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Les progrés en immunochimie de ces dernisres années
ont conduit & des r=cherches poussées sur des anticorps
encore peu connus dans le passé et on a étudié en détail le
meécanisme gouvernant la production d'anticorps, les struce
tures biochimigques et les propriétés des anticorps,

En 1975, C, Milstein et al ont réussi & produire un
anticorps monoclonal par fusion cellulaire de cellules myé-
lomatcuses de souris avec des cellules de rate, produisant de
des anticorps, L'anticorps monoclonal est supposé contribuer
grandement au développement des recherches fondamentales en
immunologie, & des études dans ce domaine ont &é sérieuse-
ment entreprises,

On a déj2 utilisé le dosage enzymo-immunologique (EIA)
comme méthode de dosage immunologique trés sensible et quan-
titative. En particulier, la méthede du "sandwich" basée
sur ce dosage est fréquemment utilisée en raison de la sim-:
plicitédu procédé et de sa sensibilite élevée, Cependant,
étant donné que la mé&thcde du "sandwich" demande de 1 3 4
jours pour la réaction, il est souhaitable de réduire le’
temps de r8action nécessaire, De plus, en raison des récents

progrés en médecine clinique, une évalyation rapide des

résultats d'essai est demandds pour donner un traitement ime-

médiat au patient., De ce point de vue également, une réduc-
tion du temps de réaction est sérieusement désirée, Mais,
selon la méthode classique du sandwich, une réduction du
temps de réaction se traduit par une diminution de 1la sensj-
bilité et de la précision du dosage, comhe on l'expliquera
ci-aprés, de sorte qu'il n'est pas possible de réduire le
temps de réaction de fagon significative,

La méthode du sandwich, classique, sera maintenant
décrite en détail, Bien que la méthode soit expliquée en
rapport avec 1'EIA tout au ccurs de cette demande,
dans un but de commodité, l'explication peut s'appliquer
€également 3 la méthode basée sur le dosage fluoroimmunolo-
gique (FIA),

-
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La m2thode du sandwich, ;lassiqﬁe, est effectuse selon
la séguence suivants, Iliustrée sur iz schéma de la figure
1 das dessins annsxégs,

i) On fait réagir un anticarbs insclubilisé 2', obtz-

nu oar fixation d'un anticorps ooposé

ml
[
3
¢} [N
~ 3
(14

es=r sur un support insoluble {phase sclid
l'antig®ne 3 prur fixer l'antigéne 3 d= l'aniicorps 2' sur
la phase solide (premiéra'rfacticn).

ii) On lave la phase solide 4 poir éliminer ies subg-
t=nces qul n'ont pas réagi,

iii On fait rfagir la phase solide 4 ainsi lavée avec
un anticorps ﬁarqué 1', obt~nu en figxant une snzyme 5 sur
un anticorps opposé & l'antigéne 3 é doser, nour fixer
l'anticorps marquz 1' avec un site anti énigue libre de

l'antigéne 3 qui a été fixé sur la phase solide 4 (deux-
igme rdactisn). . )

iv) On lave la phase solide 4 pour &liminer l'exces
d'anticorps marqué 1', puis on ajoute un substrat pour
l'enzyme et on soumet & une réaction enzymatique, _—

ttant denné que l'antigéne‘3 et l'anticorns marqué 1°'
cnt &té fixés sur la phase solide 4, la réaction en-
zymatique * es- prpportiennalle & la gquantité d'enzyme pré-
sente. La quantité d'=ntis2ne 3 & doser est déterminde 3
oartir de la quantité du rroduit de rdacti.n ¥sultant.

Etant donnd que la méthode du sandwiﬁh est générale-
meﬁt c lassge comme un dosage_non-comoétitif,on reut supoo-
ser qu'elle n'impligue ﬁas de rfacticn compétitive, Mais,
cette classificaticn n'exprime pas nécessairement 1'état
exact des réactions, C'est ainsi qu'en fait, un Stat
d'éguilibre -eut exister dans la mdthode du sandwich, tel
ou'il est illustré schématiquement ci-dessous,

Premigére roéacticn:

a
(D« CI==([-x) = o
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d e
d’ e!

(Labl) +{ag) +(ab¥)

:Dans 1le schema ci-dessus, |Abl représente l'anticorps

insolubilisé; Ag représente l'antlcene a3 dcser, Ab* repré-
sante l'anticorps marqué; a, a', b, b', ¢, c', d, d', e et

el

reorisentent les constantes d'équilibre; et - indicue
que l'antig&ne et l'anticorps sont reli€s ensemble),

Lorsaue le complexe de l'anticorps insolubilisé ei de
l'antigéne & doser réagit avec l'anticorps marqué dans la
deuxiéme réacticn, l'anticorps insolubilisé et i1'anticorps
marqué se fixent ~cmpétitivement sur l'antigéne 3 doser
selor leur affinité po.r l'antigéne (3tant donné Zjue les
propriétés de l'anticorps solubilisé et de l'anticorps
marqué sont presqu!-identicues, leurs tzux dtaffinité pour
l'antigéne a doser sont considérés comme presqu‘équivalentﬁ
et on raison ds la ccmpétiticn, le complexe anticorpé inso-
lubilisé-antig2ne formé par la oremiére rfaction se dissocie
en focrmant des complexes de diverss combinaiscon, tel que
mont-€& ci-Jdessus,

Ceci ez mis en #vizence par l'exoérience suivant:s,

ragir un tube 3 essai en matigére plasticzue
st “ixé un anticorps anti-scus-unité Q de L'HCG
avec == 1'H (HEG = zcnadotrzephine choricnicue humaineg)
marcuée avec ce la 2roxycase, puls cn lave, Lorsou'elle

réagit avec un anticcros anti-HC’-{ , la HCG-? argquis avec

une enzyme gu: a €-% fixe sur la phase solide, se aissocie
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la phsse sclide et migre dans la phase liguicas.
Cet &3t est illustré sur la figure 2 des dessins annexés,
Trutefois, si le temps de la premidrs rfacticn est

suffisamment long, ls liaison entre l'antigine et llanti-

a

corps devient pertiellzm:rt irrdversihle =t 1le comp;

tig&ne-anticcrps ne se dissocie pas fzcilement, m23me
qu'on y ajouts l'anticcrps marcua. Cn sait d'sutre part

