qui s’est
déroulée au niveau de I'Institut Pasteur de Kouba.

2.1 PREPARATION, PURIFICATION ET CARACTERISATION DU TRACEUR
11a HYDROXY-PROGESTERONE-HEMISUCCINATE-IODOHISTAMINE :

2.1.1 Réactifs :

La progestérone 11a hemisuccinate a été acheté chez US Biological (Salem, MA,
USA), I'lode est acheté sous forme de Na 1?5 fourni par Best Medical (Belgique).
La progestérone antisérum anti progestérone 11a Hémisuccinate a été achetée
aupres AbDserotec (UK supplied). L’histamine, isobutyle chloroformate, la
chloramine-T, le sodium-métabisulfite sont fournis par Sigma Aldrich (Allemagne).
4 -Methylmorpholine est fourni par Fluka (France). Les autres réactifs utilisés dans
cette étude étaient de qualité analytique et ont été obtenus aupres de Fluka et
Sigma Aldrich. La préparation du tampon phosphate est en annexe 1.
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2.1.2 Procédé de marquage indirect a I'iode-125 de la 11a hydroxy-progestérone-
hemisuccinate :

2.1.2.1 Marquage de I'histamine par le Nal1?>:

a) Procédure de marquage :

Le marquage de I'histamine a I'I'?® est réalisé selon la méthode directe de Hunter-
Greenwood [117] (Figure 2.1). 10 pl d'histamine (2,2ug) dans une solution de
tampon phosphate (0,1 M, pH: 7,4) est mélangé avec 10ul (500 uCi) de Nal'?®
dans un petit tube en verre conique. Au mélange, sont ajoutés 10 pl de chloramine
-T (50 pg) dans 0,1 M de tampon de pH 7,4 phosphate. Aprés une agitation Iégére
pendant 3 min a 4 °C, la réaction est stoppée par addition del0 ul de sodium
métabisulfite de (300 pg) dans 0,1 M de tampon phosphate pH 7,4. Le mélange
obtenu est stocké a - 6 °C.

NH: ,NHZ
—~ Vannd
N-'\( Chloramine T N—{
[ N
N) Nal'25. Agitati - 125'/{N/
H al'<, Agitation H
Histamine Mono-iodo-Histamine

Figure 2.1: Schéma de la réaction de marquage

b) Détermination du rendement de marquage :

La détermination de rendement de marquage est une étape essentielle apres
chaque marquage, il indique la portion de la radioactivité totale incorporé dans la
molécule. Le rendement de marquage est déterminé par électrophorése sur papier
Whatman selon la méthode décrite par Yallow et Berson [108] et Ekins, [132]. Le
principe de cette méthode est basé sur la migration des particules chargées
électriquement sous l'influence d’'un champ électrique, cette migration dépend de
la charge et de la taille de la molécule.

Deux bandelettes (33cm /2cm) de papier Whatman N°1 sont placées dans un
systeme électrophorétique de sorte que les 2 extrémités de papier baignent dans
un tampon phosphate 0,02 M pendant 15 minutes a 300 V. Apres, un volume de
5ul d’'iodure de potassium (KI) est déposé sur chaque papier du coté du pole
négatif ainsi que 5ul de I'histamine-1'?%, I'ensemble est mis sous un courant
électriqgue (300V) pendant une (01) heure. Une fois la migration est terminée, les
deux bandes de papier sont séchées, puis découpées en 20 bandelettes de 1cm
et déposées dans des tubes numérotés pour mesurer la radioactivité a I'aide d’un
compteur gamma a scintillation de type Nal (Tl) (Perkin Elmer, Finlande).
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Le radiochromatogramme obtenu représente le nombre de CPM en fonction de
chaque fraction (bandelettes), le rendement de marquage du complexe iodo-125
histamine est calculé par la formule suivante :

Rdt (%) _ Activité en cpm du complexe 125—iodo—histamine x 100
Activité totale en cpm (complexe 125—iodo—histamine+iodel25 libre )

2.1.2.2 Activation du conjugué 11a hydroxy-progestérone-hemisuccinate :

Dans un petit tube en verre conique, une solution de 11a- progestérone
hémisuccinate (125 pg / 50 ul dans du dioxane sec) refroidie a 10 °C est activée
avec 10 pl d'Isobutyle chloroformate (1% dans du dioxane anhydre) et 10 pl de N-
N 4-méthylmorpholine (2% dans du dioxane sec). Le mélange est maintenu a 8-10
°C pendant 45 min, avec des agitations de temps a autres. A la fin de l'incubation,
la réaction est arrétée par addition de 200 pl de dioxane sec et froid. Il ya

formation d’anhydrides mixtes et de I'acide chlorhydrique (Figures 2.2 et 2.3).
OH

CHs;
)OJ\ N
CH
g ot
CHS + O
progesterone 11 alpha hemisuccinate + isobutylchloroformate + 4-méthylmorpholine (NMM)

Figure 2.2 : Réactifs d’activation de la progestérone 11a-HS

0] 0] 0 0
| . NMM I I + HCI
AN A, ——— P ¢ C
R OH Cl R' 100C R/ \..O/ \R,

R’= O-CH2-CH-(CHs3)2
R = CHa2- CH2-CO-0-C21-H2902

Figure 2.3 : Réaction d’activation et formation d’anhydrides mixtes
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2.1.2.3 Conjugaison du conjugué activé a I'histamine marquée a l'iode-125 :

Une aliquote (50 pl/ équivalent a 23,15 ug de progestérone activée) de la solution
diluée est ajoutée a la solution froide d'histamine radio-iodée, a laquelle ont été
ajouté 10ul de I'hnydroxyde de sodium 0,2 M. Le mélange est maintenu dans un
bain de glace (0-2 °C) pendant 90 min et il est agité chaque 15 min (Figure 2.4).

o
2O
Prog—HS—c\o*O/.-Bu

I-Hist-NH,
o
20
Prog-HS— CZ
9 NH-I-Hist 1-Hist-NH )ko i-Bu
Traceur Résidus

Figure 2.4 : Réaction de conjugaison du complexe 125-iodo-histamine aux
dérivées d’anhydrides mixtes

2.1.3 Extraction chimique du traceur 11a hydroxy-progestérone-
hemisuccinate-125-lodohistamine :

Dans un tube en verre a fond conique prévu pour I'extraction on transvase le
complexe conjugué (2.1.2.3) auquel est additionné 1ml d’'HCI a 0.1M, afin
d’acidifier le milieu. Le mélange est agité puis 1ml d’éthyle acétate sont ajoutés et
de nouveau le mélange est agité vigoureusement pendant 1 minute .Aprés
décantation, il ya formation de deux phases (organique et aqueuse). La phase
organique contenant le stéroide libre est prélevée a 'aide d’'une micropipette, dans
un premier flacon en verre (Fraction 1). A la phase aqueuse contenant le stéroide
marqué, sont additionnés 1ml de NaOH a 0.1M pour neutraliser I'acidité et 1ml de
tampon phosphate a 0.1M (pH 7,4), le mélange est agité puis 1ml d’éthyle acétate
sont ajoutés, suivis d’une agitation pendant 1 minute. Aprés décantation la phase
organique est prélevée dans un deuxiéme flacon en verre (Fraction 2). Cette
opération est répétée par une seconde extraction en ajoutant un autre 1ml d’éthyle
acétate. Une troisieme fraction (Fraction 3) est obtenue et elle est représentée par
la fraction aqueuse restante dans le tube d’extraction. La fraction 2 qui contient
normalement le traceur est séchée a I'azote gaz pour évaporer totalement I'éthyle
acétate. Le rendement d'extraction est déterminé par comptage de la radioactivité
de chaque fraction collectée a l'aide de l'activimetre ISOMED 1010 et la nature
des fractions obtenues est déterminée par électrophorése sur papier Wattman N°1
selon la méthode décrite par Yallow et Berson [108] et Ekins, [132].
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2.1.4 Purification du traceur 11a hydroxy-progestérone-hemisuccinate-
125|pdohistamine :

La contenu de la fraction 2, qui comprend le traceur 11-a-hydroxyprogéstérone
hemisuccinate '?°lodo-histamine est purifié par chromatographie d’exclusion
moléculaire sur gel de Sephadex G-25, afin d’éliminer les contaminants tels que
I2%libre, histamine marquée, et autres produits de d’activation. Cette étape
nécessite une préparation préalable du gel et de la colonne chromatographique.

Avant d’étre coulé dans la colonne (33 cm x1, 5cm), le gel Sephadex G-25 est mis
a gonfler dans le tampon phosphate 0,1M ; pH 7,4 puis il est filtré et dégaze.
Aprés tassement du gel, la colonne est lavée plusieurs fois avec le tampon
phosphate (0,05M, pH 7,4) puis équilibrée avec un tampon d’élution (voir annexe
1). Au sommet de la colonne de purification préalablement préparée et installée, le
contenu d’extraction séché, obtenu durant I'étape 2.1.2.4, est reconstitué dans
200pl du tampon phosphate a 0.1M (pH 7.4), puis déposé soigneusement sur la
surface du gel, I'élution est effectuée avec le tampon d’élution. Les éluats sont
collectés a raison de 800ul/tube, dans des tubes disposés dans un collecteur de
fractions de type Spectra/Chrom CF-1. La radioactivité de chaque tube est
comptée a I'aide d’'un compteur gamma a scintillation type Nal (TI) (Perkin Elmer,
Finlande), ce qui permet d’établir un profil d’élution.

Les fractions correspondant aux pics sont réunies dans des flacons en verre
identifiés et évaluées d'un point de vue pureté radiochimique (PRC) et
limmunoréactivité (liaisons spécifigues maximum :Bmax et liaisons non
spécifiques : LNS). Le traceur (Figure 2.5) identifié est stocké en aliquotes a des
températures de 10 °C et -6°C.

Figure 2.5 : Traceur 11a hydroxy-progestérone-hemisuccinate-*?>lodohistamine
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2.1.5 Caractérisation du traceur 11-a- hydroxy-progestérone-hemisuccinate-
iodohistamine (11-PHS-iodohistamine) :

2.1.5.1 Le rendement de marquage :

Le rendement de marquage du traceur 11-PHS-iodohistamine est déterminé sur la
base du profil d’élution, a I'aide de la formule suivante :

activité associée 3 la molécule x100

Rdt(%) =

activité totale

2.1.5 2 Activité spécifique :

L’activité spécifique de la molécule radiomarquée est exprimée en unité de
radioactivité par unité de masse (uci /ug). Elle est déterminée sur la base du profil
d’élution, par la formule ci-dessous :

pourcentage de l'incorporation de[125 X radioactivité totale (pci)

AS(pci /pg) =

2.1.5.3 L’activité volumique :

masse de la molécule (pg)

L’activité volumique du traceur a été exprimée en uci/ml, en prenant en
considération l'efficacité du compteur gamma utilisé, qui est de 0.82. Elle est
calculée sur la base du profil d’élution, par la formule suivante :

activité du traceur en cpm,/ml
3.7x 10000 x 60 x Efficacité du compteur

AV (Mci/ml) =

2.1.5.4 La pureté radiochimigue :

La pureté radiochimique du traceur est déterminée par électrophorése sur papier
whatmanl, selon la méthode décrite par Yallow et Berson [108] et Ekins, [132].Le
pourcentage de la pureté radiochimique du traceur est calculé par la formule
suivante :

activité associée d la molécule x100
PRC{%) =

activité totale associée @la molécule et d1'iode libre
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2.1.5.5 L'immunoréactivité :

L'immunoréactivité du traceur est réalisée en double test. Pour I'évaluation de la
liaison spécifique maximum (Bmax), sont introduits successivement dans les
tubes de type Nunc Maxisorp, revétus d’anticorps spécifiques a la progestérone
110-PHS (systéme phase solide en exces), 50 pl du standard sérique zéro
progestérone et 250 pl de traceur (25000 a 35000 cpm), dilué dans un tampon de
travail (voir annexe 1). Aprés mélange, les tubes sont incubés a température
ambiante pendant 3 heures sous agitation. Les tubes sont décantés, lavés avec
500ul/tube de solution de lavage (voir annexe 1) puis la radioactivité est comptée
pendant 1 min dans un compteur gamma (Perkin Elmer). Parallélement, 250ul de
traceur de travail (dilué) sont introduit dans un tube ordinaire et comptés afin de
déterminer la valeur de l'activité totale (T).

La liaison non spécifique (LNS) du traceur est évaluée en double, par incubation
de 250pl de traceur de travail dans des tubes de type Nunc Maxisorp non revétus
d’anticorps, saturés et séchés.

L’'immunoréactivité du traceur est évaluée par la détermination du pourcentage de
liaisons spécifiques maximum (Bo/T) de ce dernier, en présence de son anticorps
spécifique. Les liaisons non spécifiques (LNS) sont déterminées en absence de
I'anticorps (B/T). Les taux d'immunoréactivité spécifique et le taux de liaisons non
spécifiques (LNS), sont calculés par les formules suivantes :

B o) = Moyenne CPM d’essai — Moyenne CPM des ]4]"64[5}[1':"]I
max(%) = Compte total (cpm)

LNS(%) = noyenne CPM des tubes LNS
(%) = Compte total (cpm)

2.1.5.6 Stabilité du traceur dans le temps :

L’étude de la stabilité du traceur en fonction du temps est évaluée en déterminant
des parameétres d'immunoréactivité (Bmax et LNS) et de pureté radiochimique
(PRC) selon les mémes procédures décrites précédemment, pendant une période
de 2 mois, a raison d’'un contrdle par semaine. Les températures de stockage du
traceur stock contrélées sont 10 C° et -6 C°.
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2.2 PRODUCTION, PURIFICATION ET CARACTERISATION DES
ANTICORPS POLYCLONAUX ANTI 11 a HYDROXY-PROGESTERONE-
HEMISUCCINATE-BSA :

2.2.1. Réaucitifs :

Les 11 alphas hydroxyprogestérone-hemisuccinate-BSA est fournie par Interchim
(France). L’adjuvant de Freund complet et incomplet est fourni par Sigma. Le
chlorure de sodium, le sulfate de sodium sont fournis par Fluka. Le traceur
progestérone 11aHS-'?°lodohistamine est préparé localement. La 11a
hydroxyprogestérone-HS (80-1P45-25mg) est fournie par Fitzgerald Ind, la 5a
pregnane-3,20-dione (AK140023-1qg) est fournie par Ark Pharm, Progestérone de
pureté 99% (P0130, MW : 314,47) et la 11-Deoxycorticosterone (D-105-1ml) sont
fournis par Sigma. Le polyéthyléne-glycol(PEG), la bovine gamma globuline (BYG)
et les autres réactifs utilisés dans cette étude sont de grade analytique et ont été
achetés chez Fluka et Sigma Aldrich.

2.2.2. Dispositif expérimental et protocole d'immunisation des lapins :

2.2.2.1 Animaux et lieu expérimental :

L'immunisation a été réalisée au niveau de l'animalerie de [lInstitut Pasteur
(Kouba). L’'expérimentation a porté sur deux lapins (A et B) de race New zealand
de sexe male, de poids moyen de 2.5- 3 kg.

