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(54) Menetelmd laktaattidehydrogenaasin isoentsyymien 4 ja 5 samanaikaiseksi
tai erilliseksi mé&rittémiseksi - Férfarande for samtidig eller enskild
bestédmning av laktatdehydrogenasernas isoenzymer

Esilld oleva keksint® koskee menetelmdi laktaattidehydrogenaasin
(LDH) isoentsyymien samanaikaiseksi mi&rittémiseksi saattamalla lak-
taatti ja nikotiiniamidi-adeniini-dinukleotidi (NAD+) reagoimaan kes-
kendin pyruvaatiksi.

On tunnettua, ettd laktaattidehydrogenaasi, jota tavalliisesti nimite-
t88n nimelld LDH, esiintyy viiten#d isomuotona. Erillisten isocentsyy-
mien aktiviteettimi&rityksissd ovat erilaiset substraatti- ja pH-opti-
mit tidrkeitd tunnusmerkkejid, jotka eivdt kuitenkaan yksittdisten iso-
entsyymien suhteen ole toistaiseksi tdysin tunnettuja.

Kaikkien isoentsyymien midrittimiseksi on tihidn asti joko isocentsyymit
erotettu elektroforeettisesti (vertaa esim. "Die Isoenzyme der
Lactatdehydrogenase", sarja Biochemie und Klinik, S.L. Kowalewski,

G. Thieme Verlag, Stuttgart 1972, sivu 29), tai koko LDH-md#rid pidet-
ty liuoksessa, LDH-2 - LDH-5 sidottu Jja madritetty yleisimmin esiintyvé
LDH-1. Katsaus senaikaisiin standardi kédsittelymenetelmiin on esitetty
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mm. kirjassa "Enzymatische Analyse". osa I, Verlag Chemie, Weinheim
1970, sivu 557. Sen mukaisesti ehdotetaan k&ytettdviksi laktaatin
muuttamiseksi pyruvaatiksi sellaista pH-optimia, joka on vi&liliid 8,3
ja 8,9. Tosiasiallisesti kiytet#in kaikissa tunnetuissa miiriysmene-
telmiss&d emdksist#d tai korkeintaan noin neutraalia pH-aluetta, jotta

m&dritys k&dsitt8isi isoentsyymit mahdollisimman t&ydellisesti.

Lamprecht ym. (Cardiology 56: 371-375 (1971/72) ja Fortschritte der
Klinische Chemie, Enzyme und Hormone, Verlag der Wiener medizinischen
Akademie 1972, s. 277-283, toteavat, etti erilliset isoentsyymit voi-
vat muuttua toisiksi pH-arvon muutoksen johdosta, so. tapahtuu kon-
formaatiomuutos.

Esilld olevan keksinn®n tarkoituksena on poistaa tunnetuissa menetel-
missé& esiintyvdt monimutkaiset erotusvaiheet ja jatkuvasti esiintyvit
isocentsyymien yhteismifritys, erikoisesti isoentsyymien 4 ja/tai 5,
mutta myds isocentsyymin 3 m#iritys. Keksint® koskee edelleen reagenssi-
yhdistelmdd ja menetelmin spesifisii kiyttémahdollisuuksia.

Olemme todenneet, ettid pH-arvon alentaminen neutraalipisteen alapuo-
lelle sinsns& tunnetussa laktaatin ja NAD:n reaktiossa pyruvaatiksi,
aikaansaa optimaalisen kaikkien LDH-isoentsyymien toteamisen, mutta
varsinkin iscentsyymin 4 ja 5 toteamisen. T#118in on ennen kaikkea
mielenkiintoista se, etti ainoastaan suoritettaessa mittaus happamal-
la pH-alueella voidaan LDH 4 ja 5 todeta tiydellisesti. T&118in op-
timoidaan LDH:n todettujen isocentsyymien kokonaism##ri suorittamalla
mittaus happamalla alueella ja on mahdollista todeta tdydellisesti
LDH 4 tai 5 erikseen tai seoksena toistensa kanssa tai myds tdydelli-

sesti muiden LDH-isoentsyymien kanssa.

