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Opfindelsen omhandler en fremgangsmide til kvantitativ bestemmelse
af engymatisk reagerende stoffer i vandig oplgsning ved omsstning
1 nzrverelse af mindst .ét enzym samt et apparat til gennemfgrelse
af denne fremgangsmide.

Enzymatisk reagerende stoffer bliver sdvel i teknikken som ogsd i
det kliniske laboratorium i stort antal lgbende kvantitativt be-
stemt under udnyttelse af deres egenskab til ved bestemte enzymer
selektivt at blive sdledes omsat, at der i den vandige oplgsning
fremkommer en med mengden af det sggte stof proportional =ndring,
som er let at mdle. Denne @ndring kan eksempelvis bestd 1, at der
optreder eller forsvinder bestemte forbindelser, eller i @zndringen
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af specielle egenskaber, som pH-vardien og lignende. Ved sédanne
bestemmelser foreligger der ganske almindeligt det problem at opni
en si hurtig og simpel gennemfgrelse som mulig. Navnlig skulle be-
stemmelsen vere gennemfgrt uden anvendelse af szrlige rensnings- og
isoleringsmetoder. Dette mdl blev navnlig tilstrabt ved udviklin-
gen af analyseautomater, i hvilke de gnskede reaktioner forlgber

vidtgdende automatiseret pd en rolig mdde og kan miles.

De hidtil her udviklede metoder og apparater har dog endnu vasent-
lige ulemper. Disse bestdr navnlig i, at analysefrekvensen endnu
er for ringe og omfatter arbejdstrin ved den til analysen indbragte
prgve, som har vesentlig indflydelse pd ngjagtigheden af resultatet,
og som ggr reagensforbruget, navnlig forbruget af enzymer ugnsket

stort.

Det er en opgave for den foreliggende opfindelse at fjerne disse
ulemper og at fremskaffe en metode og et apparat, som udelukker fejl-
kilder ved doseringen af det ngdvendige stof, f. eks. ved pipette-
ring, afmdling og lignende, samt at opnd en meget hgj analysefrekvens
med et mindste forbrug af reagenser. Szrlig er det ogsd en opgave

for opfindelsen teknisk at nyttigggre den egenskab hos enzymerne, at
de som katalysatorer praktisk talt ikke opbruger sig ved en fremgangs-

méde af den ovennzvnte art.

Fremgangsméden' ifplge opfindelsener af den art, ved hvilken en van-
dig oplgsning af det stof, der skal bestemmes, indfgres i en med
konstant hastighed cirkulerende pufferoplgsning, der indeholder

de for omsaztningen ngdvendige reagenser, idet oplgsningen bringes

i kontakt med enzymet, hvorefter den ledes over en detektor, der
miler den ved omsztningen fremkaldte forandring i oplgsningen, og
pufferoplgsningen tilbagefgres i kredslgbet, idet de forbrugte
reagenser eventuelt regenereres, og det ejendommelige ved frem-—
gangsm&den er, at en bestemt mangde af oplgsningen af det stof, der
skal bestemmes, indgives luftblarefrit i pufferoplgsningen som

en blok uden @ndring af strgmningshastigheden.

Fremgangsmdden ifglge opfindelsen egner sig i almindelighed til en
kvantitativ bestemmelse af i vandig oplgsning enzymatisk reagerende
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stoffer, forudsat at der ved denne omsatning fa&s en forandring i op-
lgsningen, som fysisk kan mdles, og som er proportional med omszt-
ningen henholdsvis med den mengde af stoffet, der skal bestemmes.
Ved kvantitativ bestemmelse skal ogsad forstéds bestemmelsen af enzym-
aktiviteter. Sadanne stoffer og omsztninger er kendt i stort antal.
Eksempler herpd er omsaztninger, som lader sig sdledes koble med oxy-
dationen af det reducerede nicotinamin~adenindinucleotid (NADH hen~
holdsvis NADPH), at #ndringen af ekstinktionen af NADH er proportio-
nal med omsztningen. P& denne mdde kan eksempelvis acetaldehyd,
pyruvat, sorbose, oxalacetat, a-ketoglutarat, glutamat-pyruvat-trans=
aminase (GPT), glutamat-oxalacetat-transaminase (GOT) o. s. v. be-

stemmes.

Andre lignende reaktioﬂer er bestemmelsen af urinstof med urease og
méling af det dannede ammoniumcarbonat, eksempelvis ved bestemmelse
af ammoniumionkoncentrationen. Dernmst omsatning af saccharose med
invertase og mdling af den optiske drejning med polarimeter. Der-
nest spaltning af lipider ved hj=zlp af lipase under dannelse af fedt-
syrer og bestemmelse af @ndringen i pH-verdi ved hjzlp af glaselek-
trode, bestemmelse af pyrophosphat ved spaltning med pyrophosphatase
under dannelse af orthophosphat eller bestemmelse af glucose ved
hjelp af med glucoseoxydase katalyseret oxydation og médling af varme-
toningen 1 kalorimeter. Fremdeles oxydation af glucose eller galac-
tose, urinsyre, xanthin, hypoxanthin, cytochrom A, aminosyrer, poly=
umettede fedtsyrer med specifikke oxydaser og mdling af nedgangen i
oxygenkoncentration ved hjelp af oxygenelektrode. Fremdeles bestem-
melse af hydrogenperoxyd og uorganiske peroxyder ved hjzlp af kata-
lase og mdling af det dannede oxygen, ligeledes ved hjzlp af oXygern-
elektrode, bestemmelse af aminosyrer med aminosyredecarboxylase og
maling af det dannede 002 eller af varmetoningen ved reaktionen med

kalorimeter o.s.v.

