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Sammendrag  
Etter oppdagelsen og bevæpningen av syntetiske nerveagens, og det påfølgende 
kjemivåpenkappløpet som oppstod etter 2. verdenskrig, ble kjemivåpenkonvensjonen etablert 
og effektuert i 1997. Konvensjonen forbyr all anskaffelse, produksjon, lagring og bruk av 
kjemiske agens i krig, men det er i ettertid påvist bruk, senest i 2020 ved attentforsøk på Putin-
kritiker Aleksej Navalnyj. 

Ved eksponering for nerveagens, vil agenset binde til acetyl- og butyrylkolinesteraser (AChe, 
BuChE) i blodet, som fører til tap av en rekke fysiologiske funksjoner som i ytterste konsekvens 
medfører død. En metode for å påvise og identifisere eksponering for nerveagens (OPNA) i dag 
er å måle adduktert butyrylkolinesterase (OP-BuChE) i venøst blod. Prøveopparbeidingen 
består av immunomagnetisk separasjon (IMS) med påfølgende analyse med væskekromatografi 
tandem massespektrometri (LC-MS/MS). Metoden stiller krav til faglig autorisert personell for 
prøvetaking, samt temperaturkontroll (2-8°C) ved transport og oppbevaring. For redusering av 
krav til personell og transport, er det av interesse å utvikle nye prøvetakingsmetoder, 
eksempelvis ved bruk av dried blood spots (DBS). Videre effektivisering av DBS som 
prøvetakingsmetode er å inkorporere immunoekstraksjon, og dermed forkorte tiden mellom 
prøvetaking og fremleggelse av analyseresultat.   

Målet med oppgaven var å undersøke om antistoff-antigen-spesifisiteten som utnyttes i IMS 
kunne videreføres til DBS ved immobilisering av antistoff til filterpapir. 

Det ble undersøkt to ulike funksjonaliseringer av DBS som baserer seg på metodene beskrevet 
av Johannsen et al. og Mrsa et al.. Johannsen et al. immobiliserer antistoffet på filterpapir av 
type WhatmanⓇ filterpaper grade 1 ved å benytte streptavidin-biotin binding som forankring av 
antistoffet. Mrsa et al. benytter divinylsufon som forankring for immobilisering av antistoffet 
på WhatmanⓇ filterpaper grade CF12.  

Resultatene viste at både filterpapir av grad 1 og CF12 evnet å binde fritt BuChE i serum med 
et signal-til-støy-forhold (S/N) > 3. Filterpapir av grad 1 festet 7,9 ganger mer BuChE enn 
CF12. Beregnet p-verdi på 0,0056 (student t-test) indikerte at dette skyldtes metodespesifikke 
egenskaper. De funksjonaliserte filterpapirene ble deretter applisert OPNA-eksponert serum, og 
mengden festet OP-BuChE ble sammenlignet med standard IMS, som festet henholdsvis 10,13 
og 2,41 ganger mer OP-BuChE enn grad 1 og CF12. En ANOVA post hoc Tukey test indikerte 
at den ulike mengden bundet OP-BuChE skyldtes metodespesifikke egenskaper.  

Det ble observert fra resultatene at de ulike funksjonaliseringsmetodene, som benyttet ulike 
typer filterpapir, utviste et bytte i mengden bundet BuChE avhengig av om det var binding av 
fritt BuChE eller OP-BuChE. Da det kun ble utført én serie med fem replikater per metode, var 
det ikke mulig å identifisere om byttet skyldtes tilfeldige eller systematiske feil, eller var på 
grunn av bindingen til OPNA.  

Forsøket ble ansett som vellykket da begge funksjonaliseringsmetodene festet fritt BuChE og 
OP-BuChE i serum med detekterbare mengder (S/N > 3). Resultatene for serum er ikke 
nødvendigvis reproduserbare ved applisering av blod, på grunn av andre komponenter i prøven 
og ukjente matrikseffekter. Videre arbeid bør vektlegge evalueringen av ulike 
forankringsmetoders stabilitet på tvers av filterpapir, samt en påfølgende vurdering av 
reproduserbarheten til den valgte metoden.  
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1. Introduksjon 
1.1 Oppfinnelsen av nervestridsmidler 
Konflikter gjennom historien har til tider utviklet seg til å bli langvarige utmattelseskriger, hvor 
den konvensjonelle krigføringen stagnerer, og kampen om territoriet gradvis dreies om til en 
utmattelseskrig rundt ressurs- og personelltilgang. I slike situasjoner har ukonvensjonelle 
metoder blitt ansett som virkemiddel for et mulig vendepunkt (1). 

Et eksempel på et slikt vendepunkt er bruken av ulike kjemiske agens1, eksempelvis klorgass 
under første verdenskrig, som et forsøk på å overvinne skyttergravene som stagnerte krigen. 
Kjemikeren som fremmet forslaget, og la til rette for bevæpningen av klorgass som kjemisk 
våpen2, var Fritz Haber, kjent for ammoniakk syntesen (Haber-Bosch-prosessen) (2). 

Under første verdenskrig ble lav selvforsyning gjennom agrikultur avdekket som én av de 
avgjørende svakhetene for Tyskland. I mellomkrigstiden ble derfor bekjempelse av insekter og 
skadedyr et viktig fokusområde. Dette resulterte i økte midler til forskning og utvikling av 
bedre, og mer effektive pesticider3 (3). 

Dr. Gerhard Schrader ledet gruppen for plantebeskyttelse, og 
forskningsarbeidet knyttet til utvikling av nye pesticider hos 
IG Farben (tysk kjemikonsern). Under denne perioden 
syntetiserte han det som i dag regnes som det første 
syntetiske nervestridsmiddelet Tabun, og senere 
nervestridsmidlene Sarin og Soman. Arbeidet baserte seg på 
prøving og feiling, og felles for de nye agensene var 
utgangspunktet i organofosfat som «stamme», med ulike 
sidegrupper (figur 1.1.) (2, 3). 

De nye pesticidene, ble konstatert som for farlige til 
kommersielt bruk på grunnlag av de toksiske analysene, men 
ble rapportert til den tyske regjeringen, da de utviste 
egenskaper med potensiale for bruk i krig. Selv om 
oppdagelsen av nervestridsmidlene ble gjort på laboratoriet 
til IG Farben, er det Schrader som krediteres for 
oppdagelsen av syntetiske organofosfat nerveagens (OPNA 
(2, 3). 

Tiden mellom første og andre verdenskrig defineres i dag som perioden hvor syntetiske 
nerveagens ble oppfunnet (2). Som et resultat av den økende geopolitiske spenningen etter 
andre verdenskrig, oppsto det et betydelig kjemivåpenkappløp (2). Det er i moderne tid 
syntetisert flere varianter unitære og binære4 nerve agens for bruk i krig (4). Trusselen om mulig 
bruk av kjemiske våpen, og de katastrofale konsekvensene dette kan medføre, har lagt 
grunnlaget for kjemivåpenkonvensjonen (CWC).   

 
1 Kjemisk agens er et kjemisk stoff som er i stand til å fremkalle en biologisk, kjemisk eller fysisk forandring.  
2 Kjemisk våpen er kjemisk agens tilrettelagt for bruk i krig/konflikt.   
3 Pesticider er giftstoffer som er beregnet på planter, insekter, sopp og gnagere, men som ikke skader produktet. 
4 Unitære nerveagens betyr at agenset er syntetisert ferdig. Binære nerveagens betyr at agenset ikke er ferdig, men 
består av to komponenter, som ved blanding vil danne agenset. 

 

Figur 1.1. Molekylærstruktur til 
stamme av organofosfat med 
uspesifiserte sidegrupper R1, R2 og 
R3 (Laget i ChemDraw).  
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1.2 Nervestridsmidler og biologisk materiale 
Kjemivåpenkonvensjonen har til hensikt å forby all produksjon, lagring, transport, eller bruk 
av kjemiske stridsmidler. Traktaten håndheves av Organisasjonen for forbud mot kjemiske 
våpen (OPCW) og samtlige land som ratifiserer traktaten er pålagt å deklarere all aktivitet som 
omfatter de overnevnte punktene, samt å destruere den beholdning landet måtte besitte.  

Til tross for ikrafttredelsen av CWC i 1997 har det blitt registrert flere mulige tilfeller av 
OPNA-bruk i konflikter. I den pågående borgerkrigen i Syria er det registrert en betydelig 
mengde kjemiske angrep siden konflikten oppstod i 2011, hvorav angrepet i Ghouta i 2013 
ansees som det største kjemiske angrepet i moderne tid, hvor flere hundre mennesker mistet 
livet (5, 6). Det er i tillegg registrert angrep på enkeltindivider, hvor attentatforsøket på Putin-
kritiker Aleksej Navalny i 2020 er blant de mest kjente i nyere tid (7). Dette er kun to eksempler 
av flere hendelser hvor bruk av OPNA er mistenkt som virkemiddel av land som har ratifisert, 
og dermed forpliktet seg til å følge CWC. 

Konvensjonen består av grundige definisjoner og kriterier, samt tre vedlegg (schedule 1-3) som 
lister de spesifikke kjemiske agensene og spesielle utgangsstoffer som nyttes i syntesen av 
kjemiske stridsmidler (8, 9). OPNA benevnes som nervestridsmidler og tilhører vedlegg 1 i 
CWC (9). Avhengig av deres fysikalske egenskaper, deles nervestridsmidler inn i to kategorier: 
varig og ikke-varig5 (10). Kategoriene tar i betraktning flyktigheten til agenset og hvor lenge 
(timer, dager, uker) det spesifikke agenset blir værende i miljøet (11, 12).  

Fra CWC, vedlegg 1, listes blant annet følgende nervestridsmidler; Sarin, Soman og VX. Sarin 
og Soman er begge eksempler på flyktige agens og tilhører kategorien ikke-varige 
nervestridsmidler. For flyktige kjemikalier, er eksponeringsfaren primært respiratorisk og 
sekundært via hud. Sarin har en LD506 på 1700 mg/70 kg og LCt507 på kun 100 mg × min/m3 
(12). Dermed vil et menneske på 70 kg ha 50% sannsynlighet for å dø etter eksponering for 
1700 mg Sarin via hud.  

VX er et lite flyktige agens som tilhører kategorien varige stridsmidler. Agenset har primær 
eksponeringsvei via hud og svelg, men på grunn av de fysikalske egenskapene, er trusselen for 
innånding liten. VX har en LD50 på 9,45 mg/70 kg, og LCt50 30 mg × min/m3 (11).Tross lavere 
verdi av tiltrengt konsentrasjon agens i luft, enn de overnevnte flyktige agensene, vil den 
primære eksponeringsveien for VX være via hud (11). 

Gitt de forpliktelsene som er nedfelt i CWC, er det nødvendig med pålitelig påvisning av 
nervestridsmiddel og identifikasjon av agens som evidens for brudd på konvensjonen. En 
metode for påvisning innebærer funn av biomarkører i biologiske prøver fra individer mistenkt 
for eksponering. Biomarkører er målbare indikatorer som kan benyttes til å evaluere biologiske 
prosesser eller sykdomstilstander i organismer. Biomarkører kan produseres av noe fremmed i 
organismen, eller være et resultat av effekten det har på det intrakorporale8. En god biomarkør 
vil være følsom, pålitelig, høyt diagnostisk sensitiv og positiv prediktiv, samt enkelt ekstrahert 
fra det biologiske materialet (13). 

 
5 Varig nervestridsmidler har fysikalske egenskaper som gjør at de blir værende i miljøet lenge (dager-uker). Ikke-
varige nervestridsmidler har fysikalske egenskaper som gjør at de ikke blir værende i miljøet lenge (timer-dager) 
6 LD50 (Lethal Dose) er et mål på mengde kjemikalie på hud som vil medføre tap av liv for 50% av testobjektene.  
7 LCt50 (Lethal Concentration) er et mål på mengde kjemikalie i luft som vil medføre tap av liv for 50% av 
testobjektene.  
8 Fellesbetegnelse for alt som foregår, eller er lokalisert innenfor kroppen til en organisme (intracellulært og 
ekstracellulært). 
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En rekke typer biologisk materiale kan benyttes ved diagnostiske og kliniske analyser. Valg av 
biologisk materiale vil ofte være innvirket av faktorer som sykdomslokalitet, følsomhet, 
målrettet informasjon, tilgjengelighet og praktiske hensyn (14). Blod er et mye benyttet 
biologisk materiale på grunn av sin tilgjengelighet, representative natur og evne til å gi 
dynamisk informasjon om organismen. Blod har naturlig koagulerende egenskaper. Når en 
blodprøve ikke tilsettes et antikoagulent, vil prøven etter sentrifugering danne to faser; et 
sediment – koagelen og en lys væskefase – serum (14). Serumets matriks er bestående av blant 
annet ulike proteiner, metabolitter og hormoner, i tillegg til vann. Det vil kunne nyttes til 
deteksjon av en rekke komponenter, deriblant proteiner som enzymer, antigener eller antistoff 
av interesse (15). Urin er et annet hyppig anvendt biologisk materiale. Urin dannes i nyrene 
gjennom filtrering av blodet, og utskilles deretter gjennom urinveiene. Dermed kan urinens 
sammensetning reflektere en rekke biologiske prosesser via metabolitter, elektrolytter, proteiner 
og hormoner som skilles ut, der alle kan fungere som biomarkører (13, 16).  

