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The binding of 16 01, 17 pestriol to highly specific rabbit and ewe anti-esteriol antisera is studied comparatively, 

with an equilibrium dialysis technique. The affinity indices, association constants and concentrations of binding 

sites are measured. These parameters are discussed in relation to some immunological characteristics of the sera, 

previously determined by radioimmunoassay. 

1. Introduction 

Nous avons decrit recemment [ 1 ] la preparation 

et quelques propridtes d’immundrums anti-16 (Y, 17 
flestriol, obtenus chez le lapin et la brebis par injec- 
tion du produit de couplage du 16 IX, 17 fi-estriol-6- 
O(carboxymCthyl)oxime avec la serum albumine bo- 
vine. Un immundrum similaire a CtC prepare par 

Lindner et col. [2j. 
Nous nous proposons_ici de mesurer, au moyen 

dune technique base’e sur la dialyse a l’dquilibre, les 
indices d’affinite, les constantes d’association 
moyennes et la concentration des sites caracterisant la 

liaison de l’estriol avec ces immunserums. Les relations 
entre ces parametres et les caracteristiques immuno- 
logiques determikes anterieurement par radioimmuno- 
dosage seront Cgalement analydes. 

2. Mat&e1 et mkthodes 

2.1. Priparation des immundrums 
Une brebis et deux lapines (L 1244 et L 1258) sont 

immunisCes selon le procede deja d&it [ 1,3] , com- 
portant I’injection sous-cutade hebdomadaire 

North-Holland Publishing Company - Amsterdam 

d’antigene, repetee pendant 32 semaines. Trois lapines, 
(L 8393, L 8398 et L 8401) sont immunisees selon 

un procede modifie [4J : les animaux recoivent une 
injection intradermique repartie en une cinquantaine 
de points et deux rappels. 

2.2. Sttroides 

Estriol-16 (Y, 17 &6,7 [3HjNEN (42,2 Ci/mM). 

Estriol cristallise Roussel UCLAF. 
La solution de sterdide radioactif utilisee dans 

toutes les experiences est un melange d’estriol tritie 
et d’estriol non radioactif, ayant une concentration 
finale de 5 ng par millilitre de solution Cthanolique. 

2.3. Comptage de la radioactivitk 

Pour 0,2 ml de solution analyie, on ajoute 5 ml 
d’un liquide scintillant a base de dioxa,ne. La radio- 
activite est mesuree sur un Spectrometre a 

Scintillation Liquide Intertechnique. Rendement 
moyen: 45%. 

2.4. Le dosage des prottines est effect& selon la 
methode de Lowry et col. i-51, 
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Sb/Su 

Fig. 1’. Liaison de I’estriol par l’immunserum antiestriol de la 
lapine L 8398: Courbe 1, points experimentaux, representa- 

tion selon Scatchard; Courbe 2, correction d’apres Rosenthal, 

correspondant i la liaison aux anticorps specifiques. Kr = 

1,78 x 109M-’ ; nlMl = 2,7 X 10e9/L dans le volume ex- 

terne - ou niMr = 0,14 X 10T6/g de proteines skriques. 

Courbe 3, Liaison non specifique a l’albumine. 

2.5. Mesure des indices d ‘affinitt et des constantes de 
liaison 

Nous utilisons la technique de Pearlman et CrCpy 
[6J bake sur la dialyse a l’equilibre en presence d’un 
gel de Sephadex G-25, en une serie de tubes separes. 

L’indice d’affinite l/P (L/G) represente l’inverse de 

la concentration en proteines, dans le milieu de dialyse, 
pour laquelle le rapport steroide libre (Su)/stCroide lie 
(Sb) est Cgal a l’unite. 11 est mesure en presence d’une 
quantite constante de la solution de steroide radioac- 
tif (environ 1 ng/tube) et de quantites croissantes de 

protdines seriques. 
Pour la determination, selon Scatchard [7], des 

constantes d’association moyennes Ka et des produits 
nlMl , c’est-a-dire nombre de sites de liaison x moles 
de proteines liantes, nous utilisons une variante de la 
methode de Pearlman et CrCpy [6] . Les dosages sont 
effectues en presence dune quantite constante de pro- 
teines seriques (cette quantite est fonction du serum 
utilid: dans nos experiences, elle est d’environ 0,06 ou 
0,012 mg de proteines par tube) et de quantites 
croissantes de steroide. Pour les concentrations les plus 
faibles, nous utilisons uniquement la solution de 
steroide radioactif defkie cidessus (de 0,Ol ng a 1 ng 
par tube); pour les concentrations les plus Bledes, 
nous ajoutons P une quantite fixe de steroide tritie 
(1 ng) des quantites croissantes de steroide non radio- 
actif (1,5 a 500 ng). 
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Tableau 1 

Parametres de liaison entre l’estriol et les immundrums de 

brebis et de lapines, mesurees par dialyse i l’equilibre i 25°C. 

Indices d’affinite l/P, constantes d’association Ka, produits 

niMt ou nombre de sites de liaison x moles de proteine 

liante rapport&es au gramme de protkines seriques; titre et 

sensibiliti des serums mesures par radioimmunodosage. 

Immunserum 

Sensi- 

l/P K, n1M1 Titre bilite 

g/l 109M-r 10+/g Pg 

*Brebis 2038 150 0,9 

*Lapine 1244 48 2,l 

*Lapine 1258 125 2,s 

**Lapine 8393 180 2,4 

**Lapine 8398 210 1,8 

**Lapine 8401 260 2,7 

433 l/l500 200 

0,02 l/700 20 

0,08 l/2000 20 

0,17 l/SO00 20 

0,14 l/2500 50 

0,26 l/6000 10 

* Immunisation par injections sous-cutanees hebdomadaires 

durant 32 semaines. 
** Immunisation par 3 injections intradermiques. 

