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Anticorps dirigés contre le
recepteur de la TSH

Quel test pour quelle information?

David Fage
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TRH increases the secretion of TSH, which stimulates the synthesis and secretion
of T3 and T4 by the thyroid gland. T3 and T4 inhibit the secretion of TSH, both
directly and indirectly by suppressing the release of TRH. T4 is converted to T3 in
the liver and many other tissues by the action of T4 monodeiodinases. Some T4
and T3 is conjugated with glucuronide and sulfate in the liver, excreted in the bile,
and partially hydrolyzed in the intestine. Some T4 and T3 formed in the intestine
may be reabsorbed. Drug interactions may occur at any of these sites.

TRH: thyrotropin-releasing hormone; TSH: thyroid-stimulating hormone; T4: thyroxine;
T3: triiodothyronine.




Hyperthyroidie @ &)
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e Prévalence: 1% de la population (ratio H/F de 1/10)

* 3 mécanismes physiopathologiques distincts:
e Augmentation de la synthése des hormones thyroidiennes

Maladie de Basedow

Adénome et goitre multinodulaire toxique

« Hashitoxicose »

Maladie trophoblastique/tumeur des cellules germinales (homologie B-hCG et TSH)

e Augmentation du relargage des hormones thyroidiennes par inflammation de la glande
(Thyroidite)

* Prise exogene d’hormones thyroidiennes
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Maladie de Basedow &

UNIVERSITAIR LASORATORIUM BRUSSEL

e Prévalence: 0.5% population générale
e 50-80% des causes d’hyperthyroidie (ratio H/F de 1/10) |
o PiC entre 40'60 ans [: ﬁalg:?rg::::f:ﬂifeun thermophobie, sudation )

+ Faiblesse musculaire, fatigabilité

* Nervosité, irritabilité, labilité émotionnelle, dépression, difficultés
de sommeil

+ Dysfonction érectile, diminution de la Tibido, dysménorrhee

+ Perte de cheveux, ongles cassants

+ Boulimie, diarrhées, selles liquides

e Syndrome associant:

° H yp ert hy ro'l‘d | e « Irritation oculaire, larmoiement, cedéme périorbitaire, diplopie
 Goitre diffus homogéne a la palpation e

* O rb ito pat h ie/o p hta | m O pat h ie (60%) E E?Pu:biiejzg::el:;{:&;;:nz:j;:u:e aplatissement et amincissement des
* Rarement: myxcedéme prétibial (2-5%) e s d amer e il b

e Signes de thyrotoxicose e i e

+ Brillance du regard, retard oculo-palpébral, exophtalmie, irritation de
la conjonctive, cedeme palpébral

+ Hyperréflexie avec décontraction musculaire raccourcie, tremblements,
force musculaire proximale diminuée

+ Gynécomastie

* Hyperactivité motrice, nervosité

o Et|0|0g|e Philippe, Rev Med Suisse (2009)
* Processus auto-immun aboutissant a la synthese 1gG stimulant TSHr
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* Diagnostic
e Clinique
* Imagerie (échographie/scintigraphie)
e Biologique
e TSH supprimée
* T4 et/ou T3 fortement augmentée
 Dosage des auto-Ac anti-récepteur TSH (TRAbs) Scintigraphie thyroidienne

e Pathognomoniques de la maladie de Basedow
* Sensibilité de 95%

e Définition du terme TRADbs:

* Ac capables d’interagir avec le récepteur a la TSH, sans tenir compte de leurs
actions et de la méthode employée pour les détecter/quantifier

» TRAbs stimulants (S-TRAbs), bloquants (B-TRAbs), neutres (N-TRAbs) Buccietal, fendo (2017)
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DosagesdesTRAbs ®
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e « Bioassays » basés sur la génération AMPc par des cellules transfectées par le gene
TSHr humain
* Dosage activité fonctionnelle des TRAbs (durée 20h!)

e S-TRAbs: génération AMPc
e B-TRADbs: inhibition génération basale d’/AMPc

Lytton et al., Autoimmun Rev (2010)

e « Receptor assays » basés sur la détection d’une liaison TSHr — TRAbs sans évaluation
de I'impact biologique de cette liaison (pas de distinction S-TRABs/B-TRAbs) = T-TRAbs
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Dosages des TRAbs s
« Bioassays » OU « Receptor assays » ?

