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L'aspetto che rende il dosaggio radioimmunologico particolarmente 
interessante per l'impiego in campo clinico è la possibilità di quantizzare le 
sostanze regolatrici dell'organismo e di valutare così l'efficienza dei mec­
canismi regolatori. 

Se vogliamo tentare una collocazione in lfuelle che sono le tendenze 
della medicina moderna, potremmo dire -con un'estrapolazione però molto 
azzardata - che il dosaggio radioimmunologico degli ormoni, ed in generale 
delle sostanze regolatrici, si proietta verzo la prevenzione dei danni di or­
gano in quelle malattie che sono primitivamente dovute a danno dei mecca­
nismi di regolazione. È chiaro che se in una malattia dovuta primariamente 
a disfunzione del meccanismo di regolazione possiamo svelare la tendenza 
verso la malattia prima che essa induca un danno a livello di un organo o 
tessuto, evidentemente è possibile una prevenzione; nello stesso tempo, 
possiamo vedere una ·proiezione del dosaggio radioinununologico delle so­
stanze regolatrici verso la prevenzione così detta « terziaria » del danno 
riflesso, di natura sistemica generalizzata, che può conseguire ad un primitivo 
danno d'organo. 

È certamente questa la prospettiva nella quale vanno oggi viste le pos­
~;ibilità offerteci dai dosaggi radioimmunologici. Questa visione estrema­
mente promettente ed ottimistica va mitigata però da due ordini di fattori, 
uno di natura teorica, e relativo alla correttezza dei dosaggi, e l'altro rela­
tivo alla correttezza di interpretazione dei risultati attraverso l'analisi della 
Hnivocità di significato di una determinata alterazione della concentra­
:.o:ione di un ormone rispetto ad una determinata condizione patologica. 

fluando andiamo a considerare il comportamento della concentraziom~ 
plasmatica di una sostanza regolatrice dell'organismo, dobbiamo tenere presen­
ti due elementi che condizionano in realtà il livello di questa concentrazione. 
L no è •lato dal meccanismo di r•~golazione in cui I)Uesta sostanza è inserita: 

(*) Tt•sto ripre8o daUa n·~Lstrazione .-lfrttnalll durante il (:onvrgno. 
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ogni volta che un sistema di controllo di una funzione delrorganismn cow­
porta interrelazione tra due o più fattori, è chiaro che la variazioni' di coJI· 

centrazione di una qualunque di queste sostanze deve essere valutata -sem· 
pre alla luce del comportamento dell'intero sistema regolatorio. Ad el\elll· 

pio, se prendiamo il sistema angiotensina-renina-aldosterone, non JIOssiam• • 

pretendere una univocità di comportamento tra livello reninico e gradn di 
ipertensione, perché questo rapporto è modulato dal comportamento di al­
tri elementi eh(~ intervengono in questo sistema regolatorio. D'altra partt·. 
è da tenere presente che i meccanismi di controregolazione e di adattamento 
tendono in generale a riportare i livelli di concentrazione verso il \'alort• 
ottimale medio. Di qui il fatto che molto spesso il puro e semplict' livello di 
una sostanza non riflette la situazione di danno all'interno di un sistema di 
regolazione, perché quest'ultimo si è adattato al danno, aggiustando i pa­
rametri dei vari termini coinvolti in modo tale da mantenere una concen­
trazione che può risultare del tutto normale. 

Qualora il livello delle concentrazioni basali sia non significativo per 
l'indicazione di un certo danno, si ricorre alla forzatura del sistema mediantc 
stimolazione (con carico di sodio per il meccanismo angiotensina-renina­
aldosterone, con carico di glucosio per il meccanismo insulinico, ecc.) r-, 

conoscendo il meccanismo regolatorio, si interpreta la risposta. La modifica 
di cuncentrazione fornisce perciò elementi più validi di quelli che si otten­
gono daUa semplice concentrazione basale e consente spesso di differenziare 
situazioni diverse. 

Indipendentemente dalla radioimmunologia e dalla endocrinologia spl'· 
rimentale, il concetto di forzatura del sistema e di valutazione della rispo­
sta per una miglior stima dello stato del sistema è ben chiaro alla mente del 
medico, in base a procedure correnti di semeiotica funzionale. 

Ma a parte questo aspetto dei meccanismi regolatori - le cui intt'· 
razioni rendono non univoca l'interpretazione dei dati di concentrazione -
esiste un'altra classe di fattori più propriamente di natura cinetica, i quali 
fanno sì che non solo i livelli di concentrazione basale, ma spesso anche lt' 
curve di risposta di concentrazione di una sostanza alla stimolazione, non 
abbiano quei caratteri di univocità che noi vorremmo. 

Se, ad esempio, da un livello di concentrazione insulinica pretendiamo 
di estrapolare delle considerazioni di carattere generale sullo stato del si· 
stema insulinico, o se da una misura di concentrazione dell'ormone di ere· 
scita (HGH) pretendiamo di trarre delle deduzioni sullo stato del sistema 
HGH, dobbiamo tenere sempre presente alcuni limiti. Questi diventano e,·i­
denti se pensiamo che in realtà andiamo a valutare una concentrazione in 
un punto di un sistema complesso, che ha una certa dimensione ed ha so­
prattutto come caratteristica pecu1iar~ un afBusso e deftusso di sostanzf' 
a velocità gcncralme~te molto elevata. 
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Se si considera questo aspetto, la pretesa di giudicare lo stato di un si~ 

;;tema regQiatorio mediante una determinazione di concPntrazione pu& 
essere considerata equivalente a IJuella di un ingegnere che volesse giudicare 
lo stato di un bacino idraulico dal livello dell'acqua in un certo punto; tutti 
quanti saremmo d'accordo nel giudicare quell'ingegnere un folle, perché se 
non conoscesse le dimensioni del bacino e la portata del fiume, dal puro e 
semplice livello dell'acqua ci 1mtrebbe dire evidentemente assai poco sullo­
stato del bacino, Ebbene, non trovandoci in condizioni molto diverse tla 
queste, è chiaro che 11uando noi parliamo di variazioni di'Ila eoncentrazione 
tlobbiamo sempre chiederci se esse riflettano una effettiva variazione della 
11uantità di sostanza disponibile o non, ad esempio, una estensione 1lt'l 
bacino di distribuzione della sostanza. 

Supponiamo che questo non sia vero, che le 1limensioni del bacino della so­
stanza siano cioè rimaste invariate e si possa quindi presumere che un aumento 
tli concentrazione corrisponda ad un dfettivo aumento della •tuantità di 
sostanza. Di fronte a questo aumento della quantità si è portati quasi istin­
tivamente a ritenere che esso df!rivi da un aumento di secrezione della so­
stanza. In realtà questa analogia concettuale - alta secrezione-alta con­
centrazione - non esiste, o 'luanto meno il discorso non è così Sf'mplice. 
L'analogia è valida infatti soltanto a condizione che il meccanismo di deflusso 
,;ia rimasto inalterato, Se IJUesto non è, come accade in alcune situazioni, 
:>ia l'interpretazione 1li una concentrazione basale che l'interpretazione di 
una curva 1la carico possono essere errate. ~ chiaro, ad esempio, che una 
curva di iper-risposta insulinemica in un diabetico si può interpretare come 
dovuta sia ad una esagerata l'lecrt>:tione insulinica, sia semplicemente ad un 
ritardato allontanamento dal circolo dell'insulina secreta. Ecco la non uni­
,·ocità del discorso. 

t}uesto tipo di argomentazione va tenuta presente tutte le volte che si 
interpretano dei dosaggi radioimmunologici di ormoni. M:a come? 

.'fon è un discorso semplice: l'interpretazione dei livelli di concentra· 
:lione di una sostanza regolatrice, basali ed in risposta ad un carico, in una 
determinata condizione morbosa deve presumere una certa conoscenza~ 

per lo meno di carattere generale, di quelle che sono le alterazioni dei due 
fattori prima descritti: le dimensioni del hacino ed il meccanismo tli allon­
tanamento f!f•lla sostanza tlal sistema. 

F. noto ad esempio (mi riferirò a ricerche dd prof. R. ::'liavalesi) che nel 
diabetico il livello della somatotropina risulta spesso innalzato. Che cosa 
nwl dire? Pf'r potf!r ritPnere che IJUCsto corrisponda ad un f'fff!ttivo aumento 
ddla somatotropina si deve rsscre sicuri di 1lue aspetti: l'he le 11imensioni 
dd bacino di rlistrihu:~~ione della snmatotropina sono rimaste invariate (in­
fatti se si fos!!ero ristrette si putrf'bhe avf're una con('entrazione più alta 
pur rt•stantlo la ~ecrczione d1•l tutto normalf') ,. che il mt•ccanismo di allon~ 
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tanamento della somatotropina non sia alterato (se si avesse nel diabetico una 
compromissione del catabolismo della somatotropina potrebbe verificarsi 
un aumento della concentrazione). Esiste un modo specifico per studiare 
nel diabetico il comportamento del meccanismo dcgradativo di una sostanza 
come la somatotropina. Ricerche fatte dimostrano chf• il meccanismo di 
dearance, cioè la velocità con cui la 11omatotropina che si trova in circolo 
viene allontanata dall'organismo, nel diabetico è invariato. Si può dire 
pertanto con tranquillità che le variazioni di concentrazione della somato­
tropina nel plasma riftettono variazioni di secrezione. Ciò non significa che pl'r 
interpretare le variazioni della concentrazione somatotropinica nel diabetico 
si debba misurare in tutti i pazienti la clearance metabolica, però si deve cono­
scere che quella particolare situazione è associata ad un meccanismo di allon­
tanamento di un certo tipo; acquisita questa conoscenza, si è in grado di in­
terpretare le variazioni di concentrazione in quella condizione morbosa in 
modo corretto. 

