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SUMMARY 

Immobilization o f  enzymatic inhibitors for the realization o f  reversible immuno- 
sensor8 

The authors propose the use of specific sensors immobilized by ligands onto artificial 
supports, and the elaboration of a computerized,system for the determination of various 
antigens, haptens or antibodies in biological fluids according to enzyme-linked immuno- 
sorbent assay techniques. Two enzymes are applied in this technique: the first (ribonuclease) 
for reversibly linking the immunocomplex to the insoluble support via disulphur bridges; 
the second (B-D-glucose oxidase) for labelling the antigen. Enzyme activity is measured in 
the presence of glucose oxidase by fixing the immunocomplex onto a pO  2 electrode. After 
incubation of  the antigen labelled with glucose oxidase and the free antigen with specific 
antibodies linked with ribonuclease, to reduce the pre-established concentration, the 
reaction medium is introduced into the continuous flow cell. O~ consumption due to the 
enzyme reaction is measured by the actual time that the electrode is in contact with a 
glucose standard solution. Cleavage of the disulphur bridges is caused by an injection of 
dithiotreitol solution. Treatment of the signal obtained is realized with an automatic micro- 
computer system. The preliminary results show that reproducibility with the same 
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membrane for ten measurements is less than 5%. Elution performed using dithlotreitol for 
example, shows that cleavage between the immunocomplex and the thiol-containing support 
is obtained after a few minutes, and 98% of the immunocomplex is eluted. 

INTRODUCTION 

Depuis plusieurs ann~es, de nombreux dosages de substances pr~sentes en 
faible concentration dans les liquides biologiques sont r~alis~s par des m~thodes 
radio-immunologiques. Plus r~cemment, des m~thodes enzymo-immuno- 
logiques ont ~t~ d~velopp~es, susceptibles de remplacer la radio-immunologie 
en raison de leur sensibilitY, de leur specificitY, et de leur reproductibilit~. 
La possibilit~ d'utilisation de la r~action antig~ne-mnticorps (Ag--Ac) a fourni 
un outil analytique r~volutionnaire, cela grace ~ la sp~cificit~ de la r~action 
Ag-Ac.  Initialement on a utilis~ des Ag et des anticorps marquis radioactive- 
ment. Ce dosage radio-immunologique ou RIA a ~t~ propos~ par Yallow et 
Berson en 1960 [1] pour le dosage de l'insuline plasmatique. Cette technique 
est encore actuellement beaucoup utilis~e car elle permet de par sa grande 
sensibilit~ de proc~der ~ des dosages d'antig~nes ou d'anticorps presents en tr~s 
faibles quantit~s, mais ce syst~me pr~sente quelques inconv~nients: temps de 
vie des isotopes relativement court, radiations ~mises endommageant les 
molecules marquees. La mise en oeuvre de cette technique demande un 
appareillage cofiteux et sophistiqu~. Depuis, d'autres types de marqueurs ont 
~t~ utilis~s [2--5]: dans le cas de l"'Enzyme-immunoassay" ou EIA, l 'enzyme 
est utilis~e comme marqueur. 

L'objet de ce travail est de d~velopper un syst~me de liaison imm~diatement 
r~versible permettant ainsi de doser pratiquement routes les molecules immuno- 
logiquement actives dans les milieux biologiques ou industriels, en tr~s peu de 
temps, sans avoir ~ changer le capteur lorsque l'on change de param~tres. 

Pour cela, nous avons envisag~ un syst~me reposant sur la formation d'une 
liaison disulfure entre un support prot~ique modifi~, d~j~ d~velopp~ au 
laboratoire, et l'immunor~actant adapt~ [6]. 

Nous avons s~lectionn~ parmi les diff~rents syst~mes utilisant le principe de 
la chromatographie d'affinit~, c'est-~-dire la formation d'un complexe r~versible 
entre deux substances en interaction, l'une ~tant le ligand li~ au support, l'autre, 
la molecule ~ isoler, celui reposant sur la formation d'une liaison covalente 
entre le ligand et la substance ~ retenir. Cette liaison disulfure s'~tablira entre 
les groupes thiols de la membrane trait~e au pr~alable avec un agent thiolant 
et entre les groupes thiols d'immunoglobulines G (IgG)r~duites ou les groupes 
thiols d'une substance coupl~e aux IgG, en l'occurrence la ribonucl~ase r~duite. 
Cette liaison pourra ~tre rompue par un agent r~ductettr tel que le dithiotreitol° 

La m~thode enzymo-immunologique utflis~e sera la m~thode dite par 
competition. 

