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Introduction
Les protéines sont les constituants les plus abondants du sérum. Elles
remplissent les fonctions essentielles a la survie de la cellule.
la diversité et I’importance de ces protéines laisse supposer que toute variation
(synthése ,structure, concentration ....) les touchant entrainera une variation de
1’état physiopathologique .
Le médecin dans son diagnostic fait parfois appel a des examens
complémentaires tels que le dosage de certains parametres biologiques et /ou
I’exploration des protéines. L’évolution de la biologie médicale a fait qu’un
méme parametre peut étre dosé par des techniques différentes et donner des
résultats difficilement interprétables par le médecin prescripteur .

Parmi les techniques d’exploration des protéines sériques au laboratoire figure
I’¢lectrophorése qui est une technique qui permet de mettre en évidence et de
séparer les différents constituants d’un liquide afin de permettre leurs isolement .
Ce phénomene est obtenu grace a I’application d’un champ électrique .
L’¢lectrophorése apporte de nombreux renseignements en particulier sur I’état
inflammatoire, nutritionnel, infectieux et permet le dépistage et le suivi d’une
maladie par exemple d’une immunoglobulinopathie.

La systématisation de I’électrophorese des protéines sériques dans le bilan
d’entrée de tout malade hospitalisé est maintenant habituelle dans de nombreux
services cliniques (médecine interne, hématologie par exemple). Ceci induit une
augmentation significative de la demande de cette analyse.
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L’objectif actuel de la biologie au plan international est d’assurer la
transférabilité des résultats des analyses biologiques entre les laboratoires
utilisant des systemes analytiques différents.

Dans ce contexte, et afin d’apporter des approches de standardisation, il est
nécessaire d’¢tudier les corrélations et les discordances entres ces systemes y
compris ceux destinés a la réalisation de 1’électrophorese des protéines sériques .
Dans ce travail, nous nous proposons de présenter 1’électrophorése des protéines
sériques en capillaire « Capillarys » (SEBIA) a la méthode semi-automatique sur
gel d’agarose « Hydrasys » (SEBIA) méthodologie actuellement considéree
comme réference .

Avant de commencer notre présentation des deux automates , Nous traiterons
des rappels sur les protéines sériques et leur exploration par électrophorése.

| -Généralités sur les protéines sériques :
1- Synthese des protéines :

L’assemblage des acides aminés sur la base de I’information présente dans les génes
conduit aux protéines .
La synthese des protéines se déroule en 2 étapes :
e La transcription :

Ou la séquence d’ADN codant le gene associ¢ a la protéines est transcrite en ARNm
e La traduction :
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Ou I’ARNm est traduit en protéines en fonction du code génétique . Une fois la
traduction terminée , la protéine nouvellement formée se détache du ribosome .

C’est le début d’un voyage au sein de la cellule et hors de la cellule .La nouvelle
proteine subit des modifications post traductionnelles qui déterminent sa fonction et sa
localisation . Le réarrangement génétique, 1’épissage différentiel et les régulation post
traductionnelles sont a la base de 1’hétérogénéité des protéines .

2- Hétérogénéite des protéines :

I’hétérogénéite des protéines est observee sur différentes plans :

sur le plan structural, il existe plus de 125 protéines plasmatiques isolables par
électrophorese .

Les protéines remplissent des fonctions tres diverses au sein de la cellule et de
I’organisme telles que :

o les fonctions immunitaires

o les fonctions hémostasiques
I’homéostasie corporelle : la pression oncotique, le pH , la balance ionique ;

o les transports de diverses substances endogenes ou exogenes
o les fonctions antiprotéasiques

o les fonctions de communication

o les fonctions de signalisation

o les fonctions de stockage

o les fonctions de reconnaissance . etc. ......

Il existe de tres grandes différences de concentrations entre les protéines du sang .
On peut ainsi classer les protéines en fonction de leur concentrations plasmatiques .

Protéines 10-40 g/l Albumine

prédominantes 1
Immunoglobulines |

Protéines 1-10 g/l fibrinogene,

Majeures transferrine,IgA ,1gI
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Protéines 0,1- 1 g/l Céruloplasmine
Mineurs Plasminogene
Proteines <0,1¢/l CRP

en traces RBP

Tableau : Classification des protéines sérique en fonction de leur concentration.

