This document is protected by international copyright laws. No additional reproduction is authorized. It is permitted for personal use to download and save only one file and print only one copy of this Article. It is not permitted to make additional copies (either sporadically

or systematically, either printed or electronic) of the Article for any purpose. It is not permitted to distribute the electronic copy of the article through online internet and/or intranet file sharing systems, electronic mailing or any other means which may allow access

to the Article. The use of all or any part of the Article for any Commercial Use is not permitted. The creation of derivative works from the Article is not permitted. The production of reprints for personal or commercial use is not permitted. It is not permitted to remove,

cover, overlay, obscure, block,

or change any copyright notices or terms of use which the Publisher may post on the Article. It is not permitted to frame or use framing techniques to enclose any trademark, logo, or other proprietary information of the Publisher.

COPYRIGHT© 2024 EDIZIONI MINERVA MEDICA

© 2024 EDIZIONI MINERVA MEDICA
Online version at https://www.minervamedica.it

RACCOMANDAZIONI E LINEE GUIDA

La Rivista Italiana della Medicina di Laboratorio 2024 Oct 01
DOI: 10.23736/S1825-859X.24.00255-X

La determinazione del 17-idrossiprogesterone
Determination of 17-hydroxyprogesterone
Annamaria D’ALESSANDRO !, Ottavia PORZIO !.2 * a nome del GdS-EMM

IUOC Laboratorio Analisi Cliniche, IRCCS Ospedale Pediatrico Bambino Gesu, Roma, Italia; 2Dipartimento Medicina
Sperimentale, Universita di Roma “Tor Vergata”, Roma, Italia

*Autore di contatto: Ottavia Porzio, Dipartimento Medicina Sperimentale, Universita di Roma “Tor Vergata”, P.zza S. Onoftio 4, 00165
Roma, Italia. E-mail: ottavia.porzio@opbg.net

RIASSUNTO

11 17-idrossiprogesterone (17-OHP) ¢ uno ¢ uno degli steroidi intermedi della steroidogenesi surrenalica e deriva dalla conversio-
ne, a livello della zona fascicolata della corticale surrenale, sia del progesterone che del 17-idrossipregnenolone. Il 17-OHP viene
poi convertito in 11-deossicortisolo mediante I’azione dell’enzima 21p-idrossilasi, codificata dal gene CYP21A2. In presenza di
mutazioni del gene CYP21A2, si verifica una ridotta funzionalita dell’enzima, con conseguente aumento del 17-OHP che viene
convertito principalmente negli ormoni deidroepiandrosterone (DEA) e androstenedione, determinando una sindrome nota come
iperplasia surrenalica congenita. Concentrazioni aumentate (>240 nmol/l, >80 ng/ml) di 17-OHP in un campione di sangue prele-
vato in qualsiasi momento della giornata, sono diagnostiche per un deficit di 210H: in presenza di concentrazione basali >2,0 ng/
ml, ¢ indicata la determinazione del 17-OHP dopo la stimolazione con I’ormone ACTH. La determinazione del 17-OHP nel corso
degli anni ha subito delle sostanziali modifiche in ambito tecnologico al fine di rendere 1’identificazione e quantificazione dell’a-
nalita piu precisa, sensibile e riproducibile: ad oggi la metodica di LC-MS/MS rappresenta il gold standard della sua misurazione,
presentando una maggiore specificita, non risentendo di interferenze da farmaci e permettendo inoltre la misurazione simultanea
di numerosi ormoni steroidei. Per tale motivo si raccomanda che i risultati del 17-OHP dovrebbero essere interpretati utilizzando
intervalli di riferimento appropriati non solo per eta e sesso, ma correlati alla tecnologia di analisi utilizzata.

(Per citare questo articolo: D’ Alessandro A, Porzio O; GdS-EMM. La determinazione del 17-idrossiprogesterone. Riv Ital Med
Lab 2024 Oct 01. DOI: 10.23736/S1825-859X.24.00255-X)

ABSTRACT

17-hydroxyprogesterone (17-OHP) is one of the intermediate steroids of adrenal steroidogenesis. In the zona fasciculata of the ad-
renal cortex, 17-OHP derives from the conversion of both progesterone and 17-hydroxypregnenolone. 17-OHP is then converted
into 11-deoxycortisol by the action of the enzyme 213-hydroxylase, encoded by the CYP21A2 gene. In the presence of mutations
in the CYP21A2 gene, reduced functionality of the enzyme occurs, resulting in an increase in 17-OHP concentrations: this is
converted mainly into the hormones dehydroepiandrosterone (DHEA) and androstenedione, resulting in a syndrome known as
congenital adrenal hyperplasia. Increased 17-OHP concentrations >240 nmol/L (>80 ng/mL) are diagnostic of 210H deficiency:
in the presence of baseline concentrations >2.0 ng/mL, the determination of 17-OHP after stimulation with the ACTH hormone
is indicated. The assay of 17-OHP over the years, has undergone substantial technological changes in order to achieve the more
precise, sensitive and reproducible identification and quantification of the analyte. To date, the LC-MS/MS method represents
the gold standard for its measurement, presenting greater specificity, not being affected by drug interference and also allowing
the simultaneous measurement of numerous steroid hormones. For this reason, it is recommended that 17-OHP results should
be interpreted using appropriate reference ranges not only for age and sex, but related to the analysis technology used. Steroid
measurements may differ with the assay employed.

Key words: 17-alpha-hydroxyprogesterone; Congenital adrenal hyperplasia; Hyperandrogenism.
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Struttura e caratteristiche molecolari

1 17-idrossiprogesterone (17-OHP) ¢ uno degli steroidi

intermedi nella via biosintetica surrenalica che ha come
molecola iniziale il colesterolo e porta alla conversione e
produzione di diversi ormoni, fino ad arrivare alla sintesi
di cortisolo (steroidogenesi).