Lors de la r~action immunologique, l'antig~ne ~ doser et l'antig~ne coupl~ 
la glucose oxydase sont pris en charge par les anticorps sp~cifiques complexes 
~i la ribonucl~ase (RNase), et la solution r~duite est introduite dans la cellule. 
Le complexe ainsi form~ va contracter des liaisons disulfures avec la membrane 
artificielle thiol~e fix~e sur le capteur ~lectrochimique. La quantit~ d'antig~nes 
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presents dans la solution sera inversement proportionnelle ~ l'activit~ de la 
glucose oxydase en presence de glucose. 

lgATI~RIEL ET MI~THODES 

Matdriel 
Le syst~me de mesure est compos~: (i) d'un d~tecteur de pO2, en 

l'occurrence une ~lectrode de Clark, qui permet une mesure amp~rom~trique de 
la concentration en O~ (Radiometer G 54046/0); (ii) d'un analyseur de pO2 
(Radiometer PHM71) connect~ ~ l'~lectrode; (iii) d'une cellule de mesure que 
nous avons r~alis~e au Laboratoire de l'Universit~ de Technologie. La gestion de 
ce circuit est effectu~ grace ~ un microordinateur, type Apple II, et d'un 
enregistreur graphique connect~ ~ l'analyseur. 

La glucose oxydase (EC 1.1.3.4) type II ~ 18400 U/g et la ribonucl~ase qui 
pr~sente une activit~ de 67 U/rag, proviennent de chez Sigma (St. Louis, MO, 
E.U.). La g~latine de porc provient des Laboratoires Rousselot (Ribecourt, 
France). Le 1-fluoro2,4-dinitrobenz~ne (DNB)et  la 3,3'<lim~thoxybenzidine 
ont ~t~ achet~s chez Eastman Kodak (Rochester, NY, E.U.) Le glutarald~hyde 
et les autres produits chimiques utilis~s sont de grade analytique et proviennent 
de chez Merck (Darmstadt, R.F.A.). 

Preparation du support prot~ique modifi~ 
Choix du support. De nombreuses membranes prot~iques artificielles ont ~t~ 

utilis~es pour l'immobilisation d'enzymes [7] et certaines d'entre elles ont ~t~ 
test~es pour l'immobilisation d'Ac. La g~latine s'est r~v~l~e ~tre le meilleur 
support proteique pour l'immobilisation d'Ac. En effet, la g~latine (d'oss~ine, 
ou de peau de porc), obtenue par hydrolyse acide a une structure qui permet 
une plus grande fixation de fonctions actives (fonctions aldehydes) et par con- 
s~quent une plus grande possibilit~ de r~action avec les Ac sans trop perturber 
leurs propri~t~s immunologiques. 

Premiere dtape de prdparation. On fait gonfler 5 g de g~latine de peau de porc 
dans 100 ml de tampon phosphate (pH 6,8, 0,1 M) pendant 1 h. La g~latine 
choisie (Rousselot) pr~sente une force en gel~e de 240 blooms, elle est utilis~e 

concentration de 5%, ce qui permet d'obtenir une bonne viscosit~ lors de 
l~ydrolyse. 

La solution obtenue est ensuite plac~e dans un bain-marie ~ 50°C jusqu'~ 
l'obtention d'une bonne solubilisation. On ~tale alors rapidement I ml de cette 
solution sur un film de polypropyl~ne de 35 cm 2 de surface afin d'obtenir 
une bonne stabilit~ m~canique. 

