The present invention relates to a nmethod of reducing interference in a
fluorescent assay. At the present gpigsgdsgBynoassays are wdely used for
the qualitative and quantitative analysis of conmpounds in biol ogi cal
fluids. 5 Anong the techniques in existence, fluorinetric
assays havZ°¥EPH®Y in inportance. In fact, they have a number of

advant ages,
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24 32 3 qn p@! ulateur a pour effef d’éviter la perturba lafl scence du ché-

late de terre rare par les autres molécules présentes dans le milieu. La variation de fluorescence mesurée est

alors fonction de la seule réaction antigéne-anticorps. Les modulateurs proposés sont des macromolécules

telles que des protéines et des détergents, et doivent étre utilisées en excés dans la gamme de 0,1 & 10 g/l

4 Le probléme des interférences dues aux molécules présentes dans le milieu de mesure n'est néanmoins
complétement résolu par aucune de ces méthodes. En effet, une source importante de limitation de la sensi-
bilité de la mesure par fluorescence est 'existence de processus d’extinction ("quenching”) dus 2 des molé-
cules présentes dans le milieu capables d'inhiber la fluorescence de la molécule fluorescente utilisée comme
marqueur dans le dosage. Dans le cas des complexes de terre rares, ces processus peuvent résulter de mé-

45 canismes de transfert d’électrons par proximité, dans lesquels la molécule inhibitrice vient occuper les sites
de coordination restés libres au sein du complexe. On peut en particulier citer les réactions red/ox intervenant
entre la molécule flucrescente et des molécules présentes dans le milieu. Ces mécanismes sont susceptibles
de faire varier de fagon non négligeable la fluorescence émise.

L'inhibition de fluorescence due aux phénoménes redfox n'est pas décrite dans la littérature relative aux

8  dosages immunofiuorescents homogénes.

Larticle Weber et al, Clin. Chem, 1983, 29/9, 1665-1672, décnt l'influence d'interférences dues en parti-
culier & I'acide urique dans la détection ampérométrique d’un complexe Tris(2',2"-bipyridine)ruthenium (lli). Ce
complexe provient de la réaction red/ox du complexe correspondant Ru(ll) capable d’oxyder un complexe ex-
tincteur Co(lll). L'acide urique a été identifié en tant qu’agent réducteur de Ru(lll) et est donc susceptible d’in-

55 terférer dans la mesure.

Ce mécanisme red/ox di 2 un transfert d’électron entre un composé flucrescent et un composé extincteur
a également été mis en évidence par Sabbatini et al., J.A.C.S., 1984, 106, 4055-4056. Cet article décrit no-
tamment I'oxydation d'un complexe M(CN)¢4~ dans lequel M est le fer, le ruthenium ou I'osmium par un cryptate



nodul at er which stabilizes the rare earth chelate bound to the biospecific
reagent, in such a way that the negpykshsépgyorescence is actually a
function of the concentration of the analyte. The effect of this nodul ator
is to prevent Rﬁrturbatlon 10 of the fluorescence of the rare earth
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mechani smg@cr eases t lifetime and nodifies the em ssion spectrum of the
conpl ex En tant qu'ion de terre rare, on peut utiliser en particulier des ions de terbium, suropium, dysprosium, sa-
marium ou neodymium. On utilisera de préférence le terbium ou I'europium.
45 Le procédé selon l'invention est avantageusement utilisable pour réduire les interférences dans [e milieu

de mesure d'un procédé de détection et/ou de détermination par fluorescence d'un analyte dans un milieu sus-
ceptible de le contenir.
Le procéds de I'invention trouve une application importante dans les dosages immunologiques par fluo-
rescence, aussi bien dans les procédés de dosage dites par compétition ou par excés, en phase homogéne
50 ou hétérogéne, décrits dans I'art antérieur {Landon, Ann. Clin. Biochem, 1981, 18, 253 et E. SOINI et al, Clin,
Chem. 1979, 25, 353).
En particulier, le procédé de détection et/ou de détermination de I'analyte est un procédé homogéne.
Dans un aspect préféré, le procédé de réduction d'interférences de 'invention est utilisable dans un pro-
cédé de détection et/ou de détermination par fluorescence d'un analyte dans un milieu susceptible de le conte-
§5  nir consistant :
1) 4 ajouter audit milieu un premier réactif constitué d’au moins un récepteur dudit analyte ,
2) & ajouter un second réactif choisi parmi I'analyte ou au moins I'un de ses récepteurs, I'un des deux réac-
tifs étant couplé avec un composé fluorescent donneur et I'autre réactif étant couplé avec un composé
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containing said ion, thereby greatly affecting the sensivity of the
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will pref St ar fluorescence d'un analyte indiqués ci-dessus sont ajoutés simultanément au milieu
contenant I analyte recherché.

40 Dans les procédés de détection et/ou de détermination par fluorescence utilisant le procédé de réduction
d'interférences de I'invention, on choisira avantageusement comme composé fluorescent donneur un chélate
ou un cryptate de terre rare, en particulier les cryptates décrits dans les demandes de brevets EP 180 492 et
321 353.

De préférence, le composé fluorescent donneur est le cryptate de terbium: Tb trisbipyridine ou le cryptate

45 d'europium : Eu trisbipyridine, tels que décrits dans la demande EP 180 492,

Dans un aspect avantageux le composé fluorescent donneur est un cryptate d'europium et le composé
fluorescent accepteur est choisi parmi I"allophycocyanine, I'allophycocyanine B, la C phycocyanine ou la R phy-
cocyanine.

On peut également utiliser en tant que composé fluorescent donneur un cryptate de terbium et en tant

5  que composé fluorescent accepteur un composé choisi parmi les rhodamines, la thionine, la R phycocyanine,
la phycoerythrocyanine, ia C phycoerythrine, la B phycoerythrine ou la R phycoerythrine.

Linvention sera mieux comprise a["aide des exemples ci-aprds qui ne présentent aucun caractére limitatif.

Dans les exemples qui suivent, le cryptate d’europium Eu trisbipyridine diamine est préparé comme décrit
dans la demande EP 321 353 (exemples 3 et 4).

55 Les abréviations utilisées ci-aprés sont les suivantes :
APC = allophycocyanine
DTT = dithiothréitol
EuTBP = cryptate d'europium Eu trisbipyridine diamine

4



20 . : The nmethod according to the invention can advantageously be
used for reducing interference in gpgsse@sEii Ng nmedi um during a fluorescent
met hod of detecting and/or determining an analyte in a nmedi um which may
contain |t The met hod, of the |nvent|on has an inportant application in

fl uorescen |rmunoass§§“ M2 t he so-called conpetitive or excess
assay 25 ods geneous phase, which have
been descr Eﬁ g| n th .&2;&(3@% ﬁ&ﬁ‘@f . Biochem, 1981, 18,

D GMdit Wi 343) In particular, the

253, ang Es i |
rethod of 6-%&;-%@10&:“9 ZQEclrﬁidﬁg: & L1 Bcortn i lobing foaiboljilEPgENE0US MEt hod.

Accordinigde® a preferred feature, the nethod of the
i nvention for reduci ng |nterference can be used in a fluorescent method of
detecti ng exgMraE1det erm ning an analyte in a nediumwhich may contain it,
consi steng in: 1) adding to said nediuma first reagent constituted of at
| east one Eftat dywliudrurd dersodium (NaEysarl Iy dwrée dé'vie d’ém)ssianidli angptate dahicopiant Eu risbipyrkiine
sel ect ed f diaming émanilisnsbrigue or at | east one of its receptors, one of the two
reagents being coupled with a fluorescent donor conmpound and 5 the ot her
reagent bei n¢fied uedetfﬁtﬂmﬂtemmgcwtada@eépkuwn@merlemmtpneurenumar
of addi®i oRuigsbinyritinediag &ﬁﬂ%dﬂﬂévﬂ'PqB"ﬂQEME’éﬂaé""S‘)"JUP'Fﬁ?ﬂ piat d'eyrepium idann
medi um ei t YAYP aRFopRivgubsBilisghlas danspn ipmupessssi ﬁ?“ @PP‘%{‘F‘PGWP‘P!.?Q eUfaRivTP ?‘Gﬁ“‘bf
bath r eageﬂlt'§°’p55“°" al antisprelacting B ({dS big interna r?’ ure dayle d opjspipn.de;cg epnju-
wavel engt h8 j;ﬁz prégsmilist rponphosppalasip 'Pf&e“%[tq“‘eﬁt?ﬁs?"ﬁ?t’iﬁ'ﬁétﬂmﬁfﬂ&‘é‘?"
kinetic_cofarH t he signal emtted by the fl uorescent acceptor

conpounzgl. to the invention
can 10 a+‘nJ '% and/ or

z L} 8 S ate -
det er m ni ”ﬂa@ﬂa@ﬂﬁhgg—%ﬁu%ﬂﬁaﬂe‘é o_vguéaﬂ may cont ainit, with the aid of an
excess net —rrg—rrr'—r)—a'g]d'l‘rrg—to sai d nmedi um cont ai ning the
anal yt epi n q em@twma‘s) deEu TBP 8dl §BitsdURD Sdiitibn 155 niM dePsulicCSMES, 8h tafPén phédpRlte
anal yte, atfylsbimamiié 100 G/ BINY,0 AAHEQhe FIESERIBR BEI25 thiles d'sllivatiilEaBioid dSBE ONd
r eagent comp sting of one or nore other receptors for said analyte, said
second r eage aprab4s mif dadivition 8 tevipériitu® ambiditté, ferhibauiréaationAg) b filtré @ 018 hiatin d'@iminer
i ncubat i nglep@tipitééeitualiamentfdves. Lesiptodaitsirdaetioanktk indésiabled (sulfe-SNCC MNalgyeirvkysoadcininiideg r
t\ne addet i andeqR-maldinidométhglearbexyliqlé) sont 4fjmissepart chromatobrephiecisbngeuse d'ivesisun calanhe t he
exci t at i on(Mene@) (BiegrnaciagBusté)@n famperpbesphate 2Q0roM diméthylforsmmidd 10 % (vidapkt?,Gfousichbé ght
source, 5)detatl LajcqurentrationseryFnTBRmaléimide ebfydétermeinde| & A7 amcaver Unbeae e @000 M-
conpound. ¢W.a preferred aspect, in the aforesaid excess nethod, only one
receptor of the analyte will be used, which receptor is coupled either with

the dorfdr Dhmctvetiondsslg@EpparleSRBBuNd, or with the acceptor fl uorescent
deffpound.

Simultanément, 5 mg d'lgG E; & raison de 10 mg/ml dans un tampon phosphate 100 mM, pH 7,0 sont ac-
tivés par I'ajout d'une solution de SPDP (Pierce, USA) a raison de 6,4 mM dans du dioxane dans un rapport
molaire de 4 & 16 SPDP par IgG E;. -

40 " Aprés 35 min d’activation & température ambiante, I'lgG pyridine-2 thione est purifiée sur colonne G25
superfine dans un tampon phosphate 100 mM, EDTA 5mM, pH 6,5.
Les protéines sont concentrées et les groupes 2-pyridyl disulfides sont réduits par une solution de DTT
(Sigma, USA) ayant une concentration finale de 19 mM pendant 15 min & température ambiante. L.e DTT et
1a pyridine-2-thione sont éliminés par purification sur colonne G25 superfine (Pharmacia, Suéde) en tampon
45  phosphate 100 mM, EDTA 5mM, pH 6,5. I.a concentration en IgG-SH est déterminée 4 280 nm avec un e2onm
de 210000 M-t cm,

¢) Conjugaison des lgG E, avec Eu TBP-maléimide

50 La fixation des groupements thiols sur les maléimides est réalisée dans des proportions molaires de 10
& 30 Eu TBP maléimide par igG E;-SH. Aprds 18 heures d'incubation & 4°C et 4 I'obscurité sous agitation dou-
ce, les fonctions thiols restées libres sont bloquées par I'addition d’'une solution & 100 mM de N-méthyl maléi-
mide (Sigma, USA) ayant une concentration finale de 20 mM pendant une heure & température ambiante. Le
Eu TBP non couplé est ensuite éliminée par dialyse en tampon phosphate 100 mM pH 7,0 &4 4°C jusqu’a épui-

55  sement (plus de fluorescence dans les bains de dialyse).