Il primo step della steroidogenesi surrenalica ¢ la
conversione del colesterolo a AS5-pregnenolone: la rea-
zione ¢ catalizzata da un complesso di tre enzimi as-
sociato alla membrana interna dei mitocondri delle
surrenali, denominato colesterolo desmolasi, codificato
dal gene CYP11A. La reazione procede con 1’idrossi-
lazione del colesterolo catalizzata da due dei tre enzimi
del complesso, rispettivamente la 20 e la 22-idrossilasi
(P450scc), e porta alla formazione di 20,22R-diidros-
sicolesterolo. Quest’ultimo steroide viene convertito in
AS-pregnenolone, con liberazione di aldeide isocaproi-
ca, ad opera della C-20,22-liasi e con I’intervento del
citocromo P450. Questa reazione ¢ comune alle vie di
biosintesi di glucocorticoidi, mineralcorticoidi, androge-
ni, estrogeni e progesterone.

I AS5-pregnenolone cosi formato nei mitocondri pas-
sa nel citosol dove puo essere convertito direttamente in
progesterone, oppure in 17-idrossipregnenolone. A livello
della zona fascicolata della corticale surrenale, sia il pro-
gesterone che il 17-idrossipregnenolone sono convertiti
entrambi, attraverso reazioni enzimatiche diverse, in 17-
OHP: il progesterone mediante I’enzima 170-idrossilasi,
e il 17-idrossipregnenolone ¢ utilizzato come substrato
dall’enzima 3f-idrossisteroide deidrogenasi (3 HSD).
I1 17-OHP viene poi convertito in 11-deossicortisolo, re-
azione catalizzata dall’enzima 21a-idrossilasi, codificata
dal gene CYP21A2. L’11-deossicortisolo, infine, viene
convertito a cortisolo a livello della membrana interna dei
mitocondri ad opera della 11B-idrossilasi.!

Funzione e significato biologico

Il 17-OHP viene prodotto principalmente nelle ghiandole
surrenali e in minor misura nelle gonadi, in particolare nel
corpo luteo delle ovaie .2 Questo ormone ¢ un agonista del
recettore del progesterone in modo simile al progestero-
ne, anche se pit debolmente;3 inoltre, ¢ un antagonista del
recettore dei mineralcorticoidi nonché un agonista parzia-
le del recettore dei glucocorticoidi, sebbene con potenza
molto bassa (50-100 volte inferiore rispetto al cortisolo).
Non trattandosi infatti di un ormone nella forma attiva ed
avendo una bassissima attivita androgenica, esso rappre-
senta principalmente un precursore ormonale nella bio-
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sintesi di molti altri steroidi endogeni, inclusi androgeni,
estrogeni, glucocorticoidi e mineralcorticoidi.

Utilizzo clinico del dosaggio del 17-OHP

11 17-OHP dovrebbe essere misurato in tutte le condizioni
di iperandrogenismo.# In tali condizioni cliniche si veri-
ficano una rapida crescita postnatale, un’eta ossea avan-
zata o un pubarca prematuro nell’infanzia, nonché acne,
irsutismo, alopecia, irregolarita mestruali (nelle donne) e
insulinoresistenza in eta adulta. In tutte queste condizioni,
il dosaggio del 17-OHP trova la sua principale applicazio-
ne nella diagnosi differenziale con I’iperplasia surrenalica
congenita (sindrome surrenogenitale [SAG]), costituita
da un gruppo di patologie con trasmissione autosomica
recessiva, causate dalla mutazione di uno specifico gene
della steroidogenesi che determina la carenza dell’enzi-
ma correlato.5 Circa il 90% dei casi di SAG ¢ dovuta a
mutazioni presenti nel gene CYP21A2 che codifica per
la 21-idrossilasi (210H), e determina una ridotta funzio-
nalita dell’enzima con conseguente aumento del 17-OHP
(il suo principale substrato), i cui valori sono strettamente
correlati al grado di severita della deficienza enzimatica.¢
L’impossibilita di metabolizzare il 17-OHP determina una
ipersecrezione di ACTH, con conseguente iperplasia del
surrene ed aumento della produzione di androgeni, che
vengono convertiti principalmente in deidroepiandrostero-
ne (DEA) e androstenedione e quindi nei tessuti periferici
in androgeni. Nelle forme piu gravi, il deficit della 210H
determina inoltre una riduzione della via biosintetica del
cortisolo e, nelle forme con maggiore severita, dell’aldo-
sterone.

A seconda della gravita del deficit enzimatico, la sindro-
me puod manifestarsi come un continuum di quadri fenoti-
pici che vanno dalle forme Classiche piu gravi ad esordio
neonatale con perdita di sali e virilizzazione completa dei
genitali esterni nelle femmine, ai quadri piu lievi delle for-
me Non Classiche, con una prevalenza stimata nella po-
polazione caucasica di 1 su 200-1000.7 Tale forma ha un
esordio piu tardivo e risulta caratterizzata principalmente
da pubarca precoce ¢ avanzamento dell’eta ossea. Nelle
donne adulte sintomatiche, 1’irsutismo rappresenta il sin-
tomo di esordio piu frequente, seguito dall’oligomenorrea
e dall’acne: in alcuni casi puo essere presente infertilita.

Concentrazioni aumentate (>240 nmol/l, >80 ng/ml) di
17-OHP in un campione di sangue prelevato in qualsiasi
momento della giornata, sono diagnostiche per un deficit
di 210H. E stato suggerito che concentrazioni di 17-OHP
nelle prime ore del mattino inferiori a 2,5 nmol/l (0,82 ng/
ml) nei bambini e inferiori a 6,0 nmol/l (2,0 ng/ml) ne-
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gli adulti, escludano un’iperplasia surrenalica congenita.8
Il bambino normale presenta, infatti, valori basali di que-
sto ormone generalmente inferiori a 1,0 ng/ml, mentre il
bambino affetto da una forma Classica del difetto mostra
livelli di 17-OHP molto elevati gia in condizioni basali
(spesso superiori a 100 ng/ml), tali da non lasciare dubbi
diagnostici. Questi cutoff decisionali sono stati determinati
mediante tecniche radioimmunologiche, ma appaiono si-
milari anche con le determinazioni in LC-MS/MS.?

