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. INTRODUCTION



l. Introduction @ Erasmel- ﬂ

» Enolase : enzyme de la voie glycolytigue, PM voisin de 80 kDa.

= |soformes dimériques composées de trois sous-unites distinctes : q,
Bety.
v aa, énolase non-neuronale (NNE): foie, cerveau, rein, rate, tissu adipeux
v [33, énolase spécifique du muscle (MSE)

v ay et yy, énolase neurospécifigue (NSE) ou y-énolase: haute
concentration dans les neurones et les cellules neuroendocrines ainsi que

dans les tumeurs d’origine neuroendocrinienne.

v Isoforme ay aussi présent dans les érythrocytes et les plaguettes
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. INTERETS DE DOSAGE



. ®
Il. Intéréts de dosage (HUB-ULB Erasmel' ﬂ

» Utiliséee comme biomarqueur dans

Q Diagnostic, pronostic et suivi thérapeutique des tumeurs neuroendocrines
(TNE) (cancer bronchopulmonaire a petites cellules, neuroblastome,

carcinome medullaire de la thyroide, ...)



v Cancers bronchiques a petites cellules

Il. Intéréts de dosage

Taux élevé dans = 80% des cas

(HUs.-Uts Erasme I- m

= Aide au diagnostic histologique difféerentiel entre SCLC et NSCLC

Reflete le niveau d’extension de la maladie

Disséminés

Localisés
Carney et al 15/ 38
Cooper et al 25/ 38
Escher et al 34/ 48
Johnson et al 23/ 39
Milleron et al 13/ 31

49/ 56
34/ 39
54/ 55
45/ 54
28/ 40

<0.025

<0.001
<0.001
<0.01

Nombre de patients avec valeur NSE initiale élevée

(1) Harding M et al. Br J Cancer. 1990
(2) Jorgensen et al. Br J Cancer. 1996
(3) Quoix E et al. Lung Cancer. 2000
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Il. Intéréts de dosage (HUB-ULB Erasmel' ﬂ

v Cancers bronchiques a petites cellules

= Suivi thérapeutique:
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Milleron. B. lung cancer.1989.
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v Neuroblastome
= Bonne corrélation entre le taux de la NSE et |le stade de la maladie.

= Une normalisation des concentrations est en corrélation avec une

remission complete et la survie du patient.
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J Evaluation du pronostic chez les patients en coma post

anoxique:

» Elément prédictif de pronostic validé par I’Academie Américaine de

Neurologie
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Il. Intéréts de dosage

Exclude
major Fi o : -
igure. Decision algorithm for use in
confounders g Jecis g fi _
prognostication of comatose survivors

after cardiopulmonary resuscitation.
The numbers in the triangles are per-

No brain stem reflexes es = :
at any time Brain Death centages. The numbers in parentheses
{pupil, comea, oculocephalic, testing are exact 95% Cls. Major confounders

cough)

could include the use or prior use of
sedatives or neuromuscular blocking
Day 1 Yes agents, induced hypothermia therapy,
Statﬂg%cp:ngg;gcus ouF:cagr:m presence Cfforgafz failure (e.g., acute
renal or liver failure) or shock (e.g.,
cardiogenic shock requiring inotropes).
Poor Studies in comatose patients after CPR
outcome have not systematically addressed the
impact of these factors on the reliability

or of clinical neurologic examination and

Day 1-3 : Poor tests. Therefore, these confounding fac-
Serum NSE >33 pg/L* 4 outcome tors potentially could diminish the

Ot prognostic accuracy of this algorithm.

*These test results may not be available
on a timely basis. Serum NSE testing
may not be sufficiently standardized.

