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Introduktion

P& uppdrag och med stod av OCB har FOI i samarbete med DEMC vid Sodersjukhuset
studerat funktion och sékerhet av den saneringsanlaggning, som finns vid detta sjukhus
(1). Under cirka 90 minuter omhéandertogs och sanerades 24 forsokspersoner (16
barburna och 8 gaende). Samtliga hade kontaminerats med ett vattenlosligt och ett daligt
vattenldsligt similiamne. Halterna av dessa @mnen mattes genom regelbunden
provtagning i saneringsanlaggningens olika utrymmen samt i sjukhuset. Hogre halter
kunde matas pa plats med hjalp av direktvisande instrument. Lagre halter analyserades
efter provtagning pa FOI. Vi kunde visa att anlaggningen fungerade val och med god
sakerhet, om man féljer driftsinstruktionen.

Vid kemiska olyckor eller vid terrorattacker med kemiska amnen ar det mycket sannolikt
att man inte enbart far skadade som kontaminerats av kemiska &mnen, utan dven
skadade som forutom denna kontaminering fatt ndgon form av traumatisk kroppsskada.
Som exempel kan ndmnas dppet benbrott, splitterskada, brannskada och/eller
sprangskada. En person med kroppsskada kan dessutom kontamineras av kemiska
amnen i samband med transport fran skadeplats till sjukvardsanlaggning. Férutom
praktiska problem med sanering av ett oppet, kanske blodande sar samtidigt som man
maste stoppa artarblodning genom kompression ar kunskapen om hur dessa skador skall
saneras mycket bristfallig. En del andra fragor maste ocksa kunna besvaras. Hur riskfyllt
ar det for en kirurg att operera i ett omrade som kanske innehaller rester av ett giftigt
amne? Vi har darfor planerat att gora en serie praktiska studier pa sovd gris. Vid dessa
astadkommes ett standardiserat trauma pa forsoksdjuren, exempelvis en skottskada. Det
skadade omradet kontamineras med ett lampligt similiamne for en giftig kemikalie dar ett
stort saneringsbehov foreligger. Ett similiamne for den svarflyktiga och hogtoxiska VX
skulle vara mycket lampligt. Man kan da undersoka hur stor kontamineringsrisken ar, bade
fore och efter sanering, fér dem som kommer i kontakt med amnet. Dessutom hur mycket
av amnet som tas upp i kroppen. Som kontroll anvéandes friska sévda grisar, vilka
kontaminerats av similiamnet.

Denna rapport behandlar utveckling och utvardering av en analysmetod for VX-similidmnet
LT-8 i blod. Fastfas-extraktion och upparbetning av prov samt analys med gaskromatografi
med fosforspecifik detektion (GC/NPD) beskrivs. Val av kolonn, betydelsen av detektorns
kondition samt injektionsteknik kommenteras.

I likhet med VX kan egenskaperna hos LT-8, framst hdg polaritet samt 1ag flyktighet,
fororsaka stora fel vid analyserna om de inte uppmarksammas. Avsikten med rapporten ar
att sammanfatta de erfarenheter som gjorts pa FOI vid liknande analyser, beskriva
fenomenen samt foresla atgarder att komma runt problemen.

