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Den foreliggende opfindelse angdr en fremgangsmide til pavisning
og/eller bestemmelse af et agglomerat dannet af et bindingsmiddel og den
tilsvarende acceptorsubstans ved sidkaldt "blot overlay assay", i det
fglgende kaldet blot-overlejringsanalyse. Sidstnazvnte substans er sazd-
vanligvis indeholdt i en vandig testprgve og bliver pd et senere trin af
analysen adsorberet pid og/eller bundet kovalent til en immobiliserings-
matrix. Eksempler pd immobiliseringsmatrixer er nitrocellulose- (NC)-
film (tynde plader af salpetersyreforestret cellulose med kendt porgsi-
tet), diazobenzyloxymethyl- (DBM)- og diazophenylthioether- (DPT)-modi-
ficeret cellulosepapir, papir eller celluloseacetat aktiveret med cyano-
genbromid og nylonbaserede membraner sasom "Gene Screen" og "Zetabind".
Sidstnavnte er en nylonmatrix (en polyhexamethylenadipamin betegnet
"Nylon 66"), der er modificeret ved indfgring af talrige tertizre amino-
grupper under fremstillingen. Disse immobiliseringsmatrixer omtales i
almindelighed som "blotting media", i det fglgende betegnet blottingme-
dier. (Se for eksempel J.M Gershoni og G.E. Pallade, Analytical Bio-
chemistry 131, 1-15 (1983)).

Blot-overlejringsanalysemetoder kan generelt opdeles i to forskel-
Tige teknikker:

A. Ved sandwichoverlejringsanalysen knyttes det rensede eller beri-
gede specifikke bindingsmiddel til immobiliseringmatrixen i henhold til
B (se nedenfor), fortrinsvis som en 1ille plet, og acceptorsubstansen
gives lejlighed til at binde til det, hvilket resulterer i, at der pa
matrixen sker immobilisering af acceptorsubstansen, som derefter kan pa-
vises. P4 grund af det specifikke bindingsmiddels specificitet er det
muligt at isolere acceptorsubstansen fra en kompleks testprdgve sdsom
urin, plasma, serum, andre legemsfluider, cellefri translationssystemer,
celle- og vavslysater, etc., og at anvende denne metode til semikvanti-
tative og/eller kvalitative (diagnostiske) analyser: den sakaldte "sand-
wich blot overlay assay" (SBOA). Hidtil har den praktiske vardi af SBOA
vaeret ubetydelig, fordi man kun har haft forholdsvis komplekse pavis-
ningsmetoder til radighed. Den foreliggende opfindelse ggr pavisningen
meget enkel, og interessen i at anvende et SBOA til1 diagnotisk brug kan
gges.

B. Ved den direkte blot-overlejringsanalyse knyttes acceptorsub-
stansen direkte til et aftryksmedium ved en procedure, der er kendt som
"transferring”, i det felgende kaldet overfgrsel, eller blotting. For-
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skellige metoder dertil er velkendte fra litteraturen. For eksempel an-
bringes sma draber indeholdende en kendt eller ukendt mengde acceptor-
substans (renset eller ikke) i en vandig oplgsning af sterrelsesordenen
1 u1 (men andre volumener kan ogsd anvendes) som pletter pd blottingme-
diet for at give acceptorsubstansen mulighed for at blive knyttet til
blottingmediet. Sadanne pletaftryk har potentiel anvendelighed til diag-
nostisk pavisning af tilstedevarelsen af specifikke bindingsmidlier for
den immobiliserede acceptorsubstans i forskellige legemsfluider. Hvis
acceptorsubstansen indgar i en kompleks blanding, kan blandingen fgrst
adskilles ved forskellige kromatografiske teknikker sdsom tyndtlagskro-
matografi eller elektroforeseteknikker, for eksempel i polyacrylamid-
geler sasom natriumdodecylsulfat- (SDS)-elektroforese, isoelektrisk fo-
kusering, 2-D-gel-elektroforese, gradient gel— og syre-urinstofgelelek-
troforese og ikke-denaturerende gelelektroforese for at lette identifi-
kation af acceptorsubstansen. I nogle tilfalde som for eksempel til
nukleinsyrer kan agargeler ogsa anvendes. De elektroforetisk oplgste
komponenter (sdsom proteiner, peptider og nukleinsyrer) overfgres der-
efter til immobiliseringsmatrixen ved procedurer kendt som kapillar-,
vakuum- eller elektrooverfgrsel (eller -aftrykning). Komponenterne immo-
biliseres derefter pa aftryksmediet under vidtgdende bibeholdelse af det
oprindelige elektroforetiske mgnster. Dette fardige mgnster kan ggres
synligt ved kendte farvningsteknikker sdsom ved hjzlp af "amido black"
og "coomassie blue" og komponenten, som er under undersggelse (acéeptor-
substansen), kan pdvises (se senere) og dens placering sammenlignes med
hele det elektroforetiske mgnster.

Hidtil har de fleste af de anvendte specifikke bindingsmidler varet
proteiner, som bindes til veldefinerede omrader i acceptorsubstansen.
Lectiner anvendes til pavisning af glycoproteiner. Polyklonale og mono-
klonale antistoffer til pavisning af de tilsvarende antigener eller hap-
tener (for eksempel biotin eller biotinylerede DNA-prober med antibio-
tin, DNP pd dinitrophenylerede proteiner med anti-DNP). Blot-overlej-
ringsanalyser anvendes allerede i vid udstrakning til pavisning af anti-
stoffers specificitet og til screening af produktionen af monoklonale
antistoffer. Ud over disse i vid udstrzkning anvendte systemer kan mange
andre indbyrdes protein-protein (for eksempel calmodulin- eller actin-
bindingsproteiner) eller protein-ligand (for eksempel avidin-biotin)
reaktioner, hvor den ene af komponenterne immobiliseres, analyseres.
Blandt disse er DNA-protein- og RNA-proteinreaktioner, receptor-ligand-
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reaktioner og i almindelighed vilkdrlige andre indbyrdes makromolekyle-
makromolekylereaktioner af tilstrazkkelig specificitet og affinitet.

