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® angg:el;negol,\lNEFOY et GRANGE (C.R Acad. Sc. Paris D 283, 1976 115-118) ont proposé d’ amaéliorer ‘;e
performances de 'immunoné phelemetne par 'emploi de microsphéres de polystyrene portant I’ u‘n des
composants de la réaction antlgenelantrcorps a étudier. Cette modification introduit le principe de I'emploi des
supports microparticulaires en rmmunonephélemetne

50 ggs travaux :nalogues ont fait I'objet de publications {voir notamment J. Immunol. Methods 18 19{79%14 t2)d4
ibid 33 1980 169-173; immunochemiistry 13, 1976, 955-962 et 963-966; Molec. immunol. 17, 1980, 8 7)95 A e
brevets (notamment brevet déposé en France au nom de 'INSERM (inventeur G. A. QUASH) le 06/03/78). Ces

" techniques emploient de préférence des microsphéres de polystyrene sur lesquelles est fixé (par adsorption ou

dier.

£ ar covalence) le composant convenable de la réaction antigéne/anticorps aétu

55 P Les perforrzmnces ont encore été ameliorées par I'emploi de supports mrcropamcularres ! caractr;r)e
; hydrophrle par opposition aux précédents qui é&taient hydrophobes et présentaient une instabilité par au

i Ces
lutination et sédimentation lente et des risques liés notamment & des adsorptions non spécifiques.
:ggveaux supports microparticulaires hydrophiles ont été décrits et brevetés notamment par REMB'ASUM ;s:' es::‘s
collaborateurs (REMBAUM et al. Macromolecules 9 (2), 1976 32.8-336; REMBAUM et al. J. Macrc:jm: ci e
60 A 13(5), 1979, 603- 632; brevet francais n° 2 258 406 du 17 janvier 1975; brevets des Etats-Unis meriq o
138 383 du 6 février 1979 et 4 206 094 du 3 janvier 1980) mais en vue d'utilisations biomédicales sans rapp ;
avec I’ mmunonephelemetne ni avec le dosage de rantigéne HB . Les supports du méme type ont :2:51'9?]:
utilisés par DUHEILLE et ses collaborateurs (MONTAGNE et al. Groupe d’Etude Laser Behring, septPrln e
MONTAGNE et al.iVe Congrés international d’immunologie - aris 21-26 juillet 1980) pour le amagr °
65 immunonéphélémétrique des complexes immuns crrculants Toutefors aucune technique de ce type n '3
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The reagents "and processes to which the present -3- invention reLates
are radically di.fferent in nature since they do not involve any handling of
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dbovenent u..gned di sadvant ages. The pri 2 &e Ychosen for ‘these determ na- \./
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m c@8- particul ate supports in inmmunonephel onet ry. Simlar studies have
formed the subject of -4- publications g,s @, in particular, J. |munol.
Met Qods 18, 1977, 214-224; ibid 33, @98@, ¢159-173; Im*runochem stry 13,
1976, 955-962 and 963- 966; Ml ec. Imn?nol \]‘c‘ 1980, 81-92) and of patents
(in2aarticular the patent filed in 5 France it he name of | NSERM (i nvent or
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m croparticul ate supports have been descryﬁ and patented, in particular,
by REMBAUM and co- workers (REMBAUMiet_ cronoLeculLes 9 (2), 1976, 328-
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t ou R; est choisi parmi I’hydrogéne et les groupes alkyle inférieur ayant de 1-4 atomes de carbone
Ry est un groupe alkyle inférieur hydroxylé.
! Ce monomére représente au moins 5 % en poids de I'ensemble des monoméres et le plus souvent entre 40 et
45  70%. Il apporte des fonctions hydroxyles en grand nombre qui conférent aux mlcrospheres leur hydrophilie et
un caractére parfaitement mouillable par les solvants aqueux, ce qui pamclpe aussi 3 }a stabilité du réactif.
3) moins de 15% en poids de I'ensemble des monomeéres d’au moins.un dérivé acrylique choisi parmi ies
dérivés de formule générale:
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ou R, est I'hydrogéne ou un groupe alkyle inférieur ayant de 1-4 atomes de carbone
. Rgest ’hydrogéne.