Similiamnen for kemiska stridsmedel har studerats vid FOI framst for att finna &mnen med
lag toxicitet men i 6vrigt med egenskaper som liknar det skarpa amnet, och darfor gér
similisubstansen anvandbar for faltforsok och liknande studier. Likheter i fysikaliska
egenskaper som flyktighet, viskositet och polaritet ar av vikt, exempelvis for undersdkning
av saneringsmetoder och risker for forgiftning vid vatsketverforing fran ofullstandigt
sanerade ytor. Fosfonoacetatet LT-8 &r en av en rad substanser som studerats vid FOI for
att finna ett bra fysikaliskt similiamne for VX (2 a, b). Ursprungligen syntetiserades tio
analoga fosfonoacetater betecknade LT-1 till LT-10. Flyktigheten for LT-8 ligger nagot
lagre &n den for VX. Losligheten i vatten ar ocksa mindre. Den beréknade
fordelningskonstanten i systemet oktanol/vatten (log P,y) &r 2.28, mycket néra 2.23 som
beréaknats for VX (log P,, berdknade med programmet ClogP for Windows, BioByte
Corporation). Det ar rimligt att anta att log P,,, —vardet kan ses som ett matt pa hur ett
kemiskt &mne passerar ett biologiskt membran (lipidmembran) och kan vara ett riktméarke
for hur en kemisk substans tas upp i en levande organism, t. ex. genom hudpenetration.
Vi kanner inte till nagra undersokningar, dar toxiciteten av ren LT-8 undersokts. Men vi
har tidigare infor planerade och genomférda faltforsok gjort toxicitetsstudier av en
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blandning (LT-8 F), dar LT-8 var en huvudkomponent, cirka 64% (3,4,5). | denna
blandning fanns flera andra kemiska @mnen som bland annat pentylkloracetat. De gjorda
testerna visade att LT-8 F var en svag kemisk mutagen i Ames’(3). Understkning av akut
hudirriterande effekt p& kanin visade att LT-8 F inte var irriterande enligt EG:s
beddmningsnormer, svagt irriterande enligt AFNOR och irriterande enligt svenska
bedémningsnormer (4). Oral toxicitet undersoktes efter tillforsel av LT-8 F till rattor. LDs
efter oral tillférsel bedomdes vara > 2000mg/kg ratta Ooch LT-8 F klassades som mattligt
farlig (5). Det kan sannolikt férvantas att ren LT-8 har en mycket lagre toxicitet an
blandningen LT-8 F och att LT-8 har en mycket |ag toxicitet.
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o o o \(
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AP SN ™A CH,
CH,CH,0 o CH, H,C
CH
3
LT-8; silmiliamne for VX VX

Gaskromatografi med kvave-fosforspecifik detektor (GC-NPD) valdes som analysmetod.
Detektorn har hog selektivitet for kvave och fosforinnehallande féreningar vilket forenklar
analysen av komplexa prover. Kansligheten &r mycket hog, substansmangder under 1 pg
kan normalt detekteras. Tributylfosfat (TBP) valdes som intern standard pa grund av
jamforbart angtryck och polaritet.

Fastfas-extraktion med oktadecyilsilica (C18) beddmdes vara en lamplig
upparbetningsmetod for blodproverna. Metoden har anvants tidigare av oss for sparanalys
av soman i blod vid toxikokinetiska forsok (3). Salter och andra vattenltsliga substanser
extraheras inte av C18-kolonnerna, medan blodfetter och évriga lipofila &mnen stannar
kvar i extraktionskolonnen under de betingelser som anvands for att eluera de relativt
poléra féreningarna LT-8 och TBP.

Separationskolonnen ar en kritisk komponent vid sparanalys av LT-8 och kvantitativ
analys med hog precision. Den hoga polariteten hos LT-8 medfor, i likhet med VX,
svarigheter vid analys av l1aga substansmangder. Vid GC ses ofta adsorption av
subnanogram-mangder LT-8 och férsamrad separation pa grund av "svansning” och
toppbreddning pa kolonner av otillracklig kvalitet.

Separationskolonnen bor darfor utvarderas vid de nivaer som kan forekomma i proverna.
For dessa matningar utvarderades ett antal kolonner med avseende pa
separationsformaga och framfér allt pa formaga att presentera pikogram-méangder av LT-8
i en smal valdefinierad, kromatografiskt ideal signal (gaussisk toppform). Vikten av
detektorns kondition for toppformen belyses ocksa av dessa forsok.

