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Editoriale

Per parlare della gonadotropina corionica umana sia nei suoi aspetti biochimici e clinici generali
sia come marker tumorale ed illustrare le problematiche che sorgono con le varie metodologie di
dosaggio che possono comportare I’'uso di tecniche isotopiche 0 non-isotopiche, abbiamo invitato
I’équipe del Laboratorio di Analisi Chimico Cliniche diretta dal Professor Pierangelo Bonini.

Il dottor Giuseppe Banfi laureatosi in Medicina e Chirurgia presso I’'Universita di Pavia e
specializzato in Igiene e Medicina Preventiva presso I'Universita di Milano nel 1988, ¢ assistente
presso il Laboratorio di Analisi dell’Istituto Scientifico S.Raffaele, responsabile del Settore di
Immunochimica ed autore di numerose pubblicazioni su riviste nazionali ed internazionali nel
campo dell’ematologia, in particolare della automazione delle conte cellulari, e dell’ormonologia.
Il dottor Banfi ¢ membro della SIBioc dal 1986, ha partecipato ai lavori della Commissione
Proteine e della Commissione 14 (Immunometria) diretta dal Prof. Pazzagli, oltre che del’AACC
dal 1987.

La dottoressa Erminia Casari, laureata in Scienze Biologiche presso I’'Universita di Milano con
una tesi sperimentale proprio su questo tema, dispone attualmente di una Borsa di Studio per la
certificazione di sieri di controllo per dosaggi chimico-clinici. Le pubblicazioni e le partecipazioni
ai congressi hanno riguardato I’ormonologia e, in particolare, lo studio del dosaggio dell’hCG.
Il dottor Michelangelo Murone dopo essersi laureato in Medicina e Chirurgia presso I’'Universita
di Bologna, ha conseguito la specializzazione in lgiene e Sanita Pubblica presso la stessa
Universita. Ha lavorato in qualita di Aiuto prima a Macerata e quindi presso I'Ospedale di Aosta
dove ha iniziato la collaborazione con il Professor Bonini che ha seguito a Milano presso il
Laboratorio Analisi dell’Istituto San Raffaele. Attualmente ricopre anche il compito di Professore
a contratto presso la Scuola di Specializzazione di Endocrinologia e Malattie del Ricambio.

Il Professor Pierangelo Bonini, caposcuola di questo gruppo, € specialista in Cardiologia ed in
Anatomia, Istopatologia e Tecniche di Laboratorio quindi in Igiene e Medicina Preventiva; é
Libero Docente in Chimica e Microscopia Clinica. Dopo aver diretto il Laboratorio di Analisi
dell’Ospedale Regionale di Aosta é passato a dirigere quello dell’Ospedale San Raffaele di Milano.
I Professor Bonini ha una ricca ed intensa attivita didattica ed attualmente & Professore a
contratto presso la Scuola di Specializzazione in Biochimica e Chimica Clinica dell’Universita di
Milano. E’, inoltre, membro attivo delle pit importanti associazioni scientifiche nazionali ed
internazionali operanti nel settore della Medicina di laboratorio ed in particolare della biochimica
clinica, fa parte dello staff editoriale del Journal of Automatic Chemistry, del Giornale Italiano
di Chimica Clinica e del Ligand quarterly edizione italiana. Fa parte ancora del Comitato
Scientifico del MAC, mostra Internazionale delle apparecchiature scientifiche e dell*ATB,
edizione europea dell’Oak Ridge Conference. 1l Professor Bonini é autore di oltre 130 pubblica-
zioni scientifiche comparse su riviste di importanza nazionale ed internazionale.

Sergio Rassu



Generalita

La coriogonadotropina umana (hCG) € una glicoproteina con attivita ormonale, ti-
picamente legata allo stato di gravidanza. La glicoproteina risulta composta da due
catene diverse, le subunita a e b, unite da legami non covalenti. L attivita biologica
dell’hCG e presente solo con la combinazione delle due subunita, di cui I’a ha peso
molecolare di 14.900 daltons, con una sequenza di 92 amminoacidi simile a quella delle
subunita a degli ormoni luteotropina (LH), follitropina (FSH) e tireotropina (TSH). La
subunita b ha peso molecolare 23.000 , € costituita da 145 amminoacidi e conferisce la
specificita all’ormone, per quanto esista una certa omologia con LH, FSH e TSH. In
particolare, vi & una omologia dell’80% degli amminoacidi tra hCG e LH; I'hCG presenta
perd un peptide carbossiterminale di 24 amminoacidi assolutamente caratteristico (39).
L’esistenza di un grado relativo di omologia tra le subunita degli ormoni glicoproteici
ha condotto ad ipotizzare che i geni per le subunita a e b presentassero un’origine
comune (29). Esistono almeno sei geni che codificano per la catenab, ma solo tre vengono
trascritti (98). Le subunitaa presentano due oligosaccaridi uniti a molecole di asparagi-
na, mentre leb ne presentano uno (73). La subunitab presenta altri quattro oligosaccaridi
legati a residui di serina lungo la porzione carbossiterminale di 24 amminoacidi
caratteristica dell’ormone. L’hCG & prodotta dalle cellule del sinciziotrofoblasto, a
livello del reticolo endoplasmatico granuloso, con I'intervento di RNA messaggeri
differenti per le subunitad a e b. Il fattore limitante per la formazione di molecole
complete sembra essere la produzione di subunitab. In effetti, la liberazione di subunita
libere si manifesta nella normale gravidanza, in cui si assiste, nel terzo trimestre, al
raddoppio del rapportoa/b, e in tumori in cui si riscontrano con facilita catene b libere
(83). La sintesi di hCG potrebbe essere regolata dalla luliberina (LHRH), ormone
ipotalamico che é in grado di far liberare dall’ipofisi FSH e LH, con meccanismo
AMPciclico-mediato. L attivita biologica dell’hCG é rappresentata dal mantenimento
della funzione del corpo luteo durante le prime settimane di gravidanza, stimolando la
produzione di progesterone attraverso I'attivazione dell’AMPciclico, fino alla forma-
zione della placenta, che ne vicaria le attivita. L’nCG promuove anche la steroidogenesi
fetale con la sintesi di deidroepiandrosterone solfato e progesterone e la liberazione di
testosterone da parte del testicolo fetale, tramite la stimolazione della 22-27 desmolasi
e della 17-20 desmolasi. E’ probabile che I’'hCG possa costituire anche il fattore che inizia
la produzione steroidea dell’unita fetoplacentare (2).



Significato clinico

Comparsa nella gravidanza

Il significato clinico dell’hCG risiede essenzialmente nella diagnosi di gravidanza. La
presenza dell’ormone nel sangue pud essere evidenziata in un periodo compreso tra 6
e 18 giorni dall’ovulazione e sembra esser correlata con I'impianto dell’uovo fecondato
presso I'utero e la costituzione di una circolazione sanguigna mista. Normalmente, lo
zigote, derivato dalla penetrazione dello spermatozoo attraverso la zona pellucida
nell’uovo e dall’unione dei due gameti, va incontro a rapide e successive divisioni che
conducono allo stadio di morula. Nel frattempo, vi &€ uno spostamento dello zigote dalla
tuba verso la cavita uterina, che viene raggiunta dopo circa quattro giorni dall’avvenuta
fecondazione dell’uovo. La blastocisti, costituita da un involucro cellulare rivestente
una cavita contenente fluido, si impianta sulla parete posteriore dell’'utero erodendo
I’endometrio grazie all’azione proteolitica di enzimi prodotti da alcune cellule superfi-
ciali che costituiranno, dopo pochi giorni, un singolo strato specializzato (pretrofo-
blasto). In seguito, la differenziazione di tali cellule avanza, con la formazione del
trofoblasto e di una vera e propria unita funzionale con I'utero (sincizio). Il sincizio-
trofoblasto penetra piu profondamente nell’endometrio e stabilisce un contatto ed una
continuita tra il circolo materno (sinusoidi) e le lacune, cavita che si formano all’interno
dello strato cellulare per la confluenza di vacuoli intracellulari. Lo stabilirsi di una
circolazione fetale avviene nella seconda settimana dalla fecondazione. La fusione delle
cellule trofoblastiche con il connettivo uterino da origine al corion che assume le capacita
produttive endocrine del trofoblasto. Dal corion si sviluppa, infine, la struttura della
placenta che, circa alla fine del secondo mese di gravidanza, sostituisce nelle sue
funzioni il trofoblasto. Autori belgi hanno dimostrato la presenza di hCG nel siero dopo
9 giorni dalla fertilizzazione in vitro (21), con la conferma dei dati di Armstrong (4) che
evidenzio hCG nelle urine di due donne 9 giorni dopo inseminazione artificiale. In caso
di fertilizzazione in vitro e trasferimento dell’embrione (FIVET) Englert (27) noto la
presenza di hCG nel siero materno 12 giorni dopo lo stimolo all’ovulazione. Il ritardo
dell’incremento dell’hCG nelle gravidanze dovute a FIVET dovrebbe esser imputato
allo stress dell’ovocita nella fase “in vitro”. In una serie di 19 gravidanze normali (53)
aumenti sierici significativi di hCG si ritrovarono dopo 8 giorni dal picco di LH in una
donna, dopo 9 giorni in 3, dopo 10 in 10, dopo 11 in 5. In una serie di 121 FIVET, di cui
17 con successo e impianto della blastocisti, nell’80% di queste si aveva evidenza
dell’impianto tra 12 e 13 giorni, utilizzando un metodo radiommunologico su urine (54).
Walker et al (104) confermano una media di 11 giorni (deviazione standard di 1.3 giorni)
per la comparsa di hCG nelle urine, in caso di gravidanza normale (Tab. 1).



