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Introduction 
 
L’hormone parathyroïdienne ou PTH joue un rôle capital dans la régulation du 
métabolisme phosphocalcique et de ce fait son dosage sanguin est utile pour 

contribuer à établir le diagnostic étiologique et le suivi thérapeutique des anomalies 
du métabolisme phosphocalcique (hypocalcémie ou hypercalcémie). 
 

En fait, la quasi-totalité des prescriptions du dosage concerne deux types de 
pathologies : 

- la pathologie rénale : l’évaluation des concentrations sanguines de PTH 
demandée de manière systématique dans le bilan de l’insuffisance rénale 

chronique traitée ou non par dialyse et/ou par transplantation rénale  
- l’ostéoporose : dans ce cas cette prescription fait partie du bilan 

complémentaire demandé uniquement en seconde intention. 
  

L’évolution constante des connaissances et des techniques de dosage de cette 
hormone depuis les années soixante a fait un large l’objet de nombreux travaux. 

La découverte de la présence dans le sang de nombreux fragments en plus de la 
molécule de PTH intacte a contribué à approfondir les connaissances sur le 

métabolisme et la physiopathologie de la PTH et d’autre part à proposer des 
techniques de dosage spécifiques des formes de PTH ayant une signification 

clinique. 
C’est ainsi que les méthodes de dosage ont évolué de la 1ère génération, dosant 

toutes les formes de PTH circulantes, à la 2ème génération, ne reconnaissant plus les 
larges fragments C-terminaux non actifs biologiquement. Tout récemment, une 
technique dite de 3ème génération, spécifique de la PTH 1-84 grâce à l’utilisation 

d’anticorps dirigés contre les quatre premiers acides aminés de la parathormone a 
été proposée par des fabricants de réactifs commercialisés en France et mise en 

place au Laboratoire de Biochimie et de Biologie Moléculaire de l’Hôpital central du 
CHU de Nancy. 

 
La première partie de ce travail comprend d’une part les rappels sur le métabolisme 

phosphocalcique et les systèmes de régulation mis en évidence au cours de ces 
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dernières années (système RANK-RANKL ET OPG, axe FGF 23 et protéine Klotho) 

et d’autre part la PTH et ses méthodes de dosage. 
 

Dans la seconde partie est présenté le travail effectué pour le dosage sanguin de la 
PTH 1-84 dans le cadre de la préparation du dossier d’accréditation de cette 

analyse. Les différentes étapes nécessaires à la vérification d’une méthode pour 
déterminer son aptitude à satisfaire des exigences analytiques ont été réalisées en 

suivant les recommandations du guide technique d’accréditation relatif à la 
vérification de méthode en biologie médicale (référence SH GTA 04 du COFRAC).  
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1.1. Métabolisme phosphocalcique 
 
Les métabolismes du calcium et du phosphore sont étroitement liés, jouant un rôle 

très important dans la constitution, la structure et le turn-over du tissu osseux où ils 
sont stockés sous forme de cristaux d’hydroxyapatite mais ils possèdent également 

des fonctions propres. 
 

1.1.1. Calcium 
 
L’organisme contient environ 1 kg de calcium (pour un poids moyen de 70 kg) dont 
la répartition est la suivante : 99 % dans le tissu osseux, sous forme de cristaux 

d’hydroxyapatite pour 85 % et de carbonate de calcium pour 15 %, et 1 % en 
dehors de l’os mais qui joue un rôle majeur. 

 
Dans le plasma, le calcium est présent sous différentes formes : 

- 40 à 45 % est lié à des protéines, essentiellement l’albumine 
- 5 à 10 % est sous forme complexée, liée des anions 

- environ 50 % est sous forme ionisée. 
Ces deux dernières formes correspondent à la fraction ultrafiltrable du calcium.  

 
La calcémie ionisée est hautement régulée et maintenue dans des limites étroites 

(concentration entre 1,15 et 1,30 mmol/L à pH 7,40). Donc une variation même 
minime de sa concentration peut entraîner des dérèglements importants de ses 

fonctions. Pour des raisons pré-analytiques et analytiques, c’est généralement le 
calcium total qui est dosé et une formule (prenant en compte pH et albuminémie) 

permet de corriger la valeur obtenue pour refléter au mieux la valeur du calcium 
ionisé. 

 
La concentration plasmatique en calcium (calcium total) est comprise entre 2,2 et 
2,6 mmol/L chez l’adulte. 
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Les apports nutritionnels conseillés (ANC) sont variables en fonction de l’âge et du 

sexe mais sont globalement compris entre 1000 et 1200 mg/j (les besoins sont plus 
élevés chez l’adolescent, la femme enceinte et la femme ménopausée). 

 

Absorption intestinale 

 
Elle concerne entre 20 et 60% du calcium provenant de l’alimentation et a lieu 

principalement au niveau du duodénum, du jéjunum et de l’iléon (1). 
  

Elle fait intervenir deux mécanismes : 
- une diffusion passive paracellulaire, non régulée, non saturable, due à un 

gradient de concentration entre les entérocytes et le plasma ; ce type de 
diffusion prédomine lorsque les apports calciques sont élevés. Une inversion 
du flux peut se voir notamment dans les diarrhées osmotiques (l’eau et les 

substances osmotiquement actives entrainant le calcium).  
- un transport actif vitamine D dépendant, saturable, prédominant lorsque les 

apports sont faibles. 
 

Sa régulation implique : 
- la 1-25(OH)2 vitamine D3 : par son activité génomique elle va intervenir sur la 

synthèse de protéines (calbindines et pompes à Ca2+) impliquées dans le 
transport du calcium au niveau de l’entérocyte mais va également favoriser le 

flux intracellulaire du calcium. 
- le calcium ionisé lui même qui va réguler la synthèse de 1-25(OH)2 vitamine 

D3 via un rétrocontrôle négatif sur la production de PTH (boucle Ca2+-PTH-1 
a hydroxylase) et également en stimulant directement la synthèse de 1 a  

hydroxylase en cas d’hypocalcémie.  
 

Dans le tissu osseux 

 

Il existe des échanges entre le tissu osseux et le calcium ionisé plasmatique 
intervenant dans l’homéostasie calcique. 
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Le remodelage osseux libère quotidiennement environ 200 mg de calcium dans la 

circulation sanguine mais nécessite également la même quantité de calcium pour la 
minéralisation du tissu osseux nouvellement formé. En situation d’équilibre, les 

entrées et les sorties sont donc équivalentes. 
Pour corriger des variations rapides de la calcémie, un autre mécanisme cellulaire 

est nécessaire. En effet, le remodelage osseux est un phénomène lent, inadapté 
pour libérer rapidement le calcium du tissu osseux. C’est donc la libération du 

calcium situé au niveau des couches superficielles de l’os qui va permettre de 
réguler rapidement la calcémie. Ce mécanisme est plus rapide, permet de libérer 
rapidement une quantité plus importante de calcium mais est de plus faible capacité 

(1). 
 

Elimination rénale  

 

Elle est nécessaire au maintien d’une balance calcique nulle (ce qui est la règle dans 
les situations physiologiques), elle est régulée par (2) : 

- la PTH, en augmentant la réabsorption tubulaire du calcium. Elle favorise le 
transport actif du calcium au niveau du tubule contourné distal. 

- la 1-25(OH)2 vitamine D3, en augmentant la réabsorption du calcium au 
niveau du tubule contourné distal, mais également par d’autres mécanismes. 

Elle va augmenter la synthèse des récepteurs de la PTH sur les tubules 
contournés distaux ainsi que celle de la calcium-binding protein (CaBP) qui 

favorise la réabsorption du calcium 

- la calcitonine : aux doses physiologiques, elle inhibe l’excrétion rénale du 
calcium, mais les mécanismes impliqués sont actuellement mal connus. 

 
La calcémie ultrafiltrable joue un rôle direct sur l’élimination rénale du calcium, en 
effet, plus la calcémie est élevée, plus le rein va éliminer du calcium (à l’exception de 

l’hypercalcémie hypocalciurique familiale). 
Quant à l’hypophosphatémie, elle augmente également la calciurie par deux 

mécanismes : le rétrocontrôle négatif sur la synthèse de PTH mais également sur la 
réabsorption tubulaire du calcium.  
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Rôles du calcium 

 

Le rôle principal du calcium est structural. Il intervient dans la minéralisation du tissu 

osseux avec les phosphates en constituant des dépôts de cristaux d’hydroxyapatite 
insérés dans la trame de collagène.  

 
En dehors du squelette, le calcium a d’autres fonctions.  

 
En hémostase, le calcium est nécessaire à toutes les étapes d’activation 

enzymatique de la coagulation. Cette propriété est d’ailleurs utilisée dans l’industrie 
du diagnostic in vitro. Les tubes de prélèvement destinés à des analyses 

d’hémostase contiennent un chélateur du calcium ce qui a pour effet de rendre 
l’échantillon sanguin incoagulable transitoirement.  

 
Il intervient également à différents niveaux de la conduction neuromusculaire : le 

contrôle de l’excitabilité musculaire, la libération de neurotransmetteurs ou encore 
l’initiation de la contraction musculaire.  
 

Au niveau moléculaire, il agit en tant que cofacteur enzymatique et comme second 
messager intracellulaire dans les phénomènes de transmission du signal. 

 

En clinique  

 

Les principaux signes cliniques d’hyper- et hypocalcémie sont présentés dans le 
tableau n°1.  
 

 
Tableau n°1 : Signes cliniques d’hyper et d’hypocalcémie (1) 
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Quant au diagnostic étiologique, les démarches d’exploration d’une hypercalcémie 

et d’une hypocalcémie sont indiquées respectivement dans les figures n°1 et 2.  
 

 
 

Figure n°1 : Démarche d’exploration biologique d’une hypercalcémie (1) 

 

 
 

Figure n°2 : Démarche d’exploration biologique d’une hypocalcémie (1) 

 

1.1.2. Phosphore 
 
L’organisme contient environ 550 g de phosphore (pour un poids moyen de 70 kg) 

qui existe sous 2 formes dans l’organisme : 
- phosphore organique non actif directement (phospholipides, 
phosphoprotéines) 
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- phosphore inorganique (Pi) sous forme de phosphate, c’est la fraction active 

biologiquement. 
 

La répartition des phosphates est identique à celle du calcium avec une localisation 
préférentielle dans le tissu osseux (85 %, sous forme de cristaux d’hydroxyapatite) 

et une fraction de 14 % dans le secteur intracellulaire, essentielle car constituant 
des protéines, phospholipides, ATP et acides nucléiques. Seul 1 % se trouve dans 

le secteur extracellulaire. 
 
Dans le plasma, le phosphate est présent sous forme inorganique (on dose les 

phosphates et non le phosphore) : 
- au pH physiologique, 80 % des phosphates sont sous forme divalente 

HPO4
2- et 20 % sous forme monovalente HPO4

-  
- 55 % sous forme ionisée 

- 10 % sont liés à des protéines 
- 35 % sont liés à des cations (Na+, Ca2+ ou Mg2+) 

- l’intervalle de référence est de 0,87 à 1,50 mmol/L (soit de 30 à 46,5 mg/L) 
chez l’adulte (3). 

 
La phosphatémie subit des variations beaucoup plus importantes que la calcémie. 

C’est le reflet d’importants mouvements des phosphates entre les secteurs intra- et 
extracellulaire (2). 

 
Les apports journaliers de phosphore représentent environ 800 mg correspondant 

aux besoins quotidiens (15 mg/kg/j). Pendant la croissance, il existe une 
augmentation des besoins (liée en grande partie au mécanisme de minéralisation 

osseuse). L’absorption intestinale est de 60 à 80 % de cet apport alimentaire.  
 

Absorption intestinale  

 

Comme pour le calcium, elle se fait d’une part par un processus d’absorption passif 
non saturable et d’autre part par un processus actif saturable. 
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Le processus passif est le plus utilisé dans les conditions physiologiques, c’est un 

gradient de concentration entre la lumière intestinale et le liquide interstitiel. 
Le processus actif est un cotransport Na+/Pi (via le cotransporteur NPT2b exprimé 

au niveau de la membrane apicale des entérocytes) qui est stimulé par la 1-25(OH)2 
vitamine D3 (2). 

 

Le tissu osseux  

 

Il joue un rôle important dans l’homéostasie du phosphore par le biais des mêmes 

mécanismes que pour l’homéostasie calcique. Les échanges de phosphates entre 
l’os et le pool plasmatique sont en situation physiologique à l’équilibre (2).  

 

Elimination rénale 

 
Le rein possède une grande capacité de régulation du phosphate car en fonction 

des besoins de l’organisme, il va moduler la réabsorption tubulaire des phosphates. 
 

La quantité de phosphates éliminée correspond à celle entrée par voie intestinale. 
  

Le glomérule va filtrer environ 90 % des phosphates (correspond à la portion 
ultrafiltrable) :  

- 80 à 90 % sont réabsorbés et seulement 10 à 20 % sont excrétés 
- la réabsorption a lieu essentiellement au niveau du tube contourné proximal 

(2) (pour 85 % contre 15 % environ au niveau des tubules plus distaux) (1). 
 

Il existe 4 cotransporteurs Na+/Pi différents pour assurer la réabsorption tubulaire 

des phosphates (NPT2a qui assure la majeure partie des échanges tubulaires, 
NPT2c, NPT1 et Pit2).  

 
L’expression des cotransporteurs NPT2a et NPT2c au niveau des cellules des 

tubules proximaux est régulée par différents facteurs : les apports de phosphore 
alimentaire (une diminution de ces apports entraine une augmentation de NPT2a au 
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niveau tubulaire), la PTH qui va exercer son effet hypophosphatémiant par la 

dégradation de NPT2, et le FGF23 qui inhibe l’expression de NPT2a et NPT2c au 
niveau des cellules des tubules proximaux (1). 

 
Les mécanismes régulateurs qui interviennent dans la régulation de la réabsorption 

tubulaire sont :  
- les apports alimentaires et les besoins cellulaires en phosphates  

- la PTH et le calcitriol : la PTH a un effet inhibiteur et le calcitriol un effet 
stimulant.  

 

Rôles des phosphates 

 
Tout comme le calcium, les phosphates ont un rôle structural via les cristaux 

d’hydroxyapatite qui vont s’intégrer au tissu osseux pour assurer la résistance du 
squelette.  

Dans les tissus mous, les phosphates participent essentiellement aux processus 
énergétiques (ATP, AMPc) mais ont également un rôle dans la transmission du 
signal.  

Dans le milieu extracellulaire, les phosphates assurent un rôle de tampon et sont 
ainsi primordiaux à l’équilibre acido-basique. 

 

1.1.3. Système de régulation : hormones et vitamines 
 

Le produit phosphocalcique doit rester constant afin de maintenir une minéralisation 
osseuse idéale. Trop élevé, il entrainerait l’apparition de calcifications en dehors de 

l’os, trop bas, c’est la minéralisation de l’os qui serait altérée. Ainsi, une variation de 
la concentration de l’un de ces ions entrainerait une variation inverse de l’autre. 

 

Le calcium 

 
En période postprandiale, il existe une augmentation de la valeur de la calcémie 

d’où la nécessité d’effectuer le dosage du calcium sanguin chez un sujet à jeun. En 
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effet, à jeun, la calcémie n’est régulée que par le tissu osseux et le rein (équilibre 

entre la quantité de calcium relarguée par l’os et celle excrétée par le rein). 
  

Il y a donc un système régulé, le calcium ionisé, qui est un état d’équilibre entre trois 
acteurs : 

- l’absorption intestinale 
- le tissu osseux 

- l’élimination rénale 
qui est caractérisé par des entrées et des sorties de calcium dans le liquide 
extracellulaire. 

 
Un système régulateur avec : 

- 2 hormones, la PTH et la 1-25(OH)2 vitamine D3 
- le « calcium sensing receptor » (CaSR) qui va détecter les variations de la 

calcémie ionisée pour assurer une régulation médiée par le calcium lui-même.  

Le CaSR est présent à la fois au niveau des organes produisant les hormones 
régulant la calcémie (les glandes parathyroïdes et les cellules C de la thyroïde) mais 

aussi au niveau des organes participant à la régulation du taux de calcium (intestin, 
os et reins). Il possède donc un rôle majeur dans la régulation de la calcémie. 

 
Un système de stockage qui permet d’avoir en permanence suffisamment de 

calcium pour corriger rapidement un déséquilibre. 

 

Le phosphore 

 

L’homéostasie du phosphore est également un équilibre entre ces 3 mêmes 
acteurs : l’intestin (absorption du phosphore alimentaire), le tissu osseux (stockage 

lors de la formation osseuse et relargage dans la circulation sanguine lors de la 
résorption osseuse) et le rein (élimination urinaire du phosphore). 

 
La concentration plasmatique du phosphore est par contre, comme nous l’avons vu 

plus haut, contrôlée dans un intervalle plus large que la calcémie. 
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La régulation de la phosphatémie : 

- jusqu’au début des années 2000 (découverte de FGF23), régulation par 2 
hormones 

- la PTH entraine une diminution de la réabsorption tubulaire proximale du 
phosphate (effet phosphaturiant) 

- le métabolite actif de la vitamine D (le calcitriol) stimule l’absorption 
intestinale des phosphates (via le processus actif) et la réabsorption tubulaire 

proximale du phosphate 
- le FGF23 (ses actions seront décrites ci-dessous). 

 

Pendant de très nombreuses années, les notions concernant les mécanismes de 
contrôle de l’homéostasie du calcium et du phosphore faisaient intervenir une 

boucle de régulation comprenant 3 organes (l’intestin, l’os et le rein) et l’action 
conjointe de 2 facteurs : une hormone, la PTH et la vitamine D sous sa forme de 

métabolite actif (la 1-25 dihydroxy vitamine D ou calcitriol). Le schéma des 
principaux mécanismes impliqués dans l’homéostasie du métabolisme 

phosphocalcique est présenté dans la figure n°3). 
 

 
 

Figure n°3 : Schéma des principaux mécanismes impliqués dans l’homéostasie du 
métabolisme phosphocalcique (2) 
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Deux autres mécanismes de régulation ont été mis en évidence ces dernières 

années : le système RANK/RANK-L/OPG et l’axe FGF23-protéine Klotho.  
 

1.1.4. Système de régulation : OPG/RANK-L/RANK 
 

Ce système découvert il y a une quinzaine d’années constitue le mécanisme de 
régulation prépondérant de la résorption osseuse (première partie du cycle de 

remodelage osseux : figure n°4) et donc de la libération de calcium. D’autres 
fonctions ont également été décrites mais ne seront pas développées dans ce 

travail. 
 

 
 
Figure n°4 : Schéma du remodelage osseux (4) 

 

Il comprend 3 facteurs  

 
- RANK-L : le ligand. 

« Receptor Activating NF Kappa B-Ligand » 
C’est une protéine transmembranaire de la famille des TNF (« Tumor Necrosis 

Factor »). Elle possède un court segment intracytoplasmique N-terminal et un long 
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domaine C-terminal extracytoplasmique qui peut d’ailleurs être libérée sous forme 

soluble. Elle est synthétisée par différentes cellules (ostéoblastes essentiellement, 
ostéoclastes, cellules endothéliales, cellules stromales et lymphocytes T activés). 

 
- RANK : le récepteur. 

C’est également une protéine transmembranaire qui appartient à la superfamille des 
récepteurs au TNF.  

Elle est exprimée à la surface des cellules cibles de RANK-L : les cellules de la 
lignée ostéoclastique (précurseurs ostéoclastiques mononucléés et ostéoclastes 
matures polynucléés) mais également les chondrocytes, les cellules dendritiques et 

les cellules T matures.  
 

- OPG : le récepteur qui « piège » RANK-L.  
L’ostéoprotégérine est une protéine de la famille des récepteurs du TNF. Elle est 

exprimée dans de nombreux tissus (cœur, foie, rein, cerveau) mais son action 
principale se situe au niveau de l’os où elle est synthétisée par les ostéoblastes.  

 

Fixations ligand-récepteur 

 
La fixation de RANK-L à son récepteur RANK : 

Elle active différentes voies de signalisation (dont l’augmentation du facteur de 

transcription NF-κB) aboutissant à la différenciation des précurseurs 

ostéoclastiques en ostéoclastes matures permettant ainsi l’activité des ostéoclastes 

pour favoriser la résorption osseuse. RANK-L va également prolonger la durée de 
vie des ostéoclastes en inhibant leur apoptose. 

Dans le système immunitaire, RANK-L, synthétisé par les lymphocytes T, se fixe au 
niveau des récepteurs RANK des cellules dendritiques pour réguler leurs fonctions 

et leur survie. 
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La liaison de l’OPG à RANK-L : 

L’OPG (qui est l’équivalent d’un récepteur soluble) empêche la fixation de RANK-L à 
son récepteur et inhibe la résorption osseuse (inhibe la différenciation et l’activité 

des ostéoclastes). 
 

 
 
Figure n°5 : Interaction OPG/RANK-L/RANK (5) 

 
Il a été démontré qu’une délétion du gène codant pour l’OPG entrainait une 

ostéoporose sévère et qu’à contrario une surexpression provoquait une 
ostéopétrose (5). Cela démontre donc que le ratio RANK-L/OPG va réguler de 

manière importante la résorption ostéoclastique et ainsi déterminer la masse 
osseuse.  

 

Régulation du système OPG/RANK-L/RANK (figure n°6) 

 

La synthèse de RANK-L est augmentée par les activateurs de l’ostéoclastogénèse 

(calcitriol, PTH, glucocorticoïdes, certaines interleukines (IL) et le TNFα) mais 

diminuée par les oestrogènes, l’IL-4 et le TGFβ. 

 
L’OPG est également hautement régulée.  

La prostaglandine E2, les glucocorticoïdes et la PTH diminue son expression alors 

que les oestrogènes et plusieurs cytokines (IL-1, IL-4, IL-13, IL-18, TNFα et TGFβ) 

vont l’augmenter (4). 
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Figure n°6 : Régulation du système OPG/RANK-L/RANK (4) 
 

En pathologie osseuse lytique, le système OPG/RANK-L/RANK joue un rôle 
fondamental. 

Dans la perte osseuse liée au myélome, les plasmocytes favorisent la production de 
RANK-L et diminuent celle de l’OPG (6). Chez les patientes ostéoporotiques, un 

déséquilibre de la balance RANK-L/OPG pourrait être à l’origine de la perte osseuse 
avec une augmentation de RANK-L, ce qui en fait une cible dans la thérapeutique 

de l’ostéoporose (4). 
 

1.1.5. Système de régulation : axe FGF23 – Protéine Klotho 
 

Structure et synthèse du FGF23 

 

Découvert au début des années 2000, ce facteur appartient par sa structure à la 

famille des « fibroblast growth factors », facteurs de croissance non 
hématopoïétiques. Ce facteur, bien que phylogénétiquement proche du FGF19 et 
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FGF21, fait partie des phosphatonines (7) car il est en fait considéré comme une 

hormone ayant une action phosphaturiante majeure. 
Le FGF23 est une protéine de 251 acides aminés dont le gène est situé sur le 

chromosome 12 en position 12p13 (8). 
 

Sa synthèse a lieu essentiellement au niveau de l’os, surtout par les ostéocytes mais 
également par les ostéoblastes et les odontoblastes (9, 10, 11, 12). L’ARNm de 

FGF23 a été également détecté dans le foie, les ganglions lymphatiques, le thymus, 
le coeur, la thyroïde (13, 14) et les cellules endothéliales des capillaires sinusoïdes 
de la moelle osseuse (13). Il n’a pas été retrouvé dans le rein (15). 

 
L’expression et la production de FGF23 sont régulées par la phosphatémie et le 

calcitriol : (14, 15, 16, 17) 
- augmentation par des apports chroniques en phosphates ou 

l’administration de calcitriol par l’intermédiaire d’un récepteur à la vitamine D 
situé dans la région du promoteur de FGF23 

- diminution si régime pauvre en phosphate. 
 

En revanche, ni le calcium ni la PTH ne semblent jouer un rôle direct dans la 
régulation. 

 
Le FGF23 est clivé par une proprotéine convertase sur un site Arg-His-Thr-Arg 

(RHTR) en deux peptides biologiquement inactifs N- et C-terminaux. Ce site se situe 
entre les positions 176 et 179 (176RHTR179). Il possède une région NH2-terminale 

de 180 acides aminés contenant un peptide signal de 24 acides aminés, le domaine 
commun de FGF et une partie COOH-terminale de 71 acides aminés (9, 18). 

  
Il existe sous différentes formes dans la circulation (figure n° 7) :  

- la forme intacte est la seule forme active et sa stabilité nécessite une O-

glycosylation  
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- des peptides de dégradation FGF23 qui sont des formes inactives résultant 

d’un clivage par une proprotéine convertase entre acides aminés 176 et 179 
(19). 

 

 
 

Figure n°7 : Différentes formes circulantes de FGF23 (19) 

 

Liaison aux récepteurs 

 

Pour produire son effet sur ses cellules cibles, FGF23 doit disposer d’un récepteur 
spécifique. 

Comme les FGF, le FGF23 se lie avec des affinités voisines aux récepteurs 
spécifiques de cette famille de facteur de croissance (FGFR) existant sous plusieurs 

isoformes et résultant de l’épissage différentiel des protéines codées par 4 gènes. 
Cependant in vitro aucun d’entre eux n’a pu être activé par le FGF23. 

 

Protéine Klotho 

 

En revanche, deux observations ont mis en exergue l’importance de la protéine 
Klotho : 

- les souris Klotho knock-out (KO) manifestent une forte hyperphosphatémie 
et une élévation importante de FGF23  

- le phénotype de souris invalidées pour Klotho est quasi similaire à celui de 
souris KO pour FGF23.  

 
Ceci montre la nécessité de la présence de la protéine Klotho pour l’activité 

biologique de FGF23 (1). 
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Klotho est une protéine de 1014 acides aminés transmembranaire exprimée dans le 

tubule distal du rein, les glandes parathyroïdes, les plexus choroïdes et les cellules 
germinales. 

Elle est codée par un gène du nom de la déesse grecque (Κλωθώ - qui file la trame 
de vie), porté par le chromosome 13 en position 13q12. 

Après clivage elle peut être détectée dans le sang et le LCR et cette forme 

circulante est dotée d’une activité β-glucuronidase.  

