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fremgangsmaéde til proveekstraktion, oprensning, opkoncentre-
~ing og kvantitativ bestemmelse af lavmolekylere organiske
forbindelser fra biologiske kilder, sasom planter, navnlig
normonerne cytokininer eller auxiner, hvilken fremgangsmade
omfatter provens underkastelse i form af en isoleret ekstrakt
fra biologisk materiale pasat via en pra-immuno-forkolonne el-
ler direkte til et immuno-affinitetsoprensningstrin under an-
.vendelse af et selektivt antistof, efterfulgt af en enzym-
sundet immunosorptionsanalyse under anvendelse af navnte eller
andet antistof, der er stabiliseret ved hjaip af sukker, hvori
det selektive antistof, der udviser gruppespecificitet, an-
vendes i oprensningstrinnet; antistoffet er kovalent bundet
til en matrix uden tab af bindingskapacitet overfor det pas-
sende antigen; de lavmolekylzre organiske forbindelser er re-
versibelt bundet til en immuno-affinitetskolonne under anven-
delse af vandige reagenser og elueret under anvendelse af or-
ganiske eller vandige oplosningsmidler. Fremgangsmaden udfores
fortrinsvis ved hjalp af et hidtil ukendt sa%t, som omfatter

i. bestandddele, der kraves til proveekstraktion og oprens-
ning, og

ii. bestanddele, der er nsdvendige til anvendelse ved en en-

zymbundet immunosorptionsanalyse. .
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Opfindelsen angar en fremgangsmade til proveekstraktion, op-
rensning, opkoncentrering og kvantitativ bestemmelse af lavmo-
lekylare organiske forbindelser (LMWOC'er) fra biologiske kil-
der, sasom planter, navnlig plantehormonerne cytokininer, sa-
som zeatin og N-9-substituerede derivater af zeatin, og auxi-
ner, sasom indol-3-eddikesyre, og et analysesazt til udferelse
af navnte fremgangsmade og anvendelse af dette sat ved frem-

gangsmaden.

Interessen i den kvantitative bestemmelse af LMWOC'er stammer
fra den forudsatning, at forandringer i deres Kkoncentration
indvirker pa det fysiologiske stadium af plantematerialet. Det
er imidlertid almindeligt anerkendt, at koncentrationen og/el-
ler aktiviteten af LMWOC'er er mere udprazget i planternes me-

ristematiske regioner.

Uanset arten af vekselvirkning mellem plantevakstsubstanserne
og morfogenesen er det indlysende, at antallet af involverede
celler er ringe i sammenligning med hovedmassen af vavet. Sa-
ledes vil man ikke opna betydningsfulde forskelle ved at ana-

lysere hele planten eller store dele af vav/organ fra planten.

Bestaende fremgangsmader til kvantitativ bestemmelse af

LMWOC'er er ikke helt tilfredsstillende idet:

1. De forbruger en stor mangde biologisk materiale, idet de
kendte metoder kraver adskillige forskellige kromatografiske
procedurer, jfr. I.M. Scott og R. Horgan: Quantification of
cytokinins by selected ion monitoring using 15N-1abelled in-
ternal standard. Biomed. Mass Spectrometry, bind 7, nr. 10,

side 446-449, 1980.

2. De kraver en udstrakt Tlaboratorietid og arbejdsmassig

ferdighed.

1 DE-patentskrift nr. 29 10 707 (Abbott Laboratories) beskri-
ves anvendelsen af sukker til opretholdelsen af immunoreagen-

sernes biologiske aktivitet i terret form.
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WO 86/04096 anforer et tert praparat af enzymatisk aktivt rea-
gensmateriale, f.eks. reagenser, der er egnet til enzymbundet
specifik bindingsanalyser, sasom ELISA, og reagenssat, der
indbefatter sadanne torrede praparater. Et praparat, hvori den
enzymatiske aktivitet bevares, er saledes tilvejebragt. I nar-
varende opfindelse tilvejebringes en konservering af antistof-

aktivitet ved hjalp af en sukkerbelzgningsprocedure.

I NO patentskrift nr. 146.74T beskrives isolering og yderiige-
re oprensning af placenta-specifikt protein PPy ved hjalp af
affinitetskromatografi, hvor proteinet er reversibelt bundet i
et vandigt medium. Proteinet elueres efterfslgende med en van-
dig oplegsning med en pH-vardi pa 2-4. Denne metode er imidler-
tid komplicereret, da det er nedvendigt at udfalde ugnskede
forbindelser med diaminoethoxyacridinlactat under oprensningen
og derefter isolere PPg ved udfaldning med ammoniumsulfat.
Desuden er denne kendte fremgangsmade specielt tilpasset til
det store molekyle PPg og vil ikke kunne anvendes til lavmole-
kylare organiske forbindelser, sasom plantehormonerne cytoki-

niner og auxiner.

Der er for tiden ét sat pa& markedet, som alene koncentrerer
sig om den kvantitative bestemmelse af LMWOC'er. Det markeds-
fores af Idetek, Inc. USA under varemazrket PHYTODETEK®. Bru-
gere af dette kendte sat er imidlertid henvist til isolering
og oprensning af LMWOC'erne enten ved metoden ifslge E.M.S.
MacDonald, D.E. Akiyoshi og R.0. Morris: Combined highperfor-
mance 1liquid radioimmunoassay for cytokinins. Journal of
Chromatography, bind 214, side 101-109, 1981, eller under an-
vendelse af sarlig dyrt og kompliceret udstyr (se f.eks. I.M.
Scott og R. Horgan: Mass spectrometric quantification of cyto-
kinin nucleotides and glycosides in tobacco crown-gall tissue.
Planta, bind 161, side 345-354, 1984). Prgveoprensning pa tra-
ditionel made nedvendigger anvendelsen af et antal kromatogra-
fiske trin. Dette er uhensigtsmassigt pa grund af et dermed
forbundet tab ved hvert trin. For at kompensere for dette tab
isolerer en forsker ofte LMWOC'erne fra en relativ stor

provemangde. Anvendelsen af en stor prgvemangde er ufordelag-
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tig, idet meningen med analysen af plantevakstregulatorer
ligger i de lokale forskelle i koncentration, som er afgerende
med henblik pa differentiering. Jo sterre provemangde desto

storre er prevetagningsfejlen derfor.

Fremstilling af antistoffer mod LMWOC'er er beskrevet (over-
sigtsartikel overblik, se E.W. Weiler: Immunoassay of plant
growth regulators. Ann. Rev. Plant Physiol., bind 35, side
85-95, 1984). Disse antistoffer er blevet anvendt til frem-
stilling af immuno-affinitetskolonner med det navnte formal at
oprense de tilsvarende lavmolekylare organiske stoffer af in-
teresse, f.eks. et plantehormon. Hidtil angik anvendelsen af
sadanne kolonner brugen af organiske oplesningsmidler, der
vides at vare toksiske og om muligt ber udelades i analysesat,
der skal forsendes og opbevares sikkert. I de offentliggjorte
eksempler, hvori immuno-affinitetskolonner anvendes til prove-

oprensning, geres der endvidere brug af polyklonale antistof-

fer.

Fra den europaiske patentansggning nr. EP 153 875/A2 kendes
det at afbede vanskeligheder med ikke-specifik binding, en
sideeffekt i ELISA, ved at underkaste en prgve en enzym-bundet
immunoadsorbent analyse i narverelse af en virksom mangde
sukker. Sukkeret er sadledes til stede under antigen-antistof-
reaktionen. Som navnt anvendes sukkeret for at undga ikke-
specifikke bindingsreagenser og for at mindske sideeffekter.
Formadlet med den foreliggende opfindelse, hvad angdr tilsatn-
ing af en sukkerart, er et helt andet, nemlig stabilisering af
antistoffets biologiske aktivitet under frysetgrringsprocessen

samt under opbevaringsperioden senere hen.

