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Description 

L'inventlon a pour objet un proc6d6 de mesure de la luminescence 6mise dans un dosage par lumines­
cence permettant de corrlger certaines perturbations dues au mllleu de mesure. 

6 L'utilisation de dosages lmmunologlques pour !'analyse qualitative et quantitative de compos6s dans des 
fluides biologiques est a l'heure actuelle largement r6pandue. 

Parmi les techniques exlstantes, les dosages par fluorim6trie ont prls une Importance croissante. 
En effet, ils pn!lsentent un certain nombre d'avantages parmi lesquels la senslblllt6, la rapidit6 de la me­

sure, la stabilit6 et l'lnocuit6 des n!lactlfs marqu6s par des compos6s fluorescents et le coQt relativement n!lduit. 
10 II est connu que les m6thodes de d6tection utilisant la fluorescence sont lntrinsitquement tres sensibles 

et pourraient permettre des llmltes de d6tection inf6rieures a celles attelntes par des dosages immunologiques 
utilisant des r6actifs radlomarqu6s, en partlculier par !'utilisation de sources lumineuses modulables laser (I. 
Wieder, lmmunofluorescence and related staining techniques, 1978, Elsevier). Voir aussi GB-A-2215 838. 

De nombreuses mol6cules fluorescentes utlllsables comma traceur dans ce type de dosages ont 6t6 pn!l-
15 c6demment d6crltes; parmi celles-ci, on peut clter notamment les complexes de terre rare qui possitdent des 

proprl6t6s int6ressantes. 
Par "traceur", on entend soit une mol6cule luminescente 6mettant une luminescence dlrecte, soit une mo-

16cule luminescente capable d'induire une 6mlsslon de luminescence, ladite mol6cule 6tant susceptible d'Atre 
COUpl6e B l'un des n!lactlfs du dosage, et 1'6mission de luminescence, dlrecte OU indulte, permettant la detection 

20 et/ou la determination de l'analyte recherch6. 
L'Utlllsatlon de complexes particuliers, les cryptates de terre rare, est d6crite par example dans les de­

mandes EP 0 321 353, O 180 492, O 232 348 ou la demande Internationale WO 90/04791. 
Ces cryptates de terre rare pr6sentent l'avantage d'Atre tres stables en milieu protelque et satin, cette 

propri6t6 6tant particuliitrement lmportante dans le cas des dosages lmmunologiques homogltnes. 
26 La sensiblllt6 de la mesure est n6anmoins limit6e par dlff6rents param6tres lnterf6rents parmi lesquels 

on peut clter : 
- les propri6t6s spectroscopiques du milieu, et en particuller sa fluorescence intrinsitque, due notamment 

aux 6mlsslons parasites des molecules pr6sentes dans le milieu de mesure et susceptibles d'Atre ex­
clt6es et d'emettre a des longueurs d'ondes proches de celles du traceurfluorescent et/ou avec de for-

so tes intenslt6s ; son absorption, qui entraine une perte de lumiitre excitatrice ; ses propri6t6s de diffusion 
de la lumiitre lorsque le milieu de mesure n'est pas llmplde, 

- !'extinction de la fluorescence 6mise (•quenchlng1 par des inhibiteurs pr6sents dans le milieu, 
- la composition de l'appareillage, et notamment les r6flexions parasites caus6es par l'appareillage, 
L'ensemble de ces interf6rences affecte consld6rablement la senslbilit6 et la reproductlbllite de la mesure. 

35 Certains de ces problitmes ont d6ja et6 n!lsolus par dlverses techniques. 
En particulier, les m6thodes d.e mesure de fluorescence en temps r6solu permettent de rem6dier partlel­

lement aux 6misslons parasites (bruit de fond). Le principe de ces m6thodes n!lside dans le falt qu'on effectue 
la mesure de la fluorescence 6mlse par une mol6cule traceur ayant une dur6e de vie d'6mission relativement 
longue, la mesure 6tant retardee dans le temps au-dela de la duree de vie d'emlssion des autres mol6cules 

40 pn!lsentes. 
II est dans ce cas n6cessaire d'utiliser des mol6cules fluorescentes traceurs a dun!le de vie relativement 

longue telles que les ch61ates et les.cryptates de terre rare. 
N6anmolns, aucune solution satlsfalsante n'a ate apport6e aux limitations dues aux propri6tes spectros­

copiques du milieu, et en particulier a son absorption. 
46 En effet, parmi les techniques proposees pour 6vlter l'effet de filtre du milieu, aucune ne permet a la fois 

une mlse en oeuvre als6e, peu coQteuse ainsi que l'obtentlon d'une grande sensibilit6 et d'une tres bonne re­
productibilit6 dans la mesure. 

En particuller, la solution consistant a diluer fortement 1'6chantillon est dMavorable a la sensibilit6 de la 
d6tection. 

50 Par ailleurs, la mise en oeuvre d'un systitme a double falsceau d'excltation, entralne !'utilisation d'appa-
reillages coQteux et de cuvettes de mesure sp6ciales, difflciles a standardiser. De plus, la mesure systema­
tique de !'absorption du milieu avant la mesure de la fluorescence de 1'6chantillon alourdit le proced6 de do­
sage. 

La demande EP 355 849 d6crit une methode et un appareillage automatique permettant de verifier la fia-
66 billt6 de la mesure de fluorescence d'un 6chantillon et de corriger cette mesure par rapport a une r6f6rence 

interne. Ceci n6cessite pr6alablement a la mesure de 1'6chantlllon a tester, d'effectuer une mesure avec 2 
6chantillons de r6ference, un •blanc" ne contenant que le milieu de mesure et l'autre contenant le milieu de 
mesure et le marqueur fluorescent. 
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La demande EP 91 126 concerne un fluorimetre perrnettant de mesurer, parallelement a la fluorescence 
de l'echantillon, la transmission de celul-ci et les fluctuations de l'energie d'excitation, afln de corriger la fluo­
rescence mesuree. Ce sys~me necessite une cellule de mesure partlculiere laissant passer le faisceau d'ex­
cltation, car la mesure de la transmission dolt s'effectuer dans l'alignement du faisceau d'excltation. 

s D'autres systemes mettent en oeuvre un systeme de division du faisceau d'excltatlon, tel que decrit par 
example dans les demandes EP 174 722 et EP 241 268. 

L'inventlon a done pour objet un procede de mesure de la luminescence emise dans un dosage par lumi­
nescence, caracterise en ce qu'on met en oeuvre au moins un compose luminescent traceur et un compose 
luminescent utilise comme reference interne qui , lorsqu'ils sont soumls a une mAme longueur d' onde d' ex-

10 citation, sont susceptibles d' emettre soit par luminescence directe, soit par Induction d'une emission de lumi­
nescence, a des longueurs d'onde differentes, respectivement ~et "'1. la luminescence du compose de rilf6-
rence refletant la quallte optlque du milieu, et en ce qu'on corrige la mesure de la luminescence emlse par le 
compose traceur a la longueur d'onde ~ par la mesure de la luminescence emlse par le compose de reference 
a la longueur d'onde "'1· 

15 Par ncompose de r6ference• on entend soit une molecule luminescente emettant une luminescence direo-
te, soit une molecule luminescente capable d'lndulre une emission de luminescence, ladite emission de lumi­
nescence, directe ou indirecte, n'etant pas perturbee par le sys~me reactif du dosage. 

Les composes luminescents utllisables dans le precede de mesure selon !'invention peuvent soit emettre 
directement a leur longueur d'onde d'emission ou a une autre longueur d'onde comme par example dans le 

20 cas d'un deplacement de spectre lie au systeme reactlf du dosage. 
Les composes luminescents utillsables dans le procilde de mesure selon !'Invention peuvent le cas 

echeant emettre indirectement en induisant une emission de luminescence, comme notamment dans le cas 
de methodes homogenes par transfert d'energie. 

Avantageusement, les emissions de luminescence aux longueurs d'onde ~et A.1 sont detectees simulta-
25 nemenl 

Le procede selon !'invention , qui met en oeuvre un seul faisceau d'excitation, permet d'effectuer de ma­
niere alsee et fiable la mesure de la luminescence emise dans un dosage par luminescence sans necessiter 
d'appareillage complexe, en eliminant les perturbations dues aux proprietes spectroscopiques du milieu de 
dosage. 

30 De maniere avantageuse, les longueurs d'onde d'emlssion du compose luminescent traceur et du compo-
se luminescent de rilf6rence A.1 et~ seront diffilrentes mais de pr6f6rence proches (en ayant une difference 
par example lnferieure ou 6gale a 100 nm) de fa90n ii ce que la perturbation de L'emission de luminescence 
due ii !'absorption du milieu se produise de la mAme maniere vls-8-vis de !'emission du compose traceur et 
de celle du compose de r6ference. 

35 On notera que, avantageusement, le procilde selon la presente invention ne necessite pas que l'echan-
tillon ii doser solt place dans une cuve de mesure particuliere. 

