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Menetelmd pienen tiheyden omaavien lipoproteiinien (LDL) md3r3d&miseksi
ja sen suorittamisessa tarvittava reagenssi - FGrfarande fdr bestdmning
av l3gdensitetslipoproteiner (LDL) i kroppsvdtskor och reagens f&r
utfdrande dirav

(57) Tiivistelma
Pienen tiheyden omaavien lipoproteiinien (LDL) mddritysta
varten ruumiin nesteistd lisdtddn tutkittavaan ndytteeseen
suuren tiheyden omaavan lipoproteiinin (HDL)-vasta-aincita,
erotetaan muodostunut liukenematon osa ja midrdtdidn yl&puo-
lella olevasta nesteestd LDL tai jokin sen komponenteista,

kuten esimerkiksi kolesteriini.

(57) Sammandrag

For bestdmning av lagdensitetslipoproteiner (LDL} i kropps-
vdtskor tillsdttes i provet som skall undersdkas hégdensi-
tetslipoprotein (HDL)-antikroppar, den uppkomna oldsliga
delen separeras och LDL eller n&gon av dess komponenter,

sasom exempelvis kolesterol bestdmmes i supernatanten.
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Menetelmd pienen tiheyden omaavien lipoproteiinien (LDL) m&&-

rddmiseksi ja sen suorittamisessa tarvittava reagenssi

Keksintd koskee menetelmdd ja reagenssia pienen tiheyden

omaavien lipoproteiinien (LDL) mddrddmistd varten.

LDL-fraktion (low density lipoproteine), jota kutsutaan
myds B-lipoproteiinifraktioksi mddrddminen on saavuttanut
huomattavan merkityksen lipidiaineenvaihduntahdirién erotus-

diagnoosissa.

Hyperkolesterinemia ja hypertriglyseridemia edistdvdt ateros-
kleroosin ja syddninfarktin syntymistd. Kolesteriinin ja tri-
glyseridien mddrddminen seerumista kuuluvat sen vuoksi kaik-
kein useimmin suoritettuihin kokeisiin kliiniskemiallisessa

rutiinilaboratoriossa.

Useat rasva-aineenvaihdunnan tutkimukset tulevat siihen loppu-
tulokseen, ettd yksityisen henkildn koronaaririski saadaan
paremmin selville, jos mdidridtdin ei ainoastaan triglyseridi-
ja kolesteriinipeilin muutos vaan saadaan selville niiden
pohjalla olevat patologiset siirtymdt lipoproteiinimallissa
(Munch.med.Wschr. 121, (1979) 1639).

Tunnetut plasmalipoproteiinit sisdltdvdt eri suuruisen mddran
proteiinia (apolipoproteiinia), fosfolipidejd, kolesteriinia
ja triglyseridejd. Ne voidaan jakaa erilaisen kdyttdytymi-
sensd perusteella (erilainen tiheys) analyyttisessd ultrasent-
rifugissa ja erilaisen vaeltamisnopeutensa perusteella geeli-

elektroforeesissa neljddn eri luokkaan:

kylomikronit
pre-g-lipoproteiini= VLDL (very low density lipoproteiini)
LDL (low density lipoproteiini)

B-lipoproteiini

a-lipoproteiini HDL (high density lipoproteiini)
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Lipoproteiinien vaikutustavan tutkimuksesta on kdynyt ilmi,
ettd IDL on lipoproteiineissa ratkaiseva aterogeeninen komponent-
ti, jonka lisddntyessd veressd on olemassa suurempi riski
koronaarisyddntaudin saamisesta. Té&dmdn tilan varhainen tie-
tdminen ja torjuminen on hyvin tdrkedtd. Sen vuoksi on ole-
massa kdyttokelpoisen menetelmdn tarve, jolla voidaan suorit-
taa LDL-konsentraation kvantitatiivinen md&ritys seerumista

ja plasmasta.

