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Lipaasin mddritysmenetelmd ja reagenssi - Bestdmningsmetod

fér lipas och reagens

Tdmd keksintd koskee parannusta lipaasin mddritysmenetel-
mén ja reagenssin suhteen, jonka Kurooka et al., U.S. patentti
n:o 3 986 930 ja kurooka et al., J. Biochem. 81,361-369 (1977)
sekd Kurooka, Japanese Patent Application n:o 5Sho. 51-68343 ovat
esittidneet. Tdssid ménetelméssa ja reagenssissa S-asyyli-yhdiste,
kuten on kuvattu ylléesitetyissd viitteissd, on substraattina.
Lipaasi, jota on biologisessa nestendytteessid kuten seerumissa
tai plasmassa, katalysoi S-asyyli-yhdisteen hydrolyysin vapauttaen
sulfhydryyli-ryhmid. Vapautuneet sulfhydryyli-ryhmdt reagoivat
vdrid synnyttdvdn sulfhydryylireagenssin, kuten esim. 5,5'-di-
tiobis(2-nitrobentsoehapon) kanssa /"DTNB" Kurookan et al. lyhen-
tdmédnd/, ja syntyvd vdri mitataan, jolloin saadaan lipaasin aktii-
visuus mitatuksi. Kurooka et al. ja Ellman, U.S. Patent
n:o 3 119 668 ovat julkaisseet sopivia virii antavia sulfhydryyli-
reagensgeja.

Kurooka-menetelms114 ja =-reagenssilla on monia tavoiteltu-



ja ominaisuuksia. Kuitenkin, kuten on tuotu esiin Kurookan
japanilaisessa patenttihakemuksessa, siltd puuttuu herkkyyttd,
jonka Kurooka lukee seerumin albumiinin aiheuttaman inhibition
syyksi. Se on my6s epéspesifinen lipaasin suhteen eikd vdlttd-
mdttd mittaa todellista lipaasi-aktiivisuutta. Lisdksi menetelmd
edellyttdd asetonin 1lisdystd proteilnin saostamiseksi ennen
mittausta, mikd edellyttdd sentrifugointia tai samankaltaista
proteiinin poistovaihetta ennen mittausta.

On havaittu, ettd Kurooka et al. menetelmé&n ja reagenssin
spesifisyyttd voidaan huomattavasti parantaa lisddm&1l14
pseudokoliiniesteraasi-inhiblittoria, niin etté& muodostuva rea-
genssi ja menetelmd ovat spesifisempid lipaasinbsuhteen. On
edelleen havaittu, ettd menetelmdn herkkyyttd voidaan parantaa
- 1iittdm&114 mukaan pieni md&rd albumiinia. Koemenetelmdd voidaan
my&s parantaa kdyttdmd1ld ei-ionista pinta-aktiivista ainetta
pddttdmddn inkubointi, ja vdri voidaan mitata sitten suoraan,
ilman sentrifugointia tai muita proteiinin poistovaiheita.

On edelleen havaittu, ettd Kurooka et al. menetelmdssd ja rea-
genssissa voidaan kdyttdd standardiliuoksina vesiliukoisia
5-(aminocalkyyli)-isotiorium-suoloja. Keksint&dn kuuluu tdten uusi,
parannettu reagenssi, menetelmi ja mddritykseen kiytettdvit
koetarvikkeet. ’ '

Reagenssiin, menetelmddn ja keksinndn mukaiseen tarvike-
pakkaukseen sisdltyy S-asyyli-yhdiste sekd vdrid antava sulf-
hydryyli-reagenssi, ja siihen voi sis#lty& my&s karboksyylieste-
raasi- ja aryyliesteraasi-inhibiittori kuten Kurooka ja Kurooka
et al. ovat ilmaisseet. Voidaan kdyttd4 samoja S-asyyli-yhdistei-
td sekd vérid antavia sulfhydryylireagensseja, ja nditd termeji
kdytetddn tédssd hakemuksessa samassa merkityksessd kuin Kurooka
et al. ovat kdyttdneet U.S. Patent 3 986 930:ssa. T31lld hetkel-
ld4 parempana pidetty S-asyyli-yhdiste on 2,3-dimerkaptopropan-1-
olitributyraatti, lyhennetty "BALB":ksi Kurooka et al:n mukaan,
ja sitd pidetddn parempana myds t&mdn hakemuksen yhteydesséi.
Parempana pidetty vdrid antava sulfhydryyli-reagenssi on
"DTNB", 5,5'-ditriobis(2-nitrobentsoehappo), jota myds Kurooka
et al. pitdvdt parempana. Aryyliesteraasin ja karboksyylieste-
raasin parempana pidetty inhibiittori on fenyylimetyylisulfonyy-



lifluoridi (1yhennétty "PMSF"), jota my®ds Kurooka et al. pitdvdt

parempana.
S-asyyli-yhdisteet vastaavat yhtd seuraavista kaavoista,

jotka Kurooka et al. ovat esitténeet:

CH,-S-C0-C_H .
) n"2b+l (CH,),=$-CO-C H) .,
CH-X-CO-C_H, .. v
t f
CH,~0-CO-C_, H, ,,; (CH,),=8=C0-C_H, .4
(1) (ID)
5-C0-C )41 ?HQ"S'CO'CnH2n+1
1
(CHy)y CHQ—o—co—cn,HZD,+l
C0-0-C_,H, .,
(ITI) (IV)

jolloin n on kokonaisluku 2-4, n' on kokonaisluku 2-4 tai 9-19;

m on kokonaisluku 3,7 tai 11; m' on kokonaisluku 1 tai 12; Y

on kokonaisiuku 1 tai 23 X on rikki- tai happiatomi; Y on rikki-
atpmi, happiatomi tai etyleeniryhmd; edellyttéen ettd, kun Y on 1,
m' on 4 ja kun Y on 2, m' on 12.

On havaittu, ettd S-asyyli-yhdisteet ovat herkkid biolo-
gisissa nesteissd, kuten ihmisen veriseerumissa esiintyvén
pseudokoliiniesteraasin aiheuttamalle inhibitiolle. Seurauksena
on, ettd vdrid antavan sulfhydryyli-reagenssin kanssa tuotettu
vdri voi olla lisddntynyt, niin ettd saadaan v&drid, kohonneita
lipaasi-tuloksia.

