Influenza del tracciamento “ad occhio” della curva
di taratura nei dosaggi radicimmunologici

Franco TAGGI(*) ¢ Onorrro LOSTIA
Laboratori d&i Chimica

Riassunte. — Il tracciamento « ad occhio » della curva di taratura
introduce una variazione non contrellabile sui risultati in un dosaggio radio-
immunologico. La stima di questa variabilith & stata effettuata esaminando
i risultati ricavati da sette operatori su dati prefissati {relativi al desaggio
di insulina umana), per curve tracciate sia nello spazio dese-risposta (B/B,
vs. Dose) che nello spazio trasformato linearizzante logit—log.

I risultati degli operatori presentane una dispersione attorno alla lore
media (per medie ™ 15 1 U/ml} con coefficiente di variazione relativamente
costante nei due spazi (4-8 %,). Questa variabiliti aumenta per risultati
ricavati nello spazio logit-log su curve di taratura non sufficientemente
lineari. _

Le medie delle concentrazioni ricavate dagli operaton: nello spazio logit—
log sono mediamente superiori del 5 %, delle corrispondenti dello spazio do-
se—risposta, per dosi superiori a 50pU/ml. Anche in questo caso la differenza
aumenta all’aumentare della non-linearita della curva di taratura e raggiun-
ge valori intorno al 10 9%,

La variabilita studiata non sembra influire nello studio dinamico della
dose, mentre appare chiara la sua importanza neila valutazione del singolo
risultato.

Summary (Influence of the « by eye » plotting of the standard curve on
a radioimmunoassay). — The « by eye » plotting of the standard curve
introduces a random variation on the results in a radivimmunoassay,

The evaluation of this variability was carried out from the results ob-
tained by seven operators on prefixed data (relative to a human insuline
assay) for curves traced either in dose-response space (B/B, va. Dose) or
in logit-log space.

The results obtained by the operators show a scattering around their
mean (for means > 15uU/ml) with a fairly constant variation coefficient
in the two spaces (4-8 9%).

(*) Boraista dei Laboratori di Chimica.
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This variability is increased by results obtained in logit-leg space for
insufficiently linear standard curves.

The means of the concentrations obtained by the operators in logit—
log space are averagely 5 %, higher than the corresponding ones in dose-
response space for doses > 50p.U/ml.

This observed difference increases with the increasing of nop-linearir:
of the standard curve and reaches values aroand 10 9.

This variability does not seem to affect the dynamic study of the dose,
while it's importance in evaluating the single result is evidem.

INTRODUZIONE

Nei dosaggi radicimmunoclogici la stima delle concentrazioni incognite
si cifettua wutilizzando opportuni segnali relativi ai campioni in esame ed
una curva di taratura che rende conto di come varia la grandezza misurata
a] variare della concentrazione dell’antigene non marcato presente nel si-
stema di reazione (Lostia, 1973).

A parita di segnale la concentrazione risultante dipendera percio dal-
I'andamento della curva di taratura. In generale, st non viene utilizzato
un procedimentn matematico, si avra sul risultato una variazione dipendente
esclusivamente da come Poperatore ha tracciato la sua curva, variazione
che andri ad aggiungersi a quelle che gid influenzano il risultato stesso.
Da pil parti & stata posta in luce la npecessitd di automatizzare in questi
dosaggi le operazioni di calcolo, sia per risparmio di tempo che per una
maggiore affidabilitd dei risultati. A questo scopo sono stati messi a punto
diversi programmi di elaborazione che automatizzano I'intero procedimento
di calcolo delle concentrazioni, compresa la determinazione della curva di
taratura {Arricuccr et al., 1972; BurceR et al., 1972; COSTANTINI et al.,
1974; DuppLEsON et al., 1972; Ropparp & Coorer, 1970; [RopBarp &
LEwaLp, 1970; RoLLERT et al., 1973; ViviaN & LABELLA, 197]; WiLsOoN ef
al., 1971}

Una realistica alternativa ai grossi computers impiegati nei lavori suc-
citati appare l'use di microcomputers, la cui presenza nel laboratorio di
analisi & per il momento limitata, ma per i quali sono stati gia realizzaii
numerosi programmi,

Dunque, 'uso corrente per ricavare le concentrazioni dei campioni in-
cogniti ¢ ancora quello di tracciare « ad occhio » la curva di taratura e questo
sia per la difficolta dei piti ad accedere ad un centro di calcole oppertuna-
mente attrezzato, sia per la complessita d’utilizzo dei programmi da parte
dei non specialisti.