Les caractéristiqgues du conjugué sont déterminées par ses absorptions &4 307 nm et & 280 nm en utilisant
les valeurs suivantes en tenant compte de I'absorption propre du cryptate Eu TBP déterminée par le rapport
Agg7nm/ A2sonm déterminé expérimentalement



The, net hod according to the invention can also be used in a fluorescent

met hod of detecting and/or determ rgpykssgissaial yte in a nmedi um which may
contain it, with the aid of a conpetitive nmethod consisting in: 1) adding,
to said ma% &co a n| ng the analyte in question, a first reagent 30

consi sting - W f Lox said anal yte, coupled with a fluorescent donor
conpound, gg’ﬂ“’hg a second reagent consisting of the anal yte coupled wth
a fl uorescﬁ%—'g;';wg“m @oogpaund, 3) incubating said mediumeither after the
addi tiog of eagll reggegiror after the 35 addi tion of both reagents,

6 4) exciting t’ﬁe resulting medium at the excitation wavel ength of the

f 1 uor escentps HesuRIde ftiuRe 48 He d'BrhisdiBAAYE Ybnjug (s dnBicdrisLctypiite deliobilif darldYeduldEen milieu

f 1 uor escenissndi&érprébende@ERaR/ND. The NELhoOd according to the rnvention for
reduci ng interference can 5 al so be used in a fluorescent nethod of

det ect i mg andle@onjuas igG E\-Bu TRP ppéparé barhnyd décrit plushantee diwe auhi280 danseun tapepoh ptiosphats
with the ai100 0¥ pH 7conimettiligl desénam diathinehumais (HBA) et des cdncertwitiong wgriables dediuture
medi um condasedungNaMle anal yte in question, a first reagent consisting of a
receptor for @uaieiteA90 kyde cettesglutipn ebide ltdslsérbeld za@l oeHyeatché ! dtampon(phosphate. On

f | uor escentmesureenstiigla duthageviody W'Hyguéélﬁﬁorﬂg‘ al'gide qundluertmetre ¢ lagay (Ptotypelel quardécstt e
bei ng c#uplcE’P™8%iit h a fl uorescent donor co ound, 3) incubating sai d rredl um

ci ther after ;ams;gamp%gerﬂmsesgg}é;rgg t%a?bsafapm >eﬂet-'aem¥$w e
t " ' th
of the i1 Iub‘P ' 5&9%: e T e ORI B A iy o
fiLuor esgent® qg:& 15‘& - Cu%%gu i s?r%%nt B b, Fuc aus
i

first reag oleg Iu S

det ecti ng SHEE ca% mameadi Lﬁm ésdr ﬂ,%. p B ["Eﬁ.

si mul t a“eo%?nhl)é eh Siide e&&%lel%ﬁﬁahﬁle&\#&%k h@ ||

f 1 uor escentpadi@héiRéientid, é%‘&ré&%eﬁﬂq{a%rs %k.%rdm‘ (ﬁ&brdé@dn@gentu*ﬂﬁergﬁ i

the invgnt I oryr e nhﬁﬁé}&ituﬁlgdd dakabtérsf ﬁﬁﬂm“ iefsdich rlaﬂo@@élfr Brofda @b AlidPesBincs & Um e

i N parti culparnet duRe @BbLRhSbEdDS AiREdS pBR/antipBrasiiel 16 Bibnah BBH Ak 868 efstitelRédurd® Barand
321 25  3n photdmultiplizaked HiAQMATSU R2dag). chosen as the fl uorescent donor
conpound. TheLefcbigtéue d€ghofongininsdrestat SRA00YS TANFQRDHRESEARCH SYSTEMS), tdnt lesidpératigisat e
Tb tri sbi pytlaslincheonation eec mirsersbnt nontrdi§esipartus oldinatburide typelBM PCiAT @ia ugessodie 88 $2h e d
iYa_pat et apgxiulsations proveRddt duhotdB@tiplighteunsoo entggistnies pendahtune fengieaiedenips &) ot aprést he
f 1 uor escentun déaidk) dérmings dyronditian Quellgs salantyypérieures § pn piveau disctintinant sélectionnesnaeiat

accept or c@opmRiaunde photonafia dioptimiser le mppdrt signakibaifely arptamultiplicateyshy cocyani n B,
phyc gc yani n @r@pabbpfs)(,;gj@tfapﬁr HBibPC-AT, permem dlfférent% posltionnementtgge Ig/ microgllaque de mesure

par des moteurs pas a pas, incluant les manoeuvres de chargement, de positionnement sous le faisceau ex-
o 35 citant, de lecture automatique en séquentiel des 96 puits, et de sortie.
b On peut également utiliser un fluorimétre ARCUS (LKB, Suéde) en utilisant un filtre interférentiel adapté
& I'émission du composé fluorescent.
La mesure est effectuée pendant une fenétre de temps (tg) de 100 psec et aprds un délai (td) de 50 2
600 usec. '
40 Les résultats sont rapportés dans le tableau | ci-aprés:

-



It is also possible to use a terbiumcryptate as the fluorescent donor
conpound and a conpound sel ect ed frgpg£3aasksd nes, thioni ne, phycocyanin R
35 phycoeryt hrocyani n, phycoerythrin C, phycoerythrin B or phycoerythrin
R as the fluorescent acceptor comnpound. 7 The invention will be
understood nore clearly with the aid o\t lixarrpl es below, which in no way
inply a limtation. In the Exanples wh e?"b I”l ow, the europiumcryptate Eu
trisbipyridinediamne is prepared as described in patent application EP 321
353 5 Exanples 3 d . The foll i atii on us hereafter:
- APC o al | oph'%gocyam n pT aBX‘&r{‘gh@szxa?ﬁl ot:hr EI%tg rEi’IrE“u r'ﬁ‘l'%P =
europiumcryptate Eu trisbipyrjdinediam m 10 HSA = human serum
al bumn 1gG =-Lomunogl UG NAANS =
N-acet yl - 8- anf | i nonapht hal ene- [L- sul f oni %m d S-AVHA

S- acet yharer capt osuccithi ¢ anhydyi de SP = Nsucci ni rﬂ a§I
3-(pyridin-2- ~I--d-|—t-h+-99-pp<-)p-|-eﬁ-a-E-e-i-&':----StH-f-e--E‘sl\vee--—-sui-‘f-osu'cm-nr-rn-dyI :
(4-N-mal ei m d mathﬂ,a cycl ohexpne- 1- caﬁ exyl ate [eirr] 0,6% t hyrjoxi n
EXAMPLE 1: 20 ect of sodipum fluoride [err] on jthe em ssion |ifletime of
t he europi um gryptate o tT TSy PpyrTh-nett-ant e n ?i SETUT e UM T
eval uat & the pffecys@f sodiumfluoride gmethe lifet|ime of tdgoesi gngl
emtted by the europiumcryptate Eu tri shi pyridi nediami ne, the first step
was/t 0 prepar ET@N "ant 1 body- eur ppi um cryptate conj ugat e, |dent| cal tlo the
conj ugates 25 wheot can be uged in a G@Iogeneous [i Mmunoas@a®, by ;coupling
t\ae eurgpiumeryptate with an_anti-prolactin Jerr noclQnal_antihgdy (CI'S
bio internatipnal, France). “The emission lifetine of this con ugate was

then neasured: in aZﬁhosphate buf fer med®:8% and in serum l2um i i the
presence of dl.f.i.ar epi._concentrations Qf _NaF 8.4 _Prepacati.an..af: t he
anti body-europiumcryptate Eu trisbipyridi nedi am ne conjugate a) Activation
of the ggyptate Eu TBP with sul fo-SMCC 5 " A 25 nmM sol ution of

sul fo-SMCC in 20 mM phosphat e bufdbteau di k&dileb f or mam de 10% (v/v), pH 7.0,
is added to 5 ng (5.10-6 nol) of Eu TBP in a proportion of 2.5 nol of
activator per nol of Eu TBP.

O 300 0,85 0,73

]
|
500 0,90 0,78 '

G = durée de vie du signal émis.

40 Les résultats montrent que la durée de vie en milieu sérique est considérablement augmentée par la pré-
sence de NaF dans le milieu. A partir d'une concentration de 500 mM de NaF dans la solution de conjugué ,
la durée de vie du conjugué est doublée par rapport & celle du conjugué en milieu sérique sans NaF.

EXEMPLE 2:

Effet du fluorure de potassium (KF) sur la durée de vie d’émission du cryptate d'europium Eu trisbipyridine
diamine en milieu sérique.

Le conjugué iIgG E4-Eu TBP préparé comme décrit dans I'exemple 1 est dilué au 1/250 dans un tampon
80  phosphate 100 mM, pH 7, contenant 1 g/l de sérumalbumine humaine (HSA) et des concentrations variables
de fluorure de potassium.
On ajoute 200 pl de cette solution et 100 ul de sérum de veau nouveau-né. La mesure est réalisée dans
les conditions opératoires de I'exemple 1.
Les résultats sont rapportés dans le tableau Il ci-aprés.



After activation for 45 mn at roomtenperature, the reaction nmediumis
filtered on a 0.8 [err] filter to rppp¥@ LLEqPrecipitate formed. The
undesirable 10 reaction products (sul f o- SMCC,

N- hydr oxysucci ni m de, (N- mal ei m domet hyl ) car boxylic acid) are renoved
by i on exchange chronot ography on aﬁgﬂfurm (Mono Q (Pharnmacia, Sweden) in
20 mM phosphate buffer, dinet hyIforT aH‘bIEO%(v/ v), pH 7.0, under naCl
shock. The concentration of Eu TBP-naleimde is determned at 307 nmw th
[err] = g£5,000 [err]. L5 b) thyvationfof t@es.lgme\L‘errj W tTh SPDP

Si mul taneously, 5 ng of 1gG [err], at conteft TafTon of 10 ng/m in 100 nM
phosphate buffer, pH 7})Q_are activated by the addition of b solution of
SPDP (Pierce, USA), at|a concentrationfof 6.4 nMin dioxanel in a nolar
ratio of 4 to 16 20 SPDP per 1gG El. [After activation for| 35 mn at room
tenperature, the 1gG pyridine-2- thiong is purP'f’f'ed on a 635 superfine

colum in 100 nM phosphate BeGfer, EDTA 5 mM @f1¢6.5. The proteins are
concentrated and the pyridiggg-yl disujfide gr s 25 arg reduced with a
solution of DIT (Signma, USA), having alfinal cohcentrationfof 19 mM for 15
mn at roomtenperaturfe. Th 0%y T and pyri di ne-28&Mione are |removed by
purificdfion on a &5 superfine col um| (Pharnaci a, Sweden) [in 100 mM
phosphate buffer, EDTA 5 nmM pH 6. 5. The concentratton of TgGSH is
dekermined at 280 nmwith {érr]: 210,000[err].[err]. 30 c) Conjugation of
the 1gG[err] with Eu TBP- ndl% idaréteddhdet i agligggloapss are bound to the
imdgs in nolar proportions of 10 to 30 Eu TBP-nul ei m de per 1gG -[err]
SH. After inc | - . 1 ] W e
agi tation, g,,gé%f‘ﬁ‘t Q ns%’ﬁégi%% (ﬁg{%ﬁﬁehlrarlé%éﬁ%%r}%rsggﬁlg‘?“ée GF'%(‘:'%%MB)?%'?%@
addition of a 100 nM solution of N-nethyl mal ei mde (Sigm, 35 USA) havi ng
a final comenpr@gi on of 20 mM for one hour at roomtenperature. The
non-coupé ed EU TBP is then renoved by dialysis in 100 nM phosphate 9

buf f er, pH Effefd de aifférént& addilifsidbifa ditients mibuxlifkedifdeldovie dutypERIdRuibbiliR E RS fidne N
t he di al ysidianiinateh pissende aracteristrcs o e conjugate are determ ned by
i ts absor pti okes mittwddiisés sontduossRBHelvaau mbivegu-id et di sEninoMimap (poal dédera). t aki ng

i nt o account . Omutiliseimecopingué IgG 3DSRUOTBPt (préparéde hdnidrecangipguatae chriugnd IgBBFEU TBP de
dster mi fed Fexemplad ersqyplpiit fexsryptatelfeuropiurh enet Baiticorps mondclonal anti-fflaciBFDAYCIS bid Giter-
[err] = 25,800 Ie‘fmrgenég@ enceRiration de 0,5 ug/ml dans un tafngenyde diutior ghosphate 1@0rmN), pH 7, NaF

