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30  queur fluorescent possédant un rendement quantique élevé, stable a faible dilution dans le milieu de mesure.

Par "dosage immunologique homogéne®, on entend un dosage dans lequel le signal de la molécule traceur
est modifié lors de la liaison entre le ligand et le récepteur ou entre 2 ligands et le récepteur (I'un ou 'autre
étant la molécule que I'on cherche a doser), ce qui évite de devoir séparer les molécules marquées restant
libres dans le milieu de mesure de celles qui sont liées, avant d'effectuer la mesure.

35 Dans le cas des dosages immunologiques homogénes par fluorescence utilisant le transfert d’énergie, la
condition du rendement quantique élevé du donneur est d’autant plus importante qu’ll détermine également
I'efficacité de transfert et par conséquent la quantité de lumidre émise par'accepteur, que I'on mesure (Uliman
et al. Clinical Lab. Techniques for the 1980’s, 1980, 13-43, A.R. Liss Ed.).

Ces critéres de sélection du traceur luminescent s’appliquent de la m&me maniére pour des dosages uti-

40 lisant des molécules phosphorescentes. '

La sensibilité de la mesure est également fortement affectée par le “brult de fond" constitué par I'émission
des autres molécules présentes dans I'échantillon 2 tester, susceptibles d'étre excitées en méme temps que
le traceur luminescent et d’émettre 2 la longueur d’onde de mesure.

Ce probldme se pose de maniére particullérement aigiie dans le cas de dosages en milieu sérique dans

45  lequel de nombreuses molécules (protéines, etc..) sont susceptibles d’interférer dans la mesure.

Dans le cas des dosages immunofluorescents, les méthodes de mesure de fluorescence en temps résolu
permettent de remédier partiellement & cet inconvénient. Le principe de ces méthodes est d’ effectuer la me-
sure de la fluorescence émise parune molécule traceur ayant une durée de vie d'émission relativement longue,
la mesure étant retardée dans le temps au-dela de la durée de vie d'émission des autres molécules présentes.

50 | est dans ce cas nécessaire d'utiliser des molécules fluorescentes traceurs & durée de vie relativement
longue telles que les chélates de terre rare.

Cette technique peut en particulier étre utilisée dans le cas de dosages immunologiques homogénes par

" fluorescence utilisant un transfert d'énergie. .

Le brevet US 4 822 733 décrit un procédé homogane de détection d’'un analyte dans un échantillon, mettant

55 en oeuvre un récepteur et un analyte marqués par des molécules fluorescentes ayant des durées de vie dif-
férentes. La mesure de la fluorescence résultant du transfert d'énergie est effectuée & un temps supérieur &
la durée de vie d’émission de la molécule ayant la plus courte durée de vie.

Néanmoins, la mesure de fluorescence en temps résolu ne permet pas a elle seule de résoudre un des
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U 30  signal mesuré surle composé donneur seul. Cette constatation permet d'effectuer une mesure précise et sen-

sible avec un composé donneur ayant un rendement quantique global faible, ceci étant surprenant compte tenu

de 'analyse de I'art antérieur.

Il s"agit donc d’'une méthode d’amplification du signal d’émission d'un composé luminescent donneur. De
maniére avantageuse, cette amplification sera d’autant plus significative que le rendement quantique global

- 8  ducomposé luminescent donneur sera faible.

Une des hypothéses permettant d'expliquer le mécanisme de ce phénoméne est de relier I'efficacité de
transfert importante cbservée en utilisant un composé luminescent donneur ayant un rendement quantique
global faible, au seul rendement de désactivation radiative du niveau émissif du donneur et non 4 son rende-
ment quantique global comme enseigné dans I'art antérieur.

40 Dans le cas des cryptates et des chélates de terre rare utilisés comme traceurs fluorescents, on peut re-
présenter les mécanismes photophysiques entre I'absorption et I'émission de la lumiére a I'intérieur des terres
rares de la maniére suivante, comme indiqué par exemple dans N. Sabbatini et al., dans Supramolecular Bio-
chemistry, 1987, p. 187-2086, Reidel Dordrecht, Ed.V. Balzani.
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L'énergie d’excitation sert & peuplerle nivéau 81 qui par transition inter-systdme peuple le triplet. Le triplet
transfére son énergle sur le niveau émissif de la terre rare qui se désactive radiativement ou non. Le rendement

3
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hi gh fluoreggbiafdant umyield due to the quantum yield of the donor

(colum 3, 1 49-53). Unexpectedly, it has sbeen found that by using, as
t he/| umisescent donor conpound, nol ecresk ch have a | ow overal|l quantum
yield and wpich ggcording to the prior art ~are therefore unsuitable

for use in an, Ad distance entre le donneur et l'accepteur,

- R, estla distance donneur-accepteur & laquelle I'efficacité de transfert est de 50 %,
et R, est fonction de Q,, qui représente le rendement quantique global.

Dans le cas des molécules traceurs phosphorescentes, les mécanismes de désactivation sont analogues
mais la désactivation radiative a lieu & partir du niveau triplet.

Les composés luminescents accepteurs que I'on peut utiliser pour obtenir 'amplification des signaux
d’émission des composés luminescents donneurs sont choisis en fonction de ces derniers et plus précisément
en fonction de leur rendement de désactivation radiative de leur niveau émissif.

En effet, on a trouvé que Pamplification du signal d'émission du composé donneur a lieu lorsque la relation

Eda>¢s
dans laquelle :

- E est l'efficacité de transfert,

- ¢, est le rendement quantique du composé accepteur,

- ¢ est le rendement de désactivation radiative du niveau émissif,
est remplie.

On peut exprimer ces variables par les formules suivantes:

=_ K
50 E kr + ko

= k=
¢s ko
kr = kJ R#K

dans lesquelles :
55 - E, ky, kr et kp ont les significations données plus haut,
- J représente l'intégrale de recouvrement des spectres,
- R représente la distance donneur-accepteur dans 'essai considéré,
etk = n+x 5,87 x 1022, n étant I'indice de réfraction du milieu, lorsque R est exprimé en A et J en cm?® M-1.
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energy to fuvfesddnts oue@ndoieomolédudy piosphofescette® rare earth, which undergoes
radi ati ve or Dafsunlasmtiptéférs Iinkeatidh a paur objatun pracids damplification iy signekamissiond’ ynesyrd i s
U pr ogd uctateii d'iinghelgiedé Hae @fe utilisé comme composé donneur dans un dosage par luminescence d'un ana-
Iyte, dans lequel on met en oeuvre également un composé luminescent accepteur et dans lequel le signal
d'émission du composé accepteur est mesuré aprés excitation du cryptate ou du chelate de terre rare 4 sa
longueur d'onde d’excitation, caractérisé en ce que le cryptate ou le chelate de terre rare posséde un rende-
ment quantique global faible et en ce que le rendement quantique de désactivation radiative du niveau émissif
s5 de la terre rare est inférieur au rendement quantique de 'accepteur.

Un autre aspect de I'invention concerne un procédé homogéne de détection et/ ou de détermination par
luminescence d’'un analyte dans un milieu susceptible de le contenir, par mise en évidence du produit de la
réaction entre I'analyte et au moins un récepteur correspondant, consistant :

1) & ajouter audit milieu un premier réactif constitué d’au moins un récepteur dudit analyte,

40 2) & ajouter un second réactif choisi parmi I'analyte ou au moins I'un de ses récepteurs, I'un des deux réac-
tifs tant couplé avec un composé luminescent donneur constitué par un cryptate ou un chelate de terre
rare ot "autre réactif étant couplé avec un composé luminescent accepteur, I'ordre d’ajout des réactifs pou-
vant &tre inversé, et, aprds excitation du mélange par une source de lumiére 2 la longueur d’onde d'exci-
tation du composé luminescent donneur,
45 3) 2 mesurer le signal d'émission du composé luminescent accepteur,
dans lequel le cryptate ou le chelate de terre rare utilisé comme composé donneur posséde un rendement
quantique global faible et un rendement de désactivation du niveau émissif de la terre rare inférieur au rende-
ment quantique de "accepteur. .
Dans la présente description on définit par :
50 - “analyte” toute substance ou groupe de substances analogues & détecter et/ou déterminer ;
- "récepteur” toute substance capable de se fixer spécifiquement sur un site dudit analyte ;

- “composé luminescent” toute substance qui, excitée & une longueur d’onde donnée, est capable d'émet-

tre de la lumidre.

Dans un aspect préféré, le procédé homogéne de détection et/ou de détermination d’'un analyte dans un

55  milieu susceptible de le contenir selon I'invention est une méthode par excés consistant;

1) & ajouter, audit milieu contenant I'analyte recherché, un premier réactif constitué par au moins un ré-

cepteur dudit analyte, couplé avec un composé luminescent donneur constitué par un cryptate ou un che-

late de terre rare,
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used to obf %H:’;'g“ajorm“? mptheds;pgrroppétitioncopsigtant; o sig

, audit milieu contenant I'analyte recherché, un pre ler réactlfoonstltué par un récepteur dudit
.. analyte, ledit récepteur étant couplé avec un compossé luminescent accepteur,
—/ 20 2) 2 ajouter, un second réactif constitué de I'analyte couplé avec un composé luminescent donneur cons-
titué par un cryptate ou un chelate de terre rare,
3) & faire incuber ledit milieu soit aprés I'addition de chaque réactif, soit aprés 'addition des deux réactifs,
4) a exciter le milieu résultant 4 la longueur d’onde d'excitation du composé luminescent donneur,
5) & mesurer le signal émis par le composé luminescent accepteur .

25 Dans un aspect avantageux, le premier réactif et le second réactif utilisés dans les procédés de détection
et/ou de détermination d’un analyte indiqués ci-dessus sont ajoutés simultanément au milieu contenant 'ana-
lyte recherché.

En tant que composé luminescent donneur, on utilisera avantageusement des chélates ou des cryptates
. de terbium, europium, dysprosium, samarium ou neodymium. On utilisera de préférence un chélate ou un cryp-
N\ 30 tate de terbium ou d’europium.
Dans un aspect avantageux, les cryptates de terre rare pouvant &tre mis en oeuvre dans les procédés
selon 'invention sont décrits dans la demande EP 180 492, Ces composés sont constitués d’au moins un sel
de terre rare complexé par un composé macropolycyclique de formule générale

45  dans laquelle Z est un atome ayant trois ou quatre valences, tel que 'azote, le carbone ou le phosphore, R
est rien ou représente I'hydrogéne, le groupe hydroxy, un groupe amino ou un radical hydrocarboné, les radi-
caux bivalents @, ® et © sont indépendamment I'un de I'autre des chaines hydrocarbonées qui contiennent
éventuellement un ou plusieurs hétéroatomes et sont Sventusellement interrompues par un hétéromacrocycle,
au moins l'un des radicaux @, ® ou © comportant de plus au moins un motif moléculaire ou étant essen-

50 tiellement constitué par un motif moléculaire, ledit motif moléculaire possédant une énergie de triplet supé-
rieure & celle du niveau émissif de I'ion de terre rare complexé.

Des motifs moléculaires particulidrement préférés aux fins de 'invention sont la phénanthroline, I'anthra-
céne, le benzéne, le naphtaléne, les bi- et ter-phényle, les bipyridines, les biquinoléines, notamment les bi-
isoquinoléines, par exemple la 2,2'-bipyridine, I'azobenzéne, I'azopyridine, la pyridine ou la 2,2'-bi-isoquino-

55  léine.

Aftitre d’exemples de radicaux ® , ® et © comportant un motif donneur d’énergie, on peut citer notam-
ment les chaines ci-aprés :

- CaHy - X - CeHy - Xp - CoHy -



the | um nescent donor conpounds are chosen as a func- tion of the latter
and nore precisely as a function ogppbys¢rsyd of radiative deactivation of
their em ssion 05 |l evel. In fact, it has been found that anplification of

the em ssion gi(gﬁqlxipéH}_%qQJﬁIOIéQ%qund t akes place when the relationship
10 e T ich - E s the transfer efficiency,
[err] is t)Ffeet alrll\!taﬂtné’ltr;fdgﬁ'tguegfo ﬁelggc%s%%"?n’c %[ﬁ%&', oyle souq’-°'[err] is the
yield of radiative deactivation of the em ssion |ev is satisfied. These
vari ablgs can be expresse the foll ow ng fornuI%E; O kT [err] 25 [err]
30 in which - E [erﬁ] s @fined above, - he overlap integra
of the spectra, - R isct %agceptor di st ance Ny 1 test in question,
and k = n-4x 5.87 x 1023, n¥being the refractive index N+ 9- of the
medium when R is expressed in Aand J in [err] E can therefore be
expresged by the relation- ship 05 [err] The relationship [err] can be

expressed by [err] 10 whi ch | so be expressed by [err] The
rel ati onship 15 - [err] therefore governs the
choi ce of the acceptor conf)l'bu—n“d\ G#yrmcti on of the donor compound because

the values [err] and J are characteristic of the acceptor/donor pair. 20
The ovdtlap integral of the specﬁra, J, is calculated as indicated in
Conrad et al., Biochemstry, 19@8£HZ,0777-787. Tﬁ@a)dgﬂ‘j of radiative
deactivation of the em ssion |level,“[eNr]is caltulated in the manner known
25 inthe literature, for exanple escribed by N

' w

[’cﬁ/

O
(O

C

X étant I'oxygéne ou I'hydrogéne.
Des composés décrits dans la demande EP 0180 492 utilisés de préférence dans le procédé de I'invention
. sont le cryptate de terbium Tb trisbipyridine et le cryptate d’europium Eu trisbipyridine.
\/ 30 D'autres cryptates de terre rare utilisables dans le procédé de | 'invention sont décrits dans la demande
EP 321 353. lls sont constitués d’au moins un sel de terre rare complexé par un composé macropolycyclique
répondant & I'une des formules | ou Il ci-apras :