L'emission de luminescence du compose de r6ference ii longueur d'onde A.1 perrnet de corriger la mesure 
realisee la longueur d'onde ~. On peut effectuer la correction par example, en divisant cette derniere mesure 
par la mesure reallsee ii la longueur d'onde "'1· D'autres moyens de correction sont utilisables, tel que, par 

40 example, une methode de correction lntegree ii l'appareillage dans laquelle on fixe un taux de comptage sur 
le canal mesurant !'emission de luminescence du compose de rilfllrence a la longueur d'onde A.1• Lorsque ce 
taux est atteint, on declenche la fin de la mesure surle canal mesurantl'emisslon de luminescence ii la longueur 
d'onde ~- La valeur obtenue sur ce canal est de ce fait dlrectement corrigee. 

D'autres methodes de correction connues de L'homme du metier sont egalement utillsables. 
45 Dans un aspect prilf6r6, !'invention a pour objet un procede de mesure de la fluorescence emlse dans un 

dosage par fluorometrie, caractilrise en ce qu'on met en oeuvre au molns un compose fluorescent traceur et 
un compose fluorescent utilise comme r6ference interne qui, lorsqu'ils sont soumls a une mAme longueur 
d'onde d'excitatlon sontsusceptibles d'emettre, soit par fluorescence directe, soit par Induction d'une emission 
de fluorescence, ii des longueurs d'onde differentes, respectivement ~et "'1. la fluorescence du compose de 

50 rilf6rence refletant la qualite optique du milieu, et la mesure de la fluorescence emlse par le compose traceur 
etant alors corrigee par la mesure de la fluorescence emise par le compose de r6ference. 

Le procede selon !'invention permet d'atteindre une sensibillte de mesure de l'ordre de la plcomole/litre, 
alors que les phenomenas evoques plus haut llmltent habituellement la sensibillte du dosage , notamment lors 
de dosages homogenes en milieu serique, ii des concentrations en analyte de l'ordre de la micromole/litre. 

55 Dans un aspect avantageux de !'invention, le compose luminescent traceur et le compose de reference 
sont un seul et mAme compose. 

Cette premiere variante du procede selon L'invention s'applique de preference lors de !'utilisation d'un pro­
cede homogene de detection et/ou de determination par luminescence d'un analyte dans un milieu susceptible 
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de le contenlr dans lequel la mesure de la luminescence emise representative de la quantite d'analyte dans 
le milieu est effectuee a une longueur d'onde d'emlssion diff&rente de celle du compose traceur. 

Par exemple, ce cas se presente lorsque la luminescence emise representative de l'analyte resulte d'un 
transfert d'energie entre un compose luminescent donneur et un compose luminescent accepteur, ce dernier 

5 emettant a une longueur d'onde ~ alors que le compose donneur servantegalementde compose de rMerence 
emet a une longueurd'onde A.i. 

Notamment ce cas se presente egalement lorsque le compose traceur emet a des longueurs d'onde dif­
ferentes 11 et~ selon qu'll est, respectivement, non engage ou engage dans le sysUlme reactif du dosage. 

Par •proc8de homogene•, on entend un procede de dosage dans lequel la mesure ne nllcesslte pas la 
10 separation prealable des constltuants du dosage. 

De maniere surprenante, on a en effet trouvll que L'intensitll du signal emls par le compose luminescent 
de refllrence a la longueur d'onde 11 est pratlquement constant Le signal llmis est done fonction uniquement 
des proprietes optiques du milieu dans lequel on effectue le dosage et non de la quantite d'analyte, et peut 
servir de refllrence. 

15 Dans le cas d'une llmlsslon de luminescence resultant d'un transfert d'energie, le signal refl&tant a la fois 
la quantite d'analyte a doser et les proprietlls optlques du milieu de mesure est detect& '1 une longueur d'onde 
~et corrlge par la mesure realislle A la longueur d'onde 11• 

De prefllrence, on utillsera cette premiere variante du procllde selon !'invention dans un procede homo­
gene de dlltection et/ou de dlltermination par luminescence d' un analyte dans un milieu susceptible de le 

20 contenlr A l'alde d'une methode par exces consistant : 
1) a ajouter, audit milieu contenant l'analyte recherchll, un premier reactlf constitull par au moins un re­
cepteur dudit analyte, couple avec un compose luminescent donneur, 
2) a ajouter un second reactif constitull par un ou plusieurs autres recepteurs dudit analyte, ledit second 
reactif etant couplll avec un compose luminescent accepteur, 

25 3) a faire incuber ledit milieu apres chaque addition de reactlfs ou apres !'addition des deux reactifs, 
4) a exciter le milieu resultant a la longueur d'onde d'excitatlon du compose luminescent donneur, 
5) a mesurer le signal du compose luminescent donneur a une longueur d'onde A.i. cette mesure servant 
de retllrence, et le signal resultant du transfert d'energle a une longueur d'onde dlffllrente ~. 
Dans un aspect avantageux, le premier reactlf et le second reactlf utilises dans les procedes de dlltection 

so et/ou de determination par lumlnescenced'un analyte indiques ci-dessussontajoutes slmultanllmentau milieu 
contenant l'analyte recherche. 

Dans un autre aspect de !'invention, on peut utillser cette variante du procllde dans un proc8d6 homogene 
de detection et/ou de determination par luminescence d'un analyte dans un milieu susceptible de le contenir 
a l'alde d'une methode par competition conslstant : 

35 1) A ajouter, audit milieu contenant l'analyte recherche, un premier reactif constltue par au moins un re­
cepteur dudit analyte, couple avec un compose luminescent donneur, 
2) A ajouter un second reactif constitull de l'analyte couple avec un composll luminescent accepteur, 
3) A faire lncuber ledlt milieu apres chaque addition de reactifs ou apres !'addition des deux reactifs, 
4) A exciter le milieu resultant a la longueur d'onde d'excltation du compose luminescent donneur, 

40 5) a mesurer le signal du compose luminescent donneur a une longueur d'onde 111 cette mesure servant 
de reterence, et le signal resultant du transfert d'energie a une longueur d'onde diffllrente ~. 
On peut egalement avantageusement utiliser cette variante du procedll dans un procllde homogene de 

detection et/ou de determination par luminescence d'un analyte dans un milieu susceptible de le contenir a 
l'alde d'une methode par competition consistant : 

45 1) a ajouter, audit milieu contenant l'analyte recherchll, un premier reactif constitue par au moins un re­
cepteur dudlt analyte, couple avec un compose luminescent accepteur, 
2) a ajouter un second reactif constitue de l'analyte couple avec un compose luminescent donneur, 
3) a faire lncuber ledit milieu apres chaque addition de reactlfs ou apres !'addition des deux reactifs, 
4) a exciter le milieu resultant A la longueur d'onde d'excltatlon du compose luminescent donneur, 

so 5) a mesurer le signal du composll lumlnescent donneur Aune longueur d'onde 11, cette mesure servant 
de refllrence, et le signal resultant du transfert d'energle a une longueur d'onde dlfterente ~. 
Dans une autre utilisation avantageuse du procllde de l'lnventlon, l'un au moins des recepteurs de l'analyte 

estfixll A un support solide. 
Dans un autre aspect avantageux, le compose luminescent traceur et le compose de rllference sont 2 

55 composlls distincts excitables a la mAme longueur d'onde, le compose de reference llmettant a une longueur 
d'onde diffllrente de celle utlllsee pour mesurer la quantitll d'analyte. 

Cette seconde variante du procede de !'Invention est prM81'.'8e en particulier dans l'utlllsation d'un procllde 
homogene de detection et/ou de determination par luminescenee d'un analyte dans un milieu susceptible de 
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le contenir dans lequel on utilise un reactif couple avec un compose luminescent traceur et un reactif couple 
avec un atome lourd ou des motifs contenant un atome lourd susceptible de moduler le signal du compose 
luminescent traceur. Un procede de dosage de ce type est decrit dans la demande EP 232 348. 

Dans ce cas, on utlllsera en plus du compose luminescent traceurcoupte au recepteurde l'analyte et emet-
5 tant a une longueur d'onde ~. un autre compose luminescent libre servant de refilrence emettant a une lon­

gueur 1-t dont le signal n'est pas module par l'effet d'atome lourd et reflMe les proprietes optiques du milieu 
de mesure, ces 2 composes etant excites a la mArne longueur d'onde. 