Un altro esempio: il ricambio dell'insulina nel diabetico. Le ricerche esf'· 
guite hanno stabilito che nel soggetto normale la velocità di allontanamento 
dell'insulina dal sangue è costante ed indipendente dalla eoncentrazionf' _ 
per cui si può dire che in linea di massima - se le dimensioni del bacino 
ineulinico rimangono invariate - tanto più alto è i1 livello secretorio di 
insulina, tanto più alta è la concentrazione plasmatica, dato che il meccani­
smo di allontanamento opera in modo proporzionale alla concentrazione. 

Ma quando si passa da una situazione normale ad una situazione pato­
logica, si deve essere sicuri di poter usare lo stesso criterio interpretativo. 
Nel diabetico questo criterio interpretativo non è più affidabile, essendo il 
bacino insulinico enormemente aumentato. Tessuti che normalmente accn· 
mulano poca insulina ne accumulano molta nel diabetico e quindi la con· 
centrazione che si rileva nel sangue, anche se non differisce rispetto al nor­
male, va sovente riferita ad un pool più grande. Nel diabetico inoltre l'insu· 
lina si accumula in zone da cui viene allontanata con maggior difficoltà 
ed utilizu.ta molto più lentamente; anche il meccanismo di allontanamento 
dell'insulina dal1'organismo è quindi comprome88o. La variazione della con­
eentrasione insulinica nel diabetico deve pertanto essere valutata alla luce 
del fatto ehe l'individuo diabetico ha una estensione del bacino insulinico 
ed una eompromissione del meccanismo di allontanamento. 1: chiaro quindi 
che la curva di iper-risposta nel diabetico può essere dovuta unicamente 
alla diminuita velocità di allontanamento dell'insulina secreta; contribuirà 
anche. -più o meno, l'alterazione della componente secretiva, ma l'esistenza 
4i questo fattore va considerata dopo che sia stato caratterizzato con metodi 
_epporttm.i il meccanismo degradativo dell'insulina. 

Un"altro e&empio abbastanza interessante è dato dalla regolazione di 
.toHeDse vuoattive come l'angiotensina. 

,.4,.,., 1•1. 8wper. Sa,.it<Ì (11>75) 11. 5-Q 
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L'angiotensina ha un livello ematico estremamente basso perché il 
soggetto normale la allontana velocemente dai tessuti. IJ soggetto iperteso 
obbedisce invece ad una regola completamente diversa: aiJontana l'angio­
tensina dal circolo con una velocità che è proporzionale, praticamente, al 
liveiJo della sua pressione arteriosa e ad altri fattori . .€ chiaro quindi che 
se si pretende di interpretare la concentrazione di angiotensina (o di renina) 
nel soggetto normale o nell'iperteso applicando lo stesso criterio, si può 
commettere un sostanziale errore, perché la componente di allontanamento 
è profondamente diversa nelle due condizioni, 

Per concludere, si possono trarre alcune indicazioni di carattere pratico: 
Jaddovc il meccanismo regola torio di un sistema è noto, almeno in gran parte, 
è facile per il medico interpretar!': la direzione delle variazioni di concentra­
t:ione delle sostanze regolatrici, ma ciò non è sufficiente ad interpretarlc uni• 
n1camente. Per arrivare ad una informazione univoca occorre avere tlati 
indipendenti e di C'arattere generale sul comportamento del sistema dal punto 
di vista cinetico, in 'luella particolare situazione morbosa in cui il dosaggio 
radioinununologico viene applicato. 

Via via che si accumula questo tipo di conoscenze ~i è meglio in grado, 
t•-videntemente, ili impiegare quello strumento potentissimo che sono i do­
~aggi radioimmunologici . .Non tenendo presenti queste limitazioni Ili carat­
tere fisiopatologico e concettuale, ma soltanto quelle di tipo tecnico-meto­
,lologico, ci si potrebbe trovare in serie difficoltà. Per il medico che si ap­
presta ad impiegare il dosaggio radioimmunologico nella pratica clinica, è 
Jli",Cf'l!sario quindi non soltanto acquisire le basi metodologiche del dosaggio, 
per valutarne criticamente difficoltà e limitazioni, ma soprattutto rendersi 
conto che la corretta utilizzazione di questo mezzo di indagine particolarmente 
potente, richiede necessariamente un'introspezione più profonda del sistema 
funzionale su cui sta indagando. 
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È chiaro clw ave11Ùo a che far•· con uua rnctodn/o~ia di analisi ciii'. 
soprattutto in qucsli ultimi anni. dalla sua originale applicazione agli or· 
moni proteici si è estf~sa agli ormoni steroidci, dai farmaci agli allergeni. 
coprendu ormai un camJlO di applicazione estremament .. vasto, il tNltativo 
di unificare un diseonw metodologicn in questo campo è co111pito non Jiev•·· 

L'uni(~a via possihilt• pN un discorso di questo tipo è quella di indivi· 
ùuare una matrice comune a tutti i dosaggi radioimmunologici. Questa ma· 
trice trova consistenza neJla struttura stessa del metodo analitico, nelle di'· 
finizioni dei parametri che controllano accuratezza e preci~ione, nella dt·· 
scrizione delle tecniche e delle vie mctodologichc che oggi si stanno hattendn 
- o che si sono battute nel passato - !Jer portare questo tipo di mcto· 
dologia aù un livello acccttahil•· di accuratezza t' di preci~ione analitica. 

Il mt>todo mdioimmunologico (R/1) 

Il RIA consi:st<! essf'nzialmcnte nella reazione chr- intercorre tra la for· 
ma Inarcata di un antigt<-ne e un anticorpo diretto a quell'antigent>; il risul· 
tato della reazione è Ia formazinnc di un complesso antigene-anticorpo. 

La radioattività legata all'antigene presentt' nella reazione, in forma 
tutta libera al tempo zero, sarà ripartita all'equilihrio fra una frazione in· 
dicata con bound (B) e una frazione indicata con .frN' (F). 

Il segnale analitico, l'analogo dell'indicazione SJ'ettrofotometrica uel 
caso di analisi cl1(' utilizzano metodi ottici, è costituito dalla misura della 
radioattività legata alle due frazioni B e F, o alla radioattività legata ad una 
delle due e riferita alla radioatti"·ità totale (si tratta di modi dinrsi di espri· 
mere lo stesso tipo di risultato). 

Quando la reaziont' analitica a'·vicrw in pn~scnza auclw (h•lln stesso 
antigene in forma nativa e non marcata, il proees11o pub ess('rl' schematiz· 
zato oorne il decorso di reazioni competitive che hanno un reatti,-o in co· 
muue, l'anticorpo (Fig. 1). 
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L'effetto della seconda reazione sulla prima sarà quello ùi modificare 
i yaJori dei parametro di misura, cioè della distribuzione della radioattività, 
diminuendo la quota di antigene radioattivo che all'equilibrio si troverà in 
forma Jihera. Il parametro analitico« ripartizione della radioattività» (B/F) 
è chiaramente legato alla concentrazione dell'antigene non marcato presen­
te nel mezzo, 

Ag ANTICORPO 
~ IN SATURAZIONE 

incub&zion• 

/'' {
(A.g-Ab) t- + 
A.g-Ab + 

••• 

l 
OEL COMPLESSO 

( .t.g·Ab). 

••• •• 

\ 
OELL'OAMONE liBERO ,, . 

Fig. L ~ Sc-hema dell'analisi per ~aturazione applicata al <losHggio 
radioimmunologico d~!(li ormoni - (Da: .lnn. [31, -"•!per. 
Sanità, 7. 208 (l97l). 

Va aggiunto a cumplementn di '!Uf'sta succinta descrizione (•) r~he il 
RIA, utiliZJr.ando reazioni che non hanno risposta lineare, è per definizione 
un metodo nel quale si deve procedere costruendo un sistema di taratura 
in cui i ,·aiori del parametro analitico B/F sono correlati alla concentrazione 
nwdianttJ la misura di campioni a concentrazione nota di antigene non 
marcato. Alla curva di taratura ci si rift>rirà per d~finire la concentrazione 
ridi'antigene nel campione incognito, qualora si sia stabilito qual'è la varia­
zion~ (Id rapporto B.:F rlett•rminatn dall'introdu:done del campione in esame 
nel sistema. 

Il problema principale in •JUesto tipo di meto(lologia - come del resto 
•uu:he in ogni altro tipo di metodologia analitica - sta nt'Ue !'aratt!'ristiche 
dci reattivo chiavt•, ehe nel caso in oggetto è l'anticorpo. Tutti roloro che l'i 
oef'upano di RIA smw •l'accordo nel ritenere t;he nellt>; caratteristicht> del­
l':wticnrpo end tentativo ,Ji migliorarle vanno .ritrovati da una parte i li­
miti e dall'altra /f' ra~ioni del progresso di questo metodo rwgli ultimi 5 mmi. 

(") p,., "'""'"'' ''""'" v.• Ilo.-.. U. & 1.. li<»m. Aoo. !.<. '"P"· S<mi<ò, 7, 208 
(1971). 
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f. chiarn chi' avendo a chtJ fart• con una metodologia di analisi che. 
soprattutto in questi ultimi anni. dalla sua originai!· applicazione agli or· 
mnni protcici si è estesa agli ormoni steroidei, dai farmaci agli allergeni. 
eoprendt~ ormai un campo di applicazion(' estrcmameuh• vasto, il tentath-o 
di unificare un discorso metodologico in questo cam}JO è compitt1 non lieve. 

