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Afdeling Additieven . Datum : 1983-03-24 

VERSLAG 83 . 29 P~ . n~ . 505 . 0620 · 

P~ojekt : Ontwikkelen methoden voo~ het aantonen en bepalen van 
ho~monen . 

Onde~we~p : Ve~slag van een stage op het gebied van Radio-immuno-assays 
bij p~of . d~ Th .J . Ben~aad , hoofd afdeling Expe~imentele en 
chemische endoc~inologie, Katholieke Unive~siteit Nijmegen 
1982-12-21/1983- 03-04. 

Doel: 
Het ve~k~ijgen van mee~ inzicht in de ~adio-immuno-assay in het alge
meen . 
Mee~ inzicht k~ijgen in de bepalingsmethoden van natuu~lijke en anabo
le ste~oiden d . m.v. RIA . 
Het opzetten van een bepalingsmethode voo~ Diethylstilbest~ol in weef
sel d . m.v. RIA . 

Samenvatting : 
In dit ve~slag zijn bepalingsmethoden ve~meld voo~ enkele endogene 
ste~oidho~monen zoals Oest~adiol, P~ogeste~on en Testoste~on alsmede 
een methode voo~ 2 exogene ste~oiden te weten : methyltestoste~on en 
no~testoste~on, zoals deze bij de Katholieke Unive~siteit Nijmegen be
paald \</O~den . 

Met bet~ekking tot de RIA in he t algemeen wo~den e~ voo~beelden gege
ven van z .g . immunog~ammen, kits en de noodzaak van het zuive~en van 
t ~ace~s . 

Tevens lW~dt e~ een l</e~kl<lijze besch~even voo~ de bepaling van Diethyl
stilbest~ol in weefsel m. b.v . RIA . 

Conclusie: 
E~ is daadwe~kelijk e~va~ing opgedaan op het gebied van ste~oidbepa
lingen met behulp van Radio-immuno-assays. 
Voo~ de bepaling van DES in weefsel geeft een combinatie van monste~
voo~behandeling (dismemb~e~en), ve~de~e opwe~king en celite kolom zui
vering een opb~engst aan 3H-DES > 50%, de blanco l<laa~de bed~aagt 7 pg . 
Ve~de~e expe~imenten met name met positief weefsel zijn gewenst . 

Ve~antwoo~delijk: d~ H . G. de Ruig eS( 
Samenstelle~: H.C .J. Be~ghmans ;;::[F>. 

0 
Projektleide~ : d~ W.G. de Ruig ~ 
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1. Inleiding 

De afdeling expe~imentele en chemische endoc~inologie (endoc~inologie 

= lee~ van de hormonen) heeft twee lijnen van onde~zoek: de ee~ste be

treft de ontwikkeling van technieken voo~ het meten van hormoonconcen

traties in lichaamsvloeis toffen, en de tweede is gericht op de bestu

d e~ing van horruooneiwitinterakties, processen die bij de we~king van 

ho~monen zijn betrokken . 

Bovendien wo~den er binnen de afdeling op ~outinematige basis ho~ruoon

bepalingen ver~icht ten behoeve van de patiëntenzorg. Er is dan ook 

een nauwe samenwerking met endocrinologen van diverse afdelingen binne n 

het ziekenhuis . Dit impliceert, dat het lole~k veel onderzoeks ter~einen 

van de endocrinologie bestrijkt, zoals endocrine oorzaken van patholo

gisch verhoogde bloeddruk, diagnostiek van aangebaten endocrinologische 

afwijkingen bij kinderen middels hormoonbepalingen in speeksel, ootre

gelingen van de hormoonp~oduktie in mannelijke en vrouwelijke geslachts

organen en he t bestuderen van hormoonreceptoren die een rol spelen bij 

hormoon afhankelijke borst- en baatrnoederkanker. Op het laatste gebied 

ver~icht de afdeling experim~nteel onde~zoek , wedetorn in nauwe samen

werking met de bettokken klinici. 

Doelstelling van dit onderzoek is , om via biochemische analyse van 

weggenomen stukjes tumorweefsel te kunnen voorspellen, of bij de on

derhavige patiënten een behandeling met ho~monen een kans van slagen 

heeft . Hoofd van de afdeling experimentele en chemische endocrinologie 

is prof. dr Th . J . Benraad . 

2 Endogene ste~oiden 

Enkele endogene ste~oidhormonen die men op de afdeling experimentele 

en chemische endocrinologie meet zijn o . a. Aldoste~on, Androsteendion, 

Cortisol,Corticosteron , 17a- OH-Progesteron, Oestradiol , Testosteron, 

Progest e ron . 

Voor de bepaling van deze steraidhormonen maakt men gebruik van RIA 

technieken met 3H gelabelde hormonen . 