Avantageusement, cette seconde variante du procede selon !'invention est utilisee dans un procilde ho­
mogene de detection et/ou de determination par luminescence d'un analyte dans un milieu susceptible de le 

10 contenir consistant : 
1) a ajouter audit milieu un premier reactif constitue d'un recepteur dudit analyte, 
2) a ajouter un second reactlf cholsl parml l'analyte ou au moins l'un de ses recepteurs, l'un des deux reac­
tifs etant coupte avec un compose luminescent traceuret l'autre rttactif comportant un atome lourd ou des 
motifs coritenant un atome lourd, ainsl qu'un compose luminescent servant de rilference lnterne, 

15 3) a faire lncuber le milieu resultant solt aprt.s I' addition de chaque reactlf, soit apres !'addition des deux 
reactlfs, 
4) a exciter le milieu resultant, et 
5) a mesurer d'une part le signal emis par le compose luminescent traceur, ledit signal etant module par 
l'effet d'atome lourd a une longueur d'onde ~ , et d'autre part le signal emis par le compose de reterence 

20 a une longueur A1• 

Cette seconde varlante du procede dans laquelle le compose luminescent traceur et le compose de r8f&. 
rence sont deux composes distincts estegalement avantageusement utilisable dans des procedes homogenes 
de detection et/ou de determination d'un analyte dans un milieu susceptible de le contenir par des methodes 
parexces ou par competiticn mettant enjeu un systeme donneur/ accepteur, telles que d6crites plus haut pour 

25 la premiere varlante du procilde de !'Invention. 
N6anmoins, dans le cas de la seconde variante, ii y a lieu d'ajouter un compos6 luminescent servant de 

rM6rence interne au cours de l'une des etapes d'additlon des rttactifs. 
On mesurera alors le signal du compose luminescent de r8f6rence a une longueur d'onde A1 et le signal 

resultant du transfert d'energie a une longueur d'onde ~ cette mesure pouvant alors Atre corrig6e par la me-
30 sure effectuee a 1-i· 

Dans la presente description on dilfinit par : 
- •analyte• toute substance ou groupe de substances analogues a d6tecter et/ou determiner ; 
- •recepteur" toute substance capable de se fixer specifiquement sur un site dudlt analyte ; 
- •atome lourd• un atome de nombre atomlque elev6 et dont la presence a proximite d'une molecule fluo-

35 rescente est capable d'induire une augmentation du couplage spin-orbite de celle-ci. A titre d'exemples 
d'atomes lourds approprl6s, on ·peut clter notamment les atomes d'halogenes, le mercure, le thallium, 
le plomb, !'argent ; . 

- umotif contenant au mains un atome lourd• toute substance chimlque comportant naturellement au 
moins un atome lourd ou sur laquelle on peut fixer au moins un atome lourd. 

40 Dans un aspect pretere, le milieu de mesure est un milieu biologique tel qu'un milieu serique. 
En tant que composes luminescents de rilference et/ou utilisables comme composes traceurs, on utilisera 

avantageusement des composes fluorescents. 
Notamment, on utilisera avantageusement un compose fluorescent tel qu'un chelate ou un cryptate de 

terre rare, en particuller un chelate ou un cryptate de terbium, europium, dysprosium, samarium ou nilodynium. 
45 On utilisera de pr8f6rence un cryptate de terbium ou d'europium. 

Dans les proc6d6s de detection et/ou de determination par fluorescence utilisant le proced6 de mesure 
de l'inventlon, on choisira avantageusement un cryptate de terre rare d6crit dans les demandes de brevets 
EP 180 492 et 321 353. 

De pr6f8rence, on utilisera le cryptate de terbium : Tb trisbipyridine ou le cryptate d'europium : Eu trisbi-
50 pyridine, tels que d6crlts dans la demande EP 180 492 ou les cryptates Eu trisbipyridine diamine et Tb trisbi­

pyridine diamlne decrits dans la demande EP 321 353. 
Dans un aspect avantageux le compose fluorescent donneur est un cryptate d'europlum et le compose 

fluorescentaccepteurestchoisi parml l'allophycocyanine, l'allophycocyanine B, la C phycocyanine ou la R phy­
cocyanine. 

55 On peut egalement utiliser comme compos6 luminescent de r8f6rence ou comme compose traceur don-
neur, un compos6 phosphorescent tel que l'eosine ou l'erythrosine. Dans ce cas, on utlliseraavantageusement 
un compose fluorescent accepteur cholsl parml les chlorophylles telles que celles citees dans les demandes 
EP 71 991 et EP 314 406, ou les porphyrines telles que cit6es dans la demande EP 71 991 ou encore les phta-
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locyanines telles que celles de la demande internationale WO 88 04777. 
Dans le cas d'un dosage en milieu liquide utilisant des compos6s donneurs phosphorescents, la let:ture 

sera effectu6e soit sur un support solide, soit en ajoutant au milieu de mesure des molecules capteurs d'oxy­
gene, ces techniques 6tant connues de l'homme du m6tier. 

5 Les chlorophylles et les phtalocyanlnes peuvent egalement Atre utilis6es comme composes accepteurs 
fluorescents en utilisant comme compos6 donneur un cryptate ou un ch61ate d'europium. 

Dans un aspect prM6ril, le compos6 luminescent traceur et/ou le compos6 luminescent de l'M6rence ont 
une durile de vie sup6rieure l une microseconde. 

Comme source de lumiere permettant !'excitation des composes luminescents traceurs et de rM6rence, 
10 on utilisera avantageusement une source de lumiere modulable telle que celles d6crites dans Lakowlcz, Prin­

ciples of fluorescent spectroscopy, Plenum Press, New-York, 1983, p. 96-100. 
Le precede de mesure de l'lnvention trouve en particulier une application importante dans les dosages 

immunologlques par fluorescence, aussi bien dans les methodes de dosage dites par competition que par ex­
ces, d6crits dans l'art ant6rieur (Landon, Ann. Clin. Biochem, 1981, j!. 253 et E. SOINI et al, Clin. Chem. 1979, 

15 ~ 353). 
En particulier, le proc6d6 de mesure de l'inventlon peut 6tre avantageusement utilis6 dans les dosages 

immunologlques en milieu s6rique. 
Un aspect ulterieur de !'Invention concerne un dispositif pour la mise en oeuvre du· proc6d6 de mesure 

selon !'invention. 
20 Ce dispositif est caracterls6 en ce qu'll comprend une source lumineuse d'excitation, des moyens pour 

collecter le faisceau lumineux 6mis i la suite de ladite excitation et des moyens pour permettre la mesure de 
la luminescence l deux longueurs d'onde distlnctes. 

Avantageusement, ce disposltlf comprend egalement des moyens pour dlviser le faisceau 6mis l la suite 
de !'excitation. 

25 Un tel dispositif est lllustril, l titre d'exemple, sur la figure 1. 
La figure 1 represente : 
- en 1, une source lumineuse d'excitation; 
- en 2, une lentllle focallsant le falsceau excltant vers un filtre 3 s61ectionnant la longueur d'onde souhai-

t6e pour !'excitation ; 
30 - un filtre dichroique 4 plac6 l 45° rMl6chissant les rayons ultraviolets et transmettant la lumiere visible, 

qui rMlechit le faisceau excitant sur une lentille 5, celle-cl le focallsant sur la microplaque 6 contenant 
les echantlllons ; 

- en 7, une lentllle collecte en comblnalson avec la lentille 51'6mission de luminescence resultant de I' ex­
citation et la projette sur un filtre dichroique 8 qui dlvise le falsceau lumineux emis ; 

35 - les filtres 9et10 permettent de s61ectlonner les slgnaux 6mis par le compos6 de rMerence etle compose 

40 

45 

traceur, avant leur aniv6e sur des photomultipllcateurs 11 et 12. 
L:invention sera mieux comprise l l'alde des examples ci-aprils qui ne presentent aucun caractere limitatif. 

EXEMPLE 1: 

Correction de la fluorescence l 665 nm par d6tection d'un ajout de cryptate de terbium (bisbipyridine dia­
mine (Tb3'")) dans un dosage immunofluorescent homogene de la prolactine. 

Cet exemple est realis6 sur la detection d'une gamme standard en antlgene et sur le dosage de 5 6chan­
tillons s6riques de concentration en prolactine inconnue. 

METHODOLOGIE : 

Dans ce dosage, on utilise comme compos6s fluorescents donneur le cryptate d'europium trisbipyridlne 
diamlne (Eu3+) (traceur) et compos6 de reMrence le cryptate de terbium trisbipyridine diamlne (Tbs+) prepares 

so comme d6crlt dans la demande EP 321 353 (examples 3 et 4). 
Comme compos6 fluorescent accepteur, on utilise l'allophycocyanine (Cyanotech, USA). 
On utilise des antlcorps monoclonaux antl-prolactine E1 et 303 (CIS bio international, France) reconnals­

sant 2 6pitopes distlncts de la prolactine. La preparation des anticorps marques par le cryptate d'europium­
trlsbipyridine diamine (Eu3+) ou par l'allophycocyanine est d6crite ci-dessous : 

66 On utilise les abr6viations suivantes : 
APC = allophycocyanine 
OTT = dithiothreitol 
EuTBP = cryptate d'europlum trisbipyridine dlamine (Eu8') 
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Sulfo-SMCC 

EP 0 569 496 B1 

= serum albumine humaine 
= lmmunoglobuline G 
= N-succlnlmldyl 3(2-pyridyldithio)propionate 
= sulfosuccinimidyl 4(n-maleimidomethyl)cyclohexane 1-carboxylate. 