2=Y=NH-0OC

- CO~NH~Y-2

O)—0O

" N
° H..C CH 1
2
2
\ /

- \@/
50
55



Sabbatini et al. in.Supranol ecul ar Biochem stry, 1987, p. 187-206, Reidel
Dor drecht’, edited by V. Bal zani. Thegp B%ﬁfh#?q therefore relates to a

met hod of anpli- fying the em ssion signa a | um nescent conpound used
as 30 a donor conpound in a |lum nescent assay of an analyte, in which a

| uni nescent accept or RcH -ound is al so used, M¥dZin 10 which the enission
signal of the acceptor prund i s nea- ed after excitation of the donor
conpound at its excita- y acterized in that the donor
conmpound possesses a |l o ¢ld and in that the quan- 05 tum
yield of radiative deactlva on of the gmsSsion |evel of the donor is |ower
than the quantumyield of t p or The | um nescent donor conpounds
used in a | um nescent assay eously be conpounds with a | ong
1.0 lifetime, such as fluore arth cryptates or €helates or el se
phosphor egcent nol ecul es. a preferre feature, the invention relates to
a nethod of anplifying the nlss S|gn | of a rare earth chelate or
cryptate used as a donor co um nes- 15 cent assay of an
analyte, in which a | umi nescéd accep Br conpound is also used, and in

whi ch the em ssion signal of the --ptor conpound i s neasured after
excitatio of the rare earth chela e or cryptate at its excitation wave-

| ength, characterized in that the rare earth chelate or 20 cryptate
possesses a F%ﬁ#%ﬁ@?all quantumyield and in that the quantumyield of

radi ati ve deacti9@4°daMHrs he emi ssion I evel of the rare earth is | ower
than,the guantun1y|eld of the acceptor Another feature of the invention
relates t'0 a honmp- 25 geneous | uni nescen et hod of detecting and/ or

determ ning an analyte in a nedi umin may be present, by revealing
t he product of the reaction of the aal yte wi td-at | east one correspondi ng
receptor, said nethod consisting in: 3 ding to said nediuma first
reagent cgnsisting of at |east one recep for said analyte, 2) adding a
second reagent selected fromthe analyte or at |east one of its receptors,
one of the two reaAeRBdsTydlddistigants :coupl ed W th a | um nescent donor
com pound consisting of a rare earth chelate or cryptate and the other

reagent bei ng coupled/xk%ﬂhg—kuqi cent acc ptor conmpound, it being
possi bl e ®#or the ordey of ‘afiditi@n of \t he MeEg®M¥stto be reversed, 05

and, after excitati on-” of xture th aakrgbicle LN Lj ou cycle (22)
macrocycle [N2037 ou cycle (21)

40
F3) '
macrocycle bis~bipyridine
45
O
50
R' R

- Y estun groupe ou un bras d’espacement qui est constitué par un radical organique bivalent, choisi parmi

55 les groupes alkyléne linéaires ou ramifiés en C, & C,,, contenant éventuellement une ou plusieurs dou-
bles liaisons et/ou étant éventuellement interrompus par un ou plusieurs hétéroatomes, tels que I'oxy-

gene, I'azote, le soufre ou le phosphore, parmi les groupes cycloalkyléne en C5-Cg 0u parmi les groupes

aryléne en Cq &4 Cy4, lesdits groupes alkyléne, cycloalkyiéne ou aryléne étant éventuellement substitués



source at the excitation wavel ength of the |um nes- cent donor conpound, 3)
measuring «t he' em ssion signal of tgpolssgliypascent acceptor conpound, 10 in
which the rare earth chel ate or crypt ate used as the donor conpound
possesses a | ow veraII u Id and a yi el d of deactivation of the
eni ssi on Ievelpab esg ﬁg 8 i l ower th gua Y&l of
e Sconpt o & Gl oel ol ?B;g 3D kR eeE sﬁgﬁ“’;?f"’e ol
def i ned as_anyy SUREANGS e QQT &msesma B oh 1E, i abid
and/ or deter- ju nceleg ,e e bi 20
bi ndi ng spec'Afmrea evnpie dég rajpssefo&m utclter asm upepsmwm‘
e
apabl € ofj bl d, e, hBlog&niit, Bidhyle, Bthfo itt6ifdnzoyle,Ra R4E, AHfydiide!

25 of defo@éhbdoaggg;yfyd/aﬂﬁo,éﬁmmo?& ni ng&gn anafate in a nmediumin whfych It may
be present, aecgroupes parfichiisidi@nt piéféed softles groupsdanthio; thivSet BaRboRw Gui deveat &ilel abiyés N
1) addi ng, a\tam is adupliageechivalent avein feosubstange bibiegique alngit qiie ks igrogpds el édniido, auckinimisb et
reagent colssthistyanatp, le$quelt pdueens ¢ liendire@@nent avec In ewbslptce biofoginues ai d anal yt e,

coupl ed wi t h Des tamppsee décritsdans lakismende&B19p 3% dvantagerisennantulilissh daps leg prociuas defiin-
chel at e or vestignseatiesryptate daurapiwnEutrisbipyrising dismineset lecrypistede torbjumd b tsisbipwmidinesiaming: e
di ffereft r eéegﬂf yhialesfdgteree sarg d |cldegsus grgpantegiieping I'aygntage d'aveirimng longue|siuién de
coupl ed wi YipdeJordrpdp plusious dizalesda ue. g7 qul permet d'yne parg diiiiseria tpchniaue deja Mesutsientemes
medi um af t Epoluetainsi dejpuirlisey leg pmissiong parpaitesst, daptrenart lisgt fopri4 raspurgun matanef gigs-

reagfzt}gt hﬂl"ﬁexﬁé% h“ @éﬁ%ﬂ‘*rh%ch% i ﬁ%‘ﬁ%ﬁsd%?n%néé%&%% PhepPugrgyotes
em ¢ ted by Hés i sgpa.u,p@sp,{g B oSt Sohe [ RR Y Bncen
gle recg um nes-

t ﬁrpo
10 cent wmmwﬁm nej% &éi@sump%ﬁmﬁu n;%qccﬁ%%méu. be
used in th&‘e K%orﬁ&&@@ﬁﬁre% SLp GildphyRbcyhrfine, lla
conpet iz t bydRind REAR Bhyestydiinal | N 1N 1 a ding, to saird ne |um cont ai n| ng t he
anal yte beI n q:aasﬁe cas de I"ltfsatiGH b’ un%rywafes:b tertAMTRMine Gtk Sdonhidilr, 0 utfsdrEsBithgalsel OF
sai d anal yinent uft SinipbsdiubredcBnt acdeptBiir GRbTE Sithi I64QRGABMIEEYNe tHisAIAB Ja R PRYSbydriinda pry- 2
rare eart heoelyttratiyahing/la Cbiyyaoerithring,la B phycoerythrine ou la R phycoerythrine.
) On peut 6galement utiliser comme composé luminescent donneur un composé phosphorescent tel que
N\ 30 I'éosine ou l'erythrosine. Dans ce cas on utilisera avantageusement un composé fluorescent accepteur choisi
parmi les chlorophylles telles que celles citées dans les demandes EP 71 991 et EP 314 4086, ou les porphyrines
telles que citdes dans la demande EP 71 991 ou encore lgs phtalocyanines telles que celles de la demande
PCT/WO 88 04777.
_ Dans le cas d'un dosage en milieu liquide utilisant des composés donneurs phosphorescents, la lecture
35  sera effectuée soit sur un support solide, soit en ajoutant au milieu de mesure des molécules capteurs d’oxy-
géne, ces techniques étant connues de 'homme du métier.
Les chlorophylles et les phtalocyanines peuvent également étre utilisées comme composés accepteurs
fluorescents en utilisant comme composé donneur un cryptate ou un chélate d’europium.
Comme source de lumiére permettant 'excitation du composé luminescent donneur, on utilisera avanta-
40  geusement une source de lumidre modulable telle que celles décrites dans Lakowicz, Principles of fluorescent
spectroscopy, Plenum Press, New-York, 1983, p. 96-100.
Le procédé d’amplification de I'invention trouve en particulier une application importante dansles dosages
immunologiques par fluorescence, aussi bien dans les méthodes de dosage dites par compétition que par ex-
cés, en phase homogéne ou hétérogéne, décrits dans I'art antérleur (Landon, Ann. Clin. Biochem, 1981, 18,
45 253 et E. SOINI et al, Clin. Chem. 1979, 25, 353).
En particulier, le procédé d'amplification de invention peut étre avantageusement utilisé dans les dosa-
ges immunologiques en milieu sérique nécessitant une haute sensibilité, celle-ci étant habituellement affectée
par un important bruit de fond.
En effet, le procédé d’amplification de I'invention permet d’utiliser des traceurs ayant un rendement quan-
80  tique global faible et dont le signal résiduel est donc également plus faible.
L'invention sera mieux comprise al'aide des exemples ci-aprés qui ne présentent aucun caractére limitatif.

EXEMPLE 1:

&5 Deux séries d'essais d’amplification dynamique ont é1é réalisées en utilisant en tant que composé donneur
un cryptate d'Europium Eu trisbipyridine (Eu TBP) préparé comme décrit dans la demande EP 180 492 (exem-
ple 5) et comme composé accepteur "allophycocyanine(Interchim, France) et d’autre part en utilisant comme
composé donneur un cryptate de terbium Tb trisbipyridine (Tb TBP) préparé de maniére analogue a Eu tris-



2) .adding a second-reagent consisting of the analyte 20 coupled with a
| um nescent* accept or conpound, 3) i ppYeasdsr@ssai d nmedi um after each
addition of reagents or after the addition of the two reagents 4) exciting

the resulti dlun1at t he ex0|ta |o or
conpound, ZEI et oommeHcoé uﬁosé aﬁcfk%t::; § rrnn:l 0 ﬂ/ssg&z: Ii 5‘ gglgm? QIQR)
accept or conpo oo tecting an etern1n|ng
an anal yte, ac nventlon can also be applled to a
conpetitgve net nqgnqm%ympﬂ47p 30 1) addi ng, to said nedi um containing

the anal yt e ckiniang @bt sgllerndnt dela SePAMIMUnine AR 14, AlpréBerics 6 dMteRIntek Bdnceral d
anal yt e, satratiohdeRprhstaeé &Baphir. Ca¥lubrestdncaipéll e&d«mmiemmﬂmmqmm
2) addi ng aARCUDLRB,Shag@PeH utifisantun Jiltierierdfentidnadaptd aI'shhission du compossattpteatd Wi th a
| um nescent ddeareffecugd auresure d818 fludkdstegce en temph Bésolu dinsde prézedt essai éra Wi ua flGoror
crypt at ete 3inétreXxlaseaprotatype; quidstidéait chaprés £ her after the addition of each
reagent or af tUnlasérpalséiiaiote (LARER SCIENCE NGO mpdate] SMH387ND)&st utilieh) comme saurca g'excitdtien
resul ting (endieynsonds aShk1 nrejxle duebe denpulsaticns estspérifiésa 3 wanodeconidescet est répstéasrys
conmpound, Synerfeéauanes ded0 tprtz. be u papserteavertyn fitrR CORNINGLatlo d'dlimings touts tupiére pa-
conpound. | fRsited iaxrifation adeaue3¥ @Bk ure, the first and .10 second reagents

used in 15he alﬁB@éémP‘@é’FéﬂaFﬂ?P‘HBGSmﬁ“’%@th?“ “éﬂ?HT'B‘F’ “EIB'E’&F'H'T"?W%Q""&H“"’
§hl8-vt e bei ng

anal yte ared ' 'F FRir les yitrayjel id
t est ed. Che] 's au ! d' E’I“B? %%I n§r ’g %}%l parune
samari um Or elen e e Tiltre foique ﬂuo Vi

i

cqupoundg LseJé J.'wgefan wmd% heolhs %&f ‘L&ePe
used. In r%aé sms onmgs ‘L&@
be used |n E ﬂ,ogﬁ,, en@ﬁ-ﬁs&f e |nvent|on are described in Eur opean

patent appli- Lsé&ﬁp%r Jef’pﬂot&%%tms §€sﬁ%ﬁ{§m§R§ﬁ@§tﬁ$cr£§vs¢tmé)e&ﬁilesfb$€raﬁ&\§ e
earth salt gQdgghcreReatiolavdc BTG SROLMGIEES par uf HIRAINEL t ge lémﬁc-ﬂﬁﬂé‘&n%orﬁ&lﬁéﬁﬂz
25 30 25 Les pulsations provenant du photomultiplicate6sbit ehrBgistidbs-dandani uhe fnétieidy BIMBEL) &tapres
t et raval ent unidsuits detBrmafds 8 icbridGL4U elléecdole At bufSTieydsEE §i iNelkS disdimingnt BEledtibring par le
hydr ogen, 3tompteluids phytohsGRiy 8 otimieile rapport3ighaMorull dwphotomultiglicdaud r ocar bon

Une table X-Y, pilotée parI'lBM PC-AT, permet les différents positionnements de la microplaque de mesure

. par des moteurs pas a pas, incluant les manoeuvres de chargement, de positionnement sous le faisceau ex-
AN 30 citant, de lecture automatique en séquentiel des 96 puits, et de sortie.

A 200 pl d'une solution de Eu TBP ou Tb TBP & 2 10-¢ M dans le tampon de travail on ajoute soit 200 pl

de tampon de travail soit 200 pl des solutions suivantes :
Allophycocyanine & 1,24 10-5 M dans du tampon de travail
Rhodamine B 42 10-5M, 1,6 10-5 M, 1,2 10-5M dans du tampon Tris HC! 0,1 M pH 7,1

35 B phycoerythrine & 1,54 10-8 M ot 9,6 10-7 M dans du tampon Tris HC1 0,1 M pH 7,1.

Afin de déterminer I'amplification, la flucrescence a ét8 mesurée dans un premier temps pour le composé
donneur seul par mesure de la surface du pic émis 4 620 nm, avec un filtre interférentiel de 80 % de trans-
mission et de 20 nm de largeur & mi-hauteur pour Eu TBP et 2 545 nm avec un filtre de 80 % de transmission
et de 20 nm de largeur & mi-hauteur pour Tb TBP.

40 Dans un second temps, |a fiuorescence du mélange est déterminée aprés excitation & 307 nm et mesurée
de la méme maniére mais & 670 nm pour le composé donneur en présence du composé accepteur (allophy-
cocyanine) et 4 580 nm (rhodamine, B phycoerythrine).

La lecture est effectude & des délais de 0,1 et 0,05 ms. On mesure également [a durée de vie des signaux
émis.