De metingen vinden hoofdzakelijk plaats in plasma en speeksel, na pa

pie~chromatografische zuivering . Echte~ bij b . v . Testosteron meet men 

ook na extraktie. Dat wil zeggen na b.v . ethe~extraktie neemt men het 

extrakt op in buffe~, waarna een aliquot bepaald wordt middels RIA. 
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Natuurlijke steroidhormonen zijn in bloed voor een gedeelte gebonden 

aan eiwit . Extraktie met een organisch oplosmiddel "verbreekt" deze 

binding zodat men beschikt over het vrije hormoon. Bij een ditekte RIA 

in b.v. plasma dienen deze eiwitten uit het te meten monster zelf te 

worden verwijderd door b.v. eiwitprecipitatie met alcohol. Ook kan men 

een z .g. blokker toevoegen. Deze verdringt het hormoon van het eiwit . 

2.1 .!!_a~i~pt'i~c.!_p~ ~t~roidb~pal.!_n~en 

Afhankelijk van het te be palen hormoon neemt men 1 tot 3 ml plasma in 

bewerking. 

Hieraan wordt+ 4000 cpm/0,1 ml recovery tracer toegevoegd. 

(Recovery tracer zit in een 0,2% ethyleenglycol/H2o opl.) 

15 min incuberen (uitwisseling: voor equivalente verdeling van 3H

stetoid tussen vrij en eiwitgebonden fraktie). 

Afhankelijk van het te bepalen stetoid of ether- of een dichloorme

thaan extraktie (15 ml, 2 min schudden , waterfase bevriezen cq. afzui

gen organische fase , afdampen in puntbuis). 

~h!_O_!!a!_ogt~f.!_e_ 

Met ether of met dichlootmethaan wordt het extrakt op Hhatman no. 1 

papier gebracht, en dalend gechromatogtafeerd . Lokalisatie van het te 

bepalen steroid gebeurt d.m.v. een radio- aktiviteitsscan . De sterolcl

zone wordt uitgeknipt en versnipperd in een glazen telflesje. 

Het elueren va n het steroid gebeurt met 1 tot 2 ml 0,2% ethyleenglycol 

in water. 

(De tijd die nodig is voor het elueren vatieërt van een paar uur tot 

hele nacht.) 

RIA 

15% van het eluaat wordt gebruikt voor recoverytel1ing. 

10-20 en 30% van het eluaat wordt meegenomen in de tadio-immuno-assay. 

Eluaat + RIA-traeet ± 4000 cpm/100 ~1 buffer + antiserum. 

De i ncubatietijd varieëtt van 2 uur tot overweekend. 

Scheiding van vrij en gebonden hormoon vindt plaats door toevoeging 

van dextran coated charcoal . 

De aan het antiserum gebonden fraktie wordt vervolgens geteld . 
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~ t ~nda~ r~ l.!.J..~. 

De standaarden bevinden zich in een 0,2% ethyleenglycol oplossing in 

water (EGH). 

2.2 Oestradiol 

Tracer: E2- 3H (4 plaatsen gelabeld)± 3000 cpm/100 ~1 E.G.H. 

Antiserum: R5-658-TO-R-a-E2-6-CHO-BSA 

afkomstig van Organon Oss; drs A. Bosch. 

Bereik standaardcurve: 5-10-20-40-80-160-320-640 pg E2/300 ~1 ethy

leenglycol (0,2%) in Hater. 

Incubatie: 2 uur tot overnacht, 4°C. 

Scheiding: charcoal: Dextran 150 ~1 1+3 

5 g Norit/80 ml buffer D 

100 mg dextran T 70/80 ml buffer D 

contacttijd 3 min. 

Cht:'omatografie: 

Systeem: Bush B3. 

Looptijd: ± 2 1/2 uut:'. 

Inzetvolume: 1-2 rol plasma . 

RIA-tt:'acer: + 3000 cpm/100 ~1 buffer D. 

Buffet:': D. 

2.3 Krog~s.E_e~oE_ 

Recovery tracet:': 3H-progestet:'on (4 plaatsen gelabeld) + 3000 cpm/ 

100 ~1 E .G.t~. 

Antiserum: R 643/TO Organon Oss. 

Bereik standaardcurve: 0-640 pg progesteron/300 ~1 E.G.W. 

Incubatie: 2 uur tot ovet:'nacht 4°C. 

Scheiding: chat:'coal: Dextran 1+3 150 ~1 

contacttijd 3 min. 

Buffet:': D. 

Chromatografie: 

Systeem: gemodificeerd A. 

Looptijd: 3 uur. 

Inzetvolume: 0,5-2 ml plasma, 3-4 ml speeksel. 

RIA-tracer: ± 3000 cpm/100 ~1 buffer D. 

In verband met Handadsorptie van progesteron wordt 0,2% beriglobine 

( eiwit) toegevoegd. Dit ook in elutie-vloeistof . 
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2.4 Testostet"on -- ----
Tt"acet": 3H-Testosteron ± 4000 cpm/100 ~1 E.G.W. 

Antiset"um: 7a carboxy ethyl thio ethet" BSA 

afkomstig van: Dt" Pratt, isotopenlab Gynaecologie, Academisch Zieken-

huis Gt"oningen. 

Bereik standaardcut"ve: 0-320 pg Testosteron/300 ~1 E.G.W. 

Incubatie: 2 uut" tot ovet"nacht 4°C. 

Scheiding: charcoal: Dextt"an 1+3 150 ~1 

contacttijd 6 min. oplossing zonder BSA. 