 
Cette protéine Klotho se lie avec différents récepteurs FGFR avec une affinité plus 

particulière de la protéine Klotho avec FGFR1c, FGFR3c et FGFR4 (20). 
 

Chez les souris KO pour le gène KLOTHO, l’espérance de vie est diminuée, elles 

présentent une atrophie cutanée, une moins bonne densité minérale osseuse, des 
calcifications ectopiques et une infertilité. Alors que celles qui surexpriment 

KLOTHO, ont au contraire une espérance de vie augmentée. Cela suggère donc une 
importance physiologique majeure de cette protéine (21). 

 

Actions (figure n°8) 

 

Les deux organes cibles du FGF23 sont le rein et les glandes parathyroïdes. 
 

Le FGF23 circulant agit au niveau du rein en provoquant :  
- une inhibition de la réabsorption des phosphates par les tubules rénaux 
proximaux (effet phosphaturiant) par inhibition de l’expression membranaire 

des cotransporteurs NPT2a et NPT2c (19) 
- une inhibition de la synthèse du calcitriol (par suppression de l’expression 

du gène CYP27B1 qui code pour la 1 α hydroxylase au niveau du tubule 

proximal) et augmentation de sa dégradation par la stimulation de 
l’expression du gène CYP24 qui code pour la 24-hydroxylase) (22, 23).  
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Au niveau des glandes parathyroïdes, le FGF23 interviendrait dans la régulation de 

la synthèse de la PTH par une action directe au niveau parathyroïdien mise en 
évidence chez le rat : diminution de l’ARNm (24) et donc de sa sécrétion (19). 

 
Il n’exercerait pas d’effet direct sur l’os car aucune relation entre la DMO et les 

concentrations sanguines n’a été observée dans une étude réalisée chez des sujets 
dialysés (25). 

 

 
 

Figure n°8 : Régulation et actions du FGF23 (19) 
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Figure n°9 : FGF23 et métabolisme phosphocalcique (1) 

 

1.1.6 Autres systèmes de régulation 
 

Comme le FGF23, d’autres molécules impliquées dans la régulation du phosphore 
font partie de la famille des phosphatonines : 

- la phosphoglycoprotéine de la matrice extracellulaire (MEPE)  
- la « Dentin Matrix acidic Phosphoprotein-1 » (DMP-1) 

- la « secreted Frizzled-Related Protein-4 » (sFRP-4). 
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1.2 La parathormone (PTH) 
 

1.2.1 Historique (Tableau n°2) 
 

C’est en novembre 1849 que furent pour la première fois décrites les glandes 
parathyroïdes. Sir Richard Owen, Professeur au Collège Royal des Chirurgiens 

d’Angleterre, découvrit, lors de l’autopsie d’un rhinocéros unicornis décédé au Zoo 
de Regent’s Park à Londres, au niveau du cou « quatre petites formations jaunâtres 

à l’endroit où les veines émergent du corps thyroïde ». La publication de sa 
découverte n’eut pas de suite, jusqu’en 1880, date à laquelle Viktor Ivar Sandström 

(anatomiste suédois) publia les résultats de ces travaux de recherche. Il démontra, à 
partir de dissections de cadavres humains, la présence constante mais en nombre 

variable de formations parathyroïdiennes. Il proposa le terme de « glandes 
parathyroïdiennes ». 

 
La découverte de leurs fonctions fut beaucoup plus tardive. En 1891, Eugène Gley, 

Professeur de Physiologie et d’Endocrinologie au Collège de France, attira à 
nouveau l’attention sur ces glandes parathyroïdes en décrivant chez l’animal les 
conséquences de leur ablation (tétanie puis décès de l’animal). Mais pour lui leur 

fonction est liée à celle de la glande thyroïde. En 1897, Gustave Moussu, un autre 
français, publie ses travaux dans lesquels il soutient une théorie contraire : il existe 

deux fonctions distinctes, l’une thyroïdienne et l’autre parathyroïdienne. 
 

À la fin du 19ème siècle, deux avancées majeures sont donc établies : le lien entre 
l’absence de parathyroïde et la tétanie ainsi que le fait que les glandes parathyroïdes 

sont une entité anatomiquement mais également fonctionnellement différente de la 
thyroïde. 

 
Ce n’est qu’en 1925, après d’intenses débats, que la fonction de régulation du 

calcium des glandes parathyroïdes est définitivement établie. Collip montre qu’un 
extrait de glandes parathyroïdes prévient totalement l’apparition de crise de tétanie 
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chez des sujets parathyroïdectomisés. Les parathyroïdes sont donc des glandes 

endocrines sécrétant une hormone : la parathormone (PTH). 
 

Trente cinq ans plus tard, Handler et son équipe publient leur frustration de ne pas 
réussir à purifier la PTH pour pouvoir analyser sa structure. Ce sont finalement 

Aurbach puis Rasmussen et Craig qui en 1959 résolvent le problème en utilisant des 
solvants organiques à la place des acides forts pour réaliser l’extraction. 

 
En 1978, Keutmann est le premier à établir, à l’aide de techniques de séquençage, 
la structure de la PTH (26, 27).  

 
Ensuite dans les années 1990, les récepteurs de la PTH furent mis en évidence et au 

début de ce siècle fut établi l’intérêt de la PTH dans la thérapeutique de 
l’ostéoporose. 

 
 

 
Tableau n°2 : Chronologie des principales avancées sur la PTH (27) 
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1.2.2 Structure et synthèse 
 
Le gène humain de la PTH est situé sur le bras court du chromosome 11 en 11p15 
et code pour une protéine de 115 acides aminés, la préproparathormone (28). 

 

Structure 

 
La séquence complète de la PTH humaine (figure n°10) a été décrite par Keutmann 

en 1978, après la PTH bovine en 1970 par Brewer et Ronan et l’équipe de Niall puis 
de la PTH porcine en 1974 par Sauer (29). 

 

 
 

Figure n°10 : Séquence complète en acides aminés de la PTH humaine et 
comparaison avec les molécules de PTH bovine et porcine (29) 
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Sa structure peut être divisée en 3 zones (30) :  

- la région amino-terminale (N-terminale), (1-34), présente une structure 

régulière (2 hélices α séparées par une zone flexible en feuillet plissé), c’est la 

zone active biologiquement. 

- la région moyenne (« mid-C-terminale ») présente une structure souple en 
feuillet plissé. 

- la région carboxy-terminale (C-terminale) a une hélice α en position 65-74 

entourée de configurations β en positions 58-60 et 76-81. 

 

Son poids moléculaire est d’environ 9400 daltons (31). 
 

Synthèse 

 

Elle est synthétisée sous forme de pré-pro-PTH (figure n°11) par les cellules 
principales des glandes parathyroïdes qui sont situées normalement au pôle 

inférolatéral de la thyroïde. Elles sont au nombre de 4 mais il existe des glandes 
surnuméraires (jusqu’à 4) chez 2 à 5% de la population. Elles mesurent 6 x 4 x 2 mm 

et pèsent environ 30 à 50 mg (30). 
 

 
 
Figure n°11 : Structure de la préproparathormone (prépro-PTH) (30) 
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La préproparathormone subit 2 clivages successifs libérant 2 peptides situés en 

position amino-terminale : le premier est la proparathormone (pro-PTH), 90 acides 
aminés, au niveau du réticulum endoplasmique (libération d’un fragment de 25 

acides aminés = séquence « pré ») puis le second est la PTH, 84 acides aminés, 
dans le complexe de Golgi (après libération d’un peptide de 6 acides aminés = 

séquence « pro ») (32). 
 

Une fois sortie de l’appareil de Golgi, la PTH est soit sécrétée immédiatement dans 
la circulation sanguine, soit stockée dans des granules sécrétoires où elle peut être 
dégradée (clivée en fragments C-terminaux) ou simplement accumulée. 

 
L’ensemble du processus de synthèse représentée dans la figure n°12 dure environ 

15 à 20 min (de la transcription du gène de la PTH au clivage de la pro-PTH) (30). 
 

 
 

mARN : ARN messager 

 

Figure n°12 : Schéma illustrant les différentes étapes de la synthèse de la PTH dans 
les cellules principales des glandes parathyroïdes (33) 
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La concentration sanguine de PTH est dépendante de deux phénomènes : la 

synthèse de nouvelles molécules de PTH et la libération de PTH stockée dans les 
granules sécrétoires, hautement régulée également. 

 

Régulation de la synthèse de la PTH 

 
Sa synthèse dépend de la quantité d’ARN messager (ARNm) de prépro-PTH 

présente (34). Elle même régulée négativement par la 1,25(OH)2 vitamine D et le 
calcium mais positivement par le phosphore (35, 36). 

 
Les variations de concentration en calcium ionisé sont détectées par des récepteurs 

au calcium (Ca-Sensing Receptor ou CaSR) situés sur les membranes plasmiques 
des cellules principales des glandes parathyroïdiennes. Ces récepteurs au calcium 
sont également présents dans d’autres tissus (tableau n°3) notamment au niveau de 

la branche ascendante de l’anse de Henle où ils jouent un rôle important dans la 
régulation de réabsorption rénale du calcium. 

 



	   54	  

 
Tableau n°3 : Localisations tissulaires et fonctions du CaSR (37) 

 
Le gène du CaSR est localisé sur le chromosome 3 en position 3q21-24. Le 

récepteur est composé de 1078 acides aminés. Il possède un large domaine extra 
cellulaire amino-terminal de 612 acides aminés, 7 domaines transmembranaires en 
hélice (250 acides aminés) et un domaine carboxy-terminal intra cellulaire de 216 

acides aminés présentant de nombreux sites de phosphorylation (figure n°13). Il 
fonctionne sous la forme d’un dimère relié par 2 ponts disulfures. Il fait partie des 

récepteurs couplés à la protéine G. Le calcium ionisé se lie au récepteur au niveau 
de son domaine extra cellulaire (37). 
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Figure n°13 : Schéma du Récepteur au calcium – CaSR (38)  
 

Une diminution du taux de calcium ionisé extra-cellulaire va activer les processus de 
la synthèse de nouvelles molécules de PTH. L’hypocalcémie va également retarder 
la dégradation de la PTH dans les glandes parathyroïdes augmentant ainsi le stock 

disponible à libérer dans la circulation sanguine (39).  
 

Il a été démontré que les cellules parathyroïdiennes possèdent des récepteurs au 
calcitriol (ce dernier provenant soit de l’hydroxylation rénale de la 25(OH) vitamine D 

soit d’une hydroxylation au niveau des glandes parathyroïdes par l’action d’une 1α 
hydroxylase locale), permettant une action sur la synthèse d’ARNm codant pour la 

prépro-PTH. Son action inhibitrice est directe. Le complexe calcitriol-récepteur 
cytosolique se fixe sur le fragment 5’ non codant du gène de la PTH pour empêcher 

sa transcription (30). Ces récepteurs possèdent également une action indirecte sur 
la sécrétion de la PTH en augmentant l’expression des CaSR (39).  
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La phosphatémie joue également un rôle dans la sécrétion de PTH. Une 

hypophosphatémie entraine la synthèse d’endonucléases qui vont diminuer la 
stabilité du transcrit. Elle va être au contraire augmentée au cours d’une 

hyperphosphatémie. 
 

Le magnésium serait aussi un régulateur de la PTH mais une variation de la 
magnésémie influencerait beaucoup moins la sécrétion de PTH que celle du calcium 

(cependant, l’hypomagnésémie chronique serait responsable d’une 
hypoparathyroïdie réversible) (40). 
 

La 1,25(OH)2 vitamine D exerce donc une action directe sur l’ARNm de la prépro-
PTH alors que calcium et phosphate agissent sur la production de protéines qui 

vont moduler la dégradation de cet ARNm. 
 

La libération de la PTH stockée dans les granules sécrétoires  

 

La sécrétion à travers la membrane plasmique est un phénomène complexe qui va 
faire intervenir deux systèmes différents :  

- un système calcium-dépendant par l’intermédiaire des CaSR sur les cellules 
principales qui va également agir sur la synthèse de la PTH comme cela a été 

décrit précédemment. La liaison du calcium à son récepteur entraîne une 
cascade de réactions intra cellulaires faisant intervenir différents éléments 

(dont la protéine G, l’AMP cyclique et la phospholipase C) et aboutit au 
relargage rapide des molécules de PTH préformées et stockées dans les 

granules sécrétoires (39) 
- un système AMP cyclique-dépendant qui va agir seulement sur les granules 

de stockage (41). 

 

1.2.3 Métabolisme 
 

Les différentes formes circulantes de la PTH sont soit sécrétées par les glandes 
parathyroïdes soit produites par son métabolisme périphérique. 
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Au niveau des glandes parathyroïdes 

 

La dégradation de la PTH est due à 2 mécanismes :  
- soit les granules sécrétoires se lient à des lysosomes pour dégrader 

complètement la PTH 
- ou la PTH est clivée par des cystéine-protéases pour générer des fragments 

C-terminaux (42).  
 
Ce phénomène est régulé par la calcémie. Alors qu’en présence d’une 

hypocalcémie, la plupart de la PTH synthétisée reste intacte et est libérée dans la 
circulation sanguine, en présence d’une hypercalcémie, elle est majoritairement 

dégradée. L’augmentation de la calcémie va favoriser la protéolyse des régions 
amino-terminale de la PTH par les cystéine-protéases et produire des formes 

tronquées de la PTH. Le rapport fragments C-terminaux/PTH 1-84 augmente donc 
en présence d’une hypercalcémie.  

  

Dans la circulation sanguine 

 
La PTH 1-84 est rapidement éliminée, sa demi-vie plasmatique étant inférieure à 4 

min (entre 2 et 4 min) (43). 
 

Au niveau hépatique  

 

Le métabolisme de la PTH emprunte 2 voies : 
- une voie ne concerne que la PTH intacte : elle a lieu dans les cellules de 

Kuppfer, par des enzymes membranaires, elle libère dans la circulation 
sanguine des fragments ayant perdus leur région amino-terminale, 

généralement appelés « fragments carboxy-terminaux ». Cette voie est 
responsable des 2/3 du métabolisme hépatique 

- une autre voie, intervient dans le métabolisme de la PTH intacte et de celui 
des fragments N-terminaux. Elle a lieu dans les hépatocytes qui ont des 

récepteurs membranaires pour ces différents fragments, c’est une voie 
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partiellement inhibée par une baisse de la calcémie, elle représente 1/3 de 

l’extraction hépatique de la PTH intacte et la totalité de la N-PTH. 
 

Le foie va donc libérer des fragments de PTH de différentes tailles dans la 
circulation sanguine (42).  

 
La demi-vie des fragments issus du métabolisme (parathyroïdien et hépatique) est 

plus élevée (20 à 40 min) que celle de la PTH intacte (4 minutes maximum pour la 
PTH intacte). 
 

Au niveau du rein  

 
L’élimination de l’ensemble des ces éléments (PTH 1-84 intacte et les différents 
fragments issus du métabolisme) est rénale. Ceci va provoquer leur accumulation 

dans la circulation sanguine en cas d’insuffisance rénale et avoir un impact : 
- d’une part d’un point de vue analytique car les différents dosages de la PTH 

ne reconnaissent pas les mêmes fragments 
- et d’autre part sur l’activité de la PTH et de ces fragments que l’on pensait 

dénués d’activité biologique mais qui en fait semblent exercer une activité.  
 

Les glandes parathyroïdes sécrètent de la PTH 1-84 ainsi que différents fragments 
(comme vu ci dessus). Une augmentation de la calcémie inhibe la sécrétion de la 

PTH 1-84 et favorise la synthèse de peptides tronqués. Le foie produit également 
des fragments issus de la protéolyse. Tous ces peptides (PTH 1-84 et ces différents 

fragments) ont deux issues possibles : agir sur les organes cibles ou être éliminés 
par le rein (figure n°14). 
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Figure n°14 : Schéma représentant le métabolisme périphérique de la PTH (30) 
  

 Différents fragments issus du métabolisme de la PTH  

 

Le résultat de ce métabolisme complexe comme le montre la figure n°14 est la 
présence dans le sang d’un pool de différents peptides de PTH non seulement dans 

des situations pathologiques mais aussi chez des individus sains (31).  
 

La PTH circule sous différentes formes moléculaires : la PTH 1-84 et de nombreux 
fragments issus soit de la synthèse par les parathyroïdes soit du métabolisme 

périphérique (rénal et hépatique). 
 
Comme cela été décrit précédemment, la portion active biologiquement est la 

région 1-34 de la PTH, en effet seuls ces 34 premiers acides aminés sont reconnus 
par le récepteur de la PTH de type 1. Les fragments C-terminaux (composés des 50 

derniers acides aminés de la PTH) ne sont pas reconnus par ce récepteur et ont 
donc été longtemps décrits comme des formes moléculaires ne présentant aucune 

activité biologique. Cette version est remise en cause depuis la découverte d’un 
récepteur spécifique de ces fragments C-terminaux dont la structure n’a pas encore 

été établie.  
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Figure n°15 : Nouveau concept d’activité de la PTH selon D’Amour (42) 

 
Cette découverte a une importance capitale (figure n°15). 

 
D’une part, cette activité biologique nouvellement évoquée des fragments C-

terminaux serait à l’opposé de celle de la PTH 1-84 ou de sa portion 1-34 comme 
l’indiquent Rodriguez et Lorenzo (44) qui attribuent 3 effets biologiques à la liaison 

des formes C-PTH à leurs récepteurs (figure n°16) : baisse de la calcémie, 
augmentation de la phosphatémie et diminution du turn-over osseux. 
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Figure n°16 : Représentation schématique des effets biologiques résultants de 
l’activation des récepteurs PTH1R et PTHR-C-terminal (44) 
 

D’autre part, les fragments C-terminaux représentent une part non négligeable des 
formes circulantes de PTH tant chez les individus sains que chez les patients 

présentant une insuffisance rénale chez qui ces fragments vont s’accumuler comme 
le montre la figure n°17 (42). 

 

 
RF --- : PTH circulante chez les individus insuffisants rénaux au stade terminal 

N        : PTH circulante chez les individus sains 

Figure n°17 : Variations des formes moléculaires circulantes de la PTH chez les 
sujets sains et les sujets insuffisants rénaux (42) 
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La composition des formes circulantes de PTH varie en fonction de la présence 

d’une pathologie rénale associée et de leur reconnaissance par les anticorps utilisés 
dans les dosages. Ainsi chez des individus sains, avec une technique de 1ère 

génération, seulement 5 à 18 % de la PTH reconnue est de la PTH 1-84 alors que 
cette proportion atteint 80 % avec un test de 2ème génération et 93 % avec ceux de 

la 3ème génération. Chez les individus présentant une insuffisance rénale, la PTH 1-
84 représente respectivement 2 %, 5 %, 55 % et 85 % selon la technique de 

dosage. Les fragments reconnus par les méthodes de dosage de 3ème génération 
sont des fragments N-terminaux, seuls fragments pouvant réagir avec ces dosages. 
 

Avec le développement des techniques de 2ème et de 3ème génération, les formes 
moléculaires de PTH ont pu être correctement identifiées.  

 
Ainsi, 4 entités ont été mises en évidence (figure n°18) : 

- la PTH 1-84 : forme originelle de l’hormone  
- les fragments C-terminaux (formes moléculaires débutant en position 34, 

37, 38 ou 45 et ne possédant pas de portion amino-terminale) 
- les formes non-(1-84) PTH (fragments C-terminaux avec une structure 

amino-terminale préservée partiellement, débutant en position 4, 7, 10 ou 15, 
souvent appelés PTH 7-84 en raison de la présence d’une majorité de forme 

moléculaire débutant en position 7) 
- la N-PTH (forme correspondant à une molécule de PTH 1-84 phosphorylée 

sur une sérine en position 17) est reconnue par certains kits de dosages de 
2ème génération seulement, en fonction de l’épitope de révélation utilisé et est 

également détectée par les dosages de 3ème génération. Présente chez les 
individus sains, elle est produite en proportion plus importante dans 

l’hyperparathyroïdie primaire et le carcinome parathyroïdien (45). 
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Figure n°18 : Fragments de PTH reconnus en fonction de la technique de dosage 
utilisée et des épitopes reconnus (42) 

 
Les dosages de 1ère génération reconnaissant toutes les formes moléculaires de 

PTH ont permis de décrire et de quantifier les différentes formes moléculaires. 
 

Ainsi, chez un individu sain, les pourcentages respectifs de chaque forme par 
rapport à l’ensemble des formes circulantes sont pour :  

- la PTH 1-84 : 18 %  
- la N-PTH : 2 % 

- les fragments non-(1-84) PTH : 5 %  
- les fragments C-terminaux : la grande majorité avec 75 %. 

 
Il faut également noter que la N-PTH n’est pas détectée par tous les kits de dosages 

de 2ème génération, en effet ceux utilisant un anticorps de révélation dirigé contre un 
épitope comprenant la sérine en position 17 ne seront pas en mesure de la doser.  

 
Il a été également démontré que ces formes moléculaires sont retrouvées dans des 
proportions différentes en fonction de la situation clinique (figure n°19) : 
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- hypercalcémie d’origine non parathyroïdienne :  

la PTH 1-84 existe en quantité plus faible mais les formes C-terminales sont 
maintenues à un taux élevé ce qui conduit à un ratio C-PTH/PTH 1-84 augmenté. 

Cela reflète l’adaptation des glandes parathyroïdes devant une hypercalcémie 
chronique et explique le chevauchement des valeurs que l’on observe, avec les kits 

de dosages reconnaissant les formes C-terminales, entre hyperparathyroïdie 
primaire et hypercalcémie d’origine non parathyroïdienne. 

 
- hyperparathyroïdie primaire : 

chez les patients présentant une hyperparathyroïdie primaire, le seuil de la 

concentration en calcium au delà duquel la sécrétion de PTH est stoppée est 
augmenté. Mais l’évolution du ratio C-PTH/PTH 1-84 reste identique à celui d’un 

sujet normal. Une hypersécrétion de N-PTH a été décrite dans l’hyperparathyroïdie 
primaire mais aussi secondaire sans que le mécanisme exact ne soit élucidé. 

 
- hyperparathyroïdie secondaire à une insuffisance rénale : 

chez les patients dialysés, on observe une accumulation des formes C-PTH 
(longues et courtes) d’autant plus importante que la pathologie rénale est avancée. 

En effet, au stade terminal, les fragments C-terminaux représentent jusqu’à 95 % de 
la PTH circulante (figure n°17). La sécrétion des différentes formes de PTH varie en 

fonction du degré d’hypocalcémie. Le ratio C-PTH/PTH 1-84 est plus bas en 
présence d’une hyperparathyroïdie sévère que modérée.  
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Figure n°19 : Formes circulantes de PTH en fonction du type de pathologie 
parathyroïdienne (42) 
 

Le tableau n°4 présente la synthèse des éléments qui ont été abordés ci-
dessus ainsi que les différentes dénominations retrouvées dans la littérature. 

 

 autres dénominations 
1ère 
génération 2ème génération 

3ème 
génération 

1-84 PTH • PTH intacte 
• «cyclase activating 

PTH» (CAP) 
• «whole PTH» 

Oui 
 

Oui 
 

Oui 
 

non 1-84 PTH  • 7-84 PTH 
• «cyclase inactive 

PTH» (CIP) 

Oui 
 

Oui (mais réactions 
croisées possible selon 
les kits) 

Non 

fragments 
C-terminaux 

• PTH C-terminale 
• tout fragment ne 

comprenant pas la 
portion 1-34 

Oui 
 Non Non 

fragments 
N-terminaux 

• amino-PTH 
• N-PTH 

Oui 
 

Selon les kits de dosage, 
en fonction de l’épitope 
reconnu : 
• Oui si portion 26-32 
• Non si portion 13-24  

Oui 
 

 

Tableau n°4 : Formes circulantes de PTH, leurs différentes dénominations et leur 
reconnaissance en fonction du type de dosage utilisé 
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 1.2.4 Récepteurs de la PTH 
 
Le rôle principal de la PTH est d’augmenter la calcémie.  

 
Son action ne s’exerce qu’après liaison à l’un de ses récepteurs spécifiques, situés 

sur les cellules des organes cibles. 
 

Trois récepteurs à la PTH ont été identifiés : (46) 

 

Le récepteur PTH1 (PTHR1) 

 

Il est responsable de la plupart des activités biologiques de la PTH. Il appartient à la 
famille des récepteurs couplés aux protéines G et reconnaît puis lie la PTH par sa 

portion N-terminale (40).  
Ce récepteur (figure n°20) forme un homodimère à 7 domaines transmembranaires 

de nature glycoprotéique et son poids moléculaire est d’environ 85000 Da (30). 
Il est commun au PTHrP qui va induire les mêmes actions biologiques que la PTH. 

 
 

Figure n°20 : Représentation schématique du récepteur de type 1 de la PTH (33) 
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Le récepteur PTH2 (PTHR2)  

 

Il fait également partie de la famille des récepteurs couplés aux protéines G. Il est 

exprimé dans le SNC, les testicules et le placenta mais surtout dans le pancréas, les 
cellules parafolliculaires de la thyroïde et les cellules endocrines du tube digestif. 

Il présente 70% d’homologie avec le PTHR1 mais il semblerait que la PTH ne soit 
pas son ligand naturel. Quant à la PTHrP, elle ne se fixe pas sur le PTHR2. 

Et son rôle physiologique est encore non élucidé.  
 

Le récepteur PTH3 (PTHR3) 

 

Il n’a été identifié que chez le poisson zèbre (46). 
 

Fixation de la PTH à son récepteur 

 

La fixation de la PTH (figure n°21) à son récepteur au niveau des principaux organes 
cibles (os et rein) entraîne la modification de différentes activités enzymatiques : 

l’adényl cyclase (avec production d’AMP cyclique) et la phospholipidase C (avec 
production d’inositol triphosphate - IP3) (47). 
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Figure n°21 : Représentation schématique de la liaison de la PTH à son récepteur 
(33) 
 

La région carboxy-terminale du ligand se lie à la portion amino-terminale du 
récepteur (au niveau du domaine extracellulaire) alors que la partie amino-terminale 

du ligand interagit avec les hélices transmembranaires et la boucle extracellulaire. 
 