45 Les résuitats sont les suivants :

1) Eu trisbipyridine dans tampon phosphate 0,1 M pH 7,4

7z [ signal signal f

50 Allophycocyaninel ms jtd = 0,1 ms A td = 0,05 ms !
0 0,6 | 40 1 43,5 i

6,2 . 10-6M 0,13 52,5 1,3 77 1,¢ |

2) Eu trisbipyridine dans un tampon Tris 0,4 MpH 8

10



-,14 - radical and the divalent radicals [err] and independently of one
anot her are Hydr ocar bon chai ns whi g 88\%7#4 My Not contain one or nore

het eroatons and may or rmay not be interrupted by a heteronmacro- 05 cycl e,
at least one of the radicals [err] additionally containing at |east one
nol ecul ar uymt—etr—esserttatH-y—eens+sti-rg—ot -n@-l—erru-l-a-r-—em-x-t-,-—s.a-i-d--rml e-
cular unit jpossessing a great@ruﬁrlsdﬂéi'l energy thap tiségrati ssioh | evel of

t he conpl exedlieshycegyaniingion. mslq td = 0,1ms Partpculagd x pioafmy rpd nol ecul ar
units for t PUTOSES Of l|513djch|L are-pherantihrotrre—eanthre—- cene,

en

benzene, n t&t hal ene, bi ph nd terp enyI bt pyfi di né% and b 4ui nol i nes,
especi al l'y 'Pgoq h@‘ | i nesY ¥ or exéﬁple ,2 -djdpyri di s@, azobepsene, azo-
15 pyri di M pyTTUTTIE T OT 2 2= b sontt-rett-Ae—Fhe—feH-ew-Rg—eRaAS may be
mentioned in par- ticular as exanples of radicals [err] con- taining an
ener gy saonat 8)my trishipyridin@ Gans un tampon Tris HC10,1 MpH7,ierr] [err] [err]which can be

i dentical or different, deno- 25 ti ng oxygen, nitrogen or sulfur, and 30
[err] 35 —4 55—ttt O05—oherrg—oryrgerTor—hyei-ogen—Io
Compounds described in Eujop&an jpat & "agppl ida- tiop 05iB88L492 |which are
preferably lSBedamine e nefhodvsof| ttde=itiemd i qn are [lhe < @[o6 wer[cyptate Tb
trisbi ¥ pyrjdine gnd the ggrapr ym cryprare £g L1 SOl pyT i Te: T-,-T rare
earth crypt atgﬁq\gnhch can{he_usdd in 15 the rethod bf t e invertion, are
described ih EUfdpean pat éAt988pdl i cal®n 321{353.4 [TheylSonsi st| &f2at | east
one rare eaf8hi&#® ¥ conpl ¢Redbsby] a nmeay opol ygychi ¢ comqgpound df 41"9? mul a |

or, forgula | g fplgow: 20 23g[ £ 1| 30 3 2,7 132 3,"!

4) Tb trisbipyridine dans un tampon Tris HCl 0,1 M pH 7,1

Z signal signal ;
B Phycoerythrine ms td =0,1ms A td : 0,05 mgf A !
0 0,34 31 1 36 1
'\/- 30 7,7.10-7 M 0,124 142 4,6 214 5,9 i
4,8.10-7 M 0,174 152 4,9 200 5
= G = durée de vie du signal émis
td = délai de lecture
A = amplification.
40
Les résultats montrent que dans tous les cas on obtient une amplification du signal émis par le composé
accepteur par rapport & celui du composé donneur seul, Cette amplification varie de 1,8 4 5,9.
EXEMPLE 2 .
45

Un essali d’amplification dynamique a été réalisé de la méme manidre que décrit dans I'exemple 1 en uti-
lisant le cryptate d’europium Eu trisbipyridine {préparé selon I'exemple 5 de la demande EP 180 492) en tant
que composé donneur & une concentration de 10-2 M/l et I'allophycocyanine (Cyanotech, USA) en tant que
composé accepteur 4 une concentration de 6,2.10-% M, dans de I'eau ou du tampon phosphate 0,1 M pH 7 4.

50 Dans un premier temps, on a déterminé le rendement de désactivation de la terre rare (¢; Eu) dans les 2
tampons utilisés selon la formule

ésEu = —

dans laquelle
55 ~ 7 est la durée de vie du cryptate d’europium Eu trisbipyridine mesurée dans les conditions de I'essai,
- 177 est la durée de vie de ce cryptate dans {'eau lourde & 77° K {(azote liquide).
Par ailleurs, on détermine le rendement quantique global ($ total) selon une méthode classique comme
décrit par exemple dans Lakowicz, Principles of fluorescent spectroscopy, Plenum Press, New-York, 1983.

"



- 16 - N N.10 in which - the ring of the formula 15 _

-N N is one of the follo 20 '

n= or 11) V\épad“?ﬂ?"r] rracrocycle or (22) C

ring [err] macrocycle or &21 ri ndg 25 30 35 - N 2)
bi sbi pyridi ne g e)

afguoqegce oI %)I' ﬁser-proto-
consi sts of typegpgidan E’f?m 5;‘%;;; W?ﬂﬁg IE %Qem@’
15 [err] dM8yPaeGeEEpd Fﬁ‘ﬁé ?ng"s“ Ipg selog °gpe
doubl e bondst9as @8,6v46-4550 paelamlnulaElam - —’eedans\hwellwnwdddygad@m@ dw donyyeur en présence
heteroatons‘ﬁq&ga aﬁygﬁg uﬂé&e oyl Or phosphorus, from[err]
cycl oal ky- ° c xl.ene groups, said 20
al kyl ene, cycloa ne or ary ene groups elng unsub- stituted or
substituted by aIkyI aryl or sulfonate groups; - Zis a functional group
capabl e g§ bondi ng covalently W th a bDrABLBAS dal substance; 25 - Ris a
nmet hyl group or the group -Y-Z; and - R is hydrogen or a group -COOR', in
which R' is g Cto_[errJalKy oup an reTeragry_tne mernyr, etnym or
tert-butyl grqup, 118 t er nat é&)ﬁq’?all q B Fvoup |- pritézde 3gansfert
Exanpl es of agpropriate funct|onal grougs which nay(pq pe®Mi oned in
particul a8 arg am no, thio, cyano, isocyano, isotfh |pﬁxa thloc ano,
carboxyl, hydnioxyl. malejmdol succinimldo, nercd n’[;’oa BﬁyﬁBF daz
al dehyde, epo)tarponhalride, t h| onyl, 2s%l flonyl23 i tfro- 35 7m¥nzoyl ,
carbonyl, triazg,q ahhyfgi de, hal ogenoacqt ate, - 18 - hydrazi no and

ac i ne grou etc
‘L/d 9 Ftampon phosphate 4% 39 % 80 %
0,1 M pH 7,4

€,

25 Ces résultats montrent qu’en utilisant un composé donneur ayant un rendement quantique total faible, il
est néanmoins possible d’obtenir une efficacité de transfert élevée, ce qui entraine une amplification du signal
du composé donneur.

EXEMPLE 3:

Un essai d’amplification dynamique a é16 réalisé dans les conditions de I'exemple 1 en utilisant comme
composé donneur le cryptate de terbium Tb trisbipyridine préparé comme décrit dans la demande EP 180 492
ot comme composés accepteurs la B phycoerythrine (Sigma, USA ) ou la rhodamine B ( Fluka,Suisse ) afin
de déterminer la concentration en accepteur permettant d’obtenir une efficacité de transfert de 50 %.
35 Le chelate de terbium Tb (DPA); décrit dans D. Thomas et al., PN.A.S., 1978, 75, 5746-5750, qui posséde
un rendement quantique de 100 %, a été utilisé comme référence.

. Les résultats montrent que les concentrations en accepteurs (B phycoerythrine ou rhodamine B) permet-
tant d’obtenir une efficacité de transfert de 50 %, en utilisant comme donneur le cryptate de terbium Tb tris-
bipyridine dont le rendement quantique est voisin de 2 % sont du méme ordre ( 6.10-7 M) que celles mesurées

40  en utilisant le chelate de terbium Tb (DPA); dont le rendement quantique est voisin de 100 %.
Ceci entraine une amplification du signal du donneur Tb trisbipyridine.

EXEMPLE 4 : Dosage de la prolactine.

45 Un immuno essai homogéne montrant I’application du principe de I'amplification au dosage de la prolac-
tine a &té réalisé en utilisant comme composé donneur le cryptate d'europium Eu trisbipyridine diamine préparé
comme décrit dans la demande EP 321 353 (exemples 3 et4) et comme composé accepteurlallophycocyanine
(Cyanotech, USA) couplés respectivement aux anticorps monoclonaux anti-prolactine E, et 3D3 {CIS bio in~
ternational,France) reconnaissant 2 épitopes distincts de la prolactine.

50 Les abréviations utilisées ci-aprds sont les sulvantes :
APC = allophycocyanine
DTT = dithiothreitol
EuTBP = cryptate d’europium Eu trisbipyridine diamine
HSA= serum albumine humaine

55 IgG= immunoglobuline G
SPDP = N-succinimidyl 3(2-pyridyldithio)propionate

Sulfo-SMCC =  sulfosuccinimidyl 4(N-maléimidométhyl)cyclohexane 1-carboxylate.
1) PREPARATION DES IgG-3D3-APC
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The particularly preferred groups are am no, thio and carboxyl groups,
which have to be activated prior togsp¥fl&pqcoupling with the biological
sub- 05 stance, and nal ei m do, succinimdo and isothiocyanate groups,
which can bind directly to the bi ol oqgi cal sub st ance. Oorrpounds descrl bed
i n Eur opean pat@ g -‘--* P : :‘:‘-'“Lé-o ch are advanta eou % ds
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possi bl e on they n ,&,d,l,m,sgw € g4d H’{&m sd) 1ve measurement tec nique and

thus to neutrali ze_-aumudnratswc%smseé@sn Q&&a‘ﬂﬂﬁas ‘s@itidn @ sdit8MBE R l&g arfd)brripbrallS €
conventional  eqhénibiEe vaisérde 6,9YAM dEa Sk tfiFBIphosphite 100 mM pH 7,0 eEEHOGIBARILREARIO se
conpounds  Suchprodifire péh@srit Usd helie, FteNip&idtars amBlartel Bous lagiRtidholid Yppdft niolalid SefBRENt
donor com poun@ssulfdSMCE parAREH CAPEC-maldifniia teStralofspiiRiss Rt Scold ArdB 25 BugelfRe B tahpshs
of the inventi ophosghetedimi EDTA 5mM, oM 6,5 iedonsefvéd b 4°C dviae calplage sucigepDAINdS, as

I ndi cat ed aboveb) Acfivatidnaie$ ig@i3R& par &r8PDBoNor conpound is a fluores- cent

eur opi um cr ypt at e,Simyitapgnient, $mg ditbEIN3agelennsiet1d mgknd dans juh tampersrhesphata dWpM.pH
conpounds sel ect Basant méapﬂl’d)almfbﬁy@@e idey SPDRyPletsa HBADE Raison decd.4mM dans du dioxane
phycocyani ne or 941s 8urappo P nanigBRB3.case where a terbi um cryptate
is used as the dorMFéSé% daﬁﬂatmf‘ﬁ't%?'F‘"B@"‘B'G%h@ﬁgﬁ@ﬂ?ﬁ'l‘?"&%%l’l&'f'ﬁ Wogologreant
accept or conpou S“E%T %“"“F’PR?HPMP 19100 mMpERTA S cocyani ne,

fl.ll’l

) e P
plycoer yt hrocyanl ? ‘ﬁ%","pﬁ ?'l" “6‘{" ar un z°'"t'°"
et e o Lef%n A T i e
, ﬁuorescén cc,gep or corrpo O"m

case, it will b%e@@,gs 1%

sel ected from cBlQke rﬂééimiﬁg'ose mentioned in European

patent appl i cat I 0TS figtiondbs groURemErE S Gur Ie¥mel el t'ré%ﬁséupm ¢ 3 1GRALAPC ac-
mentioned in Eumaﬁp%nn@é\fg@@bs-an mpi'éﬁi‘é l'leQBs y ﬂmﬂ,&%n aQ%C & b Pdbsdd seﬁaéadalda@cs
such as those Ofes fAdBHY thidld Risises bk st bibsubbe/Mar Fiddifih diufie sohftion & 100 mM de Nlnktryhe
case of an assapalbimida (Signit USA)aRsht ahdlcbebi@tish TRSID DO Béhdar Artieurs @ RADERRIF
the result w || ahan@val uated either on a solid support or by the addition
of—bxygem absor bi rg miliel esactiomrml ésopuirifiés pae gl iltriativg surdionns) TSKIG3000SVaRINRprépansive
bei ng known to (Bedewanrs kBA ) edampon phosphate 100 mM pH 7,0.
Les concentrations en APC et en 1gG 3D3 du conjugué purifié, élué dans le premier pic, sont dé-
terminées par les absorptions & 280 nm et & 650 nm, selon le calcul suivant :
[APClumaten = Agsonm/710000
35 [19G]moien = (Azs0nm=A280nm)/210000
avec A'gonm 6tant la contribution & cette longueur d’'onde de 'APC-maléimide, déterminée plus haut
{paragraphe 1 - a)).
De I'albumine sérique humaine (HSA) est rajoutée & concurrence de 1 g/l au conjugué qui est en-
suite réparti en aliquotes puis congelé & -20°C.
40 2) PREPARATION DES CONJUGUES IgG E1 - Eu TBP

La préparation de IgG E1-SH est réalisée selon le protocole décrit plus haut pour les IgG 3D3 mais
en faisant varier le rapport molaire de 4 & 16 SPDP par IgG E1.

A 5 mg (5 10-°*moles) de Eu TBP est ajoutée une solution & 25 mM de sulfo-SMCC, en tampon phos-
phate 20 mM, diméthyiformamide 10 % (v/v)pH 7,0 dans une proportion de 2,5 moles d’activateur par mole

45 de EuTBP.

Apraés 45 min d’activation & température ambiante, le milieu réactionnel est filtré 4 0,8 um afin d'éli-
miner le précipité éventuellement formé. Les produits réactionnels indésirables (sulfo-SMCC, N-hydroxy-
succinimide, acide (N-maléimidométhyl) carboxylique) sont éliminés par chromatographie échangeuse
d'ions sur colonne Mono Q {Pharmacia, Suéde) en tampon phosphate 20 mM diméthyiformamide 10 %

50 (viv), pH 7,0 sous choc de NaCl. La concentration en Eu TBP maléimide est déterminée & 307 nm avec
un £397nm de 25000 M-1em-1 ainsi que le rapport Aggzam/ Azsonm:

De fagon similaire & celle décrite plus haut on fait réagir les fonctions maléimides avec les fonctions
thiols fixés sur I"anticorps, dans des proportions molaires variant de 10 & 30 Eu TBP maléimide par IgG
E1-SH.