Kiinted, vesiliukoinen pseudokoliiniesteraasi-inhibiitto-
rli voli olla mikd tahansa pseudokoliiniesteraasi-inhibiittori,
joka on middrityksen kannalta hyviksyttdvid; toisin sanoen, fysi-
kaalisesti sekd kemiallisesti kestdvid ja vettd sisdltdvidin
inkubaatioseokseen liukoinen sekd kykenevd inhiboimaan biologi-
sissa nesteissd esiintyvén pseudokoliiniesteraasin inhiboimatta
lipaasia tai hdiritsemdttd vdrireaktiota sulfhydryyli-reagenssin

kanssa. Pseudokoliiniesteraasi~inhibiittorit ja koliiniesteraasi-



inhibiittorit ovat myrkyllisid, ja niitd tulee kdsitelld erityisen
huolellisesti. Haihtuvien koliiniesteraasi-inhibiittoreiden kdyt-
t5 on johtanut myrkyllisten hdyryjen muodostumiseen koe inkuboin-
nin aikana sekd inhibiittorin hdvidmiseen substraatista inkuboin-
nin tai valmistavan esikuumennuksen aikana. Lyofilisoituja rea-
gensseja valmistettaessa mddritystarvike pakkauksia varten inhi-
biittorin tulee olla haihtumaton olosuhteissa, joita kdytetddn
veden poistamiseen muista reagensseista (ldmpdtiloissa alueel-

la -50°C - +35°C, 0,1-5 elohopeamillimetrin paineissa, 12-48 tun-
nin ajan). Niiden tulee olla myds fysikaalisesti ja kemiallisesti
yhteensopivia muiden aineosien kanssa ja kuivasta muodosta
helposti veteen dispergoituvia sekd vesiliukoisia. Monissa tapauk-
sissa tunnettujen ominaisuuksien perusteella tai rutiinimene-
telmin voidaan varmistua siitd, onko tietylld koliiniesteraasi-
inhibiittorilla vaadittua, inhiboivaa aktiivisuutta, inerttisyyt-
td lipaasiin ndhden, haihtumattomuutta, lyofilisoituvuutta sekd
dispergoituvuutta veteen ja vesiliukoisuutta.

Yleensd, pseudokoliiniesteraasi-inhibiittorin tulisi olla
kiinted alle 50°C:n ldmpdtiloissa, sen tulisi liueta hyvin veteen
(ainakin 0,5-25 millimoolia litraa kohti), hdyrynpaineen tulisi |
olla tuntuvasti veden h&yrynpaineen alapuolella, ja sen tulisi
olla kemiallisesti kestdvd Vesiliuoksiésa, joiden pH=arvot ovat
neutraalista emdksisiin. Monet nestemdiset fosfaattihydnteismyrk-
kyjen koliiniesteraasi-inhibiittoreista eivdt ole t&ten sopivia.
Parationi, esim. ei ole ainoastaan erittiin myrkyllinen neste,

- vaan myds sen liukoisuus veteen on riittdmidtén, eikd se ole riit-
tdvdn kestdvd alkalisessa pH:ssa. Isofluorfaatti eli di-isopro-
pyylifluorifosfaatti hajoaa kosteuden ldsnidollessa muodostaen
fluorivetyd ja menettden inhiboivaa aktiivisuutta sekd on haihtu-
va, erittdin myrkyllinen eikd sitd voida lyofilisoida. Malationi
on veteen huonosti liukeneva neste, hydrolysoituu ja menettds
aktiivisuutta alkalisessa pH:ssa. Keksint66n soveltuviin
pseudokoliiniesteraasi-inhibiittoreihin kuuluvat kiintedt, vesi-
liukoiset karbamaattikoliiniesteraasi) pseudokoliiniesteraasi-
inhibiittorit kuten fysostigniini (eseriini), neostigniini,
pyridostigniinibromidi, ambenoniumkloridi, bentspyriniumkloridi,

demekoriumbromidi. Eseriiniid (fysostigniinid) ja sen suoloja, kuten



esim. salisylaattia ja sulfaattia pidetddn parempina pseudokolii-
niesteraasi/koliiniesteraasi-inhibiittoreina. Eseriinisalisylaat-
ti on erittdin spesifinen seerumin pseudokoliiniesteraasi, eikd
se inhiboi lipaasia koecolosuhteissa. Se el my8&skddn hdiritse
sulfhydryylivérireaktiota kdyttdolosuhteissa. Eseriinisalisylaat-
tia pidetddn parempana. Kéytetddn riittdvédssd mddrin inhibiitto-
ria estdmddn ndytteen pseudokoliiniesteraasi ja koliiniesteraasi-
aktiivisuus. Optimimddrdt, joita tulee kdyttdd spesifisissd
formuloinneiésa sekd menetelmissd voidaan mddrittdd tavanomaisilla
alueen etsintd kokeilla. Parempana pidetyn eseriinisalisylaatin
ollessa kysymyksessd vdhint&d&n 0,005 millimoolin konsentraatio
(0,005 tuhannesosaa molekyylipainoa vastaavaa grammamddrdd lit-
rassa) substraattireagenssin ja ndytteen seoksessa on kdyttdkel-
poinen, ja parempana pidetd&dn konsentraatioita 0,01-0,03.

Suurempia konsentraatioita voidaan k&yttdd (0,005-0,1 mil-
limoolista kylldstyskonsentraatioon saakka), kuitenkin vdhén tai
el mitddn parantumista ole havaittu konsentraatioiden noustes-
sa 0,02:s5ta 0,05 millimooliin, eikd lisdmddrid ole tarvittu.
Konsentraatioiden ollessa tuntuvasti alle 0,005 millimoolia,
seerumin pseudokoliiniesteraasi voi vapauttaa sulfhydryyli-ryh-
mié‘S—asyyli—yhdisteesté antaen virheellisesti kohonneita lipaasin
mittausarvoja. '

~ Albumiinia kdytetidn herkkyyttd lis&&vissd midrin. Tie-

tyssd tapauksessa kdytettdvd tarkka mddrd voidaan mddrdtd taval-
lisin alueen etsintdmenetelmin kdyttden erilaisia albumiinin
konsentraatioita. Riittd&mdtdn albumiinin md4rd sekd ylimd&dri
albumiinia aiheuttaa herkkyyden menetyksen, mikd on osoitettu
tiettyd mddrdd kohti lipaasia muodostuneen vdrin hividmisend.
Yleensd albumiinin konsentraatio, joka on 1-8 milligrammaa
reagenssin millilitraa kohti, antaa hyvid tuloksia. Entsyymin
aktivoinnin lisddmiseksi mieluummin otetaan mukaan anioninen pinta-
aktiivinen aine kuten natriumdodekyylisulfaatti, kuten Kurooka
et al. ovat kuvanneet, J. Biochem. 81, 36169 (1977).