-

cue si le temps de la deuxidms= réacticn devient suffisame

-t

ment long, la réacticn conduit & 1la fermati-~n d'un complexe

de" 1"anticcrps insolubilisd, l'antigine & doser et I'anti-
corps marqué", Pour ces raisons, il est indispensable dans

la méthode,du sandwich, classique, de poursuivre la réactien
pendznt un temps suffisarment long. En consfquence, 'si la
m#thode du sandwich est eff ectuee sans la premiére reactlan
ou si la durée de temps de 1la premigre réaction ect extr3-
mement réduite (par exemple, lorsque l'anticorps insolubilisé
et l'anticorps marqué réagissent simultanément avec l'antigg-
ne & doser), la deuxime réaction doit &tre prelongée et la
sensibilité et la précis}on du dosape sont cependant )
moindres, Si la durée de la deuxilme réactizn est réduite, la
s=nsibilité et la précision sont encore plus réduites. C'est

pourquoi il a é-é impessible dans la méthode c lassigque de

réduire le temps de réactien sans entrainer une diminution

de la s ensibilité et de la précision., A cet égard, Ichihara
et al (The Japanese Jcurnal of Cliﬁical Pathology 26, 1027
(1978)) ont reoporté qu' une telle réacticn compétitive -
existe bien et que la réacticn ne devient partiellement
irréversible que si la réaction est poursuivie suffisamment
longtemps, -

- C'est ainsi que le syst2me de réaction dans la méthode
classique est couapliqué et inefficace =t demande un iong
tzmps de réaction,’ '

Lz présente inventicn a po.r obj=t de fournir un

réactif pour un dosage immunclogicue qui permet une réduction

remarruable du temps reguis pour le dosage -zns diminuer

ls sensibi 1ité 2t la o~r2cision,
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Spécifiquement, la présente invention a pour objet
de fournir un rfactif pour la méthode du sandwich, qui
comprend un anticorps insolubilisé et un anticorps marqué
préparés a partir d'anticorps monoclonaux.

“'invention s encore pour cobjet de fournir une méthode
du sandwich perfectionnée qui permet une réduction remar-
quable du temps requis pour un dosage, sans diminuer la sen-
sibilité et la précision. |

La figure 1 des dessins annexés représ-nte un schéma
illustrant le mode de réaction dans une méthode cu sandwich
classique, v

les figurcs 2 et 3 sont des diagrammes montrant la
présence ou l'absence de compétition entre les anticorps,:

la figure 4 est un disgramme montrant le mode de
réaction conformément 3 l'invention , '

la figure § represante.un diagramme illustrant une
comparaisen entre la présente invention et la méthode
classique., ' )

la figure 6 est un diagramme montrant les zésultats
de l'exemple 1.,

la figure 7 est un diagramme montrant les résultats
de l'exemple 2, et

la figure Hvest un diagramme montrant les résultats
de l'exemple 3,

Les buts ci-dessus de l'invention sont atteints en
utilisant des anticorps monoclonaux pour préparer un anti-"
corps insoluble et wn anticorps marqué qui se distinguent et se fixent
a différents déterminants antigéniques sur le méme antigéne,
alors que, dans la méthode classique, on utilise des anticorps
dits polyclonaux (ob:enus & partir d'animaux immunisés avec
le méme antigene) pour priparer ces deux anticorps , de sorte

qu'ils entrent en ccmpétition pour les m8mes déterminants

antigéniques de l'antigine,

C'est ainsi que l'invention est caractérisée en ce que
l'anticoxps insolubilisé et l'anticorps marqué comprennent

respectivement des anticorps mpables de reconnaitre, et de
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se fiser sur différents déterminants antigsnigues du méme
antigéne a doser, ou ils comprennent des anticorps qui dis-
tinguent les différents déterminanis antigénigues de 1l'an=-
tigéne de sorte qu'il est possible d'ebienir que les deux
anticorps respectifs se fisent sur différents sites anti-
génigues sur le m&me antigéne 3 une distance suffisante
1'un de l'aﬁtrerde fagon & ne pas perturber la fixation de
1'autre. - ’

Comme exemples de tels anticorps, les aﬁticorps MOND-
clonaux s'avérent.les mieux appropriés,

Les anticorps ﬁondclonaux sont obtenus par une fusioan
cellulaire entre des cellules myéiomatauses et des cellules
produisant des anticorps par la pfotédé de Milstein et al

(Nature, 256, 495 (1975)).Du’ fait que ces anticorps sont

-

"produits & partir. de cellules produisant des anticorps

d'un clone unique, ils sont totalement homoggnes et leur
spécificité pour les déterminants antigéniques est totale-
meﬁt identique, Comme 1l'antigéne - & doser comporte géné-
ralement plusieurs déterminants antigéniques, si eon utilise
des anticorps monoclonaux capables de reconnaitre, et de
se fixer sur;différénté déterminants antigéniques de l'anti=
géne, commz2 anticorps insolubilisé et anticorps marqué, il
n'existe aucune compétition entre ces anticerps et on peut
parvenir & un dosage trds spécifique de l'antigdne. C'est
ainsi qu'on peut utiliser également un mélange de deux,ou
plus de deux, anticorps monoclonaux qui se fixent sur différents .
déterminants antigéniquss, comme anticorps insolubilisé et/
ou anticorps marqué, & condition que ces anticorps n'en-
gendrent pas unelielle, compétition,

Le dosage selon l'invention peut &tre effectué de la
méme manidre que dans la technique antérieure., On doit
soulioner, cependant, que'le mécanisme de réaction est alors

plus simple que dans la méthod= classique car l'anticorps

~insolubilisé n'entre pas en compétition avec l'anticorps

marqué, tel que montré ci-dessous,
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([&] -ag) + (ane)
p 1 | "\S
([} + (ag (a9 : [ Ag -Ab]
' -Ag -Abx
) J//

= s!