1) PREPARATION DES lgG ErAPC 

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

10 L'APC (3 mg) commercialement fournie sous forme preciplt6e dans une solution I\ 60 % de sulfate d'am-
monium, est centrifugee. Apres elimination du surnageant, le culot est repris par250 µI de tampon phosphate 
100 mM, pH 7,0, puls flltre I\ 0,8 µm afln d'61iminerles eventuelles particules en suspension. 

Le flltrat est purifie parchromatographie d'excluslon sur colonne G25 superfine (Pharmacia, Suede) dans 
le mime tampon. La concentration d'APC eluee dans le volume d'exclusion est determinee I\ 650 nm, en consi-

15 derant un 8a&0nmde 731000M-1 CM-1. 
L'activation de l'APC est reallsee en ajoutant une solution de sulfo-SMCC preparee extemporanement a 

raison de 6,9 mM dans un tampon phosphate 100 mM pH 7,0 et en lalssant la reaction se produire pendant 
une heure, a temperature ambiante, sous agitation douce (rapport molalre de 15 I\ 75 sulfo-SMCC par APC). 
L'APC-maleimide est alors purifiee sur colonne G25 superfine en tampon phosphate 100 mM, EDTA 5 mM, 

20 pH 6,5 et conserves I\ 4°C avant couplage sur lgG 303. 

b) Activation des lgG E1 par le SPDP 

Simultanement, 5 mg d'lgG E1 I\ raison de 10 mg/ml dans un tampon phosphate 100 mM, pH 7,0 sont ac-
25 tives par l'ajout d'une solution de SPDP (Pierce, USA) I\ raison de 6,4 mM dans du dioxane dans un rapport 

molaire de 4 I\ 16 SPDP par lgG E1• 
Aprils 35 min d'activation I\ temperature ambiante, l'lgG pyridine-2 thione est purifiee sur colonne G25 

superfine dans un tampon phosphate 100 mM, EDTA 5mM, pH 6,5. 
Les proteines sont concentrees et les groupes 2-pyridyl disulfides sont reduits par une solution de on 

\......;' so (Sigma, USA) ayant une concentration finale de 19 mM pendant 15 min I\ temperature ambiante. Le on et 
la pyridine-2-thione sont elimines par purification sur colonne G25 superfine en tampon phosphate 100 mM, 
EDTA 5mM, pH 6,5. La concentration en lgG-SH est determinee I\ 280 nm avec un 82aonm de 210000 
M-1cm-1. 

lj 

35 c) Conjugaison des lgG ErSH avec APC-maleimide 

La fixation des groupements thiols sur les maleimides est realises en ajoutant 2,51 mg d'APC actlvees 
par mg d'lgG E1-SH. Apres 18 heures d'incubation I\ 4°C et I\ l'obscurit6 sous agitation douce, les fonctions 
thiols rest6es llbres sont bloquees parl'addltlon d'une solution 6100 mM de N-methyl malelmlde (Sigma, USA) 

40 ayant une concentration finale de 20 mM pendant une heure I\ temperature ambiante. 
Le milieu reactionnel est purifiee par gel filtration sur colonne TSK G3000SW semi-preparative 

(Beckmann, USA) en tampon phosphate 100 mM pH 7,0. 
Les concentrations en APC et en lgG E1 du conjugue purifie, elue dans le premier pie, sont determinees 

par les absorptions I\ 280 nm et I\ 650 nm, salon le calcul suivant : 
45 [APC]Mc11111 = A850nrP10000 

50 

[lgG]Ma11111 = (A280nm - A'280nm)/210000 
avecA'2a0nm 6tant la contribution a cette longueur d'onde de l'APC-ma161mide. 

De l'albumine serique humalne (HSA) est rajout6e a concurrence de 1 g/I au conjugue qui est ensulte re­
parti en aliquotes puis congele a -20°C. 

2) PREPARATION DES CONJUGUES lgG 303 - Eu TBP 

La preparation de lgG 303-SH est reallsee salon le protocole decrit plus haut pour les lgG E1 mais avec 
un rapportmolaire de 7,5 SPDP par lgG 303. 

55 A 5 mg (5 1 o-emoles) de Eu TBP est ajoutee une solution I\ 25 mM de sulfo-SMCC, en tampon phosphate 
20 mM, dimethylformamide 10 % (v/v pH 7,0 dans une proportion de 2,5 moles d'activateur par mole de EuTBP. 

Apres 45 min d'actlvation I\ temp6rature amblante, le milieu reactlonnel estfiltre I\ 0,8 µm afin d'ellmlner 
le preclplt6 eventuellementforme. Les prodults reactionnels lndesirables (sulfo-SMCC, N-hydroxysuccinimide, 
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acide (N-mal61mldorn6thyl) carboxylique) sont 61imin6s par chromatographie 6changeuse d'ions sur colonne 
Mono Q (Pharmacia, Suede) en tampon phosphate 20 mM dim6thylformamide 10 % (v/v), pH 7,0 sous choc 
de NaCl. La concentration en Eu TBP mal6imide est d6termln6e i 307 nm avec un 8ao7nni de 25000 M-1cm-1 
ainsi que le rapportAaornnlA2a0nm· 

s De fa90n similaire i celle d6crite plus haut on fait r6agir les fonctions mal6imides avec les fonctions thiols 
fixes sur l'anticorps, dans des proportions molaires variant de 10 i 30 Eu TBP mal6imide par lgG 3D3-SH. 

Aprea 18 heures d'lncubatlon i 4°C et blocage des groupements thiols (6ventuellement rest6s libres) par 
N-m6thylmal6imide, le Eu TBP non coupl6 est ellmln6 par dialyse en tampon phosphate 100 mM pH 7,0 i 4°C 
jusqu'i 6puisement (plus de fluorescence dans les bains de dialyse). 

10 Les caract6rlstiques du conjugu6 sont determin6es parses absorptions i 307 nm et i 280 nm en utilisant 

15 

20 

25 

les valeurs suivantes en tenant compte de !'absorption propre du cryptate determinee par le rapport 

Aaornrrl Aaonm· 

Eu TBP-malllimlde : 

&ao7nm = 25000 M-1cm-1 
AaornrrlAaonm: determine exp6rlmentalement. 

lgG 3D3-SH: 

828onm = 210000 M-1cm-1 

8ao7nm = 0 M-1cm-1 

3) Dans des barrettes de 12 puits (Microstrip Labsystem Oy, Finlande) sont ajout6s successivement: 

- 100 µI de standard (standards prolactine de la trousse ELSA-PRL, (CIS Bio international) en serum de 
veau nouveau-n6) ou 100 µI d'echantillon i doser(serum humaln), 

- 100 µI d'anticorps monoclonal antl-prolactine 3D3, marqu6s au cryptate d'europlum trisbipyridine dia­
mine (Eu3+), i la concentration de 0,5 g/ml d'anticorps en tampon phosphate 100 mM, NaF 150 mM, 

30 BSA(s6rumalbumine bovine) 1 g/I, pH 7,0, 
- 50 µI d'anticorps monoclonal anti-prolactine E1 marqu6s i l'allophycocyanine i la concentration de 7 

µg/ml d'anticorps en tampon phosphate 100 mM, NaF 150 mM, BSA 1g/I, pH 7,0, 
- 50 µI de cryptate de terbium trisbipyrldine diamine (Tb3+) 10-TM en tampon phosphate 100 mM, NaF 150 

mM, BSA 1 g/I, pH 7,0. 
35 Aprea une heure d'lncubation i 37°C, la fluorescence de chaque puits est mesur6e salon deux protocoles : 

Dans un premier protocole, la fluorescence i 665 nm est d6tectee en temps r6solu, avec un d61ai de me­
sure de 50 µset un temps d'int6gration de 400 µs. La dur6e de la mesure est de 1 s. L'excitation est provoqu6e 
par une lampe flash, puls6e i 1000 Hz. La longueur d'onde d'excltation est centr6e par un filtre interferentiel 
i 307 nm, maximum d'absorption du trisbipyridine diamine (Eu3+) et trisbipyridine dlamine (Tb3+). L'lntensit6 

40 de fluorescence relev6e, reflet du transfert d'energie, est proportionnelle i la concentration en antigene pro­
lactine pr6sent dans le milieu d'lncubation. 

La mesure est r6alisee au moyen d'un fluorimetre ARCUS (LKB, Suede) en utilisant un filtre interf6rentlel 
adapte i remission du compose fluorescent accepteur et du cornpos6 de rM6rence. 

On peut 6galement r6allser la mesure en une seule etape en utilisant le fluorimetre prototype d6crit dans 
45 l'exemple 2. Dans ce cas on utilisera pour la mesure une microplaque blanche de 96 puits (Dynatech, USA). 

50 

55 

La courbe standard FLUOee&nm = f ([Prolactine]) est tracee et la concentration des 5 6chantillons est me­
sur6e. 