Keksinn&én mukaisesti biologinen nestendyte, kuten esim.
seerumi, plasma, haimaneste tai muu sellainen, inkuboidaan reagens-
sin kanssa, joka sisdltdd S-asyyli-yhdisteen, vdrid antavan

sulfhydryyli-reagenssin, eseriinisuolan sekd albumiinin, kdyttden



pH- ja ldmpdtila-olosuhteita, jotka edistdvdt lipaasin aktiivi-
suutta. Ennalta mdidritetyn inkubointiajan kuluttua, inkubointi
pddtetddn, samea seos kirkastetaan ja saatu vdri mitataan kolo-
rimetrissa tai spektrofotometrilla. On havaittu, ettd inkubointi
voidaan pddttdd ja seos kirkastaa samanaikaisesti lisd&mdlld
substraattia liuottavaa, ei-ionista pinta-aktiivista ainetta
kuten esim. polyetyleeniglykolin alkyylifenyylieetterid,
polyoksietyleenisorbitaanimonorasvahappoestereitd tai polyetoksi*
loitua kasvidlijyd.

Termid "substraattia liuottava" kdytetddn tarkoittamaan
ei-ionisen pinta-aktiivisen aineen ominaisuutta liuottaa S-asyy-
li-yhdiste veteen, jolloin S-asyyli-yhdiste muodostaa reagenssi-
seoksessa kirkkaan liuoksen pikemmin kuin emulsion. Kuten Kurooka
et al. ovat kuvanneet S-asyylisubstraatti-yhdiste muocdostaa |
miselliemulsion vettd sisdltdvidssd puskurissa ilman pinta-aktii-
vista ainetta tal emulgaattoria. Tiettyjd ei-ionisia pinta-aktii-
visia aineita voidaan tutkia substraattia liuottavan kyvyn suh-
teen yksinkertaisesti lisdimdlld niitd vettd sisdltdvidn S-asyy-
lisubstraatti-emulsioon pH 8-9:ssd ja tarkkailemalla varmistua,
ettd ei-vesijae sekoittuu vesijakeen kanssa. Sopiviin ei-ioni-
siin, substraattia liuottviin pinta-aktiivisiin aineisiin kuuluu
oktyylifenoksipolyetoksietanoli (Tritor® X-100, Rohm & Haas, '
keskimddrdinen molekyyliﬁaino 646, Merck Index, yhdeksds painos,
monografia 7350); nonyylifenolipolyetyleeniglykolieetteri
(Tergitofg)NPX, Union Carbide); polyoksietyloitu kasvidéljy
(EmulphoéE)EL-719 GAT Corporation); polyoksietyleeni (20) sorbi-
taanimonopalmitaatti (Twee%g 40, ICI United State) ja Cremphor™,
E~L, BASF-Wyandotte. Anioniset pinta-aktiiviset aineet kuten
esim. natriumlauryylisulfaatti sekd jotkin ei-ioniset pinta-
aktiiviset aineet, kuten esim. polyoksietyleeni (23) lauryylieet-
teri jdttdvdt S-asyyliyhdiste-substraatin emulsion muotoon.

Ei-ioninen, substraattia liuottava pinta-aktiivinen aine
rikkoo ja liuottaa substraatti-misellit lopettaen samanaikaisesti
lipaasi-aktiivisuuden ja kirkastaen seoksen, niin ettd viri voi-
daan mitata suoraan ilman vdlivaiheen sadstusta, sentrifugointia
tal muuta eristysvaihetta. Niin kauan kuin ei-ioninen pinta-ak-
tiivinen aine yksinddn on riittdvi pddttdmddn inkuboinnin ja

sallimaan suoran mittauksen, pidetdidn myds parempana lisdtd



riittdvdsti happoa laskemaan pH 7,0:aan tai sen alapuolelle.

Hapon lisdyksen sekd ei-ionisen pinta-aktiivisen aineen yhdis-
tetty kdyttd liuottaa seokseen paljon kdtevdmmdn, lopullisen vdrin.
Parempana pidetyssd menetelmdssd kdytetddn inkuboinnin pddttdmi-
seen liuosta, jossa on noin 0,5-2,0 g oktyylifenoksipolyoksieta-
nolia (TritorgE X-100, Rohm & Haas) 100 ml:ssa happoa, kuten

esim. 16,5 millimolaarista suolahappoa tai Tris-HCl:a (1,5-2,5
molaarista), jolloin kdytetddn kaksi millilitraa tdtd hapanta
reagenssia noin yhtd millilitraa kohti reaktioseosta.

Yksityiskohtainen kuvaus
Keksinndn mukainen reagenssi-substraatti-koostumus sisdl=-

td4 seuraavia aineosia seuraavia mddrid.

Puskuri, pH 8,0 - 9,5 ' 0,05-0,3 molaarinen
Anioninen pinta-aktiivinen aine 1-3 'millimolaarinen (mM)
Vdri&d antava sulfhydryyli-reagenssi 0,15~0,8 mM
Karboksyyliesteraasi-inhibiittori 0,05-1,5 mM
Eseriini-suola 0,005-0,1 mM

Albumiini 1-8 mg/ml
S-asyyli-yhdiste 2-5 mM

Keksinndén mukaisessa menetelmdssd ylldmainittujen aineosien
vesiseosta sekoitetaan ndytteen kanssa, suhteessa 2 millilitraa
reagenssi-substraattia 10-100 mikrolitraan ndytettd, ja seosta
inkuboidaan 20° - 25° - 37°C:ssa 15-45 minuutin ajan. Hapan
reagenssi ja ei-ioninen pinta-aktiivinen aine lisdtd&n ja vdari
mitataan, mieluummin mittaamalla absorbanssi spektorofotometrissd
valon aallonpituuden ollessa 400-420 nanometrid ("nm"). Lipaasin
aktiivisuus voldaan mddrittdd vertaamalla tuloksia tunnetun
lipaasiaktiivisuuden omaavilla standardiliuoksilla saatuihin
tuloksiin, kalibrointitaulukoihin y.m.s. Mieluummin mitataan my&s
tyhjdkoe kdyttden kaksoisndytteitd; ja pddttden toisen kaksdis— '
ndytteen inkubointi aikaisin tyhjdkokeen arvon saamiseksi.