[ err] =0[ er rtPOBM. M@A19lly emrent of the emission lifetine of the

ant i body- eur ¢ gﬁf’&f‘@%@ﬂﬂﬂj‘h‘to@ Hi de sgrmcl00 widg conjugus antiommervpidteeh 100 ! dehe
presence o contenarit des concentrations variables des différents additifs suivants : EDTA, NaN; et merthiolate.
85

n mesure la durée de vie du conjugué anticorps-cryptate 4 620 nm 2 I'aide d’un appareil Arcus (LKB,
W Suéde) pendant 100 us et aprés un délai de 50 & 600 ps.
Pour chaque essai, on détermine 2 titre de témoin les valeurs obtenues sans additif pour le conjugué an-
ticorps-cryptate seul : I'échantillon contient alors 100 ul de sérum, 100 pl de conjugué anticorps-cryptate et
100 pl de tampon sans additif.
40 Les résultats obtenus sont donnés dans le tableau Il ci-apras :




15. . The 1gG [err]-EU TBP conjugate prepared as descri bed above is
diluted to 1/250 in a 100 nM phospgpp8sgussber. pH 7, containing 1g/l of
human serum al bum n (HSA) and vari abl e concentrati ons of sodium fluoride
(NaF). 200 [err] of this solution are added to 100 [err] of newborn calf
serum or phosphate buffer. The Iifet}ar{)? gj Itlge conjugate is then neasured
at 620 nmwith 20 the aid of a |aser™fFuori et er (prototype) as described

bel ow. A nitrogen I Cl ENCE | NC | _LS1- ) IS
used as,the.excitggygppsource (wavel enghbertlradsoh $ifdler The pulmze duration
is specified at 3 nanoseconds and i$ repeated at a frequengy of 10 Hertz.
The beam pasS€s through a filter (CORNTNG to renove any Tignt rtnterfering

with the 25 seéeumideatésunnowiddernd han 337 nm After entering the measuring
chanber, the beamis reflected by a dichroic filter, placed at 45 degrees,
whi ch has the property of reflecting the ultra- violet andlof being able to

transmit the visible light. The beamreflect@d by the dichfoi@, M lter is
focused by a fused silica 30 lens on the wekl,f0 be neasutedgiz a
mcroplate. The fluorescence enission is colletted at a solid angle of 20
degrees, colli fBted by the same |ens, and pads®& directly {hrBugh the
dichroi® filter (visible light fluorescence),s §n interfer ehceoﬁd ter, the
characteristics of which are defined accorcg' ng }o the fluores ce

wayel ength to be detected, makes it possible'td 35 renove:thB] ght

capabl e of iAterfertrg—wth—the—stgret—the—trtenstiy—ef—whieh—s—then
Reasur ezg by .a photonul tiplier (HAVAMATSU R2949). 10 The: phgtHn counter
used is”an SR-400 (STANFORD RESEARCH SYSTEMS), whose operation$ and
synchroni zation with the |aser are controlled #t a conputer of.,the | BM

PC- AT type yi anai, RS 232 output. The pul se gggnyng fromthe: phggﬁmliti plier
are recorded overs a given tinme window ([err]) and after a given 5 . delay
(td), pgovided they are above a discrimna 11 8l sel ected b9'¥5ne ‘phot on
counter so &S—t-o—opii-ize—t-he—s+ghat—t-6—hoi-se—atio—of—the-—photomiltiplier.
An X-Y tabl ¢, driven by the |BM PC- AT, uses gtep notors to;seé #Ii tihe
different positions of the neasuring mcroplate, including thé nmanceuvers
okfeachargi ng; positioning underneath the exciing/lbeam automadi?? sequenti al
neadi ngewl0 | o well's, and exiting. Iy kSr@l so possi bl use an
ARCUS f 1l uori rre?gﬁ&?fﬁ%,e Sweden) with an int eZPf ’g?elnce filter asgﬁfedg to the

em ssion of {the fluorescent conpound. The nB8st9/dnent is nade®elfer ja tine
wi ndow (tg):of 100 [err] and after a delay (&sdhgaf 50 to 600 perg].{ 15
The resultsiare reported in Table | below. Table I NaF : |

[err] phsphaTe burter [errserum nv ns '
ns—0 0. 64 0. 38 100 0. 80
0. 64

40

45

50

55



0. 69 200

150. 0.81 0. 83

0.70 225 0. 83 Epom,ﬂaq;.ﬂo 225 0. 83

0.72 300 0. 85 . 73 500 0.90

0.78 [err] =lifetine of the emtted S|gnal 20 The results show

that the lifetinme in a serum nedi JebleswcdhbiGeit®ly i ncreased by the
presence of NaF in the nmedium As froma concentration of 500 mM of NaF in

t he conjugatg-soruatron Ne TiTetine oI, The conjugate 1 s doubl£d reljative
to that sof tHe conjtfigat¥ f7| n a serum wi tcl‘?BEﬁ""‘l(laf:4 Q'I‘:%KI\/PLE 2:YBffeqt of
pot assi um f | je+de—kF—eh—t-Re—ef-sst-of—tt+ettre—ot—the—eut-eptumefrypt at e

Eu trisbipyri | serum medi um The 1gG [err]/Eu TBP cor|j ugate
prepared as ddgeq. Q yﬂ}“a[ﬂ,i? dl‘—fgoe’ le 1 is 5 diluted to 1/250 in 100 myl

phosphat e buf+er—p-H—7——cmr'm-r ) and
vari abl @ condentrations of potasdiumfluorideg 200 [err] of th¢sgssol ution
are added to [100 [err] of newborn calf serum Th,e nmeasur enent de under
the operating conditions of Exangle 1. The resu®tls are reporte?j' 1 Tabl e I1
bel ow. 10 Taljl e ebrA KF [err] serummM 1 g/t ns O 0, 60 41 100
0.76 200 0.90 400 1.01 [err]—ol gf e}Ll me of the enattéed si gnal
15 15 The results show that thellfet'ln%lnaserumrrecrumls
significantly increased by the priesence of Kelig/lt he nmeasuri ng+6édi Um

EXAWPLE 3: Efffects of different additives in different nedia on the
lifetime of tithe europi um 20 cryptate Eu trjsbipyridinediam ne in the
Fft_esencga of F The medi a used ane newborn | f serum and hunef¥r®er ym
(serum pool ) .f The 1gG 3D3/ Eu TBP|conjugate (pgepared anal ogoust st o t he 1 gG
[err]/Eu TBP|conj e wth

gate of Exanplée 1 by coupl | ng t he europi um Céﬂélgt at
onal anti bod l(CI S bio internattongl,
is uged at a concentratign of 0.5 98 gf¥fnl in 100 pM phdSphat e
er, pH 7, NaF 150 HSA 1 gél1 A sanple is prep@r%d whi ch
[err] of serum 100i[err] of ant i body- crypt ate conj ugatle and
pUTTer Ccontarn g vartante ; ;
; | 0
40 mg/l
20 mg/L
{ 10 mg/t

5 mg/l

the 25
France)
di [ uti ops buf f
contains 100
100 [err] of

antijprolagtin 3D3 nonocl

0,65
0,66 |
0,66 |
0,67 |
0,66 |

N\
Merthiolate

Les résultats montrent que l'addition de fluorure de sodium dans le milieu de mesure permet de conserver
une durée de vie du conjugué quasi constante quel que soit I'additif et sa concentration.

EXEMPLE 4 :

Dosage de la prolactine.

Un immunoessai homogéne a té réalisé en utilisant comme modale le dosage de la prolactine.

On a utilisé dans cet essai des anticorps monoclonaux anti-prolactine E; et 3D3 (CIS bio international)
reconnaissant 2 épitopes disctincts de la prolactine, couplés respectivement au cryptate d’europium Eu tris-
bipyridine diamine et & I"allophycocyanine (Cyanotech, USA).

A) PREPARATION dss IgG 3D3-APC

a) Activation de I'APC par le sulfo-SMCC

L'APC (3 mg) commercialement fournie sous forme précipitée dans une solution de 60 % de sulfate
d’'ammonium est centrifugée, Apras élimination du surnageant, le culot est repris par 250 ul de tampon
phophate 100 mM, pH 7,0, puis filtré a 0,8 um afin d’éliminer les éventuelles particules en suspension.

Le filtrat est purifié par chromatographie d'exclusion sur colonne G25 superfine (Pharmacia, Sué-
de) dans le méme tampon. La concentration d'APC éluée dans le volume d'exclusion est détermmée
4 650 nm, en considérant un eggonm de 731000 M- em-1.

L'activation de I'APC est réalisée en ajoutant une solution de sulfo-SMCC préparée extempora-
nément & raison de 6,9 mM dans un tampon phosphate 100 mM, pH 7,0, et en laissant ia réaction se
produire pendant 1 h, & température ambiante, sous agitation douce (rapport molaire de 15 & 75 sulfo-

10




30 . concentrations of the following different additives: EDTA, NaN3 and
nmert hi ol at e. 12 The lifetinme of gpyessadssgody-cryptate conjugate is
nmeasured at 620 nmwith the aid of an Arcus apparatus (LKB Sweden) over

100 d del 0 I

obt ai[ ﬁ(raél] V\natnho ,\ﬁé‘d L |§L% gc'g?ﬁ%eg ér:g'l"?{aﬂi Qnefzg ?jf:?r%m ga e % gt
i[tseif ?re det \}Dﬁﬂfar Td t, @,{ en Ciab::i ns ,,11001‘4
err O serum  Ifg 15 Mg TlgE3D3 cdisoh 4athé Ndanoad 2 Ro"

buf fer without ﬁ@h&rﬂté(cﬂvés ajﬁtﬁﬁ'hﬂetsﬁluﬁ?bhH@SlstﬁﬂPE%g L&!A)/@r@isinnﬁﬁl gl?rhv?dahé &?1 cﬁgﬂﬁiarﬁ

10 _ dans un rapport molaire de 7,5 SPDPRhAgA 403, Addi t i ve Fi nal
concentration Aprés iR ]!'%Ivm&rﬁﬁi BmBigtd,) MyS pyridine-2 thione est purifiée sk céiGnne
g/ G25Q@updsfingddns un tampon phosphate 100 mM, EDTA5 mM,pH6,5. 1 g/ |
0.78 0.5 g/l Les protéinds.sdili céhcdntigéd et les groupes 2-pyridyl disBififles sont réduits par une solutida. 76
1 g/l 1 de DT (Sigmd\4/SB) ayant une concentration finale de 19 mM pendant (5 1bin @/Admpérature am-
0.75 0.1 ¢/l biante. Le DTT efJa pVidifde2-thiohe@dontéliminés par purification sur colonne G25 superfiine en tam-
0.76 40 ng/l pon phosphate 190 !, EQTWM, pH 6,5. La concentrgtiofi @n Igg-alrbqst déterminée 2 280 nm
0.77 5 ny/ | avec un sxonm de 19094 Mrigm'ser um (pool ) 0 0.65 5 g/l
0. 71 EDTA ¢) Conjugaison des I@ 3D3-SH avec APC-maidimjdg. 67 0.5
0.66 0. 18 g/l La fixation des pgments thiols sur les maﬁﬁldeee%galgé?q ajoutantz 51mg d'AgC @%69
NaN3 tivées par mg d’IgG 3D$—SH Aprés 1 h ' ubatlon 4 4°C et & 'obs vgl Q)aggat pouce, les
0.68 0.1 g/ fonctions thiols % par P"addition d’'une solution a 100 mM de N-méthyl ma-
Iéimide (Sigma, centration finale de 20 mpérature ambiante.
&g? 1510 n‘lgl ! Le milie g nnye?estnﬁlﬁn par gel filtration sur Q:I:g?m%a m h@go SW semi-préparative
”Q/ (Beckmann, n tampon phosphate 100 mM, pH 7,0.