Riferimento bibliografico Giorno Tipodi gravidanza

Collette et a. (7) 9 dopo fertilizzazione in vitro
Amstrong (8) 9 dopo inseminazione artificiale
Englert (9) 12 FIVET
Lenton (10) 10 gravidanzanormale
Walker (11) 11 gravidanza normale

Tabella 1. Giorno di comparsa dell’hCG nel siero secondo varie ricerche.

Il loro studio & stato condotto su campioni di urina raccolti quotidianamente da 38
donne volontarie che desideravano una gravidanza. Lo scopo del lavoro risiedeva nella
definizione della frequenza delle cosiddette “gravidanze biochimiche”, con la presenza
di hCG nei materiali biologici ma senza evidenze clinicamente rilevabili. Su 25 donne
andate incontro a concepimento, la pit rapida comparsa di hCG é stata notata dopo 8
giorni dall’ovulazione, stabilita come il giorno del primo incremento dell’LH (3 volte la
media dei precedenti 3 giorni) durante la fase del picco dell’LH, allorché tale incremento
fosse seguito da almeno un raddoppio del pregnandiolo urinario entro 72 ore. Al
contrario, in 50 donne che non avevano concepito, non si avevano mai valori di hCG >20
U/L dopo 7 o piu giorni dall’ovulazione. Lo studio di Walker et al. mette in evidenza la
fondamentale importanza dell’esatta definizione delle date di ovulazione per valutare
i tempi di comparsa dell’lhCG dopo I'avvenuto concepimento. Inoltre, gli Autori
sottolineano anche I'importanza della specificita degli antisieri usati nei sistemi di
dosaggio dell’lhCG. Utilizzando infatti un antisiero meno specifico e quindi piu soggetto
ad interferenze, in particolare da parte dell’LH, 7 delle 50 donne che sicuramente non
avevano concepito potevano esser classificate come se fossero all’inizio di una gravidan-
za con valori >50 U/L in un caso e >20 U/L negli altri. La conclusione, pertanto, € che
il fenomeno della cosiddetta “gravidanza biochimica” € in realta sovrastimato e legato
all’utilizzo di metodi analitici e clinici inaccurati. Durante la gravidanza i livelli di hCG
aumentano esponenzialmente, raggiungendo un picco dopo 8-10 settimane dall’ultima
mestruazione. A partire dalla 10°-142 settimana i valori di hCG si riducono notevolmente
e dalla 152 alla 232 con minor rapidita, fino a raggiungere livelli inferiori a quelli
riscontrabili all’inizio della gravidanza (Fig. 1).

Si puo calcolare che il periodo necessario per avere un raddoppiamento del valore di
hCG sia di 14 giorni durante il primo mese di gravidanza e di 2-2.7 nel secondo. La
concentrazione di hCG nel siero puo anche esser utilizzata per la datazione della
gravidanza, associata ad altri elementi di cui il piu importante, ma meno accurato, ¢ la
data delle ultime mestruazioni. Il calcolo della durata della gravidanza, in base al livello
dell’ormone puo risultare molto accurato, come dimostrato da Lagrew (51) con differen-
ze tra metodo chimico e metodo tradizionale basato sulla data delle ultime mestruazioni
di 3 giorni, in media. Bandi et al (8) propongono un preciso algoritmo per l'utilizzo
clinico dei valori di hCG. I livelli dell’ormone che risultano significativi clinicamente
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Figura 1. Curva dell’andamento della concentrazione dell’hCG nel siero durante una
normale gravidanza.

possono esser distinti per sospetto di gravidanza (5 U/L), per conferma di gravidanza
(25 U/L), per diagnosi di gravidanza ectopica in associazione con I’ecografia (6.000-
6.500 U/L), per diagnosi di mola vescicolare in associazione con I’ecografia (85.000 U/
L). Inoltre, la concentrazione di 25.000 U/L pud esser usata per migliorare I’accuratezza
del rilievo ecografico di gravidanza molare. | livelli decisionali proposti dagli Autori
sono riferiti ad un metodo immunoenzimatico semiquantitativo, ma potrebbe esser
verificato con altri metodi che rispettano alcune condizioni, ovvero:

a) assenza di falsi positivi ai limiti di sensibilita; b) possibilita di incrementare la
sensibilita fino a 5 U/L aumentando il volume dei campioni; ¢) possibilita di usare una
soluzione non costosa (fisiologica) per diluire i campioni e portare i limiti di sensibilita
al di sotto delle 25 U/L. L’algoritmo prevede diverse condizioni:

- Sospetta gravidanza. Basse concentrazioni di hCG (<25 U/L) possono esser presenti in
gravidanze precoci o anomale: si devono utilizzare metodi con elevata sensibilita per
confermare o meno I'avvenuto concepimento. Se vi & negativita con tali metodi sensibili
si puo escludere la presenza di tessuto trofoblastico. La positivita, al contrario, con un
metodo sensibile non potrebbe esser usata, secondo gli Autori, come un indicatore
preciso di gravidanza, dato che concentrazioni di hCG tra 5 e 25 U/L possono esser



trovate in soggetti non in gravidanza. Una normale gravidanza pud esser confermata
solo se la concentrazione di hCG risulta superiore a 25 U/L.

- Conferma di gravidanza. La conferma di gravidanza viene conferita da hCG> 25 U/L,
come detto, in unione con i sintomi clinici. Un risultato negativo con un metodo che
presenta sensibilita pari a 25 U/L deve esser confermato da un successivo esame 48 o 72
ore dopo. Se la negativita permane, la gravidanza puo esser esclusa, se vi € positivita con
metodi maggiormente sensibili (5 UZL), si e di fronte ad una gravidanza iniziale o
anomala. Anche in tal caso ¢ consigliabile la ripetizione dell’esame dopo 48 0 72 ore.

- Monitoraggio di gravidanza. Se vi € hCG >25 U/L, si deve seguire la curva di
concentrazione dell’'ormone per almeno 8 settimane per dimostrare un regolare incre-
mento di almeno il 66% ogni due giorni.

- Valutazione di gravidanza anomala. Posto il sospetto clinico di una gravidanza ectopica,
la massima accuratezza diagnostica € raggiunta con I’'uso contemporaneo di ecografia
e hCG sierica. La linea di demarcazione per I'"hCG é posta a 6.000-6.500 UZL nel primo
trimestre, concentrazione che si rileva tipicamente in una regolare gravidanza allorché
il sacco gestazionale € visibile ecograficamente. Solo nel 10% delle gravidanze ectopiche
si hanno valori di hCG> 6.500 U/L al momento della loro scoperta.

- Valutazione di degenerazione molare di gravidanza. Dato che esiste una sovrapposizione
tra le concentrazioni di hCG di gravidanze regolari e mole idatiformi (vedi piu avanti),
le determinazioni di hCG su siero e urine sono da sole insufficienti, specialmente
durante il periodo compreso tra la fine del primo trimestre e I’inizio del secondo.
Peraltro, la diagnosi solamente ecografica & altrettanto difficoltosa nel primo trimestre,
dato che le vescicole molari risultano di dimensioni molto ridotte, ai limiti di risoluzione
della metodica ad immagini. L’'unione dei due metodi migliora la possibilita di
diagnosi: valori di hCG oltre 83.000 U/L, in assenza di pulsazioni cardiache fetali, fanno
sospettare una malattia proliferativa del trofoblasto.

Metabolismo dell’hCG

Il tempo di emivita dell’hCG sembra esser distinto per una sua componente che
scompare entro sei ore e per un’altra che scompare tra 12 e 38 ore (6,34,80,99). Tale tempo
viene ridotto dalla rimozione dell’acido sialico o dalla divisione in subunita. Infatti, la
vita media della molecola intera & 100 volte superiore a quella della singola subunita b:
cid comporta, in pratica, che la specie molecolare piu rappresentata nel sangue
periferico sia la prima, posto che hCG intera e bhCG vengano escrete in quantita
equimolecolari (86,106,107). Alla fine della gravidanza la scomparsa dell’ormone avvie-
ne in un periodo compreso tra una e tre settimane (68), mentre occorrono da sei a venti
settimane per assistere ad una sua riduzione dopo I’emissione di una mola vescicolare
(110). Dopo un aborto, si ha completa scomparsa dell’nCG entro due mesi,ma, in genere,
sono sufficienti 15 giorni (58,59). La clearance dell’hCG & prevalentemente renale e vi
€ una stretta correlazione tra le concentrazioni in siero ed urine, a prescindere dal



volume e dal tempo di raccolta come dimostrato da vari studi, in particolare da
McCready et al (63). Esiste anche una stretta correlazione tra le concentrazioni di hCG
nel siero materno e nel liquido amniotico (20,49,50). Nell’amnios la concentrazione
dell’hCG ha un andamento simile, nel tempo, a quello riscontrato nel siero con un
rapporto tra liquido amniotico e siero di 1.3 alla decima settimana, che poi si riduce per
effetto, soprattutto, di una diluizione dovuta all’aumento di volume del liquido am-
niotico (74). L’hCG oltrepassa, in una certa misura, la barriera ematoencefalica con una
proporzionalita tra valori riscontrabili nel liquor e nel siero dello stesso soggetto. Su 26
donne sottoposte ad anestesia spinale per partorire, & stato calcolato un rapporto tra
siero e liquor di 289 (71). La valutazione dell’hCG liquorale puo esser richiesta per
scoprire 0 monitorare metastasi al sistema nervoso centrale di coriocarcinoma, sospet-
tabili se esiste un rapporto siero/liquor inferiore a 30.