60 Ce monomére apporte aux microsphéres des groupements ¢arboxyliques dont le caractére anionique 3 pH
physiologique est essentiel a la régulation de la charge électrique superficielle des microspheéres et, par la, ala
stabilité du réactif en suspension. Tout ou partie de ces groupements carboxyliques peuvent aussi étre utilisés
comme fonctions chimiques disponibles pour assurer le couplage covalent des molécules a fixer sur les
microsphéres, selon les techniques usuelles de la chimie.
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p. 4,206, 094 of 3rd January 1980), but these were for bio- nedical purposes
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ly 1980) for the i nmunonephelLo- netric de?rﬂp nation of circul ating

ne conpl exes. -5- However, no technigue of this type has ever been
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br mat i pn of the nephel onetric signal as a f gRon of the size, nunber 5

d characteristics .of the dispersing particles, $he Appl i cant Conpany has
scovered the great advantage of new microparticulLate supports which
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9| yfunctional hydrophilic spherical «shﬂi cles with an electric charge
i ch can be varied 15 in a controlled manne, and with a size which is
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i Licity dunelieddRs hie/ledfepaibibisiid2irbsiitigubd éntre splitadsgoimpt jastélassbreronélour empécher I auto-
ar actsgr i eyprégationpch awbrowdinsf assext faibieal pogr permstiier Idgglgtinationn spéciiiques de dawejpheces @ar la
tirely Jéwtiemaptigspe-piticorpnpinimals. Les mpmes penditioas fvorisent pussishacedlpsetion dep reaggions
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e copol YITRIHLg @D RotbP Sy dBbERE de THR rollsieCnydRIBRBEY SerMscdlottbr GNANRD rEacOifne)
DNYStyst hRueukbRdrdens Aedbthiech e lplié. griflle regularité dank) I'aibr@age Yeti 16 @drolBetyde de la
t he ge%fyﬁllériiaﬂ&mdé Qui dnBbihe uvhd_"'eiéélleﬁﬂ Womobéneliy dé QRYed bphidrdsFuviieesiqlistle que soit 1a
Oup W t haille Moyeandxe I'a cherche Fhbtenicrononer represents at | east 5% by wei ght
al | the $roFpiss des manomses actyiigus ety cilssyyscln milipucdegpobyygisation contient en"outre un
agent réticulant destiné a assurer les pontages éntre chaines linéaires de polyméres acryliques et de ce fait la
40 cohésion du réseau tridimensionnel de copolymére. Cet agent réticulant est caractérisé en ce qu'il est un diéne
non conjugué et notamment le N-N’'-méthyléne bis acrylamide, soluble dans I'eau et qu'il représente de 0,1 &
10 % en poids de 'ensemble des monoméres et le plus souvent entre 0.5 et 5 %. La proportion choisie 4'agent
. réticulant a également pour rdle de contrdler la porosité des microsphéres obtenues. :
\k_g 5 - Enfin, le milieu de polymérisation contient un agent tensioactif qui peut étre de type ionique -et
3 45 notamment le dodécylsuifate de sodium- ou de type non ionique. Il est utilisé & une concentration comprise
entre 0,01 % et 5 % en poids du milieu réactionnel total et son rble principa! est de régler les modalités de
croissance des sphéres pendant la polymérisation et de ce fait la taille finale des microsphéres obtenues.
6 - Au cours de nos travaux, il 2 6té reconnu que la taitle finale des microsphéres obtenues pouvait étre le
plus favorablement réglée en influant, d’'une part, sur la concentratich en agent tensioactif et d’autre part, sur
50 la concentration finale en mélange total de manoméres dans le milieu réactionnel de polymérisation. Toutes
choses égales par ailleurs, le diamétre des microsphéres obtenues est d’autant plus grand que ia concentration
de I'agent tensioactif est faible et que la concentration totale en monoméres est élevée. La concentration
totale en monoméres dans le milieu réactionnel peut étre choisie entre 4 et 16 % en poids.
7 - Le mélange des monoméres choisis de I'agent réticulant et de I"agent tensioactif étant réalisé dans les
55 conditions permettant d'obtenir des microsphéres de caractéristiques voulues, ce milieu réactionnel est réparti
dans des ampoules de verre borosilicaté de taille convenable qui sont ensuite scellées sous vide. Ces
ampoules sont fixées sur un agitateur soit alternatif, soit rotatif et "ensemble est placé dans la charbre
d'irradiation d'une bombe au cobalt 60. L'irradiation qui provoque la réaction de polymérisation est réalisée a
il raison de 0,01 4 0,56 mégarad par heure et par cm3 de milieu réactionnel pour une durée qui n'est jamais
4 60 inférieure & 15 minutes et peut atteindre jusqu’a 10 heures.
Nos études ont également montré qu‘a dose d'irradiation constante la taille des billes est plus grande si le
flux est plus faibie et la durée d'irradiation corrélativement plus élevée.
Aprés irradiation, les ampoules sont ouvertes et le milieu réactionnel dilué dans un éga!l volume d'une
solution aqueuse réductrice (et notamment une solution & 1 g/l d’hydroquinone) afin, d’'une part, d'arréter les
65 réactions de polymérisation et, d’autre part, de prévenir I'oxydation des fonctions aldéhyde présentes sur les
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Une telle préparation d'immunosphéres (microsphéres portant un anticorps spécifique) peut étre utilisée
directement pour le dosage néphélémétrique de I'antigéne HB; dans tout liquide biologique humainr et
notamment le sérum ou le plasma, éventuellement convenablement dilué. La procédure est celle
classiqguement employée ou aprés qu’a eu lieu la réaction antigéne/ anticorps, on compare le signal

{0 néphélémetrique donné par la cuvette contenant I'échantillon inconnu a une courbe d'étalonnage réalisée en
mesurant les signaux obtenus en présence de quantités connues de I'antigéne étalon.

