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Voorwoord 
 
In de periode van februari tot juni 2007 ben ik bezig geweest met mijn 
afstudeeropdracht ter afronding van mijn studie Chemistry aan de Hogeschool 
Utrecht, faculteit Natuur en Techniek, Institute for Life Sciences & Chemistry. 
Met veel plezier heb ik prettig gewerkt aan de validatie van de bepaling van vrij 
cortisol in serum met behulp van evenwichtsdialyse.  
Bij deze wil ik alle betrokken collegae bedanken voor de steun en begeleiding die ik 
gedurende mijn afstudeerperiode heb mogen ontvangen. In het bijzonder wil ik graag 
Frans Martens en Hilde Dijstelbloem bedanken voor het geduld, de begeleiding en 
de adviezen. 



 

 

Afstudeerverslag Alderick Panneflek           Pagina 3 van 37 
Opleiding Chemistry 

Samenvatting 
 
Huidige methoden om de cortisol status vast te kunnen stellen zijn het bepalen van 
vrij cortisol in speeksel of cortisol in serum en urine. Ook kan de vrije cortisolstatus 
worden berekend wanneer de concentraties van cortisol en corticosteroïd binding 
globulin (CBG) bekend zijn. Bij Intensive Care (IC) patiënten geven berekeningen en 
bepalingen in serum en urine niet altijd de gewenste informatie. Afname van 
speeksel is bij deze patiënten een probleem, zodat de bepaling in speeksel niet 
toepasbaar is. Om die reden is gedurende de afstudeerperiode aan het 
Endocrinologisch Laboratorium (EL) van het Vrije Universiteit Medisch Centrum 
(VUmc) de bepaling van vrij cortisol in serum gevalideerd voor de diagnostische 
toepassingen bij IC patiënten. 
 
Serum wordt overnacht met behulp van een dialysemembraan gedialyseerd tegen 
een buffer. Tijdens de dialyse diffundeert een klein deel van het vrije cortisol, naar de 
buffer, totdat er evenwicht ontstaat in het systeem. De eindconcentratie van cortisol 
in de buffer is een maat voor de concentratie van vrij cortisol in het serum. De cortisol 
concentratie in het dialysaat wordt geanalyseerd met behulp van een 
radioimmunoassay (RIA).  
 
Onderzocht zijn de invloed van de dialyseverhouding serum/buffer, de invloed van de 
temperatuur tijdens de dialyse, de dialysetijd en analytische kenmerken. 
Voor de uiteindelijke analyse van de sera is gekozen voor een dialyseverhouding van 
1:0,3 (serum:buffer), waarbij gedurende 18 uur is gedialyseerd bij 37°C. De gemeten 
waarden zijn vergeleken met een berekeningsmethode.  
 
De gevalideerde bepaling is robuust en met eenvoudige middelen goed toepasbaar 
binnen het EL. De reproduceerbaarheid is met  8% CV (n=60) en 6% (n=32) bij 
gemiddelde concentraties van respectievelijk 26 en 102 nM goed te noemen. De 
bepaling is toepasbaar in zowel serum als plasma (heparine en EDTA). Bij een 
aantal sera zijn er grote verschillen tussen de gemeten en de berekende waarden. 
Aangezien de toegepaste berekeningsmethode gebaseerd is op normale gezonde 
personen, wordt aangenomen dat de berekeningsmethode niet goed toepasbaar is 
voor de onderzochte populatie van IC patiënten. De bepaling van vrij cortisol in 
serum kan daarom een waardevolle aanvulling zijn bij de diagnostiek van deze 
patiënten. 
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Summary 
 
Modern methods for the determination of the cortisol status are the assay of free 
cortisol in saliva or cortisol in serum or urine. The free cortisol status can also be 
calculated if the total cortisol and corticosteroïd binding globulin (CBG) 
concentrations are known. Calculations and the assays in serum of urine do not 
provide the required information. The collection of saliva from these patients is 
problematic, which makes the assay of free cortisol in saliva not suitable. Therefore 
during the graduation dedication at the Endocrinologisch Laboratorium (EL) of Vrije 
Universiteit Medisch Centrum (VUmc) the assay of free cortisol in serum has been 
validated for the diagnostics of Intensive Care (IC) patients.  
 
Serum is dialysed overnight to a buffer using a dialyses membrane. During dialyses a 
small part of the free cortisol diffuses to the buffer until equilibrium is reached. The 
concentration of the cortisol in the buffer after dialyses reflects the concentration of 
free cortisol in the serum. The cordial concentration in the dial sate is analysed using 
a radioimmunoassay (RIA). 
 
The dialyses ratio serum/buffer, the influence of dialyses temperature, the dialyses 
time and the analytical characteristics are investigated.  
For the final assay of the sera a dialyse ratio of 1:0,3 (serum/buffer) has been 
chosen. Serum is dialysed for 18 hours at 37°C. The measured results were 
compared with a calculation. 
 
