cholecystokinin (CCK) can inhibit food intake via hypo-
thalamic pathways. These hormones can affect glucose meta-
bolism as well, completely or partially via the same hypo-
thalamic mechanisms. On account of their specific characteris-
tics, gastrointestinal hormones act as a finely tuned system to
regulate food intake and glucose metabolism. Because these
hormones affect both food intake and glucose metabolism,
they seem to be ideal new pharmacological targets for the
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treatment of obesity and type Il diabetes mellitus. Preclinical
and clinical studies will have to prove the efficacy and safety
of new drugs aimed at these new targets. As obesity has
reached epidemic proportions, gastrointestinal hormone assays
can be expected to entry clinical-chemistry laboratories in the
near future.

Keywords: gastrointestinal hormones; obesity; DM type I1.

Harmonisatie van de Groeihormoonbepaling in Nederland

H.A.ROSS

De onstaansgeschiedenis en doel van de GH-harmo-
nisatie wordt in het kort geschetst. Vervolgens wordt
de samenstelling van het harmonisatiemonster be-
sproken en de evaluaties aan de hand van ‘tweeling’-
studies. Duidelijk wordt gemaakt dat zolang er
verschillende bepalingsmethoden in omloop zijn, har-
monisatie een onvermijdelijk gevolg is van het aan-
nemen van een consensusbeslisgrens voor GH-stimu-
latietests. De alternatieven en de kritiek worden
bediscussieerd, waarbij duidelijk wordt dat harmoni-
satie ten koste gaat van ‘traceability’, maar voor de
praktijk verwarring kan voorkomen.

Trefwoorden: groeihormoon; harmonisatie

In de tijd dat er alleen humaan hypofysair GH be-
schikbaar was voor de behandeling van GH-defi-
ciéntie beoogde een streng toewijzingsbeleid dat de
beperkte hoeveelheid materiaal alleen ten goede zou
komen aan die patiénten waarvan GH-deficiéntie on-
omstotelijk vaststond. Hierbij werd een patiént als
niet (voldoende) deficiént gedefinieerd wanneer in
één van de beschikbare stimulatietests een GH-spie-
gel van 20 mE/l of meer kon worden bereikt. Destijds
was het aantal centra waar GH gemeten werd, zeer
beperkt, en deze centra oriénteerden zich op de GH-
bepaling die gebaseerd was op een (beroemd) anti-
serum van Touber (1). Hoe verstrekkend de gevolgen
van een bepaalde meetuitslag voor de individuele pa-
tiént ook konden zijn, er werd op vertrouwd dat deze
beslisgrens voldoende ondubbelzinnig was. Er werd
immers door allen de 1st IRP 66/217 als standaard
gebruikt, waarvan het GH-gehalte was gedefinieerd
als 0,35 TU per ampul. Dat van elkaar verschillende
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immunoassays desondanks bij patiénten verschil-
lende uitslagen konden leveren, werd nauwelijks on-
derkend of niet begrepen. Illustratief hiervoor is de
definitie van het GH-gehalte van de opvolger van de
1st IRP 66/217, de 1st IS 80/505. Dit bleek in ver-
schillende immunoassays t.o.v. 66/217 te spreiden
van 4,47-6,19 (dwz. = 18%) IU/ampul. De variatie
werd nog groter naarmate er meer specifiekere (sand-
wich-)immunoassays verschenen. In het begin van de
jaren negentig was de tussenlab/tussenmethodevaria-
tie in het meetbereik van 10 - 20 mE/l al 15-20%.
Hoewel er geen nijpend tekort aan groeihormoon
voor behandeling meer was, begon men zich te reali-
seren dat dit onvermijdelijk tot ongelijke kansen voor
patiénten moest leiden. Het bestuur van de toenma-
lige LWBA startte een aantal pilotstudies, die tot doel
hadden een manier te vinden om de tussenlabvariatie
te reduceren.

