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Historique

e Roz Yalow et Solomon Berson, Arthur Bauman
e Marquage de l'insuline par 131, étude métaboliques

IMSULIN=I'"* METABQLISM IN HUMAN SURJECTS: DEMONSTEA-
TION OF INSULIN BINDING GLOBULIN TN THE CIRCTULATION
OF INSULIN TREATED SUBJECTS®
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[ Sobmatinl for publicslion Aupest 2, 1955 ; accepted October 17, 1955)

Iy recend tracer studies whlizing ' fakeled
mgulin, i 2vee and 1w vifro metabolic degradation
of the labeled im=zolin has generally been presamed
to parallel the dismppearance of protein precipi-
teble radicactivity and the appearance of pon-pre-
clpftabde radboactivity (1, 21, The present invests-
Eutoms were prompbed by the pooaty of data on
the metabolic fabe of mesuln in haman subjects
amd the oeed for a more fpecific ideptificatiom of
insulin-1"* in Blood and tissses tham has hereto-
fore heen emiployed. The methods developed durs
ing this stody have permitbed quantitative svaloz-
ticn of the rmie of msalin-I"" metaboSsm nnd have
bed o the discovery of am insulin-trassporting
globalin in the blood of nsulm treated subjecs

maitijrzlations fmeohmd I wedinabion eviesd with [irépara-
fions conkainsg as many & 2 iedine atoms per molecule
sl of 23000 MW, which has been suggesisd as the
imctional umet of hormomal activisy (5).  For mast o
1he b8 sips edperimeats gresented here, ihe labeled dn
milin sonkained a= averape of U] be U5 sodime aborsd per
mobectk F5000 MW, lreulin

TRe sperfe actwity of the Eibded maulin a8 e Brie
of use Tangsl (rom L0 s 4o 7 5pc [™ per mécrogram in-
palin. Digess of 15 e 200 e cenlasting 0] b 70 aiils
of iniokn were sdmirmbered intravenamsly 40 Buman sub-
jecis and urme colletions and heparinlzed blood =im-
Pl were lake At aefervals thercafter, Omn the At day
of ghe stdien; inaulin was withbeld from patiests receiv-
irg dally insulin theragy excepl in i cast ol schigo-
phrenic subjrcts urdergoing msnhm sheck treatment. -
miys of radicactivity were cammsd out on urine, peema
and jeetked ersthmueyies amul om fhe hlizwies sl washed
precipities of phsma treabed with oold 10 per cend frl-



Principes appligués a I'autoimmunité

Réactif Elimination Mesu
précipitant + du la radi
centrifugation g‘a surnageant activife
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e Méthode, par compétition, en exces d’antigene
e Signal diminue en fonction de la quantité d’élément a doser

e Siphase liquide, séparation Ac libre et Ac lié par précipitation
(sulfate d'ammonium, PEG, ...) et centrifugation
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RIA avantages et inconvénients
e AVANTAGES * INCONVENIENTS

— Gestion des déchets

Spécificité _ -
Détection d’Ac de haut — Norme strictes de sécurité
e. e-c ,'On ¢ de haute pour les locaux et agréments
affinité :
o — Formation du personnel sur
Sensibilite régles de protection
Quantitatif — Surveillance médicale

annuelle
— Matériel spécifique

— Décroissance activité du
€ radioélément, livraison apres
marquage

Automatisation partielle
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Evolution

 Expansion jusque dans les années 1980 du fait
de la grande sensibilité

 Puis remplacement par techniques froides et
automatisation plus importante

* |ndications restantes

— Endocrino : remplacé par techniques froides pour
la plupart
— Les Ac anti-récepteurs (demandes faibles)

— Test de Farr : discuté



Anticorps anti-GAD

 Anti-GAD : meilleure sensibilité et spécificité ( en
ELISA gqu’en RIA

— (diabete nouvellement diagnostiqués : sensibilité 84% pour
une spécificité a 98%))

