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Reagens til pdvisning og bestemmel=
se af cholesterin og cholesterin=
estere.

Opfindelsen angar et reagens til pavisning og bestemmelse af chole-

sterin og cholesterinestere.

Den kendteste metode til cholesterinbestemmelse er baseret pd re-
aktionen ifglge Liebermann og Burchardt. Herved danner cholesterin
og cholesterinestere med eddikesyreanhydrid og koncentreret svovl-
syre bld-grgnfarvede forbindelser, som kan bestemmes fotometrisk.
Ulemper ved disse fremgangsmadder er manglende specificitet og an-

vendelsen af aggressive og @tsende reagenser.

I den senere tid er der fremkommet fremgangsméder til bestemmelse
af cholesterin og cholesterinestere, som er baseret pd oxidation
af cholesterin med oxygen til cholestenon og hydrogenperoxid, som
bliver katalyseret ved hjaelp af det nye enzym, cholesterinin-
oxidase (DE freml®ggelsesskrift 22 24 132, DT offentligggrelses-
skrift 22 46 695). Udvindingen af dette nye enzym er beskrevet i’
DT fremlaggelsesskrift 22 24 131 og 22 24 133. Metoden til bestem-

melse af cholesterin med dette enzym i de ovennavnte trykskrifter
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er baseret pd en méling af oxygenforbruget eller pa en méling

af dannet cholestenon eller hydrogenperoxid. Alle i disse tryk-

skrifter beskrevne metoder har dog det til falles, at de gan-
ske vist giver kvantitative udbytter, men som "vidbestemmelser"

er tidsrgvende og/eller kraver dyre apparater sisom oxygenelek-

troder eller fotometere.

I den kliniske kemi ¢gnskes nu mere og mere hurtige metoder, som
ganske vist hyppigt ikke giver helt s& ngjagtige resultater, men
dog til rutine- eller rakkeundersggelser muligggr en hurtigere

og billigere undersggelse. De til hurtigundersggelsen anvendte
diagnosemidler er enten sugedygtige barere eller vandfaste film,
som indeholder samtlige til reaktionen ngdvendige reagenser. S&-
fremt disse diagnostiske midler bringes i bergring med legems-—
vaskerne, der skal undersgges, f8s farvereaktioner, som enten kan
bestemmes ved hjzlp af sammenligningsfarver eller med simple re-
flektionsfotometere. 7

Det er klart, at reaktionen ifglge Liebermann og Burchardt p&

grund af anvendelsen af koncentreret svovlsyre ikke er egnet til

en hurtigtest til bestemmelse af cholesterin. Det synes .dog lo-
vende at udnytte de nye enzymatiske bestemmelsesmetoder for cho-
lesterin ogsd til en hurtigtest. Da pdvisningen af det dannede
hydrogenperoxid i koblede enzymatiske metoder til bestemmelsen af
andre stoffer (f. eks. glucose, galaktose) allerede med godt resul-
tat flere gange er blevet udnyttet i hurtigtests, synes dette at
vere den mest lovende metode til en hurtigtest til bestemmelse af

cholesterin.

Fors¢g pd fremstillingen af cholesterin-hurtigtests ved impragne-
ring af cholesterinoxidase, peroxidase, en oxidationsindikator, en
puffer samt befugtningsmidler i de ovennavnte trykskrifter an-
fgrte recepter pd et sugedygtigt papir fgrte overraskende ikke til
det ¢gnskede resultat. De opndede testpapir reagerede ikke eller
kun meget langsomt med cholesterinholdigt serum af seadvanlig kon-
centration. Dermed fremkom den opgave at @ndre de fra den fotome-
triske cholesterinbestemmelse kendte reagensblandinger séledes, at
der dermed kunne fremstilles brugbare hurtigtests.
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Det viste sig nu, at man fik testpapir, som reagerede trinvist med
cholesterinholdigt serum, né&r man til impragneringsoplgsningen yder-
ligere tilsatter overfladeaktive midler i en mengde pd mindst 0,5%.