L'unica via possibile per un discorso di questn tipn è quella di indivi­
duare una matrice comune a tutti i dosaggi radioimmunologici. Qul"sta ma­
trice trova consistenza nella struttura stMsa del metodo analitico, nelle d('­
finizioni dei parametri che controllano accuratezza e precisione, nella dt·­
scrizione: delle tecniche e delle vie metodologichr che oggi si stanno battendo 
- o che si sono battute nel passato -- pt'r portare qucstn tipo di mdo­

dologia ad un livello accettabili' di accuratezza e di precisione analitica. 

Il mt•todo radioimmunologico (Rl A) 

Il RIA consiste essenzialmente nella reazione chf' intercorre tra la for­
ma marcata di un antigene e un anticorpo diretto a quell'antigene; il risul­
tato della reazione è la formazione di un complesso antigene-anticorpo. 

La radioattività legata all'antigene presente neUa reazione, in forma 
tutta libera al tempu zeru, sarà ripartita all'equilibrio fra una frazione in­
dicata con bound (B) e una frazione indicata con Ju.!l' (F). 

11 segnale analitico, l'analogo dell'indicazione spcttrofotomctrica nel 
caso di analisi che utilizzano metodi ottici, è costituito dalla misura della 
radioattività legata alle due frazioni B cF, o alla radioattività legata ad una 
delle due e riferita alla radioattività totale (si tratta di modi diversi di espri­
mere lo stesso tipo di risultato). 

Quando la reazione analitica avviene in presenza anche dello stesso 
antigene in forma nativa e non marcata, il processo può essere schematiz­
zato come il decorso di reazioni compctitÌ\'c che harmo un rcattivo in co­

mune, l'anticorpo (Fig. I). 

(•) Testo ripreso. dalla rl'!!."istrazione effettuata durante il l:onwgno. 
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Alla reazionr· analitica fondamt'nta!P post"onu afliancar~i due tipi rli 
processi competitivi paralleli. Il primo si verifica m•l ca!'o della presenza. 
nl'l sistema, di una sostanza dotata anch'essa di reattiYitù IH·i confronti 

dt>ll'antigem• la qualr- si pone in cumpetizionr· con il reattivo principal•·. 
Il secondo processo competitivo t- dovuto alla presenza nel sistem\1 

di una sostanza che non sia l'antigene cht; si vuoi wisurare, ma agisca iu 
competizione con l'antigeur· stesso nei confronti dell'anticorpo. A vendo u 
che fare con antigeni che, in genere. si trovano n('] campione in presenza 

di precursori o in presenza di prodotti di dcgradaziotw mr•taholica a strul­
tura similr·. è abbastanza evidentr. comt questo tipo di evenienza rappn·­
s~~nti il tallone di Achille, il rischio più grosso del RIA. 

Arriviamo cosi al tema principale: comi' garantire dw h· perditt~ òi ac­
I'Urutt~zza, dovute a fenomeni del genere indicato, possano essere recuperatt• 
in un dosaggio radioimmunologico? 

Sostanzialmente le vie sono trt:. La più ovvia è quella di far sì che il 
reattivo immunologico l< anticorpo » abbia una specificità tale da eliminart• 
dal gioco gli effetti compl"titivi. 

La seconda via, altrettanto importante. consiste nell'integrare il RIA 
con metodi di separazione non ìmmunochimica, chf" consentano di ripor­
tare il campione a condizioni analitiche più favorevoli perché la reazione 
si possa verificare senza interferenzt·; essa può consistere, per esempio, in 
uno spettro cromatografico preliminare al dosaggio, che consenta di separare 
l'antigene dal competitore a struttura similt•. Questa è stata la via battuta 
originariamente nel caso del RIA degli steroidi, classico e>~empio di gruppo 
di sostanze a struttura estremamente simile. 

La terza soluzione infine è quella di far precedere il RIA da uu tratta­
mento estrattivo che consenta di separare l'antigene da misurare dalle so­
stanze trasportanti che possono competcrt: con l'anticorpo ndla reazioni'. 
Questo si risoh·c, per e~empio, con una estrazione dal plasma ed è ancora 
caratteristico per gli stcroidi nella misura in cui conscntt• l'allontanamento 
delle proteine del siero, leganti nei confronti degli steroidi. 

L'accuratezza nel RIA. 

Le principali sorgenti di errore sistematico che influiscono sull'accuratezza 
del RIA possono derivare: l) da una cattiva classificazione dt>l peso della 
dose, e questo ha come origine una cattiva definizione del valon dello stan­
dard; 2) dalla interferenza sulla reazione antigene-anticorpo; 3) dalla pos­
sibilità che il metodo di misura delle frazioni B e F sia tale da produrrt' una 
misclassificazione delle due frazioni, cioè che valuti la quota B come F, e 
viceversa. Queste tre sorgenti di errore meritano di csF-ere commentate una 
per una, cominciando dalla seconda, che è la più importante, ed abbiamo 

.dtl/1. 1>1. Sup<r. ;,u,.il<i (197fi) 11, 10--ld 
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aià in parte considerata. Il problema della specificità tlel rcattivo tmmuno-
" logico ha avuto sostanzialmente due soluzioni differenti collegate alla distin-
zione., ovvia dal punto di vista della nomenclatura, fra antigeni ed apteni: 
la prima classe corrisponde a quelle sostanze in grado di produrre anticorpi., 
la seconda a quelle sostanze che non essendo dotate di potere antigenico, 
lo acquistano quando sono accoppiate chimicamente ad un supporto di peso 
molecolare ~Sufficientemente elevato. 

Procedure di questo tipo hanno consentito l'applicazione del RIA a 
una :;erie di sostanze che una volta si ritenevano escluse da questo metodo, 
dai farmaci agli ormoni steroidei e così via. 

Il recupero di specificità e quindi di accuratezza si verifica sostanzial­
mente con l'attuazione di due operazioni, L'una, di valore universale per 
entrambe le classi di sostanze sopra citate e di gran lunga più importante, è 
la selezione nella risposta individuale degli anticorpi ottenibiJi per un dato 
ormone. È lungo questa strada che negli ultimi anni il RTA ha ottenuto 
una serie di risultati interessanti, e soprattutto ha recuperato per molti tlo­
~aggi le condizioni di specificità minime richieste per garantire una accura­
tf"zza tollerabile. 

Sotto tale profilo un buon ese.mpio è dato dal sistema angiotensina II., 
caratterizzato dall'esistenza di un precursore a struttura molto simile, l'an­
giotensina I e da una serie di metaboliti dell'angiotensina II anch'essi a 
~truttura molto simile. Il sistema pone così al meccanismo di riconoscimento 
immunolngico un grosso test da risolvere. Quando all'angiotensina II, come 
dose, l'li sostituisca il suo precursore, l'anticorpo può essere perfettamente 
in grado di riconoscere la differenza tra queste due strutture. ma non rico­
rHJscere invf"Ce affatto la differenza tra la struttura {lell'angiotensina II e 
rJueUa di alcuni metaboliti, La sdezione della popolazione di anticorpi ot­
tenuti in uno stesso ciclo di immunizzazione può però consentire di separare 
un antkorpo diverso che riconosce di nuovo l'angiotensina L ma riconosce 
come diverse anche altre strutture simili. 

L"altra operazione., tendente al recupero di specificità e quindi di accu­
ratezza, consiste neJI'intervenire sulla struttura chimica dell'antigene accop­
piando l'aptene al supporto e cercando in qualche maniera di influenzare 
o rli pilotare la risposta immunologica. 

IJuesta alternativa è stata applicata agli steroidi. 
La tPcnica di preparazione 1lei complellsi steroidi-proteina necessari 

per ottenere la risposta immunologica avviene con l'instaura7.ione <li un lc­
òallle ('himico fra una delle fun7.ioni di11ponihili ~ul nudeo ~teroideo e la 
prott·ina di supporto. 

Pl"r ottenere. ad l"sempio, d""gli anticorpi anti--t>stradioln si hanno teo­
ric:nnr•ntf' alcune possibilità utilizzando le funzioni presenti ~ull"anello D della 
~truttura rlello ~teroide per realizzare la posizinnf" rli accoppiamento, ma in 
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questo caso si può g-ià teoricamente preYedl"re quello clw pui1 es~t'n il uwe­

canismo della riRposta immunolof!:ica daYanti ad un simih· coniugato: un a•·­

coppiamcnto lungo questo anello ha molt•· probabilità di dan• orig-ine a siti 
immunologici che non sono in grado di di~tingut're tra rt•stradioln. restron•· 
-e l'estriolo; si ha infatti la prohahilità di schcrmar1~. attraver~tJ meccani.;;m• 
.che non è il caso di discutt'rc qui, quella partc della molecola clw identifica 
lo steroide rispetto ai SUOI competitori. ~~ può tentativamcntt' pensarl' di 
ottener1~ risultati migliori considerando la struttura glohalmentt• l' utiliz­
zando come punto di attacco una posizione della molecola più caratteristica. 
in grado di dare una risposta che identifichi le dìflerenzt> esistenti tra questa 
struttura e le sue due struttun~ competitive. È la strada clw è stata percor:su 
in questi ultimi anni e che, vista nei termini delle considerazioni fatte allu 
inizio, porta ad una migliore specificità e quindi ad una migliore a<'Curatezza. 

Se lungo questa strada sono stati risolti alcuni dei grossi problemi clu· 
influenzavano pesantemente l'accuratezza del RIA, altri se ne sono presen­
tati, relativi allo stadio successivo dt'l dosaggio cioè alla separazioni' dt'llf' 
-due frazioni, B ed F, necessaria per quantificare l'andamento della r1•u­
zion1.". 