e Seule indication pour un bioassay: femme enceinte sucietar, fendo (2017)
* Pourquoi? Les TRAbs traversent la barriere placentaire et auront un impact sur la thyroide
foetale dés 20 semaines de gestation
* A nuancer selon la présence ou I'absence de la glande thyroide
* Présence de la glande: « Receptor assays » suffisants
* Traitement ablatif de |la thyroide: « Bioassays »

* Indication secondaire:
e Chez le patient Basedow: 1/3 présente un mixte S-TRAbs et B-TRAbs
» Controverse chez femme enceinte: A taux TRAbs au fil de la grossesse (N S- et A B-TRAbS) succiet al, fendo (2017)
» En-dehors du contexte de grossesse: 2.1-2.8% hyperthyroide = hypothyroide orgiazzi et al,, Ann Endocrinol (2003)
2 relative discordance entre taux de T-TRAbs et impact sur la thyroide

27/09/2019 ‘:.



DosagesdesTRAbs &
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« BiOassayS » OU « ReceptOr dassays » ? Use of ultrasound to distinguish between fetal hyperthyroidism

and hypothyroidism on discovery of a goiter.
C. HUEL, J. GUIBOURDENCHE, E. VUILLARD, J. OUAHBA, M. PIKETTY, I. F.
OURY and D. LUTON (Ultrasound Obstet Gynecol 2009

e Seule indication pour un bioassay:
femme enceinte

Ultrasound score to distinguish hypo- from hyperthyroidism in fetuses with goiter

* Vascularization Peripheral or absent 0 Central 1

* Traitement ablatif de la thyroide
» Fetal heart rate Normal 0 Tachycardia 1
+ Bone maturation Delayed —1 Normal 0

Accelerated 1

» Fetal movements Normal 0 Increased 1

An overall score = 2 is suggestive of hyperthyroidism and
a score < 2 is indicative of hypothyroidism.

=>» « Receptor assays » (T-TRAbs) répondent aux besoins cliniques

1208201 =» Recommandations suivi du Basedow basées sur taux de T-TRAbs -
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Intéréts du dosage T-TRAbs () uiimmor e LHS(?%LB

Diagnostic de la maladie de Basedow

Taux corrélé avec la sévérité de la maladie

e Pronostic du succes de la thérapie par anti-hormones thyroidiennes (ATDs)

e Traitement généralement max 2 ans
e Sitaux T-TRAbs > aux cut-off a 1 an ou a 2 ans de thérapie

- risque de rechute de 97%!
-> poursuivre ATDs ou mesure ablative (RAl ou thyroidectomie)

Ophtalmopathie:
e Diagnostic: 2-5% ont TRAbs+ sans dysfct thyroidienne

* Pronostic:
e >5-8 mois thérapie: taux T-TRAbs corrélé au risque de survenue et a la gravité des symptomes

* Traitement: prednisolone (posologie adaptée en fct du risque)
27/09/2019 “
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* Femme enceinte:

e Distinction entre thyrotoxicose gestationnelle Passage barriére foeto-placentaire
transitoire et maladie de Basedow

Placenta

Mere Foetus
) ) AC Anti-R TSH : AC Anti-R TSH
* Indispensable chez la femme enceinte sous ATDs ou
A : T T Antithyroidiens:
ayant un passé de Basedow AL CIT ety o
e Sitaux > 3x N : adaptation thérapeutique et monitoring PTU '
foetal étroit
e Dosage en début de grossesse, 18-22 sem et 30-34 sem e Lol

foetale induite par les Ac
anti R TSH ou avec hypo-
thyroidie foetale induite par

* Conséquences du passage placentaire des TRAbs: leeantithyfeldien ey

 Femme enceinte: prééclampsie, RCIU, accouchement
prématuré, DG, césarienne, petit pds de naissance

* Foetus: goitre et hyperthyroidisme

27/09/2019 ‘I.
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e Distinction thyroidite du post-partum et maladie de Basedow

