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DOSAGE DE L’ACIDE 3-HYDROXYGLUTARIQUE
PAR GC-MS (REFERENCE-2017.03.002)

Avis d’évaluation

1 INFORMATION GENERALE

1.1 Demandeur : CIUSSS de I’Estrie-CHUS
1.2 Date de transmission de I’avis au ministre : 20 avril 2018

1.3 Date de publication de I'avis : 19 juin 2018

Mise en garde

Le présent avis est fondé sur I'information fournie par les personnes
responsables de I'analyse dans les laboratoires concernés ainsi que sur une
recherche documentaire complémentaire selon les données disponibles au
moment de I'évaluation de I'analyse par 'INESSS.

Conflit d’intéréts

Le D" Guy Fink et M™ Suzanne Bédard n’ont pas participé aux délibérations
et se sont retirés au moment de formuler la recommandation.

Lecture externe et accompagnement scientifique

La lecture externe et 'accompagnement scientifique sont des mécanismes
utilisés par 'INESSS pour assurer la qualité de ses travaux. Les lecteurs
externes et les experts accompagnateurs valident les aspects
méthodologiques de I'évaluation, de méme que I'exactitude du contenu, en
fonction de leur domaine d’expertise respectif.

Aux fins de validation du présent avis, I'experte consultée est :

= D" Catherine Brunel-Guitton, génétiqgue médicale, CHU Sainte-
Justine




2 RESUME

Contexte et avantages du test. Cette analyse permet le dosage de 'acide 3-
hydroxyglutarique (3HG) urinaire, le biomarqueur primordial de I'acidurie glutarique
de type 1 (GA-1). Les indications principales sont :

» |a confirmation d’un diagnostic de GA-1 chez les nouveau-nés;

= linvestigation diagnostique des patients présentant des symptémes ou
signes pouvant conduire a une suspicion clinique de GA-1.

Selon le demandeur, les avantages de I'analyse proposée sont :

» meilleure sensibilité, spécificité et exactitude pour le dosage de l'acide
3HG, en comparaison avec sa « quantification » dans le cadre de
l'analyse d’un profil des acides organiques urinaires;

»= dans le contexte du suivi du dépistage néonatal, une méthode
suffisamment sensible et spécifique est nécessaire pour étre en mesure
de réfuter avec confiance un diagnostic de GA-1 chez les nouveau-nés
non atteints;

= clarifier le diagnostic différentiel des aciduries glutariques;

= @viter les envois hors Québec, ce qui devrait optimiser le temps de
réponse et diminuer les colts d’analyse;

= répond a un nouveau besoin clinique causé par l'introduction imminente
du dépistage néonatal sanguin pour la GA-1 au Québec, soit la
confirmation des résultats positifs au dépistage.

Valeur diagnostique. Des études de cas démontrant que I'acide 3HG peut étre
détecté par GC-MS dans un contexte clinique pour le diagnostic de la GA-1 ont été
analysées. Dans ces études, le dosage de 'acide 3HG permet un diagnostic sans
équivoque de tous les patients atteints de la GA-1, peu importe la quantité d’acide
glutarique urinaire excrété. Aussi, le diagnostic différentiel entre la GA-1 et la GA-2
ne pose habituellement pas de probléme puisque cette méthode permet de
distinguer 'acide 3HG de l'acide 2HG.

Valeur analytique. Les coefficients de variation sont inférieurs a 6 % et varient de
6 % a 18 % pour la précision intra-essai et inter-essai respectivement. La limite de
détection et la limite inférieure de quantification sont respectivement d’au moins 3,2
umol/l et 0,34 umol/l. Le coefficient de corrélation R? est supérieur & 0,99 pour la
linéarité. Le recouvrement varie entre 47 % et 97 %.

Impacts budgétaires et positions d’organisations d’intérét. L’analyse
économique a permis de constater que I'ajout de I'analyse au Répertoire pourrait
générer des colts supplémentaires d’environ 3 600 $ pour les trois premiéres
années. L’expertise et la disponibilité de la technologie sont présentes au Québec.



La présente analyse fait partie du protocole de confirmation diagnostique de la GA-1
dont I'implantation est prévue pour juin 2018. Ceci constitue un enjeu d’accessibilité
au test et d’arrimage avec le Programme québécois de dépistage néonatal sanguin
(PQDNS). Un comité d’experts internationaux recommande le dosage quantitatif de
'acide 3HG dans I'évaluation d’'un nouveau-né dont le résultat au dépistage
néonatal est positif ainsi que dans le cas d’'un patient avec une suspicion clinique de
GA-1.

3 ANALYSE ET TECHNIQUE EVALUEE

3.1

3.2

Nom et objectif de I’analyse

Cette analyse permet le dosage de I'acide 3-hydroxyglutarique (3HG) urinaire, le
biomarqueur® primordial de I'acidurie glutarique de type 1 (GA-1). L’analyse inclut
aussi un dosage de I'acide glutarique? et de 'acide 2-hydroxyglutarique® (2HG). Les
indications principales sont :

= la confirmation (ou réfutation) biochimique d’un diagnostic de GA-1 chez
les nouveau-nés référés par le Programme québécois du dépistage
néonatal sanguin (PQDNS);

= linvestigation diagnostique des patients présentant des symptémes ou
signes pouvant conduire a une suspicion clinique de GA-1.

Description de la méthode

Les acides 3HG, 2HG et glutarique sont dosés par une chromatographie en phase
gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC-MS) en utilisant une technique

d’extraction liquide-liquide suivie d’'une dérivation chimique. La méthode repose sur
les principes de dilution & l'isotope stable®.

La chromatographie en phase gazeuse est une méthode qui permet de séparer les
molécules d’'une substance selon ses propriétés physico-chimiques. L’échantillon
est injecté et vaporisé dans une colonne chromatographique. Les différentes
molécules de I'échantillon sont ensuite transportées par un gaz vecteur (phase
mobile) les entrainant a se séparer les unes des autres en fonction de leur affinité
avec la phase stationnaire (liquide ou solide). Ces compaosantes sont ensulite
détectées en sortie de colonne par un spectrométre de masse [Christou et al.,
2014].

! Un diagnostic sans équivoque peut étre fait par la quantification de I'acide 3-hydroxyglutarique
chez tous les patients atteints de GA-1, peu importe la quantité d’acide glutarique urinaire excrété
[Baric et al., 1999].

% L’acide glutarique est un autre marqueur de GA-1, mais normal chez certains patients GA-1.

% L’acide 2HG n’est pas un marqueur de GA-1, mais sa concentration est augmentée dans d'autres
désordres incluant I'acidurie glutarique de type 2 (GA-2).

* L’échantillon est mélangé a des standards internes : I'acide glutarique-d, et I'acide 3-
hydroxyglutarique-ds. Information tirée du protocole opératoire normalisé, CHUS, fourni par le
demandeur.



3.3

3.4

3.5

3.6

La spectrométrie de masse permet de déterminer la masse des molécules
présentes dans I'échantillon a traiter. La mesure de la masse repose sur la déviation
des molécules préalablement ionisées par un champ électrique ou magnétique, pour
lesquelles les trajectoires sont proportionnelles a leur masse et a leur charge. Le
spectrométre de masse est composé : 1) d’une source d’ionisation pour modifier la
charge des molécules et les faire passer en phase gazeuse; 2) d’un analyseur qui
permet de séparer les ions en fonction du rapport masse sur charge (m/z) [Grebe et
Singh, 2011]. Le traitement des résultats d’analyse est effectué avec un logiciel.

Modalité d’administration du test selon le demandeur

La collecte d’'un spécimen urinaire d’au moins 3 ml est effectuée dans un
établissement du réseau. L’échantillon est expédié congelé au laboratoire d’analyse
par le centre demandeur. Le temps de réponse prévu est de 5 a 10 jours ouvrables.
Cependant, dans une situation critique (état clinique aigu et forte suspicion clinique
de GA-1), 'analyse peut étre offerte en priorité (1 ou 2 jours ouvrables).

D’aprés le demandeur, il n'y a pas d'algorithme spécifique pour restreindre I'accés a
ce test. Il est peu probable que ce test spécialisé soit prescrit, excepté par un
spécialiste approprié dans un contexte particulier. Les renseignements cliniques
demandés sont soit les cas issus du dépistage néonatal sanguin, soit les patients
symptomatiques sous investigation diagnostique. Cependant, lorsqu’il s’agit d’une
demande provenant d’'une source inhabituelle, une communication entre un
responsable du laboratoire et I'expéditeur est prévue afin de clarifier le contexte.

Par ailleurs, un algorithme clinique est présentement en élaboration par le Comité
consultatif sur le dépistage néonatal sanguin et urinaire du ministére de la Santé et
des Services sociaux (MSSS). Il inclut la quantification de I'acide 3HG (présente
analyse), le profil des acides organiques et le profil des acylcarnitines.

Société ou concepteur
Analyse « maison ».

Homologation

Cette analyse et les technologies utilisées n’ont fait I'objet d’aucune homologation
aupres de Santé Canada ou de la Food and Drug Administration (FDA).

Valeur pondérée : 118,88



4.1

4.2

CONTEXTE

Patients ciblés
= Les nouveau-nés ayant un résultat positif au dépistage néonatal de la GA-1;

= Les patients ayant des signes ou des symptomes pouvant orienter vers la
GA-1.

Description de la maladie visée

L’acidurie glutarique de type 1 (GA-1) est une maladie métabolique héréditaire rare
(autosomique récessive) causée par un déficit en glutaryl-CoA déshydrogénase
dans le métabolisme de la lysine, de I'hydroxylysine et du tryptophane. Cela méne a
une accumulation d’acide glutarique, d’acide 3-hydroxyglutarique, d’acide
glutaconique et de glutarylcarnitine dans les tissus et les fluides corporels [Boy et
al., 2017; Hoffmann, 2013; Baric et al., 1999]. L'incidence mondiale est estimée a 1
sur 110 000 [Boy et al., 2017]. L'incidence et la prévalence de la maladie au Québec
ne sont pas connues ni documentées. D’apres le demandeur, il y a actuellement
environ 12 patients atteints de GA-1 connus et suivis au Québec. La présentation
clinique typigue inclut des crises aigués d’encéphalopathies (hypotonie, perte des
capacités motrices et convulsions) provoquant des Iésions striatales bilatérales, une
dyskinésie et une dystonie [Boy et al., 2017; Gordon, 2006; Baric et al., 1999].
Parfois, une hémorragie rétinienne ou sous-durale peut étre présente et étre
confondue avec le syndrome du bébé secoué. Les crises encéphalopathiques
aigués surviennent souvent durant les premiers 3 a 36 mois, parfois jusqu’a la 6°
année de vie®. La morbidité et la mortalité sont considérables [Boy et al., 2017; Tsai
et al., 2017; Hoffmann, 2013; Lindner et al., 2006; Baric et al., 1999].

La GA-1 est une maladie grave mais traitable si elle est diagnostiquée tot. Le
pronostic dépend du moment du diagnostic, de la prise en charge et du traitement
de la maladie [Boy et al., 2017; Hoffmann, 2013]. S’ils sont traités tét, plusieurs
enfants atteints de GA-1 peuvent mener une vie en bonne santé avec des
développements intellectuels et moteurs normaux ou presgue normaux [Vernon,
2015; Afroze et Yunus, 2014]. Le traitement quotidien comprend une diete réduite
en lysine et en tryptophane et une supplémentation en L-carnitine et en riboflavine.
Un traitement d’'urgence peut étre donné en cas de crise aigué par 'augmentation
de 'apport énergétique, la suppression des protéines naturelles (pendant 24 h a

48 h) et leur réintroduction graduelle, le doublement de la supplémentation en
L-carnitine IV ou per os, le maintien de I'équilibre des fluides et des électrolytes ainsi
que la surveillance de la glycémie, de l'urée, de la créatinine, du bilan acido-basique
et de la fonction hépatique [Boy et al., 2017; Hoffmann, 2013].

® Ces crises sont souvent précipitées par une maladie fébrile intercurrente (maladie infectieuse),
une vaccination ou une intervention chirurgicale.



4.3

4.4

4.5

Nombre d’analyses prévues et de patients visés

Approximativement 3 tests par année sont prévus pour le RUIS du CIUSSS-CHUS.
Pour le Québec, le nombre d’analyses attendues est de 25 a 30 tests par année.
Cette estimation englobe :

= le nombre de cas référés par le PQDNS. Une simulation initiale prévoit
12 nouveau-nés référés pour un résultat positif au GA-1 annuellement;

= environ 10 tests par année pour une suspicion clinique. Une légére
augmentation est plausible avec la disponibilité de I'analyse au Québec.

Situation actuelle

En présence d’'un patient avec des symptdomes ou des signes compatibles avec une
GA-1, les médecins prescrivent des analyses de profil des acides organiques
(incluant I'acide 3HG, voir annexe A) et des acylcarnitines. Si les résultats sont
négatifs ou a la limite des valeurs de référence, mais qu'il subsiste une suspicion
clinique, I'envoi d’'un échantillon hors du Québec pour un test plus approfondi est
considéré (ex. : dosage de I'acide 3HG)®. Le diagnostic final repose sur une analyse
génétique et pour les cas se soldant en l'identification d’un variant de signification
inconnue ou d’'une seule mutation, une analyse enzymatique est alors réalisée en
complément.

Selon le demandeur, approximativement 10 échantillons par année sont envoyés
pour un test comparable & Denver Genetics Laboratories (Etats-Unis)’ notamment
en raison d’'une suspicion clinique de GA-1.

L’analyse fait partie d’'une ébauche d’un protocole de confirmation diagnostique
discuté au Comité consultatif sur le dépistage néonatal sanguin et urinaire®. Elle
serait réalisée en paralléle avec I'analyse des acides organiques urinaires et du
profil des acylcarnitines sanguins. Une confirmation du diagnostic serait faite par
une analyse génétique du géne de la glutaryl-CoA déshydrogénase (GCDH) et, si
nécessaire, un dosage enzymatique.

Données médico-administratives

Dans le Répertoire québécois et systeme de mesure des procédures de biologie
médicale (ci-aprés nommé Répertoire), il existe deux analyses utilisées pour le
diagnostic de I'acidurie glutarique. L’analyse quantitative des acides organiques
urinaires par CG-MS (50415) est effectuée par le CHUS et le CHU Sainte-Justine
alors que I'analyse du profil des acylcarnitines sériques par LC-MS/MS (50417) est
réalisée par le CHUS et le Centre universitaire de santé McGill. Le tableau 1
présente les données du MSSS relativement au volume d’activités et aux colts des
analyses. Toutefois, ce n’est pas la totalité de ces analyses qui sont réalisées pour
diagnostiquer la GA-1.

® Information fournie par le demandeur, communication électronique du 30 novembre 2017.

" Basé sur des informations fournies au demandeur par le laboratoire de génétique biochimique du
CHU Sainte-Justine.

® Réunion du comité tenue le 16 juin 2017, information fournie par le demandeur.
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Tableau 1 Nombre d’analyses en lien avec le dosage de I’acide 3HG pour les

années 2014-2015 et 2015-2016

PONDEREE | DANALYSES | (©)
organiques urinaires — quantitatif (50415)
2014 - 2015 80 2431 194 480
2015 - 2016 77 2844 218 988
Acylcarnitines sériques — profil (MS/MS) (50417)
2014 - 2015 127 1263 160 401
2015 - 2016 105 1730 181 650

Source : données du ministére de la Santé et des Services sociaux (MSSS).

Au cours de I'année 2014-2015, 9 échantillons ont été envoyés au Children’s
Hospital Colorado (Etats-Unis) pour un dosage de I'acide 3HG. Au cours des

4 derniéres années, des analyses génétiques du géne GCDH ont également été
effectuées. Le tableau 2 présente les données du MSSS relativement au volume
d’activités et aux colts des analyses envoyées hors Québec pour 'investigation

diagnostique de la GA-1.




Tableau 2 Envois hors Québec des analyses relatives a I'investigation
diagnostique de la GA-1 au cours des années 2013-2014,
2014-2015 et 2015-2016

ANNEES COUT UNITAIRE NOMBRE COUT ANNUEL
MOYEN ($) D’ANALYSES %
Dosage de I'acide 3-hydroxyglutarique
2013 - 2014 - 0 -
2014 - 2015 228 — 457 o9* 2510
2015 - 2016 - 0 -
Analyses génétiques du géne GCDH
2013 - 2014 1275 1 1275
2014 - 2015 660 — 4 554 10t 12 828
2015 - 2016 352 -576 13 7 040

Source : données du MSSS.
* Données incluant le dosage urinaire (4 demandes), le dosage sérique (2 demandes), le dosage
sur des spécimens non précisés (2 demandes) et le dosage conjoint des spécimens urinaire et

sérique (1 demande).

1 Données incluant des analyses de séquencage GCDH (7 demandes), de délétion et de
duplication dans le géne GCDH (3 demandes).




4.6 Breve description des avantages allégués de I’analyse proposée
Selon le demandeur, les avantages de I'analyse proposée sont les suivants :

» La présente analyse fournit une meilleure sensibilité, spécificité et
exactitude pour le dosage de 'acide 3HG, en comparaison avec sa
« quantification » dans le cadre de 'analyse d’un profil des acides
organiques urinaires. Bien que celui-ci soit adéquat pour identifier les
patients ayant une forme de GA-1 biochimiquement classique (fortes
augmentations des acides glutarique et 3HG), il pourrait manquer des cas
« d’excréteurs faibles »°. La sévérité clinique (le risque des dommages
neurologiques) est similaire entre les « excréteurs faibles » et les
« excréteurs élevés ». De plus, 'analyse du profil des acides organiques
utilise deux standards internes « génériques », qui ne reflétent pas
parfaitement le profil de chacun des 60 acides évalués, diminuant ainsi la
sensibilité pour chacun des analytes. Or, 'analyse proposée inclut un
standard interne spécifique pour I'acide 3HG ainsi que des paramétres
d’extraction et d’instrumentation optimisés pour cette molécule, ce qui
permet de surmonter ces difficultés.

» Répond a un nouveau besoin clinique causé par l'introduction imminente
du dépistage néonatal sanguin pour la GA-1 au Québec (début prévu en
juin 2018). Chaque cas positif dépisté pour GA-1, basé sur une
augmentation de glutarylcarnitine (C5DC) dans un sang séché, devra étre
confirmé ou réfuté, dans un délai raisonnable. Cette nouvelle analyse ferait
partie de l'algorithme de confirmation.

= Dans le contexte du dépistage néonatal, une méthode suffisamment
sensible et spécifique est nécessaire pour étre en mesure de réfuter avec
confiance un diagnostic de GA-1 chez les nouveau-nés non atteints. La
présente analyse répond a ce besoin.

= Ce test pourrait aussi étre utile pour clarifier le diagnostic différentiel des
aciduries glutariques (GA-1, GA-2 ou GA-3) par rapport aux autres causes
secondaires (génétiques ou acquises) d’augmentation d’acide glutarique
urinaire.

= Lintroduction de ce test au Répertoire permet d’éviter les envois hors
Québec, ce qui devrait optimiser le temps de réponse et diminuer les colts
d’'analyse.

° En référence aux patients qui excrétent de faibles concentrations d’acide glutarique urinaire
(< 100 mmol/mol créatinine) [Baric et al., 1999].



4.7 Assurance qualité

5.1

L'utilisation de contrdles internes « maison » est prévue. Ceux-ci sont préparés a
partir d’échantillons urinaires de patients sains fortifiés a partir de solutions
commerciales ayant des concentrations connues d’acides 3HG, 2HG et d’acide
glutarique.

La reproductibilité et la précision du test sont évaluées pour chaque série d’analyses
en comparant les valeurs obtenues pour ces contréles avec leurs valeurs cibles et
les écarts acceptables prédéterminés.

Le demandeur participe au programme de contréle de la qualité externe ERNDIM™
« Quantitative Organic Acids in Urine ». Ce programme inclut la quantification des
acides 3HG, 2HG et glutarique. A cet effet, le laboratoire du centre demandeur
recoit 8 échantillons par année et est en mesure de les analyser avec la présente
méthode.

DONNEES PUBLIEES

La recherche documentaire s’est étendue entre les années 1999 et 2018
inclusivement afin de repérer les publications traitant de la valeur diagnostique et de
la validité analytique du test.

Valeur diagnostique

Deux études de cas et une étude de validation de méthode ont été retenues
[Lisyova et al., 2016; Yang et al., 2011; Baric et al., 1999]. Elles démontrent que
I'acide 3HG peut étre détecté par GC-MS dans un contexte clinique pour le
diagnostic de la GA-1.

Détection de I'acide 3HG par GC-MS comme test diagnostique

Yang et ses collaborateurs [2011] ont décrit des cas cliniques de 5 patients atteints
de GA-1, dont 2 ont été diagnostiqués par dépistage néonatal et 3 par analyse de
patients a haut risque. Le test de dépistage s’est fait en se fiant au résultat du
glutarylcarnitine (C5DC) sérique par MS/MS. Le diagnostic de GA-1 était basé sur
'analyse de I'acide glutarique et 'acide 3HG urinaires détectés par GC-MS ainsi que
par l'imagerie par résonance magnétique du cerveau (IRM). Le tableau 3 présente
un sommaire des résultats cliniques des cas a I'étude.

Détection de I'acide 3HG provenant d’échantillons de cas cliniques, dont un
« excréteur faible »

Lisyova et ses collaborateurs [2016] présentent deux cas cliniques de patients
diagnostiqués de la GA-1, en Slovaquie. Chez le premier patient, une
macrocéphalie était présente a la naissance et a nécessité un suivi en neurologie
dés 'age de 2 mois pour une suspicion de trouble de démyélinisation. A partir de la

' ERNDIM : European Research Network for Evaluation and Improvement of Screening, Diagnosis
and Treatment of Inherited Disorders of Metabolism.
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troisieme année de vie, une investigation a été entreprise a la suite des états de
conscience altérés intermittents et de crises dystoniques durant une gastroentérite
aigué a rotavirus. Une analyse des acides organiques urinaires, réalisée par
GC-MS, a permis de détecter une quantité augmentée de I'acide glutarique et de
'acide 3HG. Des lors, une thérapie diététique et une supplémentation ont été
entreprises. Une analyse génétique a confirmé le diagnostic de la GA-1.

Le second patient a été identifié grace au dépistage néonatal de la GA-1 a la suite
d’un résultat positif a la glutarylcarnitine (C5DC). Une analyse, effectuée par
GC-MS, a présenté des quantités augmentées d’'acide glutarique et d’acide 3HG
urinaires et ainsi a confirmeé le diagnostic de GA-1. Un traitement précoce a été
prodigué au patient asymptomatique avant que le diagnostic ne soit confirmeé par
une analyse génétique.

Les phénotypes biochimigues des deux patients étaient caractérisés par une
excrétion anormale d’acide glutarique, mais avec une ampleur d’excrétion différente.
Chez le premier patient, les niveaux d’acide glutarique étaient souvent extrémement
élevés, méme durant les périodes de compensation et n’ont jamais été dans
l'intervalle des valeurs physiologiques. La maladie s’est donc manifestée a la
maniére typique d’un « excréteur élevé ». A l'opposé, chez le deuxiéme patient,
I'excrétion de 'acide glutarique était [égérement augmentée au moment du
diagnostic. Apres la supplémentation, la quantité de ce métabolite était dans les
valeurs normales. Les auteurs de I'étude considérent que ce patient pouvait étre
catégorisé comme étant un « excréteur faible ». Or, ce type d’excréteur peut étre
détecté par le dosage de I'acide 3HG qui est considéré comme étant le biomarqueur
diagnostique le plus fiable, puisqu’il est présent en quantité augmentée méme
lorsque les niveaux de C5DC ou d’acide glutarique sont normaux. Le tableau 3
présente un sommaire des résultats cliniques des cas a I'étude.

11



Tableau 3 Sommaire des résultats cliniques des patients diagnostiqués de la GA-1

AUTRES TESTS
) ) CARNITIL\IE C5DCH ACIDE 3HG ACIDE (IMAGERIE DU
PARAMETRES | DEPISTAGE LIBRE " Umol GLUTARIQUE CERVEAU, TRAITEMENT ISSUES CLINIQUES
(umol/l) (umolfl) | (mmolfmoler) | ool ey ANALYSE
GENETIQUE)
LISYOVA ET AL., 2016
VALEURS DE 2222522 | 0a03 <3 <5
REFERENCE
PATIENT 1 Sélectif 3,3 Augmentation | 818 a5 300 Lésions (IRM) Diéte ou Développements
supplémentation physique et cognitif
Apres Apres Mutation dans I'exon nmoértrgsgl)iime bien
traitement : traitement : 11 du géne GCDH compensé sans
34,2482 176 4 298 (homozygote) dystonie ni de
mouvements
athétosiques,
pleinement mobile,
bégaiement en
situation stressante
PATIENT 2 Néonatal 6,9 2,12 19,4 203 Normal (USG) Diete et Bonne condition
supplémentation (asymptomatique)
Mutations dans les
exons 11 et 12 du
géne GCDH
(hétérozygote)
YANG ET AL., 2011
VALEURS DE . N
REFERENCE 0,03a0,14 0 Oa4
PATIENT 1 A haut 0,42 21,98 1934 Anomalies (imagerie | Observance faible | Développements
risque du cerveau) physique et cognitif
normaux a 28 mois
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AUTRES TESTS

CIDE
. ) CARNITINE | c5pes ACIDE 3HG A (IMAGERIE DU
PARAMETRES | DEPISTAGE LIBRE " Umol GLUTARIQUE CERVEAU, TRAITEMENT ISSUES CLINIQUES
(umoll) (umol/) (mmol/mol cr) (mmol/mol cr) ANALYSE
GENETIQUE)
PATIENT 2 A haut 1,15 13,12 4329 Anomalies (imagerie | Traitement intensif | Développement
risque du cerveau) (condition physique normal a
d'urgence) 32 mois
PATIENT 3 A haut 0,78 26,31 2461 Anomalies (imagerie | Traitement intensif | Retard de
risque du cerveau) faible en protéine développement
cognitif & 30 mois
PATIENT 4 Néonatal 0,34 et 1,53 11,01 154 Anomalies (imagerie | Traitement précoce | Retard de
du cerveau) refusé par les développement
parents; traitement | cognitif & 8 mois
entrepris apres une
dyskinésie
PATIENT 5 Néonatal 0,86 et 2,7 | Augmentation | Augmentation |Imagerie du cerveau | Traitement Bon développement a
refusée par les standard 3 mois

parents

Abréviations : C5DC : glutarylcarnitine; IRM : imagerie par résonance magnétique; mg/g cr : milligramme par gramme de créatinine; mmol/mol cr : millimole par
mole de créatinine; USG : ultrasonographie; pmol/l : micromole par litre
* Concentration sérique
T Concentration urinaire
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Détection de I’acide 3HG comme analyse différentielle

Baric et ses collaborateurs [1999] ont réalisé une étude de validation de méthode
permettant de distinguer les patients atteints de la GA-1 (profil « excréteur faible » et
profil « excréteur élevé ») des sujets sains. La quantification de I'acide 3HG a été
mise au point par une analyse de GC-MS avec une dilution a l'isotope stable. Chez
tous les patients, le diagnostic de la GA-1 a été confirmé par une analyse
enzymatique. Le tableau 4 présente les analyses effectuées sur les différents
échantillons urinaires prélevés. Chez les patients atteints de GA-1 qui ont le profil

« excréteur élevé », la quantité élevée d’acide glutarique était facilement détectable.
A I'opposé, il y avait un chevauchement entre les valeurs des concentrations d’acide
glutarique des patients au profil « excréteur faible » et celles des sujets sains. Le
dosage de I'acide 3HG a permis de différencier clairement ces deux groupes.

