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Uklarheder i biologiske vasker fjernes hurtigt og fuldsten~
digt gennem tilsztning af en blanding af overfladeaktive
midler, der indeholder:

a) et polyethoxyleret triglycerid med en HLB-vardi fra
4 til 14,

b)et sekundart n-alkansulfonat samt eventuelt
c)et yderligere non~ eller anionaktivt tensid

i vandig, eventuelt pufret oplgsning. Blandingen af overfla-
deaktive midler kan desuden indeholde et eller flere salte
til forggelse af ionstyrken. Desuden en fremga dde til
fjernelse af uklarheder i biologiske vasker undex anvendelse
af denne blanding af overfladeaktive midler samt et middel
til gennemfprelse af fremgangsmiden, der indeholder de navn-
te overfladeaktive midler.
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Opfindelsen angar en fremgangsmade, et middel og anvendelse af
dette middel ti1 hurtig og fuldstendig fjernelse af en uklar-
hed i en biologisk vaske isar i humant blodserum eller -plas-
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ma under anvendelse af overfladeaktive midler.

Uklarheder i humant blodserum fremkaldes af et for stort
indhold af triglyceridrige- lipoproteinpartikler sasom chy-
lomikroner og VLDL ("Very Low Density Lipoproteins"). Der
tales i sé&danne tilfelde om "lipamisk" eller "hyperlipo-
proteinamisk" serum. S&danne uklarheder udggr et vasent-
ligt problem for gennemfgrelsen af fotometriske analyser

af serumbestanddele i den klinisk-kemiske diagnostik. Det-
te galder isar, nar koncentrationen af den serumbestanddel,
der skal bestemmes, er meget ringe sasom f.eks. koncentra-
tionen af sporelementer, og der mad, for at opnd en tilstrak-
kelig m&lengjagtighed, tilsattes forholdsvis store serum-
mengder til analysereagenset (volumenforhold serum: analyse-
reagens > 0,15). Her kan den af serumet i reagenset fordr-
sagede uklarhed ogsd allerede ved ringe lipamigrad fgre til
overskridelse af fotometrets linearitetsomrédde og derved pa-

virke madlingen vasentligt eller ggre den umulig.

Det har dog ogsd vist sig, at forskellige immunologiske
forsggsmetoder isar de, ved hvilke de via immun®pracipi-
tationsreaktioner opstdede uklarheder méles nefelometrisk
eller turbidimetrisk, og ved hvilke forholdsvis ringe se-
rummaengder er ngdvendige i forsggsopstillingen,kan forstyr-
res fgleligt af sarlige uklarheder i prgvematerialet. Som ek-
sempel kan her navnes den immunonefelometriske bestemmelse

af serum-apolipoproteiner (Clin. Chem. 28, 1153-1158 (1982),
Clin. Chem. 29, 120-125 (1983)) samt den radioimmunologiske
bestemmelse af B-choriogonadotropin og prostatas@r —-phos-

phatase (Clin.Chem. 28, 2325 (1982)).
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Den fuldstandige fjernelse af uklarheder ("klaring") i
lipamisk serum er derfor af overordentlig betydning for

den kliniske analyse.

Fra litteraturen kendes allerede forskellige fremgangsmi-
der og midler til fjernelse af uklarheder i biologiske

vasker.

Sédledes er der f.eks. i Clin. Chem. 29, 120-125 (1983) be-
skrevet en fremgangsmédde, ved hvilken serumuklarheder fjer-
nes ved udrystning med en blanding af organiske oplgsnings-—
midler. Denne metode ngdvendigggr et yderligere trin i
fremgangsmdden. Desuden kan den isar ved stark lipamiske
sera fg¢re til ukontrollérbare volumenandringer af prgvema-
terialet og dermed til en forfalskning af md8leresultaterne.
Endelig er bestemmelsen af de serumbestanddele, der fjernes
helt eller delvis ved ekstraktionen, ikke langere mulig ved
anvendelse af denne fremgangsmade.

Det samme gelder for en fremgangsmide, ved hvilken de uklar-
hedsfordrsagende lipoproteinpartikler udfazldes fra serumet
og fracentrifugeres ved tilsatning af polyanioner sdsom phos-
phorwolframsyre/magnesiumchlorid (Clin. Chem. 28, 1153-1158
(1983)).

