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Sammanfattning 
Stabiliteten hos steroidhormoner i serum och urin är avgörande för tillförlitliga 

laboratorieresultat och är beroende av korrekt preanalytisk hantering av patientprover. 

Vid avdelningen Specialkemi 1 analyseras flera hormoner med LC-MS/MS. Tidigare 

metodvalideringar har omfattat stabilitetsstudier av östradiol, 17-hydroxiprogesteron och 

11-deoxikortisol i serum, samt kortisol i urin, men data saknas för längre förvaring vid 

rumstemperatur och kylförvaring. Syftet med denna studie var därför att utvärdera 

stabiliteten hos dessa analyter vid två respektive tre lagringstemperaturer efter två och sju 

dygns förvaring.    

Kortisol analyserades i nio olika urinprover vid dag noll. Proverna förvarades vid 6–8 °C, 

21°C och 40°C och analyserades på nytt efter två respektive sju dygns förvaring. Tretton 

poolade serumprover analyserades vid dag noll för östradiol. Efter två respektive sju 

dygns förvaring vid rumstemperatur (21 °C) eller kylförvaring (6–8 °C) analyserades 

östradiol på nytt. Vid ett annat tillfälle analyserades tolv poolade serumprover för 17-

hydroxiprogesteron och 11-deoxikortisol vid dag noll. Efter två respektive sju dygns 

förvaring vid rumstemperatur (21 °C) eller kylförvaring (6–8 °C) analyserades de på nytt. 

Studien visade att kortisol i urin, samt östradiol, 17-hydroxiprogesteron och 11-

deoxikortisol i serum var stabila vid både kyl- och rumstemperatur i upp till sju dygn. 

Däremot bör stabiliteten för 17-hydroxiprogesteron vid mycket låga koncentrationer (0,2–

2,20 nmol/L) bör undersökas vidare. Kortisol i urin var inte stabilt vid förvaring 40°C. 

Resultatet innebär att många prover som idag kasseras på grund av misstänkt försämrad 

kvalitet i själva verket kan analyseras med god tillförlitlighet. Detta kan bidra till färre 

omprovtagningar och kortare svarstider.  

Framtida studier skulle i den mån som det är möjligt, kunna anpassas efter 

stabilitetsprotokollet enligt (Gómez-Rioja et al., 2023/2024). Individuella prover från 

både kvinnor och män bör inkluderas vid vidare undersökning av 17-hydroxiprogesterons 

stabilitet, och alla prover bör analyseras i samma körning för att eliminera bias mellan 

körningar, särskilt vid mycket låga koncentrationer.  

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

Abstract 
The stability of steroid hormones in serum and urine is essential for reliable laboratory 

diagnostics and depends on proper pre-analytical handling. Previous method validations 

have included stability assessments of estradiol, 17-hydroxyprogesterone and 

11-deoxycortisol in serum, and cortisol in urine, but data on longer storage at room 

temperature and refrigeration are required. Such information is clinically relevant, as 

samples may arrive thawed after prolonged transport. The aim of this study was to 

evaluate the stability of cortisol in urine and Estradiol, 17-hydroxyprogesterone and 

11-deoxycortisol in serum at two to three storage temperatures over two and seven days. 

Cortisol was analyzed in nine individual urine samples at day 0 and after storage at 6-8 

°C, 21 °C and 40 °C for two and seven days. Thirteen pooled serum samples were 

analysed for estradiol at day 0 and after storage at 6-8 °C and 21 °C for two and seven 

days, respectively. Twelve pooled serum samples were analysed for 

17-hydroxyprogesterone and 11-deoxycortisol under the same conditions. Stability was 

assessed by comparison with baseline values at day 0. 

Cortisol in urine and Estradiol, 17-hydroxyprogesterone and 11-deoxycortisol in serum 

remained stable for up to seven days at both room temperature and refrigeration. 

However, the stability of 17-hydroxyprogesterone at very low concentrations (0,2-2,20 

nmol) should be further investigated. Cortisol showed clear signs of instability at 40 °C. 

Overall, the analytes demonstrated greater stability than previously assumed.  

The findings indicate that many samples currently discarded due to suspected degradation 

may in fact be analysed reliably, potentially reducing unnecessary recollections and 

shortening result reporting times. Future studies should follow updated stability 

guidelines and include individual serum samples.  

Future studies could, as far as possible, be adapted to the stability protocol described by 

Gómez-Rioja et al. (2023/2024). Individual samples from both women and men should be 

included in further investigations of 17-hydroxyprogesterone stability, and all samples 

should be analysed in the same analytical run to eliminate inter-run bias, particularly at 

very low concentrations.  
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1 Introduktion 

1.1 Steroider och relevanta analyter 

Steroidhormoner utgör en grupp av små, organiska signalmolekyler som spelar en central 

roll i kroppens hormonella regleringssystem. De syntetiseras huvudsakligen i 

binjurebarken, gonaderna och placentan, där steroidogenesen inleds med omvandlingen 

av kolesterol till pregnenolon i mitokondrierna. Därefter fortsätter syntesen via 

vävnadsspecifika enzymatiska reaktionsvägar som leder till bildning av olika hormoner 

och intermediärer (1). 

Steroidhormonerna delas in i flera huvudklasser. Östrogener reglerar den kvinnliga 

reproduktionen och bidrar till utvecklingen av könskarakteristiska egenskaper, och 

androgener som har motsvarande funktion hos män. Progestogener är nödvändiga för att 

initiera och upprätthålla graviditet och kortikosteroider reglerar metabolism, 

immunfunktion och kroppens stressrespons (2). 

I steroidogenesen ingår även viktiga prekursorer, såsom 17-hydroxiprogesteron (17-OHP) 

och 11-deoxikortisol (11-DOC), som båda är intermediärer i syntesen av kortisol. 

Östradiol och kortisol representerar däremot färdiga hormoner med tydliga fysiologiska 

funktioner (3).  

1.2 Medicinsk bakgrund 

Steroidhormonanalyser är etablerade diagnostiska verktyg inom klinisk kemi och används 

vid utredning av endokrina sjukdomar. Mätning av östradiol, 17-OHP och 11-DOC i 

serum samt kortisol i urin används för att identifiera hormonella avvikelser och bedöma 

störningar i steroidogenesen. Dessa analyser är särskilt viktiga vid utredning av tillstånd 

som medfödd binjurebarkshyperplasi (CAH) (3). 

CAH utgör en grupp av autosomalt recessiva sjukdomar som påverkar steroidogenesen. 

Den vanligaste formen är 21-hydroxylasbrist, som orsakas av mutationer i CYP21-genen 

och leder till ansamling av 17-OHP. Även brist på 11β‑hydroxylas, 17α‑hydroxylas eller 

3β‑hydroxisteroiddehydrogenas (3β‑HSD) förekommer. Enzymbristerna orsakar 

ansamling av prekursorer uppströms det defekta enzymsteget, samtidigt som syntesen av 

nedströms hormoner minskar. Analys av 17-OHP och 11-DOC är därför central vid 

diagnostik och uppföljning av CAH (3).  

Kortisol i urin analyseras vid utredning av binjurebarksinsufficiens och Cushings 

syndrom. Förhöjda nivåer kan ses vid administrering av adrenokortikotropt hormon 

(ACTH), behandling med glukokortikoider eller fysiologisk stress, medan låga nivåer 

förekommer vid binjurebarksvikt (4).  
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Östradiol används för att bedöma menstruationscykelns funktion och hormonell status. 

Låga nivåer ses postmenopausalt och vid amenorré. Vid in vitro-fertilisering (IVF) 

används östradiol för att fastställa optimal tidpunkt för ägguttag (4).    

1.3 Preanalytiska faktorer och praktiska problem 

Preanalytiska faktorer står för en betydande andel av laboratorierelaterade fel och särskilt 

vid analys av steroider, som kan vara känsliga för provhantering. Tidigare studier har 

visat att provtyp, temperatur, transportförhållanden och förvaringstid kan påverka provets 

stabilitet och därmed analyssvaren (5).   

Specialkemi 1, Klinisk kemi & farmakologi i Lund tar emot prover från hela landet, ofta 

med flera dagars transporttid. Det förekommer att prover anländer upptinade, vilket gör 

det omöjligt att avgöra hur länge de har varit tinade. Dessa prover måste därför kasseras, 

vilket kan fördröja diagnostik och påverka patientuppföljning. För att minska avvikelser 

och säkerställa tillförlitliga analyssvar är det viktigt att förstå hur stabila olika steroider är 

under realistiska transport- och förvaringsförhållanden (6). 

1.4 1D- och 2D-RP-HPLC-MS/MS 

1.4.1 Principer och bakgrund för LC-MS/MS 

Under de senaste decennierna har vätskekromatografi kopplad till tandem-

masspektrometri (LC-MS/MS) i multiple reaction monitoring (MRM)-läge, etablerats 

som den ledande metoden för att kvantifiera hormoner i låga koncentrationer. Tandem-

masspektrometri (MS/MS) innebär att två massanalysatorer används i följd (i tandem) för 

att fragmentera och identifiera (isolera) specifika joner i komplexa provmatriser (7).   

1.4.2 Reversed-Phase-High-Performance Liquid 

Chromatography 

Efter provupparbetningen analyserades provet med tekniken Reversed-Phase-High-

Performance Liquid Chromatography (RP-HPLC) där analyterna av intresse separeras 

från övriga molekyler baserat på deras kemiska egenskaper (7). RP-HPLC bygger på att 

analyter lösta i en mobil fas separeras genom en stationär fas, packad in i kolonnen. Den 

stationära fasen består ofta av långa hydrofoba kolvätekedjor bundna till silika som 

exempelvis C18. Mobil fasen är mer polär än stationär fasen och består vanligtvis av en 

blandning av Milli-Q-vatten (MQ-vatten) med flyktiga additiv, för att justera pH och 

polaritet. För att justera pH används till exempel ammoniak, myrsyra, ammoniumfluorid 

och ammoniumacetat i MQ-vatten. Metanol och acetonitril används för att minska 

polariteten i mobilfasen, vilket påverkar retentionstiden och förbättrar upplösningen (8). 

1.4.3 1D- och 2D-HPLC MS/MS-system: översikt  

Vid analys av steroidhormoner i urin används ofta ett HPLC-MS/MS-system där provet 

injiceras direkt på den analytiska kolonnen. Vid analys av serumprover används däremot 
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ett HPLC-MS/MS-system utrustat med en ”trap-kolonn”, som placeras före den 

analytiska kolonnen för att skydda denna från partiklar och andra föroreningar i provet 

som annars riskerar att fastna i analyskolonnen. I detta system injiceras provet i en 

hydrofil mobilfas, vilket gör att de hydrofoba analyterna kvarhålls i ”trap-kolonnen”, 

medan mer hydrofila molekyler passerar till slask. Denna retention medför en 

koncentrering av analyterna, vilket ger upphov till toppkompression och därmed ökad 

känslighet vid detektion. Analyterna elueras därefter från ”trap-kolonnen” och separeras 

på en efterföljande analytisk kolonn genom en gradvis ökning av halten organiskt 

lösningsmedel (3).    

1.4.4 Tandem-masspektrometri 

Efter separationen i HPLC förs analyterna in i masspektrometerns jonkälla, där 

molekylerna joniseras och bildar positiva eller negativa joner beroende på inställbara 

parametrar i jonkällan. Joniseringen sker med principen för atmosfärstrycksjonisering 

med elektrospray (API-ES) i en sur mobil fas. De joniserade molekylerna leds därefter 

vidare till Q0-sektionen, där jonstrålen fokuseras. I den första quadrupolen, Q1, selekteras 

moderjonen utifrån sin massa/laddning (m/z). Den valda moderjonen förs sedan in i Q2, 

som fungerar som en kollisionscell där jonen vid hög temperatur kolliderar med en inert 

gas, vanligtvis kväve, och fragmenteras till dotterjoner. Ett eller flera fragment analyseras 

därefter i Q3, som fungerar som ett massfilter och selekterar de dotterjoner som är 

specifika för moderjonen. Slutligen når de utvalda jonerna detektorn, där signalerna 

registreras och används för kvantifiering av analyterna (3).  

