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> L Endocrinologia e la Patologia Clinica: dialogo continuo

Socidda

retemea  Oa//a diagnosi alla terapia

Lo sviluppo delle conoscenze dei meccanismi fondamentali

dell '‘Endocrinologia
scoperta dei neuroormoni e dei recettori ormonali, evoluzione del concetto di ormoni liberi

e proceduto insieme ai cambiamenti nelle tecniche di laboratorio
per la misurazione degli ormoni

50 years of Nobel Prizes related to endocrinology/hormone assays

1958 Frederick Sanger Structure of insulin
1966 Charles B. Huggins Hormonal treatment
of prostate cancer
1971 Earl W. Sutherland Jr. Description of the
way hormones work
at the molecular level
1977 Rosalyn S. Yalow 15C0 of iImmunoassays
1977 0g Is y of hypothalamic
ally ng hormones
1984 Georges J.F. Kohler Production of monoclonal
antibodies
1992 Edmond H. Fisher Discovery of protein kinases
Edwin G. Krebs mediating the effects of hormones
in cells
1994 Alfred G. Gilman G proteins and signal transduction
Martin Rodbell
1998 Robert F. Furchgott Discovery of nitric oxide as a
signaling molecule

R. Lepage, C. Albert / Clinical Biochemistry 2006;39: 542
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METODICHE DI DOSAGGIO

innovazione

Semplificazione Sensibilita Automazione

Michael J., Methods in Molecular Biology, 2013;. 1065
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retemea  Oa//a diagnosi alla terapia

Setting assistenziali

Degenza Day Hospital Day Service  Ambulatorio

A

Laboratorio di Endocrinologia Laboratorio Centralizzato




L Endocrinologia e la Patologia Clinica: dialogo continuo
dalla diagnesi alla terapia

L endocrinologia clinica non

puo prescindere dalla misura

gualitativa e guantitativa

degli ormoni

R L

50,




L Endocrinologia e la Patologia Clinica: dialogo continuo
dalla diagnosi alla terapia

Malattie Endocrine

VALUTAZIONE CLINICA

Anamnes/
Esame Obirettivo

DIAGNOSTICA DI LABORATORIO

INTERPRETAZIONE DET RISULTATI

INDAGINI DI IMAGING
DIAGNOSI TRATTAMENTO
PROGNOSI| FOLLOW-UP| s

£FE 2020 BSES /8 di Ferran
S0ge ¢R7




L Endocrinologia e la Patologia Clinica: dialogo continuo
dalla diagnesi alla terapia

INDAGINI di LABORATORIO

CORRETTA INDICAZIONE

SCRUPOLOSA ESECUZIONE




L Endocrinologia e la Patologia Clinica: dialogo continuo

dalla diagnesi alla terapia
it )

Test di laboratorio il cur risultato fornisce una

APPROPRIATEZZA

4

risposta ad un quesito clinico e mette in grado di

prendere una decisione o intraprendere unazione
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Indicazione NON appropriata

Difficolta di interpretazione

Induzione ar ulteriori esamr
Aumento spesa

Inappropriato consumo di risorse
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relonsas®  (da//a diagnosi alla terapia

Probabilita pre-test

> segni e i sintomi clinici suggeriscano la malattia al giudizio clinico

> elementi anamnestici che indicano la diagnosi

> Incidenza della malattia in una determinata popolazione
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dal 1846

@3 L Endocrinologia e la Patologia Clinica: dialogo continuo

ANALISI DI LABORATORIO

> Ormoni liberi o totali SANGUE
URINE

> Metaboliti SALTVA
CAPELLT

: . : Liguidi Biologicr
> Anticorpi Circolanti DNA

> Proteine leganti

In condizioni basali
dinamiche
dopo Stimolo
dopo Inibizione

Spot
Raccolte 24ore

EFE 2020
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FATTORI CHE INFLUENZANO IL RISULTATO

/ DI UN DOSAGGIO ORMONALE

\\'

ETA’
SESSO
ORA DEL PRELIEVO
RITMO CIRCADIANO
PULSATILITA’

> MECCANISMI DI REGOLAZIONE
MECCANISMI DI FEEDBACK
GRAVIDANZA
ESERCIZIO FISICO
STATO EMOTIVO
FUNZIONE EPATICA E RENALE
PRESENZA DI ALTRE MALATTIE
TERAPIE IN ATTO