Thyroidite du Post-partum (PP) Maladie de Basedow

86% des thyrotoxicoses du PP 24% des thyrotoxicoses du PP
< 3 mois apres la délivrance > 6 mois apres la délivrance
Faible flux sanguin dans thyroide Augmentation du flux sanguin
TRAbs NEGATIF TRAbs POSITIF

ﬁd * Etles S-TRAbs?
e Spécifiques de la maladie de Basedow
* Responsables des manifestations clinico-biologiques
=>» Dosage des S-TRAbs devrait mieux corréler a la clinique que les T-TRAbs
=» Développement « receptor assay » et « bioassay » spécifiques des S-TRAbs

e Mais pas de recommandations pour S-TRAbs ﬂ
27/09/2019



Génération de dosage des TRAbs &
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e 1¢re génération: bioassays basés sur la génération AMPc
* Dosage activité fonctionnelle des TRAbS wytton et al, Autoimmun Rev (2010)
e Bioassay next generation: utilisation TSHr chimérique spécifique des S-TRAbs
* Sensibilité 95%; spécificité de 96 a 100% kamijo et al, Thyroid (2010)

e 2¢me gdnération: méthodes RIA (kit Brahms - gold standard)
* Dosage de tous les Ac. liant le TSHr sans discrimination fonctionnelle (T-TRAbs= S-TRAbs + B-TRAbs)
¢ Sensibilité 96%, SpélelClté 94% wmassartet al., Ann endocrinol (2012)

e 3eme gdnération: méthode automatisée de chemiluminescence (kit Roche évalué)

* Dosage des T-TRAbs
e Excellente corrélation avec les méthodes RIA
¢ Sensibilité 96%, SpélelClté 99% autilio et al.,, Ann Clin Biochem (2018); Tozzoli, et al., Clin Chem Lab Med (2017)

e 4eme gdnération: méthode automatisée de chemiluminescence (kit Siemens évalué)

* Dosage des S-TRAbs
¢ Sensibilité 98%, SpélelClté 99,9% Autilio et al., Ann Clin Biochem (2018); Tozzoli, et al., Clin Chem Lab Med (2017)

27/09/2019 ‘EI
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Méthode BRAHMS TRAK humainRIA &

e Utilisation TSHr humain recombinant coaté

e Exposition au sérum du patient
e Ajout TSH bovine radiomarquée (- dosage RIA) { i
e Signal inversement proportionnel a [TRAbs]

* Méthode compétitive en phase hétérogene ‘A

.-

TSH receptor 125.TSH
coated tube

e Calibration sur le 1¢71S90/672 du NIBSC

e Dosage des T-TRAbs (S-TRAbs + B-TRAbs)

27/09/2019 "



Méthode Roche Elecsys anti-TSHr LHS(?%LB

e Utilisation Ac. monoclonal thyréostimulant humain (M22)
* Principe Elecsys: ECLIA reposant sur la liaison biotine/streptavidine
e Signal chemiluminescent inversement proportionnel a [TRAbs]

e Méthode compétitive dosant les T-TRAbs (S-TRAbs + B-TRAbs)
e Calibration sur le 1¢71S90/672 du NIBSC

) Streptavidin microparticles
Porcine TSH receptor

in micellar stabilisation

e < O
antibody against {’)— 2x9 min,_ *’} )- 9 min, ¢-(‘>— Measurement

porcine TSH

receptor <o)~ D= D= ’Q"(’)-

Autoantibodies

against TSH receptor Ruthenylated human
in the sample anti-TSHR autoantibody
27/09/2019



Méthode Siemens Thyroid Stimulating &
Immunoglobulins (TSI) [HUB- U8

e Utilisation TSHr humain recombinant
e Signal proportionnel a [TRAbs]
e Dosage spécifique des S-TRAbs par une méthode sandwich
* Calibration sur le 2eme IS 08/204 du NIBSC Stimulating TSHR

Autoantibody

LRD

hTSHR-AP Signal

Chimera
hTSHR Capture Chemiluminescence
Chimera
RLU
Anchor Antibody
Polystyrene Bead
3;:,"},“ sl PKC-'C_G*J None or weak (cAMPIAKEPKC) PRCIRDS
T ‘ 1. Add sample, incubate with capture receptor coated bead 30-min
; 2. Wash
Survival, Proliferation & Insctivat Cell Death if 3. Add signal receptor, incubate 30-min
Activation nactivation unopposed 4 Wash