1.4.5 Användning av stabila isotoper som kvalitetsjoner i 

steroidanalys  

Vid analys av hormoner med HPLC-MS/MS förloras alltid en viss del av analyten under 

provupparbetning och analys. Förlustens storlek kan variera mellan prover på grund av 

pipetteringsfel, skillnader i extraktionsutbyte eller variationer i injektionsvolym. För att 

kompensera för dessa variationer används en intern standard (IS). Den kan utgöras av en 

molekyl med samma struktur som analyten, men där en eller flera atomer har ersatts med 

en stabil isotop, exempelvis deuterium (2H eller D) (7). IS tillsätts rutinmässigt till både 

proverna, kontroller och kalibratorer. Användningen av IS ökar metodens tillförlitlighet 

genom att korrigera för variationer som kan uppstå under provberedning och analys. 

Genom att beräkna kvoten mellan analyttoppens area och IS:s area kan koncentrationen 

bestämmas med högre precision (9). 

1.5 Steroidanalyser 

1.5.1 Analysprincip för kortisol i urin 

Hormoner förekommer ofta i mycket låga koncentrationer och i komplexa biologiska 

matriser, vilket ställer höga krav på provberedning för att möjliggöra tillförlitliga 

analyser. För att erhålla mätbara resultat måste analyterna först extraheras från 
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provmatrisen och koncentreras. Valet av extraktionsmetod är i hög grad beroende av den 

specifika matristyp som analyseras (7).  

Biologiska matriser, såsom urin och serum, är komplexa där närvarande proteiner 

vanligtvis avlägsnas genom tillsats av ett fällningsreagens, exempelvis metanol eller 

acetonitril. Efter utfällning av proteiner, centrifugeras provet och supernatanten används 

för vidare analys, exempelvis med LC-MS/MS (7).  

Separationen av provets komponenter sker i HPLC-kolonnen. Efter separationen joniseras 

molekylerna med API-ES. De joniserade molekylerna detekteras i MRM-läge, där 

specifika fragmentjoner selekteras och mäts. Tekniken ger mycket hög selektivitet och 

känslighet vid kvantifiering av kortisol (3).  

Vid bestämning av kortisol i urin används vanligtvis ett prov från en välblandad 24-

timmarsinsamling (3).  

1.5.2 Analysprincip för östradiol i serum 

Serum är en komplex biologisk matris, där hormoner förekommer i mycket låga 

koncentrationer, ofta på pmol/L-nivå. Därför behövs mer selektiva och känsliga 

extraktionsmetoder för att uppnå tillräcklig rening och koncentrering av analyterna 

jämfört med analyser i urin (7).  

För detta ändamål används vanligtvis Supported Liquid Extraction (SLE), en teknik som 

möjliggör effektiv isolering av analyterna från den komplexa matrixen innan vidare 

analys. SLE-teknik är en modern variant av klassisk vätske-vätske-extraktion, men i 

stället för att blanda två vätskefaser genom skakning, adsorberas det biologiska provet på 

ett hydrofilt fast inert sorbentmaterial av polymer eller kiselgur. När serumprovet 

appliceras på kolonnen absorberas det på kiselgurens yta och bildar ett tunt, fixerat lager 

av små vattendroppar i sorbentens porsturktur. När ett organiskt lösningsmedel sedan 

passerar genom kolonnen under gravitationen rinner det över dessa fixerade droppar. 

Detta gör att analyterna som är mer opolära, kan fördelas från vattenfasen till den 

organiska fasen. Samtidigt stannar de polära matrixkomponenterna såsom proteiner, 

fosfolipider, salter och peptider kvar i den immobiliserade vattenfasen i kolonnen, vilket 

resulterar i ett renare och mer koncentrerat eluat inför efterföljande analys (6).   

Östradiol förekommer i mycket låga koncentrationer i serum, särskilt hos män, barn och 

postmenopausala kvinnor, vilket ställer höga krav på både provberedning och analytisk 

metod. Eftersom analysen kräver hög selektivitet och låg detektionsgräns har LC-MS/MS 

etablerats som förstahandsmetod för bestämning av steroidhormoner i serum (7).    

I metoden separeras östradiol från övriga komponenter i en HPLC-kolonn innan 

molekylerna joniseras med elektrosprayjonisering (ESI) och detekteras med MS/MS i 

MRM-läge. I MRM-metoden fragmenteras precursor-jonen och två specifika 

fragmentjoner mäts: en quantifier-jon för kvantifiering och en qualifier-jon för att 
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bekräfta analyt analytspecificitetet (11). En isotopmärkt IS används för att korrigera för 

variationer i provberedning och instrumentell variation, vilket förbättrar precision och 

noggrannhet (7).     

1.5.3 Analysprincip för 17-hydroxiprogresteron i serum 

Provberedning sker enligt samma princip som beskrivet ovan för östradiol (1.5.2). 

Analysen av 17-OPH i serum utförs med LC-MS/MS i MRM-läge. Efter jonisering 

selekteras moderjonen för 17-OHP i den första kvadrupolen, varefter den fragmenteras i 

den andra kvadrupolen. I den tredje kvadrupolen mäts två specifika fragmentjoner, där en 

används för kvantifiering och den andra för att bekräfta specificitet. Koncentrationen 

bestäms med en kalibreringskurva baserad på kända koncentrationer av 17-OHP.  

Kvantifiering bygger på förhållandet mellan topparean för analyten 17-OHP och 

topparean för IS (12).   

1.5.4 Analysprincip för 11-deoxikortisol i serum 

11-DOC i serum analyseras med LC-MS/MS enligt samma principer för östradiol och 17-

OHP. En deutererad IS tillsätts vid provberedning för att korrigera för variationer. 

Kvantifieringen baseras på specifika MRM-övergångar där en jon används för 

kvantifiering och en annan för att verifiera specificitet. Koncentrationen bestäms genom 

att toppareakvot mellan analyt och IS jämförs med en fempunkt kalibreringskurvan (13). 

1.6  Kunskapslucka och studiens syfte 

Trots att stabilitetsstudier av steroider tidigare har genomförts, är kunskapen begränsad 

när det gäller stabilitet i överhällda serumprover och i urinprover under realistiska 

transport- och förvaringsbetingelser. Detta utgör ett praktiskt problem i klinisk 

verksamhet, där prover ofta anländer upptinade efter transport och därför måste kasseras, 

trots att den faktiska påverkan på analyterna inte är känd. Nuvarande riktlinjer är 

dessutom delvis föråldrade och speglar inte dagens transporttider.     

Syftet med studien var att undersöka stabiliteten hos kortisol i urin efter två och sju dygns 

förvaring vid 6–8 °C, 21°C och 40°C samt att utvärdera stabiliteten hos östradiol, 17-

OHP och 11-DOC i serum efter två respektive sju dygns förvaring vid kylförvaring (6–8 

°C) eller vid rumstemperatur (21 °C). Målet var att bedöma om prover kan förvaras 

längre än vad nuvarande laboratorieriktlinjer anger.  

Nuvarande förvaringsrekommendationer anger att avhällt urin för analys av kortisol är 

hållbart i två dygn vid kylförvaring. För östradiol i serum gäller att centrifugerat prov är 

hållbart i sex timmar vid både rumstemperatur och kylförvaring. Avhällt serum för analys 

av 17-OH och 11-DOC är hållbart i 25 timmar vid rumstemperatur. Vid längre tids 

förvaring ska både serum och urin frysas och förvaras vid -20 °C.  



 

Sida 9 (44) 

Om resultaten från denna studie visar att analyterna är mer stabila än vad de nuvarande 

riktlinjerna anger, kan färre prover behöva kasseras i provflödet. Detta skulle både spara 

resurser och bidra till en mer effektiv laboratoriedrift. 

2 Material och Metod 

2.1 Studiedesign 

Stabiliteten av kortisol i urin samt östradiol, 17-OHP och 11-DOC i serum undersöktes 

vid olika förvaringstider och temperaturer. För varje analyt analyserades proverna vid tre 

tidpunkter: dag 0 (referensvärde), dag 2 och dag 7. En schematisk översikt av 

studiedesignen presenteras i figur 1.  

2.1.1 Kortisol i urin  

Nio patientprover analyserades vid dag 0. Proverna hade förvarats i kyl i max två dagar 

innan analystillfället. Därefter alikvoterades 2 ml från varje prov till tre separata kryorör. 

Alikvoterna placerades därefter i tre olika lådor med lock och förvarades vid tre olika 

förvaringsbetingelser: 6–8 °C, 21°C och 40 °C. Efter två dygn analyserades samtliga 

alikvoter och återplacerades i respektive miljö. Efter totalt 7 dygn analyserades proverna 

på nytt.  

2.1.2 Östradiol i serum 

Fjorton serumpooler tillverkades genom att blanda 3–4 tidigare frysta patientprover per 

pool, vilket gav ett brett koncentrationsintervall på 10–500 nmol/L. Poolerna blandades 

noggrant och analyserades vid dag 0.  Efter analys vid dag 0 pipetterades 2 ml från varje 

pool till två kryorör. Alikvoterna placerades i två separata förvaringslådor med 28 

alikvoter per låda (2 x pool 1–14). Den ena lådan förvarades i kylrum vid 6–8 °C och den 

andra vid rumstemperatur (21 °C). Efter 2 dygn togs 14 prover från respektive 

förvaringsbetingelse ut och analyserades på nytt.  Efter totalt 7 dygn analyserades de 

återstående 14 proverna.  

2.1.3 17-OHP och 11-DOC i serum 

Tolv serumpooler tillverkades genom att blanda 3–4 tidigare frysta patientprover per 

pool. Poolerna framställdes för att täcka ett definierat koncentrationsintervall för 17-OHP 

på 0,2–45 pmol/L, medan koncentrationen av 11-DOC i samma pooler var okänd. Efter 

analys vid dag 0 alikvoterades varje pool till totalt 48 alikvoter. Dessa fördelades i två 

olika förvaringslådor med 24 alikvoter vardera. Lådorna placerades i två olika 

förvaringsmiljöer: 8 °C respektive 21 °C. Analysen upprepades efter 2 respektive 7 dygn. 
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Figur 1. Schematisk översikt av studiedesignen.  
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2.2 Kortisol i urin  

2.2.1 Provberedning 

Blankprov, kalibratorer och kontroller som förvarades vid – 80 °C tinades till 

rumstemperatur inför analys. Efter upptiningen vortexades samtliga prover (IKA® MS 3 

basic) och centrifugerades i 1 minut i en Eppendorf 5417-centrifug för att samla vätska 

från locken och avlägsna luftbubblor. 

Proverna placerades därefter i en bestämd ordningsföljd: först blankprov, följt av 

kalibratorer 1–5 (2, 10, 50, 250 och 1000 nmol/L kortisol), därefter låg kontroll 

(8,3nmol/L) och hög kontroll (512 nmol/L) samt nio slumpmässigt utvalda patientprover. 

Efter proverna följde ytterligare en serie av kontroller, kalibratorer 1–5 och serien 

avslutades med ett blankprov.  

Samtliga prover registrerades i LIMSRS (Laboratory Information Management System) 

och exporterades som en arbetslista till analysinstrumentet och vätskehanteringsroboten. 

Under hela proceduren användes ett analysprotokoll där datum, körningsnummer, 

eventuella avvikelser, samt signatur dokumenterades.  