Les lapins sont hébergés dans des cages spécifiques individuelles, pendant une
période d’adaptation d’'une (01) semaine et durant toute I'expérimentation. Une
alimentation spéciale lapins et de I'eau sont distribuées, par le technicien de
I'animalerie. Les cages et les locaux sont nettoyés quotidiennement.

2.2.2.2 Protocole d'immunisation des lapins :

Le protocole d'immunisation adopté est celui décrit par Thorell & Larson [151]. Les
lapins sont immunisés par 'immunogéene progestérone 11 alpha hemisuccinate-
BSA, a raison de 1mg d’immunogéne par lapin (1mg/lapin) lors de la premiére
injection intradermique, en plusieurs sites (4x0.25ml), sur une zone du dos,
préalablement rasée et aseptisée.

L'immunogéne de la premiére injection est une émulsion obtenue en mélangeant
la dose d'immunogéne dilué dans 0.5ml NaCl et 0.5ml d’adjuvant de Freund
complet, a 'aide de seringues en verre (Figure 2.6).
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Figure 2.6 : injection intradermique de 'immunogéne

Les rappels sont effectués en intramusculaire en une seule injection a raison de
250ug dimmunogéne/lapin. La préparation de [I'émulsion est réalisée en
mélangeant la dose d'immunogene dilué dans 250ul de NaCl et 250ul d’adjuvant
de Freund incomplet.

La fréquence des rappels est d’une fois/semaine, pendant le premiers mois
d’immunisation et d’'une fois/mois pendant les huit mois (08) d’expérimentation.

2.2.2.3 fréquences des prélévements :

Aprés un mois d’'immunisation, les lapins sont prélevés 10 a 15 jours apres
chaque rappel. Ces prélévements sont collectés a partir de la veine marginale de
I'oreille, aprés préparation aseptique de la zone (enlever les poils et nettoyage), a
I'aide d’une aiguille. Le volume de sang collecté est de 2 a 3ml/lapin (Figure 2.7).

Figure 2.7 : prélevement de sang au niveau de la veine marginale de l'oreille du
lapin.
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Une saignée finale est réalisée sur les lapins 10 jours aprés le dernier rappel pour
collecter le maximum d’antisérum. Le volume d’antisérum collecté est d’environ
20ml/lapin.

Les sérums récupérés des prélevements de sang sont identifiés, congelés puis
acheminés au laboratoire du CRND pour évaluer le niveau de réponse
immunitaire (détermination du titre) et de I'affinité et de la spécificite.

2.2.2.4 Récupération de I'antisérum :

Le sang des différents prélevements et celui de la saignée finale est récupéré
dans des tubes secs, puis laissé a température ambiante pendant 2 heures
environ pour la formation du caillot. Les tubes de sang sont centrifugés
(centrifugeuse réfrigérée modele Jouan CR312), pendant 15 minutes a 4000
tours/mn, a 4°C. Les sérums contenant les anticorps polyclonaux (surnageant)
sont récupérés dans des flacons propres, identifiés et sont stockés a -20°C.

2.2.3 Purification des antisérums de la saignée finale :

La fraction globuline des antisérums de la saignée finale est obtenue apres
précipitation au sulfate de sodium a 25% (V/V), puis a 18%, suivie a chaque fois
d’'une centrifugation pendant 20 mn (4000 tours/mn, 4°C). Le précipité obtenu
dissous dans un tampon phosphate a 0.01M, pH 7.4 est dialysé toute une nuit
dans un boudin (Spectra/Por Biotech), contre un tampon phosphate 0.01M pH 7.4
(Figure 2.8).

Les globulines obtenues aprés dialyse sont stockées dans un flacon en verre
propre, hermétiguement fermé et préalablement pesé, Le produit congelé dans de
I'azote liquide est lyophilisé (lyophilisateur de type CHRIST ALPHA 1-2) pendant
24 heures. Les IgG lyophilisés sont pesés, étiquetés puis conservés au
congélateur pour une utilisation lors d’'un dosage RIA solide.
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Figure 2.8 : Technique de purification des immunoglobulines : précipitation par les
sels (Garaud et Roussel, 2007) [162]

2.2.4. Caractérisation des anticorps :

2.2.4.1 Détermination du titre des antisérums :

Le titre des antisérums d'un méme animal est défini comme I'inverse de la dilution
requise pour lier 50% d'une masse donnée d’hormone marquée a l'iode 125 (RIA)
ou un autre margueur non isotopique (EIA).

Le titre des antisérums collectés et préparés, des lapins A et B est évalué par un
dosage radioimmunologique (RIA) liquide, selon le protocole présenté dans le
tableau 2.1a.
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Tableau 2.1a : Protocole d’évaluation du titre des antisérums par le systeme de
séparation PEG/ bovine y globuline

Tubes | Dilutions de Traceur Mesurer la
I’antisérum radioactivité
totale Apres
Pour chaque dilution ensuite élimination
d’Ac, introduire 100 pl | 200pl o Ajouter | Centrifuger du
Bmax | d’antisérum /tube + Agitation dans pendant
50pl de tampon de rotative chaque 15 surnageant,
travail 3h. tube : minutes & | mesurer la
3500 radioactivité
700ul de tours /min | du précipité/
PEG tube
(Absence d'Ac) 200l et a4°c al'aide
LNS introduire 100ul de 100pl de B d’'un
tampon de travail/tube y globuline compteur
gamma
(1mn)

(TC) ou compte total : Ajouter 200ul de traceur dans deux tubes ordinaires pour
obtenir les CPM totaux.

Les antisérums recueillis par animal ont été dilués de 1/10 a 1/10000. Chaque
série de dilution d'anticorps produit est incubée en présence d'un volume constant
de I'hormone correspondante marquée a l'iode 125. Apres incubation du mélange
réactionnel, les formes liées (complexe anticorps- antigene) sont séparées des
formes libres par précipitation au Polyéthylene Glycol (PEG) a 25%, en présence
du bovin gamma globuline (BYG) a 15mg/ml et par centrifugation. La radioactivité
des précipités obtenus est mesurée sur le compteur gamma de type Perkin EImer.

Le titre est déterminé a partir de la courbe représentant les pourcentages de
(Bo/Tc) en fonction des dilutions de I'antisérum considéré.

Ou : B représente la fraction d'antigene marqué liée a I'anticorps (Ag*-Ac) et Tc la
fraction totale de I'antigene marqué incorporée dans le tube de dosage.

Le Polyéthylene-glycol (PEG) et la bovine y globuline sont utilisés afin de favoriser
la précipitation de la fraction liée (voir annexe 1). La préparation des différentes
dilutions d’anticorps est effectuée dans le tampon de travail (voir annexe 1).

Les résultats obtenus sont exprimés en CPM avant et aprés separation,
permettant de calculer le pourcentage de liaisons maximum spécifiques (% Bmax)
et de liaisons non spécifiques (% LNS) selon les formules présentées au
paragraphe “immunoréactivité”. Chaque essai est réalisé en double.
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2.2.4.2 Détermination de la spécificité de I'antisérum :

La spécificité d’'un anticorps (Ac) pour son antigene (Ag) est sa capacité a
reconnaitre et a réagir seulement avec cet antigéne spécifique. Elle est mesurée
par le pourcentage de réactions croisées, évalué par les rapports (%), des
concentrations de l'antigéne étudié et de la molécule interférente produisant
chacune un déplacement de 50% du traceur (Ag’) lié a I'’Anticorps.

Elle consiste a réaliser des courbes d’étalonnage par dosage radioimmunologique
de compétition, en présence de quantités fixes de traceur (Ag” et d'anticorps (Ac)
a tester et de quantités croissantes de la substance susceptible d’interférer
(molécules de structure analogue). Il s’agit de remplacer la gamme d’étalonnage
originale (progestérone) par des quantités croissantes (gamme d’étalons) de la
substance interférente.

Pour cette détermination, I'antisérum est dilué a la concentration correspondant au
titre et le dosage est réalisé par RIA liquide selon la procédure décrite
précédemment (Tableau 2.1a).

Les stéroides testés pour la détermination de la spécificité des antisérums sont la
progestérone 11a hémisuccinate, la 5a pregnane-3,20-dione et la 11-
Deoxycorticosterone.

Le calcul du pourcentage de réactions croisées (%RC) est fait par le test classique
a 50% de compétition décrit par Abraham (indice d’Abraham | ou RCsp). |l s’agit du
rapport des concentrations de substance nécessaires pour abaisser de moitié la
fraction totale B/Tc [110].

Concentration en Ag a 50% de liaisons.
% Rc = X 100
Concentration en analogue correspondant a 50% de liaisons
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2.3 PREPARATION ET STABILITE DE LA PHASE SOLIDE :

2.3.1 Réactifs :

L’antisérum anti progestérone 11a Hémisuccinate utilisée lors de la préparation de
la phase solide de la trousse développée et de la comparaison aux systemes de
séparation phase liquide, est acheté aupres AbDserotec (UKsupplied). Le traceur
progestérone 11a HS-iodohistamine est préparé localement. Le tampon de fixation
est un tampon carbonate (0.05M/ pH 9.6). Le tampon de saturation est un tampon
phosphate (0.05M/ pH 7.4), enrichie de gélatine et de sucrose. Le polyéthylene-
glycol(PEG), la bovine gamma globuline (BYG), le charbon actif et les réactifs
utilisés pour la préparation des tampons (voir annexe 1) et autres réactifs sont de
grade analytiqgue et ont été achetés chez Fluka et Sigma Aldrich. Les tubes de
fixation sont en polystéréne « haute adsorption » de type Nunc Maxisorp.

2.3.2 Procédé de fixation des anticorps sur des tubes (coating) :

L’anticorps anti-progestérone est préparée a la dilution de 1/300, dans du tampon
de fixation carbonate (0.05M, pH 9.6), puis il est distribué a raison de 300ul/tube.
Les tubes sont incubés pendant 24 heures a la température ambiante. Aprés cette
durée d’incubation, la solution d'anticorps dans les tubes est aspirée et remplacée
par le tampon de saturation (0.05M, pH 7.4), a raison de 400ul/tube, pendant une
durée de 24 heures. Apres aspiration de cette solution, les tubes sont stockés a 4
°C pres pour une utilisation.

L’étape de saturation permet de saturer tous les sites inoccupés au niveau de la
paroi du tube. Elle permet de diminuer au maximum les liaisons non spécifiques.

La fixation est réalisée par adsorption physique des anticorps aux parois des
tubes de type Nunc Maxisorp, congus pour 'immunodosage.

2.3.3 Procédé de préparation des tubes destinés a I'évaluation de la liaison non
spécifigue :

Les tubes destinés a I'évaluation du pourcentage de liaisons non spécifiques
subissent un traitement identique aux tubes coatés, a I'exception de I'étape de
fixation, qui est réalisée sans I'ajout de I'anticorps.
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2.3.4 Comparaison des performances du systeme phase solide a celles du
systéme phase liguide (PEG/ bovine vy globuline et Charbon actif-Dextron):

a) Protocole de détermination de 'immunoréactivité par le systéme de
séparation phase solide :

Le protocole adopté pour la détermination de I'immunoréactivité du traceur par le
systéme solide est résumé dans le tableau 2.1b.

Tableau 2.1b : Protocole de détermination de 'immunoréactivité avec le systéeme
de séparation phase solide.

Etape 1 Etape 2 Etape 3
Répartition Incubation Comptage
Dans les tubes recouverts Aspirer successivement
d’anticorps distribuer le contenu de chaque
successivement : tube a I'exception des
50pl de tampon de travall tubes total compte (TC).
Et
Et Incuber 3 heures a Laver chaque tube deux
18-25°C avec fois avec 500yl de
250 pl de traceur de travalil agitation rotative solution de lavage
(25000 a 35000 CPM), Et
dilué dans un tampon de Compter la radioactivité
travail de chaque tube (fraction
(voir annexe 1) liee) en CPM pendant
une (01) minute.

(TC) ou compte total : Ajouter 250ul de traceur dans deux tubes ordinaires pour
obtenir les CPM totaux.

b) Protocole de détermination de I'immunoréactivité par le systéme de
séparation phase liquide (PEG/ bovine y globuline) :

Le Polyéthylene-glycol (PEG 6000) et la bovine y globuline sont préparés
séparément, respectivement a 25% et 15mg/ml dans un TP (0.05M, pH7.4). Le
protocole adopté pour la détermination de 'immunoréactivité du traceur avec ce
systeme de séparation est résumé par le tableau 2.1a.

c) Protocole de détermination de 'immunoréactivité par le systéme de
séparation phase liquide (Charbon /Dextran ) :

Pour la préparation de la suspension charbon-dextran, mélanger 250mg de
charbon actif et 25 mg de dextran T70 dans 100 ml de tampon de travail puis
agiter pendant 30 mn a 1 heure a froid. Cette préparation doit étre conservée au
réfrigérateur. Le protocole qui est adopté pour la détermination de
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limmunoréactivité du traceur avec le systéme charbon-dextran est résumé par le
tableau 2.1c :

Tableau 2.1c : Protocole de détermination de 'immunoréactivité avec le systéme

de séparation Charbon actif/Dextran.

Tubes | Dilutions de | Traceur
I'antisérum
Incubation Incubation Récupérer
Pour chaque 1 Mesurer la 2 le
dilution d’Ac, | 2004l radioactivité Centrifuger
Bmax | introduire Totale/tube pendant Surnageant
100 ul o ensuite . 15mn / tube et
d’antisérum Agitation Ajouter 15min, mesurer sa
ftube + 50l rotative a4ce a4°c radioactivit
Tampon 3h 500ul/tube a é
a 25°C froid et sous a 3500 al'aide
agitation de tours /min d’un
(Absence 200ul charbon- compteur
WS ?nﬁgzjuire dextran gamma
100p! de (1mn)
tampon de
travail/tube

(TC) ou compte total : Ajouter 200ul de traceur dans deux tubes ordinaires pour
obtenir les CPM totaux.

2.3.5 Etude de la stabilité de la phase solide :

Une fois préparés, les tubes coatés et non coatés (LNS) d’anticorps ont été
stockés hermétiquement au réfrigérateur et ont fait 'objet d’'une étude de stabilité.
Les taux de liaison spécifiques (%Bmax) et non spécifigues (%LNS) ont été
évalués pendant une durée de 24 mois selon le protocole décrit au paragraphe
2.1.5.5. Chaque essai est réalisé en double.

2.4 PREPARATION ET CALIBRATION DE LA GAMME D’ETALONS
PROGESTERONE LAIT :

2.4.1 Réactifs :

Progestérone de pureté 99% (P0130, MW: 314,47) achetée chez Sigma,
méthanol, lait de vaches en post-partum, charbon actif, tampon phosphate (0.05
M, pH 7.4) et de I'azide de sodium NaNs fourni par Sigma (25g), préparé a 0.1%
(voir annexe 1), Trousses radioimmunologiques RIA de dosage de la
progesterone sérique/Immunotech (code 1188), achetées chez Beckman Coulter.




