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Mesure de la concentration plasmatique en 4-androsténedione par
chromatographie en phase liquide a trés haute performance couplée a la

spectrométrie de masse en mode tandem
Lilia BESTAOUIL, Théodora CHIRIAC, Jacqueline JI, Vincent GIBERT
Fidéline BONNET, Emmanuel CURIS, Marie-Claude MENET, loannis NICOLIS

Résumé

L’androsténedione ou 4-androsténedione est un stéroide androgeéne dont la concentration augmente lors de
certaines pathologies, innées ou acquises. En s’appuyant sur le référentiel des examens Biomnis, le dosage de I’andro-
stenedione présente un intérét clinique. Le but de cette étude est de vérifier la répétabilité et la fidélité intermédiaire
de la méthode de dosage de I'androstenedione par CLUHP-SM-SM, en suivant les recommandations du comité
frangais d’accréditation, puis de la comparer avec une méthode de référence, la radioimmunoanalyse. Le coefficient
de variation est de 3,6 % de la moyenne pour le poo/ faible, 2,4 % pour le poo/ moyen et 4,3 % pour le poo/ fort tandis
que celui de la fidélité intermédiaire est de 10,1 % de la moyenne pour le poo/ faible, 6,9 % pour le poo/ moyen, 7,8 %
pout le poo/ fort. I’indépendance de liaison entre la mesure et le jour pour les pools moyen et faible refléte la reproduc-
tibilité intra-laboratoire de la méthode de dosage par CLUHP-SM-SM. Le coefficient de concordance de Lin permet
d’apprécier la concordance entre deux méthodes. Il vaut ici 0,820. Ce résultat a été comparé a la valeur attendue
lorsque les deux méthodes étaient concordantes, soit 0,999 : nos deux méthodes ne sont pas concordantes. Le
graphique de Bland-Altman suggeére qu’apparait une discordance au-dela de 5 nM. Cette différence est expliquée par
un manque de spécificité de la radioimmunoanalyse.

Mots-clés : androstenedione, radioimmunoanalyse, CLUHP-SM-SM, validation de méthode

Introduction

L’androsténedione (ou 4-androstenedione) fait " .

. L., ~0
partie des hormones synthétisées dans les glandes /ﬂ/f 17-HYDROXYLASE /Hﬁ\@“
surrénales, au niveau de la zone corticale [1]. Cette O,Cj € O£ 20—

L N p H e HOTT N7 HO'
hormone est le principal androgéne des surrénales, ce [Prégnénolone | [17ahydroyprégnénolone | [Dibydroépiandrostérone |
qui lui confere un intérét clinique dans certaines liﬁ'hvdmvﬂﬁm'“
. , L., déshydrogénase

pathologies. Elle est également synthétisée par les 0 ' 0

L 17/20-DESMOLASE
gonades (ovaires et testicules) ainsi que pat les tissus G} — L;'j\(\m -
0L
0

périphériques, dans lesquels elle joue le role de OJ:i“/ W 5 *;‘

précurseur de la testostérone [2]. L’androsténedione
peut également étre aromatisée en cestrone au niveau | 7 nwronsenisedessrogénase
. . . . y
ov a o a us adipeux.
des ovaires, dans le foie et dans les tissus adipe -
Comme les autres androgenes, elle est synthétisée a AATH

partir de la molécule du cholestérol, qui est transporté
par la protéine StAR (Steroidogenis Acute Regulatory) dans
la mitochondrie ot il est converti en prégnénolone. La

Figure 1: Principe de la biosynthése de
Pandrosténedione dans la zone corticale [3]

prégnénolone peut ensuite emprunter deux voies ovarienne (1 2 7 nM). Le dosage de cette hormone se
(figure 1 [3]) : la voie A4 conduisant 4 la progestérone fait principalement chez la femme et ne présente un
ct la voie A5 conduisant a la 17a-hydroxy- intérét chez '’homme qu’en cas de pathologie surré-
prégnénolone. Ces deux voies ménent 2 la synthese de nalienne. Les variations pathologiques de I'androstene-
Pandrosténedione [1]. dione, correspondant a une augmentation ou a une

Les valeurs de référence des concentrations en diminution de sa concentration par rapport aux valeuts
androsténedione (annexe) sont comparables chez normales établies, dépendant de age et du sexe,