3- Les différentes fractions protéiques

3-1- Albumine :
L’albumine est la prot€ine la plus abondante dans le plasma humain, elles sont
synthétisées par le foie. Elle représente environ 60% des protéines totales. C’est
une holoprotéine d’une seule chaine peptidique de 564 acides amineés. Elle a un
pH de 4,7 et elle a une demi -vie de 15 a 20 jours. Elle assure :

+ Le transport de substances plus ou moins solubles.

 Le maintien de la pression oncotique.

L’augmentation de la concentration d’albumine dans le sérum est peu fréquente

(hyper albuminémie).Elle est provoquée par une déshydratation séveére.

Alors que sa diminution (hypo albuminémie) est causée par plusieurs facteurs :
= Une anomalie de synthése par exemple en cas d’insuffisance hépatique.

= Une perte excessive dans le cas de syndrome nephrotique.
= Un catabolisme exagéré provoquant sa destruction.

= Une réaction inflammatoire.

= Une malnutrition ou malabsorption.

= Un hémodilution chez la femme enceinte.

3-2-Les Globhulines :



aQ

FST FES

Les Globulines sont également différenciées lors d’une électrophorése des
protéines sériques, ou elles migrent moins que 1’albumine. On peut également
les subdiviser en trois groupes :

» Les a- globulines :

Elles sont fabriquées par les cellules du foie,et sont surtout impliquées dans le
transport de substances liposolubles dans le sang.

Les protéines les plus importantes des a- globulines se retrouvent
majoritairement au sein des a2-globuline avec notamment :

Des protéines de I’inflammation : a2-macroglobuline, haptoglobine,
Céruloplasmine.
des lipoprotéines :High Density Lipoprotein (HDL).
L’augmentation de leur concentration plasmatique peut étre causée
par :
= syndrome inflammatoire.
» syndrome néphrotique.(augmentation de o2 globulines).
= Diabete.
La diminution de leur concentration plasmatique indique
généralement :
Une insuffisance hépatique.
Une hémolyse (haptoglobine) .
Entéropathies.

Une malnutrition ou malabsorption.
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= déficit en al antitrypsine.

= Fuite protéique cutanée, digestive ou rénale.

e Les B-Globulines :

Elles sont également fabriquées par les cellules du foie, et sont
impliquées dans le transport de substances liposolubles dans le sang. Les
B-globulines regroupent des protéines nombreuses et variées dont les plus
importantes sont :

= Des protéines de I’inflammation : protéine C réactive, complément C3.

= Des immunoglobulines :IgA, IgM.

= Des lipoproteins: Very Low Density Lipoprotein (VLDL); Low Density

lipoprotein(LDL).

= Des protéines de transport : transferrine, Hémopexine.

e [’augmentation de leur concentration plasmatique peut étre causée
par :

= Syndrome inflammatoire.
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= Syndrome néephrotique.
=  Anémie.
= Atteinte hépatique.
e Ladiminution de leur concentration plasmatique est provoquée par :
= Une insuffisance hépatique.
= Une hémolyse.

= Entéropathies.

Une malnutrition.

> Les Y globulines : (ou immunoglobulines)

Elles sont aussi appelées anticorps qui ont un réle majeur dans les processus de
déefense de notre organisme, et elles sont syntheétisées au niveau des cellules
plasmatiques et des lymphocytes B, dans les tissus lymphoides ,en réponse a une
stimulation antigénique.

Les globulines contribuent également en maintien de 1’équilibre osmotique entre

les compartiments intra vasculaire et interstitiel.

4-Caractéristigues et Propriétés Générales des immunoglobulines

(19)
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on distingue 5 des immunoglobulines (IgG,1gA,IgD,IgE) qui différent par leur
poids moléculaire ,leur charge, leur composition en acides aminées ,et en sucre.
Ces classes sont divisées en sous classes : 19G(1,2,3,4) — IgA (1,2) —IgM-IgD-
IgE .
Chaque classe d’Ig possede des propriétés biologiques propres :

# Les IgG sont produites lors d’un contact avec un antigéne qui se prolonge

ou lors d’un second contact de 1I’organisme avec un antigéne .Elles jouent

un role primordial dans la défense de I’organisme contre les maladies
infectieuses : chez 1’adulte, elles représentent la majorité des
immunoglobulines ;pendant la grossesse ,les 1gG1,1gG3,et Ig G4 sont les
seules immunoglobulines capables de traverser le placenta grace a la
présence de récepteurs spécifiques de ces immunoglobulines sur le
placenta . Elles jouent donc un role primordial dans la défense du feetus et
du nourrisson contre les infections.