1.2.5 Actions  
 

Au niveau de l’os  

 
Les récepteurs sont situés au niveau des ostéoblastes (et non des 

ostéoclastes) (47). 
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En réponse à une hypocalcémie, la PTH va entraîner une ostéolyse superficielle 

permettant la libération de calcium ionisé par l’intermédiaire des ostéocytes. Le but 
étant d’établir un flux de calcium entre le compartiment osseux et le secteur extra-

cellulaire. Il persistera tant que la calcémie ne sera pas corrigée. Elle va également 
provoquer une augmentation de l’activité des ostéoclastes et des ostéoblastes pour 

stimuler le remodelage osseux. 
 

La PTH va donc provoquer une mobilisation du calcium (action à court terme) puis 
une activation du remodelage osseux (à plus long terme) (30).  
 

Elle va également avoir un effet anabolique sur l’os par la production locale d’IGF1 
(cette propriété est d’ailleurs maintenant utilisée en clinique dans le traitement de 

certaines formes d’ostéoporose) (40). 
 

Au niveau du rein  

 

La PTH exerce 3 actions principales : 
- elle diminue la réabsorption tubulaire proximale des phosphates (augmente 

donc la phosphaturie et diminue la phosphatémie) 
- elle augmente la réabsorption tubulaire distale du calcium (augmente donc 

la calcémie et diminue la calciurie) 

- elle augmente l’activité de la 1α-hydroxylase rénale (permet la 

transformation de la 25(OH) vitamine D (calcidiol) en 1,25(OH)2 vitamine D 

(calcitriol) au niveau des cellules du tube proximal). 
 

Au niveau de l’intestin 

 

La PTH agit indirectement. En fait, c’est le calcitriol qui agira sur les entérocytes 
pour augmenter l’absorption du calcium et du phosphore (40) et qui agira également 

sur la synthèse d’ARN messager de la prépro-PTH. 
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Les actions de la PTH sur les différents organes cibles sont présentées dans la 

figure n°22. 
 

 
 

Figure n°22 : Schéma des actions de la PTH sur les organes cibles (33) 
 

La PTH se différencie de la parathyroid hormone-related proteine (PTHrP), sécrétée 

par de nombreux tissus fœtaux ou adultes, qui comprend 8 des 13 premiers acides 
aminés de la portion N-terminale de la PTH. La PTHrP peut se lier aux récepteurs de 

la PTH et induire les mêmes effets biologiques (48).  
Elle est présente sous 3 isoformes comprenant 139, 141 ou 179 acides aminés. La 

synthèse de PTHrP en excès par certaines tumeurs est responsable de 
l’hypercalcémie humorale maligne (46).  

Par contre, la PTHrP n’est pas détectée par les dosages de PTH, une technique 
spécifique est disponible pour son évaluation. 

 
La PTH est donc une hormone hypercalcémiante et hypophosphatémiante dont la 
synthèse est soumise à une régulation complexe (figure n°23).  
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P : phosphate ; Ca : calcium ; VDR : récepteur à la vitamine D 

 

Figure n°23 : Schéma récapitulatif de la synthèse et des actions de la PTH (1) 
 

1.2.6 Indications du dosage 
 

Le dosage de la PTH peut être indiqué devant différentes situations pathologiques 
mais sera toujours associé à la mesure concomitante de la calcémie (ionisée ou 

corrigée). En effet, une valeur de PTH ne s’interprète que par rapport à la calcémie. 
 

Hyper- et hypocalcémie 

 

Il est nécessaire au diagnostic étiologique d’une hyper- ou d’une hypocalcémie mais 
également pour la recherche d’anomalie osseuse chez les patients insuffisants 

rénaux, le bilan d’une ostéoporose ou en peropératoire pour le suivi de l’ablation 
d’une ou de plusieurs glandes parathyroïdes. 
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Devant une hypercalcémie ou une hypocalcémie, le dosage de la PTH est l’examen 

à réaliser en première intention pour orienter le diagnostic. Les schémas du chapitre 
« 1.1.1 Calcium » reprennent les démarches d’exploration à suivre devant ces 

situations.  
Par exemple, l’association d’une hypercalcémie avec une PTH dans la moitié haute 

des valeurs normales (ou de concentration franchement anormale) permet de poser 
le diagnostic d’hyperparathyroïdie primitive (HPP), 3ème endocrinopathie la plus 

fréquente. 
 

Ostéoporose 

 

Lors de la découverte d’une ostéoporose, un bilan du métabolisme 
phosphocalcique doit être prescrit et seulement en 2ème intention, devant des 

désordres de ce métabolisme, un dosage de la PTH est recommandé. Il aidera à la 
recherche d’une cause d’ostéoporose secondaire.  

 

Insuffisance rénale 

 
Chez les patients en insuffisance rénale (dialysés ou non), la PTH est dosée 

régulièrement pour rechercher et caractériser « une ostéodystrophie rénale » (ODR).  
 

KDOQI 

En 2003, les néphrologues ont publié une série de recommandations (cliniques, 

biologiques et thérapeutiques) pour le suivi des patients insuffisants rénaux et 
notamment pour le métabolisme minéral et osseux de ces patients : les Kidney 

Disease Outcomes Quality Initiative (KDOQI).  

Les valeurs biologiques à suivre sont : la phosphatémie, la calcémie corrigée, le 
produit phosphocalcique et la PTH (avec comme valeur cible l’intervalle 150-300 

pg/mL). 
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KDIGO 

En 2009, devant la publication de nombreux articles apportant de nouvelles 
connaissances sur l’insuffisance rénale, les recommandations du KDOQI ont été 

remplacées par celles du KDIGO (Kidney Disease : Improving Global Outcomes) (49). 

Le terme d’ostéodystrophie n’est plus à employer qu’en cas d’atteinte histologique 
de l’os et ne représente donc plus que la partie squelettique de troubles plus 

généralisés.  
Le concept d’ODR est donc remplacé par les « troubles du métabolisme minéral et 
osseux » (en anglais Chronic Kidney Disease – Mineral and Bone Disease).  

Un certain nombre de nouvelles recommandations concernant la biologie médicale 

sont introduites : 
- le laboratoire doit communiquer au prescripteur la technique de dosage de 

la PTH (ainsi que tout changement intercurrent) ; en effet, il existe une grande 
variabilité des résultats selon les kits utilisés (entre les dosages de 2ème et 3ème 

génération mais également entre les kits d’une même génération) ce qui peut 
entrainer des erreurs d’interprétation (diagnostique ou de suivi) 

- des modifications de valeurs cibles pour la phosphatémie et la calcémie 
selon les stades 

- de nouvelles analyses sont recommandées (phosphatase alcaline totale et 
osseuse, statut vitaminique D) 

- et surtout, au stade 5D, les cibles de PTH recommandées sont maintenant 
entre deux et neuf fois la limite supérieure de la trousse de dosage utilisée ce 
qui constitue une amélioration importante par rapport au KDOQI (50). 

 

HAS 

L’HAS, quant à elle, recommande le dosage de la PTH tous les 6 mois au stade 4 
(Débit de Filtration Glomérulaire (DFG) entre 15 et 29), tous les 3 mois au stade 5 

avant épuration extra rénale (DFG < 15) mais seulement en fonction de la 
concentration initiale et de sa progression pour le stade 3B (DFG entre 30 et 44). 
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Dosage peropératoire 

 

Lors d’une parathyroïdectomie le chirurgien s’aide d’un monitoring peropératoire de 

la mesure de la PTH pour vérifier le succès de l’opération. 
 

Préconisation d’une méthode de dosage en fonction de l’indication 

 

Actuellement, deux grands principes de dosages sont commercialisés : les dosages de 
2èmeet de 3ème génération. Selon l’indication du dosage de la parathormone, il pourrait 

être intéressant de préconiser l’une ou l’autre de ces méthodes. 
 

Dans le cadre de l’insuffisance rénale chronique, les avis sont partagés ; certains 
auteurs préconisent l’utilisation du ratio PTH 1-84/« non 1-84 PTH » pour différencier les 

troubles du métabolisme minéral et osseux, d’autres n’en voient pas l’utilité. La question 
est de savoir si les techniques de 3ème génération ont une meilleure sensibilité dans le 

diagnostic des différents types d’ostéodystrophie rénale par rapport à celles de 2ème 
génération.  

En 2001, Monier-Faugère et al. ont publié un article dans Kidney International (51) qui a 
attiré particulièrement l’attention de la communauté scientifique. Dans cette étude, ils 

ont comparé, chez 51 patients hémodialysés, le ratio PTH 1-84/« non 1-84 PTH » avec 
les résultats de la biopsie osseuse. Ils découvrent que tous les patients présentant un 
turn-over osseux diminué ont un ratio PTH 1-84/« non 1-84 PTH » < 1 et proposent 

donc de l’utiliser comme outil diagnostic pour identifier les différents types 
d’ostéodystrophie rénale. 

Par la suite, d’autres auteurs (Coen (52) en 2002, Salusky (53) en 2003 et Lehmann (54) 
en 2005) ont publié leurs travaux sur le sujet. Mais aucune conclusion ne va dans le 

sens de celle de Monier-Faugère. Ils n’ont retrouvé aucune supériorité des dosages de 
3ème génération dans cette indication. 

A ce jour, aucun texte officiel ne recommande l’utilisation des dosages de 3ème 
génération en néphrologie clinique. D’autres études, avec notamment des 

comparaisons avec la biopsie osseuse, seront donc nécessaires pour justifier d’une 
utilisation quotidienne des techniques de dernière génération dans cette indication.  
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Pour le monitoring de la PTH lors d’une parathyroïdectomie, un dosage de 3ème 
génération pourrait être préférable. En effet, selon Yamashita, après exérèse, la PTH 1-

84 aurait une décroissance plus rapide que la « non 1-84 PTH » (55). 
 

Pour le diagnostic d’HPP, Eastell et al. ont publié en 2009 (56) des préconisations dans 
le cadre du diagnostic des hyperparathyroïdies primaires asymptomatiques. Après avoir 

effectué une revue de la littérature (4 études seulement ont comparé la sensibilité des 
dosages de 2ème et de 3ème génération), ils en sont arrivés à la conclusion qu’il n’y avait 
pas de différence significative entre ces 2 techniques de dosage pour le diagnostic 

biologique d’hyperparathyroïdies primaires asymptomatiques. 
Des données récentes sur la forme N-PTH (phosphorylée sur la sérine 17) qui 

représentent 10 % de la PTH chez le sujet normal indiquent qu’elle serait augmentée de 
manière importante dans certaines formes d’HPP et dans le carcinome parathyroïdien 

(45). Or cette amino-PTH est principalement reconnue par les dosages de 3ème 
génération.  

Cavalier trouve dans une population de 24 patients atteints d’un carcinome 
parathyroïdien un ratio PTH 1-84/« non 1-84 PTH » < 1. Ce ratio est normalement 

inversé chez les individus sains (ce qu’il a démontré chez 245 sujets témoins). 
L’utilisation d’une technique de dosage de 3ème génération est donc selon lui dans ce 

cas de figure particulièrement indiquée (57). 
 

1.3 Méthodes de dosage 
 

Depuis les années 1960, différents dosages ont été mis sur le marché pour 
l’évaluation de la PTH. 

Les dénominations attribuées à ces dosages reconnaissants des formes 
moléculaires différentes sont à l’origine d’un problème de sémantique qui peut être 

source d’erreurs d’interprétation des valeurs par les cliniciens, présentées dans le 
tableau n°4 « Formes circulantes de PTH, leurs différentes dénominations et leur 

reconnaissance en fonction du type de dosage utilisé ».  
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1.3.1 Conditions pré-analytiques : tubes et température de transport 
 
L’importance des modalités de prélèvements, de conservation et de transport des 

échantillons en vue d’un dosage de PTH est décrite dans la littérature depuis plus 
de 20 ans. 

Ces modalités pré-analytiques conditionnent les résultats et ne sont pas à négliger 
d’autant plus que la PTH est une hormone fragile à demi-vie courte avec une 

dégradation en fragments interférant dans les dosages.  
 

Pour les dosages de 1ère génération, le problème ne se pose plus car la 
commercialisation est arrêtée. 

 
Pour les dosages de 2ème génération, de nombreuses études se sont attachées à 

définir l’importance du tube à utiliser pour le dosage (tube sec, tube avec EDTA (+/- 
aprotinine), tube hépariné ou tube citrate) et des conditions de température et de 

durée de conservation des échantillons. 
 

En 2002, De Talancé (58) publie les résultats d’une étude dont le but était de vérifier 
sur une population de patients hémodialysés (n=11) que l’attente avant la phase 
analytique des prélèvements reçus par le laboratoire n’altérait pas la qualité du 

résultat. 
Les dosages ont été réalisés avec le kit ELSA PTH de Cis Bio International (dosage 

de 2ème génération). 
Pour les échantillons de sérum, elle met en évidence une baisse de la concentration 

de PTH d’environ 30% pour les tubes conservés 24h à température ambiante par 
rapport aux tubes conservés à + 4°C. 

A contrario, les taux sont stables si les prélèvements sont conservés à + 4°C.  
Elle montre également que la centrifugation 24h après le prélèvement entraine une 

baisse de la concentration de PTH d’environ 10% mais ne retrouve pas de 
différence significative entre dosage sur sérum ou plasma EDTA. 

 
Joly, en 2008 (59), groupe de travail de la SFBC, a défini les conditions de 

prélèvement et de conservation avant analyse avec 6 automates (méthode de 
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dosage de 2ème génération), à partir de 3 types d’échantillon (sérum, plasma EDTA et 

plasma citraté) et en comparant les valeurs de dosage réalisés immédiatement 
après décongélation et 18h après décongélation. 

Les conclusions tirées de son travail sont résumées dans le tableau n°5. 
 

 Sérum Plasma EDTA Plasma citraté 
Stabilité de la PTH 
4h à TA Bonne Bonne Bonne 

Stabilité de la PTH 
18h à TA Variation maximale 

(diminution) de 20% 

Variation maximale 
(augmentation) de 

12% 

Variation maximale 
(augmentation) de 

13% 
Stabilité de la PTH 
24h à + 4°C Bonne Bonne Non testée 

Possibilité de 
dosage du calcium 
dans le même 
échantillon 

Oui Non Non 

Remplissage 
correct (> 50%) du 
tube obligatoire 

Non Oui Non testée 

Délai d’attente 
avant 
centrifugation 

Oui (30 minutes) Non Non 

 
Tableau n°5 : Avantages et inconvénients en fonction du type de tube utilisé pour le 

dosage de la PTH (59) 
 
En pratique, il recommande l’utilisation de tube sec pour réaliser le dosage de la 

PTH sur sérum. 
 

Parent et Souberbielle (60), en 2009, devant l’éloignement fréquent des centres de 
dialyse des laboratoires de biologie médicale, ont étudié la stabilité de la PTH à 

partir de prélèvements non décantés, conservés 18h à température ambiante ou à + 
4°C pour pouvoir définir les conditions dans lesquelles les tubes doivent être 

conservés avant leur transport à J+1. 
Selon eux, les conditions idéales de conservation pré-analytique sont les suivantes :  

- échantillon sanguin adressé rapidement (dans la 1/2h) au laboratoire 
- centrifugé (30 min après le prélèvement pour la formation du caillot si tube 

sec ou immédiatement si tube EDTA)  
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- puis décanté et congelé (à - 20°C) jusqu’au dosage. 

 
Leur protocole de travail a été le suivant : 

- les prélèvements d’échantillons chez 31 patients avant leur séance de 
dialyse sont utilisés pour l’étude et comprennent pour chaque patient quatre 

types de tube :  
- tube sec avec gel séparateur  

- tube EDTA 
- tube EDTA + aprotinine (antiprotéase) 
- tube sec sans gel supplémentaire qui sera « centrifugé-aliquoté-

congelé » immédiatement et pris comme « tube de référence » 
- l’ouverture du tube et la décantation sont réalisées par du personnel de 

laboratoire (et non des soignants) 
- pour chaque groupe : prélèvement des 3 tubes spécifiques du groupe avec  

- tube 1 « centrifugé-aliquoté-congelé » immédiatement 
- tube 2 centrifugé uniquement pour le groupe « gel » et conservé 18h 

à + 4°C puis « centrifugé-aliquoté-congelé » 
- tube 3 centrifugé uniquement pour le groupe « gel » et conservé 18h 

à température ambiante puis « centrifugé-aliquoté-congelé » 
- l’étude de l’impact de la nature du tube a été faite avec 3 automates 

différents en comparant les valeurs de PTH entre les aliquotes des tubes 1 
avec celles des tubes de référence 

- l’étude de l’influence des conditions de conservation a également été faite 
avec 3 automates en comparant les valeurs de PTH obtenues à partir des 

aliquotes des tubes 2 et 3 par rapport au tube 1 
- les 3 automates (techniques automatisées de 2nde génération) utilisés sont :  

- Elecsys 2010 (Roche Diagnostics, Meylan, France) 
- Immulite 2000 (Siemens Medical Solutions Diagnostics SAS, Puteaux, 
France) 

- Liaison (DiaSorin SA, Antony, France). 
 

La figure n°24 résume les conditions de réalisation de l’étude. 
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Figure n°24 : Protocole de travail de l’étude de Parent et Souberbielle (60) 
 

Ils arrivent aux conclusions suivantes : 
- les échantillons primaires non décantés et conservés 18h à température 

ambiante subissent une altération de la valeur de la concentration de PTH 
(diminution ou augmentation) dont l’intensité dépend à la fois du type de tube 

et de la technique utilisée 
- pour les échantillons conservés à + 4°C, quel que soit le tube utilisé, la 

concentration de PTH n’est pas, ou très peu, altérée 
- l’ajout d’une antiprotéase n’a pas d’intérêt si le tube est conservé à + 4°C 

(avantage important en terme de coût). 
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Type de tube préconisé 

 
Plasma EDTA :  

 
Les avantages sont : 

- un traitement plus rapide de l’échantillon (centrifugation immédiate)  
- une meilleure conservation à température ambiante. 

 
Les inconvénients sont :  

- tubes à remplir à plus de 50 % du volume 
- moins bonne corrélation intertechnique sur tube EDTA (déjà retrouvé par 

d’autres auteurs : 61, 62, 63, 64) 
- de plus les concentrations obtenues sont majorées jusqu’à 10 à 20% selon 
les techniques lorsque l’on emploie le plasma EDTA par rapport au sérum (61, 

62), il faut donc bien vérifier que l’intervalle de référence utilisé corresponde 
au type d’échantillon analysé (65) 

- enfin, le dosage du calcium ne peut pas être réalisé à partir du même 
prélèvement.  

 
Sérum :  

 
L’avantage est : 

- possibilité de réaliser d’autres analyses sur le même prélèvement (Ca ionisé 
demandé systématiquement avec la PTH, phosphore, créatinine, 

ionogramme, …)  
 

Les inconvénients sont :  
- attendre 30 à 45 min avant centrifugation (formation du caillot) 

- centrifugation sur site si tube avec gel séparateur (60)  
- risque de présence de fibrine qui interfère avec le dosage si la centrifugation 

est trop précoce. 
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Ajout d’antiprotéase :  

 
L’ajout d’antiprotéase n’est pas nécessaire (58,60), la PTH ne subissant pas de 

protéolyse à + 4°C comme à - 20°C. 

 

Mode de conservation (température et durée) 

 

La conservation des échantillons préconisée par la plupart des auteurs est de 6h 
maximum à température ambiante avant la congélation pour un dosage de 2ème 

génération (66) comme de 3ème génération (67, 68).  
 

Une précision est toutefois importante à prendre en compte si les délais 
d’acheminement des échantillons sont longs entre les lieux de prélèvement et le 

laboratoire : Souberbielle (65) rappelle en 2006 que les tubes EDTA sont à préférer 
aux tubes secs si le délai est long avant congélation. 

 
Pour le dosage de la PTH avec la méthode Liaison 1-84 PTH de chez DiaSorin, le 
fournisseur précise dans sa notice d’utilisation qu’une durée de 7h à température 

ambiante et de 24h entre + 2 et + 8°C ne doit pas être dépassée, ce qui est 
confirmé par Gao (67). Il étudie la stabilité de la concentration de PTH évaluée à 

partir de 3 types de prélèvement (sérum, plasma EDTA et plasma hépariné) à 2 
températures différentes (+ 2 à + 8°C et température ambiante) jusqu’à 64h (figure 

n°25).  
 

Il conclut que les échantillons de plasma EDTA ou hépariné peuvent être conservés 
soit à température ambiante soit entre + 2 et + 8°C mais pour un maximum de 24h 

(moins de 5 % de dégradation), quant aux échantillons de sérum, un maximum de 
6h à température ambiante et 24h entre + 2 et + 8°C doit être respecté.  
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Figure n°25 : Stabilité des échantillons selon le type de tube, la température et la 

durée de conservation (étude de Gao, 67) 
 

Inaba (68) observe des concentrations de PTH stables jusqu’à 7 jours à + 4°C et 
plus de 28 jours à - 20 ou - 80°C alors qu’à température ambiante (+ 25°C) les 

résultats de concentration de PTH sont très rapidement altérées (diminution), mais 
la technique qu’il a utilisée n’est actuellement plus commercialisée. 

 
Cycles de congélation-décongélation : 

 
Selon les auteurs, plusieurs cycles peuvent être supportés. 4 selon Gao et 

Souberbielle (67,69) et jusqu’à 6 pour Inaba. (68) 
 

Les préconisations pré-analytiques des principaux fabricants de kits de dosage de 
la PTH sont présentées dans le tableau n°6. 
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Tableau n°6 : Conditions pré-analytiques préconisées selon les fabricants des 

principaux kits de dosages disponibles en France 
 
 
 
 
 

Fabricant Référence Génération 
de dosage 

Tube de 
prélèvement 

Température de stockage et 
délai avant analyse 

Cycle(s) de 
congélation/ 
décongélation 

Beckman 
Coulter 

Intact PTH 
 

2ème  sérum ou 
plasma (hépariné 
ou EDTA) 
 décanter dans 
les 2h suivant la 
centrifugation 

 pour plasma : 8h à TA, 48h 
entre +2 et +8°C et 6 mois à  
-20°C 
 pour sérum : 4h à TA, 8h 
entre +2 et +8°C et 6 mois à 
 -20°C 

3 maximums 

Cis Bio ELSA-PTH 2ème  sérum de 
préférence sinon 
plasma EDTA 

 2 mois à -20°C à éviter 

DiaSorin 1-84 PTH 3ème  sérum ou 
plasma (EDTA) 

 7h à TA, 24h entre +2 et 
+8°C et 6 mois à -20°C 

3 maximums 

 N-tact PTH 2ème  sérum ou 
plasma (EDTA) 

 8h à TA, 48h entre +2 et 
+8°C et 6 mois à -20°C 

3 maximums 

Diasource hPTH-EASIA 2ème  sérum ou 
plasma 

 8h entre +2 et +8°C 
-20°C au delà 

à éviter 

 hPTH-120 
min-IRMA 

2ème  sérum ou 
plasma (hépariné 
ou EDTA) 

 8h entre +2 et +8°C 
-20°C au delà 

à éviter 

Laboratoire 
Scantibodies 

Total Intact 
PTH (tubes) 

2ème  sérum ou 
plasma (EDTA) 

 à -20°C 
 ne pas conserver à TA ni 
entre +2 et +8°C 

2 maximums 

 Total Intact 
PTH (billes) 

2ème  plasma EDTA  48h entre +2 et +8°C 
 au delà -20°C 

2 maximums 

 Whole PTH 
(1-84) 

3ème  plasma EDTA  48h entre +2 et +8°C 
 au delà -20°C 

2 maximums 

 Duo PTH Kit 2ème /3ème  plasma EDTA  2h entre +2 et +8°C 
 au delà -20°C 

2 maximums 

Roche PTH Intacte 2ème  sérum ou 
plasma (EDTA) 
 préférer le 
plasma EDTA 

 pour plasma : 2j à TA, 3j 
entre +2 et +8°C et 6 mois à  
-20°C 
 pour sérum : 8h à TA, 2j 
entre +2 et +8°C et 6 mois à  
-20°C 

non précisé 

 PTH (1-84) 3ème  sérum ou 
plasma (hépariné 
ou EDTA) 
 préférer le 
plasma EDTA 

 pour plasma EDTA : 24h à 
TA, 48h entre 2 et 8°C et 6 mois 
à -20°C 
 pour plasma hépariné : 24h 
à TA, 48h entre +2 et +8°C et 3 
mois à -20°C 
 pour sérum : 7h à TA, 24h 
entre +2 et +8°C et 3 mois à  
-20°C 

non précisé 

Tosoh ST AIA-PACK 
Intact PTH 

2ème  sérum ou 
plasma (EDTA) 

 24h entre +2 et +8°C 
 au delà -20°C 

à éviter 
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1.3.2 Standards internationaux 
 
Le seul standard international destiné aux dosages de PTH a été préparé en 1981 
par le « National Institute for Biological Standards and Control » (NIBSC) de Londres 

à partir de PTH humaine intacte (hPTH 1-84) extraite et purifiée à partir de glandes 
parathyroïdiennes (43). Identifiée par le code 79/500 du WHO (World Heath 

Organisation), cette préparation a démontré l’hétérogénéité des résultats obtenus à 
cette époque par les différentes trousses disponibles (« maison » ou du commerce 

d’ailleurs) (70). 

Selon la fiche technique disponible sur le site du NIBSC, chaque ampoule contient 

100 ng ou 10 pmol de PTH humaine (ou 0,1 unité internationale).  

Le rapport du contrôle de marché du dosage de la PTH de l’Afssaps de 2009 (71) 

rappelle les recommandations de la directive 98/79/CE relative à la conception des 
dispositifs médicaux de diagnostic in vitro : ils doivent être conçus selon « l’état de 
l’art » et utiliser des matériaux d’étalonnage de référence de niveau supérieur. Il fait 

également le point sur les types de standardisation indiqués dans les notices des 
dispositifs analysés (tableau n°7).  

Sur 22 dispositifs évalués : 
- 4 trousses de dosage sont étalonnées par rapport au standard WHO 79/500 

- 2 le sont selon la préparation 95/646 du NIBSC contenant de la PTH 
recombinante  

- 1 selon celle proposée par l’Institut Peptide japonais  
- les autres notices, soit ne précisent pas le type de standardisation soit 

décrivent une autre méthode de standardisation : corrélation avec une autre 
méthode, gravimétrie. 