Ere 2020 S8
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Ir\iez:gm Acatilcolina
oy SO Neurotrasmettiton
mt rventi Ansia Serotonina .
chirurgici DETJFPSMUr a Noradrenalina (o)
Ipnglc mn
- Endordina
Ciclo sonno/fvegli a

Ricerca < /_/ |POTALAMO

e /) CRH
ADH

IPOFISI anteriore

Citochine
infiammatorie

U
A4Androstenedione .
DHEA-S .3 =° Cortisolo

Surrene

Aldosterone

EFE 2020
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f% L' Endocrinologia e la Patologia Clinica: dialogo continuo

Ritmo circadiano e pulsatilita di ACTH e cortisolo

MORMAL

8 10 12 14 18 18 20 22
Tima {24 hour clock)

MORMAL

W

& 10 12 14 18 18 20 22
Tima (24 hour clock)

ACTH: secreto.in maniera pulsatile e con ritmo
circadiano, con i livelli piu alti al risveglio (mattino)
ed i/ nadir alla sera

I/ ritmo € mediato da una maggior ampiezza dei
pulsi di ACTH tra le 5 e le 9 delmattino, minor
ampiezza tra le 18 e le 24.

Dipende dai cicli notte-giormo e sonno-veglia.

E’ alterato nelle persone che lavorano di notte e
dar viaggi con diversi fusi orari

I/ ritmo del cortisolo seque guello di ACTH

- picco trale 7 e le 9 del mattino
- nadir verso la mezzanotte

ACTH e cortisolo sono stimolati anche dal pasto
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ot Ca//a diagnosi alla terapia

Determinazione dellACTH plasmatico
Prelievo di sangue ore 8. (7-9 del mattino)

ti_tt s1nn0n

SINDROME DI NELSON

Adrenal Cushing’'s Cushing’'s Nelson's Addison’'s Adreno=
Tu:u.ors Untreated Treated Syndrome Disease Genital

) ) Livelli ACTH nelle patologie del corticosurrene
Indicazione:

- diagnosi di sede per gli iposurrenalismi
» diagnosi differenziale degli ipercortisolismi

EFE 2020
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ORMONE ANTIDIURETICO

Increased plasma osmolality or

decreased arterial circulating volume —

‘ Thirstw — [ Increased fluid intake } e N

Decreased plasma
osmolality or
increased arterial
circulating volume

—-——a-( Antidiuresis

\,

EFE 2020 |




IPONATREMIA
|

ESCLUDH IPERGLICEMLA ED ALTRE CAUSE DI IPONATREMIA

NON IPOTONICA

IONATREMIA POTONICA

SINTOMI

ACUTIO
GRAVT?

Conzidera trotiamenta
smmediaty can smling
iperianica

OSMOLALITA LIRINARLA

00 msmKg

Polidipsio primario

CONCENTRAZIONE URENARLIA DI SODND
-Bassn appario o solu

-Produrimrdd det bewiion di birra |

¥
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Corgicers

S CF & ridotto conidera

-Vt
insufficienss wrrenmbos prrutvg
Mefropotio sodio chperdente

v

Considera:
Dhuretio
MMalattia renale

5@ CE & espanto comidden:
- Scompenso cormiaco

- Cifrodl epatica
- Bisdrains Aafeasia
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- Fregredas o di diwrethci Sealy

- Fesufficiensg s renalico secondario

{ipartiroachssma)
- Dretiy ooty

CE: compariimento extroceiiulone

Clinica: dialogo continuo

Clinical practice guideline on
Ainanncic

2.3 Which parameters to use for differentiating causes
of hypotonic hyponatraemia? (Fig. 1)

We recommend interpreting urine osmolality of a spot
urine sample as a first step. (1D)

If urine osmolality <100 mOsm/kg, we recommend
accepting relative excess water intake as a cause of the
hypotonic hyponatracmia. (1D)

If urine osmolality >100 mOsm/kg, we recommend
interpreting the urine sodium concentration on a spot
urine sample taken simultaneously with a blood sam-
ple. (1D)

If urine sodium concentration <30 mmol/L, we suggest
accepting low effective arterial volume as a cause of the
hypotonic hyponatraemia. (2D)

If urine sodium concentration >30 mmol/L, we suggest
assessing extracellular fluid status and use of diuretics to
further differentiate likely causes of the hyponatraemia.
(2D)

We suggest against measuring vasopressin for con-
firing the diagnosis of SIADH. (2D)

Spasovski G Eur Jour of Endocrinol. 2014

ADH #

e, Universita
= degli Studi
di Ferrara

. .