I’homme (1,4 a 52nM) et la femme en activité

Niveau élevé d’androsténedione Niveau bas d’androsténedione

Chez la femme Hyperandrogénie clinique (hirsutisme) Insuffisance ovarienne
Syndrome des ovaires polykystiques
Tumeurs ovariennes androgéno-secrétantes

Dans les deux sexes Hyperplasie congénitale des surrénales (déficit en 21-  Insuffisance surrénalienne (périphérique) ou
hydroxylase) corticotrope (centrale, secondaire a une
Syndrome de Cushing ACTH-dépendant corticothérapie prolongée)
Tumeurs surrénaliennes malignes Déficit en 17a-hydroxylase (rare)
(corticosurrénalomes) Anémie (notamment drépanocytose)

Causes médicamenteuses (clomifene, cyprotérone
acétate, levonorgestrel metyrapone)

Chez lenfant Puberté prématurée

Tableau 1: Causes possibles d’une perturbation de la concentration en androsténedione [4]
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peuvent étre secondaires a différentes étiologies
(tableau 1).

Le dosage de l'androstenedione est particuliere-
ment indiqué au cours du bilan étiologique et du suivi
d’une hyperandrogénie clinique (hirsutisme, alopécie,
acné...) [4] chez la femme, en complément des
dosages de la testostérone totale et de la SHBG (Sex
Hormon Binding Globulin). 11 est également indiqué dans
le diagnostic et le suivi de I’hyperplasie congénitale des
surrénales par déficit enzymatique (le plus fréquent
étant le déficit en 21-hydroxylase). Ce déficit peut étre
complet — il est alors diagnostiqué précocement 2
quelques jours de vie — ou partiel, diagnostiqué
beaucoup plus tardivement : a I’adolescence voire a
’age adulte. Dans ce contexte, un profil stéroidien plus
complet inclut les dosages de 17-hydroxyprogestérone,
du cortisol et de ’aldostérone [5][6].

La radioimmunoanalyse a ¢été couramment
utilisée pour doser ’androstenedione, précédée ou non
d’une étape de purification [7]. Dans les tubes qui ont
été préalablement imprégnés d’anticorps anti-andro-
stenedione, I'androstenedione présente dans I’échan-
tillon du patient se trouve en compétition par rapport
aux sites de fixation des anticorps avec I'androsténe-
dione radiomarquée du traceur (généralement a
I'iode 125). Le signal mesuré correspondant a ’andro-
stenedione radiomarquée liée aux anticorps fixés au
fond des tubes est donc une fonction décroissante de
la concentration d’androstenedione présente dans le
sérum du patient. Bien que sensible, cette méthode
présente un manque de spécificité [8]. En effet, les
anticorps anti-androstenedione, n’ayant pas une spéci-
ficité absolue, sont a l'origine de réactions croisées
avec des molécules ayant une structure similaire,
comme la testostérone ou la dihydroépiandrostérone
(DHEA). Ce manque de spécificité a conduit au
développement récent de dosages de stéroides et plus
particulierement au dosage de I'androstenedione par
CLUHP-SM-SM qui présente une meilleure spécificité
et est désormais la méthode de référence. Le
laboratoire d’hormonologie de I’hépital Cochin a donc
voulu mettre en place une méthode de dosage de
landrostenedione  par ~ CLUHP-SM-SM  pour
remplacer le dosage préexistant en radioimmuno-
analyse. Ce changement de méthode implique une
validation maitrisée. D’aprés le guide de validation de
méthode bioanalytique de I'Ewurogpean Medicines Agency
(EMA) (9] et le Comité frangais d accréditation (COFRAC)
[10], la validation d’une méthode dépend en effet de
nombreux parametres dont principalement la
sélectivité, la spécificité, la sensibilité, la justesse et la
précision, le recouvrement et la répétabilité.

L’objectif de cette étude est de vérifier la vali-
dation de la méthode de dosage de 'androstenedione
par CLUHP-SM-SM en explorant la répétabilité et la
fidélité intermédiaire dans un premier temps, puis,
dans un second temps, d’évaluer la concordance entre
la méthode initiale de dosage par radioimmunoanalyse
et la méthode par CLUHP-SM-SM.
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Matériel et méthodes
Toutes les analyses statistiques ont été réalisées
grace au logiciel R version 4.0.3.

