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INTRODUCTION

L'immunoanalyse représente un domaine trés important de la
biologie moderne. Une étude américaine de 1989 a évalué le marché mondial
des réactifs pour le diagnostic biologique a 8,5 milliards de dollars, dont
3 milliards pour les immunodosages. Cette part pourrait dépasser les
5 milliards de dollars en 1995, principalement en raison de l'avénement de
tests dits "rapides" et "décentralisés" dont la vocation est d'étre utilisés
directement sur le terrain.

Parallélement, dans les laboratoires hospitaliers ou privés, de
nouvelles technologies orientées vers l'automatisation et la simplification
des immunodosages ont pris une grande importance ces derniéres années.
Le développement de nouveaux traceurs non isotopiques contribue a la
multiplication des sites d'utilisation : les contraintes de sécurité et
d'élimination des déchets radioactifs sont supprimées.

Une des méthodes immunologiques pouvant &tre appliquée au
dosage de molécules de faible masse moléculaire est la polarisation de
fluorescence. Cette technique permet de pallier les inconvénients liés a
I'utilisation d'isotopes et offre une plus grande facilité d'analyse car elle peut
étre automatisée.
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L'objectif de 1'étude présentée a été axé sur le concept et le
développement d'un immunodosage du thromboxane Bg (TxBg) par

polarisation de fluorescence.

Le dosage de certains éicosanoides, composants carboxyliques de la
membrane plaquettaire, présente un grand intérét dans le domaine
biomédical. En effet, la dégradation des phospholipides de la membrane
libere différents métabolites susceptibles de provoquer des modifications de
I'hémostase et de la thrombose.

L'intérét et les potentialités d'application d'un immunodosage de
métabolites de l'acide arachidonique reposent sur la multiplicité des sites
d'action de ces molécules. Mais selon le systéme biologique étudié, la
sensibilité requise pour le dosage est différente : le dosage du TxBg peut étre
effectué aprés stimulation plaquettaire in vitro sous l'action d'agents
proagrégants, la concentration est alors de quelques centaines de ng/ml.
Lorsqu'il est appliqué a la détermination des concentrations circulantes in
vivo, la sensibilité doit étre comprise entre le pg et la centaine de pg/ml.

Apres avoir rappelé l'origine et le role des éicosanoides ainsi que
leur importance dans le domaine biologique, 1'intérét du dosage du TxB9 est
étudié dans la partie bibliographique. Les principales techniques permettant
son analyse y sont développées. Les domaines d'application des
immunodosages par polarisation de fluorescence sont ensuite exposés ; les
avantages et les inconvénients des différents marqueurs employés dans cette
technique sont évoqués. La fluorescéine présentant les meilleures
caractéristiques, ses propriétés physico-chimiques et spectrales sont
exposées. Le greffage de la fluorescéine sur le groupement carboxyle des
éicosanoides devant se faire par amidification, différents systémes de
catalyses sont recherchés dans le but de les appliquer a la dérivation de ces
molécules.

L'obtention d'un traceur pour l'immunodosage du TxBg passe par
une étape de greffage d'un marqueur fluorescent sur cette biomolécule
carboxylique. Aprés avoir déterminé les potentialités d'amidification de
traceurs ayant pour structure commune la fluorescéine, la réaction de
dérivation est optimisée sur des acides gras modeles.

L'application de la dérivation aux éicosanoides a permis de
caractériser les propriétés spectrales des traceurs obtenus.
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Un pré-développement de l'immunodosage du TxBg est effectué
sur une biomolécule de la méme famille : la prostaglandine Ej. La
praticabilité de I'immunodosage, 1a méthodologie est appliquée & la mise au
point du dosage du TxBg par polarisation de fluorescence. LLa modélisation
du systéme permet de calculer les différents parametres du dosage tels que
la constante d'affinité de 'anticorps pour le traceur, les limites d'application
du dosage.

Le dosage est appliqué a la détermination de la concentration en
thromboxane Bg libéré par les plaquettes humaines apreés stimulation par un
agent proagrégant.







I. Le thromboxane B

Un acide gras, l'acide linoléique subit au niveau de 1'hépatocyte des
désaturations et des allongements successifs de sa chaine carbonée grace a
une A6 désaturase. Cette molécule est a l'origine des acides gras essentiels :
l'acide dihomoylinolénique, l'acide arachidonique et 1'acide
éicosapentaénoique. Ces trois précurseurs, caractérisés par une chaine
carbonée insaturée en Cog, sont ensuite incorporés sous forme d'esters de
glycérol dans les phospholipides membranaires. Ils seront libérés sous
I'action de phospholipases, et en particulier par la phospholipase Ag en ce
qui concerne l'acide arachidonique.

Suivant la voie enzymatique, l'acide arachidonique est métabolisé en
leucotriénes, en lipoxines, en acides linéaires hydroxylés, en
prostaglandines (PG) ou en thromboxanes (Tx) (Henry, 1988).

Les prostaglandines constituent une famille importante de médiateurs
chimiques locaux, rapidement détruits prés de leur site de synthése par des
enzymes spécifiques.
Elles sont regroupées en 3 séries (figure 1) selon la nature du précurseur :

- I'acide dihomoylinolénique pour la série 1

- I'acide arachidonique pour la série 2

- I'acide éicosapentaénoique pour la série 3.

COOH s COOH o COOH
= ~ ~ J—
OH OH OH

PG série 1 PG série 2 PG série 3

Figure 1 : Structure des 3 séries de prostaglandines
Le numéro de la série correspond au nombre de liaisons insaturées
de la molécule.




L'acide arachidonique est le précurseur le plus abondant chez 1'homme, ce
qui explique la prédominance des prostaglandines de la série 2.

La figure 2 représente le métabolisme de 1'acide arachidonique par la voie de
la cyclooxygénase (Slater et coll., 1987), plaquettaire et vasculaire, et de la
lipoxygénase (Hamberg et Samuelson, 1974), spécifiquement plaquettaire.

La voie spécifique de la synthése des prostaglandines et en particulier du
thromboxane Ag requiert la transformation de l'acide arachidonique en
hydroperoxyde cyclique, PGGg, par l'action de la cyclooxygénase, puis en
endoperoxyde, PGHg, griace a I'hydroperoxydase. Ces molécules, de courtes
durédes de vie (Nugteren et Hazelhof, 1973), sont des intermédiaires
nécessaires dans la voie de synthese des thromboxanes.

La PGHg est a l'origine de différentes prostaglandines selon la voie
métabolique. Trois systémes enzymatiques sont décrits. Sous l'action
d'isomérases et de réductases, la PGHg sera métabolisée en PGD2 ou en
PGE2 qui pourront étre converties en PGFoq,

La prostacycline synthétase conduira a la PGIg, puis par une voie non
enzymatique a la 6-céto PGF1,,.

La thromboxane synthétase catalyse la conversion de PGHg en TxAg au
niveau des plaquettes, des vaisseaux sanguins, du muscle cardiaque et
probablement d'autres tissus (Ellis et coll., 1979). La demi-vie de cette

molécule est d'environ 30 secondes a la température et au pH physiologiques
(Hamberg et coll., 1975). Elle est convertie en TxBg, métabolite ayant des

propriétés physiologiques communes avec le TxAg mais avec une potentialité
d'action bien plus faible (environ 100 fois moins) (Lefer et coll., 1980).
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Figure 2: Métabolisme de 1'acide arachidonique




L'activité biologique des éicosanoides est fugace car leur demi-vie est courte,
mais trés prononcée par rapport a leur faible concentration tissulaire ou
plasmatique ( < nM).

La multiplicité de leurs actions ainsi que la diversité de leur répartition
montrent qu'ils sont impliqués dans de nombreux processus physiologiques
(Henry, 1988) :

- rdole corono-dilatateur (PGE1/PGIg) et wvaso-constricteur
(TxA9/PGFgy) sur le systéme cardiovasculaire

- action broncho-constrictrice (TxA2/PGFgy/endoperoxydes) et
broncho-dilatatrice (PGE1) sur le systéme respiratoire

- effet vasodilatateur sur le systéme rénal

- action sur toutes les phases de la sphére génitale

- contrdle de la motricité et cytoprotection du systéme gastro-
intestinal

- au niveau du systéme nerveux, endocrinien et immunitaire

- et plus particulierement un contrdle de 1'hémostase et de la
thrombose pour le TxAg.

D'autres effets ont également été observés dans la physiologie du tissu
occulaire (Abdel Latif, 1991) sans avoir été élucidés, sur le contrdle de la
croissance cellulaire (Amici, 1992) et sur l'amplification de la réaction
douloureuse et de l'inflammation.

Un intérét important est porté depuis de nombreuses années aux maladies
cardiovasculaires et plus particulierement aux risques de thrombose liés a
une activation pathologique de 'agrégation plaquettaire.

Il existe de multiples voies entrainant l'agrégation plaquettaire (figure 3).
Parmi elles, la voie des éicosanoides est un des mécanismes prépondérant.
~ Les endoperoxydes PGGg2 et PGHg, et surtout le TxAg, sont de puissants
inducteurs de l'agrégation pladuettaire (Fitzgerald et coll., 1990) alors que la
PGE;, par un mécanisme d'action sur 'AMP cyclique (Kloeze, 1969), la
PGDg et surtout la prostacycline sont de puissants inhibiteurs
(Bohr et Webb, 1984).
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Les mécanismes de base de la formation d'une thrombose artérielle
s'apparentent a ceux de 1'hémostase primaire mais sa localisation et son
développement sont anormaux. Les thrombocytes produisent
essentiellement le TxAg, tandis que la prostacycline vasodilatatrice,
considérée comme le plus puissant antiagrégant connu, est synthétisée par
les cellules de la paroi vasculaire. Il s'instaure un équilibre permanent
entre les plaquettes et la paroi vasculaire de telle sorte que la prostacycline
circulant inhibe l'adhésion des plaquettes au vaisseau sain. En cas de
pathologie particuliere ou de bréche vasculaire limitée, 1'équilibre est
déplacé en faveur du TxAg (Matsumoto et coll., 1992).

Le mécanisme moléculaire de l'action de ces éicosanoides repose sur les
interactions avec les nucléotides cycliques et l'ion calcium, médiateurs
intra-cellulaires. Le TxAg et les endoperoxydes inhibent 'adénylcyclase par
l'intermédiaire d'une augmentation de la concentration en AMP cyclique
alors que les PGE et la prostacycline stimulent 1'adénylcyclase (Henry, 1988).

Ce mécanisme a pu étre expliqué récemment grace a l'action d'inhibiteurs
ou d'inducteurs chimiques dans 1'étude du métabolisme de 1'acide
arachidonique ainsi que dans celle des récepteurs plaquettaires du
thromboxane Ag (Busse et Seuter, 1979).

Un autre modele plus complexe (Fitzgerald et coll., 1990) fait intervenir la
présence de récepteurs différents, sur la membrane plaquettaire, pour la
PGHg2 et le TxAg, ces récepteurs étant caractérisés par la fixation réversible
(récepteur du TxA2) ou irréversible (récepteur de la PGHg) de 1'antagoniste
GR32191 (Lumley et coll., 1989). L'existence de ces récepteurs ou de
différents degrés de modifications post-translationnelles d'un seul récepteur
pour expliquer cette variation d'affinité reste encore a étudier.
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Figure 3 : Mécanisme de l'agrégation plaquettaire
PF3 : facteur plaquettaire 3, phospholipides essentiellement représentés par
la phosphatidylsérine et la phosphatidyléthanolamine.
PF4 : facteur plaquettaire 4, protéine cationique localisée dans les granules
et la membrane plaquettaires.
Les inducteurs exogénes sont : I'ADP, l'adrénaline, le collagéne et la
thrombine.

Certains médicaments et analogues structuraux des éicosanoides n'ont pas
les mémes sites d'action enzymatiques dans la cascade de l'acide
arachidonique, induisant des modifications de la synthése ou de l'activité du
TxAg, précurseur actif du TxBs.

Ils agissent soit au niveau de la prostaglandine G/H synthétase, soit sur le
récepteur de l'endoperoxyde.
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Les modifications des sites sont soit irréversibles (exemple de 'aspirine) ou

réversibles, mais la durée d'action des médicaments est dépendante de
la dose.

La modification d'une seule des voies d'activation des plaquettes, en
particulier celle du TxAg, a une grande incidence sur 1'état cardiovasculaire
(Fitzgerald et coll., 1983). Ceci refléte l'importance du TxAg2 en tant
qu'amplificateur du signal provoqué par les autres agonistes des plaquettes
(PGIg, PGHpy). Il peut y avoir une régulation fine de la réponse plaquettaire
en modifiant la synthése de TxA2 et de son précurseur dans la voie des
endoperoxydes, la PGHg (Vacas et coll., 1991).

1.3.1.1. L'aspirine et les anti-inflammatoires non stéroidiens : inhibition de
la cyclooxygénase.

L'aspirine exerce ses effets par une inhibition de la formation de
thromboxane dans les plaquettes. Elle modifie le résidu sérine-530 de la
prostaglandine G/H synthétase (ou cyclooxygénase) en l'acylant de fagon
irréversible (Smith et coll., 1981).

Une dose unique de 0,5-1,0 g d'aspirine provoque une inhibition substantielle
de la syntheése de TxAg pendant 2 & 3 jours. Le taux normal de 'enzyme est
rétabli au bout de 8-10 jours, les cellules nucléées telles que les cellules
endothéliales étant capables de synthétiser & nouveau des cyclooxygénases.
L'action de l'aspirine permet de prévenir 1/4 & 1/3 des accidents vasculaires
(Patrono et coll., 1990).

De nombreux anti-inflammatoires non stéroidiens tels que le naproxéne
(Vesterqvist et Green, 1989), l'indométacine (Le Guennec et coll., 1991) et le
piroxicam (Drvota et coll., 1990) inhibent de fagon réversible et compétitive la
cyclooxygénase tant que ces médicaments ne sont pas éliminés de la
circulation sanguine. L'ibuprofene, le flurbiproféne, le fénoprofene (Patrono
et coll.,, 1979) et la phénylbutazone (Reed et coll., 1985) ont également été
utilisés dans ce but.




1.3.1.2. L'imidazole et analogues : action sur la thromboxane synthétase

L'imidazole est couramment employé en tant qu'anti-agrégant lors des
préléevements sanguins. Son action porte principalement sur l'inhibition de
la thromboxane synthétase, mais il agit également sur la stimulation de la
phosphodiestérase et sur les processus calcium-dépendants
(Needleman et coll., 1977).

Divers analogues de cette molécule ont également présenté un intérét : le
FCE 22178 ('acide 2-dihydro-5,6-(1H-imidazol-1-yl)-7-naphtoique) a montré
une aptitude a inhiber la synthése du TxAg chez des malades atteints de
néphropathie diabétique (Alessandrini et coll.,, 1990), améliorant les
fonctions rénales et réduisant les protéinuries. Le FCE 22178 est un
inhibiteur puissant et durable de la thromboxane synthétase pouvant étre
utilisé dans 1'étude de la physiopathologie rénale ou plaquettaire.

2. Inhibition ré T hromboxane A

En bloquant la cyclooxygénase, la synthése de TxA2 est diminuée mais une
modification de la synthése de prostacycline (PGI2) est également observée.
Cet effet n'est pas recherché dans certains états pathologiques, par exemple
I'infarctus du myocarde, la PGIs exercant des effets bénéfiques. La
prostacycline désagrege les caillots de plaquettes (Moncada et Vane, 1977),
prévient leur agrégation (Moncada et Vane, 1977) et entraine des
vasodilatations (Moncada, 1976).

L'inhibition de l'action du thromboxane Ag sur ses récepteurs, par des
molécules antagonistes, a été recherchée. Ces molécules présentent des
analogies structurales ou tridimensionnelles avec la partie cyclique du
TxAs.

Alors qu'il existe peu d'antagonistes des différents récepteurs des
prostaglandines, de nombreuses molécules a structures chimiques trés
différentes peuvent étre utilisées en tant qu'antagonistes du récepteur du
TxAg. Certaines de ces molécules utilisées in vivo ou in vitro dans 1'étude de

ce récepteur sont décrites dans le tableau 1.

Ces molécules présentent un intérét certain dans l'étude du mécanisme
d'action du TxAg, cependant elles n'ont pas encore été étudiées chez

l'homme.




TABLEAU 1
DESCRIPTION DE CERTAINS INHIBITEURS DES RECEPTEURS
DU THROMBOXANE Ag
Molécule Structure chimique Potentialité d'actions = Références
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L'importance du dosage du TxBg reléve du fait qu'il est le métabolite direct
du TxA2, molécule fortement impliquée dans 1'hémostase et la thrombose,
mais de trop courte durée de vie pour pouvoir étre dosée dans les milieux
biologiques (Hamberg et coll., 1975). Le dosage du TxBg sert également a
mesurer l'activité pharmacologique de certains anti-inflammatoires non
stéroidiens (Fitzgerald et coll., 1983), dans 1'étude de nouveaux inhibiteurs
de la thromboxane synthétase (Matsumoto et coll., 1992) ou d'antagonistes
des récepteurs plaquettaires du TxAg (Vermylen et Deckmyn, 1992).

Le role possible de la production accrue de TxAg lors des pathologies
cardiovasculaires a été recherché griace a des dosages radioimmunologiques
ou chromatographiques du TxBg sérique, plasmatique ou urinaire (Patrono
et coll., 1986 ; Fitzgerald et coll., 1983).

Le choix du milieu biologique servant aux dosages est important : les taux
urinaires semblent refléter de facon prédominante une biosynthése rénale
(Fitzgerald et coll., 1983) alors que les concentrations sériques
correspondraient plus 4 une activité biosynthétique de production de TxAg lié
au nombre de plaquettes (Thorngren et coll., 1983 ; Carter et Hanley, 1985).

Le dosage plasmatique semble étre le meilleur parameétre caractérisant
l'activation in vivo des plaquettes. Cependant les concentrations
plasmatiques physiologiques difféerent suivant les auteurs (de 7 & 300 pg/ml).
Cette variation est liée & la stimulation des cellules sanguines lors du
prélévement, ainsi les concentrations mesurées ne refléetent pas
véritablement le niveau plasmatique endogéne qui est de 'ordre de 2 pg/ml
(Patrono et coll., 1986 ; Patrono et Ciabattoni, 1987).

Un probleme important, plus particuliérement lié a la nature chimique de la
- molécule de TxBg a été soulevé lors des dosages immunologiques ou
chromatographiques. La figure 4 représente la structure chimique du TxBg2
sous la forme semi-acétalique susceptible de s'ouvrir dans certaines
conditions de pH (Moonen et coll., 1983). Cet équilibre entre les deux formes,
ouverte ou fermée, peut générer deux pics en analyse par CLHP (Ben
Gueddour, 1987) ou modifier 1'affinité des anticorps (Ciabattoni et coll., 1990).
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Figure 4 : Structure chimique du TxBg. Influence du pH

L5. Métabolisme du throml B

Les problémes de dosage du TxBg en milieu plasmatique ou urinaire peuvent
étre résolus en étudiant le métabolisme in vivo de cette molécule. Un intérét

important est porté actuellement au dosage de certains de ses métabolites
depuis la découverte (Roberts et coll., 1977) du 2,3-dinor TxBg puis du 11-

déhydro TxBg et de 18 autres métabolites minoritaires en 1981

(Roberts et coll., 1981).
La figure 5 représente le mécanisme de métabolisation du TxAg conduisant

a ces 2 molécules.

Alors que le 11-déhydro TxBg a été identifié a de trés faibles concentrations
au niveau plasmatique (1 a 2 pg/ml) (Kumlin et Granstrém, 1986), sa
concentration est comprise entre 390 et 1500 pg/ml (ou 315+ 185 pg/mg de
créatinine) dans les urines (Schweer et coll., 1987).

Le 2,3-dinor TxBg se trouve dans des domaines de concentration proches
(250 £ 151 pg/mg de créatinine) (Patrono et Ciabattoni, 1987) mais avec un
rapport dinor/déhydro pouvant varier de 1 : 3 a 1 : 5 (Uedelhoven et
coll., 1989).
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Figure 5: Métabolisme du thromboxane B,
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Il apparait que le dosage du 11-déhydro TxBg est un excellent indice
représentatif de la synthése de TxAg in vivo (Sinzinger et coll.,, 1990 ;
Chiabrando et coll., 1992 ; Takasaki et coll., 1993) car sa concentration est
relativement importante dans les urines et le prélevement de l'échantillon
biologique n'influe pas sur sa formation.

Dans les conditions physiologiques, le 2,3-dinor TxB3 et le 11-déhydro TxBg
urinaires sont considérés comme étant produits majoritairement par les
plaquettes. Cependant les problémes posés par la structure du TxBg (forme
semi-acétalique, forme ouverte) pour le dosage de ces métabolites par des
méthodes chromatographiques ou immunologiques restent identiques. Les 2
formes sont présentes en fonction du pH (figure 6).

OH OH
po— COOH OH’ e COOH
7 H™ ho =
0
OH OH OH
Figure 6 : Structure chimique du 11-déhydro TxBg
Equilibre entre la forme & lactone et la forme ouverte en fonction du pH.

En solution a pH 2, le 11-déhydro TxBg est a 90 % sous la forme lactone apres
48 heures d'incubation. Il se retrouve a 90 % sous la forme ouverte a pH 7,4
(Kumlin et Granstrom, 1986). Cependant le processus d'équilibre est plus
long lorsque le pH approche de la neutralité et que la température est basse.

Cette modification de structure touche également l'affinité de la
reconnaissance Ag-Ac qui est fonction du pH. Malgré le couplage du
carboxyle en C1 a la protéine porteuse & un pH relativement acide, les Ac
produits aprés immunisation présentent une meilleure affinité 4 pH 9,2 qu'a
pPH 7 (aux pH extrémes le complexe Ag-Ac se dissocie)
(Ciabattoni et coll., 1990). Cette différence est liée a 1'animal (le lapin) utilisé
pour l'obtention des anticorps. Au pH physiologique, la température de
I'animal favorise fortement la formation de la forme ouverte.

Ces phénomeénes montrent la complexité de la mise en place d'un
immunodosage, que ce soit pour le TxBg ou ses métabolites.




Différentes méthodes ont été proposées pour 1'étude des métabolites de
l'acide arachidonique. Les biodosages (Piper, 1987) (mesure de l'activité
d'une molécule sur un organe ou des cellules) ou la chromatographie sur
couche mince (Salmon et Flower, 1982) sont employés dans l'identification
ou la quantification avec des sensibilités moindres que les méthodes
immunologiques ou la chromatographie gazeuse couplée a la spectrométrie
de masse.

Mais ces méthodes ont permis l'identification de certains éicosanoides ainsi
que la détermination de leur activité biologique (Vane, 1983 ; Piper, 1987) :
I'activité du TxAg a été déterminée par biodosage grace a l'agrégation
plaquettaire (Gerrard, 1982).

Les biodosages restent essentiels dans 1'analyse des molécules trés instables
(Folco et Sala, 1987) qui n'auraient pas pu étre identifiées sans cette
technique.

1, Préparation 1 ntillon

Quelle que soit la méthode de dosage utilisée pour la détermination des
éicosanoides, une étape de purification de l'analyte est prérequise. Cette
étape sera plus ou moins poussée pour les méthodes immunologiques ou
chromatographiques selon la nature.

Les méthodes de purification des milieux plasmatiques, sériques ou
urinaires utilisées sont :

- lextraction liquide / liquide (Maas et coll., 1982)

- l'extraction liquide / solide sur silice greffée (Martineau et
Falardeau, 1987)

- les méthodes chromatographiques telles que la chromatographie
sur couche mince (CCM), la chromatographie liquide a haute
performance (CLHP) (Maas et coll.,, 1982), la chromatographie
d'affinité (Chiabrando 1989, Hubbard, 1987) ou la chromatographie
liquide sur support greffé par l'acide phénylboronique apreés
méthoximation (bloqﬁage de la fonction semi-acétalique en position
ouverte) du TxBg ou de ses métabolites (Catella et Fitzgerald, 1990 ;
Lawson et coll., 1985).




Des combinaisons de ces méthodes sont également utilisées mais avec des
rendements d'extraction fortement diminués (de 90% a 15%)
(Lawson et coll., 1985).

1.6.2. Méthodes immunologiques

1.6.2.1. Rappel des principes des dosages immunologiques appliqués aux
éicosanoides

Les premiers dosages des métabolites de l'acide arachidonique ont été
développés en utilisant des méthodes immunologiques
(Maclouf et coll., 1976 ; Granstrom et Kindahl, 1978). Elles reposent sur
l'utilisation d'anticorps (Ac) poly- ou monoclonaux (Boutten et coll., 1993),
spécifiques de l'analyte a doser (Ag), ainsi que d'un antigéne marqué (Ag*)
détectable par radiométrie ou spectrométrie. Le traceur peut étre un isotope
radioactif tel que le tritium (3H) ou l'iode 125 (125]), une enzyme (Maclouf et
coll., 1987 ; Takasaki et coll., 1991), une molécule fluorescente (Luke et
Schlegel, 1990) ou plus rarement un traceur de chimiluminescence
(Weerasekara et coll., 1983 ; Morello et coll., 1991).

La majorité des méthodes développées ou commercialisées reposent sur la
compétition entre l'antigéne a doser et l'antigéne marqué pour les sites de
I'anticorps en quantité limitée. Les techniques utilisant 'anticorps en exces
ont été peu étudiées pour le dosage des éicosanoides du fait de la faible masse
moléculaire de ces composés.

La mesure du signal nécessite une étape de séparation du complexe Ag-Ac
et de I'Ag libre. Ces méthodes en phase hétérogéne peuvent entrainer une
diminution de la précision du dosage et contribuer aux liaisons non
spécifiques des analogues ou métabolites présents dans le milieu a doser
(plasma, sérum, urine) ( Granstréom et Kindahl, 1978).

Les dosages en phase homogéne ne nécessitant pas d'étape de séparation
(plus simples de mise en ceuvre et automatisables) ont été récemment
envisagés.

Le dosage par proximité de scintillation (SPA : Scintillation Proximity
Assay) des principaux métabolites de l'acide arachidonique (TxBg, 6-céto-
PGF1q, PGEg, PGDg, PGF2) a été développé et commercialisé par la société
Amersham (Baxendale et coll., 1990).




1.6.2.2. Marqueurs isotopiques

Les radio-immunodosages permettent d'atteindre des limites de
quantification de l'ordre du picogramme gréce & l'énergie des marqueurs
utilisés (18,6 keV pour 3H, .35 keV pour 125I). Ces méthodes ont été
développées depuis les années 70 (Maclouf et coll., 1976 ; Granstrom et
Kindahl, 1978, Fitzpatrick, 1982) et elles restent les plus utilisées dans les
études physiopathologiques (Stier et coll., 1992) ou pharmacologiques (Vial et
coll., 1990) nécessitant un dosage du TxBa.

Bien que les dosages radioimmunologiques soient applicables directement
pour les fluides biologiques, des purifications préalables par CLHP (Gelpi et
coll., 1989) ou par extraction (Powell, 1987) sont préconisées dans l'analyse
du TxBg2. Une dilution de l'échantillon qui minimiserait les artéfacts de
mesure ou les réactions croisées liées aux molécules biologiques ne peut étre
employée du fait de la faible concentration en TxBa.

Le tableau II rassemble les caractéristiques des différentes trousses de TxBg
commercialisées.

Les techniques développées pour le TxBg reposent toutes sur la méthode par
compétition. La séparation de la fraction libre de TxBg de la fraction liée a
I'Ac se fait par adsorption de la fraction libre sur charbon dextran (Campbell
et Ojeda, 1987 ; Fitzgerald et coll., 1983), par précipitation du complexe Ag-
Ac par le polyéthyléneglycol (Maurin, 1986 ; Desbuquois et Aurbach, 1971) ou
par un deuxiéme anticorps. Cette derniére méthode est peu utilisée car elle
donne des précipitations incomplétes de la fraction liée et cette étape est
facilement perturbée par de nombreux facteurs (Granstrom et
Kindahl, 1978).

La mesure de la radioactivité du surnageant, dans le cas du marquage au
tritium (émetteur B-), nécessite un liquide de scintillation dont les
rendements de comptage peuvent étre diminués a 40%. Le marquage a l'iode
permet une mesure du surnageant ou du précipité, sans adjonction de
liquide de scintillation, dans un compteur Y.




TABLEAU II
TROUSSES DE DOSAGE RIA DU THROMBOXANE Bg
COMMERCIALISEES
Société Isotope Mode de séparation Concentrations Principales
utilisé » (pg/tube) réactions croisées
(>1%)
NEN 3H charbon-dextran 5 - 250 PGD22 %
1251 PEG 6000 1-100 PGD2 2,9 %
Advanced 3H charbon-dextran 8-200 -
Magnetics Inc
1251 2&me Ac couplé & des 4-100
billes magnétiques
Pasteur 1251 2¢me Ac + PEG 0,8-200 dinor-2,3 TxBg et
TxBi > 1%
Amersham 3H charbon-dextran 5 - 300 PGD2 1,2%
1251 Amerlex (support 3-400 PGD2 2,5%
magnétique)
3H sans séparation 5-300 PGD2 1,2%
(SPA) dinor-2,3 TxB2 16,3%

L'étape de séparation a été éliminée par le récent développement d'un
dosage par proximité de scintillation (SPA : Scintillation Proximity Assay)
(Baxendale et coll., 1990).

Le dosage est également basé sur la compétition de l'analyte (marqué ou
non) pour une quantité limitée en sites anticorps. Aprés la réaction de
compétition, la solution est mise en contact avec le réactif du SPA inclus
dans une matrice solide. Il consiste en des microsphéres qui ont la propriété
d'émettre une fluorescence lorsqu'elles sont excitées par une énergie
radioactive. Elles sont recouvertes d'anticorps (anti-analyte ou d'un
deuxiéme anticorps anti-immunoglobuline) ou de protéine A (figure 7).




émission de lumiere

radiation absorbée
radiation absorbée par la microsphére
par le tampon S

Figure 7 : Principe du dosage par proximité de scintillation
F : fluoromicrosphere ; A : 2éme anticorps ou protéine A ; L* : analyte
radiomarqué lié a l'anticorps spécifique ; L : analyte froid lié & l'anticorps

La faible distance existant entre la molécule radiomarquée L* (fixée a
I'anticorps) et la microsphére fluorescente, permet une excitation du
fluorophore (Bosworth et Towers, 1989 ; Udenfriend et coll.,, 1985).
L'émission de la fluorescence, indicateur de la liaison Ag*-Ac, est mesurée
dans un compteur a scintillation classique.