The validated assay is robust, uses simple materials and is easy applicable at the EL 
using. The between-assay coefficient of variation is 8% (n=60) and 6% (n=32) at 
mean free cortisol levels of 26 and 102 nmol/L respectively. The assay is suitable for 
serum as well as plasma (Heparine and EDTA). Some of the calculated results show 
a large difference with the measured results. Because the calculation method is 
based on normal healty persons, the calculation method is assumed not to be 
suitable for the investigated population of IC-patients. Therefore the assay of free 
cortisol in serum can be very useful as an aid in the diagnosis of these patients. 
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Lijst van afkortingen 
 
125I  Jodiumisotoop met atoomgewicht 125 
AbCort   Cortisol antilichaam 
ACTH  AdrenoCorticoTropic Hormone 
BSA  Bovine Serum Albumin 
CBG  Corticosteroïd-Bindend Globuline 
Cor125I  125I gelabeld cortisol 
CRF  Corticotropic Releasing Factor 
IC  Intensive Care 
GFL  Geselschaft für Labortechnik 
LDL  Low Density Lipoproteïne 
PBS  gebufferde natriumchloride oplossing 
RIA  Radioimmunoassay 
RNL  Radionucliden Laboratorium 
SMI  Scientific Manufacturing Industries 
SOP  Standard Operating Procedure 
Tris-HCl Trizma® Hydrochloride   
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1  Inleiding 
 
Cortisol circuleert voor een groot deel (> 90%) gebonden aan bindende eiwitten. 
Slechts een klein deel is vrij in de circulatie. Dit vrije deel is biologisch actief. Vrij 
cortisol in serum is niet direct te bepalen in verband met de bindende eiwitten. Als 
alternatief wordt vrij cortisol in speeksel bepaald. Speeksel is bij IC patiënten echter 
niet goed te verzamelen. Daarom is besloten een nieuwe methode te ontwikkelen en 
te valideren voor de bepaling van vrij cortisol in serum. 
 
De doelstelling van deze afstudeeropdracht luidt: Het opzetten en valideren van de 
bepaling van vrij cortisol in serum met gebruik van dialysetechniek ten behoeve van 
onderzoeksdoeleinden en klinische toepassing (IC-patiënten) binnen het 
Endocrinologisch Laboratorium. Om aan deze doelstelling gehoor te kunnen geven is 
een literatuuronderzoek uitgevoerd. Er is, met behulp van oa. PubMed. gezocht naar 
literatuur waarin technieken worden beschreven waarmee de vrije cortisol fractie in 
serum bepaald kan worden. Naar aanleiding van dit literatuuronderzoek is gekozen 
voor evenwichtsdialyse. Andere alternatievan zoals ultracentrifuge of precipitatie zijn 
technisch niet haalbaar op het Endocrinologisch Laboratorium of geven minder 
reproduceerbare resultaten.   
 
Tevens zijn in de literatuur methoden beschreven waarmee de vrije cortisol fractie 
berekend kan worden uit de totale cortisol concentratie en het gehalte aan bindende 
eiwitten. Deze methoden zijn ontwikkeld en toegepast op een gezonde populatie 
onder normale omstandigheden. De resultaten van een berekeningsmethode zijn 
met evenwichtsdialyse vergeleken.  
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2  Theorie 
 

2.1 Cortisol 

Cortisol [1] is één van de steroïdhormonen die in de 
bijnieren wordt geproduceerd. De bijnieren zijn 
kleine klieren aangrenzend aan de nieren. De 
daadwerkelijke synthese van cortisol vindt plaats in 
de bijnierschors. Bij deze synthese wordt cholesterol 
als bouwsteen gebruikt. Het cholesterol circuleert in 
het bloed en wordt via speciale receptoren voor LDL 
in de wanden van de bijnierschorscellen opgenomen 
waardoor het complex in de cel kan worden 
getransporteerd. Cholesterol bestaat uit een drietal 
6-ringen waar een 5-ring aan is toegevoegd (zie 
bijlage 1). Doordat cholesterol de bouwsteen is voor 
de bijnierschorssteroïden, en het verschil onder andere zit in de α- en β-substituties 
van de H-atomen, zijn meerdere vormen mogelijk. Het cholesterol ondergaat 
meerdere stappen in verschillende volgorden om de verschillende steroïden te 
kunnen vormen [12]. Voor de vorming van cortisol ondergaat cholesterol de volgende 
sythesestappen (zie bijlage 2):  

1)  Eerst vind er hydroxylering van het 20ste en 22ste C-atoom van cholesterol 
plaats waarna de zijketen tussen het 20ste en 22ste C-atoom wordt 
afgesplitst.  

2)  Vervolgens vindt er 17α-hydroxylering plaats voor de vorming van oa 
bijnier-androgenen. 

3)  Hierna vindt 3β-hydroxyl-dehydrogenering plaats waarbij 17α-
progesteron wordt gevormd. 

4)  Daarna vindt 21-hydroxylering plaats waarbij deoxycorticosteron wordt 
gevormd. 

5)  Ten slotte wordt door 11β-hydroxylering van deoxycorticosteron cortisol 
gevormd.  