Af hensyn til mdlengjagtigheden og lgnsomheden af fotome-
triske serumanalyser er det hensigtsmessigt at gennemfg-
re klaringen direkte i det til bestemmelse af den forelig-
gende serumbestanddel anvendte analysereagens, og narmere
bestemt fuldstandigt og indenfor f& minutter (< 10 min.)
og sadvanligvis i temperaturomradet mellem 15 og 40%c.

En sddan fremgangsmdde, der dog delvis kun fgrer til formind-
skelse af uklarheden i en serum-eller plasmaprgve, kendes
f.eks. fra DE-0S 23 27 894. Herved tilfgres analysereagen~-
set en polyoxyethyleret laurinsyreforbindelse i hgjere kon-

centrationer.
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I DE-AS 27 24 757 er der beskrevet et middel til fjernelse
af uklarheder i serum, der bestdr af en vandig pufret op-
1lgsning af fedtsyrepolyethylengly€olestere samt kortkaede-
de alifatiske alkoholer, glyQoler eller polyethylenglys.o-
ler eller en fedtalkoholpolyglyColether. Dette middel er
egnet til at klare uklare méleoplgsninger ved et volumen-
hold serum: reagens < o,linden for f& minutter. F.eks. op-
nas ved en oplgsning med et volumenforhold af serum: rea-
gens = 0,1 ved 20 til 250C en fuldstendig klaring inden
for 5 minutter efter gennemblanding. Ved et volumenforhold
af serum: reagens > 0,15 kraves dog en vasentlig langere
tid til klaring af maleopl@gsningen. Til fjernelse af uklar-
heden i en oplgsning med et volumenforhold af serum: rea-

gens = 0,16 kraves allerede 30 minutter.

Fra Z..Klin. Chem. Klin. Biochem. 3, 96-99 (1965) kendes en
fremgangsmdde til transferrin-jernbestemmelse i serum, hvor-
ved analysereagenset tilsattes et sekundert alkylsulfat
("Teepol 610 S", Shell AG) i hg¢j koncentration. Ved sammen-
blanding af 0,5 ml serum og 1,4 ml reagens opnds en fuld-
staendig uklarhedsfjernelse efter 15 minutter ved stuetem-

peratur.

I EP-0S 0041704 foreslds endelig at oplgse chylomikroner i
vandigt medium ved hjzlp af en blanding af en polyethylen-
glycolether af en alkanol eller en alkylarylalkohol med
forgrenet alkankade og en HLB-vardi pd 12 til 14, et sekun-
dert alkylsulfonat med 10 til 20 C-atomer i molekylet samt
eventuelt et alkali-p-toluensulfonat. Efterprgvningen af et
i EP-0S 0041704 som sarligt egnet beskrevet middel (middel
ifglge eksempel 2) gav som resultat, at det ikke dermed er
muligt ved et starkt lipazmisk serum og et volumenforhold af
serum: reagens > 0,2 ved 25°¢C at opnd en fuldstendig klaring

inden for 30 minutter.
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De hidtil kendte metoder til fjernelse af uklarheder i bio-
logiske vasker udviser sdledes alle til dels betragtelice

ulemper, der i det vasentlige beror pé&:

a) ngdvendigheden af en serumforbehandling i et yderli-

gere trin i fremgangsmiden
eller,séfremt klaringen foregdr direkte i analysereagenset,
b) en begranset klaringsformien af det anvendte middel,
c) en utilstrakkelig klaringshastighed (> 10 min.) samt

d) et indskranket pH-og temperaturomride,i hvilket den
anvendte fremgangsmdde eller det anvendte middel er
virksomt, f.eks. nar der til understgttelse af den
klarende virkning desuden tilsattes lipolytisk akti-

ve enzymer (lipaser).

Yderligere findes der i de anfgrte litteratursteder ingen
henvisninger til, at der i det respektivt anvendte klarings-~
reagens ogsd uden forstyrrelser kan gennemfgres antigen-
antistofreaktioner sisom ved immunoprecitipationsanalyser

af serum-apolipoproteiner.