 
Cela représente déjà une amélioration par rapport à 2005, époque à laquelle selon 

Souberbielle (72), aucune des techniques commercialisées et utilisées n’était 
calibrée avec cet étalon international. Les fabricants utilisaient alors de la PTH 1-84 

synthétique d’origines diverses.  
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Tableau n°7 : Raccordement métrologique (rapport Afssaps 2009) (71) 



	   86	  

Le standard 79/500 est le seul standard international actuel sur le marché mais 

d’une part à cause de sa faible disponibilité et d’autre part à cause de sa difficulté 
d’utilisation (problèmes de reconstitution), il est aujourd’hui peu adopté par les 

fabricants. L’Afssaps recommande donc d’utiliser comme alternative la préparation 
de PTH recombinante 95/646 du NIBSC en attendant un nouveau standard 

international reconnu. 

1.3.3 Dosages de 1ère génération 
 

Généralités 

 
En 1963, Solomon Berson et Rosalyn Yalow, du service des radio-isotopes du 

Bronx Veterans Administration Hospital à New-York mettent au point le premier 
dosage de l’hormone parathyroïdienne (73).  

 
Ce dosage (figure n°26) est une méthode radioimmunologique dite par 

compétition avec utilisation d’un seul anticorps reconnaissant des épitopes situés 
dans la région « mid-C » et « C-terminale » de la PTH (74). La PTH a été obtenue à 

partir d’extraits de glandes parathyroïdes d’origine bovine purs couplés à de 
l’iode131.  

Les anticorps anti-PTH sont en fait des antisérums résultant de l’injection de la 
même PTH bovine à des cochons d’Inde ou des lapins (73). 

 
Ces auteurs parviennent ainsi à doser la PTH dans 2 échantillons de patients en 
hyperparathyroïdie (chirurgicalement prouvée) mais ne détectent pas la PTH chez 9 

patients en hypoparathyroïdie. Ils décrivent également la mise en évidence de PTH 
dans des échantillons de plasma de patients sans pathologie parathyroïdienne 

connue. Leur méthode de dosage est donc une avancée très importante dans le 
domaine du dosage hormonal mais ne permet la détection que de taux élevés de 

PTH (73). 
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Pendant les années 70, de nombreuses équipes ont travaillé à améliorer cette 

technique mise au point par Berson et Yalow que l’on appellera dosage de 
« première génération ».  

Ainsi, Claude Arnaud en 1971 a utilisé un antisérum dirigé contre la PTH porcine car 
il existe une meilleure réaction croisée entre PTH porcine et PTH humaine. 

Le ligand reste en compétition avec la PTH bovine radiomarquée et permet donc de 
détecter des valeurs plus basses de PTH notamment dans les valeurs normales (75). 

 
Les anticorps utilisés, soit produits par le laboratoire lui même soit achetés dans le 
commerce, étaient polyclonaux et reconnaissaient le plus fréquemment des 

épitopes au niveau C-terminal (figure n°27), « mid-C-terminal » ou même amino-
terminal (42). 

 
Les traceurs utilisés évoluent aussi avec le temps de PTH 1-84 purifiée, marquée à 

l’iode 131 puis 125, ils passent à des fragments synthétiques marqués (42).  

 

 
 

 Figure n°26 : Principe du dosage de 1ère génération (76) 
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Rosalyn Yalow (Berson est décédé en 1972) a reçu le Prix Nobel de Médecine en 

1977 pour l’ensemble de leurs travaux qui sont à l’origine de tous les dosages par 
techniques d’immuno-analyse (Encyclopédie Universalis).  

 
Cette première génération de dosage a donc été très importante pour poser les 

bases du dosage de la PTH. Elle a permis également de mieux comprendre le 
métabolisme phospho-calcique, de décrire et de prouver l’hétérogénéité des formes 

circulantes de la PTH, il a ainsi été démontré que chez l’homme 20% des formes 
circulantes sont de la PTH 1-84 et 80% sont des fragments C-terminaux. Ces 
fragments C-terminaux débutent chez l’homme en position 34, 37, 38 ou 45 et ne 

contiennent donc pas de région amino-terminale (région active biologiquement) (42). 
 

Les inconvénients de la méthode sont nombreux :  
- elle détecte de nombreux fragments C-terminaux ou de la région médiane 

de la PTH qui sont éliminés par le rein et s’accumulent chez les patients 
insuffisants rénaux et dialysés. De ce fait, on retrouvait chez les patients 

ayant une insuffisance rénale traitée par hémodialyse des concentrations 
presque systématiquement surestimées même pour des patients présentant 

une ostéopathie adynamique documentée par une biopsie osseuse (et qui 
devraient avoir une PTH normale ou basse) ce qui limite son intérêt clinique 

car ces fragments n’ont pas d’activité biologique (65, 74, 76). 
- la difficulté à produire des anticorps ayant une bonne sensibilité analytique 

et une spécificité définie rendait compliqué de différencier valeurs basses et 
valeurs normales (31). 

 

 
Figure n°27 : Épitope reconnu par les techniques de 1ère génération (60) 
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Kits disponibles 

 
Cette première génération est donc aujourd’hui totalement obsolète et a été 

remplacée par des dosages de 2ème puis de 3ème génération, il n’y a donc plus de 
trousses de ce type sur le marché des réactifs. 

 

1.3.4 Dosages de 2ème génération 
 

Généralités 

 
Appelé également : dosage de PTH intacte.  

 
En 1987, Nussbaum (77) met au point en collaboration avec le Nichols Institute le 

premier dosage de la PTH de 2ème génération et le commercialise sous le nom de 
« Allegro Intact PTH Assay ». 

 
C’est un dosage radioimmunométrique (IRMA). La méthode (figure n°28) utilise 2 

anticorps purifiés, un anticorps de capture (fixe, couplé à des billes de polyester) 
dirigé contre la portion [39-84] de la hPTH (région C-terminale) et un anticorps de 

révélation (marqué à l’iode125) contre la portion [1-34] de la hPTH (région N-
terminale) (77), plus précisément contre [13-24] chez Allegro Intact PTH Assay (48). 

L’intervalle de référence déterminé à partir de sérums de 72 sujets normaux (sans 
trouble du métabolisme phosphocalcique) est de 12-65 pg/mL (77). 

 
D’autres épitopes sont reconnus par les anticorps de coffrets de réactifs 

développés par d’autres équipes : [12-18] PTH pour la trousse Total Intact PTH 
Assay de chez Scantibodies (74) ou encore un épitope plus distal en [26-32] PTH 
pour le dosage Elecsys de chez Roche Diagnostics. 

 
Cette méthode immunométrique à 2 sites (ou méthode « sandwich ») ne reconnaît 

plus les fragments C-terminaux ou « mid-C-terminaux » détectés par les dosages de 
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1ère génération. Ces dosages présentés initialement comme ne reconnaissant que la 

PTH 1-84 entière ont donc été appelés « dosage de PTH intacte » (74, 76). 
 

Les techniques se sont au fil des ans améliorées et d’autres kits sont mis sur le 
marché. En radioimmunologie mais également de nouveaux dosages automatisés 

utilisant d’autres types de marqueurs (chimiluminescence, enzymatique) (48). 
 

Les améliorations suivantes ont été réalisées par la suite :  
- utilisation de marqueurs chimiluminescents (acridinium par exemple) ce qui 
permet d’éviter l’utilisation de marqueurs radioactifs comme l’iode-125  

- réduction du temps de réalisation de l’analyse (environ 20 min) ce qui 
permet désormais de pouvoir proposer des dosages pour un monitoring per-

opératoire lors de geste de chirurgie parathyroïdienne (76). 
 

Toutes ces modifications ont contribué à améliorer la faible sensibilité et la 
spécificité des dosages de 1ère génération (76). 

 
Avantages des techniques de 2ème génération :  

- sensibilité accrue 
- simplicité d’utilisation 

- rapidité (résultat en moins de 24h contre 7j pour la première génération) 
- la limite de détection est basse (1ng/L) 

- standard international purifié 
- comparaisons de dosages inter-laboratoires possibles (et donc entre 

études) 
- largement utilisée pour la gestion des dysparathyroïdies et de 

l’ostéodystrophie rénale 
- détection théorique seulement de la PTH 1-84 et non les fragments C-
terminaux (31, 74, 76, 77).  
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Mais, bien que les résultats semblent beaucoup plus concordants avec la clinique 

que ceux obtenus avec les dosages de 1ère génération, certains auteurs montrent 
quelques limites à la technique :  

 
- considérée initialement comme le « gold standard » pour la mise en 

évidence de dysfonctionnements parathyroïdiens, ces dosages de seconde 
génération font l’objet de nombreux travaux par des auteurs qui démontrent 

que ce n’est finalement pas le cas. En effet, avec certains de ces dosages de 
PTH les valeurs obtenues sembleraient surestimées chez des patients 
insuffisants rénaux qui présentaient d’après une biopsie osseuse une 

ostéopathie adynamique. (78, 79) 
- ces dosages de 2ème génération reconnaissent également de larges 

fragments comprenant une partie de la région N-terminale (appelés « non-(1-
84) PTH fragments »), notamment PTH 7-84 qui représentent 45-50% des 

formes de PTH circulantes chez les patients dialysés (74, 80) ce qui a été mis 
en évidence en 1998 par HPLC avec un fragment synthétique de (7-84) (81). 

 
Ces fragments non-(1-84) PTH débutent en position 4, 7, 10 ou 15 avec une majorité 

de fragments débutant en position 7 (82). 
 

Les valeurs recommandées par le « National Kidney Foundation Kidney Disease 
Outcomes Quality Initiative » (NKF KDOQI) ont été élaborées avec cette méthode 

(31) et plus précisément, avec la trousse Allegro de chez Nichols Institute. 
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Figure n°28 : Principe de la méthode de dosage de la PTH de « 2ème génération » 

(76) 
 
La PTH à doser dans l’échantillon est prise en « sandwich » entre 1 Ac fixe et un Ac 

de révélation couplé à 1 radiomarqueur (figure n°29), ces 2 Ac reconnaissent des 
épitopes différents (amélioration de la spécificité vis à vis de la forme active de la 

PTH) (76). 
 

Ces dosages de 2ème génération sont toujours les techniques les plus utilisées 
actuellement (76). 

 
 

 
 
Figure n°29 : Sites de capture et de révélation pour les dosages de 2ème 

génération, exemple de la méthode « Allegro » (société Nichols) (60) 
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Kits disponibles 

 
Ils sont indiqués dans le tableau n°8 qui présente les trousses commercialisées en 

France en 2012.  
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Technique Génération Épitope de capture Épitope de révélation Marqueur 
Architect Intact PTH 
(ABBOTT Diagnostics) 

2ème  Ac polyclonal Ac polyclonal Ester 
d’acridinium 

Intact PTH (Beckman 
Coulter) 

2ème Ac polyclonal Ac monoclonal Phosphatase 
alcaline 

ELSA-PTH (Cis Bio) 2ème 1 Ac monoclonal 39-
84 

1 Ac polyclonal 1-34 I125 

1-84 PTH (DiaSorin) 3ème Ac polyclonal  
C-terminal 

Ac monoclonal  
N-terminal 

Isoluminol 

N-tact PTH (DiaSorin) 2ème 1 Ac anti PTH 39-84 1 Ac anti PTH 1-34 Isoluminol 
hPTH-EASIA (Diasource) 2ème 1 Ac monoclonal 44-

68 
1 Ac polyclonal 1-34 
 

Péroxidase 

hPTH-120 min-IRMA 
(Diasource) 

2ème 1 Ac monoclonal 44-
68 

1 Ac polyclonal 1-34 
 

I125 

Total Intact PTH (tubes) 
(Laboratoire 
Scantibodies) 

2ème 1 Ac anti PTH 39-84 
 

1 Ac anti PTH 1-34 
 

Isoluminol 

Total Intact PTH (billes) 
(Laboratoire 
Scantibodies) 

2ème 1 Ac anti PTH 39-84 
 

1 Ac anti PTH 1-34 
 

I125 

Whole PTH (1-84)  
(Laboratoire 
Scantibodies) 

3ème Ac polyclonal  
C-terminal 

Ac polyclonal  
N-terminal 

I125 

Duo PTH Kit  
(Laboratoire 
Scantibodies) 

2ème /3ème 1 Ac polyclonal 39-
84 commun 

1 Ac polyclonal 1-34 
pour la technique de 2ème 
génération 
1 Ac polyclonal  
N-terminal pour celle de 
3ème génération 
 

I125 

PTH intacte Immulite 
(Siemens) 

 

2ème 1 Ac monoclonal 
anti-44-84 PTH 

1 Ac polyclonal anti-1-34 
PTH 

Phosphatase 
alcaline 

PTH Intact Advia 
Centaur/ XP (Siemens) 

2ème 1 Ac polyclonal anti-
39-84 PTH 

1 Ac polyclonal anti-1-34 
PTH 

Ester 
d’acridinium 

PTH Intacte (Roche) 2ème 1 Ac monoclonal  
38-84 

1 Ac monoclonal  
1-37 

Ruthénium 

PTH (1-84) (Roche) 3ème 1 Ac monoclonal anti 
PTH 

1 Ac monoclonal anti 
PTH 

Ruthénium 

ST AIA-PACK  
Intact PTH (Tosoh) 

2ème Ac polyclonal Ac polyclonal Phosphatase 
alcaline 

 

Tableau n°8 : Principales caractéristiques des trousses de parathormone 
disponibles en France en 2012 
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1.3.5 Dosages de 3ème génération 
 

Généralités 

 
Autres dénominations : dosage de PTH totale, de PTH Biointacte, de « whole » PTH, 

de PTH complète ou encore de CAP (cyclase activating PTH). 
 

Suite à la découverte de ces réactions croisées entre les dosages de 2ème génération 
et ces fragments non-(1-84) de la PTH, le laboratoire Scantibodies développe en 

1999 un nouveau type de dosage appelé d’abord « Whole PTH assay » (pour se 
différencier des dosages de PTH « intacte ») puis CAP (pour « Cyclase activating 

PTH ») (67, 83). 
 

Ce nouveau dosage utilise toujours 2 anticorps, le 1er de capture est le même que 
pour les dosages de 2nde génération et l’anticorps de révélation reconnaît 

spécifiquement la région (1-4) de la PTH (figure n°30) (74). 
 

Ainsi, ce kit reconnaît la PTH 1-84 mais ne croise plus avec les formes non-(1-84) de 
la PTH, ce qui a été démontré par John (83) et Gao (67). 

 
A partir de cette date, la fabrication de coffrets de dosages de PTH dits de 3ème 

génération est lancée, d’autres fabricants proposent donc rapidement des coffrets 
de réactifs : Nichols, Roche et DiaSorin notamment. 
 

Avantage des méthodes de 3ème génération :  
 

- meilleure spécificité pour la PTH 1-84 entière que les dosages de 2ème 
génération (74) et donc aucune reconnaissance des fragments C-terminaux 

mais évaluation concomitante de la N-PTH 
- réduction de la variabilité inter-méthodes 

- normalisation possible entre les kits de dosage. 
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Figure n°30 : Principe des dosages de la PTH dits de 3ème génération (60) 

 

Kits disponibles 

 
Ils sont indiqués dans le tableau n°8.  

 

1.3.6 Polémique 2ème/3ème génération 
 
L’apparente supériorité des dosages de 3ème génération en raison de sa spécificité 

vis à vis de la PTH 1-84 « entière » est toujours aujourd’hui débattue et il existe 
actuellement une polémique importante entre les partisans des dosages de 2ème 

génération et ceux de 3ème génération. 
 

Plusieurs études retrouvent une bonne corrélation des résultats entre les dosages 
avec 2ème et 3ème génération et une meilleure spécificité des techniques de 3ème 

génération (68, 84). 
 

La méthode considérée comme la référence actuelle reste toujours le dosage de la 
PTH intacte (2ème génération).  

 
Taniguchi (85) a réalisé une étude comparative entre dosages de PTH intacte et 1-
84 pour 738 patients hémodialysés (58% d’hommes, moyenne d’âge 59 ans, sans 

préciser le nom des fabricants). Il observe une bonne corrélation entre les taux pour 
différents niveaux de valeurs (< 60 pg/mL, 61-180 et > 180) et préconise l’utilisation 
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d’une méthode de 3ème génération pour un dosage plus précis de la PTH active 

biologiquement. 
 

Melamed (86), à partir d’échantillons sanguins de 515 patients dialysés, montre une 
bonne corrélation entre les méthodes de 2ème et 3ème génération. L’intérêt de la 

méthode de 3ème génération réside dans l’association entre des taux élevés de PTH 
1-84 et une augmentation de la mortalité (ce qui n’est pas retrouvé avec la PTH 

intacte). 
 
Inaba (68), en 2004, compare la technique de 3ème génération de Nichols 

Institute (Bio-PTH) avec celle de 2ème génération (Allegro I-PTH IRMA). Il met en 
évidence une bonne corrélation entre les 2 méthodes mais préconise l’utilisation du 

dosage de 3ème génération qui selon lui donne un meilleur reflet de la fonction 
parathyroïdienne.  

 
Rodgers (76) en 2011 souligne l’utilité des techniques de 3ème génération pour les 

patients ayant une insuffisance rénale chronique, en effet la détermination de la 
fraction active biologiquement est selon lui préférable. En revanche, il précise 

qu’elles ne permettent pas d’améliorer le diagnostic d’ostéodystrophie ou d’autres 
séquelles de l’hyperparathyroïdie secondaire chez ces patients. Il n’y aurait pas non 

plus de différence pour le diagnostic d’hyperparathyroïdie primaire pour les patients 
ayant une fonction rénale normale. 

 
Il n’existe pas à ce jour de recommandation officielle pour l’utilisation de l’une ou 

l’autre de ces méthodes de dosage, mais en fonction des pathologies 
diagnostiquées ou suivies, les équipes peuvent avoir un intérêt à privilégier une 

technique. 

 

1.3.7 Interférences de dosage de la PTH 
  

Différents paramètres peuvent interférer sur les méthodes de dosage de la PTH. 
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Insuffisance rénale  

 

Les taux de PTH augmentent (2 mécanismes : diminution de la clairance et 

augmentation de la production) en présence d’une insuffisance rénale. 
Lorsque le DFG (débit de filtration glomérulaire) est inférieur à 30, le taux de PTH est 

multiplié par 2. 
Ces valeurs peuvent atteindre pour les patients en hémodialyse des taux 

représentant 3 fois la limite supérieure à la normale ou plus.  
Parallèlement à cette augmentation de la PTH intacte, la non-(1-84) PTH, dosée par 

les techniques de 2ème génération, augmente aussi pour passer de 20% de la PTH 
mesurable chez le sujet sain à plus de 50% chez le sujet atteint d’insuffisance rénale 

(87). 
 

Anticorps hétérophiles  

 

Les Ac présents dans les trousses de dosages sont obtenus à partir de sérums 
animaux (comme la souris, le cochon d’Inde ou la chèvre). Or les auto-anticorps 

produits par certains patients (comme les facteurs rhumatoïdes) peuvent interagir 
avec ces dosages et produire des résultats faussement bas ou élevés (figure n°31). 

Certains traitements (OKT3 (88), immunosuppresseur, par exemple) peuvent 
également entrainer le développement d’Ac, dits HAMA (Human Anti-Mouse 
Antibodies), se liant aux Ac anti-PTH et donner des résultats faussement élevés. 

Lorsqu’ils sont mis en évidence, on peut réduire cette interférence par l’adjonction 
d’agent bloquant anti-Ac hétérophiles ou utiliser une trousse de dosage avec des Ac 

provenant d’une autre espèce. 
Cela rappelle donc l’importance d’un dialogue clinico-biologique devant tout résultat 

qui paraît aberrant soit par rapport aux antériorités du patient ou par rapport à la 
situation clinique décrite par le clinicien. (76) 
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Figure n°31 : Illustration d’Ac hétérophile interférant avec la méthode de dosage de 
la PTH et conduisant à un résultat faussement élevé (76) 

 

PTHrP 

 

Aucune interférence des méthodes de dosage par la PTHrP n’est décrite dans la 
littérature. Un dosage spécifique est d’ailleurs proposé par certains fabricants. 

Certaines notices d’utilisation précisent l’absence de réaction croisée entre la PTHrP 
et leur méthode de dosage après avoir recherché une modification des 
concentrations de la PTH lors de l’adjonction de différentes quantités de PTHrP.  

 

Selon la nature de l’échantillon 

 

À partir des prélèvements réalisés dans des tubes secs ou contenant de l’EDTA, les 
taux de PTH peuvent être différents comme nous l’avons vu au paragraphe 

concernant le choix du tube. 
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Selon LIH (lipémie, ictère, hémolyse) 

 
Quelle que soit la technique utilisée, le fabricant précise la présence ou non 

d’interférences générées par l’hémoglobine, des lipides et de la bilirubine. Ces 
recommandations sont donc nombreuses. Dans tous les cas, ils indiquent de ne pas 

doser les échantillons fortement hémolysés, ictériques ou lipémiques. 
L’Afssaps précise, dans son rapport sur les dosages de la PTH de 2009 (71), que les 

fabricants doivent, en plus des paramètres cités ci dessus, mentionner les 
interférences potentielles avec « le facteur rhumatoïde, les produits de contraste et 

les anticorps hétérophiles ». 
 

Schémas récapitulatifs des dosages de PTH (figures n°32 et 33) 
 

 

 

 
 
Figure n°32 : Méthodes de dosage reconnaissant les 4 formes moléculaires de la 

PTH les plus fréquentes (74) 
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Figure n°33 : Type de PTH reconnu en fonction de la technique de dosage utilisée 

(42) 
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DEUXIÈME PARTIE 
	  

Installation de la PTH 1-84 sur automate Liaison XL 
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2.1 Objectif : Accréditation  
  

2.1.1 Contexte 
 

La réforme de la biologie médicale voulue par l’ordonnance de janvier 2010 impose 
aux laboratoires de biologie médicale de mettre en place une démarche d’assurance 

qualité avec comme preuve de sa mise en place correcte l’accréditation selon la 
norme NF EN ISO 15189. C’est une contrainte lourde pour les laboratoires de 

biologie médicale, à envisager comme un outil d’amélioration de la qualité de notre 
activité, confortant notre crédibilité et notre rôle d’expert auprès du corps médical.  

 
L’organisme accréditeur est le Comité Français d’Accréditation (COFRAC). C’est un 

organisme privé créé en 1994 sous le régime de la loi du 1er juillet 1901. Le décret 
du 19 décembre 2008 l’a désigné comme unique instance nationale d’accréditation, 

reconnaissant ainsi l’accréditation comme une activité de puissance publique. Il 
comprend 4 sections dont celle qui nous intéresse particulièrement, la section 4 : 

Section Santé Humaine.  
 

Le but de ce système d’assurance qualité est avant tout de satisfaire aux besoins du 
client (le client correspondant ici, en langage qualité, aux patients mais aussi aux 
prescripteurs et à toute personne ou organisme ayant recours aux services d’un 

laboratoire de biologie médicale). Pour ce faire, le personnel des laboratoires de 
biologie médicale doit se conformer aux exigences de la norme.  

Ce dispositif couvre toute l’étendue du laboratoire : du pré- au post-analytique. 
Les enjeux sont les mêmes pour les laboratoires des secteurs privés et publics mais 

les moyens et les contraintes pour y parvenir sont différents dans bien des 
situations, obligeant les biologistes médicaux à s’organiser pour passer ce cap 

décisif. 
Un point important est à noter pour les laboratoires des centres hospitaliers 

publics : l’acte de prélèvement. En effet, la grande majorité des prélèvements sont 
réalisés dans les services cliniques par du personnel ne faisant pas partis du 

laboratoire mais sous la responsabilité des biologistes. Une mission essentielle du 



	   104	  

laboratoire est donc de maitriser au mieux cette phase pré-analytique en diffusant le 

manuel de prélèvement, en assurant des formations et en mettant en place des 
indicateurs de contrôle pour pouvoir rapidement détecter toute dérive. 

 
L’ordonnance de janvier 2010 fixe également deux échéances : le 31 octobre 2013, 

date à laquelle les laboratoires de biologie médicale devront avoir fait la preuve de 
leur entrée dans la démarche d’accréditation et le 31 octobre 2016, délai maximal 

donné par l’administration pour que les laboratoires de biologie médicale privés 
comme publics soient accrédités sur la totalité de leur activité.  
 

Cette réforme de la biologie médicale rappelle qu’un « examen de biologie médicale 
est un acte médical » et précise également que l’accréditation est une compétence 

à part entière du biologiste médical. 
 

2.1.2 Portées A/B 
 
Deux portées d’accréditation sont possibles, laissées au libre choix du laboratoire : 

 - La portée flexible standard de « type A ». Elle laisse la possibilité au 
laboratoire, entre 2 visites du COFRAC, d’utiliser sous accréditation des 
méthodes normalisées ou consensuelles reposant sur des compétences qu’il 

a précédemment démontrées (des méthodes équivalentes). 
- La portée flexible étendue de « type B ». Elle permet de mettre en œuvre 

sous accréditation, sans évaluation spécifique préalable du COFRAC, de 
nouvelles méthodes que le laboratoire a adaptées, développées ou modifiées 

selon des principes analytiques dont la compétence est déjà démontrée 
(même principe de méthode). 

 
Le choix entre la portée flexible de type A ou B dépendra du type d’utilisation de la 

technique par le laboratoire. L’adoption d’une méthode fournisseur correspondra à 
une portée A alors que la modification ou l’adaptation d’une méthode interne 

obligera à passer en portée B. 
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2.1.3 Le dossier de validation de méthode 
 
Le dossier de « validation » de méthode constitue le pré-requis à l’accréditation 

dans la mesure où son analyse par le COFRAC est l’étape initiale du processus 
d’accréditation.  

 
Le document SH GTA 04 précise que « la validation ne constitue pas un doublon 

avec les études approfondies effectuées par les fournisseurs » et « qu’il est 
important de démontrer que la méthode (le couple analyseur/réactif) fonctionne 

correctement dans les conditions opératoires du laboratoire et qu’elle donne des 
résultats sûrs pour les patients ». 

 
Ce dossier de validation est soit une validation de mise en application de la 

méthode soit une vérification de ces performances sur site. 
 