Fra DE offentligggrelsesskrift 22 24 132 og 22 46 695 kendes det alle-
rede, at smd mengder af de overfladeaktive stoffer, som fremmer oplgs-—
ningen af cholesterin- og cholesterinesterkomplekser (DT offentliggg-
relsesskrift 22 46 695, side 20) og ikke hindrer den enzymatiske reak-
tion, men at overfladeaktive stoffer i mengder pd over 0,25% hammer
den enzymatiske reaktion (DT offentligggrelsesskrift 22 46 695, side
14). De overfladeaktive stoffer, som ved udvindingen af cholesterin-
oxidase af mikroorganismer forbliver i enzympraparatet, skal derfor
fjernes ved hjzlp af specielle foranstaltninger, sdsom dialyse, gel-
filtrering og omfzldning af enzymer eller reduceres til et acceptabelt
indhold. Fra DT offentligggrelsesskrift 23 61 169 kendtes det yderli-
gere, at cholesterinoxidasé, ogsd i fast form, ved langere tids lag-
ring bliver dekomponeret irreversibelt ved vedhaftende spor af over-
fladeaktive midler, saledes at det er fordelagtigt fgrst kort tid fgr
reaktionen at blande enzymet med de ngdvendige overfladeaktive stoffer.
Under disse omstzndigheder kunne man ikke vente, at der til fremstillin-
gen af anvendelige hurtigtests matte tilsattes disse overfladeaktive
stoffer i mengder p& mindst 0,5% af impragneringsoplgsningen for at op-
na tilstrekkeligt aktive tests, og at disse tests, trods det hgje ind-
hold af overfladeaktive stoffer, alligevel er tilstrakkeligt lagrings-

stabile.

Fra dansk patentansggning nr. 1083/74 kendes et analysereagens til
bestemmelse af totalt cholesterol i en vaskeformig prgve bestdende
af et kemisk system med cholesterolesterhydrolaseaktivitet, et kemisk
system med cholesteroloxidaseaktivitet og fremgangsmdde til bestem-
melse af mindst &t af de reaktionsprodukter, der dannes, nar frit
cholesterol bringes i kontakt med ovennavnte kemiske system med
cholesteroloxidaseaktivitet, under tilstedevarelse af oxygen. Det
angives, at der skal anvendes et overfladeaktivt middel til at
holde cholesterol i oplgsning. Mengder, som er vasentligt over
0,25%, af overfladeaktivt middel virker enzymhammende.-Det frem-
gar at man konstant kun anvender 0,28% natriumtaurocholat. Herud-
over kan det navnes, at der ved reagenset ifglge opfindelsen an-
vendes en langt stgrre mazngde befugtningsmiddel. Den udggr som
anfgrt 2 - 30%, fortrinsvis 10 - 20%. For at nd frem til den fore-
liggende opfindelse, skal der trods lazren i den kendte teknik an-
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vendes en mangde som ligger langt over den hidtil foresldede mengde
pa 0,25%, og det er sardeles overraskende at tilsatninger, som lig-
ger vaesentligt over denne mangde faktisk virker hammende. Igvrigt
viser det sig at ikke blot indtrazder denne hamningsvirkning ikke
‘mere, men samtidigt optrader der en stabiliserende og aktiverende

virkning.

Reagenset ifglge opfindelsen til pdvisning og til bestemmelse af
cholesterin og cholesterinestere i vasker, hvilket reagens indeholder
en cholesterinoxidase, et middel til pdvisning af H202 0og bestéende
af peroxidase og en oxidationsindikator, em puffer og eventuelt en
cholesterinesterase er ejendommeligt ved det i krav 1's kendeteg-
nende del angivne.