Til de ovenanfgrte omsztninger under oxygenforbrug egnede enzymer
er f. eks. glucoseoxydase, galactoseoxydase, uricase, xanthinoxydase,

cytochromoxydase, aminosyreoxydase og lipoxygenase.

De ved fremgangsmidden ifglge opfindelsen indfgrte enzymer kan enten
foreligge oplgst i den kontinuerligt cirkulerende oplgsningsstrgm
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eller som bzrerbundne uoplgselige enzymer sSoOm partikler i form af

et leje f. eks. vare anbragt som sgile i oplgsningsmiddelstrgmmen.
Anvendes der et oplgst enzym, bliver der ved egnede midler fremkaldt
en ringe sammenblanding af den blokagtigt indfgrte prgveoplgsning
(oplgsningen af det stof, der skal bestemmes) med den kredsende strgm.
Sammenblandingen kan eksempelvis ske ved hvirveldannelse med mekani-
ske hindringer i oplgsningsstrgmmen. Sammenblandingen skal holdes
muligst ringe for ikke at forringe analysefrekvensen og f@lsomheden
af metoden. Den mé blot finde sted i et sédant omfang, at en kontakt
af det stof, der skal bestemmes,med de til reaktionen ngdvendige
stoffer er sikret, og at den for enzymets aktivitet gnskede pH-verdi

indstiller sig.

Ved anvendelse af et bazrerbundet uoplgseligt enzym, som er indskudt
mellem applikator og detektor i opl¢sningsstr¢mmen,'éker den gnskede
sammenblandingsgrad uden videre ved den i enzymlejet stedfindende
blandingsproces henholdsvis ophvirvling. I dette tilfelde kan ogsd
sammenblandingen vere sarlig ringe, da en tilfredsstillende kontakt
med enzymet i alt fald er sikret.

Hvis et bzrerbundet enzym anvendes, bgr den specifikke aktivitet 1
det mindste belgbe sig til 10 U/g, fortrinsvis mere end 50 U/g, for
at undgd et stort sgjlevolumen og dermed en stzrk opblanding af prgve-

n"hlokken" med pufferoplgsningen.

Et vaesentligt kendetegn ved fremgangsmiden ifglge opfindelsen bestar
i den luftblzrefri, blokagtige indfgring af den oplgsning, som inde-
holder det stof, der skal bestemmes, i pufferoplgsningsstrgmmen. Op-
1gsningen skal derved under muligst ringe opblanding med pufferoplgs-~
ningen indfgres sdledes, at den vandrer som en veskeprop i den fly-
dende strgm. En sidan indfgring kan f. eks. opnds ved hjelp af en
skyder, som i en boring indeholder den afmilte mengde af oplgsningen
og indfgres s8ledes i den flydende pufferoplgsningsstrgm, at prgve-
oplgsningen medtages blokagtigt eller propagtigt 1 pufferoplgsningen.

Et yderligere vesentligt kendetegn ved fremgangsmidden ifglge opfin-
delsen bestidr i, at der anvendes en med konstant hastighed flydende
strgm af en egnet pufferoplgsning som bzrer og reaktionsmiddel for
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omsztningen. Ved konstant hastighed skal der her forstds en sédan
konstanthed i hastigheden, ved hvilken de uundgdeligt optredende
hastighedsvariationer er s& ringe, at de praktisk talt ikke regi-
streres af det med detektoren forbundne registreringsinstrument.
Denne betingelse er ideelt opfyldt, ndr der findes konstante betin-
gelser, si lznge ingen prgveoplgsningsblok passerer detektoren.
Hvis denne konstante hastighed ikke kan realiseres, kan der ved det
stadigt registrerende instrument i forbindelse med detektoren tages
fejl af en omsatning. En sddan @ndring kan ogsd blive misforstiet,
ndr der ved indfgringen af prgveoplgsningen bringes luftblzrer ind
1 reagensstrgmmen.

Det er yderligere vasentligt, at den blokagtige indfgring af prgve~
oplgsningen ikke fremkalder nogen sndring i strgmningshastigheden
af den med konstant hastighed flydende strgm af pufferoplgsningen,
da der herved opstldr fare for en forfalskning af mdleresultatet .

En forgtrukket udfgrelsesform for fremgangsmdden bestér i
regenereringen af de forbrugte komponenter ~efter gennemlgbet

af detektoren. Foruden at pufferoplgsningsstrgmmen ompumpes kon-
stant i1 kredslgb, er det fordelagtigt ogsd at supplere de brugte
komponenter. Bliver f. eks. fremgangsmiden gennemfgrt under anven-
delse af et stof, der under oxygenforbrug oxyderes, kan oxygenind-
holdet i pufferoplgsningen igen suppleres, idet der eksempelvis gen-
nemledes luft. Dette sker hensigtsmessigt 1 en noget stgrre behol-
der med tilsvarende opholdstid for pufferoplgsningen. Hvis det stof,
der skal bestemmes, reduceres under forhgjelse af oxygenindholdet i
oplgsningen, fjernes det dannede oxygen igen, idet der p& tilsvaren-
de mdde gennemledes en oxygenfri barergas, f. eks. nitrogen eller

en inaktiv luftart.