Buffers: fosfaatbuffer 0,02 m Na- fosfaat (1% BSA) 

fosfaatbuffer. 

Cht"omatografie : 

Systeem: gemodificeerd A. 

Looptijd: 3 UUt"· 

Inzetvolume: 1-1,5 ml plasma, 3 ml speeksel. 

RIA-tt"acer: + 3000 cpm/100 ~1 fosfaatbuffet". 

2.5 Meet"det"e stet"oiden uit iin monstet" 

Het is eveneens mogelijk een aantal sterolden naast elkaar te meten. 

Daartoe wordt aan het plasmamonster b.v. viet" recovet"ytracers toege

voegd. 

Na extraktie en chromatografie wordt de papierstrook gescand. De vier 

steroid zone's (met elk hun verschillende rf waarde) worden uitgeknipt 

en versnipperd in telflesjes. 15% van het eluaat wot"dt gebruikt voor 

recoverytelling, met 10-20 en 30% van het eluaat voert men de RIA uit, 

met voor elke steroid zijn eigen specifieke antiserum: 

dus: monster - extraktie- chromatografie- hormoon 1 - > RIA 

hormoon 2 ~ RIA 

hormoon 3 ~ RIA 

hormoon 4 ~ RIA 

Steroid extraktie 

19-0H- Corticosteron 

Aldosteron CHC12 
18-0H-desoxy-Corticosteron 

Cot"tlcosteron 

8329.4 

chrom. systeem 

Bush n5 

looptijd 

4 uu r 

rf waarde 

o, 1 

0,25 

0,62 

0,76 
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Steroid extraktie 

Oestradiol ether 

Testosteron 

Dihydrotestosteron 

Oestradiol ether 

17a-OH- progesteron 

Testosteron 

Androsteendion 

3 . Exogene steroiden 

- 5 -

chrom . systeem 

Bush B3 

gemodificeerd A 

looptijd 

3 uur 

3 uur 

rf waarde 

0,17 

0,59 

0,76 

0,1 

0,21 

0,30 

0 , 67 

Op de afdeling pharmacologie van de Katholieke Universiteit Nijmegen 

meet men o . a. anabole steroiden zoals b.v. 17a me thyl- testosteron en 

19- nor-testosteron. 

Nen maakt bij deze metingen gebruik van met l25J gelabeld 17a-me thyl

testosteron-3 oxim-histamine en 125J gelabeld 19-nortestosteron-17-

hemisuccinaat- histamine. 

De antisera betrekt men van dr Brooks (Londen) te weten: 

1. 17a-methyltestosteron-3-(0-carboxymethyl)-oxim-HSA, voor de bepaling 

van methaandienon en andere anabole sterolden met een 17a-methylgroep en: 

2 . 19- nortestosteron- 17- hemis uccinaat- HSA, voor de bepaling van 19-

nortestosteron en andere 19- nor-steroiden . 

De werkwijze die men volgt is gebaseerd op een publikatie van Brooks, 

m.u.v. de scheiding vrij en gebonden hormoon. 

Detection of Anabolic Steroids by Radio- immuno- assay R.V. Brooks et all. 

Brit. J . Sports Med . , !, 89- 92 (1975). 

Schema bepaling anabole steroiden d.m.v. RIA 

0 , 5 ml urine of plasma 

dichloormethaan extraktie 

l wassen me t: 0,5 ml 0,1 N NaOH, 3 x met 0,5 ml H2o 
extrakt droogdampen 

acetyledng 

Radio- immuno- assay 
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Testos te~on geeft met het genoemde methyltestoste~on antise~um een 

k~uis~eaktie van+ 7%. Testoste~onacetaat geeft geen k~uis~eaktie. 

Doo~ nu, voo~ het uitvoe~en van de RIA, het u~ine-ext~akt te acetyle

~en, wo~dt deze k~uis~eaktie (van Testoste~on) volledig geëliminee~d. 

Hie~toe voegt men 6 d~uppels py~idine en 3 d~uppels azijnzuu~anhyd~id e 

aan het u~ine-extrakt toe. 

Na acetyleren, 12-16 uu-r bij kame~temperatuu-r, wo-rdt 1-2 ml methanol 

toegevoegd en het ext~akt wo~dt drooggedampt. 

Na toevoeging van 2,5 ml RIA buffer wordt 0,1 ml ingezet in de RIA. 

De scheiding v~ij en gebonden ho~moon vindt plaats met No-rit-Dext~an 

oplossing. 

Een complete kit voor de bepaling van me thyltestosteron en nortesto

ste~on wo~dt geleve-rd door: 

d~ R.V. Brooks, Depa-rtment of Chemical Pathology, St. Thomas Hospita!, 

London SE 1, England. 

Deze kit bevat met 125J gelabelde t-race-rs . 
3H-no-rtestoste-ron is in de handel ve-rk-rijgbaar . 
3H- methyltes tosteron ?? 

Bij de Katholieke Unive-rsitei t Nijmege n (afdeling Exp. en chem . Endo

c-rinologie ) heef t men ook antisera tegen 19- nor- en 17a methyltes

tosteron bij schapen opgewekt. Deze antisera waren voo~ hun doe leinden 

.minder geschikt. 