En vasentlig del af blot-overlejringsanalyserne er den metode, der
anvendes til synligggrelse af den immobiliserede acceptorsubstans. Der
eksisterer bide direkte og indirekte teknikker. Ved synliggerelsen be-
nyttes markgrer: radioaktive isotoper (3H, 14C, 32P, 355 eller 125I) ef-
terfulgt af autoradiografisk fremkaldelse, enzymer som kan danne uoplg-
selige farvede produkter eller fluorochromer. Ved direkte metoder bindes
markeren til det specifikke bindingsmiddel. Ved indirekte metoder bindes
det til et makromolekyle, som specifikt kan bindes til det ferste speci-
fikke bindingsmiddel. Hvis sidstnavnte er et antistof, kan makromoleky-
let vare protein A eller et sekundert antistof. Flertrinsteknikker, som
avidinbiotinyleret peberrodsperoxidasekompleks- (ABC)-metoden og umerket
peroxidase-antiperoxidase- (PAP)-metoden kan ogsd anvendes til antistof-
fer.

Det vesentlige punkt ved den foreliggende opfindelse er anvendelsen
af en dispersion af et metal eller en metalforbindelse eller en kerne,
som er belagt med et metal eller en metalforbindelse til synliggerelse
og/eller pavisning ved aftryksanalyseteknikker. Som udtrykket "kolloida-
e metalpartikler" anvendes i den foreliggende sammenhzng, indbefatter
det dispersioner af partikler, eventuelt en sol, bestiende af et metal,
en metalforbindelse eller en kerne belagt med et metal eller en metal-
forbindelse.

Kolloidale metalpartikler kan fremstilles ved hjelp af fremgangsma-
der, som er kendte inden for omrddet, for eksempel til fremstilling af
kolloidalt guld, sglv eller jernoxid og Tignende. Kolloidale metalpar-
tikler kan knyttes direkte eller indirekte til det specifikke bindings-
protein eller acceptorsubstansen eller til et makromolekyle, som bindes
specifikt til det forste specifikke bindingsmiddel, for eksempel protein
A, sekundert antistof (ndr der er tale om et primert antistof) eller
streptavidin og avidin (ndr der er tale om, at en af komponenterne er
biotinyleret) under bibeholdelse af storsteparten af den oprindelige
bindingsaktivitet ved at fglge fremgangsmader, som er kendte inden for
omridet. Ved knytning forstds enhver kemisk eller fysisk binding sasom
binding via kovalente bindinger, via hydrogenbroer, polar tiltrakning og
adsorption.

Det har nu vist sig, at ndr et blottingmedium, hvortil der enten
indirekte (se A) eller direkte (se B) er knyttet en acceptorsubstans,
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inkuberes med en passende koncentration af et specifikt bindingsmiddel
merket med kolloidale metalpartikler (direkte pavisningsmetode) eller
ferst med et umerket specifikt bindingsmiddel og derefter med et makro-
molekyle merket med kolloidale metalpartikler (indirekte pavisningsmeto-
de), vil akkumuleres kolloidale metalpartikler pa de specifikke bind-
ingssteder, som overraskende bliver synlige som den karakteriske farve
for de anvendte kolloidale metalpartikler. For eksempel opnds der en ly-
sergd til merkersd farve, nir et metal som guld anvendes, og en gul til
brun/sort farve, ndr sglv anvendes. Denne farve udger et signal, som kan
afleses kvalitativt med det blotte gje eller eventuelt males ved kendte
spektrofotometriske metoder, sdsom densitometri.

Partikelstgrrelsen af de kolloidale metalpartikler er fortrinsvis
mellem 3 nm og 100 nm og mere foretrukket mellem 5 nm og 50 nm.

Som eksempler pad kolloidale metalpartikler, der kan knyttes til
specifikke bindingsmidler, er metallerne platin, guld, sglv og kobber og
metalforbindelserne s¢lviodid, selvbromid, hydratiseret kobberoxid,
jernoxid, jernhydroxid eller hydratiseret jernoxid, aluminiumhydroxid
eller hydratiseret aluminiumoxid, chromhydroxid eller hydratiseret
chromoxid, vanadinoxid, arsensulfid, manganhydroxid, blysulfid, kvik-
sglvsulfid, bariumsulfat og titandioxid blevet beskrevet. Det er ogsd
kendt, at kolloider bestdende af kerner belagt med ovennazvnte metaller
eller metalforbindelser kan anvendes. Disse partikler har lignende egen-
skaber som metal- eller metalforbindelsekolloiderne, men stgrrelse, den-
sitet og metalindhold kan kombineres optimalt. I almindelighed kan alle
kolloidale metalpartikler eller metalforbindelser, som kan bindes til
specifikke bindingsmidler uden gdelzggelse af deres bindingsaktivitet,
og som vil give en farveintensitet ved aftryksanalyse, som er tilstrak-
kelig til at kunne ses med det blotte gje, anvendes. Sensitiviteten er
fortrinsvis 1ig med eller bedre end den, der opnds med guld eller sglv.

Anvendelsen af kolloidale metalpartikler, specielt guldsoler, som
er dekket pd overfladen med specifikke bindingsmidler sdsom antistoffer,
lectiner, protein A, avidin og mange andre, eller selv acceptorproteiner
sdsom antigener er nu veletableret ved mange cytokemiske merkningstek-
nikker inden for transmissions- og scanningelektronmikroskopi. Et eksem-
pel pa anvendelse af en kolloidal metalpartikel bestdende af en polymer
belagt med et metal er dextran belagt med jern, som, ndr det knyttes til
antistoffer, frembringer en meget verdifuld marker til transmissions-
elektronmikroskopi. Disse anvendelser udnytter imidlertid disse marke-
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rers typiske elektronopacitet (transmissions EM) eller deres kapacitet
til at emittere sekundzre elektroner eller give tilbagekastning af pri-
mere elektroner (scanning EM).

Kolloidale metalpartikler, navnlig partikler fremstillet af guld og
sglv, anvendes ogsd som markerer ved cytokemiske merkningsteknikker i
forbindelse med lysmikroskopi, efter at det har vist sig, at akkumule-
ring af sddanne kolloidale metalpartikler pd bindingssteder i vavsprapa-
rater eller pid celleoverflader kan ses, forudsat at prazparatet betragtes
gennem et Tysmikroskop.

Kolloidale metalpartikler anvendes ogsa til visse kvalitative og
kvantitative in vitro bestemmelser af immunologiske komponenter sdsom
haptener, antigener og antistoffer i vandigt medium. Disse teknikker er
blevet kaldt solpartikelimmunoanalyser og passiv guldagglutinering
("Geoghegan").

Den passive guldagglutineringsteknik er baseret pa agglutinering af
et guldmerket antigen (guldpartikler 18 til 20 nm) med umerket antistof
og indbefatter anvendelse af et standardmikrotitersat, hvori ikke-aggre-
geret guld flyder ned langs fordybningernes sider og danner en rgd stri-
be. Denne teknik er analog med klassisk passiv hzmagglutinering og er
ligesd folsom og er blevet havdet muligvis at kunne anvendes til omvendt
agglutinering, hvor det er antistoffet, som merkes med guld.