Helt overraskende blev der imidlertid udviklet en fremgangsma-
de, som er meget mere anvendelig i et sat, idet anvendelsen af
organiske oplgsningsmidler erstattes af et vandigt systenm. Ved
anvendelse af denne metode kan LMWOC'er, f.eks. som beskrevet
i eksempel 1, zeatin og N-9-substituerede derivater af zeatin
isoleres, oprenses og bestemmes kvantitativt ved en meget fol-
som, palidelig, reproducerbar og hurtig undersggelse, som o0gsa

nemt kan automatiseres.
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Udviklingen af en analytisk undersggelse for LMWOC er baseret
pad en simpel ekstraktionsprocedure, som involverer nogle fa
enkle trin. Dermed undgas behovet for stor prgvesteorrelse til

ekstraktionen.

Det er formalet med den foreliggende opfindelse at anvise en
fremgangsmade til kvantitativ bestemmelse af LMWOC baseret p&
et vandigt system og hvor analysen er meget fglsom, palidelig,
reproducerbar og hurtig, og kan automatiseres samt samt et

analysesat til brug ved udegvelse af fremgangsmaden.

Dette opnds ifolge opfindelsen, som tilvejebringer en frem-
gangsmade til proveekstraktion, oprensning, opkoncentrering og
kvantitativ bestemmelse af lavmolekylare organiske forbin-
delser fra biologiske kilder, sasom planter, navnlig hormoner-
ne cytokininer eller auxiner, hvilken fremgangsmide omfatter
at proven underkastes i form af en isoleret ekstrakt af bio-
logisk materiale, pafert via en pra-immun-forkolonne eller
direkte, at et immuno-oprensningstrin under anvendelse af se-
lektivt forste antistof, efterfulgt af en enzymbundet immuno-
sorptionsanalyse (ELISA) under anvendelse af et antistof, der
er stabiliseret ved hjalp af sukker, idet navnte fremgangsmade
er ejendommelig ved, at man som det selektive, forste antistof
i oprensningstrinnet anvender et antistof med gruppespecifici-
tet; at det forste antistof er kovalent bundet til en matrix
uden tab af bindingskapacitet for det pagzldende antigen; at
man binder de lavmolekylare organiske forbindelser reversibelt
til en dimmuno-affinitetskolonne under anvendelse af vandige
reagenser; at man eluerer ved hjelp af et oplesningsmiddel
valgt blandt organiske eller vandige oplesningsmidler; og at
man anvender et andet antistof, der er forskellig fra det

forste antistof, som antistoffet ved ELISA.
De vigtigste egenskaber ved den foreliggende opfindelse er:
1. Der anvendes et farste selektivt antistof med gruppespeci-

ficitet, fortrinsvis et monoklonalt antistof, til immunaffini-

tetsoprensningen. Ved at anvende dette antistof opnds en se-
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lektiv binding af en gruppe af nart beslagtede forbindelser,

sisom zeatin og N-9-substituerede derivater af zeatin.

2. Der anvendes et andet antistof, fortrinsvis et polyklonalt
antistof, til den kvantitative bestemmelse ved hjalp af ELISA.
Det anvendte antistof indbefatter antistoffer med en yderst
hej affinitet (hej Ka-vardi), men med en lav affinitet til
krydsreagerende forbindelser. Dette er en afgerende faktor for
opnaelsen af en lav pavisningsgrense og samtidigt opna en me-

get specifik analyse.

Kombinationen af to forskellige antistoffer sikrer en god ud-
vinding og en hej renhed under oprensningen, ligesom der opnas

hej specificitet og felsomhed under alle kvantitative bestem-

melser.

Disse fordele opnds isar, néar der anvendes et monoklonalt an-

tistof, som det farste antistof til oprensning; og et polyklo-
nalt antistof som det andet antistof ved ELISA.

Ved en yderligere foretrukken udfgrelsesform er antistoffet
covalent bundet til matrix'en via en amidbinding, fortrinsvis
opnaet ved anvendelse af en succinylaktiveret carbonylgel. Sa-

ledes kan milde betingelser anvendes til fremstilling af immu-

noaffinitetsmaterialet.

Ved fremgangsmaden ifzlge opfindelsen foretrazkkes det isar, at
der ved immunoaffinitetsoprensningstrinnet undgds enhver ikke-
specifik adsorption til immunocaffinitetskolonnen ved at be-
l2gge den med adenosin eller lignende organiske molekyler, som
jkke udviser signifikant krydsreaktivitet med det selektive
antistof og/eller andre reagenser, som anvendes til ekstrak-
tionen, oprensningen, opkoncentreringen og den kvantitative
bestemmelse af LMWOC'er, navnlig cytokininer eller  auxinern.
Nzrmere bestemt sikrer den opndede specificitet ved begrans-
ningen af bindingen til navnte monoklonale antistoffer, at de
eluerede LMWOC'er vil vere af hej renhed. I alt vasentligt

undgas ikke-specifik adsorption til kolonnen.
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I henhold til den foreliggende opfindelse viste de fglgende
elueringssystemer sig som sarligt effektive ved elueringen af

det affinitetsoprensede antigen:

(i) 0,1 M glycin-HC1, pH 2,2, 20 mM magnesiumacetat, 50 mM KCI
(ii) 0,1 M propionsyre, 10% vol/vol dioxan, pH 2,5

{iii) 0,1 M glycin-HC1, pH 2,5, 25% vol/vol ethylenglycol

(iv) 0,1 M phosphorsyre, pH 2,5

Ved en yderligere foretrukken udfgrelsesform elueres LMWOC'er-
ne specifikt under anvendelse af et vandigt oplegsningsmiddel.
Navnlig foretrakkes anvendelse af 0,1 M phosphorsyre, pH 2,5,
idet dette system 1ikke forstyrrer den efterfeolgende ELISA
kvantitative bestemmelse. Saledes opnds en specifik eluering

af LMWOC'er ved afbrydelse af antistof-antigen-vekselvirk-

ningen.

En vellykket gennemfgrelse af den foreliggende fremgangsmade
athanger derfor af et hidtil ukendt analysesat's anvendelse
ved udferelse af navnte fremgangsmade under anvendelse af en
kromatografisk matrix, hvortil er immobiliseret monoklonale
antistoffer, og et ELISA pavisningssystem, som baserer sig pa
anvendelsen af mikrotiterbrgnde. For at fremstille et sat med
de gnskede holdbarhedskarakteristika indbefattes et sukker ved

fremstillingen af ELISA-pladerne.

Som egnede sukkerarter kan navnes fructose, saccharose, sorbi-
tol og inositol, fortrinsvis saccharose, idet navnte sukker-
arter besidder en fremragende stabiliseringsvirkning pa native

antistoffer.

Dette hidtil ukendte analysesat ifolge den foreliggende opfin-
delse har to adskilte funktioner. For det forste enkle og ef-
fektive isolerings- og oprensningstrin. For det andet kvanti-

tativ bestemmelse af de ekstraherede bestanddele.
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Saledes tilvejebringer sattet ifoslge opfindelsen et hurtigt og
virksomt isolerings- og kvantificeringssystem for LMWOC'er,
sdsom zeatin og N-9-substituerede zeatinderivater. Immuno-
affinitetskolonner, der bestar af monoklonale anti-zeatinri-
bosidantistoffer, som er bundet til en agarosegel, anvendes
til prevefremstilling. Kolonnematerialet har en hej selektiv
adsorption for zeatin og N-9-substituerede derivater af zeatin

kombineret med en lav ikke-specifik bindingskapacitet.

De fra kolonnen eluerede fraktioner er af hej renhed, og ud-

byttet er ligeledes hgjt.

Kolonnematrixens stabilitet og de monoklonale antistoffer til-

lader gentagne anvendelser.