Poiché la situazione non sembra destinata a modificarsi sostanzialmente
a breve termine, appare di interesse valutare 'ordine di grandezza della
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variazione introdotta dall’operatore sulla concentraziome stimata, in modo
da poterne tenere debito conto nella fase di utilizzazione dei risultati del
dosaggio, in particolar modo quande questi debbano venire esaminati sin-
golarmente ¢ non come insiemi di valori tra loro dipendenti {curve di sti-
molazione},

Lo studio descritto nel seguito & state effettuato al fine di valutare in-
dicativamente questa influenza,

MATERIALI E METODI

Nei dosaggi radicimmunolegici per il tracciamento della curva di tara-
tura possono essere utilizzati diversi tipi di rappresentazione che riportano
su un asse una misura della concentrazione ed in corrispondenza sull’altro
asse il valore del segnale o una sua trasformata,

Tra le possibili abbiame scelto le due che, in base ad un esame della
letteratura, sono risultate le pin diffuse e rappresentative.

La prima rappresentazione utilizza come variabile indipendente la con-
centrazione di antigene non marcato e come segnale il rapporto B,/B,, dove
B, rappresenta la frazione di radioattivita legata all’anticorpo in presenza
di una generica quantitd di antigene non marcate e B, la frazione legata
quando la concentrazione di quest’ultimo & uguale a zero. Nel seguito ei ri-
ferireme a questa rappresentazione indicandela per brevitd come « spazio
dose-risposta ». La seconda rappresentazione, che utilizza invece come va-
riabile indipendente il logaritmo della concentrazione di antigene non mar-
cato e come segnale il logaritmo della quantita (Bi/By)/(1. — Bif/B,), viene co-
munemente indicata come trasformazione logit-log e fu introdotta con V'in-
tento di linearizzare Pandamento della curva di taratura (Ropsarp et al.,
1968), che nello spazio dose-risposta presenta caratteristiche non-lineari di
tipo iperbolico decrescente. Indicheremo nel seguito questa rappresenta-
zione come « spazio logit-log ».

Nella prova sono stati utilizzati i dati di tre esperienze eseguite nel
nostro reparto di radiochimica, relative al dosaggio radioimmunologico
di insuling umana. Le tre esperienze sono state scelte in base al diverso
grado di linearizzazione delle rispettive curve di taratura nello spazio
lngit-log. Una misura di tale linearizzazione pud ricavarsi dall’esame con-
giunto del coefficiente di correlazione r e dell’errore standard SE della
regressione, '

L’esperienza indicata nel codice interno del laboratorio come n. 8 &
stata classificata « buona » (r =-— 0.997; SE = 0.129); la n. 13 « normale »
(r = —-0.990; SE = 0,306); la n. 10, sensibilmente non-lineare, « sigmoi.
dale » (r = — 0.983; SE = 0.408).

dnn, Iel. Super. Senitd (19%71) 10, 47-062
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Per ognuna di queste esperienze sette operatori {due chimici, due fisici
e tre tecnici di laboratoric) hanno ricevuto i dati necessari per il tracciamento
detla curva di taratura (concentrazioni di antigene standard utilizzate e
rapporti di competizione medi Bi/B, corrispondenti (*).

Agli operatori & stato inoltre fornito per ogni esperienza un certo nu-
mero di rapporti di competizione !B/B,|, da cui ricavare tramite la curva
gid tracciata le concentrazioni corrispondenti. L’insieme IB,/B,{ & stato
costruito in maniera da esplorare ogni curva nel suo complesso. Agli ope-
ratori & stato anche chiesto di utilizzare per i loro tracciati una scala pre-
stabilita, in modo da uniformare I’approssimazione grafica e da poter ef-
fettuare un immediato confronto delle varie curve tracciate. Le concentra-
zioni ricavate dagli operatori ed altri dati di interesse sono stati elaborati
tramite calcolatore con programmi in FORTRAN IV appositamente pre-
parati (v. Appendice).

L’impestazione generale ora mostrata permette di isolare, tra le molte
variahili che influenzano i risultati di un dosaggio, quella di nostro interesse,
in quanto nella variabilita delle concentrazioni cosi ricavate interviene sol-
tanto il diverso modo di tracciare la curva di taratura.