Quando la reazionr antÌ~J:ene-anticorpo ha raggiunto il suo equilibrio l' 
-ci troviamo davanti alla necessità di se11ararc la quota B dell'antigene dalla 
-quota F, possiamo scegliere tra due linel' di condotta: la prima, più ovvio1 
-e banalt' essendo il RIA sviluppato~i, it1 origint·, p{'r il dosaggio delle pro-
teilw, era quella di applicart' alla separazioni': della quota B dalla quota 1-' 
le tecniche classich1· fondatl' sulla differenza di peso molecolare (P. M.) 
-che caratterizza le dut' fasi; il comple~so antigt>nt>-antieorpo è ehiarament1· 
H'mprc in vantaggio, in termini di P. M., ri:spetto all'antigene libero. Inizial­
mente tutte h· tecniche erano fondate sul recupero di questa quota, e lung-1• 
il cammino del HlA ci si è accorti, pf'r motivi clu· poi Vl'dremo, chl' ciò era 

molto vantaggioso. 
La seconda linea di condotta prende in -consid1·raziom• il recupero drl­

l'antir;!ene libero che può aYvcnire attraverso diversi meccanismi: la cara!· 
tcristica fondamentale delle procedurt' di qursto tipo è che tutte, in misura 
maggiore o minore, perturbano l'equilibrio che è stato raggiunto dalla rea­
zione e - nella misura in cui lo pt'"rturbano - introducono una potenziai!· 
sorgente di inaecuratczza che pmì essen· recuperata solu a condizione ciH' 
l'efff'tto perturbante sia distribuito egualmente lungo tutti i punti della curva 
-dì taratura e sia garantito uguale per tutti i campioni analizzati. 

Questa non è imprt'sa faeile. Una ddlr tecniche oggi abbastanza diffusa 
pet· la misura della quota F, consiste nt>ll'utilizzare degli adsorbenti che 
siano in g.rado di fissare l'antigene libero, lasciando inalterato il complesso 
antigene-anticorpo. Questi adsorbenti si prestano a separazioni banali, per 
-esempio mediante flocculazione, ma portano in sé un grosso rischio di errorr, 
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tanto più elevato quanto più il reattivo immunochim.ieo, « anticorpo », si 
presenta come un reattivo eterogeneo. ~lentre la reazione antigene-anticorpo 
è un processo reversibile che ha raggiunto l'equilibrio, l'introduzione di un 
adsorbente nel mezzo di reazione comporta l'introduzione di un processo irre­
versibile di adsorbimento dell'antigene sull'adsorbente scelto; questo vro­
cesso irreversibile si pone come competitore del processo di equilibrio, ten­
dendo a spostare l'equilibrio da destra a sinistra e quindi a dissociare il 
complesso antigene-anticorpo. La conseguenza è chiarament~ inevitabile e 
il problema diventa più grave se si pensa che rp1esto tipo di schematizza­
zione non esprime la realtà, cioè che non si tratta di una sola popolazione 
omogenea di complessi antigene-anticorpo. Anche .mpponendo che l'antigene 
di partenza sia omogeneo, non lo è certamente l'anticorpo; abbiamo a che 
fare, cioè, con una serie di complessi antigene-anticorpo che riflette l'etero­
geneità dcll'antisiero d'origine, il quale reagisce in modi diversi all'effetto 
dissociante provocato dall'adsorbente. 

La difficoltà di controllare questa grossa causa di errore analitico nel 
RIA è perciò un problema assai complesso. L'effetto perturbante del sistema 
dipenderà dai tempi di contatto, dalle concentrazioni dell'adsorbente, dalla 
natura dell'adsorbente scelto e si tradurrà sostanzialmente in fenomeni di 
progressiva diminuizione della quota F in presenza dell'adsorbente. 

Questo tipo di cau~;~a di errori sistematici - che per importanza viene 
immediatamente dopo quello che deriva dalla specificità - non è caratteri­
stico solo degli adsorbenti irreversibili, ma è proprietà generale di qualWique 
metodo che ~;~i proponga di intervenire su un sistema all'equilibrio cercando 
di definirne i parametri analitici B ed F, 

Se lavorando in favore della specificità siamo riusciti ad eliminare 
alcWle sostanlliali cause di errore, se con una analisi più approfondita del 
meccanismo dei metodi di separazione siamo riusciti a ridurre alcWle delle 
grosse cause di inaccuratezza metodologica, esiste in realtà un terzo problema 
sorgente di notevoli difficoltà analitiche. ~ la terza causa di inaccuratezza, 
queUa dovuta a errore di classificazione nel peso di dose, che si ricollega con 
il problema degli standard. 

Il RIA ha ereditato direttamente dal dosaggio biologico, di cui è 
naturale continuatore, il problema di definire la natura dello standard, e 
soprattutto di stabilire degli standard che rispondessero a quello che ad 
Pssi si richiede: garantire una continuità di misura ed una risposta confron­
tabile. 

Il discorso degli standard nel RIA è estremamente difficile da fare, 
proprio per la varietà di applicazione che il RIA ha. Se non vi sono difficoltà 
nel caso di composti ~;~emplici come gli ~;~teroidi, esse Sol'gono invece nel caso 
di composti polipeptidici a struttura semplice, e sono dovute al fatto che 
polipeptidi puri difficilmente hanno caratteristiche di standard, malgrado 
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i pro~n~ssi dt•lla sintesi. Il caso df•l!'anp-iotcnsina è clamoroso: dopo anni 
che si lavorava con l'an~iotensina ci Ili è accorti che f!,"li standarrl. con11iderati 
puri, avevano in realtà dei livdli di purezza chf' non superavano il 7U-7.'i'_',,. 
come conseguenza del tipo di tecnica utilizzata fWr separarli. A li\'ellu di 
urmoni proteici il problema è estremament•· j!r:l\'1'. 

/At pred~>iom• /lf'l JUA. 

Accantn allf' sorgenti di errori sistematici csistf' un'altra cate~oria di 
errori, gli errori statistici che accompaguano la misura radioimmunologica; 
questi introducono immediatamente l'importante tematica della sensibilitù 
dd metodo di dosaggio. 

Una delle caratteristiche insite nella struttura dd RIA è clw la sc11~ 
sibilità del metodo dipende completamentf' dall'affinità dell'anticorJ•O uti~ 

lizzato. 

La sperimcntazionc ha dimostrato che la realtà corrisponde in larga mi­
sura al modello elaborato in tal senso da Ekins, in base al quale il sistema 
risponderebbe i11 modo diverso via via chi' la costante di affinità della rl:'~l­

zionc antigene-anticorpo cresce, acquistando in sensibilità, f" - a parità di 
affinità -la sensibilità aumenterebbe via via che la concentrazione df"l rPat­
tivo immunochimico utilizzata pPr l'analisi diventa pil1 piccola. 

Questo concetto. che è un derivato dirdtn rlt•Jia applicazione della legw· 
di massa ad equilibri di questo gener•~. assum.· di'gli aspetti estrcmamenlt> 
importanti Jlf'r quel che riguarda la standardiz,-;.tzionl~ del metodo e la Jlff'­

cisionc della risposta che si ottienf' dall'analisi immunologica: ne deriva dw 
,Jovremmo ricorrere ad anticorpi ad alta affinità, ma essendo questa una 
proprietà talvolta indissociata o spesso dissociata dalla specificità, è neco'S· 
sario selezionare gli anticorpi, ricorrendo alla risposta individuai{', attraverso 
due crittlfi chf' possono risultare contrastanti. A li\'ello dell'assemhlaggio df'l 
metodo di dosaggio, sarà inoltro.• necessario realizzare dei sistemi analitici in 
cui la concentrazione dci reattid sia molto piccola, e questo implica che -
dovP..ndo raggiungert> comunque un valor•· di equilibrio delia nostra reazioni' 
- dovremmo disporre di reattivi in grado di raggiungere l'equilibrio in tempi 
compatibili con un dosaggio analitico normalf'. 

Il problema diventa gravissimo a livdlo dell'antigeni:' marcato, ove in· 
contriamo paradossalml"ntc le maggiori difficoltà, non avendo disponibil1· uu 
meccanismo di selezione, come nel caso dell'anticorpo. 

È a questo livello che C('rchiamo di dare al RIA, originalmentf' svilup· 
pato per la ricerca, dciii' caratteristich•• di praticabilità che lo rendano accet· 
tabilc qualora esso venga considerato come necessario per la routinc clinica. 

Abbiamo quattro vie pt•r produrre gli antigeni marcati essenziali per 
questo tipo di dosaggio. 

.h11. hl. -'"1'"· Sal!ilà (l\17J) 11. l!l-1' 
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Pt>r gli antigeni proteici, che contengono residui di tirosina, la conver· 
~ione in iododerivati mediante iodio radioattivo, è un'operazione apparente­
mente banale, ma difficile da realizzare nelle condizioni di purezza neces­
-~arie per l'antigPne marcato. Per gli antigeni proteici senza tirosina, per i 
quali la marcatura acquista delle caratteristiche di difficoltà, si richiede l'uso 
,Ji tecniche così pesanti sul piano chimico da provocare in essi delle forti 
df'gradaziuni. La via di marcare l'antigene con radioiodio passa per esempio 
attraverso una sua coniugazione con un gruppo di tiro!'ina, e poi la ioda· 

1.ione di qut>l gruppo; ma ciò provoca sempre delle modificazioni strutturali 
tali che in questo caso 8Ì ottengono antigeni marcati a immunoreattività 

molto bassa. 
La Yia più appagante in ternum di RIA per gli apteni che non reagi· 

~cono con lo iodio, è l'utilizzazione delle loro forme marcate con tritio. Una 
.tlternativa possibile è la loro coniugazione cnn un gruppo che sia stato pre­
\iamt>nte marcato con radioiodio; è questa la ,-ia •~he oggi si tende a st>guire 
per la preparazione t li <'strogcni marcati eon I 1". 