Ved eksponering for OPNA, vil kroppens metabolske prosesser bidra til å øke vannløseligheten 
til agenset (14). OPNA-molekylene som ikke er bundet til makromolekyler vil gjennomgå 
hydrolyse og omdannes til sine spesifikke syrer ved at en sidegruppe knyttet til fosforatomet 
subsidieres med en hydroksylgruppe (figur 1.2). Videre vil en ytterligere substitusjon med et 
nytt hydroksyl danne metylfosfonsyre (MPA), sluttproduktet i hydrolysenedbrytningen av 
OPNA (17). Fosfonsyrene (eksempelvis IMPA, figur 1.2.) kan påvises i biologisk material som 
blod og urin etter eksponering.  

 

En begrensning ved urinanalyse er den raske nedbrytningen og elimineringen av de metabolske 
syrene gjennom urinutskillelse. Dette medfører tidskritiske momenter og en mer krevende 
ekstraksjonsprosess for selve prøven. Blod som biologisk materiale for påvisning ved 
biomarkør er av den grunn å foretrekke, da metabolitten vil ha vesentlig lengre oppholdstid i 
organismen ved at det binder til proteiner i blodet, som albumin, hemoglobin og esteraser. 

 

 
 
Figur 1.2. Nerve agensene: Sarin, Soman, VX og RVX, med deres spesifikke semi-hydrolyserte fosfonsyrer 
og det fullstendig hydrolyserte sluttproduktet metylfosfonsyre (MPA) (17). 
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1.3 Kolinesteraser  
Esteraser er en fellesbetegnelse for en rekke enzymer med evne til å katalysere hydrolyse av 
esterbindinger, og de er navngitt på bakgrunn av substratet de hydrolyserer (18).  
Acetylkolinesterase (AChE) er et enzym som hydrolyserer nevrotransmittoren acetylkolin i 
nervesystemet. Acetylkolin produseres av kolinerge nerveceller. Disse nervecellene er, blant 
annet, involvert i regulering av våkenhet, oppmerksomhet, læring, hukommelse og 
muskelkontraksjon (19).  

Ved eksponering for OPNA vil aktiviteten til AChE hemmes ved at det aktive serinsetet 
(serin203) på enzymet fosforyleres, og det kovalente adduktet OP-AChE dannes (20, 21). 
Hemming av AChE vil gi opphopning av acetylkolin i kolinerge nerveceller. Overstimuleringen 
av disse nervecellene fører videre til økt salivasjon, kramper, respiratorisk svikt og i alvorlige 
tilfeller, død (20, 22). 

Inhibering av AChE er den mest fremtredende mekanismen for toksisitet ved nerveagens-
eksponering, men agenset vil raskere binde til, og på lik måte hemme, enzymet 
butyrylkolinesterase (BuChE) ved å fosforylere serin198. Hemmingen av BuChE har per dags 
dato ingen kjent bivirkning, men som forskning fra år 2000 har vist, vil inhibering av BuChE, 
ved deaktivering av AChE, medføre død i modellorganismen. Dette antyder at det kan ha 
alvorlige konsekvenser i organismer hvor AChE-aktiviteten samtidig er redusert (22-24).  

Inhibering av fosforylerte esteraser kan reverseres ved bruk av et oksim (motgift), men 
avhenger av om adduktet har stabilisert seg (25). Stabiliseringen oppstår ved at en sekundær 
gruppe, vanligvis en alkylsidegruppe, spontant frigjøres fra fosfatet. Denne prosessen, 
presentert i figur 1.3, er bedre kjent som «aldring» eller «aging». Ved det tidspunkt et addukt 
gjennomgår aldring vil inhiberingen være irreversibel (20, 22). Halveringstiden for denne 
prosessen varierer stort for ulike agens; eksempelvis 2 minutter for Soman og 24 timer for VX 
(22, 25). Aldring har dermed en stor klinisk innvirkning, men fremmer også en utfordring ved 
identifisering av nerveagens. 

 
Figur 1.3. Organofosfat nerveagens (OPNA) binder til enzym esterase (blå) ved serin (ser), som leder til (1) 
hemming av esterasen (rød), samtidig som OPNA mister en utgående gruppe (X). Hemmet esterase (rød) vil 
deretter gjennomgå (2) aldring ved å miste en utgående gruppe (ROH), og ved fullstendig aldring (gul) er 
esterasen irreversibelt bundet og kan ikke returnere til normalfunksjon. Ved at hemmet esterase (rød) blir 
eksponert for et oksim reverseres (3) binding mellom OPNA og esterase, og esterasen returnerer til sin 
normalfunksjon (blå) (Laget i BioRender). 
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Adduktet som dannes etter at agenset har reagert med AChE eller BuChE forblir bundet etter 
enzymatisk kløyving av proteinet. Peptid med addukt vil være ulike avhengig av 
nerveagensene, inntil aldring har forekommet. Etter fullstendig aldring vil det ikke være mulig 
å skille på nerveagensene (22). Tidsaspektet er dermed en avgjørende faktor for identifisering 
av agens. Videre vil mengde bundet OPNA være av vesentlig betydning. Det er dermed ønskelig 
å isolere og konsentrere biomarkøren med høyest relativ mengde og lengst halveringstid.  

AChE er primært distribuert i vev, noe som kompliserer direkte kvantifisering. Det er av den 
grunn vanlig å måle på andre påvirkede esteraser, slik som BuChE, eller esteraser som er 
lokalisert i erytrocytter (RBC-ChE), da disse finnes i blod, og enkelt kan ekstraheres og 
opparbeides for kvantifisering (20). Forekomsten av BuChE i blodserum er funnet til å være 2-
5 mg/L blod, med en snittkonsentrasjon på 80nM (22, 26, 27). I kombinasjon med en 
halveringstid på 12 døgn, hvilket muliggjør prøvetaking over et utvidet tidsvindu, og forenkler 
ekstraksjonen av biologisk prøvemateriale, er BuChE en særlig interessant biomarkør (27). På 
grunn av den lave konsentrasjonen til BuChE er det ønskelig å isolere og konsentrere proteinet, 
eksempelvis med immunoekstraksjon.   

1.4 Immunoekstraksjon og DynaBeadsTM 

Immunoekstraksjon er en metode som utnytter antistoff-antigen interaksjoner. Metoden 
muliggjør, i kombinasjon med andre teknikker, sensitiv og selektiv påvisning av et målmolekyl, 
og kan isolere både proteiner og peptider. 

Antistoff er proteiner som består av en konstant - og en 
variabel region (figur 1.4.). Den variable regionen er 
avgjørende for gjenkjenning av antigenet gjennom dets 
epitop (figur 1.5.) (28). Komplementære bindinger 
mellom den variable regionen og epitopet på antigenet 
gir høy selektivtet. Antistoffet kan ytterligere rette seg 
mot enten lineære epitoper, som er sammenhengende 
aminosyresekvenser langs proteinet, eller 
konformasjonelle epitoper, som dannes av aminosyrer 
som er plassert på ulike deler av proteinets struktur, men 
er sammenført på grunn av proteinets folding. Dette gir 
en bred anvendelse av immunoekstraksjon som metode 
(29).  

Antistoff kan deles inn i to hovedgrupper; monoklonale 
og polyklonale. Monoklonale antistoff gjenkjenner et 
spesifikt epitop på antigenet, hvor polyklonale antistoff 
vil gjenkjenne flere epitop. Monoklonale antistoff vil 
dermed gi høyere spesifisitet (30).   

Den mest utbredte metoden i dag for ekstrahering av nerveagens biomarkøren OP-BuChE9 fra 
blodprøver er immunomagnetisk separasjon (IMS) ved bruk av DynaBeadsTM (21, 23, 24). 
DynaBeadsTM er ikke-porøse, monodispergerte polystyrenkuler (31). Beadsene er superpara-
magnetiske, som vil si at de kun utviser magnetiske egenskaper når de er i et magnetfelt. Når 
det ytre magnetfeltet fjernes, vil ikke beadsene ha noe resterende magnetisme (30). Det 
produseres en rekke ulike varianter av DynaBeadsTM, som varierer i blant annet størrelse og 
overflatefunksjon med flere ulike applikasjonsområder, eksempelvis protein-protein 

 
9 OP-BuChE er adduktmolekylet bestående av organofosfat bundet til butyrylkolinesterase.  

æ 

Figur 1.4. Generell struktur av antistoff 
med illustrert konstant- og variabel region 
(Laget i BioRender).  
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interaksjoner og isolering  
av celler (30, 32). 

For å utføre immunoekstraksjon med 
DynaBeadsTM funksjonaliseres beadsene 
ved å koble et målspesifikt antistoff til 
overflaten. Funksjonaliserte beads vil 
deretter inkuberes i en proporsjonal 
mengde biologisk prøve, eksempelvis 
serum, for selektiv binding av antistoff til 
målmolekylet ved antistoff-
antigeninteraksjoner (figur 1.5.). 
Eventuelle ikke-bundne komponenter 
elimineres ved et vaskesteg før 
målmolekylet frigjøres fra beadsene ved 
hjelp av en elueringsbuffer, eller andre 
metodespesifikke betingelser (31). 
Immunoekstraksjon med DynaBeadsTM 
benytter vanligvis et prøvevolum på 200µL (24). 

Videre stilles det krav til faglig kvalifisert personell for prøvetaking, og nøyaktig 
temperaturkontroll (2-8°C) under oppbevaring av prøven (14). For en bredere anvendelse er det 
ønskelig å eliminere disse kravene uten at det påvirker analysens kvalitet. Det er dermed av 
interesse å se på andre prøvetakingsmetoder som beholder spesifisiteten til antistoff-
antigeninteraksjoner, og samtidig reduserer krav til faglig kvalifisert personell, samt 
temperaturkontroll ved transport og oppbevaring av prøven.  

 

1.5 Dried Blood Spots 
Utviklingen av mer sofistikerte kvantitative og kvalitative analyseinstrument har betydelig 
redusert behovet for prøvevolum, og har lagt til rette for utviklingen av mikrosampling 
(prøvevolum <50 μL). En velkjent og mye undersøkt teknikk innen dette feltet er Dried Blood 
Spots (DBS), hvor en kapillærblodprøve fra hæl, øre eller finger påføres filterpapiret og deretter 
tørkes (33, 34). Når prøven er tørr kan den enkelt lagres og transporters i en konvolutt med 
tilstedeværende tørkemiddel, uten at det stilles andre krav til oppbevaring eller temperatur (34-
36). DBS utmerker seg som en minimalt invasiv og enkel tilnærming som reduserer kravene til 
både prøvevolum, prøvetaking, oppbevaring og transport (36, 37). 

I dag benyttes DBS som standardprosedyre for blodprøvetaking ved nyfødt screening, en 
nasjonal behandlingstjeneste som tar til sikte å screene alle nyfødte for alvorlig medfødte 
sykdommer, og arvelige metabolske lidelser (38, 39). I forskning har DBS blitt benyttet til en 
rekke formål, blant annet toksikologi og validering av biomarkører (39). 

DBS har blitt evaluert for deteksjon og verifisering av OPNA-eksponering av Bruin-Hoegée et 
al. (40). De anvendte et Whatman 903 protein saver card med avsatt OPNA-eksponert blod, 
hvoretter det ble utført prøveopparbeiding med DynaBeadsTM ved IMS for ekstraksjon av 
biomarkør OP-BuChE. Ved å kombinere bruken av DBS og IMS reduseres krav til faglig 
kvalifisert personell for prøvetakingen, men prøveopparbeidingen ved bruk av IMS er 
fremdeles tidkrevende. Antistoff-antigeninteraksjonen som utnyttes i IMS kan overføres til 
filterpapir ved å immobilisere antistoffet direkte på filterpapiret (41, 42). Dermed starter 

 

Figur 1.5. Illustrasjon av DynaBeadsTM Protein G med 
immobilisert primært antistoff bundet til epitop på antigen 
(Laget i BioRender). 
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prøveopparbeidingen i forkant av prøvetaking, og bearbeiding av prøven begynner ved 
avsetting av blod, slik at tiden fra prøvemottak til analyseresultatet foreligger kan reduseres.  

Filterpapiret som benyttes i DBS er 
vanligvis fremstilt av cellulose, men 
alternative cellulosefrie materialer har også 
blitt utforsket (43). Cellulose er en naturlig 
biopolymer av glukosemolekyler, og er lett 
tilgjengelig og bærekraftig (30, 42). 
Cellulosebasert filterpapir har 
hydroksylgrupper på overflaten (figur 1.6.) 
som kan danne bindinger til andre 
molekyler. Dette muliggjør modifikasjoner 
av papiret som tillater binding og 
ekstraksjon av spesifikke biomolekyler i en 
prøve (44, 45).  

Antistoff har evnen til å enten adsorberes 
direkte til overflaten av papiret via svake 
intermolekylære krefter, eller bindes 
kovalent ved å bruke et ankermolekyl som 
bindeledd mellom papir og antistoff. 
Jarujamrus et al. har vist at 40% av antistoff 
som bindes ved adsorpsjon, blir desorbert 
ved påfølgende vasking av papiret (46). 
Rene prøver gir mer sensitiv analyse, 
dermed må tap av antistoff og bundet antigen ved vask av filterpapir forhindres. Dette kan 
oppnås ved at antistoffet festes kovalent, men krever funksjonalisering eller oksidering av 
hydroksylgruppene før immobilisering av antistoffet.  