Solpartikelimmunoanalyser Tigger inden for to kategorier. Den far-
ste kaldes homogen solpartikelimmunoanalyse og er baseret pad agglutine-
ring af antistofmerkede kolloidale partikler med immunokemisk di- eller
multivalente antigener eller med haptener koblet til et bzrerprotein.
Agglutineringen resulterer i en farvereduktion malt kolorimetrisk med
puffer som blindprgve. Agglutineringen af de kolloidale metalpartikler
kan derefter inhiberes af frie haptenmolekyler fra prgven. Sidanne meto-

~der beskrives i europaisk patentskrift nr. 0007654.

Den anden type solpartikelimmunoanalyse er baseret pd bundet/fri
kolloidal metalpartikelkonjugatadskillelsesmetoder, som er analoge med
radioimmunoanalyse og enzymimmunoanalyse. Sidanne metoder beskrives i
europaisk patentskrift nr. 0007654. En sddan metode kaldes "Sandwich Sol
Particle Immunoassay" (SSPIA) og er analog med en sandwich ELISA eller
fastfasesandwichradioimmunoanalyse. Ved en typisk SSPIA adsorberes et
antistof mod antigenet, som skal bestemmes, fgrst pd overfladen af en
mikrotitreringsplade (for eksempel fremstillet af polystyren). En preve
(antigenstandard eller blindprove) oplgst i et passende puffersystem af-
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pipetteres i fordybningerne, som er belagt med antistof, og inkuberes pa
passende mide. Guldmerket antistof tilsattes, og reaktionsblandingen in-
kuberes yderligere. Fordybningerne suges tomme og vaskes for at fjerne
ubundet konjugat. Endelig frigeres det bundne immunkompleks sammen med
de homogeniserede kolloidale metalpartikler. Enten inspiceres farvein-
tensiteten af den opndede dispersion visuelt, eller metalkoncentrationen
miles ved hjelp af et kolorimeter. Den visuelle inspektionsmetode (for
eksempel farven af det dispergerede guld) har kun kunnet anvendes ved
hgjere antigenkoncentrationer.

Det ber bemerkes, at solpartikelanalyser ogsd er blevet beskrevet
som verende vardifulde til ikke-immunologiske analyser, i almindelighed
"til pavisning og/eller bestemmelse af én eller flere komponenter fra
reaktionen mellem et specifikt bindingsprotein og den tilsvarende sub-
stans, som kan bindes, i en vandig testprgve under anvendelse af sadanne
komponenters kendte bindingsaffinitet for hinanden, hvorved der anvendes
én eller flere merkede komponenter, som er opndet ved direkte eller in-
direkte kobling af den gnskede komponent fra reaktionen til partikler af
en vandig dispersion af et metal, en metalforbindelse eller en polymer
kerne, som er belagt med et metal eller en metalforbindelse med en par-
tikelsterrelse pd mindst 5 nm, og der under reaktionen eller efter en
passende reaktionstid eventuelt efter adskillelse af bundne og fri mer-
kede komponenter foretages en bestemmelse af de fysiske egenskaber og/-
eller af mengden af metallet og/eller af det dannede metalholdige agglo-
merat i testprgven eller én af de opndede fraktioner pa kendt made,
hvilken bestemmelse giver en kvalitativ og/eller kvantitativ indikation
for komponenten eller komponenterne, som skal pavises og/eller bestem-
mes.

Den foreliggende opfindelse angdr anvendelsen af kolloidale metal-
partikler som markgrer ved blot-overlejringsanalysemetoder. Denne anven-
delse er helt ny og har overraskende vist sig at vare mulig.

Som udtrykket kolloidale metalpartikler anvendes, indbefatter det
en dispersion af et metal, en metalforbindelse eller en kerne belagt med
et metal eller en metalforbindelse.

Anvendelsen af kolloidale metaipartikler som markgrer gzlder alle
former for aftryksanalyser og giver den fordel, at kolloidale metalpar-
tikler, som akkumuleres pa bindingsstederne ved aftryksmediets overfla-
de, bliver direkte synlige for det blotte gje med en fglsomhed, som i
det mindste er sammenlignelig med den meget hgje felsomhed af eksiste-
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rende teknikker, sisom enzymbaserede aftryksanalyser. Det understreges,
at opfindelsen ikke ville have nogen praktisk vardi uden sidstnzvnte
punkt. Det har den vigtige fordel, at analysen kan aflases uden behov
for en sekundzr enzymatisk reaktion, autoradiografi eller et betragt-
ningssystem for fluorescerende farver eller for en friggrelse af de
bundne kolloidale metalpartikler for efterfglgende maling med det blotte
gje (lav fglsomhed), ved kolorimetri eller CRAAS (hgjere folsomhed) som
ved sandwichsolpartikelimmunoanalyse. Den vasentligste fordel ved meto-
den er, at den er si enkel i kraft af, at farven fremkaldes under reak-
tionen. Dette gor det muligt at afbryde reaktionen, nir det gnskede sig-
nal er frembragt, eller at kalibrere systemet for at opnd et forudbe-
stemt resultat inden for en fastsat tidsgranse.

Anvendelsen af guldmerkede antistoffer er meget enklere end og 1i-
gesd fglsom som en efter den almindelige opfattelse meget felsomme im-
munoperoxidasemetode. Denne simple analyse kan anvendes til et testud-
styr til indirekte pavisning af tilstedeverelsen af specifikke bindings-
midler for en acceptorsubstans, som er knyttet til blottingmediet, og et
med kolloidale metalpartikler merket specifikt bindingsmiddel for det
forste specifikke bindingsmiddel. Hvis det specifikke bindingsmiddel er
et antistof, kan det vare et med kolloidale metalpartikler merket sekun-
dert antistof eller protein A. Den vil i praksis kunne anvendes som en
meget simpel dyppepindspreve, for eksempel en Spot-blot-overlejringsana-
lyse til hurtig screening for tilstedevarelsen af antistoffer for et ud-
valgt antigen i en vandig testprgve, sdsom serum.

Fremgangsmiden ifglge opfindelsen er ejendommelig ved det i krav
1’s kendetegnende del angivne.

