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Procédé cycligue de dosage immunoenzymatioue d'un
ligand.
La présente invention concerne un procédé cyclique
de dosage immunoenzymatique d'un ligand, en phase hétéro-
gene.

On sait que le dosage de substances présentes
en faible concentration dans les liquides biologiques
industriels souléve un grand intérét dans les milieux
scientifiques; en raison des treés nombreuses applications
de ces dosages dans divers domaines technigues.

Les techniques récentes utilisent l'activité enzyma-
tique comme moyen de marquage et d'amplification des molé-
cules assurant les proceSsus de reconnaissance moléculaire
qui interviennent dans les procédés d'analyse immunologique;
On a ainsi envisagé de marquer des antigénes ou des anti-
corps avec des enzymes telles que la peroxydase ou la
glucose oxydase, dont il est possible de doser facilement
l'activité par spectrophotométrie.

On distingue, dans ces techniques, les dosages en
phese homogéne.et les dosages en phase hétérogéne :

- dans les dosages en phase homogéne, l'activité

enzymatique est fonction de la réaction anticorps-antigéne

et il n'est pas nécessaire de séparer la "fraction liée",
c'est-a-dire 1'immunoréactant (conjugué antigéne-enzyme
ou anticorps-enzyme), qui a réagi dans la réaction immu-
nologique, de la "fraction libre", qui représente 1'immu-
noréactant qui n'a pas réagi ;

- dens les dosages en phase hétérogéne, l'activité
enzymatique n'est pas modifiée par la réaction antigéne-
anticorps et une séparation de la fraction liée et de la
fraction libre s'avére nécessaire.

C'est & ces dosages en phase hétérogéne gque s'inté-
resse la présente invention et l'on commencera par rap-
peler les principes de ces différents dosages, qu'il est
usuel de classer en méthodes compétitives et non-compétiti-
ves.

Dans les méthodes dites compétitives, le conjugué
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enzyme-ligand (antigéne ou anticorps) est mélangé avec un
échantillon du milieu biologique & doser (ou avec un
échantillon d'un milieu standard) contenant le ligand li-
bre, en vue d'entrer en compétition avec ce dernier pour
se combiner a des antiligands fixés en quantité limitée
sur un support solide. En variante (dosage par inhibition),
le ligand peut €tre immobilisé sur un support et entrer
en compétition avec le ligand a doser, lorsqu'ils sont
mis simultanément en présence d'une quantité limitée
d'antiligand en solution. Dans ces méthodes, l'activité
enzymatique est inversement proportionnelle & la concentra-
tion en ligand & doser. _

Parmi les méthodes non compétitives, la méthode dite
"sandwich" est la plus connue et elle s'applique au dosage
de ligands ayant au moins deux sites antigéniques. ILe
ligand a doser est mis en contact avec un support solide
sur lequel sont fixés des anticorps. Le ligand se combine
avec les anticorps et, aprés lavage du support, on met
celui-ci en,contact avec un excés déterminé des mémes
anticorvs marqués par une enzyme. Ceux-ci se fixent & leur
tour sur les ligands, qui sont ainsi pris en sandwich entre
les anticorps fixés sur le support et ceux merqués par
l'enzyme, d'ou le nom de la méthode. Dans ce cas, l'activi=-
té enzymatique est directement proportionnelle & la con-
centration en ligand a doser.

L'utilisation d'une phase solide dans un dosage immu-
noenzymatique est une technique relztivement récente, qui
présente l'avantage de permettre une séparation de la
fraction libre sans avoir recours a des procédés physico-
chimiques qui compliquent les dosages.

Toutss ces méthodes en phese hétérogéne nécessitent
la détection finale de l'activité enzymatique, qui est
réalisée en général en phase homogéne (par des méthodes
spectrophotométriques, fluorimétriques ou par biolumines-
cence), ou pseudo-homogéne (par un capteur enzymatique).

Une méthode optique trés complexe, 1'éllipsométrie,
permet de détecter directement sur la phase solide 1la
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présence, par exemple, de l'anticorps utilisé pour le
dosage. Mais, cette methode n'est pas envisageable pour
des mesures de routine.

Aussi a-t-on proposé d'utiliser la phase solide elle-
méme comme détecteur de la présence de l'enzyme, ce qui
rend le processus totalement hétérogéne et facilite sa
mise en oeuvre.

Dans des procédés de ce type, aprés avoir fait ap-
paraitre des sites réactifs a la surface d'une électrode,
on améne celle-ci en contact avec un antiligand spécifique
du ligand a doserpour former une phase solide conductrice
que l'on expose ensuite au ligand & doseret a un conjugué
antiligand -enzyme ou ligand- enzyme, 1l'enzyme de ce
conjugué étant apte & réagir avec un substrat pour fournir
un produit électro-actif vis-a-vis de la phase solide
conductrice (voir, par exemple, EP-A-0 142 301 et EP-A-
0150999). )

En effet, lorsqu'une enzyme qui produit une espéce
électroactive se trouve immobilisée en 'situation de pro-
ximité moléculaire sur une surface conductrice, la ciné-
tique électrochimique et la cinétique enzymatique sont
interdépendantes, ce qui permet de quantifier la présence
de 1l'enzyme par le courant électrique de détection élec-
trochimique de cette espéce électroactive.

Cet état de proximité moléculaire peut €tre obtenu
par 1l'une quelconque des méthodes immunologiques précé-
demment décrites, l'anticorps étant immobilisé directement
sur la surface conductrice.

Une conséquence importante de l'utilisation de ce
procédé de dosage, que l'on désignera par 1l'expression
"électrocatalyse enzymatique"”, est que la quantité d'enzyme
détectable dans cette situation est extrémement faible,
ce qui, dans son application & un dosage immuncenzymatigue,
en phase hétérogéne, conduit & une sensibilité supérieure
4 celle des moyens de détection antérieurs.

Pour des dosages successifs & 1l'échelle industrielle
de ligands identiques ou différents, il serait toutefois
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avantageux de pouvoir réutiliser immédiatement pour un
nouveau cycle de mesure l'électrode qui a déja servi dans
une premiére mise en oeuvre du procédé. On gagnerait ainsi
un temps considérable entre des cycles successifs de
dosage par rapport aux méthodes connues dans la technique.