Radioimmunoanalyse

Le dosage de landrosténedione par radio-
immunoanalyse a été réalisé avec le kit Active®
Apndrostenedione RLA (Ref. DSL3800, Beckman coulter,
CA). Le kit contient 100 tubes revétus d’anticorps anti-
androsténedione, 6 calibrateurs de concentration
comprise entre 0 et 3492nM, un traceur
d’androstenedione marqué a liode 125 dans un
tampon a base de protéines avec de I'azide de sodium
(<0,1%) de 55mL et 2flacons contrdle (1 et 2)
contenant de 'androstenedione dans du sérum humain
avec de l'azide de sodium a reconstituer avec de I'eau
déionisée. Les calibrateurs ont été validés sur un
standard interne de référence.

Aprés reconstitution des calibrateurs et des
échantillons de controle 1 et 2, 50 ul. de calibrants
controles et échantillons-patients ont été répartis
individuellement dans un tube revétu d’anticorps anti-
androsténedione. 500 uL. de traceur ont été ajoutés
dans chaque tube. Apres le mélange de chaque tube,
Iensemble a été placé au bain marie a 37°C pendant
1 heure. Les tubes sont ensuite passés dans le
compteur de radioactivité apres aspiration du liquide
pour éliminer les résidus. Ainsi, les complexes formés
par I'androsténedione radiomarquée et les anticorps
fixés sur les tubes ont été détectés et le signal mesuré
correspondant a été exprimé quantitativement en coup
par minute (cpm) grice au compteur gamma calibré
pout l'iode 125.

Extraction des stéroides préalable au dosage en CLUHP-
SM-SM

Une extraction liquide-liquide a I’éther diéthylique
(Metck, France) a été réalisée : 100 ul. de sérum de
patient, de calibrateur ou d’échantillon controle, dans
lesquels 20 pl. d’étalon interne 2 10 ng/ml. (issu d’une
solution  d’androsténe-3,17-dione-2,3,4-13Cs, en
solution dans l'acétonitrile 2 100 pg/ml, Merck et
dilué dans un mélange équivolume d’eau et de
méthanol) et 1,5 mL d’éther diéthylique (Merck) ont
été ajoutés, ont été vortexés 3 fois 1 minute. Apres un
temps de repos de 10 minutes, les échantillons ont
ensuite été placés a —80°C pendant 8 minutes. La
phase éthérée encore liquide a ensuite été transvasée
dans un tube secondaire et évaporée a sec a 37 °C sous
flux d’azote. Le résidu sec obtenu a ensuite été repris
dans 100 pl. d’'un mélange de méthanol/eau (55/45;
V/V ; méthanol : Fischer Scientific, Illkirch, France ;
eau pour HPLC, Merck).

Chromatographie liguide couplée a la spectrométrie de
masse en tandem

Les calibrateurs proposés par Chromsystems (6
PLUS1 Multilevel Serum Calibrator Set MassChrom
Steroids Panel 1&2) ont été utilisés et ont été repris



extemporanément par de Ieau distillée, ainsi que les
controles qualité fournis par Probioqual.

La séparation chromatographique des composés
a été obtenue en utilisant une colonne emplie de phase
stationnaire a base de silice hydrophobe (Acquity HSS
T3 1,8 um, 2,1X100 mm, Waters, France) et une phase
mobile constituée d’un mélange de méthanol et d’eau
auquel ont été ajoutés 0,1 % (V/V) d’acétate
d’ammonium (Merck) 20 mM et 0,1 % (V/V) d’acide
formique (Merck). L’ensemble du passage se déroulait
a un débit de 0,513 ml./min, 2 une température de
40 °C sur 11 minutes. La détection a été réalisée par un
spectrometre de masse de type triple quadripdle
(Altis® de Thermo Scientific) en mode MRM (Multiple
Reactions Monitoring) en utilisant I’électrospray en mode
positif comme source d’ionisation [11]. Les parametres
de Pinterface de l'électrospray sont optimisés a 4 kV
pour le voltage du capillaite et 120 °C pour sa
température, 350 °C pour la température de désolvata-
tion, avec un débit de gaz 2 900 L/h. Les transitions
utilisées pour I'androsténedione étaient 287—97 et
287—109 ; les transitions pour I’étalon interne corres-
pondant marqué au 13C étaient 290—100 et 290—112.
Le recueil et l'intégration des données ont été effectués
grace au logiciel MassLync (version 4.1, SCN 805,
Waters, Manchester, UK) puis 'analyse des pics et leur
quantification ont été effectuées a l'aide de Iappli-
cation QuantLynx (version 4.1, SCN 803, Waters).

