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SAMMANFATTNING AV SLUTRAPPORT FOR PROJEKTET: Metodik for
snabba multielmentanalyser av biologiskt materiail,
ASYF Dnr.: 80/19, 81-0150, april 1984.

Jan Pallon, Pirjo Pakarinen, Klas Malmgvist, Li Hong-Kou,
Lars-Bric Carlsson, Gerd Johansson och Roland Akselsson.

Inledning.

Aveikten med detta projekt har varit att utveckla vil
fungerande rutiner £8r PIXE-analys av biologiska prov med
anknytning till exponering i arbetsmiljdsituationer. Kravet pa
metoderna dr att de tillvaratar PIXE-metodens fdrdelar
(multielementanalys, smd prov, snabb analys, ldga detektions—
grinser) och samtidigt fdrdndrar eller £3rstdr si lite som
m&jligt av den information som finns i de ursprungliga
biologiska proven under de behandlingssteg som dr noédvandiga
f6re analysen.

Ett antal standardrutiner har utvecklats med vilka man kan
hantera prov som blod, lever, njure och liknande.

Direkt analys av enskilda harstrdn och nagelprov kan gdras
utan fdrbehandling. Avsikten Ar att dessa vdvnader till viss
del skall tjidna som personliga monitorer fdr exponering. FOr
detta dndamil, liksom fdr studier av elementprofiler i hud har
dven protonmikrostrdleteknik utnyttjats.

Forsdk med selektiv koncentrering av vissa dmnen i urin liksom
separation av serumproteiner har gjorts. Avsikten med det
sistndmnda dr att finna om metallbindande protein kan anvidndas
som exponeringsindikator.

I det f&ljande redogdrs kortfattat £0r principerna, de

olika prepareringsmetoderna och vilka provtyper de till&mpats
pA. De hinvisningar till figurer som gbrs syftar till figurer
i slutet av rapporten.

PIXE och dess tillimpning pd biologiska material.

PIXE (Particle Induced X-ray Emission) &r en i Lund utvecklad
spdrelementanalysmetod av nmultielementkaraktdr. Principen &r
att joner med en energi av 1 - 5 MeV fAr trdffa ett prov
varvid karaktiristisk rdntgenstrdlning utsdnds. Kvantitativ
analys dr mojlig f£r element tyngre dn aluminium.
Detektionsgridnserna i absoluta mdtt ligger i intervallet 0.1 -
10 ng medan koncentrationsdetektionsgrénserna 8r av storleks-
ordningen 0.5 ppm som bdst. Dessa vdrden uppnids vid
rutinanalyser pd 5 till 10 minuter.

Mormalt sker analysen i vakuum men kan dven ske 1 speciella
kammare dir protonstrdlen via ett plastfdnster extraheras in i
en atmosfdr av t ex He.

Proven som analyseras mdste vara torra och t4la vakuum. De bér
vidare vara antingen tunna (< 1 mg/cmz) eller tjocka

{> 10 mg/cmz). Det sistnimnda kravet dr £8r att underldtta
kvantifieringen. Om tjocka prov analyseras kan man med en



kompletterande metod (Particle Induced Gammaray Emission, PIGE)
iven bestidmma halter av B, F, Na, Mg, och Al.

SpArdmnen i biologiskt material fOrekommer ofta i sid liga
halter att férkoncentrering ar nddvidndig. Olika metoder fdr
detta har studerats och stor vikt lagts vid att undersdka
metodernas koncentrationsférmdga, deras bendgenhet att orsaka
kontamination eller forluster hos provet. Dessa tester har
gjorts dels pd standardprover med ként elementinnehdll, dels
pd "realistiska prov” med anknytning till arbetsmilijd eller
medicin. Vidare har ett antal metoder £6r provpreparering
testats och utvecklats, liksom datorprogram f£6r snabb
utviardering av erhdllna resultat.

Metoder f£8r provberedning.

Framstidllning av target sker pd tva sdtt;

a) pipetterin% av 20yl vitskeformiga prov direkt pd tunmna ( 2
ym, 200 ug/cm”) folier £51jt av indunstning i rumstemperatur.

b) pressning av pellets med 5 mm diameter utgldende fran
homogeniserat, malt material. Proven &r i allmidnhet £8rst
frystorkade, ibland dven inaskade.

Metod a) dr enkel och snabb men ger ej optimala
detektionsgrinser. Metod b) kriver mer material (> 300 mg).
Proven blir d& tjocka och simultant med PIXE kan dven PIGE-
analys gbras £6r bestdmning av B, F, Na, Mg och al.

Koncentreringsmetoder.

Standardmetoden f&r koncentrering av biologiskt material &ar
frystorkning vilken avldgsnar vattnet ur provet och ddrmed
koncentrerar detta, hur mvcket beroende pd vatteninnehdllet.
Resterna kan sedan antingen koncentreras ytterligare med ndgon
annan metod eller tjdna som utgdngsmaterial £8r provberedning.
(Fig 3.1)

En ytterligare koncentrering kan erhdllas med lagtemperatur-
inaskning (LTA), &dr genom mikrovagor exciterad syrgas bildar
atomidrt syre vilket far reagera med de organiska komponenterna
i provet. Inaskning sker vid en temperatur av storleksord~-
ningen 100 grader. Koncentreringsfaktorn kan variera wmellan 2
och 200 gAnger beroende pa andelen organisk substans.
Férluster av vissa amnen kan fdrekomma, bl a S, Cl, Br, Hg och
Se. (Fig 3.3)

Ett annat viktigt steg som hdr samman med koncentrering men ej
bidrar till denna dr homogenisering/malning.

FSr att inaskning ska vara effektiv krdvs bl a att provet har
stor yta och/eller bestir av smd& komponenter.

Infdr pelletpressning krdvs att provet dr finfdrdelat och
homogeniserat.

Detta kan &stadkommas i en sk “"percussion ball homogenizer”.
Provet placeras i en teflonbehdllare tillsammans med en kula
och skakas maskinellt s& att malning/finférdelning sker. I
mdnga fall krdvs att provet f£drst kylts ned i flytande kvive
£5r att bli sprétt. (Fig 3.2)



Speciella metoder.

En metod f£or selektiv koncentrering av vissa imnen dr jon-
byteskromatografi med Chelex-100 i ammoniumform. Vitskor med
héga salthalter kan med f&rdel avsaltas/koncentreras med denna
teknik. Provet fidr passera en kolonn med jonbytaren varvid
framEdr allt metaller binds till denna. Genom ett speciellt
elueringsforfarande kan sedan metallerna samlas upp i en liten
fraktion (stor koncentrationsfaktor). Amnen som hittills

kunnat koncentreras #r Mn, Ni Cu, Zn, Co, Mo, Ccd och Pb.

Flera metoder fdr proteinseparation har undersdkts och den
limpligaste befunnits vara gelfiltrering med Sephadex G-200
och en tris—acetatbuffert. vid separationen transporteras
provet av ett puffertfide genom en pelare packad med
gelmaterial. Under denna transport sker en uppdelning av
proteiner si att de stérsta kommer igenom snabbast medan fria
joner och molekyler kommer sist. Metoden &r skonsam. dvs det
Ar liten risk att 1&st bundna metaller ska lossna frén
proteinen. Genom en noggrann gvittprocedur kan separationen
ocksd gdbras tillrackligt kontaminationsfri.
Proteinuppdelningen &r relativt grov men kan kompletteras med
en efterfdljande mer hoéguppldsande separationsteknik.

Detektionsgrénser

Detektionsgrénserna £6r tjocka frystorkade prov kan
illustereras av fig 5.1.1, ddr grédnserna g&r ned till < 1 ppm
i provet. F&r inaskade prov ligger i allmanhet detektionsgrin~
serna i provet nagot hégre bercende piA en elementmissigt
tyngre matris. Héga halter av bl a Na i provet ger upphov till
en stérande bakgrund vilken f4rsimrar kinsligheten. Hur laga
detektionsgridnserna blir i det enskilda fallet bestéms av
provets vattenhalt, mingden nedbrytbart material liksom
f5rekomsten av stdrande dmnen. (Fig 5.1.2) Anvdndandet av
inaskning fdrbdttrar oftast detekt ionsgridnserna avsevart, men
introducerar ocksd ett odkat osikerhetsmoment i kvantifieringen
och stdller hdgre krav pa noggrannhet vid preparering. I manga

fall &r frystorkning en tillricklig koncentreringsmetod.

Resultat och exempel pi analyserade proviyper.

Med standardmetoden har pellets tillverkats och analyserats av
blod (hel, serum, plasma). P, s, ¢1, K, Ca, Fe, Cu, Zn, Br, Rb
och Sr detekteras n#stan alltid, medan Se upptrdder i vissa
prov. Didremot detekteras ej Cr, Ni eller Co. {(Fig 5.1.1 och
4.3.1)

vid proteinseparation med gelfiltrering av blodserum har
reproducerbara £5rdelningar av P, S, Cl, K, Ca, Fe, Cu, Zn och
Br med molekylstorlek uppmdtts. Fe, Cu och Zn har maxima pd de
ctillen ddr metallbindande protein som transferrin, cerulo-
plasmin och albumin upptrader, S (och delvis py fdljex
proteinmingden ganska vdl. Amnen som K, Ca och Br upptrader
som fria joner eller smd molekyler.