For at undgéd forstyrrelser gennem serumuklarheder ved den
immunonefelometriske bestemmelse af et serumprotein, isar et
apolipoprotein ,foreslds i DE-0S 28 29 531 en fremgangsm&-
de, ved hvilken immunreaktionen enten gennemfgres i narve-
relse af etmeget lavkoncentreret kationisk tensid (lO-3
til 10—l vol.%) eller i narvarelse af et meget lavkoncen-
3 ti1 1071
lytisk aktivt enzym. Da der derved kun skal tilfgres me-

treret non-ionisk tensid (10 vol.%) og et lipo-
get ringe serummazngder til forsggsopstillingen, behgver
man ikke at stille store krav til det anvendte middels kla-

ringsforméen.
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Ved analoge immunoturbidimetriske m&linger er vasentligt
hgjere serumkoncentrationer ngdvendige i forsggsopstillin-
gen. I DE-0S 28 29 531 siges intet om tensidernes Virk-
ningdved disse forggede serumkoncentrationer. Det navnes
dog, at ved tensidkoncentrationer over 0,1 vol.% hazmmes
den immunologiske reaktion mellem antistof og antigen (i

det foreliggende tilfazlde apolipoproteinet).

Der er derfor behov for en fremgangsmade og et middel, som
ogsd ved volumenforhold af serum: analysereagens > 0,15 be-
virker en fuldstandig og varig klaring af serumuklarheder.
Klaringen bgr derved foregd hurtigst muligt og fortrinsvis
i lgbet af mindre end 10 minutter. Virkningen bg¢r vare sik-
ker over et stgrst muligt pH-(3< pH<9) og temperaturomrdde (15<
T < 37OC). Ved siden af den ngjagtige bestemmelse af spor-
elementer skal fremgangsmdden og reagenset isar ogséd mulig-
ggre den uforstyrrede analyse af proteiner sdsom apolipo-
proteiner med immunoturbidimetriske mdlemetoder, selv ved
anvendelse af starkt lipamiske sera. Endelig bgr det til
grund for fremgangsmdden liggende middel vere lagerstabilt
over et langt tidsrum, dvs. mindst et &r ved stuetempera-

tur.

Grundlaget for opfindelsen var at tilfredsstille dette be-
hov. Dette opnds ved en fremgangsmade til fjernelse af u-
klarheder i biologiske vasker under tilsetning af overfla-
deaktive midler, hvilken fremgangsmdde er ejendommelig ved,

at der som overfladeaktivt middel anvendes:

a) et polyethoxyleret triglycerid med en HLB-vardi fra
4 til 14,

b) et sekundart n-alkansulfonat samt eventuelt
¢) et yderligere non-eller anionisk tensid

i vandig,eventuelt pufret oplgsning.
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Som polyethoxyleret triglycerid kan der f.eks. anvendes
polyethoxyleret triolein (f.eks. "Tagatﬂgib, Fa. Gold-
schmidt AG, HLB-vardi 11,3) eller polyethoxyleret rici-
nusolie (f.eks. "Mulsifan™ RT 7 eller "Mulsifan£®]m?
163, Fa. Zschimmer og Schwarz, HLB-vardi henholdsvis ca.
10 og 6). Der opnds sarligt gode resultater, s&fremt man
anvender et polyethoxyleret triglycerid, der udvindes
ved omsetning af ethylenoxid og ricinusolie i autocklaver
under alkalisk katalyse. Det pa denne mdde fremstillede
produkt indeholder gennemsnitligt 10 oxyethylenenheder
pr. molekyle og fas i handelen under benazvnelsen "Mﬁlsi-
fan'® RT 163.

HIB-vardien (hydrophilic~lipophilic~balance), at de ifglge
opfindelsen anvendelige polyethoxylerede triglycerider, kan
bestemmes efter kendte fremgangsmdder, se f.eks. Stache
"Tensid-Taschenbuch," Carl-Hanser-Verlag, Miinchen, Wign 1979,
side 70-72.

Koncentrationen af de polyethoxylerede triglycerider i den
vandigq,pufrede oplgsning andrager 0,5 til 15, fortrinsvis
1,0 til 12, isar 2 til 9 vagtprocent.

Som sekund®re n-alkansulfonater anvendes fortrinsvis for-
bindelser med 12 til 19 carbonatomer i molekylet som rene
stoffer eller.som blandinger- af forskellige n-alkansulfonater
med overvejendé 12 til 19 carbonatomer i molekylet. De se-
kundere n-alkansulfonater anvendes fortrinsvis som natrium-—
salte. Som sarligt gunstig ifglge opfindelsen har vist sig
et sekundart n-alkansulfonat (Na-salt), der fremstilles ved
sulfoxidering af n-paraffiner og udviser en carbonkadeforde-

ling pa:

< Cl3—n-paraffin max. 1%

Q

13 ~ Cls-n-paraffin ca. 58%

Q

16 " Cl7-n-paraffin = ca. 39%

> Cl7—n-paraff1n = ‘max. %
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Et s&dant produkt findes i handelen som vandholdig pasta
med en andel af virksomt stof pd 60% under navnet "Hos-
tapur“® AT (Fa. Hoechst AG).