Som befugtningsmidler med lipophile og hydrophile egenskaber anvendes
fortrinsvis ikke-ionogene befugtningsmidler, som mindst indeholder
en OH-gruppe i molekylet. Der anvendes fortrinsvis polyoxyethylen=
derivater af alkyl-, aryl- og aralkylalkoholer. Eksempler p& s&danne
serligt foretrukne befugtningsmidler er polyoxyethylenalkylethere,
polyoxyethylenalkylcarboxylsyreestere, polyoxyethylensorbitanalkyl=
carboxylsyreestere, polyoxyethylenglycerinalkylcarboxylsyreestere,
polyoxyethylenalkylaminer, polyoxyethylenpolyoxypropylenblokpolymeri=
sater, polyoxyethylenalkylthioether, polyoxyethylenalkylarylether.
Specielle eksempler er hydroxypolyethoxydedecan, ethylenoxyaddukter
af alkylphenoler, og polyethoxyethylenderivater af sorbitanhydrider.
Ogsé med mercaptaner modificerede polyoxyethylenderivater viser sig
som omtrent lige s& velegnede. Ved anvendelse af den navnte sarligt
foretrukne gruppe af befugtningsmidler er det almindeligvis fuld-
standigt tilstrakkeligt at tilsatte mellem ca. 0,005 vagts og 0,1 vegts.

Der findes 1 handelen en hel rzkke forbindelser af denne art, som
adskiller sig fra hinanden ved antallet af oxyethylengrupper. De
mest anvendelige er de vandoplgselige forbindelser, der udmmrker sig
ved et middelantal af oxyethylengrupper (ca. 5 til 20). Lavere oxy=
ethylerede typer kan for det meste kun dispergeres og er derfor min-
dre anvendelige. Hojere ethoxylerede forbindelser (steorre end 25)

er ganske vist vandopleselige, men s& hydrophile, at aktiviteten

er forringet.
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Blandt de anioniske befugtningsmidler er specielt saltene af galde-
syrer som cholsyre, taurocholsyre og desoxycholsyre velegnede, samt
yderligere fedtsure salte og fedtsyresarkosider. Af s@rlig betyd-

ning er svovlsyrederivater, der som bekendt yderligere har den
egenskab, at sfabilisere mange indikatorers farvede radikaliske oxida-
tionsprodukter (o-tolidin, heterocykliske aciner). Dette er f.eks.
folgende grupper: Sulforavsyreestere, alkylarylsulfonater, alkylsul-
fater, alkylpolyoxyethylensulfater.

Af de kationiske befugtningsmidler er f.eks. alkylpyridinium- eller
-trimethylammoniumsalte anvendelige, men ogsé& kompliceret opbyggede
forbindelser, som f.eks. benzethoniumchlorid.

Af de amphotere befugtningsmidler er f.eks. imidazoliumbetainerne

anvendelige.

Specielle eksempler er natriumdi-(2-ethylhexyl)-sulfosuccinat, na=
triumdodecylsulfat, natriumoleat, benzalkoniumchlorid og cetylpyri=

diniumchlorid.

Sddanne ioniske og amphotere befugtningsmidler anvendés fortrinsvis I kom-
bination med de ovennzvnte ikke-ionogene befugtningsmidler. De egnede
mengder svarer til mengden af ikke-ionogene befugtningsmidler.

De ikke-ionogene befugtningsmidler, som indeholder mindst

en OH-gruppe, foretrsmkkes, da de giver en ca. 5 til 10 gange ster-
kere aktivering og dermed en tilsvarende forhgjelse af reaktions-
hastigheden eller forkortelse af reaktionsvarigheden 1 forhold til
de andre anvendelige befugtningsmidler. De er ogsad virksomme i
pingere mangder .

Alkylgrupperne har fortrinsvis indtil ca. 20, isar 12 til 18 carbonatomer.

Blandt de ikke-ionogene overfladeaktive polyoxyethylenforbindelser
kan specielt anvendes sddanne, som besidder et afpasset forhold
mellem hydrophobrest og polyoxyethylenkzde og er vandopleselige.
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Et tal for forholdet af hydrophobrest og polyoxyethylenkzde er den
sdkaldte HLB-verdi (jvf. W.C. Griffin, J.Soc.Cosmetic.Chem. 1, 311
(1950) og 5, 249 (1954).

Serligt anvendelige er befugtningsmidler med HLB vardier

- mellem ca. 10 og 17. Disse vardier kan kun betragtes som retnings-

angivende, da virkningen ogsd afhenger af karakteren af den hydrophobe
- rest. '

Et foretrukket system til pdvisning af H202 bestér af peroxidase
og en oxidationsindikator, eventuelt sammen med kveldestoffer
og/eller stabilisatorer.