Eerste pogingen tot harmonisatie

Eerst werd onderzocht of een redelijke reductie van
de tussenlabvariatie kon worden gerealiseerd door
gezamenlijk gebruik te maken van de nieuwste re-
combinant 22-kDa-preparaten, w.o. IS 88/624. Op
voorhand viel te verwachten, dat tussenmethodever-
schillen zeker niet te elimineren zouden zijn vanwege
de incompatibiliteit tussen zuiver 22-kDa-GH en het
mengsel van GH-oligomeren en -fragmenten waaruit
plasma-GH bestaat (1, 2). Er werd echter rekening
gehouden met de mogelijkheid, dat een aanzienlijke
reductie verkregen zou kunnen worden. Dit bleek
echter niet het geval. Wel was duidelijk dat de deel-
nemende methoden op pati€ntenmonsters goed corre-
leerden, en dat sprake was van vrij constante factoren
tussen methoden. Kennelijk variéren de concentraties
van de verschillende subvormen van GH tussen per-
sonen op parallelle wijze. Zou dit niet het geval zijn,
dan was harmonisatie feitelijk onmogelijk. Dit was
de stand van zaken toen het CBO (Centraal Begelei-
dingsorgaan intercollegiale toetsing) aan het bestuur
van de LWBA vroeg om een vertegenwoordiger spe-
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ciaal voor deze problematiek zitting te laten nemen in
de commissie van de werkgroep Groeihormoon van
de Groeistichting ter voorbereiding van de consensus
‘Diagnostiek van kleine lichaamslengte bij kinderen’
(3). Helaas bleek na een jaar dat de factoren door ver-
anderingen binnen kits en laboratoria niet meer effec-
tief waren, zodat een andere benadering nodig was.
Op grond van de waargenomen goede correlatie tus-
sen methoden moest het mogelijk zijn om d.m.v. een
referentiemonster dat periodiek meegenomen wordt,
de nodige aanpassing te verkrijgen.

Het harmonisatiemonster

Harmonisatie m.b.v. een bepaald monster dat in ie-
dere meetserie of anderszins periodiek meegenomen
wordt, is alleen mogelijk als dat monster representa-
tief is voor het collectief van echte humane sera.
Commuteerbaarheid is hierbij het sleutelbegrip. Een
monster kan commuteerbaar zijn voor het ene paar
bepalingen, maar niet voor een ander paar. Uiteraard
wordt gestreefd naar commuteerbaarheid in alle be-
schikbare bepalingen. Niet commuteerbaar zijn met
name de internationale standaarden. Het preparaat
80/505 is van hypofysaire oorsprong, terwijl de iso-
vormen in dat orgaan in geheel andere verhoudingen
voorkomen dan in serum (2). Latere standaarden
(88/624 en 98/574) bestaan voor >95% uit de zuivere
22-kD-vorm, en zijn derhalve ook niet commuteer-
baar. Aangezien het de bedoeling is om het meetge-
bied rond gemiddeld 20 mE/l te dekken, moest het
harmonisatiemonster een GH-gehalte in die buurt
hebben. Vanwege het pulsatiele secretiepatroon van
GH is het niet mogelijk om materiaal met dergelijke
spiegels te verkrijgen zonder enige vorm van stimula-

tie. Dit werd bereikt door serum van enkele gezonde
vrijwilligers, dat na inspanning verkregen werd, te
poolen. Het materiaal werd in 0,5 ml porties uitge-
vuld en gelyofiliseerd. Vervolgens moest een waarde
toegekend worden voor het GH-gehalte. Het monster
werd hiertoe met 7 verschillende methoden gemeten,
waarbij IS 88/624 als standaard fungeerde. Het ge-
middelde (17,5 mE/l) werd als consensuswaarde aan
het harmonisatiemonster toegekend. Hierbij is stil-
zwijgend aangenomen, dat 20 mE/l als gemiddelde
voor deze methoden nog steeds een juiste beslisgrens
is. Er is gekozen voor arbitraire eenheden i.p.v. ge-
wichtseenheden om te benadrukken dat hier geen
sprake is van een werkelijke kalibratie. Ook zou het
de verwarring nog groter maken, doordat het aantal
mg per eenheid voor de drie standaardpreparaten die
in gebruik zijn (geweest) verschillend is (2 voor
66/217; 2,6 voor 80/505 en 3 voor 88/624 en 98/754,
waarbij de eerste twee gemiddelden zijn en de laatste
twee toegekend zijn).