Kvantitativ bestemmelse af LMWOC'er, sasom zeatin og N-9-sub-
stituerede derivater deraf, er baseret p& et enzymbunden immu-
nosorptionsanalyse (ELISA) -system. ELISA-bestanddelen af
sattet benytter monoklonale eller polyklonale antistoffer. I
begge tilfelde er foglsomheden sarlig hsj, f.eks. giver et po-
lyklonalt antistof med en haj associationskonstant femtomolar

folsomhed.

Et vaesentligt trak ved det foreliggende analysesat er, at det
tillader en selektiv isolering og oprensning af LMWOC'er, sa-
som plantehormoner, f.eks. cytokininer, s&som zeatin og
N-9-substituerede derivater af zeatin, eller auxiner, séson
indol1-3-eddikesyre. I tilfelde af et cytokinin, f.eks. zeatin,
er det onskeligt at kunne isolere den fuldstandige stofgruppe
(det vil sige zeatin plus N-9-substituerede derivater af zea-
tin) § &t enkelt trin. For tiden er de indbyrdes forhold af
disse substanser ikke fuldt fastlagt. Adskillelse af de for-
skellige cytokininer kan opnas ved hjalp af HPLC. Det forelig-

gende sat er sdledes af speciel interesse, idet det nu er mu-

‘1igt at oprense og isolere zeatin og N-9-substituerede deri-

vater som en enkelt hovedgruppe af cytokininer, hvor sidst-
navnte er en vigtig klasse af biologisk aktive substanser.

Heri gennemfgres oprensningen og/eller opkoncentreringen ved
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hjelp af immuno-affinitetsadsorption af vavsekstrakten under
anvendelise af en immuno-affinitetskolonne, hvori et specifikt
monoklonalt antistof covalent er bundet til en uoplgselig ba-
rer. Formalet med de monoklonale antistoffer under oprens-
ningstrinnet er at frembringe en dimmuno-affinitetsadsorbent
karakteriseret ved kun é&n associationskonstant, som er udvalgt
til at give fuldstendig og reproducerbar eluering af den
bundne preve., Ved andre anvendelser af fremgangsmaden er et
monoklonalt antistof, som anvendes pa kolonnnen, ikke nedven-

digvis det samme som det, der anvendes pa ELISA mikrotiter-

pladen.

Binding af de Tlavmolekylare organiske forbindelser af inter-
esse er herved specifik og reversibel. Eluering af de bundne
molekyler opn&s ved forandring af eluenten, sa den specifikke
vekselvirkning, der involverer det immobiliserede antistof og
bestanddelene af interesse, er mindre stabil og afbrydes. Ef-

ter reazkvilibrering af immuno-affinitetsmatrixen kan syste-

met genanvendes mange gange.

Udvikling af en virksom fremgangsmade til preveoprensning ba-

seret p& ovennavnte princip indbefatter:

1. En effektiv ekstraktionsprocedure med en kvantitativ gen-

finding af alle bestanddele af interesse.
2. Den korrekte udvalgelse af det monoklonale antistof.
3. Den korrekte udvalgelise af den uoploselige matrix.

4. Passende betingelser til den kovalente kobling af det mono-

klonale antistof til matrixen.

5. Passende betingelser til adsorptionen og elueringen af be-

standdelene af interesse.

6. Kort ekspeditionstid med henblik p& genanvendelsen af immu-
noaffinitetsmatrixen, det vil sige matrixens regenerering

kraver kun et enkelt vasketrin.

O
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Fremgangsmaderne ifolge opfindelsen til ekstraktion, oprens-
ning, opkoncentrering og kvantitativ bestemmelse af LMWOC'er
omfatter som ovenfor beskrevet de fglgende hovedtrin, som til
illustrative formal specifikt forklares i forbindelse med
jsoleringen af zeatin og N-9-substituerede derivater af zea-

tin:

Trin 1: Ekstraktion af vav for at opna en radekstrakt af
vav/materiale, som indeholder Javmolekylare organiske forbin-

delser som beskrevet ovenfor.

Trin II: Eventuelt forbehandling af ridekstrakter. Dette trin
er kun ngdvendigt i forbindelse med sarigt kontaminerede pre-
ver. Sadanne prover ekstraheres med n-pentan for anbringelse

pa forkolonnen i trin III.

Trin III: Oprensning af LMWOC'er ved hjalp af en praimmuno-
forkolonne, hvorved ikke-bundne fraktioner opsamles (se P.
Ulvskov, J. Marcussen, R. Rajagopal, E. Prinsen, P. Riidelsheim
og H. van Onckelen: Immuno-affinity purification of indole-3-
acetamide using monoclonal antibodies. Plant Cell Physiol.,
bind 28, nr. 5, side 937-945, 1987).

Trin IV: Oprensning af LMWOC'erne af interesse ved hjalp af en
immuno-affinitetskolonne under anvendelse af hojt specifikke

og velkarakteriserede monoklonale antistoffer for navnte

LMWOC (er), samt opsamling af eluatet.

Trin V: Kvantitativ bestemmelse af eluerede forbindelser ved
hjelp af ELISA. Hvis der ikke anvendes en HPLC-fraktionering
for trin V, opnas en kvantitativ bestemmelse af stofgruppen,
mod hvilken det specifikke antistof blev dannet. Hvis man
imidlertid anvender en sadan HPLC-fraktionering, er det muligt
at adskille og kvantificere hver af de isolerede bestanddele,
nemlig zeatin, zeatinribosid, zeatinglucosid, 9-alanyl-zeatin

og zeatin-9-ribosid-5'-monophosphat.

Ad. Trin I: Til ekstraktion af vavsmateria1et,'der skal ana-

lyseres, kan man anvende en mekanisk senderdeling af vavet i
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flydende nitrogen, efterfulgt af ekstraktion af det sgnder-
delte vav ved stuetemperatur med et overskud af et methanol-
eller ethanolbaseret ekstraktionssystem. Ekstraktionssystemet
ber fortrinsvis fremstilles lige for anvendelsen. Det organi-
ske oplgsningsmiddel fjernes almindeligvis ved hjalp af af-

dampning under reduceret tryk.

Ad. Trin II: Vavsekstrakten fra trin I blandes med en passende
mangde (almindeligvis 1/3 volumen) n-pentan. Efter henstand
ved stuetemperatur forekommer faseadskillelsen. Forbindelserne
af interesse befinder sig i den nedre vandige fase, og de fle-
ste af urenhederne, f.eks. pigmenter, befinder sig 1 den evre

organiske fase. Den vandige fase anvendes i trin III.

Ad. Trin III: Yderligere oprensning af ré&ekstrakten, der
stammer fra trin I og/eller II foretages p& en pra-immuno-
forkolonne. Den ovennavnte fraktion sazttes pa forkolonnen ved
en pasende gennemstremningshastighed. Effluentet dindeholder
LMWOC'er og opsamles. Forkolonnen kan bortkastes efter brugen.
Formdlet med forkolonnen er at fjerne forbindelser, som bindes
ikke-specifikt enten ti1 matrixen eller til antistoffet. Ad
denne vej indfgres et oprensningstrin fegr dimmuno-affinitets-
kromatografien. Dette beskytter ydeevnen af immuno-affinitets-
kolonnen og forgger det antal gange, matrixen kan genanvendes.
Forkolonnen indeholder immobiliserede immunoglobulinproteiner,
som er kovalent bundet til en matrix med en hgj ikke-specifik
sorption, f.eks. agarosegel, cellulosebaserede derivater, ny-

loner, dextraner eller glas.

