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Visualisointimenetelmd spesifisestd sitoja-aineesta Ja vastaavasta akseptoriaineesta
muodostuneen agglomeraatin toteamiseksi suoraan tai epdsuorasti blot overlay-mairityksissi

sekd ndissd m3drityksissd kiyttokelpoinen testipakkaus

Visualiseringsforfarande for direkt eller indirekt detektering av ett agglomerat bildat av

ett specifikt bindande 3mne och en motsvarande acceptorsubstans vid blot
overlay-bestamningar och i dessa bestimningar anvindbar testforpackning

Viitejulkaisut - Anférda publikationer
EP A 7654 (G 01 N 33/58)

Tiivistelmd - Sammandrag

Keksinnon kohteena on visualisointimenetelmi spesifisen sitoja-aineen
ja vastaavan akseptoriaineen vilisen reaktion toteamiseksi suoraan tai
epdsuorasti blot overlay-mddrityksissd sekd menetelmiin liittyvd tes-
tipakkaus.

Keksinnén mukaiselle menetelmille spesifisen sitoja-aineen ja vastaa-
van akseptoriaineen vilisessd reaktiossa muodostuneen agglomeraatin
toteamiseksi ja/tai miirittdmiseksi blot overlay-tekniikkaa kdyttdvien
yYleismenetelmien avulla, joissa kdytetddn merkittyjé komponenttejd,

on tunnusomaista, ettd merkityt komponentit, jotka on saatu kytkemidlld
haluttu, mainitusta reaktiosta saatu komponentti kolloidisiin metalli-
hiukkasiin tai kytkemdlls mainitulle komponentille spesifinen sitoja~
aine kolloidisiin metallihiukkasiin, visualisoidaan vidrisignaalina,
joka sijaitsee reaktiokohdassa blottausvdliaineen pinnalla tai m&dri-
tetddn kvantitatiivisesti tdssid kohdassa sininsi tunnetulla spektrofoto-

metriselld menetelmalls.
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Fbéremil for uppfinningen dr ett forfaringssdtt for visualisering av

en reaktion mellan ett specifikt bindande &mne och motsvarande accep-
torsubstans direkt eller indirekt i blot overlay-bestdmningar samt

er testforpackning, som ansluter sig till fdrfaringssé&ttet.
Forfaringssdttet enligt uppfinningen, som genom allm#nna f8rfaranden
med tillhjdlp av blot overlay-teknik, i vilka anvinds midrkta komponenter,
uppticker och/eller bestdmmer ett agglomerat, som har uppkommit genom
reaktion mellan ett specifikt bindande &mne och motsvarande acceptor-
substans, kidnnetecknas av att de mdrkta komponenterna, vilka har er-
h&llits genom att koppla den &nskade, frar nimnda reaktionen erhdllna
komponenten med kolleoida metallpartiklar eller genom att koppla ett for
den nimnda komponenten specifikt bindande &mne med kolloida metall-
partiklar, visualiseras som en firgsignal, som befinner sig pd reak-
tionsstillet pd blotmediets yta eller bestéms kvantitativt pd detta
stille medels i och f£8r sig kénd spektrofotometrisk metcd.
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Visualisointimenetelmd spesifisests sitoja-aineesta ja
vastaavasta akseptoriaineesta muodostuneen agglomeraatin
toteamiseksi suoraan tai ep&suorasti blot overlay-m&&ri-
tyksiss8 sekd ndissid m38rityksissi kdyttokelpoinen testi-
pakkaus

Kdsiteltdv8nd oleva keksint® koskee menetelmii spe-
sifisestd sitoja-aineesta ja vastaavasta akseptoriaineesta
muodostuneen agglomeraatin toteamiseksi tai maarittimisek-
si blot overlay-tekniikkaa kdyttdvien yleismenetelmien
avulla, joissa kdytetdsn merkittyja komponentteja. Lis&dksi
keksintd koskee testipakkausta, jolla todetaan tai masri-
tetddn yksi spesifisen sitoja-aineen ja vastaavan aksep-
toriaineen vdlisessd reaktiossa muodostuvan agglomeraatin
komponenteista yleiselld blot overlay-md#ritysmenetelmil-
14&.

Akseptoriaine on tavallisesti vesipitoisessa tes-
tindytteessd ja mddrityksen mydhemmissid vaiheessa se ad-
sorboidaan ja/tai sidotaan kovalenttisesti immobilisoivaan
matriisiin. Esimerkkejd immobilisoivista matriiseista ovat
nitroselluloosa (NC)-kalvo (ohut, tunnetun huokoisuuden
omaava, typpihapolla esterdidystd selluloosasta valmistet-
tu kalvo), diatsobentsyylioksimetyylills (DBM) ja diatso-
fenyylitioeetterilld (DPT) modifioitu selluloosapaperi,
syaanibromidilla aktivoitu paperi tai selluloosa-asetaatti
sekd nailonista valmistetut kalvot kuten Gene Screen Jja
Zetabind. Jdlkimm#inen on nailonmatriisi (polyheksamety-
leeniadipamiini, josta k#4ytet#3n nimed nailon 66), joka
valmistuksen yhteydess& on modifioitu liitt#mi#lls siihen
useita tertiddrisis aminoryhmis. Mainittuja immobilisoivia
matriiseja kutsutaan usein blottausvidliaineiksi (ks. esim.
J.M. Gershoni ja G.E. Pallade, Analytical Biochemistry
131, 1-15 (1983)).

Blot overlay-m##ritysmenetelmi#t jaetaan yleensi
kahteen ryhmé&éin:
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A. Sandwich overlay-m##rityksess8 puhdistettu tai
konsentroitu spesifinen sitoja-aine liitet##n immobilisoi-
vaan matriisiin jaljemp#n# esitett8vén kohdan B mukaises-
ti, edullisesti pienend t#pl#énd, ja akseptoriaineen an-
netaan sitoutua siihen, jolloin matriisi immobilisoi ak-
septoriaineen, joka voidaan t#m&n j&lkeen todeta. Spesifi-
sen sitoja-aineen spesifisyyden ansiosta on mahdollista
eristd4 akseptoriaine monimutkaisesta testindytteests,
esim. virtsasta, plasmasta, seerumista, muista kehon nes-
teistd, soluttomista siirtosysteemeists, solu- ja kudos-
lysaateista jne, ja k#yttaa tatd kykya hyvdksi puolikvan-
titatiivisissa ja/tai -kvalitatiivisissa (diagnostisissa)
midrityksissd eli ns. sandwich blot overlay-méddrityksessa
(SBOA). T&hi#n saakka SBOA:n kdyttdarvo on ollut olematon,
koska tdh#dn saakka on ollut tarjolla vain suhteellisen
monimutkaisia toteamismenetelmid. T&mdn keksinndn toteut-
tamismuodon ansiosta toteaminen on erittdin yksinkertaista
ja ndin ollen SBOA:n diagnostinen kdyttd saattaa kasvaa.

B. Suorassa blot overlay-m#3rityksessd akseptoriai-
ne sidotaan suoraan blottausvidliaineeseen menettelyn avul-
la, jota kutsutaan "transferoinniksi" tai "blottaukseksi".
Kirjallisuudesta 1ldytyy erilaisia tunnettuja tapoja tdmin
toteuttamiseksi. Voidaan esim. siirt#s pienid pisaroita,
joiden tilavuus on suunnilleen 1 pl (tilavuus voi olla
muukin) ja jotka sisdltavét vesipitoisessa liuoksessa tun-
netun tai tuntemattoman m##rdn akseptoriainetta (puhdis-
tettuna tai puhdistamattomana), blottausvdliaineelle tédp-
liksi, jolloin akseptoriaine voi kiinnittya blottausvdli-
aineeseen. T#llaisia t4dplédblottauksia voidaan mahdollises-
ti k#ytt#4 diagnostisesti, kun erilaisista kehon nesteista
halutaan todeta immobilisoituun akseptoriaineeseen liit-
tyneiden spesifisten sitoja-aineiden l4sn¥dolo. Jos aksep-
toriaine muodostaa osan monimutkaisesta seoksesta, seos
voidaan akseptoriaineen tunnistamiseksi ensin erottaa kom-
ponenteikseen erilaisin kromatografisin tekniikoin, esim.
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ohutkerroskromatografialla tai elektroforeesitekniikoilla
esim. polyakryyliamidigeeleisss, joista tekniikoista esi-
merkkeini natriumdodekyylisulfaatti (SDS)-elektroforeesi,
isoelektrinen fokusointi, kaksiulotteinen geelielektrofo-
reesi, gradienttigeeli- ja happo-ureageelielektroforeesi
ja denaturoimaton geelielektroforeesi. Joissakin tapauk-
sissa esim. nukleiinihapoille, voidaan myds kdyttda agar-
geelejd. Sitten toisistaan elektroforeettisesti erotetut
komponentit (esim. proteiinit, peptidit ja nukleiinihapot)
siirretd88n immobilisoivaan matriisiin menettelyin, jotka
tunnetaan kapillaari-, vakuumi- tai elektrosiirtona (eli

-blottauksena). Sitten komponentit immobilisoidaan blot-
tausvdliaineelle, jolloin niiden alkuperiinen elektrofo-
reettinen kuvio s#8ilyy suurelta osin. T&m# kuvio voidaan
kokonaisuudessaan visualisoida tunnetuin vdrjdystekniikoin
esim. amidomustalla ja coomassiesiniselli ja ndin tutkit-
tava komponentti (akseptoriaine) voidaan mairittas (ks.
alla) ja sen sijainti voidaan paikallistaa kokonaiselekt-
roforeesi kuviossa.

