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Opfindelsen angar en fremgangsmidde og et reagens til bestemmelse af
triglycerider ved forsabning af glyceriderne og bestemmelse af den

derved frigjorte glycerol.

Bestemmelsen af triglyceriderne f&r en stadig stgrre betydning inden-
for siavel levnedsmiddelanalysen som inden for den medicinske diaqno-

stik, navnlig ved diagnose af hyperlipamier inden for den kliniske

kemi.

Ifglge en kendt fremgangsmade sker bestemmelsen pd den méade, at man
fgrst forsaber triglyceriderne med alkoholisk alkalimetalhydroxid og derpa
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bestemmer den dannede glycerol. Bestemmelsen sker hensigtsmassigt ved
hjelp af enzymatiske metoder. Herved bliver glycerolen phosphoryleret
med adenosintriphosphat (ATP) i narvarelse af glycerolkinase (GK) til
dannelse af glycerin-l-phosphat og adenosindiphosphat (ADP). Dannet
ADP overfgres atter ved hjalp af phosphoenolpyruvat (PEP) i narvarelse
af pyruvatkinase til pyruvat og ATP. Herved dannet pyruvat hydreres
med nikotinamidadenindinucleotid i hydreret form (NADH) i narvaerelse
af lactatdehydrogenase (LDH) til lactatet, hvorved NADH oxideres til
nikotinamidadenindinucleotidet (NAD). Den ved reaktionen forbrugte
NADH-mengde er akvivalent med glycerolmazngden. NADH kan let bestemmes
kvantitativt p& grund af dets absorption ved 366, 340 eller 334 nm.

En vaesentlig ulempe ved denne kendte fremgangsmdde bestdr i forsabnin-
gen med ethanolisk alkalimetalhydroxid. Dette forxssbningstrin ggr den i gvrigt

specifikke, ngjagtige og let gennemfgrlige metode omstazndelig og tids-
r¢vende, da alene forsabningen varer 20-30 minutter ved en temperatur

pa ca. 70°C. Derefter skal der neutraliseres og centrifugeres, for

der kan begyndes med selve glycerolbestemmelsen.

Denne ulempe afhjalpes ifglge en kendt fremgangsmdde ved hjzlp af den
enzymatiske forsabning af triglyceriderne, hvorved der anvendes en
lipase fra Rhizopus arrhizus. Ved denne fremgangsmade var det overra-
skende, at der kunne findes frem til en lipase, som i vandig puffer
kan spalte triglyceriderne fuldstendigt til fedtsyre og glycerol pé
5-10 minutter ved 35-37°C. Ved en anden kendt fremgangsmide anvendes
en lipase sammen med en protease til forsazbningen, og med en lignende
virkning. Andre lipaser, navnlig den kendte pankreaslipase, viste sig

uegnet.

En ulempe ved den enzymatiske spaltning bestdr imidlertid i, at forsab-
ningen kraver en vasentlig mengde af det meget kostbare enzym. For at
opnd en brugbar reaktionstid er ca. 1 mg af enzymet for hver 0,1 ml
serumprgve ngdvendig. Endelig dannede de frigjorte fedtsyrer uoplgse-
lige szber med eventuelt tilstedevarende calcium- og magnesiumioner,
hvilket atter fgrte til uklarheder og dermed til forfalskning af midle-

resultaterne, hvis der ikke centrifugeres.

Opfindelsen tager derfor sigte pd at afhjzlpe disse ulemper og angive

en fremgangsmdde til bestemmelse af triglycerider i en vandig vaske ved
hjelp af enzymatisk forsabning, ved hvilken den ngdvendige lipase-

mengde samt den ngdvendige bestemmelsestid formindskes vesentligt, og ngdvendighe-
den af en fraskillelse af de eventuelt udfzldede s@ber endvidere fjer-

nes.
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Dette opnds ifglge opfindelsen ved hjalp af en fremgangsmade til be-
stemmelse af triglycerider ved enzymatisk forsabning ved hjalp af
lipase og maling af den frigjorte glycerol, som er ejendommelig ved,
at forsazbningen foretages i narvaerelse af savel lipase som carboxyl=
esterase og et alkalimetal- eller jordalkalimetalalkylsulfat med 10-15 carbon-
atomer i alkylgruppen. Fortrinsvis arbejdes der herved i narvaerelse

af serumalbumin.

Den til forsabningen ifglge opfindelsen benyttede reagenskombination
muligggr overraskende en meget stor nedsattelse af den ngdvendige li-
pasemzngde og tilmed fra ca. 1 mg pr. 0,1 ml serumprgve til 20 pg pr.0,1
ml serumprgve uden samtidig forggelse af reaktionstemperaturen eller

reaktionstiden.

Som lipase foretrazkkes en lipase fra Rhizopus arrhizus. Som carboxyl=
esterase EC 3.1.1.1, carboxylesterhydrolase, anvendes fortrinsvis et
pattedyr-leverpraparat, navnlig en svineleveresterase. Der kan dog

ogs8 anvendes andre carboxylesteraser. En mangde pé& ca. 100 pg este=

rase pr. 0,1 ml serumprgve har vist sig at vere fuldt tilstrakkelig.

