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Fremgangsmate for kvalitativ eller kvantitativ bestemmelse

av vitamin By, samt reagens til bruk ved utfgrelse av fremgangsmaten.

Oppfinnelsen vedrgrer en fremgangsmite for kvalitativ

eller kvantitativ bestemmelse av vitamin B i vannholdige prgver,

f.eks. fra kroppsvesker som blodserum samtlgt hjelpemiddel hertil.

Fremgangsmaten er'karakterisert ved at man bringer
partikler av i vann uopplgselige polymere, hvortil det ved hjelp av
12 bindende stoff for-

trinnsvis ventrikkelfaktor i bergring med prgven og med en viss

kovalente bindinger er bundet et vitamin B

mengde av vitamin B., merket med en radiocaktiv isotop, fortrinnsvis

12
- av kobolt, hvoretter ndr reaksjonen mellom vitamin B12 og det pa

partiklene festede vitamin B, ,-bindende stoff har funnet sted,

12
partiklene separeres fra pr¢gvevasken og radioaktiviteten bestemmes i



122457 °

partikkelmaterialet og/eller i vasken.

Metoden kan utnyttes for sivel kvalitativ som kvantitativ
bestemmelse.

Med vitamin Blg-bindende stoff forstds her et stoff
inneholdende protein eller polypeptid eller eventuelt kullhydrat

med spesifik evne til & binde vitamin.B Et velkjent eksempel

12°
pd slikt stoff er ventrikkelfakbtor, et mucoprotein fra maveslim-
hinnen. Et annet eksempel er en vitamin B
fra blodplasma.

Oppfinnelsen er basert p& at det finnes stoffer,

la-bindende proteinfraksjon

eksempelvis ventrikkelfaktor, som spesifikt binder vitamin B
at denne binding skjer uansett om vitamin B

12 ©€

12 er merket med en

radiocaktiv isotop eller ikke. Bindingen av merket og umerket vitamin

Blz.til det vitamin Bla-bindende stoffet, f.eks. ventrikkeifaktor,
skjer 1 forhold til konsentrasjonen av merket resp. umerket vitamin
Bio”

Den store fordelen med frémgangsméten ifglge oppfinnelsen
er at det vitamin Blszindende stoffet ikke er i opplgsning, men er
meget fast bundet til en uoppl@gselig barer, og at sdledes det

merkede vitamin B12’ som .ved bestemmelsen reagerer med og bindes

til det vitamin Blz-bindende stoffet, lett kan separeres fra det

ikke bundne merkede vitamin B f.eks. ved enkel sentrifugering,

¥
eller filtrering. Forsgket erliett & utfgre da kjente mengder av
partikler med derpé festet vitamin Blzjbihdende stoff p& forhand
kan porsjoneres i f.eks. reagensglass og kan oppbevares uten at
bindingsevnen gdr tapt. Hele prosedyren, inklusive separeringen av

fritt merket vitamin B og bundet merket vitamin B kan utfdres

12 12
i ett og samme reagensglass uten noen ytterligere tilsetning av

felningsmidler eller lignende.

Merkningen av vitamin B., med en radioaktiv isotop

12

. kan foregd p& konvensjonell mdte, idet en for formdlet egnet isotop

velges. Bpesielt hensiktsmessig er det & velge en radioaktiv isotop
av kobolt. Vitamin B,
finnes kommersielt tilgjengelig og mange sykehuslaboratorier har
nd utrustning for & kunne mile denne isotop. '

merket med en radioaktiv isotop av kobolt

Som barer av. det vitamin Blz-bindende stoff anvendes
partikler av i vann uopplgselige polymere. Polymeren.velges sdledes
at den inneholder eller kan utstyres med egnede reaktive grupper,

f.eks. aminogrupper, hydroksylgrupper og karboksylgrupper, for lett
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4 muliggjgre en binding av det vitamin B12-bindende stoff, f.eks.
ventrikkelfaktor, til den polymere ved broer av bindinger av
kovalent karakter.

Spesielt egnet er det & velge polymerpartikler bestéende
av et tredimensjonalt nettverk, sammenholdt av kovalente.bindinger.
Slike partikler er, selv om de er svellbare i vann, helt uopplgselige
og kan derved ikke slippe ifra seg noe av polymermaterialet eller
derpi kovalent bundet stoff, f.eks. ved vaskingsprosedyrer. Eksempler
pd slike polymerpartikler er korn av polymerisat dannet ved tverr-
binding av stoffer inneholdende et flertall hydroksylgrupper som
kullhydrater og sukkeralkoholer, f.eks. dextran, stivelse, dextriner
og andre polysakkarider, samt polyvinylalkohol med et bifunksjonelt
stoff, f.eks. bifunksjonelle stoffer av typen X -R - Z, der
eksempelvis X og Z er halogen eller epoksygrupper og R er resten

~av det bifunksjonelle stoff, f.eks. et alifatisk radikal inneholdende
3 til 10 karbonatomer.

