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INTRODUCTION

La thyroglobuline (Tg) est une glycoprotéine synthétisée par les
thyrocytes (cellules épithéliales de la thyroide). Elle est sécrétée
dans la lumiére des follicules tyroidiens et sert de réservoir des
hormones thyroidiennes. La fixation d'iode sur les résidus tyrosine
de la Tg et le couplage des iiodotyrosines aboutit a la synthese
des hormones T3 (triiodothyronine) et T, (tétraiodothyronine ou
thyroxine). Le mécanisme par lequel la Tg est libérée dans le sang
n'est pas bien connu. Mais son taux sérique dépend de trois
facteurs : la masse de tissu thyroidien différencié, les lésions ou
inflammations de la glande et enfin le degré de stimulation des
récepteurs de TSH.

La Tg joue le role d'un véritable marqueur tumoral. Elle représente
le principal outil du suivi post-opératoire des patients traités pour
un cancer différencié de la thyroide (DTC). Cependant son dosage
et son interprétation posent tout un défi a la fois au laboratoire et
au clinicien. Tout d’abord sur le plan technique, il existe de nom-
breuses limitations aux méthodes actuelles. On peut citer notam-
ment le manque de standardisation entre les trousses commer-
ciales, I'hétérogénéité des épitopes reconnus par les différents
anticorps de détection utililisés, la sensibilité analytique parfois
insuffisante, I'imprécision interessais trop élevée ou encore l'inter-
férence avec les auto-anticorps anti-Tg (TgAb). Sur le plan clini-
que, il faut tenir compte de plusieurs parametres pour interpréter
une valeur de Tg chez un patient suivi pour un DTC : la masse
résiduelle du tissu thyroidien aprées la chirurgie, les facteurs de
risque (age, variante de cancer, taille de la tumeur, envahissement,
métastases...), le statut TSH et la présence ou non de TgAb. Les
récentes directives de la National Academy of Clinical Biochemistry
a l'intention des manufacturiers, des laboratoires et des cliniciens
visent a améliorer les performances analytiques et cliniques du
dosage de la Tg et par conséquent le suivi des patients (1). Nous
présentons dans cet article, I'ensemble de ces recommandations
(texte en gras et en italique) et nous discutons de I'impact de leur
application.

STANDARDISATION

La variabilité interlaboratoires a toujours été un probleme pour le
dosage de la Tg, le CV pouvant atteindre 65%. Une cause impor-
tante de cette variabilité était 'absence d’'un standard commun. Un
matériel de référence international (CRM 457), produit sous I'égide
du Bureau de référence de la Commission européenne (2, 3), est
disponible depuis 1994. Ce standard a contribué a réduire mais
non a éliminer la variabilité interméthodes qui demeure toujours
trop élevée (1, 4). Par conséquent, toute méthode de dosage
de la Tg doit étre calibrée contre le standard CRM 457.

.

La variabilité interméthodes est due également a la spécificité et é\
I'affinité de I'anticorps primaire vis-a-vis de la protéine mais elle
peut aussi étre due, du moins en partie, a la différence des matri-
ces utilisées par les manufacturiers pour diluer les standards et les
sérums de patients. Afin d'éviter le biais lié a I'effet matrice, le
diluant de la trousse doit étre idéalement un sérum humain
négatif pour la Tg et les TgAb. Les matrices non sériques
doivent étre choisies pour donner un signal (cpm, RLU, ...)
identique a celui d’'un sérum humain ne contenant pas de Tg
ni de TgAb. Le laboratoire se doit donc de vérifier auprés du
manufacturier si sa méthode est calibrée ou non par rapport au
CRM 457 et de comparer le signal généré par le diluant avec celui
obtenu avec des sérums humains Tg- et TgAb-. Un dosage du
matériel CRM 457 permet également de situer la méthode utilisée
par rapport a la standardisation reconnue et d’introduire
éventuellement un facteur de correction des résultats.