Med standardmetoden frystorkning, homogenisering och pellet~



pressning har bl a lever; njure faeces analyserats. {Fig
5.2.1, 5.2.2, 5.4}

Analys av pipetterat eller pelleterat prov av urin ger mager
information (fig 5.3}. Avsaltning/koncentrering med Chelex~100
sinker detektionsgridnserna kraftigt och bl a har Mi, Cu, Zn,
Mo {och Pb) mdtts i urin frin icke-exponerade personer. (Fig
5.5.1y 5.5.2)

Hir analyseras direkt i en speciell kammare ddr harstriet
flyttas i ldngdsriktningen si att en elementfdrdelning léngs
med provet erhdlls. Huruvida sidana fdrdelningar kan anvandas
som personlig exponeringsmonitor &r inte helt utrett, yttre
kontaminering ,biclogiska processer i hiret liksom urlakning
av element vid t ex tvdtt fdrsvarar tolkningen av resultaten,
Fn enkel metod att skilja pa ytfordelningar och volyms-
férdelningar i hdret har utvecklats och kan vara till hijélp
vid tolkningen av resultaten. (Fig 5.6, 5.8.1}

Naglar kan liksom hdr anaiyseras direkt, men Aven har
fbreligger probliem med ytkontaminering, vilken dock med en
limplig provtagningsteknik biir kunna reduceras.

Hudsnitt har studerats med protonmikrostrile, detektions-
gridnserna dr 10 -~ 100 ggr ligre 4n vid analys med elektronmik-
roprob, men den spatiala uppldsningen dr inte lika god, (5 =
10 Mm hos pxotonmikrostréle}. Variation av K, Ca liksom av
vissa metaller i ett djupsnitt av hud har undersdkts och
funnits Sverensstimma vidl med motsvarande elektronmikroprob-
analyser. (Fig 5.8.3)
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Jan Pallon, Pirio Pakarinen, Klas Malmgvist, Li Hong¥ou, Lars—¥ric Carlsson,
Gerd Johansson och Roland Akselsson.

1. INLEDNING

Vir arbetsmil §6 har gradvis blivit alltmer komplicerad samtidfpt som kraven pd
en god arbetsmil j5 viizer. Detta medfSr ett Okat behov av analyser inom de
forskningsomriden ddr samband mellan exponering och hdlsoeffekter studeras.
Det f£ims en stark dnskan och en svag trend till dvergdng till blologisk
provtagning £8r att fa billigare och bittre Svervakning av tur den enskilde
arbetaren exponeras for kemiska agens 1 arbetsmfifn. En sidan Sverging skapar
nya behov av goda analysmetoder for biclegiskt material. PIXf-metoden erbiuder
wmika potentiella oSl {gheter till muitielementanalys av biologiska prov till
13ga kostnader.

Minga arbetsmil fder dr idag sidana att wen uten forskning och/eller zmalyser
kan siga att det Hr nSdvindigt att satsa pd eliminationsteknik. Men det #r
fnte alltid kKlart T denna skall se ut eftersom man vid el fminat forsdtgirder
miste iakttaga forsiktighet si att inte andra, kanske storre risker inftires.
For att kurma gdra riktiga beddmningar och prioriteringar av vilka probiem som
ska angripas och hur detta ska ske krivs kunskaper oa gamband mellan dos och
effekt sant mellan dos och respons. S8dana kumskaper nds genom epidemiologisks
studier och genom studier av toxiska agens &de 1 organismen. 1 det genare
fallet forstker men ofta konstruera goda kinetiska modeller ddr substansers
absorpt ion, transport, metabolism, fordelning, verkningsmekanismer och
ol 4minat fon beskrive. Sddana modeller #r ocksd grundliggande for biologisk
provtagning.

Vir Svergripande milstittning ¥r att skapa vil fungerande analysrutiner for
biologiska prov som optimalt utnyttjer PIXE-metodens egenskaper att snabbt
bestiinma minga element 1 smé prov till 1ig kostnad. Rutinerna ska ha en
inriktning mot analys av blologiskt material insamlat i relevanta
arbetsmil j6situat ioner. Detta projekt ir ett f8rsta steg mot denna
milslit tning.



2. PIXE-METODEN F(R ANALYS AV BIOLOGISKT MATERIAL

Part icle Induced X-ray Emission (PIXE} dr en sparelementamalysmetod som
uvtvecklades vid vir institution amkring 1970, rvef. {1). Metoden utnyttjar
laddade partiklar for att producera kavakteristisk réatgenstrilning, som ger
besked om vilka grunddimnen som forekomer 1 ett prov. Metoden dr kvant itativ
£6r element tyngre #n fosfor, med detektionsgrénser i intervallet 0.1 ~ 10
nanogram, (1 ng=0.000 000 001 g}. Med mikrostraleteknik kan niingder ner mot
10716 g bestdmras 1 prov av en kvadratmikrometers storlek.

Fn speciell bestrilningskammare for biologiska prov f£inns utvecklad vid
inst itut fonen (ref. (2) ). Normalt bestrdlas proven i vakuum vilket fhland kan

medfSra nackdelar, varfor 1 stdllet partikelstrdlen i derma kammare extrsheras
genom ett tunt folium ut i t.ex. helifum vid atmosfirstryck. De relat vt

virmekinsliga biologiska proven kan hirvid kylas med en gasstrém riktad mot
bestralningsstillet.

Det fordras vidareutveckling av metoden imman optimal analys av biologiskt
material kan utfSras. Den relativt stora mingd material (organisk matris) som
ofta fims i obehandlade biologiska prov ger upphov till tkad icke~informativ
bakgrundsstralning. Detta medfdr 1 sin tur forsimrade detekt fonsgrénser for
ett flertal element. Medan de absoluta detelt fonsgrinserna f6r PIXE-metoden dr
mycket 18ga ( ng), ir siledes detektektfonsgrénserna uttryckta 1 koncentration

inte 1dka goda (§ ppm).

Ftt sitt att férbittra detektionsgrinserna uttryckta i koncentration av
ursprungsmaterialet Hr att avligsna en stirre del av det material som ger
upphov till den h8ida bakgrundsstriiningen. Eftersom ett blologiskt prov till
mycket stor del bestir av vatten och orgsmiskt material dr det waturligt att
pé ndgot sdtt forsbka avldgena dema del av provet och p.s.s. dstadkomm en
forkoncentrerfng av de olika elementen 1 provet. Det fimns ol fka metoder for
att koncentrera, var och en med fSr~ och nackdelsr. Te grundliggande kraven pé
en s3dan metod #r: a) inga forluster av intressanta element, b} god
koncentrat ionsfaktor och ¢) liten risk for kontaminering med de element som
gkall nitas.

Ett annat sitt 4r att med separat foms/anrikningsteknfk isolera sadana
komponenter av provet 1 vilka spirémnen kan fdrvintas féreligga i hogre
halter, och sedan analysera dessa. Forutom en Skad kinslighet t111f6r en siden



teknfk dven informatfon om provets biclogiska/kemiska egenskaper, vilket kan
vara mycket virdefullt.

Fn stor del av arbetet inom projektet gir ut pd att utveckla metodik vl

1%mpad att rutinmissigt anviindas f6r provpreparering av biologiskt material
infor PIXE-analys.



3. ANFURSKAFFADE OCH UTVECKIADE RESURSER

3.1. Teknisk utrustning

For att avligsna vattnet ur vdvnadsprov eller kroppsviitskor fiardigstilldes 1
samband med projektets start en frystork. Principen framgar av fig 3.1 och
medger torkning av ett stort amtal prov samt idigt med m5jlighet att arbeta vid
18g temperatur under torkningsprocessen genom extern kylning t.ex. med
flytande kvive.

Fore och efter torkningsproceduren kan det vara fordelaktigt eller rentav
nddvandigt att finfdrdela och blanda (homogenisera) materialet dels for att
underlitta det efterfdljande behandlingssteget, dels fbr att forbittra
representat iviteten i analysen. For att denna tillblandning inte skall
kontaminera provet har en speciell homogenisator inkdpts (Braun
Mikrod ismembrator I1) och principen framgir av fig 3.2. I en behdllare, t.ex.
av teflon, placeras materialet tillsammans med en kula av teflon eller av
nigot tyngre material, varefter behdllaren skakas med 50 Hz och varisbel
amplitud s att malning och blandning sker. Om mjuka eller vitskerfka material
behandlas kan nerkylning ske 1 flytande kviive for att skaps en hirdare och
sprodare struktur inftr malningen.

Ett ytterligare behandlingssteg imefattar avldgsnandet av den organiska delen
av provet. Forbriming 1 ugn vid ett antal hundra graders temperatur och
tillsats av starka syror 4r exempel pd sidana processer. Fn teknik med flera

fordelar dr emellertid ligtemperaturfrasining. Frén Upsala Klektrondk har en

anldggning ink8pts (se fig 3.3) som kam forbrinna den organiska delen vid en
temperatur under 100 grader C. Kapaciteten dr c:a 20 till 60 prov per dygn

bercende pa provtyp.

Vid arbete med vitskeformiga material tillsittes normlt en inre standard £or
att kontrollera ev. forluster av material under preparationsarbetet. On man
arbetar med fasta prov #r demna tillsats svir att utféra varfor det dr
underldttar vigningsarbetet betydligt, har anforskaffats for medel utanfor
detta projekt .

For att bringa det slutligen erhillna materialet pd en form ldmplig for enalys
pressas fbland det frystorkade eller insskade materialet +111 en pellet. For
gidan pressning fims dels nigra mindre manuella pressar, dels har nyligen en



hydraul isk press firdigstéllts, med vilken reproducerbar pressning kan ske.
Som pressytor anvinds hogglanspolerad hirdmetall som forvéntas ge férsumbara
kontaminat fonsbidrag till provets yta.

For kemiskt arbete finns sedan tidigare resurser i form av kemilaboratoriom
och utrustning for arbete med sparelement i ren miljs. Bla finns en
renluftsbink med sterilt luftfldde att anviindas vid mindre arbetsmoment, for
stirre och mer krivande arbeten 1 friga om renhet finns ett s k renluftsrum
dsr all lufttillfdrsel sker genom filter, varvid en mycket god, dammfri mil §5
erhills. Vidare fims en anldggning for framstdllning av extremt rent vatien,
g k Mi111 O (Millipore) vatten (1 fortsittningen frkortat MO vatten), vilken
med en serie av kolomer jonbyter och renar inkonmande destillerat vatten till
vatten av mycket hdg teknisk kvalite”.