Una concentrazione basale di 17-OHP >6 nmol/l (>2,0
ng/ml) ma <100 nmol/l (<33,0 ng/ml) ¢ generalmente ac-
cettata per indicare una forma non Classica della malattia,
anche se tale intervallo potrebbe non essere appropriato in
tutte le situazioni cliniche.!? In questi casi € cruciale la va-
lutazione del 17-OHP dopo la stimolazione con 1I’ormone
adrenocorticotropo (ACTH sintetico 250 pg e.v. o i.m.):
il test prevede il posizionamento di un agocannula, 1’ese-
cuzione di un prelievo a tempo zero per 17-OHP e corti-
solo, seguita dalla somministrazione di 250 ug di ACTH
sintetico e successivo prelievo al tempo 60’ per 17-OHP
e cortisolo.

Secondo le indicazioni dell’ Endocrine Society, concen-
trazioni superiori a 30 nmol/l (10 ng/ml) confermano la
diagnosi di carenza di 210H!! 12 (Figura 1). Sebbene il
nomogramma sia stato ottenuto mediante tecniche radio-
immunologiche e non sia stato ripetuto con metodiche di
LC/MS, il dato ¢ clinicamente utilizzato per lo screening
della forma non Classica della malattia.!3

L’iperplasia surrenalica congenita viene diagnosticata
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Figura 1.—La concentrazione sierica di 17-OHP, misurata in condizioni
basali e 60 minuti dopo I’iniezione e.v. di un bolo standard da 250 pg di
ACTH sintetico viene tracciata sul nomogramma. In questo modo, i dati
di riferimento ormonali, forniscono un mezzo per genotipizzare il deficit
della 21-idrossilasi nell’iperplasia surrenalica congenita (modificato da
New ef al.).12
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mediante lo studio dei livelli degli ormoni steroidei. La
genotipizzazione del gene CYP21A2 viene utilizzata per
convalidare la diagnosi ma puo fornire anche informazio-
ni preziose per guidare il trattamento, le decisioni cliniche
e la prognosi. La maggior parte dei pazienti ¢ costituita da
eterozigoti, portatori di due diverse varianti patogeneti-
che, dove la gravita del fenotipo ¢ definita dall’allele che
porta la variante patogenetica piu lieve.!2. 14 La genotipiz-
zazione ¢ utile anche durante la consulenza genetica per
la pianificazione familiare, poiché la correlazione geno-
tipo-fenotipo consente di stabilire la gravita della malat-
tia in un futuro nascituro. Varianti patogenetiche de-novo
della linea germinale si verificano nell’1-2% degli alleli
CYP21A2.15

Lo screening neonatale per la carenza della 210H me-
diante il dosaggio su sangue del 17-OHP, viene effettuato
in piu di 40 paesi in tutto il mondo ed ¢ obbligatorio in
tutti gli stati degli Stati Uniti. In Italia ad oggi ¢ presente
soltanto in alcune Regioni che lo hanno attivato autonoma-
mente, non essendo ancora presente un Decreto Naziona-
le: Abruzzo, Emilia Romagna e Lombardia.!¢6 L’obiettivo
principale dei programmi di screening neonatale ¢ preve-
nire le crisi surrenaliche e i decessi nel periodo neonatale,
in particolare tra i neonati maschi, nei quali la carenza en-
zimatica puod non essere clinicamente evidente alla nascita.
I livelli di 17-OHP sono normalmente elevati alla nascita
e diminuiscono rapidamente durante i primi giorni postna-
tali nei neonati sani mentre, al contrario, i livelli di 17-
OHP aumentano con il tempo nei neonati affetti da SAG.!7
Bisogna pero tenere presente che il neonato pretermine,
malato o nato con condizioni di stress, mostra livelli piu
alti di 17-OHP rispetto al neonato sano a termine, poten-
do generare screening falsi positivi.!8 Negli ultimi dieci
anni, la specificita dello screening ¢ stata migliorata con lo
sviluppo di test di secondo livello mediante cromatografia
liquida accoppiata alla spettrometria di massa (LC-MS/
MS), in grado di quantificare ulteriori metaboliti steroidei:
¢ stato suggerito 1’utilizzo del 21-desossicortisolo come
potenziale ormone con indice predittivo specifico per la
carenza della 210H.19

Ulteriori valutazioni diagnostiche differenziali per
escludere o comprovare altre carenze enzimatiche che
possono causare elevate concentrazioni di 17-OHP (ad
esempio, deficit di 11p-idrossilasi o di ossidoredutta-
si P450), includono la misurazione di steroidi aggiun-
tivi come androstenedione, testosterone, DEA solfato,
17a-idrossipregnenolone, 11-desossicortisolo e 21-desos-
sicortisolo e rapporti tra i precursori degli steroidi e i loro
prodotti finali.5 La seconda forma pit comune di SAG ¢ il
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deficit di 11B-idrossilasi (110OHD), che determina una ri-
dotta conversione dell’11-desossicortisolo in cortisolo. La
prevalenza stimata dell’110HD nella popolazione genera-
le ¢ di 1 su 100.000.20,21

Nella 110HD non Classica sono riportate attivita en-
zimatiche residue che vanno dal 15% al 73%?20 gli ormo-
ni steroidei secreti a monte del blocco enzimatico, come
11-desossicortisolo, progesterone, 11-desossicorticostero-
ne e 17-OHP, aumentano e quest’ultimo viene convertito
negli androgeni surrenalici dalla via androgenica surrena-
le inalterata. Pertanto, la forma non Classica di 110HD
potrebbe anche presentarsi con segni di iperandrogenismo
come pseudopuberta precoce nei bambini o mestruazioni
irregolari nelle donne, simili ai pazienti con la forma non
Classica da deficit della 210H.20 I pazienti con 110HD
Classica hanno livelli elevati di 11-desossicorticosterone
che possono legarsi al recettore dei mineralcorticoidi, con
conseguente pressione alta, bassi livelli di renina e ipoka-
liemia.20. 21 Poiché 1’11-desossicorticosterone previene la
perdita di sali, non ¢ nota alcuna forma di 110HD con tale
sintomatologia.