Kalibratie 2000

In 1999 stelde de SKZL een werkgroep in die tot doel
had de tussenlabverschillen in het gehele gebied van
de klinische chemie te verkleinen door toepassing
van geschikte kalibratoren. Deze kalibratoren zijn
materialen die een hoge commuteerbaarheid bezitten,
d.w.z. dat ze zich ten opzichte van zo veel mogelijk
verschillende meetmethoden voor een ‘analyt’ als een
gemiddeld patiéntenmonster gedragen. Vanzelfspre-
kend passen de activiteiten rond de GH-harmonisatie
volmaakt in dit kader, en zijn daarom ook bij de pro-
jectgroep Kalibratie 2000 als onderdeel van het aan-
dachtsgebied Bindingsanalyse ingebracht.
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Figuur 1. Resultaten van de tweelingstudie van 2004. Resultaten van laboratoriumparen, waarvan één steeds Immulite 2000 is.

A: geen harmonisatie, B: na harmonisatie.
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Tweelingstudies

Omdat van patiéntenmateriaal zelden voldoende
voorhanden is om door een groot aantal deelnemers
te laten analyseren, wordt in het kader van Kalibratie
2000 met zgn. tweelingstudies gewerkt. Hierbij vindt
uitwisseling van materiaal tussen paren deelnemers
plaats. Indien op voldoende grote schaal uitgevoerd,
geeft dit een indruk van de commuteerbaarheid van
kalibratoren en daarmee van de bruikbaarheid voor
verkleining van tussenlabverschillen. Op dit moment
zijn drie van deze studies met het GH-harmoni-
satiemonster uitgevoerd. In de eerste studie was
eigenlijk sprake van een ‘drieling’studie. Materiaal
werd in enkele grotere centra verzameld en gedistri-
bueerd aan paren deelnemers aan de enquétes Bin-
dingsanalyse die GH bepalen. In de tweede studie
werden daadwerkelijk monsters van stimulatietests
uitgewisseld. De resultaten werden voldoende be-
moedigend geacht om tot harmonisatie op nationaal
niveau over te gaan. In een laatste tweelingstudie in
2004 werd gevraagd om monsters met een niveau
tussen 10 en 30 mE/I uit te wisselen omdat de stimu-
latietests veelal zeer hoge waarden gaven. Een bij-
zonder verschijnsel moet nog gesignaleerd worden.
In toenemende mate gaan laboratoria voor het meten
van GH over op de Immulite van DPC. In de laatste
tweelingstudies was dit tot de helft van het aantal
laboratoria aangegroeid, zodat in ieder paar één van
de partners altijd een Immulite was. Deze trend zet
zich versterkt door met het van de markt verdwijnen
van een belangrijke concurrent. Wanneer de laatste
tweelingstudies worden gecombineerd, heeft er een
verbetering van de tussenlab-cv plaats van 22 naar
8% (figuur 1). Sinds de invoering van de harmonisa-
tie is ook de externe kwaliteitscontrole verbeterd van
20 % CV in 2004 naar 11% in 2005.

Praktische uitvoering van de harmonisatie

Als het aantal ampullen van het harmonisatiemonster
onuitputtelijk was, zouden alle laboratoria waar GH
bepaald wordt in iedere meetserie een harmonisatie-
monster kunnen meenemen en hun meetresultaten
hiermee kunnen aanpassen. Het aantal is echter be-
perkt tot een kleine 1000. Indien per jaar ieder van de
35 actieve labs 5 monsters krijgen, dan is er voor
ongeveer 5 jaar genoeg. Uit deze 5 monsters kunnen
10 metingen worden gedaan. In 2001 werden harmo-
nisatiemonsters met de reguliere ronde meegezonden.
Hierop kon een eerste schatting van de harmonisatie-
factor worden gemaakt. De monsters voor de daarop
volgende jaren worden aangevraagd bij het LWBA-
secretariaat. Het is de bedoeling dat alleen bij de
overgang van niet-geharmoniseerde waarden naar
geharmoniseerde waarden de omrekeningsfactor be-
kend wordt gemaakt. Verdere mogelijke bepalings-
drift wordt d.m.v. periodieke controle door meting
van de harmonisatiemonsters intern in het lab gecom-
penseerd. Om misverstanden te voorkomen moet de
harmonisatie niet alleen t.b.v. de diagnose GH-defi-
ciéntie bij kinderen worden toegepast, maar op alle
GH-uitslagen. Onderzoeksprojecten die voor de over-
gang gestart zijn, kunnen d.m.v. de vastgestelde fac-
tor ongehinderd doorlopen.
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Nog een opmerking over het ‘Aanvraagformulier
voor start groeihormoonbehandeling bij kinderen’
waarmee de kinderartsen patiéntjes voor GH-behan-
deling bij de Nederlandse Groeistichting voordragen.
Hierop worden onder het hoofd ‘GH-provocatie-
testen’ een aantal vragen omtrent gebruikte methode
en harmonisatiefactoren gesteld. Deze gegevens zijn
relevant voor evaluatie van het harmonisatiegebeuren
en moeten daarom binnen het lab worden bijgehou-
den, maar niet voor de kinderarts en de instantie die
de aanvraag moet beoordelen. Hiervoor is uitsluitend
de geharmoniseerde waarde van belang.