C'est ce probléme qué se propose de résoudre la
présente invention.

A cet effet, 1'invention a pour objet un procédé cy-
clique de dosage immunoenzymatique d'un ligand, selon
lequel, aprés avoir fait apparaitre par oxydation électro-
chimique des sites réactifs a la surface d'une électrode,
on améne celle-ci en contact avec un antiligand spécifique
du ligand & doser pour former une phase solide conductrice
comprenant ladite électrode et, fixée & la surface de
celle-ci, une couche sensiblement monomoléculaire dudit
antiligand sans interposition d'un support intermédiaire,
cette phase solide étant ensuite exposée au ligand a
doser et & un conjugué antiligand-enzyme ou ligand-enzyme,
suivant que l'on applicue les méthodes de dosage dites
"sandwich" ou'ﬁcompétitive", l'enzyme dudit conjugué étant
apte & réagir avec un substrat pour fournir un produit
électro-actif vis-a-vis de ladite phase solide, ce procédé
étant caractérisé en ce que, en fin de dosage, on sépare
de 1'électrode au moins les ligands et les conjugués
antiligend-enzyme ou ligand-enzyme fixés sur ladite phase
solide, en vue de la réutilisation de cette derniére pour
un nouveau cycle de dosage.

La séparation de la phase solide des ligands et des
conjugués anti-ligand enzyme ou ligand-enzyme pourra
s'effectuer par simple ringage de la phase solide avec
un liquide dont les conditions de pH et/ou de polarité
sont différentes de celles du milieu de dosage.

En fin de dosage, la couche sensiblement monomolé-
culaire d'anti-ligand peut également E€tre séparée de

‘1'électrode sur laquelle elle est fixée, en vue de la

réutilisatim de cette électrode pour un nouveau cycle
de dosage, par exemple en soumettant cette électrode &
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un décapage électrochimique par action d'un courant
continu ou alternatif.

Dans ce but, on pourra avantageusement faire passer
un courant continu dans une solution oxydante, entre 1'élec-

5  trode de dosage et une électrode de référence, avec une
différence de potentiel comprise entre + 1,7 volt et 2,2
volts. ,

On pourra aussi utiliser un courant alternatif avec
une différence de potentiel de + 3 volts entre 1'électrode

10 de dosage et l'électrode de décapage. _

L'électrode de dosage pourra &tre, par exemple, en
carbone, en platine ou en or, et pourra prendre n'importe
quelle forme en fonctiod des contraintes d'introduction
de 1'échantillon & doser (électrode plane, poreuse ou &

15  solution percolante).

Les anticorps ou les antigénes peuvent étre fixés
sur 1'électrode par tout moyen connu dans la technique,
par exemple par liaison covalente ou par adsorption phy-
sique, en formant une unique couche moléculaire.

20 Dens le cas d'une fixation par liaison covalente, on
fera subir & 1l'électrode un prétraitement comprenant, de .
fagon connue en soi, une phase de création de sites réac-
tifs a la surface de l'électrode par oxydation électro-
chimique de celle-ci et une phase d'activation de ces

25 sites par un agent de couplage approprié & la nature de
1'4lectrode et & celle de l'anticorps ou de l'antigéne a
fixer, par exemple une activation par un carbodiimide dans
le cas d'une électrode en carbone.

Dans le cas d'une immobilisation des anticorps ou des

30 antigenes sur 1'électrode par adsorption physique, on
procédera également & un prétraitement électrochimique de
la surface de l'électrode avant de la mettre en contact
avec lesdits anticorps ou antigeénes.

Dans chaque cas d'espéce, on peut optimiser la gquan-

35 tité d'anticorps ou d'antigéne & mettre en contact avec
1'électrode en vue d'obtenir une couche sensiblement mono-
moléculaire & la surface de l'électrode, afin qu'elle ne
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fasse pas "écran" devant la phase solide lors de la dé-
tection éleptrochimique ultérieure du produit de catalyse
enzymatique.

Pendant la phase de dosage, les ligands et/ou les

5 conjugués anti-ligand enzyme pourront ne saturer qu'une
fraction des sites des anti-ligands ou ligands associés,
ce qui limitera la durée de mise en oeuvre du procédé.

La détection du produit libéré par le substrat, pen=-
dant la phase de dosage, pourra avantégeusement etre

10 effectuée par mesure d'un courant s'écoulant entre 1'élec-
trode et une électrode de référence a potentiel contrdlé,

Les dessins schématiques annexés illustrent la mise
en oeuvre de l'invention. Sur ces dessins:

Les figures 1 & 4 illustrent la préparation d'une

15  électrode électroenzymatique selon l'invention utilisable
dans un procédé de dosage par une méthode non compétitive
du type "sandwich"j

Les figures 5 et 6 illustrent la préparation d'une
électrode utilisable dans une méthode compétitive;

20 Les figures .7 et 8 sont des schémas, respectivement,
d'une cellule 4lectrochimique et d'un systéme de dosage
utilisables dans les procédés de dosage électroenzymatique
conforme & l'invention ;

Les figures 9 et 10 représentent des courbes d'étalon=-

25 nage utilisées respectivement dans les dosages des Exemples
1 et 23

La figure 11 est un schéma d'une cellule de dosage
utilisée dans 1'Exemple 3

La figure 12 est une courbe d'étalonnage utilisée

30 dans l'Exemple 3.

Comme on le voit sur la figure 1, 1'électrode 1, aprés
avoir subi un traitement propre & permettre 1'immobilisa-
tion & sa surface é'anticorps 2, par liaison covalente ou
par adsorption‘physique, est mise en contact avec une

35 solution contenant ces anticorps. Ceux-ci, qui sont des
anticorps spécifiques de 1'antigéne & doser, se fixent a
1a surface de 1'électrode en formant une monocouche, gqui
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recouvre totalement ou partiellement la surface traitée,
suivant les conditions du traitement et le résultast
souhaité.