Det sekundare n-alkansulfonat, der skal anvendes ifglge

opfindelsen, er indeholdt i den vandige,eventuelt pufre-
de oplgsning i en koncentration pa 0,5 til 10, fortrins-
vis 1,0 til 7, iser 1,2 til 4,8 vagtprocent i forhold til

det rene virksomme stof.

Blandinger af de ifglge opfindelsen polyethoxylerede tri-
glycerider og sekundzre n-alkansulfonater i vandig, even-
tuelt pufret oplgsning bevirker allerede som sddanne en
tilstrazkkelig hurtig klaring af uklare sera. Til yderli-
gere forggelse af klaringshastigheden har det dog vist sig
gunstigt at tilfgre disse blandinger et yderligere non-

eller anionisk tensid.

Som eventuelt tilsatteyderligere non-ioniske tensider kom-—
mer ligekadede eller forgrenede alkyl-eller alkylarylpoly-
glycolethere med lav oxyethyleringsgrad (gennemsnitligt

3 til 7 oxyethylenenheder pr. molekyle) pd tale. Der fore-
trzkkes en iso-decanolpolyglycolether med gennemsnitligt

5 oxyethylenenheder pr. molekyle ("Lutensol™ ON 50, BASF) .

Som anioniske tensider egner sig alkylarylsulfonater,
sekundare alkylsulfater eller blandinger af alkansulfo-
nater med 13 til 15 carbonatomer i molekylet og 40 til
50% sekundzr andel ("Mersolaﬁqi Bayer AG). Sarligt fore-
trazkkes natriumdodecylbenzensulfonat (omszttes i hande-
len f.eks. som "Elfan£®VH&50 med et indhold af virksomt
stof p& 50% af Fa. Akzo).

Herved har koncentrationer i den vandige, eventuelt pufre-
de oplgsning p& 0,2 til 5, fortrinsvis 0,5 til 3, iser
1 til 2 vegtprocent med hensyn til det rene virksomme stof

i alle tilfelde vist sig gunstige.
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Fremgangsmaden ifglge opfindelsen lader sig gennemfgre ved,
at man blander de enkelte bestanddele, dvs. vand eller even-
tuelt vandig pufferoplgsning, overfladeaktive midler og bio-

logisk vaske efter hinanden.

Hensigtsmaessigt anvendes dog en i forvejen faerdig blanding
af det overfladeaktive middel i en vandig, eventuelt pufret
oplgsning, der tilsattes den biologiske vaske i en meEng-
de, der fgrer til en hurtig og fuldstandig fjernelse af u-
klarheden. Sadvanligvis er det til fuldstandig fjernelse
af uklarheden tilstrazkkeligt med m@ngder p& 0,5 til 2 ml
af midlet ifglge opfindelsen i 0,2 ml serum.

pH-verdien af blandingen kan valges inden for vide granser.
Uklarheder ved pH-vardier fra 3 til 9 kan uden videre fier-
nes ved fremgangsmaden ifglge opfindelsen. Til indstilling
af pH-verdien kan anvendes alle gangse pufferforbindelger,
hvis pK-verdi ligger mellem 2,0 og 10,0. Isar foretrzkkes
succinat-, acetat-, phosphat- eller trispuffer. Pufferkon-
centrationen andrager hensigtsmassigt 5 til 250 mM, isar

10 til 170 mM.

Klaringshastigheden lader sig indtil en vis granse pavirke
gunstigt gennem en forggelse af ionstyrken i det vandige, e-
ventuelt-pufrede medium. Det har dér vist sig fordelagtigt
at tilsaztte den biologiske vaske eller detergentblandingen
et salt/f.eks. natriumchlorid,eller flere salte ved fravaer
af pufferforbindelse eller ved lave pufferkoncentratio-
ner (5 til 20 mM). Koncentrationen af tilsat salt andra-
ger fortrinsvis 50 til 200 mM, iszr 50 +il 150 mM.