For form8let kan det eksempelvis anvendes korn av det
kommersielt tilgjengelige produktet "Sephadex", som bestar av
dextran tverrbundet med glycerin-eter-broer, dannet ved behandling
av dextran med epiklorhydrin., "Sephadex" og pd lignende mite frem-
stilte produkter er i vann svellbare, men opplgselige gelkorn. De
inneholder hydroksylgrupper og kan derved lett substitueres ogsé
med andre grupper, f.eks. slike inneholdende aminogrupper eller
karboksylgrupper og egner seg derved godt for brodannelse med
kovalente bindinger til det vitamin B, _,-bindende stoff, f.eks.
ventrikkelfaktor.

Et annet eksempel er reaktive polymerderivater dannet
ved behandling av en copolymer av dextran og epiklorhydrin

('Sephadex") med halogencyaner, f.eks. bromcyan. Slike reaktive

12

derivater kopler lett til ventrikkelfaktor.

Hensiktsmessig velges sm& partiklér, sdledes at det
f3es en stor kontaktoverflate. .

Til disse bzrepartikler bindes med kovalente bindinger
det vitamin Blefbindende stoff under s& milde betingelsér, at dets
reaktivitet ikke vesentlig minskes. Gjennom denne kovalente binding
kan det vitamin Bl2fbindendé stoff ikke lgsne og vaskes bort fra
partiklene. Ved den kjemiske binding mellom det vitamin Blajbindende
stoff og polymerpartiklene utnyttes reaktive grupper i disse som

aminogrupper, hydroksylgrupper og karboksylgrupper, idet det slées
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en bro med kovalent binding fra det vitamin B bindende stoffet

(P) til polymerpartiklen, f.eks. av typen: 2
P-NH .CS . NH . polymerpartikkel
P -NH . CO . NH . polymerpartikkel
P~-N=N - polymerpartikkel

Broen mellom det vitamin B,,-bindende stoff, f.eks.
ventrikkelfaktor, og den polymere behgver ikke vare strukturbestemt
og kan velges av meget forskjellig type, da den bare har til hensikt
4 hindre at det vitamin Blé—bindende stoff vaskes bort fra den
uopplgselige polymer.

Ved analysen anvendes dessuten hensiktsmessig en opp-
lgsning av vitamin B12 med kjent konsentrasjon som standard.

Radioaktivitetsbestemmelsene kan skje ved vanlige
metoder, f.eks. ved hjelp av scintillationsdetektorer.

Mengden partikler med vitamin B,,-bindende stoff velges

bl.a. med tanke pi det ved forsgket n¢dvend%ée f@lsomhetsniva.
Mengden av ved reaksjonen tilsatt merket vitamin B12

velges eksempelvis sdledes at ca. U0-60% av merket vitamin By,

bindes til det vitamin B. ,~bindende stoff, da ingen konkurrerende

12

og umeret vitamin B finnes narvarende. Inkubasjonen kan gjgres ved

12
forskjellige temperaturer, men gjgres fortrinnsvis ved temperaturer
mellom +4 og 259C. Det er ikke ngdvendig at reaksjonen mellom vitamin

og det vitamin B, .~bindende stoff gir helt til avslutning.

B

Iiiubasjonen avbryteézétter f.eks. 2 timer, men kan ogsd avbpytes
senere, f.eks. etter 24 timer. Det er av betydning at reaksjonstiden
og temperaturen velges likt for prgveopplgsninger og standard-
opplgsninger.

Ved at metoden er enkel, hurtig og praktisk og gir
ngyaktige analyseresultater egner den seg godt for kvantitative
bestemmelser ogsd ved rutinebruk og tillater bestemmelse av ogsé
meget smé mengder prgvestoff.

Metoden bestemmer fritt vitamin BlZf I eksempelvis
serum er vitamin B12 bundet til et protein. Ved bestemmelsen fri-

gjgres derfor vitamin B fér bestemmelsen, f.eks. ved oppvarmning

12
med saltsyre.

Ogsé& f.eks. overskudd av vitamin B12 bindende protein"
i serum kan bestemmes ved hjelp av foreliggende metode ved at et
ubehandlet serum utstyres med partikler med pékoplet‘vitamin B12

bindende stoff og egnet mengde merket vitamin B hvoretter, nér

12’,
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partiklene er fraskilt, radiocaktiviteten m&les pd disse.
Oppfinnelsen skal i det f@glgende belyses nzrmere med
et detaljert utfgrelseseksempel vedrgrende vitamin Bla—bestemmelse
i blodserum.
Oppfinnelsen vedrgrer ogsd et reagens, som er beregnet

3

til & anvendes for bestemmelse av vitamin B inneholdende partikler,

2

hvortil ved hjelp av kovalente bindinger de%2er bundet et vitamin
B12 bindende emne, i tgrket, eller frystetdrket form.