Bliver f. eks. NADP reduceret til NADPH (som i eksemplet pd glucose-
bestemmelse ved den koblede hexokinase-glucose-6-phosphat-reaktion),
kan dannet NADPH lgbende reoxyderes til NADP ved en redox-bytter,

der er indskudt som en sgjle efter detektoren i strgmmen. Hydrerede
pyridincoenzymer (NADH og NADPH) kan ogsd reoxyderes med bzrerbundet
glutamat-dehydrogenase (sgjle i strgm), ndr man til det kredsende

reagens satter NH4+—ioner og a-ketoglutarat. Disse stoffer forstyr-

rer 1 almindelighed ikke den reaktion, der skal miles.
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Fremgangsmdden ifglge opfindelsen kan dog ogsd gennemfgres uden
lgbende regenerering, indtil de omsatte komponenter er forbrugt, el-
ler der ophober sig sddanne reaktionsprodukter, at den ved bestem-
melsen benyttede reaktion forstyrres. Der bliver s& enten regenere-
ret diskontinuerligt, eller pufferoplgsningen bliver udvekslet.

- Selve pufferoplgsningen er en vandig oplgsning af en til det stadigt
anvendte enzym egnet stgdpude 1 passende koncentration. De egnede
stgdpuder og pufferkoncentrationer samt de gunstige pH-verdier for
de stadigt anvendte enzymer er 1 almindelighed bekendte.

Pufferoplgsningen kan eventuelt indeholde endnu andre stoffer for-
uden de pufrende forbindelser, som er ngdvendige eller kravede for
den enzymatiske proces. Eksempler pd s&danne er salte, som indehol-
der de ngdvendige ioner, som f. eks. magnesiumioner, sulfationer og
lignende eller stabiliserende virkende forbindelser, overfladeaktive
stoffer og lignende. Fremdeles indeholder pufferoplgsningen alle

de stoffer i oplgst tilstand, som ogsd er ngdvendige for eventuelle
koblede reaktioner, som samtidig foregdr. Navnlig indeholder den
enzymer og substrater for sidanne reaktioner. Bliver der eksempel-
vis malt glutamat-pyruvat-transaminase (GPT), s& bliver L-alanin og
a~-ketoglutarat oplgst 1 pufferoplgsningen og omdannes ved det prg-
ven tilsatte enzym til glutamat og pyruvat. Pyruvatet bliver igen
i pnerverelse af hjzlpe- henholdsvis indikatorenzymet lactatdehydro=
genase (LDH) og af NADH omdannet til L-lactat under dannelse af NAD+,
idet den ved bortgangen af NADH optredende @ndring af ekstinktionen
i det ultraviolette mdles. Hvis glutamat-oxalacetat-transaminase
(GOT) skal bestemmes, bliver der tilsat pufferoplgsningen L-aspartat
og a-ketoglutarat, som af det tilsatte GOT overfgres til oxalacetat
og glutamat. Det dannede oxalacetat bliver ved det i oplgsnings-
strgmmen kredsende eller bzrerbundne enzym malatdehydrogenase over-
fgrt til malat, idet det samtidigt i oplgsningen varende NADH igen
omdannes til NAD.

Den blokagtige indbringning af prgveoplgsningen uden endring af
strgmningshastigheden bliver ifplge opfindelsen fortrinsvis gen-
nemfgrt siledes, at pufferoplgsningen opdeles i to delstrgmme, at
delstrgmmene afvekslende afbrydes, og at en bestemt mengde af op-
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lgsningen, der indeholder det stof, der skal bestemmes, indfgres

i en delstrgm, medens denne er afbrudt. Sarlig gunstigt er det

her at tilsatte prgveoplgsningen til selve afbrydelsesstedet.

Her bliver der fortrinsvis tilsat et overskud af prgveoplgsning, f.
eks. af serum, og overskuddet afgraznses ved &bning af delstrgmmen.
Dette kan f. eks. ske som allerede antydet ovenfor, idet der i en
delstrgm af pufferoplgsningsstrgmmen indszttes en skyderagtig ind-
retning, hvis skyder har en til optagelse af en bestemt mengde prgve-
oplgsning justeret boring. Ved neddypning af denne skyderabning i

et overskud af prgveoplgsningen, f. eks. et overskud af prgveserum,
eller ved at &bne boringen til en stgrre beholder, der indeholder
denne prgveoplgsning, og ved at man lader prgven flyde ind, bliver
der fraskilt en afmdlt mengde prgveoplgsning ved forskydning af sky-
deren og indfgrt blokagtigt i pufferoplgsningsstrgmmen, nir skyderens
boring anbringes séledés i den afbrudte delstrgm af pufferoplgsningen,
at der ved demnne boring sker en 8bning af den afbrudte strgm. For-
trinsvis bliver herved samtidig den anden, til dette tidspunkt ikke
afbrudte delstrgm afbrudt, hvad der kan ske ved hjelp af den samme
skyder.