On toivottavaa kdyttdi standardi-liucsta, jonka tulee an-
taa ennalta mddrdtty vdri tai absorbanssi, joka on vastaavuus-
suhteessa tunnetun mddridn kanssa lipaasi-aktiivisuutta. Voidaan
kdyttdd standardi lipaasi-liuoksia tai kontrolli-seerumeitaj
kuitenkin ndissd ilmenee vaihtelua erdstd toiseen ja lipaasi-

aktiiviguuden hdviétd varastoinnin aikana. Fi-entsymaattisen



kemiallisen standardin ollessa kysymyksessd on mahdollista
formuloida se siten, etti silld suoritettu kalibrointi on tasai-
nen sarjasta toiéeen ja s1lld on paremmat varastointi ominaisuu-
det, jotka ovat vdlttdmittémit kdytettdessd etukdteen sekoitettuja
reagensseja ja mddritystarvikkeita. Vaikka monet yhdisteet
reagoivat vdrid antavan sulfhydryylireagenssin kanssa, niitd ei
voida kdyttdd standardeina. Esim. S-asyylitiokoliinibromidi ja
2-metyyli-3-asetyylimerkaptopropionihappo reagoi niin hitaasti
sulfhydryyli-reagenssin kanssa, ettd vdrireaktio on inkuboinnin
Jdlkeen epdtdydellinen. Merkaptopuriini ja tiomaitohappo antavat
epdstabiilin vdrin. Muut yhdisteet, kuten esim. ditiotreitoli
ja 2-merkaptotiatsoliini ovat joko epdstabiileja, tai ne eivét
liukene inkubointi-seokseen. |

On havaittu, ettd mddrityksen kannalta hyvdksyttdvid, ve-
teen liukenevia $-(2-aminoalempialkyyli)isotiuronium-suoloja
voidaan k&yttdd lipaasin mééritysmenetélman kemiallisina standar-
deina. Sellaiset suolat, joissa "alempialkyyli" on 1,2 tai 3 hii-
li-atomia ja joissa anioni-osa ei inkiboi, osallistuvat tai muu-
toin puuttuvat vérireaktioon, niilld on myds riittidvd stabilisuus,
reaktiokyky vdrid antavan sulfhydryyli-reagenssin kanssa sekd
stabilisuus erinomaisten tulosten saamiseksi kdytettdessd niitd
kemiallisina standardeina. Parempana pidetty vhdiste on S~(2-amino-
etyyli)isotiuroniumbromidihydrobromidi. Standardi-liuos sis&ltdi
isotiuroniumwsﬁolan vedessd, ennalta mééréttyné konsentraationa,
joka on sovellettu antamaan vdri lipaasi-reagenssin kanssa ta-
pahtuvassa reaktiossa, siten ettd viri vastaa lipaasi-aktiivi-
suuden ennalta mddrdttyd, tunnettua tasoca. Isotiuronium-suolaa
tulisi kdyttdd mddrdltddn niin paljon, ettd lopullisessa reaktio-
seoksessa, inkuboinnin ja v8rid antavan sulfhydryyli-reagenssin
kanssa tapahtuneen reaktion j&dlkeen se antaa absorbanssi-arvon,
joka on 0,1-0,5-1. Mieluummin isotiuronium-suola sekoitetaan
puskurin tai hapon kanssa, jolloin pH vesiliuoksessa on 6,2-7,0.
Etukdteen sekoitettuja reagensseja tai mddrityspakkauksia varten
isotiuronium-suola ja puskuri voidaan formuloida ja kuivata,
‘esim. lyofilisoimalla, jolloin se ennen kdytt®i tislatun veden
avulla saatetaan uudelleen kdytt&kuntoon. Myds isotiuronium-suo-
la voidaan lyofilisoida stabiloimisaineen, kuten esim. dekstraa-

nin kanssa ja saattaa kdytt&kuntoon hapon vesiliuoksen, kuten 0,2



normaalisen suolahapon avulla. Sopiva lipaasin vdristandardin
koostumus voidaan valmistaa seuraavasti:

| Standardi-vérikoostumus, joka vastaa korkeita normaali
ihmisen seerumin lipaasin tasoja (noin 200 kansainvdlistd yksik-
k68 millilitraa kohti): ‘

S-(2-aminoalempialkyyli). isotiuronium~suolaa 1,1 milli-

grammaa puskuria (pH 6,5) vettd g.s. yhteen millilitraan saakka,
20 ,uliaa tdtd liuosta on tyypillinen médritystd kohti kdytetty
mddrd 1,1 millilitran kanssa substraatti-reagenssi koostumusta,
jotta saadaan lopullinen absorbanssi, joka on noin 0O,4. Tdsmdlli-
nen absorbanssi-arvo sekd korrelaatio tiettyyn lipaasin tasoon
ndhden riippuu lopullisessa seoksessa kdytetyn isotiuronium-

suolan tarkoista suhteista. _
Parempana pidetty reagenssi-substraatti sisdltdd seuraavaa:

Puskuri-Tris puskuri 0,12 molaarinen
Natriumdodekyylisulfaatti . 2 mM (millimolaarinen)
DTNB. 0,3 mM

PMSF 0,4 mM
Eseriinisalisylaatti 0,03 mM

Albumiini : 7,0 mg/ml

BALB ' . 3,0 mM

lopu;linen pH ‘ 8,8

Parempana pidetyssd menetelmdssd kiytetddn 1,1-2,1 millilitraa
ylldmainittua reagenssia 20-50 mikrolitraa kohti ndytettd. Inku-
bointi suoritetaan mieluummin 30°C:ssa 20-30 minuutin ajan, minkd
jdlkeen reaktio pysdytetddn lisdamdlld 2 millilitraa 0,6-0,8
prosenttista (painoa tilavuutta kohti) TritoAE)X—loozaa 16,5 mM
suolahapossa tai happoliuoksessa (pH 1-5), kuten esim. Tris-HCl:ssa
(1,5-2,5 molaarinen, pH noin %,0). Absorbanssi mitataan 412
nanometrissd ja verrattuna tuloksiin, jotka on saatu kaksolsndyt- -
teilld, kun absorbanssi on mitattu 10 minuutin inkuboinnin jd1-
keen. Absorbanssieroa kdytetddn lipaasin aktiivisuuden mittana.
Muodossa, jota pidetddn erityisesti parempana tarvike-
pakkaus sovellutuksiin ndhden, reagenssi=-substraatti, hapan ei-
ioninen pinta-aktiivinen reagenssi ja kemiallinen véristandardi

ovat valmistetut viitend koostumuksena:
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a) Puskuri (pH 9,2-9,5), albumiini, eseriinisuola,
anionien pinta—akfiivinen aine seké'karboksyyliesteraasi—inhi—
biilttori, valinnaisesti lyofilisoinnin stabilisaattorin, kuten
esim. dekstraanin, esimerkiksi Dextran® 2000:n kanssa, lyofili-
soidussa muodossa.