3.2. Utvecklade datorprogram

F8r rationell PIXE-analys dr det nddvindigt att ha tillgang t111 ett vill
fungerande automat isk datautviirder ingsprogram. Ett bra sddant, HEX, fimms
sedan ldnge pd institutionen och anvinds for att utvirdera analyser av de
hittills forhirskande tunna proven. Arbete har dirfor utforts fér att koppla
ihop detta stora program med ett annat datorprogram, TJOCKT, sam skiter
berikningar av koncentrat foner for tjocka prov. Samt idigt med PIXE-analysen
registreras den gammstrilning som bildas p.g.a. Wirnresktloner i provet (s k
PIGE, ref. (3) ). Demma strilning kan anvindas £6r att bestimma de litta
element, t.ex. Na, som forekomuer i hoga halter 1 inaskade prov. Kinnedom om
halterna av de 1ittare Hmena forbiittrar dessutom m5jligheterna att programmet
TJOCKT skall fungera bra. Fn utveckling av datorprogrammet har gjorts s att
méingderna av de 14tta elementen registreras automat iekt samt idigt som HEX
anvindes for utviirdering av PIXE-resultat.

For att kunna lagra och hantera de stora datamingder som genereras vid
PIXE-analysen har ett speciellt programpaket, HEKS-UT byggts upp. Det tillater
snabb framtagning frdn massminne av ett godtyckligt provs resultat att
anvindas £or utskrift p terminal eller skrivare. For att snabbt och enkelt
kunna gdra jEmfdrelser mellan olika prov representerande olika
provbehandl ingsmetoder, olika prov i en mitgerie ete, har programpaketet
bypgts ut med funkt joner som skalning, normer ing, division med annat provs
resultat, subtraktion av blankspektrum osv. Resultaten kan iskidl fgebras savil
i grafisk form med radskrivarplottar, som 1 tabeilform. Prograrmet styrs genom
anvindandet av enkla kommandon. Programpaketet har blivit till god hilp vid
utvirderingen av de olfka provpreparer ingarmas egenskaper



4. STANDARDMETODIK FOR PREPARATION AV BIOLOGISKT MATFRIAL

4.1. Principer

4,1.1. Allmint

For att ett prov skall vara 1&mligt f6r PIXE-analys i vaknm stdlls foljande
krav: provet skall vara torrt, det ska téla vakunum, det ska antingen vara sa
tunt {(mindre @n 1-2 mg/cmz } att protonstrilens energl endast indras
forsumbart vid passage genom provet, eller si tjockt att strdlen helt stoppas
{(mer #n 10 mg/em? ). Analyseras ett tjockt prov mfste detta vara homogent, s
att den bestrilade delen (ca 0.5 e % 10 mg/cm2 ) Hr representativ £5r hela
provet. Nir det gdller prepareringsmetoder kan man skilia mellan
koncentrat fonsforfarande och proviramstdliningsmetod. De kan inte kombineras
fritt utan 3r avhingiga av varsndra, provmaterialets egenskaper och mingd.
Anvinds koncentrationsmetoder #r indunstning pd folie, frystorkning,
lagtemperaturinaskning och jonbyteskromatografi. Proviramstdllning sker pa tva
giitt, genom pipettering pd folie (turnma prov) eller pressning av pellets
(tjocka prov).

4.1.2. Val av metod, Jdnfbrelse av prestanda

En schematisk uppstdllning av preparat ionsmetoder for vitskeformiga prov (typ
plasma, saliv, urin, proteinfraktioner) finng i tabell 4.1.1, £8r fasta prov
(typ lever, njure, faeces) 1 tabell 4.1.2.

F614ande kan sigas om de olika metoderna:

Pipetter

(+) pipettering #r 1#tt, snabbt och kontaminationsfrirt

(=) pipettering dr ibland svirt, salter i kroppsvitskor ger
vid industning kristallstrukturer, i vilka mm far okontrollerad
ront genabsorpt fon vid analys, och diirmed en underskattning av
alementhaltermna

(~) vissa vitskor, tex proteinlSsningar, tuffertldsningar awhmstar
endast 1ingsamt och ger amorfa bildningar.

(~) detekt fonsgrinsema ir mittliga pga den begrinsade méingden material

Frystoriming
{(+) fungersr bra, krdver ringa Gvervakning
{~) tar tid
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Ligtemeratur fnaskning
(+) férbrinning av organiskt mterial ger en viktreducering (2-20) ggr
och en anrikning av spirémmen

(+) askan dr oftast 1dtt att pressa till pellets

(-) tar ling tid, mer &n 8 timmar och en begrinsad nfingd material
(-) f£orluster av C1, S, Br, Hg, Se

() en del naterial kan brimna fast 1 glasskeppet

{-) kvantifieringen osdkrare

Homogendsering
(+) fumgerar bra, ger snabbt (1-5 minuter) och kontaminat fonsfritt
ett finfordelat homogent pulver.

Pelletpressning

() ger ett tjockt prov vilket medfor goda detekt fonsgrinser

(#) tijockt prov tilldter samtidig bestdming av F, B, Na, Li Mg
och Al med PIGE

(=) tar ldngre tid

(=) fordrar wmer provmater ial

() materialet mdste frst malas/tomogeniseras

() fler arbetsmoment ger stdrre kontaminat fonsrisk

(-) proteinrika material tenderar att kleta fast vid pressning

Utgdende fran provtyp villjer man alltsd preparatjonsmetod med faktorerna oven

i mimne.
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4.2. Detal jevad beskriwning av preparat fonemetoder

4.2.1. Pipettering och fol femontering

Allmint

Den enklaste formen av proviramstdllning for viitskeformiga prov utgbrs av
direkt pipettering pd ett tunt folfe. Pipettering dr snabb, kan gbras relativt
noggrant och reproducerbart (pipettens kvalite” #r avgdrande) och dven
kontaminat fonsfritt om vilutvecklade tvittrutiner anvinds och dammfria
torkningsutrymren fims.

For PIXE-analysen fordras av ett pipetterat prov att det Ar relativt homogent
och begréinsat till en yta av windre #n 0.5 o’ . Vidare bor foliet vara sé
tuat och rent som m3fligt for att hilla bekgrundsnivén i3g. Foliets mekaniska
egenskaper skall vara sidana att det tal bide kemiska angrepp (svagare eller

utspidda syror) och bestrilning i vakamm vid sfilva analysen.

Ett folie som vil uppfyller kraven dr Kimfol, ett 1.5 pm t jockt plastfolie.
Det ¥#r mycket rent, ger relativt lite bakgrundsstrélning och ti1 ling
bestrilning (oftast bittre #n sfilva provet). Mm kan pipetters 7 M salpeter—
syra utan att foliet stors. En nackdel #r att £flmen %r hydrofob, vilket gdr
att minga 1¥sningar som droppats pd follet drar fhop sig 1 smd klumpar
jstallet £or att torka t1l1 ett vdl utbrett prov. For att mtverka detta kan
£1lpen gbras hydrofil, se nedan.

Montering och tviittning

Ftt omedelbart praktiskt problem vid snvindandet av Kimfol #r hanterandet av
den 1.5 jm tunna filmen, eftersom elektrostat {ska krafter vid forsta bista
t111f411e skrynklar fhop £ilmen och gor den omojlig att arvdnda. Filmen £imns
1 rullform och skall monteras Sver glasldsa diaramar 1 formtet 18x24 m? . En
vidl fungerande teknik for detta, samt for tviittning av £{lmen fOre pipettering
har utvecklats:

Fn lingd om c:a 20 cm av foliet dras ut och placeras ovenpa ett vanligt

pappersark och #nnu ett ark 1dggs ovanpé detta. Pge den elektrostat iska
vidhdftningen ligger nu foliet plant och st {11a mellan de tvd arken.
Fol felsngden Klipps av, och pappersarken med wellanl iggande folie klipps nu
jdet {1 c:a 2.5%x3 cm stora bitar. Bn bigare med ungefdr 7 o bredd fylls med
avionat vatten. Man tar en fol fesandwich med pincett, avldgsnar det ena av de
tva pappersarken och hiller resten omedelbart ovanfor vattenytan med folfet

niirmest. Genom elektrostatisk attraktion mellan foliet och { vattnet uppkoma
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spegelladdningar hoppar foliet Sver och ligger sig plant pd vattenytan.
Eventuella veck kan 1Htt rdtas ut. Man f6r ned den ena av dlaramshalvorns i
vattnet med pincett, fingar upp foliet s att det fister vid ramen och tidcker
dver hilet. Ett plant folde erhills. For att fixera detta vid diaramen anvinds
viirmesvetsning; forst fdstes foliet 1 de fyra Wrnen, dirpd kan efterjustering
av fol iespimningen ske med sm3 kompletterande svetsningar pi den folletickta
delen av ramen. Med derma metod erhialls mycket vil spénda foller.

FSr att avlsgsna eventuella smutspartiklar skilis sivill de monterade folierna
som motsvarande diarvamar, forst med M)-vatten och sedan med spektrografiskt
ren sprit och fir torka i renrum. Den sammanlagda tiden for montering och
tviittning blir, om man gbr stdrre satser, ett par mimiter per prov. Med tanke
pé den goda mekaniska uppspimingen och mijligheten att tvitta follerna efter
montering, dr derma metod att fredra franfor montering genor: 1iming, dir mem
ej 1ika 1#tt kan efter justera follespinningen eller tvitta follerma efter
montering utan att riskera att folierna lossnar alternativt fdrorenas av
1fmet.

fiydrof {1behand] ing

P4 foliet droppas 50 pl 257 NaCH, och sugs bort efter 7 -mimter. Foliet skiljs
noggrant med M}-vatten, men pipetterar pa 50 pl 0.02% polyvinylpyrrolidon
(PVP), vintar 2 minuter, suger bort vitskan och sklier igen med M)—vatten.