Toutes les possibilités techniques présentées par les néphélémétres a laser modernes telles que

' soustraction automatique de blanc, possibilités d'effectuer les mesures en cinétique ou en point final,

1\, automatisation miniaturisation, calculateurs incorporés traitement électroniqgue du signal, etc. peuvent
45  naturellement &tre exploitées afin d’obtenir des résultats de la meilleure qualité possible dans I'application

i particuliére qui fait 'objet de cette invention. En outre et compte tenu de ce que les appareils de différentes

b marques ne présentent pas des caractéristiques et possiblités identiques il est possible de tirer parti de la trés

' grande souplesse qu’offre le procédé dbjet de la présente invention pour optimiser la préparation das réactifs

et les adapter a chaque type d'appareillage afin d’assurer les performances maximales.
50 Les exemples suivants permettent de mieux comprendre I'invention sans en limiter la portée.

Exemple 1

j Préparation de microsphéres de diamétres moyens 50 ou 110 ou 190 nanométres:

Tous les réactifs utilisés sont d'origine commerciale et soigneusement redistillés juste avant I'emploi. La
procédure générale employée est la suivante : des ampoules & sceller en verre borosilicaté de diamatre 35 mm
et de capacité totale 150 ml sont préparées et I'on introduit dans chacune d'elles les quantités voulues de

60  chacun des monoméres de I'agent réticulant de {'agent tensioactif et d'eau préalablement dégazée sous vide
pour obtenir dans dans tous les cas 100 ml de milieux ayant les compositions respectives données dans le
tableau 1. Aprés barbotage d’un courant d'azote, les milieux réactionnels sont congelés par immersion dans
I'azote liquide et les ampoules sont aussit6t scellées sous vide. La polymérisation est provoquée par irradiation
par {es rayons y d'une bombe a 89Co. Les flux de radiations et les temps d'irradiation sont aussi donnés dans le

65 tableau 1. Pendant toute lirradiation les ampoules sont fixées sur un agitateur 3 plateau tournant & 20
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Exemple 2

Couplage des anticorps monoclonaux anti-HBg sur les microsphéres de diamétre 50 nm:

a) Anticorps monoclonaux:

‘La préparation d’ antncorps monoclonaux utilisée dans cette expérience est constituée par le mélange des
immunoglobulines de souris monocionales anti-HB; (de classe G et de sousclasses 1, 2a et 2b), punﬂevs sur
colone de protéine A de Staphylocoque immobilisée sur Sépharose a partir des liquides d‘ascite de souris chez
qui avaient été respectivement implantés (dans le péritoine) cinq hybrldomes différents producteurs
d’anticorps monoclonaux spécifiques de I"antigéne HB;a.

b) Couplage:

La suspenslon de microsphéres de diamétre 50 nm préparée comme indiqué dans l'exemple 1 est tout
d'abord amenée 2 isotonicité par addition de chlorure de sodium & concentration finale 140 mM puis dialysée
exhaustivement contre un tampon isotonique {PBS) constitué par du tampon phosphate 10 mM contenant du

55

60

- 65

6

W T T e SRR
]

@&

e
regul at edours/m-r@ne eka-emqsyeSage fsan reeafsurqm!aspwsea{av@t hwspeéﬂes@emmmn Pes apfipetees



equal , the diameter of the mcrospheres obtained is the greater the |ower

the surface-active agent concentration and the higher the totalL nmononer ~
concentr at#on. The total 20 nononer conoqoumtion in the reaction nedium (\
c'an be chosen between 4 and 16% by weight. 7 - \WWen the chosen nonomers, @'
the crosgliériiei daGoa@Rniao il ef 4)6sts b bhA0E CEGHMP6R esPbfyAbusBAYR JIGHE aVink %d:.smeune
condi t i osIRusee lde ROsusengios shtbiuve ebienodre dialyséd dOh1IPS P 1aE Purb atin Bdétérminaepal ©8||d§ &4 ia
cpar act ecqnsentl@t;on defta s:spmn)tl eomicrospivésen i s di vi ded up into bor05| licate gl ass