Les concentrations en APC et en IgG 3D3 du conjugué purifié, élué dans le premier pic, sont dé-
terminées par les absorptions & 280 nm et & 650 nm, selon le calcul suivant :
. [APClnoien = Assonw/710000
[gGImoten = {A2s0nm - A'2800m)/210000
25  avec Agonm Stant la contribution 4 cette longueur d'onde de I'APC-maléimide, déterminée plus haut (paragra-
phe A- 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 a -20°C.,
B) PREPARATION DES CONJUGUES IgG Es-Eu TBP
U 30 La préparation de ces conjugués est réalisée selon le protocole décrit & Fexemple 1.
C) APPLICATION AU DOSAGE DE LAPROLACTINE
On utilise les anticorps marqués préparés comme décrit ci-dessus dans les conditions suivantes :
- lgG E; marqué avec le cryptate d’europium Eu trisbipyridine diamine & la concentration de 1 pg/mi
en tampon phosphate 100 mM, NaF 150 mM, HSA 1 g/l, pH 7.
_ 35 - IgG 3D3 marqué & lallophycocyanine (Cyanotech, USA) & 2,5 pg/ml.dans le méme tampon.
k, Les standards prolactine sont réalisés dans différents milieux :
- le tampon ci-dessus
- un pool de sera humains
- une gamme standard réalisée dans du sérum de veau nouveau-né.
40 La prise d'essai est de 100 pl. On ajoute 100 ul de chaque conjugué et on incube 60 minutes a tem-
pérature ambiante dans des microplaques en polystyréne de 96 puits (Dynatech, USA).

On effectue la lecture sur un fluorimétre & laser (profotype) décrit dans I'exemple 1. Ce fluorimétre
est équipé d'un filtre 4 655 nm , de 20 nm de largeur & mi-hauteur en utilisant un laser pulsé 4 azote comme
source d'excitation, dans une fenétre de temps (tg) de 100 ps aprés un délai {td) de 50 ps.

45 Les résultats sont représentés sur Ia figure 1 sur laquelle sont indiqués en abscisse la quantité de
prolactine de Ul/ml et en ordonnée le signal efficace AF déterminé par
AF = fluorescence du standardmesuré — flucrescence du standardO
fluorescence du standard 0
Les résultats montrent que le dosage peut étre effectué grace a la présence de fluorure de sodium
50 malgré la présence d'éléments sériques inhibiteurs de fluorescaence.

EXEMPLE 5

Dosage de Ia prolactine
55 Un autre immunoessai homogéne utilisant comme modéle le dosage de la prolactine a été réalisé en uti-
lisant dans le milieu de mesure du fluorure de potassium (KF).
On utilise les anticorps marqués préparés comme décrit dans 'exemple 4 dans les conditions suivantes :
- lgG E4 marqué avec le cryptate d’europium Eu trisbipyridine diamine & la concentration de 1 pg/ml en
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13 .The r.esults show that the addition of sodiumfluoride to the measuring
medi um makes it possible to keep tiepdssdasspe of the conjugate virtually
constant, irrespective of the additive and its concentration. 5 EXAVPLE 4:

Assay of prol ag‘"@gﬁ@% Wﬁsbmﬁ slsgﬁyp,_y\ps perfornmed using the assay

of prolactin ag oph ine (Cyan %sf&r}ﬁdmel%ﬂoﬁ‘c“ n[err]
and 308 MDNOG o Gdhiaftd hloEilb Cone leots SOy LS8 B Sl AR

di stinct epit|Q36: ettd medufd d@fl‘atfluﬂms&%%rﬁfkaﬁﬁ@ﬁﬁeb ¥éhldittoris @6drd8 d&Hd 8RB inpIEY mais
cryptat @ Eién bfidciiantiyibdiste 8 urdTeridte ad8mpstgRbd 40D By Sppsaliniabil (fdea0q@s.ech, USA).
15 A) PREPARABRS tdsuiels sdtidonngs susi@Fighie’C sit Jaqhehib bonbihdiquas of abséice Rijuantitstds prolactlne

sul f 0- SMCC ef\Bffini(eBeraiigonnéaUdgigidnaletficacadslininédomipie dans'éxempl@a.m of a precipitate
in a 60% sol utes essultafs naontrent querta prédeheet dor fluorare e potassimalenes. le Millibiedssure laseraibiliéfdut he
super nat antdpsagéumalgré i prisence g'élbmbntssériquesinbibitel’ de feres¢encd. 100 mM phosphat e

buf fer, pH 20 7.0, and the solution is then filtered on a 0.8[err] filter
to renove &EXEMBLESended particles. The filtrate is purified by excl usion
chr omat ograp%on a &5 superfine colum (Pharnacia, Sweden) in the sane
buffer. The g éﬁ!*ﬂ?‘i‘ﬂhs"?ﬁ celubqul & 618 décit dans Hexpmpin o-tlaspsy'e{fef|du flyoryre de sodium

det er ni ned 3&p %g“HﬁP“ f“’EaJﬁ 9 09 'HV'G é&‘ﬂ?‘lﬂﬂ?ﬂ‘é toggé suf Fi%ﬁe”[ 'E'F‘F']‘ enutiiaant ysonivaup pr-
The APC™ t'ﬁﬂf‘fsi grg of su Jo }e %l%ragcentratlon
of 6.9 mvip EBY eg @?fga;“ p ppree t"gglggq;ggw °$§'F CHTEREAP SO
and/by aII('S"m ‘feﬁ'@ et 1o oPp %‘88 pe e 100N PeMerat ure, with
gentl e agi tEguEMerE{rml ar ratio of 15 to 75 sul fo-SMCC per APC). 30 The
ARC- nal gi nrd ni-de-Ts—then purified on a G5 superfine colum in 100 nM

phosphat e tyd;gggg, Ia%ﬁ“ﬁ mM pH 6.5, and kept at [err] before coupling with
1gG 303. b n%fu o8 cardibfonkids utisé Bommtalprinape actif de médleaments traitant I'insuffi-

Si mul t aneougdoycaraaqm of 1gG 3D3, at a concentration of 10 ng/m in 100 MM
phosphat e bufA/@rspartion du tracdtirliéphydody@himeligtixing bee oﬁﬂﬂgn#wdu(banddﬁte a solution of

14 SPDP2s( Pi er c es) adtitatipn deéth digoxine pardsgeriedateon of 6. 4 I'n dioxane, in a nolar
rati o of 7.5 SPDP2¢sqd d'irg@ol@ion de MNiiQ, (Fluka,Suissehpriégansefertompbbaniment sunt ajontés une sus-

t enper at ur e, t hpendiqp@e Pigoxindi(net37200 Fiuka, Suiese) de $)35 g dapgi268 ! détERE absofyer f | ne

col um 100 nmM phospmeélangeestiifcalé pefdai/20Tmiba tempérptureldmbiadte sous agitation, puis la réaction

est bloquée par ajout de 100 pl de giycérol 0,1 M.

U/ 30 La concentration finale en digoxine activée calculée sur la masse initiale et le volume final est de
1,2 x 10-2M.
b) couplage de la digoxine activée avec I'allophycocyanine (APC)
A2 mi de solution APC purifiée (Cyanotech, USA) en tampon borate pH 9,0 sont ajoutés 95 pl de
la solution de digoxine activée au periodate.
35 Le mélange est incubé pendant 1h30 & température ambiante sous agitation douce. La réaction
\\_/ est bloquée par ajout de 100 pl d’'une solution de borohydrure de sodium préparée extemporanément
& raison de 5 mg de NaBH, dans 1,32 ml de tampon borate pH 9,0.
¢) purification du traceur APC-digozine
2 ml dumélange réactionnel sont injectés sur une colonne HR 10/10 G256 (Pharmacia, Suéde) équi-
40 librée en tampon phosphate 100 mM, pH 7, et élués dans le volume exclu. Les réactifs en excés sont
élués par 8 ml de tampon.
On récupére environ 4 ml de solution de produit couplé APC-digoxine a 1,22 mg/ml en APC (me-
surée par I'absorbance & 650 nm).
La concentration en digoxine est évaluée par un dosage RIA ou DELFIA (Pharmacia, Suade).
45 Le rapport molaire final calculé digoxine/allophycocyanine est d’environ 0,8.
B/ Dosage homogéne compétitif de la digoxine en sérum humain.

On prépare un conjugué anticorps-cryptate d’europium Eu TBP diamine de maniére analogue 4 celle
décrite dans I'exemple 1, en utilisant un anticorps monoclonal de souris anti-digoxine {ref. G 31604 M, In-
terchim, France). Ce conjugué anticorps-cryptate est utilisé 4 la concentration de 0,5 pg/ml en tampon

50 phosphate 100 mM, NaF 150 mM, HSA 1 g/l, pH 7.
" Le traceur APC-digoxine est utilisé & une concentration de 0,2 pg/ml 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.

La courbe standard est réalisée a 'aide de prises de 250 ul contenant

&5 - 50 ul de tampon phosphate
- 50 ! de standard _
- 100 pl de traceur APC-digoxine
- 100 pl de conjugué anticorps-cryptate.
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The prot.eins are concentrated and the pyridin-2-yl disulfide groups are
reduced with a solution of DIT (S ¢geas3¢ssp1 having a final concentration
of 19 MM for 15 min at roomtenperature. The DIT and pyridi ne-2-thione are

removed by puri I

buf fer, 10 Rﬁg%%“ ﬂéﬁgﬁgrﬁ%‘a&“ B R oy B PR R A o

at 280 nm vmth -é ,a&,} gpgydﬁg SR fushfle | 9G 3D3- SH vmth

APC mal ei mi de TR ﬁ‘ré§ ih HEDEER aaénepé m fodbeth 186108 Surti niciFiida Bser 1

ng of 1% act)\qad &eritdbie re@mpleY, &bipd @6a fm @Hnmpéetzeﬁrmldgﬁ#ﬂéﬁlté Aihaibtslr, d&ss ie At

[err] I Nt he f6ldtrk de téhnpdieG OGS, Sprésiinid@kiideBo ud. Ne thi ol groups which have

remai ned free aLes rdulttksoilt dxprinidad @n pelebehtagedu@ipport BB dandlegudl Bl teb@Sentdila valeur ob-

N- et hyl mal eitenue pouf Siagueestantifrd\ét B, bedly duslandartiDnal concentrati on of 20 mM for

1 h at room t empesrésuliateobtenircsontaappbntés dansieiiableauiNsciapmds f i ed by gel filtration

on a setsipreparative 20 TSK G3000SW col um (Beckmann, USA) in 100 nmM

phosphate buffer, pH 7.0. The concentrations of APC and [err] in the

purified conj ugate eluted in the figs! are determ ned by the

absorptions at 280 nm and 650 nm accorar ng to the follow ng cal cul ati ons:

25 [[err] [InC][Prrl = ([err])/210 000 where [err] is the

contri b@tion of tmaAEQ-drah@xrfhéie at ﬂhr s wavesmngt hy determ ned above

(sectron A - &). Human serum al bumin|(HSA) is aflded to the conj ugate in an
nt 30 of{ 1g/1, 894mr which the ¢onjugate is devided up intolaliquots

and t hen fr ozejr-at-f-er+d---By--PREPARATHON-OF -THE g =+ Eur-TBP-COR] UGATES

Tese cgnj ugates are pé)epared according to the pgtocol describedjin 35

Exampl e 1. 15 C) APPLI CATI ON TO THE ASSAY OF PROLACTIN The | abel ed

anti bodi es prepared asleescribed abovd are used JRdet the fol | owi fg

conditions: - |gG[err},dabeled with tlhe europi uBrgtyptate Eu

trisbipyridi nedi am ne t as concentjrati on of :I? [gr]/m in 100 {mMM

phosphase buffpr, 5o mM HSA 1 g/|l, pH 7. F’g 3D3 | abeled With

al I ophycocyani h (Q/anm?ﬁﬁ:h USA) at 2.|5 [err]/ m 5pr24 he sane buffgr. The

prolactin stanfards apg made up in diffferent nmedig: gdO - the

above buffer -ja pool of human sera - fa standard range prepared in newborn

calf serum Thesanpfevorunme 5 100 [err]. 100 [err] ofr eacn conjugate are

added a¥d the mixture is incubated for 60 mnutes at roomtenperature in

96-wel | 15 d?op%@w@ﬁ E“’W'r%‘ﬂ [eayggm( vae@qt pr@gygynnellement a la concentration en

goxine.La présence de fluorure de sodium dans le milieu de mesure permet d'effectuer le dosage de la
digoxine en milieu sérique avec une sensibilité de I'ordre du ng/ml.