P ' .
= >a, s o

( Ab , Agq, Ab* et - ont les mémes significaticns gue

ci-dessus, =t p, p', q, q', r, x', s, s! r2proseniesnt res-
nectivament des constantes d'équilibrz),

Comme il n'z2xiste pas de compétition entre l'anticorps
insolubilis:® et l'anticorps marqué lorsqu'ils ont différents
sites de fixaticn sur un antigéne, la réaction se déroule de
telle sorte que les constituants dans la solution de réaction
forment un ccmnlexe "an%icofps insolubilisé - antig2ne -
anticorps marqué",

Ceci paut 8tre mis en évidence par l'expérience SUlV ante,
Dans le méme systéme de réacticn que la méthode du sandwlch
classicue, on utilise deux anticorps anti-HCG monoclonaux
différents, capables de reconnaft-e cifférrnts déterninants

niig . nicues de HCG, en tant qu'anticorps insclubilisé et
anticorps margué et on ef eciue l'axpérience de la méme ma-
niére, Tel que représentd sur la figure y le rédsultat
indizue au'ume fois cue l'antigéne est fix$ sur l'anticorps
insolucilisé, il ne s= aissocis pas de l'anticorps insolu-
bilisé [nhas: solide) lorsau'on y ajo te un anticorps
anti-HCS corresconsant 3 des ddtersinants antigénicues
différents, C'est ainsi au'il est 4vident au'ii no sc
prod.it uzas de comoftiticn entrs les anticorps ~cur de.mﬁmes

sitns a~ti:dnicues, n

9]

enz-cusnce, selen l'invention, on
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obtient des rsultats semblables lorsque l'anticoros inso-
iubilisé, 1l'antigéne 3 doser et l'anticeros marqué réagis-

s:nt simultanément, ou lorsque l'anticorps insolubilisé et

1'antigdne sont d'avord mélangés, puis réagissent avec

" 1l'anticorps marqué, ou lorsque l'anticerps insolubilisé

rfagit avec l'antigéne et aquelgues temps aprds on fait

riagir le margué., C'ezt ainsi gqu'il

mélange avec l'anticorps

n'y a aucune restricticn auant & ls séquance rfactionnslie,
La réacticn effectuse salon l'invention es® illustrée

pér un schéma sur la figurs 4, Etant decnné que l'anticorps
insclubilisé 2 et'l'anticorps marcué 1 n’e=ntrent pas mutuel-
lement en compétition, une pius grindz quantité de 1'anti-
corps marqué 1 peut se fixer sur l'antig2ne 3 en une plus
courte péricde de temps, et il devient alors poésible non
seulement de réduire la durée du doséqn, mais €galement
d'augmenter la. précisicn et la sensibilité du dossage,

Le tabléau 1 résume les avantages du procédé selon
1l'invention. par rapport 3 la méthode classique Otilisant
des anticorps polyclonaux dans le dosage de 1'% —foeto—f
protéine (AFP), D'aprés ls'tableau, il est évident qu'on
-eut obtenir de ndmbréux avantages; tels que la nette
réduction de la durée du dosage, la siaplification du
procédé de dosage et'l'augmantaticn de la précision et de

la sensibilité du dosags,
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Procédé de

1'invention Méthode classigue ‘

“ode opér-toire Réactionlaveage 1ére rﬁacﬁion__?lavagJ
—> réaction —> 2&me réaction
enzymatique lavage —— réaction
eanzymatique
Anticorps Anticaorps mono- Anticorps polyclonaux
utilisés clonaux
Temps requis - 1 30 minutes 270 minutes
Sensibilité. 3 ng/ml I 1C ng/ml

Précision:
Erreur intra-
expérimentale
C.. dane 10 1,2 % 2,5 %
répétit:ons

Erreur inter- .
expérimentale o '

C.V., dans § ‘ 3,7 % 5,6
répétitions

R

On a effectu¢ le dosage au moyen d'un photométre &’
fluorescence sur le sérum d'une femme enceinte comme échan-
tillon & doser, en utilisant un tube 3 essai en polystyrine
comme chase solide, de 1la peroxydase'de raifort comme enzyme
de marquage et de 1'acide phlorétique comme substrat.

‘ Il est également possible que 1l'un seulement de l'anti-
corps insolubilisé ou de l'anticorps marqué soit preéparé
& partir d'un anticorps monoclonal et que l'autre soit
prépéré & partir d'un anticorps polyclonal ordinaire, ”aisg
dans un tel cas, il se produit une compétition sur un déter-
minant antigénique commun 3 l'anticorps monoclonal et &
l'anticorps polyclonal et parfois 1'affinité du déterminant
antigénique pour 1l'anticorps polyclonal peut &tre plus forte,
ce qui antraine une diminution de 1la précision =t de 1la
sensibilité du dosage par rapport a la méthode classique
2lle-mémz et non pas seulement d la méthode oU les deux
anticcrps sont monoclonaux,

La fijure 5 repr'sente des courbes témoin dans le

dosage <u CEA (antigéne carcinoembryonnaire),lorsque l'anti-
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corps insolubilisé et l'anticorps marqué sont combinds tel
gu'inoiqué dans le Tableau 2, Il est évident que le systéme
de dosage basé sur la combinaison conformément 2 1'invention

donne le meilleur résultat.