Le polypropyl~ne aura ~t~ au pr~alable trait~ avec une solution de lauryl 
sulfate ~ 0,5% dans du tampon phosphate (pH 6,8, 0,01 M) afin d'augmenter 
l'adh~rence du film de g~latine. Le s~chage est ensuite effectu~ ~ l'air ambiant 
jusqu'~ l 'obtention d'un film sec. Trois facteurs sont fondamentaux pour l'ob- 
tention de bonnes membranes: (i) la temperature de solubilisation: si elle est 
trop ~lev~e, il y a diminution de la viscosit~ (la g~latine s'~tale mal) et de la 
force en gel~e (la membrane se d~colle et se fragilise en refroidissant); (ii) le 
temps de s~chage doit ~tre suffisamment long; (iii) la temperature de s~chage ne 
doit pas ~tre trop ~lev~e (25--27 ° C). 
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Activation de la membrane de gdlatine 
La membrane s~che est immerg~e darts une solution de glutarald~hyde 

1% dans du tampon phosphate (pH 5,2, 0,01 M) pendant 5 min. L'exc~s de 
r~actif est ~limin~ par plusieurs lavages successifs ~i l'eau distill~e. Monsan a 
montr~ en 1975 [8] que le glutarald~hyde r~agissait sous forme d'un poly- 
m~re insatur~, le polyglutarald~hyde, pour donner des liaisons amines 
stabilis~es par conjugaison (ce qui peut expliquer l'apparition d'une coloration 
jaune de la membrane apr~s tannage) entre deux r~sidus amines de lysine. La 
distribution des groupes ald~hydiques tout au long de la molecule de poly- 
glutarald~hyde alli~e ~ la relative flexibilit~ de cette molecule, augmente la 
probabilit~ de rencontre et donc de r~action entre la prot~ine ~ coupler et le 
support amine (la g~latine en moyenne contient 35 r~sidus amines (lysine) 
po~tr 1000 r~sidus). 

La taille de ce polyglutarald~hyde est fonction du pH du milieu et de la 
concentration en glutarald~hyde. Les deux valeurs choisies ici correspondent 

l 'obtention du plus grand nombre de fonctions aid~hydiques fix~es. 

Thiolation de la membrane et principe du syst~me rdversible (Fig. 1) 
La membrane tann~e est plong~e dans une solution de cyst~ine 0,2 M darts 

l'eau distill~e pendant 1 h. Le r~sidu amin~ de la cyst~ine va r~agir avec le 
groupement thiol n~cessaire ~ l'~tablissement de la liaison disulfure d~sir~e. 
D'autres agents de thiolation, tels que la N-ac~tylhomocyst~ine thiolactone, 
l'anhydride ac~tyl mercaptosuccinique, le mercaptobutyrimidate et le SPDP 
[N-succinimydil-3-(2-pyridyldithio)propionate], r~agissent avec les r~sidus 
amines des prot~ines et n~cessitent souvent plusieurs ~tapes de r~action. 

Prdparation des IgG de lapin rdduits 
On pratique le proc~d~ employ~ par Kato et al. en 1976 [9] utflisant les 

groupes thiols obtenus par r~duction pour l 'introduction de r~sidus mal~ide 
dans les molecules d'IgG. Dans notre cas, les thiols obtenus serviront ~ l'~tablis- 
sement d'une liaison disulfure avec le support thiol~; Seelig et Meister [10] ont 
utilis~ ce m~me principe en 1982, le support thiol~ ~tant une colonne de 
Sepharose 4B. 

Les IgG de lapin (30 mg) sont solubilis~es dans 5 ml de tampon phosphate 
(0,1 M, pH 5) et incub~es avec 75 mM 2-mercapto~thylamine ~ 37°C pendant 
90 min. 

Le m~lange r~actionnel, apr~s refroidissement, est ensuite pass~ sur une 
colonne de Sephadex G-25 (40 X 1,5 cm I.D.) ~quilibr~e avec du tampon 
phosphate (0,1 M, pH 5) afin de s~parer les IgG r~duites des composants de 
bas poids mol~culaire. L'absorbance ~ 280 nm des fractions obtenues (3 ml 
chacune) est mesur~e contre le tampon utilis~ pour l'~lution. 

Les fractions r~duites sont ~lu~es ~ peu pros dans le volume mort de la 
colonne (ici ~gal ~ 20 cm 3) avec un rendement ~lev~ (rapport de la surface du 
pic des IgG r~duits ~ la surface du pic des autres composants). 