Day 3
Absent pupil or corneal
reflexes; extensor or absent
motor response

No

Indeterminate outcome

Yes
Poor

outcome

Wijdicks E.F.M. et al. American Academy of Neurology. 2006.
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= Des 2003: recours systematique a une nouvelle mesure neuroprotectrice

B 'hypothermie therapeutique (HT)

a b
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NSE serum levels (a) and neurological outcome (b) of patients treated with mild HT and non HT group

Steffen et al. Critical Care. 2010



Days 1-2

Days 3-5
Magnetic Resonance Imaging (MRI)

Cardiac arrest ]

Hopital
Erasme
Controlled temperature

2
5
2
=
[
&

Rewarming

Exclude confounders, particularly
residual sedation

¥

Unconscious patient, M=1-2 at= 72 h
after ROSC

v

One or both of the following:
- Mo pupillary and corneal reflexes
= Bilaterally absent N20 SSEP wawve

EEG- NSE
SSEP

Mo [ Yes

2 ¥

. FPoor outcome
Wait at least 24 h wery likely
(FPR < 5 %. narrow
v v # 95 % Cls)

Two or more of the following:
=  Status m onus = 48 h after ROSC
= High NSE levels

- nre & Dursi-suppression or =
epilepticus on EEG
= Diffuse anoxic injury on brain CT/AARI =

Mo [ Yes

¥ +

Indeterminate cutcome Poor cutcome
Obsenve and re-evaluate likely

Use multimodal prognostication whenever possible

(1) At = 24 h after ROSC in patients not treated with targeted temperature
{2) See text for details.

(1)Sandroni.C et al. Resuscitation.2014
(2) Nolan.J et al. Resuscitation Council (UK) Guidelines. 2015.



. Intéréts de dosage RORE

Variabilité des seuils d’'une étude a une autre liée a:
v Méthodes / analyseurs différents

v’ Source extraneuronale de NSE (hémolyse, tumeurs neuroendocrines)

v" Influence des thérapeutiques neuroprotectrices utilisées (avec ou sans HT)

Valeur seuil de NSE (ug/L) Valeur prédictive d’un pronostic défavorable (CPC 4-5)
Normothermie Hypothermie
Zandenbergen et al. 2006 >33 ug/L a H72

(Spécificité: 97 a 100%)

Zingler et al. 2003 > 43 ug/L a H48
(Spécificité: 100 %, sensibilité: 90,9%)

Reisinger et al. 2007 >80 ug/L a H72

Steffen IG et al. 2010 > 26,9 ug/L a H72 > 78,9 ug/L a H72
(Spécificité: 100 %)




Il. Intéréts de dosage

@ Hopital
thus-uig Erasme

neuron specific enolase (ug/L)

] Evaluation de 'atteinte neuronale au cours des accidents vasculaires

cérébraux:

Groups according to Infarct veolume

Mean neuron specific enolase (ug/L)

F—

mRE<3 mRS>1
Hatier and worse neurslegical sutcoms

Zaheer.S et al. Ann Indian Acad Neurol. 2013
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O Traumatisme cranien:

v Des taux élevés de NSE sont corrélés a l'intensité de la réponse

inflammatoire au cours du traumatisme cranien grave.

Pleines et al. J Neurotrauma. 2001.
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» La concentration de la NSE dans le LCR;

v peut orienter le diagnostic dans certaines atteintes cérébrales avec ou

sans dommages cellulaires

v' le dépistage précoce de la maladie de Creutzfeldt-Jakob

Ramont L et al. Clin Chem Lab Med. 2005
Aksamit Jr AJ. Neurology. 2001
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1. METHODES DE DOSAGE



Ill. Méthodes de dosage

®
LtHUB-ULB Erasme I- m

= Méthodes disponibles les plus utilisées: immunologiques de type RIA

(radioimmunoassay), ECLIA (electrochemiluminescence immunoassay) et

ELISA (electrochemical enzyme-linked immunosorbent assay)

Table 2: Discrimination of methods

Method Median Cutofi? Results above Median/cutoff
n=224 pel/l cutoft, % ratio
B.R A H.M.S. 12.1 46.0 0.97
CIS 12.6 54.0 1.05
DiaSorin 12.8 51.8 1.02
DRG 7.6 23.7 0.58
Immunotech 10.9 35.3 0.81
PerkinElmer 11.8 47.3 0.95
Roche 11.6 35.3 0.71

n = Number of samples.

! Cutoff values stated by manufacturers’ protocols.

Petr. S. Tumor Biol. 2007.