Préalablement à la vérification expérimentale de la méthode, certaines étapes 
doivent être réalisées par le laboratoire :  

- l’établissement d’une procédure de vérification/validation de méthodes 
(exigence § 5.5.2 de la norme ISO 15189) 
- effectuer une étude bibliographique de la méthode 

- choisir les critères de performance à vérifier 
- choisir les limites d’acceptabilité de la méthode (elles devront respecter 

l’état de l’art et la pertinence clinique) 
 

Il conclut sur l’avis d’aptitude de la méthode, fait indispensable pour pouvoir 
l’appliquer dans la pratique courante. 

  
Au laboratoire, le couple analyseur/réactif choisi est le kit Liaison PTH 1-84 avec 

l’analyseur Liaison XL DiaSorin. Nous sommes donc dans la configuration d’une 
analyse quantitative vraie à accréditer selon la portée flexible standard de type A. 

Les paramètres nécessaires au dossier d’accréditation sont résumés dans le 
tableau du SH GTA 04 ci dessous (tableau n°9). 
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Tableau n°9 : Éléments de vérification à fournir selon la portée choisie (SH GTA 04) 
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2.2. Matériels et méthodes 
 

Les essais nécessaires à la vérification de toute méthode de dosage de 
portée A impliquent d’effectuer de nombreuses séries de tests à partir, selon les 
caractéristiques à vérifier, soit de sérums de patients, soit de contrôles de qualité 

interne soit des contrôles de qualité externe (échantillons d’évaluation externe de la 
qualité – EEQ). 

 
Nous avons évalué les performances analytiques de la méthode : 

- en déterminant la répétabilité et la reproductibilité 
- en étudiant la contamination inter-échantillons et la stabilité des échantillons 

dans le temps et à des températures différentes  
- et enfin en comparant notre méthode avec la technique utilisée 

précédemment par le laboratoire.  

 

2.2.1 Choix des tubes 
  

Selon les indications de la fiche technique du fabricant de réactifs, les tubes 

destinés aux prélèvements pour dosage de PTH 1-84 sont soit des tubes secs (avec 
ou sans gel) soit des tubes avec de l’EDTA. 

 
Le laboratoire préconise selon la fiche de procédure de prélèvement du référentiel 
du pôle laboratoire pour le dosage de la PTH de recueillir l’échantillon dans des 

tubes secs avec gel de 5 mL ou 7 mL (Tubes BD Vacutainer® SST™ II Advance  

avec bouchon sécurité BD Hemogard™ référence 367957 (5 mL) et 367955 (7 mL), 
Becton Dickinson, Le Pont de Claix, France).  

Ceci s’explique par le fait que lors de la demande de dosage de PTH, l’évaluation du 
calcium total est systématiquement réalisée et celle du calcium ionisé est également 

faite si possible. Dans de très nombreux cas, il existe une prescription pour 
évaluation conjointe de la vitamine D (calcidiol et/ou calcitriol). Tous ces paramètres 

peuvent être déterminés uniquement à partir d’un échantillon de sérum. 
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Pour les dosages de ces différents paramètres, les volumes nécessaires sont de :  

- 450 µL pour le dosage avec l’automate Liaison XL :  
- 350 µL pour le dosage de la PTH (200 µL de volume mort et 150 µL 

pour l’analyse)  
- 100 µL supplémentaires pour doser la 25 OH vitamine D  

- 450 µL pour le dosage par l’automate Nova du calcium ionisé et l’évaluation 
du pH et par l’automate Au 620 du calcium total 

- 550 µL pour le dosage de la 1-25 OH2 vitamine D en radio immunoanalyse 
(RIA) 

donc, avec un volume 1450 µL de sérum, ce bilan complet peut être réalisé. 

 

2.2.2 Phase pré-analytique 
 

Les échantillons de sérum sont prélevés dans les services cliniques de l’Hôpital de 
Brabois ou de l’Hôpital Central. Les prélèvements sont ramassés toutes les heures 

dans les salles de soin et sont apportés au laboratoire par le service de coursiers 
dans la glace de manière à maintenir une température entre + 2°C et + 8°C. Le délai 

moyen entre le prélèvement de l’échantillon et son arrivée au laboratoire est 
d’environ 3h mais toujours inférieur à 4h (ce qui est conforme aux recommandations 
du fournisseur dans les conditions de température décrites). 

 
Dès leur arrivée, la première étape est de vérifier la conformité : 

- de la demande (fiche de demande, température de transport, type de tube) 
pour pouvoir décider ou non de la prise en charge du prélèvement 

- de l’identité du patient : similitude complète des informations concernant le 
patient sur étiquette de fiche de prescription et étiquette collée sur le tube 

contenant l’échantillon. 
 

Si besoin, une fiche de non conformité doit être remplie par le personnel et la 
décision de poursuivre ou non l’analyse sera prise par le biologiste (cf « Gestion des 

non conformités pré-analytiques au LBM » du pôle laboratoire). 
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La demande est ensuite saisie informatiquement et des étiquettes code-barres sont 

éditées. 
 

Les tubes sont centrifugés (15 min à 2400g à + 4°C) puis le sérum est réparti en 
aliquotes dans des tubes « cristal » de 5 mL identifiés par des étiquettes codes-

barres : 
- 1 aliquote pour les dosages par automate : l’évaluation de la PTH, de la 

calcémie (totale et ionisée), du pH et de la 25 OH vitamine D est effectuée 
immédiatement  
- 1 aliquote pour le dosage en RIA de la 1-25 OH2 vitamine D : le dosage 

radioimmunologique n’est réalisé qu’en série et l’aliquote destinée à ce 
dosage est donc congelée immédiatement à - 20°C et conservée à cette 

température en attendant la prochaine série de dosage. 
 

2.2.3 Méthodes de dosage 
 

Dosage PTH 1-84 avec l’automate Liaison XL DiaSorin (Saluggia, Italie) 

 
Principes du dosage : 

C’est un dosage de type sandwich qui utilise deux anticorps polyclonaux 
reconnaissant spécifiquement d’une part les premiers acides aminés de l’extrémité 

N-terminal et d’autre part la région C-terminale de la molécule de PTH afin de ne 
détecter que la PTH 1-84 entière. Les particules ainsi complexées sont quantifiées 

après lavage par la mesure du signal lumineux produit par la réaction de 
chimiluminescence. 

Cette technique est une méthode de dosage de 3ème génération ne reconnaissant 
que la molécule de PTH entière.  

 
Les réactifs :  

La concentration de PTH dans les échantillons a été déterminée à l’aide du coffret 
de réactifs Integral Liaison 1-84 PTH (référence 310630). 
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Les calibrants : 

La courbe d’étalonnage a été réalisée à l’aide des calibrants fournis dans le coffret 
Liaison Integral Liaison 1-84 PTH. La calibration est réalisée selon 2 niveaux de 

calibrateurs. Ce n’est pas une calibration comprenant plusieurs points mais une 
vérification des valeurs en unités de lumière relative (RLU) pour 2 concentrations 

connues avec ajustement d’une courbe d’étalonnage prédéfinie. 
 

Les contrôles internes de la qualité :  
L’exactitude et la précision du dosage Liaison 1-84 PTH ont été vérifiées à l’aide 
des contrôles de qualité Liaison Control 1-84 PTH (référence 310631).  

 
Dosage de la PTH avec l’automate DXI 800 Beckman Coulter (Marseille, France) 

 

Principes du dosage : 

Le test Access Intact PTH utilise le même principe de dosage que le Liaison 1-84 
PTH, par contre, les anticorps ne sont pas dirigés contre les mêmes épitopes. Mais 

Beckman Coulter ne communique pas les sites de reconnaissance des anticorps de 
capture (polyclonaux) et de révélation (monoclonaux).  

C’est un dosage de 2ème génération, présentant donc une réactivité croisée 
potentielle avec différents fragments de PTH dans la circulation sanguine. Les 
fragments suivants ont été testés à des concentrations élevées (> 4000 pg/mL) : 

PTH 7-84, PTH 44-68, PTH 53-84, PTH 39-84 et PTHrP 1-34 ; seul le fragment de 
PTH 7-84 interagit avec la méthode de dosage et présente une réactivité croisée de 

72%. 
 

Les réactifs :  
Le kit de dosage Access Intact PTH est utilisé sur l’automate DXI (référence 

A16972). 
 

Les calibrants : 
La courbe d’étalonnage a été réalisée à l’aide des 6 calibrants Access Intact PTH 

Calibrators (référence A16953). 
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Les contrôles internes de la qualité :  
L’exactitude et la précision du dosage Intact PTH ont été vérifiées à l’aide des 

contrôles de qualité Liquichek Speciality de chez Biorad (référence 359, 364-366).  
 

Les recommandations des fabricants ont été rigoureusement respectées lors de 
toute la procédure pour pouvoir prétendre à une accréditation de la méthode selon 

la portée standard A.  
 
Les principales caractéristiques de chaque technique sont résumées dans le tableau 

n°10. 
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Ac : anticorps ; CV : coefficient de variation 
 
Tableau n°10 : Caractéristiques principales des dosages de PTH utilisés au laboratoire

Nom 
du test Fabricant Traceur 

Limite de 
détection 
(pg/mL) 

Valeur la 
plus haute 
mesurable 
(pg/mL) 

Épitope 
de 
capture 

Épitope de 
révélation 

Intervalle 
de 
référence 
du 
fabricant 
(pg/mL) 

Répétabilité 
CV (%) 

Reproductibilité 
CV (%) 

Volume 
nécessaire : 
volume mort 
et analyse 
(µL) 

Réactivité 
croisée 
avec le 
fragment 
7-84 PTH 
(%) 

Liaison 
1-84 
PTH 

DiaSorin Isoluminol 1,7 1800 
Ac 
polyclonal 
C-terminal 

Ac 
polyclonal 
N-terminal 

6,5-36,8 
(n=125) < 4,9 < 7,2 350 0 

Intact 
PTH 
 

Beckman 
Coulter 

Phosphatase 
alcaline 1 3500 Ac 

polyclonal 
Ac 
monoclonal 

12-88 
(n=289) < 2,6 < 5,8 290 72 
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2.2.4 Conservation des échantillons après dosages 
 

Dès que les dosages de PTH et éventuellement 25(OH) vitamine D ont été réalisés 
puis les résultats validés techniquement et biologiquement, les aliquotes 
correspondantes sont immédiatement congelées à - 20°C et conservées à cette 

température pour une durée de 2 mois selon la procédure en vigueur dans le 
laboratoire pour la conservation des échantillons. 

 
Ceci permet : 

- d’effectuer une vérification si besoin 
- de réaliser une autre analyse non demandée initialement  

 
Au delà de 2 mois, les échantillons sont détruits selon la procédure d’élimination 

des déchets biologiques en vigueur dans le laboratoire. 
 

2.2.5 Étude de la répétabilité 
 

Pour déterminer les caractéristiques de la répétabilité, 3 pools ont été constitués à 
partir d‘échantillons de sérums de patients. Après dosage dans le cadre de la 

prescription, puis validation technique et biologique, un volume de 300 µL a été 
prélevé avant congélation et conservation de l’échantillon patient. Toutes les 

aliquotes de 300 µL ont été rassemblées dans un seul tube pour constituer un pool. 
 

Le choix des échantillons a été fait à partir des concentrations obtenues pour 
correspondre à la valeur cible de chacun des pools :  

- un pool « faible » de concentration dans l’intervalle de référence, 
correspondant à une valeur physiologique (< 36,8 pg/mL)  

- un pool « moyen » de concentration se situant dans l’intervalle de 
recommandations du KDIGO (entre 2 et 9 fois la limite supérieure de 

l’intervalle de référence pour la technique utilisée)  
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- un pool « fort » de concentration correspondant à des valeurs pathologiques 

franches souvent observées pour les patients des services de néphrologie et 
dialyse. 

 
Après homogénéisation, chacun des pools ainsi constitué a été évalué le même jour 

que les dosages réalisés pour les patients par 20 dosages successifs.  
 

Les conditions d’analyse ont été les suivantes : même opérateur, même lot de 
réactif et même étalonnage, CIQ du jour. Les tests ont été réalisés l’un à la suite de 
l’autre. 

 
L’analyse statistique des résultats comprend le calcul de la moyenne (m), l’écart-

type (s) et le coefficient de variation (CV) des valeurs expérimentales de chaque 
série. 

 
Le CV ainsi calculé permet d’évaluer la répétabilité de notre méthode en le 

comparant au CV limite admissible préalablement choisi : CV obtenu avec les 
recommandations du fournisseur et également avec ceux de la littérature. 

 

2.2.6 Étude de la reproductibilité 
 

L’essai de fidélité intermédiaire (ou reproductibilité intra-laboratoire) a été réalisé à 
partir des valeurs des contrôles internes de qualité quotidiens (CIQ).  
Ces CIQ sont fournis sous forme lyophilisée par le fabricant DiaSorin (contrôles 

Liaison 1-84 PTH, référence 310631). Ils comprennent deux niveaux de 
concentration (24,3 pg/mL et 264 pg/mL).  

Les recommandations du fournisseur quant à leur utilisation sont les suivantes : 
- conservation avant reconstitution entre + 2 et + 8°C 

- reconstitution par 2 mL d’eau déionisée 
- après reconstitution les CIQ sont stables pendant 1h à température 

ambiante (+ 18-22°C) 
- répartir en aliquotes de 400 µL dans des tubes en polypropylène 
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- les aliquotes non utilisées sont à conserver congelées à - 20°C  

 
Les contrôles font l’objet d’un dosage quotidien :  

- niveau 1 de valeur cible 24,3 pg/mL [17,1-31,5] 
- niveau 2 de valeur cible 264 pg/mL [201-327] 

 
Les valeurs de CIQ utilisées pour calculer la reproductibilité sont celles obtenues 

quotidiennement au cours d’une période de 2 mois (38 valeurs par niveau testé, 
correspondant à toutes les valeurs de CIQ passés les jours ouvrés). 
 

L’analyse statistique est identique à celle de la répétabilité avec calcul : de la 
moyenne (m), de l’écart-type (s) et du coefficient de variation (CV) des valeurs 

expérimentales de chaque série. 
Le CV calculé est également comparé aux CV limites admissibles choisis : CV du 

fournisseur et comparaison aux CV de la littérature. 
 

2.2.7 Étude de la contamination inter-échantillons 
 
Lors de l’utilisation d’un système analytique, deux types de contamination peuvent 
s’observer : la contamination inter-échantillons (entre des échantillons de valeurs 

hautes et de valeurs basses) et la contamination inter-réactifs (lorsque le système de 
distribution des réactifs est commun à tous les réactifs). 

 
Seule la contamination inter-échantillons conformément aux recommandations 

COFRAC a été évaluée.  
 

Les échantillons utilisés dans ce but sont 2 pools de sérums de patients réalisés 
dans des conditions similaires à celles décrites pour l’évaluation de la répétabilité : 

- un pool « faible » de concentration proche de 10 pg/mL  
- un pool « fort » de concentration proche de 500 pg/mL. 
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Le principe consiste à passer alternativement les échantillons de faible 

concentration puis ceux avec une forte concentration.  
Selon le protocole du SH GTA 04 pour les analyses de type quantitatif, après le 

rinçage de l’appareil, il convient de faire 3 dosages consécutifs d’un échantillon de 
valeur élevée (H1, H2, H3) puis 3 fois celui d’un échantillon de valeur basse (B1, B2, 

B3). Cette séquence est répétée 4 fois.  
 

Un test t de Student est réalisé entre les valeurs susceptibles d’être contaminées 
(les valeurs des 1ers passages du pool « faible ») et celles qui ne le sont pas (les 
valeurs des 3èmes passages du pool « fort»). Si le test retrouve une différence 

significative, la contamination est quantifiée par le calcul de la contamination 
(formule ci dessous). 

 
Après avoir calculé la moyenne des valeurs hautes (mH) et la moyenne de valeurs de 

B1 (mB1) ainsi que celle de B3 (mB3), le pourcentage de contamination entre les 
échantillons est calculé selon la formule suivante :  

 
Contamination (en %) = [(mB1 – mB3) / (mH – mB3)] x 100 

 
Le niveau de la contamination doit être le plus proche possible du zéro. 

 

2.2.8 Étude de la stabilité des échantillons avant analyse  
 

Pour évaluer la stabilité de la PTH avant analyse, nous avons utilisé des échantillons 
de sang transportés entre le service clinique et le laboratoire dans différentes 

conditions de température. 
 
Pour cela, nous avons utilisé les échantillons de sérums de patients qui avaient le 

même jour une prescription de PTH et de 25 OH vitamine D et pour lesquels les 
services cliniques avaient adressé au laboratoire deux tubes secs avec gel de 5 mL : 

- un tube sec conservé dans la glace, destiné à la mesure de la concentration 
de PTH 
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- un tube sec conservé à température ambiante, pour la vitamine D. 

 
Ceci afin de comparer les valeurs de la concentration de PTH entre des échantillons 

dont la seule variable pré-analytique était la température de conservation avant 
analyse (même type de tube, même patient, même préleveur, même heure de 

prélèvement, même contexte clinique, mêmes conditions de transport, même délai 
de prise en charge des échantillons au laboratoire).  

 
62 sérums de patients ont été analysés : 

- 31 échantillons conservés à température ambiante 

- 31 échantillons conservés dans la glace (température entre + 2 et + 8°C). 
 

Les dosages (même lot de réactifs, mêmes contrôles internes de qualité) ont été 
réalisés dès la réception des échantillons après traitement pré-analytique : 

- tube conservé à température ambiante : centrifugation 15 minutes à 
température ambiante à 2400g 

- tube conservé dans la glace : centrifugation 15 minutes à + 4°C à 2400g. 
 

Les données appariées ont été comparées à l’aide du test de Student, une valeur de 
p < 0,05 a été considérée comme significative. La relation entre les valeurs a été 

évaluée par une droite de corrélation ainsi que par la méthode graphique de Bland-
Altman.  

 

2.2.9 Étude de la stabilité des échantillons après conservation 
pendant 2 mois à - 20°C 
 

L’étude de la stabilité des échantillons après conservation à - 20°C a été réalisée à 
l’aide des valeurs obtenues à J0 et à J+2 mois (délai de conservation dans ces 
conditions de tous les échantillons selon la procédure en vigueur dans le 

laboratoire).  
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Le but est : 

- de déterminer l’impact de la conservation pendant 2 mois à - 20°C : délai 
maximal de conservation des échantillons destinés au dosage de la PTH au 

laboratoire 
- et de vérifier si la procédure de conservation des échantillons en vigueur au 

laboratoire est adaptée aux échantillons destinés au dosage de la PTH 1-84 
par la nouvelle technique utilisée. 

 
Pour une série de 79 échantillons de sérums de patients les dosages ont été 
effectués à J0 et 2 mois après.  

 
Les échantillons provenaient de différents services (Néphrologie, Endocrinologie, 

Dialyse, ALTIR, Rhumatologie, Chirurgie Thoracique). Tous étaient prélevés sur tube 
sec de 5 ou 7 mL avec ou sans gel séparateur. Ils étaient transportés au laboratoire 

selon la procédure habituelle décrite au paragraphe ci dessus. A l’arrivée au 
laboratoire, les échantillons étaient centrifugés (15 minutes à 2400g à + 4°C) et les 

aliquotes préparées rapidement. Après dosage de PTH avec l’automate Liaison XL 
et validation (technique et biologique), les aliquotes ont été congelées 

immédiatement à - 20°C et conservées à cette température.  
 

Après un délai de conservation de 2 mois civils, les aliquotes ont été décongelées 
(30 minutes à température ambiante), les tubes étaient vortexés puis centrifugés 

(même protocole de centrifugation que pour les échantillons primaires) avant que le 
dosage de PTH ne soit à nouveau réalisé avec l’automate Liaison XL. 

 
Pour chaque groupe (J0 et J+2 mois), la moyenne et l’écart-type a été calculé. La 

représentation graphique de Bland-Altman montre le pourcentage d’écart entre les 
valeurs à J0 et celle 2 mois après. 
 

Le CV maximal inter-essai escompté pour le dosage de la PTH 1-84 avec l’automate 
Liaison XL est de 12 %. Nous avons considéré, comme Cavalier et al. (89), que les 
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échantillons étaient stables s’il n’y avait pas de variation de plus de 20 % entre les 2 

dosages d’un échantillon du même patient.  
 

2.2.10 Comparaison de deux méthodes de dosage  
 

Le dosage de la PTH a été effectué à l’aide de 2 techniques : 
- la technique Liaison 1-84 PTH avec l’automate Liaison XL (DiaSorin) : 

dosage de PTH nouvellement installé au laboratoire  
- la technique précédemment utilisée, Intact PTH avec l’automate Dxi 800 

(Beckman Coulter).  
 

25 échantillons de sérums de patients ont été analysés successivement par chaque 
automate. Ces échantillons provenaient de services de Néphrologie, de Dialyse, 

d’Endocrinologie et de Rhumatologie couvrant l’étendue du domaine physiologique 
ainsi que des valeurs basses et hautes à différents degrés.  

 
2 aliquotes d’échantillons de sérum ont été préparées à partir du tube primaire et les 

dosages ont été réalisés immédiatement après et de manière concomitante d’une 
part avec l’automate Liaison XL (DiaSorin) et avec l’automate Dxi 800 (Beckman 

Coulter). 
 

Les calculs des moyennes et des écarts-types pour chacun des 2 groupes ont été 
réalisés. La relation entre les valeurs a ensuite été analysée par l’établissement de la 
droite de corrélation selon la méthode de Passing-Bablok et par la réalisation d’une 

représentation de Bland-Altman. 
 

2.2.11 Approche de l’estimation de l’incertitude de mesure 
 
Un examen de biologie médicale doit être interprété. Pour ce faire, les résultats de 

type quantitatif obtenus sont comparés à des intervalles de référence, des seuils de 
décision clinique ou des résultats antérieurs du même patient. Or, tout résultat 
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provenant d’une mesure possède un pourcentage d’erreur pouvant influencer 

l’interprétation. C’est pourquoi, l’incertitude de mesure correspondant à la valeur du 
résultat doit être établie pour pouvoir proposer une interprétation optimale de celle-

ci. 
 

En pratique, il est impossible d’obtenir la valeur « vraie » d’une grandeur mesurée, 
c’est pourquoi il est important de communiquer l’incertitude de mesure qui permet 

de définir l’intervalle dans lequel se situe, avec une probabilité donnée (95 % pour 
une distribution normale), la valeur supposée vraie du résultat transmis. 
 

C’est donc une donnée importante pour l’interprétation du résultat et elle doit être 
calculée dès que cela est possible par le laboratoire. Elle permet ainsi une meilleure 

interprétation des valeurs proches du seuil de décision (impact clinique et 
thérapeutique important) et permet un meilleur suivi d’un paramètre chez un même 

patient.  
 

Elle est déterminée par l’exploitation statistique des valeurs des contrôles internes 
de qualité et des évaluations externes de la qualité et ne constitue qu’une estimation 

de l’incertitude. Cette estimation ne porte que sur certains niveaux de valeurs (les 
niveaux de valeurs des contrôles qualité utilisés pour son calcul). La formule utilisée 

est la suivante : uc = √(u1
2+u2

2) 
avec uc : incertitude combinée, u1 : incertitude due à la fidélité (écart-type de la 

reproductibilité intra-laboratoire) et u2 : incertitude due à la justesse (u2 = biais √3). 
 

L’incertitude élargie (U) est alors calculée et permettra d’indiquer que la valeur 
« vraie » sera comprise dans l’intervalle +/- U à 95 % et dans le cadre d’une 

distribution gaussienne : U = 2.uc. 

 

Le résultat de la mesure de la concentration mesurée s’exprimera ainsi : PTH 1-84 = 

x pg/mL +/- U 
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Comme il est rappelé par le groupe de travail sur les incertitudes de mesure de la 

SFBC : « un résultat quantitatif d’analyse n’est véritablement complet que s’il est 
accompagné de l’évaluation quantitative de son incertitude » (90). 

La norme NF EN ISO 15189 apporte tout de même une nuance : « le laboratoire doit 
déterminer l’incertitude des résultats, dans les cas où cela est pertinent et possible » 

(paragraphe 5.6.2). 
 

Le calcul n’est qu’une partie de l’estimation de l’incertitude. Il faudra tout 
d’abord définir le mesurande et lister les paramètres de l’incertitude. Les niveaux de 
concentration auxquels il est pertinent de l’obtenir devront être définis. Une analyse 

des facteurs influençant la méthode devra être réalisée (à l’aide par exemple de la 
méthode des 5M). 

 
Une fois définie, l’incertitude sera comparée aux critères disponibles dans la 

littérature (SFBC, RICOS, publications,…) pour s’assurer qu’elle est acceptable par 
rapport à l’interprétation des résultats.  

 

2.3. Résultats 
 
Avant tout dosage, 2 étapes sont à considérer : 

 
- La calibration qui doit être réalisée : 

- lorsqu’un nouveau lot de réactifs Intégral est utilisé 
- tous les 28 jours en cas de conservation des réactifs entre + 2 et + 8°C 

- tous les 7 jours en cas de conservation des réactifs à bord de l’analyseur 
Liaison XL 

- quand elle s’avère nécessaire (par exemple si les résultats du contrôle de 
qualité se situent en dehors des limites attendues) 

- après chaque entretien ou maintenance de l’analyseur Liaison XL si les 
valeurs des contrôles de qualité ne sont pas dans les plages acceptables. 
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Pour l’automate Liaison XL, la calibration est faite à l’aide de 2 calibrants fournis par 

le fabricant et un exemple de la courbe de calibration est présenté dans l’annexe 
n°1 et pour l’automate Dxi 800, elle est présentée dans l’annexe n°2. 

 
D’après le fabricant, le test est linéaire jusqu’à 1800 pg/mL et la limite de détection 

(sensibilité analytique) est ≤  1,7 pg/mL (données indiquées dans la notice 
fournisseur). 

 
- Les contrôles internes de qualité (CIQ) :  
 

Les contrôles internes de qualité de niveau 1 et 2 sont fournis par DiaSorin sous 
forme lyophilisée. 