Miingden vitska har valts s& att den hydrofila ytan begrinsas till ett omrade
mindre #n den strilyta som anviinds vid PIXF-analysen. Efter torkning dr foliet

klart att anviindas. Teknfken ovan har utvecklats inom projektet efter en metod
beskriven 1 ref. (4), och anpassats si att den uppfyller vira hehov.

Vid pipetteringen anviinds pipetter med fast volym och engéngsspetsar, vilka
tidigare har syradiskats. En vanlig pipetteringsvolym dr 20 pl. For att ef
kontaminera proven under och efter pipettering sker bade arbetet och
lufttorkningen 1 renluftsrum.

4.2.2. Frystorkning

Al lmiint

Frystorkning innebiir att ett prov frmehdllande viitska torkas genom att provet
1 fryst tillstind far befinma sig 1 ett utrymme med sd ligt tryck att den
frusna vdtskan direkt Svergdr i gasfas utan att passera vitskefasen
(subl fmering). Det frystorkade provet har en 1dtt, ofta lucker konsistens,
vilket dr en bra utgingspunkt for vidare bearbetning. Ju snabbere infrysningen
av provet kan cke, desto mindre iskristaller bildas och desto mer bevaras den
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biologiska och fysiska strukturen. For véra #ndamil #r inte utseendet av den
biologiska strukturen av samma Intresse som vid tex elektrommikroskopering,
ment en kommande utveckling med utnytt jande av s k protommikrostréile ger
w5 {lighet til1 ytstrukturanalys.

Forluster av spirimen bundna t111 flyktiga molekylftreningar kan ske under
frystorkningen, men 4ir smd jdmfort wed forluster vid torining 1 virmeugn.
Material kan dock ibland forsvinna genom att smd mikroexplosioner sker 1
provet under frystorkningen da fnmestingda gaser plotsligt ger sig ivig. En
telnik att minska sédaa forluster har provats i ett fall, se nedan.

T #11vigagangssitt

Proven fryses i frysskdp vid ~32 grader C, antingen 1 sk Petriaskar eller 1
lutande proveor (f6r snabb torkning bSr proven ha maximal fri yta). De ar
Bvertickta med plastfilm for att skyddas mot kontaminering. Vid transport frin
frysskip t111 frystork anviinds en termosviska vilken i férvig kylts ned med
flytande kviive (LN). Proven riskerar dirmed ej att tira under transporten utan
komrmer att ytterligare kylas ned.

Frystorken evakueras med en ol jekapselpump via en kylfdlla fylld med IN.
Trycket Hr di ca 0.1 torr. Under torkprocessen stiger first trycket négot pga

gasavging frin proven beroende pi en viss uppt Ining av dessa. Temperatur—
hSiningen begridnsas dock av att proven genom subl fmat fon hela tiden fOrlorar
aina energirikaste vattemmolekyler och déirmed kyls av. Den bildade vatteningan
stoter pa sin vig mot pumpen pd kylffllan ddr den adsorberas och bildar ett
isticke. T takt med att proven forlorar vatten sjmker trycket ner mot ca 0.03
torr, vilket ocksa H#r en indfkation pd att frystorkningen #r klar. Tiden for
frystorkning varierar starkt med provtyp, och kan rora sig mellan 3 och 48
t fomar.

“Sprittning”

Vissa prov visade en tendens att spritta {viig fragment under torkprocessen.
For att minska forlusterna av material hérigenom tHcktes provbehdllarna
(glasprovrdr) med plastfilm och ett 1litet hil pa l o’ gjordes 1 filmen.
Detta hade avsedd effekt, inga fragment kunde direfter hittas utanfor
provbehillarna. En konsekvens av Svertdckningen var dock en lingre torktid.

Ispropp, ookonstrukt fon.

Den f8rsta versionen av frystork visade sig ha ot 11lricklig
{g~gaml ingskapacitet pga en oldmplig utforming av kylfillan. Avstandet mellan
kylfdlla och anslutande rdr var £5r litet med pafslid att isbildning vid

torming av stBrre vitskevolymer helt blockerade pumpvigarna och fick en



kraft ig tryckstegring som folid. Konsekvensen var att frystorkningen fick
avbrytas med Jma mellentum och avisas, en procedur pd 1015 mimter.

En omkonstrukt fon har sedemera skett; dels anviinds tvd parallella kylfdllor pa
ett sHdtt sA att den ena kan avisas medan den andra arbetar (utan att
torkprocessen avbryts), dels har kylfillorna fatt en utformning som minskar
risken for lokala isproppar.

1 framtiden planeras en tillbygenad si att de plattor pad vilka proven stir
forses med virme= och kylslingor. Ddrmed kan proven frysas direkt i
frystorken, vilket fbland kan vara fordelaktigt, och virme kan i vissa fall
behtiva tii1fSras mot slutet av torkningen.

4.2.3. Homogeniser ing/malning

For vissa typer av prov fordras malning och homogenisering. De placeras 1
syradiskade teflonbehillare som (efter ev. neddoppning i flytande kvidve)

fistes 1 den 1 avsnitt 3.1 beskriwna homogenisatorn. Efter 1~5 minuters
skakning ér provet homogent och finférdelat (kormstorlek 3-10 pm).

4.2.4. Ligtemperatur inaskning

Princip
For de analyssituationer ddr en ytterligare forkoncentrering Hr nidviindig

vidtager nidsta preparationssteg som bestdr i Sverfdring av materialet till

syradiskade glasdeglar som infires 1 den beskriwna lagtemperaturftraskaren och
efter 1-8 timmar H¥r proven helt inaskade. P& grund av ett mikrovigfdlt

omvandlas syremolekylerna ti11 betydligt mer aggressivt atoméirt syre som
formdr oxidera de organiska bestandsdelarna i provet redan vid en temperatur
under 100 grader C. De bildade gaserna Hr flyktiga och forsvimer. Dessviirre
gdller det ocksid andra dmmen i provet, bla C1, S, Br, Se och Hg vilka,
beroende p& kemisk form, kan férsvinna under askningen 1 varierande
utstrickning. Nigra typiska exempel pé askningens inverkan fimns 1 figur
4.2.1-4 diir en Finftrelse girs mellan halter 1 frystorkade och inaskade prov.

Homogen{ser ing

Fore askning 4r det l#mpligt att mala/homogenisera materialet. Det dr viktigt
att provet har en si stor yta som mijligt, askningstidens léngd beror starkt
av forhéllandet exponerad provarea till total provwolym Jven efter askning
Hr det vdsentligt att materialet fOrst homogeniseras, Atminstone om man avser
att pressa pellets. Kom med kirnor-av ofullstindigt askat material och med en
amnan elementsammensdttning #n provet 1 Gurigt kan, om de ej blir homogent
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fordelade 1 provet, ge upphov till icke~representativa resultat.

Fuke

puavibiey

Kvoterna mellan halter bestdmda wed PDE 1 prov efter och prov fore askning
(enbart frystorkade), avviker fbland aveeviirt fran den relatfon som erhdlls
genom viigning av provet fore och efter inaskning. Om proven minskar tex 10 ger
4 vikt vid inaskningen bSr rimligtvis halterna (1 koncentration mitt) av
1cke—flykt iga element som Fe, Cu, Zn och Rb ha Skat 10 ggr. Att sd ej alltid
%r fallet, viktindringen dr ofta stfrre in anrikningsfaktorn, kan missténkas
bero pa fukthalten 1 de icke inaskade proven. Om dessa efter frystorkningen e}
fSrvaras 1 ecksikator kan de absorbera vatten ur luften och f3 en Wgre vikt,
ledande till en skenbart stSrre inaskningskwot. Detta prohlem kommer att bli
foremdl for niirmare studier.

4.2.56 Pellggressngg

Frystorkat och homogeniserat material, 1iksom inaskat sadent, kan med firdel
pressas till pellets. Ju mindre kornstorieken i materialet dr desto bittre och
hillbarare pellets kan tillverkas. For niirvarande pressas 5 m:s pellets med
en handmandvrerad hivetdngspress, men nyligen har firdigstdllts en hydraul isk.
En fordel med analys av pelletprov Hr att man med PICE kan best¥mm halterna
av bl a ¥, Na och Mg«

4.2.6. Joobyteskromatografi med Chelex-100

Fn teknik £6r att kumna forbittra detekt Jonsgrinserna vid bla analys av urin
har testats. Den utnyttjar en kolom med jonhytarmaterial av typ Chelex~-100
(BIO-RAD), vilken efter tviittning 1 suprapur 2.5 M salpetersyra Sverforts 1
ammondfunforn med hiklp av ammon fumhydroxid. Dirpd har urin, vilken first
mineral iserats genom kokning 1 syra, £att passera in i kolonmnen, och
avslutningsvis eluerats med 1 M CHj COONH;, , MQ-vatten och 2.5 M HNO3 «
Beroende pi N, —jonens 1ikhet (hdr) med alkal fmetalljoner kan alkal imetaller
elueras med ammoniumacetat. Bn del alkaliska jordartsmetaller kommer ocksa ut
med ammoniumacetaten. Overgingsmetaller kommer diremot ut med syran. Hela
processen dr pH-beroende.