b) Puskuri (pH valittu stabiloimaan vdrid antava sulfhyd-
ryyli-reagenssi, mieluummin pH 6,8-7,2), vdrid antava sulfhydryyli-
reagenssi ja dekstraani lyofilisoinnin stabilisaattorin lyofili-
soidussa muodossa.

c¢) S-asyyli-yhdisteliuos veteen sekoittuvassa inertissi
liuvottimessa, mieluummin noin 33 millimolaarinen etanolissa.

d) Ei-ioninen, pinta-aktiivinen aine (Tritoég)x—loo,
noin 0,75 %) noin 2,0 m tris-HCl:ssd (Trometamiini HC1l), pysdyttdji
reagenssina. '

e) S-(aminoalempialkyyli) isotiuronium-halogenidihydro=-
halogenidisuola (noin 1,1 milligrammaa) lyofilisoidussa muodossa,
sdilidssd, joka soveltuu 0,2 normaalisen suclahapon vesiliuoksel-
la yhdeksi millilitraksi suoritettavaan ﬁudelleen liuottamiseen.

Koostumuksissa (a) ja (b) kdytetyt suhteelliset konsentraa-
tiot Ja pH:t ovat valitut siten, ettd lopullisen konsentraation
saamiseksl, tislatulla vedelld suoritetun liuottamisen ja sekoit-
tamisen jdlkeen, puskureiden yhdistelm& aineosissa (a), (b) ja
(c) tuottaa lipaasin aktiivisuutta edistidvin lopullisen pH:n
8,5-9,5. Uudelleen liuotettu sulfhydryyli-reagenssi on paljon
kestdvédmpi, kun se on valmistettu erikseen pH:ssa, joké on ldhel-
14 neutraalia. Hapan, ei-ioninen pinta-aktiivinen aine on sovel-
lettu, yhdistettynd muihin aineosiin, inaktivoimaan lipaasi alhai-
sessa pH:ssa sekd sdrkemddn misellit ja kirkastémaan seos ilman
saostusta, niin ettd vdri voidaan mitata suoraan.

Keksint®4d valaistaan edelleen seuraavin esimerkein.

Esimerkki 1

a) Valmistettu lyofilisoitu substraatti-reagenssi, joka

sisdltis:

Tris~puskurin (pH 9,2-9,U4) 0,11 g

Albumiinia ' 77 mg
(milligrammaa)

Eseriinisalisylaattia | 0,18 mg

Dextran™ 2000:a ' 5 mg



11

Natriumdodekyylisulfaattia 6,335 mg
Fenyylimetyylisulfonyyli-

fluoridia ("PMSF") 0,765 mg
Tislattua vettd q.s. 3 ml:aan

sekoitettu ja lyofilisoitu.
b) On valmistettu lyofilisoitu DTNB, joka sisdltdd:

Tris-puskuria (pH 6,85) 0,188 g
DTNB:a 14,25 mg
DextrargE 200:a 5 mg
Tislattua vettd, sekoitettu q.5. 3 ml:aan

ja lyofilisoitu

c¢) BALB-substraatti on valmistettu liuottamalla BALB
etanoliin BALB:n 33 millimolaariseen konsentratioon.

d) Pysdytysliuos on valmistettu liuottamalla 0,6 g ei-
ionista pinta-aktiivista ainetta (Triton X-100) 16,5 milli-

molaariseen suolahappoon.
Y1lldmainitut neljd koostumusta muodostavat mddritystar-

vikepakkauksen.

Esimerkki 2

Esimerkin 1 mukaista Y4-reagenssipakkausta kdytetddn
seuraavasti kdyttden kaksoisndytepulloja, jotka on merkitty
"potilas-tausta", "potilas", "tausta 10 minuuttia" ja "tausta

30 minuuttia", sekd seuraavaa menetelmdd.
a) Siirrd 10,0 ml tislattua vettd lyofilisoidun sUbstraat-

tireagenssin pulloon ja liuosta kddntden pulloa.

b) Siirrd 1,0 ml BALB lipaasisubstraattia ylldmainittuun
pulloon ja sekoita hyvin pulloa kddntden.

c) Siirrd 12 ml tislattua vettd lyofilisoituun DTNB-
reagenssipulloon. Liuota kd&dntden.

d) Pipetoi 0,1 ml ylldmainittua DTNB-liuosta merkittyihin
pulloihin, _

‘e) Pipetoi 1,0 ml BALB-substraatin ja substraatti-reagens-
sin seosta kuhunkin merkittyyn pulloon ja sekoita varovasti
pySrittden. Saatu seos on substraatti, joka sisdltdi BALB:n
emulsion muiden reagenssien liuoksessa. |

f) Inkuboi kaikkia pulloja, jotka nyt sisdltdvit tdydel-
lisen substraatti-reagenssin koostumuksen, 30°C:n liamméssd 10 mi-

nuutin ajan.
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g) Tietyin aikavdlein 1is&4 0,05 ml seerumia sopivasti
merkittyihin, rinnakkaisiin potilas-taustapulloon ja potilas-
pulloihin ja lisdd 0,05 ml tislattua vettd "tausta 10 minuuttia'-
pulloon. _

h) 10 minuutin kuluttua (sauvassa jdrjestyksessd ja samoin
aikavdlein kuin vaiheessa g) lisdd 2 ml pysdytysreagenssia
"potilas-tausta"- ja "tausta 10 minuuttia"-pulloihin.

i) 30 minuutin kuluttua lisdd 2,0 ml pysdytysreagenssia
"potilas"-pulloon sekd "tausta - 30 minuuttia"=~pulloon.

j) Aseta spektrofotometri 412 nanometriin ja nollaa laite
tislattua vettd kdyttiden.

k) Lue ndytteiden absorbanssi kussakin tapauksessa 5 minuu-
tin kuluttua pyséytysliuoksen lisdyksestd. |

Seerumin lipaasi-aktiivisuus on verrannollinen absorbans-
siin 412 nanometrissd, ja se lasketaan seuraavasti:

Lipaasi-aktiivisuus 20 minuutissa = absorbanssi /potilas-
ndyte - taustandyte/ 30 minuuttia ~ absorbanssi /potilasndyte-

taustandyte/ (10 minuuttia).