2.2.2 Automatiserad provupparbetning 

Provupparbetning utfördes med en vätskehanteringsrobot ((Hamilton Microlab STARlet) 

enligt ett förprogrammerat arbetsprotokoll. Roboten pipetterade 200 µl prov 

(kontrollprov, kalibrator respektive patientprov) till en 2 ml-brunn i en 96-hålsplatta 

(Scantec/Porvair) och tillsatte därefter 200 µl fällningsreagens bestående av 60 µg/L 

kortisol-d4 i metanol. Plattan skakades vid 1000 rpm i 1 minut och centrifugerades 

därefter vid 2600 g i 10 minuter (Hettich).  

Efter centrifugeringen överförde roboten 200 µl supernatant och 200 µl vatten till en ny 

96-hålsplatta. Plattan skakades åter vid 1000 rpm i 1 minut, förseglades med ett 

silikonlock och placerades i autosamplern inför LC-MS/MS.  

2.2.3 LC-MS/MS-analys 

Analysen utfördes med ett AB Sciex QTRAP 5500-instrument (trippelkvadrupol) kopplat 

till ett Shimadzu LC-system (Shimadzu Nexera HPLC-system). Kortisol analyserades i 

negativt jonisationsläge som formiat-addukt (m/z 407,1) i första kvadrupolen (Q1).  

Fragmentering i Q2 efterföljdes av detektion av quantifier-jon (m/z 282) och qualifier-jon 

(m/z 297).  

Bedömning av standardkurvan, kalibratorer, kontroller och kromatogram utfördes enligt 

rutinmetodens valideringsparametrar.  Metodens mätområde är 2,0–1000 nmol/L, och 

referensintervallet för dygnsmängd (tU-kortisol) är 38–170 nmol/dygn (14). Fullständiga 

instrumentparametrar redovisas i tabell 1, se bilaga 1 för ytterligare detaljer (tabell B1).    
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2.3  Östradiol i serum 

Blankprov, kalibratorer (5,5, 22, 73, 147 och 587 pmol/L β-ötradiol), kontroller (låg och 

hög nivå), samt internstandard (östradiol-d4) förvarades vid -80 ºC och tinades till 

rumstemperatur inför analys. Efter upptiningen vortexades proverna och centrifugerades 

kort. Samtliga prover placerades därefter i en bestämd ordningsföljd: blankprov, 

kalibratorer, kontroller och prover.  

En arbetslista med provernas ordningsföljd registrerades i LIMRS och exporterades till 

vätskehanteringsroboten och LC-MS/MS-instrument. Eventuella avvikelser, datum, 

körningsnummer och extraktionsplattans lottnummer dokumenterades i ett 

analysprotokoll.  

2.3.1 Provberedning 

Provberedningen utfördes automatiskt med en vätskehanteringsrobot enligt ett 

förprogrammerat protokoll. Roboten överförde 400 µl serum till en 96-hålsplatta (Porvair 

Sciences, Scantec) och pipetterade därefter 100 µl spädningslösning innehållande IS. 

Plattan mixades på en orbital skakare vid 1250 rpm i 1 minut och fick sedan stå i 5 

minuter för ekvilibrering. 

2.3.2 SLE-extraktion 

Efter ekvilibrering överförde roboten 400 µl provmaterial till en SLE-platta (Isolute 

SLE+ 400 µL SLE Plate, Biotage) placerad i vakuumpositionen. Ett lätt vakuum 

applicerades i 7 sekunder för att dra ned provet i sorbenten, varefter plattan ekvilibrerades 

i ytterligare 5 minuter. 

En 96-hålsplatta placerades under SLE-plattan och 700 µl av elueringsmedlet (450 ml n-

heptan och 50 ml etylacetat, Merck/VWR) överfördes till varje brunn. Elueringen skedde 

i 18 minuter. Proceduren upprepades med ytterligare 700 µl elueringsmedel. 

Elueringsmedlet industades till torrhet i en SPE Dry 96-industare (Argonaut) vid 40 °C 

och ett glasflöde på 40 L/min i cirka 30 minuter. 

Efter indunstning pipetterade roboten 220 µl återupplösningsmedium bestående av 

H2O/MeOH/ACN (400 ml vatten, 50 ml metanol och 50 ml acetonitril). Därefter 

skakades plattan i 5 minuter, förseglades med ett silikonlock och centrifugerades vid 

4500 g i 20 minuter (Sigma 4-16KS). 

2.3.3 LC-MS/MS 

Efter centrifugeringen analyserades proverna med LC-MS/MS (Sciex QTRAP 5500) 

kopplat till ett Shimadzu LC-system (Shimadzu Nexera HPLC-system). Östradiol 

analyserades i negativt jonisationsläge (API-ES). Detektionen skedde med MRM-teknik, 

där precursor-jonen (m/z 271) fragmenteras och två specifika fragmentjoner mäts: en 

quantifier-jon (m/z 143) och en qualifier-jon (m/z 183). Metodens mätområde är 6–587 
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pmol/L (15). Samtliga instrumentinställningar redovisas i tabell 1, se bilaga 2 för 

ytterligare detaljer (tabell B2).  

2.4  17-OHP i serum  

Analysen av 17-OHP utfördes enligt rutinmetodens etablerade protokoll. Kalibratorer 

med koncentrationerna 0,127; 0,794; 3,97; 15,9 och 55,6 nmol/L av17-OHP användes i 

varje körning tillsammans med två interna kontroller. IS utgjordes av både 17α-

hydroxyprogesterone-d8 och 11-deoxycortisol-d5. 

Blankprov, kalibratorer, kontroller (låg och hög nivå), samt IS förvarades vid -80 ºC och 

tinades till rumstemperatur inför analys. Efter upptiningen vortexades proverna och 

centrifugerades kort. Samtliga prover placerades därefter i en bestämd ordningsföljd: 

blankprov, kalibratorer, kontroller och prover. 

En arbetslista med provernas ordningsföljd registrerades i LIMRS och exporterades till 

vätskehanteringsroboten och LC-MS/MS-instrument. Eventuella avvikelser, datum, 

körningsnummer och extraktionsplattans lottnummer dokumenterades i ett 

analysprotokoll.  

2.4.1 Provupparbetning  

Provberedningen utfördes med vätskehanteringsrobot. Roboten pipetterade 300 µl serum i 

en 96-hålsplatta och tillsatte därefter 200 µl spädningslösning innehållande IS. Plattan 

skakades vid 1250 rpm i 1 minut och ekvilibrerades i 5 minuter.  

2.4.2 SLE-extraktion  

Efter ekvilibrering pipetterades 400 µl provmaterial till SLE-plattan (STRATA TM SE, 

Phenomenex). I vakuumpositionen appliceras ett lätt vakuum (7s, nivå 50), varefter fick 

provet ekvilibrera i 5 minuter. En ny 96-brunnars deep-well-platta placerades under SLE-

plattan, och 700 µl etylacetat (Merck/VWR) pipetterades till samtliga brunnar för 

eluering av provmaterialet. Elueringen pågick i 18 minuter, varefter proceduren 

upprepades med ytterligare 700 µl etylacetat.  

Plattan placerades därefter i indunstaren (SPE Dry 96, Argonaut), där proverna torkades 

till torrhet vid 40 °C med ett glasflöde på 40 L/min i cirka 30 min. Efter indunstning 

placerades 96-hållsplattan åter i roboten, som tillsatte roboten 220 µl av en blandning 

bestående av 20% av metanol (Biosolve) och 80 % LC-MS-grade-vatten. Proverna 

skakades i 5 minuter, varefter förseglades plattan med en silikonlock och centrifugerades 

vid 4500 g i 20 minuter (SIGMA 4-16KS).  

2.4.3 LC-MS/MS 

Efter centrifugeringen analyserades proverna med LC-MS/MS (Sciex QTRAP 5500) 

kopplat till Shimadzu LC-system (Shimadzu Nexera-system). Separationen skedde först 

över en trap-kolonn Zorbax Eclipse XDB-CN, 2,1 × 50 mm, 5 µm; Agilent), följt av en 
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analyskolonn (Kinetex 2,6 µm EVO C18, 100 Å, 50 × 2,1 mm; Phenomenex). Detektionen 

utfördes med MRM-teknik, där precursor-jonen (m/z 331,2) fragmenteras och två 

specifika fragmentjoner mättes: en quantifier-jon (m/z 97,0; summering av fem fragment) 

och en qualifier-jon (m/z 108,9; summering av fem fragment). Metodens mätområde är 

0,13–2000 nmol/L (12).  Samtliga instrumentinställningar redovisas i tabell 1, se bilaga 3 

för ytterligare detaljer (tabell B3).  

2.5 11-DOC i serum 

Blankprov, kalibratorer kontroller (låg och hög nivå), samt IS förvarades vid -80 ºC och 

tinades till rumstemperatur inför analys. Efter upptining vortexades proverna och 

centrifugerades kort. Kalibratorer med koncentrationerna 0,27; 1,01; 5,05; 36,1 och 144,3 

nmol/L av 11-deoxycortisol användes i varje körning tillsammans med två interna 

kontroller, samt blank. IS utgjordes av både 17α-Hydroxyprogesterone-d8 och 11-

Deoxycortisol-d5 (10). 

Samtliga prover placerades därefter i en bestämd ordningsföljd: blankprov, kalibratorer, 

kontroller och prover. 

En arbetslista med provernas ordningsföljd registrerades i LIMRS och exporterades till 

vätskehanteringsroboten och LC-MS/MS-instrument. Eventuella avvikelser, datum, 

körningsnummer och extraktionsplattans lottnummer dokumenterades i ett 

analysprotokoll.  

2.5.1 Provupparbetning 

Proverna bereddes enligt samma procedur som för 17-OHP, vilket beskrivs i detalj i 

avsnitt 2.4.1.  

2.5.2 Extraktion 

Extraktionen av 11-DOC genomfördes i enlighet med den metod som anges i avsnitt 

2.4.2. 

2.5.3 LC-MS/MS-analys 

Efter centrifugeringen analyserades proverna med LC-MS/MS (Sciex QTRAP 5500) 

kopplat till Shimadzu LC-system (Shimadzu Nexera-system). Separationen skedde först 

över en trap-kolonn Zorbax Eclipse XDB-CN, 2,1 × 50 mm, 5 µm; Agilent), följt av en 

analyskolonn (Kinetex 2,6 µm EVO C18, 100 Å, 50 × 2,1 mm; Phenomenex). Detektionen 

utfördes med MRM-teknik, där precursor-jonen (m/z 347,105) fragmenteras och två 

specifika fragmentjoner mättes: en quantifier-jon (m/z 97,091) och en qualifier-jon (m/z 

108,900). Metodens mätintervall är 0,22–5500 nmol/L (13).  Samtliga 

instrumentinställningar redovisas i tabell 1, se bilaga 4 för ytterligare detaljer (tabell B4).  
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Tabell 1. LC-parametrar för analyter. 