TECHNIQUES D’ETUDE ET CONDITIONS EXPERIMENTALES

2.4.2 Procédé de préparation des étalons :

2.4.2.1 Préparation de la matrice zéro progestérone :

Afin d’extraire toute trace de progestérone, le lait collecté des vaches post-partum
est d’abord centrifugé a 3000 tours/mn, a 4°C, pendant 15 mn pour récupérer le
lait écrémé, puis il est ensuite traité avec du charbon actif a raison de 50 mg/mi
pendant toute la nuit, sous agitation au réfrigérateur. Le lendemain le lait écrémé
est filtré sous papier filtre Whatman N°3, puis centrifugé a 4500 tours/mn, a 4°C,
pendant 20mn puis filtré successivement sur un filtre 0.45um, 0.22 um, pour
éliminer toute trace de charbon.

Dans cette étude, trois matrices zéro progestérone ont été préparées et étudiées.
Elles sont constituées a 0%, 50% et 100% de lait écrémé traité, mélangé a un

tampon phosphate (0.05M, pH7.4) et de 'azide de sodium a 0.1%.

2.4.2.2 Préparation et calibration de solution mére de progestérone :

Le protocole de préparation des solutions de progestérone est présenté comme
suit :

Une premiére solution (S1) de progestérone est préparée a une concentration de
0.2mg/ml, en pesant 5mg de progestérone pur (balance de type Sartorius Basic).
Cette quantité est dissoute dans un volume de 25ml d’éthanol. A partir de cette
premiére solution S1, quatre (04) solutions mére a une concentration de 4ug/ml,
ont été préparées dans quatre fioles jaugées de 10ml, en prélevant 200ul de la
solution S1, puis compléter & 10ml avec du tampon phosphate (TP : 0.05M,
pH7.4). Afin d’atténuer le risque d’erreur aléatoire, ces solutions mere a 4ug/mi
sont d’'abord mélangées et homogénéisées par un agitateur magnétique de type
IKA®RH digital KT/C, la solution mere obtenue est calibrée avec un
spectrophotometre UV de type T90+UV/VIS spectrometer PG instruments Ltd relié
a un PC doté du logiciel (UV WIN5 LAB).

La densité optique (DO) de la solution mére est mesurée a 248nm et la
concentration en progestérone est mesurée selon la loi de Beer-Lambert,
exprimée sous la formule :

DO=¢cl.

¢ : est le coefficient d’extinction molaire (18000 pour la progestérone [154])
c : est la concentration de la solution en nmol/Il
| . est la longueur de la cuve = 1cm
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2.4.2.3 Préparation des solutions standards de progestérone :

Le protocole de préparation des solutions standards de progestérone est comme
suit :

- Préparer une solution intermédiaire de concentration 1000ng/ml en prélevant un
volume de la solution mére et I'ajuster dans une fiole de 10ml avec du TP
(solution intermédiaire 1).

- Préparer une autre solution intermédiaire de concentration 400ng/ml en
prélevant un volume de 4ml de la solution intermédiaire 1 et I'ajuster dans une
fiole a un volume de 10ml de TP (solution intermédiaire 2).

- Les solutions standards de progestérone de concentrations croissantes (0-0.625-
1.25-2.50-10 et 40ng/ml) sont préparées en commencant par le standard 40ng/ml.
Les autres standards sont préparés par dilution en cascade dans du tampon
phosphate (TP), pour des raisons de calibration (Tableau 2.2). Les étalons sont
ensuite aliquotés en un volume de 1ml, puis lyopholisés et stockés a 4°C.

Pour le besoin du dosage, ces étalons sont reconstitués soit dans de I'eau distillée
pour la matrice tampon phosphate, soit dans une matrice lait écrémé incorporé a

50% ou 100%.

Tableau 2.2 : Dilutions des étalons progestérone dans du Tampon phosphate

Concentration du standard (ng/ml) 40 20 10 5 25 [ 1.25|0.625

Concentration de la solution de 400 | 40 | 20 10 5 25 | 1.25
progestérone prélevée (ng/ml)

volume de la solution progestérone 5 25 25 25 25 25 25
prélevé (ml)

Volume ajouté en TP pour ajuster a 45 | 25 | 25 | 25 25 25 25
50ml (ml)

2.4.3. Calibration des étalons contre un étalon secondaire :

Les étalons de progestérone préparés sont reconstitués dans de I'eau distillée
pour restituer la matrice TP. lls sont ensuite calibrés par un dosage
radioimmunologique de la progestérone, utilisant la seule trousse commerciale
disponible sur le marché : RIA progestérone Immunotech/sérum humain
Beckman Coulter (code 1188). Chaque étalon est dosé 20 fois en intra-dosage,
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une valeur moyenne de la concentration est calculée avec un écart type et un
coefficient de variation.

Ces mémes étalons progestérone lyophilisés ont été reconstitués dans les
matrices lait écrémé incorporé a 50% et a 100% et ont ensuite fait 'objet d’'un
dosage radioimmunologique, utilisant toujours la trousse Immunotech/sérum. Les
résultats obtenus ont été comparés a ceux obtenus avec la matrice tampon
phosphate.

Le protocole de dosage RIA Immunotech est résumé dans le tableau 2.3.

Tableau 2.3 : Mode opératoire du dosage RIA progestérone de la trousse
Immunotech sérique

Etape 1 Etape 2 Etape 3
Répartition Incubation Comptage
Dans les tubes recouverts
d'anticorps, distribuer

successivement; Aspirer soigneusement
50 UL ibrat le contenu de chague tube

-50 p ,'fje calibrateur Incuber 1 heure (sauf les 2 tubes «cpm totaux»)

ou d'échantillon 318-25°C

et avec agitation (350 rpm) Compter les cpm lies (B)
- 500 pL de traceur” et cpm totaux (T)
pendant 1 min.
Agiter

* Ajouter 500 pL de traceur dans 2 tubes supplementaires pour obtenir les cpm totaux.

2.4.4 Stabilité des étalons dans le temps :

Afin de controler la stabilité des concentrations de progestérone des étalons
préparés dans du tampon phosphate et conservés par lyophilisation, ces derniers
ont été recontrélés trois (03) années plus tard par un dosage radioimmunologique
utilisant la méme trousse Immunotech sérique.

2.5 MISE AU POINT DE DOSAGES RADIOIMMUNOLOGIQUES DANS UNE
MATRICE LAIT ECREME :

2.5.1 Optimisation du dosage RIA :

Les parametres retenus dans l'optimisation du dosage radioimmunologique de la
progestérone sont ceux susceptibles d’influencer le bon déroulement de la
réaction de compétition. Il s’agit de la durée et de la température d’incubation de la
réaction d'immunocompétition, le nombre de lavages des tubes de dosage apres
séparation des fractions libres et liées.
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Lors de cette optimisation plusieurs parameétres liés a la courbe d’immuni-
compétition ont été évalués. Il s’agit du taux de liaisons maximum, des doses de
progestérones aux interceptes 20%, 50% et 80% de B/Bo et de la limite de
détection. Cette derniere est déterminée directement par le logiciel RIA (LB2111-
12) relié au compteur gamma Nal. Elle exprime la répétabilité intra-essai du
standard zéro (Ong/ml) lors d’un dosage RIA progestérone [110, 159,160].

La limite de détection est déterminée en concentration de progestérone sur la
courbe d’étalonnage, correspondant au taux de liaisons (%B/B0), calculé par la
formule suivante :

Moyenne en CPM de Bo — 3 écarts — type en CPM
B/Bo (%) = Bo en CPM X100

2.5.2 Protocole de dosage radioimmunologiqgue adopté pour la trousse
développée :

Pour la réalisation des courbes d’étalonnage, le dosage RIA est effectué avec des
solutions étalons progestérone de concentration croissante. Ce dosage permet
d’établir une compétition entre le traceur préparé qui représente '’Ag marqué et les
solutions étalon qui représentent I'Ag froid vis-a-vis d’'un nombre limité d’anticorps.
Le protocole adopté pour la réalisation du dosage est celui décrit par le
tableau 2.4.

Tableau 2.4 : Protocole de dosage radioimmunologique adoptée pour la trousse

Développée.
Etape 1 Etape 2 Etape 3
Répartition Incubation Comptage
Dans les tubes recouverts Aspirer successivement
d’anticorps a 1/300, le contenu de chaque
distribuer successivement : tube a I'exception des
50ul de chaque standard tubes total compte (TC).
reconstitué dans une Et
matrice lait a 50% Incuber 18 heures a | Laver chaque tube deux
18-25°C avec fois avec 500yl de
Et agitation rotative solution de lavage
Et
250 pl de traceur de travalil Compter la radioactivité
(25000 & 35000 CPM), de chaque tube (fraction
dilué dans un tampon de liée) en CPM pendant
travail une (01) minute.
(voir annexe 1)

(TC) ou compte total : Ajouter 250ul de traceur dans deux tubes ordinaires pour
obtenir les CPM totaux.
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2.6 VALIDATION DE LA TROUSSE RIA PROGESTERONE/LAIT DEVELOPPEE ;

2.6.1 Réactifs :

Trousses radioimmunoligiques de dosage de la progestérone dans le lait bovin
développées localement, trousses radioimmunologiques de dosage de la
progestérone dans le sérum/ Immunotech (code 1188) achetées chez Beckman
Coulter. L’azide de sodium NaNs est fourni par Sigma.

2.6.2 Traitement des échantillons de lait :

Les échantillons de lait utilisés pour la validation de la trousse développée, ont été
collectés durant la traite de l'aprés-midi, sur des vaches a différents stades
physiologiques, appartenant a des élevages privés de la Mitidja. Les échantillons
de lait ont été conservés par addition d’azide de sodium a raison de 5mg/10ml et
ensuite traités laboratoire du CRND pour récupérer le lait écrémé (centrifugation a
3000 tours/mn, a 4°C, pendant 15 mn). Ces échantillons de lait écrémé ont été
stockés au réfrigérateur jusqu’au jour du dosage.

2.6.3 Evaluation analytique de la trousse RIA progestérone développée

2.6.3.1 Le test de précision :

La précision d’un dosage exprime la reproductibilité en intra-dosage (n=20) et en
inter-dosages (n=20), des résultats de dosage de la progestérone par la technique
RIA (trousse locale), de trois (03) échantillons de lait écrémé bovins de
concentration en progestérone de 0.30, 4.84 et 20.93ng/ml pour l'intra essais et
0.50, 3.28 et 13.39ng/ml pour linter essais. Pour chaque échantillon de lait
écrémé dosé, sont calculés la moyenne des concentrations obtenues, I'écart-type
et le coefficient de variation (%).

2.6.3.2 Le test d’exactitude :

- Test de dilution : trois (03) échantillons de lait écrémé bovin de concentration
en progestérone élevée (48.85, 7.68 et 4.41ng/ml) sont dilués chacun en cascade,
dans un étalon de lait écrémé zéro progestérone (Ong/ml), aux dilutions de
1/2,1/4,1/8,1/16 et 1/32. Les concentrations en progestérone des échantillons et
des dilutions sont déterminées en deux fois, par dosage RIA (trousse locale). Les
valeurs en progestérone mesurées sont comparées aux valeurs attendues et des
pourcentages de recouvrements sont calculés selon la formule suivante :

concentration en progestérone mesurée (ng/ml)X 100

Recouvrement(%) = , -
concentration en progestérone attendue (ng/ml)
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- Test de surcharge : il est réalisé avec quatre (04) échantillons de lait écremé
bovin de concentration en progestérone basse (0.30, 2.46, 4.41 et 4.74ng/ml). Il
consiste a surcharger chaque échantillon de lait (200ul), en ajoutant séparément
un volume équivalent de chaque concentration de standard progestérone
reconstitué dans une matrice lait écréemé (0.58, 1.15 et 11.53ng/mli)t. Les
échantillons préparés sont dosés deux fois, par RIA (trousse locale). Les valeurs
en progestérone mesurées sont comparées aux valeurs attendues et des
pourcentages de recouvrements sont calculés selon la formule ci-dessus.

2.6.4 Evaluation clinigue de la trousse RIA progestérone développée :

L’évaluation clinique de la trousse RIA progestérone préparée localement est
réalisée sur un lot de trente (30) échantillons de lait écrémé, prélevés sur des
vaches a différents stades physiologiques. La progestérone est dosée dans ces
échantillons simultanément avec la trousse RIA/progestérone lait bovin
développée localement et la trousse commerciale RIA/progestérone sérique
“Immunotech”, adaptée au dosage de la progestérone dans le lait bovin selon le
procédeé validé par Lupi-Chen et al 1999 [154].

2.7 ANALYSES STATISTIQUES :

Les analyses statistiques classiques des résultats obtenus sont réalisées a travers
le calcul des moyennes, des écarts types et des coefficients de variation, la
réalisation des régressions linéaires et I'évaluation des coefficients de corrélation.
Les logiciels utilisés sont 'Excel Microsoft et Origine Pro 7.5.
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CHAPITRE 3 : RESULTATS ET DISCUSSION

Dans le présent projet, nous avons développé une trousse de dosage
radioimmunologique de la progestérone dans le lait bovin suivant le principe de la
RIA de compétition. Les 3 réactifs de base utilisés lors du dosage ont été
développés localement. Le choix du traceur préparé est le conjugué
“progestérone 11a hemisuccinate” marqué par une méthode indirecte, en le
greffant a un bras “histamine” préalablement marqué a l'iode125 radioactif en
position C11 (carbone 11). Quant au choix de I'anticorps utilisé pour la préparation
de la phase solide “tubes coatés”, c’est un monoclonal commercial, produit avec
'immunogéne “progestérone 11a hemisuccinate-BSA”. La fixation est réalisée en
tenant compte de l'influence de la concentration en anticorps fixés et de la nature
du tampon de fixation. En parallele, un essai de production d’anticorps
polyclonaux a été entrepris. Dans la partie optimisation, nous avons évalué
I'influence de différentes conditions expérimentales (température et durée de la
réaction, nombre de lavage des tubes aprés décantation) sur la réaction de
compétition (taux de liaisons maximum, limite de détection, I'allure générale de la
courbe d’étalonnage), ensuite, le dosage a été validé sur des échantillons
biologiques "lait bovin”. Les résultats obtenus ont été comparés avec un dosage
RIA de référence (dosage RIA immunotech).

3.1 PREPARATION DU TRACEUR PROGESTERONE 11-A-
HEMISUCCINATE- '?l|0DO- HISTAMINE :

Le radiomarquage indirect de la progestérone 11-a-hemisuccinate nécessite la
préparation d’'un bras radiomarqué qui est I''?5lodo-histamine, la détermination du
rendement de marquage de ce dernier est une étape essentielle avant de le
conjuguer a la 11-a-hemisuccinate.

Le marquage de I'histamine par de l'iode125 constitue une premiére étape dans le
développement d'une trousse RIA progestérone. L’obtention d’'un taux élevé de
marquage a ce stade ainsi que l'optimisation de cette procédure représente un
atout pour les étapes qui suivent la préparation du traceur progestérone.