Et apparat ifglge opfindelsen til udfgrelse af den ovenfor beskrev-
ne fremgangsmade er kendetegnet ved et pufferreservoir, en prgve-
applikator med i det mindste to ved en sparreskyder med mindst to
korresponderende boringer afvekslende sparrebare gennemlgb, idet
den ene af boringerne stdr i forbindelse med en tillgbsledning for
oplgsningen af det stof, der skal bestemmes, ndr dets tilsvarende
gennemlgb er sparret, en blandeindretning og en detektor med re-
gistreringsinstrument samt pumpe med konstant ydelse, som er ind- --
byrdes forbundne med rgrledninger til et kredslgbsystem.

Prgveapplikatoren har fortrinsvis i det mindste to ved en spzrre-
skyder med i det mindste to korresponderende boringer afvekslende
sperrebare gennemgange , idet den ene af boringerne stdr i forbin-
delse med en tillgbsledning for oplgsningen af det stof, der skal be-
stemmes, nar den korresponderende gennemgang er sparret.

I en foretrukket udfgrelsesform stir applikatoren i forbindelse
med en et vakuum leverende indretning, f.eks. en vakuumpumpe, med
hvilken tilfgrselsledningen for prgveoplgsningen og prgveboringen
i skyderen kan evakueres.
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T en foretrukket udfgrelsesform ifglge opfindelsen bestdr appli-
katoren af et hylster med forskydelig kerne, og hylster og kerne
har hver tre gennemlgb, som ved forskydning af kernen kan blive
bragt til dskning. Sarlig hensigtsmassig er en sddan applikator,
som er kendetegnet ved et hylster med indldbsboringer, udlgbsborin-
ger, luftindfgringsboring, en tragtformet boring for indfyldning
af prgven og vakuumboring samt en i hylsteret forskydelig kerne
med boringer, som er séledes anbragt, at ved forskydning af kernmen
kan den ferste indgangsboring forbindes med den fgrste udgangsbo-
ring, den anden indgangsboring med den anden udgangsboring, luft-
indgangsboringen med vakuumboringen o0g prgveoplgsningsboringen
med vakuumboringen, idet dog ikke samtidigt den fgrste indcangs=-
boring kan forbindes med den fgrste udgangsboring og den anden
rindgangsboring med-den anden udgangsboring.

Fremdeles indeholder apparatet en .pumpe med konstant ydelse, for-
trinsvis i ledningen foran eller bag ved applikatoren. Her kan der

eksempelvis anvendes en slangepumpe.

Fremdeles indeholder apparatet hensigtsmassigt i ledningen mellem
applikator og detektor en blandeindretning, som f.eks. kan besté
af en sgjle, der indeholder det partikelformede barebundne enzym.
Ved anvendelse af et oplgst enzym bestar blandeindretningen hen-
sigtsmessigt af en simpel indsats i re¢rledningen, der forarsager

en vis hvirveldannelse i den gennemstrgmmende oplgsning.

Fremgangsmdden og apparatet ifglge opfindelsen bliver i det fglgende
nermere forklaret ved hjelp af den vedfgjede tegning. 1 denne er:

fig. 1 et skematisk billede af apparatet ifglge opfindelsen,

fig. 2 et skematisk billede af fgringen af pufferoplgsningsstrgmmen
ved detektoren,

fig. 3 et billede af blandeindretningen i snit,

fig. 4 henholdsvis £fig. 4a et billede af en applikator ifglge op-
findelsen med forbindelsesledninger i -perspektiv henholdsvis i lengdesnit,
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fig. 5 en ved fremgangsmdden ifglge opfindelsen erholdt malekurve,
fig. 6 den af midlekurven i fig. 5 fremkomne justerede kurve,

fig. 7 en justeret kurve til en anden udfgrelsesform af opfindelsen,
fig. 8 en mdlekurve til en yderligere udfgrelsesform af opfindelsen,
fig. 9 den justerede kurve til den i fig. 8 angivne mdlekurve,

fig. 10 en yderligere mdlekurve og

fig. 11 en yderligere justeret kurve.

Som angivet i1 fig. 1 indeholder reservoiret R et forrad af puffer-
oplgsning. Pumpen P fgrer pufferoplgsningen fra reservoiret R ind

1 prgveapplikatoren A og derfra over blandingsindsatsen S videre ind
1 detektoren D samt i tilslutning hertil igen tilbage til reservoiret.
I den viste udfgrelsesform er der ved detektoren tilsluttet en elek-
tronisk forsterker V, som forsterker mdlesignalerne fra detektoren,

og et registreringsinstrument G, til hvilket de forsterkede mélesig-
naler viderefgres, og som eksempelvis kan vere en skriver.

Reservoiret R kan bestd af en passende beholder, som har en afgangs-
abning og en tilgangsabning til pufferopldgsning samt hensigtsmessigt
en &bning til indfgring af supplerende stoffer, luftarter og lignen-
de. Reserveoiret er fortrinsvis 1 termostat. Pumpen P, som tjener
til fgring af pufferstrgmmen og til opretholdelse af kredslgbet, kan
som allerede anfgrt vere indrettet som en slangepumpe eller ogsé som
en stempel- eller turbinepumpe. Fortrinsvis er dens ydelse reguler-
bar.