Par ailleurs, la fiabilité de la méthode a été illustrée par la réfutation du diagnostic de
la GA-1 dans cing cas. Chez trois patients (non atteints de la GA-1), 'activité
enzymatique était normale malgré des observations clinigues suggérant une
déficience de la GCDH. Les concentrations d’acide 3HG étaient dans les valeurs
normales et des analyses moléculaires, réalisées subséquemment, ont écarté le
diagnostic de cette maladie. Chez deux autres patients, les concentrations d’acide
3HG étaient dans les valeurs normales malgré la présence de métabolites a des
niveaux pathologiques (dont I'acide glutarique pour 'un des cas). lls ont été
diagnostiqués atteints de 'acidurie glutarique de type 2 (GA-2), grace a la présence
d’une quantité élevée d’acide 2-hydroxyglutarique (2HG) détecté par la méthode
étudiée.



Tableau 4

Analyses effectuées sur les différents échantillons a I’étude

CONCENTRATION
NOMBRE URINAIRE ANALYSE DE
ECHANTILLONS DE (mmol/mol cr)
. CONFIRMATION
SPECIMENS
ACIDE 3HG ACIDE
GLUTARIQUE

GA1 « Excréteurs 13 37— 480 526 — 31950 Analyse .

élevés » enzymatique

GA—l « Excréteurs 12 13- 175 29 280 Analyse.

faibles » enzymatique

Sujets sains 45 26-117 4,1-32 -
Analyse
enzymatique :
normale

Non GA-1 3 7,5;2,7,6,9 | 129;7,9; 8,8
Analyse
génétique :
aucune mutation
Observation :

GA-2 2 2,3;3 18,2; 12630 | quantité élevée
d’acide 2HG

Abréviations : GA-1 : acidurie glutarique de type 1; GA-2 : acidurie glutarique de type 2; mmol/mol cr :
millimole par mole de créatinine

En bref, le dosage de I'acide 3HG permet un diagnostic sans équivoque de tous les
patients atteints de la GA-1, peu importe la quantité d’acide glutarique urinaire
excrété. Aussi, le diagnostic différentiel entre la GA-1 et la GA-2 ne pose
habituellement pas de probléme puisque cette méthode permet de distinguer I'acide

3HG de l'acide 2HG.
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Valeur pronostique

Aucune étude n’a été retenue puisque I'analyse proposée par le centre demandeur
n’a pas pour objectif de prévoir I'évolution de la maladie ou d’anticiper un
changement futur de I'état de santé.

Valeur thérapeutique

Aucune étude n’a été retenue puisque I'analyse proposée par le centre demandeur
n’a pas pour objectif de permettre le choix ou la modification d’un traitement.

Validité analytique

Quatre études portant sur la validité analytique de la méthode GC-MS a doser
I'acide 3-hydroxyglutarique urinaire ont été retenues [Naccarato et al., 2014;
Shigematsu et al., 2005; Schor et al., 2002; Baric et al., 1999]. Les caractéristiques
de ces études sont présentées au tableau 5.



Tableau 5 Caractéristiques des études retenues portant sur le dosage urinaire de I'acide 3-
hydroxyglutarique par GC-MS

SPECTROMETRIE DE MASSE
. . TYPE DE
ETUDE METHODE COLONNE SPECTROMETRE DE METHODE DE IONISATION ET
MASSE PREPARATION DETECTION
. GC-MS Colonne Détecteur de masse Dilution a l'isotope stable El en mode SIM
Baric et al., 1999 o o
capillaire sélectif
Naccarato et al., GC-QgQ-MS | Colonne Spectometre de masse Microextraction en phase El en mode SRM
2014 capillaire triple quadripble solide
GC-MS Colonne Spectometre de masse Dilution a l'isotope stable ECNCI en mode
Schor et al., 2002 capillaire Extraction en phase solide |SIM
Dérivatisation
Shigematsu et al., GC-MS Colonne Spectometre de masse en | Dilution a I'isotope stable El positive en
2005 capillaire une étape mode SIM

Abréviations : 3HG : 3-hydroxyglutarique; ECNCI : electron capture negative chemical ionization; El : electron ionization ou electron-impact
ionization; GC-MS/MS : chromatographie gazeuse couplée a une spectrométrie de masse; GC-QgQ-MS : chromatographie gazeuse couplée
a une spectrométrie de masse triple quadripéle; SIM : selected ion monitoring; SRM : selected reaction monitoring
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Les criteres de performance de la méthode GC-MS sont présentés aux tableaux 6

et 7. Les coefficients de variation sont inférieurs a 6 % pour la précision intra-essai

et varient entre 6 % a 18 % pour la précision inter-essai. La limite de détection et la
limite inférieure de quantification ont été présentées sous différentes unités par les

études retenues. Elles sont respectivement d’au moins 3,2 pmol/l et 0,34 umol/l. Le
coefficient de corrélation R* est supérieur & 0,99 pour la linéarité. Le recouvrement

varie entre 47 % et 97 %.

Tableau 6 Répétabilité et reproductibilité du dosage de I'acide 3HG par la GC-MS

PRECISION
CONCENTRATION
ETUDE D’ACIDE 3HG INTRA-ESSAI INTER-ESSAI
(umolll) N N
CV (%) CV (%)

Naccarato et al., 2014% 33,8 5 18*

202,5 5 7

540,1 5 12
Schor et al., 2002 2,6 5 4 8 61
Shigematsu et al., 2005 2let22 6 5.6 6 71

mmol/mol cr

Abréviations : CV : coefficient de variation; GC-MS : chromatographie gazeuse couplée a une
spectrométrie de masse; mmol/mol cr : millimole par mole de créatinine; N : nombre d’échantillons;
pmol/l : micromole par litre

* Essai étalé sur 2 jours

1 Essai étalé sur 6 jours

T Les unités ont été converties (en pmol/l) pour uniformiser les données du tableau, dans la mesure
du possible.



Tableau 7 Sensibilité et spécificité du dosage de I'acide 3HG par la GC-MS

LINEARITE
RECOUVREMENT
ETUDE CONCENTRATION LOD LLOQ
CORRELATION R
(umoll)
] Faible : 0 — 10 nmol
Baric et al., 1999 . 0,999* 20 mmol/mol cr 0,2 nmol 86
Elevée : 0 — 500 nmol

Naccarato et al., 2014% 6,8 —-675,2 0,9961 3,2 umol/l 5,7 umol/l 69 — 97
Schor et al., 2002 0,04 mmol/mol cr

Shigematsu et al., 2005% 0,34 -270 0,999 0,34 pmol/l 47 - 51

Abréviations : CV : coefficient de variation; GC-MS : chromatographie gazeuse couplée a une spectrométrie de masse; LLOQ : limite
inférieure de la quantification; LOD : limite de la détection; mmol/mol cr : millimole par mole de créatinine; nmol : nanomole; pmol/l :

micromole par litre

*Le type de coefficient de corrélation n’est pas précisé (R ou RZ).
T Pour des concentrations entre 0,68 et 2,7 umol/l.
I Les unités ont été converties (en umol/l) pour uniformiser les données du tableau, dans la mesure du possible.
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5.5 Données fournies par le demandeur
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Les données de la validation de méthode du demandeur sont présentées au
tableau 8. Elles incluent le dosage des acides 3HG, 2HG et glutarique.

Tableau 8 Données de validation technique du dosage des acides 3HG,
2HG et glutarique dans I'urine par GC-MS

ACIDE
ANALYSE ACIDE 3HG ACIDE 2HG GLUTARIQUE

LINEARITE R*=0,999 R*=0,999 R*=0,999
(plage, umol/l) (1,0 — 100) (2,5 - 400) (2,5 - 400)
LIMITE DE QUANTIFICATION 0,30 0,55 0,40
(umol/)
RECOUVREMENT (%)
Basse concentration 2uM: 90,1 5uM: 99,8 5 uM :83,6
Haute concentration 100 pM : 95,3 | 200 uM : 103,6 | 200 pM :82,0
PRECISION INTRA-ESSAI (CV %)
Basse concentration (n = 5) 3,0 9,3 0,8
Haute concentration (n = 5) 1,0 3,1 1,0
PRECISION INTER-ESSAI (CV %)
Basse concentration (n = 5) 8,6 9,8 8,0
Haute concentration (n = 5) 4,5 14,0 6,7
Contréle de qualité interne (n = 9) 11,1 8,5 4.8
STABILITE (%) (48 h & 23 °C) -5,9 -2,4 5,0

Abréviations : acide 2HG : acide 2-hydroxyglutarique; acide 3HG : acide 3-hydroxyglutarique; CV :
coefficient de variation; GC-MS : chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de

masse; UM : micromolaire (1 uM = 1 pmol/l)

Les valeurs de références ont été établies par I'analyse de 186 échantillons
provenant d’individus sains sans suspicion clinique de GA-1. Ces données sont

présentées au tableau 9.

Tableau 9 Valeurs de références établies pour le dosage des acides 3HG, 2HG et
glutarique dans I'urine par GC-MS
NOMBRE VALEURS DE REFERENCE (mmol/mol cr)
STRATE D’AGE ~DE ACIDE ACIDE ACIDE
SPECIMENS 3HG 2HG GLUTARIQUE
Enfant 0 — 2 mois 101 7 54 13
Enfant 3 mois — 2 ans 85 7 30 15

Abréviations : mmol/mol cr : millimole par mole de créatinine
Source : Informations fournies par le demandeur, le 13 février 2018.




Pendant le développement et la validation de la méthode, le demandeur a utilisé des
contréles commerciaux ayant des concentrations connues d’acides 3HG, 2HG et
glutarique. Des échantillons urinaires congelés de cas confirmeés (GA-1 « excréteur
faible », GA-1 « excréteur €levé », GA-2 et GA-3) ont également été utilisés comme
contrdles positifs aux fins de la validation clinique. Le tableau 10 présente les
résultats pour cinq patients diagnostiqués de la GA-1 (dont 3 « excréteurs élevés »
et 2 « excréteurs faibles ») ainsi qu’un cas de GA-2 et un cas de GA-3. Les profils
sont comme attendus :

la quantité d’acide 3HG est augmentée dans tous les cas de GA-1,

la quantité d’acide glutarique est augmentée chez les « excréteurs élevés »
mais pas chez les « excréteurs faibles »;

la quantité d’acide 3HG n’est pas augmentée dans les échantillons des cas
de GA-2 ou de GA-3.

Tableau 10 Concentration urinaire des acides 3HG, 2HG et glutarique des

cas cliniques confirmés lors de la validation clinique

CONCENTRATION URINAIRE* (mmol/mol cr)
DIAGNOSTIC CONNU ACIDE 3HG | ACIDE 2HG ACIDE
GLUTARIQUE
Cas1l | GA-1 «excréteur élevé » 127 10 1827
Cas 2 | GA-1 « excréteur élevé » 862 65 3908
Cas 3 | GA-1 « excréteur élevé » 93 11 163
Cas4 | GA-1 « excréteur faible » 86 24 14
Cas5 | GA-1 « excréteur faible » 13 11 1
Cas 6 GA-2 6 43 11
Cas7 | GA-3 3 11 93

Abréviations : mmol/mol cr : millimole par mole de créatinine
* Les concentrations qui sont au-dessus des valeurs de références sont indiquées en caractére gras.
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D’apres les observations du demandeur, la présente méthode a démontré une
meilleure exactitude que la méthode générale pour I'analyse du profil des acides
organiques, surtout aux concentrations d’acide 3HG qui sont relativement basses
(valeurs typiques des individus non atteints).

Le contrdle commercial utilisé'* contient une concentration connue (& un niveau
physiologique « normal ») d’acide 3HG. Selon la monographie du produit, sa valeur
cible est de 4 umol/l, avec un intervalle de confiance a 95 %, soit entre 2 umol/l et
6 pmol/l.

En analysant ce contr6le commercial dans chaque série effectuée a 'aide de la
présente méthode (n = 20 échantillons), la valeur moyenne obtenue était de 4,5
pmol/l avec un CV inter-essai de 14 %. Tous les résultats se trouvaient entre 2,8
umol/l et 5,5 umol/l. A l'opposé, en utilisant le méme controle avec la méthode
habituelle, soit 'analyse du profil des acides organiques, cette valeur d’acide 3HG
n'est pas détectable.

De plus, dans I'analyse routiniére des échantillons de patients pour les acides
organiques, I'acide 3HG n’est pas détectable dans la grande majorité des cas. Par
contre, en établissant les valeurs de référence pour la méthode proposée, le niveau
d’acide 3HG est détectable (au moins de 1 mmol/mol cr.) dans tous les échantillons
contrdles (n = 186).

1 SKML - organic acids, 2016-007, information fournie par le demandeur.
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IMPACTS BUDGETAIRES

L’analyse d'impact budgétaire considére les codts liés a I'ajout au Répertoire de
'analyse permettant le dosage de 'acide 3-hydroxyglutarique par GC-MS. Les colts
sont projetés sur un horizon temporel de trois ans selon la perspective du MSSS.
L’analyse repose sur des données épidémiologiques ainsi que sur des hypothéses
appuyées par des études cliniques et 'opinion d’experts. L’évaluation des colts est
présentée au tableau 11. Les principales hypothéses émises pour les fins de
'analyse sont les suivantes :

L’analyse proposée ciblerait les nouveau-nés ayant un résultat positif au
dépistage néonatal de la GA-1 ainsi que les patients ayant des symptémes
ou des signes cliniques pouvant orienter vers cette pathologie.

L’analyse proposée a fait 'objet de 9 envois hors Québec au cours de
lannée 2014-2015 au colt de 228 $ par test. Le rapatriement de ces envois
hors Québec est prévu dés la premiére année suivant I'ajout de I'analyse au
Répertoire.

En 2017, le demandeur estimait que 12 nouveau-nés auraient un résultat
positif au dépistage de la GA-1 effectué par l'intermédiaire PQDNS.

Ainsi, en considérant les patients ayant des symptémes ou des signes
cliniques pouvant orienter vers la GA-1 et advenant une Iégére augmentation
du nombre d’analyses en raison de sa disponibilité au Québec, il est anticipé
gue 25, 27 et 30 analyses seraient réalisées au cours des trois prochaines
années, respectivement.

La valeur pondérée proposée par le demandeur est de 118,88.

Bien que cette analyse puisse permettre une prise en charge précoce et
adaptée des patients atteints de la GA-1, les co(ts liés a celle-ci sont
considérés comme négligeables étant donné la faible incidence de cette
pathologie.
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Tableau 11  Codlts liés a I'introduction au Répertoire de I’analyse permettant
le dosage de I'acide 3-hydroxyglutarique par GC-MS
AN 1 AN 2 AN 3 TOTAL
Scénario de base : sans I'ajout du dosage de I’acide 3HG par GC-MS au Répertoire
Analyses hors Québec 9 9 9 27
Colts 2052% 2052 % 2052 % 6156 $

Nouveau scénario : avec I’ajout du dosage

de I’acide 3HG par GC-MS au Répertoire

Analyses de l'acide 3HG 25 27 30 82
Codts 2972 % 3210% 3566 $ 9748 $
Impact net 920 $ 1158 $ 1514 $ 3592%
Pour 3 ans, codts les plus faibles 798 $
Analyses de sensibilité
Pour 3 ans, codts les plus élevés 6328 3%

Ainsi, 'ajout de I'analyse permettant le dosage de I'acide 3HG par GC-MS pourrait
générer des colts supplémentaires d’environ 3 600 $ pour le total des trois

premiéres années.




ENJEUX ORGANISATIONNELS, ETHIQUES,
SOCIAUX ET JURIDIQUES

La présente analyse fait partie du protocole de confirmation diagnostique de la GA-1
élaboré par le Comité consultatif sur le dépistage néonatal sanguin et urinaire.
L’implantation de ce protocole est prévue pour juin 2018. Ceci constitue donc un
enjeu d’accessibilité au test et d’'arrimage avec le PQDNS.

Toutefois, I'expertise et la disponibilité de la technologie sont présentes puisque les
analyses reliées au diagnostic de GA-1 (acides organiques et acylcarnitines) sont
actuellement effectuées par le CHUS et deux autres établissements. De plus, le
CHUS est mandaté par le MSSS comme laboratoire de confirmation des maladies
dépistées par MS/MS au PQDNS, incluant la GA-1.

POSITIONS OU ORIENTATIONS D’ORGANISATIONS
D’INTERET CONCERNANT L’ANALYSE EVALUEE

La GA-1 est une maladie incluse ou recommandée dans des programmes de
dépistage néonatal dans divers pays™ a travers le monde, dont les Etats-Unis
[GARD, 2017; INESSS, 2013; Pfeil et al., 2013]. Au Canada, le dépistage néonatal
de la GA-1 est effectué notamment dans les provinces de I'Alberta, du Manitoba et
de I'Ontario [NSO, 2018; AHS, 2013; Cadham Provincial Laboratory, 2011]. Au
Québec, deux rapports de 'INESSS™ ont évalué la pertinence du dépistage
néonatal de la GA-1 et ont recommandé son introduction dans le PQDNS [INESSS,
2013; AETMIS, 2009].

Un comité d’experts™ internationaux a élaboré des lignes directrices, relativement
au diagnostic et a la prise en charge des patients atteints de GA-1 [Boy et al., 2017].
Il recommande qu’un résultat positif au dépistage néonatal et des symptdomes
cliniques, biochimiques ou neuroradiologiques évocateurs d’'un GA-1 soient
confirmés par une investigation diagnostique qui inclut une analyse quantitative des
acides 3HG et glutarique ainsi qu’une analyse génétique (géne GCDH) ou
enzymatique. L’algorithme diagnostique de la GA-1 proposée par ce comité est
présenté a 'annexe B.

Par ailleurs, le dosage de I'acide 3HG urinaire pour le suivi d’'un patient traité n’est
pas recommandé, puisque les concentrations urinaires de 3HG et d’acide glutarique
ne démontrent pas de corrélation directe avec les parametres cliniques [Boy et al.,
2017].

12 par exemple : I'Autriche, la Région de Flandre (Belgique), la République tchéque, le Danemark,
I'Allemagne, la Hongrie, I'lslande, les Pays-Bas, le Portugal et 'Espagne.

13 'INESSS a été créé en 2011 et a succédé a I’Agence d’évaluation des technologies et des modes
d’intervention en santé (AETMIS) et au Conseil du médicament.

% Comité composé de 15 experts spécialisés en médecine métabolique, en neuropédiatrie, en biochimie
clinique, en nutrition, en neuroradiologie et en psychologie provenant de I'Allemagne, du Royaume-Uni,
du Canada, des Etats-Unis et de I'Autriche. Ces recommandations mettent & jour les précédentes
publications [Kdlker et al., 2011; Kélker et al., 2007].
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9 RECOMMANDATION DE L’'INESSS
Dosage de I’acide 3-hydroxyglutarique par GC-MS

La recommandation de 'INESSS
X Introduction de I'analyse dans le Répertoire

[] Refus d'introduction de I'analyse dans le Répertoire
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ANNEXE A

Comparaison entre les protocoles d’analyse de I’acide 3-
hydroxyglutarique

Analyse

Acides organiques (profil)

Acide 3-hydroxyglutarique
(quantitatif)

Répertoire

50415

Demande d’ajout (présente analyse)

Dépistage néonatal

Test de confirmation du dépistage

Utilisation néonatal ou investigation
diagnostique
Echantillon typiquement urinaire; Echantillon urinaire
dans certains contextes cliniques,
Spécimen échantillon sérique, liquide
céphalorachidien, liquide
amniotique
Technique GC-MS GC-MS
Extraction Extraction liquide-liquide suivie Extraction liquide-liquide suivie d’une

d’une dérivation chimique

dérivation chimique

Quantité requise

1 ml d'urine

1 ml d’'urine; 3 ml est demandé
(duplicata et dosage de la créatinine
urinaire)

Standards internes

DMPA (homoveratic acid);

Oxocaproigue (2-ketohexanoic
acid)

Acide 3-hydroxyglutarique d5
(standard interne);

Acide 3-hydroxyglutarique (standard
de calibration)

Valeurs de référence
(B3HG urinaire)*

Enfant 0-5 mois : 10 umol/mol cr
Enfant 5-24 mois : 7 umol/mol cr
Enfant 2-12 ans : 4 umol/mol cr
Adulte : 5 pmol/mol cr

Enfant 0-2 mois : 7 mmol/mol cr
Enfant 3mois-2 ans : 7 mmol/mol cr

Abréviations : mmol/mol cr :
* Valeur au 95° percentile pour 'acide 3-hydroxyglutarique (urinaire).

millimole par mole de créatinine; pmol/mol cr : micromole par mole de créatinine

Source : Protocoles d’analyse fournis par le CHUS, le 8 et 30 novembre 2017 et informations transmises par

courriel le 13 février 2018.
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ANNEXE B

Algorithme diagnostique

Newborn screening

MS/MS
C5DC > cut-off? Ho
Cut-of1tr /
Targeted diagnostic
Yes work-up
Suggestive clinical and/or No No diagnostic
neuroradiological signs ? work-up recommended
\
Quantitative analysis of |
3-OH-GA and GA v
(urine, blood) £
v
< 3-OH-GA \
(and GA) elevated? / i
No
lYes
Start treatment
GCDH gene

mutation analysis

Two disease-causing No GCDH enzyme analysis
mutations? (leukocytes or fibroblasts)

Yes
y
Low or deficient Ho Stop treatment
GCDH activity? P

L

Yes
Y ¥
> GAl GAI N
established excluded GA I not suggestive

Source : Boy et al., 2017.
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DOSAGE DU COMPLEMENT SC5B-9
(REFERENCE-2017.01.012R)

Avis de réévaluation

1

INFORMATION GENERALE

Demandeur : CHU Sainte-Justine

1.2 Date de transmission de I’avis au ministre : 20 avril 2018

1.3 Date de publication de I'avis : 19 juin 2018

Mise en garde

Le présent avis est fondé sur I'information fournie par les personnes
responsables de I'analyse dans les laboratoires concernés ainsi que sur une
recherche documentaire complémentaire selon les données disponibles au
moment de I'évaluation de I'analyse par I'INESSS.

Conflit d’intéréts

Tous les membres du comité ont participé aux délibérations et aucun ne s’est
retiré au moment de formuler la recommandation.

Lecture externe et accompagnement scientifique

La lecture externe et 'accompagnement scientifique sont des mécanismes
utilisés par 'INESSS pour assurer la qualité de ses travaux. Les lecteurs
externes et les experts accompagnateurs valident les aspects
méthodologiques de I'évaluation, de méme que l'exactitude du contenu, en
fonction de leur domaine d’expertise respectif.

Aux fins de validation du présent avis, les experts consultés sont :

= D' Paul Isenring, interniste et néphrologue, CHU_de Québec -
Université Laval;

* D' Guillaume Bollée, néphrologue, Centre hospitalier de I'Université
de Montréal.

Le D" Guillaume Bollée a déclaré une collaboration de recherche avec
le centre demandeur sur un projet qui vise a étudier I'activation du
complément chez les patients avec glomérulonéphrite. Il a aussi
déclaré avoir participé a des activités de consultation par la compagnie
Alexion Pharmaceuticals.

Avis de réévaluation

Le présent document est une réévaluation de l'avis transmis au ministre le

3 aolt 2017. L’avis initial suggérait un refus d’introduction en raison du
manque de données publiées. De plus, les organisations d’intérét consultées
lors de I'évaluation ne recommandaient pas l'utilisation de cette analyse.
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RESUME

La microangiopathie thrombotique (MAT) est une maladie qui se caractérise par une
anémie hémolytique, une thrombopénie périphérique et une insuffisance d’organe
(dont souvent une insuffisance rénale). Le syndrome hémolytique urémique
atypique (SHUa) est une forme de MAT dont l'incidence est estimée a environ 2 par
million en Amérique du Nord. Certaines MAT, incluant le SHUa, et la
glomérulopathie & C3 (GC3) ont été associées a un déreglement de la voie alterne
d’activation du complément. Le dosage du sC5b-9 proposé pourrait servir a préciser
le diagnostic de MAT complément-dépendant.

Les études suggérent que le niveau de sC5b-9 est augmenté chez les patients en
phase aigué d’'un SHUa et se normalise en période de rémission. Une élévation de
la concentration du sC5b-9 est également observée chez des patients souffrant
d’'une MAT associée a la greffe de cellules souches hématopoiétiques ou a
I'hypertension séveére et chez des patients présentant une glomérulonéphrite a C3.
Deux études repérées dans la littérature ont montré que les patients avec un SHUa
secondaire a une autre condition et un titre élevé en sC5b-9 au diagnostic
présentaient un risque augmenté de mortalité.

Des données ont montré que la concentration en sC5b-9 était significativement
réduite chez des patients atteints d’'un SHUa ou d’'une GC3 suivant un traitement a
I'éculizumab. Cependant, un niveau élevé de sC5b-9 était observé chez certains
patients avec un SHUa et avec une GC3 malgré un traitement a I'éculizumab. Une
étude a montré que, chez les patients ayant développé une MAT suivant une greffe
de cellules souches hématopoiétiques, plus le niveau en sC5b-9 au début du
traitement a I'éculizumab était élevé, plus le temps de normalisation du sC5b-9 et le
temps de réponse clinigue étaient longs.

Le demandeur propose d'utiliser la trousse ELISA MicroVue™® Complement SC5b-9
Plus EIA de la compagnie Quidel. Le demandeur a fourni des coefficients de
variation intra-essai de 4 % et inter-essai de 6 % et de 3 % (pour les contrdles a
basse concentration et a concentration élevée) comme données de validation.

L’ajout de I'analyse permettant le dosage du complément sC5b-9 par ELISA pourrait
générer des colts d’environ 46 350 $ pour le total des trois premiéres années.

Selon le groupe du Kidney Disease Improving Global Outcomes [Goodship et al.,
2017], la clinique Mayo [Go et al., 2016] et le groupe SHU International [Loirat et al.,
2016], il nexiste pas suffisamment de données permettant d’appuyer la fiabilité du
dosage du sC5b-9 comme marqueur du SHUa et de la GC3. Les experts ne
recommandent pas le dosage du sC5b-9 comme outil pour le suivi des patients
traités a I'éculizumab. Parmi les objectifs thérapeutiques recommandés par le
groupe KDIGO pour le suivi du traitement a 'éculizumab, on retrouve une activité du
complément sérique CH50 réduite (< 10 % de la valeur normale), une activité
hémolytique de la voie alterne du complément AH50 réduite (< 10 % de la valeur
normale) et le dosage d’éculizumab (concentration de 50 a 100 pg/ml).



3.1

3.2

ANALYSE ET TECHNIQUE EVALUEE

Nom et objectif de I’analyse

Le dosage du complexe terminal du complément soluble C5b-9 par ELISA (de
'anglais enzyme-linked immunosorbent assay) a pour but d’en déterminer la
concentration dans un échantillon de plasma.

Dans le cadre de I'évaluation initiale, le demandeur avait souligné que I'analyse
s’inscrivait dans une série de tests visant a identifier la cause d’un déficit acquis de
régulation de 'activation du complément a I'origine d’'un syndrome hémolytique et
urémique atypique (SHUa). Selon le demandeur un résultat positif au test ELISA
devait permettre de préciser le diagnostic du SHUa complément-dépendant et de
justifier un traitement a I'éculizumab.

Dans sa demande de réévaluation, le demandeur précise que le dosage du
complément sC5b-9 est un outil important dans I'élaboration d’'un diagnostic large
de microangiopathies thrombotiques (MAT) complément-dépendantes.