Consensus en harmonisatie

Men kan discussie verwachten n.a.v. het feit, dat door
de harmonisatie bij handhaving van de beslisgrens
van 20 mE/l in sommige centra relatief meer en in
andere relatief minder patiénten voor behandeling in
aanmerking zullen komen. Dit is het onvermijdelijke
gevolg van het herstel van een voorheen bestaande
ongewenste situatie waarbij voor de individuele pa-
tiénten in feite ongelijke kansen op behandeling be-
staan, die afhangen van het lab waar zijn arts GH laat
bepalen. De noodzaak tot harmonisatie is een onver-
mijdelijke consequentie van de aanname van een con-
sensus-cut-offwaarde. De argumentatie kan ook om-
gekeerd worden: als harmonisatie niet mogelijk is, is
het invoeren van een consensus gedoemd te misluk-
ken. Desondanks werd in 2000 een consensus voor de
diagnose acromegalie vastgesteld, waarbij een daling
onder de 1pg/l tijdens OGTT een acromegalie uitsluit
(4). In dit concentratiegebied kunnen methoden ech-
ter een factor twee verschillen (5).

Wel kan een en ander aanleiding vormen om de ab-
solute grens van 20 mE/l zelf nog eens kritisch te be-
zien. Hierbij dient men zich te bedenken dat ook de
meest recente vaststelling (10 pg/l, vanwege gebruik
van 66/217 als standaard gelijk aan 20 mE/l) geba-
seerd is op het 95¢ percentiel van een groep van 68 ge-
zonde kinderen (6). Zuiver statistisch gezien heeft dit
percentiel een 90% betrouwbaarheidsinterval van 17-
23 mE/I. Een consensus uit 2000 (7) wijkt in principe
niet af van deze 10 pg/l maar geeft aan dat: “this value
needs to be revised when using newer monoclonal-
based assays and recombinant hGH preparations”.

In 2006 werd de consensus over het gebruik van re-
combinant hGH als standaard vastgesteld (8).

Alternatieve benaderingen

Er is in theorie meer dan één optie om tussenlab-
variatie of de gevolgen daarvan te elimineren of te
verminderen. Het allereenvoudigst zou zijn om alle
laboratoria die GH bepalen, te verplichten één en
dezelfde methode te gebruiken. Omdat dit in een
door de commercie gedicteerde diagnosticamarkt niet
haalbaar is, werd in Duitsland een variant hierop ge-
test: deelnemende laboratoria stuurden hun monsters
met piekwaarde van stimulatietests naar enkele centra
die vervolgens met 3 verschillende ‘referentie’metho-
den werden overgemeten (9). Deze studie kon slechts
bevestigen dat de variatie in meetresultaten van ver-
schillende labs groter was dan wanneer deze mon-
sters met één van de drie ‘referentie’methoden wer-
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den gemeten. Het ligt voor de hand aan te nemen dat
dit betekent dat in de praktijk grotere eenduidigheid
bereikt kan worden, maar een reductie in tussen-
lab/methodenvariatie kon met deze opzet niet worden
aangetoond. Eén van deze referentiemethoden was de
‘immunofunctionele’ assay van Strasburger (10).
Vanwege het ontwerp van deze bepaling — met anti-
lichamen die sterk gelijken op de twee receptor-
plaatsen waar GH aan bindt- wordt verwacht dat deze
het beste het biologisch werkzame GH reflecteert. In
vergelijking met andere methoden wordt hiermee
minder immunofunctioneel GH gevonden in het har-
monisatiemonster, maar ook in de oude hypofysaire
standaard. Deze methode zou als enige in aanmerking
kunnen komen voor de status ‘referentiemethode’,
waarbij het gehele probleem opgelost zou zijn als dit
nog de enige toegestane methode was.