Keksinndn kohteena on titen menetelmi laktaattidehydrogenaasin (LDH)
useamplien tai kaikkien isoentsyymien samanaikaiseksi m#&ritykseksi,
erikoisesti isoentsyymien 4 ja 5 seki pelk&stHin isoentsyymin 5 m#&-
rittémiseksi, saattamalla laktaatti ja nikotiiniamidi-adeniini-dinukleo-
tidi (NAD+) reagoimaan kesken#in pyruvaatiksi, jolle menetelmille on
tunnusomaista, miti pdivaatimuksessa esitetiin.

Reaktiossa riitt&4 vidhiinen nestemiiri, mutbta se toteutetaan

sulcensin Sarkoltuksenmukaisestl juoksevassa viiliaineessa.
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Edelleen on nimittiin todettu, etti useampien iscentsyymien yhteis-
miirityksen optimi riippuu myds puskurista. Useimpia puskureita kdy-
tettiesss on timi optimi pH-alueella noin 6-6,5. Fosfaattipuskuria
k8ytettiesss on sitdvastoin esim. isoentsyymin 5 optimi pH-arvossa
7,9. Hapan pH-arvo soveltuu kuitenkin huomattavasti paremmin useam-
pien isoentsyymien yhteism#iritykseen. Erikoisesti soveltuu pH-alue
6,3-6,4 LDH 4 ja LDH 5 yhteism#iritykseen, Jjotka voivat esiintyid esim.

vaginaalinesteessi,

Reaktiovdliaineeseen aikaansaadaan edullisesti suuri puskurikapasi-
teetti. TE11% on se etu, etti tutkittaessa kehon nesteitd kédyttéen
huomattavasti pH-arvosta 6 poikkeavaa pH-arvoa ei optimi plH-arvoa

reaktion avulla aliteta eiki yliteti.

Resktio tapahtuu sininsi tunnetulla tavalla l&mp&tilassa noin 37°C.
T&118in siidetiin koentsyymimiirit siten, ettd ne riittédvit optimaali-
sesti kaikille esiintyville isoentsyymeille, mik# riittHvyys voidaan, seuraavassa
esiintulevat seikat huomioconottaen, miirittii muutamien rutiinikokeiden avulla.

LDHE-mZZritys on erittdin tirked erikoisesti kehon nesteiti tutkittaes-
sa. Kun ni#iti isocentsyymeji voidaan todeta terveilld ihmisilli p&i&-
asiallisesti kudoksissa, esiintyy niitd ep#dnormaalissa kudoskasvussa
tai leukemiassa tal sentapaisissa sairauksissa huomattavissa vike-
vyyksissi seerumissa tai muissa kehon nesteissi. Erikoisesti voidaan
todeta, ettid patologisissa muutoksissa niitid sisiltyy emitinnestee-
seen nalisten alemmissa sulkupuolielimisséi.

Keksinnén mukainen misritysmenetelmd soveltuu k8ytettidvdksi kaikissa
kehon nesteissé. . Tutkittavan nidytteen pH-arvon s&38t& riippuu
niytteen omasta pH-arvosta. Joka tapauksessa tulee itse reaktiota

varten pH-arvon olla alueella 6,3-6,4 ja erikoisesti noin 6,3. Rea-
genssin koostumus mi¥rityksen suorittamiseksi on s#idettdvi t&Zmin mu-

kaisesti.

Kun tavanomaisissa menetelmissi (vertaa Enzymatische Analyse, osa T
edelli) pH-arvon optimiksi on esitetty arvoa v#1il11i 8,3 ja 8,9, poi-
ketaan keksinn®n mukaisesti tietoisesti tdsti pH-alueesta. Edelld
kuvatun eméksisen pH-alueen toteamisen perusteena on katsottava ole-

van sen, ettd reaktiossa

. + LDH . +
Laktaat=i + NAD === pyruvaatti + NADH + H
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syntyy yksi protoni stdkitmetrisessd suhteessa laktaatti-reaktioon
ndhden, LDH:n timin tasapainon siirt&dmiseksi oikealle toimitaan al-
kalisella alueella.