Le traceur radioactif utilisé peut étre le tritium mais également 1iode 125.

1.6.2.3. Marqueurs non isotopiques

* Marqueurs enzymatiques

Les marqueurs enzymatiques représentent la majorité des marqueurs non
isotopiques utilisés pour le dosage des éicosanoides.

Tout comme en RIA, le systéme repose sur la compétition. La possibilité de
marquer l'anticorps a la place de l'antigéne a été envisagée
(Miller et coll., 1985).

L'étape de séparation de la fraction libre de 1'éicosanoide de sa fraction liée a
I'anticorps se fait par lavage lorsque l'anticorps est fixé au tube (Pradelles et
coll., 1985 ; Giessler et coll., 1988). Pour les dosages en phase liquide, la
séparation est effectuée grace a un deuxiéme anticorps précipitant (Sawada
et coll., 1985), l'activité enzymatique est alors déterminée sur le précipité
remis en solution.
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Différents systémes enzyme-substrat sont utilisés pour déterminer le
pourcentage d'analytes fixés a l'anticorps : la réaction enzymatique libére
une molécule fluorescente ou absorbant dans le visible. Le tableau III
rassemble les caractéristiques des différents dosages développés ou
commercialisés.

Le dosage dans les milieux biologiques nécessite, tout comme en RIA, une
étape de purification de 'analyte. Les limites de quantification du TxBg par
méthode immuno-enzymologique sont comparables & celles obtenues en RIA
(de l'ordre du pg par dosage). Des trousses de dosage des métabolites du
TxBg (2,3-dinor TxBg, 11-déhydro TxBg2) sont également commercialisées
(Cayman Chemical, Ann Arbor, USA).

* Autres marqueurs

D'autres méthodes spectrales telles que la chimiluminescence ou la
fluorescence permettent la quantification de la réaction Ag-Ac, que ce soit
pour le TxBg ou les prostaglandines.

Une détection de l'ordre du picogramme a été obtenue en
chimiluminescence aprés marquage du TxBg par 1'aminohexyl-1 isoluminol
(Weerasekera et coll., 1983 ; Morello et coll., 1991).

L'europium a été utilisé récemment pour la détermination de la PGF9, dans
un dosage par fluorescence résolue dans le temps (Luke et Schlegel, 1990).
La limite de quantification est de l'ordre de 2 pg, mais cette technique
nécessite des étapes de couplage multiples : 1a polylysine (PL) sert de support
a la PGFgqy ainsi qu'a une molécule (I'acide diéthylénetriamine penta-
acétique) complexant l'europium (Eu). Le rapport de couplage PGFg : PL :
Euest de 2 : 1: 12. La réaction Ag-Ac est réalisée en phase solide, et, aprés
des étapes de lavage, 'europium est chélaté par de la naphtyl-2 trifluoro
acétone. La fluorescence est ensuite mesurée par un fluorimeétre a
résolution dans le temps.




TABLEAU III1
CARACTERISTIQUES DES DOSAGES IMMUNOENZYMOLOGIQUES DU THROMBOXANE B2

Enzyme Substrat Mode de Limite de Réactions Références
détection quantification croisées >1%
. 4-méthyl ombel.liferyl Fluorescence 7 pg - Yg‘;‘;::g‘; tezocl(l).l,l.l, 9189587
3 - galactosidase 3 D galactoside 360/450 nm
acétylcholin- réactif d'Ellman Absorption a 1pg TxB1 L:E:ﬁzggigses
estérase 412nm 2,3-dinor TxB2  pradelles et coll., 1990
Lellouche et coll., 1990
peroxydase phénylénediamine  Absorption & 4,5 pg 2,3-dinor TxBg ~ Reinke et coll., 1989
492 nm
phosphatase phosphate de para  Absorption a - Advance;lnl(\:/lagnetics
alcaline nitrophényl 405 nm
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1.6.3.1. Chromatographie en phase gazeuse (CPG)

L'analyse des éicosanoides par chromatographie en phase gazeuse reste une
des méthodes les plus utilisées malgré les étapes de purification plus
drastiques que pour les méthodes précédemment décrites.

La détection et la quantification se font en général par spectrométrie de
masse (SM) aprés ionisation chimique ou par impact électronique. L'ajout
d'une molécule analogue marquée par un isotope stable (2H ou 180) en tant
qu'étalon interne permet une aﬁalyse quantitative (Hubbard et coll., 1983).
Cette méthode nécessite des étapes de dérivation des fonctions polaires
(blocage des fonctions carboxyle, hydroxyle et cétone) pour le processus
chromatographique.

* L'étape de purification

Des processus de purification sont requis avant une analyse des éicosanoides
par CG couplée a la spectrométrie de masse (CG-SM) du fait de leur faible
concentration dans les milieux biologiques.

I1 est important d'éliminer tous les contaminants (issus des échantillons
biologiques, des solvants, des réactifs) qui pourraient interférer au niveau de
I'étape de dérivation ou qui provoqueraient des artéfacts & l'analyse :
apparition de pics parasites ou suppression de l'ionisation au niveau de la
détection.

* L'étape de dérivation

Alors qu'une étape de méthoximation est prérequise dans le cas d'une
extraction sélective sur colonne greffée par 1'acide phénylboronique, les
différentes dérivations sont réalisées en général aprés purification.
L'estérification de la fonction carboxyle est réalisée grice au bromure de
pentafluorobenzyl, 1'étherification des groupements hydroxyles par le
N,N-bis(trimethylsilyltrifluoroacétamide (Leis et coll., 1990 ; Schweer et
coll., 1987) (figure 8).
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Figure 8 : Dérivation du Tromboxane B2 pour une analyse par CG-SM
Dérivation effectuée par le chlorure de methoxyamine, le bromure
de pentafluorobenzyl (PFB) et le N,N bis(trimethylsilyl)
trifluoroacétamide.

Les dérivations sont habituellement effectuées dans l'ordre suivant :
méthoximation, estérification, silylation afin de minimiser les réactions
secondaires.

De nouvelles étapes de purification sont requises afin d'éliminer 1'exces des
réactifs.

Il apparait que cette technique présente des étapes longues et complexes par
rapport & un immunodosage. Elle reste cependant intéressante du fait de sa
spécificité liée a la séparation chromatographique, les anticorps présentant
de forts taux de réactions croisées avec les molécules apparentées.

Les méthodes de détection utilisées permettent des limites de détection bien
inférieures aux techniques immunologiques. La CPG couplée a la
spectrométrie de masse est toujours utilisée lorsque 'analyte se trouve a des
concentrations inférieures au pg/ml (dosage plasmatique du
11-déhydro TxBg) (Catella et Fitzgerald, 1990).

C'est également par cette technique qu'ont pu étre identifiés et quantifiés les
vingt métabolites urinaires du TxBga (Roberts et coll., 1977) ainsi que le
- 11-déhydro TxBg issus de l'acide éicosapentagnoique (Ishibashi et coll., 1990).




1.6.3.2. Chromatographie liquide haute performance (CLHP)

La CLHP en phase normale ou inverse est une autre méthode
chromatographique utilisée par de nombreux auteurs dans l'analyse des
éicosanoides. Les méthodes habituelles de détection reposent sur
I'absorbance des molécules.

Alors que les leucotriénes présentent une absorbance importante en UV a
280 nm (absorbance molaire € = 40000 M-1.cm-1), le TxB2 et ses métabolites
n'ont pas de bandes d'absorption spécifiques. Une détection est malgré tout
possible 4 des longueurs d'onde inférieures a4 210 nm avec une treés faible
limite de détection (30 ng injectés a 193 nm), et I'impossibilité de dosage dans
des milieux biologiques.

Cette limite peut largement étre améliorée grace a la dérivation du TxBg par
des marqueurs possédant une absorbance élevée, des marqueurs
fluorescents, ou, plus rarement, par des molécules ayant des propriétés
électrochimiques.

La dérivation permet également de s'affranchir de l'absorbance ou de la
fluorescence des molécules biologiques endogénes.

D'autres types de détection peuvent étre utilisés : la spectrométrie de masse
(Voyksner et coll., 1987 ; Gelpi et Abian, 1990 ; Yamane et Abe, 1991) ou un
détecteur de radioactivité dans 1'étude du métabolisme in vivo de certains
éicosanoides marqués par un isotope radioactif (Powell, 1987).

La dérivation du TxBg se fait sur ses fonctions hydroxyles (OH) ou carboxyle
(COOH). Elle peut étre de deux types : estérification du COOH ou des OH, ou
amidification du COOH.

La majorité des dérivations étudiées dans la littérature porte sur
l'estérification. La dérivation par amidification est peu employée en CLHP
du fait de la durée de la dérivation (de 12 4 24 heures) et des rendements de
dérivation fortement diminués pour les faibles concentrations
(< a quelques dizaines de mg), voire méme impossible a réaliser.

L'analyse dans les milieux biologiques requiert en général une étape
d'extraction.




+ Dérivation par des molécules fluorescentes

Les principales molécules fluorescentes employées pour la dérivation des
éicosanoides sont rassemblées dans le tableau IV. Leur rendement
quantique, les conditions de dérivation ainsi que les limites de quantification
(en quantité injectée) y sont rapportés.

Les principaux fluorophores employés dérivent :

- de l'anthracéne (9-anthryl diazométhane, bromure de
panacyle)

- du pyréne (1-pyrényl diazométhane)

- de la coumarine (4-bromométhyl 7-méthoxy coumarine,
4-luminarine).

Certaines de ces molécules ont été étudiées lors de travaux antérieurs
relatifs a la préparation de dérivés fluorescents du TxBg pour l'analyse par

CLHP (Ben Gueddour et coll., 1993).

Les conditions d'émission de fluorescence peuvent étre limitées par la
méthode chromatographique employée selon la polarité des solvants et le pH
des tampons. Ces parameétres sont importants afin d'optimiser les limites de
quantification.

Récemment Tod et coll. (1991) ont développé de nouvelles molécules
fluorescentes a partir de la coumarine : les luminarines. Elles permettent de
dériver différentes fonctions chimiques. En particulier, la 4-luminarine a été
étudiée dans l'amidification de prostaglandines. Cette molécule présente
l'intérét d'avoir un rendement quantique supérieur a celui des autres
traceurs classiquement utilisés pour la dérivation des carboxyles et de n'étre
sensible ni au solvant ni au pH.

* Autres traceurs utilisés en CLHP

La détection des éicosanoides analysés par CLHP a été faite par absorption
UV (détection des molécules fluorescentes ou de chromophores), en
électrochimie ou en chimiluminescence aprés dérivation. Le couplage
CLHP-SM a également été envisagé mais n'est pas employé en dosage de
routine étant donné le coiit et la technicité de 'appareillage.

Le tableau V regroupe les principales molécules utilisées dans le marquage
des éicosanoides.




TABLEAU IV
MARQUEURS FLUORESCENTS UTILISES EN CLHP DANS LA DERIVATION DU THROMBOXANE B3

Marqueur () Conditions de Fonction Détection : Limite de détection Références
fluorescent dérivation chimique A exc - A ém (nature des
dérivée (nm) éicosanoides dérivés)
9-anthryl -
diazométhane Wessel et coll., 1988
i Hatsumi et coll,, 1982
CHN pas de catalyseur estérification 365 - 412 100pg Yamauchi et coll., 19861
6 h a 37 OC du COOH (PG et TX.BZ) Tohyama et CO“-, 1988
bromure de
panacyle 0,20*
sron, oo triéthylamine estérification  280/365/380 - 1 pg (TxB2) o e e oy
|' 2h240°C du COOH 440/450 2 pg (PG) Engels et coll., 1988
1-pyrényl -
diazométhane
‘ CHN, pas de catalyseur estérification 340- 395 10pg Nimura et coll,, 1988
90 min & 25 °C du COOH (PG)




TABLEAU 1V (suite)

4-bromométhyl 0,31*

T-méthoxy
coumarine K2COg, éther estérification 325/360 - 385 80 pg Turk et coll., 1978
CH,Br couronne du COOH (TxB2)
z 10 min a2 67 °C
070 OCH,
4-bromométhyl - K2COg + NagS0O4 estérification 365 - 460 4pg Kelly et coll., 1987
7-acétoxy 30 mina 50 °C du COOH ajout de soude en PG
coumarine post-colonne
chlorocarbonyl 0,43*
7-méthoxy 4-méthyl
Ben Gueddour et coll.,, 1993
coumarine diméthylamino-4 estérification 320-380 37pg
ocH,coc pyridine des OH (TxB2)
Qm 35 min & 60 °C
CH,
4-luminarine 0,5%*
Tod et coll., 1991
o H carbodiimide amidification 390-490 100 pg (PG)
N 24h220°C du COOH
. O\ S puis 1ha 70 °C

* : en tampon phosphate 0,06 M a pH 7,4 ; ** : quel que soit le solvant ; @ : rendement quantique ; PG : prostaglandines
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Les détections UV et électrochimique restent des méthodes marginales du
fait de leur manque de sensibilité (de I'ordre de 1a pmole par injection).

La 4-luminarine a été utilisée avec une détection par chimiluminescence.
Apres ajout d'HgoOg et de bis(2,4,6-trichlorophényl) oxalate en sortie de
colonne, la limite de détection est de 10 pg.

Aprés cette revue, il apparait que la CLHP couplée avec une détection
fluorimétrique permet d'atteindre des limites de quantification ou de
détection intéressantes. Cependant le probléeme majeur réside en l'étape de
dérivation qui ne peut se faire que sur des quantités importantes. Les limites
de détection représentent des quantités injectées et non des quantités
dérivées.

Des étapes de purification et de concentration de 1'échantillon sont utilisées
afin de s'affranchir en partie de ce probleme. Cette technique reste
intéressante pour des études pharmacologiques in vitro, les concentrations
d'éicosanoides étant alors importantes ( > & 300 pg/ml).




TABLEAUYV
MARQUEURS NON FLUORESCENTS UTILISES DANS L'ANALYSE DU
THROMBOXANE B2 PAR CLHP

Limite de détection

Marqueur Conditions de Mode de (nature des Références
dérivation détection éicosanoides
dérivés)
N-N diisopropyl-
bromoacétonaphtaléne éthylamine UV a254 nm 0,3 ng (PG) Zoutendam et coll.,
1had45°C 1984 .
bromure de panacyle - UV a254 nm - Pullen et coll., 1987
+ méthoxymation
chlorure de 24- carbodiimide électrochimie 40 pg (TxB9) Knospe et coll., 1988
diméthoxy aniline 1ha3d7°C +1,10 V Ag/AgCl
p-aminophénol iodure de 2-bromo-1-  électrochimie 0,1 ng (PQ) Ikenoya et coll.,
méthyl pyridinium +0,75 V Ag/AgCl 1980
24-dinitro - électrochimie 0,120 ng (PG) Beck et coll., 1989
phénylhydrazine -0,90 V Ag/AgCl
carbodiimide+
4-luminarine hydroxysuccinimide chimilumi- 10 pg (PG) Tod et coll., 1991
24ha20°Cpuislh nescence
) a70°C
(2-chloro éthyl)
diéthylamine + 1ha75°C spectrométrie de 30 ppb a 3 ppm Voyksner et coll.,
diéthylisopropylamine masse (PG + TxB2) 1987

PG : prostaglandines



I1. Intérét de la fluorescence dans les
immunodosages : cas particulier de la
[_)_olarisatiog_l de fluorescence

Au cours d'un processus d'excitation lumineuse, une molécule peut
absorber un quantum d'énergie dont la valeur est donnée, en fonction de la
fréquence du rayonnement provoquant la transition, par la relation :

hce
E:hv:T

ou h est la constante de Planck, v la fréquence, A la longueur d'onde et ¢ la
vitesse de la lumiere.

Par excitation, la molécule parvient a l'un des états excités singulets (Sp)
dans lesquels l'un des électrons se trouve dans un état énergétique

N

supérieur a celui qu'il occupe a l'état fondamental (Sg). L'état singulet
correspond au fait que tous -les électrons de la molécule ont leur spin
apparié.

A partir de l'état S;, la molécule peut &tre désexcitée par plusieurs
processus principaux (figure 9) :

- elle peut restituer 1'énergie sous forme de chaleur et revenir a
T'état Sp (désactivation thermique)

- elle peut subir une interconversion non radiative en premier état
excité triplet T1 (nécessite un retournement de spin), le retour a
I'état Sp donne la phosphorescence

- elle peut restituer 1'énergie par émission d'un photon, ce qui
correspond au phénomeéne de fluorescence

- elle peut transmettre son énergie a une autre molécule

- elle peut subir une réaction photochimique.
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Figure 9 : Schéma des transitions électroniques d'une molécule organique

(Jablonsky, 1961)
C.l:
ClsS.:

Conversion Interne
Conversion Inter-Systéeme

: transitions radiatives
: transitions non radiatives

Les molécules présentant des propriétés de fluorescence possédent en
général un systéeme d'électrons 7 délocalisables, conférant a la molécule une

configuration plane.

Ces molécules sont caractérisées par :

- une absorbance molaire (€) reliée a la probabilité de transition
électronique. Les transitions présentant une forte probabilité
auront une absorbance molaire élevée (€ = 104 4 105 M-1.cm-1)
alors que celles qui sont peu probables se traduiront par une faible

absorbance molaire

- un rendement quantique de fluorescence (®) qui correspond au
rapport entre le nombre de photons émis et absorbés
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- une durée de vie de fluorescence (T) qui reflete la durée moyenne
de 1'état singulet excité

- un effet Stokes correspondant a la différence entre la longueur
d'onde d'émission et d'excitation (A ¢m >A exc & cause de la perte
d'énergie a 1'émission).

11.2.1, Introduction

Apreés la description des principes fondamentaux de la polarisation de
fluorescence établis par Perrin (Perrin, 1926), cette technique a été appliquée
aux systémes biologiques par Weber (Weber, 1953 ; Weber et Teale, 1957),
puis a la réaction antigéne - anticorps par Dandliker & partir de 1961
(Dandliker et Feigen, 1961 ; Dandliker et coll., 1964).

Le principe et l'application de la polarisation de fluorescence ainsi que les
immunodosages développés par cette technique ont fait 1'objet de nombreux
travaux (Chen et Bowman, 1965 ; Tengerdy, 1967 ; Jolley, 1981 ;
Haidukewych, 1986 ; Gutierrez et coll., 1989 ; Urios et Cittanova, 1990). Il ne
sera fait ici qu'un bref rappel du principe.

1.2.2 larisati r

La lumiére est constituée d'ondes électromagnétiques correspondant a
l'association d'un vecteur champ électrique et d'un vecteur
électromagnétique. Un ensemble de molécules fluorescentes identiques
orientées de la méme fagon est excité par une onde polarisée verticalement.
La fluorescence est observée dans une direction perpendiculaire aux
vecteurs champ électrique et champ magnétique (figure 10). La probabilité
maximale d'excitation de ces molécules dépend de leur orientation par
rapport a la verticale. Il y a intensité maximale d'absorption lorsque les
moments de transition d'absorption et la moments de transition d'émission
sont paralleles.

Ce phénomene est identique pour la probabilité d'émission de fluorescence.
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Pendant leur durée de vie, les molécules excitées peuvent ou non se
réorienter. Selon la nature de la substance et selon la cohésion du milieu, il y
aura une émission plus ou moins anisotrope définie par :

- le degré de polarisation p mesuré par l'intensité de lumieére polarisée
verticalement (ou I //) et horizontalement (ou I.L) & la direction du
vecteur champ électrique de 1'onde d'excitation

_I/-11
P14+ 1L

- l'anisotropie r

_ 1/-11L _3r
T=1/+2lL 2V°P=9 ¢

EXCITATION
POLARISEE
MARQUEUR
g
Réorientation par
mouvements browniens
1/ ‘
Il

OBSERVATION DE L'ANISOTROPIE
DE FLUORESCENCE

Figure 10 : Représentation schématique du processus de polarisation ou
d'anisotropie de la fluorescence émise




4

Le degré de polarisation et 1'anisotropie varient en fonction de la durée de vie
de fluorescence des molécules T et du temps de relaxation rotationnelle p
correspondant au temps que met la molécule pour tourner sur elle-méme

d'un angle 0 avec cos 0 = % soit approximativement 68,5°.

L'équation de Perrin décrit les variations de l'anisotropie de fluorescence en

fonction de ces parametres T et p pour une molécule sphérique excitée en
To

T
1+§—

p

ro correspond a l'anisotropie limite en l'absence de mouvements browniens.

continue par une lumiére polarisée : r =

Pour une durée de vie constante, l'anisotropie sera dépendante de p qui est
fonction de la taille de la molécule (volume moléculaire, V), de la

température (T) et de la viscosité (1) du milieu : p = 3—%%7, R étant la

constante des gaz parfaits.

L'expression de l'anisotropie devient alors : -1;,9 =1+ ?il TVT
- 1_1_ .1 1 RTz
et p s'exprime également par : = Do + ( P " 3 ) vV D

Po = polarisation limite de fluorescence.

Pour un ensemble de molécules orientées au hasard et ayant leur vecteur de
moment de transition d'absorption et d'émission paralleles, la valeur
maximale de polarisation est de 0,5 si aucun réarrangement brownien
n'intervient. Ainsi la valeur de la polarisation de fluorescence des molécules
subissant des mouvements browniens rotationnels (cas le plus courant) est
comprise entre 0 et 0,5 (soit une anisotropie comprise entre 0 et 0,4).

En mesurant expérimentalement la variation de 1/p ou 1/r en fonction de
T/m, il est possible de déterminer le volume moléculaire hydrodynamique V.
Cette situation précédemment décrite pour une population homogene de
molécules sphériques, se rencontre rarement en pratique, les molécules
seront mieux représentées par des ellipsoides dont l'excentricité représente
T'asymétrie de la molécule.




1.2.3. Princi 'un_immun r polarisation T

(FPIA)

La possibilité de réaliser un immunodosage repose directement sur
I'équation (1) précédemment décrite : le degré d'anisotropie ou de
polarisation est lié aux mouvements de rotation de la molécule fluorescente
présents entre le temps de l'excitation et de 1'émission.

Une molécule avec un faible volume moléculaire, excitée par une lumiere
polarisée aura un temps de relaxation rotationnel bien inférieur a la durée
de vie de fluorescence. L'anisotropie de fluorescence en résultant sera trés
faible, proche de 0.

Une molécule avec un grand volume moléculaire aura un temps de
relaxation rotationnel comparable a la durée de vie, augmentant
I'anisotropie de fluorescence.

Un dosage immunologique par polarisation de fluorescence est basé sur la
différence de volume moléculaire d'un hapténe marqué par une molécule
fluorescente (le traceur) libre en solution et lorsqu'il est lié & un anticorps de
volume moléculaire important.

La figure 11 représente le schéma réactionnel entre un Ac, un Ag libre et le
traceur. La formation du complexe traceur-Ac diminue les mouvements
browniens, augmente le volume moléculaire et ainsi la valeur d'anisotropie
de fluorescence. Un immunodosage par polarisation de fluorescence
s'effectue par une réaction de compétition pour les sites Ac entre la molécule
que l'on cherche a doser et le traceur fluorescent correspondant.
L'établissement d'une courbe d'étalonnage permet une estimation
quantitative de I'analyte a doser.

Cette technique est dans la plupart des cas simple de mise en oeuvre, rapide
et précise. Elle combine la rapidité et les avantages d'une méthode
homogene. Elle ne nécessite pas de séparation du complexe Ag-Ac et de 1'Ag
~ libre avant la mesure puisque le signal est directement proportionnel au
taux de traceur lié a I'anticorps. La spécificité de la technique est due aux
anticorps.
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ANTICORPS  MOLECULE A DOSER [] AUGMENTATION DU
TRACEUR SIGNAL D'ANISOTROPIE

Figure 11 : Principe d'un immunodosage par polarisation de fluorescence

Ainsi, les problémes associés a 1'utilisation de la chromatographie ou des
méthodes enzymatiques ou isotopiques peuvent étre éliminés.

Cette technique présente un intérét certain pour le dosage d'Ag de faible
masse moléculaire (< 2.104) tels que les hapténes car la modification des
mouvements browniens d'un Ag de haute masse moléculaire se liant & un
Ac est bien plus faible que celle observée pour les petites molécules.

De nombreux dosages ont été développés ces derniéres années avec une forte
implication dans le milieu biologique, la société Abbott ayant commercialisé
diverses applications sur des appareils a informatique fermée (TDX, IMX)
ce qui a contribué a la rapide expansion de cette technique.

Les domaines concernés par ces dosages touchent les médicaments, les
stupéfiants, les hormones- et certaines enzymes. Cependant les
médicaments restent la classe prédominante, leur faible masse moléculaire
ainsi que le domaine de concentration circulante étant en faveur de
I'application de cette technique.
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11.2.4.1. Médicaments

Le suivi de traitements a faible marge thérapeutique est devenu un domaine
ou les dosages par polarisation de fluorescence ont été rapidement
appliqués. Les classes thérapeutiques concernées sont :

- les médicaments anticonvulsivants (phénobarbital, phénytoine,
valproate de sodium)

- les antibiotiques (aminoglycosides, glycopeptides)

- les glycosides cardiaques (digoxine, digitoxine)

-les médicaments anti-arythmiques (lidocaine, procainamide,
quinidine, disopyramide)

- les anti-asthmatiques (théophylline), les analgésiques (aspirine,
paracétamol), les antinéoplasiques (méthotrexate), les immuno-
supresseurs (ciclosporine), les antidépresseurs tricycliques
(imipramine, nortriptyline).

11.2.4.2. Stupéfiants

La méthode de détermination differe de celle des autres médicaments car le
fluide biologique concerné est plutét 1'urine que le sang, 'approche étant
qualitative plutot que quantitative. Le spectre de détermination est également
plus large que pour les médicaments.

Les molécules concernées regroupent les barbituriques, la cocaine ou son
métabolite (benzoylecgonine), les amphétamines, 1'acide lysergique
diéthylamide (LSD), les benzodiazépines et les opiacés.

11.2.4.3. Hormones

Les dosages par polarisation de fluorescence ont été développés pour la
détermination de la thyroxine (T4) sérique, de I'hydrocortisone sérique et
salivaire ainsi que des stéroides et de l'insuline.




11.2.4.4. Autres domaines d'application

Un dosage de l'amylase dans le sérum ou les urines a été développé. Cette
enzyme catalyse 1'hydrolyse d'un substrat : l'amylose marqué par la
fluorescéine. '

Il en résulte un diminution de la valeur de polarisation du fait de
l'augmentation de la rotation du fragment d'amylose restant. Ce principe
d'application de la polarisation de fluorescence concerne peu de molécules.

Des dosages ont également été proposés pour différentes molécules :
- la bioptérine et la néoptérine (coenzyme de la 3-amino-acide
hydroxylase) (Sawada et coll., 1985)
- la cotinine (métabolite de la nicotine) (Hansel et coll., 1986)
- le paraquat (herbicide) (Colbert et coll., 1988).

Le tableau VI regroupe les différentes caractéristiques des principaux
dosage par polarisation de fluorescence développés ou commercialisés.
Malgré l'importance de l'application de la polarisation de fluorescence aux
immunodosages en suivi thérapeutique ou dans les analyses cliniques, il
apparait que cette technique pourrait étre étendue a d'autres domaines tels
que l'environnement et l'analyse alimentaire grace a la spécificité de
discrimination entre l'antigéne libre et marqué sans étape de séparation de
ces formes.




TABLEAU VI
IMMUNODOSAGES DEVELOPPES PAR POLARISATION DE FLUORESCENCE

Molécule Marqueur Appareilde Concentration Durée Domaine de Référence
(Mr) (A exd/A ém) mesure du marqueur d'incubation/  dosage
température (mg/L)
Acide valproique fluorescéine TDX - - 0,7 - 150 Haidukewych,
(144) 485/525 kit ABBOTT 1985
Acide vanillylmandélique fluorescéine  adaptation du 1.10-"M - 0,3-200 Mellor et
(198) - TDX Gallacher, 1990
Astromicine fluorescéine TDX - - 0,625-50 Uematsu et coll.,
(405) 485/525 kit ABBOTT 1988
: Pourfarzaneh et
Cortisol fluorescéine SL.M4000 2,710°M  30min/25°C 0,007-0,4  coll., 1980
(362) - (Aminco) Al Ansari et coll.,
1983
Cotinine LS2B Hansel et coll.,
(220) fluorescéine (Perkin 1.10-8M 30 min / 25 °C 0,1-8 1986
- Elmer)
Ciclosporine fluorescéine TDX - - 0,01-1 Pesce et coll., 1990
(1200) - kit ABBOTT




TABLEAU VI (suite)

Kanamycine acide 2-naphtol MPF2A 5.10-6 M 20 min/ 30 °C 5-30 O'Neal et
(484) 6-sulfonique (Perkin Schulman, 1984
330/437 Elmer)
LSD fluorescéine (Perkin 7.10-12M 15min/25°C 0,005-0,040 Hubbard et coll,,
(268) 470-520 Elmer) 1983
modéle 2000
Méthamphétamine fluorescéine 1.S20 1.108 M 30 min/ 25 °C 0,3-20 Eremin et coll,,
(150) - (Perkin 1988
Elmer)
Morphine fluorescéine LS2 1.108M 60 min/ 25 °C 0,35-46  Colbert et coll,,
(285) - (Perkin 1988
Elmer)
Pentobarbital fluorescéine TDX - 2,5-50 Earl et coll., 1991
(226) 485/525 kit ABBOTT
Phénytoine acide 2-naphtol MPF2A 7,5.10"M 20 min/ 30 °C 5-20 O'Neal et
(252) 8-sulfonique (Perkin Schulman, 1984
337/480 Elmer)
Théophylline ombelliférone SLM8000 1,3.108 M 5min/ - 10-40 Li et coll., 1981
(180) 400/450 (Aminco)
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1.3.1. Influen lar ion _antigéne-anticor -

L'intérét d'un immunodosage par polarisation de fluorescence réside
principalement dans le fait qu'il peut étre réalisé sans étape de séparation
des formes liées 4 1'Ac et des formes libres.

Cependant différentes conditions doivent étre réunies :

- la fixation de I'hapténe fluorescent a 1'Ac doit entrainer une
diminution des mouvements browniens rotationnels du
marqueur afin d'observer une augmentation du signal
d'anisotropie de fluorescence

- pour qu'il y ait une réaction de compétition entre l'analyte a
doser et l'analyte marqué, le couplage de la molécule

fluorescente ne doit pas modifier de facon trop importante la

constante d'affinité de 1'Ac (Ka = ((ﬁg)- ?Ac():) )

- il ne doit pas étre observé d'encombrement stérique lié au
marquage génant la reconnaissance des sites antigéniques

- le marquage ne doit pas modifier la structure chimique des
sites antigéniques entrainant wune incapacité de
reconnaissance de l'anticorps.