55 Aprés 18 heures d'incubation & 4°C et blocage des groupements thiols (éventuellement restés libres)
par N-méthylmaléimide, le Eu TBP non couplé est éliminé par dialyse en tampon phosphate 100 mM pH

7,0 & 4°C jusqu’'a épuisement (plus de fluorescence dans les bains de dialyse).
Les caractéristiques du conjugué sont déterminées par ses absorptions & 307 nm et 4 280 nm en uti-
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15 in the art. Chlorophylls and phthal ocyani nes can al so be used as

f1 uor escent acceptor conpounds W tgp Pssgiyy7 8y UM chel ate or cryptate as the
donor conpound. A nodul ated |ight source such as those des- 20 cribed in
Lakow cz, Pr| ncugl es of fluorescent spectro-_ scopy, Plenum Press, New York,
1983, p. 96-! Yiqurs %ﬂ%@&@gﬁhmteﬂe'mwmw Q’YP&I‘R“?HUFQ?Q"'B%FHR"E‘tl ng
excitation ) m nescent donor compound. In particular, the

anplificati 3 2' 00 i nvention has an inportant application in

v egcen e 0 b i | o0 Commet 1 Ve 206 xcest

assay met ho onogeneou
descri bed i:irﬁ'g{rl_gqoogéﬁ_%lrandon Ann. Cdin. Biochem 1981, 18, 253, and
E. 30 SAON OMdchd. Chem 1979, 25, 353). In particular, the
anplificati os)Appu nﬂo@i\ubbgAgglyngmLA@mEadvant ageously be used in
| Munoassays I iDnajotllslidEbssReihertiiahd des mibropBguéstonboliét@bned 38 phiis\(Dynktect, bSk) de
normal | y beissgurffected by a substantial background. 35 fact,
t he anplifi cat- €00 phax solatibn@tandaidodel proletine de concentfation conndé makes i t p055| bI e to
use tracers wh 19 ghdewenjegub ol EIENTAP(dontpug A 05agMyii el d and whose resi dual
signal is ther tPglde cerjugos lg@ ARBAPC @dvepteun)Asngimbles deux corfuguésiseht diibsxiads dutane
clearl ¥ 05  wi edn phosghatd &0 riM, HSAA gfl.dHI7éMi ng Exanpl es, which do not in any
way inply a |i /dpeainpubation pegdapbuge '@"fe?mpé@wb@htecpy'nﬁMl@ lalngstire £ I'aidet dudipo-
tests were linétred éﬂs?rd?mpe) Wﬁqﬁ@'ewphéﬁd‘"aﬁsq ynciitretac5@ om 820 nm derigrgaun evecE
trisbipyri dl‘ﬁ‘é’ é’%@ -as described in European patent

plication 1 PrePXBImEs 28 cQURR PR] APROPIeER H SRt EPPRATES dane iafrilRay dhyhni ne
%’Fnterﬁ"hl m nce) as the acceptor conpound, and on the other hand using
15 the ter b| umcryptate Tb trisbipyridine (TbTBP), pre- pared anal ogously
to Eu trisbipyridine, as the donor Gﬂgp%ﬂgaand rhodam ne B (Fl uka,
Switzerland) or B phy- coerythrin (Signma; -asee-p{-ehﬁirrpound
The dogor conpaund is used at_a concentrgti onGPS __ of | 104 &Rsr | [/1 in
different buffers: - fempoMHZAOSphate buffer mgopH 7.4 - 0.1 MTri§s buffer
of pH8 - 0.1 Tyis.HCL buff r of pH 7.3t buffefs also conffaining 1
g/l of human s%%#ﬁ%%"e al bunt’n, in the Fres e of d|fferdht
concentrationg of acceptor ¥0fpadind. The |f| a8838scence| can 4ps9meagured by
\t.h_e tiwe-reso| ved nethod b)@oaga}l’% of an ARC&J%:{SI uori -| nmet eéosgLKB, Sweden)
using an intefference filter

o 6500 4l : 23108 . 13529

35 Ces résultats montrent que le signal mesuré résultant du transfert donneur-accepteur varie propor-
tionnellement 2 la concentration en prolactine dans le milieu.
Les composés donneurs & faible rendement quantique selon I'invention sont donc particulidrement adaptés a
ce type de dosage immunologique.

40 EXEMPLE 5 : Dosage de la prolactine .

Un autre essal a été réalisé de maniére analogue & celle décrite ci-dessus dans I'exemple 4, paragraphe
3), en utilisant un composé accepteur différent : la C phycocyanine {Cyanotech,USA) .
On ajoute successivement dans des microplaques en polystyréne de 96 puits (Dynatech, USA ) de 350
4 '
- 100 pl de solution standard de prolactine de concentration connue
- 100 pl de conjugué lgG E1-Eu TBP (donneur) & 0,1 ou 0,5 pg/ml
- 100 pl de conjugué 1gG 3D3-Phycocyanine & 3 pg/ml.
Les deux conjugués sont dilués dans du tampon phosphate 50 mM, HSA 1 g/l, pH 7,4.
50 La mesure est effectuée aprds une heure d’incubation & température ambiante & l'aide du fluorimétre &
laser décrit dans 'exemple 1 équipé d’un filtre &4 647 nm de 20 nm de largeur.
Les résultats sont donnés dans le tableau Il ci-aprés et exprimés en coups par seconde (cps) :

&5
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adapted to the enission of the acceptor conpound. 30 The

ti me-resol ved nmeasurenent of the fl uw,gﬁrg:le was carried out in the
present test using a prototype laser tluorinmeter, which is described bel ow
A nitrogen pul sed | aser (LASER SCI ENCE I NC., nodel LS1-337ND) is used as
the excitation source 35 (wavel ength at 33 Aétlﬂ\g? III The duration of the
pul ses - 21 - is specified at 3 nanose i repeated at a fre-
guency of 10 Heptz——The heam passes through &P§ilter (CARNPBIG so a$ to
elimnategany || ght temper HBAi ng with the gxciggghi on, ofher than 337 fm 05

After entering [TE EdEiJ_IEbllthﬂ,ﬁallbcf, tHre-reamt+s—eH-peted—by—a roic
filter, placed ft deg- rees, which has |the property}of reflectingjthe

ultra- violet apd being%Blea®ltransnit tlhe visible ||ght. The beam
reflected by the dipghigitgabilter iy 10  flocugegh by a fused ailica | ¢ns on
to the welkd to be neasured in a mcroplatg. The Tl uoregcence em ssioh is
collected at a $olid angle of 20 @grees, |col FF&Rmt ed by t h&82ane | eng, and
passes directlyjthrough the di chmrjgc/,JUIt r (yysi bl e 1] ghtyqgguor escence).
15 Anlinterference fi " os«i characterisgics are defingd
according to the .n_hg_?ﬁaf ected m@I98s it pogsible
to elimnte the tilghtEx&palBRe of interferling with thef signal, the
intensity of which is thes rga,ﬁgured by a photomul tiplijer (HAMA- 20 MATSU
R2949). The pho(l;l)on counter used is an SR-400 ( STANFORD RESEARCH SYSTEMS)
and its operatiéns FARPEIARhr oni zad tion Wi th%Rk | asek are Bontrol |l ¢d by a
conpyter of theil BM PG AT type vizgap(RS 232 1g54gput . The ptiloggs com ng 25
fromthe ﬁ’hotom;ltiplier are recgd d durijng a gl ven tline gate (err) {and
after a given délay (td) provide P pul[ sed5%HQ abovie a d74¢ri ni nafi ng

| evel selected by the photon col@Q08r Ao as$ t@28gg i m ze t heysghgnal -t oi noi se
ratio of the phetamultiplier 30 An__X-Y plotter driven. by
the | BM ,4PC- AT, enables the microplate which is being neasured to adopt

di fferent posi tdeanssultatyniineht 4 Rtivedi ol varbti dusioRdd Mledliss rBdvitahk §u treh@6Bddnneur-accepteur,
posi ti oni Ng @ResrdnheNemerit & fal quhitittGle bloRictB PRJBARY dand I9miliel)ar gi ng, posi ti oni ng
under the exciting 35 beam automatic sequential evaluation of the 96
wel |'s, - EXEMPIEBL Doedie dél'antijend 199.m cropl ate. Either 200 [err] of working
buf\Lér ors200 [err] of

L'antigéne 19.9 est un carbohydrate représentatif du carcinome du colon.

Le site de I'anticorps anti-19.9 étant un épitope répétitif, on marque le méme anticorps soitavecle donneur,

soit avec I'accepteur.

On utilise pour cet immuno-essai homogéne des conjugués anticorps - Eu TBP et anticorps -APC préparés

85 de maniére analogue & celle décrite dans I'exemple 4.

L'antigéne 19.9 et I'anticorps anti-19.9 sont fournis par Centochor, USA.

Les deux conjugués sont dilués dans un tampon phosphate 100 mM, Na F 150 mM, HSA 1 g/l, pH 6.

On réalise une gamme standard d’antigéne 19.9 par dilution d’'une solution concentrée d'antigéne dans
du sérum de veau nouveau-né.

40 On ajoute successivement dans des microplaques en polystyréne de 96 puits (Dynatech, USA) :

- 50 ul de solution standard d'antigdne 19.9

- 50 ul de tampon de dilution

- 100 pl de conjugué anticorps-Eu TBP & 0,5 ug/mi
- 100 pl de conjugué anticorps-APC a Sug/mi.

45 Aprés incubation pendant 3 h30 & température ambiante, on effectue la lecture & I'aide du fluorimétre &
laser décrit dans I'exemple 1 équipé d’un filtre & 650 nm de 20 nm de largeur, avec un délai de 50us pendant
400ps.

Les résultats sont rapportés dans le tableau IV ci-aprés et exprimés en unités arbitraires (UA).
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the follow ng solutions: 05 all ophycocyanine at [err]Min working buffer
rhodam ne B at 2.10-[err] M 1.6. 18pbsdds¥Bi- 2. 10-5 Min 0.1 MTris HC
buffer of pH 7.1 10 B phycoerythrin at 1.54.10-6 Mor 9.6.10-7 Min 0.1 M
Tris HO buffer of pH 7.1 are added to 200 pl of a 2.10-[err] M solution of
EuTBP or TbTBP in the_working buffer. 1PABLEAU IV To determ ne the

anplification, the fll C was neasured 1n TTTSt{stage for the
SRR FRNE

T

donor com pound al on surement of|the area pak emtted at
620 nmgith an interflerenté¥|ter havi nb_a transni s¥hon fhctor of 80% and
a wdth at half heighft 20 g of 20 nmforf EUTBP, and b 545/ nmwith a filter
havi ng a transm ssi or facté)r of .80% and g width at half hejght of 20 nm for
TbTBP. In a second stlage, The fluorescence of the ni%t® turk is determn ned
after excitation at 307 nB@and 25 measured in thesyame way but at 670 nm
for theedonor conpound ingjghe presence of the accepig% conpound

(al I ophycocyani ne) anjd at 580 nm (rhodam ne, B phycd-""erytprin). The result
is evaluated after dglay43%f 0.1 and 30| 0.05 ns. 16DRe iifetine of the

emtted signals is allso gegsured. The results are agghol | ops: 35 - 23 -
1) Eu trisbipyridinelin a 0.1 M phosphatle buffer of pH 7.4 All ophycocyani ne
[err] Si gnal Signal [err] 05

0

6.2 10-6 |_|| Ces résuRa'ts6 montﬁptfgo le slg'r(l)al mesg?_vgrie propor%‘uonnslIeT_e%tAIa qﬁgrititSé d'apt;géne 19.9 d]éns
?lml'"_glbi pyridine in a 0.1 MTris buffer of pH8 1 0

& Of h%po%@mpgg-,: Wszsgjg&'g@@ne carcinoempryShridPS{ACE). Si gnal

[err 229 1 26

1 6. 2: 10- [ er phnstdet immuno-essai homoganb, on utilise deux2fiticorps monoclonaux &17%t G15 (CIS bio Midrna-
3.5 3) Tb tohalFraned) chupled Rashddtvdmbnt aveid dd Erystatbi@burbiiint EU TER et B Falfop cﬁaﬁniﬂhOdam ne
B Les deux conjugués G128UABP et G15-APC sont dilués dans un tathisbil Bhosprite 1bo MM, HSA 1 gh,
0.34 25 NaF 158hM. 1 36 1 10-5 H

0. 086 O Gjbute successivement dans'ldes microplaqub® €n polystyréne (Dynatdeh,3ISAY:

8.10-[err] H- 100 w de solution standérd 095 95 3 162

4.5 6.10-6 H- 100 ui de conjugus G12@rypthts 2 0,5pg/mi 85 2.7 132

3.7 4) Tb trt J09 e canjuped GIG-ARCA.Spgiil. Tris HCO buffer of pH 7.1 B

h]qyc oergt hri Aprés incubatiop gendint 3 h & 37°C on effeciueala lecturs a I'aide d'un fluorimétre 28 décritdans

s liexpmplequipédiun filtre 2 650 nm de 20 nm dp largeyr, @vecyg délai da 50 ps pendant 400 ps.
Les résultats obtenus sont rapportés dans le tableau V cl-aprés et exprimés en unités arbitraires (UA) :

36 TABLEAU V
ACE . Signal
ng/ml UA
“© 0 345
5,9 420
21 474
72 769
- _
2634 1058

Les résultats montrent une variation du signal émis proportionnelle & la concentration en ACE. De plus,
50  I'amplification du signal permet de détecter 'ACE avec une sensibilité de 'ordre du ng/ml.