Blandt alkylsulfaterne foretrakkes alkalimetalsaltene, da de ikke giver
anledning til dannelse af uoplgselige saber med de frigjorte fedt-
syrer. I den foretrukne udfgrelsesform for fremgangsméden, hvor der
anvendes serumalbumin, kan der imidlertid ogsid anvendes jordalkalimetal-
alkylsulfater. Dodecylsulfat foretrakkes, da det fremskynder forsab-
ningen af triglyceriderne kraftigst under disse betingelser. Alkyl=
sulfatet er virksomt i en mengde ned til 0,001 vagt%/vol. i prgve-
materialet. Maengder over 0,1% fgrer til en forstyrrende skumdannelse

09 en let hamning og er derfor i almindelighed uhensigtsmassige.

Fremgangsmidden ifglge opfindelsen gennemfgres hensigtsmessigt ved
pH-verdier mellem 6 og 9, fortrinsvis mellem 7 og 8,5. Dette har den
fordel, at der ved pavisning af den dannede glycerol med den bekendte
reaktion under anvendelse af ATP, GK, PEP, PK, NADH og LDH ikke behg-
ver at foregd en pH-vardiazndring, men at forsabning og médling af den

dannede glycerol kan gennemfgres i et enkelt reaktionsmateriale.

I den foretrukne udfgrelsesform, hvor der tilsattes serumalbumin, for-
trinsvis kvagserumalbumin, undgds en uklarhed som f¢lge af udfeldede
szber p&lideligt, s& at sddanne szber ikke skal fraskilles, f.eks. ved
centrifugering. Serumalbumin tilsattes herved hensigtsmassigt i en

koncentration mellem 0,1 og 2,0 mg/ml prgvemateriale.
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Kobolt— og/eller magnesiumioner har en vis aktiverende virkning pa
lipasen eller esterasen og kan derfor ligeledes tilsattes til yder-

ligere reaktionsfremskyndelse.

Som puffere er alle inden for ovennavnte pH~omrdde virksomme puffere
egnede med undtagelse af phosphatpuffere. Eksempler p& egnede puffere
er triethanolaminpuffer,trispuffer, imidazolpuffer, veronalpuffer,

glycinpuffer samt, mindre foretrukket, amediolpuffer, boratpuffer og

collidinpuffer.

Reagenset til gemnemfgrelse af fremgangsméden ifglge opfindelsen indeholder enzy=
matisk lipase som forssbningsmiddel, puffer og et system til pavisning af glycerol
og er ejendommeligt ved et indhold af sivel lipasen sam carboxylesterase og et al=
kalimetal—- eller jordalkalimetalalkylsulfat med 10-15 carbonatomer i alkylgruppen.

Som system til pdvisning af glycerol kan der i reagenset ifglge op-
findelsen principielt anvendes ethvert sadant system. Et pavisnings-
system, som bestdr af NADH, ATP, PEP, LDH, PK,GK samt magnesiumioner
og puffer, foretrzkkes. Sidstnavnte pévisningssystem er velegnet i
reagenset ifglge opfindelsen og har tillige den fordel, at bestand-
delene ikke forstyrrer hinanden, og at alle enzymer er aktive ved

samme pH-verdi.

Inden for rammerne af den foretrukne reagenskombination bestdr et

serlig egnet reagens af

0,1-10,0 mg lipase fra Rhizopus arrhizus
0,5-20,0 mg carboxylesterase
0,01-0,2 mg alkylsulfat

1-20 mM NADH

10-100 mM ATP

2-20 mM PEP

0,5-5 mg LDH

0,2-5 mg PK

0,05-10 mg GK

0,1-2,0 mg serumalbumin

3-30 mM magnesiumioner

eventuelt 0,5-1,0 mM koboltioner og
0,03-0,3 M puffer, pH = 6-9.

De ovenfor angivne mangder refererer til 1 ml pufferoplgsning med den

angivne koncentration. Som puffer foretrzkkes 0,1 M triethanolaminpuf-



144643

fer med en pH-vardi fra 7 til 8,5 i det ovennavnte reagens.

Som allerede navnt muligggr fremgangsmiden og reagenset ifglge op-
findelsen en meget stor hilligogrelse af triglyceridbestemmelsen. I
forhold til den kendte fremgangsmdde, som anvender forszbning med
ethanolisk kalilud, forkortes varigheden af bestemmelsen fra mere
end 1 time til mindre end 1/2 time. Samtidig bliver talrige pipette-
ringstrin, opvarmning af forsazbningsmaterialet, neutralisering og

centrifugering af bundfaldet overflgdig.

Sammenlignet med den kendte teknik, der anvender enzymatisk forsabning,

opnés en meget betydelig formindskelse af den ngdvendige enzymmengde.
De fglgende eksempler belyser opfindelsen narmere.

Eksempel 1

Man fremstillede et lagringsbestandigt reagens bestadende af fem kompo-

nenter, som blandes fg¢r brugen og derpd er holdbare i blandet tilstand

i 1-2 dage.
Komponenter Sammensatning
1 0,1 M triethanolaminpuffer pH 7,6 indeholdende 3 mM
Mgso4, 1,5 mg kvagserumalbumin/ml og 0,1 mg natrium=
dodecylsulfat/ml.
2 Oplgsning af 6 mM NADH, 33 mM ATP og 11 mM PEP i
destilleret vand.
3 Krystalsuspension af 2 mg LDH/ml og 1 mg PK/ml (fas
i handelen).
4 Oplgsning af 0,2 mg lipase fra Rhizopus arrhizus/ml
og 4,0 mg carboxylesterase/ml.
5 Krystalsuspension af 2 mg GK/ml.

2,9 ml komponent 1, 0,1 ml komponent 2 og 0,02 ml komponent 3 blandes
og indstilles p& 25°C. Derp& iblandes 0,1 ml serum, som indeholder de
triglycerider, der skal bestemmes, og der inkuberes i 5 minutter ved
den angivne temperatur. Derpd iblandes 0,1 ml komponent 4, og blandin-
gen holdes i 15-20 minutter ved den angivne temperatur, o9 ekstinktio-
nen ved 366 nm eller 340 nm aflases derpd i et fotometer. Den aflaste
vaerdi betegnes med El' Prgven tilsattes derpd 0,02 ml komponent 5, og
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efter 10 minutter aflases ekstinktionen pédny. Denne mdlevardi betegnes

med EZ' Efter yderligere 10 minutter aflases atter, og mdleverdien E3

noteres.

Beregning: AE = (El - E2) - (E2 - E3)
mg totalglycerol fra triglycerider/100 ml = AE x 89,1.

Ovennavnte bestemmelse blev gentaget 9 gange, idet den tilsatte serum-
mangde hver gang blev formindsket med 0,01 ml. Ved grafisk optegning
af de sdledes opndede AE-verdier som funktion af den benyttede serum-

mengde opnds den pd tegningen viste rette linie.

Ud fra de fundne vardier beregnes en proportionalitet med r = 0,9986.
En sammenligning med r (ideal) =1,000 viser fremgangsmddens meget

store ngjagtighed.

Eksempel 2

Fremgangsmdden ifglge eksempel 1 blev gentaget under anvendelse af en
triglyceridstandardoplgsning., I forsg¢g 1 blev carboxylesterase og do=
decylsulfat udeladt. I forsgg 2 og 3 blev henholdsvis dodecylsulfat

og carboxylesterase udeladt. I fors¢g 4 blev det fuldstzndige reagens
benyttet. De opndede resultater udtrykt som genfindelse af de anvendte
triglycerider i % i lgbet af den ovenfor beskrevne, fastlagte reaktions-

tid, er angivet i f@glgende tabel.

Forsgg Esterase Dodecylsulfat % genfindelse
1 - - 16
2 + - 24
3 - + 78
4 + + 101

De ovennavnte resultater viser, at under de anvendte betingelser med
hensyn til lipasekoncentration er den anvendte kombination egnet til

en kvantitativ bestemmelse.

Patentkrav.

1. Fremgangsmide til bestemmelse af triglycerider i en vandholdig vaske,
sdsom serum, ved enzymatisk forsabning ved hjzlp af lipase og maling

af den frigjorte glycerpl, kende tegnet ved, at forsabnin-
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gen foretages i narvarelse af sadvel lipase som carboxylesterase og et
alkalimetal- eller jordalkalimetalalkylsulfat med 10-15 carbonatomer i alkylarup-—

pen.

2. Fremgangsmidde ifglge krav 1, k end e tegnet ved, at der
anvendes 0,001-0,1 %vegt/vol alkylsulfat.

3. Reagens til gennemfgrelse af fremgangsmaden ifglge krav 1 eller 2
indeholdende enzymatisk lipase som forsazbningsmiddel, puffer og et
system til p&visning af glycerol, k ende tegnet ved et ind-
hold af sdvel lipasen som carboxylesterase og et alkalimetal- eller jord-
alkalimetalalkylsulfat med 10-15 carbonatomer i alkylgruppen.

4. Reagens ifglge krav 3, k endetegnet ved, at det bestar af

0,1-10,0 mg lipase fra Rhizopus arrhizus,

0,5-20,0 mg carboxylesterase,

0,01-0,2 mg natriumdodecylsulfat,

1-20 mM nikotinamid-adenin-dinucleotid i reduceret form,

10-100 mM adenosintriphosphat,

2-20 mM phosphoenolpyruvat,

0,5-5 mg lactatdehydrogenase,

0,2-5 mg phosphoenolkinase,

0,05-10 mg glycerinkinase,

0,1-2,0 mg serumalbumin,

3-30 mM magnesiumioner og

0,03-0,3 M pufferoplgsning med pH-vardien 6-9, idet de an-
givne mangder refererer til 1 ml pufferoplgsning med den angivne kon-

centration.

Fremdragne publikationer:

DE fremlmggelsesskrift nr., 2000127
SE patentansegning nr. 7116097 (fremlmggelsesskrift nr. 389919).
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