Les modéles mathématiques développés par Ekins (1974) dans le cadre
d'immunodosages de type compétitif en RIA ont montré qu'un rapport des
constantes d'affinité pour l'analyte marqué (Ka*) et pour l'analyte "froid"
(Ka) qui differe de 1 entraine une forte modification de la concentration

*
minimale détectable : pour Iéa = 10-2 ou 102 la concentration minimale

détectable varie de 2,8 a 20 ng/ml pour le dosage de l'insuline.




Les modeles mathématiques concernant les immunodosages envisagés par
Berson et Yallow (1968) puis par Ekins (1974) ont été adaptés a la polarisation
de fluorescence par Dandliker (Dandliker et coll., 1973) a la seule différence
qu'il fait apparaitre dans les équations la concentration du traceur et de 'Ag
ou de l'hapténe non marqué.

L'approche générale pour interpréter les résultats obtenus par polarisation
de fluorescence est basée sur le méme principe que les autres types de
dosages immunologiques :

Ag + Ac <----> (Ag-Ac)

L'antigéne est présent sous sa forme fluorescente F ou non fluorescente N.
Les concentrations molaires Fb du conjugué fluorescent sous sa forme liée
(b) ou Ff sous sa forme libre (f) est reliée a la polarisation p par I'équation :

Fb _Qf p-pf
Fszbpr'P (2)

ou Q est la fluorescence molaire (intensité de fluorescence divisée par la
concentration en marqueur)

Q et p doivent étre déterminés pour la forme libre (Qf et pf) et pour la forme
totalement liée (Qb et pb) du traceur ce qui permet a Qf, Qb, pf, pb

d'apparaitre comme des constantes dans 1'équation (2). Le rapport I-;:bf étant

déterminé, il est possible d'extraire la valeur de Fb en I'absence d'antigéne

froid sachant que Ft = Fb + Ff. La représentation de Scatchard (% en

fonction de Fb) permet de calculer expérimentalement les parametres de la
réaction : la constante d'affinité de 'anticorps pour le marqueur ainsi que la
concentration en sites anticorps.

- Pour simplifier le modele faisant intervenir la constante d'affinité des
anticorps, Dandliker et de Saussure (1970) posent comme condition
I'uniformité des sites anticorps. Ceci permet de définir une constante Ky
correspondant a la moyenne des constantes d'affinité ainsi qu'un coefficient
d'hétérogénéité a.




La loi d'action de masse peut étre exprimée ainsi :

1
1gFf=;§x1g{FbmaxF_be_Nb]-ngaF @

et

1 N
lng=5—ﬁxlg[FbmaX_be_Nb]-ngaN @

ol Fpmax @ concentration en sites de liaison sur le récepteur

F : symbole pour le marqueur
N : symbole pour 'analyte non marqusé.
K3 : constante d'affinité

Les équations (2), (3), (4) permettent de déduire l'influence du marquage sur
le comportement de 1'équilibre de la réaction. La figure 12, reproduite de
Dandliker et de Saussure (1970), montre la représentation théorique de la
variation de la polarisation de fluorescence en fonction de la concentration
totale en antigéne, et ce pour des valeurs imposées des différentes
constantes.

Cette figure montre que la sensibilité (elle sera maximale pour une pente
maximale) est affectée par le marquage de l'antigéne, la pente de la courbe
diminuant quand Ka est diminué.
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Figure 12 : Influence du marquage de l'antigéne sur la courbe de
compétition par polarisation de fluorescence (d'aprés
Dandliker et De Saussure, 1970)
—: antigéne marqué uniquement , Ky = 2.108 M-1
antigéne marqué et "froid” en rapport 1:1 :
------ : Kyp=2108 M-1, K, py = 4.108 M-1
...... cKap=2108 M-1, K, py= 8.108 M-1

Plus récemment, a été développée par ces mémes auteurs
(Dandliker et coll., 1973) l'expression de la variation de la polarisation en
fonction des parameétres du dosage, dans le but d'optimiser les
concentrations des espéces présentes lors de la mise au point du dosage.
Cette équation spécifie la concentration en anticorps et en antigéne marqué
qui doivent étre utilisées pour obtenir une sensibilité maximale. La
concentration minimale en marqueur apparait comme un facteur
déterminant. Néanmoins ce facteur dépend sur le plan pratique de la
méthode de détection et de l'instrumentation.

Ces recherches montrent que la sensibilité est altérée quand le marquage
affecte la réactivité immunochimique (figure 13), cependant le cas extréme
choisi met en jeu une constante d'affinité équivalente & 10 % de la constante
d'affinité pour I'hapténe froid.
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Figure 13 : Courbes théoriques d'immunodosages par polarisation de
fluorescence (d'aprés Dandliker et coll., 1973)

Les conditions sont fixées pouf que la meilleure sensibilité soit obtenue pour

une concentration minimale en hapténe & doser (W).

Les paramétres sont :
KN = Ko = 5.1010 M-I pour la courbe supérieure

KaN = 5.1010 et KqF = 5.109 M-1 pour la courbe inférieure

I1 apparait que seule une maitrise compléte de tous les parametres du
dosage : quantité minimale de marqueur mesurable de fagon reproductible,
constante d'affinité conservée, variation du signal de polarisation la plus
grande possible entre la forme liée et libre, permettra d'atteindre le domaine
de concentration imposé pour le dosage de thromboxane Bg dans notre étude.
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I1.3.2.1. Choix du marqueur fluorescent

Les marqueurs pouvant étre utilisés en polarisation de fluorescence doivent
présenter des caractéristiques physico-chimiques bien définies.

Afin d'obtenir un immunodosage ayant la plus petite limite de détection
possible, le marqueur fluorescent doit avoir une absorbance molaire élevée
(>30000) ainsi qu'un rendement quantique le plus proche possible de 1.

La durée de vie du phénomeéne de fluorescence doit étre supérieure au temps
de relaxation rotationnelle pour pouvoir observer une modification de
I'anisotropie lors de l'augmentation du temps de relaxation rotationnelle.
Cette durée de vie doit &tre supérieure a la nanoseconde.

Un effet Stokes le plus important possible permet une discrimination entre
une fluorescence endogéne du milieu et la fluorescence du marqueur.

La longueur d'onde d'excitation du marqueur doit s'éloigner du domaine
des ultraviolets afin d'éviter la fluorescence endogéne de certaines protéines
plasmatiques.

Le probleme majeur rencontré en FPIA pour le dosage des échantillons
biologiques, et plus particuliérement sur le plasma est la sensibilité qui est
limitée par la fluorescence de l'échantillon a analyser. L'émission de
fluorescence naturelle d'un plasma se situe vers 520 nm, due en grande
partie a la bilirubine (Agxc = 460 nm, Agm = 520 nm). De fortes concentrations
en bilirubine augmentent considérablement le bruit de fond lors de
l'utilisation de certains marqueurs.

Une attention toute particuliére devra étre portée pour les dosages utilisant
la fluorescéine comme marqueur (Aexe = 495 nm, A¢gm = 520 nm), cette
derniére étant cependant le fluorophore le plus utilisé dans les dosages par
polarisation de fluorescence. Dans le cas ou la concentration en analyte est
élevée, une simple dilution du milieu permet de s'affranchir de ces
interférences.

Un autre facteur important intervenant dans le choix du marqueur
fluorescent est sa stabilité photochimique : 1a molécule ne doit pas subir de
modifications spectrales durant 1'analyse.
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I1.3.2.2. Marqueurs utilisés dans les immunodosages par polarisation de
fluorescence

Malgré la multiplicité des marqueurs utilisés tant en fluorescence qu'en
polarisation de fluorescence, peu ont réellement été employés dans les
immunodosages par polarisation de fluorescence.

Les caractéristiques spectrales des marqueurs utilisés dans les
immunodosages sont rassemblées dans le tableau VII. La molécule 1a plus
couramment employée est la fluorescéine.

TABLEAU VII
CARACTERISTIQUES SPECTRALES DES PRINCIPAUX MARQUEURS
UTILISES DANS LES IMMUNODOSAGES PAR POLARISATION DE

FLUORESCENCE
Molécule Aexc A ém  Effet £ T(ns) ¢ Absorbance
(nm) (nm) Stokes (M-l.cm-1) modifiée
par
Fluorescéine 495 520 25 7.104 45 085 pH
Rhodamine 550 585 35 5.104 3,0 0,70 -
Ombelliférone 380 450 70 2.104 5,6 - pH
Lucifer 430 520 0 1,2.104 - 063 solvant
Yellow
Acide
2-naphtol 330 437 107 2,9.104 - 0,30 -
6-sulfonique
Acide
2-naphtol 337 480 143 5100 - 0,30 -

8-sulfonique

Seule la rhodamine (d'aprés Dandliker et coll., 1981) permet de s'affranchir
des problemes liés a la fluorescence des milieux biologiques tout en
conservant des propriétés spectrales intéressantes.
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Cependant cette molécule présente des difficultés d'emploi en milieu

aqueux : elle a tendance a s'agréger, probablement & cause de liaisons
hydrophobes.

La fluorescéine reste le marqueur le plus intéressant pour le développement
d'un immunodosage par polarisation de fluorescence. Elle présente les
meilleures caractéristiques spectrales requises pour la détermination de
faibles concentrations en analyte telles que les éicosanoides.

La nécessité de maitriser parfaitement ce fluorophore tant au niveau de sa
réponse spectrale que chimique a nécessité une étude bibliographique qui
permet de comprendre la complexité de son comportement.
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H I1l. La fluorescéine l]

La fluorescéine (figure 14) peut étre considérée comme étant le premier
marqueur utilisé couramment en hydrologie (Feuerstein et Selleck, 1963).
Depuis, de nombreuses applications ont été envisagées en utilisant cette
molécule du fait de ses caractéristiques spectrales :

- rendement quantique élevé

- longueur d'onde maximale d'absorption se situant dans le
domaine du visible évitant les interférences liées a la fluorescence
endogéne de certaines biomolécules

- absorbance molaire élevée

- sensibilité au pH.

La fluorescéine est utilisée dans 'aide au diagnostic en médecine (Selan et
coll., 1985) et principalement en ophtalmologie (Joondeph et Tessler, 1991).
En cytologie, elle peut étre utilisée sous sa forme non modifiée en tant que
marqueur de cellules (Babcock et Kramp, 1983). Sous la forme d'esters, elle
est hydrolysée en fluorescéine libre par les enzymes intracellulaires
(Thomas et coll., 1979) ou par photoactivation (Krafft et coll., 1988).

La fluorescéine en tant qu'hapténe est employée dans 1'étude des systémes
cellulaires ou des protéines solubles (Voss, 1984 ; Koller, 1991 ;
Irth et coll., 1993).

Figure 14 : Structure chimique de la fluorescéine




Les domaines d'application de la fluorescéine concernent tant la
photophysique (Ullman et Khanna, 1981) que la biochimie (Waldron et
coll., 1990).

Cependant la plupart des recherches nécessitent une modification de la
structure de la fluorescéine a des fins de fonctionnalisation : il est alors
nécessaire de lui greffer un groupement réactif pouvant servir dans les
réactions de couplage a des analytes variés.

Le marqueur le plus courant est l'isothiocyanate de fluorescéine (FITC,
isomére I ou II) utilisé dans le marquage des fonctions amines primaires,
que ce soit en polarisation de fluorescence (Hemmild, 1985), en
chromatographie (Van den Beld et coll., 1988) ou dans 1'étude des protéines
(Koller, 1991).

Les autres marqueurs issus de la fluorescéine sont décrits dans le tableau
VIII. Les fluorescéines pouvant étre impliquées dans le marquage de la
fonction carboxylique seront exposées ultérieurement.




TABLEAU VIII
MARQUEURS DERIVANT DE LA FLUORESCEINE COURAMMENT
UTILISES DANS LES APPLICATIONS BIOLOGIQUES
Fluorescéine :

R3 R4

Groupement chimique Nom Applications Références
RiouRg: -N=C=S FITC marquage de la Koller, 1991
isothiocyanate de fonction amine Coons et coll.,
fluorescéine 1942
Ri:
| DTAF ' .a'lter'native a Blgkeslee et
NH dichlorotriazinyl- Tutilisation de FITC Baines, 1976
N%N aminofluorescéine
k I
Cl N*CI
FMA quantification des

R3 ou Ry: CH3COOHg -  acétate mercurique groupements SH et des  Shipchandler et
de fluorescéine ponts disulfures coll., 1986
IAF
R1:- NHCOCH2lI iodoacétamido- marquage des SH Gorman, 1987
fluorescéine
RiouRg:- COOH carboxy- étude de la stabilité des Lu Steffes et coll.,
fluorescéine liposomes 1982
Kramer et
esters diacétyl ou action des estérases Guilbaut, 1964
dibutyryl cellulaires Bronner et
: Fraser, 1986
AcO O OAc . . . .
O O diacétyldihydro- estérificationde la Luo et Xie, 1987
fluorescéine dihydroartémisine

0 COOH




111.2.1. Propriétés physico-chimiques

La fluorescéine, comme l'éosine, sont des molécules connues depuis
longtemps pour leurs propriétés colorantes et, a ce titre, de nombreuses
études concernant la structure de ces molécules sont anciennes.

Plusieurs structures ont été proposées par différents auteurs sans qu'une
preuve décisive ait été apportée en faveur de 1'une d'elle (Orndorff et
Hemmer, 1927 ; Davies et Jones, 1954 ; Zanker et Peter, 1958 ; Lindqvist,
1960 ; Sklyar et Mikhailov, 1966 ; Martin et Lindqvist, 1975). Or la
connaissance de cette structure est fondamentale pour l'interprétation de
certaines propriétés physiques, telles que le spectre d'absorption dans le
visible ou le spectre de fluorescence et la réactivité chimique en analyse
(formation de complexes moléculaires par exemple).

De récents travaux ont cependant permis d'élucider certains problémes
analytiques liés aux conditions expérimentales des précédentes études
(Diehl et Markuszewski, 1985).

Ils ont permis d'aboutir & l'isolement de trois formes solides de la
fluorescéine (figure 15) dont une n'est obtenue qu'en milieu non polaire :

- la structure lactone, forme incolore, isolée récemment & 1'état
solide aprés une étape de lyophilisation dans le dioxanne

- la structure zwitterion qui correspondrait a la forme jaune de la
fluorescéine moléculaire

- - la structure p-quinone associée a la forme rouge. Les spectres de
masse de la fluorescéine rouge et jaune sont identiques, la forme
jaune étant convertie en forme rouge par chauffage.

Ces trois formes ont été identifiées par diffraction des rayons X et les
structures ont pu &tre attribuées principalement grace a la spectrométrie
infra-rouge (Markuszewski et Diehl, 1980).




Structure lactone Structure p-quinone
forme incolore forme rouge

N /
-
O co0®

Structure zwitterion
forme jaune

Figure 15 : Différentes structures proposées pour la fluorescéine
(d'apres Diehl et Markuszewski, 1985)

I11.2.1.1. Solubilité de la fluorescéine

En milieu aqueux, il n'a été mis en évidence qu'une forme unique de
fluorescéine : la structure zwitterion avec une charge positive se distribuant
sur le cycle comportant 1'oxygéne (Diehl et Markuszewski, 1985 ; Diehl et
coll., 1986). Mais il n'en est pas de méme dans d'autres solvants.

Pour les différents marqueurs issus de la fluorescéine, la solubilité est
fonction des substituants qu'elle porte, ce qui nécessite souvent 1'utilisation
de solvants tels que le DMF ou le DMSO.

L'étude du comportement de la fluorescéine en solution aqueuse tamponnée
a permis de montrer que sa structure était fonction du pH. Les structures
correspondent aux formes FH3*, FHg, FH", F2- représentées sur la figure 16
(Diehl et Markuszewski, 1985 ; Diehl et coll., 1986).




F2- FH"

Figure 16 : Différentes étapes de la transformation acide-base de la
fluorescéine

La fluorescéine est caractérisée par 3 constantes de dissociation acido-
basiques. En désignant la forme non chargée de la fluorescéine par FH9, il
est possible de définir les constantes d'acidité respectives correspondant aux
équilibres suivant :

FH3* H* + FHa Kar o EHFHD)
(FH3*)

FHo H* + FH- (H*)FH)
Kaz =(FHo)
. 2- +YR2-
Fit HY +F Kag - HDE)

-~ (FH)
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La présence de ces différentes formes influe fortement sur les propriétés
spectrales. Selon les auteurs les pKa des groupements ionisables de ces
formes different en fonction des milieux utilisés :

pKa FH3t pKa FHg pKa FH-
Zanker et Peter, 1958
mélange H20O/dioxanne 1,95 5,05 7,00
Martin et Lindqvist, 1975
H20, force ionique 2,20 440 6,70
de 0,01
Vig, 1967
H20, force ionique de 1 2,25 5,10 7,10
Diehl et Horchak-Morris, 1987
H20, force ionique de 0,1 2,18 4,40 6,36

1I1.2.1.2. Stabilité de la fluorescéine en solution aqueuse

L'analyse de faibles quantités de fluorescéine ou de ses dérivés requiert des
précautions supplémentaires pour éviter I'adsorption de la fluorescéine sur
des surfaces en verre. La fluorescéine, ainsi que les composants qui ont une
forte capacité de liaison hydrogéne, s'adsorbent fortement sur la silice, il en
résulte une diminution de la concentration dans l'échantillon ainsi que la
possibilité d'effet mémoire durant un processus chromatographique (Van
Den Beld et coll., 1988).

La résistance a la photolyse de la fluorescéine a également fait l'objet
d'études : une solution de fluorescéine exposée a la lumiere voit rapidement
son absorbance diminuer alors que cette méme solution protégée de la
lumigre reste stable. Une exposition & une lampe fluorescente de 80 W
diminue l'absorbance de 20 % en 6 jours, 35 % en 10 jours et 54 % en 6
semaines,
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La disparition de l'absorbance aux longueurs d'ondes maximales
d'absorption indique une destruction générale de la molécule (Diehl et
Horchak-Morris, 1987). Le suivi de 1'évolution de 1'absorption de la molécule
de fluorescéine est un bon indicateur de sa stabilité ainsi que celle de ses
dérivés.

Cependant de nombreux auteurs n'ont pas observé de photodégradation ou
du moins de fagon insignifiante, dans des conditions habituelles de détection
par fluorescence (Blakeslee et Baines, 1976 ; Soini et Hemmild, 1979 ;
Gutierrez et coll., 1989)

I11.2.2, Propriété ral la fluor in

Alors que le pH d'une solution de fluorescéine influe fortement sur son
comportement chimique, il en est de méme pour ses caractéristiques
spectrales. Une modification de la structure de la fluorescéine par
I'incorporation de différents substituants influe également de facon
importante sur le rendement quantique de la molécule.

I11.2.2.1. Evolution de l'absorption

Seule la forme FH3+ parait associée & une unique bande d'absorption a
437 nm. Les bandes d'absorption des 3 autres espéces (FH2, FH-, F2-) se
recouvrent non seulement entre elles mais également avec la bande a 437
nm. Les travaux actuels n'ont pas permis d'identifier les longueurs d'onde
précises pour chaque forme.

Récemment Diehl et Horchak-Morris (1987) ont attribué des bandes
d'absorption maximales en fonction du pH de la solution aqueuse :

-apH 1, Amax = 437 nm (€ = 47150 M-1.cm-1)

- 4 pH 4,8 deux maxima sont présents 4 455 nm (€ = 24180 M-l.cm'1)
et 4 475 nm (€ = 24055 M-l.cm-1)

- 2 pH > 8 une bande unique 4 490 nm (€ = 77440 M-1.cm-1 4 pH 8,25)
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En augmentant le pH, il y a déplacement de la longueur d'onde maximale
d'absorption vers les longueurs d'onde élevées avec une augmentation de
I'absorbance molaire (effets batochrome et hyperchrome).

Il est & noter que les solutions concentrées de fluorescéine (>10 mM) sont
fortement sujettes a l'inhibition de fluorescence, une perte de linéarité est
observée dans les mesures d'absorbance ou de fluorescence (Entwistle et
Noble, 1992).

111.2.2.2. Evolution de la fluorescence

L'évolution de la fluorescence en fonction du pH est identique a celle de
I'absorption (Diehl et Markuszewski, 1989). La figure 17 montre 1'évolution
de l'intensité relative de fluorescence : a partir de pH 7,5, I'intensité atteint
un plateau maximal.

Ce parametre est déterminant quant au choix du pH des solutions & doser.
L'utilisation de solutions tampons est requise tant en absorption qu'en
fluorescence ou en polarisation de fluorescence afin d'obtenir un maximum
d'intensité du signal mesuré ainsi qu'une meilleure reproductibilité.
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Figure 17 : Fluorescence relative normalisée de la fluorescéine en fonction
du pH (d'apreés Diehl et Markuszewski, 1989)
Solution 6.10-6 M de fluorescéine, force ionique = 0,1
Excitation a 489 nm, émission a 516 nm
A,B,C,D représentent les fractions de fluorescéine présentent
sous les formes FH3t+: FHo, FH-, F2- respectivement.

Les fluorophores ayant des groupements ionisables ont leur durée de vie de
fluorescence également modifiée par le pH. En milieu acide sulfurique
concentré (10 M), la durée de vie de la fluorescéine est de 3,5 nsec. Elle
diminue pour des solutions moins concentrées pour atteindre une valeur
constante entre pH 0 et 4. Pour des valeurs de pH supérieures, la durée de
vie réaugmente (Martin et Lindqvist, 1975).

Le rendement quantique de fluorescence varie également. La figure 18
montre son évolution en fonction du pH. A partir de pH 7, le rendement
quantique atteint un palier maximal. C'est donc & partir de cette valeur de
pH que la fluorescéine présente tous les intéréts requis dans un dosage par
fluorescence.
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Figure 18 : Evolution du rendement quantique de fluorescence de la
fluorescéine en fonction du pH (d'aprées Martin et
Lindqvist, 1975)
Excitation ¢ 437 nm pour pH< 4 et @ 490 nm pour pH>4

Les données spectrales obtenues par différents auteurs pour la fluorescéine
et ses principaux dérivés sont décrites dans le tableau IX.




TABLEAU IX
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CARACTERISTIQUES SPECTRALES DE LA FLUORESCEINE
ET DE SES PRINCIPAUX DERIVES

Molécule Rendement Durée de vie Conditions Références
quantique ® (nsec) opératoires
solution
Fluorescéine environ 0,9 environ 5 nsec aqueuse Smith et coll.,,
alcaline 1981
Fluorescéine 0,85 45 - Hemmils, 1985
Fluorescéine 0,87 - tampon Ullman et
phosphate, Khanna, 1981
0,1MpHS8
Fluorescéine 0,65 - HoOpH7 Weber et Teale,
0,92 - NaOH 0,1 N 1958
Fluorescéine - 4,5 NaOHO0,1N Dandliker et
coll., 1973
Fluorescéine - 3,5 HoSO4 10 M Martin et
- 3,15 HoS045M Lindqvist, 1975
Fluorescéine 0,85 - tampon Munkholm et
FITC 0,76 - phosphate coll., 1990
fluorescéine 0,015 - 0,1MpH75
amine
FITC (liée a 0,85 45 - Soini et
une protéine) Hemmild, 1979
fluorescence
relative
Fluorescéine 100 - tampon borate Blakeslee et
FITC 45 - 0,1MpH?Y9 Baines, 1976

FITC : isothiocyanate de fluorescéine (isomere I)




Du fait de leur faible nucléophilie, les acides carboxyliques sont difficilement
modifiés par des marqueurs en milieu aqueux. La plupart des réactions

s'effectuent en milieu organique.

Jusqu'a présent, seules les réactions d'estérification étaient principalement
appliquées aux acides carboxyliques du fait de la rapidité de la cinétique.
La 5 -(ou 6) bromométhyl fluorescéine (tableau X) est décrite comme réactif
de dérivation des acides carboxyliques, cependant les esters obtenus restent
instables en milieu aqueux.

Il est apparu nécessaire de s'intéresser aux fluorescéines ayant un
groupement aminé pouvant é&tre impliqué dans wune réaction
d'amidification.

La commercialisation de telles molécules est trés peu développée. Les
isomeres de la fluorescéine amine (tableau X) n'offrent pas de groupements
suffisamment réactifs pour la dérivation de faibles quantités d'éicosanoides
(Shipchandler et coll., 1987).

La fluorescéine-5 thiosemicarbazide, préconisée dans le marquage des
fonctions aldéhydes et cétones ne présente pas les caractéristiques requises
pour cette étude.

Plus complexe de mise en oeuvre que les réactions d'estérification, le choix
d'un couplage par amidification des éicosanoides releve du fait de la stabilité

de la liaison. Alors qu'un ester est trés sensible a 1'hydrolyse, 1'amide ne
présente pas d'hydrolyse dans des conditions normales de conservation. Ce
couplage laisse présager une meilleure stabilité du bioréactif a sec et en
milieu aqueux lors de 'immunodosage par polarisation de fluorescence. La
dégradation des carboxamides requiert en général la présence d'acide ou de
base concentrés ainsi qu'une température supérieure & 100 °C (Challis et
Challis, 1979).




TABLEAU X
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MOLECULES ISSUES DE LA FLUORESCEINE UTILISABLES DANS LA
DERIVATION DE LA FONCTION CARBOXYLE

Formule Nom Commercialisée
par

5 - bromométhyl Molecular

fluorescéine Probes
Fluorescéine amine Molecular
Isomeére I Probes ou

Aldrich
Fluorescéine amine Molecular
Isomeére 11 Probes ou

Aldrich

Fluorescéine-5

thiosemicarbazide Molecular

(F-5 TSC) Probes

NHSNHNH2
S
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Les méthodes de couplage entre acides carboxyliques et amines font 1'objet
d'un intérét constant tant en biochimie pour la synthése peptidique (Hudson,
1988) qu'en chimie, par exemple dans l'analyse des acides par
chromatographie (Toyo'oka et coll., 1991).

Les marqueurs fluorescents impliqués dans la dérivation des acides
carboxyliques peuvent étre divisés en deux groupes :

- ceux réagissant directement avec l'acide tels les composés
halogénométhyles aromatiques (par exemple : la 4-bromométhyl 7-methoxy
coumarine). Cependant ces dérivations sont peu sélectives (réaction avec
les phénols, thiols et imides) (Lingeman et coll., 1984)

- ceux ne pouvant étre greffés qu'aprés une activation de la fonction
carboxyle par différents réactifs de couplage. C'est cette deuxiéme
possibilité qui est & optimiser dans le cas du couplage d'un éicosanoide
avec la fluorescéine modifiée.

En général, 1'étape de formation du carboxamide requiert l'activation de la
fonction carboxyle par la formation de chlorure (Challis et Challis, 1979 ;
Ikeda et Kusaka, 1992) ou d'anhydride d'acides (Kita et coll., 1986).
Cependant ces méthodes ne sont pas envisageables pour la dérivation des
éicosanoides du fait des conditions opératoires drastiques et 1'étape de
purification nécessaire avant la réaction en présence de la molécule aminée.

Une autre possibilité consiste en l'activation de la fonction carboxyle par un
catalyseur, suivie de l'attaque nucléophile de 1'amine. Seule cette méthode
présente les caractérisitiques requises pour la dérivation des biomolécules a
fonction carboxyle et plus particuliérement pour le TxBg étant données les
conditions plus douces de réaction. De nombreux systéemes de catalyse sont
décrits, mais seuls les plus courants semblent pouvoir étre appliqués a cette
étude.

Il1 est 4 noter que certaines réactions d'amidification sont également
possibles par des enzymes telles que la thermolysine, la chymotrypsine et la
papaine (Adisson, 1988). Néanmoins, elles sont spécifiques de certains
acides aminés et les rendements ne sont pas toujours trés importants (30 %
en moyenne). Elles requiérent également des quantités importantes en




74

substrat (100 & 150 mmoles) puisqu'il faut déplacer le processus d'hydrolyse
dans le sens de la formation de la liaison peptidique.

La synthése d'amide est également décrite en utilisant un tamis moléculaire
de 4 A par chauffage & des températures supérieures a 140°C (Cossy et
Pale-Grosdemange, 1989). Il est évident que cette méthode ne peut étre
appliquée aux éicosanoides, malgré les bons rendements décrits (> 90 %).

Le choix de la procédure de couplage doit tenir compte de différents
parameétres étant donnée la nature des biomolécules engagées :

- le coiit de 1a molécule ne permet pas de l'utiliser en grande quantité pour la
dérivation (au maximum de l'ordre du mg), cette condition étant alors
limitante sur le rendement de la réaction

- le rendement de la dérivation doit étre cependant le plus grand possible et

ce pour la méme raison que précédemment

- une dérivation sans étape de purification intermédiaire est préférable au vu
des faibles quantités entrant en jeu

- le couplage doit se faire dans des conditions "douces" afin de ne pas altérer
la structure de la biomolécule.

Les principales classes de catalyseurs sont regroupées suivant leur
nature chimique :

- les sels de pyridinium

- les composés comprenant un atome de phosphore réactif

- les carbodiimides

- les catalyseurs ayant pour formule de base le benzotriazole
- les succinimides.

Les carbodiimides et les succinimides sont souvent associés lors des
réactions de couplage, ce qui augmente les rendements. Mais d'autres
"cocktails" sont également possibles.

Les principaux protocoles de dérivation sont regroupés dans le tableau XI.