Ad. Trin IV: Den fra trin III resulterende vavsekstrakt opren-
ses pa en immuno-affinitetskolonne. Immuno-affinitetskolonnen
anvender monoklonale antistoffer dannet mod antigenet, f.eks.
plantehormonbarer eller plantehormon-proteinkonjugater. Ad
denne vej bindes antistoffet, der er dannet mod et sadant an-
tigenkonjugat, kovalent til matrixen via antistoffernes ikke-
essentielle aminosyregrupper. Matrixen, en agarosegel eller en
hvilken som helst matrix med lignende karakteristika udviser

almindeligvis en sarlig lav ikke-specifik adsorption og har
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idelle fysiske karakteristika og stremningskarakteristika. (Se
P. Cuatricasa, J. Parikh: "A sorbent for affinify chromatogra-
phy. Use of N-hydroxysuccinamide esters of agarose", Biochemi-
stry, bind 11, nr. 12, side 2291-2298, 1972.) LMWOC'erne elu-
eres ved at forandre omgivelsen, si& vekselvirkningen mellem de
lavmolekylare organiske stoffer og antistoffet bliver ustabil
(f.eks. ved tilsetning af et organiske oplesningsmiddel, sasom
methanol, eller ved at @&ndre pH-verdien i mediet, ideelt ved
at sanke mediets pH-verdi). Eluatet opsamles som én eller

flere fraktioner.

Ad. Trin V: Hvis de bundne fraktioner elueredes ved pH-foran-
dring, neutraliseres eluatet for videre analyser. ELISA an-
vendes til kvantitativ bestemmelse. Alternativt kan undersgge-
ren gnske fraktionering af de ovenfor eluerede fraktioner, som
indeholder en blanding af zeatin og N-9-substituerede deriva-
ter. Mikrotiterbreonde bel®gges med polyklonalt antistof dannet
mod LMWOC-bzrer, f.eks. proteinkonjugat. Formdlet med det po-
lyklonale antistof p& mikrotiterpladerne er at f& de storst
mulige associationskonstanter til pdalidelig kvantitativ be-
stemmelse af de oprensede bestanddele. Antiserum, der er pas-
sende fortyndet i en basisk puffer, sattes til hver brond pa
mikrotiterpladen og pladerne inkuberes i en passende tid for
at tillade antistoffets adsorption pa pladen. Efter pladerne
er belagt med et antistof tilsattes en sukkeroplesning, f.eks.
5% (vol/vol) saccharose, til hver breond pad mikrotiterpladen,
som derefter fryseterres. Feor anvendelse vaskes pladerne flere
gange med pufret saltoplesning. Til bestemmelse af LMWOC-kon-
centrationen i pregven fremstilles en standardkurve. Der sattes
sdledes en rakke standard-LMWOC-oplgsninger til nogle af bren-
dene. De overskydende bregnde anvendes til tilsatning af en
testprove i forskellige fortyndinger. Herefter tilsattes et
LMWOC-enzymkonjugat (f.eks. zeatin-alkalisk phosphatase). Idet
der anvendes en "kompetitiv ELISA", som er velkendt for fag-
folk p& omradet (se E.V. Weiler: "Immunoassays of plant growth
regulators”, Ann. Rev. of Plant Physiol., bind 35, side 85-95,
1980), konkurrerer dette konjugat og den lavmolekylare orga-

niske forbindelse (f.eks. zeatin) i undersggelsesprgven her-
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efter om et begranset antal antistof-bindingssteder. Pladerne
inkuberes herefter i 3 timer ved stuetemperatur eller natten
over ved 4°C og vaskes derefter. Et enzymsubstrat, f.eks. p-
nitrophenylphosphat, sattes herefter til hver brend og mikro-
titerpladen inkuberes for at muliggere enzym-substratreak-
tionen. Til sidst males extinktionen spektrofotometrisk. Stan-
dardkurven kurve anvendes til bestemmelse af koncentrationen i

preven.

Et analysesat omfatter almindeligvis reagenser og materia-
ler til gennemferelse af LMWOC-bestemmelsen ved hjalp af
ELISA, der er baseret p& anvendelse af mikrotiterbrende, som
er belagt med polyklonale eller monoklonale antistoffer, der

er dannet mod bestemte forbindelser.

Det hidtil ukendte analysesat ifelge opfindelsen er nyttig til
udferelse af fremgangsmaden ifolge opfindelsen og bestar af

i) bestanddele A, B og C i tabel 1 (se nedenfor), som er
nodvendige til ekstraktion af de onskede lavmolekylare orga-
niske forbindelser (LMWOC),

ii) en pra-immun forkolonne til for-oprensning af vavseks-
trakt, bestanddel D fra tabel 1, som indeholder immobiliserede
praimmunoglobulin, der er kovalent bundet til en matrix med en

hgj ikke-specifik binding, plus bestanddel G fra tabel 1,

iii) bestanddel E i tabel 1, der indeholder monoklonalt an-
tistof rettet mod den eonskede LMWOC, elueringspuffer, F i
tabel 1, =kvilibreringspuffer, G i tabel 1, og vaskepuffer,
H i tabel 1,

iv) terre ELISA-plader, bestanddel J i tabel 1, belagt med
polyklonalt antistof, dannet mod LMWOC-barerkonjugat og kon-
serveret med en sukkeroplgsning, enzymkonjugat, K i tabel 1,
enzymsubstrat, P i tabel 1, plus neutraliseringspuffer, I
i tabel 1, fortyndingsmiddel til enzymkonjugat, L i tabel
1, phosphatpufret saltoplesning, M i tabel 1, Tween®-20, N
i tabel 1, og enzym-substratfortyndingsmiddel, 0 i tabel 1.

™ k 1777000

VO D



10

15

20

25

30

35

DK 1577098

13

Tabel 1

Reagenser/materialer

homogeniseringspuffer
en antioxidant

saltindstillingspuffer

et hatteglas med materiale til en pra?immuno forkolonne
konserveret med f.eks. natriumbenzoat eller natriumazid)
: et hatteglas med materiale til en immuno-affinitetskolonne

konserveret med f.eks. natriumbenzoat eller natriumazid)

elueringspuffer

vaskepuffer

neutraliseringspuffer (indeholdende f.eks. NH40H)

ELISA-plader, 1lag til en ELISA-plade, pladeforsegling til
n ELISA-plade

et hatteglas med LMWOC-enzymkonjugat

fortyndingsmiddel til enzymkonjugat

phophatpufret eller TRIS-pufret saltoplesning

Tween®-20

A

B

c

D

(

E

(

F

G: akvilibreringspuffer
H

I

J

e

K

L

M

N

0: substratfortyndingsmiddel (indeholdende f.eks. diethanola-
min eller TRIS-puffer)

P: substrat, p-nitrophenylphosphat

Q: blokeringspuffer

Et hidtil ukendt og sardeles verdifuldt trazk ved det ovenfor
navnte sat er, at det omfatter en specifik pre-immuno-
forkolonne til anvendelse for immuno-affinitetsoprensnings-
trinnet v.h.a. immuno-affinitetskolonnen (E). Indbefatningen af
nevnte prazkolonne i sattet ifslge opfindelsen gor det muligt
at oprense vavsekstrakterne p& en sadan made, at de fleste af
de komponenter, der ville forstyrre det efterfeolgende immuno-
affinitetsoprensningstrin og/eller ELISA-trinnet, holdes
tilbage pa& kolonnen. De forbindelser af dinteresse, der skal
analyseres, tilbageholdes ikke pa kolonnen, hvilket sikrer

opndelse af kvantitativt padlidelige méleresultater.
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Indbefatningen af forkolonnen i navnte sa&t resulterer i en
bedre ydelse af immuno-affinitetskolonnen, som skyldes fjer-
nelsen af forstyrrende substanser, der kunne indvirke p& bin-
dingen til antigenet og/eller det antal gange, hvor kolonnen

kan genanvendes.

Et yderligere sarlig verdifuldt trak ved det hidtil ukendte
st er indbefatningen af sukkerkonserverede og stabiliserede
ELISA-plader belagt med polyklonale antistoffer. Dette sikrer
en lang holdbarhed for de immobiliserede antistoffer. Sattet
ifslge opfindelsen loser sdledes de kendte problemer med bibe-
holdelse af et sats aktivitet, selv efter forsendelse og opbe-

varing i et forlanget tidsrum.