anpoul_es P“' ‘{&"’ﬂg " 'Pi‘ée "ng‘?ﬁ"s&’t"e"et 'ﬂ@ﬁ’s@'@ "? '2:9 ant 10 mg cle

anpoufesh % %:%?Fﬁ % Zs‘ﬁgﬁ PV 0’43 s O& ;'?;t,, ﬂn obyfiaee

wiol e i sp ,afae ﬂisen trbd b@&d Qbuts DOBTREbiths dbnb SUlation 0.2 M @stev 3 ph
F I adi at 7 DAl d: ld‘et':ﬂﬂﬁ)ﬂ‘sld n)ﬁﬁﬁ&ftibi’t%bd?@! ﬁﬁl@é'stdameé tﬁétﬁ&l’cbh n@Ut at a

r at e of 0Lémnilteo réacionmelgat é&lbowedanhuutubaade gﬂm&tafantmadmmdmpm*@p 1812 60
eri 0d whi (epids garrveluae) P@ﬁ"ém?ﬁ Htwqﬁmﬂr&o?@ ugegrd 45€ e gﬂf@p mmt La couche
urs. CEAMenpRtlgsgucrasphares P praleyge it ceipsic! sogt diglvsgasieortm? foisddir FE?H“’BBE t he

S

1ze of the beads is greater if the flux is lower and the irradi ation
period correspondi ngly Longer. 10 After irradiation, the
anpoukesEsemplopened and the reaction nediumis diluted in an equal vol une
of a reducing aqueous sol utio particul ar a sqlution con- Hgi ning 1

o/ liter oﬁJtﬁ%,are SRR Ares e ol edesan SonpaS Lo P iee

pol yneri z Bs & ﬁin'cwéécmg r88paleiegOLHIRE edtde nefidlithetrd aRisaY PG HOKANBLLASE @ln
the ajpdeysitefNOSHIES RNESENB nfvbt esursht CintehgiteaiRineuse Ihe;.memaahne@am Saatappsh
a~r e t henapeeide tiscyaustadune Lestaivaitee prasttera tle t@illaniesn vohewdotelgiediml- ti ons for

subse uentb)gg'@"t'OTFh@"ﬁ'Ia@Fé e#’%és obt al ned can be exarpq, ned and checke
00

vor AN St

Ie 2 sont mt tes r mvcroht es d nﬁ fﬂ utn
ayer age ﬁ et g T
ditions %smle.% ent &l QM a«r weaénlz ogn aé s&&lﬁal&ﬁrﬁaﬁ&béﬁi’e efl1 G YETween B0 et amené

pr epar at ia@n vbismeatdta e 9608&8rolitl’ﬁ;rpaale ir@nieldiladnt. L edaetionrdiegglutiiion spécifique génératyice du
order to Sinea'msﬂﬂ‘emmqvhéel@@t'@ﬁ o h%ﬁdit@n desf 'W‘@M’F‘ﬂ'ﬁt 9‘@6‘# étrp H@V'ﬁf’ﬁ‘lsd% fes agture

obt ai ned cifféquel ?‘S'Beﬁ‘fé’\?é pmpsfixendayf }:P:%"é’ﬁ’tf b ‘};W T heure aprés
111 mm er CIt! antigene a8 Cuve experi e a monfré
anti bdti gl }1 i eiie L‘.&%éﬂ' 70 AbdhetometGus ek .g.fvusi S2bhuHh Qud g Tidn du dblar
chuse th Gusa'8 @ dul 16 haed ktbpdantk b@d’ld 5RAG éﬂr@tlﬁﬁ RNTdub tes resunataarése &rd'mﬁrbﬁf.‘nm
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accor di ng’eﬂajeathenP\fﬂPeﬂtlon are: - either pol ycI onal and isolated by the

k?nown5tec FEsﬂi‘ p(;mfl(t: ne se rao Lnedfrom nmals 5 after
rum humamd efere itr iCro rammes igene H ar millilitre,
| Ui Zat i G S Rukbth po4t 4 ok hosaae %ﬂmm “entifon dAbs sy, pur i fi ed by
t,he known dyeivaestgalisédser producti on fromhybrid cells hybr| domas) resulting
f!rom t he f1ﬂ§ta@mtﬁesp¢sasmyﬂewnabsmﬁsal S inmuni zed ag a| nst [err]
ant i ggns Lﬁﬁdlg‘\ qantcd| qu:repégsggrgsq gg:l qtqfed hegpscanti-HB, seules (sans
char act e g@ e conc ntratlons comprises ‘entre et m| ont été esu és repétltwement pendant ung
96 heures sans agitation du contenu des cuvettes Ces signaux se révélent d’une excellente stabilité
pulsque les valeurs extrémes observées ne s'écartent jamais de plus de 2 % de la valeur moyenne pour la
, suspension 1a plus concentrée et de plus de 7 % pour la suspension la plus diluée. Ce résultat démontre
&45 I'extréme stabilité des suspensions dimmunosphéres dans les conditions pratiques de leur utilisation, y
"~ compris pour des délais incomparablement plus longs que ceux qui sont nécessaires aux applications
analytiques. '
2° Etalonnage du dosage:
2-1- Lorsque la concentration des immunosphéres est fixée a 7 microgrammes par millilitre, une gamme
50 d'étalonnage effectuée & partir de dilutions du sérum étalon montre qe le signal néphélémétrique spécifique
permet d'explorer valablement un domaine de concentrations en antigéne HB; extrémement vaste puisqu'il
s'étend depuis environ 0,15 ng/ml jusqu’a prés de 80 ng/mi. Cette courbe d’étalonnage est représentée sur la