Useimmat t&h#n saakka k#dytetyisti sitoja-aineista
ovat olleet proteiineja, jotka sitoutuvat tarkoin tunnet-
tuihin kohtiin akseptoriaineessa. Glykoproteiinien totea-
miseksi on kdytetty lektiinej&. Polyklonaalisia ja mono-
klonaalisia vasta-aineita on kdytetty niitd vastaavien
antigeenien tai hapteenien toteamiseksi (esim. biotiini
tal biotinyloitu DNA reagoi antibiotiinin kanssa, dinitro-
fenyloiduissa proteiineissa oleva DNP anti-DNP:n kanssa).
Blot overlay-m#&rityksid kdytetasn jo yleisesti vasta-ai-
neiden spesifisyyden testaamiseksi ja monoklonaalisten
vasta-aineiden seulontatutkimuksissa. N&iden laajasti kay-
tettyjen systeemien ohella voidaan analysoida monien mui-
den proteiinien (esim. kalmoduliinia tai aktiinia sitovien
proteiinien) v#dlisi& tai proteiinin ja ligandin (esim.
avidiinin ja biotiinin) vilisii vuorovaikutuksia, joista
komponenteista jokin immobilisoidaan. N#ihin kuuluvat DNA-
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proteiini- ja RNA-proteiinivuorovaikutukset, reseptori-
ligandivuorovaikutukset ja yleens& kaikki riittdvan spesi-
fiset ja affiiniset makromolekyyli-makromolekyylivuorovai-
kutukset.

Blot overlay-md#ritysten olennainen osa muodostuu
menetelmisti immobilisoidun akseptoriaineen visualisoimi-
seksi. On olemassa suoria ja ep3suoria menettelyja. Visua-
lisoinnissa k3ytetdin merkkiaineita: radioaktiivisia iso-
tooppeja (*H, '*C, 32?P, 3°S tai '?°I), jonka jdlkeen kehi-
tetdsdn autoradiografisesti; entsyymejd, jotka pystyvat
muodostamaan liukenemattomia, v#rillisid tuotteita ja
fluorikromeja. Suorissa menettelyissé& merkkiaine sidotaan
spesifiseen sitoja-aineeseen. Epdsuorassa menettelyssd se
sidotaan makromolekyyliin, joka spesifisesti pystyy sitou-
tumaan ensimmiiseen spesifiseen sitoja-aineeseen. Jos jal-
kimmiisend on vasta-aine, makromolekyylind voi olla pro-
teiini A tai toinen vasta-aine. Vasta-aineille voidaan
mySs kdyttdd monivaihetekniikkoja, esim. avidiinin ja bio-
tinyloidun piparjuuriperoksidaasin muodostamaa kompleksia
(ABC) kidyttdvid menettelyd ja merkitsemdttémin peroksidaa-
sin ja anti-peroksidaasin valista reaktiota (PAP) kayttd-
vd4 menettelya.

Kisiteltavidni olevan keksinn®én olennaisena kohtana
on kdyttdi blot overlay-tekniikoissa visualisointi- ja/tai
toteamiskeinona dispersiota, joka sisdltdd metallia tai
metalliyhdistettd tai metallilla tai metalliyhdisteelld
pinnoitettuja ytimid. Téssa tekstissd k#ytetylld sanonnal-
la "kolloidiset metallihiukkaset" tarkoitetaan hiukkasia
sisidltdvii dispersioita, valinnaisesti soolia, jotka hiuk-
kaset muodostuvat metallista, metalliyhdisteesta tai me-
tallilla tai metalliyhdisteelld pinnoitetuista ytimista.

Kolloidiset metallihiukkaset voidaan valmistaa tek-
niikan tason tuntemin menetelmin, esim. menetelmin kolloi-
disen kullan, hopean tai rautaoksidin ym. valmistamiseksi.
Kolloidiset metallihiukkaset voidaan suoraan tai epdsuo-
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rasti liittd4d spesifiseen sitojaproteiiniin tai akseptori-
aineeseen tai makromolekyyliin, Jjoka sitoutuu spesifisesti
ensimmdiseen spesifiseen sitoja-aineeseen, esim. proteiini
A:han, toiseen vasta-aineeseen (kun m#3ritetdin ensimmii-
nen vasta-aine) tai streptavidiiniin ja avidiiniin (kun
jokin komponenteista on biotinyloitu), jolloin alkuper#i-
nen sitoutumisaktiivisuus s#ilyy suurimmaksi osaksi. Liit-
tdminen suoritetaan tekniikan tason tuntemin menetelmin.
Liittdmiselld tarkoitetaan kaikkia kemiallisia tai fysi-
kaalisia sitoutumistapoja kuten sitoutumista kovalenttisi-
dosten vdlitykselld, vetysiltojen vé&litykselld, poolisen
vetovoiman avulla ja adsorption avulla.

Nyt on havaittu, ettd kun blottausv#dliainetta ja
siihen joko ep#suorasti (ks. A) tai suoraan (ks. B) sidot-
tua akseptoriainetta inkuboidaan asiamukaisen miirin kans-
sa spesifist8 sitoja-ainetta, joka on merkitty kolloidi-
silla metallihiukkasilla, (suora toteamismenetelmd) tai
sitd inkuboidaan ensin merkitsem#att®min spesifisen sitoja-
aineen kanssa ja sitten kolloidisilla metallihiukkasilla
merkityn makromolekyylin kanssa, Jjoka pystyy spesifisesti
sitoutumaan ensimmdiseen spesifiseen sitoja-aineeseen,
(epdsuora toteamismenetelmd), kolloidiset metallihiukkaset
akkumuloituvat spesifisiin sitoutumiskohtiin ja tulevat
ylldttden ndkyviksi varing, joka on tunnusomainen kdyte-
tyille kolloidisille metallihiukkasille. Esimerkiksi kdy-
tettdessd metallina kultaa saadaan viri, joka on vaalean-
punaisesta tummanpunaiseen, ja hopeaa kdytettdessd saadaan
vdri, joka on keltaisesta ruskeaan mustaan. T&m3 viri on
signaali, joka on kvalitatiivisesti luettavissa paljaalla
silmallé tai valinnaisesti mitattavissa tekniikan tason
tuntemin spektrofotometrisin menetelmin, esim. densitomet-
risesti.

Kolloidisten metallihiukkasten hiukkaskoko on mie-
luiten 3-100 nm ja erityisesti 5-50 nm.

Esimerkkeind kolloidisista metallihiukkasieta, jot-
ka voidaan 1iitt#d4 spesifisiin sitoja-aineisiin, on kuvat-
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tu metallit platina, kulta, hopea ja kupari ja metalliyh-
disteet hopeajodidi, hopeabromidi, kidevesipitoinen kupa-
rioksidi, rautaoksidi, rautahydroksidi tai vesipitoinen
rautaoksidi, alumiinihydroksi tai vesipitoinen alumiiniok-
sidi, kromihydroksidi tai vesipitoinen kromioksidi, vana-
diinioksidi, arseenisulfidi, mangaanihydroksidi, lyijysul-
fidi, elohopeasulfidi, bariumsulfaatti ja titaanidioksidi.
Tunnetusti voidaan myds k#ytt#dd kolloideja, jotka sisdl-
tavat ytimisd, jotka on pinnoitettu yll4 mainituilla metal-
leilla tai metalliyhdisteillsd. N&m& hiukkaset vastaavat
ominaisuuksiltaan metalli- tai metalliyhdistekolloideja,
mutta niiden koko, tiheys ja metallipitoisuus voidaan vh-
distii optimaalisella tavalla. Yleensda voidaan kdyttaad
kaikkia kolloidisia metallihiukkasia tai metalliyhdistei-
t4, jotka voidaan liittaa spesifisiin sitoja-aineisiin
niiden sitomisaktiivisuutta vahingoittamatta ja jotka blot
overlay-mi#rityksissd muodostavat paljaalla silmdlld ha-
vaittavan viari-intensiteetin. Herkkyys on edullisesti yhta
hyvd tai parempi kuin kullalla ja hopealla saavutettava
herkkyys.

Menettelyt, joissa kdytetddn kolloidisia metalli-
hiukkasia ja erityisesti kultasoolihiukkasia, jotka pys-
tyvdt pinnoittamaan spesifisia sitoja-aineita kuten vasta-
aineita, lektiinej#, proteiini A:ta, avidiinia ja monia
muita tal jopa akseptoriproteiineja kuten antigeenejd,
ovat nyky4#n vakiinnuttaneet paikkansa monissa sytokemial-
lisissa merkitsemistekniikoissa l#pivalaisu- ja pyyhkéaisy-
elektronimikroskopiassa. Esimerkki kolloidisen metalli-
hiukkasen k#ytdstd, joka on metallilla pinnoitetun poly-
meerin muodossa, on raudalla pinnoitettu dekstraani, joka
liittyneend vasta-aineisiin on erittéin kayttdkelpoinen
merkkiaine l#pivalaisuelektronimikroskopiassa. Tdllaisessa
kaytdssd kdytetddn kuitenkin hyvdksi t#mdn tyyppisille
merkkiaineille tyypillistd elektronilipiisemdttOmyyttd
(14pivalaisuelektronimikroskopia) tai niiden kykyd emit-
toida sekundiiirielektroneja tai takaeroittuvia priméddri-
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elektroneja (pyyhkaisyelektronimikroskopia).

Kolloidisia metallihiukkasia, erityisesti kullasta
ja hopeasta valmistettuja, on my&s kdytetty merkkiaineina
valomikroskooppisissa sytokemiallisissa merkint&teknii-
koissa, kun oli osoitettu, ettd t#llaisten kolloidisten
metallihiukkasten akkumuloituminen sitoutumiskohtiin ob-
jektilasilla olevassa kudosvalmisteessa tai solun pintaan
voitiin havaita valomikroskoopilla.

