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Hormone de croissance 2008

Michéle NOEL (Afssaps)
Jean-Claude SOUBERBIELLE (Hépital Necker, Paris)

Opération 08HGH1 08HGH2
Expédition 02/06/08 17/12/08
Cléture 30/06/08 12/01/09
Edition des comptes-rendus individuels 02/09/08 20/04/09
Parametre contrdlé hGH hGH
Echantillon envoyé GH196 GH197
Nombre de laboratoires concernés* 92 89
Nombre de laboratoires participants** 90 86

* Laboratoires ayant déclaré a I'Afssaps pratiquer les analyses concernées par I'envoi
**| aboratoires ayant retourné un bordereau-réponse correctement identifié par le code laboratoire, avant la date de cléture de

I'opération.

Résumé des opérations de I'année 2008

En 2008, deux opérations de contrdle de qualité portant sur le dosage de I'hormone de croissance
(hGH) ont été réalisées. Les laboratoires concernés ont largement participé a ces 2 opérations (participation
de 97,8% pour 08HGH1 et de 96,6% pour 08BHGH?2).

Lors des 2 opérations, réalisées en juin et en octobre 2008, les échantillons envoyés étaient issus de
pools lyophilisés de sérums natifs.

En 2008, toutes les trousses de réactifs utilisées sauf une sont désormais étalonnées contre le
Standard International Sl 98/574, préparation d’hGH recombinante (isoforme 22 kDa).

Les résultats obtenus lors de la premiére opération en 2008 ont montré une atténuation des
discordances inter-techniques.

L’écart inter-réactif observé lors de la deuxieme opération est sans doute lié a une interférence. De ce fait,
les résultats obtenus ne doivent étre utilisés par les laboratoires que pour juger d'éventuelles distorsions de
leur réponse par rapport a leur groupe utilisateur.

Enfin, le niveau de connaissance des laboratoires semble s'étre amélioré. En effet, une trés grande
majorité des laboratoires connait le standard international utilisé pour la calibration de sa trousse et les
biologistes suivent largement les recommandations de la SFBC (1) et rendent les résultats en mUl/l.
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Méthode statistique et expression des résultats

Le traitement statistique des données comporte plusieurs étapes :

» Calcul de la valeur cible : vu le nombre faible de résultats, c’est la médiane (Med), toutes techniques
confondues ainsi que la médiane pour la trousse utilisée. Cette derniére n’est calculée que si I'effectif
est suffisant (n = 3). Le rapport (R) entre la médiane obtenue pour chaque trousse et la médiane
obtenue toutes techniques confondues est calculé.

» Calcul des paramétres estimant la dispersion : coefficient de variation tronqué (CVtr) et espace
interquartile. Le CVtr ( écart-type / moyenne exprimé en %) est calculé aprés une troncature a 2 écarts-
types, c’est a dire aprés élimination des valeurs extrémes en dehors de la moyenne + 2 écarts-types.
L'espace interquartile représente l'intervalle centré sur la médiane qui comprend 50% de I'ensemble
des données.

» Calcul du CV médian : il correspond & la médiane des CVtr inter-laboratoires « intra-réactif ». La moitié
des réactifs fournissent un CVtr inférieur ou égal au CV médian.

> La comparaison des résultats entre eux est effectuée par des tests non paramétriques adaptés (test de
Kruskal Wallis). Les résultats sont significativement différents si p < 0,05.

Définition de I'’échantillon

Des échantillons lyophilisés ont été envoyés lors des opérations 08HGH1 et 08HGH2. lIs ont été
fabriqués a partir de pools sériques natifs et ne sont pas surchargés.

Avant I'envoi, I'expert J.C. Souberbielle a vérifié sur 5 flacons, la concentration en hGH, ainsi que la
stabilité a 4C aprés reconstitution (tableau 1). L es résultats ne sont pas statistiquement différents (test de
Wilcoxon).

tableau | : résultats de I'étude de stabilité.

GH196 GH197

résultat a TO résultat a T48 heures résultat a TO résultat a T48 heures

Médiane (mUI/l)* 3,95 3,90 18,1 17,3

* dosages effectués par I'expert avec la trousse Access BECKMAN [QE].
Réactifs utilisés

La répartition des trousses de réactifs utilisées lors des opérations 08HGH1 et 08BHGH2 est donnée
dans le tableau II. La figure 1 illustre la répartition des trousses de dosage utilisées lors de I'opération
08HGHL1. On n'observe pas de modification importante au cours de I'année. Les trousses utilisées sont des
techniques immunométriques a deux sites (méthode « sandwich ») qui utilisent

e un traceur radioactif pour quatre d’entre elles : Irma BRAHMS [AM]; Irma DIASORIN [B9];
RIACT CIS bio int. [BN] ; Irma BECKMAN, [BO],

e un traceur non isotopique pour les cing autres : AIA TOSOH [DL]; Delfia PERKIN ELMER
[KC]; Access BECKMAN [QE]; Immulite SIEMENS [SA]; Liaison DIASORIN [S8]. Ces
derniéres sont automatisées.