35 EXEMPLES:

Dosage de |a thyroxine.
A Préparation d'un traceur allophycocyanine-thyroxine (APC-T,)

a) Activation de la thyroxine par le S-AMSA

40 AS500 ul d’'une solution & 20 mg/ml de T, (Calbiochem, France) dans du méthanol sont ajoutés 500
wl d’'une solution de S-AMSA (Sigma, USA) & 8,7 mg/ml (50mM) dans du méthanol et le mélange est
incubé 15 min a température ambiante, avant ajout de 500 ul d'une solution d’hydroxylamine & 6,95
mg/ml (100 mM) dans du méthanol. Aprés 15 min d'incubation & température ambiante, 975 pl du mé-
lange réactionnel sont prélevés et additionnés de 525 pl d’eau bidistiliée filtrée sur filtre MILLIPORE

45 HA 0,45 pm. Cette solution est passée par fractions de 250 w | sur une colonne HPLC Pep.RPC HR
8/5 (Pharmacia, Suéde) et éluée par un mélange méthanol/eau 65/35. Les trois premiers pics élués
sont récupérés, et les fractions successives sont jointes et évaporées sous vide dans un évaporateur
rotatif. On récupére environ 3 mg de T, activée (T,-SH).
b) Activation de I"allophycocyanine par le SMCC

50 10 mg d’APC sont purifiés, puis concentrés sur céne AMICON CENTRICON 30 jusqu'a une
concentration de 10,6 mg/ml sous 700 pl.

A cette solution sont ajoutés 160 pl 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 I'APC activée est purifiée par chromatographie d’exclusion sur colonne G 25 HR

55 10/10 (Pharmacia, Sudde) en tampon phosphate pH 7.
' ¢) Couplage de la thyroxine activée avec l'allophycocyanine activée

Le contenu du ballon de T-SH estrepris par 200 ul de méthanol 50 pl de cette solution sont ajoutés
& 2 ml de solution d’APC activée en tampon phosphate 100 mM pH 7. Le mélange réactionnel estincubé
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The results are read on the | aser flmuor}rreter (prototype) described in
Example 1. This fluorinmeter is equigipsioussegy a 655 nmfilter with a width
at half- height of 20 nmusing a nitrogen pul sed | aser as the excitation

source, over a,}alhr‘ge“,&\nsndow 'g%%cg;:ai,ﬁ ??gygensde antes ?bld%sa r %) °H‘§onde

[err]. 20 geg .
Cl Ssa and the effectlve

rcaptoétha I}a

anount of prol mﬁ, ;ﬁé

si gnal AF, dete a a ﬁfﬁ% qu 5 n?vom?naﬁé"f hiSurilsPoMPE Shtraritration AMI-
fluoresgence ofcdNEe puis SOGF & tion de N-AANS a 1 mg/ml dans le tampon phosphate sont
fluorescence ofgduiag (osﬁcam%mmae briN-RAIRS dnoifbn 80'g/inl). € e RECBLrast iRaleme Ebufiffe st coidnrisn OW
that the essay dedfromtogifihleQledhiioR PHARMACHES 95 HR 10710/EiRiSoR B Rtidhlph sePIkitd 150 mM pH
fluoride, despi#)coddbendr,§HERonde trabdud RTERBtAItN (BRI bat HOPE50Mn3H= 731 000)

factors. EXAMPLde iemghsisay of prol actin Anot her honobgeneous i nmunoassay
usi ng tie assay oL'éyiuatianai nombdessdeancRivules dellgieupléw parnisods dART et idHlispaxiandmsagem
fluoride (KF) iRAtuteaceeaompanson dneicourbe standéid &R (tromése TEKPR ORISIodiistes, France).
prepared as deslercalddonnguiapportiser leltrazew purifiéde dM dgAPG.he f ol | owi ng condi ti ons:
- 1gG [err] | abel dapuwificationdytraceurARSrTupeffactyp ennréseg de NNAANS pypthetiseé A patirda NidISa t
a concent r at i or(KGPAK, US4) pqr une megificaion dr/pioiveds dratteatiiNPR et al. (ELI OBHEMVE2,HGR1.1
g/I pH'S 7. 198@96 3D3 | abel ed Wi t h all ophycocyanl n (Cyanot ech, USA) at

5 [err] /| iBfDopags bomagéns pompatitif deji, .w m:; i 2l ae nmade up in

néwborn ca ”‘1’ at ﬁ : ar E‘te
carried oultf I@E% njugi J‘sgg ?(;f gtggrsfg:{lfaggn g;l a%%g n[taer?plpr %@agqi( RE g%gonal

results_ are r

20
(td) of "50 [er P&a Et%ﬁqéde%% ﬁ?ﬁarhﬁnﬁm %Em h&]ﬁl‘lﬂoﬁr@ Jnl?t@ EEe of
prolactin in &Ms’ﬁtd pour 1‘619 ! est tealfaBe e 'd& pri thVcGn aQPmH
determ ned as |n5 A0 iRorfide N-RA otted on the ordi nate.
results show t haso i B@sdrineRRRMASurvil @6 7508156 [ de ki deb Si8ndarls frhe medi um ensur es
the sengd vity of 1dohiederfsay Apclespi te the presence of fluorescence-inhibiting
serum factors. Exgd\MPidzoRjugud@nticops-cryptate. | N an assay anal ogous to that
descri bed i n Exaspéchantilchb @'d6ser soitcompdsBEde 18 meme phanidiv, feh vediplagnt Ré 56 Idb Biahdard
concent r at i onqub$onflrefipl&és pen SO gllde esriire mtlidduebinddsét. human sera using a 3D3
ant i body- Eu tri $btegage ei ndisé danp testndcrapiaqiesgia 98 pults Dynatech U8A). obt ai ned show
that the |ifeti rerdeincubationpendaitG8 yincr tompésdtwe ambigntsy on effectye devtiresur un fiuoriméteer v
to what is ob&leseptetiquedéqit daps exemple! dquipéd’un/fijse H665ams de/ 202 dejlargeyr &michanteur, en
medi um EXANRutilisapt une lampe Flash 1000 Hz comme source d'excitation pendant 1 s, dans une fenétre de temps de
100 ps, aprés un délai de 50 ps.
Les valeurs obtenuss pour chaque standard (B) sont divisées par la valeur du standard 0 (B,) et ex-
85 primées en pourcentage (B/B, %). La concentration des échantillons & doser est calculée par comparaison
s avec la courbe standard. '
Les résultats sont rapportés dans le tableau V ci-aprés:

%0 TABLEAU V
thyroxine B/Bo %
ng/ml
45
0 100
10 91
50 20 82,6
50 61,7
100 43,3_
- 250 | 23

Les résultats montrent que les valeurs obtenues varient proportionnellement & la concentration en
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Assay of ,digoxin Digoxin is a cardiotonic glucoside used as the active
principle of drugs 30 for treatinggpgksdaaspsinsufficiency. A/ Preparation
of an all ophycocyani n-di goxin tracer by coupling with periodate a)

Activation of the digoxin with periodate 268 [err]. of sol ution,. LI
(Fl uka, Switz&rH A © fiuotyra ge g’&ﬁ"“‘f’?ﬂ‘?@?ﬂ“ﬁ%“é“’h@%“,"l %?f'aetia%fsfa“? 8%5‘*"@%%%‘%#3? on
of digoxin (r&eeny MY8ka, 35 Switzerland) containing 5.35 ng in 268
[err] of ab E”ﬂgget hanol . 17 The m xture is incubated for 20 mn at
room tenper —w th agitation, and the reaction is then bl ocked by the

addi tion” of 510 J"%jﬁ'gé'gfw'g’ 1 Mglycerol. The final concentration of
acti vat ed dTUPShdgand raioeh unt aibohydthte fepiéSentafif duftgreifome dutbiba.al wei ght and t he
final vol ume, i §iedera and- 1800 sant ub-SpitBpeiréhatitd fon nbrQuelEbrverintiddrps bravécte doirietr,
al | ophycocygiiiatectadebpteud> [€rr] of the solution of digoxin activated with
peri odatg ar e ondfiRspdufceBimilindodssgPhbimoféne desdbijughas antidorps - EUTBRECNE®IPs -APSAjépanis
bor at e buf f 8¢ manidré haldgue Bleellertisetite dans liegempleaiubat ed for 1h30 at room
t enper at ur e, \lahtigenpcr9ioleelahtizorpa gtk 1919 sont fourhiscpar Gmtochon WSAs bl ocked by t he
addi tion of 1@6sdeex ednjugfés sontdiluéx dapsundémpoo dhagphated 0@ miiohis Fi50mM, iSA 1 g/l, pH 6.
concent r at i on CufrédBsempe gémiéaddaidari d'artighe 182 parslilution dlyuef folution qopentrég d'aptiadpnadapy
for i mredi adwsénurede veju ouvead-&at i on of the APC-di goxin tracer 2 m of the
reaction nixt @neiogiesuqeegsiiernentasy des micioplanres 8 pAGHEES de 9 pultt,(OYRAPCr-AIPAY aci a,
Sweden), equi I §9rddasglution stapdarddantighse i%dt e buffer, pH 7, and eluted in the
excl uded vol urme Hdpdampop d g"“'f"é‘ag%
|
o

! re Fluted with 8 mM of buffer. About
4, of a sol at{OBH dgconiisue gnti S48 oduct, containing 1.22 ng/m of
AI}C/(ma’Qured'b @H?ﬁ %s' C " ALe,L 5
. " i , OF | du flugrimétre
concentrat i BQ;Q cgg{aa@ ,;ie?.';ﬁg,\{i% aﬂ: asbo g&ﬂf n gﬁiﬁf«%&%ﬁﬁaﬂ fendant

O

Sweden) . Th?ocﬁ@ e I'n rration |gc§'X| n/al l ophycocyanin'i s about
0.8. B/ Conpet L} jsifiald QM REHA0S Gindis SidMaPn cFprid st dkprithssat GRids S8kriFds (k).
anti bodygeuroprum cryptate Eu TBP diam ne conjugate is prepared 25 in a
manner anal ogous to that described in %@46 é usi ng an anti -di goxin
nouse nonocl onal antibody (ref. G 31604 Yi¥dr chi m France). This
anti body- cryptate conjugate is used at a concentration of 0.5 [err]/m in
100 nmM phosphate buffer, NaF 150 nM HSA.1 g/l, pH 7. The APC-di goxin
tracer is used at a concentration of 0.2 ;[err]/m in the 30 sanme buffer. A
range of digoxin stand®r8igéng #-&8pared by dil uti ngS4™d| uti on of di goxin
(Fluka, Switzerland), at a concentrationjof 1 nmg/m in a 50/50
ethanol /water mixturd, in Rdfan serum Tfle standard Wurve is drawn up with
the aid of 250 [err] isanples 35 -contairning :

35 H

. : . '
: |
~ 0 - | 312 |
9 i 419
40 30 | 572
64 l 890
138 : 1602
278 2491
45
Ces résultats montrent que le signal mesuré varie proportionnellement & la quantité d’antigéne 19.9 dans
le milieu.
50 La présence du fluorure de sodium dans le milieu de mesure permet 2 nouveau d’effectuer la mesure avec

une grande sensibilité.
EXEMPLE 10:

55  Dosage de I'antigéne carcinoembryonnaire (ACE).
Dans cet immuno-essai homogéne, on utliise deux anticorps monoclonaux G12 et G15 (CIS bio interna-
tional, France) couplés respectivement avec du cryptate d’europium Eu TBP et de I'allophycocyanine.
Les deux conjugués G12-Eu TBP et G15-APC sont dilués dans un tampon phosphate 100 mM, HSA 1 g/,
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- 50 [err] of phosphate buffer 18 - 50 [err] of'standard - 100 [err] of
APC-di goxin tracer - 100 [err] of agppBeflssgiyptate conjugate The sanples
to be assayed have the same conposition except that the 5 50 [err] of

standard ar Blmied with 50 [err] of individual serumto be assayed. The

! NaF . . : !
| ert | - e rLopl at es atech, = USA) . ter incubation
? zfago rsmpat %‘,%@U S&cé&{iﬁwe:{gﬁﬁé 95"{r?°<5° Laﬁtfeg(agﬁcgysfyéga(ogﬂa 1°85€r f1uorineter
such as that dq@gﬁ,it::g%,-dgm Cules alo,5 Gl PPed with a 665 nmfilter with a
wi dt h atg hal f-_h@bgtagoa,fug Qg L1 M W ndow of 100 [err] after a 10
del ay of 50 [ @pred incubbtfon pBrihtissh 2£476C SnidHebtas @lbcilve £ralie '&‘ﬁﬁﬁ&o&%ﬁtﬁéﬁ%ﬁf&ﬁ he

> pend

[err] wher ereKenipRdr &61péd'en filtaea 650 InQe 20 AR i 1Bigedr Wveci dBlaib 86 ;ﬁ.r r]”the
val ue obt ai nedesresultitiicbtentSsdrierigbolss ddide tablsdd VI Si-dpRls 31 dxifingd of uitBPRbilr&ifds [UA) :

Table IV below. 15 Table 1V Di goxin standard [err] ng/mM
% 0 10 100 1.6 96.21 3.2 87.15 6.4
73.57 12.8 56. 24 26 TABLEAU v1248. 86 These results show t hat

the val ues obtained vary proportionately to the 20 concentration of
di goxi n. The presence of sodrgmrftoortte—t—the—feast-+ng medi um makes it
possible to performthe assa$t®f digoxin in a séfamalwith a sensitivity of

the ordd? of ng/m . 19 EXAHHE 8: Assay of thyyoxin A/ Preparation of an
al [ ophycocyani n-thyroxin (APC-[err]) tracer a) Activation of the thyroxin
Wi S- AMVBA 5 500 [err] of a sorurtom of —S—AMSA (Sigma, USA)

containing 8.7 mg/l (50 my) i@ nethanol are addeds4gso 500 [err] of a
sklut i on, contai ning 20 ngjmn ofg T4 (Cal bi ochem F{%nce) in methanol, and
the m xture is incubated for 1'59 mn at room tenpelrdturef before the addition
of 500 [err] of a solutiof ofthydroxyl anine cont&%ing 6.95 ng/n (100 mV)
in methanol. After incubafiopafor 15 min at roomeygg

2 2634 1058

Les résultats montrent une variation du signal émis proportionnelle & la concentration en ACE. De plus,
_. I'amplification du signal permet de détecter PACE avec une sensibilité de 'ordre du ng/ml.
U/ 30 La présence du fluorure de sodium dans le milieu de mesure permet & nouveau d’effectuer la mesure avec
une grande sensibilité.

Revendications

g_/ 1. Procédé de réduction d'interférences dans un dosage par fluorescence d'un analyte utilisant comme tra-
ceur au moins un composé fluorescent, caractérisé en ce qu'on ajoute au milieu de mesure des ions fluo-
rures.

40 2. Procédé selonlarevendication 1, caractérisé en ce qu’'on utilise en tant que traceur fluorescent un chelate
ou un cryptate de terre rare.

3. Procédé selon les revendications 1 ou 2, caractérisé en ce que le milieu de mesure est un milieu biolo-
gique.

4. Procédé selon la revendication 3, caractérisé en ce que le milieu de mesure est un milieu sérique.

8. Procédé selon les revendications 3 ou 4, caractérisé en ce qu'on ajoute au milieu de mesure du fluorure
de sodium, de cesium, de potassium, ou de lithium.

% 6. Procédé selon la revendication 5, caractérisé en ce que le milieu de mesure est un milieu sérique et en
ce que la concentration en fluorure de sodium est de 50 & 500 mM/I.

7. Procédé selon la revendication 5, caractérisé en ce que le milieu de mesure est un milieu sérique et en
ce que |a concentration en fluorure de potassium est de 50 mM/I & 5 M/I.
55
8. Utilisation des ions fluorures pour réduire les interférences dans le milieu de mesure d’ un procédé de
détection et/ou de détermination par fluorescence d’'un analyte dans un milieu susceptible de le contenir.
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10 tenperature, 975 [err] of the reaction mxture are re

[err] of double- distilled water, FFP8%43B4n o M LLI P%Tﬂ“ﬂ"ﬂgnlﬁﬂﬁ”“"'
filter are added. This solution is passed in 250 [e por tv OnS ovey :
Pep. RPC HRabA® miRLC col unm ( Phar maci a, Sweden) and eI ut ed with a 65/ 35

met hanol / wat@rajoute@uegessivermiagd darisrdes mictoplequep emplystyréne Bynatecd, Y$over ed and t he
vacuumin a r?ﬂoa#;e Hepo¥aadasd . About 15 3 ng of activated T4 (T4-SH) are
recovered b')1°R¢‘! W’F%ﬁ%?‘cﬁyﬁé‘eéloi%‘}SWC| cyanl n W|th SI\/CC 10 rrg of APC are

purifi&d and E |

concentra ajde unj;ggl asgvfdégntdans :
| ut | nm. ?'a “fdé';'d"’ "; *‘Mﬂ&oo mvi

R “gSﬁiigg arefagadaea Iy tpbice ?ﬂ?@%ﬁﬁaﬁt it e T RIS

i ncubaj,ed for 1 h at roomtenperature, with agitation, and the activated
APC is then purified by exclusion P;Qﬂpw raphy on a &5 HR 10/ 10 col umm
(Pharmaci a, " Sweden) in phosphate bu 7 c) Coupling of the activated
thyroxin with the activated.all nnhvr‘o(‘vanl n 25 The contents of
the [err]-SH fl ask are takegteup with 200 [err] spdngtet hanol and 50 [err] of
this sslution are added to 2 mé of activated APC solution in 100 nmM
phosphate buffer, pH 7. Theq" ctlon mxture is Yhcubated for 18 h at 4 G,
with agitation, and the n bl ocked with 5

[err] of a solution of nercaptoethanol (Sigma, at:1/10 in phosphate
buffer. 30 d) Purificatipn of the [err]- tracer e reactlon m xture is
concer®rated to a vol une| of 3%*%n -on an AM CON CENPR 30 uItraflltratlon
device and 50 [err] of af saution of N- AANS cordmgining 1 nmg/m in
phosphate buffer are the ed (final concentratjon of N AANS about 50
g/m). The tracer is finally purified on a PHA | A @5 35 HR 10/ 10
excl usjon chromat ogr aphy| 2634m (100 nM phosphatassel ut | on buffer, 20 pH

7) to ‘give about 235 mM eftracer-at_a caoncentration of 0.8 rrg/rd
(calculated via OD at 650 nm [err] = 731,000). The nunber of ol ecul es of

[err] coupl gds RENital@HoRfeh fneVhri | SanSiV A
conpari SOI’hﬂ\M:ﬁ&lﬁﬂ%fQﬁd"gﬁhﬁ &Uﬁgi éEgl g’%%g%sen méuﬂ(l@dc%[ i %Jgnaﬁ D@Blg ’

Francep. Theapabénts difluéiiredb ¥afimdahsdd il ¢& nesuryﬁenaaamﬁemafm@d|at.ﬁ£s.65veef
1.4 T4/ APGne gldhge édibibiliter r] tracer is purified in the presence of N AA

synt hesi zed from N-ANS (KODAK, USA) by a nodified version of the prot ocol
described by HINDS et al, (CLIN. CHEM, 32, 16-21, 1986). 10 B/ Conpetitive
honbgeneoRevemdizatiomsds t hyroxin in hunman serum An anti body- Eu TBP di am ne

eur opi¥m cryptate conjugate is prepared in a rmanner anal ogous to that
descri bedli nPresédés réduttiongditerférencesaansiundesagé pantiucsescencediwi amalxte utilisant baroiye tfcl S
bi 0 i nt er nat $eyFayImoinE R cAmpYss figgrescent.sajactirisd en texules ajdute au miliduile mesusedesrians fitd- on
of 2 g/ inB®0 M phosphate buffer, NaF 120 mM HSA 0.2% pH7.

40 2. Procédéselonlarevendication 1, caractérisé en ce qu'on utilise en tant que traceur fluorescent un chelate
ou un cryptate de terre rare.

3. Procédé selon les revendications 1 6u 2, caractérisé en ce que le milieu de mesure est un milieu biolo-
gique.

4. Procédé selon la revendication 3, caractérisé en ce que le milieu de mesure est un milieu sérique.

5. Procédé selon les revendications 3 ou 4, caractérisé en ce qu’on ajoute au milieu de mesure du fluorure
de sodium, de cesium, de potassium, ou de lithium. '

50 6. Procédé selon la revendication 5, caractérisé en ce que le milieu de mesure est un milieu sérique et en
ce que la concentration en fluorure de sodium est de 50 & 500 mM/l.

7. Procédé selon la revendication 5, caractérisé en ce que le milieu de mesure est un milieu sérique et en
ce que la concentration en flucrure de potassium est de 50 mM/1 a 5 M/l.
8. Utilisation des ions fluorures pour réduire les interférences dans le milieu de mesure d’ un procédé de

détection et/ou de détermination par flucrescence d’un analyte dans un milieu susceptible de le contenir.
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A range of T4 standards is prepared by dilution in erum
treated by ion exchange and free of Ep&m‘ﬁgggstanda Imml I M’P’ﬂ up with
the aid of 250 [err] sanples contai n| ng 20 f N AANS

T4 st andar b - Jfﬁ:tgblf; §f9ruf epRSnd bt ughscd 9 yﬁigg'rma{r B

conj ugat e The 'Sanpres toa'rt')a asg%""em gﬂsgeptt'ﬁe eslgrre CGnposi ti on except t hat

the 25  504q artrr.&at.&fserah ﬁmdaraboﬁduedésea)emdon\éfaws Qbhs[uft protsd® bie dRRtidn'etiby/dedidal
serum t o; be aserination paftRorescaRs diuf afdfte dafis iinifed stideptible e 18TcteR [ bankiStEnt :

(Dynat ech, USA) 1) 2Afjdutef audid eilibwiin pdsiniér @Sactif Qoristitdé tau rhahitn r&aepiets addil salytd, he

resul ts are read)idjputer urespeond tactis cholsbiaati 'anatyle oa su inbias I'unldessds rébeptbutsii’'uidesdalne
1, equipped wi t heactifG@ant aonpkéidvécam oampdsé fuakstiérit dernedral fautne régdtif étaht cBplénavec un
using a 1000 Hzcdmpogs fiugresdant acoepieurat llogire djout des paactifepduvant &rednverser a ti ne

wi ndow ab 100 [ ¥ fpiresipquber lexmiiey réspitant seipide PaditionRieechaqu réachif.igit anrésci@ddition desach
standard (B) ar@ewpégptifed by the val ue of the standard 0 ([err]) and
expressed as a émla '9'( gifitant y la Iqnquer diende d'excifatiop il ompes§doigifp| es to be
assayed is cal c afpesyren ! 9,04 ansinetigue. i signal éays.patis Foposh flyprescent acqepteyt s

$ o e D i o

nanal nem thode ar

43 3 250 1) & gjotd t rhifled reHeEun Bﬁgpé"%ﬁ Yhoins un
pr t‘lP'Oft i onat el YchSthuP&dﬁanalyﬁO&ﬁﬂQL\feéhd &ﬂ\p&géfl[uﬁ"égclntdamﬁrrpr esence of sodi um
fluoride in the2ys6eiunBsontSHctifbrEBS Sar it oupRSiGUr dutted récePBSSdRIt 4ridffte, ledit second
SRnsitivjty of reacf sEtSoUpRERStun compdssRiokiieRtidieptr, EXAMPLE 9. Assay of the
19. 9 ant’i gen 103) a faire incuber ledif initleuldpra® citbqiie aiidiion de réactifé bidapndsdtadiition des deux réactifs,
representative 4fadxbiter le olilien résultantiansiomuevid’ohdael'ex¢ithtivn do tonipass fluniescedtdosheur par
anti body i s a r eyesource dedundidge,t ope, the same antibody is |abeled either with
t he donor or wi B} md#eredesimptémls pafleicomivedrtipemeot accaptenminoassay is carried out

usi ng anki body-Fu 15 TBP and antr body- APC con at es pr ared in a_ manner
anal ogous t - t4ilgationsetop | ‘G"‘f"ﬁt' 8 Unyprocpda. ‘{3"’8" g pRinatipfpar fluores-
anti-19.9 ant |°B?f8£ faiyd Wl"@ﬂ' HEH%P m%@ﬁé'ﬂ‘féd omeiaose Rgtomestijen,
diluted in 10 jou%r, auaak melieu %rﬁenadtlal}liglﬁe recgerché. un premier réactif constitué par un récepteur

dudit analyte, couplé avec un composé fluorescent donneur,

2) a ajouter un second réactif constitué de I'analyte couplé avec un composé fluorescent accepteur,
3) & faire incuber ledit milieu aprés chaque addition de réactifs ou aprés I'addition des deux réactifs,
4) & exciter le milieu résultant 4 la longueur d'onde d'excitation du composé fluorescent donneur,

5) & mesurer le signal émis par le composé fluorescent accepteur.