— Rahmati K, 2008, Clin Lab

— Torn C, 2008, Diabétologica

* Anti-lA2 : sensibilité equivalente en RIA et ELISA

e Standardisation (Torn C, 2008, Diabetologica)



Anti-GAD

Comparison tests en RIA et 2 ELISA

— Concordance 98% entre les 2 ELISA

— Concordances 86% entre ELISA et RIA

— Discordants : taux faibles en RIA ou
ELISA

Ac anti-ilots
positifs
ELISA /

RIA N P /| Total
N 8 14
P 5 59 64

Total /13 65 78

Ac anti-ilots négatifs (4) positif pour 1
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Time-resolved Fluorometric Assay for
Detection of Autoantibodies to Glutamic Acid
Decarboxylase (GAD®65)

Marri Ankero,' ANNETTE WESTERLUND-K ARLSsoN,! Jorma [Lonen,” MikaeL Knip,**
Katsa Savora,” Past Kankaanriis ® Liosa Merio,® Harrr Sutart® and Art HINKKANEN!
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Fig. 1. Schematic of the GADA time-resolved fluorometric assay.

In the first incubation, bictin (BHabeled GADES is bound to streptavidin (54)
coating, Autcantibodies in the sampls recognize the antigen in the second
incubation and are detacted by suropium (Eudabeled GADES in the third phass
of the assay.
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Fig. . Comparizon of GADA results detactad by time-resoled fluoro-
metric assay and RBA.

Dashed lines indicate the cutoff values for both assay methods. r=0.731; n =
200

Ankelo M., 2003, Clin Chem



Anti-récepteur a la TSH

e Indications:
— Diagnostic de maladie de Basedow
— Evaluation risque d’hyperthyroidie néonatale

— Suivi et pronostic
— Autres : Dc exophtalmie endocrine chez patients avec euthyroidie,

thyroidites silencieuses
e Domaine extracellulaire:

— extrémité N-terminale
— site de liaison a la TSH et aux Ac stimulants

e L|'évolution des tests :
— Historiguement : tests fonctionnels
— Tests en phases liquides

— Tests en phase solide
— M 22: Ac monoclonal stimulant d’origine humaine



Le dosage des Ac anti-récepteurs a la TSH

e Test en phase liquide

— TSHRs solubilisés par détergents d’origine bovine
(Shewring et Rees Smith 1982)

— TSHRs recombinante d’origine humaine (Kakinuma 1990) :

— Performances identiques (sensibilité : 80% spécificité
proche de 100%)

— Début de standardisation (MRC B61/122;LATS)

e Tests en phases solides
— Ac monoclonaux anti-TSHRs

— Immobilisation TSHRs sur phase solide (tubes ou
microplaques)

— Ag porcin ou humain
— En RIA ou froid (luminescence ou ELISA)
— Calibration IRP (NIBSC 90/672)



Le dosage des Ac anti-récepteurs a la TSH

e Comparaisons

— Meilleure sensibilité (fonctionnelle et diagnostic) des
essais en phase solide

— Isotopique /EIA : performances équivalentes (humain
recombinant isotopique vs porcin natif en EIA biotinylé)
 Ac monoclonal M22 et automatisation

— Nouveau test automatisé : cut off 1.75 UI/L sensibilité 99%
(95% au début non traité) spécificité 99%

— Problemes de variabilité interlots
— Positif a titre faible dans Basedow avec hypothyroidie



Myasthénie : Ac anti-récepteur
nicotinique a l'acétyl-choline (nAchR)

e Récepteurs
— Canal ionique, pentameéres de 9 sous unités protéiques possibles

— Site antigénique principal au niveau du domaine extracellulaire (région MIR
de la sous unité alpha (AA 3 a 120))

* Les autoanticorps:
— Ac bloguants, réagissant avec le site de liaison du récepteur a I’Ach
— Titre varie d’un sujet a I'autre; pas d’intérét pronostic
e Letest: AchR complexés a a-bungarotoxine marquée a 1125. Pas d’agent

précipitant. Centrifugation a haute vitesse. Rares faux positifs par liaison
de l'autoAc a la toxine.