RISULTATI E DISCUSSIONE

Nella Fig. 1 sono riportate sovrapposte le curve traceiate dai diversi ope-
ratori negli spazi dose-risposta e logit-log. Risulta evidente dall’esame delle
curve la diversa interpretazione data da ogni operatore ai punti sperimentali.
In particolare, nell’esp. 13 il punto di ascissa 72pU/ml & stato considerato
aberrante da un operatore, per cui la curva cosi tracciata sottostima siste-
maticamente nell’intervallo 30-150 pU/ml.

Un’idea della variabilita dei risultati dei vari operatori pud ricavarsi
in parte dalta Fig. 2 che mostra un esempio di uscita del programma CON-
TRACCIA, relativo all’esp. 13 (spazio dose-risposta), e in termini pili com-
pleti dalla Fig. 3 dove sono riportati i « range » delle determinazioni per
tutte le prove. I risultati ricavati nello spazio logitlog sembrano soggetti
ad una maggiore variazione che non i corrispondenti dello spazio dose-
risposta, in particolare alle alte dosi.

(*) Nell’eep. n® 10 sono stati forniti per il traceiamento della curva di taratura un
numero doppio di dati rispetto alle altre due eaperienze eeaminate; aleuni risultati ad essa
relativi non sono quindi direttamente confrontabili con i corrispondenti della n® 8 e n° 13,
D questo & stato tenuto conto nella fuse di interpretazione dei risultati. Abbiamo preferito
perdere alcune informazioni, piuttosto che rinunciare ad utilizzare per la prova i dati com-
pleti di un’esperienza realmente eseguita.

Ann. Tel, Buper. Sanifd {1974) 18, 47-62
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di « putpmt » del programma CONTRACCIA, Accanto ai rapporti di
competizione propesti sone riportate in alto le concentrazioni ricavate in eorri-
spondenza dagli operatori e nella parte sottostante della figura una serie di pa-
rametri per lo studio dei risultati. Le sigle dei parametri utilizzati nel presente
lavore sono:; MED — media aritmetica delle concentrazioni ricavate; 5D = de-
viazione standard; SD/M = coefficiente di variazione; XMIN = concentrazione
minima ricavata; XMAX = massima roncentrazione ricavata; RANGE = « ran-
ge» delle coneentrazioni.

Ann, Isf. Buper. Saptie (1974) 10, 47-62
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ricavate dagli operatori, Per maggiore chiarezza, i « range » in parte sovrappo-
nentisi sono stati sfalsati nel disegne.

La Fig. 4 riporta 'andamento del coefliciente di vanazione (CV) delle
varie determinazioni verso le medie delle concentrazioni ricavate dagli ope-
ratori, sia nello spazio dose-risposta che nello spazio logit-log,

Confrontando ogni coefliciente di variazione del prime spazio con il corri-
spondente del secondo & possibile utilizzare il test dei segni per valutare se
esiste una sistematicitd nelle differenze osservate tra i coefficienti di va.
riazione nei due spazi. Il test applicate non mostra significativita per le espe-
rienze 8 e 13 (si ha rispettivamente P <7 0.50 e P < 0.62), mentre le dif-
feremze osservate appaiono altamente significative per 1a 10 (P < 0.01). Una
conferma di quanto emerso in precedenza si ricava dal test t di Student per
dati appaiati, eseguito sulle corrispondenti deviazioni standard delle deter-
minazioni degli operatori nei due spazi, che porta alle stesse conclusioni del
test dei segni per i coefficienti di variazione (esp. 8: P =7 0.25; esp. 13: P - 0,70
esp. 1t P < 0,01).

Considerando in prima approssimazione casuali le fluttuazioni del CV
per dosi maggiori di 15 4U/ml (per valori inferiori a questa quantita il CV
tende a erescere molto rapidamente ¢ perde in gran parte il suo significato)
possono essere valutati dei coefficienti di variazione medi (CVM): questi va-
lori, riportati in Tab. 1, sembrano indicare una maggiore stabilita dei ri-
sultati ricavati nello spazio dose-risposta: si osservi il sensibile aumento
del CVM per 'esp. 10 nel passaggio dallo spazio dose—risposta a quello logit-
log. Tutte questo mette in luce come al diminuire del grado di linearizzazione
della curva d¢i taratura diventi sempre pit rischioso servirsi della rappre-
sentazione logit-lng per ricavare « ad occhio » le dosi incognite. La Tab. 2
riporta aleuni risultati di un’analisi per regressione di diversi gruppi di
dati esaminati,

[’aceordo tra le medie dei valori ricavati dagli operatori nello spazio
logit-log e i valori calcolati adattando nello stesso spazio ai punti sperimen-

Ann. e, Super, Sunila (1974 18, 47-62
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tali Pequazione di una retta col criterio dei minimi gquadrati, risulta melto
buono. Mene soddisfacente & il confronto tra le medie dei valori degli ope-~
ratori nello spazio dose-risposta e i valori calcolati mediante un polinomio
di 4¢ grado, i cui coefficienti sono stati determinati applicando il eriterio dei
minimi quadrati nello stesso spazio. L’esame dei dati rivela in questo caso
che il disaccordo si verifica esclusivamente alle alte concentrazioni {100
uU/ml). 11 confronto tra le medie degli operatori nello spazio logit-log e
nello spazio dose-risposta mostra una soddisfacente linearita.