Tih3dn asti on LDL-kolesteriiniarvon mddritykseen kdytetty pdd-

asiassa kolmea menetelmdd, joissa on kuitenkin varjopuolia:

1. Ultrasentrifugoiminen

Tamd menetelmd ei sovellu rutiinilaboratorioon, koska siihen
tarvitaan erikoinen vdlineistd ja suoritus vaatii erittdin
huolellista tydskentelytekniikkaa ja hyvin paljon aikaa ultra-
sentrifugin kanssa (ty8lds sentrifugoiminen). Sen vuoksi

tdmd analyysimenetelmd on jddnyt t&hdn asti vain tutkivan

lidketieteen laboratorioiden kdyttddn.

2. Elektroforeettinen erottaminen ja siihen 1liittyvd lipo-
proteiinijuovien ndkyviin saaminen polyanionien saostamisen
kautta ja samennusyksikdiden muuntaminen kolesteriiniarvoik-

si.

Timi menetelmd on kuitenkin aikaaviepd ja vaatii oman elektro-
foreesilaitteen sek3d densitometrin tulkitsemista varten
(Lab.Med.l, (1977) 145).

3. LDL-kolesteriini-arvon m8dritys Friedewald-kaavan mukaan
(Clin.Chem.18, (1972) 499).

LDL-kolesteriini-arvon laskemista varten Friedewald-kaavan
mukaan on midrdttivid kolme parametrid: ndytteen kolesteriini-,
HDL-kolesteriini- ja triglyseridiarvo. Menetelmd ei siis ole
riittdvan kdyttékelpoinen. Sitd paitsi tdmd ravintokaava
patee vain kylomikronivapaisiin ndytteisiin ja ndytteisiin,

joiden triglyseridiarvot ovat alle 400 mg/dl.
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4. Saostusreaktiot

Menetelmd, jossa LDL saostetaan lektiinin avulla, on selos-
tettu DE-0S 2 857 710:ssa. Tdssd menetelmdssd kuitenkin
voidaan LDL-kolesteriinin arvo saada selville vasta sakan
uudelleen liuottamisen jdlkeen eli kolesteriiniarvojen
erosta ennen ja jdlkeen saostamisen. T&dmd merkitsee huomat-

tavaa haittaa.

Lipoproteiinien saostamismenetelmd, jossa LDL jd4 sakan
pddlld olevaan nesteeseen, on selostettu DE-0S 2 600 664:ssi.
Menetelmd8 ei kuitenkaan ole rutiinimddrityksissd kdytettdvak-
si riittdvdn kdyttokelpoinen, koska lipoproteiinien saostami-
seen tarvitaan kaksi tydvaihetta (kahden eri aineen, poly-
etyleeni-imiinin ja kationinvaihtajan lisdiminen, johon liit-

tyy vdlissd oleva inkubointivaihe).

Tadmdn vuoksi on olemassa yksinkertaisen menetelmdn ja reagens-
sin tarve, LDL-lipoproteiinien mddritystd varten, joka olisi

hyvin kdyttdkelpoinen ja erittdin varma.

Tamd tehtdvd ratkaistaan keksinndn mukaisesti menetelmdn
avulla, jolla voidaan mddrdtd pienen tiheyden omaavat lipo-
proteiinit (LDL) ruumiin nesteistd, ja menetelmd on tunnettu
siitd, ettd tutkittavaan ndytteeseen lisdtd&n suuren tiheyden
omaavien lipoproteiinien (HDL)-vasta-aineita, erotetaan muo-
'dostunut liukenematon sakka ja mddrdtddn LDL tai jokin sen

komponenteista sakan yldpuolella olevasta nesteestd.

Keksintd perustuu siihen yll&attdvd&dn toteamiseen, ettd

HDL vasta-aineiden avulla saostuvat kaikki LDL-mddritystd
hdiritsevdt lipoproteiinifraktiot, itse HDL:n ohella erikoi-
sesti VLDL ja kylomikronit, mutta LDL:& itseddn ei saada
saostamalla. Ta&md on erikoisesti sen vuoksi yll&attadvids,
koska sekd HDL ettd mySs LDL, VLDL ja kylomikronit omaavat
proteiiniosan, joka sisdltdd samat apolipoproteiinit, vaikka-
kin hyvin erilaisissa konsentraatioissa. Sen vuoksi ei voi-
tu etukdteen tietdd, ettd HDL:n vasta-aineet saostavat kvan-

titatiivisesti paitsi HDL:d8& myds VLDL:n ja kylomikronit
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ilman ettd ne vaikuttaisivat t3116in LDL:iin.