Au total 33,7% des laboratoires ayant répondu lors de I'opération 08HGH1 et 30,5% lors de 'opération
08HGH?2 utilisent une technique avec traceur radioactif, confirmant la diminution progressive du nombre
d'utilisateurs des techniques isotopiques, amorcée depuis 2000 (54% en 2000 et 39,8% en 2007).

En 2008, une seule trousse de réactif (Delfia PERKIN ELMER [KC]) reste standardisée sur I'ancien Standard
International : Sl 80/505, une préparation d’hGH hypophysaire. Toutes les autres trousses utilisées lors de
'opération 08HGH1 sont standardisées sur S| 98/574, une préparation d’hGH recombinante (isoforme 22
kDa). La trousse Delfia PERKIN ELMER [KC] n’a pas été utilisée lors de I'opération 08HGH?2.
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figure 1 : répartition des trousses de dosage utilisées lors de I'opération 08HGH1.
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tableau Il : réactifs utilisés lors des opérations 08HGH1 et 08HGH?2.

Nombre d'utilisateurs
Code technique trousses, distributeurs
08HGH1 08HGH2
AM IRMA, BRAHMS 1 2
B9 isotopique CTK-IRMA, DIASORIN 7 6
BN RIACT, CIS bio int. 12 11
BO IRMA GH, BECKMAN 8 6
DL AlA Pack / STAT AIA Pack, TOSOH 6 7
KC DELFIA/ AutoDELFIA, PERKIN ELMER 2 0
QE non isotopique Access, BECKMAN 11 12
S8 Liaison, DIASORIN 6 8
SA Immulite, SIEMENS 30 30

O8HGH1
Echantillon GH196

Résultats des participants

Les principaux résultats statistiques concernant I'opération 08HGH1 sont donnés dans le tableau Il et

sur la figure 2.

Par rapport a 2007, le nombre de laboratoires ayant rendu des résultats est stable.

Par rapport aux résultats obtenus en 2005 pour un échantillon de concentration similaire (inférieure a 5
muUl/l), une amélioration de la dispersion inter-laboratoires inter-réactifs est notée (en 2005 : 30,70% versus

en 2008 :12,3%).

Toutefois, les résultats difféerent significativement selon la trousse utilisée (test de Kruskal Wallis, p
<0,0001). Pour les trousses avec plus de 4 utilisateurs, on distingue 2 groupes : le groupe 1 constitué des
trousses Immulite SIEMENS [SA], CTK-IRMA DIASORIN [B9], AIA Pack TOSOH [DL] et RIACT CIS bio int.
[BN], donne des résultats statistiquement plus élevés (environ 20%) que ceux obtenus par les trousses du
groupe 2 : Access BECKMAN [QE] et Liaison DIASORIN [S8]. Enfin, la trousse IRMA GH BECKMAN [BO]

donne les résultats les plus bas.
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L’écart entre la médiane des trousses donnant les résultats les plus hauts AIA Pack TOSOH [DL] et
Immulite SIEMENS [SA] et celle donnant les résultats les plus bas (IRMA GH BECKMAN [BQO]) est de 37%
(expression en % par rapport a la médiane toutes techniques), en amélioration par rapport au résultat
obtenu en 2005 (82%).

A part une trousse non automatisée, les trousses utilisées présentent toutes une précision correcte
avec des CV inter-laboratoires intra-réactif inférieurs & 10%. La valeur médiane des CV inter-laboratoires
intra-réactif est de 6,7%.