Material och metoder

Buffert: 0.2 M natriumacetat, pH 4.0. Extraktionskolonner: 100 mg C18, BondElut LRC
(Varian AB). Separationskolonn: OV-1701 (J&W) 30 m. 0.25 mm i. d. med 0.25 um
filmtjocklek. Losningsmedel: metanol (Baker, HPLC-grade) och etylacetat (Merck p. a.),
avjoniserat vatten, Milli Q (millipore). En SpeedVac (Savant) anvandes fér koncentrering
av extrakt. Humant blod erhdlls fran en frisk, frivillig forsoksperson. Prover av blod och
vavnad fran svin erholls fran Norrlands Universitetssjukhus (NUS), Umea. Blodprover
uppsamlades i hepariniserade glasror. Provtagning och anvandning av blod och
vavnadsprover fran svin hade fore forsoken genomgatt lagstadgad granskning och
godkants av Umea Djurforsoksetiska Namnd.
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Gaskromatografi

En Hewlett-Packard 5890 gaskromatograf med flamjonisationsdetektor (FID) och kvave-
fosforspecifik detektor (NPD) anvandes vid analyserna. Proverna injicerades med en
5973A autosampler. Instrumentet var anslutet till ett Perkin-Elmer Turbochrom-4
datasystem for kontroll och styrning samt insamling och behandling av detektorsignalerna.
Data importerades till Microsoft Excel for berdkningar och kvantifiering. Helium anvandes
som béargas vid 100 kPa, som gav en bargashastighet pa ca 30 cm/s.
Kolonntemperaturen programmerades efter 1 min vid 60°C med 20°C /min till 200°C,
darefter med 10°C /min till 260°C som hdlls i 2 min. Injektortemperaturen var 200°C,
detektortemperaturen var 280°C. Proverna injicerades med splitless-injektion och
injektionsvolymen var normalt 1 pul. For separationen utvarderades framst stationarfaserna
DB-5 och OV-1701 (J&W). Kolonndimensionerna var, langd 30 m, 0.25 mm i. d. och 0.25
um filmtjocklek.

Upparbetning av LT-8 fran blodprov

Proverna extraherades med C-18 fast-fas extraktionskolonn med hjalp av en
vacuumstation (Supelco). Innan appliceringen av prov konditionerades kolonnerna med 4
ml metanol foljt av 4 ml avjoniserat vatten.

Blodproverna spaddes omedelbart efter provtagning med 3 volymer buffert, 0.2 M
natriumacetat, pH 4.0, 200 ng TBP tillsattes. Bufferten holls kyld pa isbad. Efter
centrifugering (5 min pa standard bordcentrifug) éverférdes supernatanten till C18-
patronen. Efter det att provet passerat tvattades kolonnen med ca 2 ml avjoniserat vatten.
S& mycket vatten som mojligt avliagsnades med vacuum i ca 1 min innan elueringen. TBP
och LT-8 eluerades med 1 ml metanol.

Extrakten koncentrerades med Speedvac till ca 100 ul (vilket tog ca 30 min) och spaddes
darefter med 900 pl etylacetat/metanol 8/2. Utbytet och blankvéardet utvarderades genom
att upparbeta motsvarade volym serum-buffertblandning med och utan LT-8 tillsatt. Vid
utvarderingen av extraktionsutbytet tillsattes den interna standarden efter extraktionen.
En serie standardlésningar 10 - 500 ng/ml preparerades i etylacetat/metanol/vatten 7/2/1.
Proverna kvantifierades mot en standardkurva framtagen med hjalp av data fran
standardlosningarna (areaférhallandet LT-8/TBP).