Gli adenocarcinomi surrenalici, essendo nella maggior
parte dei casi biochimicamente attivi con secrezione di
grandi quantita di corticosteroidi e relativi metaboliti, pos-
sono determinare un aumento delle concentrazioni sieri-
che di 17-OHP. Poich¢ la secrezione di 17-OHP non risulta
essere costante, il dosaggio del DEAS, dell’androstenedio-
ne e del testosterone, risultano avere una maggiore utilita
clinica per la diagnosi.22.23

Caratteristiche pre-analitiche
Matrice biologica

Il dosaggio del 17-OHP ¢ determinato generalmente su
campioni di siero e/o plasma. Pud essere determinato inol-
tre sulla saliva e su DBS (dried blood spot, gocce di san-
gue essiccato) nello screening neonatale.

Modalita di prelievo e variabilita biologica preanalitica

I campioni di 17-OHP devono essere prelevati al matti-
no poiché I’ormone segue il ritmo diurno della secrezione
dell’ormone adrenocorticotropo e le sue concentrazioni
sono piu basse nel pomeriggio. Nelle donne, i campioni
dovrebbero essere prelevati durante la fase follicolare del
ciclo mestruale poiché, durante il periodo periovulatorio e
la fase luteinica, le concentrazioni basali di 17-OHP sono
leggermente piu elevate.

11 test non dovrebbe essere richiesto in pazienti in cura
con steroidi.
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Trasporto e conservazione del campione

I campioni di 17-OHP, raccolti a temperatura ambiente,
devono essere centrifugati e stoccati in contenitori diffe-
renti dalle provette contenenti gel per essere conservati a 4
°C per pochi giorni o a -20 °C per diversi mesi. La limita-
zione all’uso di alcune provette contenenti degli specifici
stabilizzanti con/e gel separatori ¢ un’indicazione riportata
sulle specifiche dei reattivi commercialmente venduti per
la spettrometria di massa. In particolare il congelamento/
scongelamento di gel e affini pud determinare 1’ostruzio-
ne delle resine SPE utilizzate nella preparativa in LC-MS/
MS. Tali sostanze determinano la presenza di picchi cro-
matografici interferenti in grado di co-eluire o creare dei
segnali di disturbo nelle vicinanze dei picchi di eluizione
del 17-OH progesterone. Le stesse indicazioni non sono
riportate nelle Specifiche delle metodiche di determinazio-
ne del 17-OH progesterone mediante metodiche differenti
(ELISA, RIA e immunometria) per quanto ogni produttore
specifichi in modo chiaro la tipologia di matrice biologica
da utilizzare e quindi fornisca indirettamente indicazioni
sull’uso della provetta piu indicata per la determinazione
(Tabella I).

Caratteristiche analitiche

L'evoluzione delle metodiche per la determinazione
del 17-OH progesterone

La determinazione del 17-OHP nel corso degli anni ha su-
bito delle sostanziali modifiche in ambito tecnologico al
fine di rendere I’identificazione e quantificazione dell’ana-
lita sempre piu precisa, sensibile e riproducibile.

In passato per effettuare il dosaggio del 17-OH pro-
gesterone 1 diversi Laboratori si sono affidati a tecniche
immunochimiche in cui lo studio dell’interazione analita/
anticorpo e delle proprieta dell’ Anticorpo consentiva di ri-
levare in modo pit o meno specifico la presenza dell’ana-
lita stesso nelle matrici biologiche. La prima tecnica messa
a punto in tale ambito fu il dosaggio radioimmunologico
(RIA) che si avvale di antigeni e/o anticorpi marcati radio-
attivamente. La metodica RIA (radio immuno assay) sfrut-
ta ’interazione di alcuni elementi chiave per la reazione
quali I’anticorpo specifico per 1’antigene da determinare,
il campione contenente I’antigene e 1’antigene marcato ra-
dioattivamente in forma pura (marcatura con iodio-125).

Sebbene esistano diverse metodiche adottate allo scopo
di separare nei saggi RIA la frazione libera dell’antigene
dal complesso antigene/anticorpo (per esempio: cromato-
grafia su colonna; precipitazione degli immunocomplessi
con sali e/o solventi come il polietilenglicole, etanolo e
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TABELLA |.—Informazioni disponibili per i principali kit in commercio per la determinazione del 17-OH progesterone.

Nome del produttore/metodica

Nome del prodotto

Sensibilita

Range di linearita

Matrice biologica

Abcam (ELISA)

Demeditech diagnostic (ELISA)
Calbiotech (ELISA)

DIAMETRA (ELISA)

Abnova (ELISA)

DIAsorce (ELISA)

LDN (ELISA)

DRG International (ELISA)

CD Creative Diagnostic (ELISA)
Astra Biotech (ELISA)

Biomnis (ELISA)

Tecan (ELISA)

Fortress Diagnostic (ELISA)
DIAsorce (RIA)

Demeditech diagnostic (RIA)
MAGLUMI (CLIA)
IDS (CLIA)