TABLEAU 2

35 Anticorps Anticorpes
: insclubilisé margue
ggrocééé de 1'invention ! Monoclanaluﬂ ’ Monoclonal
fMéthede comparative 1 5 Monoclonal '. Polyclonal
‘Methode comparative 2 : Polyeclonal Monoclonal
‘Méthode classique i Polyclonal f Poiyclonal?

Les anticorps monoclonaux utilisés sont obtsnus par
la technique de la fusion gellulaire a4 partir de cellulss
myélomateuses de scuris selon l'exemple 2 donné ci-dessous et
proviennent de clones correspondant aux différénts sites
antigéniques, Les anticorps polyclonaux utilisés sont des
produits commerciaux de Dako Company (Danemark). Des tubes
& essai en polystyréne sont utilisés en tant gque support-
insoluble; l'enzyme est de la peroxydase de raifoit; et le
substrat de lin—phéhylénediamine.

Tout combinaison de cellules myélomatewses et de cel=-
lules produisant des anticorps peut 8tre utilisée pour obte-

‘'nir des anticorps ﬁonoclunaux-et l'espéce de‘l'animal dent
proviennent les cellules n'est pas limitée, dans la mesure
ol les deux types de cellules entrant en combinaison neu- -
vent ensemble former des hybridomes et produire un anti-
corps au cours du développement.

Tous les supports insolubles utilisés dans les dosages
immunologiques classiques peuvent Etre employés dans 1l'in-
ventien, Comme exemples de supports insolubles, on citera
le polystyréne, le polyéthyléne, les résines acryligues, le
polytétrafluoroéthyléne (Teflon ~ J,le papier, le verre et
la gélose, Le support inscluble pesut avoir la forme d'une
piéce en forme de roue dentée,d'une bille,d'une baquette,d'un disque
ou d'une cuvette. Par exerple, ce peut &tre une cellule optique, un
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tube & essai, etc, Il peut é-2lcment avoir 3'autres formes,
Comme agents de marguzgs normalement utilisés, on
citera par exemple, la peroxydase, la > ~D-33lactosidsse et
12 phaosphatacs alczline pour 1'EIA et l'isothiocyanate de
f.uoresciine pcur le Fla,

Lorsqqe 1'agent de marquaje =<t uns a2nzyme, un «uybstrat
avare nécessairs 2¢ur mesurer son activits, Le substrat
pzut Bir: tel cus lorsc:'il r "8zit avec l'enzyme corrzspon-
danrte, la quantité cu preduit résultant ou la guantité du
sutstrat risiducl.peut facilement 8trs mesurde, Par exehple,
on pout citer l'acids S-aminosaliCylicue-H2 20 l'o-phényléne--
diamine—HZCZ, 1'acids phlorétique-HZG2 y etzc, comme substrats
pour la percxydase, =t la fluorescéine-di{$ -D-galactopyra-
noside), l'o-nitrophénol-$ -D-galactopyranoside, le 4-méthyl-
ombélliféryle-é-D-galactoside, etc, comme substrats pcur la
() -D-galactosidase,

' Les substances qu'on pcut doser par le factif de 1'in-
vention doivent avoir au moins deux déterminants antigéniques
dans la molé&cule. Comme les substances qui ont été doséeé
par la méthode du sandwich possédent au moins de:x détermi-
nants antigénigues, ppratiquement la totalité des substances
qui peuvent &tre dosées par la méthode classique, peut E&tre
dosée selon la>présente invention, Comme exemples de ces
substances, on ment:cnnera des enzymes telles sue la Y -glu-
tamyl transpeptidase (y -GTP), la phosphatase alcaline et la
transglycosidase; des hormones protéiques telles que 1'hore
mone thyréotrope (thyréostimuline)(TSH), 1'hormone lutéini-
sante (gon:dostimuline)(LH), la gonadotrorchine chorionigue
humaine (HCG), l'insuline, la secrétine et 1'-ormone de
croissancs (GH); des protdéines plasmatiques telles que le
produit de dégradat:cn de la fibrine (FDP), la protfine C-
1-AG), lax
antitrypsine‘(a'1-AT), 1'x ,-antiplasmine (°(2'PI)' la

réactive (CRP), la.{rglycoprotéine acide {« 1=

3 j=microgiobuline § _,-MG) et l'immunoglobuline; des
V2 s t2 S

protéines carcincembryonnzires telles gue 1'.x ~-foetopro-
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téine "AFP), 1l'antigéne carcinoembryonnaire (CEA) st la
ferritine embryonnaire; & des lymphocytes et des cellules
bact#riennes, des antigénes de surface cellulaire, des
fract:cns cellulaires, etc, »

Et=nt dcnﬁé gue selon le réactif de l'inventicn, la
séquence des réacficns entre 1'anticorps inselubilis#,
1'antizénz & doser et'l‘anticorps harqué, n'ezt pas du tout
limitée, il est écgalement possible de mélangsr & l'avance
l'anticorps insolubilisé st l'anticorps margué. Plus scéci-
fiquement, il est possible qu'un anticorps insolubilisé
fixé sur un support, c'est & dire des billes de plastigue,
etc. et un anticorps marqué soient contenus dans lemdme réci-

nient, par exemple un tube & essai, ou il ezt également

possible de fixer un anticorps sur la paroi interne d'un

réci-ient approprié, par exemple un tube 2 essai! qui
sert lui-mEme de suppu;t'insoluble,'puis d'y introduire un
anticorps marqué, L'anticorps marqué peut étre scus la forme d'une
solution ou d'un produit lyophilisé & vartir d'une solution,ou &tre
présent sous forme de comprimés, de granules ou de poudres. ’
En dehors- de l'antiéorps insolubilisé et de 1'anti-
corps marqué, le réactif de 1l'invention peut contenir
divers auxiliaires afin d'augmenter son utilité, Ce peut
gtre par exemple un agént de dissolution pour l'anticorps
marqué (lorsqu'il est utilisé sous forme d'un produit lyo-
philisé), un liduide de lavage pour laver la phase solide

aprés la réaction entre l'anticorps insolubilisé et

-

a

l'antigéne & doser et aprés 1l'autre réaction de l'anticorps
marqué, " un substrat pour mesurer l'activité enzymatique
de l'agent de marquage florsque c'est une enzyme) et un.
agent de blocage de la réaction pour la réacticn enzymztique,
Des exemples illustrant ifinvention sont décrits
ci-apres,
Exemple 1 _
Réactif pour le dosage de 1'AFF
a) Préparﬁticn d'AFFP purifide

