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La diagnosi di deficit di ormone della crescita pdipendere dalle metodiche di laboratorio utilize&t

Obiettiva i valori di ormone della crescita variano notewehte in dipendenza dalle principali metodiche di
dosaggio, dagli anticorpi utilizzati, dal tipo dilioratore e dall'interferenza con la proteina tegail GH. Ab-
biamo valutato se I'uso di differenti calibratogrda misurazione del GH con il metodo Immulite gpomodifi-
care i valori del GH ottenuti e, di conseguenzali¢gnosi di deficit di GH (GHD) nei bambini.

Disegno dello studiol8 bambini di bassa statura (4 femmine e 14 mastzh11.4+3.1 anni), con le caratteristiche
cliniche di soggetti con GHD (altezza: -2.1+0.6 SB&ocita di crescita: -2.3+1.5 SDS; IGF-I: -1.23@EDS), sono
stati arruolati nello studio e sottoposti ai tésttuinolo per la secrezione di GH per confermaudidgnosi di GHD.
Metodi il GH e I'IGF-I sierico sono stati misurati comumetodo immunometrico chemiluminescente
completamente automatico, I'lmmulite 2000.

Risultati la valutazione della secrezione di GH con il $adgnmulite, usando il GH umano ricombinante
98/574 come calibratore, ha rilevato una insuffitkesecrezione di ormone della crescita in 15 ssdfjetti,
confermando la diagnosi clinica di GHD. Successieata abbiamo misurato i livelli di GH negli stesampio-

ni usando come calibratore il GH derivato dall'igofS 80/505, trovando il deficit di GH solo in $bggetti.
Conclusioni questi dati confermano che il valore di GH rikevdipende dai differenti calibratori utilizzaticke questi
sono quindi determinanti per la diagnosi di deficiEH e quindi per la decisione di intraprendera terapia sostitutiva.

Can growth hormone deficiency diagnosis be affectgdthe GH immunoassay used?

Objective growth hormone (GH) values vary among immunoasgayncipally due to the specificity of
antibodies used, assay design, preparation of assi#lyration and interference with GH binding piiate
We evaluated whether the use of different calilmafor GH measurement may affect GH values and; con
sequently, the formulation of GH deficiency (GHDagnosis in children.

Design 18 short children (4 females and 14 males; agd+Bl1 years), with the clinical characteristics of
GHD (height: -2.1+0.6 SDS; height velocity -2.3+1DS; IGF-I -1.2+0.9 SDS), were enrolled in this
study and underwent GH stimulation tests to confinen clinical diagnosis of GHD.

Methods Serum GH and IGF-1 were measured with a fullpmated immunochemistry analyzer, Immulite 2000.
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Results the evaluation of GH secretion with the Immulaéesay using the 98/574 recombinant human
GH as a calibrator revealed blunted GH secretiod5mout of 18 subjects, confirming the clinical gia
nosis of GHD. Subsequently, we measured GH levelhé same samples using IS 80/505 pituitary de-
rived GH as a calibrator, and found reduced GH lewaly in 11 children.

Conclusionsthese data confirm that GH values may dependftaraht calibrators used in the GH assay, andethes
calibrators affect the formulation of GHD diagnaaigl the consequent decision to start GH subséttrieatment.

Introduzione

Il deficit di ormone della crescita (GHD) e classieente definito come una insufficiente secreziane d
GH, che porta ad una diminuita produzione dei fattocrescita GH-dipendenti, come gli IGFs, con
una conseguente diminuzione del potenziale actirescNella pratica clinica attuale, la diagnosi di
deficit di ormone della crescita & posta in preaatizina bassa statura, una ridotta velocita dicitee
un’eta scheletrica ritardata e una secrezione diifGlkposta a due stimoli farmacologici inferiae
10 ng/ml [1]. Numerosi stimoli, che agiscono tragdiifferenti meccanismi, possono essere utilizzati
per indurre la secrezione di GH [2]. Nonostantestpela mancanza di riproducibilitd e accuratezza
dei test influenza il risultato del dosaggio deltanatotropina. Inoltre, il valore di GH ottenutodif-
ferenti laboratori di analisi, pud variare in madgportante in dipendenza di vari fattori, comepbt

di saggio utilizzato, la specificita degli anticrpa differente matrice tra standard e campioni e
I'interferenza con le proteine leganti il GH endogd GHBPS) [3-6]. In piu, pur utilizzando lo stesso
metodo, i risultati ottenuti non sempre risultammfcontabili in quanto differenti standard possono
essere usati per la calibrazione dello strumemt@aittl, in tutti i saggi la concentrazione del GEln
campione é letta confrontando il segnale generat@ampione con quello generato da una quantita
nota di GH utilizzando curve standard (calibratotegterogeneita dei risultati nel dosaggio del GH
rappresenta un problema per i clinici. Infattictancentrazione dell’ormone della crescita ha utoruo
fondamentale nella decisione clinica di iniziare terapia con il GH [1].