f figure 1 sur laquelle on a porté en ordonnée I'intensité lumineuse diffusée (en unités arbitraires) et en abscisse
{a concentration antigéne HBg en nanogrammes par millifitre.

L 55 Cette caractéristique présente un grand intérét pratique dans la mesure od elle évite a I utilisateur de devoir
[ préparer un grand nombre de dilutions d’un échantilion inconnu pour obtenir une mesure comprise dans |3
f partie exploitable de la gamme d’étalonnage.

2-2- Lorsque la coficentration des immunosphéres est abaissée jusqu’'a 1,4 microgramme par millilitre, une
courbe d'étalonnage analogue montre que la sensibilité limite peut aisément étre abaissée jusqu'a une
60 concentration d'antigéne de I'ordre ou méme inférieure a 0,1 ng/ml. Cette courbe d’étalonnage est représentée
sur la figure 2 sur laquelle on a porté en ordonnée Vintensité lumineuse diffusée (en unités arbitraires) st en
abscisse la concentration antigéne HB en nanogramme par millilitre. Ce résuitat est extrémement impartant
puisqu’il démontre que la méthode mise au point permet d’atteindre des sensibilités limites au roins aussi
élevées que celles des meilleurs dosages radio-immunologiques actuellement disponibles sans présenter

55  aucun des inconvénients liés 3 la manipulation de substances radioactives.

P U N LG




fie antibodi es which gan be used can also result fromm xtures of several
munogl obul i ns -specific to [err] antigen, so as not to allow any rare

ir i ant of~the anti- gen to escape the depepgiyggti on. 15 I n order GE%
th coupl e\t~he anti-[err] antibodies with the chosen m crospheres, the -
spensi on Gf chiHiRaRBs AR S di al yzed beforehand to renove the excess

jagent s andi,idand feRortitidas IdRAkidubs ScdiBONpraYrepB 1 Adnl ikdibles BASHIBRE B artigddlpdablant 24

| of part helres sper derl I'aptanse fitre anbo reodgé esuxi rmtinddphedey) drly subtaplrbtioni finde de 70
ot oni ¢ bG‘Pq"QﬂfQ!EF"?Pé’d'I"Uﬁ? apHsun sigaelcdistingatie slushiangt dep réaotifs triapperaiti GRSl eF‘FI"‘fehG' en

-«

e soﬁvel‘fb“ e"e iﬂﬁ Qf"t é‘f{% %fé’ée@g){g.g{t‘ﬁ?f&bﬁ%‘? ique, 'ae"f“'eﬁ/"l‘fﬁ‘i?f'g e, est
lent t enpErgR R g B St @opg?géﬂ'iﬁi'ﬁm e'"fiﬁﬂ%f 3 pe. m.%s;swatmwaeamune

gidehyde gﬁﬂiéﬂﬁorpa'ﬂﬁ IsRy altt)ﬁe&n em:Cd' Q@émédtre &R fgene Lppés! ﬂrmaemémendwa%agﬁs: exces
At er the deatidbtpsibleaisnyieaenite éthge ot 6@t doaclpldedispesibiefpoarqnipiogier bagglutiadtioe epecitique
&d 30 rnoum) immysgesrhktes sians ] deuxieyng cétopen Fesreauttat Béroeritre e tspéaifisité tdeciacapreipsanss de
Jficess of a'fig s Peln fngmugﬁse?t‘é?%l'vea pri mary hydroxyam ne, such as
3 - et han0|4a1nA i%a g\@e(ﬂa aFIXrﬁFeQEY dgraq}dpa%n@ld§9regam 56]&9%9 lat ﬂ'egeh@ invention &

drophi |'i gdstipér Q’fe dr elaardidsgd @&ilisARh Abhs! 16 ddsahS da\EtigehB IHB, 8dnSBed Serumi deitd inconnu,
Ht by /&ncubasmuanhuairad® ipenénaheThesplalisteus étd emplayd Wne hedie de 110 dl@ichnde Se sBrum en