Den i fig. 2 skematisk i snit viste detektor bestdr af en gennemlgbs-
celle 1, som fortrinsvis er indrettet med termostat. Den indeholder
den egentlige mdleindretning 2 samt en oplgsningskanal 3, i hvilken
mdleindretningen, eksempelvis en mileelektrode, en glastriddsoptik
eller en temperaturfgler, kan szttes ind.
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Ved betegnelsen "forstarker y" skal der forstds alle funktionelle
dele, som er ngdvendige for mileelektrodens arbejde, altsd strgm-
kilde, tilslutningsledninger til strgmkilden, elektronisk forsterk~

ning 0.s.V.

Registreringsinstrumentet G tjener til registrering af mdleresulta-
terne. Der kan anvendes passende instrumenter, men man foretrekker
dog en skriver, der kan tilsluttes forstezrkeren V. I stedet for
skriveren kan ogsd andre analog- eller digital-apparater anvendes.
Ngdvendigt for mdlingen er kun registreringen af mdlesignalet i rela-
tion til tidsforlgbet.

Den i fig. 3 1 snit viste blandeindretning S bestdr af en sgjleformet
beholder 4, som fortrinsvis har eylindrisk form, og som er lukket

for enden og der har en indgangsdbning 5 og 1 den anden ende en ud-
gangsabning 6 for pufferoplgsningen. Den er fyldt med korn 7, som
‘bestdr af et inert materiale eller af enzym, der er bundet pa den
faste uoplgselige bzrer. Sgjlens stgrrelse afhenger af den gnskede
blandingsgrad af prgveoplgsningen og pufferoplgsningen samt, i til-
fzlde af et bzrerbundet enzym, af den ¢gnskede malefglsomhed, af midle-
prgvemzngden og af sktiviteten af enzymet. Bliver der anvendt en
sgjle med et bazrerbundet enzym, foreligger denne fortrinsvis i termo-
statiseret udfgrelse. Hensigbsmessig er sgjlen s& indrettet sdledes,
at den kan udveksles ved simpel fra- og tilskruning, hvis aktiviteten
af det bzrerbundne enzym er forringet, eller hvis en udskiftning af
anden grund er pakrzvet. En sddan udskiftning kan eksempelvis vere
krzvet, for at man kan indrette apparatet til bestemmelse af et andet
stof og sledes indfgre et andet bererbundet enzym, eller for at =n-
dre blandingsgraden af prgveoplgsningen og pufferoplgsningen ved
overgang til en anden bestemmelsesmetode.

Prgveapplikatoren & tjener som allerede tidligere beskrevet til en
luftblerefri, blokagtig indfgring af prgveoplgsningen i pufferstrgm-
men. Den bevirker udmdlingen af prgveoplgsningen og den stadige op=-
retholdelse af pufferstrgmmen uden stgrre hastighedsvariationer.

T den ved fig. 4 viste udfgrelsesform bestdr applikatoren af et hylster
10 og en deri forskydelig kerne 11. En indgangsledning 12 til puffer-
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strgmmen fgrer til boringen 12a i hylsteret 10. BEn grenledning 13 af-
grenes af ledningen 12 og fgrer til boringen 13a i hylsteret 10. P&
samme made fgrer en afgangsboring 1%, som er forbundet med boringen
lha, og som tjener til afgang af pufferoplgsningen, ved den anden
side af hylsteret 10 videre. En grenledning 15 forbinder afgangsborin-
gen 15a i hylsteret’l0 med afgangsledningen 14. En ledning 16, som
stdr 1 forbindelse med en boring 16a i hylsteretlQ er tilsluttet et
vakuum. Den forskydelige kerne har borinéer 17, 18 og 19, som ved
tilsvarende skyderstilling hver gang kan forbinde boringerne 12a og
14a, 13a og 15a samt 16a med boringen 20 og tragtboringen 21 i hyl-
steret 10.

Ved den i fig. ka viste normalstiiling af kernen 11 bliver der i

den tragtformede &bning 21 indhzldt den prgveoplgsning, der skal
undersgges, f. eks. serum, og derfra ind i boringen 18 i kernen 11.
Indfyldningshgjden i den tragtformede boring 21 i hylsteret 10 spiller
her ingen rolle, nir blot boringen 18 i kernen 11 fyldes fuldstendig.
Medens prgven indfyldes, flyder pufferstrgmmen fra 13a til 15a. Ef-
ter afslutning af indfyldningen bliver kernen skubbet i pilretningen,
til boringen 18 dzkker boringerne 12a og lha. Prgveoplgsningen,
hvis volumen ngje svarer til boringens volumen 18 i kernen 11, bli-
ver af pufferstrgmmen fgrt blokagtigt til sgjlen S. Ved denne stil-
ling af kernen 11 er strgmmen fra 13a til 15a afbrudt. Samtidig
bliver den i indfyldningsdbningen 21 tilbageblevne oplgsningsmzngde
suget bort gennem boringen 19, boringen 16a og ledningen 16. 83
snart prgveoplgsningen er ledet bort i pufferstrgmmen, bliver kernen
11 skudt imod pilretningen, indtil boringen 18 dskker luftindgangs-
boringen 20 og afgangsboringen 16a. Boringen 18 bliver derved tgmt for
puffer og pufferstrgmmen igen frigivet af boringen 13a til boringen
15a. Til slut bliver kernen igen bevaget i pilretningen ind til ud-
gangsstillingen, og processen kan gentages.