VLDL:n ja kylomikronien saostumista voidaan jouduttaa lisdi-

mdlld vield tunnettuja ndiden aineiden saostusaineita.

Reagenssin yldpuoclella olevaan nesteeseen jdivd LDL-fraktio
voidaan sitten md3drdtd tavanmukaisten tdssi yhteydessid kdytet-
tdvien menetelmien avulla. Sen sisdltdmidn sidotun kolesterii-
nin madritys tapahtuu etupddssd tunnettuja menetelmid kéyt-
tden. Siten voidaan mddritys suorittaa esimerkiksi saippu-
oimalla alkoholia sisdltdvdn kalilipedn avulla ja kemialli-
nen mddritys Liebermann-Buchard'in mukaan. Parhaana pidetty
on kuitenkin entsymaattinen mddritys kdyttden kolesteriini-
oksidaasia ja kolesteriiniesterid hajottavaa entsyymid tai
entsyymisysteemid kuten erikoisesti kolesteriiniesteraasia.
Jdalkimmdistd menetelmdd kdytettdessd voidaan midrdtd kulu-
tettu happi, muodostunut kolestenoni tai mieluimmin muodostu-
nut H202 ammattimiehen tuntemien menetelmien mukaan. Koska
ammattimiehelle on sidotun kolesteriinin middritys tuttua, ei
tdssd yhteydessd ole tarpeen puuttua siihen ldhemmin. Huo-
mattakoon kuitenkin, ettd keksinndén mukaisen menetelmdn pii-
rissd estetddn samentumien esiintvminen poistamalla VLDL- ja
kylomikronifraktiot, mitkd voisivat hdiritd kolestenonin tai
H202:n optista mittaamista vdrireaktioiden muodossa. Menetel-
md soveltuu sen vuoksi erikoisesti kolorimetrisen kolesterii-

nimddritysmenetelmédn yhteydessé.

On kuitenkin mahdollista méddr&td LDL-fraktion sisdltdmdn ko-
lesteriinin tai muiden LDL-komponenttien kuten apolipoproteii-
nin B, fosfolipidien ja triglyseridien asemesta itse LDL-
fraktio, jolloin voidaan samaten kdyttdd ennestddn tunnettu-
ja menetelmid. Mainittakoon esimerkiksi nefelometrinen midd-
ritys tai DE-OS 3 007 764:ssd selostettu turbidimetrinen

maddritys.

HDL vasta-aineita kdytetddn keksinndn piirissd joko HDL-anti-
seerumin muodossa, HDL-antiseerumin muodossa, josta on rasva

poistettu, tai puhdistettujen HDL-vasta-ainefraktioiden muo-
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dossa. On myds mahdollista k&dyttdd HDL vasta-ainefragment-
teja, esimerkiksi Fab, Fab2 ja Fab'-fragmentteja. Samoin
on mahdollista kdyttdd HDL:n apolipoproteiinien A, C ja/tai
E vasta-aineita tai niiden fragmentteja. Lopuksi voidaan

kdyttdd my&s monoklonaaleja HDL-vasta-aineita.

Keksinndn mukaisesti kdytettyjen vasta-aineiden valmistaminen
tapahtuu kdyttdmédlld puhdasta HDL:34 tai jotakin mainituista
apolipoproteiineista immunogeenind. Vasta-aineen valmista-
mista varten voidaan mainita tavanmukaisesti kdytetyt eldin-
lajit. Parhaina pidetddn lammasta ja kaniinia. Mutta paitsi
jo mainittuja eldimid tai verrattavia eliditd voidaan vasta-

aineen valmistuksessa kdyttdd my¥s soluviljelyji.