 
Cortisol speelt een belangrijke rol bij vele processen in het lichaam, bijvoorbeeld het 
immuunsysteem. De productie is niet gelijkmatig maar vertoont een dag-nacht cyclus 
met de hoogste waarden vroeg in de ochtenduren en de laagste waarden in de 
avonduren. Tevens treden pieken en dalen in dit patroon op in samenhang met de 
opname van voedsel.  
De uitscheiding van cortisol door de bijnierschors wordt verhoogd als reactie op elke 
vorm van stress. Dit kan fysieke stress zijn of psychologische. Ziekte, verwondingen 
en bijvoorbeeld werkstress kunnen de cortisol concentratie doen stijgen. De 
uitscheiding van cortisol wordt aangestuurd door klieren in de hersenen. De 
hypothalamus, een basale kern in de hersenen, stuurt de stof CRF naar de hypofyse. 
In de hypofyse komt als reactie hierop ACTH vrij, dat op zijn beurt de uitscheiding 
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van cortisol in de bijnierschors stimuleert. Het circulerend vrij cortisol geeft bij een 
hoge concentratie een negatieve feedback op de hypothalamus. Hierdoor kan de 
cortisol uitscheiding door de bijnierschors gereguleerd worden.  
 
De steroïdhormonen circuleren in het serum als vrije fractie of gebonden aan 
bindende eiwitten. Cortisol bijvoorbeeld, wordt gebonden aan CBG (89%) en 
albumine (7%). Slechts een geringe fractie (± 4%) is vrij en ongebonden en dus 
metabool actief. Hierdoor ontstaat er een buffer van hormoon die naar behoefte 
aangesproken kan worden. Het eiwitgebonden hormoon kan nl. niet door de 
celmembraan heen diffunderen. De vrije hormoonfractie is in evenwicht met de 
eiwitgebonden fracties. Een verandering van de concentratie bindingseiwitten heeft 
in de regel daarom een verandering van de concentratie van het totale hormoon tot 
gevolg, maar de beschikbare hoeveelheid bioactief hormoon blijft vrijwel constant [2]. 
De concentratie aan bindende eiwitten is van meerdere factoren afhankelijk. Onder 
andere leeftijd, obesitas, pilgebruik en septische shock kunnen invloed hebben op de 
eiwitconcentratie in het bloed. Bij de huidige methoden om hormoonconcentraties te 
bepalen, wordt de som van de vrije en de eiwitgebonden fractie bepaald.  
Een deel van het cortisol wordt als vrije fractie (± 2%) in de urine uitgescheiden [1]. 
Na extractie van de urine met dichloormethaan is de cortisolconcentratie mbv een 
immuunoassay, HPLC of GC te bepalen. Deze methode geeft bij benadering een 
schatting van de hoeveelheid ongebonden cortisol in het serum [2]. Voor deze 
methode dient 24 uurs urine gespaard te worden om een goed beeld te kunnen 
vormen van de cortisol productie. 
Het vrije hormoon wordt ook in speeksel uitgescheiden. De bepaling van cortisol in 
speeksel geeft een goed beeld over de hoeveelheid vrij hormoon in het serum. In 
principe kunnen hiervoor dezelfde methoden tot het bepalen van de totale 
cortisolconcentratie gebruikt worden. Men dient hier wel in acht te nemen dat de vrije 
concentratie een factor 20 á 25 lager is dan de totale concentratie. 
 
Om de hoeveelheid actief hormoon bij bijvoorbeeld IC-patiënten vast te kunnen 
stellen is speeksel niet bruikbaar omdat het bij deze populatie uiterst moeilijk is om 
speeksel af te nemen. Het bepalen van vrij cortisol in serum zou echter een goede 
marker kunnen zijn [3,7].  
 
Doordat de vrije en gebonden hormoonfracties met elkaar in evenwicht zijn, kan de 
vrije hormoonconcentratie onder normale omstandigheden berekend worden aan de 
hand van de concentratie bindende eiwitten, de bindingsconstanten van de 
specifieke bindingseiwitten en de totale hormoonconcentraties [8]. Het is niet bekend 
hoe bruikbaar deze berekeningsmethoden bij IC-patiënten zijn.  
 
 