Kolloidisia metallihiukkasia kdytet#din myds jois-
sakin kvalitatiivisissa ja kvantitatiivisissa mddrityksis-
sd, joissa mddritetsdsn in vitro immunologisia komponentte-
ja kuten hapteeneja, antigeeneji ja vasta-aineita vesivi-
liaineessa. N&itd tekniikkoja on kutsuttu soolihiukkasim-
munomddrityksiksi ja passiiviseksi kulta-agglutinaatioksi
(Geoghegan).

Passiivisessa kulta-agglutinaatiotekniikassa agglu-
tinoidaan kullalla merkitty antigeeni (kultahiukkaset 18-
20 nm) merkitsemidtt®m&lls vasta-aineella. Kdytetddn stan-
dardimikrotitterilaitteistoa, jossa aggregoitumaton kulta
valuu syvennysten sein#m#4 pitkin alaspdin muodostaen pu-
naisen raidan. T&m#8 tekniikka on analoginen klassilliselle
passiiviselle hemagglutinaatiolle ja on yhtd herkk3 kuin
tamd. On vditetty t#114 tekniikalla pystyttdvdn kddnteis-
agglutinaatioon, jolloin vasta-aine merkit#&n kullalla.

Soolihiukkasimmunom#&ritykset jakaantuvat kahdeksi
ryhm8ksi. Ensimm#inen on ns. homogeeninen soolihiukkasim-
munomddritys, jossa kolloidisilla hiukkasilla merkitty
vasta-aine agglutinoidaan immunokemiallisesti kaksi- tai
moniarvoisilla antigeeneillsd tai hapteeneilla, jotka on
sidottu kantajaproteiiniin. Agglutinaatiosta johtuva vdrin
heikkeneminen mitataan kolorimetrisesti kdyttden puskuria
nollandytteend. Ndytteest4d per#disin olevat vapaat haptee-
nimolekyylit voivat sitten est#4 kolloidisten metallihiuk-
kasten agglutinoitumisen. T#llaisia menetelmis on kuvattu
EP-patenttijulkaisussa nro 0 007 654.

Soolihiukkasimmunom&irityksen toinen tyyppi perus-
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tuu vapaiden/sitoutuneiden kolloidisten metallihiukkasten
muodostaman konjugaatin erotusmeentelmiin, jotka ovat ana-
logisia radioimmunom##ritykselle ja entsyymi-immunom&dri-
tykselle. T#dllaisia menetelmi#d on kuvattu EP-patenttijul-
kaisussa nro 0 007 654. Yht#d t#llaista menetelmdd kutsu-
taan sandwichsoolihiukkasimmunom8dritykseksi (SSPIA) ja
se on analoginen sandwich-ELISA eli kiintofaasisandwich-
radioimmunom#siritykselle. SSPIA:ssa toimitaan tyypillises-
ti siten, ettd midritettdvdn antigeenin vasta-aine adsor-
boidaan ensin esim. polystyreenid olevan mikrotitrauslevyn
pinnalle. Nayte (antigeenistandardi tai nollandyte), jo-
ka on liuotettu asianmukaiseen puskuriin, pipetoidaan vas-
ta-aineella peitettyihin syvennyksiin ja inkuboidaan
asianmukaisella tavalla. Lis#td#8n kullalla merkittyd vas-
ta-ainetta ja reaktioseoksen inkubointia jatketaan. Syven-
nykset imet##n ja pest&dn sitoutumattoman konjugaatin
poistamiseksi. Lopuksi sidottu immuunikompleksi ja homoge-
noidut kolloidiset metallihiukkaset irroitetaan toisis-
taan. Joko tarkastellaan saadun dispersion viri-intensi-
teettid visuaalisesti tai mitataan metallin konsentraatio
kolorimetrisesti. Visuaalista (esim. dispergoidun kullan
varin) tarkastelua voidaan k#ytt#dd vain suurilla antigee-
nikonsentraatioilla.

Oon huomattava, ettd soolihiukkasmddrityksid on myds
kuvattu kdyttdkelpoisiksi ei-immunologisiksi mé#rityksiksi
ja yleensd, "kun todetaan ja/tai m#&ritetdsn yksi tai
useampi komponentti spesifisen sitojaproteiinin ja vastaa-
van sitoutuvan aineen vdlisess#d reaktiossa vesipitoisessa
testindytteestd siten, ettd kdytetdsn hyvdksi tdllaisten
komponenttien tunnettua molemminpuolista sitomisaffini-
teettisd, jolloin k&ytet&dn yhta tai useampaa merkittyad
komponenttia, jotka saadaan kytkemdlld mainitun reaktion
haluttu komponentti suoraan tai epdsuorasti veteen disper-
goituihin hiukkasiin, jotka ovat metallista, metalliyhdis-
teestd tai metallilla tai metalliyhdisteelld pinnoitetuis-
ta polymeeriytimista muodostuvia hiukkasia, joiden hiuk-
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kaskoko on vdhintd&8n 5 nm, jolloin reaktion aikana tai
asianmukaisen reaktioajan jdlkeen ja valinnaisesti sitou-
tuneiden ja vapaiden merkittyjen komponenttien toisistaan
erottamisen jdlkeen médritetdsn tekniikan tason tuntemin
menetelmin testindytteestd tal yhdestd siitd saadusta
fraktioista metallin ja/tai muodostuneen metallipitoisen
agglomeraatin fysikaaliset ominaisuudet ja/tai m&ari, joka
mddritys ilmaisee kvalitatiivisesti ja/tai kvantitatiivi-
sesti todettavan ja/tai md&ritettdvidn komponentin tai kom-
ponentit".

Kidsiteltdvdnd olevassa keksinndssd kdytetddn kol-
loidista metallihiukkasia merkkiaineina blot overlay-m#&-
ritysmenetelmissd, mik8 k&yttd on tdysin uutta ja minki
toteuttaminen on yllattden mahdollista.

Kolloidisiin metallihiukkasiin katsotaan kuuluvan
metallista, metalliyhdisteestd tai metallilla tai metal-
liyhdisteelld pinnoitetuista ytimistd muodostuva disper-
sio.

Kolloidisten metallihiukkasten k3ytt$ merkkiaineina
on sovellettavissa kaikkiin blot overlay-m#iritysmuotoihin
ja niiden kdytbn etuna on, ettd blottausviliaineen pinnan
sitoutumiskohtiin akkumuloituvat kolloidiset metallihiuk-
kaset voidaan n#&hdd pelk&dlld silmdlld herkkyydelld, joka
on vdhintd&n yhtd hyvd kuin nykyisten tekniikkojen esim.
entsyymeihin perustuvien blot overlay-m#dritysten eritt#in
suuri herkkyys. On erityisesti t&hdennettidv#, ettd keksin-
t0 olisi arvoton ilman tdt8 viimeistd ndkdkohtaa. Keksin-
nén tdrkednd etuna on, ettd tulos on luettavissa ilman
toista entsymaattista reaktiota, autoradiografiaa tai
fluoresoivien vdrien havaitsemissysteemid, ja ettd sitou-
tuneita kolloidisia metallihiukasia ei tarvitse irroittaa
seuraavaa mddritystd varten paljaalla silmélli (pieni
herkkyys), kolorimetrisesti tai CRAAS:11# (suurempi herk-
kyys) kuten sandwichsoolihiukkasimmunom##rityksissi. Kek-
sinndn suurimpana etuna on sen yksinkertaisuus, koska viri
kehittyy reaktion aikana. T&m4 mahdollistaa reaktion kes-
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keyttdmisen halutun signaalin muodostumisen jdlkeen tai
systeemin kalibroinnin ennalta mddritellyn tuloksen saa-
vuttamiseksi vakioaikarajoissa.

Kullalla merkittyjen vasta-aineiden kdyttd on pal-
jon yksinkertaisempi ja yht& herkkd menettely kuin tunne-
tusti hyvin herkkd immunoperoksidaasimenetelmd. T&m& yk-
sinkertainen mi#ritys voidaan suorittaa testipakkauksella,
jolla voidaan epdsuorasti todeta spesifisten sitoja-ainei-
den lisn#dolo, jotka sitoutuvat blottausvdliaineeseen si-
dottuun akseptoriaineeseen, ja ensimmdisen spesifisen si-
toja-aineen kolloidisilla metallihiukkasilla merkityn spe-
sifisen sitoja-aineen ldsn#dolo. Jos spesifisend sitoja-
aineena on vasta-aine, t&nd toisena sitoja-aineena voi
olla kolloidisilla metallihiukkasilla merkitty toinen vas-
ta-aine tai proteiini A. Toteaminen voi tapahtua hyvin
yksinkertaisena kastoliuskatestind, esim. t&pl&blot over-
lay-immunom#d3rityksend, jolla voidaan nopeasti seuloa va-
litun antigeenin vasta-aineiden ldsndolo vesipitoisesta
testindytteestd kuten seerumista.

Keksinndn mukaiselle menetelmdlle spesifisestd si-
toja-aineesta ja vastaavasta akseptoriaineesta muodostu-
neen agglomeraatin toteamiseksi tai m#drittdmiseksi blot
overlay-tekniikkaa k#yttdvien yleismenetelmien avulla,
joissa k#ytetdsdn merkittyjd komponentteja, on tunnusomais-
ta, ettd merkityt komponentit, jotka on saatu kytkemdlld
kolloidisiin metallihiukkasiin agglomeraatin haluttu kom-
ponentti, joka agglomeraatti on muodostunut spesifisestd
sitoja-aineesta ja vastaavasta akseptoriaineesta, tai kyt-
kem#ll4 kolloidisella metallilla merkittyyn sitoja-ainee-
seen agglomeraatin haluttu komponentti, joka agglomeraatti
on muodostunut spesifisestd sitoja-aineesta ja vastaavasta
aksepetoriaineesta, visualisoidaan vdrisignaalina, joka
sijaitsee spesifisen sitoja-aineen ja vastaavan akseptori-
aineen vidlisen reaktion reaktiokohdassa blottausvdliaineen
pinnalla, tai m#&ritetddn kvantitatiivisesti tdssd kohdas-
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sa sindnsd tunnetuilla spektrofotomertrisilli menetelmil-
1a.