Le dosage du complément sC5b-9 sert & mettre en évidence une activation
excessive du complément pour certaines MAT négatives pour la Shigatoxine avec
une activité ADAMTS-13 normale (de I'anglais, ADAM metallopeptidase with
thrombospondin type 1 motif 13) ce qui élimine un diagnostic de purpura
thrombotique thrombocytopénique™. Il est utilisé en combinaison avec d’autres tests
pour déterminer la possibilité d’'un SHUa devant une maladie rénale d’étiologie
obscure (ex. avec une évidence de MAT en histologie sans consommation
hématologique évidente)'®, néanmoins suggestive de cette maladie (ex. : LDH
élevés, C3 anormal, etc.)™ *°. L’ensemble du tableau biologique sert alors de guide
pour déterminer I'utilité d’une biopsie rénale (un test plus invasif)'®. Le dosage du
sC5b-9 sert également a identifier les patients avec une glomérulonéphrite a C3
considérés pour un traitement a I'éculizumab parce qu’ils présentent des signes
d’inflammation importante en biopsie et un niveau élevé de sC5b-9 circulant a
I'évaluation initiale™.

Description de la méthode

La mesure de la concentration en sC5b-9 présent dans I'échantillon sanguin du
patient sera réalisée par une méthode semi-automatique a 'aide de la trousse
MicroVue™® Complement SC5b-9 Plus EIA de la compagnie Quidel [2017]. Il s’agit
d’'un ELISA de type sandwich par lequel le sC5b-9 présent dans I'échantillon est lié
par un anticorps monoclonal, dirigé contre I'anneau C9 du sC5b-9, préalablement
fixé aux puits d’'une microplaque. Un second anticorps couplé a la peroxydase
spécifique aux antigénes du sC5b-9 est ajouté et se lie & son tour au complexe. Ces
interactions sont mises en évidence par I'ajout d'un substrat de la peroxydase, le

'% Information transmise par Dre Anne Laure Lapeyraque, spécialiste en néphrologie, CHU Sainte-
Justine (6 février 2018).

'® |nformation transmise par Dr Paul Isenring, spécialiste en médecine interne et néphrologie, CHU
de Québec - Université Laval (6 février 2018).
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tétraméthylbenzidine (TMB), qui cause une réaction colorimétrique. Suite a 'ajout
d’une solution d’arrét, 'absorbance est mesurée par spectrophotométrie a une
longueur d’'onde de 450 nm. Cette mesure est proportionnelle a la quantité du
sC5b-9 présent dans I'échantillon et peut étre déterminée a partir d’'une courbe
d’étalonnage établie & partir des standards fournis avec la trousse.

3.3 Modalité d’administration du test selon le demandeur
Les prélévements sanguins sur citrate de sodium'’ effectués dans un établissement
du réseau ou hors Québec seront acheminés puis analysés au laboratoire
d’hémostase du CHU Sainte-Justine.
Selon le demandeur, le niveau de sC5b-9 peut étre mesuré au moment du
diagnostic ou d'une récidive de MAT.
Un délai de deux semaines est prévu par le demandeur pour cette analyse.

3.4 Société ou concepteur
Trousse commerciale ELISA MicroVue™® Complement sC5b-9 Plus EIA de la
compagnie Quidel.

3.5 Homologation
Cette analyse et les technologies utilisées n’ont fait I'objet d’aucune homologation
auprés de Santé Canada ou de la FDA. La trousse a recu la conformité européenne
(CE).

3.6 Valeur pondérée : 111,00

4 CONTEXTE

4.1 Patients ciblés

Les patients ciblés par I'analyse sont ceux qui présentent des manifestations
cliniques de MAT et une activité ADAMTS-13 supérieure a 10 %. Les MAT
regroupent des maladies d’étiologies variées mais présentant des manifestations
cliniques similaires qui sont une anémie hémolytique et une thrombocytopénie [Go
et al., 2016].

" Selon le demandeur, I'anticoagulant a utiliser est le citrate de sodium 3,2 % (0,109 M)
standardisé afin d’obtenir un ratio citrate de sodium : sang total de 1 : 9. Source : Procédure
opératoire normalisée PON-COAG-0083v2 (en vigueur le ler mai 2017).
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4.2 Description de la maladie visée

4.2.1 Le syndrome hémolytique et urémique (SHU)

Le syndrome hémolytique et urémique atypique (SHUa) est un type de MAT
caractérisé par une anémie hémolytique, une thrombocytopénie et une insuffisance
rénale [Caprioli et al., 2006]. On distingue le SHUa de la forme typique de SHU chez
les enfants, une forme qui est causée par une infection avec certaines souches
d’Escherichia coli produisant la Shigatoxine (STEC-HUS, de I'anglais Shiga-toxin
Escherichia coli associated hemolytic uremic syndrome) [Sellier-Leclerc et al., 2007].
Il s’agit d’'une maladie rare, constituant 10 % des SHU [Soudabeh et al., 2014] et
dont l'incidence annuelle est estimée a environ 2 par million en Amérique du Nord
[Constantinescu et al., 2004]. Le SHUa peut survenir a tous les ages, de la période
néonatale a I'age adulte. Chez les enfants, 70 % ont un premier épisode de la
maladie avant 'age de deux ans [Sellier-Leclerc et al., 2007].

Le SHUa dit primaire (ou idiopathique) est associé a un déreglement de la voie
alterne d’activation du complément (figure 1) menant a un état procoagulant avec
formation de microthrombi dans la vascularisation rénale. Dans environ la moitié des
cas, ce sont des mutations des genes régulateurs du complément notamment le
facteur H, le facteur | et MCP (de I'anglais, membrane cofactor protein) qui ménent
au développement du SHUa [Soudabeh et al., 2014]. Par ailleurs, chez plusieurs
patients présentant une prédisposition génétique, une condition initiatrice est requise
afin que le SHUa se manifeste (SHUa secondaire), dont la greffe d’un tissu
allogénique, une grossesse, le développement de certaines infections, conditions
auto-immunes ou métaboliques, la prise de certains médicaments, etc. [Kavanagh
et al., 2013; Caprioli et al., 2006]. Chez la majorité des patients, une insuffisance
rénale terminale se développe dans les deux ans suivant la présentation [Goodship
et al., 2017].
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Figure 1 Voie alterne d’activation du complément

La convertase C3 clive le C3 en fragments C3a et C3b, ce dernier jouant un rble
d’amplification. Ce processus est régulé par le facteur H (qui inhibe la convertase
C3) et par le facteur | (qui convertit le C3b en sa forme inactive et ralentit la
cascade). Lorsqu’elle n’est pas inhibée, la convertase C3 permet la formation de la
convertase C5 en liant davantage de C3b. La convertase C5 clive le C5 en Cb5a et
C5b. La liaison du C5b aux protéines C6 a C9 forme le complexe d’attaque
membranaire (MAC ou C5b-C9) qui induit la lyse cellulaire.

Source : figure adaptée de De Lorenzo et ses collaborateurs [2014].

Abréviations : FH : facteur H; MAC : complexe d’attaque membranaire (de I'anglais, membrane
attack complex); MCP : cofacteur membranaire (de I'anglais, membrane cofactor protein)

Un défaut de régulation impliquant le complément a été rapporté pour le SHUa de
méme que pour le STEC-HUS. Une augmentation de la concentration du facteur Bb
et du facteur soluble C5b-9 a été observée chez les patients atteints de STEC-HUS
[Ferraris et al., 2015; Thurman et al., 2009]. De plus, des mutations dans des génes
associés au complément ou la présence d’autoanticorps du facteur H sont signalées
chez 60 % a 70 % des patients souffrant d'un SHUa [Loirat et al., 2016].



4.2.2 Laglomérulopathie & dépots de C3 (GC3)

Cette pathologie rénale, résultant d’'une activation incontrolée de la cascade du
complément, méne au dépét de la protéine C3 dans les glomérules rénaux. Ce
déreglement causé par des anomalies génétiques ou acquises, implique la

C3 convertase de la voie alterne d’activation du complément. On distingue deux
sous-types de GC3 : la maladie des dépodts denses (MDD) et la glomérulonéphrite a
dépbts isolés de C3 (GNC3) qui sont identifiés selon leurs caractéristiques
specifiques au moyen d’'une biopsie rénale. Il s’agit d’'une maladie rare dont
l'incidence annuelle est estimée a 1 par million [Goodship et al., 2017].
Contrairement a la présentation aigué du SHUa, chez la majorité des patients
atteints de GNC3, la maladie est de nature chronique avec une activation constante
de la voie alterne du complément résultant en une survie rénale a 10 ans d’environ
50 % [Servais et al., 2012].

4.3 Nombre prévu d’analyses et de patients visés

Le demandeur prévoit traiter des demandes hors Québec et estime a 100 le nombre
de tests effectués par année, et ce, pour les 3 prochaines années.

4.4 Bréve description de la situation actuelle

Jusqu’au moment de lavis initial de I'analyse du dosage du sC5b-9, le centre
demandeur offrait 'analyse a des fins de recherche. Au cours de 'année 2015, le
demandeur a effectué 183 analyses dont environ 20 % des demandes provenaient
de l'extérieur du Québec'®.

Selon les experts consultés, le dosage du complément sC5b-9 interviendrait dans la
prise de décision diagnostique et thérapeutique™®.

Le demandeur a fourni I'algorithme diagnostique de MAT du Cincinnati Children’s
Hospital (annexe A).

'8 Information transmise par M. Arnaud Bonnefoy, spécialiste clinique en biologie médicale, CHU
Sainte-Justine (16 juin 2017).

19 Information transmise par D" Paul Isenring, spécialiste en médecine interne et néphrologie, CHU
de Québec - Université Laval (6 février 2018).

% Information transmise par D Anne Laure Lapeyraque, spécialiste en néphrologie, CHU Sainte-
Justine (6 février 2018).
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4.5 Données médico-administratives

La titration du sC5b-9 n’est pas inscrite dans le Répertoire. Entre 2013 et 2016,
21 analyses ont été envoyées hors Québec, dont :

2 au National Jewish Health;
5 au University of lowa Molecular Laboratory;
5 au Universitéats Klinikum Heidelberg;
3 a l'lnstitute for Immunology.

6 au Cincinnati Children’s Hospital Medical Center;

Tableau 1 Envois hors Québec des analyses du complément pour les
années 2013-2014, 2014-2015 et 2015-2016

2013-2014 2014-2015 2015-2016
ANALYSE cooT cooT co0T
MOIBRE | ey (%) NOWIBIRE | qeane (%) NOWIEIRE | rgrpnl $)
Titration du sSC5b-9 4 492 4 894 13 2199
Anti-facteur H 28 4932 32 1931 19 1931
Analyse moléculaire
du complément 6 19 400 10 29 384 8 30508

Source : données du Ministére de la Santé et des Services sociaux (MSSS).

Tableau 2 Volumétrie des analyses en lien avec le complément pour les
années 2014-2015 et 2015-2016

2014-2015 2015-2016
ANALYSE NOMBRE | COUTTOTAL |\ o\ipor | COUT TOTAL

(%) (%)
Facteur H (antigene) 35 2240 34 2142
Composants du complément 364 30491 929 65 030
Complément sérique total (CH50) 1735 57 988 990 39 900
Complément C3 (antigéne) 40 832 191 895 41 126 193 292
Complément C4 (antigene) 40 776 193 454 41 796 196 441
Complément facteur B (antigéne) 2 216 6 636
Activation du complément (ELISA) 5943 95 088 6 596 104 876

Source : données du Ministére de la Santé et des Services sociaux (MSSS).
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4.6

4.7

5.1

Bréve description des avantages allégués de I’analyse proposée
Selon le demandeur, le dosage du sC5b-9 pourrait servir a :

= confirmer la présence d’'une MAT complément-dépendante quand la
Shigatoxine est négative, 'activité TADAMTS-13 > 10 % et quand le tableau
cliniqgue n’est pas typique;

= orienter les étapes diagnostiques subséquentes;

= préciser le diagnostic d'une MAT complément-dépendante qui pourrait
bénéficier d’'un traitement a I'éculizumab;

= confirmer la disparition de la MAT complément-dépendante.

Assurance qualité

Le laboratoire demandeur prévoit I'envoi de deux échantillons (un échantillon
pathologique et un échantillon normal) une a deux fois par année au Centre national
de référence en microangiopathie thrombotique (CNR-MAT) pour comparer les
résultats.

DONNEES PUBLIEES

Valeur diagnostique

Lors de la premiére évaluation de I'analyse du dosage du complément sC5b-9, sept
études rapportant des mesures de titres du complément soluble C5b-9 en relation
avec des MAT avaient été repérées dans la littérature [Farkas et al., 2017; Song et
al., 2017; Bu et al., 2015; Volokhina et al., 2015; Cataland et al., 2014; Jodele et al.,
2014; Noris et al., 2014].

Dans le cadre de cette réévaluation, quatre nouvelles études portant sur des
maladies associées a une activation anormale du complément ont été retenues
[Puissant-Lubrano et al., 2017; Qi et al., 2017; Timmermans et al., 2016; Zhang et
al., 2014]. Les critéres d’inclusions des différentes études sont présentés a
lannexe B.

5.1.1 Dosage du sC5b-9 dans le SHUa

Volokhina et ses collaborateurs [2015] ont analysé I'état d’activation de la voie
alterne du complément chez les patients en phase aigué d’'un SHUa*" (n = 6) et en
rémission pour plus d’'un an (n = 11). La phase aigué était définie par la présence
d’'une anémie hémolytique, une thrombopénie et une insuffisance rénale terminale.
Un titre élevé du sC5b-9 a été constaté chez tous les patients en phase aigué
(7,79 UAZ?/ml + 4,6 UA/ml) comparativement au groupe témoin® (p < 0,0001).
Aucune différence n’a été observée entre le titre chez les patients en rémission et
celui du groupe témoin. Les auteurs ont conclu qu’une activation du complément

! patients agés de 7 mois & 12 ans.
2 Unités arbitraires.
# Sujets sains adultes.
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peut étre démontrée dans le sang des patients en phase aigué, mais que les
niveaux des marqueurs d’activation du complément se normalisent en période de
rémission.

Song et ses collaborateurs [2017] ont évalué les paramétres cliniques et les
composants du complément circulant chez une cohorte pédiatrique de 33 patients
atteints du SHUa avec des anticorps anti-facteur H. Le niveau du sC5b-9
plasmatique était significativement plus élevé chez les patients que chez les témoins
(876,55 ng/ml [EIQ : 550,24 a 1 326,52] contre & 267,16 ng/ml [EIQ : 139,50 &
448,06]; p < 0,001). Le niveau du sC5b-9 était significativement réduit en période de
rémission comparativement au niveau en phase aigué (135,75 ng/ml + 71,16 ng/mi
et 1 023,53 ng/ml + 522,12 ng/ml; p = 0,001). En période de rémission, les auteurs
ont observé un retour a la normale des niveaux plasmatiques de C3a, C5a et
sC5b-9. lls ont suggéré que les protéines du complément C3a, C5a et le sC5b-9
pourraient servir de marqueurs pronostics d’activité d’'un SHUa et d’efficacité de
traitement.

Cataland et ses collaborateurs [2014] ont analysé des biomarqueurs de I'activation
terminale du complément dans le but d’identifier un marqueur diagnostique de
SHUa qui permettrait de prédire une réponse a une inhibition du complément t6t
dans le traitement. lls ont également observé une augmentation du niveau du
sC5b-9 chez tous les patients atteints d’'un SHUa. lls ont ensuite comparé le titre
des 19 patients atteints d’'un SHUa a celui d’une cohorte de 38 patients®* ayant recu
un diagnostic de PTT et ils ont noté qu'il était significativement plus élevé chez les
patients souffrant du SHUa (tableau 3). Toutefois, d au chevauchement des titres,
les auteurs ont été incapables d’établir un seuil de sC5b-9 permettant de différencier
les patients atteints d’'un SHUa de ceux atteints de PTT. Les auteurs de cette étude
n’ont pas comparé la concentration en sC5b-9 chez les patients en phase active et
en rémission.

Tableau 3 Titre du sC5b-9 chez des patients atteints de SHUa et PTT en phase aigué

DIAGNOSTIC (n) TITRE (ng/ml)
SHUa (19) 1098 (422 a 4 840)
PTT (38) 585 (210 a 1 924)
Valeur p <0,0001

Source : adapté de Cataland et ses collaborateurs [2014].

Abréviations : PTT : purpura thrombotique thrombocytopénique; SHUa : syndrome hémolytique et
urémique.

" Valeurs normales de 33,9 ng/ml & 238,2 ng/m.

Noris et ses collaborateurs [2014] ont analysé 44 patients ayant recu un diagnostic
de SHUa afin d’évaluer différentes méthodes d’analyses de I'activation du
complément et d’identifier un biomarqueur pour le dosage de I'éculizumab.

Le dosage du sC5b-9 a montré que 53 % (10/19) des patients en phase aigué

 Provenant d’une autre étude [Wu et al., 2013].
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avaient un titre supérieur a la normale. De plus, le niveau de sC5b-9 demeurait
élevé chez 64 % (23/36) des patients en rémission. Les auteurs ont également
observé un niveau inchangé du sC5b-9 chez huit patients suivant un traitement a
I'éculizumab. A la suite de ces observations, les auteurs ont conclu que le titre du
sC5b-9 ne constitue pas un bon marqueur de I'activation du complément pour le
SHUa.

5.1.2 Valeur clinique du dosage du sC5b-9 dans le SHUa

L’objectif de Bu et ses collaborateurs [2015] était de mesurer le niveau du sC5b-9
dans une cohorte de patients en phase active (n = 55) et inactive (n = 29) de SHUa
afin d’expliquer les résultats divergents des études de Volokhina [2015], de Cataland
[2014] et de Noris [2014]. Les critéres d’inclusion de I'étude de Bu et ses
collaborateurs [2015] étaient la présence d’'une anémie hémolytique, une
numeération plaquettaire inférieure & 150 000/ul et une activité ADAMTS-13
supérieure a 10 % (annexe B). Les auteurs ont observé un niveau élevé du sC5b-9
chez 24 de 55 cas actifs et 3 de 29 cas inactifs (p = 0,003). Le titre moyen de
sC5b-9 était de 289 ng/ml + 120 ng/ml chez les patients en phase active de la
maladie comparativement a 191 ng/ml + 122 ng/ml en phase inactive (p < 0,001).
Selon ces auteurs, un niveau augmenté de sC5b-9 est indicatif d’'un SHUa actif,
mais le résultat du dosage (valeur prédictive positive de 89 % et négative de 46 %)
devrait étre intégré au contexte clinique et a I'historique du patient.

Les auteurs ont souligné que les critéres d’inclusion ou d’exclusion des études
(numération plaquettaire, créatinine sérique et activitt ADAMTS-13, annexe B), la
méthode de prélevement et de traitement des échantillons (préparation du plasma,
temps d’entreposage, cycles de gel/dégel) et la méthode de dosage du sC5b-9
étaient probablement a 'origine de cette disparité entre les résultats. Selon ces
auteurs, la valeur du sC5b-9 comme biomarqueur du SHUa actif demeure non
résolue pour les cliniciens.

5.1.3 Dosage du sC5b-9 dans les microangiopathies thrombotiques
secondaires

Valeur clinigue du sC5b-9 dans les MAT secondaires aux greffes de cellules
souches allogéniques

Jodele et ses collaborateurs [2014] ont analysé une cohorte prospective de patients
ayant recu une greffe allogénique de cellules souches hématopoiétiques (GCSH)
afin d’évaluer, entre autres, l'incidence de MAT dans ce groupe. lls ont constaté
qu’un plus grand nombre de patients démontrant une MAT avaient un titre élevé du
sC5b-9 au diagnostic comparativement aux 20 greffés sans MAT analysés 30 jours
apres la greffe qui correspondait au temps médian pour le diagnostic de MAT

(32 jours [EIQ : 17 & 43)). Par alilleurs, le titre du sC5b-9 chez les patients GCSH
avec MAT était plus élevé (tableau 4).
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Tableau 4 Niveau de sC5b-9 chez les patients ayant recu une GCSH

SC5b-9 AVEC MAT SANS MAT VALpEUR
Proportion des
patients avec un titre 26/39 (67 %) 4/20 (20 %) <0,01

élevé (n)

Titre médian (ng/ml) 332,9 (EIQ : 274,45 4 445,05) 201,4 (EIQ :171,7 2 273,9) 0,03

Source : adapté de Jodele et ses collaborateurs [2014].
Abréviations : EIQ : écart interquartile; MAT : microangiopathie thrombotique
*Valeur normale entre 72 ng/ml et 244 ng/ml

Dans une étude de cohorte prospective, non présentée dans l'avis initial, Qi et ses
collaborateurs [2017] ont comparé le niveau de marqueurs d’activation du
complément chez 20 patients ayant développé une MAT suite a une GCSH a celui
de 54 patients avec d’autres complications liées et la greffe (20 patients avec une
réaction du greffon contre 'héte de grade 3 ou 4, 20 patients avec une infection
sévere et 14 patients avec une maladie veino-occlusive) et 20 patients sans
complication.

Les échantillons de plasma ont été prélevés avant le conditionnement et a l'initiation
des complications. Les échantillons ont été collectés 100 jours suivant la greffe chez
les patients n’ayant pas développé de complication. Lorsque comparé au niveau
mesuré avant le conditionnement (ou le niveau chez les patients sans complication),
le niveau plasmatique de C3b, du sC5b-9 et le dosage du complément hémolytique
CH50 était augmenté chez les patients avec une MAT-GSCH (tableau 5). Aucune
augmentation significative de la concentration du sC5b-9 n’a été observée chez les
patients ayant développé une complication autre que la MAT.

Tableau 5 Marqueurs d’activation du complément chez les patients ayant
recu une greffe allogénique de cellules souches avec ou sans MAT

Marqueur d a]ctlvatlon du Avant MAT Aprés MAT
complément

sC5b-9 (ng/ml) 673+ 150 1058 + 276
C3b (ng/ml) 166 + 98 455 + 224
CH50 (U/l) 61,8 + 23,0 128,4 + 37,3

Source : adapté de Qi et ses collaborateurs [2017].

*p < 0,001

Tp<0,01
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Selon Qi et ses collaborateurs [2017], ces résultats suggerent notamment que le
niveau de sC5b-9 plasmatique pourrait servir de marqueur de MAT associée a la
transplantation suivant une greffe allogénique de cellules souches. De plus, un
traitement contre le complément pourrait étre bénéfique chez les patients avec une
MAT-GCSH.




Dosage du sC5b-9 dans les microangiopathies thrombotiques secondaires
d’étiologies variées

Farkas et ses collaborateurs [2017] se sont intéressés, entre autres, a 'activation du
complexe terminal du complément et au pronostic des patients atteints d’'une MAT
secondaire a une autre condition médicale (cancer, maladie auto-immune, sepsie,
greffe d’'organe solide, opération a coeur ouvert). Suite a une analyse du
complément, ils ont observé un titre plus élevé du sC5b-9 chez 76 % des patients
atteints de MAT secondaires par rapport aux sujets sains (p = 0,0004). Cependant,
58 % des patients souffrant d’'une maladie similaire au premier groupe® mais ne
présentant pas la complication microangiopathique présentaient aussi des niveaux
élevés de sC5b-9.

Ainsi, le niveau de sC5b-9 n’a pas permis de distinguer les patients souffrant d’'une
MAT secondaire & une maladie des patients du groupe contrdle pour ces maladies
(p =0,37).

Dosage du sC5b-9 dans la microangiopathie thrombotique associée a
’hypertension sévére

Le réle du complément chez une cohorte prospective de neuf patients présentant
une MAT attribuée a une hypertension sévére a été évalué par Timmermans et ses
collaborateurs [2016]. Les caractéristiques cliniques et les données
démographiques des patients inclus dans I'étude sont présentées en annexe
(annexe C).

Un échantillon de plasma et de sérum de chacun des patients a été prélevé au
moment de la biopsie rénale de confirmation de la MAT. Les essais fonctionnels
hémolytiques du complément & partir du sérum des patients démontrent une activité
normale de la voie classique (CH50 supérieure a 75 %) et de la voie alterne (AP50
supérieure a 40 %). Cependant, la concentration du sC5b-9 était élevée chez
chacun des patients.

Parmi les neuf patients, huit ont progressé vers une insuffisance rénale malgré un
traitement agressif de I'hypertension et une normalisation de la pression artérielle.
Un traitement a I'éculizumab a été initié chez un patient qui était sous dialyse suite a
I'identification d’'une mutation au niveau du géne du facteur | du complément. Une
résolution des fonctions rénales (taux de filtration glomérulaire de 38 ml/min) a été
observée dans les 12 mois de traitement chez ce patient.

Timmermans et ses collaborateurs [2016] ont conclu que les patients présentant
une MAT associée a I'hypertension sévére s’inscrivent dans le cadre des MAT
médiées par le complément, tel quindiqué par un niveau élevé de sC5b-9 dans le
plasma et le dépdt de C3c et de sC5b-9 au niveau de la surface des cellules
endothéliales sur biopsies rénales.

% Des patients avec un cancer, une maladie auto-immune, une sepsie, une greffe d’organe
solide ou ayant subi une opération a cceur ouvert.
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5.1.4 Activation de la voie alterne du complément dans la glomérulopathie a
C3 (GC3)

L’étude de cohorte rétrospective de Zhang et ses collaborateurs [2014] visait a
valider 'implication d’un déréglement du complément dans la glomérulopathie a
dépbts de C3 et a déterminer si certaines anomalies de la voie d’activation du
complément pourraient servir a définir la maladie.

Trente-quatre patients ont participé a cette étude. Dans cette cohorte, 17 patients
ont recu un diagnostic de glomérulonéphrite & C3 (GNC3) et 17 de la maladie a
dépbts denses (MDD). Le groupe contrble était formé de 100 individus sains. Un
total de 19 biomarqueurs, incluant des marqueurs de la voie terminale du
complément, ont été analysés. Parmi les anomalies de la voie terminale observées,
on note une augmentation significative du sC5b-9 des patients avec une GNC3
comparativement a celui des contréles (0,63 mg/l contre 0,14 mg/l; p < 0,001)

(tableau 6).

Tableau 6 Niveau des composants de la voie terminale du complément dans

la GNC3 et la MDD

oo T> Y CONTROLES GNC3 MDD (EIQ)
C5 91 mg/l (76 — 102) 65 mg/l (54 — 79) 70 mg/l (59 — 77)"
C5a 8,8 mg/l (4,3-9,9) 12,9 ug/l (7,9 — 16,9)" 9,6 ugll (6,0 — 14,2)
c7 83 mg/l (73 — 93) 69 mg/l (55 — 78)*! 79 mg/l (65 -103)
sC5-9 0,14 mg/l (0,05 — 0,19) 0,63 mg/l (0,19 —0,92) " 0,18 mg/l (0,13 — 0,18)

Source : adapté de Zhang et ses collaborateurs [2014].

Abréviations : EIQ : écart interquartile; GNC3 : glomérulonéphrite & C3; MDD : maladie a dépbts denses
*p < 0,001 avec le groupe controle

Tp < 0,05 avec le groupe contréle

1p <0,01 avec le groupe contrble

"p < 0,05 entre le groupe GNC3 et le groupe MDD

5.2
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Selon Zhang et ses collaborateurs [2014], 'évaluation des composants de la voie du
complément dans la GC3 aurait une valeur clinique puisque : 1) il n'y a pas de
traitement spécifique efficace pour la GC3, 2) I'utilisation de I'éculizumab pourrait
représenter un traitement utile dans le cas ou le niveau de sC5b-9 est élevé, et 3) il
existe plusieurs inhibiteurs du complément en développement qui pourraient
éventuellement étre bénéfiques pour le traitement de la GC3.

