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du 2 _Jjanvier 1986

Titre délivré : (1.3 SEP, 1987

Lionsieur le Ministre
de IEconomie et des Classes Moyennes
Service de la Propriété Intellectuelle

LUXEMBOURG

Demande de Brevet d’Invention

I. Requéte

La société dite: LABORATOIRES SANDERS-PROBEL,. SOCi&té&.. .. (1)
__Anonyme, 47-51 rue Henri Wafelaerts, SAINT-GILLES (1060

BRUXELLES) , Belgique, représentée par Monsieur Jacques
de Muyser, agissant en qualité de mandataire ,
dépose(nt) ce deux janvier 1900 quatre-vingt six 3)

2)

& .10 ... heures, au Ministére de I'Economie et des Classes Moyennes, a Luxembourg :

W s 1. la présente requéte pour l'obtention d'un brevet d'invention concernant:
Méthode de détection d'agents réactifs et moyens de mise @

en oeuvre de cette méthode."

2. la délégation de pouvoir, datée de . le
3. la description en langue f::angal S€ ... ... delinvention en deux exemplaires;
4. .../ /... planches de dessin, en deux exemplaires;

5. la quittance des taxes versées au Bureau de I'Enregistrement a Luxembourg,

le 31 décembre 1985 |

déclare{nt) en assumant la responsabilité de ceite déclaration, que I'(es) inventeur(s) est (sont) :

smevendiquel sty poux kasuRdtrestbennmee ek e K baxaTio Kk mIe stes k e stetsl 9 X

(% _ déposetsy R XB -
x ‘ (8)
ammmx&xm""mdoml 5 . : 9

cile
élit(élisent) pour lui (elle) et, si désigné, pour son mandataire, & Luxembourg
35, . boulevard Royal

(10)
sollicite(nt) la délivrance d’un brevet d’'invention pour l'objet décrit et représenté dans les
anne\{es susmentionnées, — avec ajournement de cette délivrance d . . . 18 .. mois. (11)
Le mﬁidai%e \\ ' ‘
S G NG AN \V/\
NAGIVA

1. Procés-verbal de Dépot

La susdite demande de brevet d’invention a été déposée au Ministére de I’'Economie et des
Classes Moyennes, Service de la Propriété Intellectuelle & Luxembourg, en date du :

2 janvier 1986

Pr. le Ministre

- ® .
ICA , ;
a lO ... heures @ | de I'Economie et des Classes Moyennes,
T 4 i 14
’ 2 =~ p- 4.
: =
o~
Z >
&/
A 65007 e /
(1) Nom, prénom, firme, adresse — (2) s'il a lieu «repré®=wié=srdr .:» agissani en qualité de mandataire — (3) date du dépst

en toutes lettres — (4) titre de l'invention — (5) noms et adresses — (6) brevet, certificat d’addition, modéle d’'utilité — (7)
pays — (8) date — (9) déposant originaire ~— (10) adresse — (11) 6. 12 ou 18 mois.
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Mémoire Descriptif

déposé a I'appui d'une demande de

BREVET DINVENTION

Luxembourg

formée par: LABORATOIRES SANDERS-PROBEL, Soci&té Anonyme

pour: "Méthode de détection d'agents réactifs et moyens de

mise en oeuvre de cette méthode."
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Méthode de détection d'agents réactifs et moyens de mise en oeuvre

de cette méthode.

La présente invention a pour objet une nouvelle méthode de détection
d'agents réactifs quelconques tels que des agents chimiques ou biolo

giques.

La méthode selon 1'invention est particuliérement utile pour la dé-
tection et le dosage d'agents biologiques du type antigénes et anti-
corps, mais elle peut trouver des applications beaucoup plus généra-
les, notamment pour la détection d'agents chimiques dans les domaines

de 1'industrie chimique et de la sécurite.

La méthode selon l'invention implique la fixation ("coating" ou

"coatage") sur un support d'un réactif spécifique de (c'est-a-dire
capable de s'associer a ) l'agent a détecter et la mise en évi-
dence d'une association (une réaction) entre ledit réactif et 1l'agent

a détecter, par un moyen particuliérement pratique a 1l'usage.