Menetelmd muodostuu seuraavista vaiheista:

I. Akseptoriaine immobilisocidaan immobilisoivaan
matriisiin, jota myYs kutsutaan blottausvidliaineeksi.

I.I Joko adsorboidaan suoraan ja/tai sidotaan kova-
lenttisesti menettelyn avulla, jonka yleisnimi on blot-
taus, mahdollisesti sen j&lkeen kun on erotettu elektrofo-
reettisesti ja siirretty tai blotattu elektroforeesivili-
aineesta blottausvdliaineeseen, ja tekem#lli sitten j&l-
jelld olevat proteiinin sivtoutumiskohdat tehottomiksi tek-
niikan tason tuntemin menettelyin esimerkiksi BSA:n, ge-
latiinin, PEG:n tai Tween 20:n avulla,

I.II tai annetaan akseptoriaineen sitoutua spesifi-
seen sitoja-aineeseen, joka on immobilisoitu blottausvili-
aineeseen, saattamalla mainittu blottausvdline kosketuk-
seen akseptoriainetta sisdltdvdn vesiliuoksen kanssa.

II. Saatetaan kohdan 1) blottausvdliaine ennen pe-
sua ja ilmakuivausta m8idr&dajaksi kosketukseen:

IT.I joko kolloidisilla metallihiukkasilla merkit-
tyjen spesifisten sitoja-aineiden kanssa, jotka konsetraa-
tioiltaan ovat sopivia,

II.II tai ensin merkitsemdtttmdn spesifisen sitoja-
aineen kanssa, jonka konsentraatio on sopiva, ja sitten
kolloidisella metallilla merkityn proteiinin kanssa, joka
on spesifinen merkitsemdttémdn spesifisen sitoja-aineen
suhteen.

III. Luetaan muodostunut vdrisignaali, joka on tun-
nusomainen blottausv#dliaineen pinnalle sidotuille kolloi-
disille metallihiukkasille, paljaalla silm#ll4 tai teknii-
kan tason tuntemin spektrofotometrisin menetelmin, esim.
densitometrisesti.

T&md keksintd koskee myds testipakkauksia, joilla
middritetddn suoraan tai epdsuorasti yksi komponenteista,
joka syntyy spesifisen sitoja-aineen ja vastaavan aksep-



10

15

20

25

30

35

L 80345

toriaineen reaktiossa, blot overlay-mddrityksessd. Ndille
testipakkauksille on tunnusomaista, etta

a) kolloidisilla metallihiukkasilla merkittyj&d kom-
ponentteja, jotka aiheuttavat vdrisignaalin mainitun spe-
sifisen sitoja-aineen ja mainitun akseptoriaineen vdlisen
reaktion reaktiokohdalla, immobilisoivan matriisin pinnal-
la;

b) fysikaalisen kehitteen komponentteja ja

c) muita reagensseja.

Kolloidisilla metallihiukkasilla merkityt komponen-
tit on saatu kytkemdlld ylla kuvatusta reaktiosta saatu
komponentti tai komponentti, jolla t&ma reaktio voidaan
todeta ep#suorasti, ylld mé8riteltyihin kolloidisiin me-
tallihiukkasiin. Jos reaktio on immunologista tyyppi4,
testipakkausta voidaan kaytt#d sandwich blot overlay-m3da-
rityksiss4d (ks. esimerkki III) ja vasta-aineiden lasndolon
toteamiseksi seerumista valikoitujen antigeenien avulla
(ks. esimerkki I).

Kisiteltidvidnid olevan keksinndn erdénd piirteend on
se seikka, ettd blot overlay-mddrityksessd voidaan blot-
tausviliaineen pintaan sidotut kolloidiset metallihiukka-
set todeta visualisoimalla ne ep#suorasti ja/tai parantaa
toteamista k#yttdm#lla fysikaalista kehitettd, joka voi-
daan pelkist## vastaaviksi metalleiksi. Sopivia fysikaali-
sia kehitteit# ovat esim. hopealaktaatti, hopeanitraatti
ja vastaavat. Kun fysikaalisena kehitteend k#dytetddn esim.
hopeaa, reaktio tapahtuu aluksi metallihiukkasten pinnal-
la, jotka katalysoivat pelkistymisen, ja tdmd&n jalkeen
nidmd ymppihiukkaset autokatalysoivat reaktion. T&lld ta-
voin muodostuu musta, erittdin kontrastoiva signaali, joka
johtuu akkumuloituneesta hopeametallista. T&m& merkitsee
herkkyyden huomattavaa paranemista. Olemme myds havain-
neet, ettd valolle epdherkdn hopeasaostuman saamiseksi on
blotit kiinnitettdvd mikrovalokuvauksessa k&aytettdvalla
kiinnitteelld.
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Fysikaalisia kehitteitd on jo useita vuosia kdytet-
ty veteen liukenemattomien metallien, erityisesti metal-
lisulfidien visualisoimiseksi kudoksissa (ks. Danscher,
Histochemistry 71, 1-16, 1981). Metallisulfidit ja metal-
linen hopea katalysoivat hopeaionien pelkistymistd. Kudok-
sessa oleva kolloidinen metallinen kulta voidaan myds
osoittaa fysikaalisella kehitteelld, jota havaintoa Hol-
gate et al. (J. Histochem. Cytochem. 31, 938-944 (1983))
ovat kayttidneet hyvdksi esitt4dmissiin immunokulta/hopea-
virjiysmenetelmsssédan, jonka herkkyys on paljon parempi
kuin alkuperdisessa immunokultavirjdysmenetelmadssa.

Tamdn keksinndn l1is#tunnusmerkin t#rkeimp&nd etuna
on sen suunnaton herkkyys, joka on suurempi kuin miss&an
nykyisesséd blot overlay-miérityksessd. Se on kayttdkelpoi-
nen, kun k&yttadjé haluaa tehd4 reagenssien kdytdn talou-
dellisemmaksi tai kun kdytettdvissa on 43rimmdisen pienia
mi#sria akseptoriainetta ja/tai spesifista sitoja-ainetta.

Kisiteltdvidnid olevan keksinndn toisena lisdtunnus-
merkkinid on valokuvauksessa kdytettdvdn kiinnitteen kdyt-
t8, joka vdhentad taustahdiridtd ja parantaa fysikaalisel-
1a kehitteelld saadun reaktiotuotteen pysyvyytta.

Seuraavat esimerkit valaisevat kidsiteltdvdnd olevan
keksinndn piirid.

Esimerkki I

Yksinkertainen t#plé-blot overlay-immunom8dritys

koiran aivoista saadun tubuliinin ja kalmoduliinin vasta-
aineiden osoittamiseksi ep#dsuorasti kullalla merkityilla
sekundisrisillsd vasta-aineilla immunisoitujen kaniinien
seerumista.

I.1 Antiseerumien valmistus

1.1 Antiseerumien kehittdminen

Sekoitettiin 1 mg koiran aivoista saatua tubuliinia

(uutettu SDS—polyakryyliamidigeeleista) 1,0 ml:ssa pusku-
ria (0,1-m PIPES, pH 6,9) tai 1 mg elektroforeettisesti
puhdasta, koiran aivoista saatua kalmoduliinia (vedessd)
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ja 1,0 ml Freundin t#ydellisti apuainetta (Diffco). Homo-
genoinnin j#lkeen antigeeni ruiskutettiin intradermaalisti
viiteen kohtaan valkoisen kaniinin selkdrankaa. Neljan
viikon vdlein annettiin tehosteruiskeita. Antigeeni val-
mistettiin muuten samalla tavoin, mutta k#ytettiin Freun-
din ep#tdydellistd apuainetta. Viikko jokaisen tehoste-
ruiskeen j#dlkeen kaniineista otettiin verta (n. 60 ml) ja
valmistettiin seerumi, jota varastoitiin ennen kdyttda
pienempin& erin -20°C:ssa.

1.2 Kolloidisella kullalla merkityt sekundiiriset
vasta-aineet

Ndiden toimittajana oli Janssen Life Sciences Pro-
ducts, 2340, Beerse, Belgia, koodi GAR G20. N4mi vasta-ai-
neet ovat vuohesta saatuja kaniini-1gG:n affiniteettipuh-
distettuja vasta-aineita, jotka on merkitty 20 nm:n kol-
loidisilla kultahiukkasilla.

Antigeenis sis#lt#dvien t#plien muodostaminen nitro-
selluloosaliuskoihin

Kymmenen 1 pl tippaa puhtaan tubuliinin nelinker-
taisia sarjalaimennuksia (l#htien mddardastd 250 ng/pl) 0,1
moolisessa PIPES:iss8, 1 millimoolisessa EGTA:ssa ja 1
millimoolisessa MgCl, :ssa, pH 6,75, tai puhdasta kalmodu-
liinia vedess#, siirrettiin tédpladrivind kuiville nitrosel-
luloosaliuskoille (6 cm x 0,6 cm). Tdplien kuivuttua (noin
viiden minuutin kuluttua) liuskoilla olevien proteiinitdp-
lien j&ljells olevat sitoutumiskohdat tehtiin tehottomiksi
inkuboimalla niitd liuoksen kera, jossa oli 5 % naudansee-
rumialbumiinia (BSA) 20 millimoolisessa tris-puskuroidussa
keittosuolaliuoksessa, PH 8,2, 30 minuuttia 37°C:ssa.