Keksinn®n mukaisesti sitdvastoin puskuroidaan esim. miiritettiessi
seerumista tal plasmasta saatu tutkittava niyte trietanoliamiini-
NaOH:n avulla pH-arvoon 6,3-6,4 ja my8s tutkimuksessa kiytettldvid tut-
kimusyhdistelmd (tutkimusreagenssi) s#iddet#in t&hin arvoon. Yleisesti
sanoen suoritetaan si8td pH-arvoon 6,0-6,5 ja puskuroidaan siten, ett&
itse mdiriyksessi esiintyy pH-arvo 6,3-6,4. Seerumialbumiiniin lis&ts&n

sin&nsi tunnetulla tavalla glutationia.

Laktaattidehydrogenaasin isoentsyymit voidaan todeta optimaalisesti
pH-arvossa 6,3-6,4 kun pidetidin huolta siitid, etti reaktiotasapaino,
jolla on kaava

. + LDH . +
Laktaatti + NAD —=—= pyruvaatti + NADH + H

siirtyy perdkkiisten reaktioiden kautta oikealle. Tim#n aikaansaami-
seksi lis#tiin fenatsiinimetosulfaattia, jonka avulla koentsyymi

NADH hapetetaan jatkuvasti uudelleen. Mittaus pH-alueella 6,0-6,5
tarjoaa ensimmiisen kerran mahdollisuuden todeta LDH 5 tdydellisesti.
Td&m& on ennen kaikkea mielenkiintoista sen johdosta, koska LDH 5:n
esiintyminen on indiisio sy®dvidn esiintymisesti ja t#ten sen tarkka ja
herkkd mittaus mahdollistaa sy&v&n varhaistoteamisen.

M&drittyJE kehon nesteits kiHytettiessid ovat kuitenkin edelld kuvatut
suhteet sik#li toisenlaisia, etti niillid on huomattavasti pH-aluees-
ta 6,3-6,4 poikkeava oma pH-arvo. T&llainen kehon neste on erikoises-
ti emitinneste, jonka pH-arvo on noin 4. TH118in on siddettdvi kiyte-
tyn koeyhdistelmén  avulla reaktiolle optimaalinen pH-arvo,
mik¥ merkitsee sitd, etti koeyhdistelmilli on suurempi pH-arvo,

joka sitten on s&idettidvi emitinnesteen pH-arvon avulla alueelle

noin 6-6,5.

Tdten keksint® koskee keksinndn er##n toisen toteuttamismuodon mu-
kaisesti sellaista koeyhdistelm#4, jonka muodostavat laktaatti, niko-
tiiniamidi~adeniini-dinukleotidi (NAD+) ja tetratsoliumsuola entsy-
maattisen NAD-reaktion tekemiseksi n8kyvdksi, joka yhdistelmd on pus-
wureitu sellaiseen pH-arvoon, ett# varsinaisessa reaktiossa esiintyy

tusxistavassa keheon nesteess# puskurispesifinen pH-arvo 6,3-6,4, esim.
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kiytettiessé trietanoliamiini-NaOH-puskuria tai muita happamalla
alueella siidettdvii puskureita fosfaattipuskuria lukuunottamatta.
Kuivapreparaattia kiytettédessd on t&ten t&m&n pH-arvon esiinnyttédvi
preparaatin liuottamisen jilkeen. Sellainen pH-arvo, joka on noin
6,0-6,5, on suuruudeltaan sopiva.

Siind erikoistapauksessa, ettd tutkitaan em#tinnestetts, jonka alku-
periisti pH-arvoa ei ole muutettu, soveltuu erikoisesti sellainen
mi&ritys, jossa k#ytet#sn trietanoliamiini-NaOH-puskuria, jolloin koe-
vhdistelmi siidetiin pH-arvoon 7,0, kun taas pH-arvoon 6,3-6,4 sHide-
tyissi koenfytteissi myds koeyhdistelm&d siidetd&n t&h&n arvoon.