Valeur pronostique

Lors de I'évaluation initiale de I'analyse, deux études associant un mauvais
pronostic & une MAT secondaire avec un titre €levé du sC5b-9 avaient été repérées
dans la littérature [Farkas et al., 2017; Jodele et al., 2014]. Aucune autre étude n’a
été ajoutée a cette section.



5.2.1 Laconcentration du sC5b-9 comme facteur associé a un risque accru
de mortalité chez les patients ayant recu un diagnostic de MAT
secondaire

L’objectif de I'étude de Jodele et ses collaborateurs [2014] était d’identifier les
facteurs associés a un risque plus élevé de mortalité chez les patients ayant recu un
diagnostic de MAT suite & une GCSH. Des 90 patients ayant recu une greffe
allogénique, 39 répondaient aux critéres cliniques de MAT (annexe B). De ceux-ci,
18 (46,2 %) sont décédés dans I'année suivant la greffe comparativement a 5 de 51
(9,8 %) patients avec une GCSH sans MAT (p < 0,01). Les patients avec une MAT
et GCSH présentaient un risque accru de décés a un an suivant la greffe

(43,6 % + 8 % contre 7,8 % + 3,8 %; p < 0,0001).

Des 39 patients avec une MAT, 28 avaient une concentration élevée en sC5b-9.
Dans ce groupe, 17 décées sont survenus comparativement a un seul dans le groupe
avec un titre normal en sC5b-9 (60,7 % contre 9 %; p = 0,004). Les patients avec
une MAT qui sont décédés avaient un titre médian de 498,2 ng/ml (EIQ : 304,8 a
713,2) comparativement a 289 ng/ml (EIQ : 143,8 a 360,4; p <0,001) chez les
survivants avec une MAT a 1 an.

Afin d’identifier les facteurs associés a la mortalité a un an suivant la greffe, les
auteurs ont comparé des parametres cliniques mesurés dans une période de trois
jours précédant ou suivant le diagnostic de la MAT entre les patients décédés et
vivants a un an. Les patients qui avaient une protéinurie supérieure ou égale a

30 mg/dl ou un niveau élevé de sC5b-9 (supérieur a 244 ng/ml) au diagnostic de la
MAT avaient un taux de survie a 1 an suivant la greffe réduit (26,7 % et 39,3 %)
comparativement aux patients qui avaient des valeurs normales pour ces

2 paramétres (70,8 % et 91 %; p < 0,001). Les patients avec une protéinurie ou un
niveau élevé de sC5b-9 au diagnostic de la MAT avaient un rapport des risques
instantanés (RRI) de déceés significativement augmenté (4,06 [IC95 % : 1,56 a
10,55]; p=0,02 0u 9,5[IC95 % : 1,2 a 71,8]; p = 0,0074, respectivement)
comparativement aux patients normaux pour chacun de ces paramétres. Les
patients avec une protéinurie et une concentration élevée de sC5b-9 au diagnostic
avaient une survie réduite a 1 an (16,7 % + 10,8 %) alors que les patients sans
protéinurie et sans un niveau élevé de sC5b-9 avaient une survie de 100 %

(p < 0,01). Ainsi, les auteurs ont conclu que les patients avec une MAT secondaire a
une GCSH avec une protéinurie et une concentration sérique élevée de sC5b-9
présentaient un risque augmenté de mortalité et devraient étre considérés pour des
interventions rapides.

Farkas et ses collaborateurs [2017] se sont intéressés, entre autres, a la relation
entre I'activation du complément et I'inflammation sur le pronostic des patients
souffrant d’'une MAT secondaire. Cette étude portait sur 3 groupes, un groupe de
53 patients atteints d’'une MAT secondaire a une autre condition (cancer, maladie
auto-immune, sepsie, greffe d’organe solide ou opération & coeur ouvert)?, un
groupe de 41 patients avec une condition similaire au premier groupe sans MAT?’

* Age moyen de 49 ans + 20 ans (2 a 82).
o Age moyen de 41 ans = 21 ans (1 & 79).
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5.3

et 34 sujets sains®. Le taux de mortalité & 30 jours était de 53 % chez les patients
avec une complication de MAT.

Les auteurs ont identifié des facteurs de risques pour la mortalité a 30 jours
d’hospitalisation chez les patients avec une MAT secondaire. En utilisant un modéle
multivarié de Cox, les auteurs ont déterminé qu’un titre en sC5b-9 supérieur a

421 ng/ml est associé a une augmentation significative du risque de déces a

30 jours, et ce, indépendamment de 'age, du sexe et de la concentration de
créatinine sérique (RRI : 3,08 [IC95 % : 1,25 a 7,58]). Les auteurs ont conclu que le
mauvais pronostic associé a la MAT secondaire était caractérisé par un déficit
partiel ’ADAMTS-13, l'inflammation et une activation des voies classique et alterne
du complément.

Valeur thérapeutique

Deux études ayant analysé la concentration en sC5b-9 chez des patients atteints de
MAT avaient été repérées dans la documentation lors de I'évaluation initiale du
dosage du sC5b-9 [Wehling et al., 2017; Jodele et al., 2016]. L’étude de
Puissant-Lubrano [2017] a été ajoutée dans le cadre de cette réévaluation.

5.3.1 Concentration en sC5b-9 chez des patients atteints de SHUa primaire et
de GC3 traités a I’éculizumab

Wehling et ses collaborateurs [2017] se sont intéressés aux marqueurs de
I'activation du complément et les bénéfices du dosage a I'éculizumab chez des
patients atteints du SHUa (n = 12) et de GC3 (n = 9). L’activation du complément a
été analysée, entre autres, par un essai hémolytique de la voie classique (CH50) et
de la voie alterne (APH50), et par un dosage en sC5b-9 avant le traitement et & 3 et
6 mois suivant le début du traitement (figure 2). Une inhibition significative du
complément a été observée a trois et six mois suivant l'initiation du traitement
comme démontré par une réduction de I'activité CH50 chez les patients avec un
SHUa et une GC3. Une inhibition de I'activité APH50 a également été démontrée
pour le SHUa. Une baisse significative de la concentration en sC5b-9 a été
constatée suivant le traitement chez les patients atteints du SHUa (a trois mois
seulement) et de GC3. Cependant, un niveau élevé du sC5b-9 a été constaté chez
10 des 22 patients avec un SHUa et 4 des 17 patients avec une GC3 malgré un
traitement a I'éculizumab. De méme, 3 de 9 patients avec une GC3 ont eu une
récidive et 3 autres sont demeurés en rémission partielle. Les auteurs ont suggéré
gue des études supplémentaires étaient nécessaires afin d’évaluer la pertinence
clinique a mesurer I'activité du complément résiduelle observée méme chez des
patients montrant des niveaux d’éculizumab augmentés de 5 et 10 fois. Les auteurs
ont conclu qu’'une analyse exhaustive du complément accompagnée d’un dosage
d’éculizumab est nécessaire pour distinguer le mode d’activation du complément et
I'efficacité du traitement dans les pathologies rénales.

2 Age moyen de 51 ans + 8 ans (36 a 67).
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Figure 2 Parametres de I’activation du complément dans le SHUa et la
GCs3

Comparaison des parameétres de I'activation du complément avant (T0), aprés
3 (T1) et 6 (T2) mois + 4 semaines de traitement a I'éculizumab chez des
patients atteints d’'un SHUa (n = 12) et d’'une glomérulopathie & dépbt de C3
(n=9).

*p <0,05; *p<0,01.

Abréviations : aHUS : syndrome hémolytique et urémique atypique; APH50 : activité
hémolytique de la voie alterne APH50; CH50 : activité hémolytique de la voie classique CH50;

GC3 : glomérulopathie a dép6t de C3.
Source : Wehling et ses collaborateurs [2017].

5.3.2 Concentration de sC5b-9 chez des patients atteints d’un SHUa
secondaire

Jodele et ses collaborateurs [2016] ont analysé la pharmacocinétique et la
pharmacodynamique de I'éculizumab chez des enfants et jeunes adultes souffrant
d’'une MAT secondaire a une GCSH. Les auteurs se sont également intéressés a
I'activation de la voie du complément dans ce contexte afin d’élaborer une stratégie
de dosage d’éculizumab. Le dosage du sC5b-9 chez les patients montrait que la
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concentration était normale avant la chimiothérapie précédant la GCSH (inférieure a
244 ng/ml), mais qu’elle augmentait jusqu’a l'initiation du traitement a I'éculizumab.
La concentration en sC5b-9 chez les 18 patients traités a I'éculizumab n’était pas
significativement différente de celle des 11 patients non traités (373,5 ng/ml contre
458,5 ng/ml; p = 0,24).

Les auteurs ont élaboré un modele permettant de faire une simulation a partir du
poids du patient, de la dose d’éculizumab et de la concentration en sC5b-9 avant le
traitement afin de prédire a quel moment le titre d’éculizumab sérique tomberait
sous le seuil thérapeutique®. A l'aide de ce modéle, les auteurs ont déterminé que
les patients qui avaient une concentration en sC5b-9 supérieure a 488 ng/ml au
diagnostic de la MAT nécessitaient un traitement de 11 a 13 jours avec une
inhibition adéquate de I'activité du complément™® afin de normaliser le niveau en
sC5b-9. Chez les patients ayant une concentration en sC5b-9 inférieure a

488 ng/ml, un traitement de 2 a 5 jours a I'éculizumab suffisait pour normaliser le
titre du sC5b-9. Selon les auteurs, la normalisation de la concentration en sC5b-9
correle avec une réponse clinique au traitement basé sur les paramétres
hématologiques et la fonction rénale. Enfin, les auteurs suggérent que leur approche
de traitement individualisé basé sur la pharmacodynamique de I'éculizumab, en
fonction du titre initial du sC5b-9 et du poids, devrait étre appliquée afin d’optimiser
le dosage d’éculizumab. Cependant, les auteurs soulignent que le modéle proposé
devrait étre validé chez des cohortes pédiatriques plus importantes et chez des
cohortes adultes.

5.3.3 Activation de la voie terminale du complément chez les patients traités
a I’éculizumab

L’étude de cohorte prospective de Puissant-Lubrano et ses collaborateurs [2017]

visait a évaluer la capacité de I'éculizumab a inhiber la voie terminale du

complément chez les patients traités a I'éculizumab.

Parmi les 16 patients analysés, 9 étaient atteints d’'un SHUa, 2 souffraient d’'un SHU
lié a la production de Shigatoxine causée par une infection a Escherichia coli,

1 patient souffrait d'une GNC3, 3 patients présentaient un rejet de greffe rénale et
un patient souffrait d’hémoglobinurie paroxysmale nocturne (HPN). Une évaluation
de l'activation de la voie terminale du complément a été effectuée avant l'initiation
du traitement a I'éculizumab. Le traitement a I'éculizumab a permis une amélioration
significative des parametres cliniques sauf pour le niveau de créatinine (tableau 7).

# Concentration de 99 pg/ml. C’est la concentration requise pour maintenir une suppression
de I'activité du complément (CH50 inférieure a 10 %). Une baisse de concentration sous ce
seuil indique le besoin d’'une nouvelle dose d’éculizumab.

% vérifiée par I'essai CH50.
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Tableau 7 Caractéristiques cliniques des patients traités a I’éculizumab

CARACTERISTIQUES EC(JAIYI?B;\F/IAB ECSI_PEE?/IAB VALEUR p
Lactate déshydrogénase (UI/) 1290 486 0,027
Hémoglobine (g/dl) 9,8 11,3 0,022
Numération plaquettaire (par mm®) 124 375 183078 0,046
Créatinine (umol/l) 338 261 s.0.

Source : adapté de Puissant-Lubrano et ses collaborateurs [2017].
Abréviations : s.0. : sans objet

Mesure de I'activité hémolytique du complément par la voie classique et par la
voie alterne chez les patients traités a I’éculizumab

L’activité terminale du complément a été mesurée, a partir du sérum des patients,
par un essai hémolytique (CH50) et par un essai ELISA fonctionnel (CP ELISA) pour
la voie classique et par un essai hémolytique dans les cellules de lapin (APH50) ou
de poulet (AP100) et par un ELISA fonctionnel (AP ELISA) pour la voie alterne. Un a
trois échantillons de sérum ont été obtenus pour chacun des patients. Un échantillon
de sérum a été prélevé immédiatement avant une infusion a I'éculizumab. D’autres
échantillons ont été prélevés entre 7 jours et 28 jours (en moyenne a 14 jours)
suivant une infusion a I'éculizumab. Mis a part deux patients souffrant d'un SHUa,
tous les patients montraient une activation normale de la voie d’activation du
complément avant le traitement a I'éculizumab. Deux patients atteints d’'un SHUa
avaient un niveau réduit de C3 (inférieur a 0,4 g/l) et un de ces patients avait un bas
niveau d’activation de la voie alterne du complément avant I'initiation du traitement®".
L’activation de la voie terminale du complément par la voie classique, mesurée par
I'essai hémolytique et 'ELISA fonctionnel était inhibée chez tous les patients sous
traitement a 'éculizumab (CH50 et CP ELISA < 10 %). Au contraire, I'activation
terminale du complément par la voie alterne mesurée par I'essai hémolytique
APH50 montrait une activité résiduelle chez 15 des 16 patients (23 % a 76 %,
moyenne de 42 %). De méme, I'essai hémolytique AP100 montrait une activité
réduite mais détectable chez 14 des 16 patients (12 % a 126 %, moyenne de

33 %*%). L’activité résiduelle du complément évaluée par I'essai AP100 était
légérement plus élevée chez les patients n’ayant pas un SHUa (50,2 %
comparativement a 22,4 % chez les patients avec un SHUa, p = 0,04). Cette
différence n’a pas été observée avec I'essai APH50. Cependant, tous les patients
montraient une inactivation du complément par AP ELISA (AP < 10 %).

% Cette mesure a été prise chez 7 patients sur 16 seulement.

%2 Selon les auteurs, les résultats de 'analyse AP100 sont Iégérement surestimés. Les résultats
sont présentés selon le diamétre de I'anneau de lyse, mais chez chacun des patients, cette lyse
était incompléte montrant des érythrocytes intacts dans I'anneau lorsqu’observés au microscope.
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5.4

50

Concentration du sC5b-9 dans le sérum des patients traités a I’éculizumab

Une concentration élevée en sC5b-9 (supérieure a 1 105 ng/ml) a été constatée
chez 6 des 16 patients de la cohorte (37,5 %). Plus précisément, chez 50 % des
patients en phase stable d’'un SHUa. Tous les patients en phase aigué de la maladie
montraient un niveau normal de sC5b-9 (276 ng/ml a 1 105 ng/ml). Les résultats des
essais fonctionnels de 'activation terminale du complément par la voie alterne
(APH50 et AP100), ne corrélaient pas avec le dosage du sC5b-9 (corrélation de
Spearman : p = 0,75 et p = 0,58 respectivement) ou celui de la fraction C5a

(p = 0,58 et p = 0,075 respectivement). Le niveau du sC5b-9 avant l'initiation du
traitement a I'éculizumab et suivant sa cessation était supérieur a son niveau lors du
traitement chez les cing patients analysés.

Les auteurs de cette étude ont remarqué que le traitement a I'éculizumab démontrait
une bonne efficacité clinique puisque la maladie s’était stabilisée chez 12 des

16 patients analysés. Toutefois I'inhibition de 'activation terminale du complément
par la voie alterne demeurait incompléte au niveau du sérum de ces patients. Le
niveau de sC5b-9 ne sembilait pas corréler avec I'activité de la maladie puisqu’un
niveau élevé de sC5b-9 a été observé chez 50 % des patients en phase stable de
SHUa.

Validité analytique

Le demandeur propose d'utiliser la trousse commerciale MicroVue™® Complement
SC5b-9 Plus EIA de la compagnie Quidel pour son analyse ELISA. Il s’agit de la
méme trousse qui a été utilisée pour plusieurs des études citées dans cet avis
[Farkas et al., 2017; Puissant-Lubrano et al., 2017; Song et al., 2017; Bu et al.,
2015; Cataland et al., 2014; Noris et al., 2014; Zhang et al., 2014].

La trousse commerciale MicroVue® Complement SC5b-9 Plus EIA comporte

2 contrbles, un a basse concentration et un a concentration élevée. La trousse
comporte également cinq standards permettant d’établir une courbe étalon pour
déterminer la concentration du sC5b-9 dans I'échantillon a analyser.

Les coefficients de variation pour la validation intra-essai et inter-essai de la trousse
sont présentés au tableau 8. La limite inférieure de détection de quantification pour
analyse est de 3,7 ng/ml. La limite inférieure de quantification, qui représente la
concentration minimale de la courbe standard qui répond aux critéres du Clinical
and Laboratory Standards Institute pour la précision, est de 8,8 ng/ml. Le coefficient
de corrélation (r) de la courbe standard doit étre supérieur a 0,95. La valeur de sa
pente (m) doit étre comprise entre 0,0039 et 0,0123 et 'ordonnée a l'origine (b) doit
se situer entre — 0,189 et + 0,201. Le recouvrement de la trousse était de 94 %

(86 % a 104 %).



Tableau 8 Coefficients de variation (%) calculés par le fabricant de la trousse
MicroVue Complement SC5b-9 Plus EIA de Quidel

CONTROLE A CONTROLE A
VALIDATION FAIBLE CONCENTRATION
CONCENTRATION ELEVEE
sur le plasma 0 0
(n = 20) 6,8 % 19%
CV (intra-essai)
sur le sérum
0, 0,
(n = 20) 2,8% 16 %
sur le plasma 0 0
(n=10) 13,1% 52 %
CV (inter-essai)
sur le sérum
0 0
(n=10) 10,4 % 5%

Source : feuillet de la trousse MicroVue™ Complement SC5b-9 Plus EIA de la compagnie
Quidel.
Abréviation : CV : coefficient de variation

Limites de la trousse :

» Latrousse a été mise au point pour une utilisation sur des échantillons de
sérum ou de plasma avec EDTA ou citrate. D’autres anticoagulants n’ont
pas été testés.

= Les complexes solubles sC5b-9 capturés par des protéines modulatrices du
complément comme la clusterine sont également potentiellement détectés
par 'ELISA.

= Les indications de la trousse suggérent que les échantillons sont sujets a
une activation du complément s’ils sont exposés pour de longues périodes
a des températures ambiantes, de 4°C ou de 37°C. Cependant, certains
auteurs affirment que le sC5b-9 est un analyte trés stable capable de
supporter jusqu’a trois cycles de gel et dégel et des périodes de deux
heures a température ambiante et une nuit a 4°C [Cataland et al., 2014;
Thurman et al., 2009]. De plus, cet analyte demeure stable lors de longues
périodes d’entreposage a —70°C.

Autre laboratoire ayant eu recours a la trousse MicroVue"® Complement
SC5b-9 Plus EIA de Quidel

L’équipe de Réti [2012], a eu recours a la trousse commerciale de Quidel pour une
étude portant sur I'activation du complément dans une cohorte de PTT. Les CV
intra-essai et inter-essai obtenus étaient inférieurs a 5,5 % et 13,5 %
respectivement.
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Données fournies par le demandeur

Aucunes nouvelles données n’ont été fournies par le demandeur pour cette

réévaluation.

Données de validation de la méthode au moyen d’échantillons connus ou
d’échantillons prélevés chez le patient.

Tableau 9 Données de validation fournies par le laboratoire demandeur

CONTROLE A BASSE CONTROLE A
VALIDATION CONCENTRATION CONCENTRATION ELEVEE
(28 ng/ml) (148 ng/ml)
CV intra-essai (n = 8) 4% S.0.
CV inter-essai
0, 0,
(n = 15) 6 % 3%
Limite acceptée 18 & 38 ng/ml 119 a 175 ng/ml

Abréviations : CV : coefficient de variation; s.o. : sans objet
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IMPACTS BUDGETAIRES

L’analyse d'impact budgétaire considére les colts liés a I'ajout au Répertoire de
'analyse permettant le dosage du complément sC5b-9 par ELISA. Cette analyse
cible les patients avec des manifestations cliniques de microangiopathie
thrombotique (MAT) et présentant une activit¢ ADAMTS-13 supérieure a 10 %. Les
codts sont projetés sur un horizon temporel de 3 ans selon la perspective du
ministére de la Santé et des Services sociaux (MSSS). L’analyse repose sur des
données épidémiologiques, ainsi que sur des hypothéses appuyées par des études
cliniques et I'opinion d’experts. L’évaluation des colts est présentée au tableau 10.
Les principales hypothéses émises pour les fins de I'analyse sont les suivantes :

Selon des informations recues de la part du demandeur, le dosage du
complément sC5b-9 est récemment réalisé dans son laboratoire et
146 analyses ont été effectuées en 2015 pour le Québec.

En 2015-2016, 13 analyses ont fait I'objet d’envois hors Québec pour un
colt moyen de 169 $. Le rapatriement de ces analyses est prévu des la
premiere année.

Ainsi, il est estimé que 159 analyses seraient effectuées pour chacune
des trois prochaines années.

Ces analyses représenteraient 100 % des analyses prévues pour les
patients du systéme de santé public québécaois.

La valeur pondérée proposée par le demandeur est de 111.
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Tableau 10 Codts liés a I'introduction au Répertoire de I’analyse permettant le
dosage du complément sC5b-9 par ELISA

AN 1 AN 2 AN 3 TOTAL

Scénario de base : sans I'ajout de I’analyse du dosage du complément sC5b-9 au
Répertoire

Analyses hors Québec 13 13 13 39

Colts 2199 % 2199 % 2199 % 6597 $

Nouveau scénario : avec I'ajout de I'analyse du dosage du complément sC5b-9 au
Répertoire

Rapatriement analyses hors Québec 13 13 13 39
Analyses par CHUSJ 146 146 146 438
Colts 17649 % 17649 % 17649 % 52947 $
Impact net 15450% | 154509% 15450 % 46 350 $
Pour 3 ans, codts les plus faibles 333003%
Analyses de sensibilité
Pour 3 ans, codts les plus élevés 48015 %

Ainsi, I'ajout de 'analyse permettant le dosage du complément sC5b-9 par ELISA
pourrait générer des colts d’environ 46 350 $ pour le total des trois premiéres
années. Par ailleurs, bien que cette analyse soit davantage prévue a des fins de
précisions diagnostiques, son utilisation future, conjointement a celle d’autres
analyses ciblant la voie du complément, pourrait permettre d’orienter et de
consolider la pratique clinique.



7 ENJEUX ORGANISATIONNELS, ETHIQUES,
SOCIAUX ET JURIDIQUES

La disponibilité de I'analyse du dosage du sC5b-9 a I'échelle provinciale devrait
permettre d’en démontrer I'utilité a colt tout de méme modeste puisque tous les
examens seront faits au méme endroit et permettrait d’en augmenter
I'échantillonnage. L’observation d’un niveau trés élevé de sC5b-9 pourrait avoir un
impact sur la conduite, notamment sur I'agressivité du traitement®.

L’investigation d’'une anomalie d’activation de la voie alterne du complément, a
I'exception de la mesure de la concentration en C3 et C4, nécessite un processus
en plusieurs étapes réalisé dans un laboratoire spécialisé [Prohaszka et al., 2016;
Grumach et Kirschfink, 2014; Alba-Dominguez et al., 2012; Loirat et Frémeaux-
Bacchi, 2011]. Un tel processus devrait inclure des essais fonctionnels, la
quantification des protéines et 'analyse des autoanticorps [Alba-Dominguez et al.,
2012].

8 POSITIONS OU ORIENTATIONS D’ORGANISATIONS
D’'INTERET CONCERNANT L’ANALYSE EVALUEE

Aucune nouvelle position ou orientation d’organisations d’intérét concernant
'analyse du dosage du complément sC5b-9 n’a été repérée depuis la premiére
évaluation.

Kidney Disease Improving Global Outcomes (KDIGO)

Un groupe d’experts sur le SHUa et la GC3 a été formé afin d’émettre des
recommandations sur le traitement de ces pathologies [Goodship et al., 2017].

Cette organisation recommande un dosage des protéines du complément chez les
patients soupgonnés d’'un SHUa ou d’'une GC3. Des essais fonctionnels du
complément et des marqueurs d’activité peuvent également étre mesurés.
Toutefois, le dosage du sC5b-9 est effectué a titre de recherche selon ce groupe et
n’est pas validé en clinique. De plus, il n’existe pas suffisamment de données
permettant d’appuyer la fiabilité du dosage du sC5b-9 comme marqueur des
pathologies du SHUa et de la GC3. Puisque le sC5b-9 demeure détectable chez les
patients en rémission d’'un SHUa, les experts ne recommandent pas son dosage
comme oultil pour le suivi des patients traités a I'éculizumab.

* Information transmise par D' Paul Isenring, spécialiste en médecine interne et
néphrologie, CHU de Québec - Université Laval (13 mars 2018).
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Lignes directrices de la Clinigue Mayo sur les MAT médiées par le
complément

Un groupe multidisciplinaire de médecins spécialisés dans le traitement de MAT a
été formé afin d’émettre des recommandations sur le suivi de ces patients [Go et al.,
2016].

Selon les experts, bien que I'analyse sérologique soit disponible pour le sC5b-9, elle
n’est pas assez sensible et spécifique. Le groupe recommande de 'appuyer par une
analyse génétique.

SHU International

Le groupe SHU International [Loirat et al., 2016] a formulé des recommandations
concernant les analyses liées au diagnostic du SHU et sur 'approche thérapeutique
favorisée dans différentes circonstances.

En raison de la disparité rapportée dans la littérature concernant les données du
sC5b-9 en relation avec 'activité du SHUa, ce groupe affirme que des données
supplémentaires sont requises avant d’intégrer I'analyse de ce biomarqueur en
clinique. De plus, puisque le sC5b-9 demeure détectable ou augmente chez les
patients traités a I'éculizumab, son dosage n’est pas recommandé pour suivre
I'efficacité du traitement d’éculizumab en clinique.



9 RECOMMANDATION DE L’'INESSS

Dosage du complément sC5b-9

La recommandation de ’'INESSS

[1 Introduction de I'analyse dans le Répertoire

X] Refus d'introduction de 'analyse dans le Répertoire

Précisions accompagnant la recommandation

v" Les membres du comité sont préoccupés par la qualité des données de validité
clinique publiées. Parmi les éléments soulevés, on note I'absence d’'une
concentration plasmatique seuil claire, le manque de sensibilité/spécificité
diagnostique et le doute concernant I'impact du résultat du test sur la décision
thérapeutique. De plus, les organisations d’intérét ne recommandent toujours pas
son utilisation.

v Toutefois, le test peut étre utilisé lors du diagnostic différentiel de certains cas
complexes (application trés restreinte de 'analyse pour le diagnostic initial). Ainsi,
pour ne pas pénaliser les patients qui auraient besoin de ce test, le comité
recommande au MSSS d’en maintenir l'accés via les analyses hors Québec.
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ANNEXE A
Algorithme de diagnostic pour les microangiopathies
thrombotiques du Cincinnati children’s hospital

Thrombotic Microangiopathy Testing Algorithm

Eculizumab
Monitoring

Negative ADAMTS13 Sequencing Complement

Activation Markers

Inhibitor Testing

Treat underlying
cause and reevaluate

Clinical Assessment

for Secondary TMA
Positi Inhibitor Antibody ELISA
sitve nhibitor Antibody C3a  sC5b-9 CH50

Cha Bb sC5b-9
Eculizumab Level

Pneumococcal HUS,
HELLP syndrome, HIV,
drug-related TMA - <10%

If no secondary TMA

Genetic Complement
Assessment

Negative Quantitative Complement

ADAMTS13 Activity
Assessment

Shigatoxin Testing (stool
culture and molecular

= >10%

detection) esp. with a history

of diarrhea/colitis

*aHUS can still be made as a diagnosis with completely normal
genetic testing because all contributing genetic factors are not
yet known. Both patients with and without mutations seem to
have the same response to eculizumab.