Cn cbtisnt 16,2 g d'extrait d'AFP brut & partir de 5
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litres d'ascite de patients souffrant d'hépatome, par

relarcage, avec du sulfate d'armonium (en fraction,

entre 45% et 70% de saturation est recueillie).
vOn purifie l'extrait brut var chromatograohie d'af-

finité en utilisant 50 ml de Sepharose 4 B
sur laquelle on a fixé un anticorps de lapin anti-AFP
(1 mg/ml de Sepharose) pour obtenir 924 mg d'AFP purifiée,
b) ¥“réparation d'anticorps anti-AFP monoclonaux

On immunise une souris femelle BALB/C par injecticn
.sous-cutanée de SD/ug de 1'AFP purifié produit en a) ci-des-
sus avec de l'adjuvant complet de Freund. On répdte 4 fois
1'immunisation & intervalles d'une semaine, On prZléve la
rate le quatrigme jour apres l'immunisation finale et on

recueille les cellules sphisniques.On lave les cellules

~

pphléniques avec un milieu de culture MEM modifié de Dulbecco
(désigné en abrég® par D-MEM ci-aprés). On compte 1 x 10a
de ces cellules et on mélange avec 1 x 1D7 de cellules myé-
lomateuses de scuris (P3-NSI/1=Ag 4,1). On soumet le mélange
3 une fusion cellulaire pendant 1 minute & 37°C dans 1 ml

de D-MEM contenant 42,5 % de polyéthyléne glycol 1540

et 7,5 % de diméthyl sulfoxyde, Aux cellules ainsi soumises .
a8 la fusion cellulaire, on ajoute 20 ml de milieu HAT.(miiieu
de RPMI-1640 contenant de 1l'hypoxanthine, de l'aminoptérine,
de la thymidine et 10 % de sémmfoetal de boeuf), Aprés avoir
transvasé des parties aliquotes de 0,2 ml du mélange de
cellules dans ure microplaque & 96 puits et cultivé pendant
2 semaines, on ditermire les titres d'anticorps des produits
surnag2ants dans les phits.

Puis, on ajoute les cellules des puits ol on a cbservé

les anticorps rnspectivement 3 40 ml de milieu RPMI-1640
contenant 10 % de sérum foetal de boeuf et des thymocytes

de souris BALB/c. On t-ansvas- des parties aliquotes de

cet.e nouvelle suspension de cellules dans deux microplaques
3 96 puits et on cultiQe pendant une semaine pour obtenir

9 clones d'hybridomes produisant des anticorps anti-AFP, On

transfere dans des cultures a grande échelle et on soumet
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10 litres de chacun des nroduits surnageants & une chromato-
grachie d'affinité en utilisant 50 ml de Sepharose 4 B sur
lequel on a fixé de 1'AFP purifié (0,5 mg d'AFP/ml de Sepha-
rose). En résultat, on obtient de 4,2 & 11,6 mg d'anticorps
monoclonaux gu'on désigne comme lots n® 1 & 9,
c) Identificaticn des sites de reconnaissance antigénicues

i) Préparstion de tubes & essai sensibilisésévac

l'anticorps anti-AFP '

Dans des tubes & essai en polystyréne lavés avec du
PBS (solution saline physiologique tamponnée avec du
phosphate 0,05 M, pH 6,4), on introduit 2 ml de solutions
de PBS contenant respectivement 0,2 mg de chacun des lots
1 39 d'anticorps anti-~AFP monoclonaux. Puis on incube les
tubes 3 56°C~pendant 20 minutes et on lave -au PBS pour
obtenir des tubes & essai sensibilisés, 7

ii) Prépaiatian des anticorps anti-AFP marqbés avec

une enzyme

On dissout 5 mg de peroxydase de raifort (Qualité 1
de Boehringer Mannheim GmbH ; désignge en abiégé HRPO ci- ]
apraés) dans 1,0 ml de ﬁampnn de bicarbonate de sodium D;DBM
et a cette solution on ajouﬁa 0,1 ml d'une solution étha-
nolique de {-fiuoro-2,4-dinitrobenzéne 3 1 %, puis on laisse
le mélange réagir pendant 1 heure. .

On ajoute au mélange 1,0 ml d'une solution de pericdate

de sodium 0,06 M et on laisse réagir pendant 30 minutes.,
On ajoute alors 1,0 ml d'une solution d'éthyléne glycol ~
0,176 M et on laisse ¥agir pendant 1 heure., On dialyse le
mélange réactionnel contre une solution de carbonate de
sodium 0,01 M & pH 9,5. A la solution #sultante, on ajoute
chacun des neuf lots d'aﬁticorps anti~AFP produits en
b) ci-dessus, en une quantité de 5 mg et on fait réagir le mélan~
ge & la température ambiante pendant43 heures, Puis, on
ajoute 5 mg de borohydrure de sodium et on laisse r £agir
pendant une nuit..Dn dialyse respectivement les mélangss
réactionnels contre du PB5 G,01 M & pH 7,2 pour obtenir

des anticorps anti-AFP marqués 3 la HRPO,
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iii) Identificzation des sites de reconnaissance de 1'an-
tigéne