+ Les IgA représentent la classe principale des anticorps présents dans la
salive, les larmes, le lait, et les sécrétions muqueuses .Elles constituent

donc la premiére ligne de défense locale contre les agents infectieux.
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+ Les IgM sont les premiers anticorps synthétisés au cours de la réponse
immunitaire .Leur présence est transitoire dans les réponses immunitaires.
Cette propriété permet de faire le diagnostic de certaines maladies primo-
infections .De la méme fagon, la présence d’IgM spécifiques dans le sang
de I’enfant a la naissance permet de faire le diagnostic d’infection
congenitale, puisque les IgM maternelles ne traversent pas le placenta.

+ Les IgD sont en concentration faible dans le sérum (environ 10 fois
moins d’IgD que sont d’IgM).Elles comme les IgM, la propriété

d’apparaitre a la surface des lymphocytes B en voie de différenciation.

+ Les IgE sont présentés a 1’état de traces dans le sérum .Elles jouent un role
bénéfique dans ’immunité antiparasitaire et un role dans un certain type

d’allergie (hypersensibilité).

I1- Exploration des protéines par électrophorese

L’¢lectrophorése de zone constitue la technique la plus utilisée dans les
laboratoires pour 1’exploration des protéines sériques . Depuis son invention dans
les années 1930 par Arne Wilhhelm Kaurin Tiselus, cette technique a beaucoup
evolué

1- Historique de I’électrophorese :
1-1- Electrophorése sur support plan :
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L’¢lectrophorése a été decrite pour la premiére fois par Tiseluis dans les
annees 1930 en veine liquide ,c'est-a-dire libre de tout support.
L’amelioration des performances analytiques de I’électrophorese a ensuite
été obtenue grace au support migratoire qui augmente la résolution tout en
diminuant les courants de convection et le phénoméne de diffusion .les
supports ont evolué du papier aux gels :
e P.Konig et D.Von Klobusitzky : separation des protéines par
eléctrphorese sur papier
e Emmett L . Darrum /séparation des protéines plasmatiques sur papier
et commercialisation.
e 0.smithies : electrophorese sur gel d’amidon .
e J.Konh : electrophorese sur acétate de cellulose .
e LR Elevitch :elecrophoresee sur gel d’agarose .
e L Orstein, BJ Davis, S Raymond ,L Weintraub : Elecrophorése sur gel
de polyacrylamide (PAGE).

1-2- Electrophorese capillaire
L’électrophorese capillaire est une technique analytique d’introduction
relativement récente. Elle s’est beaucoup diversifiée et donné naissance a
toute une série d’approches telles que 1’électrophorese capillaire de zone,
I’electrophorese capillaire en gel, la chromatographie capillaire
électrocinetique micellaire, la focalisation isoélectrique capillaire ou
I’isotachophoréese capillaire.
e Les premieres analyses électrophorétiques capillaires ont été introduite
dans les années 1950 par S.Hjerten (capillaire de 300um) .
e En 1981 J.Jorgenson et K.D Luckacs utilisent des capillaires de verre
de 75 um de diameétre .

e S.Terabe et AL introduisent en 1984 la chromatographie capillaire
eletrocinétique micellaire (MEKC) .

o Bushey et jorgenson ont démontre le pouvoir résolutif de cette
technique en séparant des composés isotopiques substitués.

2-Définition de I’électrophorese :
L’électrophorése est une technique physicochimique qui sépare des constituants
ionisés dans un champ électrique .elle permet la séparation des protéines seriques en
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fractions de mobilités différentes, avec obtention de leurs pourcentages relatifs.
Couramment utilisée en pratique cliniques, cette analyse reflétes I’ensembles des protéines
sériques .Elle participe a I’établissement du diagnostic de certains cas d’inflammations, de
cancers ou d’infection.
3-Principe général de I’électrophoreése des protéines :
Soumises a un champ électrique dans un tampon donné, les protéines (chargées) se
déplacent a différentes vitesses qui résultent de plusieurs facteurs :
e [eur mobilité propre, sous I’effet d’un champ électrique et du tampon (charge
globale de la protéine, pH du tampon, taille de la molécule).
e Le courant d’électro-endosmose.
e La texture du support ou porosité .
e Le courant d’évaporation (effet joule ).
e Ladiffusion .
e [a mobilité d’une particule migrant dans un champ ¢électrique uniforme est
proportionnelle a sa charge ,inversement proportionnelle a son rayon et a la
viscosité du milieu