Innan vattenfasen eluerats har Ma, K, Rb, Sr och 70% av Ca férswmnit ut ur
pelaren. I salpetersyrafasen komwer s Mn, Co, N, Cu ,Zn, Mo, Cd och Pb ut 1
vl avgrinsade fraktioner. Se figur 4.2.5., ref. (5) och ¥ven punkt 5.5 nedan.
Med denna teknik 1igger detektionsgriinserna f6r bl a Ni under de naturligt
forekommande halterna.
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Arbete med undersSkning av teknikens ti11forlitlighet och bercende av prov—
ti11 jonbytarvolym f&r olika grundémnen pigdr, liksom tester av
reproducerbarhet och recovery. Forstk skall giras med bide mindre pelare och
mindre provwolym, ett mil Hr att minska provméingden till ca 5 mi.

4,3, Tester och resultat

4.3.1. Detekt fonsgrimser

De uppnidda detekt ionsgriinserna Hr beroende av graden av koncentration av de
intressanta elementen, forekomst av storande signaler fran t.ex. folier som
proven placeras pd, samt férekomst av hWoga halter av element som natrium vilka
ger upphov till en strande bekgrund i PIXE-spektra.

Virskehalt och andel nedbrytbart organiskt material varierar kraftigt mellan
olika typer av biologiskt material (t.ex. helblod och tinder) vilket innebdr
att detektionsgrinserna omriknade till s.k. vatvikt kommer att vardera i ett
stort intervall. Totala forkoncentratfonen kan vara mellan 2 och 200 ggr. X
ref. (6) har vi gjort en studie £8r att underst@ka kombinationen
frystorkningHinaskning fr analys av blodplasma. Av diagram 4.3.1 framgdr att
de detekt fonsgrinser som uppnis ligger under de naturliga koncentrat fonerna av
ett flertal intressanta element medan for andra viktiga element (t.ex. Cr och
Pb) de uppnidda detekt ionsgrinserna dr fir hoga. Ytterligare utveckling kréve
aSledes for att analysera dven dessa element. I sammenhanget kan pipekas att
plasma &r ett sviranalyserat material med mycket 13ga naturliga halter och
relativt blygsam koncentrat fonsfaktor p.g.a. hig halt av salter och Na som
stSrande bakgrundselement .

4.3.2. Noggranohet

T ref. (6) studerades metodens noggrannhet genom analys av ett vdldokumenterat
atandardmaterfal (NBS Bovine liver). I tabell 4.3.2 visas resultaten uttryckta
som bestimd koncentration i procent av cert ifferade NBS-—viirden. Regultaten
visar pé god noggramnhet. En allvarlig killa till fel vid analys av biclogiskt
material #r risken for forlust av ldttflyktiga komponenter i samband med
naskningsforfarandet. Den 13ga temperaturen vid 13gtemperaturfdraskning bor
minfmera dessa risker men vissa element som t.ex. brom och selen dr kritiska.
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4.3.3. Homogenisering

FSr att visa behovet och effekten av det ovan beskrivna
homogeniser ingsforfarandet preparerades 10 prov av frystorkad svinlever genom
att montera slumpmissigt valda bitar av levern pa aluminiuntape. Sedan maldes
en stor bit frystorkad lever med homogeniseringsfSrfarandet och 10 prov
giordes av homogenisatet genom att pressa pellets som monterades pé samma siitt
son bitarna. Av tabell 4.3.3 framgér skillnaden 1 spridning 1 analysresultaten
f6r de tvd fallen. Medelvirdet av standardavvikelserna i fall ett dr cia
dubbelt s& stort som i fall tvd. I figur 4.3.4 och 4.3.5 jimfdrs tvé
parallellprov £8r homogeniserat material. FSrutom att en biittre
representat ivitet uppnas vid homogenisering skapar denna dessutom
fSrutsittningar £6r ett snabbare inaskningsforfande p.g.a. den storre
angreppeytan for det atomdra syret vid ett finfdrdelat prov.
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5. ANALYSERADE PROVIYPER

Ett flertal olika provtyper har preparerats och anvints under utvecklingen av
de ovan beskrivna standardmetoderna for analys av biologiska prov. De har
valts pi ett sidant sktt att arbetet dels ska vara intressant frén
arbetamil synpunkt, dels bidra t111 utveckling av en fungerande preparations
och analysteknik for biclogiskt material.

5.1« Blad

En sadan provtyp dr blod, vilket #&r Intressant ur nmoniter ingssynpunkt och
samt idigt en god representant f&r provtypen kroppsviitska. Blod #r ett viktigt
biologiskt material som genom sin kontakt med alla kroppens organ terspeglar
dess hilsotillstind. Det #r ocksi 1itt att ta prov pa da proven av sig sfilva
ir homogena och representat fve. Vissa svarigheter vid analysen kan ftreligga
d3 blod immehdller 13ga til1l mycket 13ga halter av mings grunddmnen, och 1
1{khet med flera av kroppsviitskorna har en stSrande bekgrundsmatris av salter.
Nir det gdller helblod f&rsimras analyskinsligheten dessutom av den stora
méingden férn ndrvarande i hemoglobin. Dérfér, och #ven av andra skl Hr det
bdttre att analysera blodplasma eller blodserum. Blodplasma har ocksa
analyserats, se referens (6). Bide plasm och serum kan analyseras direkt utan
nfgon mer omfattande provpreparering n pipettering pd tunna folier. DA fir
man 'emellertid enbart information om de Hmnen som finns i higre halter,
(S,C1,X,Ca,Fe,Cu,Zn,Br,Rb). En tkad kinslighet kan nds genom frystorkning
£514t av pelletpressning, dér man kan utnyttia den hogre kinsligheten for
tiocka prov och samt idigt penom gammaresktioner bestdmma l#ttare grundémnen
som Na. Exempel pé& resultat frin en helblodsanalys fimns i figur 5.1.1. ¥or
stdrre understkningar av innehdll i t ex plasma och serum av ovan nimnda
element, utgdr PIXE-metoden nmu ett attraktivt alternativ i friga om
t 111£6r14t14ghet , kapacitet och ekonomi. Ytterligare dming av k#nsligheten

kan uppnis genom 1igtemperaturinsskning, se fig 5.1.2.

I ménga fall &r men Intresserad av de Himnen som transporteras bundna till
protein i blodet, och man kan di gora en proteinfrakt fonering. Via kontakter
med bl a  institut fonerna £6r hygien och for medicinsk kemi har vi fitt prov
pa och analyserat lymfocyter samt alfa, beta och gammaglobul in. Genom
kontakter med kliniskt kemiska centrallaboratorfet 1 Lund och onkologiska
klinfken wid Iamds lasarett har vi kamnat utfora elektrofores av blodplasma
och fscelektrisk fokusering av bl a ‘blodserum (se nedan).
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5.2. Lever och njure

En aman provtyp utgdrs av lever. Lever representerar dels humant
vivnadsmaterial, dels provtypen fasta organiska prov. Under projektets
tidigare delar anviindes leverpreparat i form av ett frystorkat pulver (NBS
Bovine Liver SRM 1577, ett biologiskt standardmaterial tillverkat av oxlever)
for att utwveckla och testa rutinerna kring framfor allt inaskning. 1 och med
firdigstdllandet av frystork och inkp av homogenisator kunde vi sjdlva
utveckla en teknik for att kontaminat fonsfritt twerfora ett prov 1 form av en
organdel till ett torrt pulver, l¥mpligt ftr antingen vidare inaskning eller
direkt pelletering och PIXE~analys. Fxempel pa halter fumma i lever och njure
fime 1 figurerma 5.2.1 och 5.2.2.

5.3. Faeces

Frén Yrkesmedicinska kliniken 1 Limd (¥K) erhsll vi 5 st faecesprov vilka
mlEmats t{11 kliniken for best@ming av blyhalt. Vi avsig att testa var
behandlingsteknik pd dessa prov samt att understks vilka Zmen som kunde
detekteras. Fol jande giordes:

a) proven som var uppslammade 1 vatten fOrtorkades i vattenbad

) proven frystorkades

¢) proven frystes 1 LN och homogeniserades enligt metoden beskriven ovan

d) pellets pressades

De tjocka proven analyserades med PIXE/PIGE och ett typiskt resultat finns i
fig. S.4.

P4 YMK bestdmmer man bly 1 faeces genom att £8rst mineralisera provet i
svavelsyra, saltsyra och perklorsyra, sedan komplexbinda bly med dithizon,
extrahera det med metylisobutylketon och slutligen analysera den organiska
fasen med atomabsorptfon (AAS).

PIXE-viirdena stimmer vdl Sverens med de erhdllna AAS—virden utom for ett
prov, dir PIXE gav 10 ppm och AAS ett ca 10 ggr légre vdrde. PIXE-analysen
visade ocksi att provet imehSll stora mingder Ba, nirmare 20 000 ppm, och en
viss del Ag, ca 30 ppm. Inga av de andra proven hade nigot som 1iknade dessa
halter av motsvarande Hmen. Killan ti11 denna stora mingd barfum #r ej Kind.
Pn misstanke Hr att det ror sig om rester av kontrastmedel intaget i samband
med r¥ntgen av mag-tarmkanalen. Enligt tillgingliga uppgifter hade personen
1frdga mgrontgats ca 2 mdnader tidigare, vilket #r ling tid for att fBrklara
den hoga Ra-halten.

Betridffande AAS-metodens ligre blyvirde kan det t#dnkas bero pad att
komplexbindaren blockerats av den stora barhamiingden, si att bly e bundits {1
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normal méngd till demma. Normalt utfdrs kontroller av anmalysmetoden genom att
gdra standardtillsatser av Pb till proven, men det gtrs inte ti1l varje prov
och det hade inte glorts till detta.

En situation som dema 3r ett utomordentligt exempel pd en av firdelama med
mult felenentanalys.

Vi kan med PIXE detektera minga Zmen i faeces. Ursprunget till en del av dem
4r att stka 1 den intagna kosten, medan andra hdrrSr fran utsndringar i
magtarnkanalen, tex vet men att en del Cd utsdndras via gallen.

