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Objectifs

Citer les caractéristiques d’'un dosage RIA

Décrire les caractéristiques et les contingents
d’'une réaction Ag-Ac.

Citer le principe d'un compteur gamma
Citer les isotopes utilisés en RTIA

Décrire l'intérét d'une courbe d’etalonnage
Différencier entre la méthode RIA et IRMA



PLAN

DEFINITION

LA REACTION ANTIGENE-ANTICORPS
LES ISOTOPES RADIOACTIFS UTILISES
TYPE DE DOSAGE

1. DOSAGE PAR COMPETITION
2. DOSAGE SANDWICH



DEFINITION

C’est une meéthode dosage et d’analyse
quantitative basée sur le principe de la
réaction antigene-anticorps associée a un
complément radioactifs (un radio-isotope).

Elle est caractérisée par sa grande
sensibilité et sa grande spécificite.
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REACTION ANTIGENE-ANTICORPS

ANTICORPS
ANTIGENE
HAPTENE

CARACTERISTIQUES DE LA

REACTION ANTIGENE-ANTICORPS
(AG-AC)




REACTION ANTIGENE-ANTICORPS

Antigene (Ag)
Elément - qui - introduit dans l'organisme
provoque une réaction immunitaire (réaction
a anticorps).

Le site de reconnaissance: Epitopes

épitope__
~

< Antigéne Pp
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REACTION ANTIGENE-ANTICORPS

Anticorps (Ac)
Elément plasmatique appelé aussi

(immunoglobuline) de nature protéique
réagissant speécifiquement avec un antigene.

Le site de reconnaissance : paratope.




REACTION ANTIGENE-ANTICORPS

Des Ac reconnaissant
différents épitopes de différents
antigenes

Ac polyclonal mono
spécifique est un Ac qui
reconnait differents épitopes du
méme antigene.

Se sont des Ac capables de
reconnaitre spécifiquement un
seul type d’épitope

POLYCLONA éptp

% MONOCLONAL
Antigéne Antigéne

POLYCLONAL
MONOC-SPECIFIQUE



REACTION ANTIGENE-ANTICORPS

Elément, de faible poids moléculaire,
incapable de provoquer a lui seul une
réaction antigene-anticorps mais devient
actif lorsqu’il est couplé a un protéine dite

« Carriere ».
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REACTION ANTIGENE-ANTICORPS
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REACTION ANTIGENE-ANTICORPS

Caractéristiques

Réaction réversible donnant la formation
dun complexe entre un épitope de
l'antigene et le paratope d'un anticorps
spécifique a cette antigene.

Ag+Ac «>Ag-Ac
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REACTION ANTIGENE-ANTICORPS

C’est la tendance avec laquelle un épitope réagit avec
un anticorps, elle peut étre exprimeée
quantitativement par la mesure de la constante

d’affinité K a I’équilibre.
|[Ac — Ag] K,

Ago+Ac «Ag-Ac = =
5 > [Acl[Ag] K,

k

ki = constante d’association

ko = constante de dissociation

[Ag] = concentration de I’Ag

[Ac] = concentration de I’Ac

[Ac-Ag| = concentration du complexe Ag-Ac
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REACTION ANTIGENE-ANTICORPS

C’est l'aptitude de I'’Ac a ne réagir qu’avec
I’Ag et rien qu’avec cet Ag.

antigéne

Le paratope reconnait un seul épitopes.
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REACTION ANTIGENE-ANTICORPS

Les forces de liaison faible rendent compte de
la réversibilité de la réaction.

Un maximum de liaison Ag - Ac n’est obtenu
qu’apres un temps d’incubation
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Les isotopes radioactifs utilisés

1251 : émetteur y par CE, E = 35 KeV, T =
60 j
(c’est le plus utilisé)

1%‘:’)(3 +n - 1%31 + % — %ETE +Y(35kev) + RX(27kev)

3 H: émetteur B, E = 19 KeV, T = 12,3 ans

°7 Co : émetteur y par CE, E = 122 KeV, T =
271 ]



LE MARQUEUR

La fonction essentielle du marqueur est de fournir
un signal facilement analysable proportionnel a
I'antigéne a doser.

Le marquage doit conserver les mémes propriétés
physico chimiques et immunologiques le I’Ac, de
I’Ag, de I’Ag-Ac et les caractéristiques de la réaction
Ag/Ac.

On utilise pour la détection des détecteurs composeés
dun scintillateur solide associé a un
photomultiplicateur = COMPTEUR GAMMA.
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La détection

- La détection « IN VITRO » du dosage RIA se fait
par un compteur gamma « a puits ».