EXEMPLE 8 :

Dosage de la digoxine
55
La digoxine est un glucoside cardictonique utilisé comme principe actif de médicaments traitant I'insuffi-
sance cardiaque.
A/ Préparation d’un traceur allophycocyanine digoxine par couplage au periodate.
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0 0.34 31 1 36 1
7.10-7 H 0. 124 4.6 214

5.9 4.8 10-[err] H 0. 157750 4TTBY, o, 4.9 200
5.5 30 err]=1lifetinme of the emtted S|gnal [err] = valuation

del ay [ err] =angagtivationde ldiawine pacle paripdate, |n aII e there i
anplificati on of 2?%"'5’? H'H‘P“é?ﬁ"i'? éme ﬂ]‘ﬁ% ug%sr'ﬁso'ar ed
with that ofPenippd ss 8,,? han BOblit | Gl
varlesﬁferom 1. gstg-go[u éﬂwp rat"re‘i'm rsqm?' NS
perforred in O

eur opi um cr ypt @ 1 |pyr e (preE)zl.iJr?gl eglgcﬂio ?dr@!'{eoetﬁvgﬁnﬁﬁ%awgﬁe
Eur opean pat eng; .u” E biOkind Ap@OnMpound at a
concentration : |uti t' h{Cyinoted Yampdn@orafe A DIt BjoutsdIB) deS
t he acggptor 1|Qso|utBQHP wﬂea&w&aQQMratlon of 6.2.10-6 M in water or
0.1 M phosphat e hydisRhgedst iRdubé peftdant Th3ta tenpEraturelsirhiante kéus agitatiantdovaat Laoeactione| d
of the rare eagstbBoduds par ot dwvoD iEinasdiition de botohiydrere de Eudfunerépanie edimpearaniredi ng
to the fornul aadelsol 85hg deNaBHj dadns 2,62 mi de tapjpon horatspH 8@ | i feti ne of the

eur opi um cr y pt é)tperificatioh i BacelriAPgdigdxinee, neasured under the experi nent al
condi - #ions, - [2aidy]mélange séactibrinplserit injectéfsutunp eolanna/iiR (18 GRH(Phermede. Rifde)bayit
77[err] K (li qullmermtbamvgewh))snhﬂlémo mM, pH 7, etéhﬁ%@"s'ﬁh‘éu%?"al'-?s’é PUH’E‘?‘P%’PH
([err] total) #uésperéomidetamoby a conventional method

described in Lakd¥irégupérepvirn 'éSsQH'FW'f?W@E%H?%‘ﬁé‘&“‘“ﬁdg@@ﬂ '°’F¢apé“h‘ﬂ‘ﬁi

Press, New Yor furéeppgnist peed; “’P)esol ved measure fl uor
tehce s then caBcPepntd Jigpping o8 65?'“ ar u dasag g '5@?8’ T'[?S‘%’ gu‘!fde)r
q? 3 - {'T I'E m . é;‘evron JI

described in_FxarlSIrerart and”al | ophycocyani ne

b6| ng br OughP’ lllo_|: CO tt]. 5 ‘..
effici ency g ) LIPS ’71% ﬁl §rtaﬁ:rgu aMce:::

an : :
6 dan pi %&E :Ef:@ S
'[DerNrjA‘ |§§ gﬁz elfch %?; 8%:%\‘6 ?tﬂ ilisé Br fon 80, ;lanI taﬁJ'Bon
phds ,g;e 13@,,,9, q,glngéMQ, b presence of the accept or and
[err]is the Le traceur APC-digoxine est utilisé & une concentration de 0,2 pg/mi dans le méme tampon.
On prépare une gamme de standards digoxine par dilution en sérum humain d'une solution de digoxi-
, ne (Fluka, Suisse) & 1 mg/ml dans un mélange éthanol/eau 50/50.
o/ 30 La courbe standard estréalisée & I'aide de prises de 250 pl contenant
- 50 pl de tampon phosphate
- 50 pl de standard
- 100 pl de traceur APC-digoxine
- 100 ul de conjugué anticorps-cryptate.
35 Les échantillons & doser sont composés de la méme fagon en remplaqant les 50 pl de standard par
50 ul de sérum individuel & doser.
Le dosage est réalisé dans des microplaques de 96 puits (Dynatech, USA).
Aprés 30 min d'incubation & température ambiante, on effectue la lecture sur un fluorimétre & laser
tel que décrit dans 'exemple 1, équipé d'un filtre & 665 nm, de 20 nm de largeur & mi-hauteur, dans une
40 fenétre de temps de 100 ps, aprés un délai de 50 ps.
Les résultats sont exprimés en pourcentage du rapport B/B, dans lequel B représente la valeur ob-
tenue pour chaque standard et B, elle du standard 0.
Les résultats obtenus sont rapportés dans le tableau VI ci-aprés
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¥ o0f prolactin: A honbgeneous inmunoassay show ng the

the principle of anplification to the assay of prolactin
trisbi pyridi nedi am ne,

was perforng&aﬁ'eﬁg@g%eeuropi um cryptate Eu 15
prepared asTdescribe n- Euro- pean patent application 321 353 (Exanpl es

and 4), s N

Preparation d'un traceur allophycocyanine-thyroxine (APC-T,)

a) Activation de la thyroxine parle S-AMSA

A 500 pl d'une solution & 20 mg/ml de T4 (Calbiochem, France) dans du méthanol sont ajoutés 500
p! d'une solution de S-AMSA (Sigma, USA) & 8,7 mg/mi (50mM) dans ou méthanol et le mélange est
incubé 15 mn & température amblante, avant ajolt de 500 pl d'une solution d’hydroxylamine a4 6,95
mg/ml (100 mM) dans du méthanol. Aprés 15 min d'incubation 4 température ambiante, 975 ul du mé-
lange réactionnel sont prélevés et additionnés de 525 ul d’eau bidistiliée filtrée sur filtre MILLIPORE
HA 0,45 um. Cette solution est passée par fractions de 250 ul sur une colonne HPLC Pep.RPC HR
5/5 (Pharmacia, Suéde) et éluée par un mélange méthanol/eau 65/35. Les trois premiers pics Slués
sont récupérés, et les fractions successives sont jointes et évaporées sous vide dans un évaporateur
rotatif. On récupére environ 3 mg de T, activée (T4-SH).

b) Activation de I'allophycocyanine parle SMCC

10 mg d’APC sont purifiés, puis concentrés sur cdne AMICON CENTRICON 30 jusqu’a une
concentration de 10,6 mg/ml sous 700 pl.

A cette solution sont ajoutés 160 ul d'une solution de sulfo-SMCC (Pierce, USA) & 10 mg/ml dans
un tampon phosphate 100 mM, pH 7. Le mélange réactionnel est incubé 1 h & température ambiante
sous agitation, puis '’APC activée est purifiée par chromatographie d’exclusion sur colonne G 25 HR
10/10 (Pharmacia, Suéde) en tampon phosphate pH 7.
¢) Couplage de la thyroxine activée avec allophycocyanine activée

Le contenu du ballon de T,-SH est repris par 200 pl de méthanol 50 pl de cette solution sont ajoutés
4 2 ml de solution d’APC activée en tampon phosphate 100 mM, pH 7. Le mélange réactionnel est in-
cubé 18 h & 4°C sous agitation, puis les sites maléimides en excés sont bloqués par 5 ul d’'une solution
de mercaptoéthanol (Sigma, USA) au 1/10 dans le tampon phosphate. .

d) Purification du traceur APC-T,

Le mélange réactionnel est concentré jusqu’a un volume de 1 ml sur dispositif d'ultrafiltration AMI-
CON CENTRICON 30, puis 50 pl d'une solution de N-AANS & 1 mg/ml dans le tampon phosphate sont
ajoutés (concentration finale en N-AANS environ 50 pg/mi). Le traceur est finalement purifié sur co-
lonne de chromatographie d’exclusion PHARMACIA G 25 HR 10/10 (tampon d’élution phosphate 100
mM pH 7). On obtient 2,5 ml environ de traceur & la concentration (calculée par DO & 650 nm, ¢ = 731
000) de 0,8 mg/ml.

L'évaluation du nombre de molécules de T, couplées par molécule d'APC est réalisée par dosage
RIA du traceur et comparaison & une courbe standard en T, (trousse T,-KPR, ORIS Industrie, France).
Le calcul donne un rapport sur le traceur purifié de 1,4 T/APC.

La purification du traceur APC-T, s’effectue en présence de N-AANS synthétisé a partir de N-ANS
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and by al |l ow nq t Aerég incubatiop pendaent 8} medietipdrajure gmbiarie; gn effegiue ladrsivre suryndiverimetre.d
with gentle tlaser ek pye dgarityians Mexemnies! équing dun tiitry & 665 pn, de 20 mrdelargeys)i-hautepr, @n
APC- mral ei ni de |‘§'"925‘ une ‘P‘H%ﬁf'?fhl"?%"’é@"@!‘i‘? S&“’Eﬁge"é’f?ﬁ%!’rﬂel“f‘?ét 1(?01’1!?%\‘”@?‘% topps de

phos- phate, 51 BATDS Yo\ fé and stored at for I | nxg
with | gG 3D3. "P\?‘A‘FP ?I‘“ ¢ %‘BS“ ara {8 ) d

| gG 3D3 at a c ﬂ’m ’:{5 Pb coRn Tﬁa WGB qﬂf’é:

of pH 7.0 are ac % S tion of SPDP (Pierce, USA)
at a concgntrationo %oésagn)%b'gam’?‘c"%ﬁ% ratio of 7.5 SPDP per

| gG 3D3. After actlvatlon for 35 mn at roomtenpera- 25 ture, the 1gG
pyridine-2-thione is purified on a G25 TBUf VBB colum in a 100 v
phosphate, 5 nM EDTA buffer of pH 6.5.- The proteins.are.concentrated and

the\ﬁyrl dg;l - 2-disulfide grotm%da}(riﬁereduce W™ “é/ﬁo*z" uttop of DIT
ng/ml
0 100
% 10 91
20 82,6
50 61,7
40 100 43,3
250 23
45 Les résultats montrent que les valeurs obtenues varient proportionnellement a la concentration en
T4
Revendications

1. Procédé d’amplification du signal d'émission d'un composé luminescent utilisé comme composé donneur
dans un dosage par luminescence d'un analyte, dans lequel on met en oeuvre également un composé
luminescent accepteur et dans lequel ie signal d’émission du composé accepteur est mesurs aprés ex-
citation du composé donneur 2 salongueur d’onde d’excitation, caractérisé en ce que le composé donneur

55 posséde un rendement quantique global faible et en ce que le rendement quantique de désactivation ra-
diative du niveau émissif du donnsur est inférieur au rendement quantique de I'accepteur.

2. Procédé d’amplification du stgnal d'émission d'un cryptate ou d’un chelate de terre rare utilisé comme
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30 (Sigma, USA) having a final concentration of 19 mM for 15 mn at room
tenperature. The DITT and the pyridine- 2-thione are rem)veq Hﬂjﬂﬂ"ﬂ“ﬂﬂﬂlﬁ”m
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Revendications
50

1. Procédé d’amplification du signal d'émission d'un composé luminescent utilisé comme composé donneur
dans un dosage par luminescence d'un analyte, dans lequel on met en oeuvre également un composé
luminescent accepteur et dans lequel le signal d'émission du composé accepteur est mesuré aprds ex-
citation du composé donneur 4 sa longueur d'onde d’excitation, caractérisé en ce que le composé donneur

55 posséde un rendement quantique global faible et en ce que le rendement quantique de désactivation ra-
- diative du niveau émissif du donneur est inférieur au rendement quantique de I'accepteur.

2. Procédé d'ampiification du signal d’émission d'un cryptate ou d’'un chelate de terre rare utilisé comme
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chr omat ography on a Mono Q col um (Pharmaci a, Sweden) 05

phosphate, 10% (v/v) di methyl f or mamni &P ol3sd 472810f pH 7 LHHH'I lmm m’rﬂlm
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it is exhauss.edrh&sas homogéidrde dbtedBibest out® AGErinatidn Par IGhinésyéncs d'Grodnaisth dand@n milieu
The char act er i séuseaptibidf detld\@ntanif) bat Giide @n Viddncbdu@roduitdeidadtiyn éntrs 'anbigte Biiuinis umt
307 nm anad 280 récaptesi dcogespbrelarit,abhsistantty val ues and allowing for the intrinsic
absorp- tion of tihieajouteypdittmilieu drepremien réestif constitulh d'au mbinaunA@Biteurtudit@natjte, 25
EuTBP- mal ei m de: 2} &ajedter dresegondirdactif choighearmitenalytel duyau 810ins F'un de ses récepteursy f'yn|deggdeux
APPL| CATI ON TO TwRctifséiant oqyplémmeqmmsmmmmmtm @U%M@dcfmmiwt?
to 350 [err] 96- ﬂererremeybquvvmfémwaﬁa\eesnm& umingsceniggoppteur, I'eg(p dajoptdes
of standa®d pr ol &ectifmPaantdtiediyeise etaprés exgiigfion d E'Eﬂ??’&ﬂ?%?H’“delum'é"eala'Q“GE%
[err]of 1gG E1 E ? E q@‘E’PBWHP'?es%"t nneyn oy r - 100 [err] of 1gG

3D3- APC conj ugat '"°s tes ar
diluted in 50 ren e |ee Tendem de;oodn |on Eq; n€ au %iﬁun
fo ne hgur at 41,00 étf I f 1’ ans ﬁmﬁs'ﬁe
(proto- type) Iaser uor ne er scr e 1, eqU|p 10 ped

with a 650 NE T prbdsB seith 18V ibhdlcatibh :ﬂghsr% H?\ uﬁe ﬁjlgth&% pQJexéQ chfabbrlss 80 ufl conk R :
[err]. The resul 15, g8l d&iFmildrdsht nellyth rBCHErheE ub FrémisiGé: ohdtitld bar #8/moins un
reported in Tabl gachitede @ucﬁthalﬁé couplé avec un composé luminescent donneur cdrfSfRt&pdr un EdyState ou
[err] cpszsHSA bufyh eielate de ter@@&8 Prol actin 9579 0 20
1200 [err] 13, @pfajouter dHRERn AR dofstifus par ud du piudBurs aut88¥eEbpteurs dudit analyte, ledit second
réactif étant couplé avec un composé luminescent accepteur,
3} & faire incuber ledit milisu aprés chaque addition de réactifs ou aprés I'addition des deux réactifs,
. 4) a exciter le milieu résultant & la longueur d'onde d’excitation du composé luminescent donneur,
\L' 30 5) & mesurer le signal émis par [e composé [uminescent accepteur.