L'électrode modifiée résultante est ensuite mise en

5 contact avec une solution de l'antigéne 3 & doser (figure
2) qui vient se fixer sur les anticorps 2. Les conditions
de la mise en contact sont telles que les anticorps ne
soient pas saturés en antigeénes et gqu'une partie des sites
anticorps demeure vacante. Le nombre des liaisons antigéne-

10 anticorps formées dépendra de la concentration en antigenes
de la solution & doser.

Le temps de mise en contact de la phase solide avec
la solution d'antigéne,‘ou phase d'incubation, est de
1l'ordre de quelques minutes, alors que, dans la plupart des

15 méthodes de dosages imnunoenzymatiques, les durées d'incu-
bation sont de l'ordre de 1 heure. En effet, ce procédé
est beaucoup plus sensible que les procédés usuels, pour
les raisons indiquées ci-dessus, et il n'est donc pas
nécessaire de saturer tous les sites anticorps, ce qui

20 vpermet de réduire de fagon importante la durée de contact.

L'électrode est alors exposée au conjugué anticorps-
enzyme 4, qui vient se fixer sélectivement sur les anti-
génes 3 (figure 3). Les conditions de la mise en contact
peuvent &tre telles que les conjugués 4 saturent tous

25 les sites antigénes, mais ceci n'est pas une obligation,
si 1'on procéde par comparaison avec un étalon interne
réalisé dans les mémes conditions. Le temps d'incubation
peut donc &tre considérablement réduit par rapport aux
techniques antérieures.,

30 A 1l'issue de la phase illustrée par la figure 3, le
conjugué anticorps-enzyme 4 se trouve-en situation d'élec~
tro-catalyse enzymatique & la surface de 1'électrode 1. Il
suffit, en effet, d'introduire dans le milieu a doser une
ou des substences 5 (ou "substrats") aptes & réagir avec

25 1'enzyme du conjugué 4, comme on le voit sur la figure 4,
pour détecter et doser 4 l'aide de l'électrode 1 le produit

6 de la réaction enzymatique.
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C'est ainsi qu'avec l'acétylcholinesterase utilisée
aveec un substrat artificiel du type acétylthiocholine la
réaction catalysée est :

acétylthiocholine — > thiocholine + acétate

La thiocholine (R-SH)produite est électrochimiquement
détectée si le potentiel de l'électrode est au moins a
0,7 V par rapport & une électrode de référence du type
Ag/Ag Cl:

2 ReSH———> R-S-5-R+2H +2e"

I1 est possible, & partir du courant d'oxydation
obtenu, de calculer le nombre de molécules enzymatiques
en situation d'électrocatalyse enzymatique et de mesurer
ainsi, avec l'aide d'un étalonnage interne, la concentra-
tion de l'antigéne 3.

Les figures 5 et 6 illustrent le méme procédé de
mise en condition d'électrocatalyse enzymatique pour un
conjugué antigéne-enzyme 7 utilisé dans une méthode par
compétition.

Dans cette utilisation, le conjugué enzyme-ligand 7
est mis en compétition avec le ligand libre 3 du milieu
biologique & doser pour se combiner avec les anticorps 2
immobilisés en formant monocouche sur l'électrode 1
(figure 5). Comme précédemment, si l'on introduit alors
dans le milieu & doser une ou des substances 5 (ou sub-
strats) aptes 4 réagir avec l'enzyme E du conjugué 7, on
peut, comme on le voit sur la figure 6, détecter et doser
4 1'aide de 1'électrode 1 le produit 6 de la réaction
enzymatique.

Conformément & 1'invention, en vue de pouvoir réutili-
ser 1'électrode pour un nouveau cycle de dosage, apres la
phase de détection illustréepar les figures 4 & 6, on
raméne 1'électrode & son état de départ, avant la fixation
des anticorps 2.

A cet effet, on procéde & un décapage électrochimique
dans des conditions analogues & celles du prétraitement
de 1'électrode mentionné ci-dessus.

On notera que ce décapage de l'électrode n'est
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efficace que parce que la couche d'anticorps qui y adhere
est une couche sensiblement monomoléculaire. '

Pour procéder & ce décapage électrochimique, dans
le cas d'une électrode en carbone vitreux, par exemple,

il suffira de porter 1l'électrode & un potentiel d'environ
2 volts par rapport & une électrode de référence %g/Ag cl
dans une solution oxydante, pendant quelques secondes.

I1 se peut aussi qu'aprés la phase de dosage, on
veuille simplement réutiliser les anticorps fixés. Dans ce
cas, les anticorps utilisés (par exemple monoclonaux)
auront -été sélectionnés pour qu'un ringage, dans des condi-
tions physicochimiques différentes de la mesure, assure la
rupture des liaisons antigéne-anticorps, sans dénaturation
de l'anticorps immobilisé sur la phase solide.

Ta réutilisation de 1'électrode, conformément & 1'in-
vention, s'applique & tous les procédés usuels de dosage
immunoenzymatique en phase hétérogéne, que ce soit les
méthodes compétitives, sandwich ou par inhibition, de
n'importe quelle molécule permettant une reconnaissance
immunologique (protéine, enzyme, hormone, hapteéne, etc...),
moyennant 1l'utilisation d'un milieu et de conditions de
dosage eppropriées.

On remarquera que, de fagon connue si la molécule a
doser est une enzyme catalysant une réaction électro-
chimique détectable, le dosage est notablement simplifié et
ne nécessite qu'un anticorps de cette enzyme. C'est ce
qui ressortira notamment de 1'Exemple 4 qui sera décrit
ci-apreés. ,

Ainsi qu'il est connu, l'enzyme utilisée pour la
préparation des conjugués est nécessairement une enzyme
possédant comme substrat ou produit de la catalyse un
couple redox électroactif. Ce couple redox, qui peut étre
physiologique ou artificiel, est choisi de telle sorte
qu'il présente une bonne réactivité électrochimique sur
1'électrode employée, afin d'obtenir une sensibilité
optimale.

Les enzymes correspondantes sont en général des
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oxydoréductases, mais peuvent &tre aussi des enzymes d'une
autre classe, répondant a la condition précédente, par
exemple des hydrolases.

Le tableau ci-aprés rassemble quelques enzymes uti-
lisables pour la préparation des conjugués détectables
par électrocatalyse enzymatique.