Positive

Serum C3 and C4 levels;
Serum Factor H, I, B levels;
Factor H autoantibody;
MCP/CD46 flow cytometry

CFH, CFI, CD46, CFB,
C3, THBD, DGKE, CFHR1,
CFHR3, CFHRS, MLPA for
CFHRI-CFHR3 deletion

Source : Service de diagnostic des microangiopathies thrombotiques de I'Hépital Cincinnati children’s.
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ANNEXE B

Critéres d’inclusions des études présentées

ETUDE PATIENTS CRITERES D’INCLUSION
(n)
Anémie hémolytique, thrombopénie et insuffisance rénale aigué
Volokhina et al., 2015 17 Ces auteurs n’utilisaient pas la trousse commerciale MicrovueM® Complement SC5b-9 Plus EIA de la
compagnie Quidel.
Anémie hémolytique aigué, schizocytes sur frottis, thrombopénie (numération plaquettaire < 150 x 107/1),
Song et al., 2017 156 . e ) - A : X <
niveau élevé de lactate déshydrogénase, test de Coombs négatif et/ou insuffisance rénale
Les sujets sains avaient une concentration en sC5b-9 de 139,5 ng/ml & 448 ng/ml.
Numeération plaquettaire inférieure & 100 x 10°/I, taux de créatinine supérieur a 2,25 mg/dl et activité
Cataland et al., 2014 19 ADAMTS-13 supérieure a 10 %
Valeurs normales en sC5b-9 : 33,9 ng/ml a 238,2 ng/ml
Niveau d’hématocrite inférieur & 30 %, taux d’hémoglobine inférieur & 10 g/dI, niveau de lactate
déshydrogénase supérieur a 500 Ul/l, haptoglobine indétectable, schizocytes sur frottis sanguin,
Noris et al. 2014 149 numeération plaquettaire inférieure a 150 000/l et insuffisance rénale. Les criteres d’exclusion étaient un
' STEC-HUS et activité ’ADAMTS-13 de 50 % a 150 %.
Valeurs normales en sC5b-9 : 127 ng/ml & 400 ng/ml
Anémie hémolytique, numération plaquettaire inférieure a 150 000/ul et une activité ADAMTS-13
Bu et al.. 2015 84 supérieure a 10 %

Valeurs normales en sC5b-9 : 50 ng/ml & 300 ng/ml

59




ETUDE

PATIENTS
(n)

CRITERES D’INCLUSION

Jodele et al., 2014

39

Le diagnostic de la MAT répondait aux critéres suivants : 1) un niveau de lactate déshydrogénase
au-dessus de la limite supérieure normale pour I’dge, 2) nouvelle thrombopénie avec une
numération plaquettaire inférieure & 50 x 10°/I ou une diminution de plus de 50 % du compte,

3) une nouvelle anémie avec un taux d’hémoglobine sous la limite inférieure de la normale ou un
besoin de transfusion, 4) la présence de schizocytes dans la circulation périphérique ou une
évidence de microangiopathie en histologie et 5) une absence de coagulopathie et un test de
Coombs négatif. Tous les critéres devaient étre présents et les criteres 1 a 4 devaient étre
documentés sur au moins deux tests consécutifs pour étre considérés positifs.

Valeurs normales en sC5b-9 : 72 ng/ml & 244 ng/ml

Farkas et al., 2017

53

Le diagnostic de la MAT secondaire répondait aux critéres suivants : 1) thrombopénie (inférieur a
150 g/l), 2) anémie avec un test de Coombs négatif et schizocytes sur frottis sanguin, 3) présence
d’'une autre condition médicale (cancer, maladie auto-immune, sepsie, greffe d’organe solide ou
opération a cceur ouvert). Les patients répondant a un seul critére (critére 1 ou critére 2) avec une
condition coexistante (critére 3) étaient inclus dans le groupe témoin.

Un titre supérieur ou égal a 421 ng/ml est considéré élevé.

NOUVELLE EVALUATION

Qietal., 2017

94

Criteres d'inclusion pour les patients avec une MAT-GCSH : présence de schizocytes dans le sang
périphérique (= 2 par champ), niveau de lactate déshydrogénase élevé, thrombocytopénie

(< 50 x 109 cellules/l) ou une diminution de 50 % de la numération plaquettaire, niveau réduit
d’hémoglobine, test de Coomb’s négatif, niveau réduit d’haptoglobine et aucune coagulopathie.

Critéres d’inclusion pour la maladie veino-occlusive : patients diagnostiqués selon les criteres de
Baltimore.

Critéres d'inclusions pour les patients avec une réaction du greffon contre I'héte : réaction du greffon
contre I'hote de grade 3 ou 4 (confirmée en pathologie et évaluées selon les critéres du International Bone
Marrow Transplant Research).
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ETUDE

PATIENTS
(n)

CRITERES D’INCLUSION

Groupe avec une infection : complications infectieuses définies par des paramétres cliniques et de
laboratoire.

Timmermans et al.,
2016

Population : Les patients consécutifs présentant une MAT attribuée a I’hypertension, confirmée par une
biopsie rénale.

Critéres d'’inclusion : pression systolique : = 180 mm Hg, diastolique = 120 mm Hg, et signes d’une
dysfonction imminente ou progressive d’un organe cible secondaire a I'’hypertension.

Exclusions : Les patients avec un purpura thrombotique thrombocytopénique (déterminé par I'activité
ADAMTS-13) ont été exclus de méme que les patients avec une MAT secondaire d’'une autre étiologie
(telles que les maladies auto-immunes, I'utilisation de drogues, une infection, les causes iatrogéniques et
la grossesse). Les patients sans diagnostic clinique définitif ont regu un diagnostic de MAT associée a
I'hypertension. Les patients avec une glomérulonéphrite a complexes immuns et les patients avec des
signes hématologiques importants de MAT (qui pourraient plutot étre atteints d’'un SHUa) ont aussi été
exclus.

La valeur seuil pour une concentration normale en sC5b-9 a été établie & 337 ng/ml (valeur moyenne pour
20 sujets contrbles + 2 écarts-types).

La période du suivi des patients allait de 0,2 an a 9,3 ans.

Zhang et al., 2014

34

Population : Patients avec une glomérulopathie a C3 (17 avec une glomérulonéphrite a C3 et 17 avec une
glomérulopathie a dép6ts denses, confirmées par biopsie).

Exclusion : Les échantillons suivant un traitement a I'éculizumab ont été exclus.

Trousse utilisée : MicroVue™® Complement SC5b-9 Plus EIA de la compagnie Quidel.

Puissant-Lubrano et
al., 2017

16

Population : Patients (n = 16) atteints de SHUa (n = 9), de SHU liée a la Shigatoxine (n = 2), de
glomérulonéphrite & C3 (n = 1), patients avec un rejet de greffe rénale (n = 3) et un patient avec une
hémoglobinurie paroxysmal nocturne traités a I'éculizumab.

- La trousse MicroVue“'® Complement sC5b-9 Plus EIA de Quidel a été utilisée pour le dosage du sC5b-9.
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ANNEXE C

Données démographiques et caractéristiques cliniques des patients avec une MAT associée
a I’hypertension sévére

PATIENT | AGE | GENRE APRI?I'EESR?IIE(EIIEIE CREATININE | PROTEINURIE HEMATURIE | IRT HEMOGLOBINE | LDH AHMA’ P’I\I_,LAJ\?QASE'?:I[,IA?I;\IE
(mm Hg) (umol/l) (9/d) (mmolll) un (x 10°)"
1 38,4 F 184/140 1730 n.d. n.d. oui 51 1800 oui 224
2 40,3 H 205/114 1195 23 oui oui 57 1104 oui 158
3 37,7 H 200/120 586 3,9 oui oui 5,3 2125 oui 100
4 32,0 F 180/120 1138 n.d. n.d. oui 59 1486 oui 142
5 65,0 H 195/105 162 15 oui non 7.9 271 non 98
6 41,1 F 180/120 334 0,7 oui oui 75 291 non 285
7 28,5 F 224122 1065 1,6 oui oui 51 298 non 228
8 27,9 H 240/150 673 1,6 oui oui 7,9 165 non 133
9 44,0 F 220/120 649 0,4 oui oui 8,2 339 non 340

Source : adapté de Timmermans et ses collaborateurs [2016].
Abréviations : F : femme; H : homme; IRT : insuffisance rénale terminale; LDH : lactate déshydrogénase; AHMA : anémie hémolytique microangiopathique; n.d. :
non défini; U : unité.

"Les cas avec une anémie hémolytique et la présence de schizocytes sur frottis ont été définis d’ AHMA.

fLa limite normale inférieure est de 130 x 10%
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TEMPS DE COAGULATION PAR L’ECARINE
(2017.03.001)

Avis d’évaluation

1 INFORMATION GENERALE

1.1 Demandeur : Institut universitaire de cardiologie et de pneumologie de
Québec, IUCPQ.

1.2 Date de transmission de I’avis au ministre : 20 avril 2018

1.3 Date de publication de I'avis : 19 juin 2018

Mise en garde

Le présent avis est fondé sur I'information fournie par les personnes
responsables de I'analyse dans les laboratoires concernés ainsi que sur une
recherche documentaire complémentaire selon les données disponibles au
moment de I'évaluation de I'analyse par 'INESSS.

Conflit d’intéréts

Le D" Frangois Rousseau n’a pas participé aux délibérations et s’est retiré au
moment de formuler la recommandation.

Lecture externe et accompagnement scientifique

La lecture externe et 'accompagnement scientifique sont des mécanismes
utilisés par 'INESSS pour assurer la qualité de ses travaux. Les lecteurs
externes et les experts accompagnateurs valident les aspects
méthodologiques de I'évaluation, de méme que I'exactitude du contenu, en
fonction de leur domaine d’expertise respectif.

Aux fins de validation du présent avis, les experts consultés sont :

= D' Louis P. Perrault, chirurgien cardiovasculaire et thoracique,
Institut de Cardiologie de Montréal

= D' Sylvain Bélisle, anesthésiologiste, Centre hospitalier de
I'Université de Montréal
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RESUME

Contexte et justification de I’évaluation

Le temps de coagulation par I'écarine (TCE) évalue l'effet anticoagulant de la
bivalirudine. La bivalirudine est notamment utilisée comme anticoagulant alternatif a
I'héparine pour les patients atteints de thrombopénie induite par 'héparine (TIH) et
qui doivent subir une chirurgie cardiaque d’'urgence avec une circulation
extracorporelle (CEC). Actuellement, le temps de coagulation activé (TCA) est utilisé
pour évaluer la réponse a la bivalirudine, mais il est moins précis que le TCE a des
concentrations de bivalirudine élevées, comme celles qui sont utilisées pour
I'anticoagulation pendant la période de CEC.

Pertinence clinique

Le TCE a démontré une meilleure corrélation avec la concentration plasmatique de
bivalirudine comparativement au TCA pendant le pontage aorto-coronaire avec CEC
[Zucker et al., 2005; Koster et al., 2004] ou pendant l'intervention coronarienne
percutanée [Carroll et al., 2006; Casserly et al., 2004]. Le TCE-PD (utilisant le sang
avec citrate dilué avec du plasma) était mieux corrélé avec les concentrations
plasmatiques de bivalirudine que le TCE-PN (non dilué avec du plasma); par contre
les deux tests ont eu une excellente reproductibilité [Koster et al., 2008]. Le TCE
maintenu a plus de 400 secondes [Koster et al., 2008] ou entre 400 et 500 secondes
a permis d’atteindre une concentration cible de bivalirudine entre 10 a 15 pg/mli
pendant la CEC [Koster et al., 2004].

Impacts budgétaires et autres enjeux

L’ajout de 'analyse permettant d’évaluer le TCE pourrait générer des colts
supplémentaires d’environ 29 000 $ pour le total des trois premiéres années, et ce,
selon la perspective de I'Institut universitaire de cardiologie et pneumologie de
Québec.

Positions ou orientations d’organisations d’intérét

Plusieurs organisations d’intérét concernant le TCE soulignent que cette analyse
présente une corrélation plus forte que le TCA avec les concentrations
thérapeutiques de bivalirudine chez les patients avec TIH qui subissent une
chirurgie cardiaque d’urgence avec CEC. Cependant, le TCE n’est pas disponible
habituellement dans les points de services, comme c’est le cas du TCA, avec qui il
présente une corrélation acceptable. Ces organisations sont : la Société des
chirurgiens thoraciques, la Société des anesthésistes cardiovasculaires et la Société
américaine de technologie extracorporelle [Shore-Lesserson et al., 2018], le Collége
américain des chirurgiens thoraciques [Linkins et al., 2012] et 'Agence européenne
de médicaments [Pagano et al., 2018].

Selon un de nos experts consultés, une corrélation acceptable n'est pas la
démonstration de l'interchangeabilité de 2 tests selon la mesure du biais. Le TCA et
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le TCE mesurent des facettes différentes de 'hémostase et il reste a démontrer pour
chacun de ces tests quelles sont les valeurs des seuils minimal et optimal.

ANALYSE ET TECHNIQUE EVALUEE

Nom et objectif de I’analyse

Le temps de coagulation par I'écarine (TCE) évalue l'effet anticoagulant de la
bivalirudine. La bivalirudine représente une anticoagulation alternative a 'héparine
pour les patients atteints de thrombopénie induite par I'héparine (TIH) et qui doivent
avoir une chirurgie cardiaque d’'urgence avec une circulation extracorporelle (CEC).

Description de la méthode
Principe de la méthode :

L’écarine est une enzyme extraite du venin de serpent (Echis carinatus), qui
transforme la prothrombine en meizothrombine, qui peut ensuite agir sur le
fibrinogéne pour se transformer en fibrine. La bivalirudine se lie & la meizothrombine
et inhibe la cascade de la coagulation déclenchée par I'écarine. La réponse a la
bivalirudine est reflétée par des augmentations linéaires du temps de coagulation
activé (TCA) qui a tendance a étre moins précis que le TCE a des concentrations
élevées de bhivalirudine, comme celles qui sont utilisées pour I'anticoagulation
pendant la CEC [Zucker et al., 2005; Cho et al., 2003; Nowak, 2003]. Le temps de
coagulation obtenu est en fonction de la concentration de bivalirudine dans le
plasma a tester.

Modalité d’administration du test selon le demandeur

Une courbe de calibration doit étre générée afin d’établir la corrélation entre la
concentration plasmatique de bivalirudine et le TCE. A ce titre, un premier
prélévement effectué par ponction veineuse, est acheminé au laboratoire
d’hématologie pour effectuer la courbe de calibration en préopératoire. Lors de la
chirurgie, la mesure du TCE est faite 5 minutes apres le bolus initial, 5 minutes
aprés tout changement de débit de perfusion de la bivalirudine et aux 30 minutes
pendant toute la période de circulation extracorporelle. Le débit de la perfusion de la
bivalirudine est ajusté selon les valeurs du TCE pour obtenir un taux sérique entre
10 et 15 pg/ml pendant la CEC. Selon le protocole opératoire normalisé suivi par le
demandeur, si la concentration sérique de la bivalirudine est supérieure a 15 pg/ml,
le débit de perfusion de bivalirudine est diminué de 0,25 mg/kg/h. Tandis que, si la
concentration sérique de la bivalirudine est inférieure a 10 pug/ml, un bolus de

0,25 mg/kg/h est administré, suivi d’'une augmentation de la perfusion de bivalirudine
de 0,25 mg/kg/h.

Société ou concepteur

Il s’agit d’'une analyse « maison » développée par le demandeur. Le test est fait en
salle d'opération sur un appareil portatif BCS XP (Siemens).



3.4 Homologation
Cette analyse n’est pas homologuée par Santé Canada ni par la Food and Drug

Administration (FDA).

3.5 Valeur pondérée : 212,59.

69



4.1

4.2

4.3

CONTEXTE

Patients ciblés

Les patients en phase aigué de thrombopénie induite par 'héparine et qui doivent
subir une chirurgie cardiaque en urgence avec une circulation extracorporelle
(CEC).

Description de la maladie visée : thrombopénie induite par I’héparine
(TIH)

La TIH est une réaction indésirable post-héparinothérapie caractérisée par une
thrombopénie et un risque élevé de thrombose veineuse ou artérielle. Ce trouble
prothrombotique est induit par 'héparine qui provoque la formation d’anticorps IgG
dirigés contre des complexes formés par 'héparine et le facteur plaquettaire 4
(FP-4) présents a la surface des plaquettes. Le complexe IgG-FP-4-héparine active
les plaquettes, ce qui entraine la production de grandes quantités de thrombine et
peut provoquer une thrombopénie ou un syndrome de thrombose veineuse ou
artérielle. La TIH complique la prise en charge des patients qui doivent subir une
chirurgie cardiaque d’urgence, particulierement ceux qui ont besoin d’une circulation
extracorporelle. Parmi les 25-50 % patients qui ont développé des anticorps aprés
I'hnéparinothérapie pour une chirurgie cardiaque, 1-3 % développent une TIH. Chez
ces patients, le risque de thrombose artérielle et veineuse observé est de 81 %,
avec un risque de mortalité associé de 38-43 % en absence d’'un arrét immédiat de
I'héparine et d'une thérapie anticoagulante non héparinique [Kamata et al., 2017;
Grubb et al., 2010; Dyke et al., 2007; Murphy et Marymont, 2007; Warkentin, 2004;
Warkentin et Greinacher, 2003].

La bivalirudine, un inhibiteur direct de la thrombine, présente une demi-vie
biologique® courte d’environ 25 minutes. L’élimination est principalement
extrarénale (80 %) par des enzymes protéolytiques. Elle est entre autres utilisée
comme anticoagulant alternatif pour une chirurgie cardiaque d’'urgence avec une
CEC chez les patients avec TIH [Gatt et al., 2017; McNair et al., 2016; Warkentin et
al., 2008].

Nombre d’analyses prévues et de patients visés

Selon le demandeur, le nombre de patients visés serait de 2 a 3 par année, pour
lesquels entre 13 et 17 analyses du TCE seraient effectuées par patient.

% Demi-vie biologique : le temps nécessaire pour que la concentration plasmatique ou la quantité
du médicament dans I'organisme diminue de 50 %.
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Situation actuelle

Selon le protocole opératoire normalisé transmis dans la demande, pour les patients
avec une thrombopénie induite par 'héparine qui ont besoin d’'une chirurgie
cardiaque d’'urgence avec une circulation extracorporelle (CEC), le TCE serait
effectué simultanément avec le TCA dans la salle d’'opération. Cependant, selon
une correspondance récente avec le demandeur®, ils ne peuvent pas utiliser le
TCA, car les niveaux plasmatiques de bivalirudine sont trop élevés et le TCA
plafonne, il n’est donc pas indicatif.

Données médico-administratives

Aucune procédure du Répertoire québécois et systeme de mesure des procédures
de biologie médicale (ci-aprés nommeé Répertoire), ne permet présentement
I'évaluation du TCE.

Selon les bases de données du MSSS, I'analyse proposée n’a fait 'objet d’aucun
envoi hors Québec entre 2014 et 2016.

Breve description des avantages allégués de I’analyse proposée

Le TCE permet d’évaluer avec une meilleure précision la concentration plasmatique
de la bivalirudine, donc le degré d’anticoagulation pendant la circulation
extracorporelle. Cette précision est essentielle, car si 'anticoagulation est excessive
(a plus 15 pg/ml), ceci peut causer un saignement grave compliquant la chirurgie
cardiaque. Inversement, si I'anticoagulation est insuffisante (a2 moins de 10 pg/ml), il
y a un risque de formation de caillots dans le circuit extracorporel et d’embolisation
systémique chez le patient.

Assurance qualité

Deux contrdles de concentration connue en bivalirudine (10 ug/ml et 20 pg/ml) sont
constitués a partir d’'un pool de plasma normal. Ces contréles sont exécutés une fois
gue la courbe est effectuée pour vérifier celle-ci la veille de la chirurgie. Le matin de
la chirurgie, les contrbles sont effectués une fois en pré-op et 3 a 4 fois au cours de
la journée de 24 heures selon les besoins. Comme la stabilité de ceux-ci est
d'environ 2 heures, de nouvelles dilutions doivent étre faites a chaque fois que les
contrdles sont requis*®.

Actuellement, il n’y a pas de processus d’assurance qualité externe mis en place,
parce qu'il n’en existe pas pour cette analyse.

% Communication électronique personnelle avec Dre Stéphanie Cloutier, hématologue, IUCPQ (23
février 2018).

% Communication électronique personnelle avec Mme Kathleen Deschénes T.M. RT, assistante
chef du laboratoire d’hématologie, [IUCPQ (7 février 2018).
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5 DONNEES PUBLIEES

5.1 Valeur diagnostique

Aucune étude n’a été retenue puisque I'analyse proposée par le centre demandeur
n’a pas pour objectif d’établir ou de préciser un diagnostic.

5.2 Valeur pronostique

Aucune étude n’a été retenue puisque I'analyse proposée par le centre demandeur
n’a pas pour objectif de prévoir I'évolution de la maladie ou d’anticiper un
changement futur de I'état de santé.

5.3 Valeur thérapeutique

5.3.1 Corrélation du TCE avec la concentration de bivalirudine pendant un pontage
aorto-coronaire avec CEC

Etude de Koster et ses collaborateurs [2008]

Pour surveiller la concentration plasmatique de la bivalirudine pendant et apres la
circulation extracorporelle (CEC)¥, les auteurs ont congu et évalué un nouveau test
du temps de coagulation par I'écarine (TCE) effectué avec thromboélastographie,
sur le systéme Haemoscope TEG"® 5000%.

Pour réaliser I'objectif de cette étude, 15 patients qui ne présentaient pas le
diagnostic de thrombopénie induite par 'héparine (TIH) ont été recrutés a partir
d’une plus grande étude congue pour évaluer I'élimination de la bivalirudine aprés
un pontage aorto-coronarien avec une CEC.

Dans des études préliminaires in vitro [Koster et al., 2000], deux types de tests du
TCE avaient été évalués : un test utilisant le sang avec citrate et non dilué par le
plasma humain (TCE-ND) et un test utilisant le sang avec citrate dilué par le plasma
humain (TCE-PD) a 1 : 1, pour avoir une concentration élevée de prothrombine.
Différentes concentrations d'écarine ont été utilisées pour avoir des concentrations
de bivalirudine de 5, 10, 15 et 20 ug/ml. Un nombre total de 142 échantillons ont été
prélevés de 15 patients a I'étude aprés le bolus initial de bivalirudine, a des
intervalles de 30 minutes pendant la CEC (n = 37 échantillons) et de 15 a

120 minutes aprés la CEC (n = 105 échantillons).

%" La détermination de la concentration de la bivalirudine a été réalisée sur des échantillons de
plasma des patients, par la chromatographie liquide & grande performance.

** Haemoscope Corp., Niles, IL, USA, tandis que le demandeur utilise un appareil portatif BCS XP
(Siemens).
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Dans cette étude, la cible du TCE était une prolongation du temps-R*® de
coagulation a plus de 400 secondes corrélée a une concentration de bivalirudine de
15 ug/ml, reflétant la concentration cible durant la CEC (tableau 1). Ceci a été
réalisé avec une concentration finale d'écarine de 1,4 U/ml pour le TCE-ND et de
0,47 U/ml pour le TCE-PD.

Tableau 1  Corrélation du temps de coagulation par I’écarine avec les
concentrations plasmatiques de bivalirudine durant la CEC

CEC R*-CEC
TCE-ND (s) 380-600 0,920
TCE-PD (s) 380-500 0,961
Bivalirudine (ug/ml) 12-18 -

Source : Koster et al., 2008. Abréviations : CEC : circulation extracorporelle; R?-CEC : corrélation
entre les temps des tests de coagulation et les concentrations plasmatiques de bivalirudine; (s) :
secondes.

En résumé, les deux essais ont révélé une bonne corrélation entre le temps de
coagulation et les concentrations plasmatiques de la bivalirudine. Cependant, le test
TCE-PD, a montré une meilleure corrélation surtout dans l'intervalle cible de
bivalirudine de 12 a 15 pg/ml.

Selon les auteurs, I'utilisation du TCE-PD a un temps-R de coagulation de

400 secondes, qui correspond a une concentration sérique de bivalirudine de

15 ug/ml, apparait comme un effet d’anticoagulant adéquat pendant la période de
CEC. Toutefois, les résultats cliniques ne sont pas mentionnés dans cette étude.
Les auteurs ajoutent que d’autres études sont nécessaires, notamment afin de
démontrer comment le suivi de la concentration de bivalirudine et I'ajustement de la
dose influencent les résultats cliniques des chirurgies cardiaques avec CEC [Koster
et al., 2008].

Etude de Koster et ses collaborateurs [2004]

Cette étude prospective avait comme objectif d’évaluer 'innocuité, le schéma
posologique, la pharmacocinétique, la pharmacodynamie et les dosages de
surveillance de l'utilisation de la bivalirudine pendant la circulation extracorporelle
(CEC) chez 20 patients subissant un pontage aorto-coronarien.

Les paramétres d’évaluation primaires de I'étude visaient a mesurer : l'incidence de
déceés, d'une revascularisation coronarienne d’urgence, d’un infarctus du myocarde
a onde Q ou d’un accident vasculaire cérébral au cours de I'hospitalisation. Les
parametres d’évaluation secondaires visaient a déterminer : la perte de sang
peropératoire et totale (jusqu’a 12 heures postopératoires), l'incidence et le nombre
de transfusions sanguines, 'hémorragie persistante nécessitant une opération
exploratoire subséquente, I'anticoagulation adéquate a un TCE cible supérieure a

¥ Temps-R : le temps-R du TEG-indique le début de la formation d’un thrombus détectable.
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400 secondes avant la CEC et les profils du temps de coagulation par I'écarine
(TCE) et du temps de coagulation activé (TCA).

Le TCE a été utilisé pour guider le dosage de la bivalirudine a une concentration
cible de 10 a 15 pyg/ml pendant la CEC. Ainsi, la bivalirudine a été administrée au
patient selon une dose bolus de 1,5 mg/kg et en perfusion continue de

2,5 mg/kg/heure, ajustée pour maintenir le TCE dans lintervalle cible de 400 a

500 secondes. La mesure du TCE a été réalisée sur du sang total avec citrate dilué
1:1 avec du plasma humain standard. Des échantillons de sang pour mesurer le
TCE, le TCA® et la bivalirudine ont été prélevés 5 minutes aprés le bolus, toutes les
15 minutes pendant la perfusion et toutes les 30 minutes, pendant 2 heures suivant
l'arrét de la bivalirudine.

Le bolus de bivalirudine a permis d'obtenir une prolongation du TCE jusqu'a une
médiane de 540 secondes (de 447 a 700). Pendant la procédure, le TCE cible de
plus de 400 secondes a été maintenu par I'ajustement de la vitesse de perfusion de
la bivalirudine. La formation de thrombus n'a été observée dans aucune des CEC
effectuées.

Bien que I'étude ait inclus 7 patients ayant une insuffisance rénale modérée, la
demi-vie d'élimination de la bivalirudine n'était pas significativement prolongée chez
ceux-ci (p = 0,26).

Les concentrations de bivalirudine ont été significativement corrélées (p < 0,001)
avec les deux tests, TCE (R?: 0,91) et TCA plus (R? : 0,83). Considérant les
concentrations de bivalirudine utilisées durant la période de circulation
extracorporelle (10,5 a 20,2 pug/ml), les auteurs ont déterminé que les valeurs du
TCE corrélaient mieux que celles obtenues par la mesure du TCA, soit de 410 a
750 secondes (R*= 0,60) et de 380 & 450 secondes (R? = 0,36), respectivement.