Chaque niveau de contrôle est dosé quotidiennement.  
Les valeurs des CIQ obtenues seront comparées aux valeurs cibles indiquées par le 

fournisseur. Le dosage sera rejeté si les valeurs obtenues ne répondent pas aux 
règles de validation des CIQ.  
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Répétabilité  

 

Les valeurs sériques obtenues de PTH 1-84 pour 3 pools de sérum lors de 

l’évaluation de la répétabilité de la méthode sont présentées dans le tableau n°11 et 
la figure n°34. 

 
 

 

Concentrations de  
PTH 1-84  pg/mL pg/mL pg/mL 
Essais  niveau 1 niveau 2 niveau 3 
1 26,5 179 533 
2 27,1 191 532 
3 26,9 182 529 
4 26,2 179 517 
5 26,7 181 539 
6 27,6 179 518 
7 27,6 180 531 
8 26,9 177 527 
9 26,7 181 544 
10 27,4 182 537 
11 26,7 183 559 
12 26,9 181 558 
13 28,1 183 525 
14 27,7 177 538 
15 26,8 179 563 
16 27,4 172 526 
17 26,8 177 542 
18 27,7 178 524 
19 27,9 181 522 
20 29,1 176 535 
n 20 20 20 
Moyenne (pg/mL) 27,24 179,90 534,95 
Écart-type 0,67 3,74 13,10 
CV (%) 2,47 2,08 2,45 

 

Tableau n°11 : Valeurs de PTH 1-84 obtenues (pg/mL) pour les 3 pools de sérum 
lors de l’étude de la répétabilité  
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axe des abscisses : essais ; axe des ordonnées : valeurs obtenues en pg/mL 

Figure n°34 : Représentation graphique de la dispersion des valeurs obtenues lors 

de l’évaluation de la répétabilité  
 

À partir des pools de sérum constitués dans le cadre de cet essai, la répétabilité est, 
pour des concentrations moyennes obtenues comprises entre 27,24 et 534,95 

pg/mL, caractérisée par des CV < 2,5 %. 
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Reproductibilité  

 
L’étude de la reproductibilité a été faite à partir des valeurs obtenues lors des 

différents passages des 2 niveaux de contrôles internes de qualité CIQ (tableau 
n°12, figure n°35).  

 
Concentrations de 
PTH 1-84 pg/mL pg/mL 
Essais niveau 1 niveau 2 
1 28,1 286 
2 27,9 288 
3 28,4 282 
4 24,3 309 
5 24,7 267 
6 26 251 
7 28 274 
8 28 263 
9 27,5 291 
10 25,7 313 
11 26 297 
12 28,2 278 
13 28,6 311 
14 26,4 308 
15 25,6 281 
16 28,3 289 
17 27,8 302 
18 25 301 
19 26,8 289 
20 26,1 274 
21 30,7 280 
22 29,2 310 
23 31,5 324 
24 30,8 321 
25 28,7 322 
26 30,1 326 
27 29,5 305 
28 30 323 
29 27,3 310 
30 28,4 289 
31 29,5 313 
32 27,7 312 
33 27,2 303 
34 24,8 281 
35 27,1 294 
36 25,7 311 
37 25,3 301 
38 28,4 288 
n 38 38 
Moyenne (pg/mL) 27,61 296,50 
Écart-type 1,82 18,35 
CV (%) 6,6 6,19 

 
Tableau n°12 : Valeurs obtenues (pg/mL) pour les 2 CIQ lors de l’étude de la 

reproductibilité 
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axe des abscisses : essais ; axe des ordonnées : valeurs obtenues en pg/mL 

 
Figure n°35 : Représentation graphique de la dispersion des valeurs obtenues lors 

de l’évaluation de la reproductibilité des CIQ 

 

Pour évaluer la reproductibilité de la méthode, 38 déterminations de chaque niveau 
de contrôle de qualité ont été prises en compte.  

 
Les valeurs obtenues sont pour : 

- CIQ niveau 1 : moyenne = 27,61 pg/mL ; écart-type = 1,82 ; CV = 6,6 % 
- CIQ niveau 2 : moyenne = 296,50 pg/mL ; écart-type = 18,35 ; CV = 6,2 %. 
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Contamination inter-échantillons  

 

Les valeurs obtenues pour la détermination d’une éventuelle contamination inter-

échantillons en respectant le protocole décrit dans le SH GTA 04 sont présentées 
dans le tableau n°13. 

 

  Concentrations de PTH (pg/mL)  
 Séries  Ha Ba Hb Bb Hc Bc Hd Bd 
Passages 1 555 10,1 505 9,93 552 10,3 520 9,93 

2 504 10,1 513 10,1 574 10,4 540 10 
3 531 10,1 551 10,5 577 10,1 524 10,2 

Hi : série du pool de valeur élevée ; Bi : série du pool de valeur basse 

 

Tableau n°13 : Valeurs obtenues pour le calcul de la contamination inter-
échantillons 

 

L’analyse statistique à l’aide du test t de Student pour séries appariées ne met donc 

pas en évidence de différence significative (p = 0,41) entre les valeurs susceptibles 
d’être contaminées (les valeurs des 1ers passages du pool « faible ») et celles qui ne 

le sont pas (les valeurs des 3èmes passages du pool « fort »). 
Le calcul de la contamination selon la formule ci-dessous n’est donc pas nécessaire 

(et retrouverait une valeur de contamination < 0 %). 

 

Contamination (en %) = [(mB1 – mB3) / (mH – mB3)] x 100 
 

Les résultats obtenus permettent de conclure à l’absence de contamination inter-
échantillons. 
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Stabilité des échantillons avant analyse : transport entre + 2 et + 8°C et à 
température ambiante  

 

La stabilité des échantillons avant dosage de PTH 1-84 a été analysée avec des 
échantillons récoltés lors d’une même ponction sanguine dans 2 tubes différents et 

qui sont parvenus en même temps au laboratoire dans des conditions de transport 
différentes : un tube dans de la glace et l’autre tube à température ambiante. 

 
Les concentrations obtenues sont présentées dans le tableau n°14.  
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Tableau n°14 : Valeurs obtenues pour l’étude de la stabilité des échantillons à 
différentes températures 

 
Pour le groupe des échantillons de sérums conservés à + 4°C, la concentration 

moyenne est de 42,9 pg/mL avec des valeurs extrêmes de 13,1 et 175 pg/mL. 

  
Concentrations 

en PTH 1-84 (pg/mL) 
Concentrations 

en PTH 1-84 (pg/mL)  

Tube Services Cliniques 
Tubes à + 4°C 

(conditions de référence) 
Tubes à température 

ambiante 
Différences 

relatives (%) 
1 Néphrologie 20,8 18,6 -11 
2 Néphrologie 13,8 12,3 -11 
3 Néphrologie 63,2 59 -7 
4 Néphrologie 21,2 18,9 -11 
5 Endocrinologie 29 24,7 -15 
6 Néphrologie 55,3 44,8 -19 
7 Néphrologie 37,3 34,9 -6 
8 Néphrologie 33 25,2 -24 
9 Néphrologie 40,2 35,7 -11 
10 Endocrinologie 33 32,5 -2 
11 Néphrologie 13,1 13,4 +2 
12 Endocrinologie 17,4 14,4 -17 
13 Néphrologie 42,8 40,2 -6 
14 Néphrologie 175 164 -6 
15 Néphrologie 36 36,5 +1 
16 Néphrologie 47,6 47,6 0 
17 Néphrologie 46,4 44,2 -5 
18 Endocrinologie 16,9 16,9 0 
19 Endocrinologie 32 31,3 -2 
20 Néphrologie 49,1 45,4 -8 
21 Néphrologie 62,9 58 -8 
22 Endocrinologie 35,7 31,2 -13 
23 Endocrinologie 15,8 16 +1 
24 Néphrologie 165 169 +2 
25 Endocrinologie 18,9 17,8 -6 
26 Endocrinologie 63,9 56,4 -12 
27 Endocrinologie 15,4 14,9 -3 
28 Endocrinologie 18,3 17,1 -7 
29 Néphrologie 63,7 66,3 +4 
30 Endocrinologie 20,8 20,8 0 
31 Endocrinologie 25,3 20,8 -18 
     
 n 31 31  
 moyenne 42,9 40,3  
 intervalle de mesure 13,1-175 12,3-169  
 

 
moyenne des différences 
relatives (%)   -6,9 
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Pour le groupe des échantillons de sérums conservés à température ambiante, la 

concentration moyenne est de 40,3 pg/mL avec des valeurs extrêmes de 12,3 et 
169 pg/mL. 

La moyenne des différences est de - 2,6 pg/mL avec une moyenne des différences 
relatives de - 6,9 %. 

 
L’étude des conditions de température de transport des échantillons montre que la 

concentration en PTH des échantillons de sérums transportés à température 
ambiante est plus faible pour 26/31 échantillons (84 %) tandis qu’elle est plus élevée 
de 1 à 4 % pour 5 échantillons.  

 
Le test t de Student met en évidence une différence significative entre les résultats 

des concentrations des échantillons de sérums de patients suivant les conditions de 
température de transport (p = 0,0002).  

 

La droite de corrélation entre les deux méthodes (figure n°36) est : y = 0,98 x – 1,71 

(R2 = 0,99) avec y = transport à température ambiante et x = température à + 4°C. 
Elle montre une liaison linéaire entre les deux méthodes et le coefficient de 

corrélation indique une intensité élevée de cette relation.  
 

La représentation graphique des différences en fonction de la moyenne des 
concentrations évaluées à partir des échantillons transportés entre + 2 et + 8°C est 

présentée selon le modèle de Bland et Altman dans la figure n°37. 
La méthode de Bland et Altman permet d’évaluer la concordance entre 2 mesures 

d’une même grandeur. Le graphique permet de déterminer si la moyenne des 
différences est égale ou non à zéro et si cette différence varie en fonction du niveau 

de la mesure.  
 

Le test de Bland-Altman montre ici une différence moyenne de - 2,58 pg/mL. La 
répartition autour de la moyenne est homogène pour les valeurs jusque 30 pg/mL, 

au delà, les valeurs ont une dispersion plus importante. 
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Figure n°36 : Corrélation entre les 2 méthodes, tubes à température ambiante (TA) 
pour le transport (y) par rapport aux tubes à + 4°C (x)  

 

 
Figure n°37 : Diagramme des différences (TA - 4°C) en fonction de la moyenne des 

valeurs selon la représentation de Bland-Altman 
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 Stabilité des échantillons après conservation à - 20°C pendant 2 mois 

 
Les valeurs obtenues avant et après conservation des échantillons 2 mois à - 20°C 

(2 mois étant la durée maximale de conservation des échantillons destinés au 
dosage de la PTH au laboratoire) sont présentées dans les figures 38 et 39. 

 

 
 
Figures n°38 et 39 : Représentations graphiques des pourcentages d’écart entre les 
valeurs obtenues à J0 et à J+2 mois lors de la congélation des aliquotes à - 20°C 
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Les représentations graphiques du pourcentage d’écart entre les valeurs montrent, 

que chez 17 patients sur 125, la baisse de la concentration dépasse 20 % mais ne 
va jamais au delà de 30 %. Selon le fournisseur, pour la reproductibilité inter-essai 

des CV < 12 % sont escomptés. Nous avons fixé un seuil de 20 %, au delà, la 
différence de concentration sera jugée significative (comme Cavalier, 89). 

Au delà des valeurs de l’intervalle de référence, seulement 5 patients présentent une 
variation de leur concentration supérieure à 20 %.  

 
Les résultats de l’analyse statistique réalisée sont présentés dans le tableau n°15. 
 

 
n 

valeur 
minimum 

valeur 
maximum moyenne écart-type 

J0 125 4,42 268 54,07 58,29 
+2 mois 125 4,00 261 47,86 51,87 
 

Tableau n°15 : Valeurs obtenues pour l’étude de la stabilité des échantillons 
conservés à - 20°C 

 

 
 
Figure n°40 : Diagramme des différences (J2 - J0) en fonction de la moyenne des 

valeurs selon la représentation de Bland-Altman 
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Le diagramme des différences selon Bland et Altman montre une différence 

moyenne de - 6,21 pg/mL avec des valeurs regroupées autour de la moyenne pour 
les valeurs faibles et comprises dans l’intervalle de référence, mais plus les 

concentrations augmentent et plus l’écart augmente.  
 

La figure n°41 représente le classement des patients par rapport aux différentes 
valeurs cibles :  

- valeurs inférieures à l’intervalle de référence 
- valeurs comprises dans les valeurs physiologiques (intervalle de référence 
communiqué par le fabricant) 

- valeurs supérieures aux limites de référence mais inférieures aux valeurs 
cibles proposées par le KIDGO 

- valeurs dans la cible proposée par le KDIGO pour les patients insuffisants 
rénaux (entre 2 et 9 fois la valeur de la limite supérieure de l’intervalle de 

référence de la technique). 
 

Pour 4 patients, les valeurs qui étaient supérieures à la limite de l’intervalle de 
référence se « normalisent » (< 36,8 pg/mL). 

Pour les autres, la répartition des patients selon les recommandations du KDIGO est 
semblable pour les dosages (J0 et J+2 mois). 

 

 
valeurs en pg/mL 

 

Figure n°41 : Classement des patients par rapport aux différentes valeurs cibles  
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Comparaison de 2 méthodes de dosage de la PTH :  
Dxi 800 (Beckman Coulter)/Liaison XL (DiaSorin) 

 

Les concentrations de PTH déterminées par le Liaison XL et le Dxi 800 (tableau 

n°16) sont très différentes. 
Les valeurs avec les réactifs Liaison 1-84 PTH sont inférieures à celles obtenues 

avec les réactifs Beckman Coulter.  
Les résultats de 25 échantillons ont été comparés avec ceux obtenus avec l’ancien 

analyseur Dxi 800 de Beckman Coulter. 
 

 Liaison 1-84 PTH (pg/mL) PTH Intact (pg/mL) 
1 4,1 2,8 
2 5,6 4,9 
3 10,4 14,7 
4 13 15,4 
5 9,9 20,7 
6 15,7 25,1 
7 16,1 27,9 
8 29,1 33,3 
9 20,8 33,3 

10 19,9 34,9 
11 20,2 36,2 
12 29,7 42,9 
13 21,5 43,9 
14 25,1 44 
15 30,4 45,7 
16 33,1 48,1 
17 20,4 51,8 
18 31 65,5 
19 49,4 91,3 
20 52,7 100,4 
21 68,7 104,2 
22 100 205 
23 124 206 
24 232 413 
25 236 476 
   

moyenne (pg/mL) 48,8 87,5 
valeur minimum (pg/mL) 4,1 2,8 
valeur maximum (pg/mL) 236 476 
écart-type 62,5 119,6 
 

Tableau n°16 : Valeurs obtenues lors de la comparaison de la méthode de dosage 
PTH Intact (Dxi 800, Beckman Coulter) et le dosage PTH 1-84 (Liaison XL, DiaSorin) 

 
Pour la trousse DiaSorin, la moyenne arithmétique obtenue est de 48,8 pg/mL pour 

des valeurs comprises entre 4,1 et 236 pg/mL. 
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Et pour la trousse Beckman, la moyenne arithmétique obtenue est de 87,5 pg/mL 

pour des valeurs comprises entre 2,8 et 476 pg/mL. 
 

En régression linéaire (figure n°42), l’équation de la droite entre la méthode 
Beckman (x) et la méthode DiaSorin (y) est : y = 0,52 x + 3,3 (R2 = 0,99). 

 

 
Figure n°42 : Représentation graphique de la droite de régression linéaire entre la 
technique de référence (X : Dxi 800) et la nouvelle technique (Y : Liaison XL) 
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Figure n°43 : Représentation graphique selon la méthode de Bland et Altman des 
différences entre les méthodes en fonction de la moyenne des valeurs  

 
La représentation graphique, selon la méthode de Bland et Altman, des différences 

entre les méthodes en fonction de la moyenne des valeurs est présenté figure n°43. 
Le biais moyen entre les valeurs obtenues avec les 2 méthodes est de - 38,73 

pg/mL et plus la concentration de PTH mesurée augmente plus la différence est 
importante.  

 
Nous constatons donc que les valeurs obtenues en PTH de 3ème génération sont 

plus basses que celles obtenues par la méthode de 2ème génération. 
 

Mais si nous considérons la pathologie des patients ainsi que les intervalles de 
références ou les valeurs cibles des recommandations des sociétés savantes, nous 

n’observons aucune signification clinique à cette baisse de la concentration de PTH. 
 

En effet, les patients n’ayant aucune pathologie rénale (n=10) qui avaient des valeurs 
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dans les limites de référence avec la technique de 2ème génération ont également 

des valeurs dans les limites de référence avec la méthode de 3ème génération 
(tableau n°17). 

 

 PTH de 2ème génération PTH de 3ème génération 

valeurs en pg/mL < 12 12-88 > 88 < 6,5 6,5-36,8 > 36,8 

nombre de patients 2 9 0 2 9 0 

 
Tableau n°17 : Répartition des valeurs en fonction de la méthode de dosage et de 

l’intervalle de référence fourni par le fabricant 
 

Et les patients ayant une IRC (n=14), les valeurs sont supérieures aux limites de 
référence et leur répartition selon les valeurs du KDIGO est semblable quelle que 

soit la technique utilisée (tableau n°18).  
 

 PTH de 2ème génération PTH de 3ème génération 

valeurs en pg/mL < 176 176-792 > 792 < 73,6 73,6-331,2 > 331,2 

nombre de patients 10 4 0 10 4 0 

 

Tableau n°18 : Répartition des valeurs en fonction de la méthode de dosage et des 
valeurs cibles recommandées par le KDIGO 
 



	   139	  

Approche de l’estimation de l’incertitude de mesure 
 

L’approche de l’incertitude de mesure n’a pas pu être réalisée car nous ne 
disposions pas de résultats d’évaluation externe de la qualité en nombre suffisant 

pour pouvoir estimer la justesse (nécessaire à ce calcul). 
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2.4. Discussion  
 
La PTH a fait l’objet de nombreux travaux au cours de ces dernières années 

apportant des informations nouvelles sur la biologie de cette hormone dont 
l’évaluation est de plus en plus fréquemment demandée.  
Depuis peu, une méthode de dosage de la PTH 1-84, à l’aide des réactifs et de 

l’automate Liaison XL, dite de 3ème génération est disponible. Pour sa mise en place 
et utilisation au quotidien, cette technique entre dans la configuration d’une analyse 

quantitative vraie à accréditer selon la portée flexible de type A. Le pré-requis de 
l’accréditation est la constitution du dossier de validation de la méthode par le 

laboratoire. 
 

Ce dossier comprend divers documents dont la présentation a été uniformisée par 
le Pôle Laboratoire dans lequel est intégrée, en accord avec la loi HPST, l’unité 

fonctionnelle d’Hormono-Onco-Neurobiologie du laboratoire de Biochimie et 
Biologie Moléculaire de l’Hôpital Central où est réalisé ce dosage de la PTH. 

 

Préalablement à la vérification expérimentale de la méthode, les étapes qui ont été 

réalisées comprennent : 
- l’étude bibliographique 

- la rédaction du mode opératoire du dosage en respectant les items de la 
procédure institutionnelle 

- le choix des critères de performance à vérifier, en tenant compte des 
différents paramètres nécessaires au dossier d’accréditation indiqués dans le 

tableau du SH GTA 04.  
 

Pour réaliser les évaluations, nous avons respecté dans la présentation de notre 
travail l’ordre des items du tableau du SH GTA 04. 

Cependant, dans ce chapitre « Discussion », il nous a semblé plus pertinent de tenir 
compte de l’ordre chronologique des différentes étapes suivies par les échantillons 
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en abordant successivement les items des étapes pré-analytique, analytique et 

post-analytique.  
 

2.4.1 Étape pré-analytique  
 

L’évaluation de certaines performances analytiques de la méthode est faite à partir 
d’échantillons sanguins. Au CHU de Nancy, les prélèvements sanguins sont 

effectués dans les services cliniques des Hôpitaux de Brabois ou de l’Hôpital 
Central par le personnel infirmier. Ils sont ensuite collectés toutes les heures dans 

les salles de soins et apportés au laboratoire par le service de coursiers via un 
service de navettes entre les deux sites. Le délai moyen entre le prélèvement de 

l’échantillon et son arrivée au laboratoire est d’environ 3h.  
Dans le cadre de l’accréditation, cette configuration ne permet au biologiste de 

n’intervenir directement que pour deux paramètres de cette étape :  
- le choix du tube primaire pour le prélèvement 

- les conditions de transport des échantillons. 
C’est pourquoi un « Manuel de Prélèvements », commun à tous les laboratoires du 

Pôle, a été rédigé, ceci dans le but de définir les règles de bonnes pratiques de 
réalisation et de transmission d’un prélèvement sanguin afin d’obtenir des 
échantillons sanguins conformes aux recommandations et permettant ensuite leur 

analyse. 
 

Choix du tube primaire 

 

Le premier critère de cette étape réside dans le choix des tubes destinés à recueillir 

les échantillons. 
Selon les indications de la fiche technique du fabricant de réactifs, les tubes 
destinés aux prélèvements pour dosage de PTH 1-84 peuvent être soit des tubes 

secs (avec ou sans gel) soit des tubes avec de l’EDTA. 
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Les tubes avec EDTA présentent l’avantage d’être traités (centrifugation, 

décantation) plus rapidement que les tubes secs mais l’utilisation de tels tubes a 
deux inconvénients :  

- elle complique la tâche du préleveur car ils ne peuvent pas servir au recueil 
d’échantillons sanguins en vue de dosages conjoints (exemple : calcium)  

- elle offre également un moindre confort aux patients dans la mesure où, si 
besoin, un recueil supplémentaire doit être fait avec un autre type de tube, ce 

qui peut poser un problème chez les enfants ou les patients « difficiles à 
piquer ». 

En outre, pour certaines techniques de dosage de PTH de 2ème génération, il a été 

démontré que le remplissage des tubes EDTA (en volume) devait être > 50 %.  
 

Les tubes secs sans anticoagulant adsorbé imposent un délai minimum d’environ 30 
à 60 minutes afin d’assurer la coagulation.  

Cependant le laboratoire préconise, dans la fiche de procédure de prélèvement du 
référentiel du pôle laboratoire, pour le dosage de la PTH de recueillir l’échantillon 

dans des tubes sec avec gel de 5 mL ou 7 mL. 
Ceci permet lors d’une demande de dosage de PTH, l’évaluation du calcium total 

qui est systématiquement réalisée et celle du calcium ionisé qui n’est possible qu’à 
la condition que le tube primaire soit maintenu bouché et non décanté. En outre, 

dans de très nombreux cas, il existe une prescription pour l’évaluation conjointe de 
la vitamine D (calcidiol et/ou calcitriol). Tous ces paramètres peuvent être 

déterminés uniquement à partir d’un seul échantillon de sérum. 

Le fait de pouvoir réaliser avec un volume de 1450 µL de sérum ce bilan complet 

présente de nombreux avantages :  
- confort du patient : un seul tube et donc le plus faible volume de sang 

nécessaire est prélevé 
- simplicité du prélèvement pour le personnel infirmier 
- facilité de prise en charge au laboratoire : un seul dossier informatique. 
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Stabilité lors du transport des échantillons jusqu’au laboratoire  

 

Pour être en conformité avec la norme NF EN ISO 15189, tout laboratoire doit 

adopter des dispositions concernant l’acheminement, la conservation et le délai 
avant analyse des échantillons.  

D’après le paragraphe 5.4.3-4 du document SH REF 02 révision 01, il convient de 
tenir compte des recommandations du fournisseur et des sociétés savantes ainsi 

que des données de la littérature. Cependant, pour un examen donné il n’existe pas 
à ce jour de réponses consensuelles et pour des examens soumis à une étape de 

transport il incombe au laboratoire de prouver la stabilité des échantillons. 
 

Tous les prélèvements adressés au laboratoire, effectués dans les services 
cliniques, sont acheminés par un service logistique de transport assuré par le CHU. 

Il était donc nécessaire dans le cadre de notre étude de déterminer si les conditions 
pré-analytiques dans la configuration des transferts entre les différents services du 

CHU de Nancy en particulier ceux intégrés sur le site des Hôpitaux de Brabois et le 
Laboratoire de Biochimie et Biologie Moléculaire, implanté sur le site de l’Hôpital 
Central, étaient acceptables. Et ceci d’autant plus que des résultats contradictoires 

sur la stabilité de la PTH dans les échantillons ont été mis en exergue dans plusieurs 
études. 

 
Selon la notice d’utilisation, la durée maximale de conservation des échantillons de 

sérum est de 7h à température ambiante (sans autre précision) et de 24h entre + 2 
et + 8°C.  

 
Nous avons choisi de tester l’influence de la température de conservation des 

échantillons sanguins recueillis dans des tubes secs pour une durée allant du 
prélèvement à la réception des échantillons au laboratoire c'est-à-dire un délai 

moyen de 3h mais toujours < 4h. Cette étape pré-analytique est identique quels que 
soient le jour et l’heure d’arrivée au laboratoire des tubes qui sont alors traités 

comme suit :  
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 - arrivée au laboratoire les jours ouvrables avant 18h : après fractionnement 

en aliquotes, l’échantillon de sérum est placé dans l’automate pour un 
dosage immédiat 

- arrivée au laboratoire après 18h ou les WE ou jours fériés : aliquotes 
immédiatement congelées et conservées à - 20°C pour un dosage différé. 

 
Cette évaluation a été faite à partir de 2 échantillons de sang prélevés le même jour 

à la même heure pour chaque patient, recueillis dans 2 tubes secs identiques et 
apportés au laboratoire dans des conditions différentes : 

- 1 échantillon transporté entre + 2 et + 8°C (avec de la glace) pour le dosage 

de la PTH 
- 1 échantillon transporté à température ambiante entre + 18 et + 25°C pour 

le dosage d’autres paramètres. 
 

Pour le groupe des échantillons de sérums : 
- conservés entre + 4 et + 8°C : la moyenne est de 42,9 pg/mL avec des 

valeurs extrêmes de 13,1 et 175 pg/mL 
- conservés à température ambiante, la moyenne est de 40,3 pg/mL avec des 

valeurs extrêmes de 12,3 et 169 pg/mL. 
La moyenne des différences est de - 2,6 pg/mL avec une moyenne des différences 

relatives de - 6,9 %. 
 