Les r6sultats sont rapportes dans le tableau I ci-aprea : 
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Standard ELSA-PRL 

STDO 
STD1 
STD2 
STD3 
STD4 
STD5 

Serum a doser 
Ech1 
Ech2 
Ech3 
Ech4 

EchS 
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TABLEAU I 

[Prolact;n.!7 plJI/ml 
0 

165 

300 
920 

3100 
6500 

£Ftrolactint7 CFLUo665> pUI/ml 
141 

951 

113 

287 

699 

Dans un second protocole la fluorescence a 665nm est mesurlle de la mAme fa90n qua decrite prllcedem­
ment. Mais une seconde mesure du mAme puits est realis6e a 545nm apn\s une seconde excitation, sous les 
mAmes parametres temporals de lecture (d61al, temps d'lnt6gration et duree de la mesure). L'6mission de fluo­
rescence alnsi mesuree en temps rllsolu a 545 nm est caract6ristlque de 1'6mlssion du bisblpyridine diamine 

30 (Tb3'1) utilis6 comme rM6rence lnterne et reflate les propri6t6s optlques du milieu a doser. 

35 

40 

45 

50 

55 

La courbe standard FLU0ee&nm1FLU0646nm = f«Prolactine]) est trac6e et la concentration des 5 6chantillons 
est mesurlle. 

Les resultats sont rapport6s dans le tableau II ci-apn\s: 
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Standard ELSA-PRL 

STDO 
STD1 
STD2 
STD3 
STD4 
STD5 

Serum a doser 

Ech1 

Ech2 

Ech3 

Ech4 

EchS 
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TABLEAU II 

lProlactinc.7 pu1/ml 

0 

165 

300 
920 

3100 

6500 

580 

428 

417 

71 

2044 

(__; 30 Enfln, en temps que r6f6rence, les 5 echantillons sont egalement doses par le kit de dosage radio-lmmu-

35 

40 

50 

nometrique ELSA-PRL (CIS bio international, France). 
Les comparalsons des resultats de dosages effectues sur les cinq echantillons sont rassembles dans le 

tableau Ill cl-aprits: 

TABLEAU Ill 

lProlactin'i7 .)JUI/ml 

ELSA_.PRL FLU0665 FLUo6651FLU0545 
Ech1 612 141 580 

Ech2 395 951 428 

Ech3 425 113 417 

Ech4 59. 287 71 

EchS 1870 699 2044 

Ces resultats montrent qua las mesures des concentrations des echantillons de prolactine par la methods 
comprenant une correction de l'intenslte de fluorescence (FLU()eeafFLU0646) sont en bonne com!llation avec 
les resultats obtenus a l'aide du dosage radlo-lmmunometrique ELSA-PRL, alors qua ce n'est pas le cas lors-

55 qua la concentration est mesuree uniquement par l'intensite de fluorescence a 665nm sans correction 
(FLU0886)· 

EXEMPLE2: 
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Correction de la fluorescence i 665nm par detection de la fluorescence du oonjugue antioorps-cryptate 
i 620nm dans un dosage immunofluorescent homogene de la prolactine. 

La mesure de la fluorescence est realisee i l'aide d'un fluorimetre prototype, qui est decrit ci-apres : 
Un Laser N2 VSL 337 (LSI, USA) est utilise comma source d'excitation (longueur d'onde i 337 nm). La 

s duree des pulsations est specifiee i 3 nanoseoondes et est repetee sous une frequence de 10 Hertz. Le fais­
ceau passe i travers un filtre (CORNING) afin d'eliminer toute lumiere parasite i I' excitation autre que 337 
nm. 

Apres 6tre rentre dans la chambre de mesure, le falsceau est reflechl par un filtre dichroique, place i 45 
degres, qui a la proprlete de rMlechir les ultraviolets et de pouvoir transmettre la lumiere visible. 

10 Le faisceau reflechi par lefiltre dichroique est focalise sur le puits i mesurer d'une microplaque par une 
lentille en silice fondue. L'emlsslon de fluorescence est collectee selon un angle sollde de 20 degres,oollimatee 
par la m6me lentllle, et passe directement i travers le flltre dlchroique (fluorescence en lumiere visible). 

Un filtre interterentiel, de caracteristiques dMinies salon la longueur d'onde de fluorescence i detecter, 
permet de se debarrasser des lumieres pouvant paraslter le signal, dont l'intensite est ensuite mesuree par 

15 un photomultiplicateur (HAMAMATSU R2949). 
Le oompteur de photons utilise est un SR-400 (STANFORD RESEARCH SYSTEMS), dont les operations 

et la synchronisation avec le lasersont contrOlees par un ordinateur de type IBM PC-AT via une sortie RS 232 . 
Les pulsations provenant du photomultlpllcateur sont enregistrees pendant une fen6tre de temps (fg) et apres 
un delal (lei) determines ii condition qu'elles soient superieures ii un niveau discriminant selectionne par le 

20 oompteur de photons afln d'optimlser le rapport signal/bruit duphotomultiplicateur. 
Une table X-Y, pllotee parl'IBM PC-AT, permetles difterents posltionnements de la mlcroplaque de mesure 

par des moteurs pas ii pas, lncluant les manoeuvres de chargement, de positionnement sous le falsceau ex­
citant, de lecture automatique en sequential des 96 puits, et de sortie. 

25 I. Variation du signal d'un oonjugue cryptate ii 620nm en fonction du serum. 

Dans une microplaque blanche de 96 puits (Dynatech, USA) on introduit : 
- 100 µI de serum i tester 
- 200 µI d'un conjugue anticorps anti-prolactine-cryptate d'europlum ii la concentration de 0,5 µg/ml d'an-

\._.;' ao ticorps en tampon phosphate 100 mM pH 7,5, HSA 1 g/I, NaF 150 mM. 
Le cryptate d'europium utilise est le trisbipyridine diamine (Eu3+) dont la preparation est decrite dans la 

demande EP 321 353 (examples 3 et4). 
L'anticorps anti-prolactine utilise est l'anticorps 3D3 (CIS bio international, France). 
Le conjugue anticorps 3D3-cryptate d'europium est prepare oomme decrit dans l'exemple 1. 

35 Aprea 1 heure d'incubation a 37°C, la fluorescence est detectee ii 620nm, en temps resolu, avec un delai 
de mesure de 50 µs et un temps d'lntegratlon de 400 µs. La duree de mesure est de 1 s. 

v La densit6 optique du serum est mesuree ii 310nm ii L'aide d'un spectrophotometre Lambda 15 PERKIN 

40 

45 

50 

ELMER(UK). 
Les resultats sont rapportes dans le tableau IV cl-apres : 

TABLEAU IV 

Serum Do a 310 nm Signal a 620 nm 

1 0,66 25 693 

2 3,3 7 754 

3 0,33 33 156 

4 0,90 24 959' 

Ces resultats montrent que le signal mesure varle fortement en fonction de la densite optique du serum. 
Dans ces conditions, ii est impossible de realiser un dosage fiable car le resultat ne depend pas seulement 

55 de la quantite d'analyte dans le sllrum mals llgalement de la qualltll optique du sllrum. 

II. Correction du signal de l'accepteur. 
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On r6alise ensuite un immunoessal en ajoutant successivement dans la microplaque : 
- 100 µI de serum 
- 100 µI de conjugue anticorps monoclonal antl-prolactine 303-cryptate d'europium trisbipyridine diamine 

{Eua+) IA la concentration de 0,5 µI/ml d'antlcorps dans le tampon phosphate ci-dessus, 
5 - 100 µI de conjugue antlcorps monoclonal anti-prolactine E1-allophycocyanine a la concentration de 3,5 

µg/ml d'anticorps dans le mAme tampon. 
Ce conjugue anticorps E1 {CIS blo International France)-allophycocyanlne (Cyanotech, USA) est prepare 

comme decrit dans l'exemple 1. 
La mesure est realisee a 685nm et la valeur mesur6e est corrigee en divisant cette valeur par la valeur 

10 de la fluorescence mesuree a 620nm qui reflMe les proprietes optlques du mllleu. 
Les valeurs de concentrations determinees a l'alde d'une courbe 6talon comme indique dans L'exemple 

1, avec ou sans correction, sont comparees avec les valeurs obtenues en utilisant comme rMerence le kit de 
dosage radio-immunometrique ELSA-PRL (CIS bio international France). 