1.3 Testiprotokolla tubuliini- Ja kalmoduliinivas-
ta-aineiden toteamiseksi. Kullalla merkittyjen vasta-ai-
neiden kdytdn ija ABC-peroksidaasitoteamismenetelmdn ver-
tailu

Jollei muuta mainita, menettelyn ainoana puskurina
oli 0,1 & BSA-tris (0,1 % BSA 20 millimoolisessa tris-
HCl:ssd, 0,9 % NaCl, pH 8,2, 20 mmol NaN, ).
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a. Inkubointi prim#&risen antiseerumin kera

Kaksi liuskaa inkuboitiin kaksi tuntia huoneen 1&m-
pbtilassa 5 ml:n tulpitetuissa muoviputkissa 1 ml:n kera
kaniinin antitubuliiniseerumia, 1:1000 laimennos 0,1
¥:isessa BSA-trispuskurissa.

Kaksi liuskaa inkuboitiin kuten ylli sama antisee-
rumi absorboituna tubuliiniin, joka oli kovalenttisesti
sidottu Sepharose-4B:hen. Liuskat toimivat antigeenispesi-
fisyyskontrollina.

Kaksi liuskaa inkuboitiin kuten yll4 kaksi tuntia
huoneen lémpétilassa 1 ml:n kera kaniinin antikalmodulii-
niseerumia, 1:1000-laimennos 0,1 %:isessa BSA-trispusku-
rissa.

Kaksi liuskaa inkuboitiin kuten yll4 sama antisee-
rumi absorboituna kalmoduliiniin, joka oli kovalenttisesti
sidottu Sepharose-4B:hen.

Absorboituneiden ja absorboitumattomien prim#&ris-
ten antiseerumien inkuboinnin p##&tyttya liuskoja pestiin
3 x 10 minuuttia 0,1 %$:isessa BSA-trispurkurissa. Toinen
liuska kustakin parista inkuboitiin edelleen GAR G20:n
kera (ks. 1.3.b).

Toinen liuska inkuboitiin k#ytt#en hyvin herkkii
Vectastain ABC-immunoperoksidaasipakkausta, valmistaja
Vector Laboratories, valmistajan ohjeiden mukaan (ks.
1.3.c).

b. Inkubointi kullalla merkityn sekundaarisen

vasta-aineen kera: GAR G20

Pestyjd liuskoja (ks. 1.3.a) inkuboitiin kaksi tun-
tia GAR G20:n kera laimennettuna absorbanssiarvoon 1
cm/520 nm = 0,21 0,1 %$:isessa BSA-trispurksurissa + 0,4
%.isessa gelatiinissa. Inkuboinnin pddtyttyd liuskat pes-
tiin 0,1 %:isessa BSA-trispuskurissa 2 x 10 minuuttia ja
kKuivattiin ilmassa.

c. Inkubointi Vectastain-pakkauksen avulla
Pestyj8 liuskoja (ks. 1.3.a) inkuboitiin tunti se-
kundddrisen biotinyloidun vasta-aineliuoksen kera (1:200
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0,1 %:ista BASA-trispuskuria 3 x 10 minuuttia ja inkuboi-
tiin sitten tunti avidiini-biotinyyliperoksidaasikomplek-
sin kera. Kompleksi valmistettiin valmistajan ohjeiden
mukaan: 100 pl reagenssi A:ta (avidiini DH) 1lis&ttiin 10
ml:aan PBS:44 (Belbecco, ei Mg?*- ja Ca?'-ioneja). Lisat-
tiin jatkuvasti sekoittaen 100 pl reagenssi B:ta (biotiny-
loitu piparjuuriperoksidaasi). Kompleksi kdytettiin viiden
minuutin kuluttua. Liuskat pestiin 0,1 %:isessa BSA-tris-
puskurissa (2 x 10 minuuttia) ja sitten 100 millimoolises-
sa tris-HCl-puskurissa, pH 7,6. Sitten immobilisoitu per-
oksidaasi visualisoitiin 4-kloori-lnaftoli substraattina:
20 mg 4-kloori-l-naftolia liuotettiin 1 ml:aan etanolia
ja laimennettiin edelleen 20 ml:lla 100 millimoolista
tris-HCl-puskuria, pH 7,6, l&mmitettiin n. 50°C:een, 1li-
sdttiin 200 pl 1 %:ista vetyperoksidia ja substraattiliuos
lisdttiin liuskoihin ruiskulla mikrosuodattimen (0,2 p,
Millipore) l&pi, joka oli kiinnitetty ruiskuun. Reaktion
annettiin jatkua viisi minuuttia ja sitten reaktio keskey-
tettiin pesem#lld liuskat vedelld. Liuskat kuvattiin il-
massa.

1.4 Arviointi

ABC-menettelyssd sininen véri merkitsee positiivis-
ta tulosta. Kiytettdessd kolloidista kultaa positiivinen
tulos n#kyy virin#, joka on vaaleanpunaista punertavaan,
kaytetyn kullan hiukkaskoosta riippuen (suurehkot kulta-
hiukkaset, esim. 40 nm, antavat purppuranpunertavan va-
rin). Molemmat menetelmdt ovat herkkyydeltddn tdysin ver-
tailukelpoisia eli herkkyys on tubuliinille n. 5 ng/pl ja
kalmoduliinille n. 30 ng/pl kdytetyissd olosuhteissa. Ne-
gatiivinen reaktio on merkkina spesifisyydestd, kun anti-
seerumit adsorboituvat niit# vastaavan antigeenin kera.

Esimerkki II

Mikrotubulusproteiineihin reagoivien hiiren mono-

klonaalisten vasta-aineiden 1ldsn#dolon seulontatutkimus
kasvavien hybridoomien viljelysupernatanteista kdyttden
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vuohesta saatuja, kullalla merkittyj& hiiren IgG:n vasta-
aineita.

2.1. Hiirien immunisointi

Hiiriin (Balb/C) ruiskutettiin homogenoitu seos
(ks. esimerkki 1.1), joka muodostui rotan aivojen mikro-
tubulusproteiineista (100 pg/hiiri), (valmistettu kahden
ldmpdtilasta riippuvan polymerointi-depolymerointisyklin

avulla) ja Freundin t#ydellisestd apuaineesta. Ruiskeet
annettiin selk#dn ihon alle viiteen kohtaan. Annettiin
kolme kertaa kahden viikon v#lein tehosteruiskeita, jotka
sisdlsiv&t 100 pg antigeenid valmistettuna Freundin epéa-
tdydellisen apuaineen avulla. Kolme pdivdd ennen pernaso-
lujen ja myeloomasolulinjan fuusioimista hiirille annet-

tiin tehosteruiskeena laskimoon 50 pg antigeenid/hiiri 100

pl:ssa PBS-puskuria.
2.2 Pernasolujen ja NS-1 myeloomasolujen fuusioimi-

nen

NS-1- solut fuusioitiin kahden immunisoidun hiiren
pernasoluihin tekniikan tason tuntemin menetelmin ja muo-
dostuneita hybridoomeja viljeltiin viidelld 96:11la syven-
nykselld varustetulla levylld (Nunc) 37°C:ssa vedella kyl-
l4stetyssd ilmakeh#sss, joka sisdlsi 7 % hiilidioksidia.
Kun kasvu oli jatkunut noin kaksi viikkoa, syvennyksista
otettiin 100 pl kasvavia hybridoomeja sis#8ltévda viljely-
supernatanttia, josta testattiin erittyneiden monoklonaa-
listen vasta-aineiden l4sn#olo (ks. 2.4).

2.3 Nitroselluloosapaperiliuskojen valmistus, joi-
hin on elektroblottaamalla muodostettu t&pld proteiineja
sisdltdvdlls SDS-polyakryyliamidigeelilla

Antigeenin SDS-polyakryyliamidigeelielektroforeesi

(kaksi kertaa polymeroituja mikrotubulusproteiineja) suo-
ritettiin Laemmlin mukaan 7,5 %:isella geelilld. Antigee-
ni, joka oli liuotettu ndytepuskuriin ja keitetty siind,
panostettiin yhten#isen#d kerroksena koholla olevan geelin
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yldpinnalle, 300 pg geelid kohti. Kun vdririntama oli tun-
keutunut 3 cm erotusgeeliin, elektroforeesi lopetettiin.
Geelistd leikattiin irti pieni vaakasuora liuska vaArjdystd
varten coomassiesiniselld ja loput geelistd kdytettiin
elektroblottaukseen nitroselluloosapaperille. Geelid tasa-
painotettiin 30 minuuttia huoneen l&mp&tilassa siirtopus-
kurissa (25 mmol tris-192 mmol glysiini/20 t/t-% metanoli,
pH 8,3). Geeli asetettiin nitroselluloosaarkille (esikos-
tutettu puskurissa) védlttden ilmakuplia ja poistaen sul-
keuksiin j#ddneet ilmakuplat. T&8md yhdistelmd8 asetettiin
kahden esikostutetun suodatinpaperin ja kahden nailonverk-
kotuen v#liin. N#in syntynyt yhdistelmd sopi tiukasti EC-
elektroblottauslaitteen suljettuun elektrodiverkkopiti-
meen. Elektroblotattiin yli y®n huoneen l&mp®ttilassa vir-
ralla 400 mA. Elektroforeettisen siirron jdlkeen nitrosel-
luloosapaperiin jadneet proteiinin sitoutumiskohdat teh-
tiin tehottomiksi inkuboimalla arkkeja liuoksessa, jossa
oli 5 % BSA:ta 20 mmol tris:illd puskuroidussa keittosuo-
laliuoksessa, pH 8,2, 30 minuuttia 37°C:ssa. Sitten nitro-
selluloosa-arkki leikattiin 3 mm leveiksi liuskoiksi, jot-
ka olivat yhdensuuntaisia elektroforeesin kulun kanssa.
N4it4 liuskoja kédytettiin hydridoomasolujen seulomiseksi
supernatanteista.