Parametrar U-

Kortisol 

S-östradiol S-17-OH S-11-DOC 

LC-instrument Shimadzu 

HPLC 

Nexera 

Shimadzu HPLC 

Nexera 

Shimadzu HPLC 

Nexera 

Shimadzu HPLC 

Nexera 

Trap-kolonn - Zorbax Eclipse 

XDB-CN (2.1 x 50 

mm, 5 µm) 

(Aligent) 

Zorbax Eclipse 

XDB-CN (2.1 x 50 

mm, 5 µm) 

(Aligent) 

Zorbax Eclipse 

XDB-CN (2.1 x 50 

mm, 5 µm) 

(Aligent) 

Analyskolonn Kinetex 

Bifenyl 

2.6 µm 2.1 

x 150 mm 

(Phenome

nex) 

Kinetex 2,6µm 

EVO – C18, 100Å, 

50 x 2,1 mm 

(Phenomenex) 

Kinetex EVO-

C18 100 Å, 

(50 x 2,1 mm x 2,6 

µm) 

Kinetex EVO-

C18 100 Å, 

(50 x 2,1 mm x 2,6 

µm) 

Kolonn-

temperatur 

60 °C 50 °C 50 °C 50 °C 

Flödeshastighet  

mobilfas 

600 

µL/min 

0,5 ml/min 0,5 ml/min 0,5 ml/min 

Injicerings-volym 10 µl 100 µl 25 µl 25 µl 

Mobilfaser A: 

(MilliQ, 

1.04 

mmol/L 

ammoniak

, 26.5 

mmol/L 

myrsyra) 

B: 

(Acetonitri

l, MilliQ, 

1.04 

mmol/L 

ammoniak

, 26.5 

mmol/L 

myrsyra) 

A: 145 ml (9 mg/ L 

Ammoniun fluorid 

i H2O). 

 

B: 105 ml Metanol 

 

C: 125 ml (154 

mg/L Ammonium 

actetat i 1L H2O) 

 

D: 95 ml Metanol 

A: 180 ml (9 mg/ L 

Ammoniun fluorid 

i H2O). 

 

B: 240 ml Metanol 

 

C: 150 ml (154 

mg/L Ammonium 

actetat i 1L H2O) 

 

D: 220 ml Metanol 

A: 180 ml ml (9 

mg/ L Ammoniun 

fluorid i H2O). 

 

B: 240 ml Metanol 

 

C: 150 ml (154 

mg/L Ammonium 

actetat i 1L H2O) 

 

D: 220 ml Metanol 

Retentionstid 2,98 

minuter 

2,6 minuter 3,4 minuter 3,9 minuter 

MS/MS AB Sciex 

QTrap 

6500 

AB Sciex QTrap 

5500 

AB Sciex QTrap 

5500 

AB Sciex QTrap 

5500 

Jonisering API-ES API-ES API-ES API-ES 

Mätintervall 

(nmol/L) 

2,0-1000 6-587 0,13-2000 0,22-5500 

 

  

 
   

 
   

2.6 Statistisk analys av studiens data  

För att bedöma stabiliteten beräknades den procentuella avvikelsen (PAV) enligt formel 1 

för varje patientprov/patientpool. Om PAV var mindre än metodens acceptansintervall 
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vid jämförelse av koncentrationen dag 0 och dag 2 respektive dag 0 och dag 7 bedömdes 

analyten som stabil. I tabell 2 redovisas koncentrationerna för låg och hög kontroll för 

respektive metod, variationskoefficient (CV) samt acceptansintervall för kontrollerna. CV 

för respektive analys bygger på 2025 års precision för interna kontroller. Detta var 

huvudkriteriet vid bedömning av provens stabilitet. PAV bestämdes med formel 1 nedan. 

 

𝑃𝑟𝑜𝑐𝑒𝑛𝑡𝑢𝑒𝑙𝑙𝑎 𝑎𝑣𝑣𝑖𝑘𝑒𝑙𝑠𝑒 (𝑃𝐴𝑉) (%) =
𝑁𝑦𝑡𝑡 𝑣ä𝑟𝑑𝑒−𝑂𝑟𝑖𝑔𝑖𝑛𝑎𝑙𝑣ä𝑟𝑑𝑒 

𝑂𝑟𝑖𝑔𝑖𝑛𝑎𝑙𝑣ä𝑟𝑑𝑒
 𝑥100                    (1) 

 

Alla provresultat (i nmol/L och pmol/L) utvärderades även med ett parat t-test och i 

Wilcoxon matched-pairs signed rank test i programvaran GraphPad Prism 11, med en 

signifikansnivå satt till α= 0,05. Analysen syftade till att undersöka om det förelåg en 

statistiskt signifikant skillnad mellan resultat vid dag noll och efter 2 respektive 7 dygn 

under de olika förvaringsbetingelserna, även om dessa var inom acceptansintervallet för 

metoden. 

 

Tabell 2.  Metodprestanda för de fyra analysmetoderna, beskriven som CV för kontrollprov på två 

nivåer låg och hög koncentration, samt acceptansintervallen (±2 x CV). 

Komponent 

Låg kontroll Hög kontroll 

Börvärde  Acceptansintervall  Börvärde  Acceptansintervall  

 

U-Kortisol 8,3 nmol/L (± 12%) 7,3–9,3 512 nmol/L (± 8%) 471–552,9 

S-Östradiol 8,3 pmol/L (± 24%) 6,3–10,3  373 pmol/L 
(± 14%) 320,8–

425,2  

S-17-OH 0,88 nmol/L (± 12%) 0,77–0,99 25,5 nmol/L (± 12%) 22,4–28,6 

S-11-DOC 0,86 nmol/L 
(± 12%) 0,76–0,96 

 
27,6 nmol/L (± 10%) 24,8–30,4 

 

3  Resultat 

3.1 U-kortisol  

Nio patientprover analyserades. Medelvärde och standardavvikelse för koncentrationen 

vid dag 0 var 99 ± 62 nmol/L. Koncentrationsintervallet på proverna var 40–199 nmol/L. 

Koncentrationen på proverna var normalfördelade vid utvärdering enligt D´Agostino & 

Pearson test, men inte med övriga testmetoder (Anderson-Darling, Shapiro-Wilk, 

Kolmogorov-Smirnov). 

Acceptansintervall för metoden var 12% för den låga kontrollen (7,3 nmol/L) och 8% för 

den höga kontrollen (553 nmol/L) (se tabell 2). Alla prover hade en koncentration som 
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låg mellan den låga och höga kontrollen vid analysdag 0. Gränsen för ett avvikande 

analysresultat vid upprepad analysdag 2 och 7 sattes till 8%, beräknat enligt formel 1. 

Vid förvaring i kylskåp (6–8°C) var det ett prov som hade en avvikelse på mer än 8% 

efter två dygn, och efter 7 dygn var det två prover, se figur 2A. Vid förvaring i 

rumstemperatur (21 °C) var det inget prov som hade en avvikelse på mer än 8% efter två 

dygn, men efter 7 dygn var det två prover, se figur 2B.Vid förvaring vid 40 °C hade fem 

prover en avvikelse på mer än 8% efter två dygn, och efter 7 dygn uppvisade samtliga 

prover en betydande avvikelse (se figur 2 C).  

Resultaten för den beräknade dygnutsöndringen av kortisol (nmol/dygn), beräknad utifrån 

24-timmars urinvolym (L), redovisas i tabell 3 för att underlätta tolkningen av resultaten. 

Motsvarande resultat för prover som förvarades vid 21 °C redovisas i tabell 4. Rådata för 

kortisol i urinprover redovisas i bilaga 5 (tabell B 5.1, B 5.2 och B 5.3).  

Tabell 3 Sammanställning av 24-timmars urinvolym (L) för samtliga nio prover samt den 

uppmätta kortisolkoncentrationen (nmol/dygn) efter två respektive sju dygns kylförvaring (6–8 

°C). 

Prov Urinvolym/ dygn (L) 

Dag 0 

/6–8 °C 

(nmol/Dygn) 

Efter 2 dygn 

/6–8 °C 

(nmol/dygn) 

Efter 7 dygn 

/6–8 °C 

(nmol/dygn) 

1 2,2 116 116 108 

2 1,837 366 353 334 

3 2,824 322 333 325 

4 2,4 278 271 269 

5 1,25 67 68 68 

6 3,385 135 124 128 

7 3,177 183 178 178 

8 2,5 483 475 453 

9 3,304 201 191 185 
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Tabell 4 Sammanställning av 24-timmars urinvolym (L) för samtliga nio prover samt den 

uppmätta kortisolkoncentrationen (nmol/dygn) efter två respektive sju dygns förvaring vid 

rumstemperatur (21 °C). 

Prov Urinvolym/ dygn (L) Dag 0 / 21 °C 

(nmol/Dygn) 

Efter 2 dygn / 

21 °C 

(nmol/dygn) 

Efter 7 dygn/ 

21 °C 

(nmol/dygn) 

1 2,2 116 113 112 

2 1,837 366 369 388 

3 2,824 322 345 359 

4 2,4 278 271 276 

5 1,25 67 69 68 

6 3,385 135 135 128 

7 3,177 183 173 171 

8 2,5 483 463 458 

9 3,304 201 192 185 

 

En statistisk utvärdering av mätvärdena från förvaring i kyl och rumstemperatur (nmol/L) 

gav samstämmigt resultat med parat t-test och Wilcoxon-test. Skillnaden vid kylförvaring 

var inte statistiskt signifikant mellan dag 0 och dag 2 (p=0,13 respektive 0,20), däremot 

detekterades en skillnad mellan dag 0 och dag 7 (p=0,045 respektive 0,019). Skillnaden i 

medelvärdet var -4,8 nmol/L vilket motsvarar -5% beräknat enligt formel 1, vilket alltså 

är lägre än den accepterade avvikelsen på 8%. Vid förvaring i rumstemperatur 

detekterades ingen statistiskt signifikant skillnad. Förvaring vid 40 °C utvärderades ej då 

det var uppenbart att värdena var avvikande. 

Resultaten från det parade t-testet mellan dag 0 och efter förvaring vid 6–8 °C och 21°C 

efter 2 respektive 7 dygn redovisas i tabell 5. 

Tabell 5 Resultat av parat t-test för u-kortisol (n=9) vid olika förvaringsbetingelser för U-kortisol. 

Förvaring vid 40 °C utvärderades ej då det var uppenbart att värdena var kraftigt avvikande. 

Temperatur Tid 

Procentuell avvikelse, 

medelvärde och 

standardavvikelse (%) 
Parat t-test 

 

Wilcoxon-test 

 

6–8 °C 2 dygn -2,0 ±3,6 0,13 0,20 

6–8 °C 7 dygn -4,2 ±3,7 0,045 0,019 

21 °C 2 dygn -0,9 ±4,0 0,63 0,48 

21 °C 7 dygn -1,0 ±6,4 0,90 0,73 
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Figur 2. A, B och C visar hur PAV förändras över tid under tre olika förvaringsbetingelser (6–8 

°C, 21 °C och 40 °C) för kortisol. På x-axeln anges förvaringstiden i dagar och på y-axeln visas 

PAV jämfört med dag 0. Varje prov representeras av en egen färg, och varje punkt motsvarar 

avvikelsen för respektive prov. Metodens acceptansintervall (±2 × CV%) för kortisol i urin: låg 

kontroll 12% och hög kontroll 8%. 
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3.2 S-östradiol 

Tretton poolade serumprover analyserades. Medelvärde och standardavvikelse för de 

tretton analyserade proverna var 228 ± 151. Koncentrationsintervallet på proverna var 

11–512 pmol/L. Koncentrationen på proverna var normalfördelade vid utvärdering enligt 

D´Agostino & Pearson test, Anderson-Darling-test, Shapiro-Wilk-test, samt Kolmogorov-

Smirnov-test. 

Acceptansintervallet för metoden var 24 % för den låga kontrollen (6,3 pmol/L) och 14% 

för den höga kontrollen (425,2 pmol/L) (se tabell 2). Elva prover låg mellan den låga och 

höga kontrollen vid analysdag 0 (se figur 3A), medan två prover låg utanför detta 

intervall. Prov nr 12 och nr 13, med koncentrationer på 444 pmol/L respektive 512 

pmol/L, tillverkades för att täcka hela metodens mätområde. Gränsen för ett avvikande 

analysresultat vid upprepad analys dag 2 och 7 sattes till 14%, beräknat enligt formel 1. 