L’un des éléments d’évaluation primaire a été observé chez 2 des 20 patients

(10 %) : un patient présentait un infarctus du myocarde (IDM) asymptomatique avec
onde Q en périopératoire et I'autre avec des enzymes cardiaques positives pour un
IDM précédant la chirurgie. Un seul patient a perdu un total de 1 850 ml de sang,
résolu avec une transfusion de plasma frais congelé.

En résumé, pendant la période de CEC, les concentrations plasmatiques de
bivalirudine ont été mieux corrélées avec le TCE comparativement au TCA. La
pharmacocinétique d'élimination de la bivalirudine ne semblait pas étre influencée
par I'insuffisance rénale modérée [Koster et al., 2004].

O TCA-plus : un test TCA qui a été modifi¢ avec I'ajout des phospholipides a I'activateur de contact.
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5.3.2 Corrélation du TCE avec la concentration de bivalirudine pendant une
intervention coronarienne percutanée

e FEtude de Casserly et ses collaborateurs [2004]

Le but de cette étude était d’examiner la corrélation du test TIM-ECT*" avec la
concentration de bivalirudine chez des patients subissant une intervention
coronarienne percutanée (ICP), et comparer la performance de ce test a celle du
temps de coagulation activé (TCA) standard [Casserly et al., 2004].

Cette étude, menée dans quatre centres médicaux, incluait 170 patients subissant
une ICP non urgente et utilisait la bivalirudine comme anticoagulant. Les critéres
d'exclusion comprenaient [I'utilisation d'inhibiteurs de la glycoprotéine (GP) lib/llla*
ou des IDT (inhibiteurs directs de la thrombine) dans les 72 heures avant I'ICP,
d'héparine fractionnée dans les 24 heures et d'héparine non fractionnée dans les
12 heures avant I'lCP. Tous les patients ont recu de I'aspirine en préopératoire. La
bivalirudine a été administrée sous la forme d'un bolus de 0,75 mg/kg, suivi d'une
perfusion de 1,75 mg/kg/h, dans trois des quatre sites d'étude, et d'un bolus de

1 mg/kg suivi d'une perfusion de 2,5 mg/kg/h dans l'autre site. Les inhibiteurs de la
GP llb/llla ont été administrés a 80 patients a la discrétion de I'opérateur.

Des échantillons de sang ont été prélevés a six moments prédéfinis : (1) au début
de 'étude, (2) aprés le bolus de bivalirudine, (3) suivant le bolus de la GP IIb/llla et
le début de la perfusion, (4) pendant l'intervention, (5) apres l'arrét de
I'administration de bivalirudine et (6) avant le retrait de la ligne artérielle. Pour
chaque échantillon de sang, des aliquotes avec et sans citrate ont été préparées.
Les tests du TCA et du TIM-ECT ont été effectués immédiatement sur les aliquotes
sans citrate. Le test TIM — ECT a été effectué sur les aliquotes avec citrate et la
portion résiduelle a été centrifugée et le plasma a été congelé pour la détermination
de la concentration plasmatique de la bivalirudine par dosage chromogéne®. Les
relations entre les variables d'étude ont été évaluées en utilisant le coefficient de
corrélation de Pearson.

Considérant tous les 784 échantillons, le coefficient de corrélation (r) avec la
concentration de bivalirudine était plus élevé avec le TIM — ECT avec citrate
(r = 0,96), comparativement au TIM — ECT sans citrate (r = 0,93) ou au TCA
(r =0,90).

Par contre, considérant seulement les échantillons prélevés pendant les périodes 2,
3 et4 de I'ICP (n = 381), la corrélation (r) était plus faible, avec une plus grande
disparité entre les tests et les concentrations plasmatiques de bivalirudine.
Cependant, la corrélation du TIM—ECT avec citrate restait la plus élevée (r = 0,75)

* TIM-ECT : un test au point de service sur le suivi de l'inhibiteur de la thrombine (TIM : Thrombin
inhibitor management) basé sur le temps de coagulation par I'écarine.

*2 GP lIb/llla : sont des agents thérapeutiques antiplaquettaires utilisés chez les patients avec un
syndrome aigu coronarien [McFadyen et al., 2018].

*3 La concentration de la bivalirudine a été déterminée indirectement par la mesure de I'activité du
Facteur lla, en utilisant la méthode chromogene.
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5.4

avec les concentrations plasmatiques de bivalirudine, comparativement au TIM—
ECT sans citrate (r = 0,59) et au TCA (r = 0,37).

Le tableau 2 présente les temps de coagulation moyens évalués par le TCA et le
TIM-ECT des 165 échantillons prélevés pendant l'intervention chirurgicale (période
4) chez les patients recevant de la bivalirudine a dose faible ou élevée.

Tableau 2 Temps de coagulation mesurés par TIM — ECT ou TCA en fonction
de la dose de bivalirudine

BIVALIRUDINE-DOSE DE PERFUSION VALEUR P
DOSE FAIBLE* DOSE ELEVEE’
MOY + ET (N) MOY + ET (N)
Bivalirudine (pg/ml) 6,0 +1,8(116) 7,9 +2,3 (40) < 0,001
TIM-TCE avec citrate 227 + 54 (121) 272 + 56 (42) <0,0001
TIM-TCE sans citrate 230 + 40 (122) 272 + 44 (42) <0,0001
TCA 359 + 69 (118) 359 £ 36 (42) 0,96

Source : Casserly et al., 2004. Abréviations : MOY + ET: moyenne et écart-type; N : nombre des
échantillons. *Bivalirudine : bolus de 0,75 mg/kg, suivi d'une perfusion de 1,75 mg/kg/h

8Bivalirudine : bolus de 1 mg/kg suivi d'une perfusion de 2,5 mg/kg/h

Ces résultats ont démontré que le test TIM—-ECT (avec ou sans citrate) peut faire la
différence entre les schémas posologiques de bivalirudine a dose faible et élevée,
alors que le test TCA ne le permettait pas. Au-dela de 300 — 350 secondes, le test
du TCA ne semble pas répondre de maniéere cohérente a 'augmentation des doses
de bivalirudine, ce qui pourra augmenter le degré d’anticoagulation et le risque
d’hémorragies.

En conclusion, pendant I'intervention coronarienne percutanée nécessitant I'atteinte
de niveaux plasmatiques élevés de bivalirudine, le test TIM—ECT montre une
meilleure corrélation que le TCA [Casserly et al., 2004].

Validité analytique

5.4.1 Reproductibilité du temps de coagulation par I’écarine (TCE) et comparaison
entre le TCE et le temps de coagulation activé (TCA) pendant un pontage
aorto-coronaire avec CEC

Etude de Koster et ses collaborateurs [2008]

Cette étude présentée dans la section de valeur thérapeutique a aussi évalué la
reproductibilité de ce nouveau test du temps de coagulation par I'écarine, (TCE)*
apres la circulation extracorporelle (CEC).

* TCE : effectué sur le systeme Haemoscope TEG"® 5000, Haemoscope Corp., Niles, IL, USA.
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Pour évaluer la reproductibilité des deux tests, le TCE-ND (test utilisant le sang avec
citrate et non dilué par le plasma humain) et le TCE-PD (test utilisant le sang avec
citrate dilué par le plasma humain), des mesures sériées ont été effectuées chez 4
des 15 patients a I'étude, aprés la CEC (tableau 3).

Tableau 3 Reproductibilité des résultats des tests

PATIENT TEMPS TCE-PD (s) [ CV (%) TCE-ND (s) | CV (%)
APRES CEC
1 15 minutes 360 57 305 <1
325 305
360 305
30 minutes 290 <1 250 8,7
290 230
290 275
2 15 minutes 310 3,8 275 <1
335 275
320 275
30 minutes - - - -
3 15 minutes 375 <1 330 <1
375 330
375 330
30 minutes 320 8,9 315 <1
380 315
335 315
4 15 minutes 310 <1 250 1,9
310 260
310 255
30 minutes 290 2,6 220 <1
300 220
285 220

Source : Koster et al., 2008.

Abréviations : CEC : circulation extracorporelle; CV : coefficient de variation; TCE-ND : temps de coagulation
par I'écarine avec du sang non dilué; TCE-PD : temps de coagulation par I'écarine avec du sang dilué avec du
plasma dans une proportionde 1: 1.

Les coefficients de variation des mesures de ces deux tests ont montré des valeurs
inférieures a 8,9 % pour 'ECT-PD (pour une moyenne de 3 %) et inférieures a 8,7 %
pour 'ECT-ND (moyenne de 1,7 %).

77



78

En résumé, les deux essais ont révélé une excellente reproductibilité. Basé sur la
performance des tests TEG-TCE (- PD et — ND), les auteurs soulignent la rapidite,
la facilité de réalisation et la fiabilité de cette analyse pour le dosage de la
bivalirudine pendant une chirurgie cardiague avec une CEC [Koster et al., 2008].

Etude de Zucker et ses collaborateurs [2005]

Dans le cadre d’une étude pilote, les auteurs ont évalué la faisabilité d’utilisation de
la bivalirudine lors d’'une chirurgie cardiaque avec une circulation extracorporelle
(CEC). Comme objectifs secondaires, ils ont évalué la corrélation entre le profil
d’anticoagulation de la bivalirudine et les variantes du test du TCA (TCAT [temps de
coagulation activé transformé ou modifié par plasma], TCA-célite, TCA-kaolin,
TCA+) etdu TCE.

Ainsi, 10 patients successifs qui se sont présentés pour un pontage aorto-
coronarien électif nécessitant une CEC ont re¢u une anticoagulation a la bivalirudine
a la place de I'héparine. Le dosage de la bivalirudine a été fixé a 1 mg/kg, comme
bolus et a 2,5 mg/kg/heure pendant la perfusion continue. La CEC a été initiée 10 a
15 minutes apreés le bolus et la perfusion a été interrompue 15 minutes avant la fin
de la CEC. Des échantillons de sang ont été prélevés avant le bolus et a toutes les
15 minutes, commengant 5 minutes apreés le bolus.

Tous les tests ont montré des temps de coagulation significativement prolongés
apreés le bolus de bivalirudine et pendant toute la période de perfusion, puis ont
diminué apres la fin de la perfusion. Le TCA—célite, le TCA—kaolin et le TCA + n'ont
pas augmenté autant que le TCAT et le TCE en réponse a l'augmentation du niveau
plasmatique de la bivalirudine, qui variait entre 12 et presque 14 ug/ml.

Pendant la période de perfusion le TCE variait entre environ 480 a 550 secondes,
tandis que le TCAT, entre environ 520 a 650 secondes. Le TCA—kaolin (d’environ
320 a 420 secondes), célite (d’environ 320 a 400 s) et le TCA plus (de 380 a 420 s)
n’ont pas augmenté autant que le TCE et le TCAT en réponse a 'augmentation des
taux plasmatiques de bivalirudine. Aprés la fin de la perfusion de bivalirudine, tous
les temps de coagulation ont diminué de maniére constante (Figure 1).
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Figure1 Evolution temporaire des temps moyens de coagulation et niveaux
de bivalirudine

Source : Zucker et al., 2005. L'axe gauche : les valeurs des temps de coagulation exprimées en
secondes, qui s’étalent de 0 & 700 secondes. L’axe horizontal : indique le temps de bolus de
bivalirudine et les intervalles de 15 minutes pendant et apres la perfusion de bivalirudine, pour les 5
types de temps de coagulation (TCA-célite, TCA-plus, TCAT (transformé), TCA-kaolin et le TCE) et
les concentrations plasmatiques de bivalirudine observées. L’axe droit : indique les concentrations
plasmatiques de bivalirudine, exprimées en pg/ml.

Tous les tests de coagulation ont montré une bonne corrélation, par régression
linéaire, a la concentration plasmatique de la bivalirudine (tableau 4).
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Tableau 4 Corrélation avec la concentration de bivalirudine mesurée —
échantillons de tous les patients combinés

TEST N PENTE' R
TCA-célite 85* 13,5 0,875
TCA-kaolin 171 14,8 0,817
TCA + 172 15,0 0,870
TCAT 172 28,4 0,896
TCE 172 28,8 0,951

Source : Zucker et al., 2005. Abréviations : N : nombre d’échantillons; R : coefficient de corrélation;
TCA : temps de coagulation activé; TCAT : temps de coagulation activé transformé; TCE : temps de
coagulation par I'écarine.

*: Les échantillons obtenus de seulement 5 de 10 patients ont été testés avec le TCA-célite

1 : Changement du temps de coagulation par rapport a la concentration plasmatique en bivalirudine
(par pg/ml).

La plus grande corrélation était observée avec le TCE. Le TCA-célite, le TCA-kaolin
et le TCA + ont montré une réponse réduite a la bivalirudine comme en témoigne la
pente (13,5 a 15,0) comparativement au TCE (pente = 28,8) ou au TCAT

(pente = 28,4). Ces observations sont similaires tant pour les échantillons des

10 patients combinés (tableau 4) que pour les échantillons analysés
individuellement (tableau 5).

Tableau 5 Corrélation avec la concentration de bivalirudine mesurée —
résumé des patients individuels (n = 10)

PENTE' Moy + E.T; R Moy + E.T.
TESTS
(INTERVALLE) (INTERVALLE)
TCA-célite* 13,8+ 3,7 0,930 + 0,22
(10,7 — 20,0) (0,909 — 0,966)
TCAKaolin 14,9+ 4,1 0,896 + 0,067
(10,5 — 24,4) (0,729 — 0,963)
15,7+ 2,9 0,897 + 0,038
TCA+
(12,4 —21,1) (0,810 — 0,947)
28,8 +4,2 0,920 + 0,049
TCAT
(23,8 — 37,0 (0,794 — 0,960)
29,7 +3,2 0,958 + 0,017
TCE
(26,4 — 35,3) (0,919 — 0,978)

Source : Zucker et al., 2005.

Abréviations : Moy + E.T. : moyenne, plus ou moins écart-type; R : coefficient de corrélation; TCA : temps
de coagulation activé; TCAT : temps de coagulation activé transformé; TCE : temps de coagulation par
I'écarine.

*: des échantillons de 5 des 10 patients ont été testés avec le TCA-célite.

1 : Changement du temps de coagulation par rapport a la concentration plasmatique en bivalirudine.



Le TCAT et le TCE ont tous les deux montré une plus grande corrélation que les
autres tests TCA aux concentrations plasmatiques de bivalirudine ciblées (de 10—
15 ug/ml) pour une anticoagulation optimale pendant la CEC. Ainsi, le TCAT et le
TCE variaient entre environ 500 a 600 secondes contre environ 300 a 400 secondes
pour les autres variantes de TCA. De plus, la corrélation entre le TCAT et le TCE a
révélé une pente de 0,97 et un coefficient de corrélation de 0,930.

En résumé, le TCAT comme le TCE ont montré une plus grande corrélation que les
autres tests TCA, aux concentrations plasmatiques de bivalirudine attendues pour
une anticoagulation optimale pendant la période de CEC d’une chirurgie cardiaque
[Zucker et al., 2005].

5.4.2 Comparaison entre le temps de coagulation par I’écarine (TCE) et le temps de
coagulation activé (TCA) pendant une intervention coronarienne percutanée

e Etude de Carroll et ses collaborateurs [2006].

Cette étude a comparé les corrélations entre les concentrations plasmatiques de
bivalirudine, le TCA standard et le test TEG-ECT* chez 80 patients subissant une
intervention coronarienne percutanée (ICP).

Les patients ont été exclus s'ils avaient des antécédents de coagulopathies,
d'hypersensibilité au médicament ou de diminution de la fonction hépatique ou
rénale. Un échantillon de sang a été prélevé sur citrate de sodium, avant
'administration de la bivalirudine et un autre dans le cathéter artériel & 10 min £ 5
min (en moyenne) apres I'administration de la bivalirudine (bolus a 0,75 mg/kg, suivi
d’une perfusion a 1,75 mg/kg/heure). En méme temps que I'échantillon préleve sur
citrate de sodium, une petite quantité de sang non anticoagulé a été prélevée pour
la réalisation du TCA standard. La détermination des concentrations plasmatiques
de bivalirudine a été réalisée par une méthode chromogéne (Diagnostica Stago)*’
sur le plasma isolé des échantillons de sang avec citrate congelé. Le temps de
réaction jusqu’a la formation d’'un thrombus détectable (temps-R) a été choisi
comme paramétre TEG-ECT comparatif.

La corrélation entre les concentrations plasmatiques de bivalirudine et les temps de
coagulation mesurés par TEG—ECT ou TCA est présentée dans le tableau 6.

*> TEG-ECT : test du temps de coagulation Thromboelastograph™'® (TEGY) — ecarin clotting time,
suggéré comme méthode alternative de surveillance de I'anticoagulation a la Iépirudine (IDT)
pendant un pontage aorto-coronarien [Pivalizza, 2002].

*® Le dosage du TCA standard a été effectué en utilisant un Hemochrom 801.

4 Diagnostica Stago : méthode qui mesure l'activité résiduelle de la thrombine (aprés I'ajout en
exceés de la thrombine et antithrombine 1lI, en utilisant un substrat chromogene spécifique a la
thrombine) qui est proportionnellement inverse avec la concentration plasmatique de bivalirudine.
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Tableau 6 Temps de coagulation mesurés par TEG-ECT ou TCA avant et
aprés I’administration de la bivalirudine

AVANT* (Moy + E.T)

APRES' (Moy + E.T)

R

TCA (s) 127 + 27 289 + 34 0,306 (p< 0,0001)
TEG-ECT (s) 144 + 109 557 + 105 0,746 (p< 0,0001)
Bivalirudine (ug/mi)* | - 6,5+1,5 -

Source : Carroll et al., 2006.

Abréviations : Moy * E.T. : moyenne, plus ou moins écart-type; R : coefficient de corrélation; TCA : temps
de coagulation activé; TEG-ECT: temps de coagulation ThromboelastographMC - ecarin clotting time;

s : secondes.

*: Valeurs moyennes des temps de coagulation avant le début de la bivalirudine;

t: valeurs moyennes des temps de coagulation apres le bolus et pendant la perfusion de bivalirudine;
*'valeurs moyennes des concentrations plasmatiques de bivalirudine aprés le bolus et pendant la
perfusion.

En conclusion, le TCA a montré une corrélation moindre avec les concentrations
plasmatiques de bivalirudine, par rapport au test TEG—ECT. Selon les auteurs, le
dosage de la bivalirudine par le TEG—-ECT ou une analyse similaire pourrait procurer
une anticoagulation thérapeutique comparativement a I'ajustement de la dose selon
le poids du patient [Carroll et al., 20086].

5.4.3 Comparaison entre le temps de coagulation par I’écarine (TCE) et le
temps de thromboplastine partiellement activé (TTPa) in vitro

Etude de Gosselin et ses collaborateurs [2004]

L’objectif de cette étude était de comparer, entre autres, le temps de coagulation par
I'écarine (TCE) et le test de suivi des inhibiteurs de thrombine (TIM, de 'anglais,
thrombin inhibitor management test). A cet effet, des échantillons de plasma
normal®® ont été fortifiés avec des inhibiteurs directs de la thrombine (IDT):
argatroban, bivalirudine ou lépirudine et testés.

Les IDT ont été ajoutés au plasma normal pour atteindre des concentrations allant
de 0,1 & 8,0 pg/ml.

Le coefficient de corrélation de Pearson a été utilisé afin de déterminer la relation
entre les mesures du TCE ou du TIM et les concentrations plasmatiques des IDT.

Une forte corrélation linéaire a été observée entre les valeurs des tests TCE et TIM
lorsque les concentrations des IDT étaient croissantes, soit :

- Iépirudine : r = 0,99 et r = 0,99, respectivement,
- bivalirudine : r = 0,98 et r = 0,95 respectivement,

- argatroban : r = 0,98 et r = 0,96 respectivement.

“8 Echantillons de plasma normal : mélange de plasma d’au moins 20 donneurs en santé, prélevé
sur citrate de sodium.
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La pente*® calculée entre le TCE et le TIM et chaque IDT a montré des valeurs
semblables : 1,34 pour I'argatroban, 1,24 pour la Iépirudine et 1,03 pour la
bivalirudine. Par ailleurs, la différence entre les tests TIM et TCE était non
significative pour chacun de ces IDT.

Selon les résultats de cette étude, les ratios™ du TCE étaient entre 1,2 & 3,0 pour
des concentrations faibles de la bivalirudine, de 0,1 & 1,2 ug/ml. Par contre, les
ratios du TCE pour les concentrations élevées jusqu’a 8 ug/ml ne sont pas
communiqués.

En résumé, une forte corrélation a été observée entre les valeurs de TCE et de TIM
et les concentrations plasmatiques des trois IDT, et ce, jusqu’a 8 pg/ml. De plus,
aucune différence significative n’a été observée entre les mesures par le TCE et le
TIM pour chaque IDT. Selon les auteurs, pour des interventions cardiaques avec
circulation extracorporelle pendant lesquelles des concentrations plasmatiques
élevées des IDT sont nécessaires, I'usage du TCE serait requis [Gosselin et al.,
2004].

5.4.4 Données fournies par le demandeur

Des courbes de calibration qui montrent la corrélation entre le temps de coagulation
par I'écarine et la concentration plasmatique de la bivalirudine pendant la circulation
extracorporelle ont été fournies par le demandeur (voir 'annexe 1).

9 Pente : changement du temps de coagulation par rapport a chaque microgramme d’IDT par
millilitre.

% Ratio du temps de coagulation : ce ratio est calculé selon la croissance de la concentration
plasmatique des IDT, & un moment donné de la procédure chirurgicale, par rapport a sa valeur a la

base.
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IMPACTS BUDGETAIRES

L’analyse d'impact budgétaire considére les codts liés a I'ajout au Répertoire de
'analyse permettant d’évaluer le temps de coagulation par I'écarine (TCE). Les
colits sont projetés sur un horizon temporel de trois ans selon la perspective de
l'institut universitaire de cardiologie et de pneumologie de Québec (tableau 7).

Tableau 7 Coiits liés a I'introduction au Répertoire de I’analyse permettant
d’évaluer le temps de coagulation par I’écarine (TCE)

AN 1 AN 2 AN 3 TOTAL
Analyses TCE 45 45 45 135
Impact net 9567 % 9567 $ 9567 $ 28701 %
Pour 3 ans, codts les plus faibles 16582 $
Analyses de sensibilité
Pour 3 ans, codts les plus élevés 32526 %

Ainsi, 'ajout de 'analyse permettant d’évaluer le TCE pourrait générer des colts
supplémentaires d’environ 29 000 $ pour le total des trois premiéres années, et ce,
selon la perspective de ''UCPQ.

ENJEUX ORGANISATIONNELS, ETHIQUES,
SOCIAUX ET JURIDIQUES

Selon '’American College of Cardiology Foundation, I'accessibilité au test, qui doit
étre effectué en temps réel, constitue un enjeu non négligeable. Le test
d’anticoagulation basé sur le TCE n’est pas largement disponible et le TCA peut étre
utilisé comme une alternative sécuritaire, malgré le fait qu’il est moins précis a des
concentrations plasmatiques élevées de bivalirudine, comme celles observées
pendant la chirurgie cardiaque [Salter et al., 2016].

Selon un de nos experts consultés, il faut reconnaitre les 50 ans d’empirisme dans
le monitorage durant la CEC avec le TCA. Malheureusement, les mémes cibles
thérapeutiques sont appliquées, peu importe le type de moniteur, dont le résultat
n’est pas interchangeable. Actuellement au Québec, des milliers de patients sont
suivis avec ce genre d’approche.

Pour la dizaine de patients annuellement exposés a la bivalirudine per CEC, le TCE
est moins imprécis que le TCA. Malgré cette situation, le seuil minimal pour démarrer
la CEC, la valeur optimale a viser pendant la CEC ou le seuil toxique du TCE, restent
mal validés. L’état de la littérature actuelle ne permet pas de suggérer ces valeurs
seuils du TCE pour minimiser I'activation hémostatique et ses complications cliniques.
Toutefois, si 'on demande au TCE de démontrer son bénéfice clinique, il faut aussi et
impérativement le faire pour le test classique qu’est le TCA.



8 POSITIONS OU ORIENTATIONS D’ORGANISATIONS
D’INTERET CONCERNANT L’ANALYSE EVALUEE

La Société des chirurgiens thoraciques, la Société des anesthésistes
cardiovasculaires et la Société américaine de technologie extracorporelle ont
récemment publié conjointement des lignes directrices concernant I'anticoagulation
pendant la circulation extracorporelle. lls soulignent notamment que le TCE
présente une corrélation :

o forte avec les concentrations thérapeutiques de la bivalirudine chez les
patients qui ont une chirurgie cardiaque avec CEC, mais habituellement il
n’est pas disponible dans les points de services;

e acceptable® avec le temps de coagulation activé (TCA) qui est disponible
[Shore-Lesserson et al., 2018].

Le College américain des chirurgiens thoraciques affirme que :

e chez les patients avec une thrombopénie aigué induite par I'héparine et qui
demandent une chirurgie cardiaque urgente, 'usage du TCE est préféré au
TCA, s'il est disponible, pendant la thérapie anticoagulante avec la bivalirudine
[Linkins et al., 2012].

L’Agence européenne de médicaments, dans le Précis d’anesthésie cardiaque, mis
a jour en 2017, affirme que :

e lorsqu’un patient souffre de thrombopénie induite par I'héparine et qu'il doit
avoir une chirurgie cardiaque d’urgence avec CEC, il faut utiliser comme
anticoagulant la bivalirudine si la fonction rénale est normale;

e |e test le plus fiable a utiliser pour le suivi de cette thérapie anticoagulante est
le TCE, mais il n’est pas réalisable dans tous les laboratoires [Pagano et al.,
2018].

*1 Selon D' Sylvain Bélisle, anesthésiologiste au CHUM, une corrélation acceptable n’est pas la
démonstration de l'interchangeabilité de 2 tests avec la mesure du biais (comparaison de méthodes
Bland-Altman permet de comparer une méthode a une référence ou a une autre méthode). Il
apparait clairement que le TCA et le TCE mesurent des facettes différentes de 'hémostase. |l reste
a démontrer pour chacun de ces tests quelles sont les valeurs des seuils minimal et optimal.
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9 RECOMMANDATION DE L’INESSS

Temps de coagulation par I’écarine

La recommandation de ’'INESSS

X1 Introduction de I'analyse dans le Répertoire
[] Refus d’introduction de I'analyse dans le Répertoire

Précisions accompagnant la recommandation

v/ L'utilité clinigue de I'analyse proposée ainsi que I'expertise du centre demandeur
sont reconnues.

v Il est suggéré de recueillir davantage d'information clinique concernant le seuil :
- minimal pour démarrer la CEC,
- optimal durant la CEC
- correspondant a un surdosage durant la CEC entrainant des
conséquences cliniques

v Il est également suggéré au centre demandeur de recueillir des données
analytiqgues pendant la CEC afin de compléter la validation et de mettre en place
un mécanisme de contrdle de qualité externe (exemple : vérification de la
méthode avec un autre laboratoire).
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ANNEXE 1

Exemples de courbes de calibration
A)

Orientation de la courbe :

100.0
90.0
80.0
70.0
60.0
50.0
40.0

30.0 @
20.0 56/0.5)

B)

Crientation de la courbe :
110.0 &
100.0 9772/25.0)
90.0
80.0
70.0
60.0
50.0
40.0
30.0
20.0

4375/10.0)

10.0 20.0

L’axe des «x » exprime la concentration de la bivalirudine en pg/ml
L’axe des «y», exprime le temps en secondes, de 0 a 100 secondes pour lequel 'appareil donne un
résultat de TCE.
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Mise en garde

Le présent avis est fondé sur I'information fournie par les personnes
responsables de I'analyse dans les laboratoires concernés ainsi que sur une
recherche documentaire complémentaire selon les données disponibles au
moment de I'évaluation de I'analyse par I'INESSS.