Antistoff har tidligere blitt immobilisert på filterpapir ved bruk av divinylsulfon (DVS) som et 
bindeledd av Mrsa et al (42). DVS er et lite molekyl med to elektrofile vinylgrupper som kan 
danne hver sin kovalente binding (47). Ved å funksjonalisere cellulosepapir med DVS, vil den 
ene vinylgruppen danne en kovalent binding til papiret, mens den andre vil danne en kovalent 
binding til antistoffet. Immobilisert antistoff med DVS er illustrert i figur 1.7.  

Alternativt kan antistoff immobiliseres ved å utnytte den sterke ikke-kovalente interaksjonen 
mellom proteinet streptavidin og vitaminet biotin. Dette er tidligere utført av Johannsen et al. 
(41).  Streptavidin kan binde inntil fire biotin molekyler. Dette komplekset er i tillegg svært 
stabilt og motstandsdyktig mot endringer i pH, temperatur og denatureringsagenser (48). Biotin 
er et lite molekyl som enkelt kan konjugeres til større proteiner uten å påvirke proteinets 
biologiske aktivitet (48, 49). Ved å oksidere hydroksylgruppene på cellulosepapiret kan 
streptavidin bindes kovalent til papiret. Deretter kan biotinylert antistoff bindes irreversibelt til 
papiret grunnet de naturlige egenskapene til streptavidin-biotin-komplekset. Immobilisert 
antistoff med streptavidin og biotin er illustrert i figur 1.8.  

 
 
Figur 1.6. Filterpapir av cellulose med illustrert 
funksjonelle hydroksylgrupper på overflaten av papiret 
(Laget i BioRender).  
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Figur 1.7. Modifisert fillterpapir av cellulose med 
divinylsulfon-bundet antistoff på overflaten (Laget i 
BioRender). 

Figur 1.8. Modifisert fillterpapir av cellulose med 
streptavidin og biotinylert-antistoff på overflaten 
(Laget i BioRender). 

 

1.6 Analyse ved væskekromatografi - tandem massespektrometri 
En av de mest utbredte bioanalytiske teknikkene er separasjon via væskekromatografi (HPLC) 
og analyse med masse spektrometri (MS), som gir høy sensitivitet og selektivitet (50, 51). 

HPLC er en separasjonsteknikk som separerer analytter i en prøve basert på deres fordeling 
(affinitet) mellom en mobil fase og en stasjonær fase (52). HPLC benyttes typisk som 
separasjonsteknikk i analyser der analyttene er lite flyktige. Ett av de mest brukte prinsippene 
innenfor HPLC er omvendt fase. Ved omvendt fase vil den stasjonære fasen være upolar og den 
mobile fasen polar. Analytter og prøvematriks separeres fra hverandre basert på deres polaritet 
(52). Et HPLC system består av et mobilfasereservoar, et pumpesystem, en autosampler, en 
analytisk kolonne og en detektor (figur 1.9). Separasjonen av analytter finner sted i den 
analytiske kolonnen; den er tettpakket med porøse kuler, ofte av silika, som gir stor overflate 
og økt mulighet for interaksjon mellom stasjonærfasen og prøvematriksen (52). 

Prinsippet i massespektrometri består av å separere ioner i gassfase etter deres masse (m) til 
ladning (z) forhold (m/z). Et massespektrometer består av en ionekilde, en masseanalysator og 
en detektor. Ionekilden gir opphav til ioner i gassfase og hvilken kilde som benyttes avhenger 
av fasen til prøven og analyttene. Elektrosprayionisasjon (ESI) er foretrukket for væskeprøver 
med polare og/eller sure/basiske analytter. Analyttene kan allerede foreligge på ionisk form i 
den mobile fasen, eller bli ionisert i ionekilden. Prinsippet bak ESI innebærer at væsken fra 
HPLC systemet passerer gjennom et tynt kapillærrør omgitt av en svært varm (>200°C) 
nitrogengass. I kombinasjon med et elektrisk felt vil væsken omdannes til aerosoler ved 
utgangen av kapillærrøret. Når løsemiddelet i aerosolen fordamper til små, ustabile 
væskedråper, vil de frastøtende, elektriske kreftene i dråpene bli så store at frie ioner unnslipper 
til gassfase (53, 54). Disse ionene blir deretter ført videre til masseanalysatoren. 
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Etter ionekilden føres ionene inn i instrumentet, som opererer under høyt vakuum for å unngå 
kollisjoner mellom ionene som analyseres. Dette gir lite tap av ioniserte analytter og høy 
følsomhet (55). 

Det finnes flere typer masseanalysatorer med ulike egenskaper. Blant de vanligste og mest 
robuste er kvadrupoler (56). En kvadrupol består av fire stavformede poler. Stavene blir parvis 
applisert konstant likespenning eller vekselspenning i radiofrekvensområdet, som danner et 
elektrisk felt. Når ioner fra ionekilden entrer det elektriske feltet vil de få en oscillerende10 
bevegelse, og kun ioner med bestemt m/z vil få stabile oscillasjoner som tillater dem å passere 
gjennom kvadrupolen. Ionene med ustabile oscillasjoner vil kollidere med kvadrupolen, eller 
passere ut til siden gjennom stavene, og dermed ikke nå frem til detektoren (53). 

Ved fysisk sammenkobling av flere masseanalysatorer vil masseanalysen skje i minst to trinn. 
Denne teknikken kalles tandem massespektrometri (MS/MS). I det første trinnet selekteres et 
bestemt målion, som deretter fragmenteres til datterioner for videre analyse. Et eksempel på 
denne metoden er anvendelsen av tre kvadrupoler, kjent som en trippelkvadrupol (QqQ), se 
figur 1.9. I QqQ-systemet gjennomgår målionet først en masseanalyse i kvadrupol 1 (Q), 
deretter fragmenteres målionet til datterioner i kvadrupol 2 (q) og datterioner analyseres i 
kvadrupol 3 (Q) (53). Datterionene som analyseres i kvadrupol 3 kan kategoriseres som 
kvantifiseringsion (høyest signal) og kvalifiseringsion. Fordelen med MS/MS er økt selektivitet 
og bedre sensitivitet grunnet mindre støy (57). 

 

 
 
Figur 1.9. Væskekromatografi - tandem massespektrometri (HPLC-MS/MS) system med illustrert 
mobilfasereservoar, autosampler, pumpe og kolonne for HPLC. For ionisasjon og masseanalysator illustrert ved 
elektrosprayionisasjon (ESI) og tripplkvadrupol (QqQ). Ioner fra ESI blir selektert i kvadrupol 1, hvor ett målion 
blir selektert og videresendt til kvadrupol 2. Målionet gjennomgår fragmentering ved tilføring av energi, og 
datterioner videreføres til kvadrupol 3, hvor kvantifiserings- og kvalifiseringsioner sendes til detektor (Laget i 
BioRender). 

 
10 Oscillerende bevegelser betyr faste regelmessige svingninger, en jevn fast rytme 
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Bruk av HPLC - MS/MS til å analysere BuChE 

Ved analyse av proteiner eller proteinaddukter, som er lite flyktige, er LC-MS den mest utbredte 
metoden (51). Det er hovedsakelig to strategier som kan benyttes: top down eller bottom up. 
Top down tilnærmingen analyserer det intakte proteinet, mens bottom up tilnærmingen 
innebærer enzymatisk hydrolyse hvor proteinet blir brutt ned i mindre peptider i forkant av 
analysen. Ved begrenset prøvevolum, som ved DBS, og med et målprotein i lav konsentrasjon, 
vil en bottum up tilnærming gi bedre kvantifisering ved bruk av MS (58). For biologiske prøver 
som serum eller plasma vil enzymatisk hydrolyse generere en stor mengde peptider i ulike 
konsentrasjoner, som må separeres fra hverandre for optimal MS-analyse. Det er av den grunn 
nødvendig å kombinere MS med HPLC, for å separere peptidene før masseanalysen (58). 

Ved binding til Serin19811 danner OPNA og BuChE adduktproteinet OP-BuChE. Etter isolering 
og enzymatisk hydrolyse av OP-BuChE med pepsin, vil aminosyresekvensen som inneholder 
Serin198 alltid kløyves likt, og det vil dermed alltid ha en konstant molekylær masse (59, 60). 
Ved bruk av MS/MS er det mulig å selektere målionet (peptid med Serin198) i kvadrupol 1, 
fragmentere i kvadrupol 2 og analysere datterionene i kvadrupol 3. Dette prinsippet, kjent som 
Multiple Reaction Monitoring (MRM), tillater både kvalitativ og kvantitativ analyse av BuChE 
og OP-BuChE i blodprøver, da OPNA konsekvent binder til Serin198.  

 

1.7 Statistiske signifikanstester 
Statistiske metoder benyttes i den hensikt å indikere sannsynligheten for at den observerte 
ulikheten mellom datasettene skyldes tilfeldigheter eller ikke. Dette omtales som statistisk 
signifikans (61). Det finnes flere ulike tester som kan benyttes ut fra antall replikater og type 
data som er tilgjengelig. 

Ved sammenligning av to datasett med målinger kan det benyttes en student t-test. Den tar 
utgangspunkt i en nullhypotese som påstår at gjennomsnittet for datasettene er det samme. 
t-testen angir en p-verdi, som representerer sannsynligheten for at ulikheten mellom de to 
datasettene skyldes tilfeldigheter under antagelsen om at nullhypotesen er sann. En 
lavere p-verdi indikerer større sikkerhet i at opphavet til ulikhetene ikke er tilfeldig (61). 

Ved sammenligning av tre eller flere datasett benyttes en «analysis of variance»-test (ANOVA). 
En ANOVA-test i seg selv vil kun angi om det er ulikheter mellom datasettene, men spesifiserer 
ikke mellom hvilke datasett. Dersom ANOVA-testen utviser statistisk signifikans vil det 
dermed være nødvendig å utføre ytterligere tester for å identifisere hvilke datasett som er 
signifikant ulike (61). En slik test kalles post hoc, og blant disse er Tukeys metode den mest 
brukte til å sammenligne datasett på tvers av grupper (62). 

For begge overnevnte statiske metoder stilles følgende krav ved anvendelse; normalfordeling, 
kontinuerlig data, homogen varians, uavhengige observasjoner og randomisert prøvetaking (63, 
64). 

 

 

 
11 Serin198 er en aminosyre i butyrylkolinesterase 
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1.8 Hensikt med forsøket 
Den stadig økende geopolitiske spenningen i verden, samt muligheten for bruken av OPNA, 
etablerer nødvendigheten av effektive metoder for påvisning ved OPNA-eksponering. 
Metodene som anvendes i dag for påvisning av OPNA ved bruk av BuChE som biomarkør, 
benytter serum og IMS. Serum som prøvemateriale stiller krav til prøvetaking, oppbevaring og 
transport. Dette begrenser muligheten til å innhente prøver så raskt som mulig ved mistanke om 
eksponering. Det er dermed av interesse å utvikle metoder som reduserer disse kravene og legger 
til rette for rask og enkel prøvetaking, uten at det går på bekostning av kvaliteten til prøven.  

Denne oppgaven har til hensikt å undersøke om antistoff-antigenspesifisiteten som benyttes i 
IMS kan videreføres til filterpapir, ved å immobilisere BuChE-antistoff direkte på filterpapiret 
ved to ulike forankringsmetoder. Ved at ekstraksjonsprosessen av BuChE starter på filterpapiret, 
vil prøveopparbeiding i forkant av analysen reduseres, slik at analyseresultater kan innhentes 
raskere. Oversikt over metodespesifikke forhold, henholdsvis IMS og modifisert filterpapir, er 
illustrert i figur 1.10.  

Forankringsmetodene som skal vurderes for modifikasjon av filterpapir ved immobilisering av 
antistoff er: streptavidin-biotin på filterpapir av grad 1 (41) og divinylsulfon på filterpapir av 
grad CF12 (42). Det skal undersøkes i hvilken grad de modifiserte filterpapirene evner å binde 
BuChE fra serum. Dersom det oppnås tilstrekkelig signal-til-støy forhold (S/N) ≥ 3 for BuChE 
fra de modifiserte filterpapirene, er det ønskelig å teste effekten OPNA har på bindingen av 
BuChE til de modifiserte filterpapirene. For å vurdere ytelsen til de modifiserte filterpapirene, 
vil analyseresultater sammenlignes relativt til en etablert metode (DynaBeadsTM). Denne 
sammenligningen vil gi innsikt i hvorvidt de modifiserte filterpapirene kan være et effektivt 
alternativ til eksisterende metoder for ekstraksjon og analyse av BuChE.  
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2. Materialer og metode 
I dette kapittelet oppgis materialer og metoder som er benyttet under prosjektet. Utstyr, 
reagenser og løsninger oppdrives i kapittel 2.1. Tillaging av løsninger oppdrives i vedlegg A.  
De anvendte metodene for det praktiske laboratoriearbeidet er angitt i kapittel 2.2.   

 

2.1 Materialer 
 
I dette kapittelet angis benyttet utstyr i tabell 2.1, benyttede reagenser i tabell 2.2 og tillagde 
løsninger i tabell 2.3.  