Incrementi dell’hCG

Si assiste ad aumenti di hCG nella preeclampsia (88), cosi come alcuni Autori ritengono
I'incremento dell’ormone responsabile della nausea e del vomito riscontrabili nel primo
trimestre di gravidanza (45). Altra azione imputata all’hCG, ma molto discussa, & la
possibile induzione dell'immunosoppressione, con un importante effetto nell’impedi-
mento, in associazione con altri fattori, del rigetto del prodotto del concepimento per
reazione del sistema immunitario materno. Altra causa di aumento dell’hCG é la
presenza di piu prodotti del concepimento (46,78). In donne con una gravidanza
gemellare si riscontrava la presenza di livelli di hCG di circa il doppio del normale (44),
con una crescita della concentrazione molto piu rapida. Altri Autori (16) non hanno pero
confermato tali risultati: i livelli di hCG non si presentavano piu elevati in donne con
gravidanze multiple rispetto a quelle con gravidanza gemellare, e, in queste, solo nel
60% dei casi si avevano risultati superiori alle normali gravidanze.

Aborto spontaneo

La valutazione dell’hCG é utile nella diagnosi di sospetto aborto spontaneo che risulta
essere la piu frequente complicanza della gravidanza (11,40,89), specie in associazione
con i metodi ecografici. La sua drastica riduzione & un valido indice di avvenuto aborto.



Gravidanza ectopica

La gravidanza ectopica si determina per un impianto dell’uovo fecondato in sede
extrauterina, nella massima parte dei casi presso le tube, pit raramente nel segmento
interstiziale, cervice, ovaio o cavita peritoneali. La diagnosi precoce di una gravidanza
extrauterina ¢ fondamentale, dato che tale condizione pud essere letale per la paziente
0 comunque comprometterne la fertilita. In presenza di dolori acuti addominali, con
perdite vaginali di sangue, si deve sospettare la gravidanza ectopica ed effettuare il
dosaggio dell’nCG. La frequenza di gravidanza ectopica € quasi triplicata negli USA
negli ultimi 10 anni, con 53.000 casi nel 1981 (61), con una contemporanea riduzione delle
morti grazie alla possibilita di diagnosi precoce. Tale diagnosi si basa innanzitutto sui
sintomi clinici, che perd non sono sempre evidenti, ed anzi si manifestano, secondo
alcuni Autori, solo in una piccola quota di casi (92) e, oltretutto, sono simili a quelli di
altre comuni patologie ginecologiche (endometriti, torsione di cisti ovarica, aborto
spontaneo...). E’ evidente quindi che risultano importanti alcune indagini strumentali
ed analitiche quali I’ecografia e il dosaggio dell’hCG nel siero, che si deve ritenere
I’esame di scelta (Tab. 2).

Nel caso in cui tale valutazione non sia disponibile, si pud ricorrere a tecniche invasive
come la culdocentesi (procedura rapida per evidenziare eventuale sanguinamento
intraperitoneale) o la laparoscopia (indicata in presenza di ecografia pelvica negativa e
hCG sierica >6500 U/L o in presenza di sospetto clinico di gravidanza ectopica e
culdocentesi negativa). In presenza di una gravidanza ectopica, la concentrazione
iniziale di hCG pu0 notevolmente variare da livelli bassissimi fino a valori vicini a
200.000 U/L (16,84,18). Sembra, inoltre, che i valori di hCG siano piu elevati in caso di
rottura di tuba, per I’erosione provocata dall’impianto. Solamente in rari casi (<1%)
I’analita non e’ misurabile, pur usando metodi molto sensibili (90,95), a causa di una
ridotta produzione, completamente risolta dalla clearance renale. In caso di sospetto
clinico di gravidanza ectopica, si pu0 eseguire un test qualitativo che puo confermare la
diagnosi. Se possibile, si esegue un test quantitativo rapido e sensibile che offre la
sicurezza della diagnosi, con valori di hCG ridotti rispetto alla durata presumibile della
gravidanza. Se la paziente non presenta problemi emodinamici, & preferibile agire fin
dal principio con metodi quantitativi, possibilmente con prelievi seriati onde seguire la
discesa dell’ormone. Le Maistre et al (52) hanno proposto I'utilizzo di una metodica
qualitativa su urine per lo screening e la diagnosi di gravidanza ectopica ottenendo
buoni risultati (98.6% di specificita). La casistica dello studio di screening comprendeva
3790 donne con storia clinica o sintomi compatibili con I'esistenza di gravidanza
ectopica. Tali casi sono stati raccolti durante un periodo di 18 mesi. Veniva effettuato
routinariamente un test qualitativo su urine e, se necessario, si procedeva poi a test
gquantitativo su siero, ecografia o culdocentesi. Sono state identificate gravidanze
ectopiche in 142 donne (3.7% del totale dei casi) con eta media di 28.3 anni, di cui 51 (36%)
al primo concepimento. Risultano interessanti alcuni dati epidemiologici derivati da
tale studio: il 65% delle gravidanze ectopiche era localizzato a destra e il 26% aveva
determinato rottura di tuba ed emorragia intraaddominale, mentre I'eta gestazionale
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risultava compresa, nei 21 casi in cui il materiale tissutale fetale era sufficiente per
un’adeguata ricerca anatomica, tra 36 e 64 giorni. La sensibilita clinica del metodo
qualitativo usato si presentava molto elevata. | due casi risultati negativi presentavano
valori di 8 e 20 U/L con metodica RIA o EIA, al di sotto dei limiti di sensibilita della
metodica utilizzata in routine. La sensibilita clinica dei metodi quantitativi era del 100%,
con valori che variavano da 8 a 77.166 U/L. La sensibilita clinica dell’ecografia era
decisamente pil bassa (46%): solo in 9 casi era possibile evidenziare un sacco gestazio-
nale con battito fetale cardiaco. In 60 casi (48%) non si visualizzavano masse annessiali
o intrauterine e in 5 (4%) il rilievo ecografico era di cisti ovarica. La culdocentesi risultava
maggiormente sensibile rispetto all’ecografia con la diagnosi del 77% dei casi. E’
certamente improponibile comparare le sensibilita cliniche delle tecniche strumentali e
della determinazione dell’hCG, dato che le prime possono effettivamente fornire la
diagnosi di gravidanza ectopica mentre la presenza dell’ormone indica esclusivamente
gravidanza in atto: € fondamentale, ai fini dell’accertamento definitivo di gravidanza
ectopica, utilizzare entrambe le metodiche. In tal senso, una metodica qualitativa dotata
di buona sensibilita pud agevolmente sostituire una quantitativa, con la riduzione di
costi e tempi e con la possibilita di effettuare I’analisi in regime d’urgenza, seguita
eventualmente dalla conferma con altra metodica. Daae (23) non ¢ invece dell’avviso
degli Autori della ricerca descritta e dichiara una netta preferenza per la valutazione
dell’nCG su siero piuttosto che su urine nel caso di sospetta gravidanza ectopica. In
alcune pazienti, in cui la produzione di hCG é bassa, la quota sierica puo essere
facilmente superiore a quella urinaria. In effetti, in 10 pazienti con gravidanza ectopica,
i valori sierici risultavano piu elevati in 7 casi, indicando quindi nel test quantitativo su
siero I’analisi di prima scelta per una diagnosi precoce di gravidanza extrauterina.
L’effettuazione di tale analisi puo avvalersi di nuove metodiche semplici e veloci,
utilizzabili anche direttamente al di fuori del laboratorio (bedside assays). Si valuta che
la soglia di 6500 U/L possa essere utilmente applicata per discriminare gravidanze
patologiche da gravidanze normali, in presenza di rilievo ecografico di sacco gestazio-
nale, benche’ alcune ricerche raccomandino livelli di 3.600 U/L. Se il livello di hCG &
<6000 U/L e viene rilevato ecograficamente un sacco gestazionale, vi € la probabilita del
65% di una patologia della gravidanza. Altro approccio al monitoraggio di gravidanze
ectopiche ¢ la valutazione seriale dell’hCG (circa ogni due giorni) che presenta, in tal
caso, incrementi in 48 ore inferiori al 66%, come invece avviene in gravidanze fisiologi-
che (8). Anche I’'analisi immunoistochimica puo avere un certo ruolo nella diagnosi e, in
particolare, nella diagnosi differenziale della gravidanza ectopica. Autori tedeschi (72)
hanno utilizzato alcuni markers (hCG, CA125, CA19.9, CEA) su materiale intrauterino
fresco o fissato. Come materiale di riferimento é stato utilizzato tessuto proveniente da
gravidanze interrotte precocemente per motivi psichiatrici. In tutti i 15 casi investigati
si &€ avuto il riconoscimento del tessuto ectopico con tutti i markers, ma con particolare
evidenza per I’'hCG. Tale approccio puo essere importante come test di conferma in casi
dubbi.



hCG come marker tumorale

La valutazione dell’hCG risulta fondamentale per la scoperta ed il follow-up delle
malattie tumorali del trofoblasto (19,33,65,67,70). L'utilizzo di tecniche sempre piu
sensibili ha facilitato, negli ultimi anni, tale applicazione, in particolare con il controllo
del decremento dei livelli dell’analita dopo intervento chirurgico e/o chemioterapia.