2.4 Monoklonaalisten vasta-aineiden toteaminen

100 ul jokaista hybrididoomaviljelysupernatanttia
otettiin 3,5 cm pitkiin 0,5 ml:n Eppendorf-k&rkiin ja lai-
mennettiin suhteessa 1:5 0,4 ml:lla 0,1 %:ista BSA-tris-
puskuria. Kidrjet ja liuskat varustettiin koodinumerolla.
Jokaiseen k#rkeen liitettiin yksi liuska ja tdtd yhdistel-
m34 inkuboitiin kaksi tuntia. Liuskat pestiin panoksittain
ylim48rdlld O,1 $:ista BSA-trispuskuria ja inkuboitiin
my®s panoksittain GAM G20:n kera (vuohesta saatu anti-hii-
ri 1gG, merkitty 20 nm:n kolloidisilla kultahiukkasilla),
Janssen Life Sciences Products, 2340 Beerse, Belgia. GAM
G20 laimennettiin 0,1 %:isella BSA-trispuskurilla + 0,4
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%$:isella gelatiinilla absorbanssiarvoon 1 cm/520 nm = 0,1
ja annettiin reagoida yli y®n. Liuskat pestiin 0,1 %:isel-
la BSA-trispuskurilla ja vedelld ja kuivattiin ilmassa.

Positiivinen reaktio n#kyi selvidsti varilt#in vaa-
leanpunaisesta punertavaan vaihtelevina vythykkeind, jotka
vastasivat proteiinivyShykkeits m##rityll4 molekyylimassa-
alueella. T&ll4 eritt#din yksinkertaisella seulontamenet-
telylld ei voida vain tunnistaa vasta-ainetta eritt#vii
hybridoomeja, vaan sill# saadaan myds valittémisti tietoja
ko. vasta-aineen spesifisyydestd ja siten menettelystd on
suuri apu valittaessa mielenkiintoisia vasta-ainetta erit-
tdvid hybridoomeja.

Esimerkki II1I

Sandwich immuno-blot overlay-m##ritysmenetelm# an-

tigeenien toteamiseksi vesipitoisesta testindytteesti:
IgG-antigeenien toteaminen vesipitoisesta testindytteest4.
3.1 Madrityksen periaate
Pieni pisara (n. 1 pl) puhdistettua tai vikevditya
vasta-ainetta, joka on monospesifinen miiritettdville an-

tigeenille, blotattiin nitroselluloosapaperiliuskalle (tai
muulle sopivalle blottausv#dliaineelle), kuivattiin ja pro-
teiinin vapaat sitoutumiskohdat tehtiin tehottomiksi (ks.
esimerkki 1.3). Valinnaisesti n#m# vasta-ainetta sisalti-
vdt, sitoutumiskohdiltaan tehottomiksi tehdyt liuskat voi-
daan pestid vedess#, kuivata ilmassa ja varastoida. Sitten
tdllainen liuska inkuboidaan m##rdtyn tilavuuden kera an-
tigeenid sisdltdvds testiliuosta mddrdtyn pituisen ajan.
Kun sitoutumattomat aineet on pesty pois, liuskojen inku-
bointia jatketaan asianmukaisesti laimennetun, kolloidi-
silla metallihiukkasilla (esim. kulta- tai hopeasoolilla)
merkityn monospesifisen vasta-aineen kera, joka on saman-
lainen kuin blottausvdliaineelle adsorboitu vasta-aine.
Valinnaisesti voidaan k#ytt44 kahta monoklonaalista vasta-
ainetta, joista kumpikin tunnistaa erilaisen antigeeniepi-
toopin. Toinen on sidottu blottausvi#liaineeseen ja toinen
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on sidottu kolloidisiin metallihiukkasiin. Vakio-olosuh-
teissa menetelm#llid voidaan todeta antigeeninen ennalta
misritelty minimikonsentraatio ja sitd voidaan kayttad
kvalitatiivisena diagnostisena testind edellyttden, etta
sill4 voidaan tunnetusta testiliuoksesta todeta vaadittava
minimikonsentraatio.

3.2 Periaatteen sovellutusesimerkki: kaniinin IgG-

antigeenien toteaminen puskuroidusta liuoksesta, joka si-
sdl1tas kaniinin konsentraatioltaan tunnettua IgG:td

T8man uuden sanwichtekniikan toimivuuden testaami-
seksi suoritettiin seuraava koe:

Kuusi nitroselluloosapaperiliuskaa (6 x 0,6 cm)
blotattiin pisaroilla (1 pl), Jjotka sisdlsivat kasvavia
ma4drid (puolilaimennussarja, ldhtbarvona 125 ng/pl) wvuo-
hesta saatuja affiniteettipuhdistettuja kaniinin I1gG:n
(GAR IgG) vasta-aineita kuten kuvattiin esimerkissa 1.2.

Proteiinin j&ljells olevat sitoutumiskohdat tehtiin
tehottomiksi esimerkiss4 1.2 kuvatulla tavalla. Yksi lius-
ka (n:o 6) pestiin 20 mmol trispuskuri-keittosuolaliuok-
sessa, blotattiin kuivana suodatinpaperille, kuivattiin
ilmassa ja k#ytettiin yli ydn huoneen lampdtilassa kuivana
varastoinnin jdlkeen.

Muut viisi liuskaa inkuboitiin tulpitetuissa muovi-
putkissa 30 minuuttia huoneen l&mp&tilassa seuraavalla
tavalla:
nro 1: RIgG:n kera, 1 ml, 1l/pg/ml
nro 2: RIgG:n kera, 1 ml, 0,25 pug/ml
nro 3: RIgG:n kera, 1 ml, 0,063 pg/ml
nro 4: RIgG:n kera, 1 ml, 0,015 pg/ml
nro 5: RIgG:n kera, 1 ml, 0 pg/ml

Kaniinin IgG laimennettiin 0,1 %:isella BSA-tris-
puskurilla. Liuska nro 6 inkuboitiin 0,25 pg/ml kera
RIgG:ta.

Liuskat pestiin (2 x 10 minuuttia) 0,1 %:isessa
BSA-trispuskurissa.
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Kaikkia liuskoja inkuboitiin tasan yksi tunti huo-
neen la&mpdtilassa GAR G20:ss# (vuohesta saatuja kaniinin
IgG:n vasta-aineita, merkitty kolloidisilla kultahiukka-
silla, halkaisija 20 nm), Janssen Life Sciences Products,
B-2340 Beerse, Belgia. GAR G20 laimennettiin absorbenssi-
arvoon 1 cm/520 nm = 0,2 0,1 %:isella BSA-trispuskurilla
+ 0,4%:isella gelatiinilla.

Liuskat pestiin 0,1 %$:isella BSA-trispuskurilla ja
sitten vedelld ja kuivattiin ilmassa.

3.3 Arviointi

Tapldt, joissa oli niinkin vdhi&n kuin 15 ng adsor-
boitunutta GAR IgG:td tulivat n#kyviin vaaleanpunaisina
pilkkuina, kun oli inkuboitu vain 30 minuuttia 1 ml:ssa
liuosta, jossa oli 15 ng/ml RIgG:t#, jonka jdlkeen inku-
boitiin tunti 1 ml:n kera GAR G20:t4, 0,0520 nm = O0,2.
Liuosten, joissa o0li v3hint3in t&3md mairi RIgG:td, katsot-
tiin reagoivan positiivisesti. Liuskojen nro 6 ja nro 2
tulokset olivat indenttiset. T&m#& osoittaa, ettd liuskat
voidaan kuivata tehottomaksi tekemisvaiheen j&lkeen ilman
vasta-aineaktiivisuuden menett&misti.

Esimerkki 1V

Nitroselluloosapaperiin sidotun antigeenin suora
toteaminen kolloidisella hopealla merkityll# primddrisella
vasta-aineella: hiiren IgG-antigeenej# sis#ltdvien t#plien
toteaminen hiiren IgG:n kolloidisella hopealla merkityil-
14, vuohesta saaduilla vasta-aineilla.

Nitroselluloosapaperisuikaleet (6 cm x 0,6 cm) blo-
tattiin hiiren IgG:t4 (1 pl) sisdltévills tidplilli, Jjotka
saatiin kaksinkertaisella laimennussarjalla 250-0,4 ng/upl,
esimerkissd 1.2 kuvatulla tavalla.

Proteiinin jdljelld olevat sitoutumiskohdat tehtiin
tehottomiksi kuten esimerkissi 1.2.

Liuskat inkuboitiin hiiren IgG:n kolloidisella ho-
pealla merkittyjen, vuohesta saatujen vasta-aineiden kera
(valmistaja E.Y. Laboratories, SP-0011) laimennoksena
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1:100 0,1 %:isessa BSA-trispuskurissa yksi tunti kolmekym-
ment3 minuuttia huoneen ldmp&tilassa.

Liuskat pestiin 2 x 10 minuuttia 0,1 %:isella BSA-
trispuskurilla ja vedelld ja kuivattiin ilmassa.

Positiiviset t#pldt tunnistettiin keltaisen vidrin
avulla. N#3issd olosuhteissa voitiin todeta n. 30 ng 1 pl:n
tdplédssa.