Jcomme, par exemple,la benzogui-

none
‘none )

TABLEAU
: Enzymes : Réactions catalysées :Molécules
: : :électro-
: : tactives
: : :détectablks
; Hydrolases : :
Ex. Acétyl- ;acétylthiocholine—ethiocholine:thiochﬂine
:choline : + acétate :
:estérase : :
;Ex.:Phosphata- :phényl phosphate+HéO-ﬁ>acide : phénol
: se alcaline : . ; :
; o phosphorique + phénol |
;Oxydoréductases:glucose tcosubstrat
: :+ cosubstrat—> acide gluconi- :réduit
:Ex.: Glucose : .que + cosubstrat réduit :
oxydase : :
:Le cosubstrat peut &tre Oy ou : Hy05
fdes accepteurs artificiels ihydroqui—

Ex::Péroxydase ;H202 + substrat—é-HZO + substrat: substrat

oxydé : oxydé

.
.
*
*
.
.
.
.
.
.
I3
3
.
*
L
.
.
.
.
.
.
»

. »
* A

:De trés nombreux substrats teX.: 3,31
: :possibles, par exemple, - :diméthoxy
: :orthométhoxy phénol :diphéno-
: : :quinone

SH 68 60 68 00 S0 9 o P 080 G0 S0 05 S0 9% 00 ov se e

40 60 90 % 49 06 % o4 o8 e P8 oo

*e 00 S0 ¥ s s e

La sensibilité globale des procédés de dosage dépend
de trois facteurs :

- 1la sensibilité intrinséque de la détection en phase
solide,
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- le temps de contact entre 1l'échantillon & doser
et la phase solide,

- la qualité du matériel immunologique utilisé.

Pour le premier facteur, la sensibilité de détection
est liée a l'activité catalytique moléculaire de 1'enzyme
utilisée pour l'amplification (par exemple, environ 10 000
s‘Tpour un conjugué obtemu avec l'acétylcholinestérase de
Electricus Electrophorus). Dans ce cas, l'électrocatalyse
enzymatique est capable de détecter la présence d'un

16 mole de conjugué par cm2

minimum de 107
de la phase solide.

Cette exceptionnelle sensibilité s'explique par la
proximité moléculaire entre site enzymatique et site
électrochimique, ce qui réduit & quelques nanométres la
distance que doit parcourir le produit pour &tre détecté.

Il est importent de noter, & ce propos, que la
sensibilité de détection du conjugué est entiérement indé-
pendante de la surface de la phase solide. La taille et
la forme de 1l'électrode utilisée peut donc 8tre adaptée &
la quantité d'antigéne que 1'on souhaite doser.

Ce point sera illustré dans les exemples proposés.

Pour ce qui est du temps de contact entre la phase
solide et 1l'échantillon, ce temps de contact détermine un
"taux de capture" T, qui peut &tre inférieure & 1, si tous
les antigénes n'ont pas été captés, le taux de capture
étant défini comme le rapport entre le nombre de molécules
antigéniques capturées par la phase solide et leur nombre
total dans l'échentillon. |

Le taux T est également sensible au rapport entre le
volume de l'échantillon et la surface de la phase solide.
Une des caractéristiques de l'invention est que la
détection est suffisamment sensible pour qu'il soit
possible d'accepter des taux de capture faibles
(par exemple T = 0,03 dans 1'exemple 1).

Enfin, la sensibilité pratique du procédé de dosage
est fonction, comme pour toute méthode immunologique,
de la qualité des anticorps utilisés ainsi que des

de surface réelle
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adsorptions non spécifiques parasites sur la phase
solide. Tes ringages dans des tampons appropriés, connus
de l'homme de l'art, limitent ces adsorptions non spé-
cifiques. Mais on notera que le temps d'incubation trés
court permis par la procédure proposée réduit considé-
rablement ces adsorptions non spécifiques.

La sensibilité globale obtenue est finalement un
paramétre modulable en fonction du probléme analytigue
traité. Les exemples présentés ci-aprés illustrent des
sensibilités effectives pouvant atteindre 2.10'12 mole
par litre ou 2.10"2! mole dans la prise d'essai.

Les exemples suivants illustrent diverses formes de
mise en oeuvre de l'invention.

EXEMPLE 1

Cet exemple illustre le dosage d'une immunoglobine
G par la méthode "sandwich" sur une phase solide de
surface moyenne (électrode plane de carbone vitreux
de surface d'environ 0,1 cm2)

1) Préparation des réactifs

L'anticorps anti 1gG de lapin a été fournl par les
laboratoires BYOSIS, de Compiégne (France). Il a
é+té obtenu chez le mouton et purifié selon les pro-
céderes connues. Le conjugué glucose oxydase-anti 1gG
est préparé par la méthode au glutaraldéhyde 4'AVRAMEAS
et al (Immunochemistry, Pergamon Press 6, 43-52 (1969).
Aprés purification, le conjugué est enzymatiquement
actif 4 95% et immunologiquement actif & 60%.

2) Appareillage

La mesure pourra, par 2xemple, &tre effectuée
dans une cellule électrochimique 9 & circulation,
du type illustré par la figure 7.

Dans cette céllule, le liquide arrive par une canali-
sation 10, circule en lame mince délimitée par une pelli-
cule 11 de matiére plastique, par exemple de P T F E,
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et est évacué par une canalisation 12. La cellule comprend,
par ailleurs, une électrode de traveil 13, par exemple en
carbone vitreux, une contre-électrode 14, par exemple du
type Ag/Ag Cl, et une électrode de décapage 15, par
exemple en carbone vitreux. Les électrodes sont gainées
sur toute leur surface latgrale par une matiére isolante
et ne sont en contact avec le liquide & doser que par
leur face d'extrémité. Bien entendu, une telle cellule
n'a qu'une valeur d'exemple et 1l'on pourrait utiliser
tout autre systéme congu par 1l'homme de l'art.

La cellule 9 s'incorpore dans un systéme entiérement
automatisé du type. de celui de la figure 8, qui permet
un étalonnage interne assurant la précision du dosage.