Applikatorens stgrrelse, navnlig boringen 18's volumen, afhenger af
fremgangsmiddens fglsomhed, af strgmningshastigheden af pufferoplgs=-
ningen og -eventuelt af stgrrelsen af sgjlen S. Safremt der til
boringen 18 gnskes en kapillar diameter, kan der til lettelse af
fyldningsprocessen vare anbragt en tilsvarende 8bning i hylsteret 10



12 147163

over for indfyldningsédbningen?2l. Prgven kan ikke lgbe ud, da over-
fladespazndingen af den forneden hengende drabe hindrer en afrivning.

Applikatoren kan bestd af passende materiale, hvis dette er inert
over for de anvendte oplgsninger og muligggr et tzt s=de af kernen

i hitlsen. Egnede materialer er f. eks. glas, kunststof og metal.
Applikatoren kan ogsd bestd af forskellige materialer, f. eks. af
metal med overflader af et glidedygtigt kunststof, f. eks. polytetra=
fluorethylen.

Applikétoren kan ogsd udformes. inden for rammerne af det ovenangivne
princip pd anden méde, f. eks. cylindrisk, gvarende til en flervejs-
hane. Parallelstrgmmen bliver i dette tilfelde hensigtsmessigt sty-
ret i en anden hane, hvis kerne sidder pd den samme akse som kernen,
i hvilken prgveoplgsningen applikeres.

Fremgangsmdden og apparatet ifglge opfindelsen udviser en rekke sar-
lige fordele. De tillader, at der kan udfgres hurtige analyser, da
mileresultatet i almindelighed foreligger efter meget kort tid. Ved
hjelp af den konstante vaskestrgm bliver der tilvejebragt en meget
stabil indstilling af systemet, som ggr sendregtige efterjusteringer
 overflgdige, og som garanterer et stadigt driftsberedskab. Anven-
delsen af justerede malepipetter bliver overflgdig, s& at de herved
fremkomne fejlmuligheder elimineres. Ved den stadige genanvendelse
af de indsatte enzymer bliver der opniet en vesentlig udgiftsbespa-
ring henholdsvis materialebesparing. Ved en simpel ombytning af
pufferoplgsningen samt eventuelt af det bzrerbundne enzym eller de-
rtektoren eller begge dele lader fremgangsmidden og apparatet sig hur-
tigt indrette til en anden bestemmelse.

De fglgende eksempler belyser yderligere opfindelsen.

Eksempel 1

Bestemmelse af D-glucose 1 serum

- Prineip:
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D-glucose + ATP EfngiEiiig. glucose-6-phosphat + ADP

glucose-5-phosphat-dehydro-

Glucose-6-phosphat + NADPT + Hy0

genase, 6—phospho~g1uéonat + NADPH + H'.
Dannelsen af NADPH miles i fotometer.

Man anvendte det pd fig. 1 pd tegningen viste apparat. Sgjlen S

havde en diameter pd 1 cm og en fyldehgjde pd 1 cm og var fyldt med

en 2:1-blanding af i vand kveldet glucose-6-phosphat-dehydrogenase

pad bzrer med den specifikke aktivitet af 27 U/g og hexokinase pd barer
med den specifikke aktivitet af 80 U/g.

Som detektor anvendtes et Eppendorf-fotometer med gemmemlgbscelle
4053.10. MAlingen af den optiske tzthed skete ved 366 nm. Til re-
gistrering var Eppendorf-kompensationsskriveren tilsluttet.

Den anvendte applikator havde i princippet den pd tegningens fig. 4
viste konstruktion. Boringen 18 i kernen 11 havde et volumen pd
10 pl. Applikatoren bestod af V4A-std1/teflon.

De enkelte apparatdele var forbundet med silikonslange pd 1 mm lys=-
vidde. Som puffer anvendtes der 0,3 M triethanolamin-puffer med pH-
verdien 7,5, 1ndeholdende 4 mM magnesiumsulfat, O,4% mM NADP og 0,59
mM ATP.

I applikatoren blev der med 1 minuts afstand indfgrt serumprgver

med bestemt glucoseindhold. Prgven 1 og 4 indeholdt 200 ng glucose/
100 ml, prgven 2 og 3 100 mg/100 ml, prgven 5 300 mg/lOO ml og
prgven 6 og 7 50 mg/100 ml. De pi registreringsinstrumentet opteg-
nede mdlekurver fremgdr af fig. 5. De opnidede verdier er angivet pa
fig. 6 som justeringskurve og viser, at hgjden af toppen over mile-
skriverens nullinie er direkte proportional med glucoseindholdet i

. oplgsningen, idet proportionalitetsomrddet under de beskrevne for-
sggsbetingelser razkker til koncentrationer ind til 200 mg/100 ml.
Nulliniens-stigning beror pd, at det dannede NADPH i pufferen sti-
ger.
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Eksempel 2

Bestemmelse af D-glucose 1 serum

Eksemplet er analogt med eksempel 1 med den forskel, at de reak-
tionén katalyserende enzymer foreligger i oplgsning. Som blande-
indretning S (sammenlign fig. 1 pa tegningen) blev anvendt en sim-
pel glasspiral, som havde en indre diameter af 2,5 mm og en vejlaeng-
de pd 70 cm. Pufferen indeholdt som tilsatte komponenter 0,12 mg
nexokinase/ml (16,5 U/ml) og 0,12 mg glucose~6-phosphat~dehydrogenase
(17 U/ml).