 

2.1.1 Utstyr  
 
  Tabell 2.1 Anvendt utstyr med produsent og modellnavn som er benyttet til prøveopparbeiding med  
  DynaBeadsTM og filterpapir. 
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Tabell 2.1 Fortsetter  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.1.2 Kjemikalier og løsninger 
 Tabell 2.2. Anvendte kjemikalier med produsentnavn, molarmasse (g/mol), renhet (%), konsentrasjon og  
 produsent.  
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 Tabell 2.2. Fortsetter 
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 Tabell 2.3. Tillagde løsninger med produsentnavn, konsentrasjonsforhold (fordeling) og konsentrasjon  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 Tillaging av alle løsninger som er oppgitt i tabell 2.3 er beskrevet i vedlegg A. 
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2.2 Metode 
For å måle konsentrasjonen av enzymet BuChE i serum ble det benyttet tre ulike metoder for 
immunoekstraksjon (figur 2.1). En veletablert metode for ekstraksjon av BuChE benytter IMS 
ved bruk av antistoff-preparerte DynaBeadsTM i henhold til Noort et al. (24). De to andre 
metodene baserer seg på modifisert filterpapir med immobilisert monoklonalt antistoff (mAb) 
på overflaten. Metoden angitt i kapittel 2.2.2 benytter streptavidin-biotin binding til 
forankringen av antistoffet på Whatman qualitative filterpaper grade 1, som beskrevet av 
Johannsen et al. (41). Metoden i kapittel 2.2.3 benytter DVS som et bindeledd mellom 
filterpapiret og antistoffet på Whatman qualitative filterpapir grade CF12, som beskrevet av 
Mrsa et al. (42). Serum ble eksponert for OPNA VX som beskrevet i kapittel 2.2.4, og videre 
applisert DynaBeadsTM og begge typer filterpapirprøver.  Etter binding av BuChE gjennomgikk 
både serum- og OPNA-prøvene enzymatisk hydrolyse med pepsin og ultrafiltrering som 
beskrevet i kapittel 2.2.5. Prøvene ble analysert med LC-MS/MS som beskrevet i kapittel 2.2.6. 
 

 

Kap 2.2.1 
DynaBeadsTM 

Kap 2.2.2 
Streptavidin-Biotin 

Kap 2.2.3  
Divinylsulfon  

   

 
 
Figur 2.1. Grafisk fremstilling av de tre ulike metodene for immunoekstraksjon av BuChE, henholdsvis ved 
DynaBeadsTM og to filterpapirmetoder hvor antistoffet er immobilisert ved streptavidin-biotin eller 
divinylsulfon (DVS) som forankringsteknikk (Laget i BioRender). 
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2.2.1. Immunomagnetisk separasjon av butyrylkolinesterase fra serum ved 
DynaBeads™ 
Metoden hentet fra Noort et al. (24) er justert etter anbefalinger fra samtale med forsker Alex 
Fidder (desember 2023). Prøveopparbeiding for å måle konsentrasjonen av enzymet BuChE i 
serum består av to trinn; binding av spesifikt BuChE-antistoff til DynaBeads™ og IMS av 
BuChE fra serum. Prosedyren i dette kapittelet gir 100 μL DynaBeadsTM, som tillater 
opparbeiding av fem serumprøver.  

DynaBeads™ er magnetiske og kan pelleteres ved å holdes mot en magnet. I prosedyren under 
vil forkastning (avpipettering) av supernatant alltid utføres etter at beads i eppendorfrør har 
vært plassert på en magnetholder i 30 sekunder. Etter hver tilsetting av løsning, eller endt 
inkubasjon, er det viktig å homogenisere prøven ved mild/kort vortexing.  

Binding av BuChE-antistoff til DynaBeads™ 

Ett eppendorfrør ble tilsatt 100 μL DynaBeads™ i løsning, og supernatant ble forkastet. For 
vask av beads ble 200 μL PBS [1X] tilsatt tre ganger, og supernatanten forkastet mellom hver 
tilsetting. DynaBeads™ ble tilsatt 400 μL antistoffløsning [50 μg/mL], og satt til inkubasjon 
over natt (16-18 timer) på ThermoMixer (22℃, 600 rpm). Prøven ble vortexet for 
homogenisering én gang i løpet av inkubasjonstiden.  

Etter inkubasjon ble supernatanten forkastet, og prøven vasket to ganger med 200 μL TEA 
buffer [0,2 M]. Supernatanten ble forkastet. For kovalent binding av BuChE-antistoff til 
DynaBeadsTM, ble 200 μL fortynnet DMP i TEA [0,54 mg/mL] tilsatt beadsene, og inkubert i 
30 minutter på ThermoMixer (22℃, 600 rpm). Etter inkubasjon ble supernatanten forkastet. 
DynaBeads™ ble tilsatt 200 μL TBS [1X] og inkubert i 15 minutter på ThermoMixer (22°C, 
600 rpm) for å stoppe reaksjonen av DMP med antistoff-bundne beads. Supernatant ble 
forkastet og beads ble vasket med 200 μL PBST [1X PBS med 0.05% Tween] tre ganger.  

Ferdig tillagde DynaBeadsTM ble lagret i 100 µL PBST [1X PBS med 0.05% Tween] for 
oppbevaring ved 4℃ frem til bruk. Metoden er illustrert i figur 2.2. 

 

 
Figur 2.2. Enkel illustrasjon av funksjonalisering av DynaBeadsTM ved binding av monoklonalt antistoff (mAb) 
(Laget i BioRender). 
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IMS av enzymet BuChE fra serum  

Ett eppendorfrør ble tilsatt 20 μL romtemperert ferdig tillagde DynaBeads™. Supernatanten 
ble forkastet og 200 μL fortynnet serum ble tilsatt. Prøven ble inkubert i 120 minutter på 
ThermoMixer (22℃, 1000 rpm). Etter inkubasjon ble supernatanten forkastet, og prøven 
vasket tre ganger med 500 μL PBS [1X]. Supernatanten ble forkastet etter hver tilsetting. 
Metoden er illustrert i figur 2.3. 

Videre prøveopparbeiding, som inkluderer enzymatisk hydrolyse og ultrafiltrering er beskrevet 
i kapittel 2.2.5.  

 

 
   Figur 2.3. Enkel illustrasjon av immunomagnetisk separasjon av butyrylkolinesterase (BuChE) ved bruk av  
   DynaBeadsTM (Laget i BioRender).   

 

2.2.2. Biotinylert antistoff bundet til streptavidin på Whatman® qualitative filter 
paper grade 1 
Metoden er hentet fra Johannsen et al. (41) og tar utgangspunkt i immunoekstraksjon av 
BuChE på modifisert Whatman® qualitative filter paper grade 1. Prøveopparbeidingen består 
av å oksidere filterpapiret, og deretter immobilisere streptavidin til det oksiderte filterpapiret, 
for videre å binde biotinylert mAb til streptavidin. Serum blir deretter tilsatt det modifiserte 
filterpapiret for binding av BuChE.  

Ved overføring av disker mellom beholdere, ble diskene blottet på lofritt tørkepapir for å fjerne 
overflødig væske. 

Oksidering av Whatman ® qualitative filter paper grade 1 

Fem disker (Ø 6,0 mm) Whatman® grade 1 ble overført til to glassvialer (3+2). Vialene ble 
tilsatt 3 mL kaliumperjodat [0,018 M] hver, for fullstendig nedsenking (immersjon) av diskene 
i løsning. Vialene ble satt til inkubasjon i 120 minutter på Dri-Block DB3 (65°C). Ved endt 
inkubasjon ble diskene enkeltvis dyppet i MilliQ vann, separert og lagt på lofritt tørkepapir i 
eksikator over natt.  

Immobilisering av streptavidin på oksidert Whatman® qualitative filter paper grade 1 

Diskene ble plassert i hvert sitt eppendorfrør-lokk. Hver disk ble påført 5 μL streptavidin-HCl 
løsning [2% (w/v) streptavidin i 1 mM HCl] for fullstendig spredning av streptavidin på diskens 
overflate. Eppendorfrørene ble lukket og satt til inkubasjon over natt ved romtemperatur.  
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Ved endt inkubasjon ble diskene overført til to nye vialer (3+2), tilsatt 1,5 mL HCl [10 mM] 
hver, og satt på risting i 5 minutter på Rotamax 120 (22°C, 200 rpm). Supernatant ble forkastet, 
og hver vial ble tilsatt 1,5 mL Tris-HCl [0,1 M] og satt på risting i 5 minutter på Rotamax 120 
(22°C, 200 rpm). Diskene ble separert og lagt på lofritt tørkepapir i eksikator over natt (16-18 
timer). 

Binding av biotinylert antistoff til Whatman® qualitative filter paper grade 1 med 
immobilisert streptavidin  

Tørre disker med bundet streptavidin ble enkeltvis overført til hvert sitt eppendorfrør, og hvert 
eppendorfrør tilsatt 250 μL biotinylert antistoffløsning [2,3 μg/mL]. Prøvene ble inkubert i 30 
minutter på ThermoMixer (22°C, 1300 rpm). Ved endt inkubasjon ble diskene (3+2) overført 
til to vialer, og tilsatt 1,5 mL BSA-PBS [0,05% BSA (w/v) i 1X PBS] hver. Vialene ble plassert 
på risting i 5 minutter på Rotamax 120 (22°C, 200 rpm). Diskene ble separert og lagt på lofritt 
tørkepapir i eksikator i 120 minutter. Tillaging av modifisert grad 1 filterpapir er skjematisk 
illustrert i figur 2.4. 
 

 
 

Figur 2.4. Visuell fremstilling av funksjonalisering av filterpapir grad 1 med kaliumperjodat (KIO4), binding av 
streptavidin (SA) til filterpapiret, og videre binding av biotinylert antistoff (mAb) til SA (Laget i BioRender). 

 

Applisering av serum til modifisert filterpapir grad 1  

Diskene ble plassert i hvert sitt eppendorfrør-lokk, tilsatt 20 μL serum, lukket, og inkubert ved 
romtemperatur i 60 minutter. Eppendorfrørene ble åpnet, og diskene stod til lufttørking i 45 
min. Diskene ble vendt etter 15 og 30 minutter. Skjematisk fremstilling av prosessen er 
presentert i figur 2.5.  

 
Figur 2.5. Visuell fremstilling av applisering av serum til disker av Whatman® qualitative filter paper grade 1, 
og påfølgende inkubering og tørketrinn med vending av disk to ganger (Laget i BioRender). 
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Diskene ble overført til hvert sitt eppendorfrør. Diskene ble vasket med tre ulike vaskeløsninger 
á 1,5 mL i fem minutter på Rotamax 120 (22°C, 200 rpm) for hver vask. Vaskeløsningene var; 
PBST [1X PBS med 0,05% Tween], PBS [1X] og ABC [50 mM] i respektiv rekkefølge. Etter 
hver vask ble vaskeløsningen forkastet. Diskene ble lagt på lofritt tørkepapir i eksikator i 120 
minutter. 

Videre prøveopparbeiding, som inkluderer enzymatisk hydrolyse og ultrafiltrering er beskrevet 
i kapittel 2.2.5. 

2.2.3. Monoklonalt antistoff bundet til divinylsulfon på Whatman® qualitative 
filter paper grade CF12  
Metoden er hentet fra Mrsa et al. (42) og tar utgangspunkt i immunoekstraksjon av BuChE på 
modifisert Whatman® qualitative filter paper grade CF12. Prøveopparbeidingen består av å 
funksjonalisere filterpapiret med DVS, for deretter å binde mAb til DVS. Serum ble så applisert 
det modifiserte filterpapiret for binding av BuChE. 

Ved overføring av disker mellom beholdere, ble diskene blottet på lofritt tørkepapir for å fjerne 
overflødig væske. 

Aktivisering av filterpapir CF12 med DVS 

Fem disker (Ø 6,0 mm) Whatman® grade CF12 ble overført til en glassvial og tilsatt 3 mL DVS 
-løsning [10% (v/v) DVS i 0,1 M natriumkarbonat, pH 11]. Vialen ble satt til risting i 120 
minutter på Rotamax 120 (22°C, 200 rpm). Diskene ble overført til en vial inneholdende 3 mL 
MilliQ vann og vortexet i 30 sekunder for vasking. Dette ble gjentatt to ganger, med ny vial ved 
hver vask. Diskene ble separert og lagt til tørk på lofritt papir i eksikator i 120 minutter.  

Kovalent binding av mAb til filterpapir CF12 med immobilisert DVS 

Tørre disker med DVS ble plassert i hvert sitt eppendorfrør, tilsatt 100 μL antistoffløsning [50 
μg/mL] og inkubert i 120 minutter på ThermoMixer (37°C, 800 rpm).  

Ved endt inkubering ble diskene overført til nye eppendorfrør inneholdende 1 mL PBST [1X 
PBS med 0,05% Tween] hver. For å blokkere ubundne DVS-grupper ble eppendorfrørene satt 
til risting i 60 minutter på Rotamax 120 (22°C, 200 rpm).  

Diskene ble overført til nye eppendorfrør inneholdende 1 mL Tris-HCl [10 mM, pH 7,5]. 
Eppendorførene ble satt til risting i 10 minutter på ThermoMixer (22°C, 600 rpm) og lagt til 
tørk på lofritt tørkepapir i eksikator i 120 minutter. Ved lengre oppbevaring ble diskene plassert 
i tett beholder med tilstedeværende tørkemiddel og lagret ved 4°C.  