U 30

C 35 43. Utilisation selon la revendication 10, dans un procédé de détection et/ou de détermination par fluores-
—/ cence d'un analyte dans un milieu susceptible de le contenir & 'aide d'une méthode par compétition
consistant :
1) & ajouter, audit milieu contenant I'analyte recherché, un premier réactif constitué par un récepteur
dudit analyte, ledit récepteur étant couplé avec un composé fluorescent accepteur,
2) & ajouter, & titre de second réactif, I'analyte étant couplé avec un composé fluorescent donneur,
3) & faire incuber ledit milieu soit aprés I’addition de chaque réactif, soit aprés I'addition des deux réac-
tifs,
4) a exciter le milieu résultant a la longueur d’onde d'excitation du composé fluorescent donneur,
5) & mesurer le signal émis par le composé fluorescent accepteur.

14. Utilisation selon I'une quelconque des revendications 10 & 13, caractérisé en ce que le premier réactif et
le second réactif sont ajoutés simultanément au milieu contenant I'analyte recherché.

15. Utilisation selon 'une quelconque des revendications 10 ou 11, caractérisé en ce qu'on utilise un seul
50 récepteur de I'analyte, qui est couplé soit avec le composé luminescent donneur, soit avec le composé
luminescent accepteur.

16. Utilisation selon I'une quelconque des revendications 10 4 15, dans laquelle le oompo% fluorescent don-
neur est un chélate ou cryptate de terre rare.

17. Utilisation selon la revendication 16, dans laquelle le cryptate de terre rare est un cryptate de terbium ou
d'europium.
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OmMM HSA 1 g/l, pH 6. A standard range of 19.9 antigeén
iluting a concentrated sol ution ofgpgésedsssdi N newbor n!cH,ﬁ‘E@ﬁEﬂ!ﬁhﬁ“ﬂl
ol l owi ng are added succe55| vely to 96-wel |l pol ystyren

Dynatech, S err of St a dard S | 1

Lerr] of it @F "r A@Eﬁ%ﬁ‘% e#&rﬂ"%"aﬁﬂﬁgae i
[err]/m - heTHo conJu eat 5 [err]/m 22 After
I ncubat i on bo Mm?satrbn%stomune @Ielcbmés@émﬂﬂoaﬁddé 0 & 16) BaricBibeleR caG 16 ERTPosbiflub
the aid gf theeskenbhneut é0in cplaRId'eHOFIGH: btlaf6b dublle EuriRIshY fRiorbsce@bbe PR dst Uhoislpar

650 nm fil t er mididphgcobyanihd) I'alibphédcyaniine B\fid € phydodiidtiingbu RIR ghicobyahing. and over 400
[err]. The results are reported in Table VI bel ow and expressed in

arbitrary 0. Utilisation sglan Jjune qugispnaue gles Tayemiicgtinng 16, caractérisée en ce que le composé fluo-
Signal u/m rescent donneur est un cryptate de terbium et en ce\gye fp composé fluorescent accepteur est choisi parmi

2
G
f
(

312 9 1 les rhodamines, la thionine, la R phyoogg_rgtesle phycoerythrocyanine, la C phycoerythrine, la B phy-
572 64 coerythrine ou la R phycoerythrine. 890 138
1602 278 2491 These results show that the

measur ed erqg; proportionately to 10 the amount of 19.9 antigen in
t he medi um 6}'5'"6 'e"sf’g?rce of sodium fluoride in the measuring nmedi um again

mekes i € pgss remur%.rrr er9 vot&s A B4 ERBEiscbA Bhsfmmiinglh il o
sensivity. EX§ 1f3bei s eraarls'arsseﬁ mmnqumgmm%%@ﬁuf e

howggeneous 'Wﬁ&%sﬂ&#ﬁedn%mm BAlugdBizt kihes, G2 and GL5
bio International, Fr ance) coupl ed respect | veI y Wt h the eur opi um crypt ate

By _TBP gnd 2al NsﬂﬂhmoogtanAmmﬂhel.tdwurdorQekayazetehnet,@ﬂ/ Bls Tisesziorenderl SrabiCeinar e
diluted in 106elmerdmmlpﬂat)gcphdm eeltbl!ﬁ'dnvﬁqllkrvquwgﬁbtwirNaF 150 mMM The
foll owi ng are added successi ve rene m cropl ates nat e

g og%? Al aben ity

usa): - 106 [é(rffﬁhmaf'a@ﬁgmpa ichnet, gt dap g&@d@pmbﬂoglsches Me-
conj ugate at err/m 25 - 100 [err] of Gl5-cryptate

conj ugak @ Yerddhteh hadkianéirichB, da dnfBichft, dak v e SYRirfeAldtist. 2T €
read with the gu d o% thgéplmaser f or{‘r?et gr esc%sgﬁ'gﬁgu 3 é‘rrbr‘?)"fe 1, equi pped
wi t h a 650 sanVérfdhtea hashiAnéprizch Biodkr B, dafiuréhyekeiinzeizhriet afdeth-MaRyheditim Eﬁtn{irﬁrubﬁd ead
over 400 [ er r piumfiuorid, Kaliumfluorid oder Lithiumfiuorid zugesetzt werden.

\/ g0 6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daR das MeBmedium ein Serummedium ist und
die Konzentration an Natriumfluorid 50 bis 500 mM betrégt.

7. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daf das MeBmedium ein Serummedium ist und
die Konzentration an Kaliumfiuorid 50 mM bis 5 M betréigt.

¢ 8. Verwendung von Fluoridionen zur Verminderung von Stérungen im Mefmedium bei Verfahren zur qua-
~— litativen und/oder quantitativen fluorimetrischen Bestimmung einer zu analysierenden Substanz in einem
Medium, in dem sie enthalten sein kann

9. Verwendung nach Anspruch 8 bei einem homogenen Verfahren zur qualitativen und/oder quantitativen
fluorimetrischen Bestimmung einer zu analysierenden Substanz in einem Medium, in dem sie enthalten
sein kann.

10. Verwendung nach Anspruch 8 oder 9 bei einem Verfahren zur qualitativen und/oder quantitativen
fluorimetrischen Bestimmung einer zu analysisrenden Substanz in einem Medium, in dem sie enthalten
45 sein kann, das folgende Schritte umfaBt:
1) Zugabe eines ersten Reaktantsn, der aus mindestens elnem Rezeptor der zu analysierenden Sub-
stanz besteht, zum Medium,
2) Zugabe eines zweiten, unter der zu analysierenden Substanz und mindestens einem ihrer Rezep-
toren ausgewéhiten Reaktanten, wobei einer der beiden Reaktanten an eine fluoreszierende
50 Donorverbindung und der andere Reaktant an eine fluoreszierende Rezeptorverbindung gekuppelt
sind, wobei die Reihenfolge der Zugabe der Reaktanten umgekehrt werden kann,
3) Inkubation des resultierenden Mediums nach Zugabe jedes Reaktanten oder nach Zugabe beider
Reaktanten,
4) Anregung des resultierenden Mediums bei der Anregungswellenldnge der Donorverbindung und
55 5) Messung des von der fluoreszierenden Akzeptorverbindung emittierten Signals im Gleichgewicht
oder kinetisch.

11. Verwendung nach Anspruch 10_ bei einem Verfahren zur qualitativen undfoder quantitativen
18



The.results obtained are reported in Table VIl bel ow and “ iI] m‘
arbitrary units (AU): 23 Tabl e VEbo%sm Si gnalm gmaﬂ "" l ll
AU 0 345 5 9 1

769 2634 sults sho

proportionat elflu;%::ﬁ% meni‘mn%?&eiﬁe‘,zu tnalésrierg ige ??I i M%d? mgﬁlalsﬁept@%tﬂ on
of the signal ma& it pﬁz ful m.ﬂstafﬁg %b fa,ée?né;n\ses.ym [y 4038
order of ng/n eﬂ&lﬁ%@r@ﬁﬁin rél'\ ndvbrbiGunb Berdipbeit iS5 aﬁg ierdhte
again mekes it pessthd ,@.,attg,dg,mgdympu t he maasure t w th a egree. of

sensivity. 24) Zugabe @ined zwelién, auS einem SdefinbHirdfBh dnderen RéYBtoeFder tu Jnﬁ bid6h Sub-
i nterference i nstanzbebteliendehRebkiaitenWobeil dePtivefid\Réakiaft aH Sind Buohdszibrertfd (Al Brverbin-
fl uorescent conpmgrekupseltisie tracer, characterized in that fluoride ions 5
are added to t ha) inkebation desdetiows mujaahrZugabeh Redkisatan 6defindeh Zigabeé el Redktanten,
characteri zed i A) Ahmgung hdes f resullierssdee Nitilidus ik dert) Amvdgungswallentings @ér fludreshictéraible
or cryptate. 3. Donorverbindend miteinerldthigelieandc| ai ms 1 or 2, characterized in that
t he measuring nﬁ)cNQﬁ?H"D§°sa’°tb¢‘i§ﬂw#seiemndqedmmrve_rﬂndun@femittlertddtaidndd according to

claim3, ch terlzedl & (B rredlumlsaserumrredlum 5.
p b q d

Met hod acco dlfﬁ r%"sg 'B ng 8h zf"r] ngfwegoﬁn 7 swent;'ﬂﬂl\‘tz:

pot assi Ut or 'fT w f"u'Pn 'B

Met hod accordl n en£ n%ﬁ Hu§ erzu nal e ées

I sN& serum nedi ugpa ist a aI ] to

500 MM | . 7. SJ}@{, maﬁ.cor |ng to C a| aracter| ze ’fsh

measuri ng medi UpyAgabs iRl 7wBReRREAKIeAIAEH awaJrQ@émetrn&e&Qwﬁ Img gekup-

pot assi um £ | uor peten usandifsieiddén SuBstinzl¥bdient, 20 B. Use of UOH I'ons " f or

reduci ng i nt er f gylMaBston dos MediurfErash JbdeP ZugaB ok Rbakfanten Meﬂ%ﬁm%btbeﬁﬁid&a@ar@n
det ecting and/ o4) Aebgungrided Fegultistendern Mydiéms Bei deFAR g aWelihiingER er Ciudfeadidteriibn
: Use accor Oenogyetbindiigandn 8, i n a honbgeneous fl uorescent nethod of
25 5) Messung des von der fluoreszierenden Akzeptorverbindung emittierten Signals.