Oppfinnelsen vedrgrer ogsd en lukket ampulle, som inne-
holder det angitte reagens.

En tillempning av oppfinnelsen omfatter en prgvesats
for bestemmelse av vitamin B12’ hvori inngdr en eiler flere til-
lukkede ampuller inneholdende partikler av vannuoppldgselige polymere,
hvortil ved hjelp av kovalente bindinger det er bundet et vitamin
B12 bindende stoff, 1 tgrket, f.eks. frystetdgrket form og en eller
flere ampuller med vitamin B merket med en radiocaktiv isotop i
tdrket form, f.eks. frysetgrket form.
Eksempel 1.
Bestemmelse av vitamin B12 i blodserum.

A. Fremstilling av partikler med kovalent bundet vitamin B12
bindende stoff.
Som utgangsmateriale anvendtes finkornede partikler

av produktet "Sephadex" ("G 25, superfine") best8ende av dextran
tverrbundet med glycerineter-broer og som er substituert med
p-nitro-fenoksy-hydroksypropyl-etergrupper til en substitusjons-
grad av ZOQ/u mol nitrogrupper pr. g tgrrstoff. 10 g av det sub-
stituerte "Sephadex"-produkt innfgres sammen med 50 ml vann i en
tohalset rundkolbe, hvoretter temperaturen i blandingen holdes ved
35°C. Blandingen omrgres og samtidig tilfgres 25 ml 5-n natronlut
og 6 g natriumditionit for reduksjon av nitrogruppene til amino-
_grupper. Etter ca. 30 min. tilfgres ytterligere 5 g natriumditionit.
Reduksjonen avbrytes etter ca. 1 time, hvoretter det ngytraliseres
med fortynnet saltsyre, det faste stoff frafiltreres og vaskes med
destillert vann p&d et sugefiltef.

10 g av det ovenfor dannede med p-amino-fenoksy hydroksy-
propylgrupper substituerte "Sephadex"-produkt innfgres 1 en reak-
sjonskolbe sammen med 100 ml 10%-ig opplgsning av tiofosgen i
karbontetraklorid. Kolben lukkes med en kork og blandingen rystes
ca. 2 timer. Den dannede blanding avkjgles i isbad, hvoretter kolben
&pnes og innholdet filtreres. Filterresiduet vaskes med 0,1 mol
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natriumhydrogenkarbonatopplgsning, destillert vann og aceton. Den

tdrkes deretter i tdrkeskap ved 60-80°C.

2 g av det 1 henhold til det ovennevnte med p-iso-
tio=-cyanato=-fenoksy-hydroksypropylgrupper substituerte "Sephadex"-
produkt svelles i 6 ml 0,1 molar natriumhydrogenkarbonatopplgsning.
Omrgreren startes, hvoretter U ml av samme natriumhydrogenkarbonat-
oppldsning inneholdende 95 mg ventrikkelfaktor tilfgres drapevis.
Blandingen omrdgres 1 1 dggn ved 20°C, hvoretter det filtreres.

' Filterresiduet vaskes med 0,5 molar netriumhydrogen-

karbonatopplgsning for & fjerne ikke koplet stoff. Produktet kan

tgrkes forsiktig, f.eks. gjennom fryset¢rkﬁing.

B. Bestemmelse.

Analysene utfdgres hensiktsmessig 1 glass eller plastrgr
med dimensjonene 50 x 10 mm. Som fortynningsvaeske anvendes
0,05 M tris-puffer med pH 7,4 inneholdende 0,9% NaCl, 0,1% bovint
serumalbumin og 0,01% natriumazid. Fgr analysen frigjdres vitamin
B12 i serum fra serumeggehvite ved oppvarmning med saltsyre pé
fglgende mdte: 0,5 ml serum + 0,5 ml 0,9% NaCl-oppl@gsning blandet med
2 mikrogram NaCN pr. ml + 1 ml O,1 n HCl plaseres 1 kokende vannbad
i 20 min. hvoretter opplgsningen avkjgles med rennende koldt vann.

Heretteriutf¢res bestemmelsen eksempelvis i henhold
til fdlgende:

1. 0,25 ml av serumopplgsningen behandlet i henhold til det oven-
stiende tilsettes to rgr. ’

2. 0,25 ml av standardopplgsningen med forskjellige konsentrasjoner
av vitamin B,, f.eks. 1000, 400, 100, 40, 10 samt O pg/ml
fortynnet i ovennevnte puffer med tilsetning av 2 mikrogram
NaCl pr. ml tilsettes hvert annet rgr.