HDL-vasta-aineita lisdttdessd muodostuneet immuuniaggregaa-
tit voidaan erottaa samaten tavanmukaisten menetelmien avul-
la. Kun kdytet&ddn liukoisia HDL-vasta-aineita, tapahtuu erot-
taminen tarkoituksen mukaisesti sentrifugoimalla. Kun kdy-
tetddn immobilisoituja, kantajaan sidottuja HDL-vasta-aineita,
voidaan immuuniaggregaatit erottaa yksinkertaisesti erottamal-
la nestefaasi kompaktista kiintedstd faasista, esimerkiksi
vasta-aineilla pddllystetystd kiintedstd aineesta. Jos kdy-
tetddn apolipoproteiinia immunogeeninid kdyttdmidllid saatua
vasta~-ainetta, on se etupddssd sellaista, jossa immunogeeni-
nd kdytetyssd apolipoproteiinissa on lipidip&idllys. T&md saa-
daan aikaan esimerkiksi siten, ettd sen jdlkeen kun on apoli-
poproteiinit tavanmukaisesti delipidoitu ja sen jidlkeen frak-
tioitu, valittu apolipoproteiinin A-, C- tai/ja E-fraktio
lipidoidaan uudelleen. Immunogeenind kdytetddn kuitenkin
mieluimmin puhdistettua tdydellistd HDL-fraktiota. Puhdis-
tus tapahtuu tarkoituksen mukaisesti ennestddn tunnetulla
tavalla eristdmdlld ultrasentrifugissa. Lisdksi voidaan
suorittaa tarvittaessa vield yksi puhdistus esimerkiksi immo-
bilisoidun Concavalin A:n avulla affiniteettikromatografis-
ten tai elektroforeesimenetelmien mukaan. Ammattimies tuntee
ndmd menetelmdt, eikd niitd ole tarpeen tdssi yhteydessi

selostaa ldhemmin.
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Keksinndn kohteena on vield reagenssi, jonka avulla voidaan
mddrittdd LDL-fraktio ruumiin nesteistd, tunnettu siitid,
ettd se sisdltdd HDL-vasta-aineita. Parhaana pidetyssd to-
teutusmuodossa keksinndn mukainen reagenssi sisdltdd jo
mainittujen HDL-vasta-aineiden tai edelld keksinndn selos-
tuksen yhteydessd ldhemmin kuvattujen fragmenttien tai vas-
ta-aineiden tai HDL-komponenttien fragmenttien ohella vielda

kolesteriinin mddritykseen kdytettdvidd reagenssia.

Parhaana pidetty, edelld mainitun laatuinen reagenssi sisdl-
tdd kolesteriinioksidaasia, kolesteriiniesterid hajottavaa
entsyymid tai entsyymisysteemid, H202:n mddritykseen tarkoi-

tettua systeemid ja pinta-aktiivista ainetta.

Erddn erikoisen hyvdnd pidetyn suoritusmuodon mukaisesti
sisdltdd edelld mainittu reagenssi pddasiallisesti HDL-vasta-
aineita, kolesteriinioksidaasia, kolesteriiniesteraasia,
peroksidaasia, 3,4-dikloorifenolia, fenolia, 4-aminofenatso-
nia, ei-ionista pinta-aktiivista ainetta, magnesiumaspartaat-

tia ja puskuriainetta pH-arvoa 7- 8,5 varten.