Il poter tlisporre di antigeni marcati che abbiano consNvato la quasi 
totalità della ln.ro immunoreattività originale va oggi considerata come con­
dizione essPnziale se vogliamo che il RIA utilizzi in situazione favorevole 
la reazione analitica che ne è alla base; su fJUesta via ci si sta muovt>ndo 
•·on conowguenze ;•strPmamente positivf'. 

T.tt praticabilità del RIA nella routine dinica. 

La considerazione llella praticabilità del metodo è t>~senziale quando il 
metodo debba transire da nn livello d'impiego in laboratori di ricerca alla 
utilizzazione nella routine clinica, e propone il rispetto di una ~erie di con­
dizioni che talvolta sono in contrasto con la natura stessa del metodo. 

Gli dcmrnti di praticabilità di più facile identificazione sono due: l) la 
possibilità lli dosaggio (liretto nel campione. Sotto questo aspetto per quasi 
tutti gli ormoni proteici il problema non l'i pone e stiamo trntando di riso!­
' .. rio per alcuni ormoni steroidei, ma esistono llelle situazioni, come la pre­
-<enza •li proteine competitrici, che rendono una soluzione di questo genere 
··~tremamentc difficile; 2) il tempo di reazione ridotto. t.. questo un demento 
.lppar••ntPmente fondamentale ehe implica tlelle consPgut>nze pe!!anti a livello 
,JeJ dosaggio ste~so in fJUanto <lobhiamo accelerare in (1ualche modo la reazione 
analitica per rPnderla compatibile •~on tf'mpi di dosaggio ddl'ordine llell'ora. 
Pr-r poter ottenere ri~ultati di questo genere. le vie che !!i stanno seguendo 
-uno: 11) il tentativo <li recuperare in antig-enicità con l'antiJ;:ene marcato: 
h) isolare all'intf'rno d<"lla rispn~;ta immunologica antiAieri chf'. oltre ad an•re 
],. l'aratteri!!tiche tli un"ele"·ata affinità l" di un'elevata :<pecificità. ~iano ca­
rattPrizzati <la cinetiche di rPa?.ione t"stn•mamcntc \l"loci. 



L .. possibilità esistono. ma {'omportano ri~chi non liE"\ i: il più f?TU' ~· i· 

ch1·, nella p:erarchia di importanza e!Jt• ~~ {lÌI ai v;1ri <JlH'siti SJWCiti~·i cui 1-i 
yuol1• clw il HL\ risponda, i prnhlcmi della praticahilitil -- l'OIIH' )o;p~:s><o pur· 

troppo acca(),. nd ~f'ttore della chimit·a clinica Ìll p:<'IHTak - \'engano fatti 

pas::;an· a\·anti agli altri. h1·n più importanti, Ji p:arantin: al nwtodo LHTII­
ralt•zza (' la pn•••i!-;iOIH' dw ~li Colu<!'ll\ano una ma~~iuw Jiguità analitil'<~. 

11 temu drlla '\aliditÌI clinica {(to!rinformazimw ott••nuta dal HIA, di 
lUÌ si di!òCUtrrà in qtw~to ConYc~mo. 'a ~cmpre \ j,.;to an chi' alla luc•• drlk 
considerazioni sopra e~> posti' ,. si d,.,,. andare molto cauti 1wl Jll'HSar•• clw 

proeedinwnti di qUf•sto tipo - caratterizr.ati da p:ro><.~o· !lillieoltà nwtodolo­

giclw -- possano I'S~I'n: tranquìllanwntt· utilir.zati IH'Ila routÌIII' clinin1 senza 

por~i il prohlema analitieo 



Valutazione e standardizzazione 
dei dosaggi radioimmunologici 

I. ){ASI 

Gli ormoni dosabili con metodi radioimmunologici sono ormai molto 
numerosi; la lista riportata in Tab. l è certamente incompleta e suscettibile 
di continuo aggiornamento, ma ciò nonostante può dare un'idea della vastità 
Ji questo settore specialistico ddla chimica clinica. 

Il dosaggio radioimmunologico (RIA) si basa sull'interazione di agenti 
chimici specifici, in accordo con la legge di massa, e sulla situazione di com­
petizione che si crea - in presenza di una quantità limitata del reagente -
tra la sostanza da dosare e l'analoga sostanza marcata, alla quale si attribuisce 
la funzione di indicatore: 

_\.g + Ag' + Ab ~ .-\gAb + Ag' Ah 

Ag =Antigene (ormone da dosare) 
Ag'= Antigene marcato (ormone radioattivo, indicatore) 
.\.b =Anticorpo specifico (in quantità limitata rispetto ad Ag', reagente) • 

. \.ttraverso la separazione dei prodotti marcati presenti all'equilibrio e 
la misura della ripartizione della radioattività fra la forma libera dell'ormone 
marcato (Ag') ed il suo complesso (Ag'Ah) si ottiene una stima della quantità 
di ormone da dosare (Ag). In procedimenti analitici complessi, di cui il RIA 
applicato agli ormoni è un esempio, alcuni fattori non specifici possono in­
fluire sulla reazione chimica ed inoltre la presenza di fattori specifici quali, 
in questo caso, proormoni e frammenti molecolari, antigeni ormonali e anti­
corpi affini, ecc., possono altr,rare la specificità della immunoreazione provo­
cantlo rr-azioni intf~rferenti. 

La .~tandardi:zazione dei dosa,l{gi radioimmunologici 

TI termine « standardizzazione >> può essere applicato al RIA, {'ome 
olel rrsto alla maggior parte delle procedure analitiche di laboratorio, per 
.•ignificare «definizione dt•lle caratteristiche di qualità, compresa la con-
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Principali ormoni do>~ahili mediante metodi RIA 

~~-~----

Omwrlo f!Pplidin 

ln~uhuu 

Orm~111~ di rre~I'ÌI;o (}11_;.11) 
SomatomammntroJ>Ìna l'orioniea (HCS) 
(;onadotropina "orinnint ( HCG) 
Ormoni' luteinizzant~ (LH) 
Ormone follil'olo~timolautt• (FSII) 

Tirotropina (TSH) 
Prolattimo 
Glueagmw 
Onnont• paratìruidt•o (PTH) 
Ormour mrlanofnm stimolant~· (I\1SH) 

Adremworl io·otrnJ,ina ( •\CTH) 

Tiroealo·itunÌII" 

An!!:iotcn~iu" l 
An!!:Ìot~n-•ina II 
Yasopprc'"ina 
Ossitot·in" 
Bradikini1oa 

Ga~triu" 

Serri'IÌna 

Cokdstol..inim> 

Ormoni """ p~pli<liri 

Aldostuom· 
Progçsterm,.. 

ll-idrussipro!!:'-"81~ron~· 

Te~tostuom· 

Di idrotestostemw· 

Estradiolo 

E~triol•• 

Estrouo· 

2-idro,•i•·•trn•••· 
Prostaglandiow 

TriiodotiroltÌII" 
Tiroximt 

sen·abilità di quest{' nel tempo. in modo da garantir~· nell'applicazioni' l'af­
fidabilità del metodo pl"'r quanto riguarda la precisiunr c !"accuratezza dt•i 
risultati ottenibili »: il termim· « ml"'tndo >> sta a significart• l'intero si"t~·n1a 
«procedura analitica/ reagl'nti specifici>>. 

Lo stato di« standardizzazione » dci metodi puì1 csM'rt' di'finito attra­
verso la valutazion(" di alcuni indici che, nel loro comple.-so, forniscono una 
stima dd «livello » di standardizzazione. Il livello « ottimalc » di standar· 
dizzazione raggiungibile è condizionato dallo stato d•·ll'artc, ed è migliorabill' 
con il progrl"'dire di questa; la ricerca del livello ottimalt· richied~· un'atti\'iti1 
sprcialistiea che gl'neraltnente vien(' s\·olta in centri di studio spl"'cificament~· 

interessati a problemi di standardizzazione. 
Almeno altrettanto importante però è la \'alutazimw d("l lh·("llu « at­

tuale» di standardizzazionl"' nel laboratorio che impiega il HIA nella ricl"'rca 
clinica o nella diagnostica. Ciascun laboratorio, attraverso J'attuazinm· di m1 

idoneo schema di controlln di qualità di ti1w continuati\'o nel tempo, dr-'"~' 

garantirsi all'interno lo« stato di standardizzazion~· » jll"'r tutti qiH'Ì ml"'todi 
di cui fa uso t' ct~rcare di mi~liorarl"', pC'r quanto possibile. il suo livello« a t-
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tua le >). ~on srmpre pcrìt le sntt.lette 'erifiehe n•ngono sntltt' o sono suf· 
ticit'ntt'mentt' approfonditi". Pt•r i metodi RIA l'impt'gno è piuttosto graYoso, 

ma t(ut·~ta motivazione va supt'rata st• non si Y1Wie vrnir meno ad una t'SI· 

"t·nza di fondo. 
c 

ln eJfetti l'nn<•re th•lla valutazioni' e della standardizzazione ricade nun 

~ultanto su eoloro che sonn interessati all'applicazione dei metodi, ma anche 

~u 'Inanti suno impegnati a livt>llo t!i preparazione dei rt'attivi. Infatti la di· 

-ponihilità di rt•atti,-i di lavnrn uniformi e di riconosciuta affidabilità è di 

~raude importanza soprattutto pt'r i laboratori non ~pecializzati, e quindi 

g••nt'r:llmt>nte non attrezzati allo scnpo. 
'i"P\Ia t~himira clinica tradizinnalc si fa uso, per la preparazione dei reat­

ti,-i. •li materiali generalmente tlisponibili in forma stabile e preparati in 

grantli lntti, per i quali è possibile ottenere carattt>ristiehe piuttosto costanti. 
tra t·ui una purez1.a suflìcit•ntt·mt>nte definita t' talvolta anche l'levata. Già 

per materiali di 'luesto tipo - t'J ancora piìt st• si ricorre a loro prt>parazioni 

iu furma di rPattivi cnmmcreiali pronti per l'uso- la ,-alutazione preliminare 
al loro impit·~o IH'r l"est>cn:~~ionc di analisi tli rontiuc è bunna rt'"gola, Prov­

"'dert' a tali' valutazinnc è tanto più imli,pcnsabilc ncl ca~;o di rt'atti'i 
riehit•sti pN il TUA. ovc si deve far rieorso a matcriali di Rtabilità limitata 

(eomt• nt•l caso dt•gli ormoni marcati), non prnducibili in grandi lotti (comt• 

m·l easo tlrgli ()fmtmi tli origine umana da usare come rift'rimento), o di com­

posiziont' enmplt'ssa t• !'Car~amentt' tlt"finita dal punto t!i vista chimicn (cnnw 
twl t'aso dt>ll'anticorpo, ehe di fattn è un antisiPrn parzialmente purificato). 