Mola idatiforme

Tale patologia si presenta, nelle nostre regioni, ogni 3.000 gravidanze (81). Nelle donne
con degenerazione molare dell’uovo impiantato si presentano livelli di hCG general-
mente superiori a quelli di una normale gestazione. E’ soprattutto importante, per poter
diagnosticare una mola vescicolare, effettuare una serie di misure dell’analita durante
un periodo di diverse settimane in associazione con I’ecografia (85). E’ particolarmente
seguito il criterio dell’assenza di movimenti fetali con valori di hCG >82.000. La massima
importanza della misurazione dell’hCG &, comunque, nel follow-up, dopo I'eliminazio-
ne della mola. In generale, si assiste ad un’imponente riduzione dei livelli dell’ormone
che non risulta piu identificabile dopo tre settimane, anche se vi sono, in taluni casi,
residui fino a 12 settimane (91). Se la caduta dell’hCG non € repentina e non si giunge
alla sua scomparsa, si procede alla chemioterapia per eliminare i residui di trofoblasto.
| protocolli usati in questi casi sono diversi: in genere, si applica una terapia farmacolo-
gica se i livelli di hCG raggiungono un plateau o risalgono. Il dosaggio dell’hCG va
eseguito ogni settimana per il monitoraggio dell’avvenuta evacuazione completa della
mola, finché non si abbiano tre risultati negativi consecutivi e, in seguito, si misura
I’ormone ogni mese per un periodo di 6-12 mesi (22,43,47).

Mola invasiva - Coriocarcinoma

L’hCG rappresenta un marker ottimale per effettuare la stadiazione e il follow-up dei
tumori maligni del trofoblasto (Fig. 2).

Il coriocarcinoma € un tumore fortemente anaplastico che metastatizza con notevole
facilita ai polmoni ed al sistema nervoso centrale, ma che presenta un’ottima risposta
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Figura 2. Curve dell’andamento della concentrazione dell’lhCG nel siero in tre casi di
mola vescicolare.

alla chemioterapia, in virtu proprio della sua estrema atipia e sdifferenziazione. La
stadiazione si puo determinare sul livello iniziale, dato che la mortalita e piu elevata per
livelli di circa 1 milione di unita per litro rispetto a livelli di qualche decina di migliaia
di U/L (7). Dopo il trattamento iniziale, € importante seguire I’'andamento dell’hCG nel
tempo, con determinazioni settimanali (24). Allorché non si riscontri hCG nel siero per
tre settimane consecutive, il trattamento viene sospeso. Se, invece, si ha un appiat-
timento della curva di decremento od un innalzamento dell’hCG, occorre riprendere i
cicli di chemioterapia o cambiare I’agente farmacologico usato. Particolare importanza
riveste I'utilizzo dell’hCG nel monitoraggio dei casi resistenti o nei casi di metastasi al
sistema nervoso centrale, in cui € necessaria la valutazione dell’hCG su liquor. Un
rapporto siero/liquor <60 indica la seria possibilita della presenza di metastasi a livello
del sistema nervoso centrale.



Tumori testicolari

L’hCG viene utilizzata nella diagnosi, nella stadiazione e nel follow-up dei tumori del
testicolo (32), in associazione con I'alfafetoproteina (AFP), in particolare nei tumori non
seminomatosi che comprendono carcinomi embrionari, teratocarcinomi, coriocarcino-
mi e che rappresentano circa il 70% di tutte le neoplasie del testicolo. Tra di essi, il
carcinoma embrionario ¢ il piu frequente (40% circa), mentre il coriocarcinoma é il piu
raro (81). | tumori nonseminomatosi presentano una minor sopravvivenza rispetto ai
seminomatosi, in relazione alle maggiori difficolta terapeutiche. In caso di incerta
diagnosi, il trattamento imposto & in genere quello dei tumori nonseminomatosi che
prevede anche la linfedenectomia retroperitoneale, oltre alla rimozione del testicolo e
del tessuto circostante (81). E’ da rimarcare il fatto che, ai fini di seguire I'andamento e/
o la terapia di un tumore testicolare nonseminomatoso, € opportuno usare reagenti per
I’analisi dell’nCG che presentino ridotta interferenza con LH. Infatti nei portatori di
tumori testicolari vi sono spesso elevati livelli di gonadotropine ipofisarie: vi & un ridotto
controllo retroattivo sulla loro produzione per I'ipogonadismo determinato dalla radio-
chemioterapia o dalla orchiectomia. In circa il 50% dei soggetti con tali tumori si hanno
incrementi dell’hCG e, in una percentuale compresa tra 50 e 90, si verifica 'aumento di
hCG e/0 AFP (26). Tra questi markers non sempre vi € accordo: € quindi importante
dosarli entrambi. L’uso di tali analiti permette di stadiare la neoplasia, dato che la
presenza di valori elevati dopo orchiectomia indica stadio Il o I1l. In corso di terapia
I’hCG puo dare indicazioni sull’eventuale proliferazione del tumore, per quanto non
sempre si abbia una precisa correlazione tra valori del marker e massa tumorale, poiché
la chemioterapia puo indurre il blocco di sintesi e di secrezione dell’hCG ma non avere
effetto sulla crescita della neoplasia. Il seminoma ¢, in genere, negativo per hCG: solo
in una quota <10% si hanno valori elevati (>25 U/L): € possibile che tale positivita sia
legata alla presenza di elementi nonseminomatosi (36).

Tumori non trofoblastici

In vari tipi di tumori che non derivano dal tessuto trofoblastico si pud avere un’elevata
concentrazione di hCG. In particolare, i carcinomi del pancreas, dell’ovaio e della
mammella possono presentare aumenti dell’ormone collegabili alla potenzialita che
tutte le cellule avrebbero di produrre la proteina e che si manifesta solo in caso di
sdifferenziazione estrema. Per questa ragione si & potuto ipotizzare che il tratto di DNA
per la sintesi di hCG abbia origini filogeneticamente molto antiche.



Anticorpi ed immunogenicita

Gli anticorpi (Ab) prodotti verso I'hCG si distinguono in policlonali e monoclonali. Gli
anticorpi policlonali possono essere rivolti verso:

a) hCG intera; gli anticorpi crossreagiscono con I'LH e spesso vengono utilizzati proprio
per la misura dell’LH, dato che la molecola dell’hCG risulta pit immunogenica (101)

b) subunita b; nel 1972 Vaitukaitis et al (100) ottennero antisieri rivolti verso la catena
b, con bassa crossreazione con I’LH, utilizzando le subunita isolate e purificate da
Morgan (64). Le porzioni della bhCG piu potenti immunogenicamente sono risultate
essere comprese nei tratti 21-23 e i peptidi contenenti i ponti cistinici 26-110 e/o 23-72
(97). L’acido sialico non presenta particolare importanza, mentre la riduzione dei ponti
disolfuro o la loro alchilazione riducono nettamente il legame con I’anticorpo. Sono stati
anche prodotti antisieri anti-b altamente specifici usando quale antigene la subunita b
unita ad emocianina completamente ridotta e carbossiamidometilata (66).

c) peptide carbossiterminale; tale porzione dell’ormone agisce come antigene solo se
unito ad una grossa molecola, con la formazione di Ab rivolti verso il peptide legato a
tireoglobulina (13) o tossina tetanica (75). E’ stato usato anche peptide sintetico (residui
116-145 della catena b) (94) ed asializzato (13). Gli anticorpi monoclonali, ottenuti da
ibridomi di cellule immunocompetenti di topo e di cellule mielomatose umane, presen-
tano sicuramente alcuni vantaggi: riconoscimento di un singolo antigene con una sola
costante di affinita per esso, mantenimento costante delle caratteristiche delle immu-
noglobuline prodotte, scomparsa di crossreazione con I’LH. Sono numerosi i gruppi che
hanno ottenuto preparazioni di anticorpi monoclonali verso I'hCG e, tra di essi, vi &
anche un gruppo italiano (31). Alcune ricerche hanno cercato di evidenziare, grazie ad
esperimenti di competizione tra diversi anticorpi, policlonali o monoclonali, gli epitopi
della molecola. Norman ne ha definiti sette (28), mentre Berger et al (93) hanno costruito
una mappa circostanziata di sette epitopi per la sola catena b e di sei per I'a (Fig 3).
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Figura 3. Rappresentazione schematica degli epitopi della molecola dellI’hCG (da
Berger et al: Antigenic topography of hCG, in:Atti de “International Symposium on
hCG”, Florence, March 6-7, 1987, riprodotta con il cortese consenso degli Autori e della
Clas International)