3-1 Electrophorése sur gel d’agarose :

Dans ce cas, la séparation se produit sur un support : le gel d’agarose. Ce dernier
offre une meilleure sensibilité et une meilleure résolution des fractions protéiques par
rapport a ses prédécesseurs (papier, amidon, acétate de cellulose)

C’est une amélioration de 1’électrophorése de zone. Le gel initial est transparent ce
qui permet une bonne évaluation par densitometre (aprés coloration spécifique de
différentes fractions). La faible concentration en agarose explique la large porosité et la
libre migration des molécules sans phénomenes de distorsions. Les gels haute résolution
(HR) actuellement utilisés ont encore amelioré les performances. L’existence des kits
d’" Hydragel " protéines préts a I’emploi permet une semi automatisation de cette
technique traditionnelle d’électrophoreése.

L’¢lectrophorése sur gel d’agarose conduit aprés migration et coloration a une
plaque sur laquelle les différentes fractions sont colorées en fonction de leur pourcentage

L’intégration densitométrique de la plaque d’électrophorése conduit a un profil avec
les pourcentages des differentes fractions et les taux en gramme/litre si le taux de
protidémie totale est connu.
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HYDRAGEL PROTEIN(E) 15/30 sebia
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Figure: Exemple d’une plaque d’électrophorése des protéines sériques sur gel
d’agarose

3-2 L’électrophorese capillaire :

C’est une technique de séparation électrocinétiques réalisée dans un tube de faible
diametre rempli d’un électrolyte. Le capillaire utilisé est ouvert a ses deux extrémités. Ces
derniéres plongent dans deux réservoirs d’électrolytes .un détecteur est placé avant la
sortie du capillaire .le principe de séparation est basé sur deux phénomeénes majeurs :
I’¢lectro-migration et 1’¢électro-osmose .
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Détecteur &
Capillaire barette de diodes

(10-100 gm d.i. et (190-600 nm)
20-100 cm de long)

I —
Lampe i
RYY
ANODE /Electro - (D-WW) CATHODE
en platine
+ -

Récipients d'électrolyte
(5-150 mh) »”

Source haute tension

(0-30 k)
Figure:  Principe de 1’électrophorése capillaire.

e Electro migration :

Une espéce chargee , soumise a un champ électrique (E), se déplace a une vitesse
linéaire appelée vitesse electrophorétiques Ve , Ainsi Ve = me.E (avec me la mobilité
¢lectrophoretiques de ’espece dans le milieu considere ).

Le transport des cations s’effectue dans le sens du champ électrique et celui des
anions dans le sens opposé

e Electro osmose

Ce phénomene résulte de I’interaction entre la solution et la paroi en silice du
capillaire . Cette paroi est tapissée de groupements silanols . Ces derniers se déprotonnent
a pH superieur a deux (2) . Ceci conduit a un grand nombre de charges négatives au
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niveau de la paroi . Les cations de 1’électrolyte viennent se placer a la surface de la silice
et forment une double couche diffuse . Cette double couche de charges positives et
négatives presente une différence de potentiel appelée potentiel électrocinétique ou
potentiel Zeta . Dés qu’on applique un champ électrique , les cations de la double couche
se mettent en mouvement vers la cathode et entrainent les molécules électrolytiques de
I’échantillon : c¢’est le flux ¢lectro-osmotique

la vitesse électrophorétique est : Vo= mo.E (avec mo : la mobilité électro-osmotique
et E : le champ électrique).

le courant d’électro-endosmose est géneré uniformement tout au long du capillaire et
sa vitesse est indépendante du capillaire et du diametre de la particule .