Keksinn®n mukainen reagenssi sisdltdd vasta-aineita tarkoi-
7 10—3

(tai kiloa kohti kiinteitd aineita) laskettuna mddrdysliuok-

tuksenmukaisesti konsentraatioalueella 10 mol/litra
sesta. Vasta-aine voi olla kiintedssd muodossa, etupdédssd
lyofilisoituna, tai liuoksen muodossa. Liuottimina voidaan
kdyttdd vettd, fysiologista keittosuolaliuosta, seerumivdli-
ainetta, puskuriainetta kuten esimerkiksi 0,01 - 0,5 m tris-
puskuria, pH 7-8,5 tai 0,005 - 0,1 m fosfaattipuskuria, pH
6,5 - 8,5, johon tarvittaessa voidaan lisdtd esimerkiksi
keittosuolaa fysiologisten keittosuolaliuosten suuruusluokkaa
oleva mddrd. Jos vasta-aine kdytetddn immobilisoidussa
muodossa, ovat sopivia kantaja-aineita esimerkiksi polysakka-
ridit kuten selluloosa, dekstraani, tdrkkelys ja sen johdan-
naiset, silikaatit, polyamidit, kollageeni, lateksi, alumiini-
oksidi, naudanseerumialbumiini ja muut sen kaltaiset kantaja-
aineet. Vasta-aine voi ollamy6s testiastioiden, kuten muovi-

reagenssilasien pinnalle sitoutuneena.
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Reagenssi voi sisdltdd myds tunnettuja saostusaineita VLDL:3&

ja kolymikroneja varten.

Keksinndn mukaisen menetelmdn erds oleellinen etu on siini,
ettd yhden ainocan reagenssin lisdyksen jdlkeen voidaan ndyt-
teestd poistaa 1lipoproteiinilajit - paitsi LDL:44 - ja diag-
nostisesti tdrked LDL-pitoisuus tai LDL-fraktion kolesterii-
nipitoisuus voidaan ilman ndytteen lisdkdsittelyjd mitata
suoraan. Edullista on mydskin se, ettd ndytteestd poiste-
taan samennuksia aiheuttavat triglyseridirikkaat lipoprote-
iinilajit, niin ettd LDL-tai kolesteriinimddritystd varten

on kdytettdvissd kirkas ndyte.

Seuraavat esimerkit valaisevat keksintdd erddn parhaana

pidetyn toteutusmuodon perusteella.

Esimerkki 1

A) Puhdistetun HDL:n valmistaminen

Kun VLDL ja LDL on erotettu ultrasentrifugissa, eristetdan

tarkasti HDL-fraktio (d 1,080 - 1,210) ultrasentrifugissa,

kuten on selostettu julkaisussa: V.P. Skipski: Lipid compo-

sition of lipoproteins in normal and diseased states in Blood Lipids
and Lipoproteins; Quantitation, Composition and Metabolism.
Julkaisija: Nelson, Wiley, New York 1972, 471-583. Fraktio
sedimentoidaan tai vaahdotetaan tdmdn jdlkeen vield kahdesti

tiheyksilld 1,080 ja 1,210.

HDL-fraktio puhdistetaan immobilisoidun Concanavalin A:n
avulla (1974) Febs Lett. 91, 174-198) affiniteettikromatograa-
fisesti tai Geon-Pevicon-Block-elektroforeesin avulla R.W.
Mahley'n ja K.S.Holcombe'n mukaan (1977) J.Lipid.Res. 18,
314-324, elektroforeettisesti.

B) Antiseerumin valmistaminen

Eldinlajit: lammas tai kaniini
Kdytetddn kohdassa A saatua immunogeenid ja noudatetaan

Sseuraavaa immunoimiskaavaa:
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Pdiva Antotapa Immunogeenimddra
0 intradermaalisesti 1 mg proteiinia

(HDL) emulgoituna
Freundin apuainee-

seen

7 intramuskulaarisesti "

14 subkutaanisesti "
30 intramuskulaarisesti "
60 subkutaanisesti "

edelleen joka subkutaanisesti "
30. pdivd

Ensimmdinen ndyteveren otto tapahtuu 45 pdivdn jdlkeen.

C) 50 /ul seerumia sekoitetaan 150 /ul:n kanssa kohdassa B)
valmistettua antiseerumia. Inkuboidaan 30 min huoneenl&m-
méssd ja muodostunut sakka sentrifugoidaan pois (2 min
10.000 g).

50 /ul:aan]cirkasta sakan pd&dlld olevaa nestettd lisdtddn

2 ml reagenssia, joka sis&ltdd 0,1 mol/l tris-puskuria, pH =
7,7; 0,05 mol/1 magnesiumaspartaattia; 1 mmol/l 4-aminofe-
natsonia, 6 mmol/l fenolia, 4 mmol/l 3,4-dikloorifenolia,
0,3 % rasva-alkoholipolyglykolieetterid, 400 U/l kolesterii-
niesteraasia, 250 U/l kolesteriinioksidaasia ja 200 U/l

peroksidaasia.