Metodi di dosaggio

La validita diagnostica dell’hCG é legata alla specificita ed alla sensibilita del metodo
utilizzato per il dosaggio. Storicamente, si sono sviluppati per primi dei metodi biologici
di cui il piu noto e quello denominato di Ashheim e Zondek (5), basato sull’attivita
gonadotropa dell’hCG, che si manifesta con I'induzione della spermatogenesi nella rana
maschio. In seguito, si sono utilizzati metodi immunologici in cui I'’hCG viene legata da
un anticorpo specifico. Tali metodi si possono distinguere in : @) competitivi, in cui esiste
una competizione tra molecole di hCG presenti nel campione da valutare e molecole di
hCG aggiunte al sistema in quantita definita. Le molecole possono esser marcate con
iodio radioattivo (isotopo 125) oppure essere legate a particelle solide (lattice od
eritrociti); b) non competitivi (sandwich), in cui si introduce nel sistema un secondo
anticorpo marcato. Si forma pertanto un sandwich tra primo anticorpo, in genere legato
ad un supporto solido (polistirene della provetta, pozzetto o sferetta), antigene (hCG)
e secondo anticorpo legato a iodio 125 (immunoradiometria, IRMA), enzima (immu-
noenzimatica, IEMA, chemiluminometria, CLIA), molecola fluorescente (immuno-
fluorimetria, IFMA) (30). Una particolare applicazione del metodo sandwich é stata
sfruttata per strisce reattive con supporto solido per diagnosi rapida su urine. | vari
metodi utilizzati possono essere sia quantitativi sia qualitativi. Se il metodo é usato
gquantitativamente, i risultati sono espressi in unita’ di attivita internazionali per
volume, mentre se & usato qualitativamente si deve prendere in considerazione un
valore di soglia, al di sopra del quale il risultato viene considerato positivo. Nella
diagnosi di gravidanza si possono utilizzare metodi qualitativi su urine con sensibilita
piuttosto ridotta mentre la conferma dello stato di gravidanza o la valutazione dell’hCG
come marker tumorale prevede I'uso di un metodo quantitativo di elevata specificita e
sensibilitd su siero (41). | metodi qualitativi “a soglia” possono divenire semiquantitativi
allorché la misura é ripetuta con diluizioni successive.

| vantaggi dei metodi qualitativi risiedono in:

1. semplicita di esecuzione

2. tempi brevi di reazione.

Gli svantaggi sono rappresentati da:

1. una risposta piuttosto tardiva (22 giorni per I’agglutinazione su vetrino, 17 per
I’agglutinazione in provetta, ridotti a 15 in una metodica con immunoconcentraione).
2. possibilita di falsi negativi, dato che la concentrazione anticorpale nella miscela é tale
da assicurare I'agglutinazione o I'inibizione dell’agglutinazione in presenza di una data
quantita di antigene: poiché la risposta e di tipo positivo/negativo, un risultato negativo
ottenuto con metodo qualitativo pud solamente significare che non vi e presenza di hCG
ad una concentrazione superiore o uguale alla soglia, ma non significa, in alcun modo,
che non vi sia hCG nel campione (30).



3. maggior esposizione a fattori interferenti, specifici, come altri ormoni (LH), ed
aspecifici, ovvero la presenza di proteine (in parte risolto con I'introduzione di metodi
a soglia di tipo “sandwich™), batteri, eritrociti ed emoglobina (30).

I metodi quantitativi risultano di maggior sensibilita’ e specificita. | vantaggi legati al
loro utilizzo sono rappresentati da

1. maggiore precisione

2. elevata accuratezza.

Gli svantaggi o i problemi di tali procedure possono presentarsi per:

1. costi elevati

2. interferenze

3. risultanti discordanti tra metodiche differenti

1. | costi risultano piu alti di quelli dei metodi qualitativi per I’elevato costo dei reattivi,
per i tempi piu lunghi di effettuazione dei tests, per la necessita di disporre di
strumentazione adatta o dedicata per la lettura del segnale isotopico 0 non-isotopico.
2. | fenomeni di interferenza sono stati evidenziati da numerosi studi. Gli antisieri
antihCG presentano una reazione crociata di scarsa entita con altri ormoni, specialmente
LH, ma che puo procurare notevoli problemi di sensibilita clinica. Si e cercato di
superare tale inconveniente con due espedienti: nei metodi semiquantitativi € stato
aumentato il valore soglia, in modo che tale valore si trovi comunque al di sopra dei
possibili valori di LH, mentre nei metodi quantitativi si € cercato di migliorare la
specificita degli antisieri. Attualmente la massima parte dei metodi commercializzati
presenta un anticorpo specifico rivolto verso la subunita b della molecola. Problemi di
interferenza sono talora invocati per spiegare risultati macroscopicamente discordanti
tra metodiche differenti, specialmente a bassi livelli di hCG, in cui, sorprendentemente,
si verifica anche una certa interferenza da parte della subunitab dell’LH (41). Nei kits
piu recenti tale interferenza é certamente ridotta (57,96,102,108), per quanto non sia stata
completamente eliminata. Altra possibile fonte di interferenza e’ rappresentata dall’or-
mone TSH, piu evidente nelle misurazioni, con metodiche altamente sensibili, di
guest’ultimo. L’aggiunta di quantita variabili di hCG a pools di sieri contenenti 8, 4.5,
1, 0.6 uU/mL di TSH procurava una riduzione dei livelli misurati di ormone tireotropo,
variabile dal 29 al 40% (62). Interferenze aspecifiche possono derivare dalla presenza di
campioni con lipemia (56) o di sostanze diverse legantesi agli anticorpi antihnCG (15),
molto probabilmente riconducibili ad anticorpi eterofilici.

3. Tra le diverse metodiche si possono verificare notevoli discordanze (42,87). Le
discrepanze analitiche conducono spesso a problemi diagnostici e terapeutici. Hussa et
al (30) hanno descritto numerosi casi, ad esempio;

a) aborto spontaneo- in una donna con un presunto aborto spontaneo presentatosi alla
guarta o quinta settimana di gravidanza non era stato possibile confermare istologi-
camente sul materiale proveniente dal curettage la presenza di tessuto trofoblastico.
L’hCG misurata con reagenti RIA prodotti direttamente nel laboratorio, dopo un
decremento durante i primi due mesi seguiti al curettage, rimase su valoritral12 e 16 U/
L per 10 mesi, mentre risultava negativa con un metodo IRMA del commercio. Durante
tale periodo, la donna aveva mestruazioni regolari. All’'undicesimo mese la donna
rimase incinta con valori di hCG identici tra le metodiche. Dopo il parto, I’'hCG risultava



negativa con IRMA mentre si assestava sulle 3 U/L con RIA. La discordanza & quindi
riproducibile nello stesso soggetto.

b) gravidanza ectopica- un valore di 40 U/L (metodo RIA) nel siero condusse la paziente
con sospetto di gravidanza ectopica ad una esplorazione chirurgica, senza pero il
ritrovamento di tessuto trofoblastico. L’analisi di 6 successivi campioni con il medesimo
kit forniva valori tra 11 e 37 U/L, mentre erano negativi con IRMA. | valori riscontrati
con il primo metodo erano certamente aberranti: la donna aveva cicli regolari durante
tutto il periodo considerato.

