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Dosaggio dell'ormone paratiroideo
intatto (iPTH) con una metodica

immunochemiluminometrica
a due siti
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Fig. I - Ormone Paratiroideo (PTH) : molecola intera e frammenti (aminoterminale NH2. intermedio MM.
carbossiterminale COOH).

tra i vari frammenti. Inoltre, alcune me­
todiche radioimmun ologiche, quali quel ­
Ie che dosano il frammento della regione
media ed il carboss i-terminale, non sem­
pre riflettono I'attiv ita biologi ca , in
quanto i frammenti inattivi tendono ad
accumul arsi in corso di insufficienza re­
nale.
L'introduzione delle metodiche radioim­
munometri che (IRMA) per il dosaggio
del PTH intatto ha apportat o un notevole
miglioramento in termini di riproducibi­
lita e precisione allo studio dell'iperpa­
rat iro id ismo primiti vo e secondario .
Infatti il dosaggio IRMA del PTH riflet­
te la secrez ione del PTH in corso di ipo-

-COOH

ed ipercalcemia nel sogge tto normal e e
nel dializzato. Pertanto, una comparaz io­
ne significativa puo essere fatta tra PTH
e calcio indipendentemente dalla funzio­
ne renale. La metodica si basa sull ' uti­
lizzo di due anticorpi anti m-PTH e anti
frammento am ino-terminale che, for­
mando un immunocomplesso con il
PTH, permettono il dosaggio della mole­
cola intatta (4, 5) (Tab. I).
Recentemente la marcatura dell'anticor­
po anti frammento amino-terminale con
una sostanza cherniluminescente, I'es te­
re di acridinio (EA), ha aumenta to la
sensibilita dell 'IRMA. Questa metodica
chemiluminescente, denominata leMA,

c-PTH
I

m-PTHaminolerminale

NH2

II ormo ne paratiroideo (PTH),
pol ipeptide co sti tuito da 84

aminoacidi, e il principale fattore circo­
lante che controlla la concentra zione del
calcio extracellulare attraverso azioni su­
gli organi bersaglio con ritenzion e del
calcio da parte del rene e suo rilascio da
parte dell'osso (Fig. I).
Alla fine degli anni '60 I'applicazione
dell e met odiche radioimmunologi ch e
(RIA) allo studio del PTH ci ha permes­
so di dosare la quantita di ormone circo­
lante. Le prim e metodiche radioimmu­
nologiche utilizzate, comunque, sono ri­
sultate essere spesso imprecise, inconsi­
stenti e non uniform i. Enoto, infatti , che
il PTH circolante e eterogeneo, si trova
cioe sia come polipeptide intatto che co­
me frammento ( I) .
La formazione dei frammenti, amino­
terminale (PTH-NH2, 1-34); carboss i-ter­
minale (c-PTH, 53-84) e regione media
(m-PTH, 28-48), e causata da modifica­
zioni proteol itiche sia intr a che ex tra­
ghiandolari del polipeptide intatto. Esta­
to dimostrato che il pept ide circo lante
biologic amente att ivo e il framme nto
amino-terminale, mentre i frammenti di
PTH con terminale carbossilico sono
biologicamente inerti (2, 3).
Divese metodiche radioimmunometriche
sono state sviluppate per il dosaggio dei
diversi frammenti . Queste metodiche so­
no risultate essere poco sensibili per il
dosaggio di piccole quantita e poco affi­
dabili per la possibilita di cross-reazione



Anni '80 : Metodiche radioimmunometriche (IRMA)

TAB. I - METO DICHE RIA PER IL PTH

La determinazione del PTH effettuata
nei 70 soggetti apparentemen te normali
ha fornito un valore medio di 38.34 ±
16.84 pg/ml con range di riferimento di
12-87 pg/ml mentre i valori dell' iPTH
nei 54 pazienti in emodialisi erano com­
presi tra 3.99 e 1700.1 pg/ml (x = 327 ±
60.57 pg/ml) e nei sei pazienti in perito-