20 min inkubointiajan jdlkeen huoneenldmméssd mitataan ndyt-
teen ekstinktio reagenssien tyhjdarvolla (regenssien tyhja-
arvo sisdltdd 50 /ul antiseerumia ja ottaa huomioon antisee-

rumin kolesteriinipitoisuuden).

A B=aE yote ~°®Ereagenssien tyhjdarvo

LDL-kolesteriini (mg/dl)=1.385xXxAQE
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Seerumi Ulkondkd Kolesteriini Triglyseridit LDL-kolesteriini
NIH-mene- Immunolo-
telmd * ginen
saostus
1 samea 353 mg/dl 503 mg/dl 234 mg/dl 238 mg/dl
2 kirkas 638 mg/dl 591 mg/dl 510 mg/dl 495 mg/dl
3 kirkas 350 mg/dl 153 mg/dl 237 mg/dl 231 mg/dl
4 samea 195 mg/dl 575 mg/dl 102 mg/dl 95 mg/dl
5 sisdltss
kylomikro- 231 mg/dl 379 mg/dl 149 mg/dl 130 mg/dl
neja

*Vertailumenetelmdnd kdytetddn NIH-menetelmdd (kun VLDL ja
kylomikronit on erotettu ultrasentrifugissa, saostetaan LDL.
Kolesteriiniarvojen erotuksesta ennen ja jidlkeen saostuksen

saadaan LDL-kolesteriinin arvo).

Manual of Laboratory Operations, Lipid Research Clinics Program,
Lipid and Lipoprotein Analysis, DHEW Publication N:0 65-628.

Esimerkki 2

Liuos, jossa on 50 /ul kutakin seuraavista: VLDL, HDL, LDL
tai kylomikroneja, sekoitettiin 150 /ul:n kanssa kaniinin
antiseerumia, jota oli tuotettu HDL:n avulla immunogeenind.
Sentrifugoitiin ja kolesteriinipitoisuus mddrdttiin kuten

esimerkissd 1 on selostettu pddlld olevasta nesteestd.

Navyte Ndytteen kolesteriinipitoisuus
Ennen saostamista Saostamisen jdlkeen
Kylomikroneja 61,4 mg/dl 2,6 mg/dl
VLDL 23,2 mg/dl 2,8 mg/dl
LDL 177,0 mg/dl 165,0 mg/dl
HDL 50,9 mg/dl 0,0 mg/dl
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Patenttivaatimukset

i. Menetelmd, jonka avulla voidaan madarata pienen tihey-
den omaavat lipoproteiinit (LDL) ruumiin nesteista, tunnettu

siitda, ettd lisataian tutkittavaan naytteeseen suuren tiheyden
omaavien lipoproteiinien (HDL)-vasta-aineita, erotetaan muo-

dostunut liukenematon osa ja maarataan ylapuolella olevasta

nesteesta LDL tai jokin sen komponenteista.

2. Patenttivaatimukseen 1 mukainen menetelma, tunnettu

eiita, etta maarataan LDL:n komponenteista kolesteroli.

3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelmd, tun-
nettu siitd, ettad lisdtaan vasta-aineita HDL-antiseerumin,
HDL-seerumin muodossa, josta on rasva poistettu tai puhdis-

tettuna vasta-ainefraktiona.

4. Jonkin patenttivaatimuksen 1-3 mukainen menetelma,
tunnettu siita, etta lisdtdadn HDL-vasta-aineiden fragment-

teja.

5. Jonkin edelld olevan patenttivaatimuksen mukainen me-
netelma, tunnettu eiitad, ettd kdytetaan lampaasta tai ka-

niinista saatuja vasta-aineita.

6. Patenttivaatimuksen 1 mukaisessa menetelméssa LDL-
fraktion maarittamiseksi ruumiin nesteistd kédytettavié rea-
genssi, tunnettu siit&, ettd ee sisaltad HDL:n vasta-ainei-

ta.