3. 0,1 ml av opplgsningen inneholdende l_/ugram C°58 merket
vitamin B12 pr. ml fortynnet i puffer med tilsetning av 2 JUE
NaCN/ml tilsettes samtlige rgr.

4, 1 ml homogenisert suspensjon av polymerpartiklene (1 mg/ml)
hvortil ventrikkelfakbor-éf bundet med kovalente bindinger
tilsettes alle rgr.

5. Inkubering i 3 timer ved vzrelsetemperatur eller 4°C, idet
rgrene langsomt roteres.

6. Partiklene sentrifugeres ned ved 3000 omdr./min. i 5 min.

7. Partiklene vaskes to‘ganger med 0,9% koksaltoppl@gsning. Etter
siste frasugning av den ¢vré veske plaseres rgrene i regnergr for
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12°
8. Antall "counts" p& en viss tid fra standardrgrene innprikkes

pd et "counts-dos" diagram pd lin-log-skala, hvorfra deretter

mé&ling av strdlingen fra bundet merket vitamin B

vitamin Blz-mengden i de ukjente prgver kan beregnes.

Alternativt kan etter sentrifugering i punkt 6 1 ml
av den overliggende vaske overfgres i regnerdr, hvoretter strdlingen
fra fritt merket vitamin B12 kan miles. "Counts" fra standardrgrene
kan péd samme mite innprikkes pd et "count-dos" diagram i lin-log
skala og deretter kan vitamin Blz—mengden i de ukjente prgver
beregnes grafisk pi samme mdte som ovenfor. -
Eksempel 2.

Bestemmelse av vitamin B12 i vannholdig prgve.
A. Fremstilling av partikler med kovalent bundet vitamin B,,-
bindende stoff.

10 g copolymer av dextran og epiklorhydrin ("Lephodex .

@ 25", superfine) svelles under omrgring i 3 min. med 200 ml
BrCN-opplgsning, inneholdende 10 g BrCN pr. 100 ml vann. Heretter
‘tilsettes 5 M NaOH vannoppl@gsning under omrgring til en pH-verdi

p& 10,7. Denne pH-verdi holdes konstant i 8 min. Temperaturen

holdes ved 20°C under hele prosedyren. Deretter overfgres blandingen
péd glassfilter og vaskes ngye med vann til ngytral reaksjon. De
frafiltrerte partikler krympes ved vasking med aceton. Partiklene
tdrkes forsiktig og kan oppbevares ved f.eks. -20%c.

2 g av de i henhold til det ovenstiende med brom-
cyanaktiviserte partikler svelles 1 6 ml 0,1 molar natriumhydrogen-
karbonatopplgsning. Omrgreren koples pd, hvoretter 4 ml av samme
natriumh&drogenkarbonat—Oppl¢sning inneholdende 100 mg ventrikkel-
faktor tilfgres dripevis. Blandingen omrgres 1 1 dggn, hvoretter
det filtreres, Filterresidﬁétf vaskes med 0,5 molar natriumhydrogen-
karbonatopplgsning for & fjefne ikke koplede stoffer. Produktet kan
tdrkes forsiktig, f.eks. gjennom frysetdrkning.

B. Bestemmelée. '

Denne utfgres pid lignende mite som under eksempel 1 B.



122457

Patent krav.

1. Fremgangsméte for kvalitativ eller kvantitativ bestem-
melse av vitamin B12 i en vannholdig prgve, eksempelvis fra kropps-
vesker, karakterisert ved at man bringer partikler av
i vann uopplgselige polymere hvortil det ved hjelp av kovalente

bindinger er bundet et vitamin B bindende stoff, fortrinnsvis

12
ventrikkelfaktor, i bergring med prdven og med en viss mengde av

vitamin B 5 merket med en radioaktiv isotop, fortrinnsvis av kobolt,

1

hvoretter, etterat reaksjonen mellom vitamin B og det pa

partiklene festede vitamin B12 bindende stoff %gr funnet sted,
partiklene separeres fra prgvevasken og radioaktiviteten bestemmes
i partikkélmaterialet og/eller i veasken.

2. Reagens til bruk ved utfgrelsen av fremgangsmaten
ifglge krav 1, karakterisert ved at det bestldr av
partikler av vannuopplgselige polymere, hvortil det ved hjelp av
kovalente bindinger er bundet et vitamin Blz-bindende stoff og

at det foreligger 1 tdrket, f.eks. frysetdrket form.

Anfgrte publikasjoner:
Norsk patent nr., 107.884
Analytical Chemisztry, Vol. 35, No. 12, Nov. 1963 pp 1950-53
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