5. Add AP-substrate, incubate S-min, measure chemiluminescence
27/09/2019 Morshed et al., Horm Metab Res (2015)
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A
D onnees rirmes CHUB-ULE

CVfldellte interm. (A))

min avant emploi

LOQ (UI/L) 1.0 1.1 0.1
Linéarité (UI/L) 1.0-40 1.1-40 0.1-40
Cut-off clinique (UI/L) 1.5 1.75 0.55
Cible T-TRAbs T-TRAbs S-TRAbs
Standardisation 1¢"1S 90/672 1¢"1S 90/672 2¢me |S 08/204
Design du test Compétitif Compétitif Sandwich
Durée 2 jours 27 minutes 65 minutes
Réactifs S8 el Reconstituer > 60 Reconstituer > 30

min avant emploi
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Limite de quantification @ _ &)
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e LOQ annoncée avec kit Roche: 1,1 Ul/L
* LOQ annoncée avec kit Siemens: 0,1 Ul/L

n 10 10
Moyenne (Ul/L) 1.36 0.14
SD (UI/L) 0.10 0.01
CV (%) 7.5 8.5
CViimite (%) 20 20
Décision Conforme Conforme

27/09/2019 ‘:l
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 N=108 patients atteints de la maladie de Basedow (suivi et diagnostic de novo)
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Comparaison d’échantillons cliniques
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Comparaison d’échantillons cliniques %)

* Bon accord entre kit BRAHMS RIA et ROCHE
e 100% patients ont des résultats de TRAbs concordants (98 POS, 10 NEG)

* Mauvaise corrélation avec SIEMENS

e Cependant:
e 104/108 (96.3%) patients présentent des résultats de TRAbs concordants
e 4/108 (3.7%) patients ont des résultats discordants
e e L e
(POS >1.5 UI/L) (POS >1.75 UI/L) (POS >0.55 UI/L)
e Aucun signe d’hyperthyroidie;

¢ N TRAbs depuis 1 an sous ATDs
¢ TRADbs NEG 3 mois plus tard en RIA

¢ Depuis 2 ans sous ATDs;
2 2.2 2.88 0.26 » Echo: séquelles GD, mais absence de nodule circonscrit, pas
d’hypervascularisation franche

¢ Thyroidectomie totale en 2010; TRAbs NEG en RIA
3 <10 090 062 ¢ MAIS signes d’exophtalmie gauche depuis 15 ans...

27/09/2019 4 1.5 <0.8 0.73 Présence myxcedéme prétibial Dr > G et ophtalmopathie



Performances cliniques du kit SIEMENS (&)
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e Evaluation du cut-off diagnostic
* Impossible car dosages réalisés principalement dans le cadre de suivi
 Littérature: cut-off 0.54 — 0.57 UI/L Autilio et al., Ann Clin Biochem (2018); Tozzoli et al., Clin Chem Lab Med (2017)

e Evaluation de la spécificité du TSHr chimérique pour les S-TRAbs

e Sélection de 11 patients atteints d’une thyroidite d’"Hashimoto
 TRAbs NEG avec les 3 méthodes de dosage
- Impossibilité de vérifier I'absence de réactivité face aux B-TRAbs

* 5-10% de patients Hashimoto avec B-TRAbs+
o Littérature: pas d’intérét a doser les B-TRAbs (femme enceinte?)

27/09/2019 ﬂ
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Conclusions [FUB-ULE

* Les kits ROCHE et SIEMENS répondent aux criteres analytiques de validation

e Kit SIEMENS semble plus sensible et spécifique de la maladie de Basedow
e Cut-off clinique 0.55 UI/L (VS 1.5 Ul/L BRAHMS et 1.75 Ul/L ROCHE)
» Spécificité 2 A car positifs chez des patients présentant des signes cliniques d’hyperthyroidie
* Absence de réactivité avec les B-TRAbs n’a pu étre vérifiée
e Dilution du sérum permise si titre >40 Ul/L

e MAIS pas de variation significative du taux de TRAbs dans le suivi des patients
Basedow si passage BRAHMS - ROCHE

e Avis de nos endocrinologues =» Sélection du kit SIEMENS

27/09/2019 a
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