Dans chacun des tubes & essai sensibilisés avee 1'anti-
corps anti-AFP produits en i) ci-dessus, on ajoute 1,5 ml
de PBS, U,1 ml de soluticn dz rifirznce d'AFP produite en a)
ci-deszus qu'on a diluée avec'du PBS 3 14C ng/ml et 0,4 ml
d'anticorps anti-AFP marqués 3 la HRPO produits én ii)
ci-dessus et on dilue 1.C fois, puis on fzit réagir le mé-
langze pendant 30 minutes. Acrés la réacticn, on lave les
tubes & essai avec du liquide de lavage, = on ajoute dens
chacun d'eux 3 ml de 1la solution de substrat contenant
10L mg/dl d'o-phénylénediamine et 0,01 % de peroxyde d'hy-_
drogéne, .On effectue la réaction enzymaticue pendant 30
minutes, et on ajoute 0,05 ml 2'acide sulfurique 4 M pour
arréter la réacticn enzymatique, On mesure l'absorbance
du mélange réactionnel & 45C nm, Dans le tableau 3, les
combinaisons induisant des ré.ctios positives sont marquées

du signe + et celles fA'induisant pas de réaction du signe -,

TABLEAU 3
;K;ticorps ! Anticorps marqué a3 la HRPO
;Insolubilisé
| 1 2 3 4 5 6 7 8 9
; 1 - - - + - + - + +
5 2 ;- - - + - + - + +
f 3 - - - + - + - + +
: 4 + + + - + + + - - X
: 5 - - - o+ -+ -+ 4
; 6 I + + + + - + + +
i 7 - - - - + - + +
| 8 + + + - + + + - -
9 + + + - + + + - -

Selon les différences relatives aux sites de reconnais-
sance de l'antigene, les 9 lots d'anticorps anti-AFP mono<

clonaux cbtznus en b) ci-dessus peuvent Btre divisés en 3
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groupes, le premier groupe éiant constitué des lots n® 1,2,
3,5 ez 7, le second groupe étant constitué du loct n%§ et

le ¢

+

cisizme groupe étant constitué des lots n® 4, 8 et 9. -
Ces groupes d'anticorps sont désignés rospectivement comme
les anticerps /A7, /B/ et /T/7.

d) 'Prépareticn'd‘un Eactif pour le dosage des 1YAFP

'n pripare des tubes 3 essai scrsibilisés avac un anti-

l'anticorps /A7 monoclonal,

On mazque l'anticorps [T/ monoclonai avec de la HRPJ
par }s procédé c-ii) ci-~dessus et on dilue dans le rapcort
1:¢10 avec du PBS. Dans lé tﬁbe 3 essai sensibilisé, on
introduit 2 ml de lfanticorps_marnué, dilué., Apr2s avoir
lyophilisé le contenu du tube é'essai, on scelle pour
obtanir un réactif pour le dosage de -1'AFP,

e) Dosagea de 1'AFP » .

- Dans le tube & essail sénsibilisé avec un anticorps
anti-AFP produit en d)rci—dessus, on ajoute 1,8 ml de PBS
et 0,1 ml de la solution de référence d'AFP produite en a)
éi-dssaus et on dilue & des concentraticns de 1000, 1&&, 10,
1 et 0 ng/ml avec le sérum d'un sujet bien portant, puis
on ajoute encore 0,1 ml d'une solution d'anticorps énti—AFP-
marqué & la HRPO produite en d) ci-dessus dans 2 ml d'eau
distillée, On laisse réagir pendsant 20 minutes. Aprds la
réacticn, on lave le tube a essairave¢ uns socluticn saline
physiclogique contenant 0,005% de Tween 20 (aprelée ci-aprds ~
agent ds lavage)., Puis, on éjoqte 3 ml d'une solutiocn de
substrat pour l'enzyme contenant 5 mg/ml H'o-phényléns-

diamine et 0,01 % de peroxyds d'hydroggne et on laisse

réagir pendant 10 minutes, Au mélange rfactionnel, on ajouts

0,65 ml d'acide sulfuricue 4 N pour arr8ter la réaction enzy-
matigue. Un mesure l'absorbance du mélange réact cnnel 3
45C nm avec un photomitre. La courbe cs riférence r sulicortc

=5t reproduite sur la figure 6,

Ex=mple 2

Réactif oour le dosage du CEA
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a) Préparation de C E A purifié
On homogénéise 40 g de tissus cancéreux du gros
intestin avec un homogénéiseur apr@s addition d'eau dis-
tillée. On ajoute & l'homogénéisat la méme quantité d'aci-
de perchlorique 1,2M, et on extrait pendant 30 minutes
en agitant. On dialyse le surnageant centrifugé contre de
l'eau distillée pour obtenir un extrait de CEA brut.

On concentre l'extrait brut a 10ml, on lui fait su-
bir une filtration sur gel en utilisant du Sepharose 4B
€quilibré avec une solution saline physiologique et on
recueille la premiére fraction. On procdde 3 nouveau i
une filtration sur gel sur du Sephadex G-200 €équilibré
de la m@me manidre et on recueille la seconde fraction.
On la concentre 3 2 ml dans lesquels on obtient 135 jg
de CEA purifié.

' b) Préparation d'anticorps monoclonaux anti-CEA

Huit clones d'hybridomes producteurs d'anticorps
anti-CEA sont obtenus en utilisant le CEA purifié pro-
duit en a) ci-dessus, par un procédé similaire 3 celui
de l'exemple 1lb).

On immunise des souris en utilisant 30 ug du CEA
purifié i chaque immunisation. On inocule 1 x 106 hybri-
domes par voie intrapéritonéale 3 une souris femelle
BALB/c & qui on administré& par voie intrapéritonéale
0,5 mole de pristane (2,6,10,14-tétraméthylpentadécane ;
produit de Wako Pure Chemicals, CO., Ltd.)..Deux semai-
nes plus tard, on recueille les ascites. On soumet les
ascites a une chromatographie sur DEAE-cellulose &quili-
brée avec un tampon de phosphate 0,01 M 3 pH 7,0, et on
obtient une fraction non adsorbée comme anticorps mono-
clonal anti-CEA.