Vid förvaring i kylskåp (6–8°C) var det inget prov som hade en avvikelse större än 14% 

efter två dygn respektive sju dygn (se figur 3A). Vid förvaring i rumstemperatur (21 °C) 

överskred däremot prov nr 1 acceptansgränsen efter två dygn (PAV=-22%) och efter sju 

dygn (PAV=-20%) (figur 3B). 

En statistisk utvärdering av mätvärdena från förvaring i kyl respektive rumstemperatur 

(nmol/L) visade samstämmigt resultat med både parat t-test och Wilcoxon-test. Vid 

kylförvaring var skillnaden mellan dag 0 och dag 2 inte statistiskt signifikant (p=0,14 

respektive 0,14), och inte heller mellan dag 0 och dag 7 (p=0,93 resp. 0,20). 

Vid förvaring i rumstemperatur var skillnaden mellan dag 0 och dag 2 inte statistiskt 

signifikant (p= 0,067 respektive 0,070). Däremot detekterades en statistiskt signifikant 

skillnad mellan dag 0 och dag 7 (p=0,054 respektive 0,049) (se tabell 4). Skillnaden i 

medelvärdet var 9,1 pmol/L, vilket motsvarar 4% beräknat enligt formel 1. Detta värde är 

längre än den accepterade avvikelsen på 14%. Resultaten från det parade t-testet mellan 

dag 0 och efter förvaring vid 6–8 °C och 21°C efter 2 respektive 7 dygn redovisas i tabell 

6. 

Tabell 6. Resultat av parat t-test för s-östradiol (n=13) vid olika förvaringsbetingelser. 

Temperatur Tid 

Procentuell 

avvikelse, 

medelvärde och 

standardavvikelse 

(%) 

Parat t-test 

 
Wilcoxon-test 

6–8 °C 2 dygn 
1,5 ±4,5 0,14 0,14 

6–8 °C 7 dygn 4,1 ±4,3 0,93 0,20 

21 °C 2 dygn -5,1 ±6,8 
0,067 

 

0,070 

21 °C 7 dygn -4,2 ±7,6 0,054 0,049 
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Figur 3. I bilden 3A visas PAV för de uppmätta östradiol koncentrationerna i serumprover (n=13) 

vid dag två och sju efter förvaring i kylskåp. Bild 3B redovisar motsvarande resultat för prover som 

förvarades i rumstemperatur. Metodens acceptansintervall (±2 x CV %): låg kontroll 24% och hög 

kontroll 14%. 
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3.3 S-17-OHP 

Tolv poolade prover analyserades. Medelvärdet för koncentrationen vid dag 0 var 11 ± 15 

nmol/L. Koncentrationsintervallet för proverna låg mellan 0,27 och 49 nmol/L. Två 

prover låg under den låga kontrollen (0,27 och 0,48 nmol/L), och två prover låg över den 

höga kontrollens nivå (30 och 49 nmol/L) vid analysdag 0. Koncentrationen på proverna 

var inte normalfördelad vid utvärdering enligt D´Agostino & Pearson test, Anderson-

Darling-test, Shapiro-Wilk-test, samt Kolmogorov-Smirnov-test. 

Acceptansintervall för metoden var 12 % för både den låga och höga kontrollen (nmol/L) 

(se tabell 1). Vid förvaring i kylskåp (6–8 °C) var det ett prov som hade en avvikelse på 

mer än 12% efter två dygn (prov nr 3, PAV= 14%), och efter 7 dygn var det fyra prover; 

prov nr 1 (PAV= 180%), prov nr 2 (PAV=-19%), prov nr 4 (PAV=16%) och prov nr 6 

(PAV=-16%), se figur 4 A. Prov 1 exkluderades från figur 4A eftersom det var kraftigt 

avvikande vid analysdag 7 (PAV= 180%).  

Vid förvaring i rumstemperatur (21 °C) var det två prover; prov nr 1 (PAV=39%) och 

prov nr 3 (PAV=18%) som hade en avvikelse på mer än 12% efter två dygn, men efter 7 

dygn var det endast prov nr 1 (PAV=-24%), se figur 4 B. Prov 1 exkluderades från figur 

4B eftersom det var kraftigt avvikande.  

En statistisk utvärdering av mätvärdena från förvaring i kyl- respektive rumstemperatur 

(nmol/L) visade samstämmigt resultat med parat t-test och Wilcoxon. Vid kylförvaring 

var skillnaden mellan dag 0 och dag 2 inte statistiskt signifikant (p=0,42 respektive 0,11). 

Däremot detekterades en signifikant skillnad mellan dag 0 och dag 7 (p=0,047 respektive 

0,034). Skillnaden i medelvärdet var 0,95 nmol/L, vilket motsvarar 8% bias. Detta värde 

är lägre än den accepterade avvikelsen på 12%.  

Vid förvaring i rumstemperatur detekterades en statistiskt signifikant skillnad mellan dag 

0 och dag 2 (p= 0,044 respektive 0,023). Skillnaden i medelvärdet var -0,62 nmol/L, 

vilket motsvarar 8% bias. Detta värde är lägre än den accepterade avvikelsen på 12%. Vid 

jämförelsen mellan dag 0 och dag 7 observerades motsägande resultat med de två 

statistiska metoderna, parat t-test visade ingen signifikant (p=0,087), medan Wilcoxon-

testet gav en signifikant skillnad (p=0,015). Skillnaden i medelvärdet var 0,54 nmol/L, 

vilket motsvarar 6% bias, vilket är lägre än den accepterade avvikelsen på 12%. 

Resultaten från denna analys redovisas i tabell 5. Eftersom värdena inte var 

normalfördelade så är resultatet från Wilcoxon mer tillförlitligt. 

Resultaten från det parade t-testet mellan dag 0 och efter förvaring vid 6–8 °C och 21°C 

efter 2 respektive 7 dygn redovisas i tabell 6. Rådata för östradiol i serumprover redovisas 

i bilaga 6 (tabell B6.1 och B6.2). Rådata för 17-OH i serumprover redovisas i bilaga 7 

(tabell B7.1 och B7.2).  
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Tabell 6. Resultat av parat t-test för S-17OHP vid olika förvaringsbetingelser. 

Temperatur Tid 

Procentuell 

avvikelse, 

medelvärde och 

standardavvikelse 

(%) 

Parat t-test 
Wilcoxon-test 

 

6–8 °C 2 dygn -3,0 ±7,6 0,42 0,11 

6–8 °C 7 dygn 7,5 ±55,0 0,047 0,034 

21 °C 2 dygn 7,9 ±11,8 0,044 0,023 

21 °C 7 dygn -5,7 ±7,1 0,087 0,015 
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Figur 4. I bild A visas PAV för S-17-OHP i serumprover (n=12) efter två respektive sju dagars 

förvaring i kylskåp. Bild B redovisar motsvarande resultat för elva prover som förvarades i 

rumstemperatur. Prov 1 exkluderades från båda diagrammen eftersom det var kraftigt avvikande, 

värdet uppgick till 180% efter 2 dygn vid 6–8 °C, medan det vid 21 °C var 39% efter 2 dygn och – 

24% efter 7 dygn. Metodens acceptansintervall: låg kontroll och hög kontroll ± 12%. 
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3.4 S-11-DOC  

Tolv poolade prover analyserades. Medelvärdet för koncentrationen vid dag 0 var 1,0 ± 

0,82 nmol/L. Koncentrationsintervallet för proverna var 0,25–3,0 nmol/L. Fem prover låg 

under den låga kontrollens nivå vid analysdag 0, medan resterande prover låg mellan den 

höga och den låga kontrollen. Koncentrationerna i proverna var normalfördelade enligt 

D´Agostino & Pearson-test, Anderson-Darling-test, Shapiro-Wilk-test och Kolmogorov-

Smirnov-test. 

Gränsen för ett avvikande analysresultat vid upprepad analysdag 2 och 7 sattes till 10%, 

beräknat enligt formel 1. Vid förvaring i kylskåp (6–8 °C) hade prov nr 3 ett PAV på -

15%, en avvikelse som översteg 10% efter två dygn, medan inga prov gjorde det efter sju 

dygn (se figur 5A). Vid förvaring i rumstemperatur (21 °C) översteg inget prov 10% efter 

två dygn, men efter sju dygn hade två prov en avvikelse över denna gräns: prov nr 3 

(PAV=-13%) och prov nr 8 (PAV=18%) (se figur 5B). 

En statistisk utvärdering av mätvärdena från förvaring i kyl- respektive rumstemperatur 

(nmol/L) visade samstämmigt resultat med parat t-test och Wilcoxon. Vid både 

kylförvaring (6–8 °C) och rumstemperatur (21 °C) observerades inga statistiskt 

signifikanta skillnader varken dag 2 eller dag 7. Resultaten från denna analys redovisas i 

tabell 7. Rådata för 11-DOC i serumprover redovisas i bilaga 8 (tabell B8.1 och B8.2).  

Tabell 7. Resultat av parat t-test för S-11-DOC vid olika förvaringsbetingelser. 

Temperatur Tid 

Procentuell 

avvikelse, 

medelvärde och 

standardavvikelse 

(%) 

Parat t-test 
Wilcoxon-

test 

6–8 °C 2 dygn -1,8 ±5,9 0,090 0,18 

6–8 °C 7 dygn 1,0 ±4,7 0,28 0,30 

21 °C 2 dygn -0,6 ±4,3 0,53 0,64 

21 °C 7 dygn 0,3 ±7,4 0,19 0,19 
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Figur 5. I bild A visas PAV för S-11-DOC i serumprover (n=12) efter två respektive sju dagars 

förvaring i kylskåp. Bild B redovisar motsvarande PAV-värden för prover som förvarades i 

rumstemperatur. Metodens acceptansintervall: låg kontroll 12% och hög kontroll 10%. 
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4 Diskussion 
Denna studie är, såvitt vi vet, den första som specifikt undersöker stabiliteten hos 

östradiol, 17-OHP och 11-DOC i överhällda serumprover. Tidigare publicerade studier 

har främst utvärderat stabilitet i helblod eller i serumrör med separationsgel, ofta med 

bredare paneler av hormoner och ett större antal prover (5,16,17). I vårt fall anpassades 

studiedesignen efter verksamhetsbehovet, där ett återkommande problem är att både 

serum- och urinprover anländer upptinade efter transport, vilket motiverade denna 

stabilitetsstudie. 

Ett internationellt standardiserat protokoll Gómez-Rioja et al. (18) beskriver 

rekommendationer för hur analytstabilitet bör studeras i kliniska prover. Detta protokoll 

baseras på en tvåstegsmodell för att utvärdera stabiliteten hos analyter i blod och urin. 

Vid det preliminära stabilitetstestet (steg 1) bör minst tre patienter inkluderas, och för 

varje patient analyseras minst fem replikat. Ett prov analyseras direkt (basalvärde), medan 

övriga replikat analyseras efter förvaring vid olika tidpunkter och under varierande 

lagringsbetingelser. 

Den metod som beskrivs av Gómez-Rioja et al. (18) kunde inte följas fullt ut. I den 

aktuella studien var provvolymerna begränsade, vilket innebar att det inte var möjligt att 

analysera samma prov med flera replikat. Studiens upplägg med fler än tio prover innebär 

att studien metodologiskt liknar steg 2 i protokollet, där flera prover analyseras vid olika 

lagringstider för att bedöma stabiliteten över tid. 

Syftet med studien var att undersöka stabiliteten hos fyra steroider i serum och urin under 

olika förvaringsbetingelser. Målet var att bedöma om östradiol, 17-OHP och 11-DOC i 

serum, samt kortisol i urin kan förvaras under längre tid utan att koncentrationerna 

påverkas. 

4.1 U-kortisol 

Acceptansintervallet för kortisol i urin är 12% för låg kontroll och 8% för hög kontroll. 

Vid kylförvaring (6–8 °C) hade endast prov nr 6 en avvikelse över 8 % efter två dygn. 