5. Procédé selon la revendication 3 consistant en une méthode par compétition, caractérisé en ce qu'il
consiste :
1) & ajouter, audit milieu contenant "analyte recherché, un premier réactif constitué par un récepteur
35 dudit analyte, couplé avec un composé luminescent donneur constitué par un cryptate ou un chelate
de terre rare,
2) & ajouter un second réactif constitué de I'analyte couplé avec un composé luminescent accepteur,
3) & faire incuber ledit milleu aprads chaque addition de réactifs ou aprés 'addition des deux réactifs,
4) & exciter le milieu résultant & la longueur d’onde d'excitation du composé luminescent donneur ,
40 5) a mesurer le signal émis par le composé luminescent accepteur .

6. Procédé selon la revendication 3 consistant en une méthode par compétition, caractérisé en ce qu'il
consiste :

1) & ajouter, audit milieu contenant I'analyte recherché, un premier réactif constitué par un récepteur

45 dudit analyte, ledit récepteur étant couplé avec un composé luminescent accepteur,
2) a ajouter, un second réactif constitué de I'analyte couplé avec un composé luminescent donneur
constitué par un cryptate ou un chelate de terre rare,
3) a faire incuber ledit milieu soit aprés I'addition de chaque réactif, soit aprés I'addition des deux réac-
tifs,

50 4) a exciter le milieu résultant 4 la longueur d'onde d’excitation du composé luminescent donneur,
5) & mesurer le signal émis par le composé luminescent accepteur .

7. Procédé selon I'une quelconque des revendications 3 & 6, caractérisé en ce que le premier réactif et le
second réactif sont ajoutés simultanément au milieu contenant I'analyte recherché.

8. Procédé selon I'une quelconque des revendications 3 ou 4, caractérisé en ce qu’on utilise un seuf récep-
teur de l'analyte, qui est couplé soit avec le composé luminescent donneur, soit avec le composé lumi-
nescent accepteur.
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6500[ err] 23,108 13,529 These results show t hat thamu nm)lﬂmuw
resulting fromthe donor-acceptor gpgssisgrpyaries pro- to
t he concentration of prolactin in the rredl um The donor Cor‘rbod‘ndé" hvi f ng a

Iow guant ym acpordl to the i.nv heref. [ e par i cul ar
o o 1 i o i %@ﬁ SRRl St
a a es

Anot her assay was orrre n ogous cribed above in Exarrpl e
4, secti Olyg 3)’ | gefdn 7 erldica I’FSSQII Qéqug(? do&em

(Cyanotgech, Hﬁﬁsﬂtué da msu % ﬁfﬁw éaglplaié %le&cg iqbe Eé)fom pl
96-wel | pol ygbperdisre m croplates (Dynatech e[rr] of standard
prol actin soI ution of known concentratlon 05 - 100 [err] of 1gG

E1l- EUTBP conjugate (donor) at 0.1 or O,
3D3- phycocyani ne conjugate at 3 [errlAm =lhe two conjugates are diluted in
50 nM phosphate, 1 10 g/l HSA er %ﬁ/ ~4. The neasurenent is carried
out after incubation for on our at rpeemtenper re by neans of the |aser
fluorineter described & B47Rm filter of width

pg/m - 100 [err] of 119G

20 nm 15 The resul t 3~ e 111 bel ow and expressed
I n counts per second (cps): TABLE cps
cps HSH buffer 4890 - 1gG [ERRIE 0.1 g/m Prolactin O 5543

0 25 250 [err] 6525 982 1000[err] 7731

2188 10, 000 e% 595 3052 I% l[a? VJ EF ; 9| Pro thl n

9266 0 nato s 0u quatre Iences, que azot ecp 0S g.-e 010

it 1y o SRR R e ST BT e
@t ro

ondbshur" €d

S1 Q- res mpues par un

proportional |h¥téro¥chr$c9§e g&‘@t&ﬁé I{:B(d @C @Jb @rc&ﬁﬁmnt Hé"plus au moins un motif molé-
culaire ou étant essentiellement constitué par un motif moléculaire, ledit motif moléculaire possédant une
énergie de triplet supérieurs & celle du niveau émissif de I'ion de terre rare complexé.

11. Procédé selon la revendication 9, caractérisé en ce que le composé cryptate de terre rare est complexé
par un composé macropolycyclique de formule générale :

dans laquelle @, ® ot © ont les significations suivantes :
L = CoHy - X4 - CgHy - Xz - CoH, -
- CoHy - Xy - CH, - CgHy - CH2 - X; - CoH, -
X; et X, pouvant étre identigues ou différents désignent 'oxygéne, I"azote ou le soufre ;
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- 32 - the nmedium EXAMPLE 6 - Assay of antigen 19.9: Antigen 19.9 is a

car bohydr at e representative 05 of 3¢ ss@kA'BiCar Ci norm.

anti-19.9 antibody is a repetitive epitope, the sane anti ﬂﬂml I"a“l“ml

either with the donor or with the acceptor. Antibody- Eu%B and antws bady-+AP
usly to the rrethod described in Exampl e 4,

conj ugates, 10 prepared an

are used for this honngeneo S noassay. The antigen 19.9 and the
anti-19.9 anti body are~s @bntochor, USA. The two conjugates are
diluted in a 100 nM 15 phosphate, 150 nmM NaF, 1 g/l HSA buffer of pH 6. A

range of Sant | gen 19.9 standard$ is produced by dilufing a concentrated

solution of antigen in newbor nc.q-_a,l Loserum Thegi@ l-ew ng are added
successively to 96-well 20 pol ysty?ﬁne m C/6p| attes (Dynatech, USA): - 50
[err] of standard solution of antiggen)9.9 b0 [err] of dllutlon buffer -
100 [errie of antibody- EuTBP conj ugat . r]/m 25 - 100
[err]of antibody-APC conjugate at @ er incubation for 3 h 30
mn at roomtem perature, the resu e

fluorineter described in Exanple \ NR a 650 nmfilter of width
20 nm with a delay of 50 [err] an O/[err]. The results are
reported®i n Table IV bel ow and expr pt'trary units (AU). 35 -

33 - TABLE |V Ant| en 19.9 Signal u/mn AU 05

0 31% égntToxygéne ou 'hydrogpneyy 572 64 890 138

1602 278 2 Pmﬁzgélgl 10 These regul ts show Dat qwlgoorrgpﬁyéoggeu%s Ig%lypt\étaerdges
' pr@/port : gna yterblum rlsb eom cryptate% gp%um utr'lglepyridme

13. Procédé selon la revendication 8, caractdrisé en ce que le composé luminescent donneur est un cryptate
de terre rare constitué d’au moins un sel de terre rare complexé par un composé macropolycyclique de

formuleloull:
25
Z-Y=NH=-0C _ . ,CO0-NK-Y-2 -
Y 30
H,C CH 1
AN CNGA
35 N\@/N
40
R0 -Y-2
45
OO0 .
i /.\
N N
. ~o
dans lesquels :
- Le cycle de formule



in the nedium 15 EXAMPLE 7 - Assay of carcinoenbryoniTtantigen Tu:/-\)

Two nonocl'onal antibodies, Gl2 and g%ﬁ&g bio intern

coupl ed respectively with t he eur opi um cryptate EuTBP and ;ﬂiwm m

are used in this honogeneous inmunoassay. 20 [

Gl2- EuTBP and A 5-APC, are diluted in a 1 mvl phosphate 1 g/l HSA, 150 mvl
NaF buffer. The foll ow ng are added su eSSI y to poly- styrene

m cropl ates (Dynatech, USA): 25 " [err] of standard sol ution
- 100 [err]j-crypt ate conjugate at 0.5 [err©n1 - 100 pl of G15-APC
conjugate at 5 [err]/m After incubation for 3 h at 37[err]C,-the result is .
eval uated by neans Qfpih gsé{ %Elvén'tém“ meter described 30 in Exanple 1,
equi pped with a 650 nm er of wdth 20 nm with a delay of 50 [err] and

for 400 [err]. The result3—eR eported in Table V bel ow and
expressed jn arbitrary ugits o?—%g{ag \ 34 dHB4E V CEA Si gnal
ng/ m AU 05 b —N

474 72 760 2634\ ,qu , eI [NeQekaseiiED e

emtted signal varies proportionally he . c ormannocyalei [NaOsifouiyéle (E1)r t her -
I :

nore, the anplification of the signal ehables the CEA to be detected with a
sensitivity$¥ of the order of ng/m. 15 EXAMPLE 8: Assay .of di goxin Di goxin
is a cardiotonic glucoside used as the gctive principle of drugs for
treating cardiac insuf- RO  ficiency. Preparati on of an _

al | ophycocyani ne-di goxi n t |ing with periodate a) Activation of
di gexi;n with peri odate 26 | ution of [err](Fluka, Switzer- 25
| an prep&red for i medi ed to a suspen- sion of digoxin
(ref. 37100 Fl uka, Swtzer {ning 535 ng in 268 [err] of

absol ute ethanol. The m xtlure is incubated for 20 mn at room

2 macrocycle bis-bipyridine
25
L
35 - Y est un groupe ou un bras d’espacement qui est constitué par un radical organique bivalent, choisi

parmi les groupes alkyléne linéaires ou ramifiés en C, & Cy, contenant dventuellement une ou plu-
sieurs doubles liaisons et/ou étant éventuellement interrompus par un ou plusieurs hétéroatomes,
tels que 'oxygéne, I'azote, le soufre ou le phosphore, parmi les groupes cycloalkyléne en Cs-Cs 0u
parmi les groupes aryléne en Cq & Cy4, lesdits groupes alkylane, cycloalkyléne ou aryléne étant éven-
40 tuellement substitués par des groupes alkyle, aryle ou sulfonate;
- Z estun groupe fonctionnel susceptible de se lier de fagon covalente avec une substance biclogique ;
- R est un groupe méthyle ou représente le groupe -Y-Z ;
- R’ est 'hydrogéne ou un groupe -COOR" dans lequel R” est un groupe alkyle en C, & C, et repré-
sente de préférence le groupe méthyle, éthyle ou tertiobutyie ou bien R’ est un groupe -CO-NH-Y-
45 2.

14. Procédé selon I'une quelconque des revendications 1 & 8, caractérisé en ce'qu'e le composé fluorescent
donneur est un cryptate d'europlum et en ce que le composé fluorescent accepteur est choisi parmi I'al-
lophycocyanine, I'allophycocyanine B, la C phycocyanine ou ta R phycocyanine.

50
15. Procédé selon I'une quelconque des revendications 1 & 8, caractérisé en ce que le composé fluorescent
donneur est un cryptate de terbium et en ce que le composé fluorescent accepteur est choist parmi les
rhodamines, la thionine, la R phycocyanine, la phycoerythrocyanine, ia C phycoerythrine, la B phycoe-
rythrine ou la R phycoerythrine.
65



tenperature, with agitation, and the reaction Is then 30 bl ocked by the
addition of 100 [err] of 0.1 M glycek fi nal concentration of

activated digoxin, calculated on the asrs otBthe initia .
final vol urre is 1.2 x 10[err] M 35 - 35 - b) Coupli Emmnﬂnuwﬁmn
dicoxin with 3‘?1‘ BWEE)‘L‘S/am ne (APC) 95 [err] of the sol ut "on® of " di goir n

activated vm e odate I ogpsigh, pur I ed APC S
(oparorn.” AR RE ERPRC R el zmrth:g% g

h 30 mn gt roo jigﬁ ,;M’ ereac
R i SR b S
1.32 m of borayg, buffelr ﬁ% pH 9 RS Purrfricatér)orlt of the PC- di goxi n ®

tracer 2 m of agag-cﬁmgtnmngnaggure are injected on to an HR 10/10 &5

col um ( Phpar nmacéi& DoronRebfidingite] defings desint-bdantenbisbeutDauiiddidd DS Mé Qluntdnbidshate dk
pH 7, and el ut estrahlindsbesarivietubigh@h EvidsionsRiveau HBriDoRof Gepisimiufigidediertét als die Quéahtenbudbeu-
with 8 m of bulelderAkzeplopwsibindungl of a sol uti on of the APC- di goxin coupled
product containing 1.22 ng/mM of APC (neasured 20 by the absorbance at
650 nn) are RecVerfahrenl. zUhe Verstirkengt r desi oFmiefiongsignelsi reines cSeli¢newimetdlikiyptaten RieA
or DELFI A5( Phar $eltenerdmetiighlats,) das 3y onqryerhifidunachei der auantitativemBestimming einer zu analysie-
di goxi n/ al | o- pfegdes Adurghduminesgenzmesgungerwendst with pet i t i ve honpgeneous
assay of di goxr bel dem feipaLainedyminpstiotends Alag ga'l"ﬁfb'{i‘i““&ﬂt'!i"sﬂﬁy'"ﬁmj’ dap emitiigrte,Bjanshder
cryp- tate EuT Bizeptonrhipdungnagh ?Eﬂf"&j’*’aﬁ eongimedyliryriate edeeSefienerimgtalighelats ﬂé‘tl"ei’ n

lle wird,
Exanpl e 1 usin ?ﬂ’%?“Pl phe HF Qeg S W ouse nonocl onal anti body (ref

31604 M Prnterc nti.b t at.e at ued at .a
concentration of as bgﬁr?t ﬁﬁ%ﬁ%w q‘?t%iof\éﬁ—"%"i" E%‘:"f‘”em

buf fer of pH 7. ie lssronsmve des Ilsrl§ler-

concentra-
0.2 pg/m in the sa me'% p{er g‘?\ & of drgoxrn standards S

prepared By gi | Hiddgehes v;rfanrém .emsm urid/iodd? lq&gniha mféesfth.&% eierzlr ki @erenden Sub-
Swit zerl and) cogimiindideth MedidhY, i derh Sie @ntiténRinkh H Lumineszenzmessung unter Einsatz des
Produkts der Reaktion zwischen der zu analysierenden Substanz und mindestens einem entsprechenden
Rezeptor, das folgende Schritte umfait:
\L 1) Zugabe eines ersten Reaktanten, der aus mindestens einem Rezeptor der zu analysierenden Sub-
30 stanz besteht, zum Medium,
2) Zugabe eines zweiten, unter der zu analysierenden Substanz und mindestens einem ihrer Rezep-
toren ausgewdhlten Reaktanten, wobei einer der beiden Reakianten an eine lumineszierende
Donorverbindung, die aus einem Seltenerdmetallkryptat oder Seltenerdmetallchelat besteht, und der
andere Reaktant an eine lumineszierende Akzeptorverbindung gekuppeit sind,
35 wobei die Reihenfolge der Zugabe der Reaktanten umgekehrt werden kann,
und, nach Anregung des Gemisches mit einer Lichtquelle bei der Anregungswelleniinge der lumines-
zierenden Donorverbindung,
3) Messung des von der lumineszierenden Akzeptorverbindung emittierten Signals,
dadurch gekennzeichnet, daB das als Donorverbindung eingesetzte Seltenerdmetallkryptat oder
40 Seltenerdmetalichelat eine geringe Gesamt-Quantenausbeute aufweist und die Quantenausbeute der
Strahlungsdesaktivierung vom Emissionsniveua des Seltenerdmetalls kieiner ist als die Quantenausbeu-
te der Akzeptorverbindung.