Par un test d'identification des sites de reconnais-
sance antigéniques pratiguement comme décrit 3 1'exemple

l-c), on peut classer les anticorps obtenus en trois

groupes, & savoir 5 lots, 2 lots et 1 lot qui sont dési-

gnés respectivement comme anticorps anti-CEA /A7,(B7 et [CZ
c) Préparation de tubes i essai sensibilisés avec un
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anticorps anti CEA.
On lave des tubes 3 essai en polystyr&ne avec du PBS

et on introduit dans chacun d'eux 2 ml de l'anglcorps anti-
CEA /A] (1 mg/ml) sroduit en b) ci-dessus, puis on fait
réagir & 56°C pendant 20 minutes. Apreés la réaction, on lave
le tube 3 essai avec du PBS pour produire un tube X essai
sensibilisé avec un anticorps anti-CEA /A/.
d) Préparaticn-d'unjréacti? pour le dosage du CEA

On obtient un anticorps anti-CEA /B/ marqué a la HRPO
en utilisant l'ahticnrﬁs anti-CEA /B/ produit en b) ci-des-
sus, selon l'exemple 1-c~ii), On dilue l'anticorps margué
3 1:50 avec une solution saline physiologique et dans chacun
des tubes & essai sensibilisés avec l'anticorps anti-CEA [:7
cbtenus en c) c:-dessus, on agoute 0,2 ml de 1'anticorps
dilué et on.lyophilise pour former un ractif pour. le
dosage du CEA, '
e} Dosage du CEA

On dilue le CEA purifié préparé en a) ci-dessus avec le

sérum d'un sujet en bonne.sznté & des concentrations de

100, 30, 10, 3 et 1 ng/ml, respectivement. Au réactif

pour le dosace du CEA produit en d) ci-dessus, pn ajoute
simultanément 0,2 ml du CEA dilué et 0,8 ml’

d'eau distillée et on laisse réagir pendant 20 minutes en
agitant. Aprés la réaction, on lave le tube & essai avec
l'agent de lavage et an ajbute 3 ml d'une solution de sube
strat contenant 300 mg/dl d’acide phlorétique et 0,001 %

de peroxyde d'hydrog&ne, On fait réagir pendant 10 minutes,
puis on ajoute 0,1 ml de sulfite de sodium & 5 % pour
arréter 1la réactidn enzymatique, On mesure eﬁsuite 1l'intensi.
té de la fluorescence & une longueur d'onde d'excitation de
323 nm et une longueur d'onde de flucrescence de 420 nm au
moyen d'un fluorophotomdtre, La courbe de référence résul-

tante obtenue est représentée sur la figure 7,

' Exemple 3

Réactif pour le dosage de l'HCG-P

a) Fréparation de la sous-unité f de 1'HCG
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Gn dissout 1 g d'HCG (2000 UI/mg) dans 2 ml d'un tam-
pon de phosphate 0,025 M (pH 5,8) et on fract‘cnne la solu-
tion par chromatographie sur cclonne d= DEAE-Sephadex A-50
(3 g), préalablement équilibrée avec le m2me t ampon, On
recueille la fraction £1uée avec un tampon de phoschate 0,05 M
(pH 5,6) et on dialyse con:rz de l'eau distillée pour obte-
nir une soluticn contsnent 308 mg d'HCG purifife cu'on lyo-
philise ensuite, On disscut 300 mg de 1'HCS lyophilisdie dans
1C ml d'urée 17 M (pH 4,3) et on fait r:agir pendant ! heure
g 40°C: On frgctisnﬁe le mélange r £acticnnel par chromato-
graphie sur colonne de DEAE-Sephadex A-50 (2 g) préalablement
équilibrée avec une solution contenant G,U3 M de glycine et
i0 M d'uxte, On dialyse la fraction éluée avec une sclutian
contenant 0,2 M d= glycine, 1 M de NaCl et 8 M d'urée, contre
une solution saline physidlogigue pour obtenir 146 mg de
sous-unité 4 de 1'HCG.

b) brépara;ion des anticerps anti-HCG-
On prépare 11 lots d'anticorps anti-HCG-P selon la

procédé de l'exemple 2-b), si ce n'est cu'on utilise des

"rats de souche Wistar comme animaux pour 1l'administration

de 1l'antigéne au lisu de souris BALB/c., On identifie les
sites de recornaissance de l'antig®ne pratiquement selon le
procéd® de l'exemple t-c). Les anticorps résultants sont
classés en deux groupzs, 3 savoir un groupe constitué de
8 lots d'anticorps anti—HCG-G £A/ et un autre groupe
constitué de 3 lots d'anticofps anti—HCG-G /B7. ~
c) Préparation de billes sensibilisézs avec un anticorps
anti-HCG- > (support insoluble)

A 102 ml Je P3S contenant 50 mg de l'anticorps anti-
HCG=- @ /A/ prodiit en b) ci-dessus, on ajoute 1C0 billes de
polyithyléne et on fait réagir 3 56°C pendant 29 minutes,
Puis, on lave les billes de pol:“thyléne pour obtenir des
billes sensibilisé-s avec un anticorps anti-HCG-@ /A7,

d) Tréparaticn d'anticcrps anti-HCG~-3 marcgués avec une
enzyme

Bn répsts le procéz® de l'exsmple 1-c-ii) en utilisant
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les anticorps anti—HCS—?\/B/ produits en k) ci-dessus,
Aprés avoir dilué & 200 feis le volume avec du P35, on obtient

des anticorps anti-HCG-{ /B/ marcués & 1'HRPO,

“e) Prébarstion de 1'agent d= lavage

Cn p&se avec précision 9 g de NaCl et 50 Ml de Tween 20

et on dissout dans de 1l'eau désionisé@e pour former 100 ml de
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solution. On verse la solution dans une fiole qui est ensuite bouchéde ;
1l'agent de lavage est ainsi orépare.
f) Préparztiosn du substrat pour-1'enzyme