Prdparation des conjugu~s anticorps de ch~vre et IgG de lapin couplds d la 
glucose oxydase 

On utilise la m~thode de couplage au glutarald~hyde en deux ~tapes 
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Fig. 1. Representation sch~matique du principe de dosage r~versible ~ partir de la m~thode 
dite par competit ion.  

d'Avrameas et Guilbert [11]. Cette m~thode donne des conjugu~s tr~s stables 
et une activit~ enzymatique et immunologique meilleure que celle obtenue avec 
les techniques de conjugaison utilisant le periodate de sodium, la p-benzo- 
quinone ou les carbodiimides solubles dans l'eau. L'utilisation de deux ~tapes 
permet d'obtenir des conjugu~s avec un rapport enzyme/IgG de 1, ce qui n'est 
pas le cas avec la m~thode en une ~tape. 

La premiere ~tape est l'activation de la glucose oxydase par le glutar- 
aldehyde: 10 mg de glucose oxydase (~ 16,1 I.U.) sont mis en contact avec 1,00 
ml de tampon phosphate (0,1 M, pH 6,8) contenant 1,25% de glutarald~hyde 
pendant 18 h ~ temperature ambiante. 

On effectue ensuite une s~paration de l'enzyme activ~e par gel filtration sur 
colonne de Sephadex G-25 (30 X 1.5 cm I.D.). Les fractions sont ~lu~es avec 
0,15 M NaC1, analys~es spectrophotom~triquement ~ 280 nm. Les fractions 
correspondant ~ l'enzyme activ~e (en g~n~ral fraction de 3 ml, Nos. 5--6 ou 
6--7) sont concentr~es ~ l'aide de PEG 2000 (polyethylene glycol 2000, Serva). 

Les rendements de filtration obtenus ont ~t~ de 72, 75, 87 et 92%. 
La deuxi~me ~tape est la mise en contact de l'enzyme activ~e avec 2 mg 
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d'anticorps de ch6vre anti-IgG de lapin dans 0,5 ml de tampon carbonate (pH 
9,5, 0,1 M) 24 h ~ 4 ° C. On ajoute ensuite 0,5 ml de lysine 0,2 M (elle bloque 
les groupes r6actifs rest~s libres). Apr~s 2 h ~ 4°C, on effectue une dialyse dans 
un grand volume de tampon phosphate (pH 6,8, 0,01 M) toujours ~ 4°C. On 
effectue ensuite une purification des conjugu6s enzymatiques par gel filtration 
sur une colonne de Sephadex G-200 6quilibr6e avec du tampon phosphate (pH 
6,8, 0,01 M). 

Couplage de la ribonucldase aux anticorps 
Le but est d'obtenir des conjugu6s ayant un rapport enzyme/IgG tr6s en 

faveur de la RNAse afin de pouvoir disposer d'un grand nombre de groupes 
thiols fibres apr~s r6duction. Trois m6thodes de couplage ont 6t~ 6tudi6es: 
glutarald6hyde en une 6tape, carbodiimide soluble dans l'eau et p-benzo- 
quinone. On a proc~d6 ~ chaque fois, soit en utilisant l 'enzyme d6j~ r6duite, 
soit en effectuant la r6duction apr~s couplage. 

Mdthode au carbodiimide. Cette m~thodologie est d6riv~e de la technique 
d6crite par Nakane et al. en 1967 [12] pour le couplage de la phosphatase acide 

des IgG. Une solution de RNAse (4 ml) r6duite ~ 2,4 mg/ml r~agit avec 
5 mg d'IgG et 20 mg d'l-~thyl-2-(3<lim6thylaminopropyl)carbodiimide dans 
0,5 ml d'eau distill6e, pendant 30 min ~ temp6rature ambiante sous agitation 
douce. Une dialyse contre une solution saline ~ 0,5% pendant une nuit est 
ensuite effectu6e. Une purification simple du conjugu6 est obtenue par pr6ci- 
pitation au sulfate d'ammonium. Pour la pr6paration du conjugu6 en utilisant 
de la RNAse non r6duite (10 mg), le protocole est le m6me que pr6c6demment 
ainsi que la m6thodologie utilis6e pour la r~duction de la RNAse coupl6e qui 
se termine par une filtration sur Sephadex G-25. 