La droite de corrélation entre les valeurs obtenues pour les deux modalités de 
transport est y = 0,98 x - 1,71 avec y = transport à température ambiante et x = 

température à + 4°C. 
 

Dans la plupart des cas (84 %), la concentration de PTH des échantillons de sérums 
de patients conservés à température ambiante est inférieure à celle déterminée dans 
les échantillons conservés entre + 2 et + 8°C. La moyenne des différences est faible 

(- 6,9 %) mais statistiquement significative (p < 0,01).  
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En revanche cette différence statistique doit être confrontée à la pertinence clinique. 

Les différences observées pour chacune des valeurs n’ont aucune conséquence sur 
l’interprétation clinique du résultat. En effet, dans seulement 2 cas sur 31 les 

concentrations de PTH 1-84 sont supérieures aux limites de référence (36,8 pg/mL) 
lorsque les échantillons ont été transportés à + 4°C et dans les limites de référence 

après acheminement à température ambiante. Mais la faible différence n’a pas de 
signification clinique évidente. 

En outre, cela ne modifie pas la classification des valeurs obtenues pour les patients 
des services de Néphrologie et de Dialyse en se basant sur les valeurs seuils 
recommandées par le KDIGO. Pour la technique Liaison 1-84 PTH utilisée au 

laboratoire, les seuils de concentration de PTH pour la pathologie rénale qui 
correspondent à 2 et 9 fois la valeur supérieure de l’intervalle de référence, sont les 

suivants : 73,6 - 331,2 pg/mL. 
 

Des variations plus ou moins importantes de la température de transport dite à 
« température ambiante » peuvent exister au cours de l’année. De ce fait, nous 

avons décidé de préciser dans la fiche du dosage de la PTH du référentiel des 
laboratoires du CHU que la conservation et le transport des échantillons jusqu’au 

laboratoire doivent être faits à une température entre + 2 et + 8°C (annexe n°3).  
 

Dans la littérature, la plupart des travaux publiés sur la stabilité des échantillons 
pour le dosage de la PTH concernent des méthodes de dosage de 2ème génération. 

Or, les fragments reconnus par ces techniques n’ont pas la même stabilité que la 
molécule de PTH 1-84 intacte. Donc les résultats obtenus avec des kits de dosage 

de 2ème génération sont utiles mais ne peuvent pas être extrapolés aux techniques 
de 3ème génération. 

 
De Talancé (58), en 2002, a montré une baisse de la concentration de PTH de 38% 
si le tube sec est laissé 24h sur la paillasse avant d’être centrifugé puis analysé. 

Cette altération du dosage de la PTH est selon cet auteur complètement maîtrisée 
par la conservation des échantillons à + 4°C. A la suite de ce travail, fait par une 

équipe de Nancy, les modalités de conditions de transport des échantillons avaient 
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été modifiées pour intégrer, dans les procédures GBEA du laboratoire, cette 

préconisation de température de conservation des échantillons.  
Parent (en 2008, avec une technique de 2ème génération) a étudié la conservation 

des échantillons (tubes secs avec et sans gel, conservés à température ambiante ou 
à + 4°C) à 4h et retrouve une baisse significative de la concentration de PTH pour 

les échantillons prélevés sur tube sec sans gel séparateur et conservés à 
température ambiante. Dans tous les autres cas, aucune différence significative 

n’est mise en évidence (91). 
 
Dans une étude plus récente publiée en 2009 (60), il met en évidence une altération 

(augmentation ou diminution) de la concentration de PTH si les échantillons sont 
conservés 18h à température ambiante. Ceci quel que soit le tube utilisé pour le 

prélèvement : tube sec avec ou sans gel ou tube avec EDTA et quels que soient la 
technique et l’automate : Elecsys 2010 (Roche Diagnostics), Immulite 2000 (Siemens 

Medical Solutions Diagnostics) ou Liaison Intact PTH (DiaSorin). Par contre, si les 
échantillons sont conservés à + 4°C, aucune modification significative de la 

concentration de PTH n’apparaît.  
 

Joly (59), en 2008, obtient des résultats similaires avec une diminution de la 
concentration de la PTH lorsque les échantillons sont conservés 18h à température 

ambiante. 
 

Migliardi (92) et Souberbielle (65), en 2006, toujours avec des méthodes de 2ème 
génération, précisent qu’il est possible de conserver les échantillons de sérums 

jusqu’à 6h à température ambiante. 
 

Parmi les rares études utilisant des techniques de 3ème génération, celle d’Inaba (68) 
faite en 2004 avec le dosage Bio-Intact PTH (1-84) de Nichols Institute montre une 
diminution significative de la concentration de PTH à partir d’un échantillon de 

sérum conservé 24h à température ambiante alors que cette concentration reste 
stable si la conservation a lieu à + 4°C. Par contre, ces réactifs de dosage de 3ème 

génération ne sont plus disponibles sur le marché depuis plusieurs années. 
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Nos résultats sont comparables à ceux de l’étude faite avec les réactifs PTH 1-84 
DiaSorin Liaison par Cavalier et al. (89). À partir d’échantillons de 14 patients 

hémodialysés, recueillis dans des tubes secs et des tubes contenant de l’EDTA, 
avec des délais plus ou moins longs de conservation, ils en arrivent aux conclusions 

suivantes : (figures n°44 et 45)  
- à température ambiante : la PTH dans le plasma EDTA est relativement 

stable (perte d’activité moyenne de 4,1 %) alors que sa dégradation dans le 
sang coagulé est importante : - 8,4 % ± 4,8 après 8 heures et - 20,5 % ± 10,1 

après 24 heures (p < 0,001). 
- après une journée de conservation à - 20°C : aucune dégradation de la PTH 

que ce soit pour les échantillons sériques ou les échantillons de plasma EDTA 
(- 6,2 et - 6,6 %, respectivement) n’est observée. 

- après 5 jours de conservation à - 20°C, la dégradation de la PTH est plus 
importante pour les échantillons prélevés sur EDTA que pour les échantillons 

sériques (- 10,8 % ± 2,4 contre - 7,2 % ± 2,2). 
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Figure n°44 et 45 : Stabilité de la PTH évaluée avec les réactifs PTH 1-84 à l’aide de 

l’automate Liaison (DiaSorin) en fonction des modalités de recueil et de conservation 
des échantillons sanguins (89) 

 
Selon Cavalier et al., le type de tube à utiliser pour le prélèvement sanguin en vue du 
dosage de la PTH pourrait tenir compte de la façon de travailler du laboratoire : s’il 

s’agit d’un laboratoire multi-sites avec le dosage en flow continu, il serait plus 
intéressant d’utiliser des tubes avec EDTA, tandis que dans le cas de dosages en 

séries avec une conservation des échantillons congelés avant de les doser, le sérum 
serait plus adapté.  
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La stabilité de la PTH 1-84 et des fragments dans les échantillons sanguins ne fait 

pas l’objet d’un consensus : d’après Cavalier il est possible que la PTH 1-84 ait une 
stabilité supérieure aux fragments.  
 

2.4.2 Étape analytique  
 
La fidélité fait partie des performances analytiques de la méthode à déterminer. Elle 

exprime, selon le BIPM, « l’étroitesse de l'accord entre les indications ou les valeurs 
mesurées obtenues par des mesurages répétés du même objet ou d'objets 
similaires dans des conditions spécifiées » (93).  
Elle inclut l’étude de la répétabilité, de la fidélité intermédiaire (reproductibilité intra-
laboratoire) et de la reproductibilité (inter-laboratoires). Elle est le reflet de l’erreur 

aléatoire et ne fournit d’indications que sur les erreurs dues au hasard. 

Répétabilité 

Les caractéristiques de la répétabilité ont été évaluées par 20 dosages lors de la 
même série journalière. En raison du volume de sérum par échantillon nécessaire à 

la réalisation de ces 20 dosages et compte tenu également du volume mort, 3 pools 
de sérum ont été constitués à partir d’échantillons de sérums de patients.  

Le fabricant présente, dans la notice d’utilisation de la méthode de dosage, des 
résultats obtenus pour différentes séries qu’il a testées et qui comprennent 160 

déterminations (tableau n°19). Les CV obtenus selon le niveau de la concentration 
étudiée sont compris entre 3,1 % et 4,9 %.  
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Échantillon CIQ1 CIQ2 1 2 3 4 5 6 7 
Nombre de 
détermination 

160 160 160 160 160 160 160 160 160 

Moyenne 
(pg/mL) 

28,5 288,5 10,6 16,6 33,5 171,3 377,7 876,6 1662 

Écart-type 1,4 13,8 0,46 0,60 1,0 6,5 12,4 32,4 51,6 
CV (%) 4,9 4,8 4,3 3,6 3,1 3,8 3,3 3,7 3,1 
 

Tableau n°19 : Valeurs de répétabilité présentées par le fabricant dans la notice 
d’utilisation (référence 310630) 

 
Le CV limite de la répétabilité acceptable décrit dans la notice d’utilisation du 

fournisseur pour des concentrations comprises entre 20 et 1800 pg/mL (tableau 
n°20) est de 6 % pour des séries d’échantillons de moins de 160 valeurs 

(répétabilité escomptée fournisseur).  
 

Concentration de PTH 1-84 Répétabilité escomptée 
4-20 pg/mL ≤ 10 % 

20-1800 pg/mL ≤ 6 % 

 
Tableau n°20 : Répétabilité escomptée selon le niveau de dosage fournie par le 

fabricant 
 

Les résultats obtenus au Laboratoire pour la répétabilité sont comparables aux 
valeurs communiquées par le fabricant. En effet, les concentrations des pools 

préparés pour étudier cette caractéristique sont dans la gamme des valeurs 
mesurées par le fabricant. La concentration moyenne testée la plus haute (534,95 

pg/mL) n’est toutefois pas aussi élevée que celle du fabricant (valeur moyenne : 
1662 pg/mL). 

Les essais réalisés par le fabricant ont été faits avec des échantillons de sérums 
ayant des concentrations comprises entre 10,6 et 1662 pg/mL c'est-à-dire dans la 
plage de mesure réalisable sans dilution entre 4 et 1800 pg/mL. Les CV obtenus 

sont compris entre 4,3 % pour la concentration la plus faible (10,6 pg/mL) et 3,1 % 
pour la concentration la plus élevée. 
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Les CV que nous obtenons sont tous inférieurs tant aux CV escomptés (nombre 

d’échantillons n < 160) qu’aux CV obtenus lors des séries de tests du fournisseur. Ils 
sont donc acceptables et également en accord avec ceux présentés récemment par 

Cavalier c'est-à-dire < 8% pour cette méthode (94). 
 

Echantillons  
Nombre 

(n)  
Moyenne 

(pg/mL) 
Ecart- 

type 
CV 

(%)  
CV (%) 

fournisseur  

CV (%) 

littérature 
(données 

personnelles 

Cavalier) 

Répétabilité 

escomptée 
fournisseur 

(%) 
pool niveau 1 20 27,24 0,67 2,47 4,9 5,4 ≤ 6 
pool niveau 2 20 179,90 3,74 2,08 3,8 3,4 ≤ 6 
pool niveau 3 20 534,95 13,10 2,45 3,3 3,1 ≤ 6 

 
Tableau n°21 : Synthèse des valeurs obtenues au laboratoire lors de l’évaluation de 

la répétabilité ainsi que des recommandations (fournisseur et littérature) 
 

Reproductibilité 

 

L’étude de la fidélité intermédiaire ou reproductibilité intra-laboratoire a été réalisée 
à partir des valeurs des 2 contrôles internes de qualité quotidiens. 

 
À partir de 38 déterminations de chaque niveau de CIQ, faites au cours d’une période 

de 8 semaines, les valeurs obtenues sont les suivantes : 
- CIQ niveau 1 : moyenne = 27,61 pg/mL, écart-type = 1,82 et CV = 6,6 % 

- CIQ niveau 2 : moyenne = 296,50 pg/mL, écart-type = 18,35 et CV = 6,19 %. 
 
Les valeurs indiquées par le fabricant dans la notice d’utilisation (tableau n°22) sont 

caractérisées par des CV compris entre 4,0 et 7,2 %. 
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Échantillon CIQ1 CIQ2 1 2 3 4 5 6 7 
Nombre de 
détermination 

160 160 160 160 160 160 160 160 160 

Moyenne 
(pg/mL) 

28,5 288,5 10,6 16,6 33,5 171,3 377,7 876,6 1662 

Écart-type 2,0 16,2 0,59 0,79 1,4 8,6 15,3 38,9 78,0 
CV (%) 7,2 5,6 5,5 4,7 4,1 5,0 4,0 4,4 4,7 
 

Tableau n°22 : Valeurs de reproductibilité présentées par le fabricant dans la notice 
d’utilisation (référence 310630) 

 
Le fabricant préconise (tableau n°23) de respecter des CV ≤  12% pour des 

concentrations de PTH entre 4 et 20 pg/mL et ≤ 9% pour des taux > 20 pg/mL, jusqu’à 
la limite de linéarité de 1800 pg/mL si le nombre de tests est inférieur à 160. 

 

Concentrations de PTH 1-84  Reproductibilité escomptée 
4-20 pg/mL ≤ 12 % 

20-1800 pg/mL ≤ 9 % 
 
Tableau n°23 : Reproductibilité escomptée selon le niveau de dosage fournie par le 

fabricant 
 
Les résultats de nos essais sont comparables à ceux du fournisseur. En effet, les 

échantillons que nous avons utilisés pour l’étude de la reproductibilité sont les 2 
niveaux de contrôles internes de qualité (Liaison Control 1-84 PTH, DiaSorin, référence 

310631), également évalués par le fabricant. 
Le CV obtenu pour le CIQ de niveau 1 (concentration dans les limites de référence) est 

inférieur à celui présenté par le fournisseur (6,6 % versus 7,2 %). Par contre, le CV 
correspondant au CIQ de niveau 2 (concentration élevée) est légèrement supérieur à 

celui du fabricant (6,19 % versus 4 %). Mais ces valeurs sont toutes deux inférieures 
aux CV préconisés par le fournisseur de réactifs pour des séries < 160 valeurs et celles 

publiées par Cavalier c'est-à-dire < 8 % (94) : elles sont donc satisfaisantes.  
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Echantillons  
Nombre 

(n)  
Moyenne 

(pg/mL) 
Ecart- 

type 
CV 

(%)  
CV (%) 

fournisseur  

CV (%) 

littérature 
(données 

personnelles 

Cavalier) 

Répétabilité 

escomptée 
fournisseur 

(%) 
CIQ niveau 1 38 27,61 1,82 6,6 7,2 5,4 ≤ 9 
CIQ niveau 2 38 296,50 18,35 6,19 4,0 4,1 ≤ 9 

 

Tableau n°24 : Synthèse des valeurs obtenues au laboratoire lors de l’évaluation de la 
reproductibilité ainsi que des recommandations (fournisseur et littérature) 

 

Contamination 

 

La contamination lors de l’utilisation d’un système analytique, peut être de deux types : 
la contamination inter-échantillons (entre des échantillons de valeurs hautes et de 

valeurs basses) et la contamination inter-réactifs (lorsque le système de distribution des 
réactifs est commun à tous les réactifs). 

 

Seule la contamination inter-échantillons a été envisagée dans notre travail 
conformément aux recommandations du COFRAC. Il s’agit d’un phénomène résultant 

du transfert d’une quantité suffisante d’un échantillon pour en modifier de façon 
évaluable et quantifiable un autre. L’étude de cette contamination est importante car si 

cet « effet mémoire » est présent, il peut altérer l’exactitude des mesures. 
Elle a été évaluée à l’aide de 2 pools de sérums de patients constitués de manière à ce 

qu’ils contiennent des concentrations différentes de PTH respectivement proches de 10 
pg/mL et proches de 500 pg/mL. 

 

Dans notre étude, l’analyse comparative à l’aide du test t de Student ne met pas en 

évidence de différence significative (p = 0,41) entre les valeurs susceptibles d’être 
contaminées. Les résultats obtenus permettent de conclure à l’absence de 

contamination inter-échantillons. Cette donnée est très importante compte tenu de 
l’étendue des valeurs de PTH observées au laboratoire. En effet, chaque jour 

parviennent au laboratoire des échantillons de sérums de patients venant de différents 
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services cliniques et présentant des taux de PTH de valeurs très disparates. Les 

concentrations peuvent être dans les valeurs basses chez les patients présentant une 
ostéoporose ou chez les patients ayant une hyperparathyroïdie secondaire à une 

insuffisance rénale chronique et ayant nécessité une parathyroïdectomie. 
Dans d’autres cas, les valeurs peuvent être élevées > 400 pg/mL. Pour le dosage, les 

échantillons ne sont pas triés en fonction des services prescripteurs et ceux qui 
présentent des valeurs bien supérieures à la normale pourraient donc modifier le 

résultat des échantillons suivants, en surestimant leur valeur. 
Nos résultats montrent donc que ce n’est pas le cas lors du dosage de la PTH 1-84 par 
l’automate Liaison XL.  

 

Approche de l’estimation de l’incertitude de mesure 

 

Les résultats quantitatifs des analyses de biologie médicale sont interprétés par rapport 
à des intervalles de référence, des seuils de décision clinique ou des résultats antérieurs 

du même patient, d’où la nécessité d’exprimer l’incertitude de mesure portant sur la 
valeur du résultat pour une interprétation optimale de celui-ci. 
Comme il est rappelé par le groupe de travail sur les incertitudes de mesure de la 

SFBC : « un résultat quantitatif d’analyse n’est véritablement complet que s’il est 
accompagné de l’évaluation quantitative de son incertitude » (113). 

La méthode de calcul de l’incertitude de mesure recommandée par le COFRAC 
nécessite l’utilisation des valeurs obtenus lors d’EEQ (valeurs du laboratoire, valeurs 

cibles et valeurs des pairs), or l’automate Liaison XL est en place seulement depuis le 
mois de juin 2012, donc seule une évaluation externe de la qualité a été réalisée depuis, 

ce qui ne permet pas le calcul de cette incertitude. 
Il faudra donc attendre l’obtention de nouvelles valeurs pour l’évaluer.  

Cette incertitude a été évaluée par Cavalier lors de la validation de méthode qu’il a 
réalisée pour la PTH 1-84 (données personnelles communiquées par Etienne Cavalier). Il 

a utilisé le logiciel « e-noval » pour la déterminer et obtient des incertitudes étendues 
relatives allant de 27 % pour les concentrations les plus faibles (1,5 à 3,2 pg/mL) à 9 % 

pour les concentrations plus élevées (valeurs testées de 8 à 440 pg/mL). 
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Il faudra donc actualiser ces données dès la réception des prochains résultats d’EEQ 

par le laboratoire, pour pouvoir compléter les connaissances sur la technique et 
proposer une interprétation la plus juste possible au prescripteur. 

 

Comparaison de 2 méthodes de dosage de la PTH :  

Dxi 800 (Beckman Coulter)/Liaison XL (DiaSorin) 

 

Dans l’intérêt des patients, tout changement de technique nécessite de comparer les 
valeurs obtenues avec la technique utilisée et celle qui va être mise en place bien que 

selon les recommandations du SH GTA 04 cette approche ne soit pas obligatoire.  
 

Cependant, lors du changement de la technique du dosage de la PTH, nous avons dû 
prendre en considération : 

- la reconnaissance variable des diverses formes moléculaires de la PTH par les 
anticorps fournis par le fabricant  

- et les recommandations du KDIGO pour l’interprétation des valeurs en cas 
d’IRC. 

 
Notre travail comprend la détermination des concentrations de PTH d’une part avec les 

réactifs Liaison 1-84 PTH à l’aide de l’automate Liaison XL et d’autre part avec les 
réactifs Intact PTH de Beckman Coulter à l’aide de l’automate Dxi 800 dans les 

échantillons sanguins. Les dosages ont été faits le jour même de la réception des 
échantillons sanguins immédiatement après décantation et fractionnement en aliquotes, 

simultanément avec les deux automates.  
Avec les réactifs PTH 1-84 (DiaSorin), la moyenne est de 48,8 pg/mL, l’écart-type est de 
62,5 pour des valeurs comprises entre 4,1 et 236 pg/mL. Et pour les réactifs Intact PTH, 

la moyenne est de 87,5 pg/mL, l’écart-type est de 119,6 pour des valeurs comprises 
entre 2,8 et 476 pg/mL. 

Avec les réactifs Liaison 1-84 PTH, les valeurs sont toujours inférieures à celles 
obtenues avec les réactifs Beckman Coulter. À l’exception de deux valeurs proches de 

la sensibilité fonctionnelle, c’est à dire 4 pg/mL (valeur identique pour les 2 techniques 
utilisées), les concentration de PTH 1-84 évaluées sur le Liaison XL sont inférieures de 
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30 à 60 % par rapport à celle de la PTH déterminée avec le Dxi. 

 
Cette diminution des concentrations correspond à ce qui est décrit dans la littérature 

compte tenu des caractéristiques des méthodes de dosages utilisées. Le dosage de 
PTH Intact avec les réactifs Beckman appartient à la catégorie des dosages de 2ème 

génération et présente des interférences avec divers fragments de la PTH. Par contre, le 
dosage de PTH 1-84 avec les réactifs DiaSorin fait partie de la catégorie des dosage de 

3ème génération (méthode de dosage sans aucune réactivité croisée avec les différents 
fragments non-1-84 de la PTH).  
 

En régression linéaire, l’équation de la droite entre la méthode Beckman (x) et la 
méthode DiaSorin (y) est : y = 0,52 x + 3,3 (R2 = 0,99). 

 

Sur le marché il existe également une méthode de dosage de la PTH dite de 2ème 

génération de la société DiaSorin pour l’automate Liaison. L’étude comparative des 
concentrations évaluées avec les réactifs de 2ème génération (« Intact PTH ») et ceux de 

3ème génération (« PTH 1-84 ») de ce fabricant a été faite par Cavalier et al. à partir de 
312 échantillons (95). 

À partir des prélèvements faits chez 240 sujets témoins (120 Hommes, 120 femmes) en 
bonne santé (« healthy subjects »), ayant un taux de vitamine D > 32 ng/mL les limites 

de référence observées sont pour  
- le dosage de « PTH intact » : 12 - 58 pg/mL 

- le dosage de « PTH 1-84 » :     5 - 26 pg/mL. 
 

Entre les concentrations mesurées dans 72 échantillons de patients ayant une IRC 
traitée par hémodialyse par ces deux techniques, la droite de régression linéaire est :  

y (« PTH intact ») = 1,57 x (« PTH 1-84 ») + 117 (r= 0,953) (figure n°46).  
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Figure n°46 : Régression linéaire entre des concentrations de PTH, évaluées chez des 
patients ayant une IRC traitée par hémodialyse, avec les réactifs DiaSorin PTH Intact et 

PTH 1-84 à l’aide de l’automate Liaison (95) 
 

En fonction de la classification de ces patients selon l’intervalle de référence proposé 
par les recommandations du KDIGO, aucune différence significative n’est observée 

(figure n°47).  
 

 
Figure n°47 : Classification KDIGO des patients ayant une IRC traitée par hémodialyse à 
partir des concentrations de PTH évaluées avec les réactifs DiaSorin PTH Intact et PTH 
1-84 à l’aide de l’automate Liaison (95) 



	   158	  

Delanaye et al. (96) ont suivi l’évolution de la PTH chez un même patient par dosages 

répétés à 6 semaines d’intervalle (n=79 patients) et à un an d’intervalle (n=48 patients) 
avec les deux méthodes DiaSorin. Que ce soit à court ou à long terme, il observe une 

bonne corrélation entre les différences de PTH mesurées par les deux techniques. Dans 
la majorité des cas la PTH varie de la même manière et dans des proportions identiques 

que ce soit avec les techniques de 2ème génération ou avec celle de 3ème génération. 
Néanmoins, il existe des discordances dans les pourcentages respectifs des variations 

dans environ 15 % des cas. 

 

L’évaluation du dosage de la PTH 1-84 par automate Liaison DiaSorin a été également 
comparée au dosage de la PTH intacte par automate Modular Roche. Nizou et al. (97) 

observent dans une population de dialysés des valeurs plus basses avec la méthode de 
3ème génération et une corrélation entre les deux techniques caractérisée par une droite 
de régression y (PTH 1-84) = 0,51 x (PTH Intact) - 0,76. Il constate que la corrélation est 

moins bonne pour les valeurs hautes supérieures à 450 pg/mL, mesurées avec la 
technique Roche, laissant supposer l’accumulation de fragments non-(1-84) de PTH 

chez les patients dialysés. 

En l’absence prouvée d’interférences avec des fragments de la PTH dépourvus 

d’activité qui s’accumulent lors de insuffisance rénale, l’évaluation de cette hormone par 
une méthode de 3ème génération devrait être le meilleur reflet de l’activité de la PTH. 

Néanmoins, beaucoup d’études confirment et soulignent l’importante relation existant 
entre les concentrations de PTH mesurées par les deux générations de dosage (42, 97, 

98, 99).  
 

Il n’est donc pas certain qu'on puisse obtenir des informations cliniques différentes 
avec ces deux types de techniques. Pour répondre à cette question, il a été proposé de 

calculer le ratio entre les valeurs obtenues avec des méthodes de 2ème et 3ème 

génération. 

 
En 2010, Herberth et al. (100) ont présenté une étude effectuée chez des patients avec 

une IRC au stade 5D ayant eu une biopsie osseuse et des dosages de PTH avec des 
réactifs immunoradiométriques (kit Scantibodies Laboratory, Santee, Californie) qui 
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permettent de réaliser deux dosages différents. Le premier test, Intact PTH (iPTH), de 

2ème génération reconnaît la PTH 1-84 et les fragments non 1-84 (fragments amino-PTH 
exclus) quant au second test de 3ème génération, PTH 1-84, il évalue la PTH 1-84 et les 

fragments amino-PTH. 
À partir des concentrations obtenues avec ces deux méthodes, Herberth et al. 

calculent : 
- la concentration des larges fragments C-terminaux : « C-PTH » = iPTH - PTH 1-

84 
- le ratio : PTH 1-84 / C-PTH  

Ils ont déterminé l’aide apportée par le calcul de ce ratio pour étudier le turn-over 

osseux chez ces patients. Chez les patients noirs, le ratio aide à la détection d’un turn-
over osseux bas et élevé. En revanche, chez les patients blancs, seul le diagnostic d’un 

turn-over osseux bas est facilité par l’utilisation du ratio. 
 