Som en yderligere forbedring, der opnds med det nye szt ber
navnes, at navnte sat kan anvendes uden brug af toksiske orga-

niske vasker til elueringsformdl.

Udover de helbredsmassige og sikkerhedsme®ssige fordele opnaet
med den beskrevne fremgangsmade, ber navnes en yderligere for-
del, nemlig at eluering ved hjalp af vandige oplesninger over-
vinder de fysiske og praktiske problemer, der skyldes anven-
delsen af kendte organiske oplgsningsmidier, sasom kvaldning
og skrumpning af kolonnematerialet p& en sadan made, at pali-
deligheden og stabiliteten af kolonnerne forlanges betragte-

ligt.

Som en yderligere forbedring, der opné&s ved hjelp af det hid-
til ukendte sat er anvendelsen af et vandigt elueringsmiddel,
der afbryder antigen/antistof-vekselvirkningen, som sikrer, at
kun de LMWOC'er, der er specifikt bundet til de immobiliserede
monoklonale antistoffer, elueres. En yderligere forbedring
opniet med det hidtil ukendte sat er fraver af forstyrrelse

ved den kvantitative bestemmelse i den efterfslgende ELISA.

Under udferelse af fremgangsmadden ifslge opfindelsen og/eller
under anvendelse af sattet ifolge opfindelsen kan der opsta

nogle problemer for de, der ikke er gvet eller specielt fagud-
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dannet pa omradet. Vejledning i sadanne tilfalde kan findes i
det folgende, hvor zeatin anvendes som ikke-begransende

eksempel.

Forstyrrelse og pracision i immunoanalyse

Kvantificeringssignalet i kompetitive immunoanalyser er en
markegrfortrangning (enten radioaktiv, fluorescerende eller
enzymatisk) fra anfistoffet (se skema 1 nedenfor). Signalet
tilvejebringer ikke information om kilden til fortrangning. To
typer forstyrrelser modes ved kompetitive immunoanalyser: For-
styrrelser hidrgrende fra forbindelser, som er strukturelt be-
slagtet med analytten, og forstyrrelser, der skyldes oplaes-

ningsmiddeleffekt.

Hansen et al. har demonstreret, at zeatin-ELISA ikke vil give
overensstemmende Kkvantitativ bestemmelse af cytokininer i
raekstrakter fra stangelsegmenter af Zea majs (C.E. Hansen, H.
Wenzler og F. Meins jr.: Concentration gradients of trans-
zeatin riboside og trans-zeatin in the maize stem. Measurement
by a specific enzyme immunoassay. Plant Physiol., bind 75,
side 959-963, 1984). Tilstrazkkelig oprensning opniedes ved
indforelsen af et butanol-ekstraktionstrin. Progvefortynding
nedsatter forstyrrelser, nar oplesningsmiddeleffekter er den
fremherskende kilde til forstyrrelse, og 0ogsa nar tilstedeva-
relsen af krydsreaktive forbindelser er problemet, idet for-
tynding af proven ofte nedsatter koncentrationen af de for-
styrrende stoffer til under analysens detektionsgranse (som er
hoj pa grund af den ringe reaktivitet med de fleste poten-
tielle krydsreaktanter), mens koncentrationerne af zeatin og
zeatinribosid stadigvak ligger indenfor maleomradet. Forstyr-
relser detekteres som en ulinearitet af analyserespons efter
provefortynding eller som en mangel pa parallellitet med
standardkurven. Prover med hgjt dindhold af cytokininer kan
fortyndes yderligere far en analyse udfgres ved hjalp af en

metode med given folsomhed.
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Skema 1:
-< = antistof
<> = zeatin-N9-ribosid

<>E enzymkonjugat

Antistoffer i en ELISA-bregnd

Zeatinforbindelse i preven konkurrerer
med enzymkonjugatet om det begransede

antal tilstedeverende antistoffer

Ikke-bundet enzymkonjugat fjernes ved skylning

Bundet enzymkonjugat omsattes med substratet
(p-nitrophenylphosphat)}. Produktet er p-nitro-
phenol og males phenclationen ved 405 nm.

Kvantitativ bestemmelse udferes ved hjalp af
en zeatin-N9-ribosid-standard.

DK 157709B
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Validering ved hjelp af successiv approksimation

Forstyrrelse ved immunoanalyser fgrer til overvurdering af
hormonniveauet 1 planteekstrakter. Séadanne forstyrrelser
kan fjernes ved successiv oprensning af preven, indtil den
sidste bestemmelse af plantehormonindholdet ikke er lavere end
den foregaende. Udtrykket "successiv approksimation™ er blevet
indfert til denne strategi af Reeve og Crozier i Encyclopedia
of Plant Physiology, New Series (J. MacMilland ed.), bind 9,
side 203, 1980 og er med held blevet anvendt til analysen af
IAA i cambiumvav af Pinus sylvestris (B. Sundberg, G. Sandberg
og A. Crozier: Purification of indole-3-acetic acid in plant
extracts by immuaffinity chromatography. Phytochemistry, bind
25, nr. 2, side 295-298, 1986) og til analysen af indol1-3-a-
cetamid i tobakkrone galablevav (eng: crown galltissue) (P.
Ulvskov, J. Marcussen, R. Rajagopal, E. Prinsen, P. Riidelsheim
og H. van Onckelen: Immunoaffinity purification of indole-3-
acetamide using monoclonal antibodies. Plant Cell Physiol.,
bind 28, nr. 5, side 1-9), i begge tilfalde kombineret med

immuno-affinitetsoprensning.

Nogle plantematerialer kan analyseres i ELISA i en relativt ra
tilstand. Callus- og suspensionsdyrkede celler af gulersdder

er materialer af navnte type.

Opfindelsen belyses yderligere i de fslgende eksempler:

Eksempel 1

Ekstraktion, isolering og oprensning af zeatin og N-9-substi-
tuerede derivater af zeatin ved hjalp af navnte fremgangsmade

Trin I: En ekstraktionspuffer fremstilledes umiddelbart for
anvendelsen ved oplegsning af 10 mg antioxidant, butyleret hy-
droxytoluen (bestanddel B i sattet) i 1 ml 96% ethanol. 100 ul
af denne oplssning sattes herefter til 48,9 ml 96% ethanol ef-
terfulgt af 250 pl homogeniseringspuffer (1,0 M Hepes, pH 7,5,
bestanddel A i sattet). Volumenet indstilledes til 50 ml med

vand.
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Trin II: 0,5 g bladvav fra sukkerroer (Beta vulgaris L.) sma-
planter, dyrket under sterile forhold, homogeniseredes til et
fint pulver i en morter under flydende nitrogen. Herefter til-
sattes 30 ml1 af ekstraktionspufferen og den resulterende op-
slemning fik lov til at opvarme til stuetemperatur. En portion
af tritieret zeatin di-alkohol svarende til 17.000 cpm til-
sattes herefter, og blandingen centrifugeredes ved 12.000 g 1

15 minutter.

Trin II1: Efter centrifugering overfertes supernatanten (frak-
tion 1) til en siliconebehandlet glasbeholder og pelleten
ekstraheredes yderligere ved resuspendering i 10 m1 ekstrak-
tionspuffer. Efter kraftig blanding centrifugeredes blandingen
ved 12.000 g i 15 minutter og den resulterende supernatant
forenedes med fraktion 1. Pelleten ekstraheredes igen med
yderligere 10 ml ekstraktionspuffer. Efter centrifugering
ved 12.000 g i 15 minutter forenedes supernatanten igen med
fraktion 1. Efter den tredje centrifugering fandtes ingen ra-

dioaktivitet i pelleten, hvorefter den bortkastedes.