Esimerkki 3

Y118 esitetyissd esimerkeissd kdytetyn menetelmdn tarkkuus
tutkittiin kdyttden seitsemid tyyppid "epdnormaalia", kohonnutta
lipaasikontrolliseerumia sekd "normaalia'" kontrolliseerumia ja
kdyttden 35 minuutin inkubointiaikaa, ja absorbanssi=-ero mitat-
tiin 25 minuutin ajanjakson aikana (absorbanssi/25). Molemmissa
tapauksissa saatiin erinomainen tarkkuus standardi-poikkeaman
ollessa ¥ 0,028 ja 2 0,029.

Viidentoista normaali henkildn seerumindytteiden analyysi
tuotti normaalit tulokset (absbrbanssi/?S = 0,2) 93 prosentissa
tapauksissa verrattuna 93 prosenttiin kaupallisella vertailumene-
telmilla (DuPont ACA turbidometrinen menetelmd) saatuun normaaliin
tulokseen. Korkeimman, selvds%i normaalin tuloksen absorbans-
si/25 oli 0,252.

Kuudentoista pankreatiitti-potilaan seerumindytteiden
tulokset olivat suuremmat kuin 0,3 kaikissa tapauksissa. Jois-
sakin tapauksissa seerumindytteen korkea lipaasi-aktiivisuus lai-

mennettiin 1:1 ennen analyysid ja tulos kerrottiin 10:114.
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Analysoitiin 15 seerumindytettd potilailta, joilla esteraasi-
tasot olivat korkeat, mukaanluettuna yhdeksdn kohonnutta
koliiniesteraasia. Kolme ndistd antoi epdnormaalit tulokset
(absrobanssi/25 = yli 0,3), ja kaksi ndistd kolmesta varmistet-
tiin kohonneiksi arvoiksi lipaasin turbidometrisen vertailumene-
telmdn avulla seki amylaasin kohonneiden tai raja-arvojen perus-
teella. Tdmdn lisdksi yhdelld ndyteelld oli korkea lipaasin raja-
arvo, joka oli 0,2:n ja 0,3:n vililli (absorbanssi /25).
Yllgesitetyt tulokset osoittavat, ettd keksintd muuttaa
lipaasi~aktiivisuutta ja antaa tulokset, jotka erottavat nor-
maalit tasot epdnormaaleista, vieldp& koliiniesteraasin l4snd-
ollessa, luotettavuuden ollessa vihintddn yhtd hyyan kuin

turbidometriselld menetelmdlls.

Esimerkki Uu

On formuloitu reagenssikoostumus, joka sisdltdd seuraavat

aineosat: ,
Tris=~puskuri 0,12 molaarinen
Natriumdodekyylisulfaatti 2 millimolaarinen ("mM")
DTNB 0,3 mM '
PMST 0,4 mM
BALB ’ -3 mM

Lopullinen pH noin 8,8. Kdyttden esimerkin 2 mukaista
menetelm&d, reagenssia kdytettiin 1,17 yksikk®d asetyylikolii=-
niesteraasia (todellinen koliiniesteraasi) tai 0,36 ykysikkod
butyryylikoliiniesteraasia (pseudokoliiniesteraasi) sisdltden
liuosten mddrittdmiseen. Asetyylikoliiniesteraasi tuotti 0,011
absorbanssi-yksikén suuruisen ja butyryylikoliiniesteraasi
livotti 0,421 absorbanssi-yksik®dn suuruisen absorbanssin muutoksen.
Némd tulokset, joita ei ole saatu millddn lipaasilla eiki
eseriini-suolan avulla, ilmaisevat,ettd todellisilla koliinies-
teraaseilla on jonkin verran vaikutusta ja ettd seerumissa esiin-
tyvdt pseudokoliiniesteraasit antavat vddrid, kohonneita lipaasin

tuloksia.
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Kdyttden tuoreita ihmisen seerumindytteitd lisdttiin eri-
laiset mddrdt eseriini-salisylaattia, ja todettiin absorbanssin
muutos 10:n ja 30:n minuutin v&d1illd. Eseriini-salisylaatti lis&t-

tiin 1 millimolaarisena liuoksena.

Lisdtty eseriinisalisylaatti Absdrbanssin muutos
o 0,604
5 mikrolitraa (0,005 0,501
millimolaarinen
10 mikrolitraa 0,495
20 mikrolitraa ' 0,475
30 mikrolitraa | 0,490
40 mikrolitraa ' 0,496
50 mikrolitraa 0,492

Ylldesitetyt tulokset ilmaisevat pseudokoliiniesteraasin
inhiboitumisen eseriinisalisylaatilla, jolloin lipaasin aktiivi-
suus mitataan spesifisemmin. '

Esimerkki 5

_ Esimerkin U4 kaltaisessa menetelmdssd verrataan neostigmii-
nimetyylisulfaatin, eseriinisalisylaatin sekd PMSF:n kykyd inhi-
boida asetyylikoliiniesteraasia (10,4 yksikkdd millilitraa kohtid;
psgudokoliiniesteraasibutyryylikoliiniésteraasia (7,2 yksikkod
millilitraa kohti) tai ihmisen seerumissa normaalisti esiintyvid
pseudokoliiniesteraaseja. Kdytettiin 50 mikrolitraa seerumia tai
koliiniesteraasia tai pseudokoliiniesteraasia, ja merkittiin
muistiin absorbanssin muutos 20 minuutin aikana. Saatiin seuraa-

vat tulokset.
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Taulukon II tulokset ilmaisevat merkittdvdd absorbanssin
lisddntymistd pseudokoliiniesteraasin, buturyylikoliiniesteraasin
kohdalla verrattuna koliiniesteraasiin, asetyylikoliiniesteraa-
siin, mik&d osoittaa pseudokoliiniesteraasin huomattavasti hydro-
lysoivan BALB-substraattia. Tulokset ilmaisevat myds, ettd ese-
riinisalisylaatti ja neostigniini inkuboivat huomattavasti Joko

yksinéén tal PMSF:d4n yhdistettynd. Seerumindytteissd tulokset

ilmaisevat karboksyyliesteraasi-aryyliesteraasi-inhibiittorilla
olevan vdhdn taili ei yhtddn vaikutusta, kun inhiboidaan S-asyyli-
yhdisteen hdiritsevdd hydrolyysid, paitsi kun pseudokoliinieste-

raasi inhimiittori on l&sni.

Esimerkki 6

Esimerkin 1 mukaiset kcoostumukset on valmistettu ja pakat-
tu mddritysvdlinelaatikkoon, joka sisdltdd myds standardina 5,5
milligrammaa S-(2-aminoetyyli)—isotiuroniumbromidihydrobromidia'
sdilidssd, joka soveltuu 5,0 millilitraan 0,2 normaalisella suola-

hapolla suoritettavaan laimentamiseen.