L’esame dei dati mette tuttavia in luce una tendenza dei valori ricavati
uello spazio logit-log a superare i corrispondenti dello spazio dose-risposta
alte medie-alte concentrazioni (=> 50 uU/ml), con la sola eccezione di una
coppia di valori dell’esp. 13, dove la relazione si inverte sensibilmente. Que-
sta impressione ¢ pienamente confermata dal test dei segni che, applicato
alle coppie di medie corrispondenti che differiscano tra loro di almeno 1 uU/ml,
porta ai seguenti valori di rischio: esp. 8: P < 0.01; esp. 10: P <7 0.19; esp.
13: P - 0.01,

11 valore non critico trovate per I'esp. 10 (P =7 0.19) deriva dal fatto che,
essendo in questo caso sigmoidale la curva di taratura nello spazio logit-
log, gli operatori in questo spazio sottostimano in media alle basse concen-
trazioni e soprastimano alle alte; di qui la mancanza di sistematicitd rilevata
dal test dei segni, che deve perd interpretarsi come somma di due sistema-
ticitd opposte che si eliminanoe tra loro agli efferti del test. Si pud quindi
concludere che per concentrazioni superiori a cirea 50 pU/ml i valori de-
terminati « ad oechio » nello spazio logit-log tendono realmente (in media)
ad essere sistematicamente superiori a quelli ricavati nello spazioc dose-
risposta,

TasELLA 1

Valori assunti dal coefficiente di variazione me-

dio CVM (media dei coefficienti di variazione re-

lativi a concentrazioni medie superiori a 15 pU/ml)

nello spazio dose-risposta (DR} ¢ in quello logit-log
(LL) per le tre esperienze esaminate

EIH\\“--\__ Spazio
T DR LL
Esperienza .
, i
L |
I £.5 5.0 i
|
10 5.2 11.6 !
|
| i 6.7 i 7.7
]
| |

Ann, I8, Super. Sanita {1974) 10, 47-62
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Una stima di questa differenza pud ricavarsi dall’esame delle differenze

i it-log - medi —Ti i
( media logit-log ~ media dose-risposta ) % 100, per le coppie

percentuali
\ media dose-risposta

di valori considerate in precedenza.
TABELLA 2

Analisi per regressione di alcuni gruppi di dati di interesse (medie degli

operatori nello spazio dose-risposta e logit-log; valori delle concentrazioni

calcolati tramite computer nello spazio dose-risposta con polinomio di
4° grado e nello spazio logit-log con regressione lineare non pesata).

Per ogni esperienza sonou riportati i seguenti parametri: a - intercetts; b = pendenza:
s, = errore standard della pendenza; SE = errore standard della regressione; r = ceefficiente
di eorrelazione,

I MEDIE OPERATORL (npaziv logit-log) ve. LOGTT COMPUTER
l 1
! 1 l-npnrlenaa e | Esperienze 10 | Esperienza 13
i |
W e e e ‘ 0.31 |—U.49 — 1.98
b ... I 097 ! 1.0 1.02
D Sh e e e R IOV '} B 0,005 0.010
I !
P8E L L., .13 ) 1.01 1.61
T U 11T 1.000 1.000
i : .
MEyrE OPERATORL {spazio dose-Tisposta} ve, POLINOMIO COMPUTER
i
| Erperienza # - Kaperienza 10 | Eaperienza 13
: .
a |- 3.08 421+ — 3.6
; i
B Ce ] 1.1 0.90 1.10
! |
Bh e e | o4z | w056 | 0.2
2 ! 5.Uh ' 1¢.64 | 17.34
|
| T 0.993 | 0.977 ‘ 0.948
MEDIE OFERATOR] {logit-log] vi. MEMY OPENATORL {dose-ridpustn)
1 Esperieuza R | Esprrienza 1 I Esperienza 13
ba L 089 - 3.99 4.60
R T T K - R E 0.95
Db e e e e e e e e ¢.007 | 0.019 0.023
DOSE L e S, 107 i 3.2 4.13
e i 1.000 0.998 | 0.997
|
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Questo tipo di analisi indica che tale ditferenza sistematica & valutabile
ediamente jntorno al 5 9 per esperienze tipo la 8 o la 13, che rispondone
cufficientemente alla trasformazione logit-log, e pud raggiungere valori in-
1orno al 10 % in esperienze con curve di taratura scarsamente linearizzabili,
come la 10. La Tab. 3 riporta i risultati del test dei segni, effettuato in ogni
esperienza rispetto alle medie deile determinazioni degli operatori.