Chromsystems CE-IVD (LC-MS/
MS)
Eureka/Sentinel Diagnostics CE-

17-OH Progesterone
17-OH Progesterone
17-OH Progesterone
17-OH Progesterone

17-OH Progesterone

17-OH Progesterone

17-OH Progesterone

17-OH Progesterone

17 alphahydroxy Progesterone
17-OH Progesterone Kit
hydroxyprogesterone

17-OH Progesterone

17-OH Progesterone

17-OHP

17-OH Progesterone
17-OH Progesterone
17-OH Progesterone

Steroids Panel 1 and Panel 2

Ormoni steroidei sierici

LoD: 0,05 ng/ml
LoD: 0,022 ng/ml
N/D
N/D

LoD: 0,014 ng/ml
LoD: 0,03 ng/ml
LoD: 0,02 ng/ml
LoD: 0,013 ng/ml
LoD: 15,4 pg/ml
LoD: 0,3 nmol/I
N/D
LoB: 0,03 ng/ml
N/D
LoD=0,09 ng/ml
LoQ=0,14 ng/ml
LoD: 0,07 ng/ml
LoD=0.07 ng/ml
N/D

LoQ=0,06 ng/ml

LoD=0,002 ng/ml

0,05-19,2 ng/ml
0,1-25 ng/ml
0-10 ng/ml

0,13-20 ng/ml

0,1-25 ng/ml
0,09-15,6 ng/ml
0,1-25 ng/ml
0,042-20 ng/ml
3,6-1000 pg/ml
0,3-60 nmol/I
N/D
0,2-20 ng/ml
N/D
0,17-14 ng/ml

0,12-50,88 ng/ml
0,13-30 ng/ml
0,31-16,00 ng/ml
/

/

Siero e plasma (eparina/ citrato)

Siero e plasma (litio eparina)

Siero

Siero e plasma (litio/ sodio
eparina, EDTA)

Siero e plasma

Siero e plasma (EDTA/ eparina)

Siero/plasma

Siero/plasma

N/D

N/D

Siero

Siero/plasma (EDTA)

N/D

Siero/plasma

Siero e plasma (litio eparina)

Siero, plasma

Siero, plasma (litio/sodio
eparina, EDTA)

Siero, plasma (litio/sodio
eparina, EDTA)

Siero/plasma

IVD (LC-MS/MS)
Recipe CE-IVD (LC-MS/MS)
Waters CE/IVD (LC-MS/MS)

Steroids in Serum/Plasma
17-Hydroxyprogesterone

LoQ=0,25 ng/ml

/ /
0,25-100 ng/ml

Siero/plasma
Siero

ELISA: enzyme-linked immunoassay, CLIA: chemiluminescence immunoassay, RIA: radioimmunoassay. N/D: non dichiarato.

il solfato d’ammonio che rendono insolubili i complessi
antigene-anticorpo; immunoprecipitazione mediante 2°
anticorpo per far precipitare il complesso antigene-an-
ticorpo da rilevare; adsorbimento non specifico dell’an-
tigene mediante resine a scambio ionico come la silice,
I’idrossiapatite e il talco; adsorbimento dell’anticorpo su
fase solida; separazione mediante proteina A) la metodi-
ca RIA descritta in differenti Specifiche relative a kit in
commercio per il dosaggio del 17-OH progesterone non
richiede protocolli di estrazione in fase solida o liquida
in virtu della specificita degli anticorpi utilizzati. Nello
specifico la metodica prevede, dopo una fase d’incuba-
zione, una fase di aspirazione per bloccare la reazione
di competizione e alcune fasi di lavaggio. Al termine di
questa serie di reazioni ¢ possibile tracciare una curva di
calibrazione ottenuta addizionando quantitd note e cre-
scenti di antigene freddo alla miscela all’equilibrio con
I’antigene marcato. La concentrazione di 17-OHP viene
ottenuta dall’interpolazione della curva di taratura e per
sottrazione di un “bianco” che rappresenta il legame non
specifico dell’isotopo radioattivo contenuto nella frazione
legata. Dal momento che la radioattivita costituisce una
potenziale minaccia per la salute, il test ELISA ha rap-
presentato nel tempo un’alternativa valida e piu sicura.

Vol. 20 - No. ??

Il metodo ELISA ha come fine il rilevamento e 1’iden-
tificazione (sia qualitativa che quantitativa) del 17-OH
progesterone all’interno di un campione mediante ricono-
scimento dello stesso da parte di un anticorpo specifico.
Uno dei grossi limiti di tale metodica risiede nella speci-
ficita anticorpale, per alcune metodiche a volte limitata,
che determina delle possibili reattivita crociate, 1’elevata
eterogeneita anticorpale e la modesta affinita di legame
per I’analita.

L’incremento della specificita di legame antigene-anti-
corpo ¢ correlato all’abbattimento delle sempre pit ampie
classi d’interferenti. L’impatto delle possibili interferen-
ze analitiche causate da componenti endogene quali bi-
lirubina, emoglobina, lipidi, coaguli di fibrina, anticorpi
endogeni (anticorpi eterofili ovvero sia anticorpi umani
diretti verso proteine animali che fattori reumatoidi e au-
toanticorpi, e crioglobuline) e molecole chimiche affini o
esogene del sangue (farmaci) viene spesso valutato sia dai
produttori di sistemi diagnostici che dagli specialisti di la-
boratorio, in fase di accettazione del campione o, succes-
sivamente, in caso di risultati inattesi. Alla valutazione se-
guono a cascata una serie di azioni correttive con 1’intento,
ove possibile di eliminarle, (per esempio: nuovo prelievo
eseguito in condizioni migliori) o minimizzarle ma anche
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D’ALESSANDRO

e soprattutto di quantificarle per desumere la qualita del
dato analitico (Tabella II).