¢) endometriosi- una donna di 40 anni con isterectomia ed ovariectomia bilaterale
presentava valori tra 6 e 57 U/L con 5 diversi prodotti e negativi con altri 2 (RIA e IRMA)
senza che venisse dimostrato tessuto trofoblastico negli organi asportati chirurgi-
camente. Solitamente risultati discordanti si manifestano con caratteristiche peculiari e,
entro certi limiti, costanti:

a) il test positivo presenta valori bassi di hCG (<30 U/L);

b) il risultato positivo non ¢ correlabile con lo stato clinico del soggetto;

c) il risultato non varia nel tempo;

d) il risultato & negativo in almeno un test alternativo; € infatti raccomandabile I'utilizzo
di metodologie completamente differenti nei casi di sospetta falsa positivita, per
minimizzare le possibili interferenze aspecifiche. La metodica che presenta la minor
tendenza a fornire falsi positivi in donne non gravide e non affette da tumori sembra
essere una immunoradiometrica sandwich con due anticorpi monoclonali (41).
L’evenienza di tali discordanze e, in particolare, di falsi positivi con varie metodiche pud
essere associata a:

a) forme alterate della molecola dell’hCG (subunita libere, frammenti, forme con la parte
saccaridica modificata, oligomeri). La possibilita di forme molecolari diverse conduce
a differenti specificita degli anticorpi rappresentando un’ulteriore fonte di discordanze
b) la presenza di livelli molto bassi di materiale simile al’hCG (hCG-like), non identi-
ficabile come LH, che puo essere rilevato dagli anticorpi di alcuni kits (41)

c) livelli molto bassi o molto alti di immunoglobuline o eccessiva presenza di DNA
nativo, in metodi che prevedono la precipitazione dell'immunocomplesso (60)

d) problemi legati alle operazioni di campionamento: carryover o trascinamento. In
metodiche che utilizzano minime quantita di campione la possibilita di inquinamento
tra sieri o urine é notevole, in ragione del fatto che I’'hnCG puo esser presente in quantita
estremamente elevate in alcuni di essi. Il fenomeno del trascinamento pud esser
evidenziato sia in metodiche con preparazione manuale (38) sia su strumenti automatici
e) presenza di fattore reumatoide

f) diversa sensibilita dei kits Problemi di discordanza sono anche legati alla prepara-
zione degli standards utilizzati nell’esecuzione dei tests. Le case produttrici preparano
i loro sieri a contenuto noto di analita per la costruzione della curva di calibrazione
mediante I'utilizzo di sieri approntati e certificati dall’Organizzazione Mondiale della
Sanita (OMS ovvero WHO-World Health Organization).



Standards internazionali

L’OMS aveva preparato il cosiddetto “secondo standard internazionale” (2nd IS-hCG),
non perfettamente purificato, per metodi di tipo biologico. Un certo contenuto di
subunita libere ed altre impurita non soddisfaceva il criterio di omogeneita necessario
ad uno standard per dosaggi di tipo immunologico. Pertanto, I'OMS ha definito, nel
1979, la preparazione di un altro siero con hCG altamente purificata (1st IRP-hCG) (17).
E’ possibile quindi ottenere discrepanze tra risultati con kits diversamente standardiz-
zati: a parita di valori di unita internazionali di hCG contenute nel preparato, il 2nd IS
contiene un maggior numero di molecole immunoreattive. E’ fondamentale conoscere,
pertanto, il sistema di taratura internazionale (Tab. 3), completo di lotto, utilizzato per
i diversi reagenti ed, eventualmente, utilizzare dei fattori di conversione per equilibrare
i sistemi. Altra fonte di inesattezze e di relativa confusione risulta la nomenclatura
utilizzata per la denominazione e I'illustrazione delle diverse metodiche. Ad esempio,
i Kits che possono esser utilizzati per dosare la hCG intera e le sue subunita b vengono

Standards  Composizione Data N. Lotto
2nd IShCG  hCG, subunita 1964 61/6

IRP hCG hCG 1978 75/537
IRPhCG sub. a 1978 75/569
IRPhCG sub. b 1978 75/551

Tabella 3. Standards per hCG prodotti dall’Organizzazione Mondiale della Sanita.

designati dalle case produttrici sia come bhCG sia come hCG. Inoltre, sono spesso
tralasciate, nelle note informative unite ai kits, importanti informazioni, quali la cross-
reattivita e limiti di riferimento distinti per gravidanza e tumori. In una ricerca condotta
sui kits commercializzati in Scandinavia (1), sono stati considerati 10 prodotti per
I'analisi dell’hCG+subunita b e 4 per hCG intera, di cui 12 radioimmunologici e 2
immunoenzimatici. Un solo produttore riportava il grado di crossreattivita’ tra catene
a e b dell’hCG ed un altro per I'LH. Dalla denominazione non risultava chiara la
specificita del sistema di dosaggio: il riconoscimento di hCG+subunita b puo essere
indicato sia come “bhCG” sia come hCG.



Effetto gancio

Ulteriore fonte di possibili errori e/o discordanze & il cosiddetto “effetto gancio” (hook
effect) che si manifesta nei sistemi sandwich allorché la concentrazione dell’antigene e
molto elevata e supera le possibilita di linearita del sistema. Si tratta di un effetto
paradosso per cui I'intensita del segnale, raggiunto un massimo per una determinata
guantita di antigene, diminuisce progressivamente quando la concentrazione dell’an-
tigene cresce. La causa del fenomeno, che si presenta con frequenza e con particolare
importanza diagnostica per I’hCG, analita che si trova nei liquidi biologici con un range
estremamente ampio di valori, sembra risiedere nella disponibilita e nell'immediata
saturazione dei due anticorpi del sistema per il grande eccesso di antigene (30).

Metodi radioisotopici

Il dosaggio su siero e/o urine dell’hCG viene classicamente determinato con metodo
RIA o IRMA (30,100).

Studi di valutazione e comparazione

Numerosi studi sono stati effettuati per valutare le diverse metodiche. Alcuni di essi
hanno comparato diversi tipi di reagenti per dosaggio RIA: Rasor et al (76), nel 1983,
hanno eseguito una simile prova su 10 kits, con caratteristiche piuttosto diverse tra di
loro: 6 presentavano gli standards calibrati secondo il 2nd IS e 4 secondo il 1st IRP, i tempi
di incubazione variavano tra 0.5 e 3.5 ore, la temperatura di incubazione risultava 25 C
per 6, mentre 4 metodi prescrivevano 37 C, la sensibilita oscillavatrale 3 U/L.
L’eterogeneita dei metodi esaminati era notevole; il confronto con un kit di riferimento
(National Institute of Health) diede, d’altra parte, ottimi risultati, con coefficienti di
correlazione (analisi statistica mediante regressione lineare) superiori, in tutti i casi, a
0.96, con intercette della retta di regressione comprese tra 2.8 e 14.8. Gli Autori fornivano
anche una tabella con dei punteggi assegnati ai vari kits a seconda delle loro prestazioni
per semplicita d’uso, sensibilita, specificita, correlazione clinica. Un altro studio di Dotti
e coll. (25) ha comparato 8 sistemi radioimmunologici, tutti caratterizzati dall’'impiego



di antisieri anti-b, meno uno, e dalla standardizzazione contro il 2nd IS. L’FSH non
interferiva in nessuno dei sistemi testati, mentre I'LH non interferiva assolutamente su
di un sistema IRMA (a). Quantizzando invece tale interferenza al 90% del segnale B/BO,
si avevano risultati molto diversi per i vari prodotti: 530 U/L erano necessarie per inibire
del 10% il legame del tracciante nel caso di un sistema con doppio anticorpo e
separazione con polietilenglicole (b), 360 U/L per un altro sistema a doppio anticorpo
(c), solo 140 U/L per un kit con coated tubes (primo anticorpo adeso alla fase solida) (d).
La precisione, ad eccezione del sistema (c) che presentava CV% attorno a 20, risultava
soddisfacente per tutti i kits, con un minimo attorno al 5% per (a). La presenza di una
certa variabilita nelle prestazioni dei vari kits per le prove di precisione, con risultati
differenti a seconda della dose, conduce ad una considerazione pratica importante: ad
esempio, se si utilizza il sistema coated tubes (e) converra diluire cinque volte di piu
rispetto al sistema (b) per ottenere la stessa precisione, dato che il primo & piu preciso a
basse dosi, il secondo alle medie. Nessun Kit, peraltro, ha fornito falsi positivi su sieri di
maschi normali o su donne non gravide. La sensibilita variavada 1l U/L a 1.8 U/L.: tutti
i sistemi esaminati devono ritenersi identicamente idonei per la diagnosi precoce di
gravidanza. Hussa et al (30) si sono soffermati sulle possibili differenze tra risultati
ottenuti con metodi RIA (5 differenti kits), IRMA (1 kit) ed EIA (3 kits), con standardiz-
zazione contro 2nd IS per 7 di essi e contro 1st IRP per altri 2. Anche la sensibilita
risultava variamente distribuita, essendo contenuta tra 0.5 e 7 U/L. L’analisi degli
Autori ha riguardato 22 casi in cui si sono utilizzati, in modo vario e non programmato,
i diversi reagenti, con valori talora molto discordanti. La rassegna clinica permette di
individuare con la metodica IRMA le migliori prestazioni, con maggior sensibilita e
corrispondenza alla clinica e con minori interferenze analitiche.



Metodi non-isotopici

Negli ultimi anni si sono sviluppati metodi immunologici di dosaggio dell’hCG utiliz-
zanti marcatori non-isotopici. Tali sistemi sono disponibili come metodiche manuali ed
anche come metodiche automatizzate, parzialmente o completamente. La valutazione
dei nuovi prodotti che utilizzano marcatori non-isotopici prevede, comunque, un
confronto con una metodica radioisotopica, specie di tipo IRMA, considerata metodo di
riferimento.