Si osservi che due degli operatori in un caso sottostimanoe e in un altro
soprastimano significativamente rispelto alle medie. Nell'ipotesi che tali
medie siano un riferimento rappresentative, segue che la variabilita intro-
dotta dall’operatore pud essere anche di tipe casuale, oftre che sistematico.
Non sembra quindi ragionevole sperare di poterla in qualche modo sottrarre
sulla base di un certo numero di esperienze precedenti.

Por valutare indicativamente l'influenza della variabilita studiata su
un andamento dinamico {curva di stimolazione} sono stati utilizzati parte
dei risultati ricavati dagli operatori, scegliendo valori medi di dose quali
cuelli che possono presentarsi in una cnrva di carico orale da glucosio. Le
curve cosi ottenute sono riportate in Fig. 5. Dall’esame di questi andamenti
non sembra che la variabilita introdotta dall’operatore influisea in maniera
sensibile nello studio dinamico della risposta alla stimelazione.

CONCLUSIINI

Alla Iuce dell’analisi dei dati raccolti si pud concludere che il traccia-
mento « ad occhio » della curva di taratura introduce una variabilitd non
controllabile sul risultato finale del dosaggio, della quale il coefficiente
di variazione medio €VM in precedenza intredotto pud fornire una
stima.

Dai valori osservati del CVM e dall'esame dei risultati degli operatori
si pud inferire che le dosi ricavate dai diversi operatori potranno differire
rea loro fino a 15-25 9, sia per risultati ricavati attraverso tracciamento
della curva i taratura nello spazio dose-risposta che in quello logit-log.
Questa variabilita sembra aumentare molto rapidamente sino a valorl in-
torno al 15 9/, per risultati ricavati nello spazio logit-log su curve di tara-
tura sensibilmente non-lineari, come rilevato nell’esp. 10.

[ risultati ricavati nello spazio logit-log risultano in media superiori
del 5 9 di quelli ricavati nello spazio dose-risposta, per concentrazioni mag-
giori di 50 uU
intorno al 10 9, nel caso di curve non sufficientemente linearizzabili, il cui
andamento porta, d’altro canto, a sottostimare le basse dosi. La varabilita
tra operatori tuttavia non sembra influenzare sengibilmente I'andamento
dinamico defla risposta ad una stimolazione.

/ml. Tale differenza si accentua e raggiunge valori in media

Jnn, Isf. Nupee. Sepifd (1974 10, 17-62
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Fig. 5. — Andamenti sotto carico simulati utilizzando parte dei risultati degli operatori.

Nella fignra sono stati riportati i « range» delle concentrazioni ricavate nello
spazio logitJdog e nello spazio dose-risposta.
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Appare raccomandabile, in particolar modo quando in sede elinica deb-
bano essere utilizzati valori singoli € non curve di stimolazione, servirsi di
procedure matematiche per il calcolo delle concenirazioni incognite.

Se queste non fosse possibile per mancanza di un ideneo sistema per
Pelaborazione automatica dei dati, & consigliabile ricavare le dosi diretta-
mente nello spazio dose-risposta (Bi/B, vs. dose), essendo 1 risultati ivi et-
tenuti dall’'operatore meno influenzati dalla posizione relativa dei punti dellz
curva di taratura che non quelli ricavati tramite la rappresentazione logit-log.

APPENDICE.

Programma CONTRACCIA. Questo programma analizza insieme delle
concenliraziont ricavate dagli operatori, calcolando in corrispondenza di
ogni gruppo di dati una serie di parametri di interesse (media, varianza.
deviazione standard, errore standard della media, coefficiente di variazione,
valore massimo e minimo, range, ecc.). Il programma esegue anche altri
controlli non riportati nel presente lavorn. CONTRACCIA fa uso delle SDU
{subroutines di utilitd) MEVAS, MORDIN, MAXMIN (Tacc1, 1974 o) ¢
LOGIT (Tace1, 1974 b). La lista di CONTRACCIA & riportata alla fine della
presente appendice (Fig. 6).