T8ten keksintd koskee edelleen keksinnén mukaisen menetelmdn ja kek-
sinndn mukaisen koeyhdistelmsn k#yttdsd siin#d erikoistapauksessa, ettd
tutkitaan emitinnestetti em#ttimess¥ koemateriaalin avulla mahdolli-
sen patologisen muutoksen toteamiseksi naisten alemmissa sukupuolieli-
miss¥, jolloin koeyhdistelm4 on sovitettu sopivalle kantajalle, eri-
xoisesti tamponille tai my®8s koeliuskalle, ja kastamalla emittimeen
reaktio aikaansaadaan emittimessi olevien LDH-isoentsyymien kanssa
pH-alueella noin 6,0-6,5, varsinkin 6,3-6,4.

Koeyhdistelm&n muodostaa liuos, jolla on seuraava koostumus.

Edullinen Alempi ja

koeaine- ylempi

miiré raja-alue
Trietanoliamiini-NaOH-puskuri
DE 7.0 b > 5,0 mM 1,0 - 150 mM
Na-laktaatti (D,L-maitohapon 67,5 mM 20 - 350 mM
natriumsuola)
Fenatsiinimetosulfaatti (PMS) 0,1 mM 0,01 - 1,0 mM
Nikotiinigmidi-adeniini-dinukleo—
tidi (NADY) 1,5 mM 0,1 - 10 mM
Nitro-sini-tetratsoliumkloridi (NBT) 0,3 mM 0,01 - 1,5 mM

T4m4 koeyhdistelm# suojataan valolta ja levitet&#n sopivalle kanta-
jalle, erikoisesti tamponille, ja titd s#ilytet&én valolta suojaten
kdyttohetkeen saakka.

LDH:n esiintyminen em&tinnesteess¥ osoitetaan siten, ettd noin 5-10
minuutin kuluessa tamponi saa sinisen v#rin. T&116in tapahtuvat

seuraavat reaktiot:
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1. Laktaatti + NAD' ——2n pyruvaatti + NADH + H'

2. NADH + fenatsiinimetosulfaatti + H® ——3%
NADY + pelk. fenatsiinimetosulfaatti

3, Pelk. fenatsiinimetosulfaatti + nitro-sini-tetratsolium-
kloridi —) formatsaani + fenatsiinimetosulfaatti.

Koska toinen ja my®s kolmas laktaattisualan muodostamiseksi kytketty
reaktio aikaansaa muodostunutta, pelkistynyttd ko-entsyymid, samoin
kuin ensimmiinen resktio, so. laktaattireaktion tasapaino siirtyy
tdten vield voimakkaammin oikealle, tapahtuu puskuroitaessa koeliuos
pH-arvoon 7,0 tamponin sovittamisen jilkeen tosiasiallinen reaktio
pH-arvossa noin 6, erikoisesti 6,3-6,4., T4118in osaa ottavat siihen
optimaalisesti isoentsyymit, erikoisesti LDH-4 ja LDH-5, joita voi

eslintyd em#tinnesteen epdnormaalisten muutosten johdosta.

Sellaisissa koeyhdistelmissi, joita on kiytettdvi emfttimessd, on va-
littava puskuri, joka on stabiili ja kudosyst&dvdllinen. T&h&n sovel-
tuu erikoisesti trietanoliamiini-NaOH-puskuri.

Koeyhdistelmsd voidaan sovittaa kiytetylle kantajalle, erikoisesti
tamponille, milld hyvinsi sopivalla tavalla. On tunnettua, ettd t&l-
laisten koeyhdistelmien k#sittelyn on tapahduttava valolta suojaten
ja koeyhdistelm#lli varustettua kantajaa on sHilytettidvid mahdolli-
simman tarkkaan valolta suojaten aina kidyttthetkeen saakka. Kaksi
edullista koeyhdistelm#n lisiimismenetelm#i tamponiin muodostaa edul-
lisen koeyhdistelm#n noin 2ml:n miirin ruiskuttaminen tai tamponin
pdén kylléstéminen noin 3/4 cm:n matkalta my8s noin 2 ml:1lla koeyh-
distelmsdd ja t&méin jilkeen seuraava tamponin kuivaaminen, erikoisesti
jasdhdytyskuivaaminen. Koeyhdistelm4i voidaan kuitenkin my&s lis&té
ainoastaan vetonaruun, joka voidaan helposti poistaa myShemmin tar-
peen mukaan tamponista. Eritt#in edullinen on my8s koeyhdistelmén 1li-
s&8minen nauha- tai kudosmuotoiseen puuvillatuotteeseen, joka on so-~
vitettu tamponin sisiin.