Validation de la méthode

La performance de la méthode CLUHP-SM-SM
a été caractérisée en accord avec les recommandations
de Peitzsch et coll. [12], de Shah et coll. [13], de TEMA
(Guideline on bioanalytical method validation)|9] et selon les
parameétres définis par le COFRAC pour la validation
des méthodes en biologie médicale (Guide technigue
d’accréditation de vérification/ validation des méthodes en biologie
médicale) [10] a partir de la norme ISO 15189 de 2012.
La linéarité a été évaluée en utilisant 7 points de
calibration (calibrateurs lyophilisés fournis par Chrom-
systems [Grifelfing, Allemagne]| et dissouts dans I'eau)
aux concentrations de 0,209 nM et 34,92 nM. [’ana-
lyse des pics a été effectuée a I'aide d’une régression
linéaire. Pour chacune des mesures de concentration,

pour la gamme Pi puis Po-Ps, Cpy; = L ( Aire; b)

; AireEI

avec Cy,; la concentration théorique de Iéchantillon 7
Aire; laire sous la courbe de la mesure de cet
échantillon 7, Airegr l'aire sous la courbe de 1’étalon
interne et a et b, respectivement, la pente et 'ordonnée
a lorigine déterminées a partir de la gamme étalon.

La précision ou fidélité, qui est caractérisée par la
variance, Iécart type et le coefficient de variation,
mesure les erreurs aléatoires.

Répétabilité

La répétabilité est définie par la précision de la
méthode lorsque la variabilité est minimale ; les essais
sont donc effectués dans les mémes conditions opéra-

toires et dans un court intervalle de temps (méme labo-
ratoire, méme opérateur, méme équipement). Dans

Validation du dosage de I'androstenedione
cette étude, trois pools de sérums de patients, de
concentration différente, ont été utilisé : un poo/ faible
(P1), un poo/ moyen (P2) et un poo/ fort (P3). L’analyse
de la répétabilité a été effectuée sur 27 mesures pour le
pool faible et sur 29 mesures pour les pools moyen et
fort. La précision de la méthode a été estimée par le
coefficient de variation (% CV) pour chaque pool. Les
gammes d’étalonnage utilisées pour ces pools ont servi
a I’étude de linéarité.

Fidelité intermédiaire

Selon la norme ISO 15189 de 2012, les mesutres
pour évaluer la précision inter-jours doivent étre
effectuées a des jours différents avec des réactifs
différents, des bouteilles de contrdle qualité
lyophilisées différentes (mais appartenant au méme
lot), des techniciens différents. Les dosages ont été
effectués a différents jours, sur trois controles de
qualité interne de concentration faible, moyenne et
forte, CQ1 a CQ3 (Chromsystems) ;la comparaison des
valeurs a été effectuée sur 36 jours durant 8 mois. Le
coefficient de corrélation linéaire de Pearson permet
d’évaluer la liaison entre les jours de manipulation et
les concentrations obtenues par CLUHP-SM-SM.

Concordance des denxc meéthodes
Afin de mesurer la concordance des deux
méthodes, des mesures ont été réalisées a partir des
échantillons sanguins provenant de 80 patients de sexe
masculin et féminin, prélevés entre février et aout 2019
au Laboratoite d'hormonologie a Cochin. Ces
échantillons ont été dosés par la méthode de
radioimmunoanalyse et par la méthode CLUHP-SM-
SM. Ces mesures sont quantitatives et continues. Pour
évaluer la concordance entre ces deux séries de
mesures, nous avons utilisé une méthode numérique,
la détermination du coefficient de concordance de Lin
[14], et une méthode graphique, celle de Bland-Altman.
De fagon simple, le coefficient de concordance de
Lin quantifie les écarts entre les points d’abscisse la
valeur obtenue dans la série n°1 et d’ordonnée celle
obtenue dans la série n°2 et la droite a 45° représentant
une concordance parfaite. Pour interpréter ce coef-
ficient, nous 'avons comparé a la valeur attendue si les
deux méthodes étaient concordantes. Cette valeur est
calculée par la moyenne des coefficients de Lin
obtenus en simulant 1000 fois 'expérience réalisée au
laboratoire. Nous supposons dans cette simulation que
les deux méthodes ont la méme répétabilité. Nous
avons effectué un premier tirage de 80 valeurs suivant
une loi uniforme, situées entre 0 et 30, intervalle dans
lequel se trouvent les concentrations en androstene-
dione mesurées au laboratoire, notées a; (7 allant de 1 a
80). Ces valeurs correspondent a la « vraie » concen-
tration en androstenedione chez les 80 patients
prélevés. Un deuxieme tirage de 80 valeurs, notées b1,
suivant une loi normale centrée et d'écart-type égal a
celui du poo/ faible utilisé pour la répétabilité, est
effectué. Ces valeurs correspondent au bruit
quintroduit la méthode de radioimmunoanalyse.
Enfin, un troisi¢me tirage de 80 valeurs, notées b
21