La cellule électrochimique 9 est alimentée par la
canalisation 10 & partir d'un circuit fluidique 16, lui-
méme alimenté en réactifs par le conduit 17, avec prise
d'échantillon éventuelle par le conduit 18. Les électrodes
13, 14 et 15 sont connectées a un systéme d'alimentation
électrique 19, qui sert en méme temps d'interface élec-
tronique de-contrdle et d'acquisition, couplée & un
microordinateur 20.

5) Dosage

On utilise, dans ce cas, le principe de la méthode
"sandwich" décrite en référence aux figures 1 & 4, L'in-
troduction et la circulation des réactifs est assurée
per le circuit fluidique 16 de la maniére suivante:

L'électrode de travail 13 est oxydée 5 secondes dans
un mélange nitrochromique (10% en poids de HNOz + 2% en
poids de K2Cr207 + eau) par passage d'un courant de 5 md,
IL'électrode 15 est utilisée comme cathode. Cette phase
de décapage de 1'électrode régénére la surface de la
phase solide et facilite 1'adsorption de 1l'anticorps.

Aprés ringage au tampon (phosphate 0,01 M, pH 7,4,
NaCl 0,15 M), une solution d'anticorps (300 Pg/ml dans
le méme tampon) est mise en contact 5 minutes avec la
phase solide. Un ringage pendant 2 minutes au- tampon
bloquant (phosphate 0,01 M, pE 7,4 +gélatine 0,25% +
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Tween 20,0,1% (monolaurate de polyoxyéthylénesorbitane
commercialisé sous cette appellation et utilisé comme
tensio-actif) + NaCl 0,15 M) permet d'éliminer l'anticorps
en exces.

On introduit 0,2 cm5 de la solution contenant l'anti-
géne & doser avec un débit de 0,1 cm” par minute. Cette
Phase est suivie par 2 minutes de ringage au tampon
bloquant. _

Le conjugué (100 pg/cm’ dans le tampon blogquant) est
introduit pendant 1 minute, puis rincé par une solution
de benzoquinone (10'2 M dans du tampon acétate 0,1 M, pH
5,6 + NaCl 0,15 M),

Le courant de 1'électrode, portée & 350 mV par rap-
port & 1l'électrode 14, est alors échantillonné pendant
1 minute par le systéme d'acquisition de données 19 et 20.
L'introduction de glucose 0,2 M dans la méme solution pro-
voque un saut de courant, di & la détection de 1l'hydro-
quinone enzwvmatiquement formée. Ce saut de courant, pra-
tiquement instantané, est directement proportionnel a
la quantité .de conjugué en position d'électrocatalyse
enzymatique. .I1 est relié par une courbe d'étalonnage
(figure 9) & la concentration en 1gG dans 1'échantillon.

Le taux de capture calculé est ici de l'ordre de
0,03 et la sensibilité de l'ordre de 2.10"11 mole/l en
antigéne, soit 4,10712 mole d'antigéne dans la prise
d'essai. Le cycle de mesure peut alors recommencer par
le décapage de la phase solide. L'ensemble du cycle dure
ici 20 minutes y compris 1l'adsorption de 1l'anticorps
sur la phase solide.

Pour réutiliser immédiatement l'électrode 13 dans
un nouvesu cycle- de mesure, il suffit de la soumettre
4 la méme opération de décapage que celle qui a initié
le cycle précédent. '

EXEMPLE 2

Cet exemple concerne le dosage d'un stéroide, le 174
oestradiol, par une méthode dite "compétitive”, sur une
phase solide de surface moyenne (électrode plane de carbone
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2 de surface).

vitreux de 0,1 cm
1) Réactifs
L'anticorps de lapin anti-oestradiol a été obtenu
d'un laboratoire spécialisé. Le conjugué oestradiol-

5 acétylcholinestérase a été préparé selon la méthode de
ERLANGER et a2l (Methods in immunology and immunochemistry,
Academic Fress, vol 1 144, (1967).

2) Appareillage
On utilise le méme appareillage que dans 1'Exemple

10 1.

5) Dosage

On utilise le principe de la méthode par compétition
de 1'antigéne vis-a-vis de 1'antigéne marqué pour la phase
solide, décrite en référence aux figures 5 et 6.

15 L'introduction et la circulation des réactifs est
assurée automatiquement par le circuit fluidique 16 selon
la chronologie suivante :

Les phases de décapage puils d'adsorption de 1l'anti-
corps anti-oestradiol sontidentiquesaux deux premieres

20 phases de l'Exemple 1.

Pendant la phase de compétition, une solution de
conjugué antigéne-enzyme de concentration appropriée est
introduite avec la solution & doser. Le débit de ce mélange
échantillon/conjugué est de 0,1 cma/min. et cette phase

25 dure 3 minutes.

Apreés un rincage d'une minute au tampon phosphate
(0,01 M,pH 7, 5 + NaCl 0,15 M), la solution d'acétylthio~
choline (5. 10 M dans le méme tampon) est introduite.

- Le saut de courant mesuré par 1l'électrode 13, préala-

30 blement portée & + 700 mV par rapport & 1l'électrode 14,
correspond & l'oxydation de la thiocholine produite par
le conjugué en position d'électrocatalyse enzymatique.

Dans ce cas, le courant mesuré est inversement
proportionnel & la concentration en antigéne dans 1'échan-

35 tillon & doser. La figure 10 représente une courbe 4d'éta-
lonnage.

Pour une nouvelle mesure, il suffit de procéder &
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un nouveau décapage de 1'électrode 13.
EXEMPLE 3

Cet exemple concerne le dosage d'une immunoglobine
G par la méthode "sandwich", & l'aide d'une phase solide
de grande surface (électrode en feutre de carbone de
surface réelle 50 cm®).