Bt crnat i vete resvzmege@tnewqm)#e tgisor K p nt} r@ﬂ@eegt@esdlqmta%ﬁgﬂdete m@p@-oea?mw@ soumises a

i cced bl e ;}gf ,é ek .'?;élgg %Lée@f’?‘cﬂ%’:.‘?“‘? G emen?me“éﬁne mdition

! djﬁcondmon
i ohydr i dfy o
ygar ¥er@rmdéa:le95r9|é£3§que Isighal aezsi»g'suftcm Jo\:?(hrrbgdlﬂfloﬁ

; ﬁs Glefd! Hﬁﬁleﬁt Qyrandes de
|C- 1/1@ 000\ 'Jektb @83ervation
]t he M CHésgiverge'en pariquedved dnenammzn e Srdilukiens ofl pe@en ubdieuteléchpladoe laﬁ;dmaégpe degesse

ohol gr eegme hwm! ememds deﬁ@evé un Mummsormheu%ymwp [bri titesjentre Hng/mhet 10 pg/mi
i cles i“ e et oo "%ZJ’?"’?"WJJZ "eve trois
r| fi ?e,‘gt%mé" iy ,T@;je(ig",‘mﬂefeﬁgt SiPcTisY & f"eﬁn T mmuBosphisies % & y
adi en QL2- Daade! Rs %r&HCHuQ%ﬂJngﬁtﬁigé ta Blpa@fsorl Bed é?grﬁw/ébtenul_heurhw&futlom les mieux

nt ai ni ng sitUées (s 1a gaivr® deSméseRQVer |8 dowiicd" étaloariaby delladigyred domtyitiauge vadgur moyenne du
ot oni ¢ bufré @ séfimi de $i8pmg gfantigénp titatrapm! eflesi vaipy ROPs BOtEeH Yy §-mepyies @ pimple
rryin "?léc"eaﬁt'?‘l?t)ﬂ?ﬁe@&‘ﬁs Blant fsbet Gy Certa ‘P'?" est gceliqgte pour des dosages de ce
phelL Rg mg&trgématgf [err] antigen in any human bi ol ogi cal

qui d, | n oﬁﬁltuﬁﬁ lakdiddbs PeABSMdiqida 6ildeBRUY 10RRE plR QuxHilitioabHisférentes de sérum
'uted. Tbﬁsupl’e@ gafidésdel sendibilaé catfespdndargescnmeatre ilessighdux denreh pardd cuvahexiedépendantes
ter the anisidgepmegsitiohstegtiquediandlon statistiapexttesvalpyra eltenuep eonduihxiresultggsuivants:

tric %ignal gi ven by the dish containing the unknown sanple is conpared
9.

th a stalﬁuarm: Zat-HofTCUT Ve TP UUUTEY Dy TEAaS Ui Mg The stgmars ot ai ned in
e presente of known anmountq of the standard 4nti gg ALL the tgchnical
cilities|offered by nodern| lexe dilutipmser ndphel dfedidPEiosych las t he
t omat4oc bubtracti on of a bljank, (4 jw)ypossi bilijti es (afsw2@dryi.ng dqut ki netic
asure- ngnts or end point reasurenents, autorfati on, m niaturizg-
(\_ 45 |Nombre de mesures 10 10.
; ' Signal moyen 52,2 69,5
(unités arbitraires)
50 |Ecart-type 2,72 * 4,36
Coefficient de 5,2 6,3
variation (%)
55
Ces résultats. confirment I'excellente répétabilité de I'ensemble du dosage y compris en particulier la
réactiond’ agglutmatnon des immunosphéres spécifiques par I’antigéne a doser.
60 Ces différents essais mettent en évidence les caractéristiques et avantages de la méthode de dosage de
{"antigéne HB, a I’aide des réactifs et procedés objets de la présente invention. lls démontrent en particulier :
- la trés grande sensibilité du dosage qui atteint des seuils de détection au moins aussi bas que ceux des
meilleures méthodes actuellement disponibles pour ce méme dosage (de V'ordre de 0,1 ng d'antigéne par ml);
- la haute spécificité assurée par le choix d’anticorps monocionaux strictement spécifiques de I'antigéne a
65  doser;
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solutlon tamponnée ou non, & diluer avant emploi ou non soit sous forme de Iyophilisats a reconstituer dans un
solvant indiqué a l'utilisateur ou livre dans {e coffret, cette préparation pouvant contenir en outre des additifs
40  tels que conservateurs et stabilisants.
En outre, quel que soit le mode de dosage adopté, le coffret pourra comprendre des réactifs commuas Ju-
seront notamment :

- un diluant i
oI - une préparation étalon d'antigéne H8;
] - des préparations de contrble telles que par exemple des sérums de contréle de concentration basse.