tableau Ill : résultats obtenus lors de I'opération 08HGH1 (résultats exprimés en muUl/l).
Code Distributewr R éactif H Hir Med R (4} Interquartile Min  Max Mir Cuir
(1) (i (el oy ol iy ()
GH196
.. |TOUTES TECHMIQUES g3 s 45 | 100 390 -450 28 2.3 44 1230
Ay BIOSOURCE hiGH IRMA 1 1 MaZ | M M.C MaC | MC MaZ | MC
B9 |PLASORIM HGH-CTH IRMA 7 7 47 | 104 450-510 45 2.3 45 | 670
Br |15 BIOINT. hGHRIACT 12 12 46 | 102 465 -438 41 2.3 46 | 750
BC  [BECEMAM COULTER Rt GH g g 31 70 285-340 28 38 32 10,70
DL [TOS0H BIDS CIENCE |8 5 P ackiSTAT A4 P ack G G 45 | 107 4.70-4490 348 a1 47 | 8480
KC  [PEREIN ELMER INST. D ELFI& 2utoDELFIA GH 2 2 [ o M.C, MaZ | MC MaZ | MC
QE |[BECEMAH COULTER lhocess Ltrasensitive 11 10 38 g4 3,70-4,00 33 4.0 38 | 370
S5 |PLASORIN | izison hizH G G 40 g9 3.80-4,00 36 41 38 | 430
S&  [FIEMENS m.Am, 0000mmulite 2500 | 30 29 45 | 106 4 B0 -5,00 36 2.3 45 | 560

Les valeurs trouvées par les utilisateurs de la trousse DELFIA [KC] sont les suivantes : 3,9 et 3,7 mUI/l et par l'utilisateur
de la trousse IRMA Biosource [AM] : 4,0 mUI/I

N : nombre de valeurs traitées

Ntr : nombre de valeurs restant aprées élimination de celles situées au-dela de 2 écarts-types de part et d’autre de
la moyenne

Med : médiane

R : rapport entre la médiane par trousse et la médiane toutes techniques confondues

Interquartile : intervalle centré sur la médiane comprenant 50% de I'ensemble des données.

Min : minimum

Max : maximum

Mtr : moyenne arithmétique calculée a partir de Ntr

CVtr : coefficient de variation calculé a partir de I'effectif tronqué (voir paragraphe méthode statistique)
NC : non calculé

figure 2: Résultats obtenus lors de I'opération 08HGH1 avec les réactifs les plus utilisés (n = 4). Les rectangles

représentent I'espace interquartile (percentile 25 — percentile 75), ainsi que la position de la médiane (point), les points
hauts et bas positionnent respectivement les valeurs maximales et minimales obtenues.
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O8HGH?2
Echantillon GH197

Résultats des participants

Les principaux résultats statistiques concernant I'opération 08HGH2 sont donnés dans le tableau IV
et sur la figure 3.

Les résultats obtenus avec le réactif DIASORIN Irma [B9], trés éloignés des autres résultats, ont été
exclus du calcul de la médiane et de la moyenne tronquée toutes techniques (cf. paragraphe méthode
statistique). La « hiérarchie » des médianes intra-techniques obtenues lors de cette opération est
inhabituelle. Schématiquement, sur les opérations précédentes, nous avions identifi€ deux groupes de
techniques, le premier (Beckman IRMA [BO], CIS Bio RIACT [BN], Beckman Access [QE], Diasorin Liaison
[S8], Perkin Elmer Delfia [KC], Brahms IRMA [AM]) produisant des valeurs environ 30% plus basses qu’un
groupe de trois autres techniques (Tosoh AIA [DL], Diasorin CTK-IRMA [B9], Siemens Immulite [SA]). Or,
lors de I'opération 08HGHZ2, les valeurs obtenues avec le dosage Siemens Immulite [SA] sont proches de
celles obtenues avec les trousses Beckman Access et IRMA ou CIS Bio RIACT, alors que les valeurs
obtenues avec les réactifs commercialisés par Diasorin (Liaison [S8] et IRMA [B9]) sont les plus élevées.

Parmi les explications possibles, une modification de la calibration des réactifs Diasorin (IRMA et
Liaison) et Siemens Immulite était envisageable. Elle a été formellement démentie par les deux sociétés.
De plus, une étude complémentaire réalisée sur un panel constitué d’'une trentaine d’échantillons provenant
plusieurs tests de stimulation et couvrant une plage de concentration comprise entre 50 et 0,1 mUl/l, va
également a I'encontre d'une modification de la calibration. Aprés dosage du panel avec les réactifs
Beckman Access, Siemens Immulite, Diasorin Liaison et Diasorin IRMA, les résultats obtenus
respectivement avec les trousses Diasorin IRMA, Siemens Immulite ou Diasorin Liaison sont en moyenne
35%, 25% et 19% plus élevés que ceux obtenus avec la trousse Beckman Access. Ces résultats sont
cohérents avec la « hiérarchie » habituellement observée. Par ailleurs, pendant la méme période, cette
« hiérarchie » inhabituelle n'a pas été mise en évidence par d’autres organismes d’évaluation externe de la
qualité (UK NEQAS, Probioqual).