Forsggsresultatet svarede til det 1 cksempel 1.

Eksempel 3

Bestemmelse af hexokinase i vandig oplgsning

Princip:

hexokinase .

D-glucose + ATP glucose-6-phosphat + ADP

Glucose-6-phosphat + NADP® + H,0 glucose-6-phosphat-dehydro-

genase . §_phosphogluconat + NADPH + "',
Dannelsen af NADPH-m&ltes 1 fotometer.

Da reaktionstiden mellem reaktionens begyndelse og mdlingen 1 detek-~
toren er konstant, kan der sluttes fra mengden af det dannede NADPH
til hexokinasens aktivitet.

‘Man anvendte deb pd tegningens fig. 1 viste apparat. Sgjlen S havde
en diameter p& 1 cm og en fyldehgjde pd 2 cm og var fyldt med 1 vand
kvaeldet glucose-6-phosphat-dehydrogenase pd en barer med den speci-
fikke aktivitet pad 27 U/g. Mellem detektoren og reservoiret var der
indskudt en glasspiral, der havde en indre diameter p& 2,5 mm og en
vejlengde pd 70 cm. Denne glasspiral var opvarmet i et vandbad til
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9500. Den tjente til at inaktivere den fgr mdlte hexokinase.

Som detektor anvendtes en Eppendorf-fotometer med gennemlgbscelle
4053.10. MAalingen af den optiske tathed skete ved 366 nm. Til re-
gistreringen var Eppendorf-kompensationsskriveren tilsluttet.

Den anvendte applikator udviste i princippet den pd tegningens fig.
4 angivne konstruktion. Boringen 18 i kernen 11 havde et volumen pa
10 pl. Applikatoren bestod af ViA-stdl/teflon.

De enkelte apparatdele var forbundet med silikonslanger med 1 mm lys-
vidde. Som puffer anvendtes der 0,3 mM triethanolamin-puffer med
pH-vaerdien 7,5, som indeholdt 4 mM magnesiumsulfat, O,% mM NADP, 0,59
mM ATP og 20% glucose.

I applikatoren blev der med en afstand af ca. 1 minut indgivet prgver
af vandig hexokinase-oplgsning. Der blev indfgrt 1:2 og 1:4 fortyndet
hexokinase-oplgsning samt ufortyndet hexokinase-oplgsning (0,1 mg
protein/ml). Justeringskurven pd fig. 7 angiver afhzngigheden af
toppenes hgjde pad registreringskurven af den indsatte hexokinase-
koncentration. Man ser, at der er en linezr afhsngighed til stede.

Eksempel U4

Bestemmelse af d-glucose i serum ved hizlp af glucoseoxydase ifglge
ligningen

Glucose + O2 + H20 glgggggg&zﬂggg_? gluconsyre + H202.

Man anvendte det pd tegningens fig. 1 viste apparat. S¢gjlen S havde
en diameter pad 1 cm og en fyldehgjde pd 1 cm og var fyldt med i vand
kveldet glucoseoxydase pa bzrer med en specifik aktivitet p& 200 U/g.

Som detektor anvendtes en af firmaset W T W i Weilheim/Obb. forhandlet
oxygenfglsom elektrode med et af det samme firma forhandlet oxygen=
médleinstrument betegnet 0xi 610 E og den tilsluttede potentiometer-
skriver Re 511 fra firmaet Servogor. .
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Tilstrgmningshastigheden ved elektroden var 7,5 cm/sek., og diamete-
ren hos indgangsboringen i gennemlgbscellen, som er vist pd fig. 2,

var 1 mm.

Den anvendte applikator havde i princippet den p4 tegningens fig. L
viste konstruktion. Boringen 18 i kernen 11 havde en diameter pi
2 mm og 10 mm's lzngde. Applikatoren bestod af glas.

De enkelte apparatdele var forbundet med silikonslanger med 1 mm's
diameter. Som puffer anvendtes 0,2 M kaliumphosphatpuffer med pH-
verdien 6,0 indeholdende 18 mM kaliumjodid, 7,5 mM ammoniumheptas=
molybdat og 800 mM natriumchlorid.

I applikatoren blev der med en afstand af ca. 1 minut indgivet serum-
prgver med et bestemt glucoseindhold. Prgverne 1 til 3 indeholdt hver
100 mg glucose/100 ml serum. Prgven 4 indeholdt 200, prgven 5 300,
prgven 6 400 og prgven 7 500 mg/100 ml. De p& registreringsinstru-
mentet optegnede milekurver fremgdr af fig. 8. De opndede verdier er
angivet i fig. 9 som justeringskurve og viser, at hgjden af toppene
over mileskriverens nullinie er direkte proportional med glucoseind-

holdet i prgven.

Eksempel 5

Bestemmelse af urinsyre ved hjelp af uricase efter ligningen:
Urinsyre + 20,0 + 0, ZEI€83¢ 5 allantoin + Hy0p + CO,

Fremgangsmdden i eksempel 1 benyttedes under anvendelse af det samme
apparat til bestemmelse af urihsyre. Sgjlen S var fyldt med uricase
p& bzrer. Sgjlen S havde en diameter pd 1 cm og en fyldehgjde pa

5 cm. Den specifikke aktivitet af den barerbundne uricase var 3 U/g.