Metodi immunoenzimatici

La metodica alternativa sicuramente piu sviluppata & I'immunoenzimatica. Sono in
commercio diversi prodotti che utilizzano un sistema di rilevamento basato sulla
variazione colorimetrica di un substrato attaccato da un enzima, legato all’anticorpo
rivolto verso I’"hCG. Le metodiche EIA sono in genere manuali (3,108) cosi come le
immunoenzimometriche (IEMA) (62,102). Alcune metodiche manuali con procedura
EIA utilizzano un supporto solido con valutazione qualitativa del’hCG intera, utili per
una diagnosi veloce, entro un minuto, su plasma, siero o urine, con un’eccellente
sensibilita (10 U/L) e con limitato effetto gancio e minime interferenze (37). Tali
metodiche presentano semplicita d’uso, specie se usate qualitativamente, tempi brevi di
esecuzione, buona precisione con coefficienti di variazione (CV) nella e tra le serie
inferiori al 10%. Esistono metodiche immunoenzimatiche automatizzate sia su stru-
menti dedicati, sia su strumenti in genere destinati ad analisi chimico-cliniche. Su uno
di questi strumenti, utilizzato principalmente per determinazioni di chimica clinica, la
precisione del dosaggio dell’lhCG € buona: CV% di 9.94, 2.75, 5.95 su materiali di
controllo con concentrazioni di 15, 193 e 430 U/L. La correlazione € buona (r=0.94, y=-
5.2 +0.98x) con metodo IRMA e meno soddisfacente con un altro IRMA (r=0.98,
y=0.6+0.76x). La linearita & conservata fino a 500 U/L, con ridotta espressione dell’ef-
fetto gancio su 12 campioni testati con concentrazioni comprese tra 155.000 e 273.000 U/
L (105). Una metodica immunoenzimatica utilizzante I’ABTS come cromogeno, pre-
senta un range della curva di calibrazione di 0-600 U/L, una sensibilita di 0.5 U/L, CV
nella serie <5% e tra le serie compresi tra 5 e 10% per concentrazioni di 10-50-100-500 U/
L, buona correlazione con metodi RIA (14), e stata automatizzata su uno strumento
dedicato. La linearita della metodica fino a 600 U/L viene confermata, cosi come la
specificita, con variazioni ininfluenti dal punto di vista clinico negli studi di interferenza
specifica (LH-FSH) o aspecifica (emoglobina, pH, bilirubina) (9,109). La precisione del



sistema risulta compresa tra 4 e 16% nella serie su siero (concentrazioni di 11,59,355 U/
L) e tra 2 e 7% su urine (concentrazioni di 29,249,611 U/L) secondo lo studio di Wu et
al (109) e tra 2 e 8% tra le serie in quello di Wehner et al (108), mentre la correlazione con
un metodo IRMA su 87 campioni presenta un r di 0.98 (109). La minima dose valutabile
e di 0.5 U/L.: I'elevata sensibilita ha consentito di misurare hCG dopo 9 giorni dall’im-
pianto dell’'uovo fertilizzato in vitro, mentre un metodo RIA rivelava la presenza
dell’ormone solamente dopo 15 giorni (21). La precisione ottenuta in un nostro studio
(9) con la metodica automatizzata risultava la migliore, in confronto con altre metodiche
non isotopiche (IFMA e CLIA) ed una metodica IRMA.

Metodi fluorimetrici

I metodi fluorimetrici sono stati introdotti in commercio alcuni anni or sono: si tratta di
metodi semiautomatizzati (77,48) o automatizzati (12). Il metodo denominato Dissocia-
ted enhanced lanthanide fluoroimmunoassay utilizza come marcatore fluorescente un
chelato di un lantanide, I’europio. Tali chelati dei lantanidi presentano un tempo di
decadimento della fluorescenza dell’ordine dei microsecondi, rispetto ai nanosecondi
di molecole organiche classicamente usate come fluorofori. Tempi cosi ristretti di
decadimento permettono di separare in maniera ottimale I’emissione del marcatore
dall’emissione di fondo se esiste un tempo di decadimento sufficientemente lungo per
consentire un’adeguata lettura. Inoltre, la netta differenza tra la lunghezza d’onda di
emissione e la lunghezza d’onda di eccitazione (Stokes shift) che i lantanidi manifestano,
minimizza I'interferenza di emissione del siero, rendendo piu agevole ed accurata la
misura. Vengono utilizzati, quali molecole piu idonee, per I’emissione di fluorescenza,
complessi betadichetonici di europio, oppure di terbio e samario. Il loro uso, basato sulla
buona delocalizzazione degli elettroni degli orbitali molecolari p, pud presentare
problemi legati all’instabilita dei complessi da loro formati, dovuta alla dissociazione
imposta dalle molecole di acqua con fenomeni di caduta (quenching) della fluorescenza.
Per ovviare a tale inconveniente, viene usato un analogo del’lEDTA come chelante e
legato agli anticorpi che non risente della dissociazione causata dalle molecole di acqua.
La loro fluorescenza, insufficiente per una corretta misura, viene esaltata da soluzione
(enhancement) che, essendo acida, puo dissociare lo ione europio dal chelante legato
all’anticorpo. Inoltre, la soluzione contiene un chelante betadichetonico che si lega
all’europio e che viene opportunamente isolato dall’acqua grazie alla presenza di
detergenti non-ionici, preservando in tal modo le proprieta di fluorescenza. La lettura
del segnale avviene mediante un fluorimetro con lampada allo xenon a 613 nm, dopo 400
usec dall’eccitazione, emessa a 340 nm. Un notevole pregio del metodo é I'alta attivita
specifica del tracciante per unita di tempo. Tale metodo immunofluorimetrico presenta
un’ottima correlazione con il metodo RIA (n=92, r=0.98) e con il metodo EIA (n=87,
r=0.96) (77), una buona precisione nella serie (CV% di 8.3, 10.1,9.9,10.3 per concentrazio-
ni di 36, 64, 109, 10785 U/L) e tra le serie (CV% di 17.2 6.3,6.6 e 4.2 per concentrazioni di



31,59,109,9819 U/L) segnalata in uno studio americano (77), mentre in uno studio
policentrico francese (69) i CV% nella serie sono di 11.5, 6.7, 10.6 per concentrazioni di
9.15, 69.6,138.5 U/L e i CV% tra 30 serie diverse, per le stesse concentrazioni, risultano
di 14.1, 12.9,11.6. La linearita si conserva fino a 10.000 U/L con diluizioni successive di
uno standard acquoso (77), mentre con diluizioni su siero il metodo si dimostra lineare
fino a 7.000 U/L (69) 0 6.000 U/L (10). L’interferenza causata da LH risulta trascurabile
(9) ed €’ stata inoltre approntata una nuova metodica ancor meno influenzata dalle altre
gonadotropine (35). Esiste un altro sistema che utilizza la fluorescenza a risoluzione di
tempo con europio. In tale sistema & usato il chelante acido 4,7 bis(clorosulfofenil) 1,10
fenantrolina 2,9dicarbossilico (BCPDA) legato covalentemente alla streptavidina. La
misura dell’emissione di fluorescenza viene effettuata in uno strumento dotato di laser
che provoca I’eccitazione della molecola. | vantaggi che teoricamente si possono avere
con tale sistema sono: 1) aumento della sensibilita; 2) stabilita per alcuni mesi del
complesso fluorescente; 3) velocita di lettura con I'uso di strisce seccate. Khosravi e
Diamandis (48) descrivono una buona prestazione analitica dell’hCG dosata con questo
metodo e presenta CV<6% su 21 ripetizioni nella stessa serie su miscele di sieri con 14,
52,210, 400 U/L di ormone, mentre la variabilita su 12 giorni sugli stessi campioni &
inferiore al 9.7%. La linearita e stata studiata con diluizioni seriate con standard zero di
5 campioni con concentrazioni comprese tra 310 e 450 U/L disponendo di ottime
correlazioni tra valori ottenuti e valori attesi. Il recupero di hCG esogeno aggiunto a
varie concentrazioni a pools di sieri varia dal 92 al 106%. Interessante & lo studio
dell’interferenza: in una prima parte delle prove ¢ stata misurata la risposta del kit
all’laumentare di LH, FSH e TSH in assenza di hCG. Non esisteva una interferenza
significativa da FSH e TSH, mentre I'LH la produce se supera le 100 U/L, con un
massimo del 18% di crossreattivita a circa 500 U/L. In un secondo esperimento le stesse
concentrazioni di ormoni sono state immesse in campioni con quantita fissa di hCG (100
U/L) per valutare la possibilita’ di legame degli ormoni competitori ad alte concentra-
zioni all’anticorpo antihCG biotinilato con un potenziale effetto di falsa negativita.
Anche in tal caso, TSH e FSH non determinavano variazioni del dosaggio di hCG,
mentre I'LH produceva lo stesso effetto di incremento dell’hCG e non false negativita.
Dato che I'interferenza da LH risultava importante clinicamente solo a concentrazioni
fortemente patologiche (>500 U/L) non si & proceduto all’inserimento nel sistema di un
anticorpo antiLH che ne puo bloccare I'attivita di interferenza. La correlazione dell’lhCG
immunofluorimetrico con un IRMA dava un r=0.97 (y=3.52+0.91x) e con Delfia un
r=0.99 (y=1.87+1.01x) su 76 campioni. L’hook effect e stato studiato su campioni di circa
100.000 U/L: la diluizione del campione € necessaria, secondo gli Autori, allorche la
concentrazione € >1000 U/L. L’hook effect risulta invece nettamente meno evidente se
la procedura di analisi usata prevede due incubazioni. La sensibilita é elevata: 1 U/L, in
relazione al peculiare sistema di amplificazione usato nel sistema. Un sistema
immunoenzimofluorimetrico completamente automatico presenta un’analisi sandwich
sequenziale, con il primo anticorpo, monoclonale anti-a, immobilizzato su un supporto
solido costituito da una lastrina di fibra di vetro. L’antigene, contenuto nel siero
depositato dall’ago campionatore sulla lastrina, si lega all’anticorpo adeso. Vengono poi
aggiunti il coniugato (anticorpo monoclonale anti-b legato a fosfatasi alcalina) ed il
substrato (4metilumbelliferilfosfato). L’immissione del substrato direttamente sulla