Sensibilite Spéecificite

Myastheénie occulaire 39a71% 95 a 100%

Myasthenie généralisee 87 a 98% 98 a 100%




Myasthénie : anticorps anti-Musk

* |Indications : myasthénie généralisée sans Ac anti-
AchR (anti-Musk : 5% des MG, mais 45% des MG

sans Ac anti-AchR)

 Technique : radioimmunologique avec domaine
extracellulaire de Musk —I*%> (recombinant humain)

EXTRACELLULAR
SPACE AChE |
N — TR
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Test de Farr / techniques froides : les
données du probleme ....

e Large éventail technique pour les anticorps anti-
ADNdb :

— Test de Farr

— IFI sur Crithidia lucilliae

— ELISA, Divers automates (Unicap ®, Liaison ©, ...)
— Technologie type Luminex®

e Farr: gold standard?

* |ndications du dosage des anticorps anti-ADNdb
— Diagnostic (critére ACR) =P Sensibilité, spéecificité, VPP,
VPN, LR, ...

— Suivi évolutif du lupus ? SLEDAI atteinte
— Prédiction de I'atteinte rénale du lupus rénale



Test de Farr / techniques froides

* \aste bibliographie mais difficile (impossible ?) de
conclure :

— Nature du groupe contréle (donneurs de sang, autres MS,
...) différente de la population « de routine »

— Population de lupus : au dépistage, a différents stades
évolutifs, traitements différents, pathologies associées, ...

— Méthodologie (statistique, cut off, methode non précisée
dans études cliniques,....)

— Différents tests de Farr, différentes techniques froides
e Qualité de 'ADN : élément majeur

— Phage, plasmide circulaire, extrait de thymus de veau,
traitement par nucléase S1], ....

— Il Contamination par ADN sb



Chnice Chimica Acta 412 (X1 1096- 1080

Conients liwts nvnllable mi Sclence Direct

Clinica Chimica Acta

|aurnal homepage: www 8leevierncom/lacate/clinchim

Significant differences in the analytic concordance between anti-dsDNA 1gG antibody
assays for the diagnosis of systemic lupus erythematosus—Implications for
inter-laboratory testing

Table 1 Tyson R. Chiaro®, Kenneth W, Davis *, Andrew Wilson®, Brenda Suh-Lailam *, Anne E. Tebo *"*

Characteristics of anti-dsDNA 1gG antibody assays. Table 2
Assay dsDMA antigen Calibrator  Cut-off % Overall agreement between anti-dsDNA 1gG antibody ELSAs.
AESKL Human recombinant Gpaint  1501mL Assay TBS Bio-Rad Eumimmun Dr. Fooke Inova
TI.'u: :;zdng Site*  Cal FMS dsDNA 5.p1:1|111t 300 |U_-:TI'IL AESKLI 65 50 e 800 10
Bin- . Puri DA 5111g.t: 2501 mL TES 875 2.0 875 845
Euraimmun d=DNA coupled to nucleosomes 3 point 1.01mL Bio-Rad 895 880 840
Dr. Fooke Recombinant Single 1 0RU® Euraimmun 855 265
Inova Call thymus dsDNA Single 201.01U/mL

Dir. Fooke B7.0

CUFT Crithidia lucilice, mitochondral DNA - Mone =1:10

The overall percent agresments between paired assays for the ANA-positive and
healthy control groups are shown. TBS represents Total Binding Site, kits from this
manufacturer were provided by hova Diagnostics.

4 The dsDNA kG ELISA was provided by hova Diagnostics.

" RU denotes relative unit

© CLIFT iz an ndirect immunofluorescence assay [IFA) that employ s Crthidia lecilioe
as substrate.