Toutes les mesures sont effectuees dans un tampon 
phosphate 0,15 lvi, pH 7,4 a 25°C. 

Les donnees obtenues sont traitees sur les calcula- 
trices Programma Olivetti et multi 8 Intertechnique. 
Les parametres de la liaison sont calculees au moyen 
des methodes graphiques de Scatchard [7] et de 

Rosenthal [8] . 

3. RCsultats et discussion 

Dans la fig. 1, nous reproduisons la courbe selon 
Scatchard et la correction de Rosenthal correspondant 
au serum de lapine L 8398. La correction de Rosenthal 
est rendue necessaire par l’existence d’une faible 
liaison de l’estriol a une proteine serique differente 
des immunoglobulines, sans doute l’albumine. Des 
courbes similaires ont CtC obtenues pour tous les 
serums testes. 

Le tableau 1 presente l’ensemble des resultats con- 
cernant le serum de brebis et les 5 serums de lapines. 
Pour comparaison, nous reproduisons dans les deux 
dernieres colonnes les indices mesures par radioimmu- 
nodosage. Rappelons que le titre est la dilution du 
serum correspondant a 50% de liaison d’une quantite 
Bgale ou inferieure a 100 pg de steroide radioactif. La 
sensibilite est definie par la plus petite quantite de 

steroide non radioactif capable de deplacer environ 
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10% du steroide traceur de son complexe avec 

I’anticorps. 

3.1. Incides d ‘affinitt l/P 
On voit que les indices d’affinite 1/P sont tres 

Clew%, depassant quelquefois 200. A notre connais- 
sance, on n’a pas encore mesure ces parametres dans 
un systeme antigene-anticorps. En ce qui concerne les 
indices 1 /P d&ermine’s pour differents complexes 

steroides-proteines, des valeurs cornparables a celles 
que nous trouvons ici n’ont et6 rapportees que darts 
le cas de la liaison de l’estrone ou de l’estradiol par le 
serum embryonnaire de rat [9] . 

Les indices l/P sont superieurs chez les lapines 
immunisees avec trois injections intradermiques, par 
comparaison avec celles ayant recu des injections 
souscutandes repetees pendant 32 semaines. Ces rC- 
sultats concordent avec ceux de l’analyse par radio- 
immunodosage du titre des serums. Toutefois, la con- 
cordance entre les indices 1 /P et les titres n’est pas 
parfaite: on observe par exemple que la brebis a un 
l/P le’gerement plus Cleve mais un titre un peu in- 
ferieur a ceux de la lapine L 1258. 

3.2. ParamPtres de liaison calcult% 2 partir des courbes 
de Scatchard (K,, nlMI) 

Les constantes d’association moyenne ont sensible- 
ment la m&me valeur pour tous les serums de lapines 
experimentees et sont de l’ordre de 2,3 X 1 O9 M-l a 
25°C. Par contre, les produits nlMl rapport& au 
gramme de proteines seriques, presentent entre les 
drums des differentes lapines, des variations significa- 
tives. ‘nl’ Ctant probablement Cgal a 2 dans tous les 
cas, les valeurs de nlMl refletent la concentration des 
anticorps dans les serums. On voit que cette concen- 
tration est nettement plus elevee quand les lapines ont 
et6 immunisees selon le procede des 3 injections intra- 
dermiques. I1 y a une bonne concordance entre les 
titres des serums. 

Les parametres caracterisant la liaison de l’estriol 
par le serum de la brebis different sensiblement de 
celles mesurees chez les lapines. La constante d’asso- 
ciation moyenne est pres de trois fois plus faible 
tandis que le produit nlMl est de 20 & 200 fois plus 
Cleve. La valeur relativement faible de la constante 
d’association chez la brebis se traduit Cgalement dans 
la sensibilite reduite du serum de brebis, par comparai- 
son avec les s&urns de lapines. Dans l’ensemble, on 

constate une tres bonne concordance entre les valeurs 

des constantes d’association mesurees par la methode 
de dialyse a l’equilibre et les indices de sensibilite 
determines par radioimmunodosage. 

Aucune correlation n’a et6 trouvee entre les para- 
metres de liaison des differents serums testes et leur 
degre de specificit vis a vis de l’estriol. Mentionnons 
que l’immundrum de la lapine L 1244, dont les in- 

dices 1 /P et n ,M, /g de proteines sont les plus bas, 
presente la meilleure specificite. 

Les constantes d’association, de l’ordre de 1 a 2 X 
1 O9 M-l, mesurees pour les immunserums obtenus 
avec notre antigene sont beaucoup plus Clevees que 
celles de 1 ,l X lo7 (temperature non precisee) rap 
portee par Gross et col. pour un serum antiestriol 
prepare au moyen d’un azo-derive de l’hormone [lo] _ 
Elles sont cornparables a la constante d’association 
moyenne de l’ordre de 4 X lo9 M-l, mesuree a 4°C 
dans le cas du serum antiestradiol-17 fl d&it par 
Exley et col. [ II] . 

Actuellement, nous Ctudions les parametres ther- 
modynamiques de la liaison entre l’estriol et les im- 
munoserums, afin de mieux preciser la nature de 
cette interaction. 
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