Acta discipulorum pharmacenticaw medicamentarie artis

suivant une loi normale centrée et de méme écart-type
que pour le deuxieme tirage est effectué. Ces valeurs
correspondent au bruit qu’introduit la méthode de
CLUHP-SM-SM. Nous obtenons ainsi ¢1; = @; + b, et
0;=a;+ bn) représentant  respectivement les
concentrations dosées par la radioimmunoanalyse et la
CLUHP-SM-SM. Nous avons deux séries de mesures
pour lesquelles nous pouvons calculer le coefficient de
Lin. Nous répétons 1000 fois ces 3 tirages. Nous
obtenons 1000 valeurs du coefficient de Lin, notées Lg,
4 allant de 1 a 1000. Nous pouvons alors calculer un
coefficient de Lin attendu moyen, valeur attendue du

n
Ek:() Ly

coefficient de concordance de Lin : ,ou Ly est

le coefficient de Lin calculé a chaque expérience et
n =1000.

La méthode graphique de Bland et Altman repose
sur la définition méme de la concordance entre deux
séries de mesures. Les deux séries sont concordantes
si 'une ne surestime ou ne sous-estime pas 'autre de
facon trop importante, et si les écarts entre les deux
séries pour chaque individu mesuré ne sont pas trop
importants [15]. Le graphique de Bland-Altman
permet de représenter la différence de concentrations
entre les deux méthodes en fonction de la moyenne
des concentrations. 11 peut ainsi nuancer, infirmer, ou
bien au contraire confirmer le niveau de concordance
quantifié par les méthodes numériques en s’affran-
chissant des statistiques [14].

Résultats

Linéarité

Toutes les concentrations — des pools de sérums
utilisés pour I'étude de répétabilité, des controles
qualité utilisés pour I’étude de la fidélité intermédiaire,
des sérums de patients utilisés pour I’étude de la
concordance des deux méthodes — ont ¢été
déterminées a partir des coefficients obtenus a partir
de gammes d’étalonnage. Nous présentons ici plus
précisément les gammes d’étalonnage utilisées pour le
calcul des concentrations des pools P1, Pa, P3 utilisés
dans létude de répétabilité (figure 2). A partir de
régressions linéaires, les coefficients de détermination
ont été obtenus avec R? = 0,9996 pour la gamme P et
R2 =0,9999 pour la gamme P>-Ps.

Afin de préciser les valeurs obtenues a I’'aide de la
courbe d’étalonnage, un intervalle de prédiction a été
construit [16]. Il permet d’établir une plage de valeurs
susceptible de contenir, avec une confiance de 95 %,
une future mesure du ratio pour une concentration
donnée (figure 2). La largeur de lintervalle permet
d’apprécier la précision de la méthode. L.a méthode de
dosage est d’autant plus précise a lendroit ou
I'intervalle est le plus petit. Pour nos deux gammes,
I'intervalle de prédiction est étroit et s’élargit légere-
ment aux extrémités, notamment pour la gamme P1.
La mesure de concentration est donc plus précise pour
les valeurs moyennes de la gamme.
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Figure 2 : Courbes d’étalonnages obtenues
Deux gammes ont été étudiées : celle associée au dosage du
pool P1 (a.) et celle associée au dosage des deux autres pools
(b.). Trait pointillé rouge : droite d’étalonnage obtenue ; trait
cyan: intervalle de confiance a 95% de la droite
d’étalonnage ; trait continu orange : intervalle de prédiction
2 95 % de la gamme d’étalonnage.

Répétabilité

A la suite de I'observation de la linéarité du
modele des gammes d’étalonnage, la variance et le
coefficient de wvariation ont été calculés pour
I’ensemble des pools de sérum de patients (tableau 2).
La variance de P3 est 100 fois supérieure a celles de P1
et P2 tandis que le coefficient de vatiation est du méme
ordre de grandeur pour les trois pools.