Uklarhedsfjernelsen kan ved fremgangsmiden ifplge opfin-
delsen gennemfgres i et bredt temperaturinterval (lSOC
<T< 40°C) . Fortrinsvis arbejdes ved temperaturer mel-
lem 20 og 37°%.
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En yderligere genstand for opfindelsen er et middel til hurtig
og fuldstendig fjernelse af en uklarhed i en biologisk vas-
ke, is@r humant blodserum eller-plasma, der er ejendomme-

ligt ved, at det indeholder:

a) et polyethoxyleret triglycerid med en HLB-verdi fra
4 til 14,

b) et sekundart n-alkansulfonat samt eventuelt
c) et yderligere non-eller anionisk tensid
i vandig, eventuelt pufret oplgsning.

Midlet ifglge opfindelsen indeholder hensigtsmessigt i van-

dig}pufret oplgsning:

a) 0,5 til 15, fortrinsvis 1,0 til 12 vagtprocent poly-
ethoxyleret triglycerid med en HILB-verdi fra 4 til 14,

b) 0,5 til 10, fortrinsvis 1,0 til 7 vagtprocent sekun-

dert n-alkansulfonat samt eventuelt

c) 0,2 til 5, fortrinsvis 0,5 til 3 vagtprocent af et

yderligere non-eller anionisk tensid.
sarligt foretrukket er et middel med fglgende sammensatning:

a) 2 til 9 vagtprocent polyethoxyleret triolein eller

ricinusolie,

b) 1,2 til 4,8 vagtprocent af et sekundzrt n-alkansul-
fonat med 12 til 19 carbonatomer i molekylet eller
en blanding af forskellige sekundare n-alkansulfo-
nater med overvejende 12 til 19 carbonatomer i mo-

lekylet samt eventuelt
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c) 1 til 2 vegtprocent af en ligekadet eller forgrenet
alkyl-eller alkylarylpolyglycolether med gennemsnit-
ligt 3 til 7 oxyethylenenheder pr. molekyle, et alkyl-
arylsulfonat, et sekundaert alkylsulfonat eller en blan-
ding af alkansulfonater med 13 til 15 carbonatomer i

molekylet og 40 til 50% sekundar andel
i vandig, eventuelt pufret oplgsning.

Som puffer kan midlet ifglge opfindelsen indeholde alment
kendte pufferstoffer, hvis pK-vardi ligger mellem 2,0 og
10,0. Sarligt foretrukn® er succinat-, acetat-, phosphat-
eller trispuffere. Pufferkoncentrationen andrager 5 til 250,
fortrinsvis 10 til 170 mM.

Midlet ifglge opfindelsen kan endvidere indeholde et salt,
f.eks. natriumchlorid.eller flere salte til forggelse af
ionstyrken. Saltkoncentrationen andrager fortrinsvis 50
til 200 mM, isar 50 til 150 mM.

Foruden de navnte komponenter kan reagenset indeholde yder-
ligere stoffer, der er ngdvendige til den fotometriske ana-
lyse af en bestemt serumbestanddel. I tilfazlde af sporele-
mentanalyser sasom serum-transferrin-jern kan disse V&~

re et reduktionsmiddel sdsom ascorbinsyre samt farvekompleks-
dannere sd&som bathophenantrolinc?lisull.fonsyre,"‘_]5"’31'3-’02i-l’le."B

eller andre forbindelser af ferroin-typen.

Til den immunoturbidimetriske eller -nefelometriske bestem-
melse af serumbestanddele sasom f.eks. apolipoproteiner og

underenheder deraf samt immunologisk aktive apolipoprotein-
spaltningsstykker, kan reagenset som yderligere komponenter
indeholde antistoffer f.eks. i form af et antiserum, den

deraf udvundne y-globulin- eller IgG-fraktion eller ogsé



10

15

20

25

DK 1577718

11

monoklone antistoffer samt et stof, der fremmer immunopra-
cipitationsreaktionen sdsom polyethylenglycol med en mole-
kylvegt mellem 1.000 til 10.000, fortrinsvis 6.000 i en

koncentration pd 1 til 6, fortrinsvis 3 til 4 vagtprocent.

Fremgangsmdden og midlet ifglge opfindelsen til hurtig og
fuldstaendig fjernelse af uklarheder i biologiske vasker er
mﬁd hensyn i1 den opklarende virkning de kendte fremgangs-
mader og tilgengelige midler tydeligt overlegen, isazr ved
volumenforhold af serum: reagens> 0,15. Overlegenheden vi-
ser sig sarligt tydeligt ved analyse af sporelementer i se-
rum, f.eks. bestemmelsen af jern i serum. For at opnd en til-
strakkelig malengjagtighed, md& der herved anvendes store se-
rummengder i forhold til analysereagenset, dvs. der md i ma-
leoplgsningen regnes med et hgjt lipidindhold og dermed en for-
sterket uklarhedstilsynekomst. Gennem den hgje klaringshas-
tighed lader analyser af bestemte bestanddele ogsd i starkt
lipzmiske sera sig gennemfgre inden for maksimalt 10 minutter
efter blanding af serum og reagens, hvad der er sarligt vig-

tigt for den automatiserede analyse.