L’ottimizzazione del metodo ha portato per anni alla
valutazione dell’effetto dei numerosi parametri descritti
e allo studio di alcuni parametri sperimentali d’importan-
za cruciale nelle reazioni immunometriche quali la scelta
dell’opportuno tracciante (isotopi radioattivi, molecole
fluorescenti, molecole chemiluminescenti), dell’anticorpo
piu idoneo e I’implementazione del metodo attraverso lo
studio della curva di calibrazione prodotta. La curva di ca-
librazione viene a costituire la retta di regressione lineare
piu probabile dalla quale, per interpolazione, ¢ desumibile
la concentrazione dell’analita oggetto in studio. L’analita

DETERMINAZIONE DEL 17-OH PROGESTERONE

stesso viene analizzato infatti secondo le stesse condizio-
ni operative dei reagenti calibratori previa sottrazione del
segnale proveniente dalle sostanze che possano influen-
zare la risposta strumentale (effetto matrice) in grado di
costituire una fonte di errore analitico. Per minimizzare
tale errore non si usa un segnale misurato ma si effettua la
sottrazione del “segnale del bianco” comprendente la sola
matrice. Oltre alle indicazioni circa della retta di calibra-
zione adottata come riferimento dalla specifica metodica
sono specificati per la metodica stessa anche il LoB, LoD
e LoQ (Tabella I). Il LoB (/imit of blank) serve a fornire
delle indicazioni sull’analita come proveniente da fonti
esterne e serve a definire il LoD (/imit of detection) o li-

TABELLA Il.—Limitazioni da interferenze per il dosaggio del 17-OH progesterone per alcuni kit in commercio. Sono da intendersi per
sostanze chimiche affini i seguenti analiti: androstenedione, testosterone, cortisolo, 11-desossicortisolo, cortisone, corticosterone,
11-deossicorticosterone, progesterone, estradiolo, estriolo, estrone, pregnenolone, prednisolone, prednisone, DEA, DHA-S, danazolo,

desametasone.
Nome del produttore/metodica Nome del prodotto Sostanze interferenti Specificita %L%i?;ﬂ;?é:?zge
Abcam (ELISA) 17-OH Progesterone Sostanze chimiche affini all’analita <0,85% /
Demeditech diagnostic (ELISA) 17-OH Progesterone Sostanze chimiche affini all'analita <1,3% /
Emoglobina >250 mg/dl
Bilirubina >40 mg/dl
Lipemia >30 mg/dl
Calbiotech (ELISA) 17-OH Progesterone / / /
DIAMETRA (ELISA) 17-OH Progesterone / / /
Abnova (ELISA) 17-OH Progesterone / / /
DIAsorce (ELISA) 17-OH Progesterone Sostanze chimiche affini all'analita <4,3% /
Emoglobina >500 mg/dl
Bilirubina >100 mg/dl
Lipemia >250 mg/dl
LDN (ELISA) 17-OH Progesterone / / /
DRG International (ELISA) 17-OH Progesterone / / /
CD Creative Diagnostic (ELISA) 17 alphahydroxy progesterone  Sostanze chimiche affini all'analita <1,40% /
Astra Biotech (ELISA) 17-OH Progesterone kit / / /
Biomnis (ELISA) hydroxyprogesterone / / /
Tecan (ELISA) 17-OH Progesterone Emoglobina N/D >8,33 mg/ml
Bilirubina >0,17 mg/ml
Lipemia >45,5 mg/ml
Fortress Diagnostic (ELISA) 17-OH Progesterone / / /
DIAsorce (RIA) 17-OHP Sostanze chimiche affini all'analita <1,07% /
Emoglobina >500
Bilirubina >100
Lipemia >1000
Demeditech diagnostic (RIA) 17-OH Progesterone Spironolattone N/D N/D
Anticorpi eterofili N/D N/D
MAGLUMI (CLIA) 17-OH Progesterone Contaminazioni batteriche N/D N/D
Anticorpi eterofili N/D N/D
IDS (CLIA) 17-OH Progesterone / / /
Chromsystems CE-IVD (LC-MS/  Steroids Panel 1 and Panel 2 Metilestrenolone N/D N/D
MS)
Eureka/Sentinel Diagnostics CE-  Ormoni steroidei sierici / / /
IVD (LC-MS/MS)
Recipe CE-IVD (LC-MS/MS) Steroids in Serum/Plasma / / /
Waters CE/IVD (LC-MS/MS) 17-Hydroxyprogesterone
ELISA: enzyme-linked immunoassay, CLIA: chemiluminescence immunoassay, RIA: radioimmunoassay. N/D: non dichiarato.
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DETERMINAZIONE DEL 17-OH PROGESTERONE

mite di rivelabilita ovvero il limite inferiore di concentra-
zione sotto il quale il campione non puo essere rivelato o
quantificato con sufficiente probabilita statistica (/imit of
quantification [LoQ]).

Il metodo IUPAC consente di calcolare sia il LoD che il
LoQ. Il LoD scaturisce dal contributo somma del segnale
del campione del bianco e k volte lo scarto tipo del bian-
co. La formula che porta al calcolo del LoD ¢: LoD = xB
+ kSB dove xB ¢ la concentrazione media ottenuta dalla
ripetizione di almeno cinque campioni “bianchi”; SB ¢ lo
scarto tipo emerso della ripetizione dei cinque campioni
“bianchi” e k ¢ il fattore scelto in funzione del livello di
confidenza. Il calcolo del LoQ ¢ funzione del contributo
della somma del segnale del campione bianco e k volte
lo scarto tipo del medesimo campione per cui LOQ = xg
+ kS, dove: Xj: ¢ la concentrazione media ottenuta dal-
la ripetizione di almeno cinque campioni “bianchi” o con
concentrazioni molto piccole dell’analita oggetto di pro-
va; Sy ¢ lo scarto tipo emerso della ripetizione dei cinque
campioni “bianchi” o con concentrazioni molto piccole
dell’analita oggetto di prova e k ¢ un fattore scelto in fun-
zione del livello di confidenza desiderato.