Risultati

brane utilizzate avevano un 'area osc il­
lant e tra 1.0 e 1.6 m' a seconda dell e
condizio ni c1iniche del paziente. Le con­
centrazio ni del dialisato erano Ie seguen­
t i : bicarbonato 39mEq/L, so d io 143
mEq/L, potassio 2.5mEq/L, calcio 3.5
mEq/L, magnesio 0.5 mEq/L ed assenza
di glucosio.
II PTH intatto estate dosato con la meto­
dica ICMA in tutti i soggetti esam inati
utilizzando il Magic Lite PTH Kit (Ciba
Corn ing Diagn ost ic , Mil an o). Quest a
metodica prevede l'utilizzo di due anti­
corpi, anti frammento (1-34) e anti fram­
mento (44-68), marcati rispett ivamente
con I'estere di acridinio e con particelle
paramagnetiche, che, formando un im­
mun ocomplesso con il PTH intatto, ne
permettono il dosaggio. L 'iPTH con me­
tod ica IRMA e state dosato utilizzando
I' A lleg ro In tac t PTH K it (N icho ls
Inst itut e Diagnost ic , USA). II cPTH e
state dosato con metodo RIA-MAT della
Byk-Gulden basato sulla competizione
tra il frammento c-terminale di PTH del
siero e PTH sintetico marcato con 1-125
che reagiscono con un anticorpo anti­
PTH bovino.
Inoltre in tutti i pazienti sono stati dosati:
il calcio ionizzato, la fosfatasi alcalina ed
ossea. Infine, in 20 pazienti in emodialisi
periodica, scelti in modo random, il PTH
intatto e state dosato in pre- e post-dialisi
sia co n la metodica ICM A che IRMA.
Ancora, in questi pazienti venivano do­
sati in pre- e post-dialisi la fosfa tasi alca­
lina, la fosfa tasi ossea , il calcio ionizzato
e il cPTH.
L'affidabilita e la riproducibilita del me­
todo sono stati valutati con I'analisi dei
coefficienti di variazione rispettivamente
intra-assay e inter-assay. I risultati sono
stati analizzati statisticamente utilizzan­
do il t-test di Student e la regressione li­
neare semplice; ove appro pr iato, i dati
sono stati espressi come media ± DS ±
ES, si e considerata significativa una p <
0.05.

Sono stati studiati 70 sogge tti normali e
60 pazient i in RDT (54 emodializzati e 6
pazienti in dialisi peritoneale) (Tab. III).
I pazienti in emodialisi periodica riceve­
vano un tratt ament o dia litico standard
trisett imanale variabile da 3 a 4 ore per
singola seduta. Le superfici delle mem-

Casistica e metodi

anti - aminoterm inale

anti - mPTH

aggiunta dei due reagenti necessari per la reaz ione
chemiluminometrica e lettura all'analizzatore (Ciba Coming)

anticorpo di tope anti-regio ne 44-68 del PTH umana legato
cova lentemente a particelle paramagnetiche (Fase solida)

separazione libero-Iegato su lastra magnetica e decantazione
del sumatante

anticorpo di pecora anti-frammento aminoterminale (1-34)
del PTH umana marcato con Estere di Acridinio
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Anni '60 : Applicazione delle metodiche radioim munologiche (RIA) allo studio
del PTH

Limiti RIA : Poco sensibili per il dosagg io di piccole quantita e poco affidabili per la
possibilita di cross-reazione tra i vari frammenti

Metodo

TAB . II - METODI CA IN IMMUNOCHEMILUMINESCENZA A DUE SITI PER
IL PTH

non richiede l' uso di sostanze radioa ttive
(Tab, II).
Ad oggi, la validita del metodo ICMA e
stata riportata in pochi lavori (6, 7).
Scopo del nostro studio e stato quello di
va lutare la specific ita , la sensibi lita e
l'accuratezza di questa metodica di im­
munochemiluminescenza e di verificare
la sua util ita c1 inica in pazienti con insuf­
ficienza renale terminale.
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TAB. III - CASISTICA

Soggettinormali
n. 70

Pazienti in RDT
n.60

eta anagrafica 45.4 ± 15.3

eta anagrafica 58.4 ± 14.3

eta dialitica 64.1 ± 62.8

neo-diali si tra 16 e I 107 pg/ml (x =
404 .83 ± 511.96 pg/ml) (Fig. 2). II do­
saggio del cPTH non mostrava variazio­
ni statisticamente significative tra i valo­
ri di pre-dialisi (11 .04 ± 0.9 ng/ml) e
quelli di post-dialisi (11.2 ± 1.0 ng/ml)
(Fig. 3). La calcemia totale variava da
valori di pre-dialisi di 8.86 ± 0.89 mg/dl
a valori di post-dialisi di 9.89 ± 0.88
mg/dl con un ES di ± 0.12 in entrambi i
casi ed una significativita di p < 0.001
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Fig. 2 - Dosaggio dell"iPTH con la metodica ICMA in soggetti normali e pazienti
in dialisi.