Les resultats sont rapportes dans le tableau V cl-aprits dans lequel figurent les valeurs des concentrations 
15 en prolactine exprimees en µU/ml determinees respectivement par le dosage ELSA-PRL (ELSA) et par la me­

sure de la fluorescence IA 665nm non corrigee {FIAee&) et corrlgee (FIAee&,820), ainsi que la valeur de la fluo­
rescence mesuree pour les differents echantlllons IA 620nm {FLU0820) exprimee en coups par seconde. 

v 20 TABLEAU V 

Echantillon n° ELSA FIA6t5/620 FIA665 FLUo620 
25 

1 358 394 195 42148 

2 530 592 91 28272 

3 65 92 18 40495 
\._j 30 

4 153 178 94 43363 

5 251 289 86,7 38007 

6 161 146 86,4 44531 
35 7 179 189 77 40873 

8 285 297 161 41403 

9 310 330 106 35214 

40 10 2744 3427 1470 31670 
11 196 153 15 36551 
12 244 198 55 38134 
13 447 477 300 40340 

45 
14 251 234 350 58615 

Ces resultats confirment la variabilite du signal mesure en fonction de l'echantillon de serum dose. 
En effet, 6tant donne que le conjugue antlcorps-cryptate se trouve en exces dans le dosage par rapport 

50 IA l'analyte recherche, le signal mesure a 620nm (qui correspond au conjugue non engage dans le complexe) 
devrait Atre constant 

De plus, on remarque que les valeurs de concentrations en prolactlne determinees IA partir de la mesure 
du signal a 665nm (F1Ae86) ne correspondent pas aux valeurs obtenues par le dosage de reference, alors que 
les valeurs obtenues par la mesure corrigee (FIAee&te2o) sont en bonne corr61ation avec celles-ci. 

55 Cette correlation est illustree par les courbes des figures 2 et 3, sur lesquelles sont representees en abs-
cisse la concentration en prolactine determinee par le test ELSA-PRLen Ul/ml et en ordonnee, respectivement, 
la concentration determinee par la mesure corrigee FIAeesiuo {figure 2), ou par la mesure non corrigee FIAeei; 
{figure 3), exprimee en Ul/ml. 
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Les r6sultats obtenus sur 97 sera, montrent que la correlation n'estobtenue qu'avec la correction du signal 
mesure i 665nm. 

5 Revendlcatlons 

1. Proc:6d6 de mesure de la luminescence 6mise dans un dosage par luminescence, caract6ris6 en ce qu'on 
met en oeuvre au molns un compos6 luminescent traceur et un compos6 luminescent utills6 comme r6-
f6rence interne qui, lorsqu'ils sont soumis i une mAme longueur d'onde d'excitation, sont susceptibles 

10 d'6mettre soit par luminescence directe, soit par induction d'une 6mission de luminescence, i des lon­
gueurs d'onde diff6rentes, respectivement A.,z et 1-t. et en ce qu'on corrlge la mesure de la luminescence 
6mlse par le compos6 traceur i la longueur d'onde A.,z par la mesure de la luminescence 6mise par le 
compos6 de rM6rence i la longueur d'onde 1-t. 
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2. 

3. 

4. 

5. 

6. 

7. 

8. 

9. 

Proc6d6 selon la revendicatlon 1, caract6ris6 en ce que le compos6 luminescent traceur et le compos6 
de rM6rence sont un seul et m6me compos6. 

Proc6d6 selon la revendication 1, caract6ris6 en ce que le compos6 lumlnescent traceur et le compos6 
de r6f6rence sont distincts. 

Proc:6d6 selon l'une quelconque des revendications 1 i 3, caract6ris6 en ce que le compos6 luminescent 
traceur et/ou le compos6 de r6f6rence sont des compos6s fluorescents. 

Proc6d6 selon l'une quelconque des revendlcatlons 1 i 4, caract6ris6 en ce que le compos6 luminescent 
traceur et/ou le compos6 de r6f6rence sont des ch61ates ou des cryptates de terre rare. 

Proc6d6 selon l'une quelconque des revendicatlons 1 i 5, caract6rls6 en ce que le compose luminescent 
traceur et/ou le compos6 de r6f6rence ont une duree de vie sup6rieure i une microseconde. 

Proc:ilde selon l'une quelconque des revendications 1 i 6 , caract6rise en ce qu'on effectue simultane­
ment la mesure de la luminescence 6mlse par le compose de r6ference et par le compos6 traceur, res­
pectivement, aux longueurs d'onde 11 et A.,z. 

Utilisation du proc6d6 selon la revendication 1 dans un proc:6d6 homogene de d6tection et/ou de deter­
mination d'un analyte dans un milieu susceptible de le contenlr. 

Utilisation selon la revendicatlon 8, dans un procede homogene de d6tection et/ou de d6termination d'un 
analyte dans un milieu susceptible de le contenir i l'aide d'une m6thode par exces consistent : 

1) i ajouter, audit milieu contenant l'analyte recherch6, un premier r6actlf constitu6 par au moins un 
recepteur dudit analyte, couple avec un compose luminescent donneur, 
2) i ajouterun second r6actlf constitue par un ou plusieurs autres recepteurs dudlt analyte, leditsecond 
reactif etant couple avec un compose luminescent accepteur, 
3) i faire lncuber ledit milieu apres chaque addition de reactifs ou apres !'addition des deux r6actifs, 
4) i exciter le milieu r6sultant i la longueur d'onde d'excltatlon du compose luminescent donneur, 
5) i mesurerle signal du compos6 luminescentdonneuri une longueurd'onde 11, cette mesure servant 
de r6ference, et le signal r6sultant du transfert d'6nergie i une longueur d'onde l.,z. 

1 o. Utilisation selon la revendicatlon 8, dans un proc6d6 homogene de d6tection et/ou de determination d'un 
analyte dans un milieu susceptible de le contenir i l'aide d'une m6thode par competition consistent : 

1) i ajouter, audit milieu contenant l'analyte recherche, un premier reactlf constitu6 par un r6cepteur 
dudit analyte, coupl6 avec un compose luminescent donneur, 
2) i ajouter un second reactlf constitu6 de l'analyte coupl6 avec un compose luminescent accepteur, 
3) i faire lncuber ledit milieu apres cheque addition de reactifs ou apres !'addition des deux reactifs, 
4) i exciter le milieu r6sultant i la longueur d'onde d'excitation du compos6 luminescent donneur, 
5) i mesurer le signal du compose luminescentdonneuri une longueurd'onde 1-t. cette mesure servant 
de r6f6rence, et le signal r6sultant du transfert d'6nergie i une longueur d'onde diff6rente l.,z. 

11. Utilisation selon la revendication 8, dans un proc6d6 homogene de d6tectlon et/ou de d6termination d'un 
analyte dans un milieu susceptible de le contenlr i l'aide d'une m6thode par comp6tltion consistent : 
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Les resultats obtenus sur97 sera, montrent que la corr61ation n'estobtenue qu'avec la correction du signal 
mesure a 665nm. 

s Revendlcatlona 

1. Proakle de mesure de la luminescence emise dans un dosage par luminescence, caracterise en ce qu'on 
met en oeuvre au moins un compose luminescent traceur et un compose luminescent utilise comma re­
ference interne qui, lorsqu'ils sont soumls a une m6me longueur d'onde d'excltation, sont susceptibles 

10 d'emettre soit par luminescence directe, solt par induction d'une emission de luminescence, a des lon­
gueurs d'onde differentes, respectivement ~et A.,, et en ce qu'on corrlge la mesure de la luminescence 
emise par le compose traceur a la longueur d'onde ~ par la mesure de la luminescence emise par l' 
compose de reference a la longueur d'onde A1• // 
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2. 

3. 

4. 

5. 

6. 

7. 

8. 

9. 

Procede salon la revendication 1, caracterise en ce que le compose luminescent traceur et le compose 
de rMerence sont un seul et mAme compose. 

Proakle salon la revendication 1, caracterise en ce que le compose luminescent traceur et le compose 
de rMerence sont dlstlncts. 

Procede selon l'une quelconque des revendications 1 a 3, caracterlse en ce que le compose luminescent 
traceur et/ou le compose de reference sont des composes fluorescents. 

., 
Procede selon l'une quelconque des revendications 1 a 4, caracterlse en ce que le compose luminescent 
traceur et/ou le compose de reference sont des chelates ou des cryptates de terre rare. 

Proakle selon l'une quetconque des revendlcations 1 a 5, caracterise en ce que le compose luminescent 
traceur et/ou le compose de reference ont une duree de vie siuperieure a une microseconde. 

Procede selon l'une quelconque des revendications 1 a 6 , caracterise en ce qu'on effectue simultanil­
ment la mesure de la luminescence emlse par le compose de rMerence et par le compose traceur, res­
pectivement, aux longueurs d'onde A1 et~-

Utilisation du procede salon la revendlcation 1 dans un procilde homogene de detection et/ou de d6ter­
mination d'un analyte dans un milieu susceptible de le contenir. 