Programma REGRI. Questo programma esegue 'analisi completa delle
regressioni di interesse. REGRI fa nso delle SDU RET3 e CORE (Tac-
c1, 1974 b).

Programma TSI}, (Questo programma & stato realizzato per 'esecuzio-
ne del test t di Student per dati appaiati sulle deviazioni standard delle
determinazioni degli operatori nello spazio dosc-risposta ¢ logit-log.

TSD fa uso della SDU TITEST (Tacer, 1974 a}.

Programmae LOGITFIT. Questo programma determina i parametri
della retta di regressione nello spazie logit-log e i coefficienti del polinomio
di 4¢ grado nello spazio dose-risposta; caleola, inoltre, le dosi cerrispon-
denti ai rapporti di competizione utilizzati dagli operatori per ricavare le
concentrazioni incogaite.

LOGITFIT é stato costruito con i moduli matematico—statistici di base
del programma SATAN (Tacc1, 1974 ¢) e fa uso delle SDU LOGIT, MULRE,
SELNO ed INVERT {Taccr, 1974 b).

Gli AA, desiderano ringraziare il Prof. C. Rossi per i consigli riguardanti I'impostazione
generale del lavoro; 3. Colimegno, A. Costantini, E. Maroceia, G. Persichelli e D. Zorretta
per aver partecipato alla prova; il Prof. G. Farchi che ha messo a disposizione 1'elaboratore
IBM 7040 dei Laboratori di Fisica per I'analisi dei dati; I'operatore B, Giuli per la cortese
assistenza durante la messa a punto dei programmi.

Le esperienze di insulina utilizzate nella prova sono state eseguite dai Sigg. E. Maroc-
cia ¢ [} Zorretta.
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istrugioni (linguaggio FORTRAN IV).

Ann, Ist, Super. Sanild

61

{1974) 19, 47-62



62 ESPERIENZE E RICERCIII.

BIBLIOGRAT1A

Anmcucce, A, G. Forti, G. Frorerrl, M. Pazzacri & M. Serto, 1972, In: The Endacrine
Function of the Human Yestis, James, Martini & Serio, Eds, Academic Press, N, Y,
BurcEr, H. G., V. W. K. Leg & G. C. RenniE, 1972, J. Lab. Clin. Med., 80, 302.

CosTanTINg, A., 0. LosTiA & F. Taccr, 1974, RTACLIN SYSTEM: Collection, Elaboration,
Presentation and Filing of RIA Data, presentato per la pubblicaziene.

Duppieson, W. G., A. R, MipGLEY & G. ). NIsWwENDER, 1972. Comput. Biomed, Res. 5, 203,

Lostia, 0., 1973. 11 metedo radisinununolugico: principi, modality e trattamente dei daii,
Appunti dél Corso Intern. Aggiornamento Dieta ed Arterioscleresi, Istivuto Superiorc
di Sapita, Roma 1-3 nov., 1973,

Ropearp, D). & ). A. Coorer, 1970, In: In Vitro Procedures with Radioisotopes in Medicine,
TAEA, Vienna, p. 639.

Robpakp, D). & 1. E. LEwaLn, 1970. dcta Endocrinol., 64, suppl. 147, 79.

RobeaRp, D., P, L. Rayrorp, J. A. CoorEr & G. T. Ross, 1968. J. Clin. Endocrinel., 28, 1412,

Rorrer:, E., P. G. Novario & B, Pacriano, 19737, Nucl. Biel. Med., 17, 128,

Vivian, S. R. & S. LaseLra, 1971, J. Clin. Endocrind., 33, 223,

WiLson, D., G. SARFaTY, B. CLarmis, M, Doucras & K, CrawsHAW, 197]. Steroids, 18, 77,

Tacer, F., 1974 a. Programmi e sottoprogrammi di utilita per elaborazione elettronica —
parte I, Rapp. ISS, Laboratori di Chimica, RDR/74.01.

Tacel, F., 1974 b. Programmi e sottoprogrammi di atilitd per elaborazione elettronica -
parte II, in corse di stampa.

Tacel, F., 1974 ¢. SATAN — Un programma per 'elaborazione di dati di analisi per antu-
razione di legame, in preparazione,

Ann, I8, Super. Sanitd (1974) 19, 47-6¢