Koska kiytettdessi patologisen muutoksen pikamé¥r#ystd naisten suku-
puolielinten alaosassa sovittamalla em#ttimeen koekappale, ei luon-
nollisestikaan tiedet¥, kuinka paljon 14sni on emdtinnestettl, ja
~oska “%¥mi miXZr® valhtelee, samoin kuin emdtinnesteen pH-arvo, ta-
pauveerta tolseen, on koeyhdistelmdlle aikaansaatava suuri puskuri-
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kapasiteetti niin, ett# varsinaisessa mééréyksessé reaktiokohdassa
aikaansaadaan pH-arvo 6-6,5, erikoisesti noin 6,3-6,4. Koska vetona-
russa olevan koeyhdistelmin puskurikapasiteetti ei usein t#118in k&y-
tinndssi ole riittivd, on tarkoituksenmukaista tdllaisessa tapaukses-
sa lis#tid tamponiin suurempi m&4ri puskuriainetta niin, ettd riittdvid
puskuroimiskyky aikaansaadaan joka tapauksessa vetonarua 1l4hinn¥ ole-

vassa tamponin osassa.

T8llaista koeyhdistelm#ll¥ varustettua kantajaa ei ole vHlttémitdntid
kiyttis 1i4k4rin toimesta, vaan jokainen nainen voi toteuttaa sen
kdytén itse. Siniseksi virjiytyminen 15-30 minuutin pituisen tamponin
viipymisajan j#lkeen em#ttimessi osoittaa patologisen muutosvaaran ja

on varoitusmerkki l1l8#k#rintutkimusta varten.

Jos k#ytetty tamponi tai vetonaru tai ny8ri varastoidaan, mik¥ eri-
koisesti silloin, kun l4#k#4ri suorittaa tutkimuksen, voi olla tarpeen,
tai silloin kun potilas haluaa l3hett#4 tamponin 1lH&k#rille, on suo-
ritettava kdytetyn tamponin jilkik4sittely, ja erikoisesti hajuprob-
leemien vilttdmiseksi on tamponi desinfioitava ja aikaansaatava vir-
jidyksen stabiloituminen, jotta se kest#isi pidempil¥ varastoimisaikoja.
Edelleen on todettu, ett4 t4m# jHlkik#sittely voidaan toteuttaa kas-
tamalla tutkimukseen k&ytetty tamponi 20 %:seen "Paraloidi-liuokseen"
(Paraloidia valmistaa toiminimi Merck, 20 %:nen toluoliliuos).

Kun t&h4#nastiset menetelm#t LDH-m#44ritysten suorittamiseksi ovat ol-
leet monimutkaisia laboratoriomenetelmis, joilla on sitlpaitsi edelld
kuvatut haitat, on t4ten aikaansaatu mahdollisuus suorittaa nopea ja
riitt4vd kvantitatiivinen miiritys misirityiss¥ kiyttdtarkoituksissa
esim. kiyttien emitinnestettid kouluttamattoman k#yttdj8n toimesta.
T4mid on erittidin tlrkedtHd kasvainpotilaiden kysymyksessd ollessa.
Suurelta lukumi#r#ltd kasvainpotilaita on kirjallisuuden perusteella
tihin asti tutkittu 26 entsyymii. LDH:1la on suurin diagnostinen
herkkyys; seerumissa (ei eritteissi) on todettu 40-90 %:n suuruinen
kasvu. Kasvaimen kysymyksess¥ ollessa soveltuu LDH:n sarjamiéritys
seerumissa jatkuvaan terapiavalvontaan. LDH:n kasvu ei tosin ole mil-
144n lailla tuumorispesifinen. Se osoittaa kuitenkin aina vakavan
sairauden ja on yhdessi muiden tunnusmerkkien kanssa sopiva tukemaan
oletettua tuumorin diagnoosia.