2.2  Evenwichtsdialyse 

Om de vrije cortisolfractie te kunnen bepalen zouden de vrije en gebonden fractie 
van elkaar gescheiden te moeten worden. Dit is echter moeilijk te realiseren. Daarom 
kan evenwichtsdialyse worden gebruikt [5]. Bij evenwichtsdialyse staat het serum 
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door middel van een dialysemembraan in contact met dialysebuffer. Het 
dialysemembraan heeft een bepaalde porie-grootte. Hierdoor kunnen de kleinere 
moleculen (vrije fractie) wel maar de grote moleculen (gebonden fractie) niet door het 
membraan heen diffunderen. Na verloop van tijd zal de vrije fractie zich in een 
evenwicht verdelen over het serum en de dialysebuffer. Nu is met behulp van een 
immuunnoassay de concentratie cortisol in de dialysebuffer te bepalen welke een 
maat is voor de hoeveelheid vrij cortisol in het serum [4].  
Er zitten echter wel enkele haken en ogen aan deze methode. Tijdens dialyse zal 
een deel van de ongebonden fractie zich naar de dialysebuffer verplaatsen. Dit heeft 
tot gevolg dat er minder ongebonden hormoon in het serum aanwezig is. Er zal dus 
een deel van de gebonden fractie los 
gaan laten van het bindende eiwit 
waardoor de vrije concentratie zal stijgen. 
Deze stijging heeft weer tot gevolg dat het 
dialyse-evenwicht verstoord is en zich 
opnieuw zal gaan instellen. Er dient dus 
rekening gehouden te worden met de 
volumina sera en dialysebuffer welke in 
dit systeem gebruikt gaan worden. Bij een 
(te) hoog volume dialysebuffer zal een 
groot deel van de gebonden fractie los 
gaan laten van de bindende eiwitten. Dit 
heeft foutief verhoogde waarden van de 
vrije fractie tot gevolg. 
Tevens speelt de temperatuur een 
belangrijke rol. Het serum bevindt zich 
onder normale omstandigheden bij 37°C. 
Bij kamertemperatuur hebben de 
bindende eiwitten een andere bindingsconstante dan bij 37°C. De dialyse dient dus 
uitgevoerd te worden bij 37°C omdat er bij kamertemperatuur een ander evenwicht 
zal ontstaan. Deze temperatuursafhankelijkheid van het evenwicht, brengt problemen 
met zich mee bij bijvoorbeeld IC-patiënten. Deze patiënten hebben vaak koorts. 
Theoretisch zou de vrije cortisol concentratie dan ook bij een hogere temperatuur 
gedialyseerd moeten worden. 
 
 

2.3 125I-RIA (detectie) 

Hormoonconcentraties in bloed kunnen met behulp van immunoassay’s worden 
bepaald. De immunoassay-techniek maakt gebruik van de reactie tussen een 
antigeen en een antilichaam. Het antigeen is in dit geval het hormoon. 
De bepaling gaat volgens het principe van de “competitieve immunoassay”. Een 
beperkte hoeveelheid cortisol antilichaam is gecoat aan de wand van polypropyleen 
buizen. Dit antilichaam is opgewekt in konijnen. Tijdens de incubatie vindt competitie 
plaats tussen het met Jodium gelabeld cortisol en het cortisol in monsters om het 
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beperkte aantal bindingsplaatsen aan het antilichaam. Hierbij vind de volgende 
reactie plaats: 
 

Cor + Cor125I + AbCor ↔ AbCor-Cor + AbCor-Cor125I + Cor + Cor125I 
 
Na scheiding van de vrije en gebonden fractie wordt de radioactiviteit in de gebonden 
fractie (AbCor-Cor125I) geteld in een gammateller. De hoeveelheid cortisol in de 
monsters wordt berekend op de meebepaalde standaardlijn [6].  
De reactievergelijking laat zien dat naarmate de concentratie in een monster stijgt er 
minder binding van het gelabelde cortisol plaatsvindt. Er zijn immers meer plaatsen 
op het antilichaam bezet door het ongelabelde hormoon. De standaardlijn 
weerspiegelt dit ook (zie figuur 3).  
De werkzaamheden met betrekking tot de radioactieve handelingen moeten worden 
uitgevoerd op een hiervoor speciaal ingericht laboratorium (RNL) waar met 
radioactiviteit wordt gewerkt.  

 

 
Figuur 3: Voorbeeld van een standaardlijn.  
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3  Werkwijze 

 

3.1 Materialen 

De bepalingen zijn uitgevoerd in serum en controlemateriaal. De sera,  BSA, Tris-
buffer, kalibratiestandaarden, tracers en geconditioneerde dialysemembranen zijn 
bewaard in de koelkast bij 2 – 8°C. Controlemateriaal is bewaard in de –20°C vriezer. 
Overige reagentia zijn bewaard bij kamertemperatuur.  
 
Monster 
Als monstermateriaal is serum of plasma gebruikt, afgenomen bij IC-patiënten. Na 
centrifugeren is de serumlaag overgepipetteerd in controlebuizen en ingevroren bij     
-20ºC.  
 
Reagentia Voor Lotnummers en expiratiedata wordt verwezen naar bijlage 3. 
Cortisol (Stockoplossing 0,754 mg/ml ethanol ± 0,002 mg) 
PBS  
BSA  
Dialysebuffer (0,1% BSA in PBS) 
Tris-HCl (Tris[Hydroxymethyl]aminomethane hydrochloride (C4H11NO3 · HCl)) 
Tris-buffer (0,1 M Tris-HCl; pH 7,4; 0,2% BSA) 
Demi water 
 
Apparatuur 

 

Tabel 1: Lijst van gebruikte apparatuur 

 
Overige materialen 
Dialysemembraan (Zellu Trans, Roth®; MWCO 4000-6000) 
Kits (Speeksel cortisol) Orion® 
Eppendorff cupjes tbv dialysesystemen 
Parafilm 
 
Kalibratie gegevens 
Voor de kalibratie wordt gebruik gemaakt van de standaardlijn van de 
gemodificeerde speeksel cortisol bepaling. Hierbij wordt een standaardlijn gemaakt 
vanuit een van de hoge standaarden van de kit door handmatige verdunningen te 
maken. De gebruikte curves hebben een bereik van 8 tot 500 nmol/L 
 

Apparaat Fabrikant Type 
Multi –tube vortexer SMI 2601 
Centrifuge Hettich RP 
Rollerbank Coulter Mixer 
Stoof Heraeus ST 5042 
Gammateller Wallac 1470 Wizard 
Waterbad GFL 1004 
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Dataverwerking 
De metingen van de gammateller worden geprint. Hierin staan gegevens over de 
standaardlijn, controles en monsteruitslagen weergegeven. De statistische en 
grafische verwerking van de resultaten is gedaan met Graphpad Prism v3.0, Excel 
2003 en MedCalc v8.1.  
 