Trin IV: De forenede supernatanter inddampedes under reduceret
tryk ved 40°C for at fjerne ethanol. Efter fjernelse af etha-
nol overfsrtes den tilbageblivende ekstrakt til et Minosorb®-
plastikreagensglas. Glasbeholderen vaskedes to gange med 1 ml
deioniseret, destilleret vand, og skyllevaskerne sattes til et
Minosorb®-plastikreagensglas. Ekstrakten overfgrtes herefter
ti1 en skilletragt, og 3,3 ml n-pentan (1/3 volumen) tilsat-
tes. Efter grundig blanding fik faserne Tov til at skille ved
stuetemperatur. Det svre lag fjernedes og bortkastedes. Yder-

ligere 3,3 ml n-pentan tilsattes og ekstraktionen gentoges.

Trin V: Den vandige fase overfartes herefter til et silicone-
behandlet reagensglas og en enkelt frysnings(-80°C)/optonings-
cyklus udfortes. Efter optening centrifugeredes ekstrakten ved
12.000 g i 15 minutter. Spor af n-pentan, som forurener den
vandige fase, koncentreredes nu pa toppen af den vandige fase
og fjernedes. Den vandige fase, som indeholder LMWOC'erne

fjernedes herefter uden at bergre pelleten.
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Trin VI: En praz-immuno-forkolonne (0,3 m1 kolonnevolumen)
fremstillet under anvendelse af sattets bestanddel D) akvili-
breredes med 1,5 ml bestanddel G (10 gange fortyndet). Immuno-
affinitetskolonnen (0,3 m1 kolonnevolumen fremstillet under
anvendelse af sattets bestanddel E) a2kvilibreredes ved anven-
delse af 1,5 ml bestanddel F (10 gange fortyndet) efterfulgt
af 4,5 ml1 bestanddel G (10 gange fortyndet).

Trin VII: Kolonnen vaskedes herefter i navnte rakkefglge med:

(i) 10 ml1 bestanddel G (10 gange fortyndet) indeholdende 1 nM
adenosin, det vil sige sattets bestanddel Q

(ii) 4,0 m1 bestanddel G (10 gange fortyndet)

(iii) 2,0 m1 1 M NaCl-oplagsning

(iv) 2,0 m1 H20

(v) 4,0 m1 bestanddel F (10 gange fortyndet)

(vi) 4,5 m1 bestanddel G (10 gange fortyndet)

Trin VIII: Den vandige ekstrakt indeholdende LMWOC'erne af in-
teresse sattes herefter pa pra-immuno-forkolonnen forbundet i
serie med immuno-affinitetskolonnen. Den udstremmende vaske
fra forkolonnen fik saledes lov til at passere direkte til
immuno-affinitetskolonnen med en gennemstremningshastighed,
der ikke overstiger 0,5 mi/min. Pra-immuno-forkolonnen vaske-
des herefter med 0,6 ml1 (2 gange kolonnevolumenet) med be-
standdel G (10 gange fortyndet). Denne effluent fortes lige-

ledes langsomt (mindre end 0,5 m1/min.) til immuno-affinitets-

kolonnen.

Trin IX: Derefter vaskedes immuno-affinitetskolonnen med 1,5
ml bestanddel H (2 gange fortyndet) efterfulgt af 1,5 ml glas-
destilleret vand. Begge eluenter bortkastedes.

Trin X: De bundne LMWOC'er elueredes herefter ved at vaske ko-
lonnen 4 gange, hver gang med 1 ml bestanddel F (10 gange
fortyndet), og eluatet opsamledes (fraktioner 1-4) og neutra-
liseredes ved tilsatning af bestanddel I (8 n1/100 pl eluat).
Proverne opbevaredes herefter pa is, indtil de blev videre
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analyseret. Immuno-affinitetskolonnen ®kvilibreredes herefter

ved skylning med 3,0 ml bestanddel G (10 gange fortyndet).

Radioaktivitet tilfert i det sonderdelte vav 16.700 cpm
Radioaktivitet, der forblev i pelleten efter 3.
ekstraktion 0 cpm
Radioaktivitet, der dindfertes i immuno-affinitets-
kolonnen 11.800 cpm
Effluent 850 cpm
Radioaktivitet elueret med NaCl-oplgsning 0 cpnm
Radioaktivitet elueret med H20 0 cpm
Radioaktivitet elueret med phosphorsyre
fraktion 1 6.400 cmp
fraktion 2 3.600 cpm
fraktion 3 750 cpm
fraktion 4 450 cpm

Fraktion 1 og 2 forenedes og mangden af zeatin og N-9-substi-

tuerede derivater af zeatin bestemtes ved hjalp af ELISA.

En mikrotiterplade inkuberedes natten over med 200 ;7 poly-

klonalt anti-zeatin-ribosidantistof per brend fortyndet

1:15.000 gange ved 4°C.
Herefter

1. vaskedes ELISA-pladen 4 gange med PBS/Tween® vaskepuffer.
Mindst 225 ul per brend per vask anvendtes. Overskydende vas-

keoplesning fjernedes ved at duppe med tert filtrerpapir.

2. sattes til nogle af brondene prgver, mens standarder eller
PBS (baggrund) sattes til de andre. I alle tilfalde anvendtes
100 pl. Alle prévér forefandtes tredobbelt. Mindst to fortyn-
dinger af hver prove anvendtes til opndelse af resultater in-
den for det bedste omrade i standardkurven (0,05-2 pmol1/100

pl).
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Skema 2
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Rzkken af pregver indbefattet standarder afsattes pa ELISA-
pladen som vist i skema 2 ovenfor. Til razkke 1, brend A-H,
sattes 250 pmol zeatin/100 ul. Til rekke 2 og 12, prand A-H,
sattes PBS. Til rakke 3-5, brond A-H, sattes zeatinstandarder
in triplo svarende +i1 0,010, 0,025, 0,086, 0,20, 0,40, 1,00,
2,50 og 6,0 pmol1/100 ul i henholdsvis brend A-H. Rakke 6-11

anvendtes til testproverne.
3. 100 w1 enzymkonjugatoplasning tilsattes herefter per braend.

4. Pladen tildazkkedes med et 14g og inkuberedes i 3 timer ved

stuetemperatur.

5. Efter inkubering vaskedes pladen 4 gange med glasdestille-

ret vand. Der anvendtes mindst 225 ul Ho0 per brend per vask.
Overskydende oplgsning fjernedes ved at duppe med papir.

6. 50 mg p-nitrophenylphosphat oplestes i 25 ml substratpuffer
umiddelbart for anvendelse og 200 pul af denne oplgsning sattes

ti1 hver bragnd.

7. Pladen dakkedes med pladeforsegleren o0g inkuberedes i 90
min./37°C.
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8. Absorbansen ved 405 nm (620 nm som reference) aflastes pé
et ELISA-spektrofotometer. Spektrofotometeret subtraherede
"paggrunden®™ i razkke 1 (A-H).

Ud fra ELISA-malingerne bestemtes mangden af zeatin og
N-9-substituerede derivater af zeatin til 20 pmol per gram

frisk vegt af bladvav.

Eksempel 2

Virkning af sukkerbelazgning pa& holdbarhedskarakteristika i et

sat ifolge opfindelsen

dette eksempel beskrives reagenser og materialer, der findes

-~

et sat ifeslge opfindelsen.

de

homogeniseringspuffer: 1,0 M hepes, pH 7,5
antioxidant: butyleret hydroxytoluenpuffer
saltindstillingspuffer: 3 M NaCl, 0,75 M hepes, pH 7,5
pra-immuno forkolonne: immobiliseret immunoglobulin

immuno-affinitetskolonne: immobiliseret monoklonalt anti-

elueringspuffer: 1,0 M H3PO4, pH 2,5

#kvilibreringspuffer: 1,5 M NaCl, 500 mM hepes

vaskepuffer: 2,0 NaCl, 100 mM hepes

neutraliseringspuffer: 1,0 M NaOH

ELISA-plader, 1lag til en ELISA-plade, pladeforsegler til
ELISA-plade '

K: enzymkonjugat: alikalisk phosphatase konjugeret zeatinribo-
sid

L: fortyndingsmiddel til enzymkonjugat: phosphatpufret saltop-
lgsning (PBS) eller TRIS-pufret saltoplesning (TBS) med 4% po-

G H I O M O m 9 0O W >
. . . . .e e A . . . .
o
e 1

()
=3

lyethylenglycol

M: pufferpulver (PBS eler TBS)

N: Tween®-20

0: substratfortyndingsmiddel: diethanolamin (40% (vol/vol))
med Mg, pH 9,8 '

P: substrat: p-nitrophenyiphosphat
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Q: blokeringspuffer: 1 nM adenosin oplest i bestanddel G (10
gange fortyndet)

De ovennzvnhte ELISA-plader fremstilles som folger:

Trin I: Transzeatin-N-9-glycosid konjugeres til okseserumalbu-
min (BSA). Kaniner immuniseres med disse antigene stoffer, og
serum fra de immuniserede kaniner, der indeholder immunoglobu-
liner med hgj affinitet til zeatin og zeatin-N-9-substituerede

derivater opsamles.