Esill¥ oleva edullinen koeyhdistelm# tamponeihin lis#ttyn# kokeiltiin

sarjatutkimusta x4yttiden noin 100 terveelly naisella ja sellaisilla
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potilailla, joilla oli sairautena Carsinoma colli uteri, Carcinoma
corporis ja Carcinoma in situ. Parhaiden tulosten aikaansaamiseksi
pidetdin tamponia paikoillaan koetta suoritettaessa 15-30 min. Poista-
misen j&dlkeen voidaan v#litt8misti todeta seuraavat muutokset:

ei vlrjidytymisti negatiivinen
sinipunainen virjiytyminen vield negatiivinen
kirkkaansininen, jossa violetti virisivy +

sininen ++

tummansininen +++

Jos tapahtuil sininen (++) tai tummansininen (+++) vHrjiytyminen,
esiintyi kaikissa tapauksissa karsinooma, joka vastasi aiha patolo-
gisia 16yt8j4. Tummansinisen virjiintymisen tapahtuessa voitiin mel-
kein poikkeuksetta diganoosissa todeta muutosvy8hyke. Sinipunainen
virjdytyminen esiintyi ainoastaan terveilli naisilla (my8s raskailla
naisilla aina 15. vuorokauteen saakka).

Mdédrédysmenetelmd in vitro, myds esim. seerumin ja plasman tutkimus,
suoritetaan sindnsi tunnetulla tavalla. Ainoa tarpeellinen muutos on
puskurispesifisen pH-arvon s#4t8, esim. noin 6-6,5, ti#h#n asti k&y-
tettyihin verrattuna, jotka ovat olleet voimakkaasti em#ksisii pH-
arvoja niin, ettd tdmidn tarkempi kuvaaminen ei ole vilttimitdntH.
Absoluuttisen mé¥riyksen toteuttamiseksi voidaan suorittaa virin
muutoksen kalibrointi tavanomaisen LDH-kokeen yhteydessd. Kalibroin-
tindyte voidaan, samoin kuin tamponin s#ilémisen yhteydessi on esi-
tetty, sdild4 virin suhteen jonkin aikaa.

Seuraavat esimerkit esittdvit vield kaksi mahdollisuutta 1lis#ts
koeyhdistelmid tamponille.

a) Kastamismenetelmi

Tavallisten hygienisten tamponien (esim. "o0.b.", toiminimi Dr. Karl
Hahn) ymp&rille kiedotaan tiiviisti 1 cm:n leveY Tesa-nauha niiden
keskikohdalle vydmiisesti kerran tai kaksi kertaa. Tamponin vaippa
avataan tamponin vastakkaiselta puolelta, jossa ulosvetolanka sijait-
see. T4§118in on tamponin sylinteripinta vapaana. Tavanomaisista rea-
genssilaseista, joiden tilavuus on 18 ml (DIN-muotoj; Schott, Mainz)
poistetaan pohjakansi. THten saatuihin lasiputkiin sovitetaan tampo-

ni siten, etti toiselta puolen aukaistu tamponi nojaa pinnoiltaan ta-
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somaisesti putkenpiiden suhteen. Poistolanka kiinnitet&&n putken toi-
seen p#i#hin kiinnelaastarilla, Tesa-nauhalla tai senkaltaisella. Put-
ken sivut avattuine tamponipi#llysteineen kastetaan kohdassa 1) mai=-
nittuun liuokseen. Tamponia kohden annetaan imeyty# 2,0 ml liuosta.
Liuoksen lis#iminen ja kaikki kuvatut toimenpiteet, jotka tapahtuvat
yhdessid koeliuosseoksen ki#ytdn kanssa, on toteutettava pime&dssi mono-
kromaattista valoa kiyttiden (punaisella alueella oleva valo, "puna-
valo").

T4114 tavoin valmistettu tamponi seki lasiputket jHd#hdytyskuivataan
(lyofilisoidaan) pime#ssi. Kuivatut tamponit poistetaan putkista esim.
poistonarun avulla ja niit4 s#ilytet#in jatkuvasti pimedss¥ pakattui-
na valoa lipdisemittdmisn paperiin tai folioon tai vérjéttyyn pape-
riin.

b) Injektiomenetelm&t

Seuraavat toimenpiteet suoritetaan pime#ssi kammiossa. 2 ml:n suihkun
avulla injektoidaan 2,0 ml koekombinaatioliuosta 1) tamponiin. Tampo-
nin vastakkaisella puolella, jossa sijaitsee vetonaru, pistetésn in-
jektioneula vaipan 14vitse tamponiin ja neula johdetaan samalla hi-
taasti suihkuttaen pituussuunnassa aina tamponin toiseen pddhén saakka.
Niin on aikaansaatu se, ettd tamponi on kostutettu tasaisesti. Témén
j&lkeen tamponit jd#hdytyskuivataan ja pakataan kohdassa a) kuvatulla
tavalla ja varastoidaan.