Voo~ eventuele eerste expe~imenten kunnen wij over deze beide antisera 

beschikke n. 

Antiserum tegen 19-nor (schaap 10) 

17a- me thyl (schaa p 11) 

Contact opnemen met: Leni Siero, afd. pharruacologie, Katholieke 

Universi teit Nijmegen of 

H. Hofman, afdeling Exp. en chem. Endoc~inologie. 

4. Kits 

Tegenwoordig zijn kits in de handel zowel voor ste~oidho~ruonen als 

voor polypeptidehorruonen. 

Mees t a l maakt men bij deze kits gebruik van 12SJ , Echte-r kits met 3H 

zijn ook ve~k-rijgbaa~. Beide t-race-rs hebben voor- en nadelen. 
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- Zo is 125J niet te geb~uiken als ~ecove~y-t~ace~, omdat het fysisch 

en/of chemisch ande~s ~eagee~t als men b.v. ch~omatog~afie toepast . 

- Daa~entegen heeft 125J een hoge specifieke activiteit ~~aa~door 
slechts weinig van de tracer nodig is om een voldoende hoeveelheid 

radio-aktieve straling te verkrijgen. Dit kan de gevoeligheid van de 

bepaling verhogen. 

- Een ander voordeel van 125J is de veel kortere teltijd die nodig is. 

- 125J geeft wel een ha~dere straling dan 3H. 

- Verval 125J is 60 dagen, 3H 12,3 jaar (afval verwerking). 

Om een indruk te krijgen van het kit gebeuren zijn twee polypeptide 

hormoonbepalingen eens nader bekeken; te weten LH (Luteiniserend hor

moon) en FSH (follikel-stimulerend hormoon) . 

Bij de bepaling van polypeptide hormonen maakt men voornamelijk ge

bruik van met 125J gemerkte antigenen. 

De inhoud van de kits bestaat uit: 

- 125J gemerkt antigeen 

- standaarden 

- antiserum 

- 2e antiserum (bevindt zich in een precipitatiereagents (PEG)) 

- plastic incubatiebuisjes 

- controle serum 

- compleet voorschrift. 

4.1 LH 

Aan 0,1 ml LH standaard of 0,1 ml serum wo~dt 0,2 ml LH-antiserum toe

gevoegd. Het mengsel incuberen gedu~ende 16-24 uur bij kamertempera-

tuur. 

Door deze koude voorincubatie van LH (uit serum) met het antiserum 

wordt de gevoeligheid van de bepaling verhoogd. 

Na toevoegen van 0,1 ml 125J-LH, oplossing gedurende 16 tot 24 uur bij 

kamertemperatuur incuberen. 

Net behulp van het 2e antiserum ~~ordt het hormoon-antilichaam complex 

uit het reaktiemengsel verwijderd . 

Het 2e antilichaam zal een complex aangaan me t het eerste antilichaam, 

ook wanneer het eerste antilichaam r eeds een complex heef t gevormd met 

het betreffende ho rmoon. De hie rop berustende methode wordt ook wel 

"dubbel- anti body methode" genoemd . 
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Na afloop van de immuunreaktie wordt er gedurende 30 min gecentrifu

geerd. Het supernatant wordt afgezogen en de aktiviteit van het neer

slag geteld. 

4.2 FSH 

Bij de FSH bepaling vindt geen voorincubatie plaats. Hier worden eerst 

standaard en/of serum gepipetteerd. Vervolgens wordt er 125J - FSH en 

antiserum toegevoegd, waarna er een incubatie van 16 tot 24 uur plaats

vindt. 

Na toevoeging van het 2e antiserum behoeft slechts te \-lot·den gecentri 

fugeerd om vrij en gebonden te scheiden. Ook hier wordt de gebonden 

fraktie geteld . 

Een kritische instelling ten aanzien van de specificiteit , bruikbaar

heid en betrouwbaarheid van commercieel verkrijgbare kitjes is ,.,el ge

wenst. Men dient zeer zeker vast te stellen of de kitjes hieraan vol

doen. 

Hen blijft echter altijd afhankelijk van de k1-1aliteit die de leveran

cier levert. 

De kosten van een kit kunnen sterk variëren,b.v. 50 analysen LH kit+ 

fl. 250 , - . 

Bestaat de mogelijkheid om van of via een ander instituut een speci

fiek antiserum te betrekken, dan zal dit de voorkeur verdienen, vooral 

omdat men dan niet afhankelijk is van de leveranciers, maar ook zullen 

de kosten een stuk lager zijn, zo niet nihil (b.v. gift). 

Voor eventuele eerste experimenten met natuurlijke steraidhormonen 

kunnen \-Ie antiserum betrekken van de Katholieke Universiteit Nijmegen. 

Contact opnemen met: H. Hofman, afdeling experimentele en chemische 

endocrinologie , tel: 080-514839 of 514770. 

5. Controle zuiverheid 3H- DES 

Ter controle van de zuiverheid van 3H-DES wordt er + 1 ~Ci op chroma

tografiepapier Whatman nr. 1 gebracht. 