Trin II: Det opndede antiserum fortyndes 1:15.000 {vol/vol)
med natriumcarbonatpuffer (pH 9,2). Proteinbestanddelene i
dette serum adsorberes p& den glatte overflade af brondene
(200 pl per brend) pa mikrotiter ELISA-pladerne ved inkubering

under 4°C i 16 timer.

Trin III: Ikke adsorberede proteiner fjernes ved 4 gange vask

med PBS, indeholdende 0,1% Tween®-20.

Trin IV: De adsorberede proteiner torres. For terring sattes
200 pl af en 5% (vol/vol) sukkeroplgsning i vand til hver
brognd. Herefter far pladerne lov til at hensta i 1 time ved

4°C, hvorpa de eventuelt kan tommes delvist.

Trin V: Pladerne nedksles til -20°C og far Tov til hensta i

yderligere 1 time ved denne temperatur.

Trin VI: Herefter senkes temperaturen til -80°C i yderligere

1 time og bagefter frysetsrres pladerne i 16 timer.

For at vise den gunstige virkning af sukkerkonservering frem-

stilles til sammenligning ogsa ELISA-plader uden sukkerbelag-

ning.

Ubelagte plader og de sukkerkonserverede plader kontrolleredes
over en periode p& 16 uger under anvendelse af ELISA. 0 pmol

zeatin (maksimal markerbinding, det vil sige kun enzymkonju-
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gatet adsorberes ti1 antistofferne) sattes til brendene og re-

sultaterne registreredes som beskrevet i eksempel 1.
Resultaterne er vist i tabel nedenfor.

Tabel 2:

Sammenligning af lagringsdygtighed af antistofbelagte ELISA-
plader med og uden sukkerbehandling og opbevaret ved +4°C og
-20°C.

Antistofaktiviteten udtrykkes som en procentdel af aktiviteten
pa friske plader. Resultater er gennemsnitsverdier og der ud-

fgres tre uafhangige forsgg med det samme antistofpraparat

Behandling saccharose-belagt ingen behandling

for frysetsrring

uger +4°C -20°C +4°C -20°C
100% 100% 100% 100%
98% 30% 38% 61%
16 103% 95% 32% 45%

En tydelig fordel af sukkerbelagning fer frysetegrring fremgar
af tabellen ved begge temperaturer. Nasten intet tab af akti-
vitet observeres efter 4 maneders opbevaring, hvorimod fraver
af sukkerbelagning resulterer i tab pa cirka 2/3 af aktivite-
ten ved +4°C, og cirka 1/2 af aktiviteten ved -20°C efter 4

maneders opbevaring.

Eksempel 3

Bindingsarten af tritieret zeatin-dialkohol til immuncaffini-

tetsmatrixen, der viser sig ved effektiviteten af to forskel-

lige elueringssystmer

To 4immuno-affinitetskolonner, A og B (hver 0,2 m1 kolonne-

volumen), fremstilledes som pbeskrevet i eksempel 1, trin VI,



10

15

20

26

30

35

DK 157709B

25

med den undtagelse, at kolonnerne ikke var @kvilibreret med
blokeringspuffer (trin VII i eksempel 1). En stipuleret mangde
radiocaktivitet (se nedenfor) indfgrtes og bestemtes i efflu-
enten. Hver kolonne skylledes herefter succesivt med 5 gange
kolonnevolumenet af 1,0 M NaCl-oplesning efterfulgt af 5 gange
kolonnevolumen vand. Derefter skylles kolonnerne med 10 gange
kolonnevolumenet af 0,1 M phosphorsyre (pH 2,5) efterfulgt af
10 gange kolonnevolumen methanol.

Kolonner

A B
Radioaktivitet (cpm) p&fert immuno-
affinitetskolonner 16.800 15.500
Effluent 250 200
Radioaktivitet elueret med NaCl-
oplesning < 100 < 100
Radioaktivitet elueret med Ho0 < 100 < 100
Radioaktivitet elueret med phosphor-
syre (pH 2,5) 8.300 5,400
Radioaktivitet elueret med methanol 7.500 9,800

Som det kan ses, frigives en betragtelig del af radiocaktivite-
ten ved phosphorsyrebehandling. Yderligere skylning med phos-
phorsyre, selv i en koncentration pd 0,25 M {pH 2,5) eluerede

ikke den resterende radioaktivitet.

Det begr understreges, at immobiliseringen af monoklonale anti-
stoffer p& kolonnen, der har den samme associationskonstant
for substratet, skulle sikre en mere ensartet eluering. At der
skal anvendes methanol til eluering af den resterende radioak-
tivitet indikerer, at dette bidrag af radioaktiviteten tilba-
geholdes pa kolonnen p& en anden made end den, der kan elueres

med phosphorsyre.
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Eksempel 4

Specificitet af kolonne-bindingssteder

Virkningen af blokering af ikke-specifikke bindingssteder i
immuno-affinitetskolonnen er vist ved dette eksempel. Her
fremstilledes tre immuno-affinitetskolonner (0,2 ml1 kolonnevo-

lumen) neojagtigt som beskrevet i eksempel 1.

Kolonner
A B c
Radioaktivitet (cpm) pafert
-immuno-affinitetskolonner - --10.500 9.900 9.800
Effluent 600 500 650
Eluat (0,1 M phosphorsyre,
pH 2,5) 8.500 9.300 9.150

Det kan ses, at ®kvilibreringen af kolonnen med 1 nM adenosin
(i 10 gange fortyndet akvilibreringspuffer G) sikrer, at det
meste, hvis ikke alt, af den indferte radioaktivitet specifikt
er bundet til de immobiliserede monoklonale antistoffer og i

overensstemmelse hermed elueret med phosphorsyren.

Eksempel 5

Anvendelse af zeatin-analysesat

1 g cellesuspension ekstraheredes natten over ved -80°C med 9
m1 methanol indeholdende 20 mg/1 butyleret hydroxytoluen. En
portion tritieret zeatin-di-alkohol svarende til ca. 13.000

cpm (tellinger per min.) sattes til ekstrakten.

Ekstrakten centrifugeredes ved 2.000 x G i 10 min., og den
ovenstaende vaske filtreredes og overfgrtes til en siliconise-
ret beholder. De opnaede pellets vaskedes med 10 ml1 kold me-

thanol, centrifugeredes ved 2.000 x G i 10 min. og den oven-
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stdende vaeske filtreredes og forenedes med ekstrakten fra den

ferste centrifugering.

Methanolen afdampedes til nasten torhed ved 35°C, og remanensen

overfortes i et minisorb-ror med 2,5 m1 PPS. Preoven ekstrahe-

redes derefter to gange med 1 ml n-pentan.

Proven blev derefter bragt til -80°C, optgedes og centrifuge-
redes ved 2.000. x G i 10 min. og resten af n-pentan-basen
fjernedes fuldstendigt. PBS tilsattes til market, dvs. 2,5 ml.