moyenne et haute par rapport a I'étendue de la gamme normale de dosage
- un sérum de contrdle négatif, garanti exempt d’antigéne HB,.
Ces réactifs communs seront presentés soit en solution tamponnée ou non, 3 diluer avant I'emploi ou nhen
soit sous forme de lyophisats a reconstituer dans un solvant indiqué 3 I'utilisateur ou livré dans le coffret. Ces
50 préparations pourront en outre conienir des additifs tels que conservateurs, stabilisants, agents tensio-acifs.
) agents de dispersion, tous ces additifs pouvant étre macromoléculaires {et en particulier protéiques) ou ron

55 Ravendications

1. Microparticules sphériques hydrophiies, poiyfonctionnelles de taille uniforme, de diamétres moyens ent-2
environ 10 nanométres et environ 10 micrometres, caractérisées en ce Qqu'elles sont ooterues par
copolymérisation des monomeres ci-apres.

1. au moins 5 % en poids d'un aldehyde acry!:due de formule CHy; = C°
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?40 tels que conservateurs et stabilisants.
' En outre, quel que soit le mode de dosage adopté, le coffret pourra comprendre des réactifs communs qui
seront notamment : )

- un diluant

: - une preparatlon étalon d’antigéne HBg
Aot - des préparations de controle telles que par exemple des serums de contrble de concentration basse,

moyenne et haute par rapport al’ étendue de la gamme normale de dosage
- un sérum de contrdle négatif, garanti exempt d’ antigéne HB;.
Ces réactifs communs seront presentes soit en solution tamponnee ou non, a diluer avant I'emploi ou non
: soit sous forme de lyophisats 3 reconstituer dans un solvant indiqué a I'utilisateur ou livré dans le coffret. Ces
préparations pourront en outre contenir des additifs tels que conservateurs, stabilisants, agents tensio- -actifs,
Eﬂ agents de dispersion, tous ces additifs pouvant étre macromoléculaires (et en particulier protéiques) ou non.

55 Revendications
! 1. Microparticules sphériques hydrophiles, polyfonctlonnelles de taille uniforme, de diamétres moyens entre
environ 10 nanométres et environ 10 micromeétres, caractérisées en ce qu'elles sont obtenues par
_ copolymérisation des monomeres ci-aprés:
50 R
— 1

1. au moins 5 06 en poids d’un aldéhyde acrylique de formule CH, = C:
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R
- el 1
[ 1. au moins 5 % en poids d'un aldéhyde acrylique de formule CH, = C
45 CHO
dans laquelle Ry est I'hydrogéne ou un radical alkyle inférieur ayant de 1 3 4 atomes de carbone;
50 2. au moins 5 % en poids d'un dérivé acrylique de formule CI-I2 = \
" - COOR

3

dans laquelle R, est choisi parmi ['hydrogéne et les groupes alkyle inférieur ayant de 1 4 4 atomes de
85 carbone et R est un radical alkyle inférieur hydroxylé;

3. de moins de 15 % en poids d’au moins un dériveé acrylique choisi parmi les dérivés de formule

R
: 2
e ci, =¢ <
- COQH
M
i 65 dans laquelie R, est tel que défini ci-dessus et les dérivés de formule:

: I
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: Patentanspriiche

_ 1. Polyfunktionelle, hydrophile, kugelformige WMikroteiichen von einheitlicher GroBe mit rnittleren
b Durchmessern zwischen etwa 10 Nanometern und etwa 10 Mikrometern, dadurch gekennzeichnet, dak sie
erhalten sind durch Copolymerisation der nachstehenden Monomere:

95 1. mindestens 5 Gew. % eines Acrylaldehyds der
- 1
50 Formel CP = C ~— cHo '

worin R, Wasserstoff oder eine Niédrigalkylgruppe mit 1 bis 4 Kohlenstoffatomen ist;

2

2. mindestens 5 Gew. % eines Acrylderivats der Formel CH 2 = Cc \

COOR3

worin R, ausgewahlt ist aus Wasserstoff und den Niedrigalkyigruppen mit 1 bis 4 Kohlenstoffatomen und R3
eine hydroxylierte Niedrigalkylgruppe ist;

o




-invention t'o provide a high degree of flexibility when 15 wused in the
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val ues JoTEPsHRSF ?gﬁ‘ds telﬂ'e? Vi 'Sfrlvg‘e\‘/\?eﬁg rméa'su 2s: ? DNdidygidn 2nd diluti on

originating froma hospital was enployed. A series of 14 dilutions of tt(éa

25 20 (1/40) (1/5120) Nunber of
measur e nvasin Ry Wasserstoff oder eine Niedrigalkyigruppe mit 1 bis 41(6hl§mf&gm.ep||sgna| (arbitrary
units) 52.2 69.5 Standard devi ation

2.72 : 4.36 Coefficient of var|at|on(°/<) : 5.2

6.3 -2. Middestehs 6 Gewl B ined scretwfvbusmertﬁaene lent peat abiljty of the
det‘?grm nation as a whole, including, in part i cul a\ | utination
r~eact|on of the specific i munospheres by the antigen to determ ned. 5