Gedurende 2 uur wordt er dalend gechromatografeerd in een Bush 

B3 systeem. 
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Bush n3 : 166 ml tolueen 

333 ml petroleumether 

400 ml me thanol 

100 ml demi wa t er. 

- 9 -

Na drogen wordt de hele strook papier gescand m.b.v. een radiochroma

t ogr amscanner. 
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Figuu~ 1: Cont~ole zuive~heid 3a-DES (KUN) 
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Zuive~heid 3H-DES = 4212 x 100% 
4512 

93,4% 

Met ande~e woo~den de t~ace~ is voo~ + 6,5% ve~ont~einigd. 

Deze ve~ont~einiging kan afkomstig zijn van o . a. zelfbest~aling, glas

werk dat verontreinigd is, oplosmiddel . 

Acceptabel vindt men een ve~ontreiniging van 1 à 2%. De~halve wordt de 

DES zone geelueerd met ethanol. Hie~voor knipt men de DES zone (± 5 cm 

breed) uit en ve~snippert deze in een glazen t~lflesje, 2 ml ethanol 

toevoegen en 30 min bij kamertempe~atuur laten staan met af en toe 

zwenken, ethanol afpipetteren en gewenste concentratie maken . 
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Ter controle van de zuiverheid van de tracer die bij het RIKILT wordt 

gebruikt, werd 0,5 ~Ci 3H-DES op chromatografiepapier gebracht , 2 uur 

dalend gechroma tografeerd, gedroogd en gescand . 

Figuur 2. Controle zuiverheid 3H-DES (RIKILT). 
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Bij een verontreiniging van b . v. 10% zullen dus de uiteindelijke re

sultaten 10% te hoog uitkomen. 

Voorbeeld: 

1000 cpm zuiver DES* 

+100 pg DES 

voorbehandeling 
700 cpm DES* 

--------------~ 
R = 70% 70 pg DES 

Correctie wordt dus 100/70 x 70 pg DES = 100 pg DES 

1000 cpm 

+ 
100 pg DES 

900 cpm zuiver DES* 

100 cpm onbekend* 
voorbehandeling 

630 cpm DES* (R 

R = 70% 70 pg DES 

63%?) 

Correctie wordt dus 100/63 x 70 pg DES = 111 pg DES 

In de RIA zelf speelt deze verontreiniging geen rol. Mocht de veront

reiniging het % B verlagen dan zal dit overal evenredig gebeuren. 

Voorbeeld 

DES* + AS DES*AS + DES* 
100 50 50 50 

B/T = 50/100 

DES* DES*AS DES* 
90 45 l1S 

+ AS + 
onb* 50 onb*AS onb* 

10 5 5 
B/T = 50/100 

DES* DES*AS DES)~ 

100 41,7 58,3 
+ AS + 

DES 50 7 
DES AS DES 

20 8,3 11 , 7 
B/T = 41,7/100 

DES* DES)'cAS DES* 
90 37,5 52,5 

onb* + AS onb*AS + onb* 
10 50 4,2 5,8 

DES DES AS DES 
20 8,3 11,7 

B/T = 41,7/100 

8329.12 - 13 -
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6. Methode om de specificiteit van een antise~um te cont~ole~en 

De bepaling van de specificiteit van een antise~um is zee~ belang~ijk. 

Wo~den ho~monen ee~st ch~omatografisch gezuive~d dan behoeft men aan 

de specificiteit van het antilichaam minde~ ve~gaande eisen te stellen . 

Bij de bepaling van de specificiteit gaat men na of "ve~dachte" ver

bindingen bij opklimmende concentraties een invloed hebben op de bin

ding van het ~adioaktief antigeen met het antilichaam. 

Deze ve~dachte verbindingen kunnen naast st~uktuurverwante hormonen en 

verbindingen ook b~okstukken van l~t hormoon zijn. 

Men moet dus alle mogelijke verdachte verbindingen met het antiserum 

laten reage~en om e~ achter te komen of er verbindingen bij zijn die 

kruisreage~en. Om de mogelijkheid uit te sluiten dat storing door 

k~uis~eaktie onopgeme~kt blijft, (de k~uis~eagerende stof was niet 

aanwezig bij het rijtje analogen die men getest heeft) moet men, indien 

mogelijk, bepalingen in monsters met meer dan een antiserum uitvoe~en. 

De kans is dan g~oot dat een niet opgemerkte kruisreaktie alsnog tot 

uiting komt in een verschil in uitkomsten, verkregen met verschillende 

antisera . Het niet aanwezig zijn van parallellisme kan eveneens op 

kruisreaktie wijzen. 

Een elegante~e methode bestaat uit het maken van zgn. radio- immuno

chromatogrammen. Hierbij lolordt een (meestal papier) chromatog~am ge

maakt van een representatief (!)monster, waarna het gehele chromate

gram in f~akties geälueerd wordt. Iedere f~aktie wordt onderzocht op 

de aanwezigheid van bestanddele.n die in staat zijn de binding van de 

t~acer van het te bepalen hormoon aan het antise rum te verlagen. 

Figuur 3. Voorbeeld Radio-immunochromatogram. 

Uit figuur 3 blijkt dat het antiserum van Heidelberg veel minder spe

cifiek is dan dat van Organon. 