Man anvendte det i eksempel 1 beskrevne apparat. Tilstr¢gmningshastig-
" heden ved elektroden var 3,5 cm/sek., diameteren af indgangsboringen

i gemnemlgbscellen, som er vist pd fig. 2, var 1 mm.

Den anvendte applikator havde i princippet den pd tegningen viste
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konstruktion. Boringen 18 i kernen 11 havde en diameter pd 2,5 mm
og en l®ngde pa 13 mm. Applikatoren bestod af glas.

De enkelte apparatdele var forbundet med silikonslanger pd 1 mm's
diameter. Som puffer anvendtes 0,2 M boratpuffer, pH-verdi 6,5, i
hvilken 600 U/ml katalase var oplgst.

I applikatoren blev der med en afstand af ca. 6 minutter indgivet
prgver af urinsyreoplgsningen med et bestemt indhold. Prgve 1 inde-
holdt 5 mg urinsyre/100 ml, prgve 2 10 mg, prgve 3 15 mg, prgve 4
30 mg, prgve 5 45 mg og prgve 6 60 mg/100 ml.

Den pé registreringsinstrumentet optegnede midlekurve er vist pd teg-
ningens fig. 10. De erholdte verdier er angivet ved fig. 11 som
justeringskurve. Man ser, at toppenes hgjde over midleskriverens nul-
linie er direkte proportional med urinsyreindholdet i prgven.

Patentkryrarvw.

1. Fremgangsmidde til kvantitativ bestemmelse af enzymatisk reage-
rende stoffer i vandig oplgsning ved omsatning i narvarelse af
mindst &t enzym, ved hvilken en vandig opl@sning af det stof, der
skal bestemmes, indfgres i en med konstant hastighed cirkuleren-
de pufferoplgsning, der indeholder de for omsatningen ngdvendige
reagenser, idet opl@gsningen bringes i kontakt med enzymet, hvor-
efter Ben ledes over en detektor, der mdler den ved omsatningen
fremkaldte forandring i opl¢gsningen, og pufferoplgsningen til-
bagefgres i kredslgbet, idet de forbrugte reagenser eventuelt re-
genereres, k end et egnet ved, at en bestemt mangde af
cplgsningen af det stof, der skal bestemmes, indgives luftblare-
frit i pufferoplgsningen som en blok uden @&ndring af strgmnings-

hastigheden.

2. Fremgangsmiéde ifglge krav 1, k end et egnet ved, at
pufferoplgsningen opdeles i to delstrgmme, at delstrgmmene afveks-
lende afbrydes, og at en bestemt mangde af oplgsningen, der in-
deholder det stof, som skal bestemmes, indfgres i en delstr¢gm,

medens denne er afbrudt.
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3. Apparat til udfgrelse af fremgangsmdden ifglge krav 1 og 2,
kendetegnet ved et pufferreservoir, en prgveapplika-
tor med i det mindste to ved en sparreskyder med mindst to kor-
responderende boringer afvekslende sparrebare gennemlgb, idet

deh ene af boringerne stér i forbindelse med en tillgbsledning
for oplgsningen af det stof, der skal bestemmes, ndr dets til-
svarende gennemlgb er sparret, en blandeindretning og en detek-
tor med registreringsinstrument samt pumpe med konstant ydelse,
som er indbyrdes forbundne med rgrledninger til et kredslgbs-

system.

4. Apparat ifglge krav 3, k endetegmnet ved, at applika-
toren bestir af et hylster med forskydelig kerne, og at hylster.._
. og kerne hver har tre gennemlgb, som ved kernens forskydning kan

bringes til dakning.

5. Apparat ifglge krav 4, k endetegnet ved, at appli-
katoren har et hylster (10) med indlgbsboringer (12a, 13a), ud-
1gbsboringer (l4a, 15a), luftindfgringsboring (20), en tragtformet
boring (21) for indfyldning af prgven og vakuumboring (l6a) samt
en i hylsteret (10) forskydelig kerne (11) med boringer (17, 18,
19), som er saledes anbragté, at ved forskydning af kermen (11),
boringerne (13a, 17 og 15a) henholdsvis (12a, 18 og l4a) henholds-
vis (20, 18 og 16a) henholdsvis (21, 19 og l6a) samt (21 og 18)
kan forbindes siledes, at ledningen, der dannes af boringerne
(13a, 17, 15a) er lukket, ndr ledningen, der dannes af boringerne
(12a, 18, l4a),er &ben.

Fremdragne publikationer:

GB patent nr. 1118769

SE fremlmggelsesskrifter nr. 319921, 355415
US patent nr. 3512517

Febs Letters, bind 9, nr. 1, 1970.




1471863




147163




147163

o

( 12

15

Fig. 4a

ey W omay A Dm
1 ’”//’%\7”}“/5/
\ A A Y Y

-~ AR M
| v e ENUNNNRE
| = . N \\\

IZ/Z/?/?//Z/% ///////////// 7

/7 /// 9y
~ . .
52 | 1L § } 16

\




147163

Fig.5
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Fig.6
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Fig.8
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