In Japan werd in het kader van de externe kwaliteits-
bewaking een studie opgezet (11), waarbij de deel-
nemende laboratoria de IS 98/574 als standaard
gebruikten. Dit gaf een reductie van de tussenlab-
variatie van ca 35 tot ca 20%. Dit is een vorm van ge-
deeltelijke harmonisatie, waarvan het eindresultaat
sterke overeenkomst vertoont met de eerste verken-
ningen in Nederland op het gebied van gebruik van
dezelfde standaarden. Opvallend was in deze studie,
dat het effect van overschakeling van hypofysair naar
recombinant GH als standaard leidde tot een verande-
ring van de beslisgrens van 10 u/l 15 jaar terug naar 6
pg/l. Rekening houdend met de conversiefactoren
van 2 resp. 3 komen we op 12 resp. 18 mE/l. Ook in
Finland werd de ervaring opgedaan dat betere afstem-
ming van de gebruikte standaarden en conversiefac-
toren tot een reductie van de tussenlab-cv kan leiden,
maar tot minimaal ca 18% (12).

Kritiek op de wijze van harmonisatie

Naast waardering is er ook kritieck op de vanuit de
LWBA/SKML gevolgde werkwijze. Deze spitst zich
toe op drie punten.

Traceerbaarheid: het aan het harmonisatiemonster
toegekende GH-gehalte is het resultaat van een op
zich willekeurig samenraapsel van, zij het op 88/624
gekalibreerde GH-bepalingen. Verder is het monster
niet te reproduceren: als het op is, moet er een nieuw
serummengsel komen, waaraan opnieuw een waarde
moet worden toegekend. Door het gebruik van een
gemeenschappelijke recombinant standaard is de
traceerbaarheid gewaarborgd (7), maar de resultaten
in patiéntensera zullen blijven verschillen.
Heterogeniteit: harmonisatie m.b.v. een ‘gewoon’ se-
rummonster veronderstelt een parallelle variatie van
alle isovormen van GH tussen personen. De geldig-
heid hiervan kon alleen aannemelijk worden gemaakt
aan de hand van serummateriaal van niet-deficiénte
personen. M.a.w. harmonisatie geldt voor ‘normalen’
maar niet noodzakelijkerwijs voor GH-deficiénten.
Dit kan betekenen dat bij de consensus-cut-off van 20
mE/l de diagnostische sensitiviteit en specificiteit
toch methodeafhankelijk wordt. Echter, ook wanneer
van consensus afgestapt zou worden en ieder instituut
zijn eigen cut-off zou bepalen, kan er verschil zijn in
diagnostische sensitiviteit en specificiteit.
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De effectiviteit van de harmonisatie is gebonden aan
het concentratiegebied rond dat van het harmonisatie-
monster. Wil men ook voor de diagnose acromegalie
harmoniseren, dan is een ander, laag monster nodig.
Echter, hier is het zeker, dat patienten een afwijkend
isovormenpatroon zullen hebben, zodat harmonisatie
niet toereikend is om voor alle methoden gelijke sen-
sitiviteit en specificiteit te realiseren.
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Summary

Harmonisation of growth hormone assays in the Netherlands.
Ross HA. Ned Tijdschr Klin Chem Labgeneesk 2007; 32: 24-27.
The history and purpose of GH harmonisation is briefly out-
lined. Subsequently the composition and preparation of the
harmonisation sample and evaluation by means of ‘twin’
studies are considered. It is made clear that, in view of the fact
that different assays are being used, harmonisation is a neces-
sary consequence of accepting a consensus cut-off value for
GH stimulation tests. Alternatives and criticism is discussed,
showing that harmonisation exists at the expense of trace-
ability but at the same time may avoid confusion in practice.

Keywords: growth hormone; harmonisation
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