Esimerkki 7

Valmistetaan esimerkin 1 mukainen koostumus, paitsi
ettd albumiini j4tetdin pois koostumuksesta (a) ja koostumus (b)

valmistetaan seuraavasti:

Tris-puskuria (pH 6,85) 0,0605 g
DTNB:a : 7,18 mg
Albumiinia . 0,23 g
Tislattua vettd sekoitettu q.s. 4 ml:aan

ja lyofilisoitu

Koostumuksia kdytetddn kuten esimerkissd 2, paitsi ettd
vaiheessa (c¢) DTNB-reagenssi liuotetaan uudelleen 5,5 ml:1la
vettd ja vaiheessa (d) kdytetddn 1,1 ml ti#td liuosta.

Kaksikymmentd mikrolitraa standardiliuosta, joka on esimer-
kin 6 mukaista, kdytetd&n standardina pullossa,johon on merkitty

"standardi.
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Patenttivaatimukset.

1. Reagenésikoostumus bivologisissa nesteissd esiintyvén
lipaasi-aktiivisuuden mdidrittdmiseksi, kdsittdd S-asyyli-yhdis-
teen ja vdrid antavan sulfhydryyli-reagenssin, t unn et t u
siitd, etta reagenssi sisdltdd myds diagnostisesti hyvdksyttévdn
koliiniesteraasi/~pseudokoliiniesteraasi-inhibiittorin
biologisessa nesteessd esiintyvdn koliiniesteraasin ja'pseudoko-
liiniesteraasin inhiboimiseksi.

2. Patenttivaétimuksen 1 mukainen reagenssi, t unne t -
t u sgiitd, ettd koliiniesteraasi/pseudokoliiniesteraasi-inhi-
biittori on vesiliukoinen karbamaatti.

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen reagenssi, t u nnet -
t u siitd, ettd karbamaatti - inhibiittori on eseriini tai sen
diagnostisesti hyvdksyttdvid suoloja.

4. Patenttivaatimuksen 3 mukainen reagenssi; tunnet -
t u -siitd, ettd eseriinipseudokoliini-inhibiittori on eseriini-
salisylaatti. | '

5. Patenttivaatimuksen 1 mukainen reagenssi, t unn e t -
t u siitd, ettd se sisdltdd millilitraa kohti 1-8 milligrammaa
albumiinia.

6. Menetelmd lipaasin aktiivisuuden midrittdmiseksi bio-
logisissa nesteissd inkuboimalla biologinen nestendyte S-asyyli-
vhdisteen, vdrid antavan sulfhydryyli-reagenssia sekd karboksyyli-
esteraasi~inhibiittorin l&sndollessa sekd mittaamalla syntyvd
viri, t unnettu siitd, ettd inkubointi suoritetaan diagnos-
tisesti hyvdksyttdvidn koliiniesteraasi/pseudokoliiniesteraasi-
inhibiittorin ldsndollessa kdyttden konsentraatiota, joka on
riittdvd inhiboimaan ndytteen koliiniesteraasi sekd pseudokolii-
niesteraasi.

7. Patenttivaatimuksen 6 mukainen menetelmd, t unne t t u
siitd, ettd inkubointi pditetddn lisHd&mdlld riittdvisti ei-ionista,
substraattia liuottavaa pinta-aktiivista ainetta misellien rik-
komiseksi, riittdvédsti, jotta lipaasi-aktiivisuus padttyy, sekd
inkuboimis-seoksen kirkastamiseksi; ja sen jdlkeen suoraan

mittaamalla muodostuvan seoksen vari.

*



18

8. Patenttivaatimuksen 6 mukainen menetelmd, t unne t =
t u siiti, ettd pinta-aktiivinen aine on alkyylifenolipolyetoksi-
etanoli pinta-aktiivinen aine. '

9. Patenttivaatimuksen 6 mukainen menetelmd, t unn e t -
t u siitd, ettd koliiniesteraaéi/pséudokoliiniesteraasi-inhi—
biittori on kiinted, vesiliukoinen karbamaatti.

10. Patenttivaatimuksen 9 mukainen menetelmd, t un n e t -
t u siitd, ettd pseudokoliiniesteraasi-inhibiittori on eseriini-
sucla.

11. Patenttivaatimuksen 6 mukainen menetelm&d, t unn e t -
t u siitd, ettd inkuboidaan diagnostisesti hyvdksyttdvd S-(ami-
noalempialkyyli) isotiuronium-suola mainitun S-asyyli-yhdisteen,
vdrid antavan sulfhydryyli—reagenssin sekd mainittujen inhibiit-
toreiden kanssa, mitataan saatu vdri ja verrataan virin mittaus-
tuloksia. v

12. Reagenssipakkaus biologisten nesteiden lipaasi-aktii-
visuuden mddrittdmiseksi, t unne t t u siité, ettd se sisdl-
tas |

(a) ensimmdisen substraatti-reagenssi koostumuksen, jossa
on puskuri, mikd antaa alkalisen pH:n 9-95, eseriinipseudokolii-
niesteraasi-inhibiittori sekd karboksyyliesteraasi-inhibiittori;

(b) toisen reagenssi-koostumuksen, joka sisdltdd virid
antavan sulfhydryylireagenssin, sekd puskurin, joka tuottaa
pH-arvon riittdvdn 18helld 7:44 vdrid antavan sulfhydryyli-rea-
genssin Stabiloimiseksi; ' |

(c¢) S-asyyli-yhdisteen liuoksen veteen sekoittuvassa inertis=-
sd liuottimessa; ja

(d) ei-pinta-aktiivisen aineen liuoksen; koostumukset
(a), (b) ja (c) on sovellettu muodostamaan patenttivaatimuksen 1
mukainen koostumus, kun ne sekoitetaan kesken#in; ja koostumus-
ten (a) ja puskurit on sovellettu tuottamaan (a):n, (b):n sekd
(c¢):n lopullisessa seoksessa pH:n, joka edistdd lipaasin aktiivi-
suutta; Ja pinta-aktiivinen liuos (d) on sovellettu inaktivoi-
maan lipaasi sekd kirkastamaan (a):n, (b):n, (c¢):n sekd (d):n

mainittu seos.
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13. Patenttivaatimuksen 12 mukainen reagenssipakkaus,
tunnettu siiti, ettd liuos (d) on ei-ionisen pinta—aktii-
visen aineen hapén liuos, jotta (al):n, (b):n, (c):n sekd (d):n
seoksessa lopullinen pH on riittdvidn alhainen inaktivoimaan
lipaasil sekd stabiloimaan vdri.