3.1.1 .Rendement de marquage du complexe iodo-histamine :

Le rendement de marquage de I'histamine (activité de marquage 357pci) a été
déterminé par électrophorese sur papier. Le radiochromatogramme (Figure 3.1),
représente la radioactivité par CPM (Coups Par Minute) en fonction du nombre de
fractions. Il révele la présence de deux pics, le premier correspond a I'histamine
marquée a l'iode125, et le second a l'iode libre (*?°I), qui migre vers le pole positif.
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Le rendement de marquage de I'histamine évalué a 71.2%. En conclusion, sur les
357uci utilisés pour le marquage, 254.04pci correspond au complexe '?°lodo -
histamine.

Rdt=71,16%
9,00E+06 -

8,00E+06 -

7,00E+06 -

histamine 125

6,00E+06 -

5,00E+06 -

Radioactivite (CPM)

4,00E+06 -

3,00E+06 -

2,00E+06 -

1,00E+06 -

0,00E+00

Nombre de fractions

Figure 3.1 : Radiochromatogramme de I'histamine marquée a I'iode 125
(Hist-12%1) obtenu par électrophorése sur papier.

Le marquage de I'histamine est effectué selon la méthode décrite par HUNTER et
GREENWOOD [117] utilisant la chloramine-T comme agent oxydant, en
respectant sa concentration et la durée de réaction présente une méthode de
choix pour le marquage des protéines [163]. Cette méthode a permis d’obtenir un
rendement de marquage de 71,2% qui est supérieur aux rendements de
marquage rapportés par différents auteurs, tels que les travaux de Kothari et
Pillai, (1994) [127] et Grace et al (1997) [128], qui obtiennent des rendements
respectivement de 50% et de 40-60% avec une quantité de Chloramine T
équivalente (50ug) mais une durée d’oxydation inférieure (1mn). Karir et al. 2006,
obtiennent un rendement de 45-65%, avec une quantité en Chloramine T similaire
et une durée d’oxydation allant de deux a trois minutes [122].
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3.1.1.1 Etude de l'effet de la durée de stockage du complexe iodo-
Histamine sur le rendement de marquage de I'histamine :

Le rendement de marquage de I'histamine marquée a l'lode 125, stockée au
congélateur a une température de -10°C est illustré par la figure 3.2, elle ne
montre aucune dégradation de ce complexe radiomarqué, celui-ci reste stable
pendant une durée de stockage de 16 jours. Ce qui permet au manipulateur de
mieux gérer dans le temps les activités de marquage et aussi de réaliser plus d’un
marquage d’histamine avec les mémes solutions en réactifs de marquage.

100 -
90 -
80 -
70 - 4/\-’”
60 - )

50 A

L 4
<+

40

30 A

20 -

Rendement de marquage (%)

10 -

Durée de stockage (jours)
Figure 3. 2 : Stabilité du rendement de marquage de I'histamine en fonction de la
durée de stockage a -10°C

3.1.2 Extraction du traceur progestérone 11-a-hemisuccinate- 25lodo-
histamine :

Aprés activation de la progestérone 11-a-hemisuccinate et sa conjugaison avec
le complexe iodo-histamine, I'étape d’extraction nous a permis de collecter trois
fractions distinctes. La composition, l'activité et le rendement d’extraction de
chaque fraction est rapporté dans le tableau 3.1.

Il faut noter I'activité totale des trois fractions (399uCi) est Iégérement supérieure a

......

attribuées aux erreurs aléatoires de comptage.
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Tableau 3.1 : Evaluation des produits de I'extraction de la progestérone marquée
Les fractions Composition Activité (uci) Rendement
d’extraction (%)
1 Antigene libre + traces de F2 50 12.53
2 Antigéne marqué+ traces de F3 159 39,85
3 lode libre +histamine-I*2® 190 47,62
Total Trois fractions 399 100%

Le rendement d’extraction de la fraction 2 qui correspondant a I'antigéne marqué
est de 39,85% contre seulement 12.5% pour la fraction 1 et 47.6% pour la fraction
3.

La détermination des puretés radiochimiques des fractions 1 et 3 par
électrophorése sur papier, donne respectivement 95.9% et 3.3%. Les profils
d’évaluation de la pureté radiochimiques de ces deux extraits sont illustrés par la
figure 3.3 et les résultats bruts sont présentés au niveau de I'annexe 2. Ces
résultats obtenus (activité et PRC) montrent que la nature du contenu de la
fraction 1, compte tenu de I'absence de l'iode, est antigénique, alors que celui de
la fraction 3 est composé en majorité d’iodel125 libre.
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Figure 3.3 : Profils de pureté radiochimiques des fractionsl et 3
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3.1.3 Purification de la progestérone 11-a-hemisuccinate- 2°lodo-histamine :

Afin d’éliminer toutes les contaminations (I'?°, histamine marquée) et d’obtenir
seulement le traceur pur, la fraction 2 obtenu apres extraction subit une
purification par chromatographie d’exclusion moléculaire. Le profil d’élution
exprimé en radioactivité (CPM) en fonction du nombre de fractions récupérées est
présenté sur la figure 3.4.

16000000 - pic (a)

14000000 -

12000000 -

1 pic (b)
10000000 -

8000000 -

pic (c)

6000000 - 1

radioactivite (CPM)

4000000 -

2000000 -

D VVVVVVVVV Tew T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70
nombre de fractions

Figure 3.4 : Profil d’élution de la fraction 2 obtenue aprés purification
par filtration sur gel Sephadex G-25.

Ce profil montre la présence de trois pics au niveau de la fraction 2, le pic (a) est
élué entre les fractions 24 et 34, le pic (b) est élué entre les fractions 34 et 38. Le
pic (c) est élué plus loin entre les fractions 50 et 56, qui présente une tres faible
activité et poids moléculaire, raison pour laquelle le pic trois est €lué en dernier.
Les activités obtenues pour chacun de ces trois pics, sont rapportées dans le
tableau 3.2.
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Tableau 3.2 : Activité enregistrée par les trois pics d’élution de la fraction 2

Fraction 2 Activité du pic (cpm) Rendement de purification
(%)
Pic (a) 69 070 840 52.55
Pic (b) 41 662 140 31.70
Pic (¢) 20 690 398 15.74
Total 131 423 378 100

D’apres le tableau 9, le pic (a) et (b) présentent des rendements de purification les
plus importants, avec des proportions respectivement de 52.55% et 31.70%,
comparés au pic (c) qui présente une tres faible activité et un rendement de
purification faible (environ 16%).

La purification par chromatographie d’exclusion moléculaire sur gel de sephadex
G-25 (Pour des molécules de petite taille) permet de séparer les molécules
marquées non endommagées des contaminants et des produits de dégradation
présents dans le mélange réactionnel. De nombreux auteurs ont fait de ce type de
purification une méthode de choix pour les traceurs radioiodés [117]. Cependant,
il est important de noter que le gel doit étre équilibré par des protéines non
spécifiques comme la BSA pour réduire les liaisons non spécifiques des
molécules marquées. [164]. Karir et al, 2006, obtiennent un rendement de
marquage de 15-25% lors d’une extraction au toluéne du complexe progestérone-
11 alpha-hemisuccinate *?**lodohistamine aprés purification par HPLC [122].

3.1.4 Caractérisation du traceur de la progestérone 11-a-hemisuccinate- iodo-
histamine :

3.1.4.1 Controle de la PRC et de I'immunoréactivité :

Afin d’évaluer la nature des trois pics (a,b et c) collectés aprés purification et
d’obtenir un traceur le plus pur possible, deux parameétres important sont mesureés,
a savoir :

- .La pureté radiochimique par électrophorese sur papier Wathman ;

- 'immunoréactivité sur phase solide en mettant en contact les fractions de
chacun des trois pics obtenus avec I'anticorps spécifique anti progestérone
11-a-hemisuccinate, dilué en exces a 1/100 et de mesurer aprés un temps
d’incubation, le taux maximum de liaisons spécifique (BO/T).
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Les résultats d’évaluation pour chaque pic sont présentés dans le tableau 3.3.

Les détails sont présentés dans

'annexe 3.

Tableau 3.3 : Caractérisation des pics collectés de la fraction 2

Fraction 2 Pic (a) Pic (b) Pic (c)
PRC (%) 97.92 98.70 98.59
Immunoréactivité (%) 43 37 0.31

Les taux de pureté radiochimique des fractions correspondant aux pics (a), (b) et
(c) sont €levés et sont respectivement de 97.92%, 98.70% et 98.59 (Figure 3.5).
Elles traduisent I'absence de liode, donc une nature antigénique. Le taux
d'immunoréactivité obtenu par les fractions correspondant au pic (c) est de 0.31%,
il est tres faible comparé a celui obtenu par les fractions correspondant aux pics
(a) et (b), respectivement de 43% et 37%. Il est donc confirmé avec certitude, que
les fractions du pic (c) contrairement aux pics (a) et (b) ne constituent pas un
traceur progestérone. De plus, étant donné que le taux de PRC obtenu (>98%)
par ces fractions du pic (c), il ne peut s’agir que de I'iodohistamine non conjuguée.

90000 zonhe antigénique

Activité en CPM

Pic "a"

e —
T T

— e " h"

80000
70000
60000
50000
40000
Zzone iode125 libre
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10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Nombre de bandelettes

Figure 3.5 : Profils de pureté radiochimiques de la fractions 2 (pics a,b et ¢)
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Les taux élevés d'immunoréactivité et de PRC enregistrés par les fractions
correspondant aux pics (a) et (b) permettent de confirmer d’une part, que la nature
du contenu de ces fractions représente le traceur progestérone 11-o-
hemisuccinate- iodo-histamine. L’obtention de deux traceurs (pics (a) et (b)), est
la conséquence de la formation, dans les conditions de notre expérimentation, de
deux entités lors du marquage de I'histamine, a savoir, la mono-iodohistamine et
la di-iodohistamine. Il ressort que le traceur progestérone di-iodohistamine
correspond aux fractions du pic (a) et le traceur progestérone mono-iodohistamine
correspond aux fractions du pic (b).

La pureté du traceur iodé conditionne la spécificité du dosage, elle influe
également sur la limite de détection et I'exactitude des résultats (diminution du
taux des LNS) [137]. Les valeurs de la PRC obtenus se trouvent dans la limite
requise par les normes CIS (= 90%). Ces résultats sont similaires & ceux obtenu
par Karir et al, 2006 [122]. Le nombre d’iode incorporé dans I'histamine dépend
des conditions de marquage, a savoir le pH du milieu réactionnel et la durée de la
réaction d’oxydation. En effet, le marquage de I'histamine a pH 8 favorise la
formation de la mono-iodohistamine, qui permet l'obtention de traceurs plus
stables que la di-iodohistamine et la tri-iodohhstamine [131]. L’incorporation de
plus d’un iode radioactif sur une molécule, qui plus est une hapténe, favorise les
réactions de radiolyse et fragilise la stabilité de la molécule marquée.

3.1.4.2 Activité spécifigue et activité volumique :

Les valeurs de l'activité spécifique et volumique des traceurs préparés (fractions
des pic a et b) sont présentées dans le tableau 3.4.

Tableau 3.4 : Caractérisation des traceurs par mesure de l'activité spécifique et

volumique
Les activités / traceurs Pic (a) Pic (b)
Activité spécifique (uci/ug) 6,87
Activité volumique (pci/ml) 9.43 4.39

Sachant la masse totale de progestérone 11 a hemisuccinate mise en activation
de 23.15ug et 'activité obtenue par la fraction 2 aprés extraction de 159uCi, une
activité spécifigue approximative a été calculée pour 'ensemble de cette fraction
correspondant au traceur.

Les valeurs de l'activité spécifique et volumique enregistrées sont faibles en raison
de la faible activité de marquage (357pci). Celle-ci ne représente que 35.7 % de
I'activité de marquage (1000uCi) rapportée par d’autres auteurs [131].
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L’activité spécifique d’un traceur est la conséquence directe de la proportion du
radioisotope introduit par molécule a marquer. L’augmentation de [Iactivité
spécifique du traceur conditionne directement la limite de détection du dosage
[165], alors qu’une faible activité spécifique entraine un faible rendement de
détection, de ce fait une faible sensibilité du dosage [166].

3.1.5 Contrble de la stabilité :

Aprés la préparation d’'un traceur, des phénoménes de radiolyse peuvent étre a
lorigine de dégradations dans le temps des molécules marquées, pour cette
raison, il est nécessaire de déterminer la stabilité du traceur préparé.

Pour la réalisation de cette étude de stabilité, nous avons choisi le traceur
progestérone  1l1-a-hemisuccinate-monoiodo-histamine, correspondant aux
fractions du pic b ou traceur F2b. Celui-ci présente I'avantage d’étre moins affecté
par la dégradation [131]. La stabilité du traceur a été étudiée pour les
températures de stockage de 10°C et de -6°C, a travers le suivi de la pureté
radiochimique et de 'immunoréactivité en présence de I'anticorps spécifique a la
progestérone, dilué a 1/300, en phase solide.

3.1.5.1 Contrble de la pureté radiochimique :

Les résultats de I'évolution de la pureté radiochimique pour le traceur F2b stocké a
10°C et a -6°C sont représentés sous forme de courbes en fonction du temps
(Figure 3.6). Durant la période de I'étude de la stabilité qui équivaut environ trois
(03) mois, le traceur F2b stocké a une température de 10°C et -6°C donne une
moyenne de pureté radiochimique stable, qui est respectivement de 96.58+1.67%
et 98.52+0.72%.
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Figure 3.6 : Evolution dans le temps de la pureté radiochimique du traceur F2b
stocké a 10°C et — 6°C.

3.1.5.2 Contréle de 'immunoréactivité :

Les résultats d’immunoréactivité spécifique (Bo/Tc) et non spécifique (B/T)
obtenus par le traceur (F2b) stocké a 10 °C et a -6°C en fonction du temps, sont
représentés sous forme de courbes, illustrées par la figure 3.7.
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Figure 3.7 : Evolution dans le temps des taux de liaisons spécifiques et non
spécifiques du traceur F2b stocké a 10°C et — 6°C

Le pourcentage de liaisons spécifiques enregistré est en moyenne de 36.12+1.8%
et 37.87+2.8% respectivement pour le stockage a une température de 10°C et de -
6°C. Aussi, le taux moyen de LNS enregistré est de 3.33+0.76%, il est inférieur a
la norme admise pour ce type de dosage, qui est de 5% [167].

Il ressort de cette étude, a travers les deux paramétres étudiés, que le traceur
préparé, stocké a la température de 10°C ou de - 6°C, conserve ces
performances physicochimique et immunologique tout le long des 3 mois de
stockage.

Durant la conservation d’un traceur radioiodé, différents facteurs (fortes activités
de marquage, pH du tampon, température de stockage) sont responsable de sa
dégradation. Cette stabilité est cependant variable d’un traceur a l'autre [137]. La
diminution de la stabilité est due aux effets de radiolyse qui sont d’autant plus
importants pour les traceurs ayant une activité spécifique élevée, en raison de
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marquage avec des hautes activités (1mci). Hegen et al.1980 rapportent des
résultats similaires aux notre, concernant la relation étroite entre la stabilité du
traceur et l'activité spécifique. Il ressort que plus l'activité spécifique d’'un traceur
est faible plus la stabilité de ce dernier est meilleure [168].