I1l. Méthodes de dosage & ]

LHUB-ULB Efasme

v" Corrélation entre Elecsys ® (Roche Diagnostics) et LIAISON® (Diasorin)
(n =40)

Moyenne

NSE (Roche) - NSE (Diasorin) en %
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IV. IMPACT DE L'’HEMOLYSE



®
IV. Impact de I’'hémolyse RORE

> Les anticorps utilisés lors du dosage de la NSE sont spécifiques de la
sous-unite y === ils reconnaissent les deux isoformes ay et yy ==
dosage tres sensible a la présence d’élements cellulaires (plaquettes,
globules rouges...) et a 'hnémolyse.

» L’hemolyse peut se produire in vitro (phase préanalytique) ou in vivo

(induite par I'hypothermie thérapeutique)
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V. METHODE DE CORRECTION



V. Méthode de correction mgsgzw Erasme I' ﬂ

Exactitude des valeurs de NSE

Réduction du taux de rejet des echantillons hemolysés

-

Développement et validation d’'une méthode de correction de la

concentration de NSE sur les sérums hemolysés



®
1. Objectifs de I'étude s toome |1 [

a. Vérifier la linéarité de la relation NSE : f (index d'hémolyse)

b. Comparer deux méthodes de correction :

» « Reference method »: Méthode publiée par une equipe américaine
baseée sur I'équation suivante:
I\ISEcorr = I\ISEmes_ (Hbsérum)* (NSEGR/Hb) + 0,0844 (Hbsérum) +1,1

= « Home made method »

Tolan NV et al. Clin Chim Acta. 2013



a. Vérification de lalinéarité de larelation & Erasm'el- m
NSE : f (IH) LHUB-ULB

v’ 5 échantillons (sur tubes secs avec gel séparateur)
v’ Créer artificiellement 3 niveaux d’hémolyse

v' Mesurer I'lH et la NSE sur chaque échantillon



a. Vérification de lalinéarité de larelation &
NSE : f (IH)

LHUB-ULB

v’ La relation NSE : f( index hémolytique) est bien linéaire

o L) R

v’ Variabilité inter-individuelle du taux de NSE intra-érythrocytaire

B Une formule générale basée sur I'lH initial ne peut pas étre

appliquee
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b. Comparaison des deux méthodes de

correction

® |
(HUs.-Uts Erasme I- m

O Collecte des échantillons (30 patients)

Déterminer la NSE intra-érythrocytaire +
IH dans le lysat de GR

(
Doser la NSE (NSEo: valeur de référence)
et déterminer I'lH (IHo)
\
[

Préparer 2 hémolysats (IH différents)
Hémolysat n°1: utilisé pour la « Home made method »
et la « reference method »

Hémolysat n°2: utilisé pour la « Home made method »

\_

r

Déterminer la NSE + IH de chague hémolysat




b. Comparaison des deux méthodes de & | I. m
. LHUB-ULg Erasme
correction

d Principe de la « Reference method »

Hémolysat n°1 Tube EDTA

_ Deéeterminer la NSE intra-
Déterminer la [NSE] et le taux _ _
_ érythrocytaire par unité
d’hemoglobine _
d’hemoglobine



b. Comparaison des deux méthodes de &) Hopial

correction

thus-uig Erasme

F B

4 Principe de « Home made method »

NSE (ug/ L)

NSE sur tube hémolysé
intentionnellement (2)

NSE sur tube hémolysé
intentionnellement (1)

NSE corrigée

IHO sur le tube initial IH1 IH2

Index
d’hémolyse



b. Comparaison des deux méthodes de & | I. m
. LHUB-ULg Erasme
correction

O Materiel et méthodes de dosage

v Dosage de la NSE: ECL sur le Modular E170 (Roche Diagnostics)
v’ Détermination de l'index hémolytique: Modular P800

v Détermination du taux d’Hémoglobine: par calcul

it _v/n-m;;= 12,337X (Indice) + 31,743
R = 0,997

o w0 [ e o = i a B T R
Indice hémolytigue

Figure 1. Comparaison entre le dosage de hémoglobine libre par
spectrophotométrie (Beckman Coulter®) et lindice hémolytique
mesuré sur le Modular®(n = 42).