Aan weerszijden van de Progesteron zone bevinden zich stoffen die 

eveneens met het antiserum een binding aangaan. 

Bij het antiserum afkomstig van Organon is dit niet het geval. Indien 

men de keus heeft tussen beide antise~a gaat de voo~keu~ uit naa~ an

tiserum Organon. 

8329.13 - 14 -



7. Antisera en kits 

- Scipro 

Scientific products B.V., 

Postbus 316. 

3900 AH VEENENDAAL. 

08385-14740 

-!RE Nederland B.v., 

Dondersstraat 4, 
3572 JD UTRECHT. 

- Serono 

- 14 -

Pharmazeutische Präparate GmbH, 

78 Freiburg, Barier Landstraase 61. 

- Campro Benelux RSL, 

Chemische-analytische-medische produkten, 

Postbus 2, 

3920 DA ELST . 

08384-2201 

- Organon, 

OSS. 

- Lab. Service Benelux (DPC), 

Van Golsteinlaan 26, 

7339 ST APELDOORN-UGCHELEN. 

- Inc 

Dam 21, Amsterdam. 

- Imphos, 

Postbus 50117, 

1305 AC ALMERE. 

8329.14 - 14a -
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8. Diethylstilbestrol in weefsel 

Doel: 

Het opzetten van een handzame en betrouwbare methode voor het bepalen 

van DES in \<leefsel m.b . v . radio-immuno-assay. 

Als uitgangsmateriaal werd een stuk rundvlees van.±. 150 gram m.b.v . 

een moulinex gemalen en gehomogeniseerd. Porties van 1 gram werden bij 

-20°C bewaard. 

Bij de hormoonreceptor bepalingen maakt men gebruik van een techniek, 

waarbij het tumon<1eefsel tot poeder "geslagen" wordt. Het deze tech

niek, het dismembreren, verkrijgt men een zeer fijn verdeeld en homo

geen monster. 

Bij alle experimenten is van deze techniek gebruik gemaakt. 

8329 . 14a - 15 -
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8.1 ~e~k~iJz~ 

1 gram gemalen weefsel (Moulinex) wo~dt in een metalen beke~tje of 

plastic zakje in de vloeiba~e stikstof gedompeld . Het ha~de weefsel 

wordt nu ove~geb~acht in een ~oestvrijstalen mo~tie~ (N2 ) waarna e~ een 

zee~ nauw passende stampe~ op geplaatst wo~dt. Een klap met een hamer 

op de stampe~ ve~pulve~t het weefsel. Om het weefsel nog fijne~ ver

deeld te krijgen, wo~dt het monste~ ove~geb~acht in een teflon schud

koke~tje waarin zich een stalen kogeltje bevindt. Na afsluiting van het 

schudkoke~tje wordt het l'ieefsel gedut·ende 30 sec gedismemb~eerd (zéé~ 

snel heen en weer geschud). 

Het kogeltje slaat de nog aam'lezige ha~de stukjes l'ieefsel tot poede~, 

l'laarna het kl'lanti tatief kan ,.,o~den overgebracht in een ext~aktiebuis. 

Na toevoeging van 3 ml aqua-dest wo~dt het monster gedu~ende 60 sec 

ultrasoon getrild. Dit ult~asoon t~illen zorgt voo~ een nog ve~de~e 

verdeling en zelfs ontbinding van het weefsel (sonice~en). 

Uit expe~imenten met Oest~adriol in tumo~en bleek dat door dit ultra

soon t~illen een ve~hoogd gehalte aan Oestradriol gemeten we~d. 

Aan de ultrasoon getrilde monste~s wo~dt 100 ~1 gezuive~de 3H-DES re

cove~y trace~ toegevoegd (± 8000 cpm/100 ~1 fosfaatbuffer) . 

Nadat het geheel ± 30 min gestaan heeft bij kame~tempe~atuur (uitwis

seling) wo~dt e~ 2 x ge~xt~ahee~d met 10 ml koude (4°C) diethylethe~. 

1 min schudden - kort centrifuge~en - waterfase invdezen - ethe~fase 

ove~gieten in andere buis. 

De ve~zamelde ethe~frakties wo~den d~ooggedampt en de ext~akten worden 

opgenomen in 1 ml chlo~oform. 

1 maal met 2 ml en 2 maal met 1 ml 1 N NaOH wassen. 1 min schudden -

ko~t cent~ifuge~en- loogfase afpipette~en in glazen buis . 

De ve~zamelde loogf~akties ,.,o~den m.b.v. 6 N HCl of 50% ot:thofosfo~

zuu~ op pH 7-8 geb~acht (beetje phenolt:ood toevoegen paa~s geel). 

Na ext~aktie met 2 maal 3 ml diethylethe~ worden de ve~zamelde ether

f~akties d~ooggedampt . 

1 min schudden - kort cent~ifuge~en - l'iatet:fase invt:iezen - e thet:fase 

afgieten en d~oogdampen. 

