
Roma,	8-11	novembre	2018	

	

IL LABORATORIO E  
L’ IPERANDROGENISMO 

ROBERTO CASTELLO 
RENATO TOZZOLI 
MARINA VITILLO 



Roma,	8-11	novembre	2018	

	
				Ai	sensi	dell’art.	3.3	sul	conflitto	di	interessi,	pag	
17	del	Regolamento	Applicativo	Stato-Regioni	del	
5/11/2009,	dichiaro	che	negli	ultimi	2	anni	ho	
avuto	rapporti	diretti	di	finanziamento	con	i	
seguenti	soggetti	portatori	di	interessi	
commerciali	in	campo	sanitario:	

	

Conflitti di interesse 
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Sindrome clinicamente 
eterogenea determinata da 

un eccesso di androgeni 
circolanti o da una 

ipersensibilità tessutale agli 
androgeni 

IPERANDROGENISMO 
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DEFINIZIONI 

Irsutismo: 
Eccessiva crescita di peli terminali 
in   sedi caratteristiche del sesso 
maschile 

Ipertricosi: 
Eccessiva  crescita di peli in 
sedi e con caratteristiche 
normali per la donna 
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!  Acne 
!  Alopecia 
!  Acanthosis 

 Altre Manifestazioni 
cliniche 
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MICROMASTIA 

VIRILISMO 

IPERTROFIA 
CLITORIDEA 
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Cause	di	iperandrogenismo		

N° di pazienti % sul totale delle 
pazienti 

Sindrome dell’Ovaio Policistico 685 72.1 

Iperandrogenismo Idiopatico 150 
 15.8 

Irsutismo Idiopatico 72 
 7.6 

NCAH 41 
 4.3 

Neoplasie Androgeno-Secernenti 2 0.2 
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Quali esami chiedereste per un 
inquadramento diagnostico in una 
donna  irsuta  con ciclo regolare? 

1)  17OH-progesterone + Testosterone totale  

2)  1  + Androstenedione e DHEA-S   

3)   1 + Testosterone libero 

4)   nessun esame 
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JCEM 2008; 93: 1105-1120  
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DHEAS < 3 µg/ml    

DHEAS > 6 µg/ml    

Neoplasie	androgeno-secernenti		

Testosterone	>	2	ng/ml				

Testosterone	>	2	ng/ml	

Neoplasia 

"   Insorgenza improvvisa 

"   Grado di irsutismo elevato 

"   Rapida evoluzione dell’irsutismo 
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Iperandrogenismo biochimico 

# C’è mancanza di chiarezza 
su:  
1.  quale androgeno misurare,  
2.  con che frequenza,  
3.  quali sono i valori normali  
4.  che tecnica analitica sia preferibile 

impiegare.  
Clin Endocrinol.  2007;67(6):811-815  
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          DETERMINAZIONE  degli androgeni 
 

 

- Quale testosterone ? Con che metodo?     

- Quali altri androgeni ? 
 

Laboratorio 
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TESTOSTERONE 



Roma,	8-11	novembre	2018	

	
Pre-analitiche 
PRELIEVO - a digiuno nelle prime ore del mattino e nei primi 10 
giorni del ciclo 

TESTOSTERONE: laboratorio 

Post-analitiche	
REFERTO	–	Intervalli	di	riferimento	per	metodo,	per	sesso	ed	età	

Analitiche	
METODI	–	sensibilità,	specificità,	esattezza,		ripetibilità,	equilibrio	forma	
libera	e	legata		
STANDARDIZZAZIONE		e	ARMONIZZAZIONE	
	

J Clin Endocrinol Metab 2007;92:405-13 
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Tecniche immunometriche  
•  RIA dopo estrazione cromatografica che permetteva la 

concentrazione del campione 
• Dirette RIA, ELISA, CLIA, ECLIA con tecniche di amplificazione del 

segnale 
⇒ semplici, rapidi, poco costosi, automatizzabili con produttività 
elevata,  
⇒ imprecisi a concentrazioni basse, poco standardizzati, poco specifici 
per interferenze con altri steroidi, precursori o metaboliti 

TESTOSTERONE: metodi 
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Cromatografia Liquida con la Spettrometria di Massa tandem (LC-MS/
MS) consiste in estrazione, separazione cromatografica, 
vaporizzazione e ionizzazione degli analiti, frammentazione e 
rilevazione dei diversi analiti separati 
⇒ Nella stessa corsa cromatografica possono essere misurati più 
steroidi, può dare misure accurate e sensibili 
⇒ Costosa, produttività limitata, poco standardizzata, necessità di 
personale specializzato, diverse fasi delicate per l’introduzione di 
errori, attrezzature idonee, IR poco collaudati. 