Binding av enzymet BuChE til filterpapir CF12 med immobilisert mAb 

Diskene ble plassert i hvert sitt eppendorfrør-lokk, tilsatt 20 μL serum, og inkubert ved 
romtemperatur i 120 minutter. Ved endt inkubasjon ble alle diskene overført til ett eppendorfrør, 
og vasket med fire løsninger; 500 μL PBST [1X PBS med 0,05% Tween], 500 μL PBS [1X], 
400 μL Tris-HCl [50 mM, pH 8,9] og 300 μL ABC-løsning [50 mM (w/v)]. For hver løsning 
ble diskene satt til risting i 1 minutt på ThermoMixer (22°C, 800 rpm). Diskene ble lagt på 
lofritt tørkepapir i eksikator i 120 minutter. Ved lengre oppbevaring ble diskene plassert i tett 
beholder med tilstedeværende tørkemiddel og lagret ved 4°C. Tillaging av CF12 filterpapir er 
skjematisk illustrert i figur 2.6.  

Videre prøveopparbeiding, som inkluderer enzymatisk hydrolyse og ultrafiltrering er beskrevet 
i kapittel 2.2.5. 
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Figur 2.6. Visuell fremstilling av funksjonalisering av filterpapir grade CF12 med divinylsulfon (DVS) ved pH 
11 og videre binding av antistoff (mAb) til DVS ved pH 3 (Laget i BioRender). 

 

2.2.4 Organofosfat nerveagenset VX-eksponering av serum 
Serum ble eksponert for organofosfat nerveagenset VX i henhold til protokoll beskrevet i 
vedlegg C, og ble utført på FFI av ekstern veileder Ingvild C. Hvinden. 

Det ble tillaget totalt femten prøver, fem replikater for hver metode, henholdsvis kapittel 
2.2.1, 2.2.2 og 2.2.3. 

2.2.5. Enzymatisk hydrolyse og ultrafiltrering 
Følgende prøveopparbeiding er felles for gjennomgåtte metoder av immunoekstraksjon av 
BuChE, som beskrevet i kapittel 2.2.1-2.2.3. Da peptider er enklere å separere på LC og 
analysere med MS, sammenlignet med intakte proteiner, blir prøvene enzymatisk hydrolysert 
med pepsin, for bedre analysebetingelser. BuChE brytes ned til flere peptider, hvorav ett vil 
være nonapeptidet som har nervestridsmiddelet bundet til seg (sekvens FGES198AGAAS). 
Prøvene ble deretter ultrafiltrert for å fjerne partikler fra prøvene.  

Metodespesifikke forhold må videreføres, herunder magnetholder ved arbeid med beads, og 
fullstendig immersjon av disker i løsning.  

Denne delen av metoden inneholder momenter som er tidssensitive. Enzymet pepsin er 
autolytisk, og det var av den grunn viktig å tillage pepsin-løsningen nært forestående 
anvendelsen. Til hver prøve ble 100 μL fortynnet pepsinløsning [250 μg/mL i 0,625% maursyre] 
tilsatt for proteolyse av BuChE. Prøven ble inkubert i 90 minutter på ThermoMixer (37°C,  
600 rpm).  

Etter endt inkubasjon ble prøvene filtrert. Ettersom nye filter inneholder spormengder av glykol, 
som kan gi støy ved analyse, ble filtrene vasket som følger; 

Hvert 10 kDa Molecular Weight Cut-Off (MWCO) filter ble tilsatt 500 μL MilliQ vann, lagt i 
et mikrosentrifugerør, og sentrifugert i 25 minutter på MicroStar 21 R (4°C, 14,000 rpm). Ved 
endt sentrifugering ble restvann fjernet ved å banke filteråpningen mot et tørkepapir, deretter 
ble filteret overført til et nytt mikrosentrifugerør. Vasket filter ble brukt umiddelbart for å unngå 
uttørking.  
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Hele prøven ble overført til et vasket MWCO filter og sentrifugert i 25 minutter på MicroStar 
21 R (4°C, 14,000 rpm). Filtratet (ca. 80 μL) ble overført til vial av glass med insert, og 
oppbevart ved 4°C i påvente av analyse. Ved lengre oppbevaring (>2 dager) ble prøven 
oppbevart ved minimum -20°C.  

2.2.6 Analyse ved væskekromatografi - tandem massespektrometri 

Parametere for LC-MS/MS 

HPLC-MS/MS instrumentet ble styrt med MassHunter LC-MS data Acquisition for Triple 
Quadrupole LC/MS (versjon 12.1). 

Kolonnetemperaturen var 30°C. Mobilfase A bestod av 0,1% maursyre i MilliQ vann (v/v) og 
mobilfase B bestod av 0,1% maursyre i ACN (v/v). Mobilfasehastigheten var 0,3 mL/min. 
Gradienten var 0 min, 2% B; 5 min, 2% B; 20 min, 50% B; 22 min, 90% B; 25 min, 90% B; 
25,5 min, 2% B; 28 min, 2% B. For multisampler var injeksjonsvolumet 5 μL, opptrekk- og 
injeksjonshastighet var 200 μL/min og det var en ventetid på 1,2 sekunder etter opptrekk. 
Ionekilden var en Agilent Jet Stream ESI og MS opererte i positiv modus. Gasstrømmen hadde 
en hastighet på 12 L/min og temperatur på 290°C. Forstøver var på 40 psi. Kapillærspenning 
var 2500 V og dysespenning 0 V. Kappegassen hadde en hastighet på 12 L/min og en temperatur 
på 400°C. Kollisjonsspenningen var på 30 V. 

Det ble benyttet tre ulike metoder: skann, MRM av BuChE og MRM av OP-BuChE. Felles for 
de tre metodene var at ioneformen var [M+H]+, Ifunnel ble operert i standard modus og 
polariteten var positiv. Fragmenteringsspenning var 166 V og kollisjonscelle 
akselerasjonsspenning var 5 V. I MRM metodene var dwell time 100 ms. 

For fritt BuChE i serum ble det benyttet både skann og MRM. Det ble skannet over et område 
på 100 til 1000 m/z. Den monoisotopiske massen til målionet var 796,3 m/z og for MRM 
overgangene var produktionene 620,3 m/z og 691,3 m/z (65).  

For OP-BuChE var den monoisotopiske massen til målionet 902,3 m/z. For MRM overgangene 
var produktionene 673,2 m/z og 778,3 m/z (65). 

 

Ekstraksjon av rådata, signifikanstester og visualisering av data 

Rådata ble prosessert med programvaren MassHunter Workstation Qualitative Analysis 
(versjon 10.0). MRM overgangene ble ekstrahert og manuelt integrert over retensjonstidene 
(Rt) 8,98 ± 0,02 minutter (fritt BuChE) og 10,17 ± 0,03 minutter (OP-BuChE) (vedlegg F).  

S/N ble beregnet av programvaren hvorav et område på ± 0,50 minutter på hver side av BuChE-
nonapeptid toppen i 1 ppb standarden ble markert for beregning.  

Grafisk fremstilling av alle resultater og beregning ved ANOVA post hoc Tukey test er kodet i 
R-studio for R. De benyttede pakkene er; tidyverse, ggplot2, RCurl og rstatix. Koden er 
utarbeidet av Ingvild C. Hvinden og justert av Mirna Jarovic. Se vedlegg D for rådata og 
vedlegg E for R-kode.  

Beregning ved t-test for fremstilte resultater ble utført på Graphpad.com (66). Se vedlegg G.  

 



23 
 

3. Resultater 
Formålet med oppgaven var å utvikle to filterpapirmetoder for verifisering av eksponering for 
OPNA i serum. Det ble utført ved modifikasjon av filterpapir som utnyttet immunoekstraksjon, 
hvor mAb for biomarkør BuChE ble forankret på ulik måte på to ulike typer filterpapir. Ved å 
benytte modifisert filterpapir reduseres krav til prøvetaking og prøvevolum, i tillegg fjernes 
trolig krav til temperatur ved transport og oppbevaring. Ytterligere forenkles 
prøveopparbeidelse i forkant av analyse, slik at tid fra mottak av prøve til resultatet foreligger 
reduseres.  

Det ble benyttet to ulike filterpapir (Ø 6 mm) med mAb forankret til papiret med hver sin 
metode. Filterpapirene var Whatman qualitative filter paper grade 1 og Whatman qualitative 
filter paper grade CF12, heretter kalt henholdsvis grad 1 og CF12. Forankring av mAb på 
filtrerpapiret av grad 1 ble utført via streptavidin-biotin binding, mens DVS ble benyttet som 
bindeledd mellom filtrerpapiret av grad CF12 og mAb.  

Kapittelet beskriver resultatene fra forsøkene som er gjennomført i henhold til metodene angitt 
i kapittel 2.2. Forsøkene hadde til hensikt å undersøke nødvendigheten av forankringen av 
BuChE-antistoff til filterpapir, og videre undersøke om de modifiserte filterpapirene klarte å 
binde BuChE. Til slutt ble filterpapir med immobilisert BuChE-antistoff sammenlignet mot 
DynaBeadsTM, for å vurdere effektiviteten til papirene opp mot en etablert metode. Til dette ble 
det benyttet serum som var eksponert for nerveagenset VX med en konsentrasjon som sikret 
reaksjon med all BuChE til stede i serumet (vedlegg C). 

3.1 Fastsettelse av retensjonstid og kvantifiseringsionet til BuChE 
nonapeptid 
Når BuChE blir eksponert for OPNA vil det dannes et addukt ved spesifikk binding til S198. Ved 
enzymatisk hydrolyse med pepsin brytes BuChE ned til bestemte peptider, hvor S198 er i 
nonapeptidet med sekvens FGES198AGAAS.   

For å fastsette retensjonstiden (Rt-BuChE) til nonapeptidsekvensen FGES198AGAAS ble det 
benyttet to BuChE-standarder, henholdsvis 100 ppb og 1 ppb i MilliQ vann. Det ble benyttet 
MRM med følgende overganger; 796,3 m/z → 620,3 m/z (BuChE MRM 1) og 796,3 m/z → 
691,3 m/z (BuChE MRM 2) (65, 67). Kvantifiseringsionet (datterionet med størst toppareal) for 
samtlige injeksjoner ble observert ved overgang BuChE-MRM 2 (796,3 m/z → 691,3 m/z). 
Resultatene som presenteres, tilhører den gitte kvantifiseringsovergangen. Retensjonstiden til 
BuChE ble beregnet til 8,98 min ± 0,02 min på en Zorbax Eclipse Plus C18 Rapid resolution 
HD kolonne (vedlegg F). Kromatografisk fremstilling av begge standarder (kvantifiseringsionet 
for BuChE nonapeptid) er gjengitt i figur 3.1 og figur 3.2.  
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Figur 3.1. Kromatogram for standard av butyrylkolinesterase (BuChE) nonapeptid FGES198AGAAS med 
konsentrasjon 1 ppb. Signalstyrken er gitt som en funksjon av retensjonstiden i minutter. 

 

 
Figur 3.2. Kromatogram for standard av butyrylkolinesterase (BuChE) nonapeptid FGES198AGAAS med 
konsentrasjon 100 ppb. Signalstyrken er gitt som en funksjon av retensjonstiden i minutter. 
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3.2 Butyrylkolinesterase nonapeptid detekteres ikke fra ikke-modifisert 
filterpapir 
For å undersøke nødvendigheten for modifisering av filterpapir, eller om filterpapir kan binde 
fritt BuChE i serum tilstrekkelig i seg selv, ble filterpapir av grad 1 og CF12 påført serum (20 
μL).  Deretter gjennomgikk filterpapirprøvene (n = 5) rens- og ekstraksjonsprosedyre, herunder 
enzymatisk hydrolyse og ultrafiltrering som beskrevet i kapittel 2.2.5. 

Prøvene ble analysert med LC-MS/MS som beskrevet i kapittel 2.2.6. Kromatogrammene viste 
ingen nevneverdig topp (S/N > 3) ved Rt-BuChE ved kvantifiseringsovergangen 
(796,3 m/z → 691,3 m/z). Kromatogrammene til kvantifiseringsionet for BuChE nonapeptidet 
er presentert i figur 3.3 og figur 3.4. 

 

 
Figur 3.3.  Kromatogram for ikke-modifisert filterpapir av type grad 1. Kromatogrammet utviser ikke signal 
med S/N > 3 for bundet butyrylkolinesterase (BuChE) ved retensjonstid (8,98 ± 0,02 minutter) med MRM 
overgang 796,3 m/z → 691,3 m/z. Signalstyrken er gitt som en funksjon av retensjonstiden i minutter. 
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Figur 3.4.  Kromatogram for ikke-modifisert filterpapir av type CF12. Kromatogrammet utviser ikke signal 
med S/N > 3 for bundet butyrylkolinesterase (BuChE) ved retensjonstid (8,98 ± 0,02 minutter) med MRM 
overgang 796,3 m/z → 691,3 m/z. Signalstyrken er gitt som en funksjon av retensjonstiden i minutter. 