Ekstrakten blev derefter sat til 0,25 ml immunoaffinitetsko-

lonne, zkvilibreret med PBS.
Mangden af radioaktivitet i effluenten blev bestemt.

Kolonnen vaskedes derefter med 5 ml PBS og 2,5 ml vand. Der
gennemfgrtes eluering med 2 ml iskold 100% methanol. Eluatets

radioaktivitet bestemtes.

Methanolen afdampedes under en strom af nitrogen, og praeven
genopleseliggjordes i 1 ml1 PBS, og preven analyseredes ved

ELISA. Resultaterne blev givet i zeatin-zkvivalenter.

Resultaterne er givet med korrektion for portioner udtaget til

bestemmelse af radioaktiviteten.

Radioaktivitet pafert cellesuspensionspreve 13.020 cpm
Radioaktivitet tilfert til kolonnen ' 10.321 cpm
Radioaktivitet fundet i effluenten 616 cpm
Radioaktivitet fundet i eluatet 8.889 cpm
Zeatin-akvivalenter ved ELISA (korrigeret i

overensstemmelse med en total genudvinding af 68%) 150 pmol
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Patentkrayv.

1. Fremgangsmade til proveekstraktion, oprensning, opkoncen-
trering og kvantitativ bestemmelse af lavmolekylazre organiske
forbindelser (LMWOC) fra biologiske kilder, s&som planter,
navnlig plantehormonerne cytokininer eller auxiner, hvilken
fremgangsmdde omfatter at underkaste proven i form af en iso-
leret ekstrakt af biologisk materiale pasat via en praz-immuno-
forkolonne eller direkte et dimmuno-affinitetsoprensningstrin
under anvendelse af et selektivt forste antistof, efterfulgt
af en enzym-bundet immunosorptionsanalyse {ELISA) under anven-
delse af et antistof stabiliseret ved hjalp af sukker, k e n -
detegnet ved, at man som det selektive, forste anti-
stof i oprensningstrinnet anvender et antistof med gruppespe-
cificitet; at det forste antistof er kovalent bundet til en
matrix uden tab af bindingskapacitet for det pagazldende anti-
gen; at man binder de lavmolekylare organiske forbindelser
reversibelt til en immuno-affinitetskolonne under anvendelse
af vandige reagenser; at man eluerer ved hjelp af et oples-
ningsmiddel valgt blandt organiske eller vandige oplgsnings-
midler; og at man anvender et andet antistof, der er forskel-

1ig fra det forste antistof, som antistoffet ved ELISA,.

2. Fremgangsmade ifglge krav 1, k ende t egnet ved, at
man anvender et monoklonalt antistof som det farste antistof
ti1 oprensningen, og at man anvender et polyklonalt antistof

som det andet antistof ved ELISA.

3. Fremgangsmade ifslge krav 1 eller 2, ke ndetegnet
ved, at man som det fgrste antistof til oprensningen anvender

et monoklonalt antistof, der er kovalent bundet til matrixen

over en amidbinding.

4. Fremgangsmade ifslge krav 3, k ende tegnet ved, at
amidbindingen indferes ved hjalp af en succinyl-aktiveret car-

boxylgel.
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5. Fremgangsmade ifslge et hvilket som helst at kravene 1-4,
kendetegnet ved, at de lavmolekylare organiske for-
bindelser specifikt elueres ved hjaip af et oplesningsmidde]
valgt blandt vandige oplgsningsmidler og organiske oplesnings-

midler.

6. Fremgangsmade ifslge krav 5, k ende t egnet ved, at
der som oplgsningsmiddel anvendes 0,1 M phosphorsyre med pH

2,5 eller methanol.

7. Fremgangsmade ifslge krav 1-6, Kk ende tegnet ved,
at forstyrrende stoffer fjernes ved at lede ekstrakten gennem
en pra-immun-forkolonne bestdende af en egnet matrix, hvortil

en pra-immunoglobulinfraktion er immobiliseret kovalent.

8. Fremgangsmade ifelge et hvilket som helst af kravene 1-7,
kendetegnet ved, at der anvendes ELISA-plader,
hvorpa det polyklonale antistof er stabiliseret ved hjalp af

en sukkerart.

9. Fremgangsmade ifolge krav 8, k ende tegnet ved, at
de anvendte sukkerarter er fructose, saccharose, sorbitol el-

ler inositol, fortrinsvis saccharose.

10. Fremgangsmade ifelge krav 1-9, k ende tegnet ved,
at der under immuno-affinitetsoprensningstrinnet undgas ikke-
specifik adsorption til immuno-affinitetskolonnen ved at be-
lagge resterende ikke-specifikke bindingssteder med adenosin
eller lignende organiske molekyler, som ikke udviser signifi-
kant krydsreaktivitet med det selektive antistof og/eller an-
dre reagenser, der anvendes til ekstraktion, oprensning, op-
koncentrering og den Kkvantitative bestemmelse af LMWOC'er,

iser cytokininer eller auxiner.

11. Analysesat til udferelse af fremgangsmaden ifelge ethvert
af de foregiende krav, k ende tegnet ved, at bestéar

af
i. bestanddele, der krazves til proveekstraktion og oprensning,
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og
ii. bestanddele, der kraves til anvendelse ved en enzymbundet

immunosorptionsanalyse.

12. Analysesat ifslge krav 11, kende t egnet ved, at
det bestar af

1. bestanddele, der kraves til proveekstraktion, oprensning og
opkoncentrering, og som omfatter bestanddele valgt blandt
gruppen, der bestar af A, B, C, D, E, F, G, H, I, Q:
pestanddel A: homogeniseringspuffer (til anvendelse ved vavs-
ekstraktion)

bestanddel B: en antioxidant (til anvendelse ved vavsekstrak-
tion )

bestanddel C: saltindstillingspuffer (til anvendelse ved prg-
veekstraktion)

bestanddel D: et hatteglas, der indeholder en passende matrix,
til hv%]ken en pra-immunoglobulinfraktion kovalent er immobi-
liseret, idet navnte matrix anvendes til fremstillingen af en
pra-immunoforkolonne

bestanddel E: et hatteglas, der indeholder en passende matrix,
ti1 hvilken et selektivt antistof kovalent er immobiliseret,
jdet navnte matrix anvendes til fremstilling af immuno-affini-
tetskolonnen

bestanddel F: elueringspuffer (til anvendelse ved proveeks-
traktion)

bestanddel G: mkvilibreringspuffer (til anvendelse ved prove-
ekstraktion)

bestanddel H: vaskepuffer (til anvendelse ved proveekstrak-
tion)

bestanddel I: neutraliseringspuffer (til anvendelse ved progve-

ekstraktion)
pbestanddel Q: blokeringspuffer (til anvendelse ved prgveeks-

traktion);

II. bestandele, der kraves til kvantitativ bestemmelse af pre-
ven, og som omfatter bestanddele valgt blandt gruppen be-
staende af J, K, L, M, N, O, P:

bestandde]l J: en egnet beholder belagt med et passende anti-

stof til kvantitativ bestemmelse af preven, 1ag til en ELISA-
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plade, pladeforsegler til en ELISA-plade
bestanddel K: et hatteglas med LMWOC-enzymkonjugat

bestanddel L: fortyndingsmiddel til enzymkonjugat
bestandde]l M: phophatpufret eller TRIS-pufret saltoplesning
bestanddel N: Tween®-20

bestanddel 0: substratfortyndingsmiddel

bestanddel P: substrat, p—nitrophenylphosphat.

13. Sat ifelge krav 12, k ende tegnet ved, at be-
standdel K er et konjugat af zeatinribosid og alkalisk phos-

phatase.

14. Szt ifeslge krav 11-12, k end e t egnet ved, at be-

standdel J er en mikrotiterplade.

15. Anvendelse af et sat ifelge krav 11-14 til udferelse af

fremgangsmaden ifslge krav 1-10.
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