3.2 CARACTERISATION DES ANTICORPS POLYCLONAUX :

En raison de leurs faible poids moléculaire, la progestérone et ces métabolites ne
sont pas directement immunogénique. Pour se faire, ils requirent un couplage
préalable a une protéine porteuse telle que le bovin sérum albumine (BSA) pour
inciter une production d’anticorps. Au niveau du noyau stérol de la progestérone,
le couplage peut se faire sur le cycle A, en position C1 ou C3, le cycle B, en
position C6 ou C7, le cycle C, en position C11 et sur le cycle D, en position C20
ou C21 [169]. Actuellement, tous les travaux traitant de la production des anticorps
anti-progestérone ont montré que pour des raisons d’encombrement stérique, les
meilleurs antisérums, sont obtenus quand les groupements carbonyles des cycles
A et D de la progestérone sont libres [153, 170]. De ce fait, le conjugué
progestérone 11a hemisuccinate-BSA a été choisi comme immunogene pour la
réalisation de ce travail. Par ailleurs, des travaux bibliographiques rapportent que
I'utilisation de 'immunogéne couplé a l'albumine bovine en position 11 affecte
considérablement la sensibilité du dosage radioimmunologique, mais les
antisérums produits seront plus spécifiques et les taux de réaction croisée trés
faibles [123,171].

3.2.1 Evaluation du titre :

Les titres des antisérums prélevés sur les lapins ont été évalués par dosage
radioimmunologique, phase liquide (PEG/BYG), utilisant le traceur progestérone
11-a hemisuccinate monoiodo-histamine.

Les sérums sont testés au fur et a8 mesure de I'étape d'immunisation jusqua la
saigneée finale, afin de vérifier le bon déroulement de celle-ci et d’avoir un premier
élément sur la qualité des antisérums.

Les résultats des réponses immunitaires, représentées par le pourcentage de
liaisons Bo/Tc, obtenus au cours de cet essai de production d’anticorps, étalé sur
une durée de 8 mois d’'immunisation, incluant 9 rappels, sont présentés dans les
tableaux 3.5a et b respectivement pour le lapin A et B et ils sont illustrés par les
figures 3.8 aetb.
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Tableau 3.5a : Pourcentage de liaisons maximums (Bo/Tc) des antisérums

obtenus par le lapin A au cours de huit (08) mois d'immunisation

Rappels du lapin A

Titres 3 4 5 6 7 8 9
Pur 88,43 82,00 85,00 83,00 85,00 88,00 85,00
1/10 60,44 82,00 85,00 83,00 83,00 85,00 85,00
1/50 43,00 81,65 85,00 81,00 79,00 75,00 85,00
1/100 36,00 74,18 75,00 77,00 68,00 67,00 85,00
1/250 22,00 59,50 60,15 74,00 55,00 58,00 85,00
1/500 12,00 45,11 41,35 68,11 48,77 44,33 85,71
1/1000 6,00 32,83 25,48 46,52 24,87 23,76 80,61
1/2000 3,00 21,46 14,99 27,19 15,63 14,73 76,02
1/4000 2,00 8,00 10,00 19,09 10,00 9,00 61,42
1/5000 0,00 3,00 6,00 16,00 7,00 5,00 55,53
1/6000 0,00 0,00 0,00 11,00 3,00 2,00 50,36
1/8000 0,00 0,00 0,00 8,00 0,00 0,00 45,55
1/10000 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 37,65

LNS 4.70 5.86 4.48 3.64 6.31 6.14 3.2

Tableau 3.5b : Pourcentage de liaisons maximums (Bo/Tc) des antisérums

obtenus par le lapin B au cours de huit (08) mois d'immunisation

Titres Rappels du lapin B
3 4 5 6 7 8 9 sacrifier
Pur 88,64 | 76,88 | 82,45 77,11 80,11 82 84,29 88,85
1/10 73,24 | 71,67 | 82,45 77,11 80,11 82 84,29 88,85
1/50 67,43 66,55 72,13 77,11 80,11 82 84,29 88,85
1/100 54,14 | 49,01 67,8 77,11 80,11 82 84,29 88,85
1/250 33,75 30,78 | 54,93 77,11 80,11 82 84,29 88,85
1/500 22,44 20 38,15 72,64 | 78,99 | 77,01 84,29 88,85
1/1000 10,38 14,35 25,08 47 58,49 57,4 84 87,45
1/2000 7,1 9,39 14,44 | 29,45 37,28 | 38,95 82,17 85,69
1/4000 4,66 3,15 9,11 17,81 22,05 23,88 72,29 82,77
1/5000 2,88 3,01 4,67 7,66 12,45 10,34 68,5 66,75
1/6000 1,95 1,46 2,66 1,33 8,34 8,63 53,87 62,62
1/8000 1,11 0 1,34 0 6,23 6,92 45,41 40,79
1/10000 0,25 0 0 0 4,67 2,44 43,56 32,8
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Figure 3.8a : Titre de I'antisérum du lapin A en fonction des rappels
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Figure 3.8b : Titre de I'antisérum du lapin B en fonction des rappels.
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Les interférences non spécifiques liees a la qualité du traceur utilisé pour la
détermination des titres des antisérums des deux lapins, tout le long de la durée
de I'immunisation, exprimées par le taux de liaisons non spécifiques (LNS) sont
satisfaisantes et sont en générale inférieures a la norme admise en RIA (< 5%).

Le titre des antisérums produits aprés 6 mois d’immunisation connait une
évolution lente. Apres le 3°™ rappel, correspondant au premier prélévement de
sang, les lapins A et B enregistrent des titres des antisérums produits de 10. La
réponse immunitaire du lapin A marque une premiere hausse du titre a 250 au
4éme  rappel, atteint 500 aprés le 6°™¢ rappel et décroit a 250, malgré
I'administration d’injections de rappels (7¢™¢ et 8¢ rappels). Bochskanl et al, 1989
rapportent une décroissance du titre aprés qu’il ait atteint des pics a 12-18
semaines d'immunisation, puis croit a nouveau a 38 semaines d’'immunisation,
atteignant des pics de valeurs équivalentes aux premiers a 52 semaines [170].

Le titre des anticorps du lapin B connait une hausse graduelle en fonction des
rappels pour atteindre 1000 aprés le 7™M rappel et il reste stable au 8™ rappel.
Aprés 7 mois d'immunisation (9 rappels), ce titre connait une autre augmentation
significative pour atteindre 6000 pour les 2 lapins (Figure 3.9).

Aprés 8 mois d'immunisation et suite a un manque en immunogene a injecter, les
lapins ont été sacrifiés. Le titre final des antisérums aprés sacrifice s’est stabilisé a
6000.

L’étude menée montre que le titre des antisérums obtenus chez les 2 lapins, aprés
9 rappels, est satisfaisant en comparaison avec les titres obtenus par Bochskanl &
al ; 1989 (1/1400) [170] et Miyauchu; 1978 (1/1750) [172]. Il est cependant faible,
en comparaison avec les résultats des travaux de Scarisbrick & Cameron; 1975
(1/60000) [173], Dighe et Hunter 1974 (1/30000) [174], Kothari et al 1995,
Espinosa & al, 1984 (1/105000) [124,175], Brochu et al 1984 (1/300000) [176],
Karir et al 2006 (1/12000) [177], obtenus avec un méme immunogene
(progestérone-11a-HS-BSA).
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Figure 3.9 : Evolution des titres des antisérums des lapins A et B au cours
de 8 mois d’'immunisation.

3.2.2 Evaluation de la spécificité :

Aprés avoir déterminé le titre des antisérums (6000), celui-ci est utilisé pour la
détermination de leur spécificité par dosage RIA de compétition, phase liquide, en
présence des différents stéroides en gamme étalons : Progestérone (P), 11a
hydroxyprogestérone-HS (PHS), la 5a pregnane-3,20-dione (5aPD) et la 11-
Deoxycorticosterone (11DCS).

Les résultats d'immunocompétition obtenues, exprimés en pourcentage de
liaisons B/Bo, en fonction de la variation de la concentration de chacun des
stéroides testés en une gamme étalons, sont présentés dans le tableau 3.6 et
illustrés sous forme de courbes d'immunocompétition (Figure 3.10).

100



RESULTATS ET DISCUSSION 101
Tableau 3.6 : Pourcentage de liaisons (B/Bo) induit par les différents
stéroides variant en une gamme étalons (ng/ml)
avec les antisérums produits
Etalons B/Bo(%) Etalons B/Bo(%) | Etalons B/Bo(%) B/Bo (%)
(PHS) Prog ¥ e ®t 5a-PD 11-DCS
0 100
0,49 80,26 0 100 0 100 100
1,11 67,34 0,49 92,26 10 89,15 95,68
5,48 46,51 10 79,53 40 83,06 92,13
12,67 36,02 80 65,72 80 70,85 86,65
41,23 20,57 160 49,76 160 52,87 77,69

Les résultats obtenus montrent que les antisérums collectés apres huit mois
d'immunisation par 'immunogéne 11a hydroxyprogestérone-HS-BSA, présentent
une bonne réaction dimmunocompétition avec le stéroide 11a
hydroxyprogestérone-HS, contrairement aux trois stéroides restant. L’allure de la
courbe obtenue dénote une bonne sensibilité du dosage (chute du signale a 80%
pour une dose d’étalon de 0.49ng/ml) et une bonne spécificité des antisérums
(chute du signale a 21% pour une dose en étalon de 40ng/ml).
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Figure 3.10 : Détermination de la spécificité des antisérums lors d’'un dosage
RIA de la 11a hydroxyprogestérone-HS, la progestérone, la 5 a
pregnane 3,20 dione et la 11- déoxycorticostérone.
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Ce résultat non attendu nous a contraint a calculer le pourcentage de réactions
croisées (%RC) des antisérums non pas par rapport a la progestérone, mais a la
11a hydroxyprogestérone-HS. Les pourcentages obtenus sont illustrés par le
tableau 3.7.

Tableau 3.7 : Spécification des antisérums produits exprimée en
pourcentage de réactions croisées (%Rc) obtenus
par les différents stéroides testés :

Stéroides Concentration (ng/ml) Pourcentage de réactions
générant 50 % d’inhibition croisées
du signal
11a hydroxyprogestérone-HS 4.05 (4.05/4.05)x100 = 100
progestérone 160 (4.05/160) x100 = 2.53
5 a pregnane 3,20 dione 202 (4,05/202) x100 = 2.00
11- déoxycorticostérone 640 < (4,05/640) x100 = < 0.63

On déduit que le degré de reconnaissance de la progestérone par les antisérums
produit, par rapport a la 11a hydroxyprogestérone-HS est tres négligeable
(2.53%), il équivaut celui de la 5 a pregnane 3,20 dione. Les antisérums produits
ne pourront donc pas constituer la phase solide de la trousse RIA de dosage de la
progestérone développée localement. Scarisbrick et Cameron 1975 ; rapportent
dans leurs travaux de production d’anticorps anti-progestérone 11a HS-BSA, un
cas similaire d’antisérum qui a présenté une meilleure affinité au traceur
progestérone-11a-HS, qu’a I'étalon progestérone [173]. D’autres travaux ont aussi
rapportés des taux élevés de réactions croisées de I'antisérum anti- progestérone
11a HS-BSA avec la 11a-Hydroxyprogestérone (Khotari et al.1995 (100%) [124],
Westphal, 2012 (>500%) [168]) et la progestérone-11a-HS (Brochu et al.
1984 (219%) [176])

Fiet et al 1990, rapportent I'existence de réponses individuelles et variables des
animaux immunisés, pouvant expliquer une certaine variabilité de la spécificité des
anticorps anti-stéroides obtenus avec les mémes immunogénes [171]. Quant a
Barnard et al 2013, ils rapportent que dans le cas d’'un immunogéne conjugué d’un
bras le liant a la protéine porteuse, I'antisérum produit liera avec plus d’affinité le
conjugué du stéroide que le stéroide authentique [178]. Dans le présent travalil, le
mangue en immunogene a limiter le nombre de lapin immunisé et surtout les
concentrations en immunogéne utilisées lors des rappels et c’est cette raison qui
peut étre a l'origine de la spécificité a la progestérone défaillante des antisérums
produits.
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3.3 PREPARATION ET ETUDE DE LA STABILITE DE LA PHASE SOLIDE :

3.3.1 Performances de la phase solide :

La séparation des formes libres et liés au cours d’un test d'immunoréactivité est
une étape importante pour la qualité du résultat attendu. Pour cela de nombreuses
méthodes de séparation ont été développées, la méthode idéale doit étre a la fois
efficace, simple et reproductible, mais aussi rapide et peu couteuse [179].

Dans cette étude de comparaison des systemes de séparations phase solide et
liquide (Charbon /Dextran, PEG/bovine y globuline), les essais ont été réalisés
avec différents titres d’anticorps (1/100 - 1/2000). Les résultats de taux
d'immunoréactivité obtenus par chacune des méthodes de séparation sont
illustrés par le tableau 3.8.

Tableau 3.8 : Taux d'immunoréactivité en fonction du titre de I'anticorps dans le
cas de séparation par Phase solide et phase liquide
(Charbon/Dextran et PEG/ ByG)

Systemes de séparation
Titres
Phase solide Charbon/Dextran PEG/bovine y globuline
1/100 50.12 66.22 72.5
1/200 32.95 59.38 70.54
1/250 25.58 54.78 68.86
1/500 13.34 49.77 62.15
1/1000 8.50 - -
1/2000 6.60 - -

La comparaison des systemes de séparation solide et liquide, des formes libres et
liées lors d’essais d’'immunoréactivité, a montré l'efficacité du systéme phase
solide comparé aux systemes de séparation par précipitation (Figure 3.11). Les
résultats obtenus montrent pour le systéeme phase solide, une chute appréciable
du taux de liaisons maximum (Bo/Tc) de 50% a 6% avec I'accroissement du titre
des anticorps de 100 a 2000, alors que pour les deux autres systémes, les taux de
Bmax enregistrés restent stables et supérieurs a 50%. Ces résultats nous ont
permis de choisir le systeme de séparation phase solide pour notre trousse RIA.
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Figure 3.11 : Evolution de I'immunoréactivité en fonction des titres des anticorps pour
les systemes de séparation solide et liquide

Par ailleurs, le systeme de séparation adopté permet la conservation des
propriétés immunologiques des tubes coatés, pendant 12 mois de stockage a
10°C (Figure 3.12). En effet, le taux de liaisons maximum moyen obtenu au cours
de cette période de stockage est de 43.60+5.12%, avec un coefficient de variation
de l'ordre de 12%.
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Figure 3.12 : Stabilité de la phase solide en fonction du temps de stockage

3.3.2 Optimisation des conditions de préparation de la phase solide :

Le développement d'une phase solide performante et stable nécessite une
optimisation de certains parameétres liés aux conditions de préparation de ce
systeme de séparation [180]. Dans le présent travail, deux paramétres ont été
etudiés, il s’agit du titre de I'anticorps et le tampon de saturation des tubes coatés.