Esimerkki V

Kananpojan kuvusta saadun aktiinin affiniteettipuh-

distetun, kaniinista saadun vasta-aineen spesifisyyden
testaaminen aktiinin suhteen, joka esiintyy kananpojan
keuhkojen epiteelisolujen sekundidriviljelmistd saadussa
kokonaissolulysaatissa, k#yttden blot overlay-immunomd&dri-
tystd ja kullalla merkittyé sekunddiristd vasta-ainetta
ja tém#n jdlkeistd hopealla voimistamista.

5.1 Anti-aktiinin antiseerumin valmistus

Elektroforeettisesti puhdas kananpojan kuvun aktii-
ni homogenoitiin ja ruiskutettiin kaniineihin kuten on ku-
vattu tubuliinin ja kalmoduliinin yhteydessa esimerkissd
1.1. Seerumi valmistettiin ja varastoitiin kuten esimer-
kissd 1.1 on kuvattu.

5.2 Aktiinin vasta-aineen affiniteettipuhdistus

Aktiini kytkettiin Sepharose-4-B-CNBr:dan (Pharma-
cia) valmistajan ohjeiden mukaan. Vasta-aine puhdistettiin
suoraan seerumista. J#lkimm#istd inkuboitiin antigeenid
sisidltdvin geelin kera. Kéytettiin 20 ml seerumia 10:t&
milligrammaa kohti kytkettya antigeenis. Kahden tunnin
inkuboinnin jilkeen geeli kaadettiin pylvédseen ja pestiin
10 millimoolisella tris-puskuroidulla keittosuolaliuoksel-
la (TBS), kunnes absorbanssi aallonpituudella 280 nm oli
olennaisesti nolla. Ei-spesifinen adsorboiva aines eluoi-
tiin TBS:114, jossa oli 1 moolista NaCl:&d ja sitten pes-
tiin TBS:114. Spesifinen vasta-aine eluoitiin 0,1 mooli-
sella glysiini-HCl-puskurilla pH-arvossa 2,8. Yhden mil-
1ilitran fraktiot neutraloitiin v#litt®masti 100 pl:lla 1
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moolista tris-HCl-puskuria, PH 8,5. Vasta-aineen konsent-
raatio mitattiin aallonpituudella 280 nm k#yttien E, % =
14,3. Eluoitujen vasta-aineiden mddrdosia varastoitiin 1i-
sdkdsittelemdtts -20°C:ssa.

5.3 Kananpoikasikidn keuhkoista saatujen epiteeli-

solujenviljely
Kananpoikasiki®dn keuhkoepiteelisolut eristettiin
14 vrk vanhojen kananpoikasiki®iden keuhkoista. Kudos hie-
nonnettiin kdsin ja sitd trypsinoitiin 20 minuuttia
37°C:ssa 0,25 %:isessa trypsiinissd Hanksin tasapainote-

tussa suolaliuoksessa, jossa ei ollut Ca?* - ja Mg?* -ione-
ja. Reaktio keskeytettiin elatusalustalla ja 10 $%$:isella
FCS:118. Sentrifugoinnin ja uudelleensuspendoimisen j&l-
keen solut siirrettiin 75 cm? T-kolveihin ja annettiin
kiinnittyd 12-24 tuntia ennen elatusalustan vaihtamista.
Kun oli viljelty 3-5 vuorokautta solut trypsinoitiin no-
peasti (2-3 minuuttia) (0,25 %:isessa trypsiiniliuoksessa)
ja soluista valmistettiin maljaviljelmis petrimaljoissa,
joiden halkaisija oli 9 cm, ja kdytettiin 3-5 vuorokauden
kasvun jdlkeen eli solujen kasvettua yhteen. Soluja vil-
jeltiin Eaglen minimum essential medium'issa, johon oli
lisdtty ei-valttdmattémis aminohappoja ja 10 % naudansi-
kidseerumia, kostutetussa 5 % CO, /ilmakehdsssd 37°C:ssa.
5.4 Kananpoikasiki®n keuhkoista saatujen epiteeli-

solujenkokonaissolu-SDS-1ysaatin valmistus

Petrimaljoissa (halkaisija 9 cm) kasvaneet solut
pestiin Ca’*- ja Mg?‘-ioneja sis#ltdmittOmisss PBS:ssd
(Dulbecco) ja otettiin talteen kumilastalla ja upotettiin
Eppendorf-kérjessi (1,5 ml) absoluuttiseen asetoniin
-20°C:ssa. Asetoni haihdutettiin ja kuiva solujdsnnds
liuotettiin kiehuvaan SDS-ndytepuskuriin, jossa oli 1 mil-
limoolista TAME (proteaasin estoaine). Sentrifugoinnin
jdlkeen saatu liukenematon aines hyldttiin. Tdstd lysaa-
tista saadut SDS-geelit (Laemmlin mukaan) ajettiin sarja-
laimennettuina ndytepuskurilla ja v8rjattyind coomassiesi-
niselld sopivimman ndytelaimennuksen arvioimiseksi. Siir-
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rettdessid sitten elektroforeettisesti geenin seulontamem-
braaniin (valmistaja NEN) kdytettiin laimennussuhdetta
1:16. Yksi siirtoyksikk® muodostui yhdesta kaistasta tata
lysaattilaimennosta ja yhdesta kaistasta seosta, jossa oli
puhdistettuja vertailuproteiineja Ch. g. filamiini, Ch.
g. myosiini (H- + L-ketju), Ch. g. a-aktiini, BSA, rotan-
aivotubuliini ja sianmahatropomyosiini, jokaista 0,06 ng
kaistaa kohti.

T4dm&n jdlkeen annettiin puskuririntaman laskeutua
geelin alapd#&hdn ja elektroforeettinen siirto geenin seu-
lontamembraaniin tapahtui samoin kuten esimerkissd 2.3.
Blottausyksikk® leikattiin irti Jja proteiinin jdljelle
jadneet sitoutumiskohdat tehtiin tehottomiksi kuten esi-
merkeissi 1.2 ja 2.3 on kuvattu. Inkubointi aktiinin vas-
ta-aineen (0,5 pg/ml) ja GAR G20:n (abrorbanssiarvo 520
nm = 0,2) kera ja GAR G20:n laimentaminen 0,1 %:isella
BSA-trispuskurilla ja 0,4 %:isella gelatiinilla suoritet-
tiin suljetuissa muovipusseissa, joiden koko vastasi suun-
nilleen arkin kokoa, kumpikin toimenpide kesti kaksi tun-
tia kuten esimerkissid 2.4 on kuvattu.

Kun oli kaksi tuntia inkuboitu GAR G20:n kera, ar-
kit pestiin 0,1 %:isella BSA-trispuskurilla ja preparoi-
tiin hopealla voimistamista varten. T4n4 aikana tulivat
jo ndkyviin aktiinin 1iikkuessa vdrilt#in vaaleanpunaises-
ta punertavaan vaihteleva vybhyke lysaatissa, joka vyShyke
vastasi aktiinia proteiiniseoksessa.

5.5 Hopealla voimistaminen

Arkit pestiin kaksi minuuttia sitraattiperuspusku-
rin 1:10-laimennoksessa. T&md puskuri sisdlsi 100 ml:ssa
25,5 g trinatriumsitraattia ja 23,5 g sitruunahappoa, pH
4.

Sitten arkkeja inkuboitiin 15 minuuttia, huolelli-
sesti valolta suojattuna, fysikaalisessa kehitteessd, joka
sisdlsi:
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60 ml deionoitua vettd

0,85 g hydrokinonia 15,0 ml:ssa deionoitua vettd

10 ml sitraattipuskuria, pH 4

0,11 g hopealaktaattia 15,0 ml:ssa deionoitua vettd

Hopealaktaatti suojattiin huolellisesti valolta ja
lisdttiin muihin komponentteihin juuri ennen k&yttda.

Reaktioajan p##tyttyd arkit pestiin runsaalla vesi-
ma4ralls ja késiteltiin Agefixilla (1:4 vedessda), joka on
valokuvauskiinnite.

Arkit pestiin uudelleen runsaalla vesimddradllad ja
kuivattiin ilmassa.

5.6 Tulokset

Aikaisemmin vaaleanpunaisen-punertavaksi vdrjdyty-
nyt vybhyke ndkyi nyt intensiivisen mustana. Aktiinin vas-
ta-ainetta voidaan pit#i #8rimm3isen spesifisend ja vasta-
aineella on saatu hyvi# tuloksia vérjattdessd immunosyto-
kemiallisesti soluviljelmien aktiinipitoisia rakenteita.

5.7 Padtelmdt

Hopealla voimistaminen parantaa voimakkaasti totea-
mismenetelmi#n kontrastia ja herkkyyttd. Niinpd jatkettaes-
sa esimerkkii IV kehitt#mialls vdrjdytyneet, kolloidisella
hopealla merkityt vasta-aineet saatiin toteamisrajaksi
vain viiden minuutin reaktion j#lkeen 3 ng 30 ng:n asemas-
ta tédpldd kohti.
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmd spesifisestd sitoja-aineesta ja vas-
taavasta akseptoriaineesta muodostuneen agglomeraatin to-
teamiseksi tai mdarittédmiseksi blot overlay-tekniikkaa
kayttdvien yleismenetelmien avulla, joissa k#ytet#in mer-
kittyj4 komponentteja, t unne t t u siiti, ettd merki-
tyt komponentit, jotka on saatu kytkem#lld kolloidisiin
metallihiukkasiin agglomeraatin haluttu komponentti, joka
agglomeraatti on muodostunut spesifisest# sitoja-aineesta
ja vastaavasta akseptoriaineesta, tai kytkem&llid kolloidi-
sella metallilla merkittyyn sitoja-aineeseen agglomeraatin
haluttu komponentti, joka agglomeraatti on muodostunut
spesifisestd sitoja-aineesta ja vastaavasta akseptoriai-
neesta, visualisoidaan v&risignaalina, joka sijaitsee spe-
sifisen sitoja-aineen ja vastaavan akseptoriaineen v&lisen
reaktion reaktiokohdassa blottausv#dliaineen pinnalla, tai
mddritetddn kvantitatiivisesti t#ss8 kohdassa sin#dnsd tun-
netuilla spektrofotometrisilli menetelmilli.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd spesifinen sitoja-aine on
spesifinen sitojaproteiini.