Resultat och diskussion

Vid utvardering av separationskolonnerna erhélls battre separation med den mera polara
OV-1701 (cyanopropyl-, fenyl-dimetylpolysiloxan) a&n med DB-5 (5 % fenyl-
metylpolysiloxan). | Figur 1 jamfoérs kromatogrammen av en standardlésning innehallande
10 ng/pl av vardera LT-8 och TBP. P& OV-1701-kolonnen elueras LT-8 efter TBP, medan
ordningen ar omvand pa den mindre polara DB-5. Det indikerar att polariteten hos LT-8 &r
hoégre &n hos TBP. DB-5 kolonnen hade anvants for andra analyser, men den bedémdes
fullt anvandbar efter den allménna kolonntest, som anvéands vid den ackrediterade
verksamheten pa vart laboratorium. Med DB-5 syns en tydlig tendens till svansning pa LT-
8-signalen, medan TBP ger en symmetrisk topp. Pa OV-1701 eluerar bada féreningarna
med narmast ideala symmetriska toppar, toppbredden &r ocksa nagot lagre, omkring 3 s
vid basen. Den injicerade mangden var 10 ng i bada fallen.
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Figur 1. GC-FID av standardlosning innehallande 10 ng/ul av LT-8 respektive TBP. a) Stationar fas DB-5, b)
Stationar fas OV-1701. Bada kolonnerna hade 0.25 pym filmtjocklek, langd 30 m, i. d. 0.25 mm.

Kolonnernas kondition visade sig vara av avgdrande betydelse fér analysen av LT-8 |
subnanogram-niva. | Figur 2 jamfors kolonnerna vid nivaerna 1 ng resp. 100 pg LT-8. TBP
var | bada fallen 100 pg. DB-5-kolonnen uppvisar kraftig svansning vid 1 ng. Vid 100 pg
adsorberas sa stor andel att signalen nastan helt forsvinner i bruset. P4 OV-1701-
kolonnen ar topparna fortfarande symmetriska. (Vid detta férsék var OV-1701-kolonnen
fortfarande inte fullt konditionerad, vilket ger upphov till den sluttande baslinjen samt ndgot
hdgre brus.)
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Figur 2. GC-FID av standardlosning innehalllande a) 100 pg av LT-8 samt 100 pg TBP intern standard. b) 1
ng LT-8. samt 100 pg TBP, kolonn: DB-5 som i Figur 1. ¢) 100 pg LT-8. samt TBP 100 pg, kolonn: OV-1701
som i Figur 1.

Med den kvave-fosforselektiva NPD:n kan foreningar, som innehaller fosfor detekteras vid
omkring 100 ganger lagre nivaer an med FID. | Figur 3 visas analys av en standardlosning
med 1 pg/ul LT-8 och 200 pg/ul TBP pa de bada kolonnerna. OV-1701 ger fortfarande en
symmetrisk topp fran LT-8 vid denna laga niva nara detektionsgransen for NPD:n och ar
darmed lamplig for sparanalys av LT-8. TBP-signalens svansning harror inte fran
kolonnen utan ar typisk for NPD:n, dar kollektorelektrodens kondition kan paverka
toppsymmetrin. Speciellt da klorerade I6sningsmedel anvands foérsamras detektorns
“kinetiska egenskaper” gradvis, dock utan att for den skull k&nsligheten nédvandigtvis
paverkas. Det yttrar sig framst genom att signaler fran stérre mangder fosforinnehallande
foreningar klingar av ldangsamt, svansar, vilket forsamrar separationen och noggrannheten
vid kvantitativ analys.

Svansningen kan minskas genom haojning av detektortemperaturen. Man boér dock ta
hansyn till kolonnens maxtemperatur som for OV-1701 ar 280 °C. S& smaningom bor dock
kollektorelektroden bytas ut, vilket bor aterstalla responsen.

Detta illustreras i Figur 4.
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Figur 3. GC-NPD av standardlésningar innehallande a) 100 pg/ul resp b) 1.0 pg/ul LT-8 samt 200 pg/ul TBP.
For signalen fran LT-8 vid 11.64 min i det nedre kromatogrammet upskattas signal/brus-férhallandet S/N =
6/1, vilket ger detektionsgrans ca 0.5 pg injicerad mangd. Vid analyserna av denna spadningsserie erholls en
bakgrund av LT-8 pa ca 50 % av lagsta koncentrationen av standarlésningen, 1 pg/ul.