TABLEAU X1
PRINCIPAUX PROTOCOLES D'AMIDIFICATION UTILISANT

DIFFERENTS CATALYSEURS
Acide Amine Catalyseur Solvant/agent Temps de Rendement Référence
de réaction moyen décrit
déprotonation
4 mmoles 4,4 mmoles DEPC 4,4 mmoles DMF/TEA 30 min a 0 °C 80 % Shioiri et
puis 1ha20 °C coll., 1976
1 mmole 1 mmole BEPT 1,1 mmoles CH3CN/MDPP 30 min & 20 °C 40 % Narita et
coll., 1989
10 nmoles 200 pug BMPI 0,3 pmole CH3CN + 30 min 4 20 °C 40/80 % Lingeman,
dipropylamine CH2Cl2/ TEA 1986
2,3 mmoles 2,3 mmoles DCC (2,3 mmmoles) = DMF/TEA 20ha25°C 20% =  Shipchandler
+ NHS (3,4 mmoles) avant et apres et coll., 1987
I'ajout de
l'amine
- - BOP (0,1 mmole) DMF - 85 % Hudson, 1988

MDPP : 9-méthyl-3,4-dihydro-2H-pyrido[1,2-a]pyrimidin-2-one

NHS : N-hydroxysuccinimide

TEA : triéthylamine

DEPC : diéthylcyanophosphonate

BMPI : iodure de bromométhylpyridinium

DCC : dicyclohexylcarbodiimide

BOP : benzotriazolyl-N-tris(diméthylamino)phosphonium hexafluorophosphateBMPI :
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Depuis l'expansion de la biologie moléculaire, de nombreux auteurs se sont
intéressés au couplage peptidique non seulement dans le but d'augmenter
les rendements de réaction mais également pour controler la stéréochimie.
Ces différentes méthodes de catalyse sont adaptables au couplage de
I'éicosanoide avec un marqueur fluorescent porteur d'une fonction amine.

IIL5.1, I 15 d idini

Les sels de pyridinium tels que l'iodure de 2-bromo 1-méthyl pyridinium
(BMPI) (Saigo et coll.,, 1977) ou le 2-bromo 1-éthyl pyridinium
tétrafluoroborate (BEPT), développés dans les années 60, sont couramment
employés dans les réactions de couplage (Narita et Kitagawa, 1989).

Ces catalyseurs permettent la préparation d'esters ou d'amides dans des
conditions douces et avec des rendements supérieurs a 90 %.

Comme le représente le mécanisme de la réaction de la figure 19, l'anion
carboxylate est facilement activé par le BMPI conduisant a la formation d'un
iodure de 2-acyloxy 1-méthyl pyridinium par une attaque nucléophile de
I'anion sur le carbone porteur de l'atome de brome. La triéthylamine est
utilisée en tant qu'agent de déprotonation de l'acide carboxylique et de
capture de l'halogénure d'hydrogéne formé.

L'amide est obtenue par l'attaque nucléophile de I'amine sur la fonction
carbonyle.

La réaction doit se passer en milieu non aqueux afin d'éviter les réactions
parasites. L'emploi de solvants polaires aprotiques (tels que le
N,N diméthylformamide, DMF) est & éviter : une réaction spontanée des sels
de pyridinium est observable & température ambiante conduisant a la
formation de pyridone. Ce phénoméne n'est pas observé par tous les auteurs
(Lingeman, 1986). “
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Figure 19 : Schéma de catalyse au BMPI

II 1 T nten n m hosphor

Les composés organophosphorés (Hiroshi et coll., 1993) sont des molécules
importantes dans la synthése organique. La variété des composés
organiques du phosphore tant au niveau de leur structure que du point de
vue de leur réactivité résulte de la structure électronique de cet élément :
suivant la coordinance du phosphore, il pourra agir comme nucléophile ou
comme électrophile.

C'est cette derniére propriété qui est mise a contribution dans la réaction
d'amidification par les organophosphorés tels que le diphényl-
phosphorazidate (DPPA) et le diéthyl-phosphorocyanidate (DEPC) :

X-PO (OR)2 DPPA : X = N3 ; R = phényl
DEPC.: X = CN ; R = éthyl

Le DEPC présente une activité de catalyse des réactions d'amidification et
d'estérification (Shioiri et coll., 1976 ; Lee et coll, 1989). Il inhibe également
les réactions de racémisation. Le schéma d'amidification au DEPC est
représenté sur la figure 20.
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Figure 20 : Schéma de catalyse au DEPC

Les anhydrides phosphorés (Hendricksson et Hussoin, 1989) peuvent étre
utilisés pour le méme type de réaction : ils permettent la conversion des
acides carboxyliques en anhydrides, esters, amides avec de bons
rendements.

II L rbodiimi

La famille des carbodiimides comporte de nombreuses molécules réagissant
sous de multiples conditions opératoires (Mikolajczyk et Kielbasinsky, 1981).
La formule générale est : R-N=C=N-R'. Suivant la nature des substituants R
et R, le catalyseur peut étre utilisé en milieu aqueux ou anhydre.

Le mécanisme général de l'activation par les carbodiimides est représenté
sur la figure 21.

Un mélange de carbodiimides est également proposé, le
dicyclohexylcarbodiimide (DCC) est alors utilisé comme solvant a une
température supérieure a 34 °C (point de fusion 34 °C) (Dray et coll., 1982).
Parmi les plus courants, le DCC, le diisopropylcarbodiimide, le chlorhydrate
de 1-éthyl 3-diméthylaminopropyl carbodiimide (EDC-HCI) sont utilisés dans
la synthése peptidique avec des rendements variables (Hudson, 1988).

Les carbodiimides peuvent é&tre associés avec d'autres catalyseurs
(N-hydroxysuccinimide par exemple).
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Figure 21 : Schéma de I'amidification au carbodiimide
I L nzotri n

Les dérivés du benzotriazole et en particulier le 1-hydroxybenzotriazole sont
utilisés en tant qu'inhibiteur de racémisation lors de la synthése peptidique
catalysée par un carbodiimide.

Cette stéréosélectivité peut également &tre obtenue avec le
N-hydroxysuccinimide, plus couramment employé. Cependant de meilleurs
résultats sont obtenus en présence d'hydroxybenzotriazole
(Bosshard et coll., 1973).

L'addition d'hydroxybenzotriazole & des composés organophosphorés
conduit a la formation d'une nouvelle génération de catalyseurs
I'hexafluorophosphate de benzotriazolyl N-oxytrisdiméthylamino
phosphonium (BOP) (Castro et coll., 1975) et plus récemment a
I'hexafluorophosphate de benzotriazolyl N-oxytris[pyrrolidino] phosphonium
(PyBOP) (Coste et coll., 1990).

Le schéma réactionnel est présenté sur la figure 22. Le BOP en solution dans
un solvant organique réagit & température ambiante pour former un ester
réactif en synthése peptidique, et ce de fagon quantitative. Les temps de
réactions sont inférieurs a ceux décrits pour les couplages au carbodiimide.




D'autres catalyseurs ont été synthétisés sur le méme modele que le BOP avec
un groupement uronium a la place du groupement phosphonium (Knorr et
coll., 1989). Ils présentent un intérét pour la formation de liaison amide
entre un hapténe et une protéine porteuse, une protéine et un marqueur.
Les mémes auteurs ont également modifié un succinimide par le
groupement uronium dans le méme but (Bannwarth et Knorr, 1991).

y\ AGENT DE '\' NMe,

N - g v JO

R—COOH T ’ DEPROTONATION N T OTRNMe,
N NMe, N o NMe,

O—P—NMe, O0—Cc—R
+
PFs NMe,
....l_.
BOP H—NH,
0
i
R—C—NH—R’
AMIDE

Figure 22 : Schéma de catalyse au BOP







La fluorescéine, molécule intéressante du fait de ses propriétés spectrales,
nécessite une modification de sa structure pour pouvoir étre greffée sur un
acide carboxylique. Différents fluorophores sont synthétisés a partir de la
fluorescéine. Les possibilités d'amidification de ces molécules sont évaluées.
Ces études ont mené au choix d'un marqueur.

Le greffage de la fluorescéine modifiée sur des biomolécules telles que le
TxBg exige un rendement d'amidification le plus élevé possible du fait du
cotit important de ce dernier.

Les possibilités de dérivation sont optimisées tant au niveau du choix du
systéme de catalyse qu'au niveau des conditions de couplage sur des acides
carboxyliques modeles : I'acide palmitique et l'acide stéarique.

u L. MATERIEL ET METHODES n

L1. Réactif

Les produits chimiques proviennent de :

Aldrich (Steinheim, Allemagne) acide palmitique
acide stéarique
N-hydroxysuccinimide (NHS)
éthylénediamine, chlorhydrate
diéthylcyanophosphonate (DEPC)

Merck (Darmstadt, Allemagne) acétonitrile
N,N diméthylformamide (DMF)
triéthylamine
dihydrogénophosphate de sodium
2-bromopyridine
iodure de méthyle
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Sigma (St Louis, MO, USA) fluorescéine isothiocyanate (isomere I)
1-éthyl-3-(3-diméthylaminopropyl)-
carbodiimide, chlorhydrate (EDC-HCI)

1-hydroxybenzotriazole (HOBT)
thromboxane B9

Upjohn Company prostaglandine Eq
(Kalamazoo, Mich, USA)

La synthése de l'iodure de bromométhylpyridinium (BMPI) est effectuée au
laboratoire selon la méthode décrite par Saigo (Saigo et coll., 1977).

Le benzotriazolyl-N-tris(diméthylamino)phosphonium hexafluorophosphate
(BOP) provient du Laboratoire de Chimie Organique du Professeur C. Selve
de la Faculté des Sciences de Nancy.

L2, Matériel
1.2.1 ém rification

Les purifications des dérivés sont effectuées sur des plaques de
chromatographie sur couche mince (CCM) 20 cm x 20 cm, recouvertes de gel
de silice 60, d'épaisseur 0,2 mm (art. n° 5553, Merck, Darmstadt,
Allemagne).

122 éme analyti

Le systéme de chromatographie liquide consiste en une pompe de modele
P2000 combinée a un détecteur spectrophotométrique UV-visible a longueurs
d'ondes variables (Spectra-Physics, Santa Clara, CA, USA) ou a un
spectrophotométre UV Knauer (Merck). Le systéme d'injection est une
vanne a boucle de 20 pl (modele 7125, Rhéodyne, Cotati, CA, USA). Les
enregistrements des chromatogrammes et l'intégration des surfaces des
pics sont réalisés au moyen d'un intégrateur Chromjet (Spectra-Physics)
couplé a une station de données (Winner, Spectra-Physics).




83

La colonne (LiChrocart 125 mm x 4 mm, Merck, Darmstadt) utilisée est pré-
remplie avec un support de type apolaire constitué de silice greffée par des
chainons octadécyles (LiChrospher 100 RP-18e 5um, Merck, Darmstadt).
Une précolonne (4 mm x 4 mm) contenant le méme support est
systématiquement utilisée. La précolonne est changée dés l'apparition de
pics parasites lors de la phase de nettoyage de la colonne.

L'optimisation des conditions opératoires de la réaction d'amidification est
visualisée par CLHP en utilisant un gradient eau/acétonitrile :

- de 0 a4 5 minutes : 100 % eau

- de 5 minutes & 25 minutes : passage a 100 % acétonitrile.

1.2.3. Détermination des propriété ral

La concentration en marqueur purifié est déterminée par spectophotométrie
UV-Visible (DU 64, Beckman, Gagny, France).

Les propriétés fluorescente sont déterminées sur un spectrofluorimétre SLM
48000S (Aminco, Urbana, I1, USA).

Les anisotropies de fluorescence sont mesurées sur le premier prototype de
fluopolarimetre de 1'unité 284 de I'INSERM (Vandoeuvre, France).

L3. Protocoles de synthese
1.3.1 he e la 5-((((2-amingéthvhthi Stvlamin T ine (AEF

L'AEF est commercialisée par la société Molecular Probes (Or, USA).
Cependant, du fait de la facilité et de la rapidité de la synthése ainsi que du
coiit de 1a molécule, celle-ci est effectuée au laboratoire.

Le solvant de synthése est une solution de triéthylamine (TEA) a 1 % (V/V)
dans du méthanol.

Le chlorhydrate d'éthylénediamine (200 mg, 1,5 mmoles) est solubilisé dans
50 ml de solvant. L'ajout goutte a goutte d'isothiocyanate de fluorescéine
(FITC isomere I, 117 mg, 0,3 mmole dans 10 ml de solvant) se fait pendant
30 minutes sous agitation. Les produits sont protégés de la lumiére par du
papier aluminium.
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La solution est laissée sous agitation magnétique pendant 1 heure.
Le précipité d'AEF apparait au bout de 15 minutes.

Il est récupéré sur creuset de Schott (n° 4), lavé avec 20 ml de méthanol,
séché dans un dessiccateur sous vide d'air. Aprés estimation du rendement
de synthése, il est conservé a 5 °C jusqu'a utilisation.

La pureté de I'AEF obtenu est déterminée par CLHP en comparaison avec le
produit commercialisé, un contréle du point de fusion sur un microscope a
platine chauffante (Reichert, Vienne, Autriche) est également fait pour
chaque lot de marqueur synthétisé.

132 Pr 1 érivation

Toutes les études de dérivation sont menées dans des tubes SVL (n° 4)
fermant hermétiquement et protégés de la lumieére par du papier
aluminium.

Les systémes de catalyse étudiés sont :

- catalyse a l'iodure de bromométhyl pyridinium (BMPI, Mr = 300)

- catalyse au benzotriazolyl-N-tris(diméthylamino)phosphonium hexafluoro-
phosphate (BOP, Mr = 442)

- catalyse au diéthylcyanophosphonate (DEPC, Mr = 163, d = 1,075)

- catalyse mélange d'un carbodiimide (EDC, HCl, Mr = 191,7) et de
N-hydroxysuccinimide (NHS, Mr = 115)

- catalyse au mélange EDC, HCI et 1-hydroxybenzotriazole (HOBT, Mr = 131)

Les acides dérivés sont l'acide palmitique (Mr = 256) et l'acide stéarique
(Ml‘ = 284).

Les différents systémes de catalyse, les concentrations des réactifs ainsi que
les conditions de dérivation sont regroupés dans le tableau XII.

Tous les réactifs sont solubilisés dans le DMF. Le volume réactionnel pour la
phase d'activation de l'acide est de 310 ul. Le volume d'AEF (0,013 M) ajouté
est de 300 pl.




TABLEAU XII
PROTOCOLES D'AMIDIFICATION

Acide palmitique BMPImg BOPmg DEPC EDC,HCI HOBT NHS
mg (mole) (mole) (mole) ul(mole) mg(mole) mg(mole) mg (mole)
Protocole 1 1(4.10°0) A 2 - - - - - 1 A 1
I (67.106) N J N
Blanc - 6] 2 - - - - - C 0 C
U (6,7.100) U U U
Protocole 11 1(4.1076) T - 3,5 - - - - B T B
(8.10°6) A A
Blanc - D . 3,5 - - - - T D T
E (8.10°6) I E I
Protocole 11T 1(4.10-6) - - - 1,5 0,5 - 0 0
(8.106)  (4.106) N 18mg N
Blanc - 10 - - - 1,5 0,5 - (4.10-6
ul (8.106)  (4.106) mole)
Protocole IV 1(4.1076) - - - 1,5 - 0,5 10 24 h
(8.10°6) (4,3.106) min D’
Blanc - D - - - 1,5 - 0,5 A
E (8.10°6) (4,3.10°6) E
Protocole V 1(4.1076) - - 10 - - - a F a
T (6,6.10-5)
Blanc - E - - 10 - - - 20 °C 20 °C
A (6,6.10°5)

TEA : triéthylamine
BMPI : iodure de bromométhyl] pyridinium

BOP : benzotriazolyl-N-tris(diméthylamino)phosphonium hexafluorophosphate
DEPC : diéthyl cyanophosphonate

EDC, HCl : 1-éthyl-3-(3-diméthylaminopropyl)-carbodiimide, chlorhydrate
NHS : N-hydroxysuccinimide
HOBT : 1-hydroxybenzotriazole
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1.3.3.1. Influence du temps d'activation de l'acide par les catalyseurs
EDC, HCl et HOBT

L'acide palmitique est mis & incuber a 37 °C en présence du mélange

EDC-HOBT pendant 0, 10, 20, 30, 60 minutes (concentrations identiques aux

valeurs du tableau XII). L'AEF est ensuite ajoutée. Une estimation du

pourcentage de dérivé formé est faite au bout de 4 heures et de 7 heures

d'incubation par CLHP.

1.3.3.2. Influence de la température et du temps d'incubation

Aprés activation de l'acide palmitique en présence du mélange de
catalyseurs EDC-HOBT a 5 °C, 20 °C, 37 °C pendant 20 minutes dans les
proportions décrites dans le tableau XII, I'AEF est ajoutée. L'incubation est
prolongée a ces mémes températures pendant 24 heures. Des estimations du
rendement sont effectuées a différents intervalles de temps par CLHP (1 h,
3h,5h,7h, 18 h, 24 h).

1.3.4, Dérivation de la prostaglandine E__l__ et du thromboxane BZ

La méthode de couplage utilisant le mélange EDC-HOBT (figure 23) est
appliquée aux éicosanoides.

Le protocole est identique pour la PGE1 (Mr = 354,5) et le TxBg
(Mr = 370,5) : I'éicosanoide (2,8.10-6 mole, 1 mg) est incubé sous agitation
avec 4.10-6 mole de EDC, HC], 3.10-6 mole dHOBT et 10 pl de triéthylamine
dans 0,3 ml de DMF afin de former l'ester réactif. Aprés 2 heures a 25 °C, 300
ul d'une solution de AEF dans le DMF (1,1.10-4 M) sont ajoutés. La solution
est mise a incuber pendant 24 heures a 25 °C. Un blanc contenant tous les
produits sauf 1'éicosanoide est effectué systématiquement.

La dérivation de l'acide palmitique (1 mg, 3,9.10-6 mole) est réalisée en
parallele en tant que témoin de la réaction et de la purification
chromatographique.
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Figure 23 : Mécanisme d'amidification du groupe carboxyle de la prostaglandine E{ et du thromboxane Bo
par la 5-((((2-aminoéthyl)thio)acétyl)amino) fluorescéine
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I Purificati Srivés fluor n

1.3.5.1. Purification par CCM

Les traceurs obtenus précédemment (PGE{ - AEF ou TxBg - AEF) sont
purifiés par CCM. La phase éluante est constituée d'un mélange
d'’hexane/éthanol (50 : 50, V/V). Une plaque sert a la purification de 0,1 ml
du milieu réactionnel. La partie de silice fluorescente correspondant aux
dérivés est grattée puis extraite a 1'éthanol. La solution est fractionnée
(1.10-8 mole par tube), évaporée sous courant d'azote. Les tubes sont
conservés a -20 °C sous azote, a I'abri de 1a lumiére.

- Détermination de la concentration en traceur

La concentration en traceur est déterminée spectrophotométriquement
(Pourfarzaneh et coll., 1980) par dilution des fractions purifiées dans du
tampon phosphate de sodium 0,1 M pH 7. Une droite d'étalonnage d'AEF
(0,1 pg/ml, 0,5 pg/ml, 1 pg/ml, 5 pg/ml, 10 pg/ml (2,2.10-7 M, 1,1.10-6 M,
2,2.10-6 M, 1,1.10-5 M, 2,2.10-5 M) conservés en solution & 5 °C pendant
6 mois) sert a la quantification du traceur ainsi qu'a une estimation de la
stabilité de ' AEF en solution.

1.3.5.2. Controle de la pureté par CLHP

La phase mobile servant au controle de pureté du traceur est constituée d'un
mélange de trifluoroacétate de triéthylamine (triéthylamine 0,1% dans de
l'eau bidistillée, pH ajusté a 7,5 avec de l'acide trifluoroacétique) et
d'acétonitrile (75 : 25, V/V). Le débit de la pompe est fixé 4 1 ml.min-1.

Les échantillons sont reconstitués dans le méme solvant avant injection.




89
I Propriété ral

1.3.6.1. Détermination du spectre de fluorescence

Le spectre d'émission de fluorescence est obtenu aprés avoir fixé la longueur
d'onde d'excitation a la longueur d'onde maximale d'absorption, un
balayage entre deux longueurs d'onde d'émission est effectué.

Le spectre d'excitation est tracé en fixant la longueur d'onde d'émission a la
valeur maximale déterminée précédemment et en effectuant un balayage
entre deux longueurs d'onde d'excitation. ‘

Le marqueur et les traceurs sont solubilisés dans un tampon phosphate

0,1MapH75.
1.3.6.2. Détermination du rendement quantique @

Les rendements quantiques de fluorescence sont déterminés par une
méthode relative (Demas et Rosky, 1971) utilisant une solution de
fluorescéine en tant que référence.

Les mesures sont faites dans la soude 0,1 N, la valeur du rendement
quantique de la fluorescéine étant donnée pour ces conditions d'analyse.

Le rendement est calculé a partir de 1'équation suivante :

AR Ex IR n%R
@X:@RO—A—X*o—E-ﬁoIXQ———nzx

Avec :

X : composé étudié

R : composé de référence

@ : rendement quantique

A : absorbance

E : surface du spectre d'émission corrigé

I : intensité de la lumiere d'excitation

n : indice de réfraction du solvant de mesure
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Pour un méme solvant et une longueur d'onde d'excitation commune,

1'équation devient :

AR  EX
X =R *Kx " ER

Afin d'éliminer les erreurs liées a la réabsorption et a la réflexion interne,
I'absorbance des solutions est fixée a environ 0,01.

1.3.6.3. Détermination de la durée de vie de fluorescence t

Les mesures du déclin de fluorescence sont effectuées dans la soude 0,1 N
par la technique de fluorimétrie de phase. Les caractéristiques techniques
du fluorimétre SLM 48000S permettent des mesures sur une gamme de
fréquence allant de 8 4 180 MHz. Les mesures sont faites aux longueurs
d'onde d'excitation et d'émission de la fluorescéine.

Le calcul des composantes de la durée de vie se fait par rapport a une
référence de durée de vie connue et unique dont les caractéristiques
spectrales se rapprochent des caractéristiques de 1'échantillon a étudier. La
fluorescéine sous sa forme moléculaire non modifiée chimiquement a servi
de référence, sa durée de vie étant de 4,5 ns dans la soude 0,1 N (Dandliker et
de Saussure, 1970).

Les données sont analysées suivant un modele d'exponentielles multiples.
La méthode des moindres carrés est employée, un test du X2 est appliqué
pour juger de la validité de la détermination.

L4, Etude de la stabilité du dérivé TxBo - AEF

La stabilité du traceur TxBg - AEF a été étudiée a différentes températures :
-70 °C, - 20 °C, + 4 °C, + 37 °C, a sec sous azote ou en solution dans du
tampon phosphate 0,01 M pH 7,4 pour une étude de la stabilité & 25 °C dans
les conditions d'un dosage par polarisation de fluorescence.

La stabilité a été suivie par CCM, CLHP, spectrométrie d'absorption et par
des mesures d'anisotropie de fluorescence.
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IL. DERIVATION D'UNE MOLECULE MODELE DES EICOSANOIDES,

L'ACIDE PALMITIQUE
IL1. Etude des marqueurs
1.1.1 ix mar r fluor n

Lors de la recherche d'un marqueur dont la structure de base est celle de la
fluorescéine, deux possibilités apparaissent. Il faut :
- soit évaluer l'aptitude des différents marqueurs aminés existants
pour une dérivation
- soit envisager la synthése d'autres molécules présentant un "bras”
porteur d'une fonction amine réactive.

Les seules molécules comportant une fonction amine, décrites dans la partie
bibliographique (fluorescéine amine isomeéres I et II et la F-5 TSC) ne sont
pas intéressantes quant a la faible réactivité de la fonction amine
(Shipchandler et coll., 1987). Les caractéristiques spectrales sont également
peu intéressantes : le rendement quantique est trés faible (inférieur a 0,1)
(Munkholm et coll., 1990).

Trois types de synthése ont été envisagés a partir de la fluorescéine ou de
l'isothiocyanate de fluorescéine (FITC) (figure 24) :
- utiliser la fonction carboxyle pour la fixation d'un groupement
aminé
- modifier sa structure par ajout d'un groupement alkylamine en
position 4'
- exploiter la réactivité de la molécule de FITC pour la greffer sur un
bras porteur d'une fonction amine.
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NHCNH(CH,),NH,
Il
s

Figure 24 : Structure des différentes fluorescéines a fonction amine
synthétisables
A : amido éthylamine fluorescéine
B : 4’-aminométhyl fluorescéine
C : 5-((((2-aminoéthyl)thio)acétyl)amino) fluorescéine

Des essais de modification du groupement carboxyle de la fluorescéine par
amidification n'ont pas permis de conclure sur la nature des multiples
produits obtenus, visualisés en CCM. La fluorescéine est activée par un
catalyseur d'amidification en présence d'un agent déprotonant organique
(I'éthyldiisopropylamine), puis l'ester réactif est mis en présence de
trityldiéthanolamine pour former l'amide correspondant. Cette synthése n'a
malheureusement pas apporté les résultats escomptés mais elle met en
évidence la complexité de la réactivité de la molécule de fluorescéine.

La synthése d'une autre fluorescéine (figure 25) a fonction amine est publiée
(Shipchandler et coll., 1987) dans le but de l'appliquer en tant que réactif
dans les techniques d'immunodosages. Elle s'effectue en trois étapes :

- synthése du substituant portant la fonction amine, le
chloroacétamidométhanol

- couplage du substituant sur la fluorescéine

- libération de la fonction amine et obtention de la 4'-aminométhyl
fluorescéine.
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OH CH, NHCOCH, ¢l

COOH + HOCH,NHCOCH, I —H28504.
24 h

Diglymoe/HC! + 4
ou 12 h

Thiourée/HC1 + A

Figure 25 : Schéma de synthese de la 4'aminométhyl fluorescéine (AMF)

La libération de la fonction amine s'effectue par une hydrolyse a l'acide
chlorhydrique sous ébullition dans le 2-méthoxyéthyl éther (Tgp = 162°C) ou
par action de la thiourée en milieu chlorhydrique en formant une
pseudothiohydantoine (Masaki et coll., 1968).

Les étapes de synthése sont assez aisées dans leur mise en oeuvre.
Par contre les étapes de purification par chromatographie de l'intermédiaire
de synthése semi-préparative sont longues. Elles nécessitent 1'utilisation
d'une grande quantité de solvant. Cette méthode est limitative quant au
volume et a la concentration de l'échantillon a purifier mais le produit
obtenu lors de la synthése a présenté une pureté satisfaisante. Enfin, des
rendements faibles sont obtenus pour la libération de la fonction amine
(< 30 %) et il est nécessaire d'effectuer une nouvelle étape de purification
avant de pouvoir utiliser le marqueur.




94

La complexité des différentes opérations entrant dans la synthése de 'AMF
ne permet pas d'obtenir des quantités suffisantes de marqueur pour une
étude de la dérivation des acides carboxyliques, bien que des essais de
couplage aient été positifs.

Une alternative est d'utiliser la grande réactivité de la fonction thiocyanate
de la FITC pour la coupler sur 1'éthyléne diamine (Pourfarzaneh et coll,,
1986). La réaction se fait par ajout progressif de FITC sur I'amine en défaut
de concentration pour éviter un couplage de deux molécules de FITC par
molécule d'éthyléne diamine (figure 26). Le rendement de synthése élevé
(85 %) permet l'obtention d'une quantité importante de marqueur nécessaire
pour une étude de la réaction d'amidification.

+ + Methanot
4 C1  Ha N (CH,)sNH,; ,Cl" ———m
Triéthylamine

NHCNH(CH,) NH,
s

Figure 26: Schéma de synthese de la 5-((((2aminoéthyl)thio) acétyl)amino)
fluorescéine

Les profils chromatographiques obtenus en CLHP (figure 27) montrent la

présence d'impuretés ne dépassant pas 5 % dans le cas de la synthése, ce qui
est corhparable a la pureté du produit commercial. Ces impuretés
correspondent en partie 4 un résidu de FITC.

Le point de fusion de la molécule d'AEF est de 195 °C +/- 1 °C.
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Figure 27: Profils de pureté de la 5-((((2-aminoéthyl)thio)acétyl)amino)
fluorescéine synthétisée et commerciale

A : AEF synthétisée
B : AEF commerciale

Conditions chromatographiques :

- phase stationnaire : LiChrospher 100 RP-18e 5um

- phase mobile : gradient trifluoroacétate de triéthylamine (Eau
bidistillée/triéthylamine 0,1% V/V, pH ajusté a 7,5 avec de l'acide
trifluoroacétique) 100 % pendant 3 minutes puis passage a 100 %
d’acétonitrile en 20 minutes

- débit : I ml/min

- détection a 490 nm

95
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La détermination de l'absorbance molaire (¢) de I'AEF est faite sur
différentes solutions de marqueur. Ces mesures permettent de s'assurer de
la linéarité de l'absorbance de I'AEF pour un domaine de concentration
donnée. V

La moyenne des absorbances molaires est de 67690 M-1.cm-1 (CV = 1%).
La droite de régression exprimant la concentration en pg/ml en fonction de
I'absorbance de la solution a pour équation: Y = 0,138 X - 0,001 avec un
coefficient de corrélation r = 0,9999.

Des mesures d'absorbance du marqueur en solution & + 5 °C ne montrent
pas de variation au bout de 6 mois de conservation : la molécule d'AEF est
totalement stable pour des conditions de conservation classiques des réactifs
d'une trousse d'immunodosage (tableau XIII)

TABLEAU XIII
EVOLUTION DE L'ABSORBANCE DU MARQUEUR EN SOLUTION

10 pg/ml 5 pg/ml 1 pug/ml 0,5 ug/ml 0,1 pug/ml

0 1,380 0,697 0,141 0,069 0,014

0,5 mois 1,375 0,695 0,138 0,071 0,017
1 mois 1,377 0,686 0,134 0,065 0,011
3 mois 1,409 0,696 0,139 0,070 0,015
5 mois 1,389 0,698 0,131 0,071 0,012
6 mois 1,387 0,693 0,129 0,069 0,010

moyenne (CV %) 1,386(0,9) 0,694(0,6) 0,135(3,5) 0,069(3,2) 0,013 (20)

Un probléeme important, influant fortement sur les rendements de
dérivation, est le choix du solvant de la réaction. La dérivation doit se faire
dans un solvant non aqueux afin d'éviter de multiples réactions parasites.
Une comparaison entre les solvants utilisés en amidification
(Lingeman, 1986) et la solubilité de I'AEF dans les solvants non aqueux est
représentée sur le tableau XIV.




97
TABLEAU X1V
RECHERCHE D'UN SOLVANT POUR LA DERIVATION D'UN ACIDE
CARBOXYLIQUE PAR LA 5-((((2-AMINOETHYL)THIO)ACETYL)AMINO)
FLUORESCEINE

Estimation du

Solvant rendement Solubilité de
(Lingeman, 1986) I'AEF
Acétonitrile + -
Méthyl éthyl cétone + -
Chloroforme +/- -
Dichlorométhane + -
Diéthyl éther - -
N,N Diméthylformamide. + +
Hexane +/- -
Méthanol - +/-
Toluéne +/- -

+ ! réaction quantitative + : soluble
+/- : réaction partielle +/- : moyennement soluble

- : pas de réaction - : pas soluble

Le marqueur n'est soluble que dans le DMF. Ce solvant est favorable a la
réaction de dérivation mais il peut générer de fortes réactions parasites.
Cependant devant l'impossibilité de faire un autre choix, toutes les
optimisations de dérivation ont été faites dans ce solvant.