Omhandlede fremgangsmide omfatter siledes, at man i pd hinanden

falgende trin
i. immobiliserer acceptorsubstansen pad en immobiliseringsmatrix

kendt som blottingmedium
i.i. enten ved direkte adsorption og/eller kovalent binding, i

almindelighed kaldet blotting, eventuelt efter anvendelse af
en procedure til elektroforetisk adskillelse og anvendelse
af en procedure til overfgrsel eller blotting fra det
elektroforetiske medium til blottingmediet og efterfglgende
undertrykkelse af tilbagevarende proteinbindingssteder pa
kendt mide sisom ved anvendelse af BSA, gelatine, PEG eller

Tween 20,
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i.ii. eller ved at lade acceptorsubstansen blive bundet af et
specifikt bindingsmiddel, som er blevet immobiliseret pa
blottingmediet ved, at aftryksmediet bringes i kontakt med
en vandig oplgsning, der indeholder acceptorsubstansen,

ii. i et givet tidsrum bringer blottingmediet fra i) i kontakt

med

ii.i. enten med kolloidale metalpartikler merkede specifikke
bindingsmidler i en passende koncentation eller

ii.i1. ferst umerket specifikt bindingsmiddel i en passende kon-
centration og derefter et med kolloidalt metal merket
protein, som er specifikt for det umerkede specifikke
bindingsmiddel,

hvorefter aftryksmediet vaskes og luftterres, og

iii. aflaser det farvede signal, som er frembragt af og karak-
terisk for de bundne kolloidale metalpartikler ved overfladen af blot-
tingmediet med det blotte gje eller ved anvendelse af kendte spektrofo-
tometriske teknikker sasom densitometri.

Opfindelsen angar ogsd testudstyr til anvendelse til den direkte
eller indirekte bestemmelse af én af komponenterne i reaktionen mellem
et specifikt bindingsmiddel og den tilsvarende acceptorsubstans ved en
blot-overlejringsanalyse, hvilket udstyr omfatter en med kolloidale me-
talpartikler merket komponent, som er opndet ved at koble en komponent i
reaktionen eller en komponent, som kan anvendes til indirekte at pavise
denne reaktion, til kolloidale metalpartikler, som defineret ovenfor,
samt andre reagenser. Hvis reaktionen er af den immunologiske type, kan
testudstyret anvendes til sandwich-blot-overlejringsanalyser (se eksem-
pel III) og til pavisning af tilstedeverelsen i serum af antistoffer for
udvalgte antigener (se eksempel I).

I en udfgrelsesform af opfindelsen ggres der brug af den kendsger-
ning, at pavisningen af de kolloidale metalpartikler, som er bundet til
overfladen af blottingmediet, som resultat af en blot-overlejringsanaly-
se ogsa kan synliggeres indirekte og/eller forbedres ved anvendelse af
en fysisk fremkalder, som kan reduceres til de tilsvarende metaller. Eg-
nede fysiske fremkaldere er for eksempel sglvlactat, sglvnitrat og lig-
nende. Nir for eksempel sglv anvendes som fysisk fremkalder, finder
reaktionen fra start sted ved overfladen af metalpartiklerne, som kata-
lyserer reduktionen, og bliver derefter autokatalytisk pa disse pode-
korn. Det resulterer i dannelse af et sort, sterkt kontrastgivende sig-
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nal, som er tilvejebragt ved akkumulering af metallisk sglv. Dette giver
en betragtelig forggelse af fglsomheden. For at opnd lysufglsomme sglv-
pracipitater har man ogsd fundet ud af, at aftrykkene md fikseres med et
fiksativ, som anvendes til mikrograftryk.

Fysiske fremkaldere har varet anvendt i mange &r til synliggerelse
af vanduoplgselige metaller, navnlig metalsulfider i vav (se Danscher,
Histochemistry 71, 1-16, 1981). Metalsulfiderne og metallisk sglv har en
katalytisk virkning pd reduktionen af sglvioner. Kolloidalt guldmetal i
vav kan ogsd vises med en fysisk fremkalder, og dette er blevet udnyttet
af Holgate et al. (J. Histochem. Cytochem. 31, 938-944, 1983)) til ind-
fering af immunoguld/selvfarvningsmetoden, som resulterer i en f@lsom-
hed, som er langt bedre end den oprindelige immunoguldfarvningsmetodes.

Hovedfordelen ved denne udfgrelsesform 1igger i den meget store
fglsomhed, som overstiger fglsomheden af alle andre eksisterende pavis-
ningsmetoder ti1 blot-overlejringsanalyse. Den kan ogsa benyttes, nar
brugeren gnsker at gkonomisere med mengden af reagenser, som anvendes,
eller nir der er ekstremt smi mengder acceptorsubstans og/eller speci-
fikt bindingsmiddel til radighed.

I en yderligere udfgrelsesform anvendes et fotografisk fiksativ,
hvorved baggrunden mindskes, og stabiliteten af reaktionsproduktet af
den fysiske fremkalder forbedres.

Opfindelsen belyses nzrmere i de fglgende eksempler.

Eksempel I
En simpel Spot-blot-overlejringsimmunoanalyse til indirekie pavis-

ning af antistoffer mod hundehjernetubulin og -calmodulin med guldmerke-
de sekundzre antistoffer i serum fra immuniserede kaniner.

I.1 Fremstilling af antisera

1.1 Fremkaldelse af antisera

1 mg hundehjernetubulin (ekstraheret fra SDS-polyacrylamidgeler) i
1,0 m1 puffer (0,1M PIPES, pH 6,9) eller 1 mg elektroforetisk rent hun-
dehjernecalmodulin (i HZO) blandedes med 1,0 m1 komplet Freunds adjuvans
(DIFCO). Efter homogenisering injiceredes antigenet intradermalt 5 ste-
der langs rygsgjlen pd hvide kaniner. Boosterinjektioner blev givet hver
4. uge. Antigen fremstilledes pd samme mide, bortset fra at der an-
vendtes ukomplet Freunds adjuvans. 1 uge efter hver booster, tappedes
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der blod fra kaninerne (%60 ml blod), og serum fremstilledes og opbeva-
redes i portioner ved -20°C indtil brug.

1.2 Kolloidalt guldmerkede sekundzre antistoffer :

Disse blev leveret fra Janssen Life Sciences Products, 2340 Beerse,
Belgien. Kode: GAR G20. Der er tale om affinitetsrensede gedeantistoffer
mod kanin IgG, som er merket med 20 nm kolloidale guldpartikler.

Fremstilling af nitrocellulosepapirstrimler med antigenholdige pletter
Ti 10 gl draber af 4-fold seriefortyndinger (begyndende med 250
ng/pl) af ren tubulin i O,1M PIPES, 1 mM EGTA, 1 mM MgC]Z, pH 6,75 eller

ren calmodulin i H20 anbragtes som pletter i en rakke pa terre nitro-
cellulosestrimler (6 cm x 0,6 cm). Nir pletterne var tgrret (ca. 5 mi-
nutter) undertryktes tilbagevarende proteinbindingssteder pa strimlerne
ved inkubation med en oplgsning af 5% okseserumalbumin (BSA) i 20 mM
Tris-pufret saltvand, pH 8,2 i 30 minutter ved 37°C.