10
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Figur 4. GC/NPD av en lésning innehallande 1 ng LT-8. Kromatogrammen &r registrerade med a) en
kollektorelektrod anvand nagra manader resp. b) efter byte av detektorns kollektorelektrod. Kromatogrammen
ar forskjutna i forhallande till varandra.

Upparbetning av blodprover

Fastfas-extraktion med oktadecyl-silica (C18) valdes som upparbetningsmetod for
blodproverna. En acetatbuffert vid pH 4.0 anvandes for att minimera hydrolys och
enzymatisk nedbrytning av LT-8 fororsakad av karboxylesteraser i provet(4).
Utvarderingen av utbytet skedde med provvolymen 4 ml. Storre provvolymer undersoktes
inte. Effekten av en hdgre jonstyrka hos bufferten for att 6ka extraktionsutbytet
undersoktes.

LT-8 och den interna standarden eluerades med 1 ml metanol. Blodfetter och andra lipofila
substanser stannar under dessa betingelser kvar pa C18-kolonnen. Vid GC-analysen kan
dessa substanser stélla till problem eftersom triglycerider, fosfolipider, kolesterol etc. har
lag flyktighet och stannar kvar pa kolonnen. De kan med tiden fororsaka problem med
adsorption och férsamrad separation.

Vid dessa forsok undersdkte vi inte narmare vilken metanol/vatten-blandning, som var
optimal for att eluera LT-8 och den inre standarden TBP fran de C18-patroner som
anvandes. En optimering av l6sningsmedelsblandningen kan ge renare extrakt och mera
robust metod. Ett tjugotal blodprover analyserades under forsoken, utan tecken pa
forsamrad kromatografi eller 6kat bakgrundsbrus. Om stora provserier skall analyseras
kan det vara intressant att minska metanolkoncentrationen for att darmed minska
méangden lipofila substanser i eluaten.

Under forsdken fann vi att metanol paverkade injektionen av proverna pa sa satt att
topparean for LT-8 minskade ned till 30 % jamfort med standardldsningarna, vilka
preparerats med etylacetat som lsningsmedel. Reproducerbarheten minskade ocksa
drastiskt. TBP paverkades inte i samma utstrackning utan topparean blev i stort sett
densamma for bada lésningsmedlen. Topparean for LT-8 i metanol/vatten (8:2) var
omkring 80 % relativt etylacetatlésningarna. Extrakten fran C18-kolonnerna hade den
ungefarliga sammansattningen metanol/vatten (9:1) och koncentrerades till

11
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50-100 pl med hjélp av en Speedvac vacumcentrifug varefter de spaddes innan analys
med 900 pl etylacetat/metanol (8:2) fore analys. Pa sa satt far extrakten en mera enhetlig
sammansattning, samtidigt som effekten fran metanol minimeras. Utbytet vid Speedvac-
koncentreringen bestdmdes till 105 +2.8 % (n=4).

Utbytet vid extraktion av en 4 ml vattenldsning med 100 ng LT-8 bestamdes till 99 %
(n=2). Utbytet av TBP befanns ocksa vara kvantitativt. Vid dessa forsok var dock
spridningen i data stor pa grund av metanolinnehallet. Férsoket bor upprepas vid
kommande méatningar.

| Figur 6 visas en kalibreringskurva upprattad efter analys av standardlésningar av LT-8
preparerade i etylacetat/metanol/vatten (7:2:1) med TBP som intern standard. Kurvan &r
linjar upp till 1 ng injicerad méangd, motsvarande en koncentration av 1 ug/ml.