Utilisation selon la revendication 8, dans un procede homogene de detection et/ou de determination d'un 
analyte dans un milieu susceptible de re contenir a l'alde d'une methode par exces consistent : 

1) a ajouter, audit milieu contenant l'analyte recherch6, un premier reactif constitue par au moins un 
recepteur dudit analyte, couple avec un compose luminescent donneur, 
2) a ajouter u n second reactif constitue par un ou ptusieurs autres recepteurs dudit analyte, ledit second 
reactif etant couple avec un compose luminescent accepteur, 
3) a faire incuber !edit milieu apres chaque addition de reactifs ou apres !'addition des deux reactifs, 
4) a exciter le milieu resultant a la longueur d'onde d'excitation du compose luminescent donneur, 
5) a mesurer le signal du compose luminescentdonneura une longueurd'onde Ah cette mesure servant 
de reference, et le signal resultant du transfert d'energie a une longueur d'onde ~-

10. Utilisation selon la revendication 8, dans un procede homogene de detection et/ou de determination d'un 
analyte dans un milieu susceptible de le contenir a l'aide d'une methode par competition consistant : 

1) a ajouter, audit milieu contenant l'analyte recherche, un premier reactif constitue par un recepteur 
dudit analyte, couple avec un compose luminescent donneur, 
2) a ajouter un second reactif constitue de l'analyte couple avec un compose luminescent accepteur, 
3) a faire lncuber !edit milieu apres cheque addition de reactifs ou apres !'addition des deux reactifs, 
4) a exciter le milieu resultant a la longueur d'onde d'excitation du compose luminescent donneur, 
5) a mesurer le signal du compose luminescentdonneura une longueurd'onde A1, cette mesure servant 
de rMerence, et le signal resultant du transfert d'energie a une longueur d'onde differente ~-

11. Utilisation selon la revendication 8, dans un procede homogene de detection et/ou de determination d'un 
analyte dans un milieu susceptible de le contenir a l'aide d'une methode par competition conslstant : 
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1) 6 ajouter, audit milieu contenant l'analyte recherch6, un premier r6actif constltu6 par un r6cepteur 
dud it analyte, ledit r6cepteur 6tant coupl6 avec un compos6 luminescent accepteur, 
2) 6 ajouter un second r6actlf constitu6 de l'analyte coupl6 avec un compos6 luminescent donneur, 
3) 6 faire incuber ledlt milieu apres chaque addition de r6actlfs ou apres !'addition des deux r6actifs, 

6 4) 6 exciter le milieu r6sultant 6 la longueur d'onde d'excltation du compos6 luminescent donneur, 
5) 6 mesurerle signal du compos6 luminescentdonneur6 une longueurd'onde )..h eette mesure servant 
de r6f6rence, et le signal r6sultant du transfert d'6nergle 6 une longueur d'onde diff6rente "'2·. 

12. Utilisation selon la revendicatlon 8, dans un proc6d6 homogime de d6tection et/ou de d6termination d'un 
10 analyte dans un milieu susceptible de le contenlr l l'alde d'une m6thode conslstant 

1) 6 ajouter audit milieu un premier r6actlf constitu6 d'un r6cepteur dudit analyte, 
2) 6 ajouter un second r6actif cholsl parmi l'analyte ou au molns l'un de ses r6cepteurs, l'un des deux 
r6actlfs 6tant coupl6 avec un composlt luminescent traceuret l'autre r6actlf comportantun atome lourd 
ou des motifs contenantun atome lourd, ainsi qu'un composlt lumlnescentservantde r6ference interne, 

16 3) 6 faire incuber le milieu r6sultant solt apres !'addition de chaque r6actlf soit a pres l'addltlon des deux 
r6actifs, 
4) 6 exciter le milieu r6sultant, et 
5) l mesurer d'une part le signal 6mis par le composlt luminescent traceur, ledit signal etant modulil 
par l'effet d'atome lourd 6 une longueur d'onde "'2 , et d'autre part le signal emis par le compose de 

20 rltf6rence lune longueur )..1• 

26 
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13. Utilisation selon l'une quelconque des revendicatlons 9 612, caractltrislte en ce qu'on effectue simulta­
n6ment la mesure de la luminescence ltmlse par le composlt de r6fltrence et par le compos6 traceur, res­
pectivement, aux longueurs d'onde )..1 et ).2. 

14. Utilisation salon l'une quelconque des revendlcations 9 611, caract6rislte en ce qu'au moins l'un des re­
cepteurs de l'analyte est fix6 6 un support sollde. 

15. Proc6d6 salon l'une quelconque des revendications 1 6 7, caractltrlslt en ce que la correction de la mesure 
de la luminescence ltmise par le composlt traceur l la longueur d'onde "'2 conslste l fixer un taux de 
comptage sur le canal mesurant l'emlsslon de luminescence du compos6 de r6f6rence 6 la longueur 
d'onde ~. puis, lorsque ce taux est atteint, 6 d6clencher la fin de la mesure sur le canal mesurant 1'6mls­
sion de luminescence 6 la longueur d'onde "'2· 

Patentanspriiche 

\ ... ..1 1. Verfahren zur Lumineszenzmessung in einer Lumineszenzbestlmmung, dadurch gekennzeichnet, daB 
wenigstens eine lumineszlerende Tracerverblndung und eine als interne Referenz verwendete lumlnes­
zierende Verblndung eingesetzt werden, die, wenn sle einer gleichen Erregungswellenlinge ausgesetzt 
sind, geelgnet slnd, entweder durch direkte Lumlneszenz oder durch lnduktion einer Lumineszenzemls­
sion mil verschledenen Wellenlingen "'2 bzw. ~ zu emlttieren, und dall die Messung dervon der Tracer­
verblndung mit der Wellenlinge "'2 emittlerten Lumineszenz durch die Messung der von der Referenz­
verbindung mit der Wellenlinge )..1 emlttierten Lumineszenz korrigiert wird. 

46 2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dall die lumlneszlerende Tracerverblndung und die 

50 

56 

Referenzverblndung eln und dleselbe Verbindung sind. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzelchnet, daB die lumlneszierende Tracerverbindung und die 
Referenzverbindung unterschiedlich slnd. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dall die lumlneszlerende Tracer­
verbindung und/oder die Referenzverblndung fluoreszierende Verbindungen sind. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB die lumlneszierende Tracer­
verbindung und/oder die Referenzverblndung Chelate oder Kryptate seltener Erden slnd. 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB die lumineszlerende Tracer­
verblndung und/oder die Referenzverblndung elne Lebensdauer von mehr als einer Mlkrosekunde. 
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7. Verfahren nach einem der Ansprilche 1 bis 6, dadurch gekennzelchnet, daB die Messung dervon der Re­
ferenzverblndung bzw. von der Tracerverbindung emittierten Lumlneszenz mlt den Wellenlingen ~ bzw. 
"'1 glelchzeltlg erfolgt. 

8. Anwendung des Verfahrens nach Anspruch 1 in elnem homogenen Verfahren zur Detektion und/oder Er­
mittlung eines Analyten in elner Umgebung, die geelgnet ist, ihn zu enthalten. 

9. Anwendung nach Anspruch 8 in einem homogenen Verfahren zur Detektlon und/oder Ermittlung eines 
Analyten In einer Umgebung, die geelgnet 1st, lhn zu enthalten, mit Hilfe einer OberschuBmethode, die 
umfaBt 

1) Zugeben eines ersten Reaktanten in die den gesuchten Analyten belnhaltende Umgebung, der aus 
wenigstens einem Rezeptordes Analyten besteht und mit einer lumineszierenden Donorverblndung ge­
kOppelt lst, 
2) Zugeben elnes zweiten Reaklanten, der aus elnem odermehreren Rezeptoren desAnalyten besteht, 
wobel der zwelte Reaktant mlt elner lumlneszlerenden Akzeptorverbindung gekoppelt ist, 
3) Ruhenlassen der Umgebung nach jeder Zugabe elnes Reaktanten oder nach der Zugabe balder Re­
aktanten, 
4) Anregen der erhaltenen Umgebung mit der Anregungswellenlinge der lumlneszlerenden 
Donorverbindung, 
5) Messan des Signals der lumineszierenden Donorverblndung mlt einer Wellenlinge l.h wobei diese 
Messung als Referenz dlent. und des aus dem Energieubertrag resultierenden Signals mit einer Wel­
lenlinge ~. 