Planche.V et al. Ann Biol Clin. 2010



b. Comparaison des deux méthodes de (&) il -
' LHUB-ULB Erasme
correction UE-U

O Interprétation des résultats

v L'interprétation des résultats s’est basée sur les déviations autorisées

par l'institut de santé publique (ISP)

Parametre Concentration Déviation relative autorisée a Déviation absolue

seuil partir d’'une concentration autorisée a partir

meédiane = concentration seuil d’une concentration
médiane <

concentration seuil

NSE 15,8 ug/L 17 % + 2,69 ug/L




((NSE (reference method)- NSE (baseline))

b.

Comparaison des deux méthodes de

correction
J Résultats
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b. Comparaison des deux méthodes de & I. m
. LHUB-ULB Erasme
correction

d Reésultats

» En tenant compte de la déviation autorisée par I'ISP, on a trouve que
la « home made method » a permis de corriger 79% des valeurs de la
NSE dans les échantillons intentionnellement hémolyses # 17% avec

la « reference method »



2. Avantages de « Home made method » E“‘S“‘e" ﬂ

= Meéthode plus simple: un seul tube sec avec gel séparateur est

nécessaire
= Meéthode plus rapide: Réduction du temps de la manipulation
= [ntérét clinique:

v Meilleur résultat, plus proche des valeurs vraies de la NSE )

meilleure prise en charge du patient

v Eviter le repiquage des patients ( pédiatrie ++)



3. Application pratique de la nouvelle ) HépitalF‘ rE
; ! ot Erasme
méthode de correction R

O Toute demande de la NSE doit é&tre accompagnée d’'un tube sec sur
gel séparateur

O Tout réesultat normal de la NSE peut étre validé sans étape
supplémentaire

O Tout resultat pathologique (> 16,3 ug/L) doit étre confronté avec la

valeur de I'lH

A partir de quel IH doit on
declencher une procédure

de correction?




3. Application pratique de la nouvelle ® : I' m
methode de correction (HuB.uLs Erasme

On a comparé les valeurs de la NSE aux differents IH: 0, 5, 10 et 15:

v Pas de différence significative entre IH 0 et IH 5 dans 83,3 % des cas

v Pas de différence significative entre IH 0 et IH 10 dans 20 % des cas

mmmm)  On fixe alors un IH seuil égal a5



3. Application pratique de la nouvelle sopi I' m
méthode de correction rasme

d Algorithme adopté:

.
Demande /Tube
sec avec gel
séparateur

Déterminer I'lH

IH<5 ‘ IH>5
Résultat validé ‘ Deléelilrglger ‘
guelque soit la
valeur de la NSE
‘ NSE < 16,3 ug/L ‘ NSE > 16,3 ug/L

Procédure de
correction

‘ Résultat validé ‘




3. Application pratique de la nouvelle ® sopi I_ m
méthode de correction tFuB-ULe  Erasme

J Méthode de correction

NSE (ug/ L)

NSE sur tube hémolysé
intentionnellement

NSE sur tube initial

NSE corrigée

Index

H1 H2 d’hémolyse



3. Application pratique de la nouvelle ©) EI_ m
Z - [rea— ,-:.‘\..:,-..m.m.‘-, rasme
methode de correction LHUB- ULe

O Premiers résultats:

Sérums non
70.1% hémolysés

m Sérums
.. hémolysés

48.8%
Y ‘ m Correction
non réalisée
Correction
realisée

Figure 6: Distribution des demandes d’analyse de NSE
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VI. CONCLUSION



VI. CONCLUSION MOREE Ol o

v' La NSE est un marqueur des tumeurs d'origine neuroectodermique et

neuroendocrinienne

v’ Sa concentration a 48-72 heures aprés AC est un élément solide de

pronostic, mais les seuils sont variables selon les études

v L'exactitude des concentrations de NSE est cruciale notamment pour

le pronostic et le suivi des patients
v’ Toutefois, une hémolyse méme invisible a I'ceil, influe sur son dosage

v Le développement d’'une méthode de correction des taux de NSE sur
sérum hémolyse est donc d’'une grande importance et permettra une

meilleure prise en charge des patients.



MERCI POUR VOTRE ATTENTION