Prgvepapir indeholdende reagenserne og opndet ved impregnering af
sugedygtigt papir er fremragende egnet til pavisning af cholesterin
i serum. SAfremt man dog vil p&vise cholesterin i komplet blod, skal
man dog hensigtsmzssigt hydrophobere eller overtrskke prevepapiret
med en semipermeabel membran af celluloseestere f.eks. som beskrevet

i tysk offentligggrelsesskrift nr. 1.598.048. Til pévisningen i kom-
plet blod foretrzkkes dog specielt prgvefilm, som kan opnds som be-
skrevet i tysk patent nr. 1.598.153.

Til fremstillingen reres reagenserne, f.eks. cholesterinoxidase,
peroxidase, puffer, indikator og eventuelt kveldestof sammen med
de 1 reagenset ifglge opfindelsen anvendte hefugtningsmidler en van-

dig dispersion af en filmdannende polymer. Denne dispersion for-
deles sd til en tynd film og terres. Padryppes cholesterinholdigt
blod pd en s@dan reagensfilm og afterres efter ca. 1 minut fés
ligeledes farvninger, hvis farvedybde afhznger af cholesterinmeng-
den. Disse farvninger egner sig swrlig til kvantitativ bestemmelse
med simple remissionsphotometere.

Reagenset ifglge opfindelsen er uden et indhold af cholesterinesterase edqnet til

: péyisniﬁg 0g til bestemmelse af fri cholesterin, Foreligger derimod cholesterinestere,
mé cholesterinet s& fgrst friggres herfra. Dette kan ske pd smdvanlig

méde, f.eks. ved forszbning med vandig alkali. Af serlig fordel er
dog esterspaltningen med cholesterinesterase (der fortrinsvis iso-
leres af mikroorganismer), da der herved kan arbejdes under meget
skdnsomme betingelser.
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Man kan ogsd tilsmtte cholesterinesterase til legemsvaesken og inku-
bere i et bestemt tidsrum. Man kan gennemfore denne fremgangsmiade,
f.eks. sdledes, at man opsuger legemsvesken i kapillarer, hvis ind-
vendige vegge i analogi med tysk patentskrift nr. 2.240.672 er be-
lagt med cholesterinesterase og eventuelle hjzlpestoffer. Efter in-
kuberingen i kapillarerne overfgres vesken s&, som beskrevet oven-
for, pd prevestrimlerne. Nidr der i legemsvasken forud foreld fri og
forestret cholesterin sammen, padvises naturligvis summen af disse
to. Serlig fordelagtig kan man imidlertid ogsd indarbejde chole=
sterinesterase i prevestrimlerne, sdledes at man far reagenser,

ved hJjelp af hvilke man i et trin kan bestemme eller pavise summen
af fri og forestret cholesterin.

De .til pévisningen af det ved oxidationen af cholesterinet dannede
hydrogenperoxid egnede systemer, fortrinsvis peroxidase, puffer,
oxidationsindikatorer og eventuelt kvaldestoffer kendes f.eks.

fra beskrivelser af hurtigprever for glucose. Eksempler p& anvende-
lige komponenter i disse foretrukne systemer er anfert i det folgen-
de.

Af peroxidaserne egner sig specielt de af peberrod, men ogsé& lacto=
peroxidase er anvendelige.

Som puffer kommer de sadvanlige som f.eks. phosphat-, citrat- og
boratpuffere pd tale. Den pH-verdi, som indstilles i det diagno-
stiske middel, skal ligge mellem 4 og 9, fortrinsvis mellem 5 og 8.

Som oxidationsindikatorer kommer forskellige forbindelsesgrupper pa
tale og specielt benzidinderivater som f.eks, o-tolidin, o-vanillin-
derivater ifelge tysk fremlzmggelsesskrift nr., 1.598.133 eller
heterocykliske aciner ifslge tysk fremlmggelsesskrift nr. 1.648.840.

Til recepterne  for de diagnostiske midler, specielt til pregve-
filmene, kan der ogsé tilsmttes smdvanlige kveldestoffer som natrium=
alginat og carboxymethylcellulose, desuden stabiliseringsmidler for
enzymerne som f.eks. dithioerythrit.