EFE 2020 |

{ {
£)
OORE '.,“\s



Socidla

s Ca//a diagnosi alla terapia

dal 1846

@3 L' Endocrinologia e la Patologia Clinica: dialogo continuo

Cosa dovrebbe sapere un

endocrinologo clinico

circa i dosaggi ormonali?
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Y dalla diagnosi alla terapia

di ferrara dal 1846

f% LEndocrinologia e la Patologia Clinica: dialogo continuo

METODO di DOSAGGIO "PERFETTO”

metodo che fornisce sempre lo stesso risultate per guell analita,
in quel campione biologico, indipendentemente dal numero delle
volte che quel test viene ripetuto e dal laboratorio che effettua i/
dosaggio

Questa condizione analitica e
ovviamente teorica

EFE 2020 [ogge dlrerrara
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Y dalla diagnosi alla terapia

di ferrara dal 1846

f% LEndocrinologia e la Patologia Clinica: dialogo continuo

ORMONI

Composti chimici di varia natura
(steroidi, piccoli peptidi, proteine)

Presenti nei fluidi biologici con matrici
biologiche complesse e eterogenee

Concentrazioni estremamente basse
Presenza di proteine leganti

Varie isoforme
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di Forrara dal 1846

Heterogeneity of growth
hormone molecules

Approximate mean distribution

of pituitary GH isoforms in
human blood 15-30 min after a
secretory pulse

Baumann GRsrowth Hormone & IGF Research 2009;19:333

L-Endocrinologig
a’a//a a’/'agnos/' 4 22K GH

Monomeric GH

Free

Bound to high affinity GHBP

Bound to low affinity GHBP (2;-macroglobulin)
Total 22K GH

20K GH
Free
Bound to high affinity GHBP
Bound to low affinity GHBP (2>-macroglobulin)
Total 20K GH

Acidic GH (desamido-, acylated and glycosylated GH)
Total acidic forms (bound fractions unknown)

Dimeric GH
22K GH Dimers
Non-covalent dimers
Disulfide dimers
Total 22K GH dimers (bound fractions unknown)

20K GH Dimers
Non-covalent dimers
Disulfide dimers
Total 20K GH (bound fractions unknown)

Acidic GH Dimers (desamido-, acylated and glycosylated GH)
Non-covalent dimers
Disulfide dimers
Total acidic GH dimers (bound fractions unknown)

Oligomeric GH (trimer-pentamer)
22K GH Oligomers
Non-covalent oligomers
Disulfide oligomers
Total 22 K GH oligomers (bound fractions unknown)

20K GH Oligomers
Non-covalent oligomers
Disulfide oligomers
Total 20K GH oligomers (bound fractions unknown)

Acidic GH Oligomers (desamido-, acylated and glycosylated GH)
Non-covalent oligomers
Disulfide oligomers
Total acidic GH oligomers (bound fractions unknown)

Fragments (12, 16 and 30 KDa immunoreactive species)

EFE 2020
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dal 1846

f% LEndocrinologia e la Patologia Clinica: dialogo continuo

Heterogeneity of GH assays

Methods
Radioimmunoassay
Immunoradiometric assay

Q choice of antibody Enzyme-linked immunosorbent assay
Q polyclonal vs. monoclonal

Q specificity of antibody recognition of different GH isoforms
some assays use 22-kDa-specific antibodies, while others detect all isoforms

Multiple epitopes recognised Single epitope recognised

Variable domain Constant domain Variable domain Constant domain

Assays involving polyclonal antisera usually give higher results than
those based on monoclonal assays