2 ifféren ¢

L'amidification est une réaction complexe & partir du moment ot la fonction
acide ne peut étre modifiée pour former un intermédiaire isolé tel un
chlorure d'acide. Ne pouvant disposer que de faibles quantités
d'éicosanoides, 1'emploi d'agents d'activation est une alternative possible
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pour la réaction de couplage. Les différents systemes étudiés dans la partie
bibliographique sont adaptés pour la dérivation d'acides gras modeles.

Aprés déprotonation de l'acide par une base organique telle que la
triéthylamine, l'attaque nucléophile de l'acide sur le catalyseur peut se
produire pour former dans des conditions douces un ester réactif qui n'est
pas isolé. L'agent acylant obtenu peut réagir avec la fonction amine primaire
de 'AEF pour donner l'amide correspondant.

La figure 28 présente les valeurs des rendements de dérivation obtenus aprés
24 heures a 20 °C en présence de différents catalyseurs :
- l'iodure de bromométhyl pyridinium (BMPI)
- le benzotriazolyl-N-tris(diméthylamino)phosphonium hexafluoro-
phosphate (BOP)
-un mélange d'un carbodiimide et de N-hydroxysuccinimide
(EDC, HCI-NHS)
-un mélange d'un carbodiimide et de 1-hydroxybenzotriazole
(EDC, HCI-HOBT)

La représentation de la figurc 28 exprime en pourcentage l'aire du pic de
dérivé formé par rapport a l'aire totale de I' AEF. Ceci ne reflete pas la valeur
exacte du rendement mais constitue une estimation. La fluorescéine
résiduelle ainsi que ses produits de dégradation présentent une forte affinité
pour la silice et ne sont pas totalement chromatographiés.

Le systéme utilisant le DEPC n'est pas représenté du fait de la non
reproductibilité des résultats: un dérivé n'est pas systématiquement
visualisé tant par CLHP que par CCM. Une amélioration du systéme n'a pas
été recherchée du fait de la toxicité du DEPC.

La catalyse utilisant le BMPI ne permet pas d'obtenir un dérivé dans les
conditions opératoires appliquées. Le BOP, utilisé plus généralement dans la
syntheése peptidique, permet d'obtenir un dérivé mais les rendements sont
restés faibles (< 20%).
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Figure 28: Rendements de dérivation de 1'acide palmitique par la
5-((((2-aminoéthyl)thio)acétyl)amino) fluorescéine en fonction du
systeme de catalyse (moyenne de deux expériences
reproductibles)

Activation de l'acide 10 minutes a 20°C
Réaction avec 'AEF 24 h a 20°C

Le rendement de la réaction est augmenté lorsque le carbodiimide est utilisé
en commun avec un second agent activateur tel que le NHS ou 'HOBT.
L'HOBT est favorable a la réaction, car il supprime les réactions de
racémisation (Bosshard et coll., 1973).

Le mélange EDC, HCI-HOBT sera choisi comme systéme de catalyse pour la
suite des études qui consiste en une optimisation de la durée d'incubation et
de la température d'activation de 1'acide.
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I1.3.1 timisation la ph 'activation par le mélan alyseur

L'importance de 1'étape d'activation intermédiaire de l'acide palmitique est
vérifiée en faisant varier le temps de pré-incubation de 0 &4 60 minutes a 37°C.
Le rendement est estimé au bout de 4 et 7 heures aprés l'addition du
marqueur (AEF).

Les résultats, représentés sur la figure 29, reflétent l'intérét primordial de
cette étape. Une activation supérieure & 20 minutes n'influe plus sur le
rendement. L'évolution est similaire pour les deux temps de réaction.
Lorsque cette étape est supprimée, le rendement chute de fagon significative
quel que soit le temps de réaction étudié.

90 |

— & 37°C 7H

—— 37°C 4H
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Figure 29 : Importance de l'étape d'activation de 'acide palmitique et des
catalyseurs (moyenne de deux expériences)

Une activation de 20 minutes au moins sera appliquée dans la suite des
études. Cette durée est a réadapter pour une température d'incubation

inférieure, la cinétique de formation du dérivé étant alors modifiée.
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L'optimisation de ces parameétres est nécessaire afin que la dérivation
n'entraine pas de dégradation des biomolécules lors de leur marquage. La
température maximale choisie est de 37 °C : cette température ne risque pas
d'occasionner une modification importante du TxBg néfaste au rendement

d'obtention du traceur. La réaction est menée en paralléle a 20 °C et a
5 °C (figure 30).

100 -
80 .
S
‘gULLJ 60 A 37°C
Sl<
%'; + 20°C
=
B3 40 4 .
.gg o 5°C
<
20 |

0 5 10 15 20 25
Temps d'incubation (h)

Figure 30: Optimisation de la température et du temps d'amidification
(moyenne de deux expériences reproductibles)

L'augmentation de la température permet d'améliorer le rendement ainsi
que la vitesse de formation du dérivé. Un rendement intéressant est obtenu a
20 °C au bout de 10 heures. A 37 °C, celui-ci est maximum au bout de
7 heures, alors que le rendement reste trés bas a 5 °C (inférieur a 20 %).

Une température supérieure a 37 °C pourrait diminuer le temps de réaction,
mais altérerait également les biomolécules. Elle n'a donc pas été envisagée.
Une faible dégradation du traceur est constatée lors de l'incubation a 37 °C a
partir de 10 heures de réaction. '
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11.3. S a n Té timisation

Afin de vérifier 'optimisation de la réaction, I'amidification est réalisée
également sur l'acide stéarique. Aprés une étape d'activation de 20 minutes
a 37°C, le marqueur est ajouté. Une analyse en CLHP est effectuée au bout de
24 heures. Les résultats obtenus sont représentés sur la figure 31.

L'acide stéarique comportant deux carbones supplémentaires par rapport a
I'acide palmitique, la séparation sur phase stationnaire apolaire doit donner
un temps de rétention plus long que dans le cas de 1'acide palmitique.

Les chromatogrammes obtenus montrent une disparition quasi complete du
marqueur en faveur de la formation du dérivé correspondant. Le pic de
l'acide palmitique dérivé est a 16,5 min, celui du dérivé de l'acide stéarique
est 4 20 minutes alors que dans le blanc la totalité de I'AEF est présente a 13
min. Cette différence de temps de rétention ainsi que l'absence de pics
supplémentaires dans le blanc confirment la quantitativité et la sélectivité de
la réaction d'amidification.
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Figure 31 : Chromatogrammes des dérivés des acides palmitique et stéarique
par la 5-((((2-aminoéthyl)thio)acétyl)amino) fluorescéine

A : blanc 1 : DMF et réactifs
B : dérivation de l'acide palmitique 2 :AEF
C : dérivation de l'acide stéarique 3 : dérivé

Conditions chromatographiques :
- phase stationnaire : LiChrospher 100 RP-18e 5um
- phase mobile : gradient eau [ acétonitrile (0 ¢ 5 min, 100 % eau; 5 a
25 min 100 % acétonitrile)
- débit : 1 ml/min
- détection @ 220 nm
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" IIL. DERIVATION DES EICOSANOIDES “

[IL1, Purificati Jes dérivé

I11.1.1. Etude d'un composé modéle : la PGE1

I11.1.1.1. Importance du modele prostaglandine Eq

Apres l'optimisation des conditions de dérivation sur des acides gras de
polarité comparable au TxBog, il est apparu important d'évaluer les
potentialités de dérivation de la fonction carboxyle d'une molécule
apparentée. Le choix s'est porté sur une prostaglandine de la premiére série,
la PGE1. Tout comme le TxBg, elle posséde une fonction carboxyle. Mais son
colit moindre, la disponibilité d'antisérums commercialisés pour effectuer
une analyse en polarisation de fluorescence ainsi que sa bonne stabilité en
comparaison avec celle du TxBg en font un composé d'étude intéressant.

Les prostaglandines correspondant a la dégradation de la PGE1 par réaction
de déshydratation sont la PGA{ et la PGBj. La formation de ces produits est
principalement observable suite a l'action d'un enzyme (la déhydrase) lors
de la production d'anticorps par immunisation.

Une dégradation lors du couplage a la protéine porteuse est relevée par Dray
(Dray et coll., 1982) mais d'une maniére insignifiante, les courbes de dosage
restant totalement superposables d'apres l'auteur.

La PGEq est une biomolécule qui présente toutes les caractéristiques
intéressantes pour une modélisation des différentes étapes intervenant dans
la conception d'un immunodosage d'éicosanoide.

I11.1.1.2. Purification du traceur

La visualisation de la formation du dérivé est effectuée en CCM en effectuant
un dépdt du blanc réactif, un dépot de l'acide palmitique dérivé et un dépdt de
la PGEq dérivée. Un mélange du blanc et du dérivé PGE1 est
systématiquement adjoint sur la méme plaque de CCM en tant que témoin de
migration. Ceci permet d'éviter des erreurs d'interprétation liées au mode
de séparation.
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Les rendements de dérivation déterminés par CLHP sont plus faibles que
pour les acide gras (rendement d'environ 30 %). I1 semble donc que la
fonction carboxyle soit moins réactive ou qu'il y ait un processus de
dégradation de la biomolécule. Le rendement reste cependant
intéressant : la mise au point d'un immunodosage ne nécessitant pas de
grandes quantités de traceur.

Le choix de la CCM comme mode de purification s'est fait sur un critere de
facilité et de rapidité : une grande quantité du milieu réactionnel peut étre
purifiée en méme temps. La totalité du volume (0,6 ml) peut étre traitée en 4
heures depuis les étapes de dépdt, de migration, d'extraction du traceur par
I'éthanol, de quantification puis de fractionnement, de 1'élimination du
solvant sous azote jusqu'a la mise en conservation a - 20°C. Cette méthode
permet de s'affranchir de la présence du solvant du milieu réactionnel peu
volatil (DMF). Elle limite le temps d'exposition du traceur a l'oxydation et &
la lumiere.

La séparation du traceur de l'excés de réactif en CCM laisse apparaitre trois
taches & des rapports frontaux (Rf) distincts :

- a Rf 0 se trouve le marqueur AEF en excés qui ne migre pas dans
ce systéme chromatographique (hexane/ethanol 50:50, V/V)

- 4 Rf 0,84 se trouve une impureté du marqueur
- a Rf 0,91 est situé le dérivé PGE{1 - AEF.

Le dérivé de l'acide palmitique apparait 4 un Rf de 0,98.
I11.1.1.3. Controle de la pureté par CLHP

La vérification de la pureté se fait par CLHP en recherchant la présence de
contaminants dans le traceur. Un profil type obtenu est présenté sur la
figure 32. Celui-ci montre la présence de fluorescéine résiduelle. Cependant
le pic correspondant au dérivé PGE1 - AEF représente généralement 90 a 95
% de la surface totale des pics obtenus. IlI n'est pas nécessaire d'effectuer
d'autres étapes de purification pour une application dans un immunodosage
par polarisation de fluorescence, celle ci étant suffisante.
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Figure 32: Controle par CLHP du dérivé PGE1 - AEF apres purification
par CCM

A : fluorescéine résiduelle
B :PGEj - AEF

Conditions chromatographiques :
- phase stationnaire : LiChrospher 100 RP-18e 5um
- phase mobile : méiange d’'acétate de triéthylamine (eau
bidistillée [triéthylamine 0,1% V|V, pH ajusté a 7,5 avec de l'acide
trifluoroacétique) et d’'acétonitrile (75 : 25, V]V)
- débit : 1 ml/min
- détection @ 490 nm.

Toutefois, les analyses spectrales ont été faites sur des fractions purifiées par
CLHP. Les fractions correspondant a la PGEj1 - AEF sont récupérées,

évaporées a sec sous azote puis reconstituées dans le solvant approprié a la
mesure. Ceci permet de s'assurer de la représentativité des résultats qui
pourraient étre entachés par la présence de contaminants de fluorescéine.

I11.1.2, Le thromboxane BZ

La dérivation du TxBg et la purification du traceur sont faites dans les
mémes conditions que pour la PGEj. La migration sur CCM du milieu de
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dérivation présente également trois taches correspondant au marqueur, a
son impureté et au dérivé TxB9 - AEF.
La troisieme tache, présente uniquement lors de la dérivation du TxBg, a un
Rf = 0,95 est extraite.
Une analyse par CLHP est également faite afin de contréler la pureté des lots
(figure 33).

0 2 4 6 8 10
Temps (min)
Figure 33: Contrble par CLHP du dérivé TxBg - AEF apres purification
par CCM

A : fluorescéine résiduelle
B :TxBg - AEF

Conditions chromatographiques :
- phase stationnaire : LiChrospher 100 RP-18e 5um
- phase mobile : mélange d’acétate de triéthylamine (eau
bidistillée/triéthylamine 0,1% V[V, pH ajusté & 7,56 avec de l'acide
trifluoroacétique) et d'acétonitrile (75 :25, V/V)
- débit : 1 ml/min
- détection a 490 nm.

Le tracé du chromatogramme présente la particularité de montrer le
dédoublement du pic de TxBg - AEF. Ceci correspond a la présence des deux

formes isoméres ouverte et fermée de la structure semi-acétalique du TxBg.

Comme dans les précédents travaux (Ben Gueddour, 1987), il est possible de
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mettre en évidence l'équilibre formé entre ces deux structures : une analyse
par CLHP apreés récupération du pic majoritaire génere deux pics.

La purification par CCM est meilleure pour le TxBg que pour la PGEj.
La pureté du dérivé est généralement supérieure a 95 % en raison de la
meilleure séparation obtenue entre 1'amide (Rf 0,95) et I'impureté située a4 un
Rf de 0,84.

Les conditions expérimentales de dérivation permettent l'obtention de
dérivés fluorescents de la PGE1 et du TxBg. La présence d'une tache unique
supplémentaire par rapport au blanc témoin en CCM, la présence d'une
faible quantité d'impuretés visualisée par CLHP sont des critéeres importants
dans l'obtention de réactifs utilisables en polarisation de fluorescence. Il est
nécessaire a présent de définir leurs propriétés spectrales.

Les conditions expérimentales choisies pour la dérivation
des éicosanoides sont :
- éicosanoide (2,8.10-6 mole, Img), EDC, HCl (4.10-6 mole), HOBT
(3.10-6 mole), triéthylamine (10 pl) dans 0,3 ml de DMF incubés
2 heures a 25 °C
- 300 ul d'une solution de AEF dans le DMF (1,1.10'4 M) sont ajoutés,
incubation pendant 24 heures a 25 °C

Pour vérifier l'influence de 1'étape de dérivation sur les propriétés spectrales
de la fluorescéine, le comportement des traceurs en comparaison avec le
marqueur AEF est étudié. Les mesures sont effectuées sur le marqueur et
sur les dérivés des éicosanoides purifiés par CLHP en comparaison avec la
fluorescéine dont les caractéristiques spectrales de cette molécule étant bien
connues (Diehl et Markuszewski, 1989).

I11.2.1, Détermination lon T n maximal 'excitati
Amission

Les spectres d'excitation et d'émission des différentes molécules sont
représentés sur la figure 34.
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Figure 34 : Spectres d'excitation et d'émission normalisés des marqueurs et
des dérivés fluorescents

A : marqueurs (fluorescéine, AEF)
B : traceurs (PGEj - AEF, TxBg - AEF)

L'étude des caractéristiques spectrales regroupées dans le tableau XV
montre que la modification de la structure initiale de la fluorescéine n'est
pas sans conséquence sur ses propriétés photophysiques. Cette observation
est en accord avec les études faites par Munkholm et coll. (1990) portant sur
I'inhibition de fluorescence de différents marqueurs issus de la fluorescéine.
Une légere modification des longueurs d'ondes maximales est observée sans

pour autant augmenter l'effet Stokes de fagon intéressante.

Les variations minimes rencontrées lors de la détermination des longueurs
d'ondes maximales d'absorption et d'émission de fluorescence n'influent
pas dans un dosage par polarisation de fluorescence : une faible variation ne
modifie pas la valeur d'anisotropie de fluorescence mais seulement
lintensité du signal.
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TABLEAU XV
PROPRIETES SPECTRALES DES TRACEURS ET DU MARQUEUR

Aexc Aém Effet Rendement Durée Anisotropie

nm nm Stokes quantique de vie de
(1) ¢y nm 2) (2) fluorescence
1)
Marqueur Fluorescéine 487 510 23 0,85 4,50 0,030
Marqueur FITC 490 520 0 0,76
Marqueur AEF 487 510 3 0,65 4,04 0,030
Traceur PGE1-AEF 490 516 % 0,55 4,01 0,077
Traceur TxBg-AEF 490 516 % 0,55 4,10 0,076
Traceur ¥ TxBg-Mmc 330 410 80 0,31 39 0,045
Traceur * TxBg-7-MMC 318 378 60 0,43 6,6 0,047
Traceur* TxB2-P 375 475 100 0,20 9,8 0,230

* Ben Gueddour et Coll. (1993)

(1) tampon phosphate 0,IM & pH 7,5
(2) soude 0,1 N

TxB2 - Mmc : TxB2 marqué par la 4-bromométhyl-7 methoxy coumarine
TxB2 - 7-MMC : TxB2 marqué par la chlorocarbonyl 7-méthoxy 4-méthyl coumarine
TxB2 - P : TxB2 marqué par le bromure de panacyle

I11.2.2. Rendement quantique

Le rendement quantique du marqueur (tableau XV) présente une
modification importante par rapport a celui de la fluorescéine : la
modification de la structure de la fluorescéine entraine une diminution
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d'environ 25 %. Les mesures sont effectuées en milieu basique (NaOH 0,1 N)
du fait de la valeur de référence de la fluorescéine, la variation du
rendement reste identique pour un pH inférieur (Munkholm et coll., 1990).

Ces valeurs sont intéressantes par rapport aux rendements quantiques des
marqueurs couramment utilisées en polarisation de fluorescence (FITC) ou
d'autres traceurs obtenus & partir des structures coumariniques ou
pyrénique synthétisées par Ben Gueddour (1987).

Ce gain va permettre d'abaisser la concentration minimale détectable en
fluorescence et en polarisation de fluorescence.

I11.2.3. Durée de vie et anisotropie de fluorescence

Les deux parametres principaux intervenant dans la théorie et 'application
de la polarisation de fluorescence sont :

- le déclin de fluorescence apparent

- la polarisation ou l'anisotropie de fluorescence.
Ces valeurs sont déterminées pour les deux traceurs (Tableau XV). Une
comparaison avec les parameétres obtenus pour les marqueurs fait
apparaitre des variations suite a4 la modification de la molécule de
fluorescéine.

La modification de la fluorescéine entraine une diminution de la durée de vie
de 4,5 ns a4 4 ns (moyenne de 4 déterminations). Il pourrait y avoir un
changement du processus de relaxation suite au greffage du "bras" porteur
de la fonction amine. La variation simultanée du rendement quantique est
en faveur de cette hypothése. Le couplage du marqueur aux deux
éicosanoides ne modifient plus ces valeurs, il n'y a pas modification de la
résonance électronique de la fluorescéine.

Une augmentation du volume moléculaire de la fluorescéine par le greffage
d'une molécule de masse molaire sensiblement égale est en faveur d'une
augmentation de la valeur d'anisotropie. Une augmentation de 50 % de cette
valeur est observable entre le marqueur et les traceurs. Il n'y a pas de
différence entre la PGE1 - AEF et le TxBg - AEF : la structure ainsi que la

masse molaire de ces deux biomolécules sont proches.
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“ IV. Stabilité du traceur TxBg - AEF ll

La stabilité du dérivé est suivie a - 70 °C, - 20 °C et a 37 °C, a l'abri de la
lumiére. L'analyse en CLHP a différents temps de conservation des lots
conservés & - 70 °C et a - 20 °C ne présente pas de modification des profils
chromatographiques au bout de 4 mois : la conservation a sec a ces deux
températures est satisfaisante.

Par contre une perte de 10 % en traceur est observée pour une conservation a

37 °C au bout de 48 heures. La dégradation provient certainement d'une
dénaturation de la molécule de TxB9 : de nouveaux pics apparaissent sur les

chromatogrammes a des temps de rétention inférieurs au TxBg - AEF.

BEZ SI !olclf ! Io

La stabilité du traceur a été suivie par des mesures en CLHP et en
polarisation de fluorescence afin de s'assurer de son évolution en solution.
Le suivi par CLHP de la concentration en traceur (figure 35) ne présente pas
de variations significatives entre 1 h et 6 h a 25 °C. Ceci est corrélé par la
faible libération du marqueur AEF.
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Figure 35: Stabilité a 25 °C du traceur en solution dans le tampon
phosphate 0,01 M pH 74 (n = 2)
W : évolution du pourcentage résiduel du traceur TxB2 - AEF
A : évolution du pourcentage du marqueur AEF libre
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Une stabilité de 6 heures a 25 °C est largement suffisante puisque, lors de
l'immunodosage, les valeurs d'anisotropie ne varient plus au bout d'une
heure.

La conservation a - 20 °C du traceur en solution aprés reconstitution en
tampon phosphate/BSA est suivie par des mesures d'anisotropie de
fluorescence : une baisse de la valeur est représentative de la dégradation du
produit, c'est & dire de la libération de la molécule de fluorescéine. Les
résultats obtenus sont représentés sur la figure 36. Il montre une stabilité
d'une valeur d'anisotropie de fluorescence apreés 10 jours de conservation.
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phosphate/BSA pH 7,4 & - 20 °C (jours)
Figure 36: Evolution de I'anisotropie de fluorescence en fonction de la durée
de congélation dans le tampon phosphate/BSA (CV sur 6
déterminations)

Il ne semble pas y avoir de modification de la structure du traceur.
Cependant il est nécessaire de fractionner la solution de traceur pour une
congélation afin d'éviter des cycles répétés de congélation/décongélation
comme le montre la figure 37. Une baisse importante de la valeur
d'anisotropie est observable au bout du troisiéme cycle pour atteindre
pratiquement l'anisotropie de I'AEF au bout du quatriéme cycle.
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Figure 37: Influence du cycle congélation/décongélation du traceur sur sa
stabilité en solution (CV sur 6 déterminations)

V. Conclusions "

Aprés le choix du marqueur fluorescent, la 5-((((2-aminoéthyl)thio)
acétyl)amino) fluorescéine, un couplage par réaction d'amidification sous
différentes conditions de catalyse montre l'aptitude de I'AEF pour la
dérivation : la fonction amine primaire peut étre impliquée dans une attaque
nucléophile.

Le rendement de la réaction obtenu en employant un mélange de catalyseurs
composé d'un carbodiimide et d'un inhibiteur des réactions de racémisation
(EDC, HCI-HOBT) est intéressant. L'optimisation de la réaction conduit a
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l'obtention d'un dérivé d'acide gras dans des conditions douces avec un
rendement élevé, proche de 90 %.

Les conditions de dérivation ont permis d'appliquer directement le protocole
a la dérivation des éicosanoides malgré la faible quantité entrant en
jeu (mg). Les rendements de dérivation, bien que diminués (voisins de 30 %),
restent suffisants. Un processus simple de purification par CCM permet
d'obtenir en peu de temps une quantité de traceur suffisante pour des
déterminations spectrales ou pour la mise au point d'un immunodosage.

Les caractéristiques spectrales montrent une diminution du rendement
quantique des dérivés par rapport a celui du marqueur. Cependant les
spécificités restent intéressantes par rapport aux autres marqueurs utilisés
en polarisation de fluorescence.

Il n'a pas été possible de caractériser les dérivés obtenus (TxB2 - AEF,
PGE1 - AEF) par des techniques structurales : la RMN et la spectroscopie
infrarouge nécessitent une quantité importante de produits et la SM n'a pas
donné de résultats concluants du fait de la fragilité des molécules.

Le traceur TxBg - AEF présente une stabilité intéressante a sec : il peut étre
conservé pendant au moins 4 mois & - 20 °C. En solution a + 20 °C, il ne
montre pas de dégradation ni de variation d'anisotropie au bout de 6 heures,
durée supérieure a celle de la réalisation d'un immunodosage. D'autre part,
il peut étre reconstitué en solution tampon et réutilisé ultérieurement a
condition de le conserver a - 20 °C.

Une étude de reconnaissance par les anticorps de ces deux traceurs va
permettre de confirmer l'intérét qu'ils présentent pour le développement
d'un immunodosage. ‘
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Les précédentes études ont confirmé les aptitudes spectroscopiques des
traceurs développés. Il va s'agir maintenant de définir les aptitudes
"immunologiques" de ces dérivés. Cette partie s'articule sur les possibilités
de reconnaissance par des anticorps anti-PGEq1 par le biais d'un dosage
radioimmunologique, puis par une étude en polarisation de fluorescence.
Cette étude, préliminaire & la mise au point du dosage du TxBg, donne des
informations sur les possibilités et les limites de la praticabilité de
l'immunodosage et permettra d'optimiser certains parametres du
développement du dosage du TxB2 par polarisation de fluorescence.

" 1. MATERIEL ET METHODES "

1.1.1. Principe général

Le principe consiste a étudier le déplacement par compétition de la PGE1
tritiée en présence d'une quantité limitée d'anticorps, soit par la PGE1 non
marquée, soit par le traceur fluorescent.

Plus la concentration en analyte (PGE1 ou PGE] - AEF) sera élevée, plus le
traceur tritié sera déplacé de sa liaison a l'anticorps.

La différence de structure des traceurs laisse présager une différence de
comportement vis a vis de la reconnaissance par les anticorps. La
comparaison des traceurs sera appréhendée par le calcul de la constante
d'affinité et permettra de vérifier si le dérivé fluorescent présente toujours
une affinité suffisante pour réaliser un immunodosage par polarisation de
fluorescence.
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1.1.2. Réactif: m ératoir

La trousse de dosage de la PGEq utilise un traceur tritié (Advanced
Magnetics Inc., Cambridge, MA, USA).

Tous les réactifs sont stables pendant 3 mois & + 4 °C. La trousse comporte
les produits suivants :

- tampon phosphate 10 mM a pH 7
contenant 0,1 % de gamma globulines
bovine et 0,1 % d'azide de sodium

- PGEq tritiée 40 Ci/mmole, 2 pCi sous forme
lyophilisée, reconstituée avec
10 ml de solution tampon

- anticorps anti-PGEj de lapin sous forme lyophilisée,
reconstitué dans 10 ml de tampon
- solution de charbon-dextran sur support
magnétique dans l'eau distillée en
présence de 0,1 % d'azide de sodium

- étalon de PGE1 100 ng sous forme lyophilisée,
reconstitué dans 1 ml de tampon.

La gamme étalon est réalisée par une série de dilutions afin d'obtenir des
concentrations en PGE1 de 20 ng/ml, 6,7 ng/ml, 2,2 ng/ml, 0,74 ng/ml, 0,24
ng/ml et 0,08 ng/ml. Des solutions (dans le tampon de dilution de la trousse)
de PGEq - AEF a 5 ng/ml, 2,5 ng/ml et 0,5 ng/ml ont été utilisées pour les
essais.

Tous les réactifs sont équilibrés a température ambiante avant d'étre
utilisés.

Il est possible de séparer la fraction de PGEq 3H liée a l'anticorps de la
fraction libre aprés addition de charbon-dextran grice & une unité de
séparation magnétique ou par centrifugation.
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Afin d'éliminer tout risque de quenching di a la fluorescéine lors du
comptage de la radioactivité, des mesures de la radioactivité totale en
présence du traceur aux mémes concentrations que les essais sont
effectuées.

Le protocole opératoire est résumé dans le tableau XVI.

TABLEAU XVI
PROTOCOLE OPERATOIRE DU DOSAGE RADIOIMMUNOLOGIQUE DE
LA PROSTAGLANDINE E1 UTILISANT UN TRACEUR TRITIE

Tube Radioactivité =~ Liaisonnon Etalon"0"(Bg) Etalonsou
Totale (T) spécifique PGE1-AEF
(LNS)
Tampon (ul) 9200 200 100 -
PGEq1 3H (ul) 100 100 100 100
PGE1 étalon ou
fluorescent (ul) - - - 100
Anticorps (ul) - - 100 100
Incuber 16 ha 4 °C
Charbon-
Dextran (ul) - 750 750 750

- Mélanger au vortex. Centrifuger a 1000 g pendant 10 min 4 4 °C

- Prélever 525 pl de surnageant dans les tubes a scintillation sauf pour le tube
contenant la radioactivité totale (500 pl)

- Ajouter 5 ml de liquide de scintillation (Ready Safe, Beckman)

- Compter la radioactivité dans un compteur a scintillation liquide Beckman
(Gagny, France) jusqu'a accumulation de 10000 coups ou pendant 10 minutes
selon 1'échantillon

z

1.1.3, Expression des résul

La représentation traditionnelle des résultats exprime le pourcentage de
liaison normalisé B/Bg du traceur tritié en fonction de la concentration en
étalon ou en traceur fluorescent.
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Les calculs sont effectués a partir de la relation suivante :

B _ cpmessai - cpm "LNS"
Bo~ cpm étalon "0" - cpm "LNS"

Il est cependant intéressant de prévoir par le calcul les caractéristiques d'un
dosage a partir de certaines conditions expérimentales. La représentation de
Scatchard (Cohen et Bizollon, 1993) permet de déterminer la constante
d'affinité Ka ainsi que la concentration d'une catégorie de sites de liaison de
I'anticorps [Aclg. Celle-ci envisage la variation du rapport de la fraction
d'antigéne liée a 'anticorps a celle de la fraction libre [B/F] en fonction de la
concentration molaire en antigéne lié [B]. La représentation de Scatchard
correspond & une équation de droite dont la pente correspond & Ka et
I'abscisse a l'origine [Ac]g :

% =Ka[Aclp-KaB 5)

I1 est nécessaire de calculer la fraction libre et liée en Ag. Elle est obtenue a
partir de la concentration totale en Ag dans le milieu réactionnel et
correspond a la somme des concentrations en Ag marqué et non marqué. La
concentration en Ag non marqué est dépendante des solutions étalons
utilisées.

La concentration en Ag marqué est calculée a partir de l'activité spécifique
de l'antigéne marqué, de l'activité totale T introduite dans tous les tubes, de
la liaison non spécifique et du volume du milieu d'incubation.