4-Valeurs sémiologiques :
4-1- Protidémie :

Le taux moyen des protéines sériques est de 65 a 80 g/l chez I’adulte sain .Pendant la
grossesse , la protidémie diminue par augmentation du volume sanguin circulant . on note
chez le prématuré un taux de 40 g/l mais le rapport aloumine/globulines (normalement
compris entre 1,2 et 1,8 ) est le méme chez 1’enfant et I’adulte . Par ailleurs , on observe
des variations du taux avec 1’age , dans le sens de 1’hypo-protidémie .Aprés un exercice
modéré , la protidemie est augmentée de méme que chez les athlétes entrainés et au repos.

4-2- Variations de la protidémie :

Dans le cas des protéines anormales ou de Dysprotéinémies, on distingue :
% Les Hyperprotidémies :
e Par augmentation de la masse protéique totale circulante :
- Dysglobulinémies mono ou polyclonales.
e Par diminution de I’eau vasculaire (hémoconcentration) :
- Insuffisance d’apport.
- Perte liquidienne (coup de chaleur, diarrhée, vomissement...).

% Les Hypoprotidémies :
e Par diminution de la masse protéique totale circulante :
- Defaut d’apport (malnutrition).
- Insuffisance de synthese hépatique.
- Déperdition protéigue (cutanée rénale ou intestinale).
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e Par augmentation de I’eau vasculaire (hémodilution) :
- Surcharge hydrique

En régle générale, toute protidémie inférieure a 60 g/l ou supérieure a 80 g/l doit étre
Complétée par une électrophorése des protéines sériques.
4-3- L’interprétation du protéinogramme du serum humain

normal :

Les résultats de cet examen sont présentes sous deux formes :
s+ Un graphique (ou Protéinogramme ou protidogrammme), résultat de

I’intégration par lecture dans un densitometre de la bande d’¢électrophorese
(voir figure)
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Identification des fractions
o |
E | Ordre de detection des fractions
3 -
<
i [
S i B~
= = Jurd o £
2 2 @ @ @
< < m m O
| 3 INAV WY |
Alpumlne J |~Gammaglobulines;
Alpha-1 glycoprotéine acide )
Alpha-1 antitrypsine —— Complement C3
Haptoglobine Transferrine
Alpha-2 macroglobuline Hémopexine

Figure : Protéinogramme sérique normale
Les protéines sériques sont séparées en six fractions principales :
- Une fraction de forte intensité, située a proximité de I’anode, est constituée
d’une seule protéine : la sérum albumine.
- Les quatre fractions suivantes notées o 1, a 2, B1 et B2 sont chacune
constituées d’un groupe divers de proteines.
- La fraction vy, fraction large de faible intensité, situee a proximité de la cathode
n’est pratiquement constituée que d’immunoglobulines.

¢ Des valeurs chiffrées pour chacune des fractions : pourcentage et concentration
en g/l calculés a partir de la protidéemie.(voir tableau)
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Fractions g/l %
Albumine 43-51 60-71
Alphal-globulines 1-2 1,4-27
Alpha2-globulines 5-8 7-11
Beta 1 globulines 4-6 6-9
Beta 2 globulines 1-4 2-5
Gammaglobulines 6-12 8-16

Tableau : fourchettes normales de différentes fractions des proteines seriques .
e Si la protidémie est normales , les renseignements sont fournis par des valeurs
exprimées en g/l.
e Si la protidémie est anormale ,il est nécessaire d’étudier les pourcentages de
chaque fraction afin de voir si la variation de la protidémie est due a une
modification du taux de toutes les fractions ou seulement de I’'une d’entre elles

4-4- Interprétation illustrée des principaux profiles
électrophorétiques anormaux :

Les différents profils rencontrés lors d’interprétation d’un protéinogramme
A-Bloc béta gamma :

Le profil électrophorétique montre une fusion des fractions béta et gamma
(bloc béta gamma) avec un aspect en ‘ dos de chameau ’, liée a I’augmentation
de la synthese des IgA et des IgM , qui dépasse celle des IgG et qui se
positionne a I’électrophorese dans la zone entre béta et gamma globulines . Ce
profil peut expliquer les pathologies suivantes :

- Hépatites chroniques Virales.

- Hépatites médicamenteuses.

- Cirrhose alcoolique ou cirrhose a un stade avancé.



http://www.e-sante.fr/albumine/guide/968
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111 -Matériel et méthode :
1-Matériel :

Deux techniques d’¢électrophorése ont été étudié : 1’électrophorése sur gel
d’agarose "Hydrasys" (Sebia) et I’électrophorese capillaire "Capillarys" (Sebia ).