1) Réactifs

Les anticorps ont la méme provenance que ceux de
1'Exemple 1. Le conjugué est ici obtenu par couplage de
l'acétylcholinestérase de Electricus electrophorus sur
1l'anticorps par la méthode au carvodiimide décrite par
Goodfried T.L. et al., Science 1964, 144, 1344 - 46,

2) Apwvareillage )

L'appareillage utilisé est représenté schématiquement
sur la figure 11. La phase solide est un cyclindre 22 de
feutre de carbone (par exemple, celui portant la référence
RVC 2000 commercialisé par la Société Le Carbone Lorraine)
de 7 mm de long sur 5 mm de diamétre, correspondant & une
surface réelle de fibre de carbone de l'ordre de 50 cm2.
Le contact é&lectrique avec cette électrode de travail est
assuré par l'électrode annulaire 23 en platine. La solu-
tion, introduite par 24, percole au travers de l'électrode
22 et est évacuée par la sortie 25,

L'électrode de référence 26 et 1l'électrode de déca-
page 27 sont identiques a celles de la figure 7. Ce micro-
réacteur électrochimique 21 s'incorpore & la place de la
cellule électrochimique dans le systéme automatisé décrit

dans la figure 8.
' Ce micro réacteur est particuliérement efficace pour

les solutions trés diluées qui nécessitent un taux de
capture élevé. Il permet également de réduire encore les
temps de contact entre solutions et phase solide du fait
de 1'important rapport surface/volume obtenu.

%) Dosage

Dans son principe, le processus de dosage est identi-
celui de l'exemple 1, avec les différences suivan-

jorg

que
tes :

(73
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- le temps d4'adsorption de l'anticorps est réduit
& 2 minutes;

- 1l'échantillon & doser (volume 10 cma) est introduit
avec un débit de 5 cm3/minute $ .

- le potentiel de 1l'électrode 22 pendant la phase de
mesure est & + 700 mV par rapport & 1'électrode 26 ; le
saﬁt de courant est obtenu par introduction du substrat
de l'enzyme, ici l'acétylthiocholine 510™% M dans un tam-
pon phosphate 0,01 M,pH 7,5/NaCl 0,15 M,

La procédure de décapage de la phase solide est
différente & cause de sa grande surface. Dans ce cas,
1'alimentation 18 impose un courant alternatif & la fré-
guence du secteur d'envifon 3:5V d'amplitude entre 1l'élec-
trode de travail 22 et 1'électrode 27.

Cette phase, réalisée en présence du mélange nitro-
chromique (10% HNOy + K Cry0, 2%), dure 5 secondes. Flle
est suivie d'une phase de ringage au tampon phosphate
0,01, M,pH 7,4).

L'ensemble du cycle de mesure dure 15 minutes et un
exemple de courbe de calibration est donné sur la figure
12, La sensibilité est de 1'ordre de 2.10™ 2 mole/l avee
un tezux de capture compris entre 0,5 et 0,0. Cn remarquera
que, si une moins bonne sensibilité est désirée, il suffit
de réduire le volume de 1l'échentillon.

EXEMPLE 4

Cet exemple concerne la détection et la localisation
d'une protéine in vivo & l'aide d'une microélectrode
(fibre de carbone de diamétre 10 pm).

Dans cet exemple, la phese solide est utilisée pour
détecter la présence d'acétylcholinestérase libre loca-
lisée a la périphérie d'une cellule nerveuse dans la
mo&lle épiniére du rat. L'anticorps anti-acétylcholinesté-
rase est immobilisé sur la fibre de carbone, qui est in-
troduite sous contrdle microscopique dans les tissus|,
selon les méthodes habituelles & l'électrophysiologie.

1) Réactifs
‘L'anticorps monoclonal anti-acétylcholinestérase
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adapté & cette mesure n'est pas commercialisé et a été
fourni par un laboratoire de recherches universitaire
spécialisé.
2) Apcareillage
5 On utilise ici une méthode manuelle.
Ta microélectrode utilisée (par exemple celle portant
la référence MFC1l commercialisée par SOLEA-TACUSSEL)
est sectionnée de telle sorte que la longueur utile de
la fibre soit d'environ 50 fm. Compte tenu du digmétre
10 (10 pm), ceci correspond & une surface externe de la
fibre de l'ordre de 1,6.10"5 cn,
Pendant la phase de contact avec 1l'échantillon,
1'électrode est montée.sur un stand de micromanipulation.
Pendant la phase de mesure de l'activité enzymatique,
15 1'électrode est placée comme électrode de travail dans
un montage électrochimique classique & trois électrodes.
Le courant est mesuré & 1l'aide d'un pico-ampérométre, &
cause des faibles courants débités.
3) Dosage
20 TLa micro-électrode est prétraitée par passaéé de
10 PA pendant 5 secondes dans le mélange nitrochromique
de 1l'Exemple 1. Aprés ringage au tampon phosphate
(0,01 M, pH 7,4), l'anticorps anti-acétylcholinestérase
est adsorbé par simple trempage de la fibrg dans une
25 solution a 10 pg/cm3 dans le méme tampon.
Aprés rincage au tampon bloquant de l'Exemple 1,

1'électrode est fixée sur un micromanipulateur et
la pointe de la fibre de carbone est enfoncée dans la
préparation pendant 2 minutes. La localisation s'effectue
30 sous microscope.
Ta détection de 1l'acétylcholinestérase ainsi "prélevée"
par les anticorps fixés sur 1'électrode peut ensuite
8tre effectuée, en différé, dans la cellule électrochimi-
que. Les courants mesurés sont de l'ordre de 10 & 100
35 pico A, en fonction de la guantité d'enzymes & détecter
et des temps de contact in vivo. La. sensibilité, exprimée
ici en quantité &'enzymes et non en concentration, est
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de 1'ordre de 2.1072" mole d'acétylcholinestérase., Ia
méthode est semi quantitative, & condition de standardiser
les temps de contact avec des témoins.
On remarquera que la méthode peut &tre utilisée in
5 vitra selon les m8mes principes, dans le cas de volumes
d'échantillons trés faibles (par exemple de volume infé-
rieur & 1 pl). Ceci prouve la trés grande sensibilité de

la méthode de détection.
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KEVENDICATIONS

1.~ Procédé cyclique de dosage immunoenzymatique
d'un ligend, selon lequel, aprés avoir fait apparzitre
par oxvdation électrochimique des sites réactifs a 1la
surfece d'une électrode, on amene celle-ci en contact avec
un antiligend spécifique du ligand & doser pour former
une phase solide conductrice comprenant ladite électrode
et, fixée & la surface de celle-ci, une couche sensible-
ment monomoléculaire dudit antiligand sans interposition
d'un support intermédiaire, cette phase solide étant ensuite
exposée au ligand & doser et & un conjugué anti-ligand-
enzyme ou ligand-enzyme suivant que l'on applique les métho-
des de dosage dites "sandwich" ou "compétitive", 1'enzyme
dudit conjugué étent apte & réagir avec un substrat pour
fournir un produit électro-actif vis-8-vis de ladite phase
solide, ce procédé étant caractérisé en ce gue, en fin
de dosage, on sépare de 1'électrode au moins les ligands
et les conjugués entiligand-enzyme ou ligand-enzyme fixés

sur ladite phase solide, en vue de la réutilisation de

cette derniére pour un nouveau cycle de dosage.