1.3 Testprotokol for pdvisning af tubulin- og calmodulinantistoffer.
Sammenligning af anvendelsen af guldmerkede antistoffer med
ABC-peroxidasepavisningsmetoden
Den under hele proceduren anvendte puffer var 0,1% BSA-Tris (0,1%

BSA i 20 mM Tris-HC1, 0,9% NaCl pH 8,2, 20 mM NaN3), med mindre andet er

anfert.

a. Inkubation med primert antiserum

- 2 strimler inkuberedes med 1 ml kaninantitubulinserum,
1:1000 fortyndet i 0,1% BSA-Tris, i tilproppede 5 ml
plastreagensglas ved stuetemperatur i 2 timer.

- 2 strimler inkuberedes som ovenfor med samme antiserum
absorberet pd tubulin bundet kovalent til Sepharose-4B
for at tjene som kontrol for antigenspecificitet.

- 2 strimler inkuberedes som ovenfor med 1 ml kaninantical- S
modulinserum, 1:1000 fortyndet i 0,1% BSA-Tris, ved
stuetemperatur i 2 timer.

- 2 strimler inkuberedes som ovenfor med samme absorberet
pd calmodulin bundet kovalent til Sepharose-4B.

Efter inkubation med de absorberede og ikke-absorberede primere an-

tisera vaskedes strimlerne 3 x 10 minutter i 0,1% BSA-Tris. 1 strimmel

Ld3
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fra hvert par inkuberedes yderligere med GAR G20 (se 1.3.b).

Den anden inkuberedes med det meget fglsomme Vectastain ABC immuno-
peroxidaseudstyr fra Vector Laboratories anvendt i overensstemmelse med
fabrikantens instruktioner (se 1.3.c).

b. Inkubation med guldmerket sekundert antistof: GAR G20

De vaskede strimler (se 1.3.a) inkuberedes med GAR G20, fortyndet
t1 0.0, L, = 0,2  0,1% BSA-Tris + 0,4% gelatine, i 2 ti-
mer. Efter denne inkubation vaskedes strimlerne i 0,1% BSA-Tris i 2 x 10
minutter og Tuftterredes.

c. Inkubation med Vectastainudstyret

De vaskede strimler (se 1.3.a) inkuberedes med sekunder biotinyle-
ret antistofoplgsning (1:200 i 0,1% BSA-Tris) i 1 time. Strimlerne va-
skedes i et overskud af 0,1% BSA-Tris i 3 x 10 minutter og inkuberedes
derefter i avidin-biotinylperoxidasekomplekset i 1 time. Komplekset
fremstilledes i henhold til fabrikantens instruktioner: 100 ul reagens A
(avidin DH) sattes ti1 10 ml PBS (Dulbecco’s, uden Mg2+ og Ca2+). 100 ul
reagens B (biotinyleret peberrodsperoxidase) tilsattes under kontinuert
omrgring. Komplekset anvendtes efter 5 minutter. Strimlerne vaskedes i
0,1% BSA-Tris (2 x 10 minutter) og derefter i 100 mM Tris-HC1-puffer, pH
7,6. Den immobiliserede peroxidase gjordes derefter synlig med 4-chlor-
1-naphtol som substrat: 20 mg 4-chlor-1-naphto] oplgstes i 1 ml ethanol
og fortyndedes yderligere med 20 m1 100 mM Tris-HC1-puffer, pH 7,6, op-
varmet til ca. 50°C. 200 el 1% HZOZ tilsattes, og substratoplgsningen
anbragtes pa strimlerne med en sprgjte gennem et mikrofilter (0,2 pm,
millipore) monteret pa sprgjten. Reaktionen fik lov til at forlgbe i 5
minutter og blev afbrudt ved, at strimlerne vaskedes med HZO og Tuft-

" t@rredes.

1.4 Vurdering
Ved ABC-proceduren pivises positiv reaktion som en bld farve. Nar

kolloidalt guld anvendes, opnis der ved positiv reaktion en lysergd-red-
1ig farve med den anvendte guldpartikelstgrrelse (storre guldpartikier,
for eksempel 40 nm giver en purpuragtig farve). Fglsomheden er den samme
for begge metoder og er i stgrrelsesordenen 5 ng/ul for tubulin og 30
ng/p1 for calmodulin under de anvendte betingelser. Specificiteten vises
ved den negative reaktion, nir de pigzldende antisera adsorberes af de-
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res respektive antigen.

Eksempel II
Screening for tilstedevarelse af monoklonale museantistoffer for

mikrotubulusassocierede proteiner i kultursupernatanter fra hybridomer i
vakst under anvendelse af guldmzrkede gedeantistoffer mod muse IgG.

2.1 Immunisering af mus
Mus (Balb/C) fik injiceret en homogeniseret blanding (se eksempel
1.1) rottehjernemikrotubulusproteiner (100 ug/mus) (fremstillet ved to

cykler af temperaturafhezngig polymerisation-depolymerisation) og komplet

Freunds adjuvans. Injektioner gives subkutant 5 steder pa ryggen. Boo-
sterinjektioner af antigen (100 pg) fremstillet med ukomplet Freunds ad-
juvans blev givet 3 gange med 14 dages mellemrum. 3 dage fer fusion af
miltcellerne med myelomcellelinien boostedes mus ved intravendgs injek-
tion af 50 pg antigen/mus i 100 ul PBS-puffer.

2.2 Fusion af miltceller med NS-1-myelomceller

NS-1-celler fusioneredes med miltceller fra to immuniserede mus pd
kendt mide, og de resulterende hybridomer dyrkedes i 5 plader med 96
fordybninger (Nunc) ved 37°C i en vandmettet atmosfere indeholdende 7%
COZ. Efter ca. 2 ugers vakst udtoges 100 ul af kultursupernatanten fra
fordybninger indeholdende hybridomer i vazkst og testedes for tilstedeva-
relse af udskilte monoklonale antistoffer (se 2.4).

2.3 Fremstilling af nitrocellulosepapirstrimler, pd hvilke et mgnster
af proteiner fra en SDS-polyacrylamidgel er blevet bundet ved
elektroblotting
SDS-polyacrylamidgelelektroforese af antigenet (2 x polymeriserede

mikrotubulusproteiner) udfgrtes efter Laemmlis metode pad en 7,5% gel.