 

3.2 Methoden 

Bij evenwichtsdialyse van vrij cortisol in serum wordt gebruik gemaakt van een 
dialysemembraan. Dit membraan dient voor gebruik geconditioneerd te worden.  
Tevens wordt gebruik gemaakt van dialysesystemen welke uit een eppendorff-cupje 
geprepareerd worden.  
 
Gebruikte voorschriften  
SOP Cortisol in speeksel, Spectria R_CSP-037 (bijlage 5) 
Procedure voor validatie   KWVAL-006 (BL01, BL02, BL03)  
Vrij cortisol in serum   R_VCS_001 (experimenteel protocol hier 
      beschreven) 
 
Conditioneren dialysemembraan 

- Doe ongeveer 500 mL demiwater in een bekerglas. 

- Verwarm dit tot 50°C. 

- Knip de benodigde hoeveelheid dialysemembraan (± 15 cm slang voor 20 
dialysesystemen) af. 

- Plaats de slang in het water en laat roeren terwijl het afkoelt. 

- Conditioneer 1 uur bij 50°C (er komt een licht zwavelige geur vrij). 
- Doe ongeveer 500 mL demiwater in een schoon bekerglas. 
- Breng de slang over in het schone bekerglas. 
- Conditioneer 1 uur bij kamertemperatuur. 
- Knip het membraan (slang) open. 
- Knip van het membraan vierkante stukjes van ± 1,5 cm. 
- Bewaar het geconditioneerde membraan in vers demiwater. 
- Het membraan is in de koelkast ten minste 3 weken houdbaar. 

 
Prepareren dialysesystemen 

- Knip mbv een schaar de dopjes van 
de cupjes en verwijder het overtollige 
plastic dat het cupje en het dopje bij 
elkaar houdt. 

- Knip de bodem (4 á 5 mm) van het 
cupje af zodat er een extra opening 
ontstaat. 

- Plaats het dopje nu op zijn kop plat 
op tafel. 
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- Pipeteer 300 µL dialysebuffer in het dopje. 
- Plaats een vierkant stukje geconditioneerd dialysemembraan op het dopje en 

zorg ervoor dat het dopje in het midden zit. 
- Zet het membraan vast door het cupje flink op het dopje aan te drukken. 
- Controleer of er geen luchtbellen zitten in het dialysebuffer-reservoir. 
- Pipetteer via de extra opening het te dialyseren monster. 
- Dek de extra opening af mbv parafilm. 

 
 
 
Dialyse 

- Dialyseer overnacht (minimaal 18 en 
maximaal 20 uur) in de stoof bij 37°C. 

- Plaats na de dialyse de systemen 
ondersteboven (met reservoir omhoog) 
in een rekje. 

- Haal nu het dopje MET 
dialysemembraan van het cupje af en 
plaats op tafel met het membraan 
omhoog. 

- Til voorzichtig met een pincet het 
membraan van de vloeistof. 

- Pipetteer de vloeistof over in een 
controlebuisje (in de koelkast houdbaar). 

 
Radioimmunoassay 

- Gebruik in een serie alleen één lotnummer gecoate buizen en één lotnummer 
tracer. 

- Zoek de dialysaten uit en sorteer ze op de volgorde van de werklijst.  
- Laat reagentia, monsters en controles op kamertemperatuur komen. 
- Meng reagentia voor gebruik. 
- Meng gedialyseerde monsters en controles op de multivortexer en 

centrifugeer ze 1 minuut bij 3000 rpm (ca 1900 g). 
- Los standaard 500 nmol/L op in 0,5 mL demiwater, laat deze 30 minuten 

staan en meng voor gebruik op de rollerbank (dit is de hoogste standaard à 
500 nmol/L). 

- Maak de rest van de standaardreeks door de standaard van 500 nmol/L in 
verhouding van 1:1 door te verdunnen (6x) als volgt: 

- Vul zes borosilicaten buizen (75x12 mm) met 250 µL Tris-buffer. 
- Pipetteer 250 µL à 500 nmol/L bij de eerste buis, dit is dan 250 nmol/L, meng 

Pipetteer 250 µL à 250 nmol/L bij de tweede buis, dit is dan 125 nmol/L, meng 
en verdun, enz. 