3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd se kisittd48 seuraavat vai-
heet:

I) immobilisoidaan akseptoriaine immobilisoivaan
matriisiin,

II) saatetaan mainittu immobilisoiva matriisi kos-
ketukseen kolloidisilla metallihiukkasilla merkityn spesi-
fisen sitoja-aineen kanssa ja

III) todetaan vidrisignaali reaktiokohdassa immobi-
lisoivan matriisin pinnalla.

4. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd se k#sittdd seuraavat vai-
heet:
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I) immobilisoidaan akseptoriaine immobilisoivaan
matriisiin,

II) saatetaan mainittu immobilisoiva matriisi kos-
ketukseen merkitsemdattdmén spesifisen sitoja-aineen kanssa
ja sitten kolloidisella metallilla merkityn proteiinin
kanssa, joka on spesifinen merkitsemidttbmille spesifisel-
le sitojaproteiinille, ja

III) todetaan vdrisignaali reaktiokohdassa immobi-
lisoivan matriisin pinnalla.

5. Patenttivaatimuksen 3 tai 4 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd immobilisointivaihe suorite-
taan adsorboimalla suoraan ja/tai sitomalla kovalenttises-
ti, mahdollisesti sen jdlkeen, kun on erotettu elektrofo-
reettisesti ja siirretty tai blotattu elektroforeesivali-
aineesta blottausvdliaineeseen, ja tekem&lld sitten jal-
jella olevat sitoja-aineelle spesifiset sitoutumiskohdat
tehottomiksi sin#nsd tunnetuilla menetelmilli.

6. Patenttivaatimuksen 3 tai 4 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd immobilisointivaihe suorite-
taan antamalla akseptoriaineen sitoutua spesifiseen sito-
Japroteiiniin, joka on immobilisoitu blottausvdliainee-
seen, saattamalla mainittu blottausvdliaine kosketukseen
akseptoriainetta sisdltdvidn vesiliuoksen kanssa.

7. Jonkin patenttivaatimuksista 1-6 mukainen mene-
telmd, t un nettu siiti, etti kolloidiset metalli-
hiukkaset ovat kultaa, hopeaa tai platinaa tai ndiden me-
tallien tai raudan tai kuparin yhdisteitd, ja niiden hiuk-
kaskoko on 3-100 nm.

8. Jonkin patenttivaatimuksista 1-7 mukainen mene-
telmd, t unnet tu siitd, ettid kolloidiset metalli-
hiukkaset ovat kulta- ja/tai hopeahiukkasia, joiden hiuk-
kaskoko on 3-100 nm.

9. Jonkin patenttivaatimuksista 1-8 mukainen mene-
telmd, tunnettu siitd, ettd kolloidisten metalli-
hiukkasten lopullinen toteaminen suoritetaan fysikaalisen
kehitteen kdyttdmisen jdlkeen.
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10. Patenttivaatimuksen 9 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd fysikaalinen kehite on hopea-
pitoinen yhdiste.

11. Testipakkaus, jolla todetaan tai miiritetdsn
vyksi spesifisen sitoja-aineen ja vastaavan akseptoriaineen
v8lisessd8 reaktiossa muodostuvan agglomeraatin komponen-
teista yleiselld blot overlay-mddritysmenetelm#lls,
tunnettu siitd, ettd siind on

a) kolloidisilla metallihiukkasilla merkittyjid kom-
ponentteja, jotka aiheuttavat vdrisignaalin mainitun spe-
sifisen sitoja-aineen ja mainitun akseptoriaineen v#dlisen
reaktion reaktiokohdalla, immobilisoivan matriisin pinnal-
la;

b) fysikaalisen kehitteen komponentteja ja

c) muita reagensseja.

12. Patenttivaatimuksen 11 mukainen testipakkaus,
tunnettu siitd, ettd muut reagenssit on valittu
seuraavista aineista

(i) puskurit,

(1i) immunologista sitoutumista optimoivat aineet,

(iii) merkitsem&dtdn sitoja-aine ja

(iv) kiinnitysaine.

13. Patenttivaatimuksen 11 tai 12 mukainen testi-
pakkaus kédytettdvdksi jonkin patenttivaatimuksista 1-10
mukaisessa menetelmdsséd.
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Patentkrav

1. Forfaringssdtt f6r att upptdcka eller best#mma
ett agglomerat bildat av ett specifikt bindande #&mne och
en motsvarande acceptorsubstans med tillhjalp av de all-
mé&nna metoderna av blot overlay-teknik med anvéndning av
mdrkta komponenter, k 8 nne teckn a t ddrav, att
de m&rkta komponenterna, erhallna genom koppling av den
Onskade komponenten av agglomeratet bildat av det specifi-
ka bindande &mnet och av den motsvarande acceptorsubstan-
sen till kolloida metallpartiklar eller genom koppling av
den Onskade komponenten av agglomeratet bildat av det spe-
cifika bindande &mnet och av den motsvarande acceptorsubs-
tansen till ett med en kolloid metall mdrkt bindande &mne,
blir visualiserade som en fargsignal, lokaliserad pd reak-
tionsstdllet av reaktionen mellan det specifika bindande
amnet och den motsvarande acceptorsubstansen pd blotme-
diets yta eller kvanitativt best#md pa detta stdlle genom
i och for sig k#nda spektrofotometriska metoder.

2. Forfaringss#tt enligt patentkravet 1, k 8 n -
netecknat dirav, att det specifika bindande &m-
net dr ett specifikt bindande protein.

3. Forfaringssdtt enligt patentkravet 1 eller 2,
kd&8nnetecknat ddrav, att det omfattar fdljande
faser:

I) acceptorsubstansen immobiliseras till en immobi-
liserande matris,

II) n8mnda immobiliserande matris bringas i kontakt
med det specifika bindande dmnet, mdrkt med kolloida me-
tallpartiklar och

III) fdrgsignalen upptécks pA reaktionsstillet pa
den immobiliserande matrisens yta.

4. FOrfaringssdtt enligt patentkravet 1 eller 2,
kd8nnetecknat ddrav, att det omfattar f8ljande
faser:
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I) acceptorsubstansen immobiliseras till en immobi-
liserande matris,

II) ndmnda immobiliserande matris bringas i kontakt
med ett omidrkt specifikt bindande &mne, och direfter med
ett med en kolloid metall markt protein, specifikt for det
omiarkta specifika bindande proteinet, och

I1I) fargsignalen upptdcks pA reaktionssétllet pa
den immobiliserande matrisens yta.

5. Fdrfaringssidtt enligt patentkravet 3 eller 4,

k annetecknat dirav, att immobilisationsfasen
dstadkommes genom direkt adsorption och/eller kovalent
bindning eventuellt efter applikation av elektroforetisk
separation och en dverfsring eller blotning fran det

elektroforetiska mediet till blotmediet med pafdljande
forkvivande av aterstdende, for det bindande #mnespecifika
bindningsstédllen genom i och fér sig k#nda metoderna.

6. Forfaringssdtt enligt patentkravet 3 eller 4,

k annetecknat dirav, att immobiliseringsfasen
Astadkommes genom att acceptorsubstansen til1lats bli bun-
den till ett specifikt bindande protein, som har blivit
immobiliserat i blotmediet, genom att nimnda blotmedium
bringas i kontakt med en vattenldsning, som innehdller
acceptorsubstansen.

7. Forfaringssitt enligt nagot av patentkraven 1-
6, k Aanneteckna t darav, att de kolloida metall-
partiklarna &r av guld, gsilver eller platina eller fdre-
ningar av dessa metaller eller j&rn eller koppar och har
en partikelstorlek av 3-100 nm.

8. Forfaringss4tt enligt nagot av patentkraven 1-
7, kdannetec k n a t dirav, att de kolloida metall-
partiklarna &r guld- och/eller silverpartiklar med parti-
kelstorleken av 3-100 nm.

9. Forfaringss#tt enligt nagot av patentkraven 1-
8, kannetecknat diarav, att den slutliga upp-
tickten av de kolloida metallpartiklarna Astadkommes efter
anvidndning av en fysikalisk framkallare.
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10. F&rfaringssétt enligt patentkravet 9, k 4 n -
netecknat dirav, att den fysikaliska framkallaren
4r en silverhaltig férening.

11. Testfdrpackning, varmed upptédcks eller bestdms
en komponent av ett agglomerat bildat genom reaktionen
mellan ett specifikt bindande &mne och en motsvarande ac-
ceptorsubstans med en allmidn blot overlay-bestémningsme-
tod, k annetec k nad diarav, att den innehdller

a) med kolloid metallpartiklar mérkta komponenter,
som fdrorsakar en férgsignal pd reaktionsstdllet av reak-
tionen mellan namnda specifika bindande #&mne och n#mnda
acceptorsubstans pa ytan av en immobiliserande matris;

b) komponenter av en fysikalisk framkallare och

c) dvriga reagensser.

12. Testfdrpackning enligt patentkravet 11,
kannetecknad dirav, att de dvriga reagensserna
har valts av fdljande substanser:

(i) buffertar,

(ii) substanser som optimerar immunologisk bind-
ning,

(iii) ett om#rkt bindande &mne och

(iv) ett fixeringsmedel.

13. Testfdrpackning enligt patentkravet 11 eller
12 f6r anvindning vid férfaringssidttet enligt nagot av
patentkraven 1-10.
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