Bidlingmaier M & Freda PU Growth Hormone & IGF Research 2010; 20:19

EFE 2020 [yt
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Pediso Chirmrgion
Heterogeneity of GH assays

di ferrara  dal 1846
Relationship between measured

GH values measured according to
GH values and mean GH values

kit standards

¢ DIIRMA
EK IRMA
A TSIEMA
HK CLEIA

YT CLEIA

L4 111\
]
.00.. “. .
"¢ L
** + A.“
ighade
=

? .
s.'li“‘!‘l‘lll;l

The GH values measured by the six hGH kits
varied widely by approximately two fold

DI IRMA and EK IRMA »>> values

TS IEMA and HK CLEIA <« values

TanakaT et al Horm Res 2005:64:6
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Iperprolattinemia: diaghosi

Gross Variability in the Detection of Prolactin in-Sera Containing Big Big
Prolactin (Macroprolactin) by Commercial Immunoassays

-+ 4 - - Roche Elscsys
—— Witz DELFIA
« « o « = Bayer immuno-1
——dr— Abboit AxSYM

« « 4 = = Abbofl Architect

g

| —e— oPCimmumez000 |
« - -« Bayer ACS 180
=—&— Bayer Contaur

=== - - Beckman Access

d
=
E
E
©
2
4
o

E
B

| —)— Gel Filtration

4 5 ¢ d
Specimen Number

or user groups in specimens collected from 10 macroprolactinemic
moval of

Across the nine assay systems, differences in
the PRL estimates ranged from 2.3- to 7.8-fold

Smith TP et al J Clin Endocrinol Metab 2002;87: 5410
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Y dalla diagnosi alla terapia

di ferrara dal 1846

Iperprolattinemia: diaghosi

Serum prolactin overestimation and risk of

Background: Falsely elevated prolactin measurements risk overdiagnosis, and unnec-
essary imaging and treatment.

Design: We conducted a clinical audit of 18 patients who presented with hyperprol-
actinaemia, followed by a laboratory audit of 40 split samples across a range of serum
prolactin (5-5051 mlIU/L). In each case (total n = 58), serum prolactin was measured
on both Roche and Siemens platforms.

Results: Serum prolactin as measured by Roche was higher than the corresponding
Siemens value in every case, despite similar reference ranges. The mean discrepancy
in serum prolactin by Roche vs. Siemens was +81% in the clinical audit and +50% in
the laboratory audit. This led to unnecessary interventions in 7/18 patients (39%) in
the clinical audit.

Conclusions: Serum prolactin is overestimated on the Roche relative to the Siemens
platform. Laboratories should review Roche reference intervals for serum prolactin,
and clinicians should consider repeating serum prolactin on another platform if the

serum prolactin is incongruent with the clinical scenario.

De Sousa MCS et al Endocrinol Diab Metab. 2019:2:&%00 EFE 2020
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di ferrara dal 1846

fa LEndocrinologia e la Patologia Clinica: dialogo continuo

Guidelines for Growth Hormone and Insulin-Like

Growth Factor-I Treatment in Children and

Adolescents: Growth Hormone Deficiency,

Idiopathic Short Stature, and Primary Insulin-Like

Growth Factor-I Deficiency 2.2.2. Given the large discrepancies
says, we recommend that institutions require laboratories
to provide harmonized GH assays using the somatropin
standard, IRP IS 98/574, 22k rhGH isoform, as recom-
mended by the 2006 and 2011 consensus statements, and

the published commutability standards. (Strong recom-
mendation, 000 ®)

Serum GH concentrations are currently measured using a variety of methods
against a variety of standards

Normal values were established using polyclonal radioimmunoassays and
purified pituitary standards. Currently used immunometric assays with
monoclonal antibodies and recombinant standards have higher specificity,

but the use of different standards and antibodies with specificities for
different GH isoforms has resulted in large discrepancies between assays
Therefore, or, at least, /s required fto
meaningfully evaluate and compare results

Grimberg A et al .Horm Res Paediatr 2016 EFE 2020 |
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Evaluation and Treatment of Adult Growth Hormone Deficiency:
An Endocrine Society Clinical Practice Guideline

2.1 Recommendation

We recommend that the ITT and the GHRH-arginine test have sufficient
sensitivity and specificity to establish the diagnosis of GHD