» Chaine:
cristal puits —-PM — compteur - sélecteur-moniteur
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LES TYPE DE RADIODOSAGE

METHODE PAR COMPETITION (RIA)
(défaut Ac / exces Ag)

METHODE SANDWICH (IRMA)
(exces Ac / défaut Ag)
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METHODE PAR COMPETITION

- C’est la compétition entre une quantité définie d’Ag
marqué et un Ag déterminé vis-a-vis des sites de
fixation en nombre définie, ces Ac étant en
quantité insuffisante par rapport aux Ag.

Ag marqué
‘ signal

=t --<. marqueur libre | ¢ .
< 0, <0 0
< 0 <0+
Ac fixé Aga marqueur >

limitant doser lie [Ag]
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METHODE PAR COMPETITION

On aura formation de complexes Ag-Ac et Ag*-Ac, les
concentrations des Ac et des Ag étant fixes, 'augmentation de la
concentration en Ag entraine 'augmentation de la concentration
en complexes Ag-Ac.

Ag marqué
" . [ signal
( .‘-‘ {@ marqueurlibre | ¢ o
<, O <0+ , & e
+ —» +
< 0, <0 0
K 0 Ip( g
Ac fixé Aga marqueur R
limitant doser lie [Ag]

Signal est inversement proportionnel a la concentration de ’Ag
La concentration de l'analyte est obtenue par lecture sur une
courbe d’é¢talonnage.



Avantages Inconvénients
- S’appliquent a tous les Ag, - Nécessitent une affinité
quelque soit leur taille élevée de ’Ac pour 'Ag
- Possedent qu’un seul - Un nombre constant de
épitope. sites Ac dans chaque tube

de réaction pour avoir une
bonne précision.



Dosage Radioimmunomeétrique :
IRMA

Depuis 'avenement des Ac monoclonaux, 'TRMA
a remplace la méthode par compétition.

Elle se caractérise par :
- La présence d’Ac en exces
- L'utilisation d'un 2°™¢ Ac marqueé

-_< .'-<. .-<‘>-* fraction

—< .. "( ‘< marqueur lié Ree
el e <0+
I <0 @)+
Ae fixé’ Ag a doser >_¢ + >




Dosage Radioimmunomeétrique

IRMA

Donc 2 Ac dirigés contre 2 épitopes suffisamment €loignés
de la molécule d’Ag.
Le 1¢f Ac (Ac liant) est fixé sur un support solide (tubes..),
le 2¢ Ac marqué a 1''?°] ( Ac traceur ).

La molécule a tester est prise en sandwich entre les 2 Ac.

La radioactivité liée est proportionnelle a la quantité d’Ag

<
‘(+.0—»
< @

I

Ac fixe Ag a doser

en exceés

<o

ol
<0

<0

[

Ac marqué

<@+

-< marqueur lié

@)+

f<0>-+

+ marqueur

libre

A signal
fraction
liee

[Ad]



Avantages Inconvénients

Spécificite : L’utilisation
de 2 Ac dirigés contre 2 Ag d’avoir 2 épitopes.
épitopes différents améliore
la reconnaissance

specifique L’effet  crochet  (effet

cloche)
Sensibilité : Toute

molécule d’Ag mise en
présence de I’Ac liant est
susceptible d’étre captée.



COURBES D’ETALONNAGE ET
ETALONS

Le DRI est une méthode relative qui consiste a
comparer les réponses fournies par les
échantillons a doser a celles des solutions
étalons.

Les solutions étalons utilisées au cours de
chaque série de dosage permettant de réaliser
une courbe d’é¢talonnage et de déterminer la
concentration de la substance con31deree dans
les échantillons biologiques. '
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DOSAGE PAR COMPETITION DOSAGE SANDWICH

RIA IRMA
Défaut d’Ac Excés d’Ac
Ac polyclonaux Ac monoclonaux

Radioactivité est inversement proportionnelle: | Radioactivité est directement proportionnelle

a la concentration a la concentration
Extréme sensibilité Pas de dosage de I'hapteéne
dosage de '’haptene

Spécificité exceptionnelle




Le + et le — du RIA

Avantages

L’isotope permet un
marquage facile.

Le signal est direct, émis
par le marqueur lui-méme

Le signal est spontané, ne
faisant pas intervenir une
source d’énergie extérieure

Inconvénients

Réglementation

Précaution et surveillance
lors des manipulations

Le temps de mesure du
signal isotopique, attendre
au minimum 1 min

Durée de validité des
réactifs
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CONCLUSION

LLa RIA est une méthode de référence dans les
dosages de tres faibles concentrations d’analytes.

Tient toujours sa place malgré le développement
des autres méthodes de dosage bien plus rapides
mais tres onéreuses.