Reagenssiseos voidaan periaatteessa sovittaa mille hyvinsd imukykyi-
selle kantajalle. Emitinnesteen miir&smiseksi tal n#iytteen ottamisek-
si emittimestd ovat lH#pin#kyvit foliot osoittautuneet erittdin tar-
koituksenmukaisiksi, esim. selluloosa-asetaattifoliot, jollaisia kéy-
tetisn elektroforeesis-tarkoituksissa, tai myds tuote "Parafilm M"
(American Chemcompany). Sellaisissa kohdissa, joissa foliot joutuvat
kosketuksiin LDH:n kanssa koetta suoritettaessa, tapahtuu virjdytymi-
nen siniseksi. Tdllaisilla folioilla on etuna se, ettd ne ovat mekaa-
nisesti lujempia kuin suodatinpaperi ja voidaan lis#ksi tehd& stabi-
loimista tai varastoimista varten tiysin l4pin#kyviksi. T&118in pysyy

vdrin voimakkuus tHysin muuttumattomana.

Sellulcosa-asetaattifolioiden 1lipin#kyviksi tekevini kylpyind voidaan
kdytt44 seuraavia:
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a) metanoli:jiietikka suhteessa 85:15,
b) 1isobutanoli:dioksaani suhteessa 1:1 - 3:7,
c) metyylietyyliketoni:dioksaani suhteessa 3:2,
d) etikkaesteri:dioksaani suhteessa 3:2,
e) metanoli:jiletikka:glyseriini suhteessa 87:12:1.

Parafilmifolioita varten soveltuu lyhyt kastaminen 7,5 %:seen etikka-

happoliuokseen.

Voidaan my8s suorittaa 8ljykisittely. T4118in soveltuvat kdytettivik-
si "Whitemore-0il 120" tai "Ondino-0il 17" (Shell).

N&it4 folioita, joiden pinta on 1,5-2,0 cm2, voidaan tarkoituksenmu-
kaisestl kHyttidi l&ik¥rin toimesta oletetun limakalvon muutoksen kol-
poskooppiseen tutkimukseen emdttimessi. Sellaisissa paikoissa, joissa
esiintyy solupintoja, joissa on tuumori, tapahtuu paikoittaisesti
virjiytyminen samalla tavoin kuin tamponissa.
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmi laktaattidehydrogenaasiaktiivisuuden mi&rittimisek-
si emidttimen eritteessd kantajan, edullisesti tamponin, avulla,
johon on pantu koostumusta, joka sis#lt#4 laktaatti NAD:t& (niko-
tiiniamidi-adeniini-dinukleotidi), PMS:a (fenatsiinimetosulfaatti),
tetratsoliumsuolaa ja puskuria, t unne t t u siitd, ettd pusku-
ria kidytetiin sellaisessa miirin, ettd se kykenee muuttamaan kanta-
jan absorboiman eritem#firin pH:n 6-6,5:ksi, edullisesti 6,3-6,4:ksi,
jolla tavalla isoentsyymien, erityisesti LDH-U4:n ja LDH-5:n ja jos-
sain middrin LDH-3:n aktiivisuus rekister®idiin kantajan siniseksi
virjidytymisen muodossa.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t unne t t u
siitd, ettid misritys toteutetaan trietanoliamiini-NaOH-puskuri-
jirjestelmissi pH-arvossa 6-6,5, erikoisesti 6,3-6,4.