 

3.3 Butyrylkolinesterase nonapeptid detekteres fra modifisert 
filterpapir 
To ulike metoder for immobilisering av mAb på filterpapir ble undersøkt for å vurdere spesifikk 
bindingsevne til fritt BuChE i serum. Det ble tillaget fem replikater av grad 1 med immobilisert 
mAb ved hjelp av streptavidin-biotin, og fire replikater av CF12 med immobilisert mAb ved 
hjelp av DVS. Immobiliseringsmetodene er beskrevet i henholdsvis kapittel 2.2.2 og 2.2.3. 
Filtrerpapirene ble applisert serum (20 μL) og etter tørking ble rens- og ekstraksjonsprosedyre, 
herunder enzymatisk hydrolyse og ultrafiltrering, utført som beskrevet i kapittel 2.2.5. Prøvene 
ble analysert med LC-MS/MS, som beskrevet i kapittel 2.2.6. Immobilisering med DVS hadde 
kun fire replikater på grunn av en feilinjeksjon under analyse med LC-MS/MS. Topparealene 
til kvantifiseringsionet for BuChE nonapeptidet er presentert i boksplott figur 3.5.  
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Figur 3.5. Boksplott hvor toppareal for kvantifiseringsion (MRM overgang 796,3 m/z → 691,3 m/z) er angitt 
for henholdsvis filterpapir grad 1 (A) med fem replikater og filterpapir CF12 (B) med fire replikater. 

 

Replikatene for grad 1 filtrerpapiret hadde et gjennomsnitt i toppareal på 1155 ± 506. Filterpapir 
CF12 hadde et gjennomsnitt i toppareal på 145 ± 24. Ved sammenligning av gjennomsnitt i 
toppareal observeres det at grad 1 filterpapiret binder BuChE 7,94 ganger mer enn CF12. Det 
relative standardavviket for grad 1 filterpapir ble beregnet til 44 %, mens det for CF12 ble 
beregnet til 16 %. Ved sammenligning av de relative standardavvikene observeres det at grad 1 
er 2,68 ganger større enn CF12, hvilket betyr at det er nevneverdig ulikhet i spredning mellom 
replikatene for de to metodene (vedlegg F). 

For å vurdere i hvilken grad den ulike bindingsevnen til filterpapirene var tilfeldig, ble det utført 
en uparet student t-test (vedlegg G). Nullhypotesen ble satt til at det ikke fantes noen signifikant 
forskjell mellom filterpapirene i evnen til å binde fritt BuChE i serum. Den beregnende 
p-verdien ble 0,0056, som er mindre enn den satte p-verdi grensen for signifikans (p > 0,05). 
Dermed var det målt signifikant mer fritt BuChE nonapeptid i serum fra modifisert filterpapir 
av grad 1 enn fra CF12.  

3.4 Deteksjon av organofosfat bundet butyrylkolinesterase nonapeptid 
og sammenligning av modifisert filterpapir mot DynaBeadsTM   
For analyse av OP-BuChE, ble VX benyttet som eksponeringsagens på grunn av lav volatilitet 
og lang aldringstid (11, 25). Det ble benyttet MR med følgende overganger; 902,3 m/z → 673,3 
m/z (OP-BuChE MRM 1) og 902,3 m/z → 778,3 m/z (OP-BuChE MRM 2) (65, 67). For å 
kunne sammenligne DynaBeadsTM og filterpapirmetodene, ble likt volum eksponert serum 
brukt for alle metodene. BuChE i det eksponerte serumet var mettet med OPNA’et VX. 
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3.4.1 Organofosfat bundet butyrylkolinesterase nonapeptid detekteres fra 
modifisert filterpapir 
Da det var etablert at filterpapirene evnet å binde BuChE, ble deres evne til å binde OP-BuChE 
undersøkt. Det ble tillaget fem replikater for hver filterpapirmetode, totalt 10 prøver. 
Retensjonstiden (RtOP-BuChE) for OP-BuChE ble beregnet til 10,17 ± 0,03 minutter på en Zorbax 
Eclipse Plus C18 Rapid resolution HD kolonne (vedlegg F). Kvantifiseringsion for samtlige 
injeksjoner ble observert ved overgang OP-BuChE MRM 2 (902,3 m/z → 778,3 m/z). 
Kromatogram og boksplott som presenteres er fra kvantifiseringsovergangen. 
Kromatogrammene for OP-BuChE nonapeptid for begge typer filterpapir er presentert i figur 
3.6.  
 
 

  
Figur 3.6.  Kromatogram for modifiserte filterpapir av type grad 1 (A) og CF12 (B). Kromatogrammene 
utviser individuelle signal, begge med S/N > 3 for BuChE nonapeptid med bundet nerve agens (VX) ved 
retensjonstid (10,17 ± 0,03 minutter) med MRM overgang 902,3 m/z → 778,3 m/z. Signalstyrken er gitt som 
en funksjon av retensjonstiden i minutter. 

 

3.4.2 Sammenligning av filterpapirmetoder mot DynaBeadsTM for deteksjon av 
organofosfat bundet butyrylkolineserase 
For å vurdere filterpapirenes kapasitet for binding av OP-BuChE, ble de sammenlignet med 
DynaBeadsTM.  Det ble opparbeidet fem replikater utsatt for eksponert serum med 
DynaBeadsTM som beskrevet i kapittel 2.2.1. DynaBeadsTM og filterpapirprøvene ble analysert 
med LC-MS/MS, metoden er beskrevet i kapittel 2.2.6. Topparealene for OP-BuChE 
nonapeptidet i prøvene fra DynaBeadsTM, filterpapir grad 1 og CF12 er presentert i figur 3.7.  
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Figur 3.7. Boksplott hvor toppareal for kvantifiseringsion (MRM overgang 902,3 m/z → 778,3 m/z) er angitt 
for henholdsvis DynaBeadsTM, filterpapir grad 1 og filterpapir CF12, med fem replikater hver.  

   

For replikatene til de tre metodene er beregnet gjennomsnittet til topparealene med tilhørende 
standardavvik og relativt standardavvik angitt i tabell 3.1 (vedlegg F). 

Tabell 3.1. Gjennomsnitt til toppareal, standardavvik og relativt standardavvik for fem replikater i tre metoder, 
DynaBeadsTM, filterpapirmetode CF12 og filterpapirmetode grad 1 for deteksjon av OP-BuChE på LC-MS/MS 
med MRM overgang 902,3 m/z → 778,3 m/z. 

 
DynaBeadsTM CF12 Grad 1 

Gjennomsnitt toppareal 
kvantifiseringsion 
(902,3 m/z → 778,3 m/z) 

3148 1271 311 

Standardavvik 198 338 124 

Relativt standardavvik (%) 6 27 40 

 
Ved sammenligning av gjennomsnitt i toppareal observeres det at CF12 filterpapiret binder OP-
BuChE 4,09 ganger mer enn grad 1. Det bemerkes at resultatene for OP-BuChE er motsatt for 
de observerte resultatene for fritt BuChE (punkt 3.3). Ved sammenligning av de relative 
standardavvikene observeres det at grad 1 filterpapir har 1,50 ganger større variasjon enn CF12, 
hvilket betyr at det er nevneverdig ulikhet i spredning mellom replikatene for de to metodene 
(vedlegg F). Større variasjon mellom replikatene ble observert for grad 1 filterpapir enn for fritt 
BuChE (punkt 3.3).   
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Ved sammenligning av filterpapirmetodene mot DynaBeadsTM, observeres det at DynaBeadsTM 
binder OP-BuChE 2,48 ganger mer enn CF12, og 10,13 ganger mer enn grad 1 filterpapir 
(vedlegg F). Ved sammenligning av de relative standardavvikene observeres det henholdsvis at 
variasjonen for grad 1 filterpapir er 6,36 ganger større, og CF12 er 4,23 ganger større, enn 
DynaBeadsTM. Dette indikerer en betydelig ulikhet i spredning mellom replikatene for de to 
metodene sett opp mot DynaBeadsTM. 

Det ble utført en ANOVA post hoc Tukey test for å undersøke om de observerte ulikhetene var 
av signifikans, og identifisere mellom hvilke metoder denne ulikheten lå. De beregnende p-
verdiene er angitt i tabell 3.2.   
 

Tabell 3.2. ANOVA post hoc Tukey test for tre ulike ekstraksjonsmetoder for organofosfat nerveagens (VX) 
bundet butyrylkolinesterase (OP-BuChE). De ulike metodene er modifiserte filterpapir av type grad 1 og 
CF12, og immunomagnetisk separasjon med DynaBeadsTM. De interne gruppene er angitt med nummer 1, 2 
og 3, med tilhørende justert p-verdi.  

Gruppe Metode Metode Justert p-verdi 

1 CF12 DynaBeadsTM 8,3 · 10-8  

2 CF12 Grad 1 9,3 · 10-5 

3 DynaBeadsTM Grad 1 8,3 · 10-10 

 

Det observeres at alle p-verdiene er mindre enn den satte p-verdi grensen for signifikans 
(p > 0,05). De justerte p-verdiene fra tabell 3.2 understøtter at de presenterte verdiene i tabell 
3.1 ikke skyldes tilfeldigheter, men metodespesifikke egenskaper. Dermed er det signifikant 
forskjell i mengden OP-BuChE nonapeptid som detekteres fra eksponerte serumprøver som 
opparbeides med DynaBeadsTM, modifisert grad 1 filterpapir eller modifisert CF12 filterpapir.  
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4. Diskusjon 
Fra resultatene fremkommer det at filterpapir (grad 1 og CF12) i seg selv ikke binder enzymet 
BuChE slik at det kan detekteres, ved de analysebetingelsene som ble benyttet. Ved bruk av 
modifisert filterpapir, ble fritt BuChE fra serum detektert. BuChE nonapetid hadde signifikant 
høyere toppareal i grad 1-enn CF12-prøver, med en beregnet p-verdi (t-test) på 0,0056. Ved 
deteksjon av OP-BuChE fremkommer det i figur 3.7 at CF12 filterpapirprøver leder til et 
signifikant høyere toppareal enn grad 1, med en beregnet justert p-verdi (ANOVA Tukey) på 
0,000093.  

Den signifikante forskjellen observert mellom grad 1 og CF12 for fritt BuChE i serum, med 
tilhørende p-verdi på 0,0056 indikerer at den store differansen i gjennomsnittet til topparealene 
(signalstyrken) for BuChE nonapeptid, mest sannsynlig skyldes metodespesifikke egenskaper 
og ikke tilfeldigheter. Dette observeres også ved OP-BuChE ved tilhørende p-verdi på 
0,000093, som indikerer at den store differansen i gjennomsnittet til topparealene, ikke er 
tilfeldig, men skyldes metodespesifikke egenskaper.  

Det observeres et bytte i størst toppareal fra grad 1 til CF12 ved fritt BuChE mot OP-BuChE. 
Årsaken til dette kan ikke fastslås på grunn av oppgavens forsøksdesign. Det er for få replikater 
(n = 5) per metode (n = 2), per serie (n = 1), samt for få serier per metode (n = 1). Av den grunn 
forblir det ukjent om skiftet skyldes metodespesifikke egenskaper, tilfeldigheter eller 
kontaminasjon. Det vil i et videre arbeid være nødvendig å undersøke metodenes 
reproduserbarhet, for å fastslå om byttet er gjentagende. Ytterligere vil det være nødvendig å 
identifisere påvirkningen av den kjemiske konformasjonsendringer av BuChE ved binding av 
OPNA og dets potensielle innvirkning på binding til mAb på modifisert filterpapir.        

I artiklene til de to benyttede metodene (Johannsen et al. og Mrsa et al.) ble det observert en 
gjenfinningsgrad av proteinet hCG i serum på 33% (streptavidin-biotin funksjonalisert på grad 
1 filterpapir) og 50% (DVS funksjonalisert på CF12 filterpapir) i spikede prøver (41, 42). I 
denne oppgaven er det ikke gjennomført spiking av serumprøver. Det er dermed ikke mulig å 
si noe om gjenfinningsgraden av BuChE, men det bør bestemmes i et videre arbeid.  

For å vurdere sensitiviteten til instrumentet ser man på deteksjonsgrensen (LOD) til 
biomarkøren man måler på, som beregnes fra S/N. I metoden som benyttet forankring ved 
streptavidin-biotin (Johansen et al.) ble det konstruert en fire-punkts kalibreringskurve for 
biomarkør hCG over konsentrasjonsintervallet 200-1000 pg/mL (R2 = 0,981) (41). I metoden 
som benyttet forankring ved DVS (Mrsa et al.) ble det konstruert en fem-punkts 
kalibreringskurve for hCG over konsentrasjonsintervallet 2,5-50 ng/mL (R2 = 0,9995) (42). 
Forutsatt at S/N = 3 for begge metoder ved LOD, er de oppgitte grenseverdiene henholdsvis 
0,065 ng/mL og 2,5 ng/mL for streptavidin-biotin og DVS. Analysebetingelsene i begge 
metoder er tilnærmet lik, men det bemerkes en differanse i injeksjonsvolum (5µL (41), 10 µL 
(42)). Dette indikerer at forankringsmetoden med streptavidin-biotin er betydelig mer sensitiv 
sammenlignet med forankring ved DVS for deteksjon av hCG, med en faktor på 38 (vedlegg F).  