Dans le cas d'un traceur tritié, 1'utilisation d'un liquide de scintillation
diminue l'efficacité du comptage. Ce parametre doit étre pris en compte pour
le calcul des concentrations de B et F (efficacité de 0,4 pour cette étude).

La concentration totale en antigéne marqué est :

T -LNS
As.3,7.1010,60.0,4.V.10-3

As est l'activité spécifique (en Ci/mol) et V le volume d'incubation (en ml).




La concentration B en Ag lié est déterminée a partir de la concentration
totile en Ag et du pourcentage de radioactivité spécifiquement lié
m“s— , b représente la radioactivité de 1'étalon ou de 1'essai.

F correspond a la différence entre la concentration totale en Ag et la fraction
liée B.

La dispersion des points obtenus expérimentalement peut modifier la
position de la droite tracée et les estimations de Ka et de [Ac]y obtenues par
cette méthode ne sont, par conséquent, que des approximations.

121.D iption de ' reill

Les études concernant la PGE1 ont été effectuées sur le premier prototype de
fluopolarimeétre de 1'unité INSERM 284 de Nancy (Sadik, 1992).
La figure 38 représente le synoptique général de l'appareil.

La lumieére excitatrice issue de la lampe Xénon traverse un
monochromateur qui sélectionne une radiation de longueur d'onde fixe.
Celle-ci passe a travers un systéme de lentilles pour étre focalisée sur le
miroir. Le rayonnement est ensuite polarisé par 1'un des deux polariseurs
d'excitation (horizontal, vertical) avant d'atteindre la cuve contenant la
solution étudiée. Aprés avoir traversé un systéme optique (lentilles, filtre et
polariseur), la fluorescence émise est captée par deux photomultiplicateurs
placés de part et d'autre du porte cuve a 90° par rapport a l'excitation. Les
signaux générés par les photomultiplicateurs sont traités par des cartes
électroniques puis sont renvoyés vers le systéme informatique qui assure le
traitement numérique.
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Figure 38 : Schéma technique du fluopolarimeétre

1.2.2. Principe des mesur

Les mesures sont effectuées a la longueur d'onde maximale d'excitation de
I'AEF (490 nm), un filtre a bande passante (520 nm) est utilisé a I'émission.
La cellule de lecture est thermostatée & 25 °C. Les mesures d'anisotropie sont
réalisées dans des cuves en polyacryle & usage unique 10 mm x 10 mm
x 45 mm (Sarstedt, Molsheim, France). Lorsqu'une étape d'incubation est
nécessaire, elle est effectuée directement dans les cuves protégées de la
lumiére par du papier aluminium. |




Le protocole de mesure est le suivant : aprés la mise en place de la solution
fluorescente au niveau du porte cuve, l'appareil adapte le gain
d'amplification des photomultiplicateurs et calcule un facteur correctif G qui
pallie les différences électroniques de ceux-ci et des deux circuits de mesure.
L'appareil demande ensuite la mise en place du "blanc" contenant tous les
réactifs sauf la solution fluorescente pour éliminer tout artéfact de lumiére
parasite.

Le facteur G est défini par: G = 'I]%y}{

Ipp (ou Iyy) @ intensité de fluorescence émise horizontalement pour
I'excitation horizontale
I, (ouIl) : intensité émise verticalement pour l'excitation horizontale.

L'appareil calcule ensuite les valeurs d'anisotropie statique <r> en tenant

compte des intensités de fluorescence de la solution fluorescente et du blanc.

L'équation théorique de 'expressionde <r > = % devient alors :

__(vve - Tvve®)- G (whc -Tvhce®)
<T>=Tuve - wve)+ 2 G (vhe -Tvhcoy

avec pour convention : Ijp,q = vv/vL I,peo= vvg/vlg
Iyhe = vhVL et Ippeo=vho/ivLg

Ou pour une excitation verticale en présence de solution marquée :

vv : acquisition relative a 1'émission verticale

vh : acquisition relative & 1'émission horizontale

vL : acquisition relative a 1'émission de la lampe

et vvg, vhg et vLg sont les acquisitions en présence de la solution non
marquée.

Avant chaque série de mesures, il est nécessaire d'effectuer un étalonnage
de l'appareil : la mesure d'un point correspond a la détermination des
parameétres correcteurs, puis a la série de mesures demandées durant le
temps imposé (de 5 a 20 secondes). L'appareil effectue un certain nombre de
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lectures en fonction de la durée choisie, le résultat final d'anisotropie
correspondant a la moyenne de ces lectures.

Il est possible entre chaque point de conserver ou non la valeur du gain et de
l'intensité du "blanc". En conservant ces paramétres, les variations sur les
mesures dues aux artéfacts de l'appareil sont diminuées, mais ce n'est
cependant pas représentatif des conditions normales de mesures lors d'un
immunodosage. Pour des raisons de variabilité de la valeur d'anisotropie
liées a l'appareillage, les résultats de ces études peuvent étre exprimés en
anisotropie de fluorescence pour des résultats obtenus le méme jour et en
variation d'anisotropie (reggai - T témoin) Ou pourcentage de diminution
(ressai - Ttémoin)

point 0 ng - T témoin) pour

d'anisotropie T des résultats obtenus sur

plusieurs jours.

1.2.3. Détermination de la concentration minimal PGE1-AEF

Les études en polarisation de fluorescence sont faites dans du tampon
phosphate (0,1 M pH 7,2) salin (NaCl 0,4 M) contenant 0,1 % de sérum
albumine bovine (tampon PBS/BSA).

Pour que le domaine de concentration de la PGE1{ soit le plus bas possible, il
faut également que la concentration en antigéne fluorescent en compétition
avec l'antigéne non marqué soit la plus faible possible, tout en conservant
une valeur d'anisotropie de fluorescence reproductible. Des séries de dilution
du traceur sont effectuées dans le tampon PBS/BSA tant que l'intensité de
fluorescence du blanc n'est pas égale 4 30 % de l'intensité de la solution de
PGE1-AEF. Cette valeur est déja trés importante étant donné que l'ajout de
protéines, en l'occurence d'anticorps, augmente la diffusion de la lumiére
lors du dosage.

Cette étude va permettre de déterminer la concentration en traceur qui peut
étre utilisée pour le dosage. Par la suite il a été choisi de travailler dans des
conditions "extrémes" de facon & s'approcher au maximum de la plus petite
concentration en PGE1 mesurable.




1.2.4. Détermination 1 ncentration en anticor

L'antisérum de mouton anti-PGEq lyophilisé provient de ERIA Diagnostics
Pasteur (Marnes la Coquette, France).
Les parameétres de liaison fournis par la société sont :

- Bg : 0,1 ml d'un flacon reconstitué & 11 ml lient 50 % de 42 pg de PGE1

tritié ayant une activité spécifique de 58,1 Ci/mmole.

- IC5( (concentration donnant 50 % d'inhibition) : 24 pg/tube

- constante d'affinité : Ka = 1,9.1010 M-1

- spécificité : réactions croisées (%) pour B/Bg = 0,5

Prostaglandines :
Aq 0,1 Ag 0,1
B3 0,1 By 0,1
Dy 0,1 Do 0,1
Eq 100,0 Eo 15,0
Fia 0,2 Fga 0,1

Les flacons d'antisérum sont reconstitués dans 0,6 ml de tampon PBS/BSA
du fait de la concentration en traceur fluorescent par tube (soit 410 pg
de PGE1{). Des volumes variables d'antisérum (de 0,01 & 0,4 ml) sont incubés
avec une concentration constante en traceur fluorescent (0,1 ml! d'une
solution & 1,16.10-8 M). Aprés 30 minutes & 25 °C, les tubes sont complétés a
1,3 ml avec le tampon PBS/BSA juste avant la mesure d'anisotropie.

1.2. timisation du tem 'in ion 1 mpératur

Une cinétique d'incubation a été effectuée pour deux températures,
25°Cet 37 °C.

A 100 pl d'une solution de PGE{-AEF a 5,2 ng/ml en fluorescéine
(1,16 10-8 M) ont été ajoutés 150 pl d'antisérum. Aprés une incubation a 25 °C
et 37 °C durant respectivement 30 minutes, 1 heure, 2 heures, 3 heures et
24 heures les tubes sont complétés a 1,3 ml juste avant la lecture.




1.2.6. Courbes d'étalonnages du dosage de la prostaglandine El

Le volume de lecture final est réduit : les tubes sont complétés a 0,9 ml afin
de diminuer la quantité en antigéne marqué et ainsi le volume d'anticorps
consommsé.

70 ul d'une solution & 5,2 ng/ml en AEF (1,16 10-8 M de PGE{ - AEF) et 100 pl
d'antisérum sont incubés pendant 1 heure a 25 °C. Différentes dilutions de
solution étalon de PGEj (100 pl de solutions a 2,8.10:9 M, 8,5.10-9 M,
2,8.10-8 M, 2,8.10-7M, 2,8.10-6 M, 1,4.10-6 M) son ajoutées. Aprés 2 heures
d'incubation a 25 °C, les tubes sont complétés a 0,9 ml par le tampon
PBS /BSA juste avant la série de mesures. Les lectures sont effectuées contre
un blanc constitué de tampon PBS / BSA.




IL RESULTATS ET DISCUSSION “

Cette premiere étude est primordiale : elle permet de s'assurer de la
conservation de la reconnaissance des anticorps pour la molécule de
prostaglandine modifiée au niveau de sa fonction carboxyle. Le site
antigénique principal étant situé au niveau de la partie cyclique de la PGE1,
on peut penser que le greffage de la fluorescéine modifiée n'influera pas de
facon significative sur la fixation a l'anticorps. Une géne allostérique est
cependant possible.

L'utilisation d'une méthode de dosage radio-immunologique parfaitement
connue tant au niveau méthodologique qu'au niveau des constantes de la
réaction permet d'étudier les caractéristiques immunologiques du traceur
PGE1 - AEF.

La comparaison des courbes obtenues avec la PGEq{ fluorescente et non
marquée indique 1'état du systéme.

Les courbes obtenues doivent étre :
- superposables lorsque le comportement du traceur et de 1l'étalon
sont identiques
- décalées mais paralleles lorsque le traceur est contaminé par des
composés non immunoréactifs
- décalées et non paralleles lorsque l'antigéne a subi des
modifications de son immunoréactivité au cours du marquage.

- Les résultats obtenus pour le traceur fluorescent (PGEq1 - AEF) et 1a PGE1
sont représentés sous la forme du pourcentage de PGEj 3H fixé en fonction

de la concentration en compétiteur froid (figure 39).
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Figure 39 : Courbe d'étalonnage de la prostaglandine Ej et de son dérivé
fluorescent par RIA
A:PGE;
+:PGEj - AEF

La premiére constatation qui peut étre faite concerne la superposition de la
courbe d'étalonnage obtenue pour la PGE1 et des trois concentrations de
PGEq1 - AEF. Il y a une parfaite homogénéité dans la reconnaissance
antigénique.

La présence du traceur provoque un déplacement de la PGE1 3H : lorsque sa
concentration augmente, le pourcentage de traceur radioactif fixé a
I'antisérum diminue.

La PGE1 3H est considérée comme étant totalement identique au niveau
immunoréactivité par rapport & la PGE{. Il n'y a pas eu de "greffage"
chimique modifiant sa structure puisque le marquage s'effectue par un
échange entre le tritium et I'hydrogeéne.

Selon les premiers résultats, le couplage de I'AEF ne semble pas affecter la
reconnaissance immunologique du dérivé PGE1 - AEF par les anticorps.

La présence de la molécule de fluorescéine ne provoque pas de géne au
niveau de la structure tridimensionnelle de la prostaglandine.

Une analyse des données obtenues dans cette étude par la méthode de
Scatchard va permettre de déterminer de fagon plus précise les parametres

de la réaction.
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La représentation de Scatchard est théoriquement une droite si la population
d'anticorps ne présentent qu'une valeur de constante d'affinité (Bourdon et
Bourdon-Ranistenao, 1983).

Les calculs qui ont mené a la représentation de la figure 40 sont regroupés
dans l'annexe 1.

10

0 i i 1 ] i

0,120 0,140 0,160 0,180 0,200 0,220
B (nmole/l)

Figure 40: Représentation de Scatchard des courbes de dosage par RIA de

la prostaglandine Eq
A:PGE;

+:PGEy - AEF

La représentation monolinéaire indique la présence d'une classe de sites
anticorps.

Comme le laissait prévoir la représentation de la figure 39, les deux droites
sont superposables. Ceci confirme 1'identité de reconnaissance. Le calcul des
constantes de la réaction, regroupées dans le tableau XVII, donne une
estimation similaire de la constante d'affinité pour la PGE] et pour le
traceur fluorescent, PGE{ - AEF.




TABLEAU XVII
ANALYSE SELON SCATCHARD DU RADIOIMMUNODOSAGE
DE LA PROSTAGLANDINE E1
Equation Coefficient de Ka Concentration
corrélation en sites Ac

Droite
d'étalonnage Y=-9,42.109X+ 1,94 r=0,9925 9,42.109 M-1 2,06.10-10 M
Droite en

présence de Y =-9,98.109 X + 2,06 r=0,9998 9,98.109 M-1 2,07.10°10 M
TxB9-AEF

Il est important de voir que le rapport des constantes d'affinités entre 1'étalon
et la PGE1-AEF est proche de 1. Comme le montrait 1'évolution de la
concentration minimale détectable en fonction de ce rapport (Ekins, 1974), il
semblerait que les limitations possibles (concernant le paramétre
concentration minimale détectable) pour la mise au point d'un
immunodosage en polarisation de fluorescence ne seront pas dues a un
probléme d'affinité du traceur fluorescent.

Une autre constatation pouvant étre faite concerne le nombre de moles de
fluorescéine fixées par mole de PGEq. Alors que le greffage ne concerne
théoriquement que la fonction carboxyle de 1'éicosanoide, on aurait pu
considérer que le couplage chimique entraine une modification d'une autre
fonction chimique (fonction alcool par exemple). Cependant la concordance
existant entre la concentration estimée par spectrométrie d'absorption du
traceur et celle déterminée par RIA confirme la présence d'une mole de
marqueur fluorescent par mole de prostaglandine.

La réaction de dérivation de la PGE1 n'excluant pas la possibilité d'exploiter
ce traceur au niveau immunologique, il va s'agir maintenant de définir le
"cadre" possible du développement du dosage par polarisation de
fluorescence.
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La mise au point du dosage par cette technique requiert en premier lieu de
fixer certains parametres afin de s'assurer de la reproductibilité maximale
des données observées avant de réaliser des réactions de compétition
Les parametres sont :
- la concentration optimale en traceur fluorescent
- le volume d'anticorps nécessaire pour une augmentation du signal
d'anisotropie.

Une optimisation des conditions opératoires est menée afin d'aboutir a la
construction d'une courbe d'étalonnage du dosage de la PGE1.

11.2.1. Optimisation de la concentration en PGE1 - AEF

Comme le montre la loi de Perrin, l'anisotropie de fluorescence est
indépendante de la concentration en traceur fluorescent (puisqu'elle
correspond & un rapport d'intensité de fluorescence) sauf dans des
conditions extrémes de dilution ou d'autres parametres interviennent.

Il est nécessaire d'optimiser la concentration en traceur afin de se trouver
dans un domaine de concentration le plus bas possible sans qu'il y ait
interférences dues aux variations de manipulation. Dans le domaine de
concentration ou l'anisotropie est fonction de la dilution, une faible erreur de
manipulation aurait une grande incidence sur les résultats, et il ne serait
pas possible d'imputer les variations d'anisotropie & la seule réaction de
compétition.

La détermination de la concentration optimale est effectuée sur une série de
dilutions du traceur allant de 5 & 0,05 ng/ml. Pour des raisons de facilité de
comparaison des résultats, cette concentration est uniquement exprimée par
rapport 4 I'AEF et ne tient pas compte de la masse molaire de la PGE;.

Une premiére étude montre 1'évolution des valeurs d'anisotropie (figure 41).
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Figure 41: Evolution de l'anisotropie de fluorescence en fonction de la
dilution du traceur

(moyenne de trois essais de 5 mesures chacun)

A partir d'une concentration en AEF inférieure & 0,3 ng/ml l'anisotropie
augmente. Cependant, il est possible de maintenir des valeurs constantes
pour un domaine de concentration plus important. Afin de déterminer la
concentration optimale, il est utile de visualiser 1'évolution du rapport des
intensités du blanc (tube contenant uniquement du tampon PBS/BSA) par
rapport a la solution fluorescente. L'influence de la dilution du traceur sur
I'évolution de ce rapport ainsi que sur l'anisotropie de fluorescence sont
représentées conjointement sur le graphique 42.
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Les variations obtenues tant pour l'anisotropie que pour les rapports
d'intensité évoluent de la méme fagon. Il se produit également une rupture
dans la courbe pour une concentration inférieure a 0,3 ng/ml et l'intensité
du blanc devient trés importante. Etant donné que l'apport de protéines (telle
que la BSA et les anticorps) risquent d'augmenter le pourcentage de cette
intensité, il est nécessaire de se situer dans un domaine de concentration qui
permet une marge de mesure sans changement de gain, car l'expérience
montre une mauvaise corrélation des valeurs d'anisotropie d'un gain
d'amplification & l'autre lorsque l'appareil se place sur des gains élevés.
Une concentration de 0,4 ng/ml en AEF est choisie afin d'éviter au
maximum les interférences possibles.

1.2.2. Détermination 1 ncentration en anticor

La détermination de la concentration en anticorps nécessaire pour obtenir
d'une part, une augmentation d'anisotropie mesurable avec précision et
d'autre part, une concentration optimale en sites anticorps en défaut par
rapport aux molécules antigéniques, se fait classiquement par la
construction d'une courbe représentant 1'évolution du signal en fonction de
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la dilution de l'antisérum. Cependant ne disposant que d'anticorps
commerciaux utilisés pour le dosage de la PGE{ en RIA, 1'étude est menée
sur une augmentation du volume d'antisérum mis a incuber avec le
traceur. Une analogie est faite dans ce cas entre les termes "concentration”
et "volume".

Les informations du fabricant concernant les parameétres de fixation de
I'anticorps font apparaitre qu'un volume de 0,1 ml d'anticorps anti-PGEq
d'un flacon reconstitué a 11 ml lie 50 % de 42 pg de traceur tritié. La quantité
de PGE{ correspondant a une concentration en AEF de 0,4 ng/ml pour un
volume final de 1,3 ml est de 410 pg. Etant donnée la quantité de traceur
fluorescent, il est nécessaire de diminuer la dilution de l'antisérum d'un
facteur 20 environ. Ce calcul a servi de base pour la détermination des
volumes en antisérum requis dans cette étude (figure 43).

Une augmentation du signal d'anisotropie est observable en fonction du
volume d'antisérum présent. Ceci montre 'aptitude du traceur a répondre
dans ce systéme pour ce qui concerne la diminution des mouvements
browniens rotationnels de I'AEF.

L'ajout de 400 pl d'antisérum permet d'atteindre pratiquement un plateau
dans la réponse. Une augmentation de 50 % du signal est obtenue pour un
volume de 150 pl d'antisérum.
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Figure 43: Variation de I'anisotropie de fluorescence en fonction du volume
d'antisérum anti-prostaglandine Ej
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Ce volume représente une consommation importante en antisérum pour la
construction d'une gamme d'étalonnage entrainant un coiit élevé de 1'étude.
Une modification est apportée en ce qui concerne le volume final de lecture.
En conservant une concentration finale identique en traceur mais en
diminuant le volume de mesure de 1,3 4 0,9 ml (volume suffisant pour le
passage du faisceau de lumiére polarisée), il est possible de diminuer d'un
tiers la consommation d'antisérum. Cette modification n'entraine pas de
variation du signal maximal d'anisotropie de fluorescence sous réserve
d'adapter les quantités respectives en traceur et antisérum.

Les conditions expérimentales pour I'étude des courbes d'étalonnages
sont fixées ainsi :
- concentration finale en traceur de 9.10-10 M
- volume d'antisérum de 100 1 par essai pour un flacon reconstitué a 0,6 ml

1.2 3. Détermination 1 ré 1 mpératur imales 1

réaction mpétition

Les temps d'incubation des immunodosages est adapté suivant la
température : pour une incubation a 25 °C la durée est d'une a trois heures
alors qu'elle doit étre prolongée de 20 4 24 heures pour une incubation a 4 °C.
Dans le but de minimiser la durée de cette étape, le traceur est mis en
présence de l'anticorps pendant différents temps allant de 30 minutes a 24
heures a 25 °C et 37 °C. Les variations des valeurs d'anisotropie en fonction
du temps d'incubation sont représentées sur la figure 44.

Une augmentation progressive du signal, relativement indépendante de la
température est observable jusqu'a 3 heures d'incubation. Cependant une
prolongation du temps a 24 heures provoque une baisse des valeurs
d'anisotropie. Elle est également plus importante pour une incubation a
37 °C. Cette baisse peut étre due & une dégradation du marqueur en solution.

Une durée d'incubation de 3 heures a 25 °C est choisie pour la suite de l'étude
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Figure 44 : Cinétique de la fixation du traceur sur l'anticorps en fonction de
1a température d'incubation
(moyenne de deux expériences reproductibles)

.

1124 E e rbes d'étalonna r polarisation r nce

Apres avoir vérifié les capécités d'immunoreconnaissance du traceur
PGE1 - AEF, déterminé la concentration en anticorps ainsi que les
conditions d'incubation, il est possible de construire une courbe "dose-
réponse” pour des concentrations croissantes en compétiteur. Les résultats
sont ensuite interprétés selon le modeéle mathématique développé par
Dandliker et coll. (1973) pour la polarisation de fluorescence.

I1.2.4.1. Courbes de compétition entre la prostaglandine Eq et le traceur
PGE{ - AEF

Des concentrations croissantes en PGEq entrent en compétition avec le
traceur pour les sites anticorps en défaut. Il en résulte une diminution du
signal d'anisotropie proportionnelle a la quantité de PGE1 présente, comme
le montre la courbe d'étalonnage de la figure 45.
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Figure 45: Courbe d'étalonnage de la prostaglandine E1. Evolution de
I'anisotropie et de l'intensité de fluorescence (n = 5)
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La courbe d'étalonnage permet une détermination de PGE{ avec un
maximum de précision dans un domaine de concentration compris entre 1
et 100 ng par essai, domaine oi1 la pente est la plus importante. Du fait de la
concentration limitante en traceur, la plus petite concentration en PGE1 du
zéro est voisine de 0,1 ng/tube.

Cependant il n'est pas envisageable actuellement de diminuer la
concentration en traceur : une comparaison des résultats effectuée sur le
spectrofluorimétre SLM donne des résultats similaires. Les résultats
obtenus dans le cadre de 1'étude de la PGE{ sont réalisés dans les conditions
limites d'utilisation de l'appareil : 1'ajout de BSA, protéine nécessaire pour
stabiliser les anticorps en solution, provoque une augmentation importante
du pourcentage de l'intensité du blanc.

Le deuxieme parameétre étudié sur la figure 45 concerne l'évolution de
l'intensité de fluorescence. Sa variation est inversement proportionnelle a
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celle de l'anisotropie de fluorescence. Cette représentation pourrait étre
également utilisée pour réaliser une courbe de dosage : la pente maximale
concerne le méme domaine de concentration que celui observable pour les
valeurs d'anisotropie.

Une représentation des résultats moyens obtenus a partir de 5 courbes
traitées dans les mémes conditions opératoires est décrite sur la figure 46.
Les résultats sont exprimés en augmentation d'anisotropie.
Les concentrations de PGE{ pouvant étre déterminés ne font que confirmer
ce qui est observable pour une courbe obtenue en "intra-jour".

70

oo}
50-
40, n
30.
204

104

/I
077

Augmentation d'anisotropie
(x1000)

0,1 10 1000
PGE1 (ng)
Figure 46 : Courbe d'étalonnage cumulée
(moyenne de 5 courbes)

A la suite de cette étude, la praticabilité d'un immunodosage de PGEj par
polarisation de fluorescence a l'aide du traceur PGE1 - AEF, d'une molécule
de la famille des éicosanoides est montrée. Etant données les limitations
technologiques actuelles de l'appareillage, les domaines de concentrations
pouvant étre déterminés ne couvrent pas les domaines de concentration
couramment mesurés pour les métabolites de l'acide dihomoylinolénique
(précurseur des prostaglandines de la premiére série) et qui plus est de
I'acide arachidonique. Il manque un facteur 50 pour atteindre les domaines

physiologiques.
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11.2.4.2. Analyse des résultats selon le modele de Scatchard

En utilisant le modéle mathématique décrit par Dandliker (Dandliker et
coll., 1973), 1a relation exprimant le rapport B/F aux résultats obtenus lors
des mesures par polarisation de fluorescence est :

Fb Qf p-pf

Ff~Qb pb-p

Les calculs qui ont conduit a établir la courbe de la figure 47 sont développés
en annexe II.

Il est possible de dégager plusieurs constatations au regard de cette courbe :
il v a absence de linéarité sur 'ensemble de la courbe et deux portions de
droites peuvent étre tracées. Ces résultats pourraient étre en relation avec
l'utilisation d'anticorps polyclonaux provenant d'une autre société que les
anticorps utilisés en RIA. Ils présentent une hétérogénéité au niveau de
leurs sites anticorps.

L'existence de deux classes de sites indépendants, portés ou non par le
méme anticorps, pour un ligand unique apparait clairement. Il s'ensuit la
formation d'un double équilibre caractérisé par des constantes différentes.
Le tracé d'une asymptote au niveau de chacune des parties de la courbe
permet au mieux d'apprécier les constantes d'équilibre (Pontet et
Tresca, 1990) :

B/F = Kaj ([Acg¢]-[B]) quand B/F tend vers l'infini
et B/F = Kag ([Acggl-{B]) quand B/F tend vers zéro.
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Figure 47 : Représentation de Scatchard des résultats cumulés des courbes

d'étalonnage de la prostaglandine Ej par polarisation de
fluorescence

Le calcul de la pente de chaque droite ainsi que la valeur de l'intercept pour
un rapport B/F nul permet de dégager les constantes du dosage
(Tableau XVIII).

TABLEAU XVIII

ANALYSE SELON SCATCHARD DE LA COURBE D' ETALONNAGE DE LA
PROSTAGLANDINE E1 PAR POLARISATION DE FLUORESCENCE

Coefficient Concentration
Equation de Ka en sites Ac

corrélation

Premiére

partie dela Y=-0,376.109X + 1,110 r=0,9747 0,376.109 M-1 29109M

courbe
Deuxiéme
partie dela Y=-6489106X+0,416 r=0,9993 6,489.106 M-1 6,4 108 M

courbe
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Deux populations de sites anticorps avec des constantes d'affinités distinctes
sont mises en évidence. Une purification sélective de ces deux classes de
sites par chromatographie d'affinité pourrait permettre une légere
amélioration des domaines de concentration du dosage. Cependant cette
technique nécessite de grandes quantités d'anticorps, avec des risques de
dégradation possibles. Le progrés qui pourrait en résulter ne serait pas
vraiment intéressant, la quantité de traceur nécessaire pour une mesure
fiable de 'anisotropie étant le facteur limitant.

u II1. Conclusions u

La possibilité de réaliser un dosage par polarisation de fluorescence d'une
biomolécule a fonction carboxyle est montrée. Cependant, en 1'état actuel des
possibilités techniques de l'appareillage et des propriétés spectrales du
traceur, il n'est pas possible de "concurrencer” un dosage

radioimmunologique, le domaine de concentration recherché n'est pas
atteint.

Néanmoins, les capacités démontrées ici correspondent a un progrés au
regard des dosages de méme type : la facilité de mise en oeuvre du dosage
ainsi que sa rapidité en sont les atouts principaux. Un facteur 10 a 100 est
gagné par rapport aux immunodosages par polarisation de fluorescence
commercialisés ou décrits dans la bibliographie.

Son domaine d'application pourrait concerner le dosage de la PGE;
employée en tant que médicament dans certaines pathologies néonatales
(Zoutendam et coll.,, 1984). Elle a un réle d'inhibition de l'agrégation
plaquettaire (Gerrard, 1982), son dosage est préconisé dans les problemes de
stérilité masculine.

Ce modele peut également étre transposé a d'autres biomolécules.

Le développement du dosage du TxBg peut étre envisagé. Il sera mené sur la
méme démarche avec cependant la connaissance des limitations de la
méthode.
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L MATERIEL ET METHODES

1.1 actif m ratoir

Afin de vérifier la conservation de la reconnaissance du traceur par les
anticorps, 3 trousses de dosage mettant en oeuvre des traceurs radioactifs ou
enzymatiques ont été utilisés :

- une trousse utilisant le TxB9 marqué a l'iode 125 (Amersham,
Les Ulis, France), la molécule étant estérifiée au niveau de son
carboxyle par iodotyrosine [1251]

- une trousse utilisant le TxB9 marqué au tritium (Amersham,
Les Ulis, France), dans ce cas la modification de la molécule
consiste en 1'échange d'hydrogéne par du tritium

- une trousse utilisant le thromboxane marqué au niveau de son
carboxyle par wune enzyme, l'acétylcholinestérase
(Cayman Chemical, Ann Arbor, USA).

1.1.1.1. Compétition vis a vis du traceur iodé

Tous les réactifs de la trousse sont conservés a - 20 °C.
La structure chimique du traceur est représentée sur la figure 48.
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Figure 48 : Structure du thromboxane Bg iodé

La trousse comporte les réactifs suivants :

- tampon phosphate 50 mM a pH 7,3
contenant 0,1 % de gélatine et 0,01 % de

thimérosal
. TxBg 1251 2000 Ci/mmole, 2 pCi
en solution dans un mélange
éthanol/eau (1 : 1), dilué dans
10 ml de tampon
- anticorps anti-TxBg sous forme lyophilisée, reconstitué

dans 10 ml de tampon

- anticorps anti-lapin sur support
polymérique (Amerlex M)

- étalon de TxBg 8 ng sous forme lyophilisée
reconstitué dans 1 ml de tampon

La gamme étalon est réalisée par une série de dilutions au demi de 4 ng/ml a
31 pg/ml, soit 400 a 3 pg/tube. Le TxBg fluorescent est dilué dans les mémes
concentrations que la gamme étalon. Tous les réactifs sont équilibrés a
température ambiante avant d'étre utilisés. Le protocole opératoire est
résumé dans le tableau XIX.
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TABLEAU XIX

PROTOCOLE OPERATOIRE DU DOSAGE RADIO-IMMUNOLOGIQUE DU
THROMBOXANE Bg UTILISANT LE TRACEUR IODE

Tube Radioactivité  Liaisonnon Etalon'0"(Bg) TxBg étalon
totale (T) spécifique ou TxBo-
(LNS) AEF
Tampon (ul) - 400 300 200
TxBg 1257 (ul) 100 100 100 100
TxBg étalon ou
fluorescent (ul) - - - 100
Anticorps (ul) - - 100 100
Incuber 16 h 4 4 °C
Deuxiéme
anticorps
précipitant (ul) - 500 500 500

- Mélanger au vortex et centrifuger a 1500 g pendant 10 min & 4 °C
- Eliminer le surnageant
- Déterminer la radioactivité dans un compteur gamma jusqu'a accumulation
de 10000 coups

1.1.1.2. Compétition vis a vis du traceur tritié

Tous les réactifs de la trousse sont conservés a - 20 °C dans un tampon
phosphate 50 mM a pH 7,3 contenant 0,1 % de gélatine et 0,01 % de
thimérosal. Aucune reconstitution de réactifs ni étapes de dilution sont
nécessaires. Aprés décongélation, les réactifs sont stables 15 jours a 4 °C.