Les techniques habituellement utilisées pour mettre en évidence par
exemple la réaction Antigéne-Anticorps font appel & des conjugués flu
orescents (lecture au microscope ou au flow cytométre), & un tra -
ceur radioactif (lecture au compteur de particules) ou aux enzymes

(lecture au spectrophotométres).
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Les conjugués fluorescents demandent afin d'étre visualisés un
support cellulaire ou microsphére, de plus l'appréciation des résul-

tats est qualitative, semi-quantitative (dilution).

Les traceurs radioactifs font appel comme leur nom l'indique'é la
radioactivité et ce que cela comporte en inconvénients(déchets, pré-

cautions de manipulation, locaux adaptés).

Les conjugués enzymatiques quant & eux , bien qu'étant trés pratiques

et en plein essor, demandent une étape supplémentaire (substrat).

La technique idéale devrait rassembler tous les avantages des précé-

dentes mais aucun des inconvénients.

De méme les techniques de détection de certains agents chimiques impli
quent le captage de l'agent concerné par un réactif approprié, apreés
quoi un probléme se pose pour la mise en évidence de l'agent chimique

ainsi capté.

La présente invention propose une technique de mise en évidence
d'une association entre un agent a détecter et un réactif détecteur

N /4 , N
fixe sur un support, par des moyens magnetiques.

La méthode de détection d'agents réactifs selon 1l'invention implique
que

au moins un agent détecteur capable de s'associer & au moins un agent
a détecter, est fixé sur un support ;

le support ainsi préparé est mis en contact avec un milieu & analyser

une association entre un agent a détecter et un agent détecteur est

mis en évidence sur le support ;
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et se caractérise par le fait qu'un agent magnétisable est associeé
a 1'association’de 1'agent a détecter et 1'agent détecteur fixé sur
le support ou qu'un agent magnétisable préalablement associé a 1l'a-
gent détecteur fixé sur le support est déplacé pér 1'association de
l'agent 3 détecter et l'agent détecteur, et que la présence, respec-
tivement 1'absence de 1l'agent magnétisable est détecté par un moyen

approprié.

Selon un mode de réalisation particuliérement avantageux de 1'inven-
tion il est possible de disposer 1'agent détecteur en piste(s) ou en
bande(s) sur le support, de maniére 3 permettre plus facilement la

réalisation en série de la méethode selon l'invention.

Un mode de réalisation particuliérement préféré de la méthode selon
1t'invention prévoit l'utilisation d'un support qui est lui-méme

sous forme de bande, en particulier sous forme de bandes plastiques.

La mise eri oeuvre de la méthode selon 1'invention peut procéder

de diverses facgons.

I1 est par exemple possible de mettre différentes portions d'une
bande munie d'un (@me) agent détecteur en contact avec différents
milieux & analyser et de réaliser ainsi une méthode avantageuse d'a-

nalyses en série.

11 est d'autre part également possible, par exemple, d'utiliser une
bande sur laquelle sont fixés, de maniere séquentielle, différents
agents détecteurs, ce qui permet de réaliser une série de tests

différents sur un méme milieu a analyser.

Selon une autre particularité préférée de 1l'invention, la présence
respectivement 1l'absence de l'agent magnétisable, consécutive de
1'association de 1l'agent & détecter avec 1l'agent détecteur fixé sur

le support peut étre mise en ¢vidence par magnétisation du support
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réactionnel et par lecture au moyen d'un lecteur approprié.
Dans le cas d'une bande plastiqug,il est notamment possible, de
manieére particuliérement avantageuse, de mettre en oeuvre des sys-
témes de magnétisation ("enregistrement") et de lecture classiques

du type "tape recorder" audio ou vidéo.

Selon 1l'une alternative de la méthode de 1l'invention, on met en évi-
dence 1l'absence de l1'agent magnétisable consécutive & l'association

de 1'agent a détecter et de 1'agent détecteur.