CHANGEMENT DE METHODE

Avant de changer de méthode de dosage de Tg, une corrélation
avec la nouvelle méthode doit étre réalisée en tenant compte de
deux particularités : premiérement la corrélation doit étre faite en
utilisant des sérums de patients AbTg- et des sérums de patients
AbTg+ et deuxiémement si le biais entre les deux méthodes
dépasse 10% chez les patients TgAb-, les cliniciens doivent
en étre avisés et on doit octroyer suffisamment de temps
pour redéfinir le taux basal de la Tg des patients critiques
chez qui on n'a pas completement exclu une récidive du carci-
nome. Une bonne communication et une collaboration entre le
laboratoire et les médecins sont donc nécessaires pour appliquer
cette recommandation.

PRECISION

La précision est un parameétre trés important pour valider la per-
formance d’'une méthode Tg et particulierement la précision inter-
essais puisque les patients avec un DTC sont suivis pour la vie aux
6 a 12 mois. Il faut donc pouvoir discriminer entre une variation
réelle du taux sérique de la Tg et une variation causée par I'impré-
cision de la méthode. La précision interessais doit étre établie
en utilisant un pool de sérums TgAb- a trois niveaux de Tg :
niveau bas équivalent a 30-50% de la sensibilité fonctionnelle,
niveau moyen (environ 10 pg/L) et niveau haut & 90% de la limite
supérieure des valeurs de référence. L'imprécision maximale sug-
gérée pour le suivi des patients avec un DTC est 5%, mais un tel
CV est impossible a maintenir sur une période de 6 a 12 mois
durant laquelle s’échelonnent deux dosages successifs pour un
méme patient. Une alternative pour éliminer la variabilité inter-
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essais est de doser les deux spécimens du méme patient
simultanément dans la méme routine ce qui implique pour le
laboratoire de conserver adéquatement les sérums de patients
pendant environ deux années. La précision intra-essai est en
général moins problématique. Elle est plus pertinente quand on
veut doser la réponse de la Tg a la stimulation par la TSH
recombinante (rhTSH), les spécimens pré- et post-administration
de la rhTSH étant dosés dans la méme série.

SENSIBILITE

Certaines méthodes sont incapables de détecter, chez les indi-
vidus euthyroidiens, des taux de Tg situés a la limite inférieure des
valeurs de référence (environ 1 — 3 mg/L). Ces méthodes ne
doivent pas étre utilisées pour le suivi des patients avec un
DTC. Il estimportant de déterminer la sensibilité fonctionnelle
de la méthode et de I'utiliser comme seuil de positivité au lieu
de lalimite de détection calculée a partir du standard zéro + 2
écarts-types. La sensibilité fonctionnelle est définie comme étant
la plus petite concentration de Tg pour laquelle I'imprécision inter-
essais ne dépasse pas 20%. Cette imprécision interessais doit
étre établie sur une période minimale de six mois. Par exemple, la
trousse Bio-Rad que nous utilisons au CHUM possede une limite
de détection de 0,2 mg/L alors que sa sensibilité fonctionnelle est
de 1,0 mg/L. Ce seuil correspond également a la meilleure exac-
titude clinique (5). Certains auteurs utilisent méme 1,5 mg/L
comme valeur de Tg significativement différente de zéro pour cette
trousse (6). Nous ne rapportons plus les valeurs de Tg comprises
entre 0,2 et 1,0 mg/L. Toutefois, ces spécimens sont conservés
pour un éventuel dosage, a la demande du médecin traitant, en
tandem avec un nouveau spécimen du méme patient dans la
méme routine.