Prov nr 6 hade ett kortisolvärde på 135 nmol/dygn vid dag 0 och 124 nmol/dygn efter två 

dygns kylförvaring, en PAV på -8,3 % (se tabell 3). Avvikelsen överskred därmed det 

definierade acceptansintervallet, men båda värdena låg inom referensintervallet (138–170 

nmol/dygn) och den kliniska bedömningen påverkades inte. 

Efter sju dygn var det däremot två andra prover (nr 2 och nr 9) som hade avvikelser över 

gränsvärdet. Vid dag 0 hade prov nr 2 ett kortisolvärde på 366 nmol/dygn, och 334 

nmol/dygn efter sju dygn. Prov nr 9 hade vid dag 0 ett kortisolvärde på 201 nmol/dygn 

och 185 nmol/dygn efter sju dygn. Både prov nr 2 och nr 9 låg över referensintervallet 

(38–170 nmol/dygn) både dag 0 och dag 7, vilket innebär att avvikelsen inte påverkade 

den kliniska bedömningen (se tabell 3). 
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Vid förvaring i rumstemperatur (21°C) hade inget prov en avvikelse över 8 % efter två 

dygn. Efter sju dygn hade däremot två prover (prov nr 3 och prov nr 9) avvikelser över 

gränsvärdet. Vid dag 0 hade prov nr 3 ett kortisolvärde på 322 nmol/dygn, och efter sju 

dygn 185 nmol/dygn. Prov nr 9 hade vid dag 0 ett kortisolvärde på 201 nmol/dygn och 

185 nmol/dygn efter sju dygn. I båda fallen låg de uppmätta kortisolvärdena utanför det 

normala referensintervallet redan vid dag 0 och förblev utanför även vid dag 7(se tabell 

4). 

Vid 40 °C observerades däremot en tydlig förändring, där PAV-medelvärdet uppgick till 

37 % efter två dygn och 102 % efter sju dygn. Denna kraftiga ökning tyder på att kortisol 

antingen kan bildas eller frisättas från konjugerade former via hydrolys vid hög 

temperatur (19). I motsats till våra resultat, där kortisol ökade efter 48 timmar vid 40 °C 

efter 2 dygn, fann Bredehöft et al. ingen ökning av kortisol vid inkubation vid 30 °C efter 

24 timmar, vilket sannolikt beror på temperaturskillnad och inkubationstid (20). 

Trots att vissa PAV-värden överskred acceptensintervallet för några prover är 

bedömningen att dessa avvikelser saknar betydelse, eftersom förändringarna inte skulle 

ha påverkat den kliniska tolkningen av resultaten. 

De statistiska analyserna med parat t-test visade ingen signifikant skillnad i koncentration 

mellan dag 0 och efter 2 dygn vid någon av de undersökta temperaturerna, då alla p-

värden översteg signifikansnivån (p>0,05). Efter sju dygn uppvisade däremot prover som 

förvarades vid 6–8 °C en statistiskt signifikant skillnad, medelvärdet för gruppen var -4,2 

± 3,7 nmol/dygn, jämfört med dag 0. Det innebär en bias på ca 4 nmol/dygn vilket inte är 

kliniskt betydelsefullt då referensintervallet ligger på 138–170 nmol/dygn.  

Sammantaget indikerar resultaten att urinprover som anländer till laboratoriet inom sju 

dygn kan analyseras, förutsatt att de förvarats vid kylskåpstemperatur (6–8 °C) eller 

rumstemperatur (21 °C). Detta överensstämmer med resultaten från Miki & Sudo (19), 

som visade att kortisol är stabilt under normala lagringsförhållanden men känsligt för 

extrema temperaturer och alkaliska miljöer (pH=10). 

4.2 S-östradiol 

Acceptansintervallet för östradiol i serum är ±24% för låg kontroll och ±14 % för hög 

kontroll. Vid kylförvaring (6–8 °C) låg samtliga prover inom 14 %-gränsen som 

tillämpades i denna studie, efter både två och sju dygn. Vid rumstemperatur (21 °C) var 

prov nr 1 det enda som överskred 14 %-gränsen, medan övriga prover låg inom intervallet 

efter två respektive sju dygns förvaring.   

De statistiska analyserna med parat t-test visade ingen signifikant skillnad i koncentration 

mellan dag 0 och dag 2 samt dag 7 vid kylförvaring (6–8 °C). Vid rumstemperatur (21 

°C) observerades inte heller någon statistisk skillnad mellan dag 0 och dag 2. Efter sju 

dygn uppvisade däremot prover som förvarades vid 21°C en statistiskt signifikant 

skillnad (p <0,05), medelvärdet för gruppen var -4 ±7,6 pmol/L, jämfört med dag 0. 
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Denna bias på cirka 4 pmol/L bedöms dock inte vara kliniskt relevant, eftersom 

referensintervallet för östradiol i serum är 55–1290 pmol/L för premenopausala kvinnor, 

<37 pmol/L för postmenopausala kvinnor och 37–147 pmol/L för män.  

Den observerade skillnaden vid 21 °C efter sju dygn kan förklaras av prov nr 1, som hade 

en markant negativ bias (-22% efter två dygn och -20% efter sju dygn), vilket överskrider 

den gräns som tillämpades i undersökningen (14%). Vid dag 0 hade prov nr 1 ett 

östradiolvärde på 11 pmol/L, 9 pmol/L efter två dygn och 9 pmol/L efter sju dygn. Trots 

denna avvikelse bedöms förändringen inte påverka den kliniska bedömningen, eftersom 

PAV ligger inom metodens acceptansintervall (24% för låg kontroll) och 

stabilitetskriterierna därmed uppfylls.  

Resultaten från denna studie står i kontrast till tidigare studier där serum förvarades i 

gelrör och i kontakt med blodceller (4), där betydande förändringar har observerats vid 

kylförvaring. I gelrör minskade östradiol över tid, medan koncentrationen ökade när 

serum lämnades kvar med celler. Gelbarriärer är kända för att absorbera opolära analyter, 

och vid cellkontakt kan en viss enzymatisk omvandling av steroider förekomma. Våra 

resultat stödjer därmed att gel- och cellkontakt har större inverkan på den uppmätta 

östradiolkoncentrationen än lagringstemperaturen i sig. 

Sammantaget visar resultaten att östradiol i serum är stabilt i överhällt serum vid både 

kylförvaring (6–8 °C) och rumstemperatur (21 °C) under minst sju dygn. Detta betyder att 

överhällt serum kan användas för analys av östradiol efter upp till sju dygns förvaring vid 

dessa temperaturer utan att koncentrationen påverkas i kliniskt relevant grad. 

4.3 S-17-OHP 

Acceptansintervallet för 17-OHP-metoden var ±12 % för både låg och hög kontroll. Vid 

6–8 °C låg de flesta individuella PAV-värdena inom metodens acceptansintervall efter 

två dygns förvaring, med undantag för prov nr 3 (14%), som hade en låg initial 

koncentration (0,80 nmol/L vid dag 0 och 0,72 nmol/L vid dag 7). Efter sju dygn i kyla 

uppvisade fyra prover både ökningar och minskningar i PAV, där de största avvikelserna 

observerades i prov nr 1 (180 %) och prov nr 2 (-19%). Vid dag 0 hade prov nr 1 ett 17-

OHP-värde på 0,27 nmol/L, och på 0,75 nmol/L efter sju dygn. Prov nr 2 hade vid dag 0 

ett 17-OHP-värde på 0,48 nmol/L och 0,38 nmol/L efter sju dygn. 

Referensintervallet för 17-OHP är 0,24–6,8 nmol/L för kvinnor och 0,87–6,2 nmol/L för 

män. Om de avvikande proverna hade motsvarat individuella kvinnliga patientprover i 

stället för poolade prover, skulle samtliga ha legat inom det normala referensintervallet 

efter både två och sju dygns förvaring vid 6–8 °C. Deras koncentrationer hade alltså inte 

misstolkats. 

Däremot, om prov nr 3 (PAV=14% vid dag 2) hade motsvarat ett patientprov från en 

man, hade resultatet kunnat misstolkas. Efter två dygn skulle värdet (0,91 nmol/L) ha 

bedömts som normalt, medan värdet efter sju dygn (0,72 nmol/L) hade klassats som för 
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lågt. Vid dag 0 var koncentrationen 0,81 nmol/L vilket är lägre än den undre gränsen i 

referensintervallet. Detta visar att små variationer kan påverka tolkningen av resultat vid 

mycket låga koncentrationer. Alternativt kan den observerade avvikelsen bero på 

metodens osäkerhet vid mätning av låga koncentrationer. 

Vid rumstemperaturförvaring (21 °C) låg de flesta individuella PAV-värdena inom 

acceptansintervallet på ± 12% efter två dygn, med undantag för prov nr 1 (PAV=39 %) 

och prov nr 3 (PAV=18 %), vilka därmed betraktas som ostabila. Efter sju dygns 

förvaring var det endast prov 1 som hade en avvikande PAV (-24%). Övriga prover, 

inklusive prov nr 3, låg då inom acceptansintervallet. 

Vid dag 0 hade prov nr 1 ett 17-OHP-värde på 0,27 nmol/L, 0,37 nmol/L efter två dygn 

och 0,20 efter nmol/L efter sju dygn vid förvaring vid 21°C. Prov nr 3 hade vid dag 0 ett 

17-OHP-värde på 0,81 nmol/L, 0,96 nmol/L efter två dygn och 0,79 nmol/L efter sju 

dygn. Detta indikerar att rumstemperaturförvaring kan påverka tolkningen av resultat vid 

låga koncentrationer (0,2–0,8 nmol/L). 

Wilcoxon-analysen visade statistiskt signifikanta skillnader i tre av de fyra testade 

förvaringsbetingelserna. Undantaget var gruppen som förvarades vid 6–8 °C under två 

dygn (p=0,10). Efter sju dygn visade däremot prover som förvarades vid 6–8°C en 

statistiskt signifikant skillnad (p=0,034), och bias var 8 ± 55 nmol/L jämfört med dag 

noll. I denna grupp observerades stora variationer i PAV-värden, särskilt i prov nr 

1(180%) och prov nr 2(­19%).  

Efter två dygns förvaring vid 21 °C var p=0,023 och medelvärdet 8 ± 12 nmol/L jämfört 

med dag noll. Efter sju dygns förvaring vid 21 °C var p= 0,015, och bias var -6±7,1 

nmol/L jämfört med dag noll. Jämfört med referensintervallet för S-17-OHP som är 0,24–

6,8 nmol/L för kvinnor och 0,87–6,2 nmol/L för män kan denna bias ha betydelse vid en 

klinisk bedömning av analysresultatet. 

Flera studier har undersökt stabiliteten hos steroider, men få har specifikt studerat 17-

OHP i separat serum över längre tidsperioder. Hepburn et al. (4), analyserade stabiliteten 

i både gelrör och vanliga serumrör och rapporterade en statistiskt signifikant minskning 

av 17-OHP i båda rörtyperna efter fem dygns lagring. I en annan studie av Wigh et. al 

(18) undersöktes stabiliteten för 17 analyter i helblod vid 21 °C under 6 och 10 timmars 

förvaring. För 17-OHP rapporterades ingen signifikant förändring. Även om studierna 

inte är direkt jämförbara med vår, stödjer deras resultat att 17-OHP är en relativt stabil 

analyt. 

De prover som uppvisade en avvikande bias vid 6–8 °C efter sju dygn var prov nr 

1(PAV=180%; 0,75 nmol/L), prov nr 2 (PAV=-19%; 0,38 nmol/L), prov nr 4 

(PAV=16%; 1,53 nmol/L) samt prov nr 6 (PAV=-16%; 1,87 nmol/L). Dessa prover hade 

koncentrationer på 0.2–2.20 nmol/L. Övriga prover, prov nr 7–12, låg inom 
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acceptansgränsen (±12%), och hade koncentrationer på 4–49 nmol/L. Gruppens PAV 

efter sju dygn var 7,5 % vilket ligger inom acceptansgränsen (±12%).  