Plus la variance est élevée, plus la dispersion des
observations est importante ; elle est tres sensible aux
valeurs extrémes. Ici, plus les concentrations sont
élevées, plus la variance augmente et donc plus la
dispersion des observations est importante.

Fidelité intermédiaire

La fidélité intermédiaire a ¢été étudiée en
comparant les valeurs de concentration mesurées par
CLUHP-SM-SM avec les valeurs annoncées pour

Variance CV  Moyenne Ecart-type

Pool n oMy (%) (M) @M)
P, 27 326x103 36 1,58 0,0571
P, 29 9,44x107°5 2.4 3,94 0,0954
Py 29 378x10-5 43 191 0,826

Tableau 2 : Résultats de répétabilité sur les pools
de sérums de patients
P11 pool bas 5 Pa : pool moyen ; P : pool/ fort. CV : coefficient de
variation.



chaque contrdle de qualité interne (CQI) par la société
Chromsystems. Les concentrations du CQI faible
devaient étre comprises entre 0,097 et 1,29 nM, celles
du CQI moyen devaient se situer entre 3,08 et 4,62 nM
et celles du CQI fort, entre 25,5 et 38,3 nM. Ces
valeurs définissent I'intervalle cible. Toutes les mesures
des controles de qualité interne sont comprises dans
I'intervalle cible (tableau 3). L’intervalle de confiance
est bien compris dans l'intervalle cible comme indiqué
dans la figure 3.

Contréle de qualité interne

CO; CO> CO;
Cible 0,697 ;1,29]  [3,08;4,62] [25,5;38,3]
Moyenne 0,983 3,90 31,3
Ecart-type 0,0991 0,269 2,43
CV (%) 10,1 6,9 7.8
IC95 [0,962;1,01] [3,82;397] [30,7;321]
r —0,42 —0,22 -0,15
t 2,73 —1,34 -0,91

Pente (nM/j)  —159x1076  —614x10"6  —346x10~4

Tableau 3 : Résultats de fidélité intermédiaire
Toutes les valeurs sont en nM, sauf précision contraire.
Résultats obtenus sur 36 jours. CV : coefficient de variation ;
IC 95: intervalle de confiance a 95 % de la moyenne, 7:
coefficient de corrélation linéaire, #: valeur du critére de test
de comparaison a 0 du coefficient de corrélation linéaire vrai
(valeur attendue sous ’hypothese de nullité : [—1,96 ; +1,96]
au risque a = 5 %, dans 'approximation gaussienne).

Les coefficients de corrélation de chaque controle
qualité sont reportés dans le tableau 3. La valeur du
critere de test de Pearson est comprise dans U'intervalle
de non-rejet de 'hypothése nulle pour CQz et CQ3
mais pas pour CQj. Cela suggere une liaison entre le
jour de dosage et les concentrations pour le poo/ faible,
alors que les valeurs mesurées pour les pools moyen et
fort semblent indépendantes du jour de dosage.

Concordance des méthodes

Pour la concordance des deux méthodes, le
coefficient de concordance de Lin obtenu est de 0,820.
La simulation de 1000 expériences similaires nous
permet de calculer un coefficient moyen attendu, si les
deux méthodes étaient concordantes, de 0,999.

Sur le graphique de Bland-Altman (figure 4a),
pour des valeurs allant de 0 2 5 nM, les différences de
concentrations se concentrent autour de 0, ce qui
correspond au cas ot les méthodes sont concordantes.
Au-dela de 5 nM, les points sont répartis plus irrégulie-
rement et les différences de concentration augmentent.
De plus, trois points correspondant a des mesures de
concentrations élevées sortent de Iintervalle, ce qui
suggere une discordance des deux méthodes.

La figure 4b permet de constater que la
radioimmunoanalyse surestime la concentration
mesurée. La premiere bissectrice représente le cas ou
les deux méthodes donnent la méme valeur de
concentration. Nous observons que pour lintervalle
de concentration [0; 5 nM] les points et la droite se
superposent. Nos deux méthodes dosent alors la
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Figure 3 : Valeurs mesurées pour chaque
contrdle de qualité en fonction du jour
Le jour est en abscisse, la concentration (en nM) en
ordonnée ; a.: CQq, b.: CQz; c.: CQs. Points bleus :
résultats expérimentaux ; ligne tiretée rouge : moyenne des
dosages ; lignes oranges: intervalle cible donné par le
fournisseur ; lignes vertes continues: intervalle de
confiance de la moyenne ; pointillé : droite de régression.

méme quantité de 4-androsténedione dans un méme
échantillon. Pour des valeurs supérieures a 5 nM, la
majorité des points se situe au-dessous de la droite.
Cela correspond a une surestimation du dosage par la
méthode de radioimmunoanalyse. Les deux méthodes
ne fournissent alors pas la méme valeur de concen-
tration. Plus les concentrations sont élevées, plus les
méthodes sont discordantes.