Per pnter applicare in mutine un dn~aggio TI lA è llt'l't~~sario che siano 

~nthli~fattt> rtut•ste condizinni hast~: 

- ricono8ciuta valitlità del dosaggiu ratlioimmunolnf!:iC() tlt·ll'ormont'. in 
n·lazione alla ~ua attività biologica; 

pos~ibilità tli t!i~pnrre tli antisicri sufficif'ntPmt·nte <'peC'ifici; 

possibilità tli tlisporre di ormoni altamente purificati tla impiegare 
·ta t•nm•~ sn!itanza tli riferimt•nto liÌa pt>r la prt'para1.ione tlt>ll'"rmone marcato: 

~t abilità dell'ormone marcato per un tempo ragiont~vult•. alla attiYitù 
-pct'Itiea ridtif';;ta t!alle t·sigt'n7.e tld dosaggio; 

po~~ihilità tli ;;tantlardizzllrt' ~ia il proct't!imt:nto di d/J.~n,!!'giu t'hl' l'iu­
'il'!llt' dt·i rt•ag~·Ilti e tlt·i rt•attiYi :ul ··~so nt'tT~~ari. 

\lt~unt• di '(tlt',.;tl• c·ontli;dnni a;;~nmono piì1 Ìuij•ortun7.a ,[,•Ile altrt• da 
:1-n <I easo. pt·r i sÌn,!!oli tipi •li •lo~a;:;:;in. 

1: pt·rtanlo nt"et·s~urio ciii' ,.jann tlt•liniti all'uni JIUI'am('!n tli H;llldar­
,[izzut.Ì<>llt' oki rt•agt·nti in l•a~t· a: 

- la ~ct·lta tlt•llt• t•o•1tli1.ioni ottimali tli marrat11ra t' di JHiriiit•aziont· ,],.[. 

••rrn••nt'" mareato: 
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- la valutazioni'- della stabilità dell'ormoni' marcato e la scelta dciii' 
condizioni ottimali di conservazione; 

la valutazione della sostanza usata com'' standard dì riferimento; 

la caratterizzazione dell"antisiero e della sua costanti' di affinità; 

la scelta delle condizioni operative del dosaggio e del sistema di s•·· 
parazione «libero-legato », in funzion;· dellt~ caratteristiche rlei reattiYi 
impiegati. 

Prima di passare alla applicazione del metodo prescclto, al lahoratoriu 
utilizzatore competono ulteriori valutazioni e verifiche; da un lato la ri­
spondenza e le caratteristiche di conservabilità dci reattivi, dall'altro il con­
trollo di tutti gli altri fattori che condizionano la qualità del risultato all'in­
terno del laboratorio. I gruppi di parametri da considerare sono: 

- paziente: 

condizioni ed eventuali trattamenti terapeutici precedenti; 

condizioni di stimolazione della secrezione ormonalc; 

- campione: 

modalità di prelievo e trattamento; 

condizioni di conservazione; 

- reattivi: 

antigeni': marcato; 

antisiero; 

ormone di riferimento (standard); 

tampone o diluente; 

altri reattivi previsti dal metodo; 

l'ventuali interferenti presenti nel campione; 

- procedimento analitico: 

cundizioni di reazione (pH, temperatura, tempo, prdncubaziune, nou· equi­
librio); 

sistema di separazione «libero-legato »: 

sistema di conteggio; 

- trattamento dei dati: 

tipo di rappresentazione usata per la cuna di taratura; 

sistema applicato al trattamento dei dati, 

Quando la procedura è stata valutata e standardizzata e si passa alla 
sua applicazione in routine il controllo di qualità deve inve~tirc tutte le fasi 
del dosaggio, noi! soltanto quelh· strettamentf' analitiche, ma anchf~ quello~ 
precedenti e successiYe, per assicurare che i risultati ottenuti con la pro­
cedura prescclta abbiano il massimo valorl' clinico. 
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II controllo di qualità deve pertanto garantire che siano eseguiti cor­
rettamente: 

- la prepal'azione del paziente; 

il prelievo del campione; 

- la preparazione del campione; 

la conservazione del campione; 
- il procedimento analitico prestabilito; 

- il calcolo dei risultati; 

- l'espre88ione dei risultati; 

- l'interpretazione dei risultati. 

.\Jtri tipi di verifiche - del cui onere devono farsi carico gli organismi 
tecnici centrali - sono infine necessari per stabilire il grado di confrontabilità 
dei risultati ottenuti dai diversi laboratori partecipanti ad attività di interesse 
("oilettivo i cui risultati dovrebbero essere sufficientemente omogenei se ve­
nissero adottati criteri adeguati di standardizzazione. 

Prosrammi collaborativi in~rlalwratori 

~ei singoli laboratori talvolta esistono cause sistematiche di errore ri­
velabili soltanto con verifiche indipendenti da quelle attuate all'interno dei 
laboratori stessi. 

Una valutazione integrativa, basata sul confronto dei risultati ottenuti 
nei singoli laboratori, può essere realizzata mediante programmi collaborativi 
interlaboratori appositamente predisposti, Programmi di questo tipo sono 
già stati introdotti da tempo per la chimica clinica tradizionale, anche se l a 
loro tliffusione si è realizzata soltanto in questi ultimi anni . 

. \oche nel caso del RIA già disponiamo di alcune valutazioni. In parti­
colare tre studi hanno per oggetto il dosaggio dell'insulina: 

- il primo è stato realizzato a cura del « ::"iational lnstitute for Medicai 
Research (U. K.) » su richiesta del « Polypeptide Hormone Sub-Committee 
01f the f.linical Endocrinology Committee of the Medicai Research Council », 

e i risultati ~ono stati riportati da Cotes f'. f:oll. nel 1969 (l); 

- il secondo studio è stato promosso e coordinato nel 1971 dalla «:'\le­
dica! Application Section, Life Sdence Division, lnternational Atomic 
Encrey Agency (IAEA) », e i risultati ~ono ~tati riportati ~la Garcia e 
:'araeci nel 1972 (2); 

- il terzo, promosso e coordinato riai nostro Istituto con la collabora­
~ione ~lei Laboratorio di Fi~iolol!."ia Clinica del CNR ili Pisa, è ora in fase 
.11-aru:ata rli attuazione (3). 
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Hitornando ul primo dci trt• studi (l), è da nolun• clu- i laboratori )'<ti"· 

teeipanti erano di riecrca più du~ di routine t' pt•rtauto qm·~to studio ;;i puio 

considt~rarc anclw uu esemptu di ..-alutaziow• d•· l li\ ••Ho « ottima!•· >> d t 
stanrlardizzaziont· dt·l metotlo al mnmt·nltl dt•llu studitl, L'imJW~taziniH­

è la se~uent••: 

l" rilevazioru•: 

Laboratori part•~cipanti: 5. 

CamJIÌoni di~triLuiti: l serit· di 24 campinui di plasma. di cui 21 dif· 
ferenti t: 3 duplicati: l campioni:' di standanl di insulina umana (NIMH 06 -~04). 

Esecuziotw della analisi: tutti i campioni di plasma della st"rie in p:ruppo 
unico. eseguendo contemporaneamentt' du(' curvt• di taratura (una con lo 
standard abituali" del laboratorio e una con lo standard inviato, comun•· 
J•er tutti i laboratori partecipanti). 

za rilet•aziom•: 

Laboratori partt'cipanti: 6. 

Camt•ioni distribuiti: 3 serie di 1:1 campioni di plasma. di cui H dif­
f't-renti (di cui uno deprivato di insulina ed uno depri..-ato t~ addizionato di 
quantità nota di insulina) c 5 duplicati: l campiont• di standard di insulina 
umana (NIMR 66,1304). 

E~Sccuzione dellt• analisi: ciascur1a serie comt• gruppo unico, ma ogni 
st•rit• in un giorno diver:;o. sempn• con dut· curn• di taratura. 

Gli Autori hanno tratto alcunt• indicazioni .sulla classificazione in :;t·· 

<JUenza d('lla serie di campioni analizzati in funzionf' dd contt·nutu di imulinu 
(la sequenza è stata identica pt·r tutti i laboratori partecipanti. senza alcuna 
invcr.sinnt• di posiziun<') f" sulla riproducibilità delle analisi (i valori ottenuti 
per l'insulina contenuta nellu stesso campiont' di plasma, esaminato in ogui 
laboratorio, sono risultati pari tra metà l" il doppio della stima media ot· 
tenuta da tutti i '·aluri riportati dai laboratori); altrt• indicazioni ruoltu i111· 
JIOrtanti riguardano i metodi, gli standard e il materiah· impiegato pl"r l'e,.a·· 
cuziom• dt>ila anali~i nt'i singoli lahnratori partf'cipanti. 