3, Kantajalle, edullisesti tamponille, tuotu reagenssi kaikkien
tai useiden laktaattidehydrogenaasin isoentsyymien mé&rittimiseksi
patenttivaatimuksen 1 mukaisesti, t unne t t u siitd, ettd se
koostuu laktaatista, nikotiiniamidi-adeniini-dinukleotidista, PMS:
sti, ja tetratsoliumsuolasta, joka tekee entsymaattisen NAD-pelkis-
tyksen nikyviksi, sek#d puskurista, joka varmistaa, etti reaktio
laktaattihydrogenaasin kanssa tapahtuu pH-arvossa 6-6,5, edullises-
ti arvossa 6,3-6,4.

b, Patenttivaatimuksen 3 mukainen reagenssi, t unne t t u
siitd, etti se sis#ltid¥ puskurina trietanoliamiini-NaOH:ta.

5. Patenttivaatimuksen 4 mukainen reagenssi, t unnet t u
siitd, etti se sisHltéd

1,0-150 mM trietanoliamiinipuskuria, pH 7,0,

20-350 mM Na-laktaattia (DL-maitohapon natriumsuola),

0,01-1,0 mM fenatsiinimetosulfaattia (PMS),

0,1-10 mM nikotiiniamidi-adeniini-dinukleotidia (NAD+), ja
0,01-1,5 mM nitro-sininen-tetratsoliumkloridia (NBT).

6. Patenttivaatimuksen 5 mukainen reagenssi, t unne t t u
siitd, ettd se sis8lltéd

5,0 mM trietanoliamiinipuskuria, pH 7,0,

67,5 mM Na-laktaattia,
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0,1 mM fenatsiinimetosulfaattia (PMS),
1,5 mM nikotiiniamidi-adeniini-dinukleotidia (NAD'), ja
0,3 mM nitro~-sininen-tetratsolium~kloridia (NBT).

Patentkrav

1. S§tt att bestdmma laktatdehydrogenasaktiviteten i vaginal-
sekret medelst en pd birare, f8retridesvis en tampong, anbragt
komposition innefattande laktat NAD (nikotinamid-adenin-dinukleo-
tid), PMS (fenazinmetosulfat), tetrazoliumsalt och en buffert,
kidnnetecknat av att bufferten anvindes i sddan mingd
att den f8rmdr bringa den av biraren absorberade mingden sekret
till ett pH-vdrde av 6-6,5, f8retridesvis 6,3-6,4, varigenom akti-
viteten fér isocenzymerna, isynnerhet LDH-4 och LDH-5 och i négon
mdn LDH-3 registreras 1 form av en blafirgning av b&raren.

2. S&tt enligt patentkravet 1, k & nnetecknat av att
bestdmningen sker i ett trietanolamin-NaOH-buffert-system vid pH
6-6,5, speciellt pH 6,3~6,4.

3. Reagens anbragt p8 bdrare, fdretrddesvis tampong, fOr gemen-
sam bestidmning av alla eller flera isocenzym av laktatdehydrogenas
enligt patentkravet 1, k 4 nne teckmnat av att det bestér
av laktat, nikotinamid-adenin-dinukleotid, PMS och ett tetrazolium=-
salt som g8r den enzymatiska NAD-reduktionen synlig, samt en buffert
som s#kerstdller att reaktionen med laktathydrogenas sker vid ett
pH-virde av 6-6,5 och isynnerhet 6,3-6,4.

by, Reagens enligt patentkravet 3, k § nnetecknat av
att det som buffert innehdller trietanolamin-NaOH.

5. Reagens enligt patentkravet 4, k & nnetecknat av
att det bestdr av

1,0-150 mM trietanolaminbuffert, pH 7,0

20-350 mM Na-laktat (natriumsalt av DL-mj8lksyra)

0,01-1,0 mM fenazinmetosulfat (PMS)

0,1-10 mM nikotinamid-adenin-dinukleotid (NAD+) och

0,01-1,5 mM nitrobld tetrazoliumklorid (NBT).

6. Reagens enligt patentkravet 5, k a nnetecknat av
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att det bestér av

5,0 mM trietanolaminbuffert, pH 7,0

67,5 mM Na-laktat

0,1 mM fenazinmetosulfat (PMS)

1,5 mM nikotinamid-adenin-dinukleotid (NAD+) och
0,3 mM nitrobld tetrazoliumklorid (NBT).
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