- Zo ontstaat de reeks van 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,63; 7,82 nmol/L. 
- Voor het nulstandaard wordt Tris-buffer gebruikt. 
- Pipetteer in duplo 50 µL van de verdunde standaarden, controles en van de 

monsters volgens. Zorg dat de serie binnen 35 min. gepipetteerd is. 
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- Zet de buizen over in decanteerrekjes. 
- Meng voldoende tracer van één lotnummer bij elkaar in een bekerglas. 
- Voeg aan alle buizen 500 µL tracer toe en mix op de multivortexer. Niet te 

hard anders ontstaat er schuim. 
- Doe dopjes op buizen 1+2 (TOTA) en zet deze apart tot aan het tellen. 
- Incubeer de buizen exact 30 minuten bij 37°C in het waterbad. 
- Decanteer, in de zuurkast, de buizen boven de opvangbak en sla ze goed uit 

op absorberend papier. Voeg 2,0 mL demiwater toe, decanteer en sla goed 
uit. 

- Laat de buizen 5 minuten op zijn kop uitlekken en sla nogmaals goed uit. 
- Zet de buizen over in de telrekjes, zet de TOTA buizen op de plaats 1+2 en 

laat de serie buizen tellen in de gammateller, volgens het vrij cortisol in serum 
protocol. 

 
De gebruikte 125I-RIA Speeksel cortisol assay is een al reeds gevalideerde methode 
en zal tijdens deze validatie niet verder aan de orde komen. Voor gebuik van vrij 
cortisol in serum zijn in het protocol de concentraties van de standaardcurve 
aangepast.  
 

3.3 Technische kenmerken 

Dialyseverhoudingen 
Onderzocht is wat de invloed is van de dialyseverhouding tussen de hoeveelheid 
dialysebuffer en serum. De concentratie vrij cortisol is in evenwicht met de veel 
grotere fractie gebonden cortisol. Bij gebruik van een groot volume dialysebuffer 
verschuift het evenwicht tussen het vrije en gebonden cortisol in het serum. Dit heeft 
een foutief verhoogde waarde van het vrije cortisol tot gevolg. Voor een juist resultaat 
dient de hoeveelheid dialysebuffer zo klein mogelijk en de hoeveelheid 
monstermateriaal zo groot mogelijk te zijn.  

 
Dialysetijd 
Om te onderzoeken hoeveel tijd er nodig is voor er een evenwicht in het 
dialysesysteem ontstaat, is een serumpool verschillende tijdsduren gedialyseerd.  
 
Dialysetemperatuur 
Serum bevindt zich normale omstandigheden bij 37ºC. Doordat de 
bindingsconstanten van de bindende eiwitten bij verschillende temperaturen variëren, 
dient de dialyse ook bij deze temperatuur uitgevoerd te worden [9, 10, 11]. 
Onderzocht is wat de invloed is van de temperatuur waarbij de dialyse plaatsvindt.  
 
 

3.4 Analytische kenmerken 

Herhaalbaarheid (intra-assay variatie) 
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De meetwaarden van 103 monsters welke in 6 series met de I125-RIA in duplo zijn 
bepaald, zijn naar concentratie niveau in 5 groepen verdeeld. Binnen elke groep is uit 
de duplo’s de variatiecoëfficiënt berekend als maat voor de herhaalbaarheid. 
 
Reproduceerbaarheid (inter-assay varaiatie) 
Bij elke dialyserun zijn controles meegenomen. De resultaten zijn gebruikt om het 
gemiddelde en de variatiecoëfficiënt te bepalen. 
 
Kwaliteitscontrole 
Voor de kwaliteitscontrole van de bepaling van vrij cortisol in serum is er een 
buffercontrole en een serumcontrole gemaakt. Met behulp van het kwaliteitscontrole 
softwareprogramma MultiQC worden de waarden van de controles grafisch 
weergegeven. Allereerst zijn de controles 20 keer meegenomen om het gemiddelde 
en de standaarddeviatie te bepalen. Deze controles zijn daarna bij elke dialyse-run 
meegenomen. De gevonden waarden moeten in principe binnen de range van het 
gemiddelde ± 2SD liggen. Indien de uitslagen van de controles daar buiten vallen, 
kunnen resultaten van de run worden afgekeurd.  
 
Matrixvergelijk 
Bij de afname van bloed tbv patiëntenonderzoek wordt in de meeste gevallen serum 
afgenomen. Daarnaast is het ook mogelijk EDTA- of Heparine-plasma af te nemen.  
Bij dit matrixvergelijk zullen serum en plasma uitslagen met elkaar vergeleken 
worden om te onderzoeken of vrij cortisol beïnvloed wordt door deze verschillende 
manieren van afnemen. 
 
Vergelijk van methoden 
Voor de berekening van vrij cortisol in serum is de berekening, beschreven door 
Coolens et al [8], gebruikt:  
 

Z
KN

T
ZV −

+
+=

)1(

2  waarin 
)1(22

1

N

TG

K
Z

+

−
+=  

 
V : concentratie vrij cortisol  
T  : concentratie totaal cortisol 
G  : CBG concentratie 
 
In deze vergelijking is een waarde van 3,0*107 M-1 gebruikt voor K, welke de affiniteit 
van CBG voor cortisol vertegenwoordigd bij 37°C. Voor N is een constante waarde 
van 1,74 gebruikt voor de ratio albumine gebonden cortisol en vrij cortisol [8]. Deze 
waarde staat evenredig aan de concentratie albumine. Deze concentratie is echter 
redelijk constant en binding aan cortisol is vrij beperkt. Doordat alle concentraties zijn 
uitgedrukt in µM ontstaat de formule: 
 