La deuxieme explication envisageable est I'existence d'une interférence, diminuant les résultats de
la technique Immulite et augmentant ceux des techniques DiaSorin.

La présence de Pegvisomant dans un ou plusieurs sérums ayant servi a la fabrication des échantillons
constitue I'hypothése la plus probable. Rappelons que le Pegvisomant (SOMAVERT®), GH synthétique sur
laquelle des molécules de polyéthylene glycol (PEG) ont été greffées, est un antagoniste de la GH utilisé
dans le traitement de I'acromégalie. Cette molécule peut interférer avec certaines techniques de dosage de
GH (mais pas toutes) et, selon la concentration de Pegvisomant et le pourcentage de réaction croisée de la
technique de dosage utilisée, induire des élévations ou des diminutions (par effet crochet) de la
concentration mesurée de GH. D’apreés le professeur Martin Bidlingmaier (Université de Munich, Allemagne)
spécialiste des dosages d’hormone de croissance et du Pegvisomant, cette molécule est connue pour
interférer positivement avec le réactif Liaison et négativement avec le réactif Immulite (interférence avec
I'anticorps de capture mais pas avec I'anticorps de détection)

Le dosage de notre échantillon (GH197) a été réalisé par le professeur Martin Bidlingmaier, aucune
trace de Pegvisomant n'a pu étre détectée. Cette hypothése n’est donc pas confirmée.

Toutefois, les résultats de l'opération 0BHGH2 ne permettent en aucun cas de considérer que la
calibration des trousses de dosage de la GH a été modifiée depuis I'opération précédente.

En conclusion, les résultats de cette opération ne permettent pas de comparer les différentes
techniques entre elles. Seuls les résultats intra-techniques sont utilisables. Aucune conclusion sur les
discordances inter-techniques ne pourra étre tirée. Seules les discordances inter-laboratoires pour les
utilisateurs d’'un méme réactif sont interprétables.

En décembre 2008, pour le niveau de concentration controlé, les trousses utilisées présentent toutes
sauf 2, une précision correcte avec des CV inter-laboratoires intra-réactif inférieurs a 10%. La valeur
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médiane des CV inter-laboratoires est de 6,1%, en amélioration par rapport au CV médian obtenu en 2006 :
9,15% avec un échantillon de concentration équivalente (GH193).

tableau IV : résultats obtenus lors de 'opération 08HGH2 (résultats exprimés en muUl/l).

Code Distriburter Réactif H Hir Med R (n) Interquartile Min  Max Mr  CWtr
(Ul LT} (mldlg) gmldidy o) (%a)
GH197
.. |TOUTES TECHHIQUES gz 74 183 [ 100 183-217 03 | 600 200 |17.80
A [BIOSOURCE hisH IR, 2 MC [ MC. MLC. MCo | RG] MCL | M.
B3 |DIASORIN HGH-CTH IRM A, G G 428 | 222 413-443 || 406 [ 499 436 | 7,70
B CIEEIDINT, hGHRIACT 1 11 188 | 97 182-133 |[ 175 | 198 186 | 3,50
B2 |[BECKMAN COULTER RMAGH G 144 | 73 133-162 |[ 129 [ 169 14,7 | 1090
DL [TOSOHBIDSCIENCE LA Pack/STAT AAPack H| 7 i 20,0 (107 1897-212 |[170 [ 212 202 1610
QE |[BECKMAM COULTER itooess Uitrasensitive hizH | 12 1 184 | 93 1r2-184 |[ 160 [ 19,5 13,4 | 460
S8 |MIASORIN | izizon hizH e T 280 [ 143 27 0-300 03 | M0 255 | 600
Do [FIEMENS m.Am. 2000Ammuiite 2500 | 30 et 196 | 102 190-213 || 174 | 609 202 111,30

Les valeurs trouvées par les utilisateurs de la trousse IRMA Biosource [AM] sont les suivantes : 19,6 et 22,5 mUI/I.

figure 3:
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Evolution des «connaissances» en 2008

Depuis 2005, les biologistes doivent préciser: le standard international, l'unité et le facteur de
conversion utilisés habituellement pour le rendu des résultats.