Scopo del lavoro

Lo scopo di questo lavoro € stato quello di vakitdnfluenza dei diversi calibratori, utilizzatoa il
metodo Immulite 2000, nella misurazione dei livelliGH. Abbiamo analizzato i valori del picco di
GH dopo test di stimolo con due differenti calibra{lS 80/505 GH, di derivazione ipofisaria e GH
98/574, costituito da GH ricombinante da 22 kD&sgresso in unita di massa).

Materiali e metodi

Pazienti

Sono stati arruolati 18 bambini (4 femmine e 14¢hggli bassa statura con caratteristiche clinaihe
GHD, in accordo con le linee guida per il defigibdnone della crescita, tra quelli afferenti ah@e

di Ricerca di Auxologia della Fondazione IRCCS Elolico San Matteo di Pavia. Le caratteristiche
cliniche dei pazienti arruolati nello studio sorleneate in tabella 1. Ogni soggetto é stato sosfmpo
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alla valutazione della secrezione di GH dopo dimdi farmacologici (arginina e glucagone) per
confermare la diagnosi clinica. Sono state esdltse patologie quali diabete insipido, anomalie-cr
mosomiche, sindromi dismorfiche, malassorbimentheaeliachia, altre malattie croniche o GHD
acquisito. Tutti i soggetti hanno mostrato una radenfunzionalita tiroidea e surrenalica. La RMNIalel
regione ipotalo-ipofisaria e risultata nella norimdutti i pazienti. L'altezza e stata misuratapsaiatri
esperti con lo stadiometro di Harpender ed espriesgamini di deviazione standard (SDS) per I'eta
cronologica, secondo gli standards di Tanner [BtdLossea e stata stimata secondo Greulich e Pyle.

Metodi

La concentrazione sierica di GH e IGF-I é stataiteéid nel Laboratorio di Analisi Chimiche della
Fondazione IRCCS Policlinico San Matteo di Pavia oo analizzatore completamente automatico,
Immulite 2000, prodotto dalla Siemens. Il metodo ibelosaggio del GH e dell'lGF-I &€ un metodo
immunometrico chemiluminescente in fase solidapanticolare, la concentrazione sierica di GH é
stata valutata con due differenti calibratori, B35 e GH 98/574.

IS 80/505 & di origine pituitaria ed € costitui®@ an mix di isoforme di GH (20 e 22 kDa, dimeri e
oligomeri), sebbene la isoforma da 22 kDa sia quall rappresentata. Questo calibratore é stato usa
to fino all'introduzione del nuovo GH 98/574, castio da una forma ricombinante di 22 kDa, puro al
95% e che permette una calibrazione del saggierinini di unita massa.

Metodi statistici

| dati sono riportati come media e deviazione saathd_'analisi statistica & stata eseguita caoftware
statistico Medcalc (Medcalc, Mariakerke, Belgiogr Panalisi statistica dei dati appaiati e statibaza-
to il t-test; il test era a due code ed é statsid@nato statisticamente significativo un valore<d.05.

Risultati

Abbiamo valutato i livelli di GH dopo stimolaziorfi@macologica nei pazienti arruolati. Inizialmente,
per il dosaggio del GH abbiamo utilizzato il nuasadibratore 98/574 ricombinante e abbiamo osser-
vato una ridotta secrezione di GH in 15 su 18 paiz{g 10 ng/ml), confermando la diagnosi clinica di
GHD; tre bambini hanno mostrato normali livelli réd¢ di ormone della crescita (16.3 ng/ml, 13.4
ng/ml e 14.4 ng/ml). Dopodiché, abbiamo misuraligdlli di GH negli stessi campioni dei pazienti
usando IS 80/505 come calibratore. Come mostrdla figura 1, con quest’ultimo calibratore il picco
di GH e risultato normale in altri 4 bambini (12&/ml, 11.3 ng/ml, 11.3 ng/ml e 11.5 ng/ml), oldie
precedenti, permettendo la diagnosi di nanismdspadb solo in 11 bambini su 18.