Cette alternative peut par exemple résulter de 1'utilisation d'un
support sur lequel est fixé un agent détecteur auquel est associé

un agent magnétisable qui présente une affinité vis-a-vis de 1l'agent
détecteur plus faible que celle de l'agent a détecter vis-a-vis de

l'agent détecteur.

La présence d'agent & détecter dans le milieu analysé impliquera
alors le déplacement de l'agent magnétisable par 1'agent a détecter,
ce qui se manifestera a la "lecture" par une absence de magnétisation

a cet endroit.

Un mode de réalisation particuliérement préféré de la méthode selon
l'invention concerne la détection des antigénes respectivement anti-
corps. Pour ce faire, on utilise un support sur lequel sont fixés
en tant qu'agents détecteurs, des antigénes respectivement des anti-
corps tandis que les agents réactifs a détecter consistent en les

anticorps respectivement les antigenes spécifiques correspondants.

Dans ce mode de réalisation de l'invention, il peut de maniére
préférée étre prévu de "révéler" (mettre en évidence) l'association
entre 1'antigéne (respectivement 1'anticorps) fixé sur le support et
l'anticorps (respectivement l'antigéne) & détecter, par réaction avec
un second anticorps dans lequel est'incorporé ou auquel est conjugué

un agent magnétisable,
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Dans ce mode de réalisation, on peut donc par exemple coater sur une

bande un antigéne (ou anticorps), faire réagir cette bande avec 1l'anti-
corps (ou l'antigéne) correspondant et révéler cette réaction a 1l'ai-
de d'un second anticorps dans lequel on a incorporé des particules
magnétiques ou conjugué par toute autre méthode a des particules
magnétisables. La lecture se fait aprés enregistrement (magnétisation)
a4 une fréquence donnée, sur un lecteur de bande appelé couramment
"tape" et de visualiser sur oscilloscope.La quantité de particules
magnétisées est proportionnelle a la quantité de complexes Antigéne/

Anticorps, donc quantifiable.

L'invention concerne également les moyens & mettre en oeuvre pour la
réalisation de la méthode selon 1l'invention.Ainsi, 1'invention con-
cerne notamment un support coaté au moyen d'antigénes respectivement
d'anticorps caractérisé par le fait que le support se présente sous la
forme d'une bande plastique.L'invention a donc également pour objet
toute bande plastique munie & sa surface d'une couche (coating) d'an-

tigénes, respectivement d'anticorps.
’

Cette bande plastique peut selon une réalisation préférée de 1l'inven-
tion notamment étre constituée de plages alternativement munies d'une
couche magnétisable et d'une couche d'antigénes respectivement anti-

corps.

Une telle réalisation permet le codage de la bande en fonction des

tests effectués.

La bande plastique peut également selon une autre réalisation préfé-
rée de 1'invention é&tre constituée de plages successives munies d'une
couche de différents antigénes, respectivement anticorps, ce qui per-
met au moyen d'une "bande d'analyse" d'effectuer différents tests

sur un méme milieu & analyser.

L'invention a d'autre part également pour objet des anticorps dans
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lesquels sont incorporés ou auxquels sont conjugués des agents ma-

gnétisables, sous une forme destinée a la méthode selon 1l'invention.

Sans déchets radioactifs, ni étape supplémentaire, la méthode selon
l'invention est quantitative et permet une lecture intégrée, c'est-
a-dire qu'une surface est balayée par une cellule de lecture donnant
un résultat final dépendant de la vitesse de passage et de la longueur
de la bande support réactionnel, permettant une meilleure descrimina-
tion positif/négatif (seuil de sensibilité trés abaissé). De plus,
toutes les variantes basées sur l'association d'agents réactifs
(réactions compétitives, sandwich, reverse, etc...) sont applicables.
De méme qu'une bande peut &tre coatée par des substances différentes

pour le screening en sérologie, ou en application directe en bactérie.