Vid förvaring vid 21 °C under sju dygn var det endast prov nr 1 (PAV=-24%; 0,20 

nmol/L) avvek från ±12%, och även detta prov låg inom intervallet 0,2–2,20 nmol/L. 

Gruppens PAV var 7,9 % efter två dygn och 6 % efter sju dygn, vilket ligger inom 

acceptansgränsen (±12%) vid båda tidpunkterna.   

Sammanfattningsvis tyder resultaten på att 17-OHP är stabilt vid både kyl- och 

rumstemperatur inom koncentrationsintervallet 4–49 nmol/L. Däremot bör stabiliteten vid 

mycket låga koncentrationer (0,2–2,20 nmol/L) undersökas vidare för att bekräfta 

resultatens tillförlitlighet. 

För framtida studier bör individuella prover användas i stället för poolade, och prover 

från både kvinnor och män bör inkluderas för att möjliggöra en mer robust utvärdering. 

Detta är särskilt viktigt eftersom dessa grupper har olika referensintervall.  

4.4 S-11-DOC 

Metodens acceptansintervall för 11-DOC-metoden var ±12 % för låg kontroll och ± 10% 

för hög kontroll. Vid kylförvaring (6–8 °C) låg nästan alla prover inom acceptansgränsen. 

Ett undantag var prov nr 3, som uppvisade en avvikelse på -15 % efter två dygn, vilken 

minskade till -9 % efter sju dygn. Referensintervallet för 11-DOC hos kvinnor är 0,24–

6,8 nmol/L, och 0,87–6,2 nmol/L för män.  

Prov nr 3 (PAV= -15%), hade koncentrationen 0,71 nmol/L vid dag 0 samt 0,60 nmol/L 

och 0,65 nmol/L vid dag två respektive sju. Dessa värden låg inom referensintervallet för 

kvinnor och utanför referensintervallet för män under hela perioden. Trots att den 

procentuella avvikelsen efter två dygn överskred acceptansgränsen på 12 % låg 

koncentrationsvärdena alltså inom normalintervallet för kvinnor och utanför för män 

under hela perioden, vilket innebär att avvikelsen saknar klinisk betydelse. 

Vid förvaring vid 21 °C observerades avvikelser hos två prover efter sju dygn: prov nr 3 

(PAV= -13%) och prov nr 8 (PAV= -18%). Vid dag 0 hade prov nr 3 ett 11-DOC-värde 

på 0,71 nmol/L, 0,65 nmol/L efter två dygn och 0,62 nmol/L efter sju dygn. Prov nr 8 

hade vid dag 0 ett 11-DOC-värde på 0,73 nmol/L, 0,71 nmol/L efter två dygn och 0,87 

nmol/L efter sju dygn. Trots att dessa avvikelser överskred stabilitetskriteriet på ±10 % 

låg båda provens koncentrationsvärden inom det normala referensintervallet under hela 

perioden, vilket innebär att avvikelserna saknar klinisk betydelse. 

De statistiska analyserna med parat t-test visade ingen signifikant skillnad i koncentration 

mellan dag 0 och dag 2 och inte heller mellan dag 0 och dag 7 vid någon av de undersökta 

temperaturerna, eftersom alla p-värden översteg signifikansnivån (p>0,05). Sammantaget 

visar resultaten att 11-DOC i serum är stabilt i överhällda serumprover vid både 

kylförvaring (6–8 C) och rumstemperatur (21°C) under upp till sju dygn.  
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4.5 Svagheter och styrkor med studien  

Studien har flera begränsningar som bör beaktas. Provantalet var relativt lågt, särskilt för 

urinanalysen som baserades på nio prover. För steroidanalyserna i serum var antalet 

prover reducerat i vissa analyser eftersom outliers exkluderades från det parade t-testet. 

Serumproverna var dessutom poolade, vilket avviker från internationella 

rekommendationer (18), eftersom detta kan dölja individuell biologisk variation. Detta 

kan leda till att stabiliteten framstår som bättre än den är i verkligheten. Poolning av 

prover kan även innebära en risk för kontaminering, vilket kan ge upphov till 

interferenser i LC-MS/MS-analys. Endast två temperaturer och två tidsperioder 

undersöktes, det betyder att resultaten endast gäller för upp till 7 dygn. 

Samtidigt har studien flera styrkor. De valda temperaturerna speglar realistiska 

förhållanden som prover utsätts för under transport till kliniska laboratorier, och 

analyserna utfördes med samma LC-MS/MS-metod och arbetsflödet som används för 

patientprover, vilket ökar den kliniska relevansen. Studien bidrar dessutom med 

stabilitetsdata för 11-DOC, vars stabilitet tidigare inte har varit väl studerad. 

4.6 Studieresultatens praktiska betydelse 

Studieresultaten har en tydlig praktisk relevans för Specialkemi 1 i Lund. Eftersom de 

studerade analyterna visade god stabilitet vid både kylförvaring och rumstemperatur i upp 

till sju dygn innebär detta att prover som anländer efter 7 dygns transporttid inte längre 

behöver kasseras på grund av förvaringstemperatur. Detta kan öka effektiviteten genom 

att minska omprovtagningar och spara resurser. 

4.7 Förslag på framtida forskning 

Framtida studier bör utformas i den mån som det är möjligt, enligt den uppdaterade 

versionen av protokollet (Gómez-Rioja et al 2023/2024), som innehåller nya 

rekommendationer avseende studiedesign, statistisk modellering och krav enligt ISO 

15189:2022 (20).  Den tidigare versionen från 2019 har fungerat som metodologiskt stöd 

i denna undersökning, men den reviderade versionen ger tydligare riktlinjer för hur 

stabilitetsstudier bör genomföras och rapporteras.  

Individuella prover från både kvinnor och män bör inkluderas vid vidare undersökning av 

17-OHP:s stabilitet, och alla prover bör analyseras i samma körning för att eliminera bias 

mellan körningar, särskilt vid mycket låga koncentrationer.  

5 Slutsats 
Studien visade att samtliga undersökta analyter var mer stabila än vad laboratorier antar. 

Kortisol i urin, liksom östradiol och 11-DOC i serum var stabila vid både kylförvaring 

och rumstemperatur i upp till sju dygn. Detta indikerar att många prover som idag 
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kasseras på grund av misstänkt försämrad kvalitet i själva verket kan analyseras med god 

tillförlitlighet. Studieresultat kan bidra till att minska omprovtagningar och svarstider. 

Även 17-OHP visade god stabilitet vid såväl kylförvaring (6–8 C) och rumstemperatur 

(21°C) för koncentrationsintervallet 4–49 nmol/L. Däremot är stabiliteten vid mycket 

låga koncentrationer (0,3–2,2 nmol/L) osäker och behöver studeras vidare för att få 

tillförlitliga resultat i dessa nivåer. 

Samtidigt visar resultaten att exponering för hög temperatur har en tydligt negativ 

inverkan på kortisols stabilitet i urin. Därför bör urinprover som exponerats för extrem 

temperatur betraktas som opålitliga och inte användas för diagnostiska beslut. 

Denna studie är i första hand anpassad till Specialkemi 1, Klinisk kemi & farmakologi i 

Lund och de praktiska förutsättningar som rådde, såsom begränsat provmaterial och en 

kort tidsram. Studien bör därmed betraktas som en intern stabilitetsutvärdering snarare än 

en generell modell som kan överföras direkt till andra laboratorier. Trots detta ger studien 

värdefull information och kan fungera som ett första steg mot mer omfattande 

stabilitetstudier enligt de nyare protokollrekommendationerna. 
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Bilaga 1 
Tabell B1. Specifika parametrar för U-kortisol.  

Komponent 

Förväntad 

retentionstid, tR 

(min) 

tR-fönster 

(sek) 
Molvikt 

Dwell time 

(ms) 
Övergångar 

Kortisol_282, 

Quantifier 

Kort-U 

2,98 

10 

362,5 100 407,2 / 282,0 

Kortisol_297, 

qualifier 
2,98 362,5 100 407,1 / 297,1 

Kortisol_d4 2,95 366,5 100 411,2 / 286,0 
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Bilaga 2  
Tabell B2.  LC-MS/MS parametrar Östradiol. MRM monitorering av Estradiol 1 och Estradiol 2 

görs i negative mode genom summering av 5 MRM övergångar vardera, som summeras i 

mjukvaran (Analyst™) vid kvantifiering. Declustering potential (DP), Collision Energy (CE), 

Collison Cell Exit Potential (CXP) 

Analyt 
Förväntad 

tR (min) 

Dwell 

time (ms) 
MRM Övergångar DP CE CXP 

Estradiol 1 

(Kvantifieringsjon) 
2,6 25*5 

270,992/143,128 

270,993/143,128 

270,994/143,128 

270,995/143,128 

270,996/143,128 

-20 -74 -7 

Estradiol 2 

(Kvalificeringsjon) 
2,6 25*5 

270,992/183,085 

270,993/183,085 

270,994/183,085 

270,995/183,085 

270,996/183,085 

-20 -60 -9 

Estradiol-D4 2,6 25 275,052/187,080 -15 -54 -11 
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Bilaga 3  
Tabell B3: Specifika MS/MS inställningar för 17-OHP.  

Komponent 

Förväntad 

retentionstid 

(tR) 

(min) 

Dwell 

time 

(ms) 

Övergångar DP CE CXP EP 

17OHP_1 

Quantifier 

4,1 20 

331,2 / 97,000 till 97,004 

summering av fem 

fragment 

137 30 12 12 

17OHP_2 

Qualifier 

4,1 20 

331,2 / 108,900 till 

108,904 summering av fem 

fragment 

137 37 14 12 

17OHP_ 

d8_1 

internstandard 

4,08 20 339,399 / 100,076 137 35 14 10 

17OHP_d8_2 4,08 20 339,399/113,089 137 37 16 10 
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Bilagor 4  
Tabell B4: Specifika MS/MS inställningar för 11-DOC. EP står för Entrance potential.
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Bilagor 5 
Rådata för kortisol i urinprover redovisas i tabell nedan. 

Tabell B5.1: I tabellen redovisas kortisolkoncentrationer vid dag 0, dag 2 och dag 7 för de prover 

som förvarades i kyl 6–8 °C. Den procentuella avvikelsen mellan dag 0 och dag 2, samt mellan 

dag 0-dag 7 presenteras även. Prover markerade i blått tillhör det höga kontrollområdet. Prover 

markerade med fet stil ligger utanför acceptansintervallet ± 8 %.   

Prover U-kortisol 

(nmol/L)  

Noll-dag 

 2 dygn  

 (nmol/L) 

6-8 °C 

Bias 

Dag 0/Dag 2 

 7 dygn  

(nmol/L) 

Bias 

Dag 0/Dag 7  

1 52,5 52,7 0,38 49,1 -6,48 

2 199 192 -3,52 182 -8,54 

3 114 118 3,51 115 0,88 

4 116 113 -2,59 112 -3,45 

5 53,4 54,4 1,87 54,5 2,06 

6 40 36,7 -8,25 37,8 -5,50 

7 57,6 55,9 -2,95 56,1 -2,60 

8 193 190 -1,55 181 -6,22 

9 60,9 57,9 -4,93 56 -8,05 

*Metodens acceptansintervall (±2 x CV %): Låg kontroll 12 % och hög kontroll 8 %. 