ZTZV −+= 0122,0
2  waarin )(182,00167,0 TGZ −+=  
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Deze berekening is in de literatuur toegepast op een gezonde populatie onder 
normale omstandigheden. De populatie waarbij de berekening is toegepast voor het 
vergelijk van methoden is echter niet normaal. Het betreft hier een populatie IC-
patiënten waarbij de albumine en CBG waarden veelal afwijkend zijn.  
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4  Resultaten 

4.1  Technische kenmerken 

 
Dialyseverhoudingen 
Dialyseverhoudingen zijn uitgevoerd met dialysesystemen met het 
standaardreservoir van 300 µL. Hierbij zijn verschillende volumina van een 
serumpool gedialyseerd.    
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Grafiek 1: dialyseverhoudingen 
 

Uit de grafiek blijkt dat de minimale monsterhoeveelheid 750 µL bedraagt.  
 
Dialysetijd 
De dialysetijd is onderzocht door een serumpool verschillende tijden te dialyseren.  
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Grafiek 2: tijdtest gepoolde sera 

 
Uit de grafiek blijkt dat minimaal 30 uur gedialyseerd dient te worden. 
 
Dialysetemperatuur 
De dialysetemperatuur is onderzocht door een serumpool bij kamertemperatuur en 
bij 37ºC te dialyseren.  
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Grafiek 3: Temperatuurtest 

 
Uit de grafiek blijkt dat de evenwichtconstante bij 37ºC sterk verschilt  van die bij 
kamertemperatuur.  
 

4.2  Analytische kenmerken 

 
Herhaalbaarheid (intra-assay variatie) 
Monsters zijn in duplo bepaald. De uitslagen zijn naar concentratie in 5 ongeveer 
even grote groepen verdeeld. De concentraties zijn weergegeven in nmol/L. 
  

Bereik  N Gemiddelde  CV duplo (%) 
0 tot 35 20 23 5,6 
35 tot 80 20 60 4,4 
80 tot 125 22 104 3,9 
125 tot 165 22 147 3,7 
165 tot 310 19 220 2,7 

Tabel 2: herhaalbaarheid 

 
 
 
Het verschil in de uitslagen van elke duplo is 
volgens de onderstaande formule als 
foutpercentage berekend. 
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        Grafiek 4: Herhaalbaarheid 

 
 
Reproduceerbaarheid (inter-assay variatie) 
De resultaten van de EL buffer en serum controle zijn gebruikt voor de berekening  
van het gemiddelde en de variatiecoëfficient. Concentraties zijn weergegeven in 
nmol/L. 
 

Controle N Gem. Conc. CV % 
Controle Serum 60 25,95 7,6 
Controle buffer II 32 102,28 6,1 

Tabel 3: reproduceerbaarheid 

 
Uit de tabel blijkt dat de controles reproduceerbaar zijn met CV’s < 8%. 
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Kwaliteitscontrole 

 
Figuur 6: kwaliteitscontrole 

 
De kwaliteitscontrole is bijgehouden in het programma MultiQC. De grafieken van de 
MultiQC zijn als volgt opgebouwd:  

- De groene lijn is het gemiddelde (de target) van het controle 
monster.  

- De twee buitenste rode lijnen geven de bovenste en onderste 
controle limieten (± 3 SD).   

- De achtergrondkleuren geven de standaarddeviatie weer.  
- De overgang van het groene gebied naar het gele gebied is de ± 2 

SD grens.  
- De overgang van het gele gebied naar het rode gebied is de ± 3 SD 

grens. 
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Matrixvergelijk 
Bij 6 “gezonde” personen is  serum, EDTA- en Heparine-plasma afgenomen. Hiervan 
is vrij cortisol bepaald. Concentraties zijn weergegeven in nmol/L. 
 

 Vrij cortisol in 
Patiënt Serum EDTA-plasma 

(% tov serum) 
Heparine-plasma 

(% tov serum) 
1 19,7 77 71 
2 17,6 97 93 
3 12,1 98 104 
4 14,2 124 95 
5 29,2 97 107 
6 18,1 91 96 

Gem.  97 94 
Tabel 4: Matrixvergelijk 

 
Uit de tabel blijkt dat de resultaten verkregen uit plasma vergelijkbare waarden 
opleveren ten opzichte van serum.  
 
Vergelijk van methoden 
Bij dit vergelijk van methoden zijn de gemeten resultaten van de evenwichtsdialyse 
vergeleken met de eerder beschreven berekening van vrij cortisol in serum.  

0 100 200 300
0

100

200

300
n = 14
r = 0,9570

y = a + bx + cx2

a = 84,53
b = -3,66
c = 0,06

Berekend (nmol/L)

G
e
m

e
te

n
 (

n
m

o
l/

L
)

 
Grafiek 5: vergelijk van methoden 

 
De grafiek laat geen lineair verband zien tussen de gemeten en de berekende 
waarde van vrij cortisol in serum. 
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5  Conclusie & discussie 
 
De bepaling van vrij cortisol in serum is goed uitvoerbaar. De dialysetijd is lang maar 
de aanwezigheid van de analist is hierbij niet vereist.  
 