EFFET CROCHET

L'effet crochet dii a un exces d'antigene affecte surtout les
méthodes immunométriques a une seule étape. Il peut se produire
quand la concentration de Tg dépasse 1000 mg/L et conduire a
des résultats faussement bas. Toutes les trousses doivent étre
validées pour I'effet crochet avant leur mise en marché. La
vérification se fait par des mesures sur des dilutions sériées au
1/10 de 20 sérums ayant des concentrations de Tg > 10 000
mg/L et 20 sérums ayant des concentrations de Tg > 100 000
mg/L. Pour minimiser I'effet crochet, on recommande I'utilisation
d’'une méthode a deux étapes. Avec les méthodes a une étape,
on doit mesurer chaque spécimen a deux dilutions différentes
soit nature et dilué 1 :10. A notre avis, I'exigence du double
dosage n’est pas pratique et il serait préférable d’encourager I'util-
isation des méthodes a deux étapes. |l serait toutefois étonnant
qu’un patient suivi par un endocrinologue puisse atteindre 1000
mg/L de Tg sur un intervalle de 6 a 12 mois.

INTERFERENCE DES TgAb

L'interférence des TgAb est de loin le handicap majeur des métho-
des de dosage de la Tg. Toutes les trousses sont sujettes a ce
type d’interférence mais probablement a des degrés divers. Les
TgAb doivent étre mesurés avec chaque dosage de la Tg.
Certaines méthodes offrent un test de récupération pour déceler la
présence des TgAb. Brievement, on ajoute une quantité connue
de Tg dans un spécimen et on le dose par la suite comme un
inconnu. Le ratio (Tg dosée/Tg ajoutée x 100) représente le % de
récupération qui serait plus bas en présence de TgAb. Les tests

de récupération ne doivent pas étre utilisés pour évaluer les
TgAb. Il faut plutét utiliser un test TgJAb immunologique quan-
titatif. Cependant, la mesure de la concentration des TgAb dans
le sérum ne peut pas prédire le degré d’interférence sur le dosage
de la Tg. Si un résultat de Tg est rapporté en présence de TgAb,
un avertissement doit apparaitre sur le rapport d’analyse qui
indique le sens probable de I'interférence par les TgAb. Les
méthodes immunométriques sous-estimeraient les niveaux de Tg
en présence de TgAb alors que l'interférence peut aller dans un
sens ou dans l'autre avec les méthodes RIA. Le laboratoire ne
doit pas rapporter un résultat de Tg non détectable si sa
méthode donne des valeurs de Tg basses ou non détectables
chez des patients TgAb+ avec DTC cliniquement documenté.
Des mesures sériées des TgAb doivent étre effectuées chez
tous les patients TgAb+. Il est essentiel que la mesure de TgAb
soit faite par le méme laboratoire qui fait le dosage de la Tg
puisqu’il sera le mieux placé pour sélectionner la méthode de
dosage des TgAb la plus appropriée. C’est sans doute en terme
d’interférence des TgAb que le laboratoire peut aider le plus le
clinicien en précisant le sens et si possible le degré de linterfé-
rence. L'utilisation d’'un ensemble de cing anticorps monoclonaux
dans la trousse Bio-Rad éliminerait, selon le manufacturier, cette
interférence (7). Mais selon certains auteurs, méme si le % de
récupération de la Tg avec la trousse IRMA Bio-Rad est supérieur,
le taux de faux négatifs est similaire a celui d’autres trousses
IRMA (6). Notre propre expérience et des données préliminaires
nous laissent croire que les TgAb n’interféreraient que peu avec
le dosage de Bio-Rad. En effet pour 42 patients (TgAb+ et Tg
non détectable) chez qui on a dosé I'ARN messager de la Tg
(ARNm-Tg) seulement deux étaient positifs dont un a la limite du
seuil de positivité.