Discussion

La droite d’étalonnage se construit a l'aide de la
méthode des moindres carrés. La droite passant au
plus pres des points est celle qui minimise la somme
(des carrés) des distances entre le y théorique et le y
obtenu. Afin de vérifier si cette droite est la meilleure
possible, plusieurs approches sont possibles. Le calcul
du R? permet de juger l'alignement des points. Les
valeurs du R? obtenues sont supérieures a 0,99 pour les
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Figure 4 : Résultats de I’étude de concordance entre les deux méthodes de dosage
a.: diagramme de Bland & Altman (orange : biais moyen ; violet : intervalle de prédiction a 95 % approximatif du biais) ; b. :

diagramme de concordance (rouge : droite d’identité, y = x).

deux gammes, on peut donc valider la linéarité dans le
cadre d’une bioanalyse. Cependant, I'appréciation par
le R* n’est pas suffisante puisque les R? des deux
gammes sont trés proches de 1. Les valeurs ainsi
obtenues par CLUHP-SM-SM pourraient ne pas
correspondre aux valeurs exactes pour deux raisons :
méme si les points semblent alignés, la droite
d’étalonnage n’est pas patfaite et les concentrations
mesurées sont expérimentales donc incertaines [17].
Afin de vérifier la validité de la droite d’étalonnage, la
précision des deux gammes a été confirmée a aide de
leur intervalle de prédiction. La linéarité et la précision
des deux gammes nous permettent donc d’estimer
avec streté les concentrations de nos échantillons.

En ce qui concerne la répétabilité, on observe que
la variance du poo/ fort différe fortement de celles des
pools faible et moyen. Les mesures effectuées sur le poo/
fort présentent la dispersion la plus élevée. La
précision est représentée notamment par le coefficient
de variation. Ainsi, les mesures effectuées par CLUHP-
SM-SM sont moins précises pour des concentrations
en stéroides appartenant au poo/ fort. Tous les
coefficients de variation obtenus pour les trois pools
sont inférieurs a 15 % [9]. La méthode possede donc
une répétabilité conforme aux exigences de 'EMA
dans le cadre des analyses biomédicales.

En ce qui concerne la fidélité intermédiaire, les
coefficients de variations des controles de qualité sont
inférieurs a 15 % [9]. La précision inter-jour de la
méthode est donc valable dans le cadre de bioanalyses.
L’étude de la liaison entre les jours de mesure et les
concentrations obtenues a démontré une indépen-
dance entre les deux variables pour les poo/s moyen et
fort. Pour le poo/ faible, le critére de test nous permet
de rejeter l'hypothese d'indépendance entre les
variables. La valeur du coefficient de corrélation est
négative : lorsqu’une variable augmente lautre
diminue. Ainsi, la concentration des échantillons du
pool faible diminue significativement au risque 5% au
cours des jours. Ceci est probablement di a une
dégradation de ’'hormone a faible concentration.

Le coefficient de Lin permet d’apprécier la
concordance entre deux méthodes. Il varie de —1 a 1.
Un coefficient égal 2 —1 correspond a une discordance
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patfaite. Lorsqu'il vaut 0, la concordance est nulle.
Enfin, un coefficient de 1 témoigne d’une concordance
parfaite. Le coefficient de concordance de Lin entre les
méthodes de radioimmunoanalyse et de CLUHP-SM-
SM est de 0,820. Nous pouvons comparer ce coef-
ficient de concordance au coefficient de concordance
de Lin attendu dans le cas ot les deux méthodes étaient
concordantes, valant 0,999. Au regard de ce coefficient
nous comprenons que nos deux méthodes ne sont pas
concordantes. Par ailleurs, d’apres McBride [18], un
coefficient de concordance de Lin pour des variables
continues inférieur a 0,90 nous permet de conclure a
une concordance « faible ».