4. Verfahren nach Anspruch 3, das ein UberschuBverfahren darstelit,

45 gekennzeichnet durch folgende Schritte:

1) Zugabe eines ersten Reaktanten, der aus mlndestens einemn Rezeptor der zu analysierenden Sub-
stanz besteht, der an eine lumineszierende Donorverbindung gekuppelt ist, die aus einem
Seltenerdmetallkryptat oder Seltenerdmetallchelat besteht, zu dem Medium, das die zu analysierende
Substanz enthalt, .

50 2) Zugabe eines zweiten, aus einem oder mehreren anderen Rezeptoren der zu analysierenden Sub-
stanz bestehenden Reaktanten, wobei der zweite Reaktant an eine lumineszierende Akzeptorverbin-
dung gekuppelt ist,

3) Inkubation des Mediums nach jeder Zugabe von Reaktanten oder nach Zugabe beider Reaktanten,
4) Anregung des resultierenden Mediums bei der Anregungswellenléinge der lumineszierenden

&5 Donorverbindung
und
5) Messung des von der lumineszierenden Akzeptorverbindung emittierten Signals.

24



water m xture. 05 The standard curve is producéd by taking 250

[err] sanples containing - 50 [err] te buffer -

standard - 100 [err] of APC-digoxin t%?g?g“r)ﬁ’?m Bﬂylﬂullllmgll l”"'
anti body-cry tate conj ugate The sa | es to be assayed ar | m
same vay, th Z;rftc %"sgre'spﬂsg Pnﬁ't"reée!?'&e@a "%/UFtP'Fr 50 ferr] of

i ndi vi dual ser erfor

. rzu nX"% slubstanz besteht,
m cr OpI ates 15 ind mse g{&?ne%e tat%der
tempera jure, t %sme |c|‘| E@m @ ﬁf%‘bn Tioh B
of 20 nm in a t;ﬁgﬁﬁg@;,ﬁl Q,ende,p Hggte,ﬂn a teer I del ay o qdn& P
results are expr %ﬁﬁﬁﬂatﬁﬁ d@s mmﬁsﬁacﬁﬁeeﬂzi.gabmnraawmeﬁmnach Bu Feiheﬁ?daﬁaﬁté?@
val ue obt ai ned f ay Ageglng Sde@'?é&ﬁlﬁderﬁ&d MBGlurh$ béiNRE AfvegunBéveflidnl & I&}nine'E_ﬂ&enden
resul ts ot ai ned pehdeveitifadng ed i n Table VI 25  bel ow. TABLE VI Digoxin

standard B/ Bo% afd ng/m O 100 1.6
96.21 3.2 5) M&gung devod der lumineszierendéh AkZeplcevetrbindung emittierteb Sigakls. 26
48. 86 35 - 37 - These results show that the val ues obtained vary

proporti onal By YesfatrbrenaglyArseruch 3 dascain kofpelitivpe Wenfahref MakMBltLE O - Assay of

t hyroxi ne# 05 gepgnngaichned durehi folgende Sebrittea| | ophycocyani ne-thyroxine (APC- [err]
tracer a) Acti vat%aat@fempmmwenm qeor as AloeynRegyptor def zujanalysiegendan Sybstagp begteht,

S- AMBA (Si gma, Ugghaneism umin W?R%YW"' ndueg WW‘W‘-#EE’%M&F'““&F’@ dipryenalysis-

10 500 [err] of refdeBybgianzAqthd H'PQP?’?F‘ wes! o he

- C m

ﬁ uga tﬁl;ut. die an eine lu-
Foxpor a Wengﬁgaggp i"i '§°!nw WE T, gl %ﬁmﬁn@m@an S S
(100 mM in meth ) | % gﬂ%ﬁﬁ%& jeé)eg‘l:{eakti\%ﬂ%tr cﬂzéﬁ% elgemi@ Q@@L#d

room t enperatur ey
with 525 [err] oy, u stl wat er Tier e
[err] filjger. Thi,gg

5) Messung des von der [umineszierenden Akzeptorverbindung emittierten Signals.

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 3 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daR der erste und der zweite Re-
'\_I/ aktant dem die zu analysierende Substanz enthaltenden Medium gleichzeitig zugegeben werden.

8. Verfahren nach Anspruch 3 oder 4, dadurch gekennzeichnet, daB ein einziger Rezeptor der zu analysie-
renden Substanz verwendet wird, der entweder an die lumineszierende Donorverbindung oder an die lu-
mineszierende Akzeptorverbindung gekuppelt ist.

35 9. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB die lumineszierende
Donorverbindung ein Chelat oder ein Kryptat von Terbium oder Europium ist.

10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daR die Donorverbindung ein
Seltenerdmetallkryptat ist, das aus mindestens einem Seltenerdmetallsalz besteht, das mit einer makro-
40 polycyclischen Verbindung der allgemeinen Formel komplexiert ist,

. /v\
. BN \O/

in der bedeuten:

Z ein drei- oder vierwertiges Atom, wie Stickstoff, Kohlenstoff oder Phosphor,

R _ keinen Substituenten oder Wasserstoff, Hydroxy, Amino oder eine Kohlenwasser-
55 stoffgruppe und

A,BundC unabhéngig voneinander Kohlenwasserstoffketten, die ggfs. ein oder mehrere Hete-

roatome enthalten und ggfs. durch einen Heteromakrocyclus unterbrochen sind, wo-
bei mindestens eine der Gruppen A, B und C ferner mindestens eine Molekilgruppe



solution is passed in 250 [err] fractions over a Pep.RP mm
(Pharnacia, Sweden) and eluted with g 377655{ 35 net hancﬂl“ﬂlﬂﬂﬂ'“ﬂtﬂﬁﬂm
The first three peaks eluted are recovere and t he succes$ive fLrad‘tr dns*are
pool ed and evaporated under vacuum on a rotary evag tor éﬁ‘
activated [err] are recové"ﬁ@&"erﬂ‘"eﬁ‘?ﬂﬂl"lﬂ‘taf‘ﬂwb "ér]f’ ;’E gﬁ‘ﬂ%’ﬁ%"s E%
25 10 my of APCE &l '?trEé‘Hg'and’eth igme PMPAGXIRKR
CENTRI CON 30 cone to a coﬁ&?ﬁf’ﬂ'&?‘ﬂ?ﬂ "of 10.6 mg/n in a vol ume of 700

[err]. 160 [ Iy
7129 50 e e s B
solution. The'r ct| on m x § I ncubate 1 T’u roomtenperature,
with agitation, and the actrvated APC i s then purrfr ed by excl usion

chromat ography on a G 25 HR 10/ 10 col upm( Pharmaci a, Sweden) in phosphate
buffer ofypH 7. 35 - 38 - c¢c) Co ctivated thyroxine with
activated all ophycocyani ne The ntents of the -SH fl ask are taken up
with 200 [err] of nethgnol, ' @t Lo are 05 added to

2 m of the solution o actr ed APC N 100 v Sphate blffer of pH 7.
The reaction mxture is incubaté 18 h at-ferr] with agitation, and the
excess n#eimde sites are then bl oc 5 [err] of a solution of

mer capt oet hanol (Sigma, USA) at a conceﬂ/ 10 tration of 1/10 in phosphate
buffer. d) Purification of the APC-[err] tracer The reaction mxture is
concentrated td!“!f"%‘P‘!}?fb of 1 m on an AM CON CENTRICON 30 ultrafiltra-
Qg devi ce and-BEnq@ rrJ( f a %E'l@atron of N-AANS con- 15 taining 1 ng/m
h

ospRat e buffef concentration of N-AANS about 50
[err]/rrt) The tra L JeP.
excl usion chr o%ﬁ%gﬁg"bm mf{‘l Beg%H&{E elu |%ﬁu gﬁ%?s %’Qtﬁ %er
Thi s gi ves about tracer at a. concentration of 0.8 ng/nt
(cal cul ated by the OD at 650 nm [err] = 731,000). The nunber of molecules

of T4 coupled per nole- cule of APC is evaluated by f the tracer and
com parison with a standar curve (R4- KPR ki t, 5 | ndustri e,
France). The calculati 0(? g a llatr 0 over the p tracer of 1.4
T4/ APC. The APC-[err] t+&c Id-$i ed 4 n the/ﬁr eseffce ofo, N AANS

sy esi zed from N- ANS ( KODAK¥ USA) by a modi fication of the pr ot ocol
described by HINDS et al. 30 (CLIN. CHEM 32, 16-21, 1986).

oder

worin X Sauerstoff oder Wasserstoff bedeutet.

56 12. Verfahren nach Anspruch 9 oder 10, dadurch gekennzeichnet, da® die Donorverbindung das
Terbiumkryptat Tb-Tris(bipyridin) oder das Europiumkryptat Eu-Tris(bipyridin) ist.

13. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB die lumineszierende Donorverbindung ein



B/ Conpetitive honpbgeneous assay of thyroxine in human mu“ﬂj““mm of
ant1 body and the europiumcryp- tat eEPE&gQEE#g.‘am ne is pﬂmul‘m I y
to the 35 nmet hod described in Exanple usi ng the anti-*T4 tmobse” - "39 -
monocl onal antibody R41 (CI'S bio international,France). This conjugate is
used at a conc&pfeperdmesplilryptatist das qus mindestens einem Helle ?Ezé’f’sﬁhﬁ'd'aﬁ‘kf makio-2 04
HSA buffer of pelyeyclischen Vasbindupg der Egrel{ oderllkomplexlertist o har od by dil ution 05

in a normal human serumtreated by ion exchange and devoid of T  The
standard curve is produced by taking 250 [erido-aappizes containing - 50
[err] of °N-AANS sol uti é‘n‘"—”“’g [err] of humgh serumdevoid of T or 50 4 10
of one of the [err] standards - *APC-[err] tracer - 100 [err]

of antibody-cryptate conjugate/T, be assayed are made up in the
sanme way, the 50 [err] of standya ei ng aced with 50 15 [err] of the
i ndi vidugy serumto be assayed. assay perfornmed in 96-well

m cropl ates (Dynatech, USA). After incubatio Jor 30 mn at roomtenpera-
ture, the result is evaluatetd,gn a |aser flugridreter as 20 described in
Exanpl e 1, equipped with a 66 %ﬂrﬂn}pj@?\hqv%g a width atThal f height of

20 nm wusing a 1000 Hz flash lang as the ex®itation source for 1 s, in a
tinme gatesof 100 ps and after a ay of [err]. The val ues obtained for
each standard (B) are 25 divided by ™eval ue of the standard O (err) and
expres- sed as a percentage (B/BO % . The concentration of the sanples to
be assayed is cal cul ated by conparison with the standard curve. The results

arge freported in Table VII below 30 35 - 40 - BLE VI| Thyroxine
B/ % nd?m 05 R=0 0 100 10
91 20 82.6 50 61.
25
(11),

85
worin bedeuten:
- das Ringsystem der Formel
B
-~
@ -N \N-
~¢c~
eine der folgenden cyclischen Gruppen:
45
n =0 oder 1
/ A\WARNE Makrocyclus [N§o4]
- ' N- bzw. Cyclus (22)
) ‘ a 3\ / Makrocyclus [Ni03]
% L J“L{/‘L . bzw. Cyclus (21)
\ PV o
55
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100 43.3 250 23 10 The results shealthat t he val ues

UL Y PR Y i geegea o (e NI

of a luninescent conpound used as a donor conpound in a 5 |ufi néscent" assay
of an analyte, in which a [um nescent agceptor conpound is also used, and

I n which the em ssion si ghal of the acceptor conpound is neasured after
excitation of the donor e its excitation wavel ength,
characterized in that theAd €oyppund posaksecychiselesver al
quantumield and in that vifel d of Big(bipyEidditti vati on of
the em ssion | evel of the g than the quantumyield of the
acceptor. 2. Met hod offanplifying the em ssion signal of a 15 rare
earth chel ate or crypjate_t used as a doner——<conpound in a | um nescent assay
of an angjyte, in whrch a umi nescent ac eptor conpound is also used, and

I n which the emssion sig of the accepgor conpound is neasured after
excitation of the rare ear [
wavel ength, characterized i raxne earth chelate or cryptate
possesses a | ow overall qu | in that the quantumyield of

radi ati vesdeactivation of t vel of the rare earth is | ower
than the quantumyield of tig=Z5 acceptar. 3. Honogeneous

| um nescent nethod of dgkecting and/ or Rdetermi ning an analyte in a
mediumin which it may be present, by revealing the product of the reaction

of { tlhhe anal yte mnth at Ieast one C
conksljlﬁ'stl 5] |>/n g;f % ‘??E”e d'? g}f g 'sa"a g’"p 3&8 t,
| east one recept or"'et"‘?ﬁge tigtug 5195&”718 en hgrg ge
fromthe anal yte &® p g °m "'Wmiﬁg ﬁB
reagents being cof 5%? %m engrpp "chW
ylengruppen wo Idle engruppen, oa Iléylengruppen und Arylengruppen ggfs. mit Alkyl-
2 gruppen, Arylgruppen oder Sulfonatgruppen substituiert sind,
- Z eine funktionelle Gruppe, die befahigt ist, eine kovalente Bindung mit einer biologischen Substanz
einzugehen,
- R Methyl oder die Gruppierung -Y-Z und
\L - R’ Wasserstoff oder eine Gruppe -COOR", in der R” C,_o-Alkyl und vorzugsweise Methyl, Ethyl oder
0 t-Butyl darstellt, oder die Gruppe -CO-NH-Y-Z.

14. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, da die fluoreszierende
Donorverbindung ein Europiumkryptat ist und die fluoreszierende Akzeptorverbindung unter
Allophycocyanin, Allophycocyanin B, C-Phycocyanin und R-Phycocyanin ausgewahit ist.

35
15. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daR die fluoreszierende
Donorverbindung ein Terbiumkryptat ist und die fluoreszierende Akzeptorverbindung unter den Rhodami-
nen, Thionin, R-Phycocyanin, phycoerythrocyanin, C-Phycoerythrin, B-phycoerythrin und R-Phycoery-
© thrin ausgewdhit ist.

Claims

1. Method of amplifying the emission signal of a luminescent compound used as a donor compound in a
ad luminescent assay of an analyte, in which a luminescent acceptor compound is also used, and in which
the emission signal of the acceptor compound is measured after excitation of the donor compound at its
excitation wavelength, characterized in that the donor compound possesses a low overall quantum yield
and in that the quantum yield of radiative deactivation of the emission level of the donor is lower than the
guantum yield of the acceptor.

2. Method of amplifying the emission signal of a rare earth chelate or cryptate used as a donor compound
in a luminescent assay of an analyte, in which a luminescent acceptor compound is also used, and in which
the emission signal of the acceptor compound is measured after excitation of the rare earth chelate or
cryptate at its excitation wavelength, characterized in that the rare earth chelate or cryptate possesses

56 a low overall quantum yield and in that the quantum yield of radiative deactivation of the emission level
of the rare earth is lower than the quantum yield of the acceptor.



42 corrpognd consisting of a rare earth chelate or cryptat el |
reagent being coupled with a | um nes tor conpound liﬂ m
possi ble for the order of addition oﬁ?#qugggents to be "IIlI
and, after excitation of the mxture with a Ilght source at the eXC|tat|on

wavel ength o tHemogenpgus usvnesnentsathod FPEWQ ragd/or gip i@ resgjumdn which it
signal of the I“‘L%bﬂé@ﬁé'h?y§ t'EPrP’?,dHFFﬁ Efa""fﬁ"“m%f”é tﬂ%‘ﬁt onp gorrepgonding

he rare ear repep "s nd possesses
1(::1|0W over al | : 3@9@9 ?eo?rlﬁ rﬁ%ﬁg@m{l ﬂi ﬁttl%’ asto oﬁ %i%éﬂg%:% wm?n

of the el ssi on b8hg % dot0a] &% st]‘n
the 15 acceptor ndt h bﬁ@ﬁ%b BPeﬁnn
excess met hod, cﬁf%r .{.leo & st beC Cla?é a?ud'd&er g;‘ﬁﬂyml)&llﬁeﬁﬂ'lléjhght

medi um cont ai ni ngou Gt tfid) Mﬁn&'n LB b neeeeﬁtldsﬂoaneamnt consi sting of
-at | east ;pne 20 gy meakiffin§iRe Bhissionsighal of tRéAMinescatd @dckiptd? compoGidtipl €d  with  a

| um nescent  donfira&@RRANIREL tHe RiGdatth tHaRitedF crybtdieAiséd f#eldbhof dofpaing podbestdsyiwaiers
'2) adding a sec@gantupigeiddnd GXhd itfelyleRIGS Rliatve dedltivatiahlof the ieinkSdraiéVel of €@ e4dé odrth is
for said anal ytigwer thah e GRfRMYielif the accé@étgent being coupled with a

l'um nescent acceptor conpound, 3) incubating said nmediumafter each

‘addi ti on 19f 4.eaMpthvt acodrding fo cimim 8 vlictemiolidts ip an excess Inethbdysharasterjzedincthat & ponsigtsiirt | ng
‘the resulting med)addingto saiti medivm cantaining the 3@alyte beingtested. @ firgt reagefit consistingofdt lnasf ornt
donor conpound, Breptsfessaidianajyte, mslplsﬂUM'UWQ%@G“%?WM@WQMMWGQ@@TPG%GWM

corrpound 5. orayptatod according to claim 3 which consists in

_ etitive met hdkpddipgasesendsapentepnsisting ofgpe ?’W@&T@Pﬁ’%"e\%‘s’s fquF'd a"a'yt&(ssa'f)se“"d
:ad ng, t% said FPéﬂﬂ“&‘?ﬂ"EG?Hp!SFWF '"whescaﬁa r eagent
‘consi sting of a ﬁ freosy h or

| pHcapnies e %gng@ o U e
conpound consi st% t@"B’F ngth o xpveg?eg DY TNy a
second reagent c 1§‘t’?‘%6‘°8‘?“9{?{‘é ‘Flr—& Umineseeny 28eePiR o % umi nesc?ant |
accept or gonpoYadh.sdhoobdid triikivh 2 ﬂs.ea?ﬂh%n.p%mvs InefRdd; bharfdidlideb mna?i‘t car nsists in:
reagents or af t eqy s dlatnletiim qfﬁjglﬁthe gdéa erft &6nisibting 9 4 reptor
resul ting nediu n\‘or&ﬁd anhi{ cubfeli v dl@ﬁinéé@e\‘n oﬁd? ntbo dcé @tlﬂg'éfﬂ riY@ 84+ ithel 408 Sypt-
conpound, 5) neagring he Signal emtted by the | um nescent
\L 2) adding a second reagent consisting of the analyte coupled with a luminescent acceptor compound,
' 30 3) incubating said medium after each addition of reagents or after the addition of the two reagents,
4) exciting the resulting medium at the excitation wavelength of the luminescent donor compound,
5) measuring the signal emitted by the luminescent acceptor compound.

6. Method according to claim 3 which consists in a competitive method, characterized in that it consists in:
35 1) adding, to said medium containing the analyte being tested, a first reagent consisting of a receptor
for said analyte, said receptor being coupled with a luminescent acceptor compound,
2) adding a second reagent consisting of the analyte coupled with a luminescent donor compound con-
sisting of a rare earth chelate or cryptate,
3) incubating sald medium either after the addition of each reagent or after the addition of the two re-
40 agents,
4) exciting the resulting medium at the excitation wavelength of the luminescent donor compound,
5) measuring the signal emitted by the luminescent acceptor compound.

7. Method according to any one of claims 3 to 6, characterized in that the first and second reagents are added
45 simultaneously to the medium containing the analyte being tested. '

8. Method according to any one of claims 3 or 4, characterized in that a single receptor for the analyte, which
is coupled either with the luminescent donor compound or with the luminescent acceptor compound, is

used.
50
9. Method according to any one of claims 1 to 8, characterized In that the luminescent donor compound is
a chelate or cryptate of terbium or europium.
10. Method according to claim 9, characterized in that the donor compound is a rare earth cryptate consisting
55 of at least one rare earth salt complexed by a macropolycyclic compound of the general formula
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accept or conpound. 6. Met hod according to claim3 which—eensi sts—+ha——
15 conpetitive nethod, characterizedg st consists.in: addi ng, to
sai d nmedi um contai ning the anal yte bedlﬁr?gé?gﬁtdgd, a first rtﬂumwnt &ﬁﬁ””m
of a receptor for said analyte, said receptor being coupledy ¢ S iis

| um nescent acceptor conpound, 2) adding second reagent consisting of the
anal yte coupled with a | um nescent do nd consisting of a rare

earth chelate or cryptate, 3) in ing said nethym either after the

addi tion gf 25 each rgage or aftefsNthe additipn of the two
reagents, 4) exciting the resut rtati wavel engt h of
the | um nescent donor conpound, 5) 1gnal emtted by the

| um nescent 30 accept or compound. 7% thod according to any one

of claimse 3 to 6, characterized in that t first and second reagents are
added si mgl taneously to the medi um contai ning the anal yte being tested. 35

8. Met hod mevhish Zisadrivalant@ntgtravalent afomGlichi agnitrdgen) carbon ariphospliona) R is @cthing, hydro-
that a singl egen the bysirazyl groliman aminegroup dta hjdrockibon radicall dndtmedivateat, radidals @ , Bkand
coupl ed either (@indeperidently afvineemthersre bidrecarbanchginswhigh may aximeyinat tratainiens eraweechet-
accept or conpoutsdatomssand seyjor maty not be infetsuritagdby aammfmyqeoatmy opg thefradichld® @ of

to 8, 5 ctaract & additienally-potpipg at jerst onq malestiarusiher egnentially convigiind ef @ molscular unfiesaid rao-
or cryptate of leefaspgiipossessingragraateniriplatpnergy thanihe qipitsion leve) piiherpmplgxed|rate parth fon.
characterized in that the donor conpound is a rare earth cryptate
consi st g’ ofabshelirerius . ekt n e crygpatn Gorigund ' complexed by a
naQLppon%yclicmﬂﬂﬂﬁ BYAlF caPPURLer e gane oMY 3 2 - R 15 in which Zis a
trival ent®or tetraval ent atom such as nitrogen, carbon or phosphorus, Ris
not hi ng, hydrogen, 20 the hydroxyl groupg/z¥n am no group or a hydrocarbon
radi cal and the dival ent radicals [EBR 9
hydr ocar bon chai ns which may or
may or 5 may not ber -

nore het eroatons and
Ze+ Rucrocycl e, at

ally containg at |east
one nol ecul ar unit or essentially cO®s a nol ecular unit, said

nol ecul ar unit possessing a greater trip

\L' 30
in which ®, ® and © are defined as follows:
~CoHe- X - CeHy - Xo - CoHa -
<C2Hs X1 - CHz - GgHy - CH, - Xp - CoH, - :
X; and X3, which can be identical or different, denote oxygen, nitrogen or sulfur;

35
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- _ Ol
CHZQ CHy
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-C-CH, -0 0-CH,-C—
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than the emi ssion | evel of the conplexed rare earth 30 ion. VET hod
according to claim9, characterized ePos38ajzge rare earth

conpound i s conpl exed by a nmacropol ycyclic conpound of thel aemmgjlmilmlrmu#l“,
35 45 in whk% &ﬁn are defined as follows: [err]

[ err] whi ch can*B8ng PUPRANOEMAOG §i f f erent, denote oxygen ni trogen or

sul fur; [1?0 'iw]ethgiia&orﬁmd to Q'rn%é onxl &Q&e 4l ﬁl?t thd don%%{;lﬁ&?@a? ti\% ﬁéblu(q\ %ﬁgehl%d

accordlng
tri &'k th
conmpound i s thes um cerey|roo '5t gy tris pyr| dine or the europiumcryptate

Eu trisbi’ PY i3 divafhiod stidordifglo claim 8, MHetalto edih fhaf thl 10HindsBenfdonbrBbrpound 184 Rfdlearth e Rl

in that the TUgR.RERREf &R nERRREH Kl bopRxéddy 8 mBabidlycyeliotBingduRd SHRINRISLSr Y
of at least one rare earth salt conplexed by a nmacropol ycyclic conpound of

formula | or II: *Z<Y-NH-08 S 46 5 HC ,C0-NH-Y-z CH 10 [err] 15 20
in which#a25 - the ring of the f ¥s one of the follow ng rings:
510 - Y is a group or spacer ' onsi\sts of a divalent organic

radi cal selected fromlinear{o

15 I
N
25
U’ 30
II
85
in which
40 - the ring of the formula
-N N=-
45 \@/
is one of the following rings:
50
_ n=0o0r1
1) / \o/ N —\ [N,0,] macrocycle or (22)
-N N~ .
\ 0 ring
55 Y {N,0,] macrocycle or (21)

ring
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15 branched [err] al kyl ene groups which may or may not contain one or

nor ¢ ‘doubl e bonds and/or may or errupted b
het er oat ons such as oxygen, nltrogengpéﬁ*aﬁlf}gi)r phgsphorﬁsm‘aﬂm“ﬂmlu‘“‘
cycl oal kyl ene groups or from[err]rylene 20 groups al yl &ne$
cycloal kylene or arylene groups bei,ng unsubstituted or substituted by

al kyl, aryl or sul fonBte groups; Is a functional group capabl e of
_bondlng covalently W th substance; 25 - Ris a nethyl group or
‘the group -Y-Z; - R | a group -COOR', in which R" is a
e[rr] al &l group and & nregresents the nethyl, ethyl or tert-butyl
‘group, or alternatively, ' -CONHY-Z 30 14. Met hod
according to any one o , Characterized in that the

ted from al |l ophycocyani ne,

R phyco { he. 15, t hod
. char acP ggﬁi@?ﬁ'%‘??‘lﬂaﬁﬁoecyc;d\ée

um cryptate and in that the

ted fromrhodam nes, thionine, R5
phycoerythrin, B phycoerythrin or R

R R*

fl uorescgpt acceptor ¢
al  ophycocyani ne B, C ghycocyani ne or
according to aﬁ) one of \cl

fl uorescent donor conpo
fl uorescent acceptor ¢
phycocyansne, phycoeryt
phycoerythrin.

\J/ Y is a group or spacer arm which consists of a divalent organic radical selected from linear or branch-
20 ed C, to Cy, alkylene groups which may or may not contain one or more double bonds and/or may
or may not be interrupted by one or more heteroatoms such as oxygen, nitrogen, sulfur or phos-
phorus, from Cs-Cs cycloalkylene groups or from Cg ot C4, arylene groups, said alkylene, cycloalk-
ylene or arylene groups being unsubstituted or substituted by alkyl, aryl or sulfonate groups;
- Zis a functional group capable of bonding covalently with a biological substance;
25 - Ris a methyl group or the group -Y-Z;
- R’ is a hydrogen ora group -COOR”", in which R" is a C4 to C4q alkyl group and preferably represents
the methyl, ethyl or tert-butyl group, or alternatively R’ is a group -CO-NH-Y-Z.

\J/ 14. Method according to any one of claims 1 to 8, characterized in that the fluorescent donor compound is
30 an europium cryptate and in that the fluorescent acceptor compound is selected from allophycocyanine,

allophycocyanine B, C phycocyanine or R phycocyanine.

15. Method according to any one of claims 1 to 8, characterized in that the fluorescent donor compound is a
terbium cryptate and in that the fluorescent acceptor compound Is selected from rhodamines, thionine,
35 R phycocyanine, phycoerythrocyanine, C phycoerythrin, B phycoerythrin or R phycoerythrin.

55

32