Conflit d’intéréts

Tous les membres du comité ont participé aux délibérations et aucun ne s’est
retiré au moment de formuler la recommandation.

Lecture externe et accompagnement scientifique

La lecture externe et 'accompagnement scientifique sont des mécanismes
utilisés par 'INESSS pour assurer la qualité de ses travaux. Les lecteurs
externes et les experts accompagnateurs valident les aspects
méthodologiques de I'évaluation, de méme que l'exactitude du contenu, en
fonction de leur domaine d’expertise respectif.

Aux fins de validation du présent avis, les experts consultés sont :

= D' Paul Isenring, interniste et néphrologue, CHU de Québec -
Université Laval;

*= D' Guillaume Bollée, néphrologue, Centre hospitalier de I'Université
de Montréal.

Le D" Guillaume Bollée a déclaré une collaboration de recherche avec
le centre demandeur sur un projet qui vise a étudier I'activation du
complément chez les patients avec glomérulonéphrite. Il a aussi
déclaré avoir participé a des activités de consultation par la compagnie
Alexion Pharmaceuticals.

Avis de réévaluation

Le présent document est une réévaluation de l'avis transmis au ministre le

3 aolt 2017. Un refus d'introduction de I'analyse dans le Répertoire avait été
recommandé en raison de données publiées et de données locales de validité
analytique jugées insuffisantes.




RESUME

L’éculizumab (Soliris“°, Alexion Pharma GmbH, Suisse) est un anticorps
monoclonal recombinant humanisé dirigé contre la protéine C5 du complément
humain. Il est utilisé en immunothérapie comme inhibiteur de I'activation de la voie
terminale du complément. Les doses et les fréquences recommandées ont été
déterminées dans le cadre d’études cliniques et visent a atteindre et a maintenir une
concentration plasmatique minimale d’au moins 35 ug/ml mais, en général,
supérieure a 100 ug/ml selon I'indication de traitement et la littérature scientifique.

L’analyse de la concentration plasmatique d’éculizumab libre s’adresse a tous les
patients recevant ce médicament. Selon le demandeur, les principales indications
de traitement sont les suivantes :

= [’hémoglobinurie paroxystique nocturne (HPN) afin de réduire 'hémolyse;

= |e syndrome hémolytique et urémique atypique (SHUa) afin de réduire la
microangiopathie thrombotique (MAT) induite par le complément;

= |a MAT secondaire dépendante du complément, dont celle consécutive a une
greffe de moelle osseuse;

= la glomérulonéphrite & dépdts de C3 (GC3).

Selon le demandeur, le dosage de I'éculizumab plasmatique libre permet d’ajuster
ou de cesser le traitement en fonction de la pharmacocinétique et de la condition
médicale propre a chaque patient. Le dosage est particulierement critique compte
tenu de la morbidité et de la mortalité qui sont associées a un traitement sous-
optimal. Actuellement, cette analyse est effectuée hors Québec.

Cinq publications traitant de la valeur thérapeutique du dosage plasmatique de
I'éculizumab ont été retenues. Selon les résultats présentés, il existe une variabilité
inter-individu élevée des données de pharmacocinétique de I'éculizumab. Sous le
schéma posologique recommandé, une accumulation des taux plasmatiques
résiduels est observée chez certains patients, tandis que d’autres présentent des
taux inférieurs a la concentration thérapeutique avec des signes de rechute de la
maladie.

Selon les données contextuelles et expérientielles présentées par le demandeur et
les experts consultés, le dosage plasmatique de 'éculizumab libre a permis (ou
aurait potentiellement permis) de modifier la prise en charge thérapeutique de
patients.

Selon l'analyse d’'impact budgétaire, I'ajout de 'analyse permettant le dosage
quantitatif de I'éculizumab plasmatique par ELISA pourrait générer des colts
d’environ 100 000 $ pour le total des trois premiéres années.

L’éculizumab est considéré comme I'un des médicaments les plus dispendieux au
monde, conduisant a des débats politiques et éthiques sur les colts des soins de
santé et sur 'accessibilité de ce traitement. Selon les experts consultés, le dosage
plasmatique de I'éculizumab et la personnalisation du schéma posologique
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3.1

3.2

pourraient potentiellement permettre de réduire les colts de ce traitement et les
enjeux qu’ils soulévent.

Selon certaines organisations reconnues dans le traitement de I'HPN et du SHUa,
I'évaluation des niveaux plasmatiques d’éculizumab serait utile pour guider les
investigations subséquentes et la prise en charge des patients qui ne répondent pas
au traitement ou qui manifestent des signes de rechute. Les résultats du test,
analysés en fonction d’autres biomarqueurs et des données cliniques spécifiques a
la pathologie, permettront un ajustement sécuritaire de la posologie.

ANALYSE ET TECHNIQUE EVALUEE

Nom et objectif de I’analyse

L’analyse proposée consiste a effectuer le dosage quantitatif des niveaux
plasmatiques d’éculizumab libre et d’ajuster le traitement selon les besoins du
patient (dose et fréquence).

Selon le demandeur, 'objectif est de maintenir une concentration plasmatique
d’éculizumab supérieure a 100 pg/ml, taux permettant une inhibition adéquate de la
voie terminale du complément. Précisons que selon la monographie de produit, une
concentration plasmatique d’au moins 35 ug/ml en cas d’'HPN et de 50 a 100 pg/ml
en cas de SHUa est recommandée [Alexion Pharma, 2017].

Description de la méthode

Il s’agit d’'une analyse maison effectuée par la méthode immuno-enzymatique ELISA
(de 'anglais Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). Elle permet de mesurer la
concentration plasmatique d’éculizumab libre (non lié au C5). Pour ce faire, des
échantillons plasmatiques de patients traités a I'éculizumab sont incubés dans des
puits enduits de protéines C5 purifiées (Complement Technology, Inc., Tyler,
Texas). Ensuite, I'éculizumab lié au C5 adsorbé est détecté au moyen d’un
anticorps anti-lgG humain couplé a la peroxydase. L’ajout du substrat de la
peroxydase ortho-phényléne diamine (OPD) produit une réaction colorimétrique
mesurable par spectrophotométrie. La valeur d’absorbance est proportionnelle a la
quantité d’éculizumab présente dans I'échantillon. La quantification de I'éculizumab
est extrapolée a partir d’'une courbe d’étalonnage établie avec de I'éculizumab
purifié de concentration connue. Les plaques sont lues sur un appareil Synergy™©
4H de BioTek™® (Winooski, Etats-Unis)*. La technique est semi-automatique et le
résultat est quantitatif.

*2 Information tirée du Manuel de procédure de laboratoire Coagulation — Dosage de I'Eculizumab
(PON-COAG-0088), version 01 (date d’entrée en vigueur : 2017-05-01), fourni par le demandeur
par courrier électronique, en date du 11 mai 2017.
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3.4

3.5

3.6

Modalité d’administration du test selon le demandeur

Les prélévements sanguins, effectués dans un établissement du réseau ou hors
réseau, seront acheminés puis analysés au laboratoire d’hémostase du CHU
Sainte-Justine. L’analyse sera effectuée mensuellement. Le temps de réponse
anticipé est de deux semaines.

Société ou concepteur
Protocole maison.

Homologation
Il s’agit d’'un protocole non homologué par Santé Canada.

Valeur pondérée : 185,55
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CONTEXTE

Patients ciblés

L’analyse de la concentration plasmatique d’éculizumab libre s’adresse a tous les
patients recevant ce médicament. Selon le demandeur, les principales indications
de traitement sont les suivantes :

= |’hémoglobinurie paroxystique nocturne (HPN) afin de réduire 'hémolyse et
d’éviter des événements thrombotiques;

» |e syndrome hémolytique et urémique atypique (SHUa) afin de réduire la
microangiopathie thrombotique (MAT) induite par le complément;

» |a MAT secondaire dépendante du complément, dont celle consécutive a
une greffe de moelle osseuse;

» la glomérulonéphrite a dépobts de C3 (GC3).

Description de la maladie visée
4.2.1 Hémoglobinurie paroxystique nocturne (HPN)

L’HPN est une maladie acquise des cellules souches hématopoiétiques caractérisée
par une anémie hémolytique corpusculaire, une aplasie médullaire et par la
survenue fréquente de thrombose [Peffault de Latour, 2017]. Elle est causée, dans
la majorité des cas, par une mutation somatique dans le géne PIG-A. Ce géne est
responsable de la biosynthése du phosphatidyl-inositol glycane (PIG), nécessaire a
'ancrage de plusieurs protéines membranaires des cellules sanguines, notamment
des protéines CD59 (protectines, aussi connu sous MIRL, de I'anglais Membrane
Inhibitor of Reactive Lysis) et CD55 (ou DAF, de 'anglais Decay Accelerating
Factor) qui sont des régulateurs du complément. Ces protéines inhibent la
constitution du complexe d’attaque membranaire (C5b-9) & la surface des cellules
[Subias Hidalgo et al., 2017; Hillmen et al., 2004]. En conséquence, les érythrocytes
des patients atteints d’HPN sont susceptibles a 'hémolyse intravasculaire
dépendante du complément. L'absence de CD55 et de CD59 altére également la
régulation de la voie alterne du complément, menant a 'accumulation de fragments
C3 activés a la surface des érythrocytes. Ces derniers peuvent parfois étre éliminés
par une hémolyse extravasculaire effectuée par le systéme réticuloendothélial du
foie et de la rate [Subias Hidalgo et al., 2017].

L’HPN est une maladie orpheline dont la prévalence et l'incidence sont
respectivement estimées a 16 cas par million et a 1,3 cas par million par année
[Hillmen, 2008]. Bien que la maladie puisse se manifester a tout age, elle affecte
plus particulierement les jeunes adultes. L'HPN est une maladie chronique qui
évolue par poussées d’hémolyse. Les périodes de crise peuvent étre déclenchées
par divers facteurs tels qu’une vaccination, une intervention chirurgicale, la
grossesse, certains antibiotiques et les infections. Selon les experts consultés, les
patients non traités risquent des complications majeures, incluant notamment des



évenements thrombotiques (p. ex. accidents vasculaires cérébraux), I'insuffisance
rénale et 'hypertension pulmonaire. Les patients peuvent également présenter des
symptémes débilitants, comme la fatigue, des douleurs abdominales, de la
dysphagie et autres. La survie médiane est de 10,3 ans. Le décés peut étre dii a la
maladie thromboembolique, des hémorragies ou des infections secondaires a
I'aplasie médullaire®.

4.2.2 Syndrome hémolytique et urémique atypique (SHUa)

Le SHUa est un type de microangiopathie thrombotique (MAT) caractérisé par
anémie hémolytique, la thrombocytopénie et I'insuffisance rénale [Caprioli et al.,
2006]. La forme typique de la maladie est principalement observée chez les enfants
a la suite d’'une infection causée par certaines souches d’Escherichia coli produisant
la Shigatoxine [Sellier-Leclerc et al., 2007]. La forme atypique est une maladie rare,
constituant 10 % des SHU [Soudabeh et al., 2014] et dont l'incidence annuelle est
estimée a environ 0,5 par million [Goodship et al., 2017]. Le SHUa peut survenir a
tous ages, de la période néonatale a I'age adulte. Chez les enfants, les premiéres
manifestations de la maladie surviennent avant 'age de 2 ans dans 70 % des cas
[Sellier-Leclerc et al., 2007].

Le SHUa dit primaire est associé a un déréglement de la voie alterne d’activation du
complément menant a un état procoagulant avec formation de microthrombi dans la
vascularisation rénale [Soudabeh et al., 2014]. La moitié des cas de SHUa primaire
sont expliqués par la présence de mutations dans les genes régulateurs du
complément, notamment du facteur H, du facteur | et du MCP (de I'anglais,
membrane cofactor protein) [Soudabeh et al., 2014]. Par ailleurs, chez plusieurs
patients présentant une prédisposition génétique, une condition initiatrice est requise
afin que le SHUa se manifeste (SHUa secondaire) dont une greffe, une grossesse,
une condition auto-immune, une infection, certains médicaments ou une condition
métabolique [Kavanagh et al., 2013; Caprioli et al., 2006]. Chez la majorité des
patients, une maladie rénale terminale se développe dans les deux ans suivant la
présentation [Goodship et al., 2017].

> Orphanet. Hémoglobinurie paroxystique nocturne [site Web], disponible a :
http://www.orpha.net/consor/cgibin/OC_Exp.php?Lng=FR&Expert=447 (consulté le 3 mai 2017).
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4.2.3 Glomérulonéphrite a dépbts de C3

La glomérulopathie a dépots de C3 (GC3) constitue un groupe de maladies rénales
causées par une activation non controlée de la cascade du complément menant au
dépbt de la protéine C3 dans les glomérules rénaux. Conséquemment a des
anomalies génétiques ou acquises, le déréglement a lieu au niveau de la C3
convertase de la voie alterne d’activation du complément. On distingue deux sous-
types de GC3 : la maladie des dépbts denses et la glomérulonéphrite a dépbts
isolés de C3 (GNC3), qui sont identifiées selon leurs caractéristiques spécifiques au
moyen d’'une biopsie rénale.

L’incidence annuelle est estimée a 1 par million [Goodship et al., 2017].
Contrairement a la présentation aigué du SHUa, chez la majorité des patients
atteints de GC3, la maladie est de nature chronique avec activation constante de la
voie alterne du complément, avec un maintien des fonctions rénales d’environ 50 %
apres 10 ans [Servais et al., 2012].

4.2.4 Mécanisme d’action de I’éculizumab dans le traitement des maladies
causées par une activation incontr6lée de la voie du complément

L’éculizumab (SolirisV°, Alexion Pharma GmbH, Suisse) est un anticorps
monoclonal recombinant humanisé dirigé contre la protéine C5 du complément
humain [Alexion Pharma, 2017]. Il est utilisé en immunothérapie afin d’'inhiber
I'activation de la voie terminale du complément (figure 1). En absence d’éculizumab,
la protéine C5 est clivée en C5a et C5b par la C5 convertase. C5a est un peptide
pro-inflammatoire et prothrombotique (anaphylatoxine), alors que C5b se lie aux
protéines C6, C7, C8 et C9 pour former le complexe d’attaque membranaire C5b-9.
Ce dernier provoque la lyse des cellules ciblées par la formation de pores dans la
membrane plasmique. La liaison de I'éculizumab a la protéine C5 empéche son
interaction avec la C5 convertase, ce qui prévient son clivage et la formation du
complexe C5b-9 [Zuber et al., 2012].



4.3

4.4

Complexe d'attaque
membranaire C5b-9
C5 convertase

Eculizumab

C5 convertase

Figure 1 Voie terminale du complément et représentation schématique du
mécanisme d’action de I’éculizumab

Source : adapté de Zuber et ses collaborateurs [2012].

Selon la monographie de produit, le traitement des patients atteints d’HPN ou de
SHUa s’effectue selon des schémas posologiques fixes qui comprennent une phase
d’induction suivie d’'une phase de maintien (annexe A). Les doses et les fréquences
recommandées ont été déterminées dans le cadre d’études cliniques et visent a
atteindre et & maintenir une concentration minimale supérieure de 50 a 100 yg/mL
[Alexion Pharma, 2017].

Nombre prévu d’analyses et de patients visés

Selon le demandeur, 20 analyses par année sont attendues pour les patients du
Québec. De 20 a 30 analyses supplémentaires provenant de I'extérieur du réseau
sont également anticipées.

Bréve description de la situation actuelle

Actuellement, le dosage des niveaux plasmatiques de I'éculizumab est effectué hors
Québec. Le test est notamment offert par les laboratoires suivants :

= Cambridge Biomedical (Boston, Etats-Unis);
* Cincinnati Children’s Clinical Laboratories (Cincinnati, Etats-Unis).

Au Cincinnati Children’s Clinical Laboratories, les responsables de I'analyse
recommandent de mesurer le niveau d’activité CH50°* ainsi que le taux du

>4 L’analyse CH50 est une indication de I'activité fonctionnelle totale du complément, effectuée par
I'évaluation in vitro du taux de lyse cellulaire d’érythrocytes ovins sensibilisés, incubés dans un
échantillon plasmatique du patient traité a I'éculizumab [Goodship et al., 2017].
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complexe protéique soluble C5b-9, conjointement avec les niveaux plasmatiques
résiduels d’éculizumab®.

En date du 5 janvier 2018, 118 dosages d’éculizumab avaient été réalisés au CHU
Sainte-Justine, pour un total de 19 patients sous traitement, dont 3 patients de
I'Ontario. Le dosage était demandé dans 3 circonstances :

= Suspicion de sous-dosage : permet de déterminer si les signes de rechute de
la maladie sont attribuables & un sous-dosage et d’examiner les causes de
l'incapacité d’atteindre des taux thérapeutiques malgré le respect du schéma
posologique recommandé et d’'ajuster, le cas échéant, le traitement;

= Suivi d'un arrét de traitement : permet de corroborer que le maintien d’un état
cliniqguement stable est attribuable a la disparition de la pathologie et non a la
présence d’éculizumab résiduel plasmatique libre chez le patient;

= Suivi d'un changement de dosage (a la hausse ou a la baisse) : permet de
s’assurer de I'atteinte et du maintien d’'un taux thérapeutique et de corroborer
ce taux a 'état du patient.

4.5 Données médico-administratives

Il s’agit d’'une nouvelle analyse, non incluse au Répertoire québécois et systéme de
mesure des procédures de biologie médicale. Le tableau 1 présente les données
relatives aux analyses effectuées hors réseau depuis 2013.

Tableau 1 Analyses des niveaux plasmatiques d’éculizumab effectuées hors
Québec pour les périodes de 2013 a 2016
PERIODE LABORATOIRE COUT UNITAIRE, $ CE&IJI\TIJS_TQL
(ECHANTILLONS, N) CAN CAN |
Cincinnati Children’s Hospital (5) 249,60
Cambridge Biomedical, Boston (4) 224,00
2015-2016 Cambridge Biomedical, Boston (1) 99,00 2384
Cambridge Biomedical, Boston (3) 47,00
2014-2015 Cambridge Biomedical, Boston (14) 86,00 1204
2013-2014 Cambridge Biomedical, Boston (1) 109,00 109

4.6 Bréve description des avantages allégués de I’analyse proposée

Selon le demandeur, cette analyse permet de vérifier la concentration thérapeutique
du médicament. Elle permet d’ajuster (dose et fréquence) ou de cesser le traitement

°® Cincinnati Children’s, Nephrology and Hypertension [site Web], rubrique New Test: Eculizumab
(Download the Eculizumab Testing Fact Sheet), disponible a :
https://www.cincinnatichildrens.org/service/n/nephrology-hypertension/clinical-lab (consulté le 15

mai 2017).
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4.7

5.1

5.2

5.3

en fonction de la pharmacocinétique et de la condition médicale propre a chaque
patient. Le dosage est particulierement critique compte tenu de la morbidité et de la
mortalité qui sont associées a un traitement sous-optimal et a la rechute de la
maladie.

Par ailleurs, un traitement individualisé pourrait potentiellement permettre de réduire
les colts de traitement chez les patients ayant des niveaux plasmatiques résiduels
excessifs d’éculizumab [Gatault et al., 2015]. Précisons qu’en 2016, le colt moyen
annuel de ce traitement au Québec était de 483 947 $ par patient. Pour cette méme
période, un total de 19 351 551 $ pour 40 patients a été remboursé par la Régie de
I'assurance maladie du Québec (RAMQ) (annexe B)*®.

Assurance qualité

Selon le demandeur, la qualité des résultats sera notamment assurée par 'analyse
simultanée d’'un échantillon de plasma provenant d’'un patient non traité (contréle
négatif) et d’'un échantillon diagnostique d’une valeur thérapeutique connue
(contrdle positif).

Par ailleurs, le demandeur prévoit participer a des contrdles de qualité externes par
I'échange d’échantillons avec le Laboratoire d’étude du complément du Centre de
référence des microangiopathies thrombotiques (CNR-MAT), Hopital européen
George Pompidou (Paris, France). Deux échantillons plasmatiques de patients sous
éculizumab seront envoyés par année au CNR-MAT, soit un échantillon au-dessus
et un échantillon en dessous du niveau plasmatique résiduel recommandé

(200 pg/ml).

DONNEES PUBLIEES

Valeur diagnostique

Aucune étude n’a été retenue puisque I'analyse proposée par le centre demandeur
n’a pas pour objectif d’établir ou de préciser un diagnostic.

Valeur pronostique

Aucune étude n’a été retenue puisque I'analyse proposée par le centre demandeur
n’a pas pour objectif de prévoir I'évolution de la maladie ou d’anticiper un
changement futur de I'état de santé.

Valeur thérapeutique

Cinqg études de cohorte traitant de la valeur thérapeutique du dosage plasmatique
de I'éculizumab libre par ELISA et de son réle dans l'individualisation du traitement
ont été retenues. Elles présentent, entre autres, la variabilité inter-individu des
données de pharmacocinétique et de pharmacodynamique de I'éculizumab, ainsi

*® Informations extraites du fichier des services pharmaceutiques facturés par les pharmaciens a
la RAMQ dans le cadre du Régime général d’assurance médicaments (RGAM).
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que les données supportant l'utilisation des niveaux plasmatiques résiduels
d’éculizumab comme biomarqueur d’efficacité du traitement, conjointement avec
I'analyse de I'activité du complément.

De ces études, une traite a la fois de patients atteints de SHUa ou d’HPN [Gatault et
al., 2015], deux de patients atteints d’HPN [Subias Hidalgo et al., 2017; Peffault de
Latour et al., 2015], une de patients atteints de SHUa [Volokhina et al., 2017], et une
traite de cas cliniques distincts d’atteinte rénale incluant le SHUa, la GC3 et le rejet
de greffe médié par anticorps [Wehling et al., 2017].

5.3.1 Variabilité inter-individu des données de pharmacocinétique et de
pharmacodynamique des patients traités a I’éculizumab

Les cing études retenues comportaient des données relatives a la variabilité inter-
individu des niveaux plasmatiques d’éculizumab observés lors de la phase de
maintien du traitement (tableau 2). Les résultats présentent une variabilité inter-
individu élevée pour tous les groupes de patients étudiés. Considérant les valeurs
cibles recommandées pour une inactivation adéquate du complément (50 a

100 ug/ml), des niveaux jusqu’a 2,7 fois inférieurs (18 ug/ml) [Peffault de Latour et
al., 2015] et jusqu’a 10 fois supérieurs (1 082 ug/ml) ont été observés [Wehling et
al., 2017].



Tableau 2 Variabilité inter-individu des niveaux plasmatiques d’éculizumab
résiduel libre, déterminés par dosage ELISA, lors de la phase de
maintien du traitement

NIVEAUX
ETUDE POPULATION N POSOLOGIE | D’ECULIZUMAB
RESIDUEL LIBRE (CV)
. 11 patients SHUa (6 adultes,
Volokhina Telle que N
[2017] 5 enfants) recommandée* 40 & 772 pg/ml

Age moyen : 23,3 ans (1,3 4 62)

900 mg/14 jours | 82 +8 a 401 + 12 pug/ml

Subias Hidalgo |12 adultes HPN
152+3a499+25

[2017] Age moyen : 47,8 ans 1200 mg/14 jours
pg/ml
12 SHUa Telle que
Age médian : 11 ans (1 & 21) recommandée*
Wehling 9GC3 N
[2017] Age médian : 21 ans (11 4 46) n. d. 64 a1 082 pg/ml
2 RAMAc d'une greffe de rein n d
Age : 49 et 59 ans o
9 adultes (7 SHUa, 2 HPN) Telle que 55+12a733+164
Gatault Age médian : 40,9 ans (23,9 a67,0) | recommandée* pg/ml (63 %)

[2015] 7 SHUa . 408,8 + 187,7 pg/ml
Age médian : 31,2 ans (23,9 4 49,5) | - 200 Mg/14 jours (45,9 %)
Peffault de
22 adultes HPN . N
I[_Ze(t)tig]r Age médian : 42 ans (21 4 72) 900 mg/14 jours 18 4 643 ug/ml

Abréviations : CSH : cellules souches hématopoiétiques; GC3 : glomérulopathie a dépbts de C3; n. d. : donnée
non disponible; RAMAC : rejet aigu médié par anticorps.

*Schéma posologique recommandé par le fabricant pour la prise en charge de 'HPN et du SHUa (voir
annexe A).

L’étude de Peffault de Latour et ses collaborateurs [2015] présente également des
données de demi-vie inter-individu variable. En effet, le profil pharmacocinétique de
six de leurs patients atteints d’'HPN traités a I'éculizumab a révélé des demi-vies
allant de 4 & 21 jours.

En conclusion, cette variabilité inter-individu élevée des données de
pharmacocinétique de I'éculizumab sous-tend l'utilisation de I'analyse aux fins de
surveillance et d’adaptation du traitement au besoin de chaque patient.

5.3.2 Le schéma posologique des patients adultes atteints de SHUa ou
d’HPN traités a I’éculizumab pourrait étre personnalisé en fonction du
poids corporel

L’étude de Gatault et ses collaborateurs [2015] avait comme objectif de déterminer

si le traitement a I'éculizumab pouvait étre adapté sur une base individuelle en

fonction du poids corporel du patient. lls ont mesuré les taux plasmatiques
d’éculizumab résiduel chez 9 adultes (7 SHUa et 2 HPN) traités selon le schéma
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posologique recommandé. lls ont par la suite déterminé la variabilité inter- et intra-
individu, le taux d’élimination de I'éculizumab suivant l'arrét du traitement ainsi que

l'influence du poids corporel sur la pharmacocinétique du médicament. Afin

d’évaluer l'efficacité du traitement, I'activité hémolytique du complément (CH50) était
régulierement mesurée avant une nouvelle perfusion. Un modéle de la
pharmacocinétique de I'éculizumab permettant de prédire I'activité du complément
en fonction du poids corporel a été développé a l'aide des données recueillies.

Au total, 97 échantillons prélevés chez 9 patients ont été analysés. Lors de la phase
de maintien, une variabilité intra-individu faible, avec un coefficient de variation (CV)
égal ou inférieur a 25 % (18,4 + 4,6 %), et une variabilité inter-individu élevée allant
de 55 a 733 ug/ml avec un CV de 63 % ont été observées (tableau 3). Chez les
patients atteints de SHUa, le taux plasmatique d’éculizumab mesuré en phase de
maintien était inversement proportionnel au poids (R = 0,66; p = 0,034).

Tableau 3 Niveaux plasmatiques d’éculizumab résiduel libre, déterminés par
dosage ELISA

CONCENTRATIO | CONCENTRATION
N RESIDUELLE RESIDUELLE
PATIENT | CONDITION | "O'D% D’ECML:ELSILZJSIE:AB [MOVENNE MINIMALE ET ICI\\IIDI::]/.II-II;ﬁ-
kg " ’ | D’ECULIZUMAB, MAXIMALE %
pg/ml D’ECULIZUMAB,
(+ECART-TYPE) ug/mi
1 SHUa 63 5 468 (+99) 378-597 21
2 SHUa 54 10 468 (+76) 450-568 16
3 SHUa 50 733 (+164) 536-947 22
4 SHUa 92 55 (+12) 44-68 22
5 SHUa 59 14 376 (+68) 290-525 18
6 SHUa 56 23 366 (+68) 222-484 18
7 SHUa 81 5 107 (£15) 88-135 14
8 HPN 65 13 187 (+47) 113-253 25
9 HPN 87 8 161 (+16) 155-188 10

Source : Gatault et al., 2015.