Concernant le premier paramétre, sachant qu’il faut assurer lors d’'un dosage
radioimmunologique un taux de liaisons spécifigues maximum supérieur a 25%,
les résultats de taux de liaisons maximum (Bmax) obtenus par le systéeme de
séparation phase solide, avec les différents titres d’anticorps testés (Tableau
3.8), ont permis d’orienter notre choix vers le titre de 300 pour la préparation de la
phase solide, destinée aux essais dimmunocompétition. Il est a noter que
I’activité spécifique du traceur, I'affinité de I'anticorps pour I'hapténe et la quantité
d’anticorps spécifiques présent dans [Il'antisérum constituent des facteurs
déterminant du titre des anticorps [181].
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Quant a la nature du tampon de dilution de I'antisérum utilisé lors de la préparation
de la phase solide, c’est un tampon carbonate a pH 9.6. les conditions
d’incubation du coating sont une température ambiante de 25°C et une durée de
17 a 20heures (toute la nuit), conformément aux conclusions de Butler 2000 et
Catt et al 1970 [143,182].

Pour ce qui est du choix de la nature du tampon de saturation des tubes coatés,
les résultats illustrés par le tableau 3.9 montrent qu’une saturation au tampon
phosphate (0.05M :pH7.4, 0.1%BSA, 1%sucrose et 0.1% NaNs) permet des taux
de liaisons maximum meilleurs que ceux obtenus par une saturation au tampon
carbonate (0.05M :pH9.6, 0.1%BSA, 1% sucrose et 0.1% NaN3s), soit en moyenne
respectivement 36.52+7.89 contre 26.61+7.25. De plus, la saturation par un
tampon phosphate enrichi a la gélatine (0.2%), donne un taux de liaisons
maximum moyen similaire a celui enrichi par de la BSA (0.1%), soit
respectivement 40.90+12.72 et 38.50+9.30. ce qui permet de remplacer par de la
gélatine I'utilisation de la BSA et économiser de ce fait ce produit colteux. Quant
aux conditions de saturation, elles sont similaires au coating.

Tableau 3.9 : Effet de la nature du tampon de saturation des tubes aprés coating
sur les taux de liaisons spécifiques

Tampons de saturation Bmax (%)
Tampon phosphate (TP) 36.52+7.89
TP enrichi a la BSA (0.1%) 38.504+9.30
TP enrichi a la gélatine (0.2%) 40.90+12.72
Tampon carbonate (TC) 26.61+7.25

3.4 PREPARATION, CALIBRATION ET STABILITE DES ETALONS :

3.4.1 Calibration de la solution mére de progestérone :

Le résultat de calibration de la solution mére de progestérone par
spectrophotometre UV a donné une lecture de densité optique (DO) de 0.208. La
concentration en progestérone est mesurée selon la loi de Beer-Lambert,
exprimée sous la formule :

[Solution mere] en mol/l =DO/ ¢ .
[Solution mere] =0.208/ 18000 x 1 = 1.15 x 10> mol/I
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Sachant qu’'une mole de progestérone pése 314.46g, donc la concentration de la
solution mére en progestérone est de 3.6162ug/ml.

3.4.2 Préparation et calibration des standards dans différentes matrices :

En l'absence d'une trousse commerciale RIA de dosage de la progestérone,
validée pour le lait bovin et compte tenu des interférences existantes lors d'un
immunodosage, relatives a I'effet matrice [183,184], trois (03) matrices (tampon
phosphate, lait incorporé a 50% et lait a 100%) ont été utilisées dans la
reconstitution des étalons. Ces derniers ont été calibrés par dosage
radioimmunologique de la progestérone, utilisant la trousse Immunotech sérum
humain (IM1188).

Les résultats de dosage RIA des étalons progestérone, reconstitués dans les
différentes matrices étudiées sont illustrés par le tableau 3.10 et la figure 3.13.

Tableau 3.10 : Concentrations en progestérone (ng/ml) dosées dans les
étalons reconstitués dans trois matrices

Valeurs obtenues
Standards Valeurs Tampon Lait bovin | Lait bovin
attendues phosphate | incorporé | incorporé
(TP) a 50% a 100%
0 0 0 0.13 0.32
1 0,625 0.55 3.32 4.60
2 1,25 1.15 4.48 6.21
3 2,5 2.31 7.84 9.46
4 10 10.24 20.00 24.46
5 40 40.96 48.75 69.31

Ces resultats indiquent d’'une part, des concentrations en progestérone des
étalons préparés dans la matrice tampon phosphate (zéro lait), tres fortement
corrélées (r=0.999) avec les concentrations attendues et d’autre part, une hausse
des concentrations de progestérone dans les étalons lait écréeme, a mesure que le
taux d’incorporation du lait bovin dans la matrice des standards est augmenté a
50% et a 100%. L’analyse de régression linéaire appliquée aux concentrations de
progestérone obtenues dans la matrice tampon phosphate par rapport aux
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concentrations de progestérone attendues d’une part (Figure 3.14a), et par
rapport aux concentrations de progestérone obtenues dans les matrices lait
incorporé a 50% puis a 100% d’autre part (Figures 3.14b et c), donne des
coefficients de détermination “r?” respectivement de 1, 0.976 et 0.990, traduisant
la relation entre la distribution des points et les équations des droites de
régressions obtenues. Celles-ci sont respectivement sous la forme :

y=1.027x +0.104 (a), y=1.131x +3.683(b) et y=1.614x +4.207(c).

Les parameétres relatifs a ces équations de régressions (pente et ordonnée a
I'origine) fait apparaitre I'effet de I'introduction du lait dans la matrice tampon sur
les valeurs de la progestérone dosées par une trousse commerciale sérique.

80
70
60
50
40
30

20

Concentration en progestérone (ng/ml

10

0 = i
0 1 2 3 4 5 6
Standards
—#—TP —&—LAIT50% LAIT100% ==m==théorique

Figure 3.13 : Taux progestéronémique des étalons reconstitués dans trois
Matrices, dosés par RIA/Immunotech.
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Figures 3.14 : Courbes de régression linéaires des concentrations

de progestérone dosées dans les différentes matrices
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Aussi, la figure 3.15 représente le tracé des courbes d’étalonnage obtenues lors
d’'un dosage RIA, avec des étalons progestérone de la trousse Immunotech et les
étalons tampon phosphate préparés et calibrés localement.
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Figure 3.15 : Courbe d’étalonnage de dosage de la progestérone

Il apparait une similitude entre les courbes d’immunocompétition obtenues avec
les étalons sériqgues humains de la trousse Immunotech et les étalons TP
préparés, celles-ci sont presque superposables. Quant aux parametres liés a la
performance du dosage de chacune des courbes d'immunocompétition obtenues,
tels que la liaison maximale (Bo/Tc) et la détection limite, ils sont trés satisfaisants.
Les valeurs obtenues sont respectivement de 55.2% et 0.05ng/ml pour la matrice
sérique humaine et de 60% et 0.03ng/ml pour la matrice tampon phosphate. Ces
résultats nous permettent de déduire que la trousse commerciale RIA Immunotech
de dosage de la progestérone validée pour le sérum humain peut éventuellement
étre utilisée pour le dosage de la progestérone dans les échantillons sériques
bovins en absence de trousses spécifiques, mais elle ne peut a aucun cas servir
d’étalon secondaire pour la calibration des étalons progestérone préparés dans
une matrice lait bovin déplété. A défaut d’'une calibration par une trousse
commerciale validée pour le dosage de la progestérone dans le lait bovin, ou par
'usage d’'une technique connexe, telle que la CG-MS, l'utilisation de la matrice
tampon phosphate pour la préparation des étalons constitue une excellente
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alternative pour la préparation des étalons destinés pour une trousse de dosage
de la progestérone dans le lait. Ces étalons une fois préparés, calibrés et
lyophilisés, peuvent étre reconstitués dans la matrice des échantillons a doser.

3.4.3 Etude de la stabilité des étalons :

La stabilité d’'un lot d’étalons préparés dans du tampon phosphate en 2012, a été
testée apres une durée de stockage de trois années au réfrigérateur (8-10°C),
sous la forme lyophilisée. Les résultats de dosage de la progestérone obtenus
(Tableau 3.11) montrent des taux de recouvrement des concentrations de
progestérone des étalons trés satisfaisants, variant de 60% a 100%. La régression
linéaire appliguée aux différentes concentrations de progestérone obtenues par
les étalons au courant des années 2012 et 2015 donne un coefficient de
détermination r?> de 1 et une équation de régression linéaire y= 0,9x, il en résulte
un taux de dégradation de 10% de la concentration initiale de I'étalon. La droite de
régression est représentée par la figure 3.16.

Tableau 3.11 : Stabilité des concentrations de progestérone des étalons

lyophilisés
Concentration en progestérone
des étalons (ng/ml) Taux de
Etalons recouvrement (%)

Année 2012 Année 2015
1 0 0,01 -
2 0,02 0,02 100
3 0,54 0,49 90,74
4 2,35 1,55 65,96
5 14,83 12,36 83,34
6 54,21 48,85 90,11
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Figure 3.16 : courbe de régression linéaire correspondant a la stabilité
des étalons

3.5 OPTIMISATION DU DOSAGE RIA PROGESTERONE ET EVALUATION
DE LA COURBE D’ETALONNAGE :

3.5.1 Parameétres d’optimisation de la courbe d’étalonnage :

Le développement d'une technique de dosage implique inéluctablement
'optimisation des différentes étapes qui constituent le procédé de dosage RIA,
cela afin de 'adapter aux conditions pratiques de son utilisation et permettre ainsi
une meilleure précision et une limite de détection minimale [185]. Cette étape
consiste a proposer un mode opératoire normalisé ou “Standard Operating
Procedure” (SOP) [156]. Dans le cas de cette étude, trois parameétres susceptibles
d’influencer la réaction antigéne-anticorps et I'équilibre d’immunocompétition ont
été évalués, il s’agit de la durée et de la température d’incubation de la réaction
d'immunocompétition (Tableau 3.12) et le nombre de lavage des tubes de dosage
apres incubation et décantation (Tableau 3.13).

112



RESULTATS ET DISCUSSION

L’effet de la durée d’incubation de la réaction d'immunocompétition sur la liaison
maximale montre des taux de Bmax qui croient de 48% a 60% pour une durée
d’incubation allant de 2 a 18 heures, puis se stabilise.

Le parametre température d’incubation de la réaction dimmunocompétition
enregistre un meilleur taux de liaisons maximum pour une température
d’incubation de 25°C (Température ambiante).

Quant aux taux de liaisons non spécifiques (LNS), ils restent dans toutes les
conditions inférieures a la norme de 5%, admise en RIA.

Tableau 3.12 : Effet de la durée et de la température d’incubation sur
la réaction d’'immunocompétition

Conditions d’incubation Bmax (%) LNS(%)
Durée (heures) 47.77+1.18 3.62+0.18
(25°C) 53.15+0.55 2.20+0.22
18 60.13+0.33 3.2910.81
24 60.71+1.35 2.65+0.77
Température (°C) 4 24.03+0.52 1.25+0.44
25 (TA) 29.35+0.35 2.64+0.55

- L’effet du nombre de lavage des tubes de dosage aprés décantation représente un
autre parametre de variation des taux de liaisons spécifiques et non spécifiques.
Deux lavages des tubes s’avérent nécessaires dans le cas de la trousse développée,
ceci permet de réduire les liaisons non spécifiques (LNS) a 4%, une valeur admise
en RIA inférieure a 5%. La liaison maximale diminue considérablement, mais elle
reste cependant satisfaisante pour le dosage.

Tableau 3.13 : Effet du nombre de lavage des tubes aprés décantation

sur la réaction d'immunocompétition

Nombre lavage* Bmax(%) LNS(%)
0 70.02+4.19 25.33+7.05
1 62.66+1.48 7.38+0.99
2 60.32+3.43 4.07+£0.73
3 50.56+2.94 1.82+0.88

*un lavage équivaut 500ul de solution de lavage / tube
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3.5.2 Evaluation de la courbe d’étalonnage :

La figure 3.17 présente un exemple de courbe d’étalonnage RIA de dosage de la
progestérone obtenue grace a l'utilisation de I'ensemble des réactifs de base
préparés localement.

La limite de détection moyenne et les valeurs moyennes de certains parametres
liés aux courbes d’immunocompétition calculées sur une durée de 8 semaines
d’essais sont consignées dans le tableau 3.14.

80 -
70 -
60 -
50 -

40 A

% de B/Bo

30 A

20 -

10 -

0 T T 1
0,1 1 10 100

Taux en progesterone (ng/ml)

Figure 3.17 : Courbe d’étalonnage progestérone dans une matrice Lait a 50%

Sur I'ensemble des parameétres étudiés, on constate une stabilité de la liaison
spécifique et non spécifique. Les paramétres liés a l'allure de la courbe et a la
détection limite montrent une légere variation (CV< 25%). La limite de détection
moyenne obtenue (0.14 + 0.03ng/ml) avec les différentes courbes standards sont
comparables a celles rapportées dans la bibliographie [122, 123, 124, 177,186].
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Tableau 3.14 : Valeurs moyennes des paramétres de contréle de qualité des
courbes standards obtenues durant 8 semaines d’essais

Parametres Matrice lait
Liaison maximum (%) 37.33+x4.11
Liaisons non spécifiques (%) 2.8910.22
Valeurs en progestérone (ng/ml) a :
- 20% B/BO 12.04+2.54
0.36+0.15
- 80% B/BO

0.14+0.03

Limite de détection (ng/ml)

3.6 VALIDATION DE LA TROUSSE RIA PROGESTERONE/LAIT
DEVELOPPEE :

Suite au développement de I'assurance qualité dans les laboratoires, la validation
a pris une place importante dans le cycle de vie d’'une technique d’analyse [156].
Son but est de démontrer que la méthode développée correspond a l'usage pour
lequel elle est prévue et correspond a un ensemble d’opérations, nécessaires pour
prouver que le protocole est suffisamment exacte et fiable pour avoir confiance
dans les résultats fournis et ceci pour un usage déterminé [158].

La validation doit se faire a deux niveaux, le premier est sur le plan technique
(efficacité analytique), son but est la vérification du matériels biologique et
instrumental utilisé, le second est sur le plan clinique (efficacité diagnostique), le
biologiste doit vérifier le pouvoir analysant de la technique utilisée.

3.6.1 Evaluation analytigue de la trousse RIA Progestérone/lait développée :

3.6.1.1 Le test de précision :

Le test de précision évalué a travers les variations intra et inter- essais de trois
concentrations de progestérone dans des échantillons de lait bovin (Tableaux
3.15 et 3.16), montrent que les basses concentrations de progestérone présentent
des coefficients de variation de 13% et 12% respectivement, alors que les
concentrations moyennes et élevées de progestérone présentent des coefficients
de variation dans la globalité qui varient entre 5% et 9%. Ces résultats indiquent
que la trousse locale de dosage de la progestérone permet une meilleure
précision lorsque la concentration de progestérone dépasse le 1ng/ml. lls sont
cependant comparables aux taux rapportés par la bibliographie, qui sont
respectivement inférieurs a 7-10% et inférieurs a 15% pour les intra-essais et les
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intéressais [122, 124,177], mais légérement supérieurs a la norme de 10%, pour
les faibles concentrations [158,187].