3.0

y + 5.1383x|- 0.0236

R? =o.\?@
2.5

2.0

15

1.0

.Q//

0.0 T T
0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35 0.4 0.45 0.5
Koncentration LT-8 (ug/ml)

Areaforhallande LT-8/TBP

Figur 5. Kalibreringskurva for LT-8 med TBP som intern standard preparerad genom analys av
standardlésningar 0.01-0.5 ug LT-8/ml etylacetat/metanol/vatten (7:2:1).
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Figur 6. Kalibreringskurva for LT-8 i blod med TBP som intern standard. Till 1 ml blod tillsattes 10-1000 ng LT-
8. Proverna upparbetades och analyserade med GC/NPD.

Metoden utvarderades genom att tillsétta varierande mangd LT-8 sattes till farskt,
hepariniserat blod (nyligen donerat av en frisk, frivillig person) som blandats med
stabiliseringsbuffert (1:3). Utbytet vid nivaer fran 10 ng/ml till 1 ng/ml blod utvarderades.
Dubbelprov gjordes vid varje koncentration. | Figur 5 har areaférhallandet LT-8/TBP
plottats mot mangden tillsatt LT-8. Data visar att metoden &r linjar 6ver hela det studerade
intervallet. Korrelationskoefficienten vid linjar regression var 0.9978, interceptet nara O.
Utbytet fran blodproverna bestamdes genom jamforelse med ett prov, dar en kand mangd
LT-8 tillsatts efter extraktionen. | Tabell 1 anges utbyten for proverna.

Det befanns nédvandigt att centrifugera proverna fére extraktionen eftersom C18-
kolonnerna satte igen efter 1-2 ml av blod-buffertblandningen gatt igenom. Efter
centrifugering 10 min med en vanlig bordcentrifug erhdlls en klar supernatant som enkelt
passerade extraktionskolonnen. Utbytet vid extraktionen begransas naturligtvis eftersom
pellet efter centrifugering inte extraheras. Detta avspeglar sig i resultaten i tabell 1, dar
bada proverna vid den lagsta koncentrationen 0.01 pug/ml och det ena vid 0.05 ug/ml
extraherades utan att forst centrifugera. Extraktionsutbytet ligger da kring 85-95 %, medan
det sjunker nar blodkropparna separerats genom med centrifugering. Pa grund av att
darmed inte hela provet extraherades begransades utbytet vid extraktion av blod till 65-75
% (Tabell 1).

13
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Tabell 1. Utbyte vid extraktion av 1 ml blod vid varierade LT-8-koncentration.
Mangd LT-8 tillsatt ~ Areafdrhdllande  Utbyte

(1g) (LT-8/TBP) (%)
0 0,000 -
0 0,014 -
0,01 0,053 95%
0,01 0,046 852
0,05 0,303 84?2
0,05 0,277 78
0,10 0,490 67
0,10 0,562 76
0,20 0,875 59
0,20 1,116 74
0,50 2,658 70
0,50 2,784 73
1,00 5,765 76
1,00 5,514 73

a) proverna extraherades utan foregdende centrifugering

Utbytet vid extraktion av LT-8 i blod med C18-fastfasextraktion bestdmdes vid ett separat
experiment till omkring 90 %. | detta experiment spikades 2 ml av supernatanten fran blod-
buffert-blandningen med 1 ug LT-8 och extraherades. Intern standard tillsattes eluatet
efter extraktionen. Provet jamfordes med en standardlosning preparerad fran ett eluat av
ett blankprov, detta for att ge en kalibreringslosning med samma sammansattning som
provet.

Kromatogrammen i Figur 7 visar analyser av blodprov med och utan tillsats av LT-8. | det
omrade som LT-8 och den interna standarden eluerar ses inte nagra storre signaler fran
storande foreningar. Till blodproverna sattes 100 ng H/TBP. Detektionsgransen for LT-8
kan uppskattas ur Figur 8 dar kromatogrammet for den lagsta nivan jamférs med
blankkontrollen. En antydan till signal fran LT-8 kan ses i blankprovet och uppskattas till ca
10 % av det med 10 ng spikade provet. Detektionsgransen ligger darmed pa 2-3 ng LT-
8/ml blod i dessa forsok.