M~thode au glutaraldehyde en une drape. La ribonucl6ase (10 mg) est mise 
en pr6sence de 5 mg d'IgG dans une solution contenant 0,5 ml de tampon 
phosphate (0,1 M, pH 6,8) avec 0,05 ml d'une solution aqueuse ~ 1% de glutar- 
ald6hyde, pendant 2 h ~ temp6rature ambiante. 

Apr6s dialyse contre une solution de tampon phosphate (0,01 M, pH 6,8) 
4°C, les IgG sont pr6cipit6es et purifi6es en pr6sence d'une solution de sulfate. 

M~thode d la p-benzoquinone. Les conjugu6s obtenus par une m6thode 
d6crite par Ternynck et Avrameas [13] se sont r~v~16s instables, une coloration 
brune apparaissant apr6s quinze jours de stockage ~ l'abri de la lumi~re. 

RESULTATS 

Le principe des r~actions chimiques qui r~gissent le syst~me et la formation 
de liaisons disulfures sur la membrane prot~ique thiol~e, est montr~ sur la 
Fig. 2. Nous prendrons comme "ModUle Biologique" dans ce syst~me des IgG 
de ch~vre anti-IgG de lapin comme anticorps et comme antigone des IgG de 
lapin. 

Rdalisation d'une mesure automatique 
La membrane thiol6e est d6coup~e en disque de" m~me diam~tre, puis 

dfipos~e sur l'anode de l'~lectrode fi pO2 dans la cellule de mesure. Apr~s 1 h 
d'incubation d'antigfines fi doser et d'antigfines couplfis fi la glucose oxydase 
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IgG r~duit 

Soit'(SH)n,-Rr:ase' 

conjugu~ IgG-R~IAse reduil 

Fig. 2. Structure biochimique et r~alisation du syst~me bienzymatique r~versible. Principe et 
r~actions chimiques permet tant  la formation de liaisons disulfures entre le support et 
l ' immuno~complexe. 

avec une solution d'anticorps sp~cifiques couples ~ la ribonucl~ase r~duite, 
la solution est introduite dans la ceUule de mesure pour quelques minutes. 
Apr~s lavage avec du tampon phosphate (0,01 M, pH 6,8), la cin~tique 
enzymatique de la glucose oxydase fix~e sur le support est ~valu~e en presence 
d'une solution de glucose ~ 5 g/1. L'activit~ de la glucose oxydase sera inverse- 
ment proportionnelle ~ la concentration en antigone present dans le liquide 
biologique. Dans notre cas, ce sont des IgG de lapins qui sont utilis~s comme 
antig~nes. 

L'introduction dans la ceUule d'une solution de DTT, permettra de d~crocher 
l'immunocomplexe. La cellule de mesure qui a ~t~ d~velopp~e pour ce type de 
dosage est montr~e sur la Fig. 3. L'ouverture des microvannes, permettant le 
passage du complexe immunologique, du tampon, des substrats et de l'agent 
d~crochant, est command~e par un micro-ordinateur type Apple II. L'ensemble 
du circuit fluidique r~alis~ pour ce type de syst~me est repr~sent~ sch~matique- 
ment sur la Fig. 4. 

Le syst~me de mesure ayant ~t~ d~fini, les auteurs ont ~tudi~ l'optimisation 
de formation de liaisons disulfures entre le capteur ~lectrochimique et 
l 'immunocomplexe. Trois types de formation de ponts disulfures ont ~t~ 
~tudi~s ~ partir de diff~rents conjugu~s IgG. 

(i) Le conjugu~ A est obtenu en couplant la ribonucl~ase aux IgG par la 
m~thode au glutarald~hyde. Les IgG coupl~es ~ la ribonucI~ase seront ensuite 
r~duites. 
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Fig. 3. Schema d'une ~lectrode enzymo-immunologique r~alis~e ~ partir d'une 61ectrode 
P02. 
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contenant le capteur liquide A 5 g/I ~lec t ro-chlJnique 

Fig. 4. Representation schdmatique du circuit fluidique permettant  la r~alisation en continu 
de dosage immunologique. 