TESTOSTERONE: metodi 
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TESTOSTERONE: metodi 
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TESTOSTERONE: metodi 
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350 maschi adulti sani 

Cromatografia liquida -
tandem massa spettrometria 

TESTOSTERONE:	CRITICITA’ POST-ANALITICHE	
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TESTOSTERONE:	CRITICITA’ POST-ANALITICHE	
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Free 
hormone 

Protein-hormone 

complex 

Free protein 

[fH] = [bH]/ K[fP] 

AVAILABLE FOR TISSUE CIRCULATION 

Testosterone libero 
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Testosterone Totale =  
Testosterone Libero + T(albumina) + T(SHBG)  
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	 AVAILABLE FOR TISSUE CIRCULATION 

fTST 

fSHBG 

fAlb 

fSSBG 

SHBG-TST 

Alb-TST 

SSBG-TST 
 
[fTST] = 

Σ[bTST]i 
ΣKi[fP]i 

TESTOSTERONE libero 
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TESTOSTERONE	libero		

Test	immunometrici	diretti	
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Methods for FT assessment 
Morales A, et al. Can J Urol 2012;19:6314-8 

Equilibrium dialysis (reference method) 
Manual, time consuming, costly method 

Ultrafiltration (reference method) 
Faster and more automated than ED, manual, time consuming, 

costly method 
Tandem mass spectrometry 

Time consuming, costly method 
Analog FT IMA 
‘Direct’ measurement of FT by RIA and CLIA, commercially 

available, but considered inaccurate 
Calculated FT (FAI) 

Ratio of TT and SHBG: unreliable 
Calculated FT (cBAT) 

cFT, cBAT from TT, SHBG, Albumin: is the preferred method (?) 
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Calcolo testosterone libero- formula di Vermeulen 
sito web www.issam.ch  
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ANDROSTENEDIONE		
 
⇒  Aumenti lievi o moderati sono spesso 

idiopatici  
⇒  Solo il 3% di PCO presenta valori 

aumentati di Δ 4 da solo  
⇒  I metodi usati nei laboratori sono 
‘diretti’, poco precisi  
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ANDROSTENEDIONE		
		

LIAISON	®	Androstenedione	 ACTIVE	Androstenedione	 DRG	

Metodo	 Competitive	solid	phase	CLIA	 competitivo	RIA	 competitivo	ELISA	

Sensibilità	analitica:		 0,17	ng/mL	 0,05	ng/mL	 0,04	ng/mL.	
Precisione	
Intra-saggio	 1-2,3%	 7,5%	 4.9-5.8%	

Precisione	
Inter-saggio	 2,4	–	9,7	%	 11,3%	 7.7-9.7%	

Range	di	misura	 0,24	e	10	ng/mL.	 0,05	e	circa	10,0	ng/mL.	 0,04	e	circa	10,0	ng/mL.	
	
VR	ng/mL.	
	

*	
M	0,62	–	3,12	
F	0,24–	3,44	

F	menop	0,22	–	2,24	

Maschi	0,3-2,4	
Femmine	0,4-3,5	

Cross-reazioni	%	

DHEA-S		
15.000	ng/mL	0,002%		

Cortisolo		
10.000	ng/mL	0,001%		

17α-Idrossiprogesterone		
10.000	ng/mL	0,006%	 

molto	basse	(Androsterone,	
17-idrossiprogesterone,	

Cortisone,	ecc.).	
		

Androstenedione	100	
DHEA	1,8	

Testosterone	0,2	
Estrone	<0,1	
Estradiolo	<0,1	

Progesterone	<0,1	
17OH	Progesterone	<0,1	

5α-DHT	<0,1	
Cortisolo	<0,01	
DHEAs	<0,01	
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DEIDROEPIANDROSTERONE		

 
⇒  Aumenti lievi o moderati sono spesso 

idiopatici 

 
⇒  I metodi usati nei laboratori sono 

immunometrici diretti, che risentono 
delle interfenze 
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DEIDROEPIANDROSTERONE		

Composto		
Quantità	aggiunta	

(μg/dL)		
%	di	reattività	

crociata	

DHEA		 4000	 0,04	
Aldosterone		 5000	 NRa	

Androstenedione		 1000	 NR	
Androsterone		 2000	 NR	

Androsterone-glucuronide		 5000	 0,01	

Cortisolo		 10000	 0,01	

5-diidrotestosterone		 5000	 0,04	

Estradiolo		 5000	 0,01	
Estriolo		 5000	 0,01	
Estrone		 5000	 0,01	

Testosterone		 2000	 NR	

19-idrossiandrostenedione		 5000	 0,04	

Progesterone		 5000	 NR	
B-estradiolo-3-solfato-17-

glucuronide	 5000	 0,01	

Roche	Diagnostics		 Abbott	 SIEMENS	

ANALYTICAL GOALS FOR INTERFERENCE 

the maximum allowable systematic error produced by 
an interfering substance, should be: DHEAS 0,6% 
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	 Quando in una paziente  con iperandrogenismo e sospetto di deficit 
late onset della 21 idrossilasi  fareste  il  test  con ACTH ? 