Basisstofferne for prgvefilmene er formstofdispersioner af f.eks.
polyvinylpropionat eller polyvinylacetat. Heri indreres alle rea-
genser fortrinsvis i oplest form, og blandingen forarbejdes til tynde
film og terres.
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Przvépapir fremstilles ved, at man opleser reagenserne i vand eller
i blandinger af vand og organiske oplegsningsmidler, impregnerer
filtrerpapir med oplesningen og terrer. Man kan imidlertid ogsa
forst forimpregnere med de vandopleselige reagenser og derpad f.eks.
efterimpregnere med indikatorerne i organisk oplesning.

De folgende eksempler belyser opfindelsen.

Eksempel 1

Filtrerpapir ("Schleicher og Schiill 597 NF Ind%) gennemvedes med en
oplesning af felgende sammensztning og terres ved 40°c.

1 moler citratpuffer pH-verdi 5,25 20 ml
cholesterinoxidase (60 U/mg) 0,1 g
Peroxidase (70 U/mg) 0,05 g
Vand, destilleret til 100 ml

Dette papir imprmgneres med oplesninger af 0,2 g o-tolidin i 100 ml
methylenchlorid, som desuden hver indeholder 1 g af af de felgende

befugtningsmidler:

a) Polyoxyethylentributylphenolether
b) Polyoxyethylensorbitanmonolaurat
¢) Polyoxyethylennonylphenolether

d) Polyoxyethylenlaurylether

e) Polyoxyethylencetylether

f) Polyoxyethylenstearat

g) Polyoxyethylendodecylthioether.

Efter terring fis prevepapir, som med cholesterinholdige sera rea- -
- gerer med gren farve. S&fremt de anvendte sera samtidig indeholder
cholesterinester, fis en kraftigere grenfarvning, ndr disse sera
nogen tid hver er blevet behandlet med en drdbe cholesterinesterase-
oplesning. Et provepapir, som ikke indeholder noget af de nmvnte
gransefladeaktive stoffer, reagerer ikke med de ovennzvnte sera.
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Eksempel 2

Filtrerpapir ("Schleicher og Schill 597, NF, Ind.") gennemvaedes med en
oplesning af fglgende sammensztning og terres ved 40°c¢.

1 moler citratpuffer pH-verdi 7 20 ml
cholesterinoxidase (60 U/mg) 0,1 g
cholesterinesterase (18 U/mg) 0,25 g
Peroxidase (70 U/mg) 0,05 g
Vand, destilleret 100 ml

Dette papir impregneres med oplgsninger af 0,2 g o-tolidin i 100 ml
methylenchlorid som desuden indeholder 0,5 g af de fglgende befugt-
ningsmidler:

a) Polyoxyethylencocoat

b) Polyoxyethylenoleat

¢) Polyoxyethylenpolypropylenglycol
d) Polyoxyethylenstearylamin

e) Polyoxyethylenglycerinmonolaurat

Efter torringen fés preovepapir, som reagerer gregnt med sddanne sera,
som indeholder cholesterin og/eller cholesterinester. Prgvepapir

uden :befugtningsmiddel viser ingen reaktion.

Praktisk taget det samme er tilfsldet med prevepapir, som indehol-
der den samme mangde citratpuffer med pH-verdi 5,25 eller 6.

Eksempel 3

Forimprezgneret papir ifelge eksempel 1 efterimpregneres med oples-
ninger af 0,3 g o-tolidin i 100 ml acetone, som indeholder de folgen-
de befugtningsmidler i mengder pd 1,5 g:
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a) Dioctylnatriumsulfosuccinat

b) Dodecylbenzensulfonsyre, natriumsalt

¢) Laurylpolyglycolethersulfat, natriumsalt
d) Natriumlaurylsarkosinat

e) Natriumlaurat

f) Cholsyre

g) Desoxicholsyre

h) Natriumtaurocholat

Dette provepapir besidder praktisk taget de samme egenskaber som
provepapiret ifslge eksempel 1, dog er reaktionsfarverne stabile
i lzngere tid.