Antigenet, som var oplgst og kogt i prevepuffer, fyldtes oven pd stab-

lingsgelen som et kontinuert lag, 300 pg pr. gel. Nir farvefronten havde

migreret 3 cm ind i separeringsgelen, blev elektroforesen afbrudt. En
1ille lodret strimmel af gelen blev udskidret til "coomassie blue" farv-
ning, og resten anvendtes til elektroblotting pd nitrocellulosepapir.

Gelen ligevagtsindstilledes i overfgringspuffer [25 mM Tris-192 mM gly-

cin/20% (vol/vol) methanol ved pH 8,3] i 30 minutter ved stuetemperatur.

Gelen anbragtes pi et nitrocelluloseark (udblgdt i puffer pa forhand),




DK 160108 C

13

og der blev draget omsorg for at undgd eller fjerne alle indesluttede
Tuftbobler. Arket anbragtes mellem to stykker filterpapir, som var ud-
blgdt péd forhidnd, og to nylonnetpuder. Dette resulterede i en tzt pas-
ning i et Tukket elektrodeskellet i et EC-elektroblotapparat, hvori

5 elektroblotting udfgrtes natten over ved 400 mA ved stuetemperatur. Ef-
ter elektroforetisk overfgrsel undertrykkedes resterende protein-
bindingssteder pad nitrocellulosepapirarket ved inkubation af arkene i 5%
BSA i 20 mM Tris-pufret saltvand, pH 8,2 i 30 minutter ved 37°C. Nitro-
cellulosearket blev derefter udskiret i 3 mm brede strimler parallelt

10 med elektroforeseretningen. Disse strimler anvendtes til screening af
supernatanten for hybridomceller.

2.4 Péavisning af monoklonale antistoffer
100 g1 af hver hybridomkultursupernatant overfgrtes til 3,5 cm lan-
15 ge 0,5 ml Eppendorf tips og fortyndedes 1:5 med 0,4 ml 0,1% BSA-Tris.
Tips og strimler forsynedes med et kodenummer. Hver tip forsynedes med 1
strimmel og de inkuberedes i 2 timer. Strimlerne vaskedes portionsvis i
et overskud af 0,1% BSA-Tris og inkuberedes ogsd portionsvis med GAM G20
(gedeantimuse IgG, merket med 20 nM kolloidale guldpartikier) fra
20 Janssen Life Sciences Products, 2340 Beerse, Belgien. GAM G20 fortynde-
des med 0,1% BSA-Tris + 0,4% gelatine til en 0.D. 3,&" = 0,1
og omsattes natten over. Strimlerne vaskedes med 0,1% BSA-Tris og Hzo og
Tuftterredes.
Positiv reaktion var klart synlig som lysergde til rgdlige bind (se
- 25 vedfgjede eksempler) svarende til proteinbind med en given molekylmasse.
Denne meget simple screeningsprocedure ikke blot identificerer antistof-
udskillende hybridomer, men giver ogsd umiddelbar information om speci-
ficiteten af det pageldende antistof og er derfor til stor hjzlp ved ud-
velgelse af interessante antistofudskillende hybridomer.

30

Eksempel III
En sandwichimmunoblot-overlejringsanalyse til pavisning af antige-

ner i en vandig testpreve: pivisning af IgGér i en vandig testprave.

35 3.1 Analyseprincip
En Tille dribe (11 u1) af et renset eller beriget antistof, som er
monospecifikt for antigenet, som skal bestemmes, bindes ved blotting pa
en strimmel nitrocellulosepapir (eller et hvilket som helst bekvemt
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blottingmedium), terres, og fri proteinbindingssteder undertrykkes (se
eksempel 1.3). Disse antistofholdige undertrykte strimler kan eventuelt
vaskes i vand, luftterres og opbevares. Strimlen inkuberes derefter med
et volumen antigenholdig testoplgsning i et fast tidsrum. Efter udvask-
ning af ikke-bundne stoffer inkuberes strimlerne yderligere med passende
fortyndet, med kolloidale metalpartikler (for eksempel en sol af guld
eller sglv) merket monospecifikt antistof 1ig det, der er adsorberet pa
aftrykningsmediet. Eventuelt kan der anvendes to monoklonale antistof-
fer, som genkender forskellige antigeniske epitoper. Det ene knyttes til
blottingmediet, det andet knyttes til kolloidale metalpartikier. Under
faste betingelser vil analysen vere i stand til at pavise en forudbe-
stemt minimal koncentration af antigen og kan anvendes som en kvalitativ
diagnostisk test, forudsat at den kan pavise en som minimum ngdvendig
koncentration i en given testoplgsning.

3.2 Eksempel pd princippet: padvisning af kanin IgGér i en pufret op- '
l¢sning af kanin IgG med kendt koncentration

For at afprgve muligheden for at realisere denne nye sandwichanaly-

se udfgrtes fglgende forseg:

- 6 strimler nitrocellulosepapir pd 6 x 0,6 cm forsynedes
med dréber (1 pgl1) indeholdende faldende mengder (% for-
tyndingsrakke begyndende ved 125 ng/pl) affinitetsrense-
de gedeantistoffer mod kanin IgG (GAR IgG) som beskre-
vet i eksempel 1.2. '

- Resterende proteinbindingssteder undertrykkedes som be-
skrevet i eksempel 1.2. 1 strimmel (nr. 6) vaskedes i 20
mM Tris-puffer-saltvand, sugedes tg¢r pa filterpapir, luft-
terredes og anvendtes efter tgr opbevaring natten over
ved stuetemperatur.

- De resterende 5 strimler inkuberedes i tilproppede plast-
reagensglas i 30 minutter ved stuetemperatur som fglger:

nr. 1: med RIgG, 1 ml, 1 pg/ml,

nr. 2: med RIgG, 1 ml, 0,25 pg/ml,

nr. 3: med RIgG, 1 ml, 0,063 ug/ml,

nr. 4: med RIgG, 1 ml, 0,015 pg/ml,

nr. 5: med RIgG, 1 ml, O pug/ml.
Kanin IgG fortyndedes i 0,1% BSA-Tris. Strimmel nr. 6
inkuberedes med 0,25 pg/ml RIgG.

(42 N - TN 75 B X )
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- Strimlerne vaskedes 2 x 10 minutter i 0,1% BSA-Tris.