DOSAGE DE L’ARNmM-Tg

Le dosage de 'ARN messager de la thyroglobuline (ARNm-Tg) a
d’abord été suggéré comme une alternative au dosage de la Tg
chez les patients TgAb+ et présenté comme étant plus sensible
que le dosage de la Tg puisqu’il ne requiert pas I'arrét du Synthroid
et épargne ainsi aux patients les inconvénients de I'hypothyroidie
(8, 9). Lavaleur clinique de l'utilisation de ce test reste cependant
encore a démontrer. Des questions liées a la sensibilité et a la spé-
cificité tissulaire de ’TARNm-Tg dans le sang périphérique restent a
clarifier (10). L'ARNm-Tg est décelable chez tous les sujets con-
tréles mais il ne correle pas avec le taux sérique de la protéine.
Certaines études ont montré que le niveau de TARNm-Tg correle
avec la présence ou I'absence de la maladie (9, 11). D’autres n’ont
pas pu démontrer cette corrélation (12, 13). Ces résultats contra-
dictoires refléteraient les différences de sensibilité et de spécificité
des amorces de Tg, des systemes de RT-PCR utilisés, des tech-
niques d'imagerie, des immunoessais de Tg ainsi que le statut TSH
des patients. Les résultats de notre validation clinique (14) se rap-
prochent le plus des données et conclusions de Fuggazola et al
(15) selon lesquelles le test ARNm-Tg peut étre combiné avec le
dosage de la Tg pour augmenter la sensibilité diagnostique totale.
Dans la cohorte CHUM, la sensibilité diagnostique est passée de
78% en dosant la Tg seule a 91% en combinaison avec ARNm-TQ.
Avant que 'ARNm-Tg ne devienne un dosage de routine, la corré-
lation avec la récidive doit étre démontrée plus clairement, notam-
ment chez les patients ARNm-Tg+ et chez qui la Tg est non
détectable. De plus comme le dosage de 'ARNmM-Tg est plus cher
gue celuide laTg, il doit étre réservé pour I'instant aux patients
a haut risque de récidive ou aux patients positifs pour les
TgAb chez qui le dosage de la Tg n’est pas concluant. Ce sont
les mémes conclusions auxquelles nous sommes arrivés au
CHUM suite a notre validation clinigue du test ARNm-Tg.

J
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VALEURS DE REFERENCE

Chez les sujets euthyroidiens normaux, la Tg sérique montre une
distribution normale. Les valeurs ont tendance a étre un plus
élevées chez les femmes. Le tabagisme augmente ses niveaux.
Comme la consommation d'iode influence les taux de Tg, il est
important de déterminer localement les valeurs de référence de
la Tg indépendamment de celles suggérées par le manufac-
turier. Les taux seraient augmentés dans les régions ou l'apport
en iode est insuffisant. Les valeurs de référence doivent étre
établies a partir de 120 individus sains. Les criteres d'inclusion
sont : age < 40 ans, non-fumeur, euthyroidie (TSH 0,5 a 2,0
mU/L) sans histoire personnelle ou familiale de maladies thy-
roidiennes et négatif pour les TgAb et les TPOAb. Les valeurs
de référence établies pour la population normale ne doivent pas
étre indiquées sur les rapports d’analyse des patients avec un
DTC ayant subi une thyroidectomie. |l faut les remplacer par
des valeurs de référence plus appropriées a ces patients chez qui
la Tg sérique dépendra du degré de la thyroidectomie et des taux
de TSH. Le tableau ci-dessous montre un exemple de valeurs de
référence pour une méthode dont les valeurs sont 3—40 mg/L chez
les sujets euthyroidiens.

Conditions Tg (mg/L)
Glande thyroide normale (TSH 0,4 — 4,0 mU/L) 3-40
Glande thyroide normale (TSH < 0,1 mU/L) 15-20
Lobectomie (TSH < 0,1 mU/L) <10
Thyroidectomie totale (TSH < 0,1 mU/L) <2

UTILISATION CLINIQUE DU DOSAGE DE LA Tg

L'augmentation de la Tg sérique n'est pas spécifique a une
maladie. Elle peut étre associée avec n'importe quelle atteinte de
la glande thyroide. Dans la majorité des cas, il s'agit d'atteintes
bénignes. Outre le suivi du DTC, le dosage de la Tg est indiqué
pour confirmer la thyrotoxicose factice, pour déterminer
I’étiologie de I'hypothyroidie congénitale et pour évaluer
I'activité des thyroidites inflammatoires (thyroidite subaigué
ou induite par I'amiodarone).