2.1 Remarks

Biochemical criteria for the diagnhosis of AGHD are complicated by the lack of
normative data that are age-, sex-, and BMI-adjusted, by assay variability; and by
the stimulus used, With , the cutoff values for stimulated GH levels.
for diagnosing AGHD were established at levels between 3 and 5 g//iter

Whether lower cutoffs should be used with the newer, more sensitive,

two-site assays has not been definitively determined. Still, according to the
multicenter study cited above, which used a sensitive,

two site assay, the values of 5.1 g/liter for the ITT and 4.1 g/liter for. GHRH-
arginine test had sufficient specificity and sensitivity for the diagnosis of AGHD

e HE

Molitch ME et al J Clin Endocrinol Metab 2011; 96: 1587 EFE 2020 ‘ 3
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| ITALIAN CHAPTER

ITALIAN ASSOCIATION OF CLINICAL ENDOCRINOLOGISTS (AME) and ITALIAN
AACE CHAPTER POSITION STATEMENT FOR CLINICAL PRACTICE:
ACROMEGALY - PART 1: DIAGNOSTIC AND CLINICAL ISSUES

f% LEndocrinologia e la Patologia Clinica: dialogo continuo

Renato Cozzi', Maria Rosaria AmbrosioZ, Roberto Attanasio?, Alessandro Bozzao#,

3, DIAGNOS UC ISSUES Laura De Marinis®, Ernesto De Menis®, Edoardo Guastamacchia’, Andrea Laniaé,

Giovanni Lasio®, Francesco Logoluso'?, Pietro Maffei'’, Maurizio Poggi’?,

30. HO/Q/MONAL TES TS Vincenzo Toscano'?, Michele Zini'3
3a.I. How to diagnose acromegaly

Since GH secretion is pulsatile, random GH levels should not be used todiagnose
acromegaly (21,22). In order to facilitate comparability and interpretation)the use of
GH assays is now recommended, which are calibrated with the recombinant 22 kDA

hGH International Reference Preparation 98/574 (19,21).

Clear-cut high GH and IGF-I levels are sufficient to diagnose acromegaly. In the case
of non-conclusive IGF-I values, it is advisable to repeat the measurement in the same
laboratory or in another laboratory that uses a different assay. Otherwise, the
diagnosis should be confirmed by an oral glucose tolerance test (O6TT). O6TT is an
easy, cost-effective diagnostic tool that can support the diagnosis of difficult cases
and characterize the glucose metabolism status at the same time (17,22).
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& ferrara dal 1846

Standardizzazione e armonizzazione

hanno l'obiettivo di assicurare la confrontabilita dei
risultati ottenuti da laboratori e metodi diversie #
I'ottenimento di valori di riferimento comuni

Standardizzazione
secondo la Norma ISO 17511, puo essere ottenuta rendendo

tracciabili i risultati rispetto ad uno standard comune, rappresentate
dalle unita del sistema SI o rispetto a valori ottenutii con una
precedente misura di riferimento

Armonizzazione

equivalenza dei risultati ottenuta attraverso un sistema di consenso
o tracciabilita rispetto a un materiale di riferimento, ma non sono
disponibili né una procedura analitica di riferimento né un materiale
primario di riferimento di elevato ordine metrologico

EFE 2020 BN
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di ferrara dal 1846

qg L-Endocrinologia e la Patologia Clinica: a’/alo_qo con f/nuo

Valori di riferimento

L'intervallo di riferimento e

> e un insieme di valori, delimitati da un limite inferiore ed un
limite superiore, entro il quale e possibile racchiudere una
serie di risultati di laboratorio eseguiti su un campione di
persone sane

—— In una gaussiana
il 959 dei dati cade i199.7% dei dati cade
entro 'intervalle entro l'intervallo
media + 2¢ media + 3¢

In medicina & comune assumere come LIMITI DI
NORMALITA i12,5° e il 97.5° percentile della dishibuzione
dei dafi di una popolazione sana. MEDIA +/- 20

> puo dipendere da fattori come etq, sesso, stadio puberale
tipo di campione stadio digiuno attivita fisica etnia

ma anche dai metodi di dosaggio :
EFE 2020 & >
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Alcuni esami non hanno in intervallo dr riferimento ma der
valorrs lim/te.