Detektionsgransen kan sankas om proverna koncentreras genom att provvolymen kan
reduceras fran 1 ml till 20-50 pl. Det som begransar hur langt ned i koncentration man kan
komma &r naturligtvis framst blankvarden och bakgrund fran stérande foreningar. Aven
den O0kande vattenhalten i proverna med 6kande koncentrering kan ge problem vid
injektionen.
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Figur 7. GC/NPD-analys av extrakt fran blodprov med 100 ng LT-8/ml blod samt blod utan LT-8. Proverna
extraherades med C18 fastfaskolonn, a) 100 ng LT-8/ml blod. b) Blankprov. Intern standard i bada proverna,
200 ng TBP.
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Figur 8. Jamforelse av GC/NPD-analys av 1 ml blodprov med 10 ng LT-8/ml och blankprov., a) 10 ng LT-8/ml
blod. b) Blankprov. Intern standard 200 ng TBP. En detektionsgréans pa omkring 2 ng LT-8/ml kan uppskattas
ur detta experiment.
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Nedbrytningshastighet for LT-8 i blod

Stabiliteten for LT-8 i blod undersoktes genom att bestdmma koncentrationen av LT-8
efter inkubation vid rumstemperatur upp till 2 timmar. Farskt blod tappades fran en frivillig
forsoksperson och 0.5 ug LT-8/ml tillsattes. Delprov togs vid forutbestdmda intervall
mellan 0.5 till 120 min. Iskyld stabiliseringsbuffert (1:3, prov:buffert) tillsattes for att stoppa
enzymatisk och spontan nedbrytning. Proverna upparbetades och analyserades som
tidigare beskrivits.
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Figur 9. Nedbrytning av LT-8 i blod. Helblod spikades med 0.5 ng LT-8/ml. Delprov togs under upp till 2
timmar for analys.

Figur 9 visar att LT-8 forsvinner relativt snabbt i blod. Halveringstiden var vid detta forsok
90 min. Anpassning av en rat linje till matpunkterna ger nedbrytningshastigheten 2.9 ug -
mi™* - min™ eller 11 nM - min™. Nedbrytningen i blod sker formodligen genom enzymatisk
hydrolys av esterbindningarna av fosforylfosfataser och/eller karboxylesteraser i
blodproverna. Enzymatisk nedbrytning av fosfonofluoridater (soman etc.) har i tidigare
undersokningar visat sig kunna minimeras genom surgérning av provet till pH 3,5-4. ”
Genom att tillsatta 0.1 M acetatbuffert pH 4 kunde LT-8 stabiliseras i blodprov sa att ingen
eller férsumbar nedbrytning noterades upp till 60 min, vilket medger tillrackligt med tid for
extraktion av proverna.

Hudpenetration av LT-8

Penetration av LT-8 i hud undersoktes genom att lagga en 4 pl-droppe direkt pa huden
och efter en forutbestamd tid analysera den mangd som kunde aterfinnas genom ett
avtorkningsprov. Prover applicerades dels pa handens ovansida, i handflatan och pa
underarmens insida. Den mangd som kunde aterfinnas efter avtorkning med Kleenex
fuktad med PBS (phosphate buffered saline) plottades i Figur 10.
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Figur 10. Penetration av LT-8 i hud. Aterfunnen mangd LT-8 plottad mot tid efter applicering av 1 st 4 pl-
droppe.

Resultaten indikerar att spridningen vid dessa forsok ar stor. For att minimera
exponeringen gjordes enbart ett forsok vid varje matpunkt. Vid avtorkningen av den
aterstdende mangden med en papperservett fuktad med en vattenlosning forvantas enbart
den substans som ligger omedelbart vid hudytan félja med. Fran Figur 10 uppskattas att
ungefar halva den palagda mangden har penetrerat efter 30 min.

Analys av LT-8i vavnad och blod fran gris

Utbytesforstk med blod gjordes for att konfirmera tidigare resultat, samt for att verifiera att
beddvningsmedel och liknande inte stér. Vavnadsprov togs for att utveckla metoden for
koncentrationsbestdmning av LT-8 i vavnad.