8329.15 - 16 -
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Het extrakt ~wrdt opgenomen in 1 ml methanol/HzO 75:25, waarna er ge

wassen wordt met 2 maal 2 ml petroleumether 40-60. De petroleumether 

wot:'dt afgezogen en de waterige methanol wordt drooggedampt. Het ex

trakt wordt opgenomen in alcohol abs en een aliquot wordt gebruikt 

voor de opbrengst bepaling en een voor de RIA. 

Ter bepaling van de opbrengst van 3H- DES werden 8 weefselmonsters + 2 

chemicali~nextrakten volgens beschreven methode opgewerkt. 

Tabel 1. Opbrengst bepaling 3H-DES in weefsel. 

Extrakt no. ~i%1 ------
1 (~o1eefsel) 77,9 

2 (weefsel) 84,6 

3 (weefsel) 82,1 

4 (weefsel) 84,4 

5 (weefsel) 86,2 

6 (weefsel) 72,2 

7 (weefsel) 78,9 

8 (weefsel) 83,3 

17 (chemicali~n) 87,9 

18 (chemicali~n) 89,7 

Gemiddelde recovery 8 \oTeefselextrakten: 81,2% 

8. 2 .!:!_e..!:_ ~f!_e~t-van_t~evoeg..!_n~ ~an ~en ~x..!:_rak..!:_ ~p-d~ QE~ ~t!!_n!!_a!!_r!!_c~r~e 

Teneinde na te gaan welke effekten er optreden als men weefsel- of che

micali~nextrakt toevoegt aan de DES standaardcurve, zijn volgens 3 

methoden weefselmonsters en chemicaliën blanco's opgewerkt. 

Methode 1 zoals omschreven in 8.1 

2 zoals omschreven in 8.1 + Baker 10 Silica 3 kolom 

3 zoals omschreven in 8.1 + Celi te kolom (bioMérieux). 

Voor iedere methode zijn 8 weefselmonsters waarvan 2 me t recovery tra

cer en 8 chemicali~n blanco ' s waarvan 2 met recovery tracer opgewerkt. 

Na opwerking wordt voor elke methode de recovery bepaald. 

8329.16 - 17 -
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Van de resterende weefselextrakten, waaraan geen recovery tracer is 

toegevoegd, wordt een mengextrakt gemaakt. Idem voor chemicali~nex

trakten. Voor elke methode verkrijgt men dan twee mengextrakten (weef

sel en bl. chem.). 

Van elk mengextrakt wordt in triplo 0,4 ml gepipeteerd in glazen RIA 

buisjes die resp. bevatten: 

0 - 12,5 - 25 - 50 - 100 - 200 en 400 pg DES/100 ~1 ethanol . 

Droogdampen. Toevoegen 0,4 ml RIA buffer, 0,05 ml RIA tracer (+ 8000 

cpm/50 ~1 buffer ) en 0,05 ml antiserum (Roussel Uclaf 254 w.v. 1:14.000). 

Vertexen, 30 min bij 37°C, 30 min bij 4°C. 

Na incubatie 0,2 ml charcoal oplossing toevoegen en 5 min laten staan. 

10 min centrifugeren 3000 rpm 4°C. 

0,4 ml supernatant overpipetteren in telflesjes. 

4 ml scintillatievloeistof toevoegen. 4 min tellen. 

Opmerkingen: 

- Bij de direkte DES curve 0,4 ml ethanol abs . gebruiken, i.p.v. weef

sel of chemicali~nextrakt. 

- Bij de ASB geen an tiserum toevoegen maar buffer. 

- Bij totaaltellingen geen charcoal maar buffer. 

Tevens l~orden er een aantal eenpunts blanko metingen meegenomen. Na de 

extraktie en na de zuurbase stap worden een aantal weefselextrakten 

en chemicali~nextrakten op de Baker 10 Silica 3 en een aantal op de 

Celite kolom gebracht. Na droogdampen van de kolomextrakten l~ordt het 

extrakt opgenomen in 2 ml alcohol. 

3 maal 0, 4 ml van elk extra kt lWrd t zonder toevoeging van DES gemeten. 

Van alle RIA metingen wordt B/T berekend (figuur 4-5-6). 

Baker 10 Silica 3 kolom 

Dit is een kant en klare kolom (firma Baker). 

Voor gebruik kolom \~assen met 5 ml tolueen. 

Monsters met 2 maal 0,5 ml tolueen op kolom brengen. Wassen met 5 ml 

tolueen/methanol 98 + 2. 

DES elueren met 5 ml tolueen/methanol 95 + 5. 

8329.17 - 18 -
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_Qe.!_i.!_e_kolom_(~hro~a.!_o.!_i.!_h~!,_b.!_oMé!:_i~u~) 

Breng glasparel in 5 ml pipet. 

Vul de pipet met Celite tot 3,5 ml streep en druk aan tot de 4,0 ml. 

Vul tot de 3,0 ml en druk aan tot de 3,5 ml streep . Was de kolom met 3 

ml iso- octaan. Monster met 2 x 1 ml iso- octaan/ethylacetaat 90+10 op 

kolom brengen. Wassen met 4 ml 80+20 iso- octaan/ethylacetaat. DES 

elueren met 4 ml 60+40 iso- octaan/ethylace taat . 