Discussione

Il dosaggio dell’ormone della crescita € fondamlengger la diagnosi di deficit di GH nei bambini.
Nonostante cio, molti fattori possono influenzaaemisurazione del GH producendo risultati discre-
panti tra differenti laboratori. Questi dati sorid@hdamentale importanza per decidere se inidere
terapia 0 meno, pertanto una standardizzazionéasalggio dell’lormone della crescita risulta necessa
ria. Durante gli anni sono stati investigati anaehlig markersdi attivita del GH, come IGF-I e IGFBP-
3, per migliorare l'affidabilita e la riproducibii del test di dosaggio dell’lormone della cres&tab-
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bene alcuni studi abbiano mostrato I'utilita debkaggio di IGF-I e IGFBP3 nella diagnosi di GHD,
esistono dati discordanti; per questo motivo i stitigharametri al momento non vengono utilizzati in
sostituzione dei test di stimolo per la diagnodieficit di GH [8-10].

In questo studio abbiamo valutato I'impatto di eifinti calibratori sui valori ottenuti dal dosaggio
dell'ormone della crescita, dimostrando che cio pandurre a risultati diversi con importanti impli-
cazioni cliniche. Infatti, i dati ottenuti hannordermato che il calibratore 98/574 fornisce valuti
bassi di GH rispetto a quello di derivazione ipafia, confermando gli studi di Carrozza ed altdi][1
Usando il GH ricombinante come calibratore ecutioffdi normalita del GH di 10 ng/ml, € stato possi-
bile fare diagnosi di nanismo ipofisario in 15 susbggetti, mentre con il secondo calibratore stat
identificati solo 11 soggetti con deficit di GH. €aocut-off & stato validato negli anni '60-'70, usando
anticorpi policlonali e un metodo radioimmunomeirima & ancora utilizzato nella pratica clinica- Sic
come diversi calibratori possono essere usati stdlgsa metodica e possono influenzare i valool@ss
del GH, il valore dcut-offutilizzato dovrebbe dipendere anche dal tipo lilbctore utilizzato.

In accordo con le piu recenti raccomandazioni rgeionali sulla standardizzazione del dosaggio del
GH, solo la forma ricombinante da 22 kDa dovrebbsere impiegata come calibratore e il valore
dell’ormone della crescita espresso in terminirdidumassa. Infatti, 'uso di due differenti uniiemisu-

ra (mU/L per IS 80/505 pg/L per 98/754) e I'uso di varie formule di converg ha contribuito ad au-
mentare la discrepanza tra i risultati del GH [B2-Per queste ragioni dal 2006 i valori di GH s@do
spressi in microgrammi per litro e ottenuti utibzzlo il calibratore 98/574 con il metodo Immulitd].
Aumentando la standardizzazione del dosaggio desiGiranno vantaggi nelle decisioni cliniche per
i bambini con alterazioni della crescita, sopradtin merito alla scelta dei pazienti da trattanéatti,
uno stesso paziente potrebbe risultare meritevoteno di terapia sostitutiva con ormone della cre-
scita, in rapporto alla metodica utilizzata patdsaggio del GH nei test di stimolazione.

In conclusione, sta diventando sempre piu impa@teggiungere metodiche standardizzate nella raisura
ne del GH [15-16]. In ogni caso, i clinici dovrebbessere consapevoli che la diagnosi di defitiGiee
prevalentemente clinica e basata su dati auxolegice i test di stimolo rappresentano solo untecoa.

Tabelle e figure

Tabella 1. Dati clinici dei soggetti arruolati nelb studio. | dati sono espressi in mediatdeviaziorstandard.

Eta cronologica (anni) 11.4+3.1
Altezza (SDS) -2.1+0.6
Velocita di crescita (SDS) -2.3%15
IGF-I (SDS) -1.2+0.9
Eta scheletrica (anni) 9.9+3.2

Altezza target (SDS) -0.5+0.8
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Figura 1. Livelli di GH dopo stimolo farmacologicomisurati con Immulite, usando i calibratori IS 80/305 di origi-
ne ipofisaria 0 98/574 ricombinante umano. La linearizzontale rappresenta il valore dicut-off di 10 ng/ml.
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