A. Quando il valore basale  fosse di 2 nmol/l 

B. Quando valore basale fosse di 4 nmol/l 

C. Quando valore basale fosse di 6 nmol/l 

D. Quando il valore basale fosse di 20 nmol/l 

E.   Se > 4 nmol/l MAI 
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17OHP  
and adrenal steroidogenesis 
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CAH ES guideline 
Speiser PW, et al. JCEM 2010;95:4133-60 

1.1 (Newborn screening). We recommend that screening 
for 21-hydroxylase deficiency … uses a two-tier protocol 
(initial immunoassay with further evaluation of positive 
test by liquid chromatography/tandem mass 
spectrometry) 
3.1 (Diagnosis after infancy). We recommend obtaining 
an early morning basement serum 17-OHP in 
symptomatic individuals. 
3.2. We recommend obtaining a complete adrenocortical 
profile after a cosyntropin stimulation test to make 
diagnosis in borderline cases 
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17-OHP screening 
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Hyperandrogenism/hirsutism 
Martin KA, et al. JCEM 2018;103:1-25 

1.2 We suggest screening 
hyperandogenemic women for NCCAH 
by measuring early morning 17-OHP 
levels in the follicular phase or on a 
random day….., even if TT or FT are 
normal 
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17-OHP assay methods 

 
Manual (indirect, direct) Immunoassays 

Radio-immunoassay - RIA (since 1976) 
Enzyme-immunoassay- EIA (since 1978) 

Automated, direct immunoassays 
Fluoro-immunoassay – FIA (since 1995) 
Chemiluminescence immunoassay - CLIA (since 2014) 

Liquid chromatography-tandem mass spectrometry 
(LC-MS) (since 2001) 



Roma,	8-11	novembre	2018	

	

17OHP immunoassays: quality specifications 
Wudy SA, et al. The art of measuring steroids. J Steroid Biochem Mol Biol 

2018;179:88-103 

 
•  Reference ranges adopted from the literature 
•  Measurement performed as single 

determination 
•  Adequate analytical sensitivity 
•  Poor analytical specificity  
•  Cross-reactivity 
•  Matrix effects 
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17OHP CLIA vs 17OHP RIA 

y	=	0,5967x	+	0,1291	
R	=	0,81	
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17	OHP	automated	CLIA	vs	17	OHP	manual	
RIA		
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Harmonization of serum/plasma 17 hydroxyprogesterone 
Greaves RF, et al. CCLM 2018; eaop 

•  Disadvantages of immunoassays 
•  Interference due to cross-reactivity, particurlarly 

17α-hydroxypregnenolone sulfate (Wong, 1992) 
•  No automation in RIA 

•  Advantages of immunoassays 
•  Full automation in FIA and CLIA 
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Characteristics of commercially available 
automated IMAs 
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17OHP LC-MS/MS: characteristics 
Wudy SA, et al. The art of measuring steroids. J Steroid Biochem Mol Biol 

2018;179:88-103 

•  Simoultaneous measurement of several analytes 
(steroid profile) 

•  Effective and promising for second-tier testing, but 
also for first-tier testing 

•  High analytical specificity 
•  More expensive 
•  Time consuming 
•  High technical expertise 
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 17-OHP: LC-MS/MS vs RIA  

r: 0.997;  
CL: 
0.9934-0.99
87 
P<0.0001 
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Take home messages 
•  For screening purposes of CAH, we recommend the use of two-tier protocol 

(initial immunoassay with further evaluation of positive test by LC-MS/MS) 
(Speiser, JCEM 2010) 

•  We recommend screening hyperandrogenic women for NCCAH by measuring 
early morning 17-OHP levels in the follicular phase or on a random day (Martin, 
JCEM 2018) 

•  A basal 17-OHP cut-off value of 2 ng/mL (6 nmol/L) is recommended for 
screening of NCCAH (Carmina, 2017) 

•  The ACTH test should be performed measuring 17-OHP 30 and/or 60 min after a 
250 µg IV of cosyntropin (Carmina, 2017) 

•  Automated immunoassays are actually reliable (D’Aurizio, 2017). 

LC-MS/MS is now performed in some specialty labs in current 
laboratory routine. 

 