2-Stade preé analytique :

Ce stade commence chez le médecin prescripteur de 1’analyse .L.’ordonnance
doit indiquer : le nom du patient, le service ou il est hospitalisé, en plus des
renseignements cliniques.

Enregistrement dans I’accueil (nom, numéro d’entrée dans le service )
3-Collecte des échantillons

Le prelevement sanguin destiné a la réalisation de 1’¢électrophorése des protéines
sérique est recueilli sur tube sec (bouchon rouge ) .1l est obtenu par ponction veineuse en
géneral au pli du coude , avec garrot enlevé le plus rapidement possible .11 n’est pas
indispensable d’etre a jeun .I’analyse est réalisé sur sérum aprés centrifugation a 3000
tours par minute pendant 10 min .

Tl

Figure :Tube sec a prélevement (vacuette )

4-1.’électrophoreése capillaire :
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C’ est une technique analytique qui permet la séparation et la quantification de
nombreux parametres biologiques dont les protéines sériques. Cette méthode de
séparation est considéree comme tres performante (en particulier sur le plan de
la résolution), rapide et reproductible, offrant en outre I’avantage d’une
automatisation complete de 1’analyse.

Le principe utilisé est celui de 1’électrophorése capillaire en solution libre
permettant la séparation de molécules chargees en fonction de leur mobilité
électrophorétique propre dans un tampon de pH constant et de flux électro-
osmotigue plus ou moins important. Le systeme Capillarys comprend huit
capillaires en paralléle, permettant huit analyses simultanées.

Sur ce systéme, I’injection des échantillons (dilués au 1/10 dans le tampon) dans
les capillaires, est effectuée a 1’anode par aspiration. La séparation est ensuite
réalisee en appliquant une différence de potentiel constante de 9 000 V aux
extrémités de chaque capillaire (thermostaté a 35 °C). La detection directe des
proteines est effectuée a 200 nm cété cathode. Les capillaires sont ensuite laves
par une solution de lavage, puis par le tampon d’analyse. Avec le tampon
basique utilisé, six fractions sont séparées dans 1’ordre suivant : y-globulines,
B1- et B2-globulines, al- et a2-globulines et aloumine.

La composition du kit de réactif " Capillarys" comprend un tampon d’analyse a
pH = 10, une solution de lavage concentrée contenant de la soude caustique, des
barrettes de dilution a usage unique pour la dilution des échantillons du sérum
par I’automate et des filtres a usage unique pour les flacons de réactifs.

5- L’électrophorese sur gel d’agarose ""Hydrasys" :

C’est une technique semi-automatisée permettant la migration et la séparation
des proteines sériques en tampon alcalin (pH = 9,2) sur un gel d’agarose
(Hydragel protéine 15/30 ou Hydragel protéine 54).

Les protéines sont séparées en cing fractions : albumine, al- et a2-globulines,
B-globulines et y-globulines.
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Ces protéines séparées sont colorées par une solution d’amidoschwarz et I’exces
de colorant est éliminé en milieu acide.

La densitométrie (a 570 nm) donne une quantification relative précise de
chaque zone individualisée.

Le systeme "Hydrasys "comporte les étapes suivantes : application des
échantillons non dilués, migration électrophorétique a 20 W constants, séchage,
coloration, décoloration, séchage final et lecture sur un densitomeétre/scanner a
570 nm.

La composition du kit des réactifs " Hydragel" proteines comprend des meches
tamponnées (jouant un réle de réservoir de tampon pour 1’électrophorese et
assurant le contact entre le gel et les électrodes), du colorant amidoschwarz
(solution acide a pH = 2 ; a 4 g/l), de I’éthyléne glycol (6,7 %), des applicateurs,
des papiers filtres et 10 gels d’agarose préts a I’emploi.

Chaque gel contient 8 g/l d’agarose et du tampon Tris-barbital a pH = 9,2.

Les autres réactifs nécessaires sont une solution de décolorant contenant 0,5 g/L
d’acide citrique (a diluer au 1/1 000 avec de I’eau distillée), une solution de
lavage "Hydrasys" (tampon alcalin, pH = 8,8 et azoture de sodium 0,625 %) et
du Fluidil pour le traitement d’échantillons visqueux ou troubles.