Gn mélange 2£,40 g d'acide S-aminosalicylique, 54,34 g
de phosphats monopotassicue ét 5,72 g de phosphate discdique
et on pulvérise dans un murtier. On pi&se avec précisicn i
550 mg du mélange et on verses dans une fiole, On dilue 1,- ml
de peroxyde d'hydroggne (solution 3 3L %) avec de l'eau
désionisée pour obtenir 100 ml de solution. On introduit 1 ml
de la solution dans une ampoule qu'on scelle par fusiocn. Le
substrat pour l'enzyme est alors. préf.

g) Préparation d'un agsnt de b;ocage ﬁour la. reactlon enzy=
matique )

On pése avec précision 2 g d'azoture d- sodium et on dissaout
dans 100 ml d'eau distillée, On introduit 2 ml de la solu®ion
dans une ampnﬁle qu'on scelle bar fusion pour obisnir un
agent’ da blécgge pour la réacticn enzymatique,

h) Préparaticn d'un réactif de dosage d= 1'HCG

On prépare un réactif de dosage cour 1'HCG en -combinant
les matériaux produits en c) 3 g) de la mani2re suivante, .

1. Billes sensibilisées avec un anticorps anti-HCG-@

Y4 '

2., Anticorps anti—HCG-@ /B7 marqué a 1'HRPO

3. Agent de lavage (soiution 10 fois concentrée)

4, Substrat_pour l'enzyme (acide S~-amino-galicyligue —

peroxyde d{hydrogéne)

S+ Ageznt de blocage paur la réaction enzymatique
i) Dosase de 1'HCG

bn effectue lerdoeage suivant en utilisant le réactif

pcur le dosace de 1'HCG préparé en h) ci-dessus. Dans un
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tube 3 essai, on introduit 0,4 ml de 1'anticorps anti-HCG—e[E7
marqué 3 1'HRPO et on ajoute un morceau d'une bille
sensibilisé: avec un anticorps anti-HCG-!?[h/. On ajoute
resoectivement.0,1 ml d'une solution de féférence ocbtenue

en diluant de 1'HCG, décrite dans Japanese Pharmacopoeia,
avec le sérum d'un sujet bien portant 3 des concentrations
de 1C 0CC, 1 000, 100, 10 et 1 mUI/ml, et on feit réagir
pendant 15 minutes. Aprés la réaction, on dilue l'agent de
lavage & 10 fois son volume avec de 1l'eau distillée et on
lave la bille avec i'agentAde-lavage dilué..Fuis, on ajoute
3 ml de la soluticn substra{ préparée en dissolvant la
totalité du substrat pour l'enzyme dans 150 m} d'eau'distil-
lée et on fait réagir pendant 30 minutes, On ajoute alors
L,025 ml de l'agant de blocage'pour arréter la réaction et
on mesure l'absorbance du milieu réact:onnel 3 500G nm., La

courbe € talon résultante est représentée sur la figure 8,
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REVENDICATIONS

1. Réactif pour un dosage immunologique d'antigénes
basé sur la méthode du sandwich, caractérisé en'ce gu'il
éomprend un anticorps monoclonal insolubilis& et un anti-
corps monoclonal marqué, lesdits anticorps monoclonaux
étant respectivement capables de distinguer, et de se
fixer sur, les différents déterminants antigéhiqueé
de 1l'antigéne & doser. '

2. R&actif selon la revendication 1, caractérisé en
ce qu'on ﬁtilise comme support de l'anticorps insolubilisé
des billes ou un récipient én matiére plastique ou en verre.

3. Réactif selon la revendicatién 1, caractérisé en
ce qu'une enzyme est utilis&e comme agent de marquage pour
produifé 1'anticorps margqué. '

4. Réaetif selon la revendication 1, caractérisé en
ce qu'on utilise une substance fluorescente comme agent de
marqdége pour produire 1l'anticorps marqué.

5. Réactif selon la revendication 1, caractérisé en
ce que l'anticorps margqué et l'anticorps insolubilis& sont
contenus dans le méme récipient. : )

6. Réactif selon la revendication 1 ou 5, caractéri-
sé en ce que l'anticorps marqué est contenu dans un réci-
pient en matiére'plastique ou en verre qui est utilisé&
comme support pour l'anticorps insolubilisé.

7. Réactif selon 1'une quelconque des revendications = |

i, 5 et 6, caractérisé en ce que l'anticorps marqué est
lyophilisé. _ " >
8. Réactif pour un dosage immunologique d'antigénes
basé sur la méthode du sandwich, caractérisé en ce qu'il
comprend un anticorps monoclonal insolubilisé et un anti-
corps monoclonal marqué, lesdits anticorps monoclonaux
étant respectivement capables de distinguer, et de se
fixer sur, les différents déterminants antigéﬁiques d'un
antigéne i doser, et de 1 & 4 agents auxiliaires choisis
parmi un agent de dissolution, un agent de lavage, un

substrat et un agent de blocage de la réaction.
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9. Méthode du sandwich perfectionnée pour le
dosage immunologique d'antigénes, caractérisée en ce que
le perfectionnement consiste 3 faire réagir simultanément
l'anticorps insolubilisé et l'anticorps marqué avec un
antig2ne 3 doser, lesdits anticorps insolubilisé et
anticorps marqué &tant des anticorps monoclonaux capables
de distinguer, et de se fixer respcctivement.sur, diffé-
rénts déterminants antigéniques dudit antigéne.
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