2.~ Procédé selon la revendication 1, caractérisé
en ce que la séparation de la phase solide des ligands
et des conjugués antiligand-enzyme ou ligend-enzyme
s'effectue par ringage de ladite phase solide avec un
liguide dont les conditions de pH et/ou de polarité sont
différentes de celles du milieu de dosage.

3.~ Procédé selon la revendication 1, caractérisé
en ce que, en fin de dosage, ladite couche dudit anti-~
ligend est également séparée de 1'électrode sur laquelle
elle est fixée, en vue de la réutilisation de ladite
électrode pour un nouveau cycle de dosage.

4.- Procédé selon la revendication 3, caractérisé
en ce que la séparation de ladite couche d'anti-ligand
est réalisée en soumettant ladite électrode & un décapage
¢lectrochimique par action d'un courant continu ou al-

ternatif.
5.,- Procédé selon la revendication &4, caractérisé
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en ce que, pour le décapage de 1l'électrode, on fait
passer un courant continu dans une solution oxydante,
entre 1'électrode de dosage et une électrode de référence,
avec une différence de potentiel comprise entre + 1,7
volt et 2,2 volts.

6.~ Procédé selon la revendication 4, caractérisé
en ce que, pour le décapage de l'Blectrode, on utilise
un courant alternatif, avec une différence de potentiel
de + 3 volts entre 1l'électrode de dosage et 1'électrode
de décapage.

7.= Procédé selon l'une des revendications 1 &
6, caractérisé en ce que, pendant la phase de dosage,
les ligands et/ou les conjugués antiligand-enzyme ou
ligand-enzyme ne saturent qu'une fraction des sites des
entiligands ou ligands associés.

8.~ Procédé selon l'une des revendications 1 & 7,
carzctérisé en ce que la détection du produit 1libéré par
ledit substrat pendant la phase de dosage est effectuée
Par mesure d'un courant s8'écoulant entre ladite électrode
et une électrode de référence & potentiel contrdlé.



INTERNATIONAL SEARCH REPORT

Internations! Application No PCT / FR 8 7/ 00203

1. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER (if several classification symbols apply, indicate afl) ¢

According to International Patent Classification (IPC) or to both National Classification and IPC

Int.Cl.4

GO1N 33/53;GO01N 33/551

Il. FIELDS SEARCHED

Minimum Documentation Searched ?

Classification System

Classification Symbols

Int.Cl.

4 | Goin:cizm

Documentation Searched other than Minimum Documentation
to the Extent that such Documents are included In the Fields Searched ¢

lil. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT?

Category ¢ Citation of Document, Y1 with indication, where appropriate, of the relevant passages 12 Relevant to Claim No. 13
X EP, A, 0150999 (SERONO DIAGNOSTICS LTD)
7 August 1985,see abstract:examples 4
and 5;:;claims 1-10 1-3,8
(cited in the application)
A EP, A, 0142301 (SERONO DIAGNOSTICS LTD)
22 May 1985,see abstract;page 10,
lines 14-31;table II 1,8
(cited in the application)
A - EP,"A, 0170446 (SERONO DIAGNOSTICS LTD)
5 February 1986,see abstract,line 28 - |[1,2
page 19;claims 1-6
A EP, A, 0155193 (SERONO DIAGNOSTICS LTD)
18 September 1985,see abstract; 1,8
claims 1,9
X Chemical Abstracts,Vol.9%3,Nr.25,
22 December 1980, (Columbus, Ohio,US),
N. YAMAMOTO et al.:"Nature of chemically
modified electrodes for
./

* Special categories of cited documents: 1¢

“A" document defining the general state of the art which is not
considered to be of particular relevance

“E" earlier d
filing date

“L" document which may throw doubts on priority claim(s) or
which is cited to establish the publication date of another
citation or other speciai reason (as specified)

“0" document referring to an oral disciosure, use, exhibition or
other means

“P" document published prior to the international filing date but
fater than the priority date claimed

nt but published on or after the international

“T" later document published after the international filing date
or priority date and not in conflict with the application but
fited ‘t.o understand the principte or theory underlying the
nvention

“X" document of particular relevance; the claimed invention
cannot be considered novel or cannot be considered to
involve an inventive step

“Y" document of particular relevance; the claimed invention
cannot be considersd to involve an inventive step when the
document is combined with one or more other such docu-
P.tnht" :{Jﬁh combination being obvious to a person skilled
n the art.

“4" document member of the same patent family

IV. CERTIFICATION

Date of the Actual Completion of the international Search

9 August .1987 (09.08.87)

Date of Mailing of this international Search Report
12 October 1987 (12.10.87)

International Searching Authority

European Patent Office

Signature of Authorized Officer

Form PCT/ISA/210 (second sheet) (January 1885)

B



-2

International Application No. PCTFR 8 7/ 00203

Ilil. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT (CONTINUED FROM THE SECOND SHEET)

Category * Citation of Document, with indication, where appropriate, of the relevant passages

Relevant to Claim No

& Nippon Kagaku Kaishi,h 1980,
1562-17

detection of biological substances",
see page 400,abstract 234279v,

(10),

1,2

Form PCT/ISA/210 (extra sheet) {January 1985)

i



ANNEX TO 'LJdE INTERNATIONAL SEARCH REPORT ON

T MR G WS MmN MO G G S mA S G AN S R K S W G B SN WS G AR G RS WE R S S S WD R NS e g S e

INTERNATIONAL APPLICATION NO. PCT/EFR 87/00203 (SA 17450)

This Annex lists the patent family members relating to the

patent documents cited in the above-mentioned international
search report. The members are as contained in the European
Patent Office EDP file on 26/09/87

The European Patent Office is in no way liable for these

particulars which are merely given for the purpose of
information.