Fr utrénandet av vissa sjukdomstillstind eller yrkesexponeringar kunde
mitningar pa faeces eller galla vara av intresse.

5.4. Uzin

Urin frystorkades och pressades till pellets, vilka analyserades pd sedvanligt
gitt, se resultat 1 fig. 5.3. Forstk gjordes till ytterligare koncentrering
genom inaskning, men pga salter och organiska bestindsdelar brinde materialet
fast 3 hirt 1 glasskeppet att det inte var meningsfullt att 15sa upp resterna
och tillverka nagot prov ddrav.

De detekt jonsgrinser som uppnds vid frystorkning dr inte tillrdckligt 13ga
ifall man har for avsikt att mita Humen som Cr och Ni 1 urin, diirt 111 krédvs
ytterligare koncentrering och avligsnande av matrisdmen som Na, K, och Cl, se
vidare nedan.

5.5 Analys av urin efter selektiv koncentrering med Chelex-100

Med anvindande av jonbyteskromatografi med Chelex-100 i amon furform som
jonbytare kan en avsevdrd koncentrering goras £8r vissa Hmen i urin,
samt idigt som provet avsaltas.

100 ml urin delades 1 tvd portiomer, varav hilften dopades med 40 pe/l Ni. Den
organiska matrisen destruerades genom kokning i salpetersyra och resterna
spéddes med MQ~vatten till ca 40 ml volym. Tre parallella jonbytesforstk
gjiordes; urin, urin dopad med Ni och vattenblari i varsin pelare med tviittad

Chelex-100. Som pelare anvindes korta pasteurpipetter med en gelvolym av 1.5
nl.
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Frakt joner uppsamlades under hela tiden, och delades in i fyra klasser

beroende pé elueringsvitska:

1) prov tn 1 pelaren fraktion 1 -6
1M (}!3 cocm4 7-12
3) M)vatten 13-15
4y 2.5 mm3 16 - 20

Pe 13 sista fraktionerna var pa omkring 1 ml. I de 12 fdrsta fraktionerna
hamar majoriteten av Na, K, Ca, Fe, Kb och Sr. T en enda fraktiom, nr 17,
koomer majoriteten av Ni, Cu och Za. Se figur 4.2.5 och 5.5.1-2. Om men rilmar
om detekt fonsgrinserna for dessa Hmnen frén fraktion 17 t111 hela méngden
ursprungl ig urin skulle de bli:

(pe/1) “normalhalt” (enl Iyengar et al, ref. (7))
M 07 2.3 - (83)
o 09 17 - 300
n 1.0 193 -~ 2040

Se Hven referens (5). De #Emen som kan koncentreras med derma metod enligt
vira forstk hirtills %r Mn, Co, Ni, Cu, Zn, Mo, Cd och Pb. Metoden Hr ¥nnu
bara provad pd urin, men bdr kunna anvindas pa andra vitskor med higa
salthalter under forutsittning att de kan mineraliseras.

5.6. Hir

Fn tredje provtyp som kan tidnkas £f5r monitering och som indfkator pé en
blodplasma byggs in i och anrikas 1 oljk: ;;ui“hﬁrvﬁvmden under hirstriets
t {11viixt . Forutsatt att ingen tili- eller frinftrsel av dessa grundiimen sker
{ efterhand, t ex genom tvidttning, firgning eller deposition av
luftféroreningar, avspeglar haltema 1 hirstriet de koncentrat ioner som fanns
i blodplasma di hiret bildades. Harstriets tillvixthastighet d@r kind och
ciledes kem tidsvariatjonen av ett flertal element bestimmas med direkt
PIXE-analys av ett hérstrd med en tidsuppléening av ca 1 vecka. Siledes kan
forindring i halterna relateras t{11 en eventuell exponering eller ett
& jukdoms£Srlopp vid en viss t {dpunke. Kvant if feringen av koncentrat fonen i

hirstra fran PIXE-snalys Hr ett i litteraturen dokumenterat problem beroende
pa de olika hirt jocklekar som férekommer (diemeter mellan 40 och 120 ym), och

den variatfon som kan foreligea ldngs ett enskflt hérstri. Netta problem har
emellertid 16sts, se ref (8) och (9). I en for hiranalyser specialbyged
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kammare har hirstrén analyserats i hel himatmosfir med samtidig detektering
av rontgenstrilning (PIXE) och registrering av laddade partiklar spridda vid
kollisimer med atarkimor 1 hdrmatrisen. Det sistndmnda anvinds £3r att
berdkna hart jockleken 1 varje punkt och ger tillsammans med PIXE-resultaten
koncent rat fonen av detekterade element, ref. (8), (3) och (10). Detek-
t jonsgransen £dr t ex Cr, Mn, Fe, Ni, Zn, Hg, Pb, As och Se ligger i omradet
1- 10 ppme I figur 5.6 visas ett exempel pd resultat av en analys lidngs ett
hirstrd fréin en kvicksilverforgiftad person.

Anviindningen av hérstrin som "dosfmeter” inom t ex arbetsmil jSundersSkningar
ir som antytts ovan inte invéndningsfritt. Risk foreligger att det intressanta
elementet kan ti11f6ras hiret bide genom upptag via kroppen (endogent) och
genom divekt exponering av hiret £or t ex dimm eller rtk (exogent). Genom ett
noggrant studium av tidsvariationen Yings ett hirstra kan ind fkat foner pé en
eventuell exogen komponent erhillas. For att fa ytterligare informatiom av
betydelse for att kumma avgdra huruvida ett element 1 hir #r endogent eller
exogent, kan mm studera elementets radiella férdelning 1 hirstréet med mikro-
strale (se avenitt 5.8 nedan). Sddana understkningar ir dock Inte realistiska
nir det gdller analys av flera element i minga hir. Li HongKou och Klas
Malmqvist har utarbetat en snabbare teknik for att f£& information om den
radiella fordelningen och $ifort resultat frén denma metod med resultat frin
mikrostrilebestdmingar (ref. (11) ). Hir som medfum for biologisk provtagning
1 arbetamil §6 kan siledes sarmolikt erbjuda minga frdelar.

5.7. Neglar

I samarbete med institutionerna for Hygien i Umed och Medicinsk Fysik vid
Karol inska Institutet 1 Stockholm har studier pabdriats 1 avsikt att utrina
huruvida PIXE-metodens speciella egenskaper kan utnyttjas fér dermatologiskt
material. Hud och naglar frén patfenter med olika symptom bestriles pd venligt
girt och resultaten fdmfors med normalmaterial.

Av sdrskilt intresse f6r arbetsmil jbomridet H#r ett forstk att studera
¢ 1dsvariat fonen av As-halten lings naglar. Dessa viixer c:a 0.1 mm/dag och det
#r viillcint att As forekommer 1 hoga halter i naglar. Siledes bor 3-5 ménaders
exponering fér arsenik kumna £51jas lings en nagel. Hela naglar liter sig
gvirligen insamlas for analys varfor ett speciellt instrurent amviinds for att
hyvla av ett "span” frén nagelns ovansida. Detta analyseras sedan med PIXE
varvid en tidsupplBening av c:a 10 dagar erhills med detektionsgrénser fOr As
pica 1 ppm. I figur 5.7 visas ett resultat frin en PIXE-analys av ett sidant
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apin 1 vilket bl a Cd detekterats. Vidare arbete med denna insaml {ings— och

analysteknik pigdr. Liksom fdr hir utgdr exogen t {11f5rsel ett problem.
Huruvida detta problem #r hanterbart t ex genom att awinda ett djupare lager

och tanaglar miste utforskas, bl a med hidlp av mikrostrileanalys av
nagelanitt 1 avsikt att erhdlla djupfordelning.

5.8. Mikrostrileanalys av dermatologiskt material

vid Institutionen har utvecklats ett system for protonmikrostrileanalys.
PIXE~analys kan dirmed utforas med en spatial uppldsning av 5 t111 10 pm. Vid
analys av elementsammansdttning som funkt fon av djupet 1 hud kan bl a
elektroninducerad rontgenanalys (EDX) utnyttias pd tunna snitt av hud 1 ett
elektronmikroskop. Den hgre relativa kinsligheten (100~1000 ggr) hos
protormikrostrilen har vickt intresset for att utrona dess tillémpbarhet inom
dermatologisk forskning. Inom ramen fér ssmarbetet med Medicinsk Fysik och
Karol inska Institutet har ndgra analyser av turma snitt (ndgra um) av hud och
hirstran utférts med en upplening av 4-8 pm (vef. (12) och {13) ).

1 figur 5.8.1 visas resultaten frin en tvdrsnittskaraktidrisering av ett
harstra fran en person med misstinkt FmfSrgiftning. Som framgér av figuren
varierar elementfdrekomsten kraftigt Swer tvérsnittet.

1 figur 5.8.2 visas resultatet frén besti@ming av djupférdelning av ett antal
element 1 normal hud, sdrskflt epidermis. I férlingningen av detta arbete pi
aormalmaterfal planeras systematiska studier av penetration av
yrkesdenmtologiskt intressanta element sam Cr och Ni.

Metod fken #r unfk sitillvida att den ger en till tvA storleksordningar 1dgre
detekt lonsgrinser 4n vad som kan dstadkommas med EDX analys. Detta framgar

bl a av fig 5.8.3, ddr Férn—, zink- och calcimfordelningar 1 epidermis visas
fSr flera olka hudenitt. Metoden Sppnar ddrmed nya 5§l igheter for studier av
+ ex hudens barrirfinktion vid arbetsmil jdexponering. Detta arbete har redan
£3rt en viss nternationell uppmirksamhet genom en inbjudan ti11 oss (Roland
Akselsson) att halla ett lingre firedrag vid konferensen Scanning Electron
Microscopy 1983, ref. (12).