Il secondo studio collaborati\·o (2) riguarda 12 laboratori di nazioni dif· 
ft•renti. L'impostaziunt· è la seguente: ai lalmratori partecipanti è .stata ma11· 
data una serie di 3 campioni di sieru. ogni campiuw· in duplicato, ed un" 
standard da usare JWr traccian• una cun·a di taratura in parallelo a qtJella 
clw i laLoratnri preparavano con il loro .standard ahituak. 

l Yaluri ottl'nuti sono ri;;ultati anche in questo caso in "equenza omogt·m·a. 
sia st' riferiti allo standard comune chi' allo standard aLitua!t·; in un caso t· 
nclraltro c'è una notf'volt• dispcrsiont· dci dati. La seconda indicazio1w o1· 
tenuta ~<i riferisce all't~ntità dei coeflieienti di yariazione fra n·plic<~ti w·i 
vari laboratori. 
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L 'impostazi~me t lata al programma collaborativo interlaLoratori attuai~ 
mente in corso in Italia, progettato cd attuato dall'lstituto Superiore di Sanità 
in collaborazione con il Laboratorio di Fisiologia Clinica df"l C.VR di Pi­
,;a (3) si può così ria.<;sumerf': 

Fasi operatiYt': 

L Distribuzione liello schema d•·l progetto a 50 laboratori, im·ito a 
partecipare al programma, c raccolta adesioni (.')0 adesioni); 

2. Preparazione dei t•ampinni da distribuire (59 !lf"rie di più campwm 

in forma liufila); 

:1. Distrihul'\ioue 1lei campioni ai laboratori adt>renti (invio a mf'zzo 
posta Ji 50 serie di campioni); 

t Haccolta f'd esame prdiminare delle rispnstt> (36 risposte); 

.1. ElabMazionf' d1~i 1lati fnrniti m·lle risposte (in corso); 

Il. Distribuzione !Ielle informazioni Oltf'nute ai laboratori partecipanti. 

,\i laboratori ì~ stata inviata una !<erie di eampioni compremlente: 

t'ampinne Ji stantlarJ di insulina (da usare per curva di taratura): 

;; t'ampioni di plasma ottenuto eon prelievi a tempi successivi da un 
unico ~ng-getto \olont:trio, ~ottoposto a ;;timolazione con carico orale •li 
glucosio: l campione a bm;sa conCf'ntrazione di insulina (basale); 2 campioni 
identici a mPdia r.nncentra?.iune t!i in:;ulina: l campinne ad alta concentra· 
zinne di insulina: l campione deprivato dr.i cnmponf'nti pnlipcptidici a hm;sn 
pe~o mnlecolare ~~ addizionato di rtuantità nota di insulina. 

La st•rie era accnmpagnata tlall'indicazinne di'ile motlalità npentti,•· 
,]a !"eguire. 

Per la rac<•,olta tlellf' risposte sono ~tati im·iati appositi moduli (Fig-g-. 
]flelb). 

\i parte~ipanti sono stati richiesti inoltrP copia dt•l!e due curve di ta· 
ratura. ~pccificazioni ~ul tipn di calcnlatorf' ~~ relativo linguaggio, tipo di 
JlfOflt•diml'nto analiticn es••guito (nf'l Paso che il traltamf'nto dati sia ~tatu 
fatto ron il .-.i.~tl'ma automatico) t·•l i l'ritt'ri Rtatil<ti('i .~c·guiti JWf la ~tima 
dell't•rrnr.• df"l ri~ultato. 

/."impostazioni' datti a •pu·~to prngramrna •·uUnhoratiYo do\ rt·hl!l' •~oli· 

.·•·nJir" di nth•nl'rt' uua ~l'ri•• di informazioni .-u: 

l':wdanwnto ~t'lll'ralt· clt•i ri!<uhati olfl•nuti: 

<t/ pn•t·isione tldlf' miMJfl' .~JH'rimf'ntali: 

hl jll't'CJ~JOilf" dt•i risull;ati: 
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t') stima dell'accuratezza d1·i ri~tdtati: 

d) sensibilità del mt•lodu: 

1•) influenza deiJf'_ diver~1· Yariabili: 

- i tipi di trattauu·nto dati utilizzati per pa:<~arl' dalla mi:<ura al ri~uhato: 

n} influenza dd tipo di rappn·.<wntazÌoJH~ utilizzata JWr il traecianwuto 
della curYa di taraturw 

b) iulìuetJZa df'[ metodo di elwcuzioJH' del trattanwnto {manuah· o 
automatico): 

i metodi ilupicgati per la separazioni' « liL,;ro-Jegato >>! 

a) influcuza dt'l procedimento ÌmJtit~g:ato per la Sl'parazione << liLero­
legato »; 

i pn•parati di insulina usati couw standar1l per la curHI di taraturu: 

a) influenza su!Ja stima delJ'accuratezza dci risultati; 

b) influenza sulla precision1• dei risultati; 

i « Kit » utilizzati, soprattutto per qudli di protluttori diversi dw 
seguono uno stessiJ metodo: 

a) influenza dello standard contenuto nel« Kit» sulla ~~tuva di taratura: 

b) influenza della prt•paraziow• ()i-i rt•attivi; 

r) capacità legante dell'anticorpo; 

d) fraziout• aspecifica presente tlf'll' orulODI' marcato. 

Il programma comprendf' infint• UIHI parli' facoltatin1 pd i Jahoratori 
partecipanti più attinente al significato clinit·o ùei dosaggi di routine. (Fig.~). 

L'daboraziow· dt:i dati comporta l'u;;o di un -"istema dì progranuni flt'r 
calcolatore. Lln'elaLitrazione analoga è già stata realizzata ed applicata ver~u 
la fine dello scorso auno p~"r ],. esigt•uzt· di un programma di interesse iu chi­
mie<~ cliuica. 1l sistema di t•laLorazioHt· riguardanti• lo studio sul dosagp-iu 
rarlioimmuuologieo deJriusuliua sarù eertamenh• più complesso. t~ssendo 

più uumerost• ],. indicazioni clu· si d••vr('hhNo rica\·art· dal programma in 
corso. 

Nel campn dei programmi inlf•rlaboratori va ricordata anche l"atti\-ità 
H'olta iu qw:stn settore dal « Centre fur Di!>t•ast• Contro! (CDC) ». USA. 
l'orgauismo c('ntral•· ft"deraJ,. ehe realizza eorrt•,ntenu•ntt· programmi detti 
« prufieicnf'y Sllr\f'Y~ ».,in af•pli,~aziunc dt•!la legi~lazinnc vigrntc negli Stati 
Uniti in ba~t· alla qualt· alcuni laboratori hanno l'obbligo di sottostare ad 
una valutazimw da partt' dd CDC. Si tratta di programmi, stabiliti anntt 
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per anno. ai quali parteeipano oltrt· ai !tthoratori .-uddetti. altri laboratori 

cousiderati di rifaimcnto. t'laboratori \Olontari ll\t~uti caraltt•ri~ticlH· pn·· 
stabilitt·. 

Materiali di nf;·rùm•/1/o 

Il prohlt~ma dcllu di~ponihilitit J, materiali stundanl (~ uno tki più 11!1· 

JlOrtanti. ]\,r quanto rif.!Uardl! ~li auti~ieri Hou si f<1 u.~o di pn•p;HazioHJ 

standardizzatt• t> tantomeno si disp1HH· di antit:OI]•i ~>taudard. Lt· dillieoltù 

di foruÌI't· anlJSINI standardizzati Jlt'f do~ag;..:i radioiuunuuolo~iei so11o pa· 

recchit· " atlualmt~ntl· i vantaggi pre\•edibili scm!Jrauo e,.;~ero· pod1i. Pt•r p-lt 
.anti;..:eui invl:ct' ~i fa uso di preparazioni standardizzai!· dai .siJJI!oli J'rodutto· 
ri; JWr la loro caraltt>rizzaziont• t' valutazimw 'l.'t'IJgono rpw"'i sempro• eseguii i 

.saggi difl'crenti et! appari' pertanto m·ct~~saria la ddinizimH· e 1'aduzion1· d1 

saggi di impiego cumune che renderehLt• più confrontahile la valutaziow· 1h·· 
gli antip:t>ni standardizzati eli(' suuu prodotti da laboratori divPtbi. 

L'esi:;tenza del prohlt•mll della disponihilitÌI dci mato~riali di riJi-rirneutu 
spt•ciJici JICr il HlA, la cui richiesta va aumt>ntando raJ,idanwntt•, è stai<~ 

prt>sa in consideraziont• fin dal 1968 dal Comitato di esperti che collahor;t 

con I'OMS ai Jlrohlemi sulla standardizzazione hiologiea. Alcunt' raccoman· 
dazioni inerenti al problema sono eontenutt• ut>gli ultimi rappnrti tecnifi 

deii'OMS (4. 5). 
Non prcvedendosi penì da partf• deii'OMS la possibilità di t'~l!~ndt•n· 

a questo settore specifico il servizio di disponibilità di standarJ c rea~euti. 

nel 1972 il prohlema è stato portato all'attcnzimH• dd « Pand » sulla 
.standardi.zzaziont• delle procedure pt•r i dusag~i radioimmunvlof!Ìci. dt"lla 
IAEA (6). 

ln vista di questo nuovo campo di applicaziout> e(l in atlt•sa cht• tf;t 

parte di questi ed altri organismi internazionali uperanti nd St'ttort' pos~11 
essere promossa e avviata un'attività ad hoc. i centri nazionali tli staudar· 
dizzazione esistenti nel liK (•) e nel!:li USA (u) stanno estendendo ai pa· 
rametri immuuolugici la carattcrizzaziont• di alcuni matr-riali prodotti t·onw 
standard hiolugici. Alcuni dati di intert•sst• relatiYi ad ornwni per dosag~ti 

immunologici sono stati riportati rect~Utt>mentt' da Coh•s (7). In Tab. 2 i­
riportato un elenco di preparazioni standardizzatt• di ormoni, per la wag~ior 
parte umani, disponibili pre~;;so ,, ePntro inglese JH'r la standardizV-aziunt· 

biologica. 