L’analyse des réponses montre que les résultats sont trés largement exprimés par rapport au standard
international utilisé pour étalonner leur trousse de dosage (08HGH1 : 96,4% et 0BHGH2 : 97,6%). De plus,
les laboratoires suivent trés majoritairement les recommandations SFBC (1) avec respectivement 52
laboratoires soit 62,6% lors de I'opération 0BHGHL1 et 50 laboratoires lors de I'opération 08HGH2 soit 60,9%
exprimant strictement leurs résultats en mUl/l du SI 98/574. Pour 8 laboratoires soit 9,6% (08HGH1) et 7
laboratoires soit 8,5% (08HGH2), le rendu des résultats se fait en mUl/I et en ng/ml du S| 98/574. Enfin,
pour les laboratoires rendant uniqguement leurs résultats en ng/ml, 1 seul laboratoire sur 20 (08HGH1) et 1
laboratoire sur 23 (08HGH2) utilise encore un facteur de conversion erroné, ce qui correspond a une
amélioration par rapport aux opérations précédentes.

Rappelons que le standard international Sl 98/574, constitué d’hGH recombinante (isoforme 22 kDa) a une
activité biologique de 3 pUl/ng (2). Pour toutes les trousses étalonnées contre le Sl 98/574, seul le facteur
de conversion indiqué par I'OMS c’est a dire 3, doit étre utilisé pour passer des ng aux pUl.

Commentaire

Fin 2008, 8 des 9 trousses de dosage utilisées en France sont calibrées contre le S| 98/574.

La quasi totalité des laboratoires (96,4 puis 97,6%) connait le standard international utilisé pour la
calibration de sa trousse.

En terme de rendu de résultats nous observons, depuis fin 2007, une augmentation du nombre de
laboratoires rendant des « ng/ml » (28% en décembre 2008 versus 17% en juin 2007). Rappelons que la
recommandation émise par la SFBC de rendre les résultats en « mUl/l » est toujours d’actualité (1). De
méme, le seuil définissant le déficit en GH de I'enfant est toujours de 20 mUl/I (arrété du.24 janvier 1997).
On peut noter toutefois que le rendu en « ng/ml » du standard S| 98/574 a été proposé par certains experts
internationaux (3), il est donc possible que dans un avenir plus ou moins proche ceci soit également
recommandé en France. Ce mode d'expression impliquera la modification de la valeur-seuil historique de
« 10 ng/ml ». En effet, cette valeur est issue d'études anciennes qui ont utilisé des dosages de GH calibrés
contre le Sl 66/217 (1ng = 2 pUI). Les « 10 ng » correspondaient a une masse de GH hypophysaire
(composée par définition de plusieurs formes moléculaires) mal purifiée. En utilisant des dosages calibrés
contre le SI1 98/574 (1ng = 3 pUI), une méme activité biologique de 20 pUI, aura pour équivalence massique
6,7 ng,

Les résultats de I'opération 08HGH1 suggérent, par comparaison avec les résultats obtenus lors de
I'opération 0O5SHGH1 avec un échantillon comparable (pool de sérum lyophilisé, concentration faible), une
amélioration de la dispersion des résultats inter-réactifs et intra-réactifs (figure 5). Ainsi, la dispersion inter-
réactifs passe de 30,7 a 12,3% entre 2005 et 2008. De méme le CV intra-réactif médian qui était de 10,7 %
en 2005 est de 6,7% en 2008. Cependant, méme si elles sont modérées, des discordances persistent. On
observe deux groupes de réactifs, le groupe constitué des trousses Immulite SIEMENS [SA], CTK-IRMA
DIASORIN [B9], AIA Pack TOSOH [DL] et RIACT CIS bio int. [BN] donne des résultats statistiquement plus
élevés (environ 20%) que ceux obtenus par les trousses du deuxieme groupe : Access BECKMAN [QE],
Liaison DIASORIN [S8] et le réactif IRMA GH BECKMAN [BO] qui semble donner des résultats plus bas et
plus dispersés que la plupart des autres réactifs.

Lors de la deuxiéeme opération 2008, méme si la présence de Pegvisomant n'a pu étre mise en
évidence, I'accroissement de I'écart inter-réactifs lié aux résultats discordants des 2 réactifs DIASORIN est
vraisemblablement lié & une interférence. Les résultats obtenus lors de cette opération ne peuvent étre
utilisés pour tirer des conclusions sur les discordances inter-techniques. Seules les discordances inter-
laboratoires pour les utilisateurs d’'un méme réactif sont interprétables.
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figure 5: Evolution de la dispersion des résultats inter et intra-réactifs entre 2005 et 2007 pour des échantillons de
concentration inférieure a 5 mul/l d’hGH.
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