Patent document Publication Patent family Publication
cited in search date member(s) date
report

EP-A- 0150999 07,/08/85 JP-A- 60242361 02/12/85
AU~A~- 3811585 01,/08/85

EP-A- 0142301 22/05/85 AU=-A-~ 3465184 02/05/85
JP-A- 60127450 08/07/85
CA-A- 1223922 07,/07/87

EP-A- 0170446 05/02/86 AU-A=- 4472685 16/01/86

EP-A- 0155193 18,/09/85 AU-A=- 4000285 19,/09/85

For more details about this annex :
see Official Journal of the European Patent Office, No. 12/82



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE
Demande internationaie N* PCT/FR 87/ OO 20 3

. CLASSEMENT DE L'INVENTION (si plusieurs symboles de classification sont applicables, les indiquer tous) 7

Selon la classification internationale des brevets (CIB) ou 4 Ia fois selon la classification rationale et la CIB

4
CIB': G 01 N 33/53; G 01 N 33/551

Il. DOMAINES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE

Documentation minimale consultée §

Systéme de classification | Symboles de ciassification

c1et GOLN; C12 M

Documentation consultée autre que la documentation minimale dans fa mesure
ou de tels documents font partie des domaines sur lesquels la recherche a porté ¢

Ill. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 10

Catégorie * ldentification des dog::::;ss qutés. "r:.vec :ndizcation. si nécessaire, Ne dnv(::endlcutxons
ages pertinents ! isées 13
X EP, A, 0150999 (SERONO DIAGNOSTICS LTD)
7 aolt 1985, voir 1l'abrégé; exemples 1-3,8

4 et 5; revendications 1-10
cité dans la demande

A EP, A, 0142301 (SERONO DIAGNOSTICS LTD)

22 mai 1985, voir l'abrégé; page 10, 1,8
lignes 14-31; tableau II
cité dans la demande

A EP, A, 0170446 (SERONO DIAGNOSTICS LTD)
5 février 1986, voir l'abrégé, ligne 1,2
28 - page 19; revendications 1-6

A EP, A, 0155193 (SERONO DIAGNOSTICS LTD)
18 septembre 1985, voir 1l'abrégé; 1,8
revendications 1,9

X Chemical Abstracts, volume 93, no. 25,

22 décembre 1980, (Columbus, Ohio, US)
N. Yamamoto et al.: "Nature of
chemically modified electrodes for

’ N

o/

¢ Catégories spéciales de documants cités: '
considéré comme particuliérement pertinent

tional ou aprés cette date

une exposition ou tous autres moyens

postérieurament & la date de priorité revendiquee

« A » document définissant I'état générai de la technigue, non
«E» document antérieur, mais publié  la date de dépét interna-

«L» document pouvant jeter un doute sur une revendication de
priorité ou cité pour déterminer ia date de publication d'une
sutre citation ou pour une raison spéciale (teile qu'indiquée)

« 0 » document se référant A une divulgation orale, & un usage, &

«P» document publié avant la date de dépdt international, mais

« T » document ultérieur publié postérieurement 4 fa date de dépdt
internationai ou & la date de prionte et n'appartenant pas
a['¢tat de la technique pertinent, mass cité pour comprendre
le principe ou la théone constituant fa'base de I'nvention’

« X » document particuliéramant pertinent: I'invention revendi-
quée ne peut étre considérée comme nouvelle ou comme
impliquant une activité inventive

«Y» document particuliérement pertinent; l'invention reven-
diquée ne peut étre considérée comme impliquant une
activité inventive lorsque le document est associé a un ou
plusieurs autres documents de méme nature. cette combi-
naison étant évidente pour une personne duy meétier.

« & » document qui fait partie de ila méme famille de brevets

iV. CERTIFICATION

Date 4 laquelie Ia recherche internationale a été effectivement
achevée

9 aolit 1987

Date d'expédition du présent rapport de recherche internationale

Administration chargée de la recherche internationale

OFFICE EUROPEEN DES BREVETS

. {2 0CT }ggy

A
Signature du fonctionnaire m{on é

M. YAN MOL

-e—

Formuiaire PCT/ISA[210 (deuxidme feuille) (Janvier 1685)




-2=
Demande intarnationale N* PCT/FR 87 / 00203

(SUITE DES RENSEIGNEMENTS INDIQUES SUR LA
I1l. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 14 DEUXIEMI; FEUILLE)

Catégorie'; Identification des documants cités, 18 avec indication, si nécessaire N¢ des revendications

des passagas pertinents 17 viséas 18

! |
4 ‘
detection of biological substances", :

.

voir page 400, abrégé 234279v, 1,2
& Nippon Kagaku Kaishi, 1980, (10),

1562-7 : !

o

Formulaire PCT.ISA210 (fauille additionnells) (Octobre 1881)



ANNEXE AU RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE RELATIF

A LA DEMANDE INTERNATIONALE NO. PCT/EFR 87,/00203 (sA 17450)

La présente annexe indique les membres de la famille de
brevets relatifs aux documents brevets cités dans le rapport
de recherche international visé ci-dessus. Lesdits membres
sont ceux contenus au fichier informatique de 1'Office
européen des brevets a la date du 26/09/87

Les renseignements fournis sont donnés a titre indicatif
et n'engagent pas la responsabilité de 1'Office européen
des brevets. ’

Document brevet Date de Membre(s) de la Date de

cité au rapport publication famille de brevets publication
de recherche

EP-A- 0150999 07,/08/85 JP-A- 60242361 02/12/85
AU-A- 3811585 01,/08/85
EP-A- 0142301 22/05 /85 AU-A- 3465184 02,/05,/85
JP-A- 60127450 08,/07,/85
CA-A- 1223922 07,/07/87
EP-A- 0170446 05,/02/86 AU-A- 4472685 16,/01/86
EP-A- 0155193 18,/09,/85 AU-A- 4000285 19,/09/85

Pour tout renseignement concernant cette annexe :
voir Journal Officiel de 1'Office européen des brevets, No. 12/82



	Abstract
	Bibliographic
	Description
	Claims
	Search_Report