(*) Divi~ion of Biologi~al Standard,, ~ational l ustitut~ for ){{'<lira] H<•<("arch, IJ;uur-
8tead Lahoratories, Holly Hill, London, N.W.3, 1 K. 

(*") Hormone Distrihution Offieer, l'i<ltional In~titut~ of Arthriti• and _\fl'luho]i,· 
Diseases, National lmtitutc of Health, Beth{'sda, .Mar~·land, L'SA. 
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TABI:LLA 2 

Ormoni di uso previsto per dosaggi immunologici 
disponibili presso I'NIBSC (U.K.) 

Hormone (bum ... ) 

Aogiotensin I 
Angioten!in II 
Calcitonin 
Chorionie gonadotrophin 
Cortieotrophin 
Erytlu:opoietin 

Gastrin I . 
Growth. 

Inaulin . 
Parathyroid . 
Pituitary FSH 
Pituitary LH 
Pituitary FSH and LH 
Plaeental lactogen . . . 
Pustmenopausal plasma 

(Dati ricavati da: Cotea (7)) 

Code No. 

71/328 ", 
70/302 l' 

~~~\nd rsrl 
73/548 l 
WUO 2nd l, 
IRP 67/343 li 

68/439 ! 

·.1 WHO IRP 66/217 
66;304 
72/3 
68/39 
68/40 
69/104 
70/144 
69/176 

Postmenopausal serum . 
Pro1actin 

Renin . 
Serum prolaetin . 
Thyrotrophin . 
l'rinary menop. gonad. 

Glu<'ngon porcine 

Pnrathyroid bovine 

Crmclusioni 

Code No. 

li9fl57 
71/222 
Rea. Std. 

68/356 
71/167 
68/38 
WHO 2nd 
IRP HMG 

Code No. 

l 69{194 . l WHO 1stiS 

. l 71/324 

l 

La valutazione e la standardizzazione delle analisi radioimmunologiche, 
per l'insieme delle implicazioni metodologiche connesse, richiede una consi­
stente preparazione di chimica analitica, di biochimica, conoscenze mate­
matiche e statistiche adeguate, e comporta I'N!istenza di un diretto contatto 
con l'ambiente medico utente. Quest'ultimo è infatti uno dei presupposti 
indispensabili per poter realizzare interventi utili e talora determinanti 
per il miglioramento del livello di standardizzazione dei materiali ~ •lei 
metodi. 

L'esperienza indipendente tli vari gruppi di ricerca e di studio operanti 
nel settore ha portato a formulare la richiesta, divenuta ormai un'esigenza, 
tli adottare schemi~base che indichino, in maniera univoca, l'insieme delle 
informazioni di cui si deve poter disporre per ottenere la migliore definizione 
del dato analitico, soprattutto in vista del suo significato clinico. 

L'applicazione generalizzata tli schl"mi~hase ben impostati rf"nderà più 
affidabile a sua volta anche il confronto dei dati raccolti in sedi dive,rse, eon 
indubbio vantaggio per l'intera comunità mt!dica. 



Uia,.;;unto. 

di JllPlrHli HL\ JWf 

li puo .. ~,.•·n· 
>'Ìj!nitiean· « ddiuiziouP J,.IJ,. ear·attnil"tidw di 

tt·rmuH· « btumlurdizzazi,rw >> appht·at•• 
ljllitht:. }' 

il r•ui Jj, l'ilo Ya J,•finito attran·r~o J..t 'alutaziuw· rkll"iul!·m si~H·uta « prn­

n·dur<t anahti\'U rt'(!l'lllt ~JWCÌtiei >> •: LU"cnrat•·zza. t:iaH·uu lal.uralun••­

attra\·t•r:-r• l'uttu;u.!llllt' tlt 1111 itlow·•• ~dH•ma di eontr•rllrr di tjllulrtit ,], 

lÌ]"' coniÌIIliali'" ,,..] tPiliJ"'· ,],.,,. j!Urantir,.i iluHilllt'IIÌJHPII\o d .. JI., << ,.tal•• 
d1 standardizza..:imw >>. JH'l' tuili i IHP\otli t!i eui fa u~l!. \PI ea~o tkl Hl\ 
,.,;, Ì· piuttn'<lo p-nno~n m:• ljlll'~la uwti\at.Ìuw· \il ~upt·rata "'' uoB ,., 

'Lllo!t· \Tu i,- nwno ati una t·,.iw·uza di foudo. :\t•l HL\ iufatli ~i utilizzati<> 
llHIIrTiali di o;luLilitù hmrtata. 11<111 produciLili itt j!fa!Hli lotti. a eoJllpo~i-

7.toliP complt·~-~a t' nou ~t·mpr•· chimiramentt· definita. _\oil'\·ol•· JWI'tanto ì· 
auel11· il contriLuto ulla ><landardizzazitHll' cl11· COIIIJW!t' ai prurluthlrÌ 1!.·i 

r•·altÌYÌ i<jii'I'Ìali •lntinati al HL\. 
Al tint· di pol!T faYorin• la 1-'llllldanlizzazimH· di uwtudi('hr· HIA. in qm·~\1 

ultimi anni souo stati p:ii1 n·ali..:zati ali:uni pro!J:ralllmi collaLorati\i int•·r· 

laboratori. Tra qllf'SlÌ si fu rifl'rimento in particolan· a trl' ~>ludi U\ i' !l lÌ ]'~'~' 

ogp:t•tto il du~aggio dl'll'm,::.ulina. di eui il più recenti· è pronw;,;,o r coorclinato 

dall'Istituto Superiore di Sanità in collahorazimw eo11 il Laboratorio di Fi­

~iolog:ia ClinicH <h•] CNH di Pisa. 
Moltu importantt· è la ùi~ponihilitÌI di materiali staudardi..:zati: JH'f gli 

antigt·ni già IJI' esistOIHI alcuni. ma è auspicahili· du· da parlt' di·i tli\'er~i 

prutluttori \'•·ngano seguiti critf'ri di standardizzazioni· pilt uniformi. Andu• 
a li,('IJO di applicaziout• di·Ì ml'todi HIA l\ scopo diagno><IÌI'O t·~istf• rt•sÌgTnW 

tli fau u~o di ,::.rhnui-ba;.r ~tatH!ardiz;o;ati chl' comprendano t' forni~~ann in 

manit·ra uui\ oca k informazioni utili a mt·glio ddiuin· nd loro in~ i nn t• il 
.~ig-nificato clinico dt·i dati auulitiei nttt'llUti. 

Sommar)' ( J;,,a/uation an d .~1andardi:wrim1 of radioi mmunolt~~ical a.~·'"·'--'). 
- TIH" tl:'rm << standardizution >> may hc applied t o H. IA mPthod~ t o indieutt· 
tht·« dl'finition of (jUa!ity rharartPri;,tie~ >> liti• h·n·l of which mul"t h(• ddi1wd 

o n tlw basi" of t l11• l'Yaluat io n nf tlw << analytieal prorl'rlurt· specific rca~l'ut ~ >> 

~n !l'm. Each Jahorator~. hy applyinf,! a ~uitahh· long-term quality contro l 
~YI'tl'm. nwst assurl' tlw eonsistent maintenanct· uf th1• « standardizatiou 

~t a tu~>> ••stahli~lwd forali mt•lhod~ it UH'~- As a mattt•r of fnl't, Ìll till' ca~•· 
of HL-\. mal!:rial~ ari' u~l'tl that ha\-i' a liruil••d !"tahilitv. that canuot J,.. 
pruducetl in largt• quantitil'~. and tlw.l po~s•·~~ a t'omplr•'\ compnsitio11 nut 

nhn1v~ well ddim•tl chf'mica\ly. HoWI'\1'1'. a rt'Jnarkahlo• nole in tlu- standar· 

di7.ation prn('l'~~ lw\onj!~ t" till' prnd\JCI'f-~ of SJWI'ÌHI fl'llj!l'lll.~ intt'lld<"!l 

fur RIA.. 
lu urdt•r tu hdp tht· ~tandnnli..:atiou nf HL\ nwthod-;. ~olllt' pmgrams of 

inter-lahorator COOJH"ration ba\-t' h('t·n workt·tl out in rf'cPnt yrarl". Among 

tlwm mention i~ ~pecifically madt· of thn·•· studit·~ r!'p:anling tlll' dosai!'' 
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,1[ insulin: the most recent of them is devised and coordinated by the Isti­
tuto Superiore di Sanità in cooperation with the Laboratory nf Clinical 
Physiology of the :National Research Council of Pisa. 

The availability of standardized materials is estrernely important: for 
antigens, some materials are already in existence, but it is desirable that the 
various manufacturers shall follow more uniform criteria in their standardiza­
tion. .As far as the application of the RIA methods in the diagnostic field 
is concerned, the need exists for the use of standardized basic schemes that 
would include and nnamhiguously e:xpress allthe useful information availahle 
in order 10 tlefine hetter the dini('al ~ignifif'ance of the analytical tlata 

ohtained. 
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