10. Anwendung nach Anspruch 8 in einem homogenen Verfahren zur Detektion und/oder Ermittlung elnes 
Analyten in einer Umgebung, die geelgnet 1st. lhn zu enthalten, mit Hilfe einer Wettbewerbsmethode, die 
umfaBt: 

1) Zugeben eines ersten Reaktanten In die den gesuchten Analyten beinhaltende Umgebung, der aus 
einem Rezeptor des Analyten besteht und mit einer lumineszierenden Donorverbindung gekoppelt ist, 
2) Zugeben eines zweiten Reaklanten, der aus dem Analyten besteht und mit einer lumineszierenden 
Akzeptorverbindung gekoppelt ist. 
3) Ruhenlassen der Umgebung nach jeder Zugabe elnes Reaklanten oder nach der Zugabe belder Re­
aktanten, 
4) Anregen der erhaltenen Umgebung mlt der Anregungswellenlinge der lumlneszierenden 
Donorverbindung, 
5) Messan des Signals der lumineszierenden Donorverbindung mit einer Wellenlinge l.h wobei dlese 
Messung als Referenz dient, und des aus dem Energleubertrag resultierenden Signals mlt einer an­
deren Wellenlinge ~-

11. Anwendung nach Anspruch 8 in einem homogenen Verfahren zur Detektion und/oder Ermlttlung elnes 
Analyten In elner Umgebung, die geeignet ist, ihn zu enthalten, mlt Hllfe einer Wettbewerbsmethode, die 
umfaBt: 

1) Zugeben eines ersten Reaktanten In die den gesuchten Analyten belnhaltende Umgebung, der aus 
einem Rezeptor des Analyten besteht, wobei der Rezeptor mit einer lumineszlerenden Akzeptorverbin­
dung gekOppelt 1st. 
2) Zugeben eines zweiten Reaklanten, der aus dem Analyten besteht und mit einer lumineszierenden 
Donorverblndung gekoppelt ist, 
3) Ruhenlassen der Umgebung nach jeder Zugabe eines Reaklanten oder nach der Zugabe beider Re­
aktanten, 
4) Anregen der erhaltenen Umgebung mit der Anregungswellenlinge der lumineszierenden 
Donorverbindung, 
5) Messan des Signals der lumlneszierenden Donorverblndung mit einer Wellenlinge l.h wobei diese 
Messung als Referenz dlent, und des aus dem Energieubertrag resultlerenden Signals mit einer an­
deren Wellenlinge ~-

12. Anwendung nach Anspruch 8 In elnem homogenen Verfahren zur Detektion und/oder Ermittlung eines 
Analyten In einer Umgebung, die geeignet ist. lhn zu enthalten, mit Hilfe einer Methode, die umfaBt 

1) Zugeben eines ersten Reaklanten in die Umgebung, der aus elnem Rezeptor des Analyten besteht, · 
2) Zugeben elnes zweiten Reaklanten, deraus demAnalyten oderwenlgstens einem seiner Rezeptoren 
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ausgesucht ist, wobei einer der belden Reaktanten mit einer lumineszierenden Tracerverbindung ge­
koppelt ist und derandere Reaktantein schweresAtom oder ein schweresAtom enthaltende Strukturen 
aufwelst, als auch elner lumlneszlerenden Verbindung, die als lnterne Referenz dlent, 
3) Ruhenlassen der erhaltenen Umgebung entweder nach der Zugabe jedes Reaktanten oder nach der 

5 Zugabe beider Reaktanten, 
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4) Anregen der Umgebung, und 
5) Messan elnerseits des von der lumineszierenden Tracerverblndung emittierten Signals, das durch 
die Elnwirkung des schweren Atoms mlt einer Wellenllnge 1.2 moduliert 1st, und andererseits des von 
der Referenzverbindung mit der Wellenllnge 11 emittierten Signals. 

13. Anwendung nach einem der Anspruche 9 bis 12, dadurch gekennzelchnet, daB die Messung dervon der 
Referenzverbindung bzw. von der Tracerverbindung emlttierten Lumineszenz mit den Wellenllngen 1.2 
bzw. 11 glelchzeitlg erfolgt. 

14. 

15. 

Anwendung nach elnem der Anspruche 9 bis 11, dadurch gekennzeichnet, daB wenigstens einer der Re­
zeptoren des Analyten an elnem festen Triger befestlgt ist. 

Verfahren nach elnem der AnsprQche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB die Korrektur der Messung 
dervon derTracerverbindung mit derWellenllnge "2 emittierten Lumineszenz darln besteht, auf dem Ka­
nai, der die Lumlneszenzemlssion der Referenzverblndung mlt der Wellenllnge 11 miBt, eine Zlhlrate 
festzulegen und dann, wenn dlese Rate erreicht lst, das Ende der Messung auf dem Kanai auszul0sen, 
der die Lumineszenzemlsslon mit der Wellenllnge 1.2 miBt. 

Cl alms 

1. Method of measuring the luminescence emitted in a luminescent assay, characterized in that at least one 
luminescent tracer compound and a luminescent compound used as an internal reference are employed, 
which, when exposed to the same excitation wavelength, are capable of emitting atdifferent wavelengths, 
1.2 and 11 respectively, either by direct luminescence or by the induction of a luminescent emission, and 
in that the measurement of the luminescence emitted by the tracer compound at wavelength 1.2 is cor­
rected on the basis of the measurement of the luminescence emitted by the reference compound at wa­
velength A.1• 

2. 

3. 

4. 

5. 

6. 

7. 

8. 

9. 

Method according to claim 1, characterized In that the luminescent tracer compound and the reference 
compound are one and the same compound. 

Method according to clalm 1, characterized in that the luminescent tracer compound and the reference 
compound are different. 

Method according to any o~e of claims 1 to 3, characterized in that the luminescent tracer compound 
and/or the reference compound are fluorescent compounds. 

Method according to any one of claims 1 to 4, characterized In that the luminescent tracer compound 
and/or the reference compound are rare earth chelates or cryptates. 

Method according to any one of claims 1 to 5, characterized in that the luminescent tracer compound 
and/or the reference compound have a lifetime of more than one microsecond. 

Method according to anyone of claims 1 to 6, characterized in thatthe measurements of the luminescence 
emitted by the reference compound and by the tracer compound, at wavelengths 1.2 and A.1 respectively, 
are made simultaneously. 

Use of the method according to claim 1, In a homogeneous method of detecting and/or determining an 
analyte in a medium in which it may be present 

Use according to claim 8, in a homogeneous method of detecting and/or determining an analyte in a me­
dium in which it may be present, with the aid of an excess method consisting in: 

1) adding, to said medium containing the targetanalyte, a first reagent made up of at least one receptor 
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for said analyte, coupled with a luminescent donor compound, 
2) adding a second reagent made up of one or more other receptors for said analyte, said second re­
agent being coupled with a luminescent acceptor compound, 
3) Incubating said medium after the addition of each reagent or after the addition of both reagents, 

s 4) exciting the resulting medium at the excitation wavelength of the luminescent donor compound, 
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5) measuring the signal of the luminescent donor compound at a wavelength )..1, this measurement serv­
ing as a reference, and the signal resulting from the energy transfer at a wavelength ~ 

Use according to claim 8, In a homogeneous method of detecting and/or determining an analyte in a me-
dium in which It may be present, with the aid of a competitive method consisting in: 

1) adding, to said medium containing the target analyte, a first reagent made up of a receptor for said 
analyte, coupled with a luminescent donor compound, 
2) adding a second reagent made up of the analyte coupled with a luminescent acceptor compound, 
3) incubating said medium after the addition of each reagent or after the addition of both reagents, 
4) exciting the resulting medium at the excitation wavelength of the luminescent donor compound, 
5) measuring the signal of the lumlnescentdonorcompound at a wavelength~. this measurementserv-
ing as a reference, and the signal resulting from the energy transfer at a different wavelength ~ 

Use according to claim 8, In a homogeneous method of detecting and/or determining an analyte In a me-
dlum in which it may be present, with the aid of a competitive method consisting In: 

1) adding, to said medium containing the target analyte, a first reagent made up of a receptor for said 
analyte, said receptor being coupled with a luminescent acceptor compound, 
2) adding a second reagent made up of the analyte coupled with a luminescent donor compound, 
3) incubating said medium after the addition of each reagent or after the addition of both reagents, 
4) exciting the resulting medium at the excitation wavelength of the luminescent donor compound, 
5) measuring the signal of the luminescent donor compound ata wavelength~. this measurementserv-
ing as a reference, and the signal resulting from the energy transfer at a different wavelength ~-

Use according to claim 8, in a homogeneous method of detecting and/or determining an analyte in a me-
dium in which it may be present, with the aid of an method consisting in: 

1) adding to said medium a first reagent made up of a receptor for said analyte, 
2) adding a second reagent selected from the analyte or at least one of its receptors, one of the two 
reagents being coupled with a luminescent tracer compound and the other reagent containing a heavy 
atom or moieties containing a heavy atom, as well as a luminescent compound serving as an Internal 
reference, 
3) incubating the resulting medium either after the addition of each reagent or afterthe addition of both 
reagents, 
4) exciting the resulting medium, and 
5) measuring, on the one hand the signal emitted by the luminescent tracer compound, said signal being 
modulated by the heavy atom effect at a wavelength ~ and on the other hand the signal emitted by 
the reference compound at a wavelength ~. 

Use according to any one of claims 9 to 12, characterized in that the measurements of the luminescence 
emitted by the reference compound and by the tracer compound, at wavelengths )..1 and ~respectively, 
are made simultaneously. 

Use according to any one of claims 9to11, characterized in thatat least one of the receptors for the analyte 
is bound to a solid support. 

Method according to any one of dalms 1 to 7, characterized in that correcting the measurement of the 
luminescence emitted by the tracer compound at wavelength ~ consists in fixing a counting rate on the 
channel measuring the luminescent emission ofthe reference compound at wavelength )..1, and then, when 
this rate is reached, triggering the end of the measurement on the channel measuring the luminescent 
emission at wavelength ~. 
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