Eftersom de tvs metoderna protormikrostrile och EDX i flera avseende #r
komplementira pigdr f n jémfSrande studier bl a med avseende pd

kvant if fer ingsteknik. Detta sker i samarbete med Medicinsk fysik, Karolinska
Institutet och Experimentell Biologi, Yenner-Gren Institutet.
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6. Proteinfraktionering

6.1. Allmdnt

Man kdnner till drygt 200 plasmaproteiner i blod. Dessa kan vara
transportprotein, skyddsprotein eller hemostasprotein.

Fir vissa protein med fSrmigan att knyta metaller til1 sig Kimmer man relativt
viil til1 furktionen, t ex binds koppar hirt till ceruloplasmin. Albumin, det
kvant itat ivt mest forekommande proteinet i plasma, Hr ett allmint
transportprotein som transporterar minga metaller till levern eller andra
organ, dir mer specifika protein syntetiseras och 1 sin tur binder metallerna
t11 sig. En forhdid nivd av sidana specifika protein kan férvintas efter en
exponering. I en efterfdl jande separation och PIXE-analys bor dessa férhcida
halter tydligt avspeglas. Tack vare PIXE-metodens rult felementkaraktdr far man
samt idigt information om andra #mnens ndrvaro, vilket kan vara mycket
vérdefullt vid studier av synergist iska och antagonistiska effekter.

Fn mindre studie Sver 1mpliga proteinseparationsmetoder har darfir pabor Jats.
Ténkbara metoder 4r bl a elektrofores, isoelektrisk fokusering (IEF) och
gelfiltrering. Med hidlp av elektrofores 1 agarosgel gjordes ett antal
separat ioner av blodplasma. Dessvérre var resultaten ndgot tvetydiga, dels
beroende pa firekomst av metallfBroreningar i gelmaterislet (detta framstills
f£5r Kliniska syften och #r ej direkt Hgnat fir spirimesanalys), dels bercende
pa att mingden plasma e] kunde vara storre #n ca 10 yl, vilket giorde att
endast element som Fe, Cu och Zn kunde detekteras. Ett annat viktigt faktum
var att separationen skedde vid ett pH av 8.6, vilket avviker frim det
fysiologiska pi-virdet 7.4, med risk for att proteinen forlorat en del av sitt
metallinnehill 43 det hela tiden foreligper en ph-beroende Fmvikt

protein + metall ¢—> metallprotein.

6.2. Isoelektrisk fokusering

En metod som till3ter stSrre mingder protein att separeras ir T¥F, vilken
beroende pé val av utrustning, kan var ant ingen analytisk (god upplSsning, smd
mingder) eller preparativ (sdmre upplSening,stora méingder).

Vi har gjort ett antal forstk med analytisk separation av blodserum pa en gel
av polyakrylamid, direfter skurit gelen i bitar, och efter preparering
analyserat imehillet. Ett exempel pd en sidan analys finns 1 figur 6.2.1.
Metoden med iscelektrisk fokusering Hr Intressant men kan fSrmodligen e
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direkt utnyttijas for vira syften. Liksom i fallet med elektrofores dr IEF
utvecklad f8r separation och analys av protein i klinisk eller
forskningaskala, men ej for metallanalys pd sparfimesnivd. Remheten hos det
anvinda materialet mlste understkas 1fksom om metallférluster frin proteinen
vid deras vandring 1 pi-pradienten kan upptrids. For att understka detta miste

ett stort antal prov prepareras, amalyseras och utviirderas, ¥ven med annan
teknik.

Med preparativ isoelektrisk fokusering (PIEF) kan storre méngder
plasmaproteiner separeras, men det sker till priset av en simre upplsning. I
PIEF blandas det prov som ska separeras direkt in i gelen (en sk “gramulerad”
gel) redan fran borjan, och under fokuseringens gang vandrar de olika
proteinen till respektive isoelektriska punkter. Da fokuseringen dr klar
placeras ett galler genom gelen och stinger imme de bildade fraktionerna. phH-
vérdena f6r gelfraktionerna uppmittes och fims i fig 6.2.2. Gelfraktionerna
som imestingts mellan gallerviggama skrapas upp och placeras i speciella
siktar dir de slamms upp med 4 ml M)-vatten. Protein och amfolytviitska kommer
d& att passera genom edfktens botten och kan samlas upp. Totalt erhills 30
frakt joner.

Ftt forstk glordes med blodplasma, och den bildade viitskan behandlades pd tva
sdtt; en del pipetterades direkt pa Kimfol for analys, en del frystorkades
férst och koncentratet 18stes 1 en 1iten mingd vatten och pipetterades.
Frystorkning sinkte detekt fonsgrinserna med en faktor 3-4. Atskilliga dmen
kunde detekteras och hade en férdelning léngs med pH-gradienten, figur
6.2.3.1-6. Pga en misstinkt kontamination frin de filterpappersremsor som
utg¥r vitskereservoirer for elektrolytldsningarna, végar vi inte uttala oss om
k#llan ti11 dmnena. Halterna av Mn var tex sa hoga att de omSjligen kumnat

hiirrdra fran blodet. Vi arbetar for stt fima ett 1dmpligt ers¥ttningsmaterial
for filterpapperet och dirmed ha mS8jlighet att utesluta denna
fororeningskilla.

6.3. Gelfiitrering

6.3.1. Princip

Gelfiltrering (molekylsiktningskromatografi) Zr en metod som separerar
molekyler efter deras storlek. Gelen framstdlls genom att en dextranprodukt
fir ta upp vatten och svilla. Gelkornen #r porsa och slépper in 13gmolekyléra
substanser. StSrre molekyler kan : jnte fritt passera in i gelkornen och
t11lrdckligt stora stings helt ute. Om en glaspelare packas med dextrankorn
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kan den utnytt jas for molekylseparation. Det material som ska separeras far
passera genom pelaren. De stirsta molekylema, som utesténgs fran gelkornen,
passerar snabbt genom pelaren. Mindre molekyler gir diremot in i kornen och
fir en ldngre vandringsstriicka. Ju mindre molekyler desto ldngre tid tar det
fmman de passerat genom pelaren.

Dext rankorn £ims 1 olika tithet vilket tilliter val av separat ionsegenskaper .
For separation av serumrproteiner har Sephadex G200 anvints, vilket t{llater
molekyler med molekylvikt upp t111 800 000 att trdnga in i kornen.

Gelf fitreringen utfordes 1 kylrum pd dinst ftutionen for meddcinsk kemi 1 Lamnd.

6.3.2. Tvdttning

Eftersom firsdkets syfte var att bestdimm element med spirhalter i separerade

serurproteiner, inses 1dtt att alla delar 1 den ingdende separat ionen miste

vara extremt noggrant rengjorda. Det gdller forutom sjdlvidlara saker som

glasrbr, behdllare for huffertlSsning, redskap och glasutensilier anvinda vid

beredningen av buffert, ocksd sfilva gelmaterialet 1iksom tufferten sJlv.

F51 jande procedur anvindes:

1) Glasvaror syradiskades 1 1 dygn.

2) Bufferten (Tris-HCl) fick passera en pelare med Chelex~100 1 ammoniumform
for att renas frin metaller. Dirpa spiddes den till 0.02 M och pH-
justerades till 7.8

3) Sephadexgelen tviittades genom att tvd pelarvolymer 0.01 M Na, —EDTA
£ick passera gelen under 15 dygn.

(Vi anviinde en firdig pelare, lingd 1380 tmm, inre diameter 55 rm,
volym mellan gelkornen 800 ml, total volym 3200 ml.)

4) Gelen skislides och kondit ionerade dirpd med tvd pelarvolymer tvéttad
Tris-buffert under 13 dygn.

Dirmed ansigs gel, pelare, anslutande plastslangar och buffert som

t 111rsckl gt noggrant rengjorda for separat fonsforsdket

6.3.3. &IBE

De syradiskade glasrbren (120 st) tdcktes med parafilm, vigdes och mumrerades
(£6r att senare kuma best¥ma mingden 1 varje fraktion).
Eluer ingsbufferten (Tris-HC1) nmiste fore varje pifylining i pelarreservoiren

"Juftas”, dvs med undertryck och virme befrias frén 15sta gaser. Dessa hade
annars kunmat Bvergi i gasform inuti pelaren, ddr bildat luftfickor och

avsevdrt forsdmrat pelarens egenskaper.
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60 3-4- Utf.d‘ra[ﬁe

Forsoket utfordes 1 kylrum. Provet, 10 ml blodserum, applicerades pd pelaren,
buffert pifylldes och anslutning t111 pelarreservoiren giordes. Med en
peristaltisk pump 3stadkors ett flode av ca 12 ml/t fmme. En forfraktion (e av
jntresse hir) pd 525 ml insamlades och glingdes. Provrdren placerades i en
¢rakt onssamlare, ca 20 st avticktes frén parafflm och drygt 20 ml fraktion
gamlades i vart provror. Med jdmma mellanrum ticktes fyllda provrGr med
plastfilm, nya avtédcktes och tuffert till pelaren péfylldes. Hela separationen
tog 9 dygn och resulterade 1 106 frakt foner.

6.3.5. Efterarbete

Proven vigdes, 0.5 ml hidlldes av for att anvindas till prote inhaltshest@ming
med UV-absorpt ionsmétning vid 280 vm. Fraktionerna placerades ddrefter i
frysskip, — 32 grader C.