Tabel 2. Bepaling van de opbrengst aan 3H- DES 

Methode 1 Methode 2 Methode 3 

voorkolom na Silica kolom na Celite kolom 

% % % 

weefselextrakt 70,6- 66,1 63,0-58,0 52,7-47,5 

chemicali~nextrakt 70,4-63,4 54,8- 63,5 46,3-49,4 

Tabel 3. Bepaling van de opbrengst aan 3H-DES eenpunts blanko metingen 

Silica Kolom Celite kolom 

Weefsel chemicaliën \o~eefsel chemicaliën 

% % % % 

etherextraktie 76,3-80,3 84,7-82,9 47,7-43,7 79,0-78,0 

zuur-base stap 65,7-65,2 69,3-75,8 57,2-57,0 49,5-51,1 

petroleumether 63,0-58,0 54,8- 63,5 52,7-47,5 46,3-49,4 

Tabel 4. Eenpunts blanko metingen 

Etherextr,ktie + kolom 

Silica kolom Celite kolom RIA direkt 

weefsel chemicali~n weefsel chemicaliën 

B/T~ pg DES B/T~ pg DES B/r= pg DES B/T~ pg DES B/T 

39,8 12,5 29,6 30 59,6 44,7 5 

35,9 17,5 28,4 33 59' 9 45,6 4 
51,5 

8329.18 - 19 -
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Vervolg tabel 4. Eenpunts blanko metingen 

Zuur-base stap + kolom 

Silica kolom Celite kolom RIA direkt 

weefsel chemicaliën ~·Jeefsel chemicaliën 

B/T~ pg DES B/T~ pg DES B/T~ pg DES B/T~ pg DES B/T 

25,7 38 30,1 28 45,1 5 43,0 7 

30,5 27 28 , 2 32 44,9 5 42,9 7 
51 '5 

Opmerking: 

Deze eenpunts blanko metingen zijn in een afzonderlijke RIA gemeten 

(zie figuur 7) . 

8.3 Conclusies 

8.3.1 Conclusies n.a.v. eenpunts blanko metingen 

1. Indien men alleen een etherextraktie +kolom uitvoert dan blijkt 

dat bij de Silica kolom een bindingaverlagend effekt optreedt. 

Bij de Celite kolom tt:eedt er bij ~oJeefsel een bindingsvet:hogend en 

bij chemicaliën een bindingavedagend effekt op . 

2. In beide gevallen ziet men dat het% binding van het weefsel t.o.v. 

het chemicaliënextrakt een stuk hoget: is. 

3. Een combinatie van chemicaliën of weefselextt:akt me t de Silica ko

lom veroot:zaakt een enorme blanko (~ 30 pg). 

4. Na tussenvoeging van een zuu"t"base stap is er qua binding geen ver

schil meet" tussen weefsel of chemicaliënextt:akt. Dit geldt zowel 

voor de Silica als voor de Celite kolom. Echter de hoge blanko 

~oJaarde (~ 30 pg) voor de Si lica kolom blijft . 

5. De Celite kolom+ extt:akt vet:toont een blanko waarde van+ 7 pg. 

8.3.2 Conclusies n.a.v. extt:akttoevoegingen aan de DES standaardcut:ve: 

1. Men vet:krijgt een effekt indien men blanko chemicaliën of weefsel

extt:akt toevoegt aan de DES curve. 

Dit effekt is in het nulpunt nihil, terwijl het gt:otet· ~oJordt naar

mate de concentratie aan koud DES toeneemt . 
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2. De combinatie Silica kolom+ ext~akt vertoont een hoge blanke 

l-Taa~de. 

3. De DES cu~ven van de opwe~king volgens methode 1 en methode 3 zijn 

nagenoeg identiek. 

8.3.3 Samenvattend: 

1 . Silica kolom ---) gee n ve~de~e expe~imenten meer mee, geeft een te 

hoge blanke waa~de. 

2 . Celite kolom~ ove~bodig indien hij gebruikt wordt na de op~.,e~k

methode zoa ls omsch~even in 8.1 

'~o~dt de Celite kolom geb~uikt i.p.v . de metha nol/P.E. stap, dan 

leve~t dit i. n het nulpunt een blanke ~o1aa~de van 7 pg op. Dit leve~t 

ook een aanzie nlijke tijdwinst op . 

'~at is het effekt indien men dit extrakt aan de standaa~dcu~ve toe

voegd?? 

3. Gezien het effekt , weefsel- of chemicaliënextt"akt toevoegen aan de 

standaat"dcut"ve, zal men bij de bepaling van DES in weefsel de stan

daa~dcurve op een weefselextt"akt moeten maken. 

1 gram loleefsel 

dismembre~en 

ultt"asoon trillen 

ethet"extraktie 

zuut"base stap 

Celite kolom 

Radio immune assay 
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9 . Dankwoord 

Ik ben veel dank verschuldigd aan prof . dr. Th.J. Benraad en aan al 

zijn medewerkers(sters), met name de heer H. Hofman die mij gedurende 

de gehele stageperiode heeft begeleid. 

De prettige werksfeer zal mij lang in herrinnering blijven . 
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Figuur 3 . Voorbeeld Radio- immunochromatogram. 
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