13. Verwendung nach Anspruch 10 bei einem Verfahren zur qualitativen und/oder quantitativen
fluorimetrischen Bestimmung einer zu analysierenden Substanz in einem Medium, in dem sie enthalten
sein kann, nach einem kompetitiven Verfahren, das folgende Schritte umfat:

b 50 1) Zugabe sines ersten Reaktanten, der aus einem Rezeptor der zu analysierenden Substanz besteht,
der an eine fluoreszierende Akzeptorverbindung gekuppelt ist, zu dem Medium, das die zu analysie-
rende Substanz enthalt,

2) Zugabe der an eine fluoreszierende Donorverbindung gekuppelten zu analysierenden Substanz als
zwelten Reaktanten,
25 3) Inkubation des Mediums nach Zugabe jedes Reaktanten oder nach Zugabe beider Reaktanten,

LJ 4) Anregung des resultierenden Mediums bei der Anregungswellenliinge der fluoreszierenden
Donorverbindung und
5) Messung des von der fluoreszierenden Akzeptorverbindung emittierten Signals.

14. Verwendung nach einem der Anspriiche 10 bis 13, dadurch gekennzeichnet, daf der erste und der zweite
Reaktant dem die zu analysierende Substanz enthaltenden Medium gleichzeitig zugegeben werden.

15. Verwendung nach Anspruch 10 oder 11, dadurch gekennzeichnet, daR ein einziger Rezeptor der zu ana-
lysierenden Verbindung verwendet wird, der entweder an die fluoreszierende Donorverbindung oder an
die fluoreszierende Akzeptorverbindung gekuppelt ist.

16. Verwendung nach einem der Anspriiche 10 bis 15, wobei die fluoreszierende Donorverbindung ein
Seltenerdmetalichelat oder ein Seltenerdmetallkryptat ist.

17. Verwendung nach Anspruch 16, wobei das Seltenerdmetallkryptat ein Terblum- oder Europiumkryptat ist.

18. Verwendung nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, daB die Donorverbindung das Terbiumkryptat
Tb-Tris(bipyridin) oder das Europiumkryptat Eu-Tris(bipyridin) ist.

19. Verwendung nach einem der Anspriiche 10 bis 16, dadurch gekennzeichnet, daR die fluoreszierende
55 Donorverbindung ein Europiumkryptat ist und die fluoreszierende Akzeptorverbindung unter
Allophycocyanin, Allophycocyanin B, C-Phycocyanin und R-Phycocyanin ausgewdhit ist.

20. Verwendung nach einem der Anspriiche 10 bis 16, dadurch gekennzeichnet, daf die fluoreszierende
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detecting and/ or determ ning an analyte in a nedi um whi ch
25 10. Use according to any ongpQfssghssigy® 8 or 9, in-a '&ﬂﬂmummm
Ty

met hod of detecting and/or determ ni ng an analyte in a medi §m

contain it, ¢ nS|st| addi n a|d nedl a f| sJ rea
tituted "°T" Qggf 8 un g{f@"ﬂ
cotond ?eigeﬁ "“f"?‘f?ﬂﬁ“?%%&l‘ T 'arg:z%» s,

one of the tvvo reaﬂen S¥hei ng coupl ed W|th a fI uor escent donor conpound and
the othegr reagent being coupled with a fluorescent acceptor conpound, and
the order @fgmddition of the reagents being reversible, 3) incubating the
resulting mediumeither after the addition of each reagent or after 35 the

addi tion ofy, bgtefhod & fd@diHgInterferenesin a fluorescent assay of an analyte tising at 1bast ole fludrbscenbcom-
4) exciting t psund &sthé frdcBichaRattbrz8il M that Miriddéns bRlakdud to'thy MbR MG hediimt he donor
conpoung, 5) neasuring, at equilibriumor under kinetic conditions, the

si gnal em 2t eMethgd acherdifg to daimsic ehatactatized jpithat the ugnescentitracr usediig a rare ¢gsth chelate or
according to ewelatea 10 in a fl uorescent method of detecti ng and/or

determning a nal yte in_a m whj ntalnlt theai.of an
excess. et RodMeBRCIob g AAme 4 Rarilgrees §es g MoBting ettt s bioaiefipd’

anal yt e™ n 4qugsihbdatcording th Bisiin 3, SiaREERzed ARk b MBsbufty ndliuh BETerufHadufC €Pt OF

for said anal yte, coupled with a fluorescent 10 donor conpound, 2) adding

a‘sécond r &a g ¥ethodazradiag to tlgime B o0k chacacteried i ticat Spdlumy eesiap.tpotassiuimoor lithiaun dluoride is
anal yte, sai dadiedborit mepagieginedvm.ng coupled with a fluorescent accept or
- dgppoung, 3) i ncubatin sa d rredl umeither after the addition of

eac
r eagent “or © ﬁh"dﬁ?@ ﬁﬂ;g’ Qasuripg mediyf is @ geryrm Mg ““i??ﬂé”"that
resul ting rred ’5?""??‘%‘ ??81“?‘5‘[‘?"(‘} is ;&g@"r of the I??uor escen‘ta donor
conpound by, NR@iey dibording th Bklin sSPaGErizedh thARASHE g antﬁ’unﬁlsggﬁbm ﬁlgalﬁrﬁﬁﬁuh)fatt he

fluorescent a%%&%&ftmﬁdﬁ@%ﬂmﬁ&nde is sPAMALSME Ng to claim 10
fluoresgent nethod of detecting and/ or determ ning an anal yte i n a medl um

whi ch may @ontise afifluctide iovstidn rediining dntegife®hcedn tR&measaring ediur ofa¢usrescénd chetbatts detdct-ng
in: 1) addi nging eud/as determinind ianianalyter @inediugwitidhanagertajtie i n question, a first

r eagent conS| st [ ng of a recept or for said analyte, coupled with a

f1 uor escent PJ@?W% 8.ipgh ?W@“sé'"%’%i‘fﬁ‘ﬁ erethed.f detecting ad/or dgteppining 4 ana-
aaal yt esocoupl MT'%“?‘ acceptor conpound, 3) incubating
sai d nmedi ug, eb&J‘&Eoré\ﬁgttﬁ n}&?ﬁ o?%; %Ufif a tfoBresbeht TR bf difecthb bfidoraBEmiiidiah! ON
of both reagepiafte iffa WhichGn pedium at the excitation

wavel engt h of tz? 1) Bdding waemm meageﬁaﬁmw&d of ot fbast ond reéUBRSTHF dald@ndifis Si gnal
emtted 35by t he 2 hdiing 2664 redgontusletsd PEMTIRG bitfilte or at least one of its receptors, one of the two
reagents being coupled with a fluorescent donor compound and the other reagent being coupled with

a fluorescent acceptor compound, and the order of addition of the reagents being reversible,

3) incubating the resulting medium either after the addition of each reagent or after the addition of both
reagents,

4) exciting the resulting medium at the excitation wavelength of the donor compound, and

5) measuring, at equilibrium or under kinetic conditions, the signal emitted by the fluorescent acceptor
compound.

/

11. Use according to claim 10 in a flucrescent method of detecting and/or determining an analyte in a medium
which may contain it, with the aid of an excess method consisting in:

1) adding, to said medium containing the analyte in question, a first reagent consisting of at least one
receptor for said analyte, coupled with a fluorescent donor compound,
2) adding a second reagent consisting of one or more other receptors for said analyte, said second re-
agent being coupled with a fluorescent acceptor compound,
3) incubating said medium seither after the addition of each reagent or after the addition of both re-
agents,
4) exciting the resulting medium at the excitation wavelength of the fluorescent donor compound by
means of a light source, and
5) measuring the signal emitted by the fluorescent acceptor compound.

85 12. Useaccording to claim 10 in, a fluorescent method of detecting and/or determining an analyte in a medium
which may contain it, with the aid of a competitive method consisting in:
1) adding, to said medium containing the analyte in question, a first reagent consisting of a receptor



13. . Use according to claim 10, in a fluorescent nethod of—detecting
and/or deternining an analyte in a gpdissguswlych may contain it, with the .
aid of a conpetitive nethod consisting in: 1) adding, to isaid nedium
contai ning the glogal. te ' reagent 35 consisting of a

f Fs%&/?rl | nmcg%ﬂ %@3 * fi‘r"%‘t""ﬁ PqUAQ, ith a fl ..
receptor for said, 40 ?&5 aﬁ%’"a"p“ a:%"%ﬂﬁ é@ge with a fluorescent
t . : " anye a r GRMPOYc;
acoeptor ComPoulihabnladh R e i )

after the addit Bk uRAeddh at 46 eftitoh wh i) :
S0 okt ti gy ok SAEARERS o 8o SEEh wh SoH U el Bl BARE 7

Ol

fl uorescent donor conpound, 5) neasuring the signal emtted by the

f | uor escent 13 dédseptooring wiglaimnodn a flubresceblnmetind ofdstdétingarki/or déyminifgean@ahalytd ifh iMBdiukd
to 13, char actwhidhmay containtitiwith théaid 6fiaicampetitiva grethbd eonslstieginond r eagent are added
si mul t arreous| y flladding tsaid readiumenntaining theyanalyte i Question.ad first eeagent cpnsisting ofa redeptor
Use accordi ng t &reaidanpiyte,sgid gaceptar beingconpled withiafluetescent aéraptorichmpogidagl e r ecept or
for the anal yt e2)adding aga gaspndifeagent.tin asplde being eupled yith b fluasescent danaroompavnd, donor
conpound or wi t i Pgykating said,mediungither sftan the, pdditisnof sashreagens or aftes the addition of bath reo
any one of clai "8 to 15 in which the fluorescent donor 15 conmpound i s
arare darth ch eé?"@%’ﬁ;ﬁ".g@'ﬁ?‘.’% aiz; °"°"1tJ§'éw%YEc'gggrb‘7' flugrescent faporiagmpquRd. @pd ¢ h
the rare earth SrVPPArRP g9ne! emiiedby fhe frorassprb preiraPpEat e, 18,  Use

actet di ng t 1, QlsdlaBorkifhg 104G bR dr BEing 9610118, chil@dterizdifin MAIRY rirkt QLEDSHY Bl docbnll REgent

terbi um crypt aireadibd difviitaRboly/ th the HBdiGH conbifhing tHeQRAIE Glasisat € EU
t ki_sbi Py i di ne. 20 19. Use according to any one of clains 10 to 16,

char act er i zHd Usa acdarting taniairfd 19cr & charsctedid trthat thepiogle1sicepor far the arafytelisrused whithat e
and in that t Hecouplednitherwiththe uminessensdononenqmpaynd of withsiesl Igraitescenf acoeptor compound.
al | ophycocygni al | ophycocyani n. B, phycocyanin C or phycocyanin R 20.
Use accordiﬂ% :{:‘é:gﬁﬁg’"g a"?ff’éﬁ #ﬁ'g'fﬁ 198’%6'," ﬁ%ﬂ‘aé'v‘g?wgdymhwmwdfsrfe’arzsaﬂh
fl uoreseent donor co%’ hd is a terbiumcryptate and in the fluorescent
accept or - CofyDQIsB docoriing Bl it £ inwhiink Riré'éuith B Prate s tBilnM Br cuplpiimAp ¥R N R
phycoeryt hrocyanin, p ycoeryt'hri n C, phycoerrpyiﬁlttaﬁri n B orreﬁfy;gco%‘r:%ét E’ri n R
18. Use according to claim 17, characterized in that the donor compound Is the terbium cryptate Tb trisbipyr-
idine or the europium cryptate Eu trisbipyridine.
o/ 30
19. Use according to any one of claims 10 to 18, characterized in that the fluorescent donor compound is a

europium cryptate and in that the fluorescent acceptor compound is selected from allophycocyanin, al-
lophycocyanin B, phycocyanin C or phycocyanin R.

a5 20. Use according to any one claims 10 to 16, characterized in that the fluorescent donor compound is a ter-
\/ bium cryptate and in the flucrescent acceptor compound Is selected from rhodamines, thionine, phyco--
cyanin R, phycoerythrocyanin, phycoerythrin C, phycoerythrin B or phycoerythrin R.
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