Fig. 3 - Dosaggio del c-PTH con metodica RIA ad inizio e fin e seduta dialit ica.
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Fig. 4 - Variazioni del Ca totale ad inizio e fi ne seduta dialitica. Fig. 5 - Variazioni del Ca" ad inizio e fin e seduta dialitica .
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Discussione
L'iperparatiroidismo secondario rappre­
senta ancor oggi una delle complicanze
pili frequent i dell 'uremia cronica termi­
nale. Per la sua esatta definizione e di
fondamentale importanza il do saggio

significativa dei valori dell 'iPTH fra Ie
due metodiche (IRMA ed ICMA) sia in
pre-dialisi (r =0.954) che in post-dialisi
(r =0.989) (Figg. 7, 8).
I coeffi cienti di variazione intra-assayed
inter- assay erano rispettivamente 4.3 ±
0.2 e 8.1 ± 0.5.

dell'ormone paratiroideo e dei suoi fram­
menti (8).
Tra Ie varie metodiche ogg i in uso, quel- .
la immunochemiluminometrica , di re­
cente introdu zione , si e dimostrata, per
alcuni aspetti , interessante. I nostri ri­
scontri, confort ati da quelli della lettera­
tura (6, 7), hanno evidenziato, sia nei
soggetti normali che in quelli in tratta­
mento sostitutivo, precisione ed attendi­
bilita , ulteriormente convalidati in situa­
zioni di massima variabilita ionica ed or­
monale quali quelle che si verificano du­
rante il trattamento dialitico (9-12). In
particolare l'iPTH dosato con metodica
ICMA , al pari di quello dosato con me­
todica IRMA, ha mostrato una significa­
tiva riduzi one in post-di alisi, contraria­
mente al cPTH i cui valori erano sovrap­
ponibili in pre- e post-dialisi. La riduzio­
ne dell 'iPTH nel post-dialisi, a differen­
za del comportamento del cPTH (fram­
mento a scarsa attivita biologica), con­
ferma I'elevata attivita biol ogica del
frammento amino-terminale dell' ormone
sensibile alia variazione del calcio ioniz­
zato, com e gia eviden ziato da div er si
Autori (2).
I nostri dati, in accordo con quelli della
letteratura (6), nel sottolineare la specifi­
cita , la sensibilita e I'accuratezza di que­
sta nuova metod ica, dimostrano che i ri­
sultati sia con I'IRMA che con I'ICMA
sono sovr appon ibili . L'ICMA, com un­
que, dovrebb e ess ere prefer ita perche
meno rischiosa (non uso di sostanze ra­
dioattive) ed economicamente pili van­
taggiosa.

Fig. 6 - Valori dell' iPTH
ad inizio e f ine seduta
di a lit ica co n m etod ic a
ICMA ed IRM A.
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(Fig . 4) . La conc entrazione plasmatica
del calc io ionizzato evidenziava un si­
gnificativo (p < 0.001) aumento nel post­
dialisi rispetto al pre-dialisi passando da
0.973 ± 0.178 mmol/L a 1.196 ± 0.256
mmol/L con un ES rispettivamente di ±
0.025 e ± 0.036 (Fig. 5).
In concordanza con tale dato , abbiamo
notato una riduzione statisticamente si­
gnificativa (p < 0.05) del dosaggio del
iPTH nel post-dialisi rispetto al pre-diali­
si sia con la metodica IRMA (pre-dialisi
35 1 ± 71 , post -dialisi 252 ± 74 .5) che
con I'ICMA (pre-diali si 583 ± 120, post­
dialisi 441 ± 146) (Fig. 6).
Inoltre si e eviden ziata una correl azione
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Fig. 7 - Co rrelazione tra i valori di iPTH ad inizio dialisi con metodica ICMA ed Fig. 8 - Correlazione tra i I'QIOI'i di iPTH a fin e dialisi con metodica ICMA ed
IRMA . IRM A .
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