Actuellement, il est difficile de définir le pourcentage respectif des techniques de 2ème et 
3ème génération utilisées dans les laboratoires. D’après le dernier compte-rendu du 

contrôle de qualité externe Probioqual qui compte près de 500 adhérents, il semble 
exister une prépondérance de techniques de 2ème génération : en revanche aucun 

chiffre précis ne peut être avancé car certaines valeurs ont été obtenues avec des 
réactifs de 2ème et 3ème génération non différenciés (manque de rigueur dans 

l’enregistrement des techniques par les laboratoires sur la feuille de rendu de résultat).  
 

D’autres études comparatives supplémentaires entre les concentrations des deux 
générations de PTH et les données histomorphométriques obtenues sur des biopsies 

osseuses de patients insuffisants rénaux, en particulier en tenant compte des 
traitements freinateurs de la PTH (calcium-vitamine D ou calcimimétiques) actuels ou 

antérieurs sont nécessaires à l’établissement de la validation consensuelle d’une 
méthode standardisée. 
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Autres paramètres 

 

Dans ce travail nous avons effectué divers essais permettant de vérifier certaines 

caractéristiques du dosage indiquées par le fabricant et envisagées dans le SH GTA 04. 
Mais d’autres paramètres peuvent être étudiés au laboratoire. Cependant, en l’absence 

d’évaluation au sein du laboratoire, le fabricant de réactif et la littérature nous 
permettent d’obtenir les données nécessaires à l’utilisation de la technique. Ces 

paramètres sont détaillés ci-dessous. 
 

Les valeurs de référence  

 

L’établissement des valeurs de référence est un problème récurent pour tous les 
laboratoires quel que soit le paramètre considéré. En effet, les fournisseurs de réactifs 

précisent bien dans les notices d’utilisation que ces valeurs sont fournies à titre indicatif 
et que chaque laboratoire doit vérifier la validité de ces valeurs et établir ses propres 

domaines de référence selon la population étudiée. Or, la détermination par un 
laboratoire de valeurs de référence de PTH avec une méthode donnée présente deux 

difficultés. 
 

Il convient tout d’abord de pouvoir disposer d’échantillons d’une population de sujets 
témoins des deux sexes, d’âges différents, sans antécédents médicaux ou chirurgicaux, 

exempts de toute pathologie ou traitement médicamenteux susceptibles de perturber 
directement ou indirectement le métabolisme phosphocalcique ou osseux. 

 
Quant à la seconde difficulté, elle réside dans le fait que les valeurs sanguines de PTH 
sont influencées par les concentrations de 25 OH vitamine D qui dépendent elles-

mêmes de l’exposition solaire (les saisons, la localisation géographique, les coutumes 
vestimentaires, le degré de la pigmentation cutanée) et de l’alimentation. 

Dans ce contexte, les conditions de définition des valeurs « normales » ont une 
importance majeure. Or, dans la plupart des cas, quelle que soit la méthode de dosage 

de PTH, elles sont établies à partir d’une population simplement dite « en bonne santé » 
sans prise en compte du statut vitaminique D des sujets « sains ».  
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Certains auteurs ne constatent pas d’influence (101) ou n’observent qu’une faible 

influence des taux de 25 OH vitamine D sur les valeurs de référence (102). Par contre, 
d’autres études mettent en exergue depuis plusieurs d’années (103, 104) l’importance 

de tenir compte chez ces sujets témoins de critères clinicobiologiques, dont l’absence 
d’insuffisance rénale et du taux de 25 OH vitamine D qui ne font pas l’objet d’un 

consensus et dont les valeurs considérées sont selon les auteurs : > 30 ng/mL ou > 32 
ng/mL ou > 50 ng /mL. La concentration sérique en 25 OH vitamine D est le paramètre 

biologique permettant d’évaluer le statut vitaminique D. Cela suppose donc que la 
25OHD soit mesurée dans la population de référence, et que les sujets ayant une valeur 
basse de 25OHD soient éliminés, mais les différentes valeurs seuils utilisées soulignent 

les difficultés de définition du statut en vitamine D.  
La majorité des experts définissent le déficit par une valeur < 30 ng/mL et une 

insuffisance par une valeur entre 20 et 30 ng/mL (105). Mais le rapport publié en 2011 
par les experts de l’institut de médecine américain (IOM) suggère que ce seuil soit 

surestimé et doit être ramené à 20 ng/mL (106).  

 

Pour la méthode de dosage de la PTH 1-84 avec les réactifs et l’automate Liaison XL 
(DiaSorin), les valeurs de référence sont :  

- 5-35,3 pg/mL chez des sujets volontaires en bonne santé selon Lepoutre (107) 
- 4,6-26,8 pg/mL pour des sujets qui ont des taux de 25 OH vitamine D > 30 

ng /mL selon Cavalier (94)  
- celles données à titre indicatif dans la procédure du fournisseur (tableau n°25).
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 Sérum Plasma EDTA 

Sujets (n=125) 
Concentrations (pg/mL) 

Médiane 

(extrêmes) 

 

15,3 

4,6 - 58,1 

 

16,1 

4,0 - 57,1 

Concentrations (pg/mL) 

 Intervalle observé à 95% 

6,5 - 36,8 6,7 - 38,8 

Sujets avec taux de 25 OH Vitamine D < 30 ng/mL 

(n=82) 
Concentrations (pg/mL) 4,6 - 38,4 4,0 - 39,4 

Sujets avec taux de 25 OH Vitamine D < 30 ng/mL et calcium total entre 8,5 et 10,0 mg/dL 

(n=74) 
Concentrations (pg/mL) 5,5 - 38,4 4,6 - 39,4 

  

Tableau n°25 : Valeurs limites fournies à titre indicatif (DiaSorin : dosage Liaison 1-
84 PTH, référence 310630) 

 

La spécificité 

 

La notice du fabricant précise que la réactivité croisée avec les fragments de PTH 
humaine à des concentrations de 200 000 pg/mL pour chaque fragment a été 
testée. 

Cette réactivité est de 0 % pour les fragments suivants : 
- hPTH 7-84 

- hPTH 1-34 
- hPTH 13-34 

- hPTH 39-68 
- hPTH 44-68 

- hPTH 39-84 
- hPTH 53-84. 

 

Aucune mention n’est faite pour la N-PTH, forme modifiée par phosphorylation de la 

sérine en 17. Or d’après Komaba et al. (74), cette forme est détectée par les essais 



	   163	  

de 3ème génération et pourrait avoir une activité biologique sur le turn-over osseux, 

mais ces données restent à préciser. 

 

Les interférences 

 

À partir des directives CLSI-EP7-A2, le fabricant a analysé les interférences 
provenant de substances diverses.  

Les plus fréquemment observées avec les échantillons de sang sont celles résultant 
de l’hémolyse, de l’aspect ictérique ou d’une hyperlipémie. Aucune interférence 

n’est décrite dans la notice pour les concentrations suivantes : 
- Hémoglobine   200 mg/dL 

- Bilirubine           20 mg/dL 
- Triglycérides  3000 mg/dL 

- Cholestérol       500 mg/dL 
Néanmoins la notice stipule que les échantillons contenant des particules ou 

présentant une contamination microbienne évidente comme ceux qui sont fortement 
hémolysés ou ictériques ou lipémiques ne doivent pas être testés. Ces derniers 

critères ne précisent pas exactement le degré d’hémolyse, d’ictère ou 
d’hyperlipémie concerné, évalué par la plupart des automates de biochimie de 

manière qualitative et exprimé par un chiffre compris ente 0 et 5.  
 
Plusieurs substances médicamenteuses ont été également envisagées, tels que des 

anti-inflammatoires, de la vitamine D, … 
Quant au facteur rhumatoïde, il a été démontré dans de nombreux travaux 

concernant les dosages par immuno-essais qu’il était susceptible d’entraîner une 
surestimation ou une sous-estimation des valeurs mesurées. À la concentration de 

1080 UI/mL, aucune interférence n’a cependant été mise en évidence par le 
fabricant. 

Avec certaines méthodes de dosage de la PTH utilisant des anticorps monoclonaux 
murins, des interférences peuvent résulter de la présence d’anticorps humains IgM 

anti-souris. Cavalier et al. (88) a ainsi observé une concentration de PTH réduite 
d’un facteur 5 après élimination des anticorps humains anti-souris chez un patient 
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traité par OKT3 pour rejet aigu après transplantation rénale ayant nécessité une 

reprise de la dialyse. Ce type d’interférences n’a pas été constaté avec les réactifs 
DiaSorin de 2ème génération qui contiennent des anticorps polyclonaux et pour cette 

raison ne devrait pas non plus se produire avec les réactifs DiaSorin de 3ème 
génération.  

 

2.4.3 Étape post-analytique  
 

En ce qui concerne la stabilité des échantillons pour le dosage de la PTH, un autre 

facteur mérite d’être considéré, à savoir les conditions de stockage post-analytique 
des aliquotes utilisées pour le dosage. 

Selon la procédure en vigueur dans le laboratoire intégrée jusqu’à présent dans le 
GBEA, le jour même du dosage les aliquotes de sérum sont congelées à - 20°C dès 

que le résultat a été validé biologiquement. Elles sont alors conservées pour une 
durée de 2 mois civils à - 20°C (à l’exception des prélèvements pour dosages de 

marqueurs tumoraux pour lesquels il existe un cadre réglementaire précis). 
Ce délai a été fixé afin de pouvoir répondre à une demande ultérieure des cliniciens : 

- vérification des concentrations de PTH  
- ajout d’une analyse supplémentaire pour compléter un bilan à un instant 

précis. 
 

Il était donc important de déterminer l’impact de ces modalités de conservation des 
échantillons en réalisant les dosages le jour de la réception des tubes primaires (J0) 

et 2 mois après congélation et conservation à - 20°C (J + 2 mois). 
 

D’après la notice du fabricant les échantillons restent stables jusqu’à 6 mois à -
20°C. 
 

Les résultats obtenus après 2 mois de conservation à - 20°C de 125 échantillons ne 
sont pas différents de ceux de Cavalier et al. qui avaient pris comme limite une 

variation de 20 %. On observe dans 87 % des cas une variation inférieure à 20 %. 
En ce qui concerne les échantillons pour lesquels une variation entre 20 et 30 % est 
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notée, il s’agit dans la majorité des cas d’échantillons avec des concentrations 

faibles (< 36,8 pg/mL).  
 

Les données de la littérature ne fournissent pas d’information consensuelle sur la 
stabilité relative de la PTH 1-84 dans le sérum à - 20°C par rapport aux fragments. 

Certains auteurs estiment que la PTH 1-84 serait plus stable que ces fragments 
(Cavalier, 89) ce qui constituerait selon eux un avantage en faveur de l’utilisation des 

dosages de 3ème génération. Cependant, le nombre d’études réalisées sur la 
conservation des échantillons congelés à - 20 et à - 80°C mérite d’être conforté 
avec des travaux complémentaires à l’aide de sérums ayant un taux de PTH 1-84 

élevé (supérieur aux valeurs cibles du KDIGO). 
 

2.5 Conclusion 
 

La réforme de la biologie médicale voulue par l’ordonnance de janvier 2010 impose 
aux laboratoires de biologie médicale une démarche d’assurance qualité avec 

comme preuve de sa mise en place l’accréditation selon la norme ISO 15189.  
 

Deux portées d’accréditation sont possibles : la portée flexible standard de type A 
et la portée flexible étendue de type B. L’adoption d’une méthode fournisseur 

correspond à une portée de type A. Or, l’étape initiale du processus d’accréditation 
est représentée par l’analyse par le COFRAC du dossier de validation de chaque 
méthode utilisée dans un laboratoire.  

 
L’objectif de ce travail a concerné la mise en place dans l’unité fonctionnelle 

d’Hormono-Onco-Neurobiologie du Laboratoire de Biochimie et Biologie 
Moléculaire de l’Hôpital Central du CHU de Nancy du dosage de la PTH 1-84 avec 

les réactifs et l’automate Liaison XL (DiaSorin) dans le cadre de cette accréditation. 
 

Préalablement à la vérification expérimentale de la méthode, certaines étapes 
doivent être réalisées par le laboratoire, en particulier une étude bibliographique qui 

constitue la première partie de ce travail. Celle-ci comprend les données 
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essentielles sur le métabolisme phosphocalcique et les principaux mécanismes de 

sa régulation faisant intervenir la PTH, la vitamine D, le système OPG-RANK-RANKL 
et le FGF 23 avec la protéine Klotho. Elle souligne également l’intérêt du dosage 

sanguin de la PTH dans l’établissement du diagnostic étiologique et le suivi 
thérapeutique des anomalies du métabolisme phosphocalcique (hypocalcémie ou 

hypercalcémie). On peut ainsi considérer que ce dosage est prescrit essentiellement 
dans trois situations : 

- en Néphrologie : pour la prévention et le traitement des différents types 
d’ostéodystrophie rénale chez les patients présentant une insuffisance rénale 
chronique. 

- en Endocrinologie : pour le diagnostic des hyperparathyroïdies primaires. 
- et dans le bilan de seconde intention d’une ostéoporose.  

 
Ensuite, les différentes méthodes de dosage de la PTH ont été abordées. En effet, la 

présence dans le sang circulant de nombreux fragments différents de la PTH 1-84, 
dont la fréquence relative dépend notamment de la fonction rénale, a contribué à 

proposer des techniques de dosage spécifiques des formes de PTH ayant une 
signification clinique. C’est ainsi que les méthodes de dosage par technique 

radioimmunologique de 1ère génération, dosant toutes les formes de PTH circulantes 
ont disparu au profit de méthodes dites de 2ème génération, ne reconnaissant plus 

les larges fragments C-terminaux non actifs biologiquement. Tout récemment, des 
techniques dites de 3ème génération, spécifiques de la PTH 1-84, grâce à l’utilisation 

d’anticorps dirigés contre les quatre premiers acides aminés de cette hormone, ont 
été proposées par les fabricants de réactifs et commercialisées en France. 

Actuellement, il existe sur le marché plusieurs méthodes d’évaluation de la PTH, de 
2ème et 3ème génération et différents travaux ont souligné les problèmes concernant le 

dosage de la PTH et leurs conséquences pour les patients : 
- la variabilité des dosages de PTH et leur intitulé (PTH intacte, PTH 
biointacte, PTH entière, « whole » PTH, PTH 1-84) selon les réactifs utilisés 

induisent en erreur biologistes et cliniciens 
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- les conditions pré-analytiques influent sur les résultats de manière 

significative si elles ne sont pas adaptées à la technique et respectées 
scrupuleusement  

- les intervalles de référence et les valeurs cibles thérapeutiques sont source 
de débats permanents alors même qu’ils conditionnent la prescription de 

molécules freinant la sécrétion de PTH. 
 

Puis, des essais ont été effectués avec la méthode de dosage quantitative de la 
PTH dite de 3ème génération ne reconnaissant que la forme entière de la PTH 1-84 
nouvellement utilisée au laboratoire. L’objectif était de déterminer les 

caractéristiques de la méthode nécessaires pour satisfaire aux exigences 
analytiques selon les critères définis dans le SH GTA 04. 

 
Comme il est rappelé dans la norme NF EN ISO 15189, la maîtrise des conditions de 

prélèvement incombe au laboratoire. Cette exigence regroupe plusieurs paramètres 
à maitriser :  

- le choix des tubes à utiliser : tubes secs sans anticoagulant, ceci permet, 
lors d’une demande de dosage de PTH, l’évaluation conjointe à partir d’un 

seul échantillon de 7 mL de sang du calcium total, du calcium ionisé possible 
exclusivement si le tube primaire a été maintenu fermé et non décanté et de 

la vitamine D (calcidiol et/ou calcitriol).  
- l’acheminement, la conservation et le délai avant analyse des échantillons 

sanguins : après avoir étudier l’influence de la température et de la durée de 
conservation, nous recommandons donc un transport dans un délai de 4h 

maximum à une température entre + 4 et + 8°C. 
 

Ensuite, l’évaluation des performances de la méthode a été réalisée afin de 
démontrer le fonctionnement correct du couple analyseur/réactif dans les 
conditions opératoires du laboratoire et de prouver l’obtention de résultats sûrs 

pour les patients : 

- lors de l’étude de la répétabilité, des CV < 3 % ont été observés pour des 
concentrations sériques comprises entre 27 et 535 pg/mL 
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- la reproductibilité est caractérisée par des CV < 7 %, pour des 

concentrations sériques comprises entre 27 et 297 pg/mL. 
Toutes ces caractéristiques sont en conformité avec celles décrites par le fabricant 

et la littérature pour la méthode utilisée.  
 

Aucune contamination inter-échantillons n’a été mise en évidence : critère important 
compte tenu des valeurs élevées observées chez des patients dialysés. 

  
Le dosage de la PTH 1-84 avec la méthode de 3ème génération (Liaison XL, DiaSorin) 
donne, toutes pathologies confondues, des concentrations inférieures de 30 à 50 % 

par rapport à celles évaluées avec un dosage de la « PTH intacte » de 2ème 
génération (Dxi, Beckman). Ces différences sont similaires à celles décrites dans la 

littérature. Elles s’expliquent par une surestimation de cette hormone avec les 
dosages de 2ème génération due à la reconnaissance de divers fragments circulants. 

Néanmoins, beaucoup d’études confirment et soulignent l’importante relation 
existante entre les concentrations de PTH mesurées par les deux générations de 

dosage. Lors de la comparaison entre les deux techniques, la droite de corrélation 
observée entre les valeurs est y = 0,52 x + 3,3 (R2 = 0,99). 

 
Les modalités de conservation des échantillons après dosage de la PTH selon la 

procédure actuellement en vigueur dans le laboratoire sont : congélation à - 20°C 
dès que le résultat a été validé biologiquement et conservation des aliquotes de 

sérum à - 20°C pendant une période de 2 mois.  
 

Les données du fournisseur, de la littérature et les résultats obtenus en suivant les 
recommandations du guide technique d’accréditation relatif à la vérification de 

méthode en biologie médicale (référence SH GTA 04 du COFRAC) permettent de 
donner un avis favorable sur l’aptitude de la méthode de dosage de la PTH 1-84 
avec les réactifs et l’automate Liaison XL (DiaSorin).  

 
Cette étude faite pour une analyse quantitative de portée A montre que la réalisation 

des essais a un coût élevé en réactifs et qu’elle est chronophage (préparation des 
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échantillons, constitution de pools, rédaction des documents). Cette étape 

indispensable en vue de l’accréditation doit être réalisée pour chaque méthode 
d’analyse utilisée par un laboratoire de biologie médicale en vue de la constitution 

de dossiers de validation. Elle fait partie des exigences techniques auxquelles 
s’ajoutent des exigences de management. La démarche de mise à niveau pour 

prétendre à une accréditation COFRAC selon la norme NF EN ISO 15189 dont le 
titre est « exigences particulières concernant la qualité et la compétence » est un 

travail important, mais nécessaire.  
 
Pour le dosage de la PTH, en complément de ces caractéristiques il est important 

d’établir la contribution respective de chaque type de technique disponible en terme 
d’informations cliniques, en particulier pour les patients dialysés. Pour répondre à 

cette question, il a été proposé de calculer le ratio entre les valeurs obtenues avec 
des méthodes de 2ème et 3ème génération. Mais à ce jour, il n’existe pas de 

recommandation officielle d’abandonner les anciennes techniques au profit des 
nouvelles ou d'utiliser ce ratio. 

 
Le choix d’utiliser une technique de dosage de la PTH de 3ème génération par le 

laboratoire s’explique par l’excellente qualité du kit ainsi que sa capacité à ne 
détecter que les variations de la PTH 1-84 active biologiquement. Cela présente 

comme avantage de réduire la variabilité inter-méthodes et permet d’envisager une 
normalisation des kits de dosage. En revanche, il n’y a pas de différence 

significative entre les 2 méthodes de dosage en ce qui concerne la classification des 
patients insuffisants rénaux selon les normes du KDIGO. 

 
Des études comparatives supplémentaires entre les concentrations obtenues avec 

les deux générations de dosage de la PTH et les données du turn-over osseux de 
patients insuffisants rénaux sont nécessaires à l’établissement de la validation 
consensuelle d’une méthode standardisée qui permettrait un meilleur suivi des 

patients. 
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Annexe n°1 

Date:

Heure :
rrAI§oNæ

Numéro de série : 221 000051 5

Page 1 de 1

DiaSorin

Étalonnaoe

PTH3

Test
lntegral N"

lD étalonnage
Date d'expiration

État

PTH3
106

001 37
2012-10-18
Valide

Vérification géométrique de la courbe

Raoport32.59

lntervalle 20.00 40.00

RÉSULTATS

RLU

CV Maximum
Déviation

Tolérances
cil

Valeur

Prév
Calcul

Courbe précéder
Déviation

Tolérances

RLU

ffi

S+5

ff

2E+6

f,=-o
Eé

GRAPHIQUE
lD courbe maîtresse 624301

Maîtresse
Travail

Plages sional

Bas Haut
... 100000000
...903/2261

Étalon / Étalon 2

moyenne
CV%

âaximum %
)éviation o/"

lérances ûÂ

CibIe

'eur

Prévue
Calculée

précédente
)éviation %
lérances %

8050
10
6.0
-14.52

- 65 ... +99
9417

27891 B
o.7
6.0
-10.26

- 65 ... +99
31 0791

29.0
29.0

-0 ... +0

1240
1230

- 0 +o

TRAÇABILITÉ

Date et Heure d'exécution

Nom opérateur

2012-09-21 10:45:43

francine

lntegral N'
Date d'expiration de l'integral

Date d'expiration à bord de l'integral

Lot N'

N" de lot du réactif ancillaire
N" de l'ampoule de l'ancillaire

106
2013-04-02
2012-10-15

128121

0
0

Lot du Starter 1 142351
Lot du Starter 2 144151

lmprimé par: Version : 4.0.0.4



	   172	  

Annexe n°2 

 

 

CHU NANCY

Compte rendu des données de calibration
UniCel@ Dxl 800, Access@ lmmunoassay System
s/N 600213

Nom du test:
Lot réactif:
Calibré:
Péremption:
Comment.:

Concentrat.
indiquée pq/mL

s0 0.0
s0 0.0

Moyenne
sl 9.6
sl 9.6

Moyenne
s2 s2.0
s2 52.0

Moyenne
s3 260.0
s3 260.0

Moyenne
s4 1252.0
s4 1252.0

Moyenne
s5 3539.0
s5 3539.0

Moyenne

PTH
421007
14110111 09:42
11111111 09:42

RLU 1 écart tvpe

Courbe:
Etat:
Raison:
Lot cal:

GV (o/o)

2.8

0.6

Courhe(LinÉaire)

Êonce ntraiion

20067
19568

{9817.5
86068
861 17

86092.5
39501.5
379829

387422.0
1803456
1803806

1803631.0
83s t9t4
8587738

84ô9826.0
t63t077t
16448161

16379466.0

352.8

34.6

107s8.1

247.5

166752.7

97143.4

1.8

0.0

0.0

2.O

Dern. analyse; Actif
Réussi

1 89706

Concentrat.calculée Alarme
Pq/mL

0.1
Pas de valeur

0.1
9.5
9.5
9.5

53.8
51.6
52.7

257.0
257.0
257.0

1269.0
1311.6
1290.3
3395.1
3445.4
3420.3

Page 1 sur 1
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RÉSUMÉ 

 

En biologie médicale, le management de la qualité implique que le dossier de validation de méthode 

constitue un pré-requis à l’accréditation dans la mesure où son analyse par le COFRAC est l’étape initiale 

du processus d’accréditation. Il comprend une vérification de ces performances sur site et préalablement 

à la partie expérimentale certaines étapes doivent être réalisées par le laboratoire, en particulier une étude 

bibliographique. Celle-ci constitue la première partie de ce travail, dans lequel ont été abordés d’une part 

les rappels sur le métabolisme phosphocalcique et ses principaux mécanismes de régulation et d’autre 

part, les différentes méthodes d’évaluation de la PTH disponibles sur le marché (intitulés et molécules 

évaluées, détermination des valeurs de référence et des valeurs cibles à atteindre chez les patients 

dialysés) ainsi que les problèmes d’interprétation en clinique.  

La seconde partie décrit les essais effectués avec une méthode de dosage quantitative de type portée A 

de la PTH dite de troisième génération ne reconnaissant que la forme originelle de la PTH 1-84 à l’aide de 

l’automate Liaison XL (DiaSorin). Les différentes étapes réalisées pour déterminer l’aptitude de la méthode 

à satisfaire des exigences analytiques incluent l’étude de la répétabilité, de la reproductibilité, de la 

contamination inter-échantillons et différentes modalités de transport et de conservation des échantillons 

sanguins. Une étude comparative a été faite par rapport à une technique de dosage de la « PTH intacte » 

de seconde génération reconnaissant également divers fragments circulants de cette hormone. En 

fonction des données du fournisseur et de la littérature, les résultats présentés dans des documents en 

suivant les recommandations du guide technique d’accréditation relatif à la vérification de méthode en 

biologie médicale (référence SH GTA 04 du COFRAC) permettent de donner un avis favorable sur 

l’aptitude de la méthode.  

 

 

Titre en anglais : 

Establishment of PTH 1-84 assay with Liaison XL analyser according to recommendations NF EN ISO 

15189. 
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Université de Lorraine 

Faculté de Médecine de Nancy 

9, avenue de la Forêt de Haye 

54505 VANDOEUVRE LES NANCY Cedex 


	Avertissement
	Page de titre
	Remerciements
	SERMENT
	Liste des abréviations et acronymes
	Table des tableaux
	Table des figures
	Liste des annexes
	Table des matières
	Introduction
	PREMIÈRE PARTIE
	1.1. Métabolisme phosphocalcique
	1.2 La parathormone (PTH)
	1.3 Méthodes de dosage

	DEUXIÈME PARTIE Installation de la PTH 1-84 sur automate Liaison XL
	2.1 Objectif : Accréditation
	2.2. Matériels et méthodes
	2.3. Résultats
	2.4. Discussion
	2.5 Conclusion

	ANNEXES
	Références bibliographiques
	RÉSUMÉ