La précision lors de basses concentrations est dépendante de la limite de
détection du dosage, cette derniere est liée a I'affinité de lI'anticorps utilisé. En
effet, lors d’'un dosage immunologique, il est recommandé une constante d’affinité
idéalement de 10*2l/mol, celle-ci détermine la sensibilité du dosage et atténue la
susceptibilité de [l'anticorps aux interférences du milieu [188]. Par ailleurs,
I'utilisation d’'un anticorps issu d’'un immunogéne couplé a l'albumine bovine en
position C11, semblable au conjugué marqué (P-11-HS) (systeme RIA
homologue) avantage la spécificité des anticorps, mais affecte sensiblement la
sensibilité du dosage [123,171].

Tableau 3.15 : Reproductibilité intra-essais de la trousse RIA locale de dosage de
la progestérone.

Echantillons de lait El E2 E3
Nombre de répétition 10 10 10
Valeur moyenne (ng/ml) 0.30 4.84 20.93
C.V. (%) 12.66 5.49 4.95

Tableau 3.16 : Reproductibilité intéressais de la trousse RIA locale de dosage de
la progestérone.

Echantillons de lait El E2 E3
Nombre de répétition 10 10 10
Valeur moyenne (ng/ml) 0.50 3.28 13.39
C.V. (%) 11.93 8.72 6.50

3.6.1.2 Le test d’exactitude :

a) Le test de dilution :

Les résultats des épreuves de dilutions enregistrés par la trousse RIA de dosage
de la progestérone préparée localement sont donnés dans le tableau 3.17.

Les taux de recouvrement obtenus par les échantillons de lait écrémé bovin
(48.85ng/ml, 7.68 ng/ml et 4.41ng/ml), dilués dans du lait écrémé bovin déplété
(zéro progestérone) sont trés satisfaisant. lls varient respectivement entre 88% et
112%, 87% et 126% et entre 87% et 123%. Les résultats des valeurs minimales et
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maximales de ces rendements rentrent dans la fourchette de 70-130% préconisée
pour les immunodosages [158, 189].

Tableau 3.17 : Epreuve de dilution de la trousse RIA locale de
dosage de la progestérone

Progestérone (ng/ml)
Echantillons Dilution Taux de
de lait Mesurée Attendue | recouvrement
(%)
1 48.85 -
1:2 21.72 24.43 88.93
El 1:4 10.79 12.21 88.35
1:8 6.26 6.11 102.52
1:16 3.26 3.05 106.78
1:32 1.71 1.53 112.02
1 7.68 -
1.2 4.59 3.84 119.57
E2 1:4 2.11 1.92 109.78
1.8 1.17 0.96 121.74
1:16 0.61 0.48 126.09
1:32 0.21 0.24 86.96
1 4.41 -
1:2 2.64 2.21 119.73
E3 1:4 1.24 1.10 112.47
1.8 0.64 0.55 116.10
1:16 0.34 0.28 123.36
1:32 0.12 0.14 87.07

Les résultats du test de dilution illustrés par la figure 3.18, montrent une bonne
linéarité des coubes de dilutions pour les trois concentration étudiées. Les
coefficients de determination (r?) obtenus sont de l'ordre de 0.99 et de pente
égquivalant presque a la concentration initiale de I'échantillon de lait. L'ordonnée a
'origine est légérement différente de zéro (0.1-0.4ng/ml) correspondant sans
doute a une légére erreur systématique de dosage [110,187].
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Figure 3.18 : Epreuves de dilution de la trousse RIA/Prog locale.
b) Le test de surcharge :

Les résultats des épreuves de surcharge consignés dans le tableau 3.18 montrent
des taux de recouvrement pour 'ensemble des échantillons de lait surchargés trés
satisfaisants. Les taux obtenus varient de 84% a 119%, ils sont compris dans la
fourchette de 70-130% [158, 189]. La représentation graphique des concentrations
de progestérone attendues en fonction des concentrations mesurées (Figure
3.19) est une droite de régression linéaire d’équation y=0.975x + 0.03, de pente
presque égale a l'unité et 'ordonnée a l'origine est presque nulle. Le coefficient de
détermination de cette droite est de I'ordre de r? = 0.99.

En routine, les résultats du test de surcharge compris entre 70 et 130 % sont
considérés comme acceptables. En dessous de 70 % et au-dessus de 130%, le
test de surcharge indique une interférence au niveau de la réaction
d'immunocompétition et les valeurs de progestérone dosées dans les échantillons
de lait sont sous (ou) surestimeées.
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Tableau 3.18 : Epreuve de surcharge de la trousse RIA locale de
dosage de la progestérone

Echantillons Concentration (ng/ml) Taux de
de lait recouvrement
concentrations | Ajoutée | Mesurée | Attendue (%)
0,58 0,52 0,44 118.86
Sl 0,30 1,15 0,84 0,72 115.71
11,53 6,82 5,91 115,38
0,58 1,56 1,52 102,63
S2 2,46 1,15 191 1,80 105,81
11,53 7,11 6,99 101,64
0,58 2,58 2,49 103,41
S3 4,41 1,15 2,87 2,78 103,24
11,53 7,77 7,97 97,49
0,58 2,45 2,66 92,10
S4 4,74 1,15 2,47 2,94 83,87
11,53 8,13 8,14 99,94
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Figure 3.19 : Epreuves de surcharge de la trousse RIA/Progestérone locale

3.6.2 Evaluation clinigue de la trousse progestérone/lait développée :

Les courbes d’étalonnage progestérone Immunotech et locale qui ont permis la
lecture des valeurs de progestérone des échantillons de lait écrémés inconnus,
prélevées dans le cadre de cette étude d’évaluation clinique, sont représentées
par la figure 3.20.
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Figure 3.20 : Courbe d’étalonnage progestérone dans une matrice Lait
(trousse Immunotech et locale)

Les résultats de [I'évaluation clinique réalisée a travers le dosage
radioimmunologique de la progestérone d'une trentaine d’échantillons de lait
prélevés sur des vaches a différents stades physiologiques, sont illustrés par la
figure 3.21. Les détails de ces résultats sont présentés au niveau de I'annexe 4.

L’analyse de régression linéaire a révélé une trés bonne corrélation entre les
valeurs de progestérone obtenues par le dosage RIA réalisés avec la trousse
commerciale et celle préparée localement (r= 0.998). L’équation de la courbe de
régression linéaire qui lie ces deux variables est sous la forme : y = 0.9x + 0.09,
avec une pente qui équivaut presque l'unité. Le coefficient de détermination “r2”
est de 0.997. Cette relation laisse apparaitre une Iégére sous-estimation (environ
10%) des concentrations de progestérone dosées par la trousse locale par rapport
a celles dosées par la trousse Immunotech.
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Figure 3.21 : courbe de régression linéaire des taux de progestérone
dosés dans les échantillons de lait de vaches au moyen
d’une trousse locale et commerciale

Par ailleurs, les taux de recouvrements obtenus pour ces mémes échantillons par
rapport aux valeurs de référence (70-130%) sont représentés par la figure 3.22.
lIs varient en général de 84% a 125%, avec une moyenne de 101.07+11.55%.
Selon le stade physiologique des vaches, le taux de recouvrement enregistré est
en moyenne de 107.82+11.26% et 93.37+5.59% respectivement pour des
concentrations en progestérone inférieures (<) et supérieures (>) a 1ng/ml.
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Figure 3.22 : Représentation des taux de recouvrement des concentrations de
progestérone dosées par la trousse locale et Immunotech.

3.7 ESTIMATION APPROXIMATIVE DU COUT DE PRODUCTION D’UNE
TROUSSE DE DOSAGE RADIOIMMUNOLOGIQUE DE LA
PROGESTERONE

Le développement au niveau local d’une trousse de radioimmunodosage (RIA) de
la progestérone chez les bovins présente, outre sa disponibilité locale, un intérét
économique qui se traduit par la réduction de son codt de revient par rapport au
prix d’achat d’'une trousse commerciale importée pour le méme objectif d’analyse
de la progestérone chez la vache laitiere.

A titre indicatif, le colt (prix d’acquisition) d’'une trousse de marque «Beckman
Coulter » importée en 2015 pour le radioimmunodosage (RIA) de la progestérone
chez la vache est estimé, selon le fournisseur local public, a 12 000 DA pour une
quarantaine (40) de tests (Tableau 3.19). A la méme année, le colt d’une trousse
développée localement pour la réalisation du méme nombre de tests avec
cependant, des réactifs importés, revient & environ 7000 DA (tableau 3.24). Dans
cette estimation, il est tenu compte seulement des éléments suivants de la
trousse :

la progestérone 11a Hemisuccinate ;

les anticorps ;

— les tubes Maxisorp de type Nunc

I'iode 125.
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Les anticorps représentent environ 75,8 % du prix estimé de la trousse. D’ou le
grand intérét de produire localement un antisérum polyclonal spécifique a la

progestéerone.

Tableau 3.19. Estimation approximative du colt en DA du développement d’une
trousse RIA progestérone pour les besoins de I'élevage algérien en

2015
Trousse
Trousse locale (1) |commerciale Différence
Principaux constituants d'une importée (2) de codts
trousse Colt des 1) - @)
composants % Codt (DA)
(DA)
lode 125 100,00 1,51 - -
Progestérone HS + histamine 30,00 0,45 - -
Anticorps 5031,00 75,80 - -
Tubes Maxisorp de type Nunc 1 476,00 22,24 - -
Total (DA) 6 637,00 100,00 | 12 000,00 |-5 363,00

Les colits sont estimés sur la base d’un taux de change de 1€ = 115 DA (2015)

L’estimation approximative du colt de développement d'une trousse RIA
localement indique qu’il est possible de réaliser une économie de l'ordre de 5363
DA par trousse RIA ; soit une réduction de 44,7% du colt d'importation d’'une

trousse similaire.
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Parmi les moyens de diagnostic de la reproduction des troupeaux, le dosage de la
progestérone par la technique RIA (radio-immunoassay) ou radioimmunologie est
utilisé pour caractériser les profils progestéronémiques avec précision et d’affirmer
les connaissances dans le domaine de la physiologie de la reproduction animale.
La maitrise de cette technique permet de contribuer a mieux gérer les
performances de reproductions des troupeaux. En effet, 'obtention d’'une bonne
fertilité dans un élevage bovin est un indicateur de la possibilité pour un animal a
réaliser une gestation avec une ou deux inséminations seulement. Son
amélioration demeure un des objectifs prioritaires de tout éleveur pour optimiser le
potentiel de reproduction et de production de son élevage. En outre, cela lui
permet de pallier aux pertes engendrées par I'absence de fécondation, la mortalité
embryonnaire précoce et toutes autres défaillances de la fonction de reproduction.

Ce travail de thése a été axé sur le développement d'une trousse
radioimmunologique (RIA) en phase solide permettant le dosage direct et fiable de
la progestérone dans le lait bovin. Il a consisté en la préparation et la
caractérisation des trois (03) réactifs de base qui composent la trousse : i) le
traceur (analogue a la progestérone : progestérone 11a Hemisuccinate, marqué a
'iode125) ; ii) la phase solide (anticorps spécifiques a la progestérone et au
traceur, coatés sur la paroi interne des tubes); iii) la gamme étalon
progestérone. Ces trois réactifs utilisés ensemble, permettent d’obtenir un
systeme sensible, reproductible et spécifique pour le dosage de la progestérone.

Les caractéristiques des trois composants de la trousse mise au point dans cette
expérimentation sont résumées comme suit :

i) Le traceur. L'un des réactifs de base de la trousse de dosage
radioimmunologique (RIA de type compétition) de la progestérone est le
traceur radioactif. Celui-ci doit avoir une activité spécifique adéquate, une
pureté radiochimique et une immmunoréactivité élevées ainsi qu’'une bonne
stabilité au cours du temps.

Dans le cas de la progestérone qui est haptene stéroidien, sa structure
chimique étant dépourvue de résidus tyrosyls, capables d’incorporer un
atome d’iode radioactif, un bras (histamine) préalablement marqué a I'lode-
125, lui est conjugué, c’est le marquage indirect. Le rendement de marquage
de I'histamine de 71% est considéré comme trés satisfaisant.

Apres une étape d’extraction a I'éthyle acétate et une purification sur colonne
remplie de gel sephadex G-25, I'évaluation des deux traceurs obtenus
(progestérone 11a HS-mono et diiodo-histamine) a montré qu’ils sont de
bonne qualité en termes de pureté radiochimique, dimmuno-réactivité
spécifiqgue et non spécifigue (la moyenne est de 98%, 40% et 3%
respectivement). Quant a I'étude de stabilité, elle a montré que le traceur
progestérone 11a HS-monoiodo-*?°lhistamine, stocké a 10°C ou a -6°C
conserve ses performances pendant une durée de 3 mois. En effet, le
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marquage avec de faibles activités (357uCi) favorise la stabilité du traceur en
réduisant les phénomenes de radiolyse ; mais affecte négativement I'activité
spécifiqgue et volumique du traceur obtenu (7uCi/ug et  9uCi/mli
respectivement), qui se répercute sur la sensibilité du dosage développé.

ii) Le systeme phase solide (anticorps). Le second composant qui
constitue la trousse est I'anticorps. Un volet production d’antisérums
polyclonaux anti progestérone 11 a-hemisuccinate-BSA a été intégré dans le
projet, en vue d’une utilisation comme réactif de base dans préparation de
phase solide. Cependant, les antisérums produits chez les deux (02) lapins
immunisés, ne présentaient pas les performances requises (titre et
spécificité) pour permettre un dosage radioimminologique performant d’un
point de vue précision et sensibilité. Quant a la préparation de la phase
solide de la trousse, elle a pu étre réalisé et optimisé grace a I'utilisation d’'un
anticorps monoclonal fournis par le commerce. La comparaison des
différents systemes de séparation des formes libres et liees étudiés a montré
I'efficacité du systéme phase solide comparé aux systéemes de séparation
par précipitation. Aussi, il permet la conservation des propriétés
immunologiques des tubes coatés pendant une durée de stockage de 12
mois au réfrigérateur (10°C). Le taux d'immunoréactivité moyen enregistré au
cours de cette durée de stockage est de 43.60+5.12%, avec un coefficient de
variation de 'ordre de 12%.

iiil) La gamme étalon. Le troisieme composant de la trousse RIA est la
gamme d’étalonnage. En l'absence d’une trousse commerciale RIA de
dosage de la progestérone, validée pour le lait bovin et compte tenu des
interférences relatives a I'effet matrice, existantes lors d’'un immunodosage,
trois (03) matrices (tampon phosphate a 100%, lait incorporé a 50% et lait
incorporé a 100%) ont été utilisées pour la préparation des étalons. Ces
derniers ont été calibrés par dosage RIA de la progestérone utilisant la
trousse Immunotech sérum humain (IM1188). Les résultats de dosage des
étalons progestérone, reconstitués dans les différentes matrices étudiées,
montrent d’une part, des valeurs en progestérone des étalons préparés dans
une matrice tampon phosphate (zéro lait), tres fortement corrélées (r=0.999)
aux valeurs des concentrations attendues et d’autre part, une hausse des
concentrations de progestérone dans les étalons lait écrémé, a mesure que
le taux d’incorporation du lait bovin dans la matrice des standards est
augmenté a 50% et a 100%. Par conséquent, ces résultats permettent de
déduire que la trousse commerciale RIA Immunotech de dosage de la
progestérone validée pour le sérum humain ne peut a aucun cas servir
d’étalon secondaire pour la calibration des étalons progestérone préparés
dans une matrice lait bovin déplété (zéro progestérone). A défaut d’une
calibration par une trousse commerciale, validée pour le dosage de la
progestérone dans le lait bovin, ou par 'usage d’'une technique connexe, telle
que la CG-MS, Iutilisation de la matrice tampon phosphate pour la
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préparation des étalons et la calibration de ces derniers par une trousse
commerciale validée pour le sérum, constitue une excellente alternative pour
la préparation des étalons la trousse locale. Ces étalons, une fois préparés et
calibrés, ils sont lyophilisés et ils peuvent étre reconstitués dans la matrice
de travail étudiée. Par ailleurs, d’'un point de vue de la stabilité, ces étalons
une fois préparés, calibrés, lyophilisés et stockés au réfrigérateur pendant
une durée de trois (3) années, ils enregistrent un taux de dégradation de
10% par rapport a la concentration initiale.