lastrina ha il compito anche di rimuovere la frazione di antigene non legato oltre che
avviare la reazione fluorimetrica che viene letta cineticamente ogni 20 secondi: un
microprocessore compara le letture con una curva di calibrazione memorizzata e
fornisce i risultati. | vantaggi offerti dal metodo dovrebbero risiedere nella velocita’ di
esecuzione del test (8 minuti per il primo dato, 1 minuto per i successivi), nella semplicita
d’uso e nella precisione. Beinlich e Carpenter (12) hanno evidenziato che il limite di
sensibilita del metodo e di 2 U/L, il recupero medio del 101%, la linearita si conserva fino
a 500 U/L, mentre la comparazione con EIA su 210 campioni offre un r=0.98 (y=-4.3
+1.08x). L’interferenza da LH e’ nulla per aggiunte fino a 150 U/L, mentre é <0.4% per
600 U/L; I'interferenza da FSH, bilirubina ed emoglobina sono del tutto trascurabili. Gli
Autori fanno notare come sia invece importante il trascinamento (in 11 campioni con
concentrazioni comprese tra 6500 e 199.000 U/L il carryover medio era dello 0.06%) e
concludono che un campione con hCG>5.000 U/L puo pregiudicare il risultato del
campione successivo con la necessita quindi di ritestare frequentemente dei sieri. La
precisione risulta elevata. | CV% sono <3 per concentrazioni dei campioni ripetuti 20
volte di 29.7 e 272 U/L con una prestazione migliore rispetto ad un IRMA (104) e <5.5
su tre livelli (20.8, 92.9, 176 U/L) nella serie e <10.4 tra le serie in uno studio che ha
coinvolto vari laboratori francesi (69). Anche in tale studio viene pero sottolineato che
il carryover, per quanto basso (0.01%), non risulta trascurabile. Un metodo fluorimetrico
per hCG ¢ stato sviluppato anche da un’altra casa produttrice per uno strumento
automatico, ed utilizza un anticorpo monoclonale legato a particelle di lattice ed uno
policlonale legato a fosfatasi alcalina che agisce sul metilumbelliferone. Il metodo e
lineare fino a 1000 U/L, con sensibilita di 2 U/L, precisione nella e tra le serie con
CV<8%, crossreazione del 2% con LH, recupero tra 94.1 e 105.6% (79). E’ stato sviluppato
un sistema fluorimetrico utilizzante particelle magnetiche di biossido di cromo, alle
guali € legato un anticorpo monoclonale anti-a. Al sistema di reazione € poi aggiunto un
monoclonale anti-b unito a fosfatasi alcalina che agisce sul fluoroforo. Il metodo € lineare
fino a 200 U/L, con buona correlazione con IRMA (r=0.99, y=1.5+1.02x) e presenta un
recupero del 97.5% (103).

Metodi chemiluminometrici

Il metodo della chemiluminescenza ¢ utilizzato in diversi sistemi per dosaggi immuno-
chimici. Un metodo commercializzato per I'hCG e’ previsto per un sistema che utilizza
la chemiluminescenza potenziata, in cui la reazione antigene-anticorpo determina
I’attivazione della perossidasi con liberazione di ossigeno molecolare da perossido di
idrogeno. Si verifica quindi I’ossidazione del luminolo con la formazione di acido
aminoftalico: tale reazione causa emissione di luce che viene esaltata dalla presenza di
un opportuno enhancer. La sensibilita di 0.6 U/ZL, crossreattivita trascurabile con le altre
gonadotropine, linearita’ fino a 1.000 U/L, precisione buona con CV% di 3.1 nella serie
e 5.8 tra le serie ad una concentrazione di 22 U/L, ottima correlazione con un metodo



IRMA (n=35, r=0.96) (96). In un nostro studio (14) riguardante tale metodo la precisione
nella serie presentava CV% di 4.05, 6.28 e 4.62 per pools di sieri con concentrazione di
19.6, 43.45 e 298.6 U/L. La precisione tra le serie (5 replicati per 10 giorni) presentava
CV% di 4.8, 15 e 11 per gli stessi pools. La linearita era conservata fino a 200 U/L, come
dichiarato dalla casa produttrice. La correlazione con un metodo IRMA con un metodo
fluorimetrico e con un metodo EIA automatizzato su 70 campioni di routine con ampio
range di valori dell’analita risultava ottima (r di 0.91, 0.91 e 0.92, rispettivamente). Luppa
et al (55) hanno trovato una precisione nella serie ottima per valori di 12.7 (CV: 4.5%),
271 (CV:2.7%), 745 U/L (CV:1.5), e tra le serie con CV% di 6.7, 4.1 e 4 per concentrazioni
di 30.5, 183, 43950 U/L. Il valore minimo misurabile era di 1.25 U/L, mentre il recupero
trovato utilizzando il 1st IRP era dell’86%, non si identificava carryover con I'uso di
campioni con valori >50.000 U/L. L’interferenza da LH risultava molto bassa (2.3 U/L
di hCG misurata per una concentrazione di 105 U/L di LH), cosi come per FSH e TSH;
non si notavano interferenze aspecifiche per la presenza di gammopatie monoclonali.

Metodi con particelle sensibilizzate

Esistono altri sistemi di dosaggio basati sull’utilizzo di particelle di lattice sensibilizzate
(82). Le possibilita analitiche per il dosaggio di un antigene risultano: a) particelle di
lattice sensibilizzate con I'anticorpo, con antigene del campione come agglutinante b)
competizione tra anticorpo del campione e anticorpo legato alle particelle per una data
quantita di antigene. La reazione di agglutinazione puo essere, inoltre, amplificata
mediante utilizzo di macromolecole cui sono legati covalentemente diversi apteni, o
miscelazione di diversi tipi di particelle di lattice, o, infine, con I'inserimento di molecole
di fattore reumatoide. Il sistema dell’agglutinazione di particelle di lattice viene usato
per la determinazione visiva e qualitativa dell’hCG su urine, ma puo essere proposto
anche per una quantificazione su apparecchi automatici, mediante turbidimetria,
nefelometria, spettroscopia o con contatori di particelle. La tecnica di conta delle
particelle (Particle Counting Immunoassay, PACIA) ¢ basata su di una lettura effettuata
in una cella a flusso, con particolare selezione dei segnali elettrici compresi tra due livelli,
rappresentanti le soglie entro le quali sono comprese le particelle libere di dimensioni
0.6-1.2m La metodica descritta é stata automatizzata sullo strumento Impact, sul quale
la misurazione dell’nCG ha dato ottimi risultati analitici, con una riduzione dell’inter-
ferenza da LH ottenuta con un pretrattamento con pepsina (57). Il quadro riassuntivo
relativo agli studi fatti sulla valutazione del dosaggio dell'hCG con i metodi non
isotopici é riportato nella tabella 4.



Metodo Metodo di
Autori valutato  riferimento Sensibilita *CV%PB *CV%PM *CV%PA Confronto
Warkentineta. EIA IRMA R 9,94 2,75 595 y=-5.2+0,98x r=0,94
Wuetal. ELISA  EIA 0.5 U/L 4 4 16 =-0.17+1.04x r=0.9
Reid et al. IEMA RIA R 8.3 10,1 10,3  y=879.9+0,91x r=0.9
Khosravi et al. IFMA IRMA 1U/L 4,3 52 4,3 y=3.52+0.91x r=0.97
Beinlich et al. EIA EIA 2U/L 3 3 5 y=-4.3+1.08x r=0.98
Richersonetal.  FIA EIA 2U/L 5 5 8 y=14.1+0.94x r=0.99
Luppaet al. CLIA ELISA 1.25 U/L 4,5 2,7 15 y=0.8+0.92x r=0.99

y=111.5+0.773x

Vickery et al. EIA EIA ———- 5 5 5 y=1.5+1.02x r=0.99
Banfi et al. EIA IRMA .- 24 15 1,4  y=1.0xr=0.99

IFMA IRMA - 8 93 86  y=1.0xr=0.95

CLIA IRMA R 6,2 4,6 4 y=3+1.1x r=0.97

Tabella 4. Tabella riassuntiva degli studi di valutazione dei metodi non-isotopici per il dosaggio
dell’hCG. PB=pool a basso livello, PM= pool di livello medio, PA= pool a livello elevato.
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