14, Patenttivaatimuksen 12 mukainen reagenssi-pakkaus,
tunnettu siitd, etti se sisdltisd (e) kemiallisen vdristan-
dardikoostumuksen, jossa on ennalta mifrdtty midrd diagnosti-
sestl hyvdksyttdvdd S-(aminoalempialkyyli) isotiuronium-suolaa
sovellettuna antamaan vdri,vdrid antavan sulfhydryyli-reagenssin
kanssa tapahtuvassa reaktiossa vdrin vastatessa ennalta mddrdttyd
lipaasi-aktiivisuuden tasoa. . '

15. Patenttivaatimuksen 14 mukainen reagenssi-pakkaus,
tunnettu siitd, ettd koostumus (e) sisdltdsd S-(2-amino-

etyyli)—isotiuroniumbromidihydfobromidin.



Patentkrav:

1. Reagenskomposition f&r bestdmning av lipasaktivitet
i biologiska vitskor,och omfattande en S-acylfdrening och en

kromogenisk sulfhydrylreagens, k énnetecknad ddrav,

att reagensen &ven omfattar tillrdckligt med en diagnostikalt
godtagbar cholinesteras/pseudocholinesteras-inhibitor for
himmande av cholinesteras och pseudocholinesteras i biologiska
vitskor,

2, Reagens enligt patentkravet 1, k @ nne tecknad
ddrav, att cholinesteras/pseudocholinesteras-inhibitorn ar ett
vattenldsligt, fast karbamat.

3. Reagens enligt patentkravet 1, k a&nne tecknad
ddrav, att karbamatet dr eserin eller dess diagnostikalt
godtagbara salt.

4., Reagens enligt patentkravet 3, k &nne tecknad
ddrav, att eserin-pseudocholinesterasinhibitorn &r eserinsalicylat.

5. Reagens enligt patentkravet 1, k annetecknaid
ddrav, att den innehaller 1-8 mg albumia per ml.

6. Forfarande fOr bestdmning av lipasaktivitet 1 biolo-
giska védtskor genom inkubering av ett biologiskt vdtskeprov i
ndrvaro av en S-acylfdrening, en kromogenisk sulfhudrylreagens
och en karboxi-esterasinhibitor och och métning av den resulte-
rande f&rgen, k &nnetecknat ddrav, att inkubationen
utféres i ndrvaro av en diagnostikalt godtagbar cholinesteras/
pseudocholinesteras~inhibitor i en koncentration som &r _
tillrdcklig att hdmma cholinesteras och pseudocholinesteras i
provet,

7. Forfarande enligt patentkravet 6, k d nne te ck ~
nat ddrav, att inkuberingen avslutas genom tillsats av
tillrdackligt med ett joniskt inaktivt,substratldsande, ytaktivt
medel fdr att tillrdckligt stdra micellerna och vdsentligen
avsluta lipasaktiviteten och klara inkubationsblandningen;
varefter fidrgen mdts direkt i den resulterande blandningen.

8. Forfarande enligt patentkravet 6, k § n ne t e ¢ k=~
n at darav, att ytaktiva medlet &r ett ytaktivt medel av alkyl-

fenolpolyetoxi-etanol.
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9. Forfarande enligt patentkravet 6, k @& nne t e c k-
n a t ddrav, att cholinesteras/pseudocholinesteras-inhibitorn
dr ett fast, vattenldsligt karbamat.

10. Forfarande enligt patentkravet 9, k & nn e t e c k-
nat ddrav, att pseudocholinesterasinhibitorn dr ett eserinsalt.

11, Forfarande enligt patentkravet 6, k @& nne t e c k-

n at dirav, att man inkuberar ett diagnostikalt godtagbart S-
(amino-ldgrealkyl)isotiouroniumsalt med ndmnda S-acylfdrening,
kromogenisk sulfhydrylreagens och ndmnda inhibitorer, midter
erhdllna fdrgen och jdmfdr fHrgmitningarna.

12, Reagensfdrpackning f&r bestidmning av lipasaktivitet
i biologiska vdtskor, k @&nnetecknad dirav, att den
innehdller |

a. en fdrsta substratreagenskomposition som omfattar en
buffert som ldmpar sig att tillhandahdlla ett alkaliskt pH frén
9 til]l 9,5, en eserin-pseudocholinesterasinhibitor och en
karboxy-esterasinhibitor;

b. en andra reagenskomposition som omfattar en kromogenisk
sulfhydrylreagens och en buffert f6r tillhandahdllande av ett
pH ndra 7 fOr stabiliserande av kromogeniska sulfhudrylreagensen.

¢. en lésning av en S-acylfdrening i ett med vatten
blandbart lésningsmedel; och |
- d. en lésning av ett joniskt in aktivt, ytaktivt medel;
varvid kompositionerna (a), (b) och (c) ldmpar sig att bilda en
reagenskomposition enligt patentkravet 1 di& de sammanblandas; och
buffermeden i kompositionerna (a) och (b)ldmpar sig att till- .
handahdlla ett pH i slutliga blandningen av (a), (b) och (c) som
ldmpar sig for lipasaktiviteten; och att l8sningen (d) av ytaktivt
mede)l limpar sig att inaktivera lipas och att klara nidmnda
blandning i blandningen av (a), (b), (¢) och (d).

13, Reagensfdrpackning enligt patentkravet 12, Xk & nn e -
tecknad dirav, att 1l6sningen i (d)&r en sur 1l8sning av ett
joniskt inaktivt, ytaktivt medel.som ldmpar sig att i 16sningen
av (a), (b), (¢) och (d) tillhandahdlla ett pH som &r till-
rdckligt lagt att inaktivera lipas och stabilisera firg.

14, Reagensfdrpackning enligt patentkravet 12, k & nn e -
tecknad ddrav, att den innehdller (e) en kemisk standard-
fdrgkomposition som omfattar en i férvig bestimd mingd av ett
diagnostikalt godtagbart S-(aminoligrealkyl)isotiuroniumsalt, som
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lémpar sig tillhandahdlla en férg vid reaktion med kromogeniska

sulfhydrylreagensen, varvid fdrgen motsvarar en i fdrvdg bestidmd

nivd av lipasaktivitet,
15, Reagensfbrpacknin enligt patentkravet 14, k d nn e -
tecknad dérav, att kompositionen (e)imfattar S-(2-aminocetyl)

isotiuroniumbromidhydrobromid.
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