- Alle strimlerne inkuberedes i ngjagtig 1 time ved stuetem-
peratur i GAR G20 (gedeantistoffer mod kanin IgG, mer-
ket med kolloidale guldpartikler pd 20 nm i diameter) fra
Janssen Life Sciences Products, 2340 Beerse, Belgien.
GAR G20 fortyndedes til en 0.D. ézgmnm = 0,2 med 0,1%
BSA-Tris + 0,4% gelatine.

- Strimlerne vaskedes med 0,1% BSA-Tris efterfulgt af vand
og lufttegrredes.

3.3 Vurdering
Pletter indeholdende si 1idt som 15 ng adsorberet GAR IgG blev syn-

lige som lysergde pletter efter inkubation i kun 30 minutter ilml af
en oplgsning indeholdende 15 ng/ml RIgG efterfulgt af inkubation med 1
ml GAR G20, 0,0520 nm = 0,2 i 1 time. Oplgsninger indeholdende mindst
denne mengde RIgG ville vare vlevet anfgrt som positive. Resultatet for
strimmel nr. 6 er identisk med resultatet fra strimmel nr. 2, hvilket
indikerer, at strimlerne kan tgrres efter undertrykkelsestrinnet under
bibeholdelse af antistofaktiviteten.

Eksempel IV
Direkte pavisning af et antigen knyttet til NC-papir med kolloidalt

sglvmerket primert antistof: pavisning af pletter af muse IgGér ved
hjzlp af med kolloidalt sglv merkede gedeantistoffer mod muse IgG.
- NC-papirstrimler (6 cm x 0,6 cm) forsynedes med pletter
af muse IgG (1 p1) indeholdende en 2-fold seriefortynding
fra 250-0,4 ng/pul, som beskrevet i eksempel 1.2.
- De resterende proteinbindingssteder undertrykkedes som i
eksempel 1.2.
- Strimlerne inkuberedes med med kolloidalt sg¢lv merkede
gedeantistoffer mod muse Igé (fra E.Y. Laboratories,
SP-0011), fortyndet 1:100 i 0,1% BSA-Tris, i1 time og 30
minutter ved stuetemperatur.
- Strimlerne vaskedes 2 x 10 minutter med 0,1% BSA-Tris
HZO og luftteredes.
- Positive pletter karakteriseredes ved en gul farve. Under
disse betingelser kunne 130 ng i en 1 pl plet pavises.
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Eksempel V )
Testning af specificiteten af et affinitetsrenset kaninantistof mod

kyllingekrdseactin for actin i et totalt cellelysat af sekundzre kultu-
rer af kyllingeembryolungeepithelceller ved anvendelse af en blot-over-
lejringsanalyse og guldmerket sekundert antistof efterfulgt af sglvfor-
starkning.

5.1 Fremstilling af antiactinantiserum

Elektroforetisk rent kyllingekrdseactin homogeniseredes og injice-
redes i kaniner som beskrevet for tubulin og calmodulin i eksempel 1.1.
Serum fremstilledes og opbevaredes som beskrevet i eksempel 1.1.

5.2 Affinitetsrensning af antistoffet mod actin

Actin kobledes til Sepharose-4-B-CNBr (Pharmacia) i overensstemmel-
se med fabrikantens instruktioner. Antistoffet rensedes direkte fra se-
rum. Sidstnzvnte inkuberedes med den antigenholdige gel. Der anvendtes
20 m1 serum til1 10 mg koblet antigen. Efter 2 timers inkubation hzldtes
gelen i en kolonne og vaskedes med 10 mM Tris-pufret saltvand (TBS),
jndtil 0.D. ved 280 nm var nzsten nul. Ikke-specifikt adsorberende mate-
riale elueredes med TBS indeholdende 1M NaCl efterfulgt af vask med TBS.
Det specifikke antistof elueredes med 0,1M glycin-HC1-puffer ved pH 2,8.
1 m1 fraktioner neutraliseredes straks med 100 g1 1M Tris-HC1-puffer, pH
8,5. Antistofkoncentrationen midltes ved 280 nm under anvendelse af en
El% = 14,3. Portioner af de eluerede antistoffer opbevaredes ved -20°C
uden yderligere behandling.

5.3 Dyrkning af kyllingeembryolungeepithelcellier

Embryoniske kyllingelungeepithelceller isoleredes fra 14 dage gamle
kyllingeembryolunger. Vavet fintdeltes manuelt og tryptiniseredes i
0,25% trypsin i Ca2+ og ng+ fri Hanks balanceret saltoplgsning ved 379C
i 20 minutter. Reaktionen blev afbrudt med medium og 10% FCS. Efter cen-
trifugering og resuspension overfgrtes cellerne til en 75 cm2 T-kolbe og
henstilledes for tilknytning i 12 ti1 24 timer, for mediet =ndredes. Ef-
ter 3 til 5 dage under kultur tryptiniseredes cellerne kortvarigt (2 til
3 minutter i 0,25% trypsinoplgsning) og blev udstréget pa petriskile, 9
cm @, og anvendtes efter 3 til 5 dage under kulitur, ndr cellerne var
sammenflydende. Cellerne dyrkedes i Eagles minimum essentielle medium
suppleret med ikke-essentielle aminosyrer og 10% kalvefosterserum i en
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atmosfere af fugtig 1uft indeholdende 5% CO2 ved 37°C.

5.4 Fremstilling af totalt celle-SDS-lysat af ky11lingeembryolungeepi-

thelceller

Celler dyrket i petriskile, 9 cm @, vaskedes i Ca2+ og Mg2+ frit
PBS (Dulbecco’s) og opsamledes med en gummibeklzdt spatel og nedsznkedes
i absolut acetone ved -20°C i Eppendorf tip (1,5 ml1). Acetonen afdampe-
des, og den terre celleremanens oplgstes i kogende SDS-pregvepuffer inde-
holdende 1 mM TAME (en proteaseinhibitor). Uoplgselige rester efter cen-
trifugering bortkastedes. SDS-geler (ifglge Laemmii) af dette lysat
seriefortyndet med prevepuffer og farvet med "coomassie blue" anvendtes
for at vurdere den mest passende fortynding af prgven. 1:16 anvendtes
til den efterfolgende elektroforetiske overfgrsel til en Gene screen
membran (fra NEN). 1 overfgringsenhed dannedes af 1 bane af et sadant
fortyndet lysat og 1 bane af en blanding af rensede referenceproteiner:
Ch.g. filamin, Ch.g. myosin (H + L chain), Ch.g. e-actinin, BSA, rotte-
hjernetubulin, svinemavetropomyosin, hver med 0,06 pg pr. bane.