Les techniques de coatage décrites par Engvall et modifiées par Vol-
ler, consistant a mettre l'antigéne en tampon basique et laisser
réagir cette solution avec le support solide sur lequel l'antigéne

va s'adsorber préférentiellement par sa partie hydrophobe (COOH)
peuvent s'appliquer a tout support plastique (PVC, polystiréne,

nylon ...) Singer et coll. ont décrit en 1961 une méthode de couplage
de la ferritine a un antigéne ou anticorps pour une application au
microscope -glectronique (méthode de densité électronique). Une appli-
cation de cette méthode consiste & coupler des particules magnétiques
4 un anticorps monoclonal, et de séparer par aimantation les comple-

xes Antigéne/Anticorps formés.



REVENDICATIONS

1.- Méthode de détection d'agents réactifs dans laquelle
au moins un agent détecteur, capable de s'associer & au moins

un agent a détecter, est fixé sur un support ;

le support ainsi préparé est mis en contact avec un milieu &

analyser

une association entre un agent a détecter et un agent détecteur

est mis en évidence sur le support ;

caractérisée par le fait qu'un agent magnétisable est associé a

l'association de l'agent a détecter et l'agent détecteur fixé
sur le support, ou qu'un agent magnétisable préalablement associé
a l'agent détecteur fixé sur le support est déplacé par 1l'asso-
ciation de l'agent a détecter et 1'agent détecteur, et que la
présence, respectivement 1l'absence de 1l'agent magnétisable est
détectée par un moyen approprié.

2.- Méthode de détection d'agents réactifs selon la revendication
1, caractérisée par le fait que l'agent détecteur est disposé

en piste(s) ou en bande(s) sur le support.

3.- Méthode de détection d'agents réactifs selon la revendication
1 , caractérisée par le fait que le support sur lequel est fixé

l'agent détecteur se présente sous la forme d'une bande.

4.- Méthode de détection d'agents réactifs selon la revendication
3, caractérisée par le fait que différentes portions de ladite
bande de support sont mis en contact avec différents milieux

a analyser.

5.- Méthode de détection d'agents réactifs selon la revendication
3, caractérisée par le fait que différents agents détecteurs sont
fixés sur différentes portions de la bande support, de facon

a4 détecter différents agents réactifs dans un milieu & analyser.
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Méthode de détection d'agents réactifs selon 1’uhe ou l'autre
des revendicétions 3 a 5, caractérisée par le fait que la présen-
ce, respectivement 1l'absence de lfagent magnétisable estrmise en
évidence par la magnétisation de la bande et parAsa lecture sur

un lecteur de bandes magnétiques.

Méthode de détection d'agents réactifs selon 1'une ou 1l'autre

des revendications précédentes caractérisée par le fait que 1'a-
gent détecteur fixé sur le support est associé a un agent magnéti-
sable ayant une affinité moins grande pour 1l'agent détecteur que

l'agent réactif a détecter.

Méthode de détection d'agents réactifs selon 1l'une ou l'autre des
revendications précédentes, caractérisée par le fait que 1l'agent
détecteur fixé sur le support est un anticorps respectivement un
antigéne, tandis que l'agent réactif & détecter est l'antigéne

respectivement l'anticorps spécifique correspondant.

Méthode de détection d'agents réactifs selon la revendication 8,
caractérisée par le fait que l'association entre un anticorps
(respectivement antigéne) fixé sur le support et un antigéne
(respectivement anticorps) a détecter est révélée par -réac-.
tion d'un second anticorps dans lequel est incorporé ou auquel

est conjugué un agent magnétisable.

Support coaté au moyen d'antigénes respectivement d'anticorps
caractérisé par le fait que le support se présente sous la forme

d'une bande plastique.

11.-Bande plastique caractériséepar le fait qu'elle est munie d'une

12.~

couche (coating) d'antigénes respectivement anticorps fixés a sa

surface.

Bande plastique selon la revendication 11, caractérisée par 1le
fait qu'elle est constituée de plages alternativement munies d'une

couche magnétisable et d'une couche d'antigénes respectivement
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anticorps.

Bande plastique selon la revendication 11, caractérisée par le
fait qu'elle est constituée de plages successives munies d'une

couche de différents antigénes respectivement anticorps.

Anticorps dans lequel est incorporé ou auquel est conjugué un
agent magnétisable destiné a la méthode selon la revendication

9.
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