Table 3

Table 4
Prevalence of discordant results between anti-dsDNA 1eG ELISAs and CLIFT. 4

Positive and negative agreement between anti-dsDNA ELSAs and CLIFT.

Assay % Positive % Megative % Overall Cohen’s kappa, &

Assay % ELISA % ELBA negative % ELISA negative  Spearman

gmement  agrement areement (353 0) positive CUFT  CLIFT positive  CUFT positive  correlation

Aesku TE2 65.5 0.0 0.40(028-0.53) negative (1:10] (1:20) coefficient
TES 65.5 BLE 755 0.49(037-0.61) e 2.0 10 35 Py
Bio-Rad 631 arz &0.0 057(0.46-0.69) T8S 105 135 a0 076
Eurcimmun  57.1 a5 765 050(0.38-0.62) Bin-Rad a0 16.0 a5 081
Dr.Fooke — GAL1 845 RO 0.54(0.420.66) Euroimmun 45 18.0 70 067
Inova SR a5 770 051(0.39-0.63) Dr Foake 2.0 120 35 071
Al ELISAs 4507 5200 550 WD nava a0 16.5 65 076

TBS represents Total Binding Site, kits from this manufacturer were provided by Inova
Diagnostics. Agreements between indicated assay and CLIFT for the ANA-positive and
healthy control groups unless otherwise indicated. ND: not determined.

4 Indicates ¥ positive agreement between all six EUSAs and CLIFT in the ANA positive
gmoup.

" Represents % negative agreement in the healthy control cohart,

Estimates for the % positive and negative arreement is based on results from the ANA
positive and healthy control groups. Spearman correlation coelficent analyses were
significant at p=00001 for the indicated EUSAs and CUFT in the ANA positive group
only.



Référence Tests comparés Patients Sensibilité % Spécificité % VPP VPN LR+/LR- Commentaire
Mac LED * sans/avec
Closkey, Farr / CL/ ELISA donneurs de Farr : 80/76* contexte
2010, avec phage sang ELISA : 80/76 95 clinique
Farr 76/56 spécificité
ELISA : 63/58 99 fixée a 99%
583 patients Farr : 100
Zigon P., Farr / CL/ ELISA1 de routine 156 Farr: 32,9 Farr : 100 ELISAL1: 87 Farr : 61,1 Farr:-/0.7
2010, croat et 2 (thymus de MS (76 LED) ELISA1: 61,8 ELISA1: 91,3 ELISA2 : ELISAl1: 71,6 ELISA1: 7,1/0.4
med J veau) 150 DS ELISA2 : 53,9 ELISA2:92,5 87,2 ELISA2 : 67,9 ELISA2 : 7,2/0.5 Farr maison
Farr / CL/ ELISA1
(télomere Farr :48,6
Julkunen humain) ELISA2 ELISAL : 68,8 Farrr Medix
H., (plasmide ELISA2 : 51,7 Biochemica .
2010,Rheu circulaire) 233 LED ( evol Farrzyme : Sur ensemble
matol Int Farrzyme 16,6 an) 98 DS 35,9 des lupus
Farr : 60 Farr : 53 Farr : 15 Farr : 86
ELISA1: 68 ELISA1: 29 ELISA1: 12 ELISA1: 88 pour
ELISA2 : 64 ELISA2 : 50 ELISA2 : 15 ELISA2 : 91 nephopatie
Farrzyme : 48 Farrzyme : 66 Farrzym :16 Farrzym: 90 active
Farr/ELISA
(thymus de veau)
/ Automate Farr Trinity
(plasmide Biotech
circulaire) / Farr: 79,8 Farr : 79,2 Farr : 3,8 /0.25 groupe
Launay D., Automate (ADN 99 LED 101 ELISAl1: 77,8 ELISAl: 86,8 ELISAL1 : 5,9/0.26 controle MS
2010, Clin humain DS 53 autres Autom1 : 66,3 Autom1 : 94,3 Autom1 : 11,7/0.36 en utilisant cut
Chim Acta recombinant MS Autom?2 : 78,6 Autom?2 : 84,9 Autom? : 5,2/0.25 off fournisseur
Farr : 75,8 Farr : 15,2 /0.25
ELISA1: 35,4 ELISA1: 7,1/0.68 avec
Autom1 : 62,1 Autom1 : 11,4/0.40 spécificité
Autom?2 : 67,3 95 Autom?2 : 13,5/0.34 fixée a 95 %
ELISA 1(ONT de Farr: 78,8 Farr : 90,9
synth) 2 52 LED 28 ELISA1 : 84,6 ELISA1:82,9
Antico A;, (Plasmide circ) 3 autres MS 60 ELISA2: 73 ELISA2: 97,7
2010, (ADN recomb) 4 avec infection ELISA3 : 82,7 ELISA3 : 96,5
Lupus (ADN purifié) virale ELISA4: 84,6 ELISA4: 94,3