Optimisation des conditions de dosage. Une fois la trousse
expérimentale constituée, des séries de tests RIA ont permis d’optimiser
certaines conditions de dosage (mode opératoire). Celle-ci a montré qu’une
durée d’incubation de la réaction d’immuno-compétition de deux (2) heures
a une température ambiante (25°C) sont idéales et suffisantes pour
atteindre I'équilibre de la réaction et que deux (2) lavages des tubes, a
500ul avec un tampon de lavage étaient nécessaires pour réduire le taux
de liaisons non spécifiques a la norme autorisée (<5%). Quant aux résultats
d’évaluation des courbes d’étalonnage obtenues, ils montrent une stabilité
de la liaison spécifique (37.33+4.11%) et non spécifique (2.89+0.22%) et
une bonne sensibilité du dosage (limite de détection moyenne de
0.14+0.03ng/ml). La plage des mesures de la courbe d’étalonnage
commence de la valeur de la sensibilité analytique a I'étalon le plus éleve.

Validation de la trousse développée. L’étape finale du cycle de vie d’'une
technique précédant son utilisation en routine est sa validation d’'une part,
sur le plan analytique, afin de tester I'efficacité des instruments de mesure
et des réactifs utilisés et préparés et d’autre part, sur le plan clinique, afin
de vérifier I'efficacité diagnostique. Le test de précision évalué a travers les
variations intra et inter- essais de trois concentrations de progestérone
d’échantillons de lait bovin, enregistrent des coefficients de variation
respectivement de 13% et 12% pour les basses concentrations et varient
entre 5% et 9% pour les concentrations de progestérone moyennes et
élevées. Ces résultats indiquent, que la trousse locale mise au point pour le
dosage de la progestérone dans des échantillons de lait bovin permet une
meilleure précision lorsque la concentration en progestérone dépasse le
1ng/ml. Quant a I'évaluation de I'exactitude du dosage, mesurant le degré
de rapprochement du résultat obtenu de la valeur exacte de I'’échantillon
dosé, elle est révélée par le test de dilution dans du lait écrémé bovin
déplété (zéro progestérone), d’échantillons de lait écrémé bovin de
concentration élevée et par le test de surcharge d’échantillons de lait
écrémé bovin, avec des quantités connues de progestérone. Le premier
permet d’apprécier la proportionnalité des valeurs estimées par la méthode
de dosage considérée aux valeurs vraies et le second vérifie que I'analyte
mesuré est dosé en totalité dans le milieu réactionnel. Les pourcentages de
recouvrement enregistrés s’échelonnent respectivement entre 86.9% et
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126% et entre 83.8% et 118.5%. Sur le plan clinique, la comparaison par
analyse de régression des résultats de dosage de la progestérone, d’un lot
(30) d’échantillons de lait collecté sur des vaches a différents stades
physiologiques, dosés simultanément avec la trousse locale développée et
la trousse commerciale Immunotech adaptée au dosage de la progestérone
dans le lait bovin selon la méthode de Lupi-Chen et al 1999 [150], montrent
une trés bonne corrélation (r= 0.998) entre les deux trousses.

En termes de perspectives, la trousse de radioimmunodosage (RIA) de la
progestérone mise au point localement mérite d’étre wvulgariser pour la
généralisation de son usage au niveau du secteur de I'élevage et au niveau des
laboratoires universitaires. Une telle initiative passe par la mise a la disposition
des utilisateurs de cet outil de diagnostic moderne qui permettra d’apporter plus
de précision dans la gestion de la fonction de reproduction des troupeaux de
production et également des troupeaux d’expérimentation pour les besoins de
travaux de recherche.

Il est donc primordial d’acquérir une autonomie en ce qui concerne les réactifs de
radioimmunodosage, en contribuant a assurer une disponibilité locale de ces
trousses (progestérone ou autres analytes). Il s’agit de permettre un
approvisionnement suffisant en ces trousses sur le territoire national. D’autant plus
gue la conjoncture internationale actuelle rend difficile I'acquisition de trousses de
I'étranger (réduction des ressources en devise, lenteur d’acheminement de
produits sensibles et périssables, lourdeur des formalités douaniéres et conditions
strictes de stockage). De telles restrictions entrainent une baisse dans la qualité
des analyses, a travers des utilisateurs qui cherchent a tirer un profit maximum de
ces trousses et négligent la nécessité et l'intérét d’appliquer les procédures
normalisées d’analyses (dosages en double) et le contrble de la qualité.

Enfin, il est judicieux, dans cette optique de poursuivre de tels travaux de
recherche pour développer localement les différents réactifs de base qui
composent la trousse de radioimmunodosage :

— |l s’agit pour la composante « traceur» de développer les conjugués
progestérone 1l-a-hemisuccinate et progestérone 11-a-hemisuccinate-
histamine. Ce dernier servira a développer le marquage direct de ce
stéroide et a éliminer les trois étapes de préparation du traceur (activation,
conjugaison et extraction) par marquage indirect.

— Pour la partie phase solide, il est essentiel de développer localement la
production d’'un anticorps polyclonal plus spécifique et de forte affinité pour
la progestérone. Ce dernier servira a préparer la phase solide de la trousse
RIA de radioimmunodosage de la progestérone dans la matrice lait, a
ameliorer la sensibilité du dosage et a d’adapter aussi cette trousse a une
matrice sérique bovine et a d’autres especes.
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Annexe 1

Préparation des réactifs

- Le tampon phosphate (500ml): tampon phosphate & 0.5M (pH 7.4) est
constitué de NaH2PO4, 2H20 (11.70g) et Na2HPO4 (24.849). Le pH est ajusté a
7.4.

- Le tampon d’élution est constitué du tampon phosphate : 0,1 M, pH 7,4 enrichi
de BSA (bovine sérum albumine) a 1% et d’azide de sodium (NaNs) a 0.1%.

- un tampon de travail (100ml) est constitué du tampon phosphate : 0,05 M, pH
7,4 enrichi de gélatine 0.2% et d’azide de sodium (NaN3) a 0.1%.

- La solution de lavage : tampon phosphate : 0,05 M, pH 7,4 contenant 0,1 % (v /
v) de Tween 20

- Le tampon de fixation est un tampon carbonate (0.05M/ pH 9.6). : Pour 100ml
de tampon : 0.159g Na2COs, 0.294g NaHCOs et 0.1% NaNs. Le pH est ajusté a
9.6.

- Le tampon de saturation est un tampon phosphate (0.05M/ pH 7.4), enrichie de
gélatine 1%, de sucrose a 1% et d’azide de sodium (NaN3s) & 0.1%.

- Le KI (potassium iodide) : 10mg/ml
- Le Polyéthyléne Glycol (PEG) : 25%,
- La bovin gamma globuline : 15 mg/ml

- Azide de sodium NaNs a 0.1% : 0.1g/100ml|
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Annexe 2

- Les profils d’évaluation de la pureté radiochimiques des extraits 1 et 3, illustrés
par la figure 3.39.

Pureté radiochimique des extraits 1 et 3
Extrait 1 Extrait 3

1 9855 86471 95,9456311 1 149021 14902,1 17244,3 3,31865905
2 73039 3654 2 18698 1869,8  502372,2
3 3577 90125 3 4724 472,4  519616,5
4 2759 4 2950 295
5 2621 5 2204 220,4
6 1980 6 2879 287,9
7 1802 7 4188 418,8
8 1911 8 1427 142,7
9 2240 9 1013 101,3

10 2209 10 809 80,9

11 1543 11 3542 354,2

12 3334 12 1569 156,9

13 1096 13 3446 344,6

14 462 14 189496 18949,6

15 1300 15 4043230 404323

16 2043 16 790996 79099,6

17 311 17 8335 833,5

18 45 18 314 31,4

19 95 19 636 63,6

20 723 20 5911 591,1
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Annexe 3

- Les résultats d’évaluation des pics 1, 2 et 3 de I'extrait 2, présentés dans le
tableau 3.8.

PRC du 03/03/2010
Pureté radiochimique des Pics 1,2 et 3 de I'extrait 2
Pic"a" Pic"b" Pic"c"
1 261377 142161 97,923885 1 2000 57587 986991396 1 33361 96200 98,5958799
2 80338 3014 2 46900 759 2 479 1370
3 3568 145175 3 8485 58346 3 2100 97570
4 4059 4 247 4 5546
5 1883 5 379 5 3403
6 1725 6 200 6 3215
7 1175 7 299 7 2686
8 o 8 104 8 2230
9 174 9 211 9 1273
10 446 10 134 10 1822
1 608 11 140 11 792
12 1470 12 191 12 534
13 936 13 104 13 719
14 726 14 330 14 413
15 643 15 176 15 75)
16 386 16 410 16 855
17 340 17 173 17 263
18 294 18 181 18 235
19 259 19 127 19 175
2 146 2 110 20 188



Annexe 4

- Les résultats de [I'évaluation clinique
radioimmunologique de la progestérone d'une trentaine d’échantillons de lait

prélevés sur des vaches a différents stades physiologiques, illustrés par les

figures 3.56 et 3.57.

Echantillons

O 00 N O Ul A WN B

W INDNNNNNNNNNRRRRRRPRP P P
O VWO N U B WNPOWOOBNOUWDMWRNIERELO

Evaluation Clinique

RIA Immunotech RIA local
0,22
0,24
0,27
0,44
0,45
0,46
0,48
0,49
0,51
0,55
0,61
0,62
0,75
0,78
0,84
0,94
1,07
1,10
1,53
1,64
3,02
4,49
5,87
6,31
6,93
7,75
8,40
8,69
9,89

10,39

réalisée a

0,27
0,37
0,33
0,41
0,50
0,43
0,53
0,54
0,59
0,61
0,65
0,70
0,74
0,80
0,73
0,95
1,15
1,10
1,45
1,49
2,87
4,17
5,50
5,65
6,47
6,55
7,20
8,10
9,20
9,67

Recouvrement

ANNEXES

travers le dosage

122,73
125,00
123,93
93,18
111,23
93,48
110,04
109,68
115,69
110,91
106,24
112,90
98,67
103,18
86,90
101,31
107,48
99,98
94,77
90,85
95,03
92,87
93,65
89,54
93,43
84,52
85,71
93,18
93,06
93,07
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ABREVIATIONS

ABREVIATIONS

Ac : anticorps

Ag : antigénes

Ag* : Antigene marqué

Ag*-Ac : Complexe Anticorps —Antigenes marqué
Ag-Ac : Complexe Anticorps —Antigenes froid

AS : Activité Spécifique

AIEA : Agence Internationale d’Energie Atomique

BO : binding = taux de liaisons obtenu avec le standard zéro antigene froid
BYG : bovin gamma globuline
BSA : bovine sérum albumine

O=C : Fonction cétone

C : Carbone

C’: Degré Celsius

CBG : cortico binding globuline = Transcortine

CJ : Corps Jaune

CLIA : Chemie luminéscence

cm : centimetre

COCHs : Groupement acétyle

CPM : coups par minute

CV : coefficient de variation

CDTN : Centre de Développement des Technigues Nucléaires
CNIAAG : Centre National d’'Insémination Atrtificielle et d’Amélioration Génétique

EDTA : Ethyléene Diamine Tétra Acétique Acide
EIA : EnzymolmmunoAssay

FIA : FluorolmmunoAssay

FSH : Follicule Stimulating Hormone

g : gramme

GC : gas Chromatograpy

GC/MS : Gas Chromatography Mass Spectromet
GnRH : Gonadotropin Reasing Hormone

HCI : acide chloridrique

HPLC : High performance liquid Chromatography
HS : hemisuccinate

HSD : hydroxy tetra dehydrogenase
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| : lode

i-Bu : Isobutyle chloroformate

Ig : Immunoglobuline

IGFL1 : insulin — Like Growth Factor 1

IgG : Immuniglobulines G

IgM : Immuniglobulines M

INMV : Institut National de Médecine Vétérinaire
ITELV : Institut Technique d’Elevage

KcalM: Kilocalories/mole
Keq : Constante d’équilibre
Kg : kilogramme

Kl : iodure de potassium

LC/MS : Liquid Chromatography Mass Spectrometry
LDL : Low density lipoproteine

LH : Luteinising hormone

Ln : Logarithme népérien

LNS : Liaison non Spécifique

log : Logarithme décimal

Logit : fonction mathématique utilisée principalement

M : mole

Moy : moyenne

mg : milligramme

ml : millilitre

Mmol : millimole

mn: minute

MW : poids moléculaire

n : nombre d’échantillons

NaCl : chlorure de sodium
Nal'?®: lodure de sodium
NaOH : hydroxyde de sodium
NMM : N-N 4-méthylmorpholine

P = P4 : progestérone

PEG : Poly Ethyléne Glycol

PGFza : Acide Gras Prostaglandin
PHS : progestérone-Hemisuccinate

ABREVIATIONS
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RC : réactions croisées
Rdt : rendement

Rf . facteur de rétention
RIA : RadiolmmunoAssay

S : écart-type
T ou Tc = total compte
TBg/mmol : Térabéquerl par millimole

TP : tampon phosphate

V :volt
V/V : volume / volume

a: Alpha

€ : épsilon

uCi : microcurie
Mg : microgramme

I : microlitre

11-DCS : 11- déoxycorticostérone
5a PD : 5 a pregnane 3,20 dione.

ABREVIATIONS
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