Lignende egenskaber besidder tilsvarende prevepapir med en phosphat=
puffer med pH-verdi 7.

Eksempel 4.

Forimpregneret papir ifslge eksempel 2 impregneres med oplgsninger,
som indeholder 0,4 g o-tolidin og 0,5 g af et af de feolgende :befugt-
ningsmidler:

a) Laurylpyridiniumchlorid

b) Benzethoniumchlorid

c) Cetyltfimethylammoniumchlorid

d) 1l-hydroxyethyl-l-carboxymethyl-2-alkylimidazolinium-betain

Dette provepapirs egenskaber svarer til egenskaberne af provepapiret
ifglge eksempel 2.

Eksempel 5

Filtrerpapir ("Schleider og Schiill 597, NF, Ind.") impregneres med en
oplosning af folgende sammensetninger og terres ved 40°C:
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1 moler phosphatpuffer, pH-verdi 6 25 ml
Cholesterinoxidase (60 U/mg) 0,1 g
Peroxidase (70 U/mg) 0,05 g
Cholsyre 1,0 g
Acetone 10 ml
Vand; destilleret til 100 ml

Dette papir bliver efterimprezgneret med oplesninger af oxidations-

indikatorer i 100 ml acetone.

Indikationsmengden, den kemiske struktur heraf og farvereaktionen her-
af med cholesterinholdige sera er sammenfattet i tabel 1.

Tabel 1

Mz=ngde Indikator Farvereaktion
0,3 g o-vanillyliden-p-vanilloyl=
hydrazon violet
0,2 g azino-bis-(N-ethylbenzthia=
zolon-2-sulfonsyre~5) -
diammoniumsalt gren
0,1 g azino-bis~(N-alkylquinolon-
2-sulfonsyre-6)-~diammonium=
salt bldviolet
0,1 g bis-(N-alkylquinolon-2)-azin violet
0,1 g (N-methylbenzthiazolon-2)-
N-ethylquinolon-2)-azin blégren
0,3 g (N-methylbenzthiazolon-2)-

l-phenyl-3,4-dimethyltria=
zolon-5)-azin bla
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Eksempel 6

Der fremstilles en blanding af felgende bestanddele:

Polyvinylpropionatdispersion 45 g
Natriumalginat, 1,85% i 0,5 mol®r phosphat=

puffer, pH-verdi 5,5 ) 35 g
Cholesterinoxidase (60 U/mg) 0,5 g
Peroxydase (70 U/mg) 0,25 g
Dioctylnatriumsulfosuccinat lg
o-tolidin, oplest i 6 ml acetone 0,6 g
Vand 50 ml1

Denne blanding fordeles til en film med en vadfilmtykkelse pa ca.

300 nm eller fordeles p& en fast bzrer og terres ved 35°C. S&fremt
der dryppes cholesterinholdig blod p& filmen, og blodet aftager

efter 1 minuts forlsb, fis alt efter cholesterinkoncentrationen gren-
farvninger af varierende kraftighed.

Suppleres den ovennzvnte recept med 1,0 g cholesterinesterase fés
film, hvormed der ogsd kan bestemmes forhgjede cholesterinester-

indhold.

Patentkr-avwv.

1. Reagens til pévisning og bestemmelse af cholesterin og cholesterin-
estere i vasker, hvilket reagens indeholder en cholesterinoxidase, et
middel til p&visning af H,0, og bestiende af peroxidase og en oxida-
tionsindikator, en puffer og eventuelt en cholesterinesterase, k e n -
detegnet ved, at reagenserne er impragneret pd en sugedygtig
barer eller indlejret i en formstoffilm, og indeholder mindst et be-
fugtningsmiddel med lipophile og hydrophile egenskaber i en koncen-

tration pad 2 - 30% af de faste reagenser.

2. Reagens ifglge krav 1, k ende tegnet ved, at befugtnings-
midlet indgd&r i en koncentration pa 10 til 20% af de faste reagenser.

Fremdragne publikationer:

DK ansegnings nr. 1083/74 (pl. § 2,2,3)
DE offentliggerelsesskrift nr: 2246695.

Langkjer Kebenhavn
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