La gamme étalon couvre les concentrations de 5 4 300 pg/ tube.

La trousse comporte les réactifs suivants :

- tampon phosphate 50 mM a pH 7,3

contenant 0,1 % de gélatine et

0,01 % de thimérosal
. TxBg tritié 120 Ci/mmole, 1 uCi
. anticorps anti-TxBg
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- solution de charbon-dextran dans le

tampon phosphate
. étalons de TxBg 5 solutions : A 3 ng/ml
B 1,1 ng/m
C 0,4 ng/ml
D 0,13 ng/ml
E 0,05 ng/ml

Le TxBg fluorescent est dilué dans les mémes concentrations que la gamme
étalon avec le tampon de la trousse. Tous les réactifs sont équilibrés a
température ambiante avant d'étre utilisés. Le protocole opératoire est
résumé dans le tableau XX,

TABLEAU XX

PROTOCOLE OPERATOIRE DU DOSAGE RADIO-IMMUNOLOGIQUE DU
THROMBOXANE Bg UTILISANT LE TRACEUR TRITIE

Tube Radioactivité  Liaisonnon  Etalon"0" TxBg étalon
totale (T) spécifique By ou TxBo-
(LNS) AEF
Tampon (ul) 200 200 100 -
TxBg 3H () 100 100 100 100
TxBg étalon ou
fluorescent (ul) - - - 100
Anticorps (ul) - - 100 100
Incuber 16 h 4 4 °C
Charbon-
Dextran (ml) - 1 1 1
Tampon (ml) 1 - - -
- Mélanger au vortex et centrifuger a 1000 g pendant 10 min a
4°C

- Prélever 650 pL de surnageant dans des tubes a scintillation
- Ajouter 5 ml de liquide de scintillation (Ready Safe, Beckman)
- Compter la radioactivité dans un compteur a scintillation
liquide jusqu'a accumulation de 10000 coups ou pendant
10 minutes
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L'addition de charbon permet l'adsorption du TxBg libre. Les mesures de
radioactivité concernent la partie de TxBg liée aux anticorps.

1.1.1.3. Compétition vis a vis du traceur enzymatique

Le traceur est constitué d'une molécule de TxBg liée & une molécule
d'acétylcholinestérase. La quantification de la réaction de compétition est
effectuée par une mesure de l'activité de l'enzyme en présence du réactif
d'Ellman. Il en résulte la formation d'acide 5-thio 2-nitro benzoique qui a
une absorbance élevée & 412 nm (e = 13600 M-1.cm-1).

La composition du tampon n'est pas donnée par le fabricant.

La trousse comporte les réactifs suivants :

- tampon d'incubation reconstitué a 500 ml avec de I'eau bidistillée
- tampon de lavage reconstitué a 500 ml avec de l'eau bidistillée

et addition de 0,25 ml de Tween 20

- TxBg marqué parlenzyme gsous forme lyophilisée, reconstitué dans
6 ml de tampon

- anticorps anti-TxBg sous forme lyophilisée, reconstitué dans
6 ml de tampon

- étalon de TxBo 10 ng sous forme lyophilisée reconstitué
dans 1 ml de tampon

- réactif d'Ellman reconstitué a 20 ml avec de 1'eau bidistillée.

Une plaque de 96 puits revétue d'anticorps monoclonaux de souris sert au
développement du dosage. La gamme étalon est réalisée par une série de
dilutions de 1000 pg/ml a 7,8 pg/ml. Le TxBg fluorescent est dilué dans les
mémes concentrations que la gamme étalon. Tous les réactifs sont équilibrés
a température ambiante avant d'étre utilisés. Le protocole opératoire est
résumé dans le tableau XXI.
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TABLEAU XXI
PROTOCOLE OPERATOIRE DU DOSAGE DU THROMBOXANE Bo
UTILISANT LE TRACEUR ENZYMATIQUE

Tube Blanc Activitt Liaisonnon Etalon'0" TxBg étalonou
totale (T)  spécifique By TxBg-AEF
(ILNS)
Tampon (ul) - - 100 50 -
TxBg -
Acétylcholinestérase - - 50 50 50
(ub
TxBg étalon ou
fluorescent (ul) - - - - 50
Anticorps (ul) - - - 5 50
- Incuber 16 h 4 25 °C
- Laver 5 fois avec 0,35 ml de tampon
TxBg -
Acétylcholinestérase - 5 - - -
(ul)
Réactif d'Ellman (ul) 200 200 200 200 200

- Incuber 1 heure a 25 °C
- Mesurer l'absorbance 4 412 nm

1.2 Expression résul

Pour les déterminations par radioimmunodosage, les calculs sont effectués
comme pour la PGEq (chapitrel.1.3., page 117).

Pour l'enzymo-immunodosage la relation est la suivante :

B [ATxB2 étalon ou fluorescent - Ablancl - [ALNS - Ablanc!
Bo~ [Agtalon "0" - Ablancl

A représente la valeur de 'absorbance.
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Il n'a pas été possible d'obtenir du fournisseur des informations quant a
T'activité du traceur enzymatique. L'exploitation des résultats par le modele
de Scatchard n'a pas pu étre effectuée. Cependant une estimation de la
concentration de TxB9 donnant un rapport B/Bg de 50 % permet

d'appréhender la possibilité de réactions croisées. En faisant le rapport des

fons e R observé 1 he de 100
concentrations TxBy - AEF °opservées , une valeur proche de % est

caractéristique d'une immunoréactivité identique, et inversement une faible
valeur est significative d'une modification de la reconnaissance

immunologique.

1.2.1. Description I reillage matériel

Toutes les analyses concernant le TxBg ont été réalisées sur le deuxiéme
prototype de fluopolarimeétre de l'unité INSERM 284. Les modifications
apportées par rapport a l'ancien appareil concernent principalement
l'alimentation qui est stabilisée ainsi que le programme informatique de
traitement des données. Une adaptation du programme d'analyse permet
d'effectuer également des mesures de cinétique de réaction.

Le principe des mesures est idéntique a l'analyse de la PGEj (chapitre 1.2.1.,

page 119).
1.2.2, Détermination de la concentration minimale en TxBZ-AEF

Les contraintes techniques de l'appareil ne permettent pas des mesures
reproductibles avec des intensités de blanc supérieures & 20 % de l'intensité
de la solution fluorescente (ce qui correspond & un gain d'amplification 32 du
signal). Pour des raisons de souplesse d'utilisation, il a été choisi de
travailler & une concentration en fluorescéine correspondant & un gain 16,
I'ajout de protéines plasmatiques pouvant modifier la fluorescence.
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1.2.3, Influence lavi i r 'anisotropi fluor n v

Les mesures concernant 1'évolution de l'anisotropie de fluorescence en
fonction de la viscosité du milieu ont été effectuées dans le tampon phosphate
0,1 M a pH 7,5 en présence de quantités croissantes de glycérol. La cellule de
lecture est thermostatée a 20 °C. La concentration en traceur est de
2,2.10-9 M.

Le tableau XXII décrit 1a composition des solutions ainsi que les viscosités
relatives (n/ng ) par rapport & l'eau & 20 °C. La viscosité absolue de la solution
de glycérol a été déterminée grace a la valeur de la viscosité de 'eau qui est
de 1,002 cP.

TABLEAU XXII
VISCOSITE RELATIVE EN FONCTION DU POURCENTAGE DE
. GLYCEROL

% de glycérol dans le
tampon phosphate 0,5 16 28 48 60 72 80
0,1M pH 7,5 (m/V)
Viscosité relative

nwmno 1,009 1,530 2,274 5402 10,660 27,570 59,780
Viscosité absolue n
(cP) 1,011 1533 2,279 5413 10,681 27,625 59,900

2.4 Détermination 1 n ration en anti
1.2.4.1. Réactifs

Les anticorps testés proviennent de Sigma Immuno Chemicals (St Quentin
Fallavier, France).

Les caractéristiques immunologiques des anticorps sont :

- Bg : 0,5 ml d'un flacon reconstitué a 50 ml lie 40 % de 10 pg de TxBg tritié
d'activité spécifique de 140 Ci/mmole, soit 4 pg

- 1a sensibilité définie comme étant la quantité de TxBg donnant un rapport
B/Bg de 90 % : 4 pg/tube
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- la constante d'affinité déterminée par la méthode de Scatchard :
Ka =4,3.109 M-1
- la spécificité : réactions croisées (%) pour B/Bg = 50 %

Prostaglandines
Ay <0,1 Ag <0,1
B <0,1 By <0,1
Do <0,1 E; <0,1
Eo <0,1 Fjo <0,1
Foa 0,5 céto-6-F1 o <0,1

Aucune information concernant les réactions croisées avec les métabolites
du TxBg ne sont données.

1.2.4.2, Tampon

Les résultats exposés concernant les mesures en présence d'anticorps ont
été faites dans le tampon préconisé par la société Sigma : tampon PBS
constitué de phosphate de sodium 0,01 M a pH 7,4, de NaCl 0,4 M et
contenant 0,1 % de BSA (m/V). Il n'a pas été nécessaire d'ajouter de l'azide
de sodium, la solution d'anticorps étant utilisée extemporanément.

1.2.4.3. Mode opératoire

A 120 pl d'une solution & 20 ng/ml en AEF (4,4.10-8 M) ont été ajoutés des
volumes croissants d'anticorps (chaque flacon est reconstitué & un volume
de 0,6 ml de tampon PBS/BSA). Aprés 1 heure d'incubation a 25 °C, les tubes
sont complétés a 1,5 ml juste avant la série de mesures. Les lectures sont
effectuées contre un blanc (tampon PBS/BSA, 1425 pul contenant 75 pl
d'anticorps). La cellule du fluopolarimétre est thermostatée a 25 °C.
Le tableau XXIII résume le protocole opératoire.
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TABLEAU XXIII
PROTOCOLE OPERATOIRE DE DETERMINATION DU VOLUME
D'ANTISERUM
Volume de TxBg-AEF Volume I Volume de tampon
(4,4.10-8 M) d'anticorps N phosphate 0,01M pH 7,4/
(ub (ub C BSA 0,1 % (m/V)
120 0 U 1380
120 15 B 1365
120 30 A 1350
120 60 T 1320
120 75 I 1305
120 0 o 1290
120 112 N 1268
120 150 1ha 1230
25°C
2 ition

Pour des raisons de coflit de 1'antisérum, une adaptation des conditions de
mesure a permis de les effectuer dans un volume final de 1 ml pour un
volume d'anticorps de 50 pl (le flacon est reconstitué a 0,6 ml).

1.2.5.1. Courbe de compétition en milieu tampon

A 80 pul d'une solution a 20 ng/ml en AEF (4,4.10-8 M de TxB2 - AEF) ont été
ajoutés 50 pl d'anticorps. Aprés 1 heure d'incubation a 25 °C, 50 pl de
solution de TxB9 a différentes concentrations (de 2 ng/ml a 10 pg/ml) sont
ajoutés. Aprés une nouvelle incubation d'une heure a 25 °C, les tubes sont
complétés a 1 ml avec le tampon PBS/BSA juste avant la mesure

 d'anisotropie. Les lectures sont effectuées contre un blanc (tampon PBS/BSA,

950 pl et 50 pul d'anticorps).
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1.2.5.2. Comparaison de la compétition en milieu tampon et plasmatique

Des fractions de 1 ml de plasma provenant de sang prélevé sur héparine ont
été surchargées par du TxBg afin d'obtenir des concentrations de 20 ng/ml,
40 ng/ml, 100 ng/ml, 200 ng/ml, 400 ng/ml.

Des dilutions de TxBg dans le tampon PBS/BSA sont réalisées aux méme
concentrations.

Le plasma surchargé ainsi que le plasma non surchargé sont centrifugés
sur Centrisart (Sartorius, Gottingen, Allemagne) pendant 15 minutes a
2500 g a 20 °C. Cette étape permet d'éliminer toutes les molécules de masse
molaire supérieure a 5000.

Le plasma ultrafiltré par cette technique est utilisé directement pour les
essais de compétition en polarisation de fluorescence. Des essais identiques
sont effectués en parallele en milieu PBS/BSA. Le tableau XXIV rassemble
les conditions opératoires.

TABLEAU XXIV
PROTOCOLE OPERATOIRE DU DOSAGE DU THROMBOXANE Bg DANS

DU PLASMA SURCHARGE ET EN MILIEU TAMPON PBS/BSA

Tube TxBg-AEF Anticorps I Plasma ou I Tampon
(4,4.10-8 M) (ubh N tampon N phosphate 0,01M
(ub C surchargé C pH7,4/BSA 0,1
U (ul) U % (M/V) (ul)

0 ng 80 50 B 50 B 820
1ng 80 50 A 50 A 820
2ng 8 50 T 50 T 820
5 ng 80 50 I 50 I 820
10 ng 80 50 0 50 0] 820
20 ng 80 50 N 50 N 820
Blanc - 50 1h 50 1h 900
Témoin 80 - a25 °C 50 a25 °C 870
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2 inéti la réaction antigéne-anticor

Le programme cinétique du fluopolarimeétre a permis de suivre la réaction
de fixation du TxBg-AEF sur l'anticorps. Des mesures ont été effectuées
pendant dix minutes toutes les 15 secondes sur une solution contenant le
traceur et les anticorps a la méme concentration que 1'étude précédente.

La cinétique est prolongée pendant 1 heure aprés addition de 20 pg de TxBo.

1.2.7, Dosage du thromboxane B_‘Q libéré par les plaquettes

1.2.7.1. Obtention du plasma riche en plaquettes (PRP) et isolement des
plaquettes

Cing ml de sang total sont prélevés en tube plastique sur citrate
(3,8 %, m/V). Le sang total est centrifugé & 140 g pendant 15 minutes & 20 °C.
Le plasma riche en plaquettes (PRP) est prélevé en évitant d'entrainer les
hématies et les leucocytes. Un aliquot du PRP est utilisé pour une
numération plaquettaire. Le reste est centrifugé 4 1200 g pendant 15 minutes
a 20 °C. Le surnageant est éliminé, le culot plaquettaire est remis en
suspension dans le tampon phosphate 0,15 M a pH 7,4 afin d'obtenir une
concentration voisine de 5.108 plaquettes/ml.

1.2.7.2. Stimulation de la libération du thromboxane Bg

- Réactif
Le composé proagrégant, la thrombine (Sigma, St Louis, USA), est préparé a
une concentration de 10 U/ml dans le tampon phosphate 0,15 M.

- Méthode

La suspension plaquettaire est mise a incuber & 37 °C sous agitation pendant
60 minutes en présence de thrombine (0,5 UI/ml en concentration finale).
Apres incubation, les cellules sont éliminées par centrifugation a 1200 g
pendant 15 minutes.
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1.2.7.3. Dosage par polarisation de fluorescence du thromboxane Bg libéré

par les plaquettes

Le dosage est effectué dans le tampon PBS/BSA . La gamme d'étalonnage du
TxBg (tableau XXIV) est réalisée dans le méme tampon. Trois
déterminations de la concentration en TxBg libéré par les plaquettes sont
effectuées apreés une dilution du surnageant du PRP au 1/10, 1/5 et 1/3 dans
le tampon PBS/BSA.

Le traceur (80 pul d'une solution a 4,4.10-8 M) est incubé 10 minutes en
présence des anticorps a 25 °C. Puis le TxBg compétiteur issu des plaquettes
ou de la gamme d'étalonnage est ajouté, l'incubation est prolongée 1 heure a
25 °C.
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II II. RESULTATS ET DISCUSSION “

Une étude a été menée afin de mesurer qualitativement (a 1'aide d'une
courbe dose-réponse et de la mesure des réactions croisées) et
quantitativement (par le traitement des résultats selon Scatchard) les
parametres régissant la réaction antigéne - anticorps.

L'aptitude du traceur a été testée pour les immunodosages actuellement
commercialisés :

- en compétition avec un traceur iodé

- en compétition avec un traceur tritié

- en compétition avec un traceur enzymatique.

I1.1.1.1. Compétition vis a vis du traceur iodé

Le traceur iodé résultant d'une modification chimique proche de celle du
traceur fluorescent et conduisant & des masses moléculaires proches pour
les deux traceurs, il est intéressant de comparer l'immunoréactivité du
traceur fluorescent a celle du traceur iodé.

Le TxBo étalon ou le TxBg - AEF ont été mis en compétition avec le TxBg 1257,
Les résultats donnant le pourcentage B/Bg en fonction de la quantité
croissante en TxBo sont représentés sur la figure 49.
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Figure 49 : Courbe de dosage utilisant le traceur iodé en compétition avec du
thromboxane B9 froid et fluorescent

m : TxBg - AEF
A:TxBg

Lorsque la quantité de TxBg-AEF augmente, il y a diminution de la
radioactivité enregistrée. Ceci refléte la reconnaissance effective du traceur
par les anticorps. D'autre part la comparaison entre la courbe d'étalonnage
et la courbe de dosage du traceur montre qu'il y a pratiquement
superposition des deux courbes. Le TxBg fluorescent se fixe sur les anticorps
dans les mémes proportions que le TxBg étalon.

Le traitement des résultats par la méthode de Scatchard est représenté sur
la figure 50.
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Figure 50 : Représentation de Scatchard du dosage utilisant le traceur iodé
m:TxBo - AEF
A:TxBg

Les données obtenues par le systéme de Scatchard sont regroupées dans le
tableau XXV. Les calculs sont présentés dans I'annexe III.

Les constantes d'affinité ainsi que les concentrations en sites anticorps sont
proches et confirment la conservation de l'immuno-reconnaissance de
I'anticorps pour le traceur fluorescent malgré 1'étape de modification de la
structure du TxBg9. La valeur du rapport des constantes d'affinité est de 1,52

(KIa{iéf)' I n'y aura pas de modification notable du comportement de

- I'immunoréactivité du traceur (Ekins, 1974).

Ces résultats permettent également de confirmer 1'estimation
spectrophotométrique de la concentration en traceur fluorescent purifié
puisque le pourcentage de traceur iodé déplacé correspond & celui estimé. Il
y a bien une molécule de fluorescéine fixée par molécule de TxBg.
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TABLEAU XXV
ANALYSE DE SCATCHARD DES DONNEES DU DOSAGE UTILISANT
LE TRACEUR IODE
Equation Coefficient Ka Concentration
de en sites Ac
corrélation
Droite Y =-1,04.1010X + 0,74 r=0,9847 1,04.1010 m-1 7,1.10'11 M
d'étalonnage
Droite en

présence de Y =-1,56.1010X + 0,77 r=0,9856 1,56.1010 m-1 4910011 M
TxBo-AEF

11.1.1.2. Compétition en présence du traceur tritié

La molécule de TxB9 marquée par du tritium n'a théoriquement pas subi de
modification au niveau de la réaction de reconnaissance immunologique.
Les sites reconnus par les anticorps ne sont pas masqués.

Le TxBg étalon ou le TxBg - AEF ont été mis en compétition avec le TxBg SH.
Les résultats donnant le pourcentage B/Bg en fonction de la quantité
croissante en TxBg sont représentés sur la figure 51.
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Figure 51 : Courbe de dosage utilisant le traceur tritié en compétition avec du
thromboxane B froid et fluorescent
m: TxBg - AEF
A:TxBy

Dans le cas étudié, le rapport des concentrations pour un B/Bg de 50 % est
proche de 70 %. Cependant les deux courbes sont paralléles, ceci pourrait
étre di a la présence d'impuretés de la fluorescéine en faible quantité qui
aurait conduit a une légére surestimation de la concentration en TxBg
marqué. Cependant il est intéressant de voir que l'immunoréactivité du
traceur fluorescent est peu différente de celle du traceur tritié.

Les courbes issues de la modélisation par la méthode de Scatchard sont
représentées sur la figure 52. Les calculs sont regroupés dans 'annexe IV.
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Figure 52 : Représentation de Scatchard du dosage utilisant le traceur tritié
m: IxBg - AEF
A:TxBo

Les valeurs obtenues pour la droite d'étalonnage ou pour le traceur
fluorescent sont proches (tableau XXVI), ce qui confirme les résultats
observés avec la trousse iodée. Les valeurs obtenues pour les deux trousses
sont du méme ordre de grandeur, ce qui laisse présager un comportement
intéressant pour la mise au point du dosage par polarisation de
fluorescence. Le rapport des constantes d'affinité (de 0,7) montre qu'il n'y a
pas totale conservation de l'immunoréactivité, mais cette faible différence
n'affectera pas la mise au point de l'immunodosage par polarisation de
fluorescence : un rapport proche de 10-2 entrainerait une forte diminution de
la sensibilité du dosage (Ekins, 1974).
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TABLEAU XXVI
ANALYSE DE SCATCHARD DES DONNEES DU DOSAGE UTILISANT
LE TRACEUR TRITIE
Equation Coefficient Ka Concentration
de en sites Ac
corrélation

Droite d'étalonnage Y=-4,89.1010X+299 r=09377 4389.1010M1  ¢1101M

Droite en présence Y=-344.1010X+234 r=09142 344.1010M1 681011l M
de TxBg-AEF

Le principe reste identique a celui des immunodosages utilisant des radio-
isotopes. Le signal mesuré, 1'absorbance a 412 nm, est inversement
proportionnel a la quantité d'analyte présent. La figure 53 montre les
résultats obtenus selon la représentation classique.

Alors que les anticorps utilisés dans les dosages par radio-immunologie
étaient les mémes que ce soit avec le traceur iodé ou tritié, une courbe dose-
réponse est également obtenue pour la trousse immunoenzymologique
comportant des anticorps provenant d'une autre société.
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Figure 53 : Dosage du TxBg-AEF par immunoenzymologie
m: TxBg - AEF
A:TxBo

Le pourcentage de croisement est voisin de 200 %. Le décalage des courbes
peut correspondre a une meilleure affinité de l'anticorps pour le traceur
fluorescent que pour l'antigéne marqué par l'enzyme ou & une légere
dégradation de la solution étalon ou & une faible sous estimation de la
concentration en traceur fluorescent.

Il est possible que 1'affinité des anticorps soit plus grande pour une molécule
de thromboxane dérivée par I'AEF étant donné le mode d'obtention des
anticorps. En effet, pour étre immunogeéne, I'hapténe doit étre fixé sur une
protéine porteuse. Ceci peut provoquer la formation d'une population
d'anticorps dirigée contre le bras de liaison a cette molécule.

En conclusion, cette étude a permis de vérifier qu'il y avait bien une molécule
d'AEF fixée par molécule de TxB9o. La méthode spectrophotométrique de
quantification peut étre utilisée comme indice de stabilité du dérivé purifié.
D'autre part la conservation de I'immunoreconnaisance de la molécule de
TxBg - AEF est mise en évidence, et ce avec une affinité proche de celle de
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I'anticorps pour l'antigéne non modifié. La dérivation n'a pas touché le site
antigénique principal correspondant au cycle hémi-acétalique.

De par ses qualités spectrales et immunologiques le traceur parait étre
intéressant pour la mise au point d'un dosage par polarisation de

fluorescence.

:By larisation de f

Les études ayant été menées sur le second prototype de fluopolarimetre, il a
fallu définir les conditions optimales de travail telles que la concentration en
traceur fluorescent et le volume final de mesure. ‘
L'étude identique a celle menée sur la PGE1, a été complétée par une
évaluation de la variation du signal d'anisotropie de fluorescence en milieu
visqueux.

La concentration optimale en-anticorps est déterminée par polarisation de
fluorescence afin de procéder a la faisabilité de I'immunodosage.

11.2.1, Détermination de la concentration minimale de Txﬁz-AEF détectable
par polarisation de fluorescence

La figure 54 met en évidence l'influence de la dilution sur l'évolution de
l'intensité du blanc témoin. Alors que l'anisotropie de fluorescence reste
constante (0,08) le rapport Ip/If (I, correspondant a l'intensité de
fluorescence du blanc, If a l'intensité de la solution fluorescente) augmente
pour atteindre 12 % pour la solution a 1 ng/ml. Cependant cette
concentration ne peut pas étre conservée pour la suite des études : l'intensité
de fluorescence est telle que l'appareil ne "sait" pas choisir entre 2 gains
d'amplification et l'ordinateur quitte le programme dans la majorité des
mesures. Une concentration intermédiaire a4 1,6 ng/ml est un bon
compromis entre la stabilité du signal d'anisotropie et une concentration

minimale.
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Figure 54 : Evolution de l'anisotropie de fluorescence et de l'intensité de
fluorescence du blanc en fonction de la concentration du traceur
+:Ib/If (%)
A : Anisotropie de fluorescence

Cette concentration choisie laisse supposer qu'une limite de détection de
l'ordre du pg/ml sera difficilement atteinte. Etant données les limites de
détection de l'appareil, il n'est dores et déja pas envisageable de doser le
TxBg dans le domaine de concentration plasmatique physiologique.
Cependant la mise au point du test reste intéressante pour des analyses
pharmacologiques d'activation plaquettaire.

11.2.2 Influen la vi i ili mesur

L'équation de la loi de Perrin montre que l'inverse de l'anisotropie évolue
dans le méme sens que l'inverse de la viscosité du milieu de mesure, et ce de
fagon linéaire pour des molécules totalement sphériques. Cependant cette
situation se rencontre rarement. Des entorses a la loi sont fréquemment
observées et en particulier pour des dérivés de la fluorescéine dans des
solutions glycérol / eau a différentes concentrations (Dandliker et de
Saussure, 1970).
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Figure 55 : Influence de la viscosité du milieu sur l'anisotropie de
fluorescence (n = 3)

Lorsque la viscosité du solvant contenant le fluorophore augmente, la
polarisation de fluorescence émise augmente également (encart de la
figure 55). La représentation de l'inverse de l'anisotropie en fonction de
I'inverse de la viscosité permet de vérifier I'évolution du systéme par rapport
a I'équation de Perrin.

Il est possible d'exprimer cette équation selon le modele suivant :

RTz
Vro

X

=

1 1
w— TT —— e
r ro

L'anisotropie limite rg de 1'équation de Perrin est une valeur empirique
obtenue en 1'absence de tout mouvement brownien. Elle est normalement
calculée grace a l'intercept de 1'axe des ordonnées (pour 1/n = 0).
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La représentation de Perrin est linéaire sauf dans certaines conditions :

- lorsque la durée de vie est dépendante de la température ou lorsque la
viscosité du milieu est modifiée. Une diminution de la durée de vie avec une
augmentation du rapport T/n produit une courbure concave par rapport a

l'axe des abscisses

- I'apparence de nouveaux temps de relaxation rotationnelles lorsque T/n
varie provoque une courbure convexe par rapport a l'axe des abscisses. Ce
phénomeéne peut provenir par exemple de la dissociation des sous unités
d'une macromolécule, de 1'asymétrie formée par l'association du marqueur
a l'analyte ou de mouvements de rotation supplémentaires provoqués par
une activation thermique.

La non linéarité de la représentation de Perrin des résultats obtenus releve
de la deuxieme hypothése. Elle pourrait étre due a une variation de la
flexibilité du TxB9 - AEF liée a la présence de glycérol modifiant la viscosité
(Dandliker 1970). Toutefois, il n'est pas exclu qu'une variation de la durée de
vie de I'AEF intervienne également.

La courbe de la figure 55 peut étre divisée en deux parties fonctions de la
viscosité, ce qui permet de calculer la valeur de 'anisotropie limite sous
différentes conditions :

- dans le cas d'une viscosité faible (<10 cP) la droite de régression est :
Y = 5,87 X+10,39, r = 0,9717. L'anisotropie limite est de 0,096 (1/10,39).

- la droite de régression pour les viscosités élevées (> 10 cP) est :
Y =42,07 X + 4,89, r = 0,9876. La valeur de r( obtenue est alors 0,205 (1/4,89).

Cette derniére valeur est plus en accord avec la valeur maximale de
polarisation de fluorescence que peut prendre un fluorochrome ayant son
dipble d'excitation et d'émission parralléles (cas de la fluorescéine) qui est de
0,333, soit une anisotropie limite de 0,250 (Entwistle et Noble, 1992).

Un infléchissement de la courbe a également été observé par Perrin pour la
fluorescéine et pour d'autres fluorophores dans des mélanges glycérol-eau a
différentes viscosités inférieures a 10 centipoises.
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Néanmoins, au vu de ces résultats, l'obtention d'une restriction de la
rotation de la fluorescéine par le biais de I'augmentation de la viscosité peut
laisser penser que ce phénomeéne se produira lorsque le traceur sera mis en
présence d'anticorps reconnaissant la biomolécule.

1.2.3, Détermination de la concentration en anticor

L'utilisation d'anticorps commercialisés pour des dosages
radioimmunologiques nécessite une adaptation de leur concentration pour
une utilisation en polarisation de fluorescence. Aucune donnée concernant
la concentration en anticorps étant fournie, un volume de reconstitution des
flacons a été estimé par rapport aux caractéristiques du systéme RIA décrit
sur la fiche technique : 500 ul d'un flacon reconstitué 4 50 ml permet de lier
40 % de 10 picogrammes du thromboxane tritié, soit 4 picogrammes. La
concentration de TxBg marqué par la fluorescéine étant de 1,6 ng/ml dans
chaque tube, il faut utiliser des quantités plus importantes en anticorps pour
observer une augmentation d'anisotropie.