(ii) Le conjugud Best obtenu par couplage de l'IgG avec la ribonucldase 
rdalisd par la m~thode au carbodiimide, la ribonucldase ayant dtd rdduite prd- 
cddemment. 

(iii) Le conjugud C sera obtenu ~ partir d'IgG coupldes ~ la ribonucldase non 
rdduite selon la technique au carbodiimide. La quantitd de groupernents thiols 
obtenue sur ces diffdrents conjuguds est dtudide dans le Tableau I. Les concen- 
trations correspondent ~ 100 pl de conjugud. La moyenne est obtenue h partir 
de trois d~terminations pour chaque type de conjuguds. 

TABLEAU I 

I~-VALUATION DE LA CONCENTRATION EN GROUPEMENTS THIOLS DISPONIBLES 
SUR LES CONJUGU]~S IgG--RNAse A, BET C 

Concentration de SH (#mol/ml) 

A B C 

Initial 102.4 
Apr~s quinze jours de stockage 29.4 
Apr6s trente jours de stockage 14.7 

6.34 
1 .98  
1.91 

29.4 
17.2 

7.35 
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Les conjugu~s prdpards avec de la RNAse non rdduite prdsentent apr~s rdduc- 
tion une plus grande concentration en groupes thiols que ceux pr4pards avec de 
la RNAse d~j~ rdduite. Il est possible en effet qu'une rdduction concomitante 
des IgG se fasse lots de la rdduction de la RNAse couplde. 

Les conjuguds pr~pards ~ l'aide de glutarald~hyde avec de la RNAse non 
r~duite au d~part poss~dent un plus grand nombre de groupes thiols que ceux 
pr~pards avec le carbodiimide. C'est l'inverse si l'on utilise la RNAse d~j~ 
r4duite. 

On notera une forte diminution des groupes SH surtout au cours des 
premiers jours de stockage. 

Interprdtation des courbes d'dtalonnage obtenues pur chaque type de conjugug 
IgG--RNAse testd (Fig. 5). 

Les valeurs des activit~s glucose oxydase sont encore assez faibles m6me 
lorsqu'on utilise des conditions optimales de dosage (dilution du conjugu~ 
glucose oxydase au 1:10) puisque la valeur maximale obtenue est 0,70 
mV/min, alors qu'une activitd satisfaisante, dans des conditions identiques de 
dilution de conjugud, se situe entre 1 et 2 mV/min. 

Pour les conjugu4s A et C, l'activitd glucose oxydase obtenue est proportion- 
nelle au logarithme de la dilution du conjugud glucose oxydase, jusqu'~ 1:50; 
pour une dilution supdrieure, la courbe s'infl~chit; pour le conjugu4 B, la 
proportionnalit~ s'arr~te au 1:20. Ce sont les courbes de calibration obtenues 

0 

1:100 1:50 1:20 1:10 
Dilution du conjugu~ IgG de lapin - glucose oxydase 

Fig. 5. Variation du signal de l'41ectrode en fonction de diff~rentes concentrations (dilution) 
du conjugu~ IgG-glucose oxydase pour chaque type de conjugu~. (=) Conjugu~ A, pr~par~ 
au glutaraldehyde avec RNAse non rfiduite; (o) conjugu~ B, pr~par~ au carbodiimide avec 
RNAse r~duitel (*) conjugu~ C, pr~par~ au carbodiimide avec RNAse non r~duite. 
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avec les eonjugu~s A et C qui prdsentent les plus fortes valeurs d'activit~ glucose 
oxydase. 

Influence du temps de contact des IgG de chdvres anti-IgG de lapin et IgG de 
lapin coupldes d la glucose oxydase conjuguds avec la membrane 

Nous avons obtenu des r6sultats tr6s voisins de ceux mentionn6s pr6c6dem- 
ment pour des temps compris entre 15 et 60 rain. Par contre, pour des temps 
inf6rieurs, l'activit~ glucose oxydase est ~ peine d6tectable. 