Derudover er det overraskende, at der til trods for den i
sammenligning med midlet ifglge DE-0S 28 29 531 hgje deter-
gentkoncentration i det beskrevne reagens updklageligt og-
s& kan gennemfgres immunologiske bestemmelser af serumbe-
stahddele via antigen-antistof-precipitationsreaktioner.
Fremgangsmdden og reagenset ifglge opfindelsen lader sig
her ogsd pad fordelagtig mdde anvende ved sddanne immuno-
pracipitationsreaktioner, f.eks. ved den immunologiske be-
stemmelse af serum-apolipoproteiner eller underenheder der-
af eller af immunologisk aktive apolipoproteinbrudstykker.
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De vedlagte figurer fremstiller:

Fig. 1: Hastighed af uklarhedsfjernelsen i et starkt lipa-
misk serum med forskellige klaringsmidler ifglge eksempel
1.

A: Reagens A

I

middel ifglge EP-0S 0 041 704.
midlet ifglge opfindelsen.

il

B: Reagens B
C: Reagensblindvardi.

Volumenforhold serum: Analysereagens = 0,2,
femperatur = 250C, A = 578 nm, lagtykkelse = 1 cm.

Fig. 2: Immunoturbidimetrisk bestemmelse af serum-apolipo-

protein A-I (APO A-I).Justeringskurve ud fra standardse-

rumfortyndingsrakke. Mé&ling svarende til eksempel 3.

Fig. 3: Immunoturbidimetrisk bestemmelse af serum-apolipo-
protein A-II (APO A-II). Justeringskurve ud fra standard-
serumfortyndingsrakke. M8ling svarende til eksempel 3.
Fig. 4: Immunoturbidimetrisk bestemmelse af serum—-apolipo-
protein B (APO B). Justeringskurve ud fra standardserum-
fortyndingsrakke. Maling svarende til eksempel 3.

De fglgende eksempler belyser opfindelsen yderligere. |

Eksempel 1

Klaringshastighed af et lipamisk serum med forskellige rea-

genser der indeholder overfladeaktive midler.

1. Reagenser

Reagens A (middel ifglge EP-0S 0 041 704)
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Indholdsstof Koncentration
"Mersolat"®H 30% 1 HZO 150 ml/1
"Triton"qa}iljl 30% i H20 200 ml/1
p-toluensulfonsyre, Na-salt 258 mmol/1

"Mersolat£®]$= en i handelen varende blanding af sekundare
alkansulfonater med 13 til 15 carbonatomer og 40 til 50% se-

kunder andel.
“Triton&E& 151 = isooctylphenolpolyethylenglycolether.

Reagens B (middel ifglge opfindelsen)

Indholdsstof Koncentration

"Mulsifan'(B RT 163 90,00 g/1 (=9,0 vagtprocer
"HostapmﬂcaAT 80,00 g/1 (=4,8 vagtprocer
"Elfan“® WA 50 40,00 g/1 (=2,0 vagtprocer
Natriumacetatpuffer (pH 5,4) 170 mmol/1.

2. Forsggsgennemfgrelse.

I en 1 cm's kuvette blandes ved 25°C 0,2 ml sterkt lipamisk
serum med henholdsvis 1 ml reagens A eller reagens B. Endrin-
gen af'lysgennemtrangningen,Ved 578 nm bestemmes i afhangig-

hed af tiden. De opndede resultater er vist grafisk i fig. 1.

3. Vurdering.

Det i fig. 1 viste forlgb af @®ndringen i lySgennemtranéninéen
viser, at ved et forhold serum: analysereagens = 0,2 opnis
med midlet ifglge opfindelsen (reagens B) allerede efter 2
minutter en fuldstandig fjernelse af uklarheden. Med reagen-
set ifglge EP-0S 0 041 704 er uklarheden selv efter 30 minut-
ter ikke fuldstendigtfjernet.
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Eksempel 2 (anvendelseseksempel):

Bestemmelse af jern i serum

1. Reagenser
1.1 Blindverdireagens

Indholdsstof

"Mulsifan'® RT 163

"Hostapur '® AT

"Elfan™ WA 50
Natriumacetatpuffer (pH 5,4)

Ascorbinsyre
1.2 Farvereagens
Indholdsstof

"Mulsifan'® RT 163
"Hostapur'® AT

"Elfan‘® WA 50
Natriumacetatpuffer (pH 5,4)
Ascorbinsyre

"Ferrozine '® 1)

1)

U.S.A.