Une reconstitution des flacons avec un volume plus faible (0,6 ml) a été
pratiquée. '

La figure 56 représente les résultats obtenus pour la variation d'anisotropie
en fonction du volume d'antisérums ajouté.
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Figure 56 : Variation de l'anisotropie en fonction du volume d'antisérum
(n=3)
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Une augmentation de 1'anisotropie est observée en fonction de la quantité
d'antisérum. Ceci permet de montrer que la reconnaissance des anticorps
pour le TxBg provoque effectivement une diminution des mouvements
browniens de rotation, entrainant une variation du signal d'anisotropie.
La différence existant entre 1'anisotropie maximale (traceur totalement lié)
et l'anisotropie minimale (traceur totalement libre) est représentative de
la qualité de I'immunodosage. Cette différence voisine de 0,130 est fonction de
la molécule fluorescente et de la nature de l'antisérum (Jolley, 1981).

Un volume de 50 pl d'antisérum provoque une variation d'anisotropie
correspondant a 50 % de la valeur de l'anisotropie maximale. Cette
concentration est un bon compromis entre la nécessité de doser la plus petite
concentration possible en TxB9, la reproductibilité du signal et la gamme de
variation d'anisotropie permettant une meilleure "sensibilité" du dosage.

Les conditions expérimentales pour l'étude des courbes d'étalonnages
sont fixées ainsi :
- concentration finale en traceur de 3,5.10-:9 M
- volume d'antisérum de 50 ul par essai pour un flacon reconstitué a 0,6 ml

11.2.4 r 'étalonn n mili mpon n mili lasmati

Afin de vérifier la validité du dosage du TxBg, différentes courbes
d'étalonnages sont effectuées tant en milieu synthétique (tampon PBS/BSA)
qu'en présence de plasma d'origine humaine.

Les mesures d'anisotropie sont effectuées contre un blanc contenant la
méme quantité d'antisérum que dans l'essai. Il n'y a pas de variation
d'anisotropie mais l'intensité du blanc est légérement augmentée (0,41 au
lieu de 0,36 UA).

I1.2.4.1. Milieu tampon

Une courbe d'étalonnage classique obtenue est représentée sur la figure 57.
Elle correspond a la représentation des variations d'anisotropie en fonction
de la concentration en analyte. Chaque point est la moyenne de 5 mesures
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effectuées pendant 20 secondes. Les écarts types correspondent aux
variations du signal des mesures.

Le fait de compléter & 1 ml le volume des cuves juste avant la mesure
d'anisotropie ne modifie pas 1'équilibre pendant la durée de la lecture :
aucune variation notable du signal n'est observée entre le début et la fin de la
mesure.
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0120 1
= 0110 1
0,100 -
| 0,090
0,080
0,070 +# T . : \

0 1 10 100 1000
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luorescence

ie ae

Anisotrop

Figure 57: Courbe d'étalonnage d'un dosage par polarisation de
fluorescence du thromboxane By
Les écarts types correspondent aux variations du signal sur les 5 mesures
effectuées

Une courbe dose réponse peut étre facilement obtenue, elle ne nécessite pas
de séparation des complexes des formes libres ni de longues étapes
d'incubation. Elle est de 2 heures au lieu de 24 heures pour un dosage
en RIA.

Une diminution d'anisotropie est obtenue pour des concentrations
croissantes en TxBg. Le dosage permet de déterminer des quantités de TxBg
comprises entre 0,5 et 100 ng avec un maximum de précision : c'est entre ces
deux concentrations que la pente de la courbe est maximale. Cependant des
mesures supplémentaires sont nécessaires afin d'affiner les résultats.
Plusieurs courbes étalons ont été effectuées en "inter-jours". La figure 58
montre la courbe correspondant a4 la moyenne des résultats. Ils sont




169

exprimés en terme de variation d'anisotropie étant donné la variabilité du
signal observée dans les conditions de travail. Les coefficients de variation
n'apparaissent pas sur le graphique : le nombre de mesures n'est pas
identique pour tous les points. Il ne faut retenir de la courbe que l'allure
générale : pour avoir un maximum de précision lors d'un dosage, il faut
systématiquement effectuer une courbe étalon du fait de la variabilité des
mesures.

0,08+
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0,06+
0,054
0,044

0,03+

0,024

0,01

Variation de I'anisotropie de fluorescence

o ¥ 1 ¥ ¥
0 1 10 100 1000
TxB2 (ng)

Figure 58 : Courbe étalon du dosage par polarisation de fluorescence du
thromboxane Bg. Moyenne des résultats cumulés (n>3)

La forme sigmoide de la courbe rappelle celle obtenue pour un dosage en
RIA ou par immunoenzymologie. Le maximum de précision peut en étre
obtenu pour des concentrations se situant entre 500 pg et 10 ng par tube. Bien
que les écarts sur les mesures soient importants d'une journée sur l'autre
(20 a 30 % de différence sur I'ensemble des points de la courbe), les résultats
cumulés confirment les résultats obtenus en "intﬂra-jour". La plus grande
variation d'anisotropie est obtenue pour des domaines de concentration
similaires.
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Il est également possible d'exprimer les résultats par la méthode de
Scatchard. Les calculs qui ont conduit a établir les courbes de la figure 59
sont décrits en annexe V.

B/F
1,25

1
0,8
0,5
0,4

T -
0,2 —

044 . . r .
0,00E+00 5,00E-08 ~ 1,00E-07 1,50E-07 2,00E-07

B (molef/l)

Figure 59 : Représentation de Scatchard de la courbe d'étalonnage

La premiére analyse qui peut étre faite concerne 1'absence de linéarité dans
la représentation de Scatchard. Ce phénomene est observé également en RIA
lorsque les anticorps présentent une forte hétérogénéité quant a l'affinité des
sites de reconnaissance.

11 est possible de distinguer deux parties dans la courbe :

- une partie correspondant a des sites anticorps de "forte" affinité
(pente de la courbe importante)

- une partie correspondant a des sites anticorps de "faible" affinité
(faible pente de la courbe)

Les résultats obtenus concernant les parameétres de la réaction sont
rassemblés dans le tableau XXVII.
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TABLEAU XXVII
ANALYSEDE SCATCHARD DE LA COURBED'ETALONNAGE
PAR POLARISATION DE FLUORESCENCE

Equation Coefficient Ka Concentration
de en sites Ac
corrélation
18re partie de
la droite Y=-09109X+32 r=09881 09.109M1 3,610°9M
d'étalonnage
2éme partie de
la droite Y=-07108X+031 r=09441 0,7.106 M1 43107M

d'étalonnage

Les deux populations de site ont des constantes d'affinité bien distinctes :
elles différent d'un rapport d'environ 1000. Cette situation est souvent
rencontrée lors de l'utilisation d'anticorps polyclonaux non purifiés. Ceci a
pour effet une légére diminution de la sensibilité et de la limite de détection
du dosage mais n'influence pas vraiment l'immunodosage par polarisation
de fluorescence, son domaine de concentration s'écartant de celui qui était
recherché.

11.2.4.2. Comparaison de la courbe d'étalonnage obtenue en milieu tampon
et plasmatique

Afin de limiter la quantité d'anticorps utilisée, il a été choisi de travailler sur
un nombre restreint de points : 0, 1, 2, 5, 10, 20 ng de TxBg en solution dans
du tampon PBS ou dans le plasma. Ces points correspondent a la partie de la
courbe ol la variation d'anisotropie est la plus importante.

Afin de travailler dans des conditions les plus proches d'un dosage
plasmatique, du plasma a été surchargé par 1eTxBg. Le tableau XXVIII
regroupe les valeurs d'anisotropie de fluorescence obtenues sur un essai
d'inhibition en présence de plasma surchargé.
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TABLEAU XXVIII
INFLUENCE DU PLASMA SUR LES VALEURS D'ANISOTROPIE
ET D'INTENSITE DE FLUORESCENCE

Quantité Anisotropie Anisotropie

Ty dansle  Dimeiédsblene gungle Dt ds e
(ng) tampon (%) plasma (%)

0 0,127 14,7 0,128 25,8

2 0,109 13,8 0,113 26,0

5 0,101 ’ 13,0 0,134 24,0
10 0,098 14,0 0,121 24,0
X 0,093 134 0,131 24,0
Témoin 0,055 10,7 0,090 24,0

Alors qu'en milieu tampon une diminution de l'anisotropie est obtenue en
fonction de la quantité en TxBg en compétition avec le traceur, il est
impossible d'exploiter les résultats dés que 1'ajout du compétiteur se fait
dans le plasma. L'augmentation de l'intensité de fluorescence du blanc
contenant du plasma montre l'influence des protéines plasmatiques sur la
mesure. La présence de ces protéines ainsi que de la bilirubine, augmentent
la diffusion de la lumiére parasite. L'ultrafiltration éliminant les molécules
dont la masse moléculaire est supérieure a 5000 permet d'obtenir un
ultrafiltrat parfaitement limpide et incolore.

Cette étape permet de retrouver des intensités de blanc comparables au
dosage en milieu tampon (de l'ordre de 14 %). Ces résultats confirment
également qu'il n'est pas possible de travailler lorsque l'intensité de
fluorescence du blanc est trop importante par rapport a l'essai donc pour des
concentrations trop faibles en traceur.

Les courbes d'étalonnage obtenues, aprés surcharge du plasma ultrafiltré et
en milieu tampon, sont représentées sur la figure 60.




173

0,09 -
A Milieu tampon

2 . .
© 0,08 | ® Ultrafiltrat plasmatique
g q
=
g 007,
C
I
O
c
5 0,06 | 0
©
k]
(L)
> 0,05 -

0,04 1 T 1
0 1 10 100

TxB2 (ng)

Figure 60 : Comparaison de la courbe d'étalonnage en milieu plasmatique
ultrafiltré et dans le tampon PBS/BSA
(moyenne de deux expériences)

Grace a la présence de plasma déplété en protéines de masse molaire élevée,
il est possible d'observer une courbe de compétition : la présence des autres
composants du plasma n'empéche pas les mesures du signal d'anisotropie.
Cependant les courbes ne sont pas totalement superposables. Le
déplacement observé peut étre di soit & des composants du plasma purifié
qui influeraient sur la mesure, soit & la présence de TxB9 en quantité non
négligeable dans le plasma suite au prélévement sanguin. En fait seule la
deuxiéme possibilité semble étre plausible, I'adjonction de plasma dans le
tube témoin contenant le traceur ne modifiant pas la valeur d'anisotropie. Il
aurait fallu disposer de plasma dépourvu en TxBg pour pouvoir confirmer
cette hypothése.

1.2 inéti ion

La polarisation de fluorescence permettant de donner directement le rapport
B/F sans devoir séparer ces deux formes pour la mesure du signal, la
mesure directe de I'anisotropie de fluorescence en fonction du temps informe
sur 1'état d'avancement de la réaction antigéne - anticorps. La vitesse de
formation du complexe, a4 température déterminée, est fonction de 1'affinité
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de l'antisérum. Elle va conditionner la durée d'incubation : elle doit étre la
plus courte possible.

Dans un premier temps le traceur est mis & incuber en présence de
I'antisérum, des mesures d'anisotropie étant effectuées a intervalle régulier.
La figure 61 montre la cinétique de formation du complexe TxBg-AEF /
anticorps. La variation de l'intensité de fluorescence en fonction du temps y

est également représentée.
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Figure 61 : Cinétique de la réaction antigéene-anticorps par polarisation de
fluorescence
— —— —:Anisotropie de fluorescence
------ : Intensité de fluorescence

Au bout de 5 minutes la variation d'anisotropie atteint un plateau maximal.
Ce temps pourrait suffir lors de 1'étape d'incubation de l'antigéne marqué
par la fluorescéine. Il est cependant préférable de la prolonger & une heure
lors d'un dosage sinon il peut en résulter une diminution importante de la
spécificité.
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L'évolution de l'intensité de fluorescence est inverse de celle de 'anisotropie :
au fur et a mesure de 'avancement de la réaction l'intensité de fluorescence
diminue. Ceci n'est pas dii a une éventuelle photo-dégradation de la
fluorescéine comme cela pourrait le laisser supposer, 1'échantillon étant
exposé un long moment sous le faisceau lumineux. Le déplacement du
traceur par l'analyte augmente l'intensité de fluorescence (figure 62). Tout
comme il avait été observé lors du dosage de la PGE1, ce processus est
provoqué par un quenching de fluorescence di a la liaison du traceur a
I'anticorps. Cette constatation a également été faite par Dandliker
(Dandliker et Feigen, 1961) lors de l'étude de la réaction Ag-Ac par
polarisation de fluorescence. Il I'explique comme étant dii a la juxtaposition
de la molécule de fluorescéine avec l'anticorps. Ceci permet de créer des
conditions favorables & une perte d'énergie lors du processus d'excitation
avant que n'ait lieu le phénomeéne de fluorescence.

Cependant ce processus n'est pas a généraliser & tous les immunodosages.
Selon le fluorophore, une augmentation de l'intensité peut étre observée ou
aucune variation du signal (Jolley, 1981).

La vitesse d'association ou de dissociation peut é&tre exprimée par une
constante : t1/9 (temps de demi association ou dissociation) indépendante de
la concentration en analyte (Bourdon et Bourdon Ranisténao, 1983). Elle est
de 2,5 minutes environ pour la vitesse d'association de l'anticorps pour le
traceur TxBg - AEF.

Une deuxiéme étape a concerné le suivi de la cinétique de compétition aprés
ajout de TxBg non marqué (figure 62).

Une incubation séquentielle permet d'abaisser la limite de détection de
I'immunodosage.

L'anisotropie diminue rapidement en présence du compétiteur pour
atteindre une vitesse de décroissance plus stable au bout de 20 minutes.
Cependant l'équilibre est plus long & atteindre que pour la premiére étape.

Une période d'incubation d'une heure aprés ajout de 'analyte est nécessaire
étant donné la stabilité du complexe TxBo-AEF/Ac.




176

0 - - 0,25
Y —
o -0.01 - — - 0.2
o r pr——
e ooy "M ;‘g
25 - S
€ o -0,02 - —~ - 0,16 =
L % el =
o )
% = r—'-q'j ©
cC = ~~ <
S o -003 - - 0.1 .8
g © — ®
a 4 a
> — >
-0,04 { *+ - 0,05
H
s
"0,05 T L] ] L T T T T T Y T T Y T 0
— O MM~ LD O OO M
r—r— O N OO0 ST N W WD LD

Temps (min)

Figure 62 : Suivi de la cinétique de compétition par polarisation de
fluorescence
—— —— ——: Anisotropie de fluorescence
: Intensité de fluorescence

Il n'est pas utile de prolonger l'incubation, la faible dérive du signal observée
au bout de ce temps ne modifiant pas le dosage. Cette situation permet
difficilement de déterminer avec précision la valeur de t1/g9 de dissociation,
I'affinité de 'anticorps étant identique pour le traceur et I'analyte.

de fluorescence

Les conditions expérimentales pour un dosage par polarisation de
fluorescence du TxB2 sont fixées ainsi :
- concentration finale en traceur de 3,5.10-9 M
- volume d'antisérum de 50 pl par essai pour un flacon reconstitué a 0,6 ml
- incubation 1 heure avant et apres 'ajout de I'étalon ou de l'essai
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11.,2,6. Dosage du thromboxane Bz aprés stimulation du plasma
riche en plaquettes

Apreés avoir déterminé les conditions optimales pour la réalisation d'un
dosage de TxBg par polarisation de fluorescence, la méthodologie est
appliquée a la détermination de la concentration en TxBg libéré par un PRP
sous l'action d'un agent proagrégant. La courbe d'étalonnage ainsi que les
points correspondant au dosage sont représentés sur la figure ci-dessous.

0.175
017 -
0,165 4
0.16 -
0,155 -
0.15 A
0.145
0.14 -
0,135 4
0.13

Anisotropie de fluorescence

A ByC 100
TxB2 (ng)

0.1
Figure 63 : Dosage du thromboxane B9 plaquettaire par polarisation de
fluorescence ’

A : 50 pl de PRP dilué au 1/ 10 dans le tampon PBS /BSA
B : 50 ul de PRP dilué au 1/5 dans le tampon PBS /BSA
C :50 pl de PRP diluié au 1/3 dans le tampon PBS /BSA

La quantité de TxBg déterminée par polarisation de fluorescence a partir des
trois dilutions est de 670 + 26 ng / 5.108 plaquettes / heure en présence de
thrombine. Cette valeur correspond a la moyenne des 3 points A, B, C. La
quantité de TxBg libérée par les cellules dépend de l'agent proagrégant
(thrombine, acide arachidonique, collagéne) ainsi que du donneur de sang
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(effet des médicaments...). Les valeurs de TxB9 estimées par le dosage par
polarisation de fluorescence ne s'écartent pas de celles données dans la
littérature : environ 500 ng / 5.108 plaquettes / heure ont été estimées par RIA
dans des conditions similaires d'incubation (Best et coll., 1980).

“ III. CONCLUSIONS “

Apres avoir étudié l'immunoréactivité du TxBg dérivé par I'AEF, la
praticabilité du dosage par polarisation de fluorescence est montrée.
Cependant des limites apparaissent. Il n'est pas possible d'appliquer le
dosage a la détermination de la concentration physiologique de TxBo
circulant étant donné les limites du dosage. Le dosage est malgré tout
possible directement sur des ultrafiltrats plasmatiques aprés élimination
des protéines endogénes.

Bien que ne présentant pas les caractéristiques de seuil de détection des
radio-immunodosages, le dosage du TxB9 par polarisation de fluorescence
reste intéressant en raison de sa rapidité et sa facilité de mise en oeuvre. Il
peut étre appliqué a la détermination des taux plasmatiques pathologiques
ainsi qu'au suivi de l'influence de médicaments sur les plaquettes et ainsi
sur la synthése de TxAg. Une amélioration du systéme actuel (protocole,
reproductibilité de l'appareillage) permettrait d'abaisser encore les limites
du dosage.

Pour une utilisation en routine du dosage, il serait utile de s'orienter vers un
réactif unique se composant du mélange d'anticorps et du traceur. Il est
possible ainsi d'améliorer les résultats grace a la facilité de manipulation et
a la simplicité du protocole.
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caractéristiques spectrales du traceur. Les performances du dosage ne
pourront étre évaluées que dans cette limite puisqu'il n'est pas possible de
"jouer” sur les caractéristiques de l'affinité des anticorps commerciaux. Il
serait nécessaire d'envisager la production et la purification d'anticorps.

Le marqueur présentant les meilleures potentialités d'application est la
fluorescéine. Cependant son utilisation pour le greffage d'acides
carboxyliques a nécessité une modification de sa structure étant donné la
faible réactivité des marqueurs actuellement commercialisés. Il a fallu
fonctionnaliser la fluorescéine de telle fagcon qu'elle présente une amine
primaire réactive dans le but de réaliser une amidification. La réactivité de
la fonction isothiocyanate de la molécule de FITC pour la fonction amine a
permis d'obtenir un marqueur avec un grand rendement en la fixant sur
une molécule d'éthyléne diamine.

Cependant, il n'était pas possible de réaliser directement la dérivation
sur la molécule de TxBg du fait de sa fragilité et de son coit : la réaction a dia
étre optimisée pour une dérivation de 'ordre du mg de substrats.

Différents systémes de catalyse ont été étudiés pour la dérivation d'un
acide gras modeéle, l'acide palmitique. L'emploi d'un catalyseur
couramment appliqué a la synthése peptidique, 'EDC-HCI, couplé a un
inhibiteur des réactions de racémisation, 'HOBT, a conduit au meilleur
rendement. Aprés une optimisation des conditions de dérivation, le couplage
a été confirmé sur l'acide stéarique.

Avant d'envisager l'application de la dérivation ainsi que le
développement de l'immunodosage au TxBg, un pré-développement de la
méthodologie a été évalué sur une prostaglandine, la PGE1, son origine
commune et sa stabilité en faisant un bon modeéle. La conservation de
I'immunoréactivité du traceur PGE{ - AEF a été montrée par le traitement
des résultats obtenus en RIA par la méthode de Scatchard.

Il a ensuite été possible de développer 1'immunodosage par polarisation
de fluorescence. Afin de déterminer les capacités de la technique et de
l'appareillage, une étude dans des conditions "limites" d'utilisation a
permis de montrer qu'il était possible de mesurer avec précision une
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quantité de PGE] de l'ordre du ng dans un milieu artificiel. Cette valeur
s'éloigne du domaine de détermination recherché. Mais dans 1'état actuel de
la technologie, il n'est pas possible d'abaisser cette limite. Cependant, il
apparait qu'un facteur de 10 a 100 a été gagné par comparaison aux
immunodosages développés par cette méme technique.

Tout en connaissant les limitations du dosage, l'optimisation a été
poursuivie pour le TxBg. Il est possible d'envisager 'application de ce dosage
a la détermination de l'activité d'inhibiteurs de synthése du TxA2. Dans ce
cas, la concentration en TxBg libéré par les plaquettes est comprise entre le
ng/ml et plusieurs centaines de ng/ml.

Apres l'obtention du dérivé fluorescent du TxBg, l'immunoréactivité du
traceur a été comparée aux traceurs radioactifs et enzymatique. Les
conditions de dérivation n'ont pas modifié la reconnaissance par les
anticorps, il y a eu conservation du site immunoréactif du TxBg puisque les
constantes d'affinité déterminées pour les droites d'étalonnages et le traceur
fluorescent étaient du méme ordre de grandeur.

I1 a ensuite été procédé a la mise au point de l'immunodosage par
polarisation de fluorescence. L'établissement de courbes de dosage en milieu
"synthétique" a pu étre effectué. L'application au milieu plasmatique aprés
élimination des protéines endogénes laisse présager diverses applications du
dosage telles que la détermination des concentrations plasmatiques
pathologiques ou le dosage du TxBg aprés stimulation plaquettaire. Cette
derniére application a été vérifiée. Les résultats obtenus ont montré une
bonne corrélation avec les résultats décrits dans la littérature.

La praticabilité de l'immunodosage a été montrée. Il serait possible
d'abaisser la limite de détection (actuellement de l'ordre de 0,5 ng) en
optimisant la quantité de traceur par une diminution du volume final de la
cuve de lecture, et par 12 méme, une diminution du volume d'antisérum
anti-TxBg. L'évaluation d'anticorps provenant d'autres sociétés ainsi que
leur purification permettraient de gagner un facteur 2 4 5 mais ce ne serait
pas sans conséquence sur la reproductibilité des mesures. Une possible
amélioration du systéme de traitement du signal du fluopolarimétre
pourrait minimiser cet inconvénient.
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Il serait également possible de transposer le dosage du TxB9g a ses
métabolites urinaires : le 11-déhydro TxB2 ou le 2,3-dinor TxB2. Dans ce cas
La limite de détection obtenue serait suffisante pour la mesure des
concentrations physiologiques (de 250 a 1500 pg/ml selon le métabolite).

Une amélioration des résultats pourrait étre également obtenue en
diminuant les variabilités liées a4 la manipulation : une automatisation des
étapes de dilution et de préparation des échantillons comme il est fait sur
l'appareil commercialisé par la société Abbott réduirait les écarts. Le
passage a un réactif unique composé du mélange d'anticorps et du traceur
conforterait également cette perspective.







Analyse selon Scatchard des résultats de l'immunoréactivité du

ANNEXE I

traceur PGE{ - AEF par RIA 3H)

V {(en ml) du Total =

V (en ml) du standard=

V de PGE1 =
[Ag*lo (en mol/l)=

Activité de Ag* (Ci/mol) =

Rendement du comptage = 04

1
1,05

0,1
3,37.10-10
40000
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Tube CPM [PGEI1] [PGE1] bN/T'-N B BF
(pg/ml) Total (%)

TOTAL 12200

NSB 20
Bo 5000 0 0,337 0,399 0,135 66,39
Si 4800 & 0,359 0,382 0,137 61,89
57 4600 248 0,404 0,366 0,148 57,63
3 3800 740 0,536 0,299 0,160 42,62
S4 2600 2220 0934 0,199 0,185 24,79
S5 1300 6670 2,129 0,090 0,192 9,91
S6 640 20000 5710 0,035 0,200 3,63
E1 4200 500 0472 0,332 0,157 49,75
B2 2400 2500 1,000 0,182 0,184 22,24
E3 1600 5000 1681 0,115 0,194 13,02

: radioactivité totale

Sl Re> N vl

: radioactivité de I'échantillon

: concentration (nmole/l) en analyte fixé & l'anticorps
: concentration (nmole/l) en analyte libre
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ANNEXE II

Analyse selon Dandliker de la courbe d'étalonnage de la prostaglandine Eq
par polarisation de fluorescence

Paramétres constants :

o 0,065
Ip 6,5
T 0,2025
It 5
Io/IT 13
[PGE1]l (ng) [PGE;1lt(M) r B FoFf
Témoin 0,065
0 9001010 0130
0,05 1571010 03121 4991010 0893| Y=-0,376.109X + 1,110
0,1 941010 0119 8411010 0841 r=0,9747
1 3131009 0106 1441009 0552 Acg=29109M
10 3131008 0095 8581009 0363 | Y=-6489106X+0416
100 3131007 0079 4041008 0,147 r = 0,9993
500 1571006 0069 5881008 0,039 Acg=6,4108M

r : anisotropie

rQ :anisotropie du traceur totalement libre

rT : anisotropie du traceur totalement lié

Ip : intensité de fluorescence du traceur totalement libre
IT : intensité de fluorescence du traceur totalement lié
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Analyse selon Scatchard des résultats de I'immunoréactivité du
traceur TXBg - AEF par RIA (1251)

V (en ml) du Total = 0,1

V (en ml) du standard= 0,5

V de TxBg = 01

[Ag*]o (en mol/l)= 3,34 1011

Activité de Ag* (Ci/mol) = 2000000

Rendement du comptage = 1

Tube CPM [TxBg] [TxBs] b-NI-N B  B/F (%)
(pg/ml) Total
TOTAL 15444
NSB 612

Bo 6434 0 0,0334 0,3925 0,013 64,62
S1 6023 31 0,0501 03648 0,018 57,44
S2 5405 62 0,0668 0,3232 0,022 47,74
S3 4953 150 0,1143 0,2027 0,033 41,38
S4 3958 250 0,1682 0,2256 0,038 29,13
S5 3044 500 0,3029 0,1640 0,050 19,61
S6 2162 1000 0,56725 0,1045 0,060 11,67
S7 1431 2000 1,1116 0,0552 0,061 5,84
S8 1111 4000 2,1897 0,0336 0,074 3,48
F1l 5426 31 0,0501 0,3246 0,016 48,05
¥2 5266 a2 0,0668 0,3138 0,021 45,73
E3 4522 150 0,1143 0,2636 0,030 35,80
4 3624 250 0,1682 0,2031 0,034 2548
E5 2498 500 0,3029 0,1272 0,039 14,57
6 1698 1000 0,5725 0,0732 0,042 7,90
E7 1233 2000 1,1116 0,0419 0,047 4,37
E8 938 4000 2,1897 0,0220 0,048 2,25

: radioactivité totale

=Bl ReoRes)

: radioactivité de 1'échantillon

: concentration (nmole/l) en analyte fixé a 'anticorps
: concentration (nmole/l) en analyte libre
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Analyse selon Scatchard des résultats de l'immunoréactivité du
traceur TXBs - AEF par RIA (3H)

V (en ml) du Total =

V (en ml) du standard =
V de TxBg =

[Ag*], (en moll) =

Activité de Ag* (Ci/mol) =

13

13

0,1
6,42.10-11
120000

Rendement du comptage = 04

Tabe  CPM [TxBol [TxBol b-NT-N B BF (%)
(pg/ml) Total
TOTAL 9576

NSB 672
Bo 5660 0 0,064 0,560 0,036 127,37
Sl 5464 50 0,075 0,538 0,040 116,54
$%) 4924 130 0,091 0,478 0,044 91,40
53 3400 400 0,147 0,306 0,045 44,17
St 2400 1100 0,292 0,194 0,057 24,08
53 1456 3000 0,686 0,088 0,060 9,66
El 4800 130 0,091 0,464 0,042 8643
B 4040 400 0,147 0,378 0,056 60,84
E3 2400 1100 0,292 0,194 0,057 24,08
071 1500 3000 0,686 0,093 0,064 10,25

B : concentration (nmole/l) en analyte fixé & 'anticorps
F : concentration (nmole/l) en analyte libre

T : radioactivité totale

b : radioactivité de l'échantillon
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Analyse selon Dandliker de la courbe d'étalonnage du thromboxane Bg

par polarisation de fluorescence

Parametres constants :

rQ
Io
rT
I
Ip/IT

0,053
248
0,2

2
1,24

[TxBol (ng)  [TxBolt M) r B Fo/Ff
Témoin 0,053
0 3781009 07124
0,2 4321009 0122 1,097 2,26 1009
04 4861009 0119 1010 2441009
06 541009 0115 0904 2,56 10-09
1 6481009 0101 0601 2,431009
18 8641009 0096 0513 2,93 1009
2 9181009 009 0417 2,71009
5 1,731008 0088 0,380 4,76 10-09
10 3081008 0083 0318 7421009
100 2741007 0078 0249 5461008
200 5441007 0078 0250  1,091007
300 8131007 0073 0195 1,33 1007
500 1,351006 0071 0,173 21007

r : anisotropie

rQ :anisotropie du traceur totalement libre
rT : anisotropie du traceur totalement lié
Ip : intensité de fluorescence du traceur totalement libre
IT : intensité de fluorescence du traceur totalement lié

Y =-0,9.109X + 3,2
r=0,9881
Acp=3,6109M

Y =-0,7.106X + 0,31
r=0,9441
Acp=4,3.10-7TM
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Résumé

Une des méthodes immunologiques pouvant étre appliquée au dosage de
biomolécules de faible masse moléculaire est la polarisation de
fluorescence. Cette méthodologie a été appliquée aux biomolécules a
fonction carboxyle telles que les éicosanoides, et en particulier au
thromboxane B2, métabolite de la membrane plaquettaire impliqué dans
I'hémostase et la thrombose. Les conditions opératoires d'amidification on
été optimisées aprés la synthése et la purification du marqueur
fluorescent, une fluorescéine fonctionnalisée par une fonction amine.

La dérivation de la prostaglandine Ej (PGE1), et du thromboxane B2
(TxB2) a permis d'obtenir des traceurs fluorescents qui ont été purifiés
par chromatographie sur couche mince. Leurs caractéristiques
spectrales ont été déterminées. La conservation de l'immunoréactivité a
été vérifiée dans différents systéemes utilisant des marqueurs isotopiques
ou enzymatiques. La praticabilité de l'immunodosage a été montrée pour
la PGE1. La méthodologie a pu étre transposée au TxB2.

Le TxBg2 libéré par les plaquettes aprés activation par un agent pro-
agrégant a été dosé. Les résultats obtenus sont en accords avec les
données bibliographiques.
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