Chez les patients thyroidectomisés, la Tg post-opératoire chute
de fagon drastique avec une demi-vie de 3-4 jours sous
thérapie suppressive avec LT4 ce qui reflete I'accomplisse-
ment de la thyroidectomie. Toute libération de la Tg par les
marges de résection devrait étre résorbée dans les deux mois
suivant la chirurgie. Il n’existe pas de valeurs de référence de Tg
pour ces patients mais chez un patient complétement
athyroidien, la Tg doit étre non détectable méme si la TSH
est élevée.

On peut utiliser comme point de référence la relation entre la
masse du tissu thyroidien sain et les taux sanguins de la Tg :
un gramme de tissu thyroidien sain libéere 1 mg/L de Tg
dans la circulation sous une TSH normale et 0,5 mg/L si la
TSH est supprimée (< 0,1 mU/L). En moyenne, la masse du
tissu résiduel apres une thyroidectomie totale est environ de 2
grammes, d'ou le seuil de 2 mg/L suggéré pour les patients ayant
subi une thyroidectomie totale réussie et ayant une TSH inférieure
a 0,1 mU/L.

.

Durant la thérapie avec LT4 (Synthroid) et la suppression de la
TSH qui en découle, si la Tg est détectable, les changements de
la masse de la tumeur peuvent étre suivis par des dosages
sériés de la Tg. Il n'est pas nécessaire dans ce cas
d’augmenter la TSH en arrétant la prise du Synthroid. Par contre,
si la Tg est non détectable (toujours sous thérapie LT4 et en
absence de TgAb), la Tg stimulée par la TSH sera plus sensible
que la Tg mesurée sous LT4 pour la détection de la maladie
au niveau du cou.

La réponse de la tumeur a la TSH peut étre déterminée par le
degré d’augmentation de la Tg dans le sérum. Apres stimulation
par la TSH, la Tg augmente généralement d’'un facteur
supérieur a 5 par rapport au taux basal sous LT4, la rhTSH
étant moins efficace que la TSH endogéne suite a 'arrét de
LT4. |l faut noter que pour les tumeurs trés faiblement différen-
ciées ou chez les patients avec TgAb, 'augmentation de la Tg
suite a la stimulation par la TSH est altérée ou absente et ce
méme si la Tg basale était détectable. Du fait que les TgAb sont
un facteur de pronostic négatif indépendant (16), les mesures
sériées des TgAb comme marqueur tumoral sont une alter-
native valable chez les patients TgAb+. Un dernier élément,
totalement nouveau, est la recommandation du dosage de la
Tg en préopératoire pour déterminer le pouvoir de sécrétion
de la tumeur. Ceci permettra de distinguer entre les tumeurs
faiblement sécrétrices et celles fortement sécrétrices de Tg
(environ les 2/3 des patients). Une |égéere augmentation de la Tg
en post-opératoire n'aura pas la méme signification clinique pour
les deux types de tumeurs.

CONCLUSION

L'application des recommandations touchant la standardisation
CRM457, la détermination de la sensibilité fonctionnelle et
I'archivage des spécimens amélioreront certainement la perfor-
mance du dosage de la Tg sans perturber ni I'organisation ni le
budget du laboratoire. L'effet crochet nous semble moins
important que ce que les directives laissent croire. L'interférence
causée par les TgAb continuera a étre le principal défi pour les
futures méthodes de dosage de la Tg. La standardisation du test
ARNmM-Tg et sa validation cliniqgue sur une plus grande échelle
pourraient contribuer a réduire la limitation imposée par les TgAb.
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