Bij een dialyseverhouding van groter dan 2,5 (750 µL serum ten opzichte van 300 µL 
buffer) blijft het gemeten percentage vrij cortisol constant. Bij lagere 
dialyseverhoudingen treedt een valse verhoging van het percentage vrij cortisol op. 
Theoretisch zou een minder groot monstervolume wel te bepalen zijn maar dan dient 
een systeem met bufferreservoir naar verhouding te worden gebruikt. Dit is echter 
praktisch niet haalbaar doordat er dan onvoldoende materiaal is voor de 
immunoassay. Er is uiteindelijk gekozen voor een monstervolume van 1 mL om het 
evenwicht tussen de vrije en gebonden fractie zo min mogelijk te verstoren. 
 
De dialysetijd bedraagt minimaal 30 uur. Dit is echter praktisch niet haalbaar. Een 
dialysetijd van 24 uur zou laboratoriumtechnisch praktischer zijn. Op grond van het  
literatuuronderzoek is gekozen voor een dialysetijd van 18 uur. Bij deze dialysetijd is 
95% van het evenwicht voltooid. Voor vervolgstudies kan worden overwogen om 
deze tijd tot 24 uur op te hogen.  
 
De dialyse vindt plaats bij 37°C. Deze temperatuur is gekozen omdat dit de 
temperatuur is waarbij het serum zich onder normale omstandigheden bevindt. De 
bindingsconstante bij kamertemperatuur verschilt sterk ten opzichte van 37ºC 
waardoor er een andere hoeveelheid vrij cortisol beschikbaar is, die niet 
representatief is voor de situatie in vivo. IC-patiënten hebben vaak koorts. Dialyseren 
bij 37°C is voor deze populatie daarom ook slechts bij benadering de juiste 
temperatuur.  
 
De herhaalbaarheid (intra-assay variatie) voor vrij cortisol in serum is goed over het 
hele bereik (VCduplo’s < 7 %).  
 
De reproduceerbaarheid (inter-assay variatie) van de controles is goed met VC’s van 
6 tot 8 %.  
 
Het matrixvergelijk laat zien dat de uitslagen verkregen uit serum en plasma 
vergelijkbaar zijn.  
 
De uitslagen verkregen met behulp van de berekende methode, komen slechts 
gedeeltelijk overeen met de uitslagen verkregen met behulp van evenwichtsdialyse. 
De gebruikte berekende methode is gebaseerd op een gezonde populatie, met 
normale concentraties van de bindende eiwitten. Daarnaast is de literatuur niet 
eenduidig over de bindingsconstanten van de bindende eiwitten[2, 10, 11, 13. De 
bindingsconstanten zijn tevens temperatuur afhankelijk waardoor er bij een populatie 
van IC-patiënten (veelal met koorts) meerdere waarden voor de bindingsconstante 
kunnen gelden. Daarnaast hebben IC-patiënten zelden normale concentraties van de 
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bindende eiwitten. Het verschil tussen gemeten en berekende waarden kan dus 
worden veroorzaakt door het feit dat de gebruikte formule voor de berekening in feite 
niet toepasbaar is op IC-patiënten. 
 
Samenvattend kan worden gesteld dat uit de validatie is gebleken dat de bepaling 
van vrij cortisol in serum met behulp van evenwichtsdialyse voldoet aan de eisen van 
het EL.  
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Bijlage 1: Structuren 
 

Skelet bouwstenen 
 
 
 
 

OH Cholesterol 
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Bijlage 2: Synthese van Cholesterol 

OH  
 
  ↓1) Zijketenafsplitsing 
 

OH

CH
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  ↓ 2) 3β-hydroxyl-dehydrogenering 
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  ↓ 3) 17α-hydroxylering 
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  ↓ 4) 21-hydroxylering 
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  ↓ 5) 11β-hydroxylering 
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Bijlage 3: Lotnummers en expiratiedata 
 
Dialysemembraan 

- Lot: 8421  Houdbaar 
 
BSA 

- Lot: 84H03041 Houdbaar 
 
Tris-HCl 

- Lot: 125H5412 Houdbaar 
 
Tris-buffer 

- Lot: vers bereiden Houdbaar  
 
Kit (cortisol speeksel) 

- Lot: 3215502 Houdbaar tot: 16-04-2007 
- Lot: 3293101 Houdbaar tot: 14-05-2007 

 
 
Kalibratiestandaarden 

- Lot: 2386205  Houdbaar tot: 02-02-2008 
 
Tracer 

- Lot: 2996203  Houdbaar tot: 25-12-2006 
- Lot: 3212603  Houdbaar tot: 16-04-2007 

 
Gecoate buizen 

- Lot: 2781901  Houdbaar tot: 16-06-2008 
- Lot: 2920601  Houdbaar tot: 10-11-2007 

 
Controle buffer 

- Lot: 12-06  Batch: 07-12-06 
 
Controle serum 

- Lot: 12-06  Batch: 07-12-06 
 
PBS 

- Lot: 5352A171 Houdbaar tot: 07-2008  
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Bijlage 5: SOP Cortisol in speeksel, Spectria 
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