Ettersom LOD er et mål på instrumentets sensitivitet, er det avgjørende å beregne metodens 
deteksjonsgrense (MDL) da matrikskomponenter vil påvirke flere parametere i analysen som 
LOD ikke tar høyde for. LOD er av den grunn ikke et tilstrekkelig mål ved analyse av 
fullverdige prøver.  

I denne oppgaven ble det ved analyse av BuChE-standard (1 ppb) beregnet S/N = 28,1 
(796,3 m/z → 691,3 m/z) ved bruk av MassHunter Workstation Qualitative Analysis (v10.0). 
Ved ekstrapolering til S/N ≈ 3, kan det antas at LOD for metoden vil være ved 0,11 ng/mL 
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(vedlegg F). Det vil i det videre arbeidet være nødvendig å identifisere MDL for begge metoder, 
slik at påvirkningen fra matrikskomponenter kan vurderes.  

Da det fremkommer i artiklene (41, 42) at analysemetoden for streptavidin-biotin er vesentlig 
mer sensitiv, er det av interesse at denne funksjonaliseringsmetoden har en gjenfinningsgrad på 
33%, men DVS har en gjenfinningsgrad på 50%. Ytterligere bemerkelsesverdig er det at 
mengden hCG applisert streptavidin-biotin filterpapirprøvene er 2,5 høyere enn for DVS 
(vedlegg F). På bakgrunn av dette, i kombinasjon med at analysemetodene var tilnærmet like, 
er det naturlig å anta en høyere absolutt binding av hCG i metoden som benytter streptavidin-
biotin. Dette korrelerer med de observerte resultatene for fritt BuChE i serum (kapitel 3.3), hvor 
filterpapir grad 1 binder 7,9 ganger så mye BuChE sammenlignet med CF12 (vedlegg F).  

Ett ytterligere mulig sammenligningsgrunnlag for de presenterte resultatene er å se på filterpapir 
relativt til DynaBeadsTM, da den anvendte metoden baserer seg på MDL. Ved å normalisere 
modifisert filterpapirresultater relativt til DynaBeadsTM, observeres det for OP-BuChE at grad 1 
binder 9,9% og CF12 40,4% relativt til hva DynaBeadsTM binder. For de relative 
standardavvikene, observeres det spredning á 6% for DynaBeadsTM, 40% for grad 1 og 
27% for CF12 (Vedlegg F). Dette indikerer at de modifiserte filterpapirene er mindre effektive 
enn DynaBeadsTM til å binde OP-BuChE fra samme volum serum. Den eksakte årsaken vites 
ikke, men da inkubasjonstiden ved applisering av serum for de ulike metodene er tilnærmet lik 
(90 – 120 minutter), er det sannsynlig at DynaBeadsTM har bundet en større andel antistoff og 
klarer å feste mer OP-BuChE fra serum. Høyere grad av variasjon mellom DynaBeadsTM og 
filterpapirene skyldes trolig at DynaBeadsTM er en validert metode, i motsetning til modifisering 
av filterpapir som kan ha opparbeidingssteg som påvirker reproduserbarheten.  

4.1 Videreutvikling av prøveopparbeiding og optimalisering av 
parametere  
De fremlagte resultatene tilsier at de utprøvde metodene evner å binde OP-BuChE, men det 
gjenstår mye arbeid før det kan konkluderes med at metodene er praktisk anvendbare. I denne 
oppgaven er det benyttet serum som biologisk materiale, slik at det vites ikke om resultatene er 
overførbare for blod ved kapillarpunktering. Det vil være nødvendig å optimalisere metoden 
for blod. Dette kan gi utfordringer blant annet på grunn av erytrocyttene (røde blodceller), og 
den biologiske variansen i nivåer av hematokrit (HCT) og BuChE mellom ulike individer.   

Blodets viskositet påvirkes av HCT nivået (34) og det vil videre ha en innvirkning på blodets 
spredning på filterpapiret. Blod med høyt nivå av HCT vil typisk ha redusert spredning, noe 
som kan resultere i ulik konsentrasjon av analytt i filterpapiret. Videre kan et høyt nivå av HCT 
medføre interferens under selve analysen. Derom det oppstår hemolyse av erytrocyttene vil de 
intracellulære komponentene som frigjøres gi en rekke interferenser. En kritisk interferens er 
påvirkning av ionisering i ESI-kilden, som videre er utslagsgivende for kvantifiseringen (68). 
Det er usikkert om et høyt HCT-nivå kan påvirke effektiviteten av ekstraksjonsprosessen av 
modifisert filterpapir. Ytterligere varierer konsentrasjonen av BuChE i blod mellom individer 
(2-5 mg/L) (26, 27). Det vil dermed i det videre arbeidet være nødvendig å utvikle en metode 
som tar hensyn til blant annet varierende HCT- og BuChE nivåer i populasjonen (69). Metoden 
må tilpasses slik at disse faktorene ikke innvirker på reproduserbarheten og nøyaktigheten til 
analysen.   

Andre faktorer som kan påvirke metodenes reproduserbarhet er antall opparbeidelsestrinn. Det 
kan være av interesse å undersøke betingelser som inkubasjonstid, temperatur, oksidasjonsgrad, 
pH, konsentrasjonsforhold og vaskeløsninger for å vurdere deres utslag ved eventuelle 
justeringer for begge metoder.   



33 
 

Ved funksjonalisering av filterpapiret med DVS ble det observert gule flekker på papiret. Dette 
indikerer polymerisering av DVS. Det er usikkert hvordan en eventuell polymerisering påvirker 
overflateinteraksjonen på filterpapiret, og videre analyseresultatet. For metoden som benytter 
streptavidin-biotin, er den kovalente bindingen av streptavidin til filterpapiret essensiell for 
immobiliseringen av biotinylert mAb. Det vil av den grunn være viktig å kartlegge for begge 
metoder når fullstendig funksjonalisering av filterpapirene oppnås, samt optimal 
inkubasjonstid.  

I det praktiske laboratoriearbeidet ble det observert at filterpapir av type grad 1 var lett 
mottakelig for rifter under prøveopparbeiding til tross for skånsom behandling. Denne 
problematikken ble ikke observert ved håndtering av filterpapir CF12. Filterpapirene har en 
tykkelse på henholdsvis 180 µm og 508 µm, hvilket betyr at CF12 filterpapiret er nesten tre 
ganger så tykt som grad 1  (35). Det er usikkert hvorvidt rifter påvirker modifikasjonen av 
filterpapiret.   

Tidligere arbeid har sammenlignet grad 1 og CF12 filterpapir med DVS-forankring av mAb, 
og konkludert med at CF12 filterpapiret har en høyere evne til å binde mAb grunnet dets 
tykkelse, som tillater at det kan absorbere et større volum (35). På dette grunnlaget ville det 
vært interessant å undersøke om forankringsmetoden med streptavidin-biotin på filterpapir 
CF12 er utslagsgivende mot grad 1 og i hvilket omfang.   

For å kunne optimalisere modifisert filterpapir som metode vil det være nødvendig å undersøke 
i hvor stor grad forankringsmetodene for antistoff binder til andre filterpapir. Det vil være 
spesielt interessant å modifisere Whatman 903TM protein saver card og PerkinElmer 226 filter 
paper, da disse er de standardiserte filterpapirene som er godkjent til bruk ved DBS-screening 
i dag (34). En tilnærming for å kartlegge forankringen av mAb på tvers av ulike modifiserte 
filterpapir, vil være å måle mengden mAb. Dette kan gjøres ved enzymatisk hydrolyse av 
forankret mAb, etterfulgt av analyse av tilhørende biomarkører. Dette gjør det mulig å 
identifisere filterpapiret som binder mest mAb og dermed er det optimale for de ulike metodene. 

Det er nødvendig å identifisere stabilitet for de modifiserte filterpapirene ved lagring og bruk. 
Det vites svært lite om stabiliteten til de organiske kompleksene som funksjonaliserer 
filterpapirene. Det vil av den grunn være nødvendig å kartlegge innvirkningen av ytre 
parametere, eksempelvis temperatur og luftfuktighet, over tid. En fordel med metoden som 
utnytter bindingsspesifisiteten til streptavidin-biotin, er muligheten til å funksjonalisere papiret 
med kun streptavidin før prøveapplisering. Antistoff har en lav lagringsstabilitet ved romlig 
temperatur og det forventes at dette vil utgjøre en svakhet i levetiden til modifisert filterpapir 
med applisert mAb (70). Streptavidin er et lite protein, og det antas bedre lagringsstabilitet 
sammenlignet med mAb. Et modifisert filterpapir med streptavidin, applisert blod, vil kunne 
reløses i en løsning inneholdende biotinylert mAb. Forankringen av mAb og binding av BuChE 
vil dermed kunne gjøres etter at prøven ankommer laboratoriet og man er mindre utsatt for 
degradering av antistoffet. I det videre arbeidet er det viktig å undersøke eventuelle justeringer 
av filterpapirmodifikasjon som kan foretas for økt stabilitet, men som samtidig beholder 
metodens enkelhet og spesifisitet.  

Analyse av prøvene ble utført på et nyoppført LC-MS/MS system. Prøvene som ble analysert 
var blant de første på systemet, dette i seg selv er suboptimalt, da det ikke foreligger noen 
referanseprøver som kan være styrende for hvorvidt analysebetingelsene er korrekt innstilt, eller 
at instrumentet hadde maksimal ytelse.  

Da det gjelder analysebetingelsene, kan en rekke justeringer undersøkes for ytterligere økt 
sensitivitet. Et naturlig utgangspunkt er å sørge for at analytten blir tilstrekkelig separert fra 
matriksen. For å oppnå dette må matrikskomponentene i filtratet etter ultrafiltrering 
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identifiseres, slik at eventuelle analytter som gir ionesuppresjon avdekkes. Dermed vil det være 
nyttig å undersøke ulike valg av kolonner, kolonnedimensjoner, mobilfasesammensetning og 
andre seperasjonsbetingelser da en utilstrekkelig opprensning vil kunne gi interferenseffekter i 
elektrosprayen. De valgte ESI-parameterne er optimaliserte for metoden slik den er idag, ved 
eventuell endring i kromatografien, kan det være nødvendig å re-optimalisere parameterne. De 
viktigste er gasstemperatur, gasstrøm og kapillærspenning da disse har stor effekt på 
ioneproduksjonen.  

De valgte MRM-overgangene baserer seg på publisert litteratur (65, 67). I et videre arbeid vil 
det være av interesse å undersøke om innstillinger i ionekilden og analysebetingelsene for 
MRM-overgangene kan forbedres for optimal ioneproduksjon og ionegjennomgang, slik at 
høyest mulig signal oppnås. Spesifikt for optimalisering av betingelser for MRM-overgangene 
i en QqQ fra Agilent kan programmet Optimizer forsøkes.  

 

 

5. Konklusjon  
Forsøkene har vist at det er mulig å immobilisere antistoff på filterpapir av grad 1 ved å benytte 
forankring ved streptavidin-biotin, og til filterpapir CF12 ved å benytte forankring med DVS. 
På bakgrunn av S/N = 28,1 for BuChE standard ved 1 ppb, kan det konkluderes med at 
sensitiviteten var tilstrekkelig.  

Ved applisering av serum til begge typer modifisert filterpapir, ble det etter analyse på LC-
MS/MS detektert signal (S/N > 3), hvilket betyr at begge typer modifisert filterpapir evnet å 
binde fritt BuChE i serum. Resultatene antyder at metoden som anvender filterpapir grad 1 
evner å binde mer fritt BuChE, sammenlignet med metoden som anvender CF12. Grunnet 
forsøkets design og skala, er det ikke belegg for å konkludere med at det er en bedre metode 
for gitt formål.  

Ved applisering av VX-eksponert serum ble det registrert signal for begge typer filterpapir, 
hvilket betyr at begge filterpapir evner å binde OP-BuChE. I motsetning til de observerte 
resultatene for fritt BuChE i serum, ga CF12 filterpapir høyere signal for binding av OP-BuChE. 
Ved sammenligning av ytelsen til modifisert filterpapir relativt opp mot DynaBeadsTM, 
konkluderes det med at filterpapirmetodene ikke evner å binde like mye OP-BuChE slik 
metodene er i dag.  

Begge forankringsmetodene utviser stort potensiale, og det burde av den grunn utforskes i større 
grad. Videre arbeid bør vektlegge evalueringen av ulike forankringsmetoders stabilitet på tvers 
av filterpapir, samt en påfølgende vurdering av reproduserbarheten til den valgte metoden.  
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Vedlegg 

Vedlegg A. Beskrivelse av tillaging av løsninger  
Vedlegget inneholder beskrivelse for tillaging av løsninger benyttet i metoder angitt i kapittel 
2.2. Alle volumoverføringer er utført med pipetter, og alle innveiinger ble utført på 
analysevekt. 

A.1. Generelle løsninger 

PBS [1X]  
PBS [1X] ble tillaget fra en stamløsning [10X]. Dette ble utført flere ganger og i variable 
volum.  
PBST [1X PBS med 0,05% Tween]  

PBST [1X] ble tillaget fra en stamløsning [20X]. Dette ble utført flere ganger og i variable 
volum. 
ABC løsning (w/v) [50 mM]  

ABC [50mM] ble tillaget ved å veie inn 0,0982g Ammonium hydrogen karbonat, overført til 
en 25 mL målekolbe og fortynnet til merket med MilliQ-vann.  