2: Forsggsopstilling

Temperatur:? 37OC, bplgelangde:

DK 1577718B

Koncentration

90,00 g/1 (=9,0 vaegtprocent)
80,00 g/1 (=4,8 vagtprocent)
40,00 g/1 (=2,0 vagtprocent)
170 mmol/1

10 mmol/1

Koncentration

90,00 g/1 (=9,0 vagtprocent)
80,00 g/1 (=4,8 vagtprocent)
40,00 g/1 (=2,0 vagtprocent)
170 mmol/1

10 mmol/1

1,6 mmol/1

Indregistreret varemerke for Hach Chemical Co., Ames, Iowa,

578 nm, lagtykkelse: lo mm.

Fglgende oplgsninger pipetteres over i jernfrie reaktionsbe-

holdere:
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Prgve Prgveblindverdi
Farvereagens 1,00 ml -
Blindvaerdireagens - l,00 ml
Serum 0,20 ml 0,20 ml

Der blandes i hvert tilfalde, inkuberes 10 minutter, hvorefter
der~géles “absorption af prgven mod en blanding af 1,00 ml
farvereagens og 0,20 ml HZO (A Al) samt af prgveblindverdi-
en mod en blanding af 1,00 ml blindverdireagens og 0,20 ml
HZO (A AZ)’ Derudfra beregnes A A = A Al—A AZ.

3. Vurdering

Koncentrationen af jern i serum beregnes efter fglgende lig-

ning:
Koncentration af jern i serum (/ug/loo ml) = A A x 1330.

I stedet for "Mulsifan£®IH3163 kan der i reagenserne 1.1
og 1.2 anvendes "Mulsifan‘:)RT 7 i de samme mzngder, uden
at resultatet ®ndrer sig. Ligeledes kan "Elfan'® WA 50 (Na-
dodecylbenzensulfonat, 50% virksomt stof i vandig opl@gsning)
erstattes af samme koncentration (med hensyn til andel af
virksomt stof), sekundart alkylsulfat ("Teepol"R 610 S, Fa.
Shell) (8 til 18 carbonatomer i molekylet). I alle tilfal-
de er klaringen ved anvendelsen af lipamisk serum afslut-

tet og fuldstendig inden for inkubationsperioden.

Eksempel 3 (anvendelseseksempel)

Bestemmelse af apolipoproteiner (A-I, A-II og B) i serum.

1. Reagenser

1.1 Fare-anti-human apo-A-I-antiserum (y-globulinfrak-
tion,.Boehringer Mannheim GmbH,. ¥at.-nr. 726 478) .
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1.2 Fare-anti-human apo-A-II-antiserum (y-globulinfrak-
tion, Boehringer Mannheim GmbH, Kat.-nr.-726 486).

1.3 Fire-anti-human apo-B-antiserum (y-globulinfraktion,

Boehringer Mannheim GmbH, kat.-nr. 726 494).

1.4 Antiserumffortyndingsmiddel

Sammensatning

Indholdsstof Koncentration
"Mulsifan“® RT 163 20 g/1 (=2,0 vagtprocent)
“Hostapwﬂ()AE 20 g/1 (=1,2 vagtprocent)
"Lutensol'® ON 50 10 g/1 (=1,0 vagtprocent)
Kaliumphosphat-

puffer (pH 7,4) 10 mmol/1

NacCl 150 mmol/1
Polyethylenglycol 6000 40 g/1

1.5 Prgvefortyndingsmiddel (til serum eller standard) : kali-
umphosphatpuffer (pH 7,4) 10 mmol/1l, NaCl 150 mmol/1.

1.6 Standardserum ("Immunoneph'® referencestandard, Immu-

no GmbH, kat.-nr. 4380105).
2. Antiserum=-, standardserum- oOg serumfortynding.

2.1 Antiserumfortynding

Antiserum (1.1, 1.2 eller 1.3) fortyndes hver 10 gange
med serumfortyndingsmiddel 1.4. Fg¢r brug henstilles de 15
minutter ved 20-25%C.
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2.2 Standardserumfortynding

Standardserum (1.6) fortyndes 5, 10, 20, 40 og 80 gange
med prgvefort¥ndingsmiddel. (1.5.).