Pufferfronten fik nu Tov til at nd bunden af gelen, og elektrofo-
retisk overfgrsel til Gene screen membranen udfgrtes ngjagtig som i ek-
sempel 2.3. Blotenheden blev udskiret og de resterende proteinbindings-
steder undertrykt som beskrevet i eksempel 1.2 og 2.3. Inkubation med
antistof mod actin (0,5 pg/ml) og GAR G20 (0.D. 520 nm = 0,2), og for-
tynding af GAR G20 med 0,1% BSA-Tris + 0,4% gelatine udfgrtes i Tukkede
plastposer af omtrent samme stgrrelse som arket i 2 timer hver pa samme
mide som beskrevet i eksempel 2.4.

Efter 2 timers inkubation med GAR G20 vaskedes arkene med 0,1% BSA-
Tris og forberedtes til sglvforsterkning. Pa dette tidspunkt var et 1y-
sergdt-rodligt bind med samme mobilitet som actin i Tysatet og svarende

- til actin i proteinblandingen allerede synligt.

5.5 Seglvforsterkning
- Arkene vaskedes i 2 minutter i 1:10 fortyndet citratfor-

radspuffer. Denne puffer indeholder 100 m1 25,5 g trina-
triumcitrat og 23,5 g citronsyre til et pH pd 4.
- Arkene inkuberedes derefter i 15 minutter omhyggeligt
beskyttet mod 1ys i en fysisk fremkalder indeholdende
60 ml deioniseret HZO’
0,85 g hydroquinon i 15,0 ml deioniseret HZO’
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10 m1 citratpuffer pH 4,

0,11 g sglviactat i 15,0 ml deioniseret HZO‘
Selvlactatet beskyttes omhyggeligt mod lys og tilsettes de
andre komponenter lige fér brug.

- Efter reaktionstiden vaskedes arkene i et overskud af
Hzo og behandledes med Agefix (1:4 i HZO), et fotogra-
fisk fiksativ.

- Arkene vaskedes igen i et overskud af H20 og luftterre-
des.

5.6 Resultater

Bindet, som tidligere kunne ses som et lysergdi-rgdligt farvet
band, var nu blevet dybt sort. Antistoffet mod actin kan anses for eks-
tremt specifikt og har givet tilfredsstillende resultater for immunocy-
tokemisk farvning af actinholdige strukturer i de dyrkede celler.

5.7 Konklusion

Denne sglvforsterkning gger pdvisningsmetodens kontrast og fglsom-
hed starkt. For eksempel var pdvisningsgransen 3 i stedet for 30 ng/plet
efter kun 5 minutters reaktion, hvis préven i eksempel IV, der farvedes
med antistoffer merket med kolloidalt sglv, fremkaldtes yderligere.

”
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PATENTKRAV

1. Fremgangsmade til pavisning og/eller bestemmelse ved blot-over-
lejringsanalyse af et agglomerat dannet af et bindingsmiddel og den til-
svarende acceptorsubstans omfattende

i)  immobilisering af acceptorsubstansen pa et blottingmedium ved
direkte adsorption og/eller covalent binding og undertrykkelse af de
tilbagevarende bindingssteder, eller immobilisering af acceptorsubstan-
sen pa et blottingmedium ved at lade acceptorsubstansen blive bundet af
et specifikt bindingsmiddel, som er blevet immobiliseret pa blottingme-
diet, efterfulgt af undertrykkelse af tilbagevarende bindingssteder,

KENDETEGNET ved, at
ii) blottingmediet yderligere bringes i kontakt med et bindings-

middel merket med kolloidale metalpartikler, eller
blottingmediet bringes i kontakt med et umerket specifikt bindings-
midde] og efterfslgende med for det umerkede specifikke bindingsmiddel

specifikt protein merket med kolloidalt metal; og
iii) med det blotte gje eller under anvendelse af spektrofotome-

triske teknikker, eventuelt efter pifgring af en fysisk fremkalder, pa-
viser eller bestemmer det farvede signal, som frembringes af og er ka-
rakteristisk for de bundne kolloidale metalpartikier pd stedet mellem
det specifikke bindingsmiddel og den tilsvarende acceptorsubstans ved
blottingmediets overflade.

2. Fremgangsmide ifelge krav 1, KENDETEGNET ved, at der som speci-
fikt bindingsmiddel benyttes et specifikt bindende protein.

3. Fremgangsmade ifglge krav 1 eller 2, KENDETEGNET ved, at blot-
tingmediet vaskes for aflasning af signalet ved overfladen deraf.

4. Fremgangsmide ifslge krav 1 eller 2, KENDETEGNET ved, at der som
kolloidale metalpartikler anvendes guld, sglv, platin eller forbindelser
af disse metaller eller jern- eller kobberforbindelser med en partikel-

stérrelse mellem 3 nm og 100 nm.

5. Fremgangsmide ifglge krav 1 eller 2, KENDETEGNET ved, at der som
kolloidale metalpartikler anvendes guld eller sglv med en partikelster-
relse meliem 3 nm og 100 nm.
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6. Fremgangsmidde ifglge krav 5, KENDETEGNET ved, at der benyttes
guld og/eller sglv med en partikelstegrrelse mellem 5 og 50 nm.

7. Fremgangsmade ifglge krav 1 eller 2, KENDETEGNET ved, at den en-
delige pavisning af de kolloidale metalpartikier gennemfgres efter an-
vendelse af en fysisk fremkalder.

8. Fremgangsmide ifelge krav 7, KENDETEGNET ved, at der som fysisk
fremkalder anvendes en som indeholder sglvioner og et reduktionsmiddel.

9. Fremgangsmade ifglge krav 8, KENDETEGNET ved, at der benyttes en
fysisk fremkalder, som indeholder sglvliactat eller sglvnitrat.

10. Fremgangsmide ifglge krav 9, KENDETEGNET ved, at der benyttes
en fysisk fremkalder, som indeholder hydroquinon.

11. Testudstyr til pavisning eller bestemmelse af en af komponen-
terne i reaktionen mellem et specifikt bindingsmiddel og den tilsvarende
acceptorsubstans ifglge generelle metoder til blot-overlejringsanalyse,
KENDETEGNET ved, at det omfatter

a) med kolloidale metalpartikler merkede komponenter, som forarsa-
ger et farvet signal pad reaktionsstedet mellem acceptorsubstansen og det
specifikke bindingsmiddel ved overfladen af et blottingmedium; '

b) komponenter til en fysisk fremkalder; og

¢) andre reagenser.

12. Testudstyr ifglge krav 11, KENDETEGNET ved, at de andre reagen-
ser er valgt blandt

i) puffere

ii) ikke-merket bindingsmiddel og

iii) en fikserende oplgsning.
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