HCl [1M] 

HCl-løsning [1M] ble tillaget ved å overføre 0,53 mL HCl [9,45M] og 4,47 mL MilliQ-vann 
til en falcon tube.  
 

A.2 Løsninger tilhørende DynaBeadsTM  kapittel 2.2.1 

TBS [1X] (v/v) 

1 mL TBS [1X] ble tillaget ved å overføre 100 μL Tris buffered saline [10X] og 900 μL 
MilliQ-vann til ett eppendorfrør.  

DMP i TEA stamløsning [5,4 mg/mL] (w/v) 

500 μL DMP i TEA [5,4 mg/mL] ble tillaget ved å veie ut 2,7 mg dimetyl pimelimidate 
dihydrogenklorid (DMP), overført til ett eppendorfrør, og løst i 500 μL trietanolamin 
bufferløsning [0,2 M]. Løsningen må lages dagsfersk.  

Fortynnet DMP i TEA [0,54 mg/mL] (v/v) 

1 mL fortynnet DMP i TEA [0,54 mg/mL] ble tillaget ved å overføre 100 μL DMP i TEA [5,4 
mg/mL] til ett eppendorfrør, og løst i 900 μL trietanolamin bufferløsning [0,2 M], 

Fortynnet antistoffløsning [50 μg/mL] i PBS (v/v) 

4 mL fortynnet antistoffløsning [50 μg/mL] ble tillaget ved å overføre 3,8 mL PBS [1X] og 
200 µL monoklonalt antistoff [1000µg/mL] til en falcon tube.  
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Fortynnet serum i PBS [1X] 

Fortynnet serum ble tillaget ved å blande 180 μL PBS [1X] og 20 μL serum i ett eppendorfrør. 

A.3 Løsninger tilhørende filterpapir grad 1 med streptvidin-biotin anker kapittel 2.2.2 

Kaliumperjodat [0,018 M] (w/v) 

KIO4 [0,018 M] ble tillaget ved å veie ut 0,2030 g Kaliumperjodat, overført til en 50 mL 
målekolbe og fortynnet til merket med MilliQ-vann. 

HCl [1mM] 

HCl [1mM] ble tillaget ved å overføre 10 µL HCl [1M] og 9,99 mL MilliQ-vann til en falcon 
tube.  

Streptavidin i HCl løsning [2% SA i 1 mM HCl] (w/v) 

Streptavidin i HCl [2% SA i 1mM HCl] ble tillaget ved å tilsette 250 μL HCl [1mM] til 
beholder inneholdende 5 mg Streptavidin.  

Biotinylert antistoffløsning [500 µg/mL] (w/v) i PBS 

Antistoff ble biotinylert i henhold til prosedyren fra ThermoFisher Scientific Pierce Biotin 
Quantitation kit (vedlegg B) ble utført på FFI av veileder Ingvild C. Hvinden 

Fortynnet antistoffløsning [2,3 μg/mL] (v/v) i PBS [1X] 

Fortynnet antistoffløsning [2,3 µg/mL] ble tillaget ved å overføre 11,5 µL biotinylert antistoff 
[500 µg/mL] og 2488,5 µL PBS [1X] til en falcon tube.   

BSA-PBS løsning [0,05% BSA i 1X PBS] (v/v) 

BSA-PBS [0,05% BSA i 1X PBS] ble tillaget ved å veie ut 0,0126 g Albumin from human 
serum, overført til en falcon tube og tilsatt 25,2 mL Phosphate buffered saline [1X].  
 

A.4 Løsninger tilhørende filterpapir CF12 med divinylsulfonanker kapittel 2.2.3 

Natriumkarbonat (w/v) [0,1 M], pH = 11,32 

Natriumkarbonat [0,1 M] ble tillaget ved å veie ut 1,0600g natriumkarbonat, overført til en 
100 mL målekolbe og fortynnet til merket med MilliQ-vann. pH ble målt på SensION+ til 
11,32.    
Divinylsulfon løsning (v/v) – 10% DVS i 0,1 M natriumkarbonat  

3 mL 10% divinylsulfon (DVS) løsning ble laget ved å overføre 0,3 mL DVS og 2,7 mL 
natriumkarbonat [0,1 M] til en 3 mL glassvial.  

HCl [1,05 mM] 

10 mL HCl [1,05 mM] ble tillaget ved å overføre 10,5 µL HCl [1M] og 9,9895 mL  
MilliQ-vann til en falcon tube. 
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Fortynnet antistoffløsning [50 μg/mL] i HCl [1 mM] (v/v) 

1100 µL fortynnet antistoffløsning [50 µg/mL] i HCl [1 mM] ble tillaget ved å overføre 55 µL 
antistoffløsning [1000 µg/mL] og 1045 µL HCl [1,05 mM] til ett eppendorfrør.   

NaOH [1 M] til justering av Tris-HCl 

NaOH [1 M] ble tillaget ved å veie ut en pellet natriumhydroksid. Basert på pelletvekt ble 
volum MilliQ-vann beregnet i henhold til likning 1 for sluttkonsentrasjon 1M.  
   

𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚 𝑀𝑖𝑙𝑙𝑖𝑄 (𝐿)  =  
𝑝𝑒𝑙𝑙𝑒𝑡 (𝑔)

1.0𝑀  ×  39,996 𝑔
𝑚𝑜𝑙

 
 
Likning 1 

 
Tris-HCl buffer [10 mM] pH justert til 7,4 

10 mL Tris-HCl [10 mM] ble tillaget ved å overføre 1 mL Tris-HCl [1 M] til 9 mL MilliQ-
vann i en falcon tube. pH ble målt til 8 og justert ned til 7,4 på SensION+, med dråpevis 
tilsetting av HCl [1 M]. 

Tris-HCl buffer [50 mM] pH justert til 9,0 

10 mL Tris-HCl [50 mM] ble tillaget ved å overføre 0,5 mL Tris-HCl [1 M] til 9,5 mL MilliQ-
vann i en falcon tube.  

pH ble målt til 8 og justert opp til 9 på SensION+, med dråpevis tilsetting av NaOH [1 M]. 

 

A.5 Løsninger til enzymatisk hydrolyse av prøver kapittel 2.2.5 

 

Maursyreløsning [5% maursyre i vann] (v/v) 

2 mL maursyreløsning [5%] ble tillaget ved å overføre 100 μL maursyre og 1900 μL MilliQ-
vann til en 3 mL glassvial.  

Pepsin stamløsning (2 mg/ml) i 5 % maursyreløsning (w/v) 

Denne løsningen ble laget flere ganger. Det var tilgjengelig alikvoter av pepsin i ulik vekt. For 
å lage en pepsin stamløsning [2 mg/ml] ble pepsinalikvotens vekt delt på ønsket 
konsentrasjon, for å finne volum av maursyreløsningen [5%] som måtte overføres til 
alikvoten, i henhold til likning 2.  

 

𝑝𝑒𝑝𝑠𝑖𝑛𝑎𝑙𝑖𝑘𝑣𝑜𝑡		(𝑚𝑔)

2,0𝑚𝑔𝑚𝐿
	= 	𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚	5%	𝑚𝑎𝑢𝑟𝑠𝑦𝑟𝑒𝑙ø𝑠𝑛𝑖𝑛𝑔		(𝑚𝐿) 

 
Likning 2 
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Fortynnet Pepsinløsning [250 μg/mL i 0,625 % maursyre] i vann (v/v) 

Denne løsningen ble laget flere ganger, i variable volum. Eksempelberegning følger; 

For å lage 1 mL fortynnet pepsin stamløsning [250 μg/mL], ble 125 μL pepsin stamløsning  
[2 mg/ml] og 875 μL MilliQ-vann overført til ett eppendorfrør.  

 

A.6 Løsninger for væskekromatografi kapittel 2.2.6 

Løsninger for HPLC systemet ble tillaget av veileder Ingvild C. Hvinden.  

Mobilfase A bestod av 0,1% maursyre i MilliQ Vann. Mobilfase B bestod av 0,1% maursyre i 
acetonitril. Seal wash bestod av 90% MilliQ vann og 10% isopropanol. Nålevask bestod av 
70% metanol og 30% MilliQ vann.  
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Vedlegg B. Protokoll for biotinylering av antistoff 
Understående protokoll ble benyttet for biotinylering av antistoff, som ble anvendt i metode 
angitt i kapittel 2.2.2. Biotinyleringen ble utført av veileder Ingvild C. Hvinden på FFI. 
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Vedlegg C. Protokoll for eksponering av serum med VX 
Understående protokoll ble benyttet for eksponering av serum med organofosfat nerveagens 
VX som beskrevet i kapittel 2.2.4. Eksponeringen ble utført av Ingvild C. Hvinden på FFI.  

 

Eksponering av serum med VX 
Mål: Eksponere serum for VX slik at ulike DBS samplere kan testes med en mer «reell» 
prøve.   

Utgangspunktet er en stamløsning av VX i ACN på 1.01 mg/mL. Den molekylære massen til 
VX er 267,37 g/mol. Det gir en konsentrasjon på 3.778 mM.  

Metoden er basert på anbefalinger fra forsker Alex Fidder, TNO (Netherlands Organization 
for Applied Scientific Research).  

Fremgangsmåte 

1. Stamløsningen med VX fortynnes til 40 µM med ACN:  

𝑉! =	
40	𝜇𝑀	 × 1000	𝜇𝐿

3778	𝜇𝑀 = 10,6	𝜇𝐿 

Dvs. 10,6 µL med stamløsningen overføres til 989,4 µL ACN.  
2. Serum eksponeres for 400 nM VX (ca. 5 × BuChE konsentrasjon i blod) ved å blande 

10 µL med 40 µM VX inn i 990 µL serum.  

3. Blankprøve lages på tilsvarende vis, dvs. 10 µL ACN blandes med 990 µL serum.  

4. Prøvene settes på ThermoMixer ved 22 °C over natt.  

5. Hvis prøvene ikke skal brukes umiddelbart dagen etterpå, alikvoteres de i 200 µL av 

gangen og lagres ved -20 °C.  
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Vedlegg D. Rådata fra analyse ved LC-MS/MS  
I dette vedlegget presenteres data fra analyse ved LC-MS/MS som har blitt benyttet til 
utarbeidelse av boksplott og ANOVA post hoc Tukey test i tabell D1, D2 og D3.   
 

Tabell D1. Toppareal (QuantIon) for fem replikater av modifisert filterpapir grad 1 påsatt serum for MRM 
overgang 796,3 m/z → 691,3 m/z.  

 
 

  

Tabell D2. Toppareal (QuantIon) for fire replikater av modifisert filterpapir CF12 påsatt serum for MRM 
overgang 796,3 m/z → 691,3 m/z. 
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Tabell D3. Toppareal for femten prøver utsatt for VX eksponert serum ved tre metoder, henholdsvis 
filterpapir type grad 1 (Joh), filterpapir type CF12 (AgoNG) og DynaBeadsTM, (Beads) for MRM overgang 
902,3 m/z → 778,3 m/z.  
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Vedlegg E. R-kode for kromatogram, boksplott og ANOVA post hoc 
Tukey test 
I dette vedlegget presenteres R-kode som er benyttet til utførelsen av en ANOVA post hoc 
Tukey test, samt presentasjon av kromatogram og boksplott. All R-kode er skrevet av veileder 
Ingvild C. Hvinden og justert av Mirna Jarovic.  

Rådata som er benyttet til utarbeidelsen av boksplott og ANOVA test kan oppdrives i vedlegg D. 
Rådata for kromatogramutarbeidelse er lagret på ekstern enhet. Ta kontakt med forfattere for 
oversendelse. 

E.1 ANOVA post hoc Tukey test 
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E.2 Kromatogram 

Kromatogram av standarder 1 ppb og 100 ppb 
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Kromatogram for ikke-modifisert filterpapir påsatt serum grad 1 og CF12 
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Kromatogram for modifisert filterpapir med VX eksponert serum på filterpapir grad 1 

 

 

 



55 
 

Kromatogram for modifisert filterpapir med VX eksponert serum på filterpapir grad CF12 
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E.3 Boksplott 

Boksplott for fem replikater modifisert filterpapir grad 1 påsatt serum 
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Boksplott for fire replikater modifisert filterpapir grad CF12 påsatt serum 
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Boksplott for femten prøver VX eksponert serum med 3 metoder; DynaBeads, og filterpapir 
type grad 1 og CF12 
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Vedlegg F. Beregninger og sammenligninger 
Beregnet retensjonstid for BuChE og OP-BuChE 
Beregninger og sammenligning for prøveresultater av BuChE og OP-BuChE, herav: 
gjennomsnitt, standardavvik og relativt standardavvik og deteksjonsgrense, samt 
sammenligninger mellom filterpapir- og DynaBeadsTMprøver. 
Beregning av mengde hCG for anvendt litteratur (Johannsen et al. og Mrsa et al.) 
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Vedlegg G. Student t-test for modifisert filterpapir grad 1 og CF12 
påført serum 
Det ble utført en uparet student t-test for sammenligning av modifisert filterpapir av type grad 
1 og CF12 applisert serum. Testen ble utført ved hjelp av en gratis t-test kalkulator fra 
graphpad.com 

Topparealene for replikatene ble lagt inn i tabell, hvor filterpapir type grad 1 er gruppe 1, og 
filterpapir CF12 er gruppe 2.  
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