2.3 Serumfortynding

Til apo A-I-bestemmelse fortyndes serum 20 gange}bg"til
apo A-II- eller apo B-bestemmelse fortyndes serum 10

gange med prgvefortyndingsmeddel (1.5.).

3. Forsggsopstilling. (til enten apo A-I, apo A~II eller
apo-B) .

Temperatur: 250C, bplgelangde: 366 nm, lagtykkelse: 10 mm.

I reaktionsbeholdere pipetteres:

Prgve Prgveblindverdi
Antiserumfortynding 2,00 ml -
Antiserumforeynd#Higsmiddel - 2,00 ml
Serum- eller standard- 0,10 ml 0,10 ml

serumfortynding

Der blandes, inkuberes 2,5 timer, omrystes kortvarigt og der-
efter males absorptionen af prgven mod en blanding af 2,00 ml
antiserumfortynding og 0,10 ml prgvefortyndingsmiddel (A Al)
samt af prgveblindvaerdien mod en blanding af 2,00 ml anti-~
serumfortyndingsmiddel og 0,lo ml serum- eller standardfor-

tynding (A Az). Derudfra beregnes A A = A Ay - A A2.
4. Vurdering

Koncentrationen af enten apo A-I, apo A-II eller apo B
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med A A fastsattes ud fra de med standardfortyndingsrakken
opstillede referencekurver.

Typiske referencekurver opndet med disse forsggsfremgangs-
mdder er vist i fig. 2-4.

I stedet for “Mulsifan'® RT 163 kan der .i antiserurfortyndingsmiddel
1.4 ogsd anvendes "Mulsifan£®luf7 eller polyethoxyleret
triolein (f.eks. “Tagatﬂ§fwni samme mengder, uden at re-

sultaterne andrer sig. Klaringen af lipazmiske sera er i

- alle tilfalde afsluttet fuldstandigt i lgbet af kort tid

(ca. 1 minut), hvilket kan fastszttes ud fra prgveblind-
verdiopstillingen.
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Patentkrarvw

1. Fremgangsmdde til fjernelse af uklarheder i biologiske
vasker gennem tilsatning af overfladeaktive midler, k e n-

detegnet ved, at der som overfladeaktive midler an-

vendes:

a) et polyethoxyleret triglycerid med en HLB-verdi fra
4 til 14,

b) et sekundart n-alkansulfonat samt eventuelt
c) et yderligere non- eller anionaktivt tensid
i vandig, eventuelt pufret oplgsning.

2. Fremgangsmade ifglge krav 1, k ende tegnet ved,
at der anvendes en puffer med en pK-verdi mellem 2,0 og 10,0.

3. Fremgangsmdde ifplge krav 2, k ende tegnet ved,
at der som puffer anvendes en succinat-, acetat-, phosphat-

eller trispuffer i en koncentration fra 5 til 250 mM.

4, Fremgangsmade ifglge et af kravene 1-3, k ende t e g-
net ved, at der til forggelse af ionstyrken tilssttes

mindst ét salt.

5. Middel til fjernelse af en uklarhed i en biologisk vas-
ke, k endetegnet ved, at det indeholder:

a) etpolyethoxyleret triglycerid med en HLB-vardi fra
4 til 14,

b) et sekundazrt n—alkansulfonat samt eventuelt

c) et yderligere non- eller anionaktivt tensid
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i vandig, eventuelt pufret oplgsning.

6. Middel ifglge krav 5, k ende tegnet ved, at
det indeholder en puffer med en pK-vardi mellem 2,0 og 10,0.

7. Middel ifglge krav 6, k ende tegnet ved, at
det som puffer indeholder en succinat-, acetat-, phosphat-

eller trispuffer i en koncentration fra 5 til 250 mM.

8. Middel ifglge et af kravene 5-7, k ende tegnet
ved, at det til forggelse af ionstyrken indeholder mindst

ét salt.

9. Anvendelse af et middel ifglge et af kravene 5-8 til

immunologisk bestemmelse af serum-apolipoproteiner.

10. Anvendelse af et middel ifglge krav 9, k en d e t e g-
net ved, at den immunologiske bestemmelse foregdr ved tur-
bidimetrisk eller nefelometrisk mdling af uklarheden, der
opstdr under immunopracipitationsreaktionen mellem apolipo-

protein og dettes antistof.
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