Reproductibilitd des mesures 
Pour huit  ~ dix mesures faites de faqon consecutive aur chaque membrane 

et pour chaque type de conjugu~ RNAse-IgG envisage, le pourcentage de varia- 
tion a toujours ~t~ trouv~ inf~rieur ~ 5%, ce qui est satisfaisant. 

Par contre, en ce qui concerne diff~rentes membranes pr~par~es darts les 
m~mes conditions, on note une grosae variation de la reproductibilit~, et ceci a 
~t~ observ~ pour chaque type de conjugu~ IgG--RNAse r~duite. 

Activitd glucose oxydase obtenue avec le systdme des IgG rdduites 
En moyenne lea r6sultats obtenus avec le syst~me des conjugu6s IgG--RNAse 

r6duitea sont 30 ~ 60 fois plus 61ev6s que ceux fournis par le ayst~me des IgG 
r6duites. 

Afin de v6rifier la concentration en groupements thiols des diff6rents 
conjugu6s, une d6termination colorim6trique a 6t6 effectu6e suivant la 
technique dite au DMB (3,3'-dim6thoxybenzidine). 100 ~I de double conjugu6 
(50 pl de conjugu6 RNAse--IgG de ch6vre anti-IgG de lapin dilu6 au 1:10 et 
50 ~1 de conjugu6 IgG de lapin coupl6 ~ la glucose oxydase dflu~ au 1:10) 
sont incub6s en presence de la membrane thiol6e pendant 15 min. Apr6s un 
lavage soigneux, cette membrane est immerg6e dana 3 ml de DMB. 

Les pentes de cin6tiques de la glucose oxydase obtenues sont ensuite 
rapport~es ~ la courbe d'6talonnage de l'activit6 de la glucose oxydase en solu- 
tion. Cela permet de calculer les pourcentages de fixation membranaire obtenus 
pour chaque type de conjugu6s RNAse--lgG. 

Pour les conjugu6s A, B e t  C, les pourcentages de fixation sont respective- 
ment  de 35, 17 et 41%. Les r6sultats pr6sent6s sont une moyenne de quatre 
essais. 

Ces donn~es compatibles avec cellea trouv~ea par d~tection amp~rom~trique, 
montrent  aussi que les conjugu~s A et C conduisent aux meiUeurs r~sultats. 

Ce sont les conjugu~s A et C qui donnent  dans l'ensemble les meilleurs 

T A B L E A U  II 

T A B L E A U  R E C A P I T U L A T I F  C O N C E R N A N T  L E S  CONJUGUI~S I g C r - R N A s e  A, B ET C 

A B C 

Prfisence de  th io ls  l ibres +++ + ++ 
Tes t  i l ' i m m u n o d i f f u s i o n  ++ + + 
Activi t~ glucose oxydase maxima le  (mmHg/s )  0 .57  0 .42  0.7 
Pourcentage de f i xa t i on  pa r  tes t  au DMB 35 17 19,5 
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r~sultats. On remarque que ce sont ceux pour lesquels la rdduction de la RNAse 
est effectu~e apr~s le couplage. La r6duction concomittante des IgG, tr~s 
probable, augmente le pouvoir de fixation des conjuguds IgG--RNAse sur la 
membrane thiolde. 

Le choix entre le conjugud A et C est difficile, mais ~ priori, le conjugu6 
C serait pr~fdrable puisqu'il prdsente des valeurs plus ~lev~es d'activit6 glucose 
oxydase. Mais pour un choix final, il importe de tenir compte de la stabilit~ 
pendant le stockage. 

Etude du clivage de la liaison disulfure 
Selon Cuatrecasas [14], le DTT est l 'un des meilleurs agents de rdduction des 

ponts disulfures. La r6duction s'effectue selon le schdma suivant: 

R--S--S--R RSH 
+ + 

OH OH 
I ] 