Anti-ADN comparaisons entre techniques

e Comparaison entre techniques ELISA : performances
variables selon les kits (Chiaro TR, 2011, Clin Chim Acta)

e Comparaisons avec techniques de type « Luminex »

— Comparaison Farr /Bioplex (Bardin N, 2009, Autoimmunity) :
kappa coeff = 0.59

— Comparaison entre techniques multiplex (Hanly JG, 2010 J.
Immunol Meth): discordances entre les techniques et leur
association a l'activité et a la NP lupique

e Comparaisons Luminex / ELISA

— (KimY, 2012, Clin Chim Acta) : Concordance 98.7% pour dosage
des anti-ADN



Anti-ADNdb : critere diagnostic

e Nombreuses études mais hon comparatives sur lupus
au diagnostic non traités : prévalence des anti-ADN au
diagnostic 50-55%

— (Cerovec M. Clin Sci 2012) (K. Op De Beéck Autoimmunity Rev
2012)

e Sensibilité - Spécificité

— Techniques froides : sensibilité au moins équivalente au Farr

......

légerement inférieure selon les tests
— Les LR semblent un peu meilleurs avec Farr



Lien avec évolutivité et atteinte rénale

e Conclusions tres variables selon les études
e Association TEST DE Farr évolutivité clinique et activité NP

Table 2
Performances of the two assays in the determination of systemic lupus erythematosus activity when using the manufacturers’ and the ROC thresholds
Fidis™ Farrzyme™ Fidis™ Farrzyme™
{manufacturer cut-ofl: 300U/mL} {manufacturer cut-off: 3010 mL) [ROC cul-olf: 2121U/mL) (RO cut-olf: GEEBIU/mL)
Se (X) 1000 (BE7-100.0) 936 (7B.5-99.0) BIET (B6.3-94.5] J0.97 (52.0-B5.7]
Spix) OB (33-214) G28 (4B.1-75.9) BG2T (73.7-943) 96.1 (B6.5-99.4)
plR 1.11 251 6.11 18.1
nLR 0o 0.1 019 03

For sensitivity and specificity, data are presented as percentages, with 95% confidence intervals indicated in parentheses. pLR: positive likelibood ratio; nlR: negative
likelihood ratio

(Martin J. 2012, Path Biol)

e Association significative entre activité du LED (SLEDAI) et la
présence d’anti-ADN par techniques Luminex Biorad et taux
élevé simultanément a la NP (Bioplex) (Hanly JG, 2010, J.
Immunol Meth)



Conclusions

En endocrinologie, passage aux techniques froides
souvent automatisées

RIA : pour des parmetres tres spécialisés : dosage des
anticorps anti-récepteurs par exemple

Anti-ADN
— Tres discuté

— Performances proches pour certaines techniques froides et
RIA
— Utilité d’un test de confirmation par IFl sur CL, Farr, ...