These vavorio B alisg&wahitde AL Wassaistofft Una dek Rieahgaliiyighuppén @ 1 BRG IRHMANfREGERenUhd R e
rtet hod ein@hydrdxgliette tNigdnigeikmigrappe ist;

3. mindestens 15 Gew. % mindestens eines Acrylderivats ausgewadhlt aus den Derivaten der Formel

:

3 R

t- "

\ & COOH

i

| worin R; obige Bedeutung hat, und den Derivaten der Formel

!. R2 . =

| 50 ' ~R

% CH 2 = C < co dR N / > ,
6

‘ 55 worin Ry, Rs, Rg gleiche oder verschiedene Niedrigalkylgruppen (1 bis 4 Kohienstoffatome) sind und R, obige

Bedeutung hat, welche Copolymensatlon in Gegenwart von 0,1 bis 10 Gew. %b eines mchtkomuglerten Diens
als Vernetzungsmittel und eines wasserlgslichen grenzflichenaktiven Mittels, wobei die Anteile in Gew. % der
Gesamtheit der Monomere ausgedriickt sind, durchgefiihrt wird.
5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daR das grenzflachenaktive Mittel ionischer oder
" 80 nichtionischer Natur ist und in einer Menge von 0,61 bis 5 Gew. % des gesamten Reaktionsmilieus verwendet
wird.
6. Verfahren nach einem der Anspriiche 4 oder 5, dadurch gekennzeichnet, daB die Gesamtkonzentration an
Monomeren im wasserigen Polymerisationsmilieu zwischen 4 und 16 Gew. % betrégt.
7. Verfahren nach einem der Anspriiche 4 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB die Copolymerisation unter
65  Einwirkung einer hochenergetischen Strahlung (wie Kobalt-y-Strahlung) in einer Dosis von 0,01 bis 05
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in which Rj is selected from hydrogen and the lower alkyl groups with 1 to 4 atoms of carbon and R, is a
hyd;oxy!ated lower alkyl radical;

3. Less than 15% by weight of at least an acrylic derivative selected from the derivatives of formula
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CH 2 © c in which R, is such as defined above, and
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- 60 in which R,, Rs, Rg are identical or different lower alky! groups (1 to 4 atoms of carbon) and R; is such as

defined above, in the presence of 0.1 to 10% by weight of a nonconjugated diene as cross-linking agent and of
a surface-active agent, the proportions of monomers and of cross-linking agent being expressed by weight of
all the monomers.
2. Hydrophilic spherical microparticles according to claim 1, characterized in that the proportion of the
65 acrylic aidehyde monomer is between 40 and 60% by weight. .
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40 in which Ry, Rs, Rg are identical or different lower alkyl groups (1 to 4 atoms of carbon) and Rj is such as
defined above, said copolymerization being carried out in the presence of 0.1 to 100 by weight of a non-
conjugated diene as cross-linking agent and of a surface-active agent soluble in water, the proportions are
expressed by weight of all the monomers. .

_ 5. Process according to claim 4, characterized in that said surface-active agent is of ionic or non icnic nature

i l%..‘«‘45 and in that it is used at the rate of 0.01 to 506 by weight of the total reaction medium.

: 6. Process according to any one of claims 4 or 5, characterized in that the total concentration of monomers in
the polymerizing aqueous medium is between 4 and 16% by weight.

7. Process according to any one of claims 4 to 6, characterized in that the copolymerization is carried out
under the influence of a high-energy radiation (such as the y radiation of cobalt) used in the proportion of 0.01

50 to 0.5 megarad .per hour and per cm3 of the mixture,and for & duration of at least 15 minutes. the
copolymerizing solution being stirred. :

8. Use of microparticles according to claim 1 for obtaining immunospheres, characterized in that said
appropriately purified microparticles are placed in contact in a liguid medium with an antibody selected from:

- the polyclonal antibodies isolated by known techniques from specific immune sera obtained from the

55 animal after immunization by purified HB, antigen,

. and the monoclonal antibodies purified by the known methods after production from hybrid-cells
(hybridomas) resulting from the fusing plasmocytes of animals immunized against Hb, antigen with myeloma
cells having appropriate characteristics.

g. Use of microparticles according to claim 8, characterized in that after said particles are placed in contact

60  with said antibody, the resulting product is treated with an excess of primary amine so as to block the free
aldehyde functions.

10. Use of microparticles according to claim 8, characterized in that after said particles are placed in contact
with said antibody the product obtained is reduced by treatment with a metallic hydride.

11. Use of immunospheres according to any one of claims 7 to 10 for the nephelometric determination of the

65 HB, antigen in a biological liquid.
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