HS--CH2-CH-C~--CH2--SH -* R--S--S--CH2CH--CH--CH:--SH 
l i 

OH OH 

Seelig et Meister [10] Font utilis6 ~ une molarit~ de 25 mM pour cliver les 
liaisons disulfures 6tablies entre des IgG rdduites et du Sepharose thiol6. Nous 
avons suivi la proc6dure rdactionnelle suivante: (i) raise en contact de 100 ~I 
de double conjugu~ (50 ~I de conjugud C dilu6 au 1:10, 50 pl de conjugu6 
glucose oxydase dilud au 1:10) pendant 15 rain avec la membrane thiolde; (ii) 
passage de tampon phosphate (pH 6,8, 0,01 M); (iii) mesure de l'activitd 
glucose oxydase 1 (A,) par passage du substrat; (iv) passage du dithiotreitol 
25 mM pendant divers temps; (v) passage de tampon phosphate (pH 6,8, 
0,01 M) pendant au moins 5 rain; (vi) mesure de l'activitd glucose oxydase 2 
(A:) apr6s passage du substrat; (vii) le pourcentage de double conjugud ddsorb6 
(P') est d6fini par P' = (At -- A2)/A,  X 100. 

Les rdsultats pr~liminaires obtenus montrent qu'apr6s 2 rain on ddcroche 
72% du complexe, 7 et 15 rain 100%; ces r~sultats sont tr6s encourageants et 
nous permettent de supposer qu'en augmentant la molarit6 du DTT, on 
pourrait diminuer le temps ndcessaire ~ la rupture compl6te de l'immuno-com- 
plexe. 

CONCLUSION 

L'utilisation des syst~mes rdversibles basds sur le principe d'une liaison di~ 
sulfure pour un dosage immuno~nzymat ique  de substances antig~niques par 
compdtition et ~ rdvdlation ampdromdtrique nous a permis d'obtenir des 
r6sultats pr~liminaires encourageants. Le meilleur syst~me est celui utilisant un 
conjugu~ IgG--RNAse rdduite par un couplage au carbodiimide. 

L'optimisation de la fixation des conjuguds IgG--RNAse rdduits sur la 
membrane thiolde devrait permettre d'une part, ~ am~liorer la reproductibilitd 
des mesures pour diffdrentes membranes et sur un grand nombre de mesures, 
d'autre part ~ augmenter le seuil de sensibilit~ du syst~me. 
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La r~duction du temps de r~action du DTT avec la membrane en dessous 
des 5 min, et la r~g~n~ration continue du support prot~ique permettront 
d'effectuer rapidement, sans changement du capteur, pratiquement tousles  
dosages de substances immunologiquement actives dans les liquides biologiques 
et industriels. 

R]~SUMI~ 

Les auteurs proposent l'utilisation de capteurs sp~cifiques immobilis~s par 
des ligands sur des membranes prot~iques artificielles, et l'~laboration d'un 
syst~me informatis~ pour la d~termination de diff~rents antig~nes, hapt~nes 
ou anticorps dans les liquides biologiques suivant le principe des techniques 
ELISA (enzyme-linked immunosorbent assays). Deux enzymes sont utilis~es 
dans cette technique: la premiere, la ribonucl~ase, qui une fois r~duite forme 
des ponts disulfures de mani~re r~versible aves son inhibiteur fix~ sur la matrice 
insoluble, la deuxi~me, la /3-D-glucose oxydase, qui sert de marqueur 
enzymatique. L'activit~ enzymatique est mesur~e en pr6sence de glucose 
oxydase, l 'immunocomplexe ~tant fix~ sur une ~lectrode ~ pO2. Apr~s incuba- 
tion de l'antig~ne coupl~ ~ la glucose oxydase, et de l'antig~ne ~ doser avec les 
anticorps correspondants couples ~ la ribonucl~ase r~duite, en concentration 
pr~ tab l ie ,  le milieu r6actionnel est introduit dans la cellule de mesure. La 
cin~tique de la glucose oxydase est obtenue en presence d'une solution 
standard de glucose. La rupture des ponts disulfures de l 'immunocomplexe est 
obtenue apr~s injection de dithiotreitol (DTT). Les r~sultats pr~liminah-es 
montrent que le pourcentage de variation avec la m~me membrane pour dix 
mesures cons6cutives est inf~rieur ~ 5%. L'~lution de l 'immunocomplexe avec 
le DTT par exemple, montre que la rupture avec les groupements thiols fix6s 
sur le capteur est obtenue apr~s quelques minutes et 98% de l'immunocomplexe 
est ~lu~. 
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