La figure 4 nous conforte dans cette idée : elle
nous indique que pour des concentrations comprises
entre 0 et 5 nM, les méthodes sont concordantes. Au-
dela de 5 nM, les deux méthodes ne fournissent pas la
méme valeur de concentration, avec une surestimation
de cette valeur par la méthode de radioimmunoanalyse.
Plus les concentrations sont élevées, plus les méthodes
sont discordantes.

Cet intervalle de concentrations pour lesquelles
les deux méthodes sont concordantes est a mettre en
regard des wvaleurs usuelles en androstenedione
obtenues par CLUHP-SM-SM (annexe). Chez la
femme adulte, les concentrations en androsténedione
peuvent s’élever jusqu’a 7 nM, concentration a laquelle
les deux méthodes sont discordantes. Cela peut étre
problématique au niveau clinique notamment dans le
cadre d’un bilan hormonal. Cependant, dans le cadre
d’une hyperplasie surrénale congénitale, les taux
d’androsténedione peuvent atteindre 5 a 10 fois la
normale, et sont généralement bien au-dessus de
17,5 nM chez les patients atteints de tumeurs surréna-
liennes bénignes. La discordance des méthodes ne
constitue alors pas une perte de chance pour le patient.

Nous pouvons expliquer la différence de mesures
par un manque de spécificité de la radioimmuno-
analyse. Cette méthode repose sur la détection de la 4-
androstenedione par des anticorps. Or, cette hormone
a une structure proche de la testostérone et de la
dihydroépiandrostérone (figure 1).

Afin de vérifier cette hypothése, nous pourrions
réaliser une expérience de dosage de plusieurs



échantillons par radioimmunoanalyse. Dans un
premier temps, un dosage de la 4-androsténedione
uniquement (de concentration connue) serait effectué
par radioimmunoanalyse a l'aide d’anticorps dirigés
contre la 4-androstrénedione. Ensuite, un mélange de
4-androsténedione et un autre stéroide de structure
proche (progestérone, prégnénolone, testostérone,
17a-hydroxyprégnénolone, 17a-hydroxyprogestérone
ou déhydropiandrostérone) et de concentration
connue serait dosé. Enfin, un mélange plus complexe
de 4-androstenedione et deux ou trois hormones
pourrait également étre dosé, afin de reproduire une
situation plus proche de celle d’'un sérum de sujet en
situation  physiologique.  La  différence  de
concentration entre la valeur théorique et la valeur
obtenue permettrait d’établir le biais et donc la justesse
de mesure du dosage par radioimmunoanalyse. Cette
expérience permettrait ainsi d'apprécier la quantité de
réactions croisées retrouvée dans les sérums.
Cependant, d’aprés F. Janse et coll. [17], une
radioimmunoanalyse effectuée a posteriori d’une
extraction liquide solide (ELS) qui permet d’extraire le
maximum de 4-androsténedione serait aussi efficace
que la CLUHP. Les limites de la méthode résident
peut-étre dans la méthode I’ELS qui n’est pas assez
spécifique de la 4-androsténedione par rapport aux
autres stéroides. Une ELS plus spécifique permettrait
donc d’obtenir une meilleure concordance des deux
méthodes et serait une solution moins couteuse.
Cependant, la radioimmunoanalyse couplée a cette
ELS plus spécifique reste une méthode longue et
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Annexe
Enfant prématuré Enfant a terme Gargon, homme Fille, femme
26 a 28 semaines J4:3,2298 1a7jours 0,7210,1 Stadel <18 Stade I <18
Moins de 9,8 ans Moins de 9,2 ans
31 a 35 semaines J4:28a156 1moisalan <24 Stade II 1,1223 Stade II 1,5235
/9,8 ; 14,5/ [9,2; 13,7/
Stade 11T 1,723,5 Stade IIT 2,8206,6
[10,7 ; 15,4[ /10,0 ; 14,4[
Stade IV 1,7249 Stade IV 2,7a79
[11,8 4 16,2[ [10,7 ; 15,6[
Stade V 23273 Stade V 2,8284
[12,8 17,3/ [11,8 18,6/
Adulte 1,425.2 Adulte 1a7

Valeurs usuelles de concentrations en androsténedione, en fonction de ’Age et du sexe

Toutes les valeurs, obtenues par chromatographie couplée a la spectrométrie de masse en tandem, sont exprimées en nM [19].
Les catégories d’ages associées a chaque stade sont précisées en italique, exprimées en années [20].
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