“limiti decisionali” possono essere utilizzati per decidere

se un paziente e sano o necessita di un trattamento

e HE

EFE 2020 [
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Ma gueste informazioni sono date al clinico?

I referts dr laboaratorio

riportano le informazioni relative al metodo desaggio?

guali range di normalita sono considerati?
quali limiti decisionali?

sono in serite le variabilita legate al sesso e alleta?
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& ferrara dal 1846 0’0//0 d/dgﬂOS/ 0//0 fe/ﬂap/a

Armonizzazione in laboratorio: verso una visione globale

Tabella 1
Armonizzazione in Medicina di Laboratorio come un processo a tre livelli. Adatlata da rif . 3.

- Livello internazionale: standardizzazione attraverso lI'implementazione di sistemi di riferimento delle misure; definizione di linee
guida cliniche che includono appropriatezza della richiesta di esami e corretta interpretazione dei risultati degli stessi.

- Livello nazionale: diffusione delle linee guida sviluppate a livello internazionale; preparazione e pubblicazione di
raccomandazioni per I'armonizzazione di tutte la fasi del processo diagnostico di laboratorio, inclusa la comunicazione dei risultati
e dei valori cntici.

- Livello locale: adozione delle raccomandazioni internazionali e nazionali; implementazione (meglio se coordinata) delle
indicazioni per armonizzare unita di misura, intervalli di riferimento, livelli decisionali; implementazione di procedure standard
condivise per le fasi pre- e post-analitica.

Plebani M & Panteghini M Biochimica clinica. 2015;39:1

EFE 2020
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Processo di laboratorio e visione
globale della sua armonizzazione

Esame appropriato
eseguito al
maomento giusto | ] Intervalll di
riferimenta/
livelli decisionali
riferibili

Riduzione delle font
preanalitiche r - | Uniforme

di variazione VLR AEAC comunicazione

pratica del controllo di gualita

Plebani M & Panteghini M Biochimica clinica. 2015;39:1 EFE 2020
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> segni e i sintomi clinici
> elementi anamnestici
» sospetto cinico

> Incidenza della malattia

EFE 2020 |
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Y dalla diagnosi alla terapia

di ferrara dal 1846

Donna di 52 anni, oligomenorrea presente da circa 1 anno e cefalea.
In anamnesi nessuna patologia di rilievo. Non assume farmaci.
Attivita lavorativa: macellaia

Ex fumatice, no alcol.

Assenza di galattorrea spontanea e provocata, non ipertricosi.

Esami ormonali (agosto 2017)

-livelli di PRL: 305 ng/m/ (IR < 24),

-livelli medi di PRL: 341.5 ng/ml, ai prelievi seriati Macroprolattina negativa

-livelli di LH: 71,5 mU/ml, FSH:111,4 mU/ml, E2: 110,7 pg/ml (ultimo ciclo circa 40 giorni prima)

Visita ginecologica (settembre 2017)
EO nella norma, ECO TV: utero di volume normale, con spessore endometriale
submillimetrico,; annessi di volume normale, privi di segni funzionali;

RM sellare senza e con mdc (febbraio 2018)
assenza di franche lesioni jpotalamo-ipofisarie

EFE 2020
D’Ercole F & Ambrosio MR AME2018
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di Ferrara dal 1846

fa LEndocrinologia e la Patologia Clinica: dialogo continuo

Iperprolattinemia: diaghosi

|° laboratorio

I__analizzatore (cosas) II°_analizzatore (CENTAUR xP)
(IR<24 ng/ml) (IR<29,2 ng/ml)

PRL: 376,7 ng/ml PRL: 28,8 ng/ml

Ab anti-HAMA Ab anti-HAMA

PRL: 79,4 ng/ml PRL: 29,8 ng/ml

D’Ercole F & Ambrosio MR AME2018
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f% LEndocrinologia e la Patologia Clinica: dialogo continuo

La possibilita di interferenze negliimmunodosaggi non
puo mai essere esclusa ed é importante che i clinici siano
consapevoli della vulnerabilita delle tecnologie di
immunodosaqggio, cosi da essere piu propensi a mettere in
discussione i risultati di laboratorio, gquando non coerenti
con il quadro clinico-strumentale

I/ dialogo e il confronto tra clinico e laboratorista é
fondamentale per la salute dei pazienti
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