Abréviations : CV : coefficient de variation; HPN : hémoglobinurie paroxystique nocturne; N : nombre; SHUa :
syndrome hémolytique et urémique atypique
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Selon le modéle pharmacocinétique développé, la clairance était significativement
influencée par le poids corporel (p = 0,0001). La demi-vie d’élimination chez un
patient de poids corporel moyen (63 kg) a été estimée a 12,4 jours, chutant de
19,5 & 7,8 jours pour une augmentation du poids corporel de 40 & 100 kg.

Selon la conclusion des auteurs, la dose fixe actuellement recommandée en phase
de maintien pour les adultes est associée a une concentration excessive
d’éculizumab résiduel chez certains patients, particulierement chez ceux présentant
un faible poids corporel. Considérant le colt élevé de ce traitement, les auteurs
estiment que des économies majeures pourraient étre réalisées par la surveillance




thérapeutique du médicament et I'ajustement de la posologie aux besoins
individuels des patients. Ceci permettrait également d’éviter des doses
potentiellement inutiles ou excessives, réduisant par le fait méme les risques d’effets
secondaires [Gatault et al., 2015].

5.3.3 Les taux plasmatiques d’éculizumab et I’activité CH50 sont des
biomarqueurs permettant de surveiller le blocage du complément chez
les patients atteints d’HPN traités a I’éculizumab

L’étude de Peffault de Latour et ses collaborateurs [2015] avait pour objectif de
corréler les données cliniques, 'activité du complément et les taux résiduels
d’éculizumab libre chez des patients atteints d’HPN traités a I'éculizumab. Sur une
période de 18 mois, I'activité du complément (CH50), les niveaux d’éculizumab libre,
les biomarqueurs d’hémolyse ainsi que divers paramétres cliniques ont été mesurés
avant chaque injection chez 22 patients adultes (tableau 2).

Tableau 4 Corrélation entre les taux circulants d’éculizumab résiduel,
I'activité du complément (CH50) et les paramétres cliniques de
patients atteints d’HPN traités a I’éculizumab

X TAUX PLASMATIQUES D’ECULIZUMAB RESIDUEL
PARAMETRES

<35 ug/ml 354100 ug/ml | 100 & 200 ug/ml >200 ug/ml
Echantillons, n 19 40 124 70
LDH, Ul/l 459 (402 a516) | 462 (428 a520) | 450 (377 a492) | 467 (435 a504)
Hémoglobine, g/dl 9,1(8,7a9,4) 9,6(9,0a10,6) | 10,1(9,8a10,8) | 10,3(9,9 a10,6)
Bilirubine, uM/l 24 (21 a 26) 22 (17 a 31) 18 (15 a 20) 17 (14 a 24)
ARC, x10°/I 148 (139 a165) | 181(148a227) | 139 (112 a198) 110 (98 a 212)
Besoin en transfusion, n (%) 2(11) 21 1(1) 0(0)
CH50 <10 %, n (%) 6 (32) 55 (39) 67 (54) 47 (68)
Hémoglobinurie, n (%) 5 (26) 33 (24) 27 (22) 7(11)
Douleur abdominale, n (%) 5 (26) 13 (9) 20 (17) 1(2)
Infection, n (%) 0(0) 6 (6) 6 (6) 4(7)

Source : Peffault de Latour et ses collaborateurs [2015].

Abréviations : ARC : numération des réticulocytes (de I'anglais absolute reticulocyte count); CH50 : activité de
la voie terminale du complément; LDH : lactate déshydrogénase; Ul : unité internationale

Afin de déterminer la concentration minimale d’éculizumab nécessaire a l'inhibition
compléte de l'activité du complément, les auteurs ont préalablement réalisé une
courbe concentration-réponse in vitro. Pour ce faire, le plasma de patients souffrant
d’HPN ainsi que le plasma de sujets normaux auxquels des quantités croissantes
d’éculizumab ont été ajoutées ont par la suite été analysés. Il a été déterminé qu’'un
taux de 210 ug/ml d’éculizumab était associé a une inactivation du complément

(activité CH50 <10 %).

Pour les analyses de corrélation, seules les données enregistrées aprés un
minimum de 6 mois de traitements (période nécessaire pour assurer la stabilisation
du traitement et de I'état du patient) ont été utilisées. Une corrélation significative a
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été observée entre des niveaux élevés d’éculizumab et le blocage de I'activité CH50
(p = 0,002). De faibles taux plasmatiques d’éculizumab résiduel (<50 ug/ml) étaient
associés a une bilirubine élevée (p <0,001), le besoin de transfusion (p = 0,034), des
taux supérieurs d’hémoglobinurie (p = 0,03), ainsi qu’a une activité détectable du
complément (CH50 >10 %; p = 0,004).

Selon la conclusion des auteurs, I'analyse concomitante de I'activité CH50 et des
taux plasmatiques résiduels du médicament constitue une stratégie de surveillance
prometteuse du blocage du complément chez les patients atteints d’HPN traités a
I'éculizumab. De plus, les résultats de ces dosages pourraient faciliter la prise en
charge des patients sur une base réguliere et permettre d’évaluer ou de modifier les
posologies possiblement sous-optimales.

Les auteurs rapportent d’ailleurs deux cas pour lesquels I'analyse a la fois de
l'activité CH50 et des taux plasmatiques d’éculizumab résiduel se sont avérés utiles
dans 'ajustement de la posologie chez des patients atteints d’HPN traités a
I'éculizumab.

Homme de 63 ans atteints d’HPN hémolytique, sans signe de défaillance de la
moelle osseuse

Ce patient présentait un indice de masse corporel (IMC) de 29. Avant l'induction du
traitement, il nécessitait des transfusions de globules rouges toutes les deux
semaines. Apres six mois de traitement selon la posologie recommandée (900 mg
toutes les deux semaines), des transfusions toutes les trois semaines étaient
toujours nécessaires. L'évaluation de I'activité CH50 a révélé que celle-ci surpassait
régulierement 40 % et que les niveaux résiduels d’éculizumab étaient inférieurs a
50 pg/ml. Pour cette raison, la posologie a été augmentée a 1 200 mg/ml tous les
15 jours. La condition hématologique du patient s’est améliorée. Aprés trois mois de
traitement, le patient ne nécessitait plus de transfusion et I'activité CH50 était
indétectable (<10 %) [Peffault de Latour et al., 2015].

Homme de 24 ans avec anémie aplasique, hémolyse et présence d’un clone
HPN représentant 65 % des leucocytes

Trois mois aprées l'initiation du traitement, le patient présentait toujours des niveaux
élevés de LDH. L’évaluation de I'activité CH50 a révélé des valeurs régulierement
sous 15 % avant chaque injection et des taux d’éculizumab résiduel supérieurs a
50 pg/ml. Les auteurs ont décidé de ne pas augmenter la posologie, attribuant les
niveaux élevés de LDH a la récupération hématopoiétique dans le contexte de
anémie aplasique récemment traitée a 'aide d'immunosuppresseurs. Trois mois
suivant cette décision, le patient présentait des niveaux normaux de LDH et
d’hémoglobine [Peffault de Latour et al., 2015].



5.3.4 Le dosage des concentrations plasmatiques résiduelles d’éculizumab
permet d’identifier la cause d’'une hémolyse résiduelle persistante chez
certains patients atteints d’HPN

L’étude de Subia Hidalgo et ses collaborateurs [2017] avait notamment pour objectif
d’expliquer les causes d’'une hémolyse résiduelle persistante observée chez certains
patients atteints d’HPN traités a I'éculizumab. Afin d’exclure un blocage incomplet du
complément, les auteurs ont évalué I'activité CH50, les niveaux de sC5b-9 et de C3,
les taux d’éculizumab libre, ainsi que les biomarqueurs d’hémolyse (p. ex. LDH,
hémoglobine, bilirubine). L’étude incluait 12 patients atteints d’HPN dont la majorité
présentait des signes de faible hémolyse bien que traités depuis au moins un an.
Neuf patients recevaient 900 mg toutes les deux semaines alors que trois recevaient
1 200 mg toutes les deux semaines en raison de poussées d’hémolyse sous la dose
habituelle. Les échantillons ont été prélevés avant, aprés et 7 jours suivant
I'administration d’'une dose sur une période de 4 semaines (2 cycles d’éculizumab).

Les auteurs ont préalablement déterminé, a I'aide d’'une courbe concentration-
réponse, que la concentration minimale d’éculizumab requise pour inhiber
complétement I'activité du complément (CH50 <10 %) était de 110 + 9 ug/mi
d’éculizumab libre.

Chez un patient, les taux plasmatiques d’éculizumab (85 + 8 ug/ml) ont chuté sous
le seuil expérimental préalablement déterminé. Toutefois, I'activité CH50 s’est
avérée négative dans tous les échantillons analysés. Seuls certains patients
présentaient occasionnellement des traces de sC5b-9. De plus, le traitement &
I'éculizumab a permis de bloquer 'hémolyse intravasculaire chez tous les patients,
tel que suggéré par une augmentation significative de 'hémoglobine et une
réduction drastique des taux de LDH plasmatique. Selon les auteurs, ces résultats
indiguent un blocage adéquat du complément et suggérent plutét une hémolyse
extravasculaire.

De plus, chez les patients présentant des signes d’hémolyse résiduelle continue, un
fort pourcentage d’érythrocytes avec dép6t de C3 activé et de réticulocytes, un taux
élevé de bilirubine ainsi qu'une légére augmentation de LDH ont été observés.
Selon les auteurs, ces parameétres correspondent aux critéres d’'une hémolyse
extravasculaire, tels que précédemment décrits [Hill et al., 2010; Risitano et al.,
2009].

Selon la conclusion des auteurs, ces résultats fournissent des preuves
supplémentaires voulant que I'évaluation des taux plasmatiques de I'éculizumab
libre et de l'activité de la voie terminale du complément procure des informations
utiles afin de personnaliser 'administration de I'éculizumab [Subias Hidalgo et al.,
2017].
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5.3.5 Personnalisation du schéma posologique par ’'augmentation des
intervalles de perfusion d’éculizumab chez les patients atteints de
SHUa

L’étude de Volokhina et ses collaborateurs [2017] avait pour objectif d’évaluer la
possibilité d’individualiser le traitement a I'éculizumab par une diminution de la
fréquence des injections. Les niveaux plasmatiques d’éculizumab résiduel ainsi que
le blocage du complément ont été évalués lors de la phase d’'induction et de
maintien du traitement selon le schéma posologique standard et selon des
intervalles prolongés de perfusion chez 11 patients (agés de 1,3 & 62 ans) atteints
de SHUa. Les résultats du dosage plasmatique de I'éculizumab résiduel sont
présentés dans le tableau 3.

Tableau 5 Concentrations plasmatiques d’éculizumab résiduel chez les
patients atteints de SHUa et traités selon des intervalles
standards et selon des intervalles prolongés de perfusion

INTERVALLE DES CONCENTRATION
DOSES EN PHASE DE PATIENTS, N MESURES, N . PLASMATIQQE
MAINTIEN, SEMAINE D’ECULIZUMAB RESIDUEL

Intervalle recommandé
2 11 90 40a 772 pg/ml
Intervalle prolongé
3 9 38 61 & 367 ug/ml
4 8 38 11 4 256 pg/ml
5 5 6 134161 pg/ml
6a8 5 10 0a41 pg/ml

Source : Volokhina et ses collaborateurs [2017].
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Pendant la phase de maintien, des niveaux élevés d’éculizumab (jusqu’'a 772 pg/ml)
ont été observés. Une prolongation des intervalles de 3 et 4 semaines était associée
a une diminution statistiquement significative des concentrations d’éculizumab a
chaque perfusion. A des intervalles de 6 & 8 semaines, les niveaux d’éculizumab
n’étaient plus atteints.

Toutefois, chez deux patients agés de 2 et 9 ans et recevant des injections toutes
les 3 semaines, la cible de 50 ug/ml a été atteinte et maintenue, avec un blocage
adéquat du complément, pour une période de 30 et 33 semaines, respectivement.
Un troisieme patient &gé de 11 ans et recevant des injections toutes les 4 semaines
a maintenu des niveaux adéquats pour une période de 48 semaines. Selon les
auteurs, ces cas particuliers illustrent comment la surveillance des taux
plasmatiques de I'éculizumab et de I'activité du complément permet d’optimiser les
intervalles d’administration de I'éculizumab, lesquels peuvent étre maintenus sur
une période prolongée.




Par ailleurs, chez un patient 4gé de 21 ans avec une pneumonie sévere, la cible
minimale d’éculizumab plasmatique et le blocage complet du complément n’ont pas
été atteints a la seconde infusion de maintien. Selon les auteurs, ceci illustre que
chez certains patients avec une maladie active, les posologies standards peuvent
ne pas étre suffisantes pour inactiver adéquatement le complément et que ces
informations devraient étre considérées dans la prise en charge clinique des
patients.

Selon les auteurs, ces données fournissent un apercu de la possibilité d’optimiser le
schéma posologique de I'éculizumab par une diminution de la fréquence des
perfusions, permettant ainsi de diminuer le fardeau de la thérapie pour les patients
et le codt élevé associé a ce traitement [Volokhina et al., 2017].

5.3.6 La surveillance des taux plasmatiques d’éculizumab et de I'activité du
complément permet d’adapter le traitement des patients atteints de
troubles rénaux distincts

L’étude de Wehling et ses collaborateurs [2017] avait comme objectif d’explorer le
profil des biomarqueurs d’activation du complément et le bénéfice de la surveillance
thérapeutique de I'éculizumab chez des patients atteints d’'une maladie rénale.
L’étude a été menée auprés de 23 patients traités a I'éculizumab, dont 12 atteints de
SHUa, 9 de GC3 et 2 de rejet aigu de greffe rénale médié par anticorps (RARMAC).
L’activation du complément était notamment évaluée par I'analyse de I'activité de la
voie classique (CH50), de la voie alterne (AF50) et de certains produits d’activation
du complément, notamment les protéines C3, C3d et le complexe sC5b-9.

L’analyse des niveaux plasmatiques d’éculizumab a révélé une variabilité inter-
individu élevée, avec des niveaux allant de 64 a 1 082 ug/mL. Les patients
pédiatriques atteints de SHUa, principalement, ont montré une tendance a
accumuler I'éculizumab plasmatique a chaque nouvelle dose, ce qui supporte, selon
les auteurs, une corrélation entre 'accumulation du médicament et un faible poids
corporel.

La majorité des patients ont répondu au traitement par une diminution significative
de l'activité CH50 et AF50, du taux de sC59-b et une amélioration de leur condition
clinique. Certains patients ont cependant présenté une réponse incompléte, voire
absente. Notamment, chez deux patients atteints de SHUa, des niveaux stagnants
ou croissants de sC5b-9 ont été observés. Par ailleurs, malgré une réduction
marquée des niveaux de sC5b-9, trois des neuf patients atteints de GC3 ont subi
une rechute clinique de la maladie et trois autres ont présenté une rémission
partielle.

Afin de mieux comprendre ces différences et d'illustrer I'importance de surveiller a la
fois les biomarqueurs du complément et les taux plasmatiques du médicament, les
auteurs ont décrit en détail trois cas appartenant a chacune des entités cliniques a
I'étude (SHUa, GC3 et RARMAC) :
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Garcon de 8 ans atteint de SHUa

Chez ce patient, la surveillance des niveaux plasmatiques d’éculizumab a permis de
constater que I'administration de 900 mg d’éculizumab aux deux semaines pendant
cing mois était associée a une augmentation des taux résiduels d’éculizumab libre
dans le temps (accumulation du médicament), atteignant des niveaux 9 fois
supérieurs a ceux recommandés. La posologie a été réduite a 600 mg toutes les
deux semaines, suivi de 900 mg toutes les trois semaines, puis 1 200 mg toutes les
quatre semaines. Les concentrations plasmatiques ont graduellement chuté en
fonction des madifications posologiques a des niveaux approximatifs de 400 ug/ml
d’éculizumab. Les niveaux de sC5b-9 sont demeurés stables malgré les
modifications posologiques. L’activité hémolytique de la voie classique est
demeurée indétectable (CH50) alors qu’une activité résiduelle de la voie alterne
(AF50), jusqu’a 20 % de la normale, était parfois détectable. Le patient est demeuré
en rémission [Wehling et al., 2017].

Homme de 21 ans avec glomérulonéphrite a dépdts isolés de C3

Chez ce patient en rémission, sous traitement standard d’éculizumab depuis un an
(900 mg toutes les deux semaines), la surveillance des niveaux plasmatiques de
médicament a permis de constater le maintien d’un taux approximatif de 80 ug/ml
tout au long du traitement. Le complexe sC5b-9 était indétectable deux mois suivant
linitiation du traitement et I'activité des voies classique (CH50) et alterne (AF50)
était abolie. Malgré une forte diminution du sC5b-9, le taux de C3 est demeuré
faible, tandis que le taux de C3d augmentait, signe d’une activation continue du
complément en amont de C5. Apres un an de traitement, une rechute a été
constatée avec une protéinurie sévéere, des taux plasmatiques d’éculizumab
inférieurs a 10 pg/ml et des taux urinaires post-doses atteignant 56 ug/ml, ainsi
gu’une augmentation des niveaux du complexe sC5b-9. Le traitement a donc été
interrompu. Une thérapie conventionnelle d'immunosuppresseurs a été entreprise
avec des bénéfices modérés [Wehling et al., 2017].

Homme de 42 ans avec suspicion de glomérulonéphrite chronique, receveur
d’une seconde greffe rénale

Chez ce patient présentant des signes de RARMACc, le traitement a 'éculizumab a
été initié 6 semaines suivant la greffe, avec 900 mg par semaine pendant

4 semaines. En raison de signes récurrents de rejet au jour 80 post-greffes et des
niveaux toujours élevés de sC5b-9, la dose fut augmentée avec succés a 1 200 mg
par semaine pendant 5 mois. Pendant ces 5 mois, le taux plasmatique d’éculizumab
résiduel se situait approximativement entre 500 et 600 ug/ml. Les niveaux de
sC5b-9 ont graduellement diminué et se sont normalisés. La dose a été réduite a
900 mg par semaine pendant 2 mois, puis la fréquence a été réduite a une dose
tous les 12 jours avec une fonction rénale stable a long terme. Les niveaux
plasmatiques d’éculizumab sont demeurés au-dessus de 400 ug/ml. Les niveaux de
sC5b-9 sont restés inférieurs a la valeur de référence apres une période de 6 mois.
L'activité hémolytique des voies classique et alterne du complément est demeurée
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indétectable pour la majorité des dosages et les niveaux de C3 sont restés hormaux
tout au long du traitement sans élévation de C3d [Wehling et al., 2017].

A la lumiére de ces résultats, les auteurs proposent de réévaluer les schémas
posologiques de I'éculizumab en fonction de I'hétérogénéité des pathologies rénales
dépendantes du complément. Selon la conclusion des auteurs, une analyse
complete du complément ainsi qu'une surveillance du médicament sont nécessaires
pour distinguer les causes d'activation non contrélée du complément et pour
déterminer I'efficacité du traitement selon les troubles rénaux distincts.
L'accumulation de I'éculizumab chez certains patients indique la nécessité d'une
thérapie adaptée. Les niveaux résiduels devraient étre analysés afin d’éviter des
dosages sous-optimaux. La surveillance a la fois des niveaux d’éculizumab
résiduels et des biomarqueurs du complément permettent une modification
sécuritaire du traitement en fonction des besoins du patient [Wehling et al., 2017].

Validité analytique
Trois des études présentées précédemment comportaient des données de

validation analytique de 'ELISA utilisé afin de quantifier les taux plasmatiques
d’éculizumab [Volokhina et al., 2017; Wehling et al., 2017; Gatault et al., 2015].

Volokhina et ses collaborateurs [2017] ont déterminé la linéarité de leur test en
réalisant des dilutions séquentielles d’un échantillon contenant 383 ug/ml
d’éculizumab. Un coefficient de variation de 10,5 % a été obtenu selon la courbe
standard. La limite de détection du test était de 8 ug/ml pour les échantillons non
dilués. Des coefficients de variation intra-essai de 2,9 % et inter-essai de 5,2 % ont
été obtenus. Le taux de recouvrement a été déterminé a partir de 20 controles
contenant 50 pg/ml (68 £ 31 %), 75 pg/ml (66 = 25 %) et 150 pg/ml (74 £ 17 %).

Wehling et ses collaborateurs [2017] rapportent des coefficients de variation intra- et
inter-essais de 5,2 % (n = 12) et 13,3 % (n = 30), respectivement. Un taux de
recouvrement moyen de 87,2 + 9,8 % a été obtenu dans le sérum humain.

Gatault et ses collaborateurs [2015] n’ont observé aucun faux positif parmi les
60 échantillons testés provenant de donneurs sains (n = 30) et de patients atteints
d’une maladie auto-immune (n = 30).

Données fournies par le demandeur

Différentes dilutions d’'un échantillon comportant une concentration cible de

159 pg/ml ont été utilisées afin d’évaluer la variabilité intra-essai (n = 10). Les
concentrations d’éculizumab mesurées aux 3 dilutions les plus faibles (1/6 400,

1/3 200 et 1/1 600), et dont 'absorbance était incluse dans la courbe de calibration,
ont été utilisées pour effectuer les calculs. Une concentration moyenne de 154 pg/ml
avec un écart-type de 8,79 pg/ml et un coefficient de variation de 6 % ont été
obtenus.

La variabilité inter-essai (n = 14) a été déterminée par I'analyse d’'un échantillon
comportant une concentration de 31,25 pg/ml d’éculizumab. Une concentration
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moyenne de 31,28 ug/ml avec un écart-type de 2,55 pg/ml et un coefficient de
variation de 8 % ont été obtenus.

Des données de variations inter-essais pour un plasma de patient traité a
I'éculizumab (contrdle positif, n = 19 répétitions) ainsi qu'un échantillon de plasma
normal (contréle négatif, n = 17 répétitions) ont été transmises avec la demande de
réévaluation (tableau 6). Selon le demandeur, les deux plasmas sont
systématiquement inclus dans chaque nouvel essai.

Tableau 6 Variations inter-essais des plasmas utilisés comme contrdles
lors des dosages quantitatifs de I’éculizumab plasmatique libre

CONTROLE POSITIF (n = 19) CONTROLE NEGATIF (n = 17)
DATE ECULIZUMAB, pg/ml DATE ECULIZUMAB, pg/ml

2017-06-08 158 2017-06-08 2
2017-06-15 163 2017-06-15 1
2017-06-22 216 2017-06-22 2
2017-06-28 189 2017-06-28 2
2017-08-18 160 2017-08-18 0
2017-09-15 160 2017-09-15 0
2017-09-15 162 2017-10-04 2
2017-09-15 204 2017-10-13 1
2017-10-04 198 2017-10-18 1
2017-10-13 169 2017-10-20 1
2017-10-18 161 2017-11-06 1
2017-10-20 161 2017-11-20 1
2017-11-06 179 2017-12-18 0
2017-11-20 143 2018-01-05 1
2017-12-18 190 2018-01-31 0
2018-01-05 138 2018-02-23 0
2018-01-31 159 2018-03-01 0
2018-02-23 181
2018-03-01 212

Statistiques

Moyenne 174 Moyenne 0,9

Ecart-type 22 Ecart-type 0,8

CV, % 13 CV, % 89

Abréviations : CV : coefficient de variation
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DONNEES CONTEXTUELLES ET EXPERIENTIELLES

Afin de mieux illustrer I'utilité clinique du dosage plasmatique de I'éculizumab
résiduel libre chez les patients avec atteinte rénale, le demandeur ainsi qu’'un expert
consulté ont transmis a 'INESSS 4 rapports de cas cliniques concrets, anonymises,
pour lesquels le dosage a permis (ou aurait potentiellement permis) de modifier la
prise en charge thérapeutique du patient (données non publiées).

IMPACTS BUDGETAIRES

L’analyse d'impact budgétaire considére les colts liés a I'ajout au Répertoire de
I'analyse permettant le dosage quantitatif de I'éculizumab plasmatique par ELISA
chez les patients traités avec ce produit. Les colts sont projetés sur un horizon
temporel de 3 ans selon la perspective du ministere de la Santé et des Services
sociaux (MSSS). L’analyse repose sur des données épidémiologiques, ainsi que sur
des hypothéses appuyées par des études cliniques et I'opinion d’experts.
L’évaluation des colts est présentée au tableau 7. Les principales hypothéeses
émises pour les fins de 'analyse sont les suivantes :

= |’analyse proposée par le demandeur ciblerait tous les patients recevant un
traitement avec I'éculizumab.

= Selon les statistiques de facturation de la Régie de I'assurance maladie du
Québec (RAMQ), 40 patients ont bénéficié de ce traitement en 2016 par
l'intermédiaire de la mesure du patient d’exception (annexe B).

= L’analyse serait effectuée pour assurer le suivi des concentrations
plasmatiques d’éculizumab afin, notamment, d’en adapter le régime
posologique. Selon I'opinion des experts consultés, bien que les algorithmes
actuels soient empiriques, il est anticipé que quatre dosages par année par
patient pourraient étre réalisés.

= L’analyse proposée a fait I'objet de 13 envois hors Québec en 2015-2016 a un
colt moyen de 183,38 $ par analyse.

= Le rapatriement de 'ensemble de ces tests est prévu dés la premiére année
suivant un ajout de 'analyse au Répertoire.

= || est anticipé que 184, 204 et 228 analyses seraient réalisées au cours des
trois prochaines années, respectivement.

= Ces analyses représenteraient 100 % des analyses prévues pour les patients
du systéeme de santé public québécaois.

= La valeur pondérée proposée par le demandeur est de 185,55.
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Tableau 7 Coiits liés a I'introduction au Répertoire de I’analyse permettant le
dosage quantitatif de I’éculizumab plasmatique par ELISA
AN 1 AN 2 AN 3 TOTAL
Analyses hors Québec 13 13 13 39
Codts 2384 % 2384 % 2384 % 7152 $
Analyses ELISA 184 204 228 616
Codts 34141 % 378523% 42305 % 114299 %
Impact net 31757 % 35468 $ 39921 % 107 147 $
Analyses de sensibilté Pour 3 ans, codts les plus faibles 67 996 $
Pour 3 ans, co(ts les plus élevés 145927 $

Ainsi, 'ajout de 'analyse permettant le dosage quantitatif de I'éculizumab
plasmatique par ELISA pourrait générer des colts d’environ 100 000 $ pour le total
des trois premiéres années.

Par ailleurs, compte tenu d’'une variabilité inter-individu importante de la
concentration plasmatique d’éculizumab a la suite d’un traitement, il est difficile de
quantifier 'effet de cette analyse sur les co(ts de traitement. En effet, en considérant
le régime posologique recommandé, une accumulation des taux plasmatiques
résiduels est observée chez certains patients, alors que d’autres présentent des
taux inférieurs a la concentration thérapeutique. Toutefois, a titre informatif et selon
les régimes posologiques issus de la monographie de produit de Santé Canada, les
cots® de traitement annuels en éculizumab pour 'hémoglobinurie paroxystique
nocturne (HPN) et pour le syndrome hémolytique et urémique atypique (SHUa) sont
estimés a environ 550 000 $ et 740 000 $ par patient, respectivement.

*" Le prix de I'éculizumab a été tiré de I'extrait d’avis portant sur son évaluation par la direction du
médicament en 2011. Il était alors de 6 742 $ pour un flacon de 300 mg.
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ENJEUX ORGANISATIONNELS, ETHIQUES,
SOCIAUX ET JURIDIQUES

L’éculizumab est considéré comme l'un des médicaments les