Con il passare del tempo ci si ¢ affidati sempre piu a
metodiche immunometriche automatizzate, specifiche, ca-
ratterizzate da basso limite di rivelazione (la rilevazione a
basse concentrazioni € un limite fisico dei metodi competi-
tivi non facilmente superabile) e alta produttivita analitica
garantite dalla disponibilita di dispensatori, lavatori, lettori
ed elaboratori del segnale automatici. Sebbene tali metodi-
che siano rapide, sufficientemente precise ed accurate per
test di primo livello nel Laboratorio di Biochimica Clini-
ca, il loro punto cruciale risiede da sempre nell’affinita di
legame analita/anticorpo misurato attraverso la costante di
affinita o costante termodinamica di equilibrio:

[An—Ab]eq

Keq= [Ab]eq[An]eq

un anticorpo idoneo per lo sviluppo di metodi immuno-
metrici ha una Keq <10°-1012/M).24 Una fase prelimina-
re importante per I’analisi qualitativa o quantitativa degli
steroidi puo essere I’estrazione dalla matrice biologica da
esaminare con miscele parzialmente idrosolubili di sol-
venti organici (alcool-etere, metanolo/cloroformio) che
solubilizzano i lipidi e li separano dagli altri componenti.
Alcune metodiche immunometriche al fine di aumentare
I’affinita di legame antigene/anticorpo suggeriscono di se-
guire dei protocolli di preventiva estrazione degli steroidi
con solventi organici per migliorare la specificita anticor-
pale.?4. 25 In alcune metodiche si raccomanda di eseguire
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I’estrazione con etere prima del test di 17 OH-P (per esem-
pio: Demeditech diagnostic - RIA).

Dal momento che I’ottimizzazione dei diversi parametri
quantitativi e sperimentali, finalizzata all’incremento della
specificita di legame antigene-anticorpo e all’abbattimento
delle sempre piu ampie classi d’interferenti ¢ rimasto nel
tempo una grossa limitazione si € passati a tecnologie piu
complesse e piu affidabili quali la spettrometria di massa
in combinazione alla cromatografia liquida ad alta presta-
zione (ultra-performance liquid chromatography [UPLC])
ovvero la LC-MS/MS. Tale tecnologia si basa sul princi-
pio secondo il quale ¢ possibile separare una miscela di
ioni in funzione del loro rapporto massa/carica mediante
I’applicazione di campi magnetici statici e/o oscillanti. Le
molecole del campione sottoposte a ionizzazione ad ope-
ra di un fascio di elettroni a energia nota poiché instabili
si frammentano in ioni piu leggeri secondo schemi tipici,
funzione della loro struttura chimica.

Gli analizzatori a triplo quadrupolo, costituiti da due
singoli quadrupoli e una cella di collisione interposta, ga-
rantiscono in un unico strumento selettivita, ripetibilita e la
velocita del singolo quadrupolo oltre a fornire la possibilita
di effettuare spettrometria di massa tandem (MS/MS). La
modalita tipica di acquisizione per tali strumentazioni ¢ la
single reaction monitoring (SRM) o la multi reaction mo-
nitoring (MRM). In questa modalita i due quadrupoli la-
vorano in modalita SIM (selected ion monitoring), ovvero
effettuano un monitoraggio degli ioni selezionati mentre la
cella di collisione provvede alla frammentazione degli ioni
precursori provenienti dal primo quadrupolo. L’analizza-
tore di massa a quadrupolo funziona quindi come una sorta
di filtro selettivo di ioni in quanto convoglia gli ioni del
campione al rivelatore sulla base del loro rapporto massa/
carica (m/z) trasmettendo solo il segnale relativo allo ione
selezionato e consente di esplorare in sequenza I’intero
campo di massa di interesse (scansione).

Nello specifico nella modalita di MRM, il primo e se-
condo quadrupolo vengono impostati staticamente su di
uno specifico rapporto massa/carica (m/z) in modo tale
che, nel primo analizzatore (MS1) viene discriminato lo
ione molecolare dell’analita e sono esclusi gli ioni con un
altro rapporto m/z, mentre nel secondo analizzatore (MS2)
viene rilevato lo ione frammento caratteristico ottenuto
dalla frammentazione dello ione molecolare nella camera
di collisione. Il vantaggio dell’uso della modalita MRM
correla con una sensibilita ed una selettivita di quantifica-
zione particolarmente elevate.

Allo stato attuale la metodica di HPLC o UPLC-MS/MS
fornisce specificita, precisione e limite di quantificazione ne-
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DETERMINAZIONE DEL 17-OH PROGESTERONE

uso di volumi minori con la
preparativa e I'analisi in Massa

migliore qualita del segnale

incremento della riproducibilita del segnale,
funzione dell'incremento nell’intensita del segnale

monitoraggio proattivo
dei livelli di matrice durante I'analisi

Caratteristiche dell’analisi in LC-MS/MS

*  tempi rapidi

* altarisoluzione

* alta sensibilita

* abbattimento dell’'effetto matrice
* minore dispersione

* minore «effetto trascinamento»

Figura 2.—Principali vantaggi della metodica LC-MS/MS.

cessari per una misura affidabile degli steroidi nei fluidi cor-
porei, migliorando le possibilita diagnostiche, in particolare
quando risulta possibile visualizzare un intero profilo steroi-
deo per paziente. I principali vantaggi della LC-MS/MS con-
sistono nella misurazione simultanea di molti analiti e nella
maggiore specificita rispetto ai metodi immunochimici, oltre
che nell’assenza di interferenze da farmaci (Figura 2).

Non ¢ da sottovalutare inoltre come I’impatto della non
sempre adeguata efficienza di dosaggio degli ormoni ste-
roidei mediante metodiche immunometriche in alcuni cam-
pioni con interferenze, ha comportato negli ultimi anni dei
costi diretti ed indiretti dovuti all’incertezza nella diagnosi
e nell’approccio terapeutico. Al problema della qualita del-
la determinazione di tali ormoni si associa il problema del
limitato numero di ormoni steroidei misurabili nel laborato-
rio clinico mediante metodiche immunometriche e/o RIA.