Blod och vavnad fran gris erholls fran NUS (Norrlands universitetssjukhus) och forvarades
pa is till forsokens borjan (16-20 tim). Vavnad togs fran skinkan, ca 5 x 5 cm inkl.
fettvdvnad. Blod, ca 10 ml, togs i hepariniserade ror.

Utbytesforsoken med blod utférdes pa samma satt som tidigare. 100 pg LT-8 tillsattes 0.5
ml blod varefter stabiliseringsbuffert tillsattes och provet upparbetades.

Av vavnaden togs ca 1 g som delades med skalpell i mindre delar. 10 pl av en
vattenldsning av 20 ug LT-8/ul fordelades 6ver vavnaden. Efter 1 minut tillsattes 3 ml
stabiliseringsbuffert (0.2 M natriumacetat pH 4.0) innehéllande 400 ng tributylfosfat.
Proverna homogeniserades med Ultra-Turrax och centrifugerades darefter. Supernatanten
avskiljdes och extraherades med en C18-patron pa samma satt som for blodproverna.

Tabell 2. Utbyte av LT-8 fran blod och vavnad fran gris.
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Volym Area Areaf6rhdllande Utbyte
LT8/TBP %

(ml) LT-8 i s (%)
Standard - 5862 14886 0.39
Blank 0.5 0 17638 0
Blod - 1 0.5 6226 14299 0.44 112
Blod - 2 0.5 7253 17840 0.41 104
Blod - 3 0.5 5142 15868 0.32 83
Blod - 4 0.5 5912 14111 0.42 107

LT8-koncentration: 200 ng/ml, mangd intern standard: 200 ng

Tabell 3. Utbyte av LT-8 fran vavnad fran gris.

Vikt Area Areaforhallande  Utbyte
() LTS8/TBP (%)
LT-8 i. s.
Standard 10481 9327 0.39
Blank 1.07 - 7040 0 -
Blank 0.86 - 7675 0 -
Vavnad - 1 0.96 10565 124759 0.085 8
Véavnad - 2 0.91 7986 15866 0.503 45
Vavnad - 3 1.05 7597 41646 0.182 16
Vavnad - 4 1.02 8502 56503 0.150 14
Véavnad - 5 0.98 9903 14373 0.689 62
Vavnad - 6 1.00 8662 38770 0.223 20

Mé&ngd LT-8: 200 ng/g vavnad, mangd intern standard: 400 ng

Utbytet i blod fran gris éverensstammer val med det som tidigare erhallits med humant
blod. Medelvardet i dessa forsok ar 101 % med standardavvikelsen 12.8.

Utbytet fran vavnadsforsoken varierar betydligt mera och ar generellt sett lagre an i blod. |
Tab 3 ses att nivaer fran 62 % ned till 8 % erholls. Variationer i utbytet fran vavnad ar
forvantat, eftersom vavnader inte ar lika homogena som blodprover. Nagra av resultaten
avviker kraftigt och ar oacceptabelt 1dga. | dessa fall beror det laga vardet framfor allt pa
en ovantat hog respons for den interna standarden, medan responsen for LT-8 lag pa
ungefar samma niva. Detta kan bero pa kontaminering, exempelvis av hudlagret eller pa
en interfererande substans med samma retentionstid som den interna standarden. Infor
djurférsdken bor darfér en serie kontrollférsok genomforas for att reda ut orsakerna till
variationerna.

Det kan ocksa diskuteras om den valda koncentrationsnivan av LT-8 vid dessa experiment
ar realistisk. Mdjligen kommer de djurexperimentella studierna med LT-8-belaggning
utforas vid hogre nivaer an i detta forsok (0.2 pug/g vavnad). Vid 6kande nivaer minskar
naturligtvis kontaminationsrisken i motsvarande grad.
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