Tabell B5.2: I tabellen redovisas kortisolkoncentrationer vid dag 0, dag 2 och dag 7 för de prover 

som förvarades i rumstemperatur (21 °C). Den procentuella avvikelsen mellan dag 0 och dag 2, 

samt mellan dag 0-dag 7 presenteras även. Prover markerade i blått tillhör det höga 

kontrollområdet.  

Prover U-kortisol 

(nmol/L) Noll-

dag 

U-kortisol 

(nmol/L)           

 2 dygn/ 21 °C 

 Bias           

Dag 0-Dag 

2 

U-kortisol 

(nmol/L)               

7 dygn / 21 °C 

Bias                

Dag 0-Dag 7 

1 52,5 51,2 -2,48 51,1 -2,67 

2 199 201 1,01 211 6,03 

3 114 122 7,02 127 11,40 

4 116 113 -2,59 115 -0,86 

5 53,4 54,9 2,81 54,5 2,06 

6 40 40 0,00 37,9 -5,25 

7 57,6 54,6 -5,21 53,8 -6,60 

8 193 185 -4,15 183 -5,18 

9 60,9 58 -4,76 56 -8,05 
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Tabell B5.3: I tabellen redovisas kortisolkoncentrationer vid dag 0, dag 2 och dag 7 för de prover 

som förvarades vid 40 °C. Den procentuella avvikelsen mellan dag 0 och dag 2, samt mellan dag 

0-dag 7 presenteras även. Prover markerade i grönt tillhör det höga kontrollområdet. Proverna 

markerade med fet stil ligger utanför metodens acceptansintervall (±2 x CV %): Låg kontroll 12 % 

och hög kontroll 8 %. 

Prov 
U-kortisol (nmol/L) 

Dag 0 

2 dygn / 

nmol/L 

40 °C  

Bias % 

(Dag 0-

Dag 2) 

7 dygn / nmol/L 

40 °C 

Bias % 

(Dag 0-

Dag 7) 

1 52,5 54,5 3,81 0,958 -98,18 

2 199 218 9,55 254 27,64 

3 114 129 13,16 178 56,14 

4 116 206 77,59 12,4 -89,31 

5 53,4 142 165,92 357 568,54 

6 40 39 -2,50 83,7 109,25 

7 57,6 59 2,43 67,1 16,49 

8 193 187 -3,11 165 -14,51 

9 60,9 101 65,85 269 341,71 
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Bilagor 6 
Tabell B6.1: I tabellen redovisas östradiol koncentration i serumprover vid dag 0, dag 2 och dag 7 

för de prover som förvarades vid 6–8 °C. Den procentuella avvikelsen mellan dag 0 och dag 2, 

samt mellan dag 0-dag 7 presenteras även i de gråmarkerade kolumnerna.  

Prover S-Östradiol 

(nmol/L) Dag 0 

S-Östradiol 

(nmol/L) 

Dag 2 

(6–8 °C) 

Bias % 

(Dag 0-Dag 2) 

S-Östradiol 

(nmol/L) 

Dag 7 

(6–8 °C) 

Bias % 

(Dag 0-Dag 2) 

Pool 1 11,1 9,92 -10,63 12,3 10,81 

Pool 2 43,3 46,1 6,47 44,6 3,00 

Pool 3 83,2 83,1 -0,12 89,4 7,45 

Pool 4 114 119 4,39 116 1,75 

Pool 5 152 159 4,61 156 2,63 

Pool 6 180 188 4,44 199 10,56 

Pool 7 236 230 -2,54 224 -5,08 

Pool 8 266 271 1,88 274 3,01 

Pool 9 276 290 5,07 282 2,17 

Pool 10 308 308 0,00 324 5,19 

Pool 11 338 345 2,07 342 1,18 

Pool 12 444 455 2,48 442 -0,45 

Pool 13 512 536 4,69 524 2,34 

Metodens acceptansintervall (±2 x CV %): Låg kontroll 24 % och hög kontroll 14 %  

Tabell B6.2: I tabellen redovisas östradiol koncentration i serumprover vid dag 0, dag 2 och dag 7 

för de prover som förvarades vid 21°C. Den procentuella avvikelsen mellan dag 0 och dag 2, samt 

mellan dag 0-dag 7 presenteras även i de gråmarkerade kolumnerna.  

Prover 
S-Östradiol 

(nmol/L) Dag 0 

S-Östradiol 

(nmol/L) 

Dag 2 

(21 °C) 

Bias % 

(Dag 0-Dag 7) 

S-Östradiol 

(nmol/L) 

Dag 7 

(21 °C) 

Bias % 

(Dag 0-Dag 2) 

Pool 1 11 9 -21,9 8,91 -19,7 

Pool 2 43 44 1,62 48,1 11,1 

Pool 3 83 78 -6,49 81,6 -1,92 

Pool 4 114 115 0,88 105 -7,89 

Pool 5 152 146 -3,95 144 -5,26 

Pool 6 180 185 2,78 185 2,78 

Pool 7 236 213 -9,75 210 -11,02 

Pool 8 266 243 -8,65 242 -9,02 

Pool 9 276 275 -0,36 271 -1,81 

Pool 10 308 301 -2,27 309 0,32 

Pool 11 338 351 3,85 341 0,89 

Pool 12 444 423 -4,73 436 -1,80 

Pool 13 512 500 -2,34 464 -9,38 

Metodens acceptansintervall (±2 x CV %): Låg kontroll 24 % och hög kontroll 14 %. 
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Bilagor 7  
Tabell B7.1: I tabellen redovisas 17-OHP koncentration i serumprover vid dag 0, dag 2 och dag 7 

för de prover som förvarades vid 6–8 °C. Den procentuella avvikelsen mellan dag 0 och dag 2, 

samt mellan dag 0-dag 7 presenteras även i de gråmarkerade kolumnerna. Proverna markerade 

med fet stil ligger utanför metodens acceptansintervall: Låg kontroll och hög kontroll ± 12 %. 

Prover S-17-OHP 

(nmol/L) 

Dag 0 

S-17-OHP 

(nmol/L) 

Dag 2  

(6–8 °C) 

Bias (%)  

Dag 0-dag 2 

S-17-OHP 

(nmol/L) 

Dag 7 

(6–8 °C)   

Bias (%)  

Dag 0-dag 7 

Pool 1 0,27 0,24 -11,24 0,75 180,15 

Pool 2 0,48 0,42 -11,37 0,38 -19,16 

Pool 3 0,81 0,92 13,65 0,72 -11,56 

Pool 4 1,32 1,17 -11,36 1,53 15,91 

Pool 5 1,82 1,64 -9,89 1,65 -9,34 

Pool 6 2,23 2,25 0,90 1,87 -16,14 

Pool 7 4,70 4,64 -1,28 4,31 -8,30 

Pool 8 8,57 7,66 -10,62 7,82 -8,75 

Pool 9 14,30 13,70 -4,20 13,90 -2,80 

Pool 10 24,40 23,50 -3,69 21,90 -10,25 

Pool 11 29,60 29,40 -0,68 26,30 -11,15 

Pool 12 48,50 49,80 2,68 44,50 -8,25 

 

Tabell B7.2: I tabellen redovisas 17-OHP koncentration i serumprover vid dag 0, dag 2 och dag 7 

för de prover som förvarades vid 21°C. Den procentuella avvikelsen mellan dag 0 och dag 2, samt 

mellan dag 0-dag 7 presenteras även i de gråmarkerade kolumnerna. Proverna markerade med fet 

stil ligger utanför metodens acceptansintervall: Låg kontroll och hög kontroll ± 12 %. 

Prover 

S-17-OHP 

(nmol/L) 

Dag 0 

S-17-OHP 

(nmol/L) Dag 

2  

(21 °C) 

Bias (%) Dag 

0-dag 2 

S-17-OHP 

(nmol/L) 

Dag 7 

 (21 °C) 

Bias (%) Dag 

0-dag 7 

Pool 1 0,27 0,37 38,6 0,20 -23,6 

Pool 2 0,48 0,52 8,4 0,46 -2,5 

Pool 3 0,81 0,96 18,3 0,79 -2,5 

Pool 4 1,32 1,28 -3,0 1,23 -6,8 

Pool 5 1,82 1,69 -7,1 1,64 -9,9 

Pool 6 2,23 2,41 8,1 2,20 -1,3 

Pool 7 4,70 4,91 4,5 4,59 -2,3 

Pool 8 8,57 8,45 -1,4 9,01 5,1 

Pool 9 14,30 15,90 11,2 14,10 -1,4 

Pool 10 24,40 25,90 6,1 22,70 -7,0 

Pool 11 29,60 30,70 3,7 26,60 -10,1 

Pool 12 48,50 51,40 6,0 47,00 -3,1 

 

 

 



 

Sida 44 (44) 

Bilagor 8 
Tabell B 8.1: I tabellen redovisas 11-DOC koncentration i serumprover vid dag 0, dag 2 och dag 7 

för de prover som förvarades vid 6–8 °C. Den procentuella avvikelsen mellan dag 0 och dag 2, 

samt mellan dag 0-dag 7 presenteras även i de gråmarkerade kolumnerna. Prov markerat med fet 

stil ligger utanför metodens acceptansintervall. 

Prover 

S-11-DOC 

(nmol/L) 

Dag 0 

S-11-DOC 

(nmol/L) Dag 2 

Bias (%) 

Dag 0-dag 2 

S-11-DOC 

(nmol/L) 

Dag 7 

Bias (%) 

Dag 0-dag 7 

Pool 1 0,33 0,32 -2,75 0,34 2,75 

Pool 2 0,25 0,27 8,30 0,25 -0,40 

Pool 3 0,71 0,60 -15,37 0,65 -9,03 

Pool 4 0,71 0,70 -2,25 0,76 6,46 

Pool 5 1,42 1,46 2,82 1,51 6,34 

Pool 6 0,52 0,54 3,88 0,52 1,16 

Pool 7 1,30 1,24 -4,62 1,30 0,00 

Pool 8 0,73 0,72 -1,50 0,69 -6,27 

Pool 9 2,96 2,83 -4,39 3,04 2,70 

Pool 10 0,56 0,57 1,97 0,57 2,68 

Pool 11 2,23 2,15 -3,59 2,23 0,00 

Pool 12 0,56 0,53 -4,30 0,59 5,56 
 Metodens acceptansintervall: Låg kontroll 12 % och hög kontroll 10 %  

Tabell B 8.2: I tabellen redovisas 11-DOC koncentration i serumprover vid dag 0, dag 2 och dag 7 

för de prover som förvarades vid 21 °C. Den procentuella avvikelsen mellan dag 0 och dag 2, samt 

mellan dag 0-dag 7 presenteras även i de gråmarkerade kolumnerna. Proverna markerade med fet 

stil ligger utanför metodens acceptansintervall: Låg kontroll ± 12 %. 

Prover S-11-DOC 

(nmol/L) 

Dag 0 

S-11-DOC 

(nmol/L) 

Dag 2 

Bias (%) 

Dag 0-dag 2 

S-11-DOC 

(nmol/L) 

Dag 7 

Bias (%) 

Dag 0-dag 7 

Pool 1 0,33 0,33 0,31 0,32 -3,36 

Pool 2 0,25 0,26 1,19 0,25 -0,40 

Pool 3 0,71 0,65 -8,46 0,62 -13 

Pool 4 0,71 0,68 -3,93 0,70 -1,97 

Pool 5 1,42 1,55 9,15 1,48 4,23 

Pool 6 0,52 0,54 3,88 0,54 5,23 

Pool 7 1,30 1,29 -0,77 1,31 0,77 

Pool 8 0,73 0,71 -3,00 0,87 18 

Pool 9 2,96 2,98 0,68 2,90 -2,03 

Pool 10 0,56 0,55 -2,33 0,53 -6,08 

Pool 11 2,23 2,18 -2,24 2,19 -1,79 

Pool 12 0,56 0,55 -1,61 0,58 3,41 

 