Proven frystorkades diirpd i mellan 36 och 48 timar, dterstoden utgjordes av
en vit, por8s och fintridig struktur. Innehdllet 18stes upp 1 500 pl
MY-vatten, varav 20 pl pipetterades pd foller f6r analys. PIXE-analys glordes
pa sedvanligt gitt, resultaten beriknades med HEX och sammanst#l1des med
HERST, se fig. 6.3.1-7. For att forbidttra detekt fonsgrinserna behandlades en

del prov pd forstk med tva metoder, dialys och ultraf {itrering.
6.3.6. Diskussion

De #mnen vi letar efter f5rmodas sitta tundna 1 proteiner och det prov vi
pipetterat InnehSll bade protein och buffert. Den toga Cl-halten 1 bufferten,
vilket #@r en konsekvens av virt val av buffert, gor att vid PIXE-analysen
drinks en stor del av informat fonen 1 bakgrundsstrilning. For att komma
tilirdtta med detta undersdktes om separering av mindre molekyler #n protein
(dir fbland Tuffertmolekyler) fran gelf fitreringsfrakt fonen skulle luma ge ett
renare spektrum. Bigge metoderna visar att separat jonen ger en klar
forbittring av topp till bekgrundsforndl landet, Cl-halten har ocksd mingkat en
faktor 100 — 1000. Aven andra Hmen har minskat 1 olfka proport loner, vilket
nmu gor kvant if jering osdker. Detta kan bero pd att en viss nedbrytning av
prote iner har gt run sedan gelfiltreringen gkedde, en del metaller dr kanske
ocksd 83 16st tundna till protelnen att dialys/ultraf iltrering kan £3 dem att
lossna.

1 en av frakt jonerna kunde efter separat jon Se detekteras, vilket inte hade
observerats i det ursprungl iga provet pga den hoga bakgrunden. Uppenbarl igen
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kan men med seperering med dialys/ultrafiltrering erhilla ny intressant
jnformat fon. Ett problem vi upptickt &r den kontaminering av bl a Hg som
orsakas av att ultrafiltreringsenheterna &r indrdnkta 1 en ant ibakteriell
18ening. Fn metod att tvitta bort Hg och en del andra Hmen pagar.

Pn erklare viig att sinka detektionsgrinserna har visat sig vara att som
buffert anvinda Tris-acetat i stdllet for Tris-HCl. Dirmed elimineras den
storande bakgrundsstrilningen frin C1, och man kan £3 ut betydligt mer
informat ion ur spektrat. En annan fordel #r att pelarstorieken kumat minskas
s& att prov- mingden kan vara 1 ml serum. Separationst iden har minskat till ca
4 dygn, och av innehdllet i de bildade fraktionerna har man efter
koncentrering ocksd kunnat utayttia 2/5, vilket &r en avsevdrd forbittring. Se
Hiven ref. (14).

De problem med kontaminering som nimns 1 denna artikel har sedemera kumnat
bemistras, bl a genom att en uppstdlining for gelfiltrering byeggts upp 1 ett
kyskdp 1 institutionens lokaler, dels genom anvindandet av ett “tvdttprogram”
£8r gel och pelare efter var separation. Kontrollen Sver forhallanden vid
separat fonen #r dirmed bittre, den tkade tillgingligheten har medfdrt att fler
separat foner kumnat utféras. Hittills har mest serum frin icke—-exponerade
personer understkts, och reproducerbara fordelningsr av'P, S, Cc1, X, Ca, Fe,
Cu, Zn och Br med molekylvikt erhallits. Metallema kan knytas till Bl a
transferrin, ceniloplasmin och albumin. P och § f8ljer proteinmiingden medan K,
Ca och Br mest upptrider som fria joner/smh molekyler.

Ftt fortsatt arbete med en Skning av kinsligheten, en eventuell kombinering
med en efterfdljande hbgupplUsande separat jonsmetod 1iksom en sdker
proteinident if fkat fon planeras.
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Den referensgrupp (Prof G. Lindstedt och 1:e yrkeshyg. A. Schiitz) som utsetts
av ASF for detta projekt sammantridde f6r forsta gingen i Lund okt 1980.
Ddrvid visade PIXE-gruppen sina laborativa resurser och sin verksavhet inom
arbetsmil jomridet. Vidare diskuterades uppldggningen och detal jer av
projektet samt formerna for gruppens vidare arbete.

For att underl¥tta samarbete och koordinat ion med en forskningsgrupp i
Gteborg (Doc E.Selin) bestdmdes att referensgruppen skulle vara gemensam for
béda grupperna och en medicinsk expert knots ti11 gruppen (Doc P.Nordqvist).
Gruppen sammantrédde en andra ging i Goteborg dec 1981 och Giteborgsgruppen
fick dirvid ti11fdlle att visa sin verksashet.

Ett tredje sammemtride har hillits i april 1984 i lund ddr de bidgge grupperna
redogjort for sina forskningsresultat och erfarenheter.
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Fig. 3.2 Principskiss av homogenisator/kvarn.
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Tabell 4.3.2

Ratios of measured element abundance in NBS bovine liver (SRM 1577) to the stated value in percent. Mean value 2 ¢ standard
deviation. The NBS-value in brackets is not certified, but given for information only.

Element PDried, thick ¥ Ashed, dissolved B) Ashed, thick © NBS

P 927+ 2.7 6362+ 356 116 ¢+ 9 (100}

ol 122 + 4 <0.8 <09 100

K 105 + 6 88.7: 4.1 127 £ 9 100 6.2
Ca 145 + 8 145 12 169 %16 100

Mn 115 = 4 990+ 29 903+ 7.8 100 £ 9.7
Fe 933+ 5.6 89.6+ 3.7 101 ¢+ 8 100+ 7.5
Cu 98412 5.2 88.1: 2.6 959+ 7.8 1002 5.2
Zn 96.2: 4.6 923+ 7.7 100 = 8 100+ 7.7
Se 100 27 <82 <27 100 £ 9.1
Rb 984+ 5.5 956+ 5.5 <90 100+ 5.5
3} 3 pellets.

b) 4 samples pipetted on Nuclepore filters.
c} 1 peliet, only analytical error stated.

Tabell 4.3.3

Spridningen i resultaten for nigra grunddmnen vid
PIXE-analys av a) 10 homogeniserade prov

b) 8 icke homogeniserade prov

Y¥mme | Relativ standardavvikelse (Z)

Homogeniserat|Ej homogeniserat

cl 13 50
X 13 19
Ca 11 21
Mn 12 12
Fe 11 17

Cu 13 90
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kromatografi
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Mingderna svarar mot ng/ml i ursprunglig urin.

dopad urin. Mingderna svarar wot ng/ml i ursprung-

lig urin.
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Kvicksilverkoncentrationen  lings ett hirstrd
bestind med PIXE~analys. Origo motsvarar roten pd
hiret. Hiret kommer frin en person med

ELEMENTAL CONCENTRATION (mo/g}

kvicksilverforgifining. Bestrilningarna skedde i
heliumatmcsfir med en 2.5 MeV protonstrile
kollimersd, ti11 2x4 mm och en strimtithet mindre
an 5 nA/m . De heldragna linjerna #r enbart hjslp-
linjer for Sgat och felgrénserna visar den sta-

tistiska  oslikerheten  svarande wmot +/- 1
standardavvikelse.
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Elementfordelningar { normal hud bestinda med
protonmikrostrile med en strilyta av 1Ox100 um wmed
den ldngsts siden parallell med¢ hudstruikturen. Den
streckade linjen visar provtjockleken (hdgra
skalan) bestiénd frdn bakgrunden i PIXE spektrat. De
heldragna linjerna &r enbart hjdlplinjer for Sgat
och felgrinserna visar den statistiska osikerheten
svarande mot +/- 1 standardavvikelse.

SAMPLE THICKNESS imgfca’)

ELEMENTAL CONCENTRATION tpyfg)
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Ca
Fe
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¢
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Fig. 5.8.1

Elementfdrdelningar tvidrs over ettt tunt snitt av

ett mdnskligt hirstrd. BestrAlningen skedde enligt
skissen 1 tvre vénstra hirnet. Analysen de wed
protonmikrostrile folmserad til) 4x!'5 wm och en
stréa av cirka 200 pA. Den streckade linjen visar
svavelfdrdelningen uttryckt i godtycklig enhet och
réfererar ej till y-simlan. De heldragna linjerna
#r enbart hjlplinjer for Ogat och felgrinserna
vigar den statistiska osskerheten svarande mot +/-
{ standardavvikelse.
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Nivder av Fe, Cu, Zn och Ca i en gel effer isoelektrisk
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jenten vid preparativ isoelektrisk fokusering pé en "granulerad” gel

i tvd olika fall,

% blankfokusering
@ med 5 ml plasma.

pH-grad

Mitningarna gjordes efter avslutad fokusering.
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Proteinhalt bestdmd med UV-absorption vid 28C nm.

Den férsta av de tre topparna (=FT 17) innehdller bl a IgM
gch @z-makroglobulin, den andra (=FT 30) innehdller bla
IgG och lgA, medan i den tredje bl a finns albumin.

I den sista toppen (=zFT 101) finns peptider,salter och
andra légmolekyldra substanser.

Fig. 6.3.1

Fig. 6.3.2
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K, Ca och en stor del av Br kommer bland de ligmolekylidra
substanserna, vilket visar att dessa 4mnen inte varit
bundna till ndgra hbgmolekyldra proteiner.
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PIHBATY!

K, Ca och en stor del av Br kommer bland de lagmolekylira

substanserna, vilket visar att dessa 4mnen inte varit

bundna till nagra hogmolekylira proteiner. En viss f&rekomst
av Br i samband med proteintopparna kan dock skdnjas..

Fig. 6.3.4
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gerum till stdrsta delen till trans-

ferrin, Cu till 95 % till ceruloplasamin, medan

60 % av Zn binds till albumin.
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Fe binds i serum till stérsta delen till trang~
ferrin, Cu ¢ill 95 § ¢i11 ceruloplasmin, medan ca

60 % av Zn binds till albumin,

Dessa proteiners ldge Overensstimmer
men f&r

staende metallers férdelningar

+

sdker identifiering av metallbindande

krdvs analys med t ex immunokemiska metoder

med ovan-

absolut
protein

Fig. 6.3.7