Les immunofixations sont realisées sur des gels "Hydragel 4 IF Sebia".

Chaque gel contient : 8 g/l d’agarose et du tampon Tris-barbital, pH = 8,8 .

La composition du kit de réactif "Hydragel 4 IF" comprend : 10 gels
d’agarose, des meches tamponnées, du colorant amidoschwarz, du colorant
violet acide (2 g/l de violet acide, 10 % d’acide acétique), du diluant (tampon
alcalin , pH = 8,0, bleu de bromophénol), un coffret de fixateur et d’antisérums
(contenant des immunoglobulines totales de mammifére antihumaines), des
papiers-filtres.

Les autres réactifs nécessaires sont un decolorant (acide citrique : 0,5 g/l a diluer
au 1/1 000 avec de I’eau distillée), une solution de lavage (tampon alcalin a

pH = 8,8 et azoture de sodium : 0,625 %) et du Fluidil®.

L’immunofixation avec des anticorps pentavalents (mélange contenant des
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anti-1gA, anti-lgM, anti-1gG, anti-kappa et anti-lambda) est réalisée sur des gels
"Hydragel 12 IF, Sebia". La composition des gels est identique aux deux
techniques pré-décrites.

6-Comparaison de "Capillarys" et "Hydrasys" :

La comparaison entre Hydrasys et Capillarys montre qu’il ya une importante
variation entre la mesure de la zone Alpha 1 globulines sur Hydrasys (3,28%) et sur
Capillarys (5,6%) .

En effet la présence de I’acide sialique interfére dans la mesure de la fraction Alpha 1
sur Hydrasys . Les coefficients de corrélation (r )pour chaque fraction protéique avec leur
degre de de signification (p) sont donnés dans le tableau suivant:

Protéines Corrélation
Albumine +0,81 (P<10™)
Alpha 1 globulines +0,63(P<107)
Alpha 2 globulines +0,84(P<10™)
Béta 1 globulines +0,88(P<0,25)
Béta 2 globulines +0,61(P<107)
Gamma globulines +0,74(P<107)

On constate que presque toute les corrélations entre les deux appareils sont
acceptables sauf pour la fraction des béta 1 globulines la corrélation est peu
significative (p=0,25) ces résultats peuvent s’expliquer par le fait que
I’électrophorése capillaire permet une meilleure séparation de la zone 3 globulines
que I’¢électrophorese sur gel d’agarose .

Exemple : Calcul de la corrélation pour 1’albumine :

La formule de corrélation :

S (X -X).(r =)

. SIS -X) xS -T)?

X barre : moyenne des X
Y barre :moyenne des Y
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on représente graphiquement la corrélation de 1’albumine , sur I’axe des X On va
mettre le pourcentage d’albumine mesuré par « Hydrasys » ,alors que sur I’axe des Y on
va mettre le pourcentage d’albumine mesuré sur « Capillarys ». Voir Figure
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Figure : Droite de corrélation de la fraction albumine en % mesurée sur « Capillarys »
et sur « Hydrasys ».

On constate une correélation positive et statistiquement significative entre la fraction
d’albumine mesurée par « Capillarys » et celle mesurée par « Hydrasys » avec un
coefficient de corrélation de 0,81 (P<10")

IVV- Conclusion :

L’¢lectrophorése des protéines sériques présente tout son intérét dans 1’information
qu’elle apporte aux médecins et aux biologistes dans le diagnostic et le suivi de certains
pathologies graves .elle doit étre réalisé avec soin et qualité afin de garantir des résultats
fiables.
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En effet 1’¢électrophorése capillaire sur Capillarys présente I’avantage d’étre trés
résolutive, entierement automatisée avec une bonne cadence, une bonne sensibilité et une
facilité d’utilisation du logiciel .elle présente par contre d’inconvénient de 1’absence de
support d’interprétation.

L’électrophorése sur gel d’agarose, quant a elle, présente un atout important qu’est le
support d’interprétation ; par contre cette technique est semi- automatisée. Sa cadence est
faible et son systeme d’intégration augmente le risque d’erreur.

Cependant, les biologistes affirment apprécier I’électrophorese r sur gel
d’agarose par rapport a I’électrophorése capillaire.

Pour faire une bonne comparaison entre les deux méthodes d’électrophorése, il
fallait plus de temps, ce qui nous a pas été possible.
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