La spettrometria di massa per lo studio
del pannello degli ormoni steroidei

I kit certificati CE-IVD per I’analisi del 17-idrossipro-
gesterone in LC-MS/MS nel siero o plasma offrono dei
vantaggi a livello di sensibilita e specificita, funzione sia

8 LA RIVISTA ITALIANA DELLA MEDICINA DI LABORATORIO

di una preparativa del campione ottimizzata per una mi-
gliore estrazione degli analiti, che di una strumentazione
affidabile in termini di sensibilita e robusta in termini di
specificita e riproducibilita (Tabella I). La maggior parte
dei kit certificati consente inoltre di effettuare la determi-
nazione quantitativa degli ormoni che si trovano a monte
e a valle del 17-OHP quali I’androstenedione, il cortisolo,
il cortisone, il corticosterone, 1’11-deossicorticosterone,
I’11-deossicortisolo, il 21-deossicortisolo, il deidroepian-
drosterone (DEA), il deidroepiandrosterone (DEAS), il
diidrotestosterone (DHT), I’estradiolo, il progesterone e il
testosterone (Figura 3).26.27

In particolare, mediante protocolli di preparativa del
campione per la spettrometria di massa, si effettua la de-
terminazione sia degli steroidi liberi che legati a proteine
carrier in campioni umani di siero o plasma. Dato che la
maggior parte degli steroidi sono legati alle proteine, la
preparazione del campione per la spettrometria di massa
prevede ’aggiunta di una soluzione di estrazione che por-
ta alla dissoluzione del legame proteina carrier-steroide
ed al loro rilascio. L’ulteriore vantaggio della preparativa
per la massa consiste nell’estrazione in fase solida ad alta
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1-2. DHEAS dé6-
-4, - Estradiolo 5
5-6. Testosterone d3- Testosterone
-8. -Deossicorticosterone
-10. -DHEA
-12. -Androstenedione
-14. 17 idrossiprogesterone
17-18. Progesterone 13C3- Progesterone
L ]
1 '
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Figura 3.—Esempio di cromatogramma con la determinazione contemporanea degli ormoni steroidei.

efficienza su piastre SPE (solid phase exctraction), nella
marcatura di ogni specifico analita con uno standard inter-
no marcato con isotopi che garantisce risultati quantitativi
riproducibili e affidabili e nell’essere esenti da potenzia-
li sostanze interferenti presenti nel siero degne di nota in
grado d’influenzare i risultati quantitativi.

Per quanto concerne la strumentazione usata per la de-
terminazione di queste molecole, su mercato vi ¢ una vasta
gamma di sistemi LC-MS/MS costituiti generalmente da
un cromatografo liquido (HPLC o UPLC I-Class) in grado
di consentire la realizzazione di una cromatografia liquida
ad ultra-alta prestazione e a bassa dispersione, ottimizzata
per trarre i massimi benefici in termini di risoluzione e sen-
sibilita e da uno spettrometro di massa in tandem a triplo
quadrupolo, rispondente alla direttiva 98/79/CE in tutte le
sue parti e in grado di supportare I’uso di kit diagnostici
certificati (CE-IVDR).

Disponibilita di mercato
(prodotti con marchio CE)

Nella Tabella I sono descritte le informazioni disponibili
per i principali kit in commercio per la determinazione del
17-OH progesterone.

Vol. 20 - No. ??

Caratteristiche post-analitiche
Refertazione

Unita di misura: nmol/l, ng/ml, ng/dl. Fattore di conversio-
ne (1 nmol/l = 0,33 ng/ml).

Intervalli di riferimento: poiché il 17-OHP presenta in-
tervalli di concentrazione diversi per sesso e fasce di eta, i
valori di riferimento dovrebbero essere differenziati alme-
no per queste caratteristiche, con una specificita nell’eta
neonatale poiché i livelli di 17-OHP sono normalmente
elevati alla nascita e diminuiscono rapidamente durante i
primi giorni postnatali.28-30 Negli ultimi dieci anni, I’in-
troduzione della LC-MS/MS ha comportato una rivalu-
tazione dei valori di riferimento ed ¢ pertanto consigliata
I’indicazione della metodica utilizzata.

Armonizzazione dei risultati

La cromatografia liquida accoppiata alla spettrometria di
massa tandem pur essendo di immediata applicabilita nei
Laboratori di Biochimica Clinica non sempre fornisce dei
risultati che possano consentire di effettuare dei confronti
metodica e/o strumentazione dipendenti.

L’importanza della necessita di valutare questo aspetto

LA RIVISTA ITALIANA DELLA MEDICINA DI LABORATORIO 9
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¢ confermata dal fatto che esso rientra tra i requisiti dello
standard internazionale per 1’accreditamento dei laborato-
ri medici, la norma ISO 15189:2012. Al punto 5.6.4, in-
fatti, si declina la necessita di definire delle modalita per
confrontare procedure, strumenti e metodi e di stabilire la
comparabilita dei risultati ottenuti sui campioni dei pa-
zienti lungo intervalli clinicamente appropriati.

Raccomandazioni del GdS-EMM

* In tutte le condizioni cliniche che si manifestano con
iperandrogenismo, il 17-OHP dovrebbe essere misurato
per la diagnosi differenziale con I’iperplasia surrenalica
congenita.

* Nei soggetti sintomatici, dopo 1’infanzia, per lo scre-
ening della SAG si consiglia di dosare il 17-OHP su cam-
pioni di siero ottenuti prima delle 8:00 del mattino e nelle
donne nella fase follicolare, utilizzando la metodica LC-
MS/MS.

* In presenza di concentrazione basali di 17-OHP >2,0
ng/ml, ¢ indicata la sua determinazione dopo la stimola-
zione con I’ormone ACTH (250 pge.v. o i.m.).

* Il referto di 170HP deve riportare 1’intervallo di rife-
rimento specifico per genere, eta, metodo e/o analizzatore
usato per la determinazione.

* Ogni laboratorio che misura e referta il 17-OHP deve:
1) disporre di una competenza adeguata; 2) essere dispo-
nibile a dare consulenza al clinico di riferimento e al pa-
ziente riguardo I’interpretazione del risultato refertato; 3)
essere in contatto con clinici di riferimento con cui valuta-
re collegialmente quadro clinico e quadro biochimico dei
casi che lo richiedano.
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