7. Patenttivaatimuksen 6 mukainen reagenssi, tunnettu
eiitd, etta se sisdltdd reagenssia kolesterolin maaritysta

varten.

8. Patenttivaatimuksen 7 mukainen reagenssi, tunnettu
giitda, etta kolesterolin madritykseen kdytettava reagenssi

sigiltas kolesteriinioksidaasia, kolesteriiniesteria hajotta-
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vaa entsyymia tai enteyymisysteemia, systeemia HyO05:n masdraa-

miseksi ja pinta-aktiivista ainetta.

9. Patenttivaatimuksen 8 mukainen reagenssi, tunnettu
siita, ettd se muodostuu pasasiallisesti HDL-vasta-aineesta,
kolesteriinioksidaasista, kolesteriiniesteraasista, peroksi-
daasista, 3,4-dikloorifenolista, fenolista, 4-aminofenatso-
nista, ei-ionisesta pinta-aktiivisesta aineesta, magnesium-

aspartaatista ja puskurista pH-arvoa 7-8,5 varten.

10. Jonkin patenttivaatimuksen 7-9 mukainen reagenssi,
tunnettu siita, etta se sisaltasa HDL-vasta-aineet immobili-

soidussa muodossa.

Patentkrav

1. Férfarande med vilket lagdensitetslipoproteiner (LDL)
kan bestdmmas i kroppsvadtskor, kénnetecknat av att i provet
som skall undersdkae tillsattes hogdensitetslipoprotein (HDL)-
antikroppar, den uppkomna oldsliga delen separeras och LDL

eller niagon av dess komponenter bestammsa i vatskan ovanfdr.

2. Forfarande enligt patentkravet 1, kannetecknat av

att av LDL:s komponenter kolesterol bestamms.

3. Forfarande enligt patentkravet 1 eller 2, k#anneteck-
nat av att antikroppar tillsittes i form av HDL-antiserum,
HDL-serum fr&n vilket fettet har avlagsnats eller som renad

antikroppsfraktion.

4. Foérfarande enligt ndgot av patentkraven 1-3, kidnne-—

tecknat av att fragmenter av HDL-antikroppar tillsattes,

5. Forfarande enligt ndgot av patentkraven ovan, kanne-
tecknat av att man anvander antikroppar erhallna ur fAr eller

kanin.
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6. Reagens for anvandning vid forfarandet enligt patent-
kravet 1 for bestammande av LDL-fraktion i kroppsvatskor,

kdnnetecknad av att den innehaller HDL-antikroppar.

7. Reagens enligt patentkravet 6, kannetecknad av att

den innehdller en reagens for bestammande av kolesterol.

8. Reagens enligt patentkravet 7, kdnnetecknad av att
reagensen for kolesterolbestdmmningen innehdller kolesterin-
oxidas, kolesterinester ednderdelande enzym eller enzymsystem,

ett system for bestammande av Hy0, och ett ytaktivt amne.

9. Reagens enligt patentkravet 8, kannetecknad av att
den bestaAr huvudsakligen av HDL-antikroppar, kolesterinoxidas,
koleasterinesteras, peroxidas, 3,4-diklorfenol, fenol, 4-ami-
nofenazon, ickejoniskt ytaktivt amne, magnesiumaspartat och

buffert for pH-varde 7-8,5,.

10. Reagens enligt nagot av patentkraven 7-9, kénneteck-
nad av att den innehaller HDL-antikroppar i immobiliserad

form.

Viitejulkaisuja-Anfdrda publikationer

Hakemusjulkaisuja:-Ans8kningspublikationer: Saksan liittotasavalta-F&r-
bundsrepubliken Tyskland(DE) 3 009 037 (G 01 N 33/92). |so-Britannia-Stor-
britannien(GB) 2 061 501 (G 0t N 33/92).
Patenttijulkaisuja:-Patentskrifter: Iso-Britannia-Storbritannien(GB)

1 561 574 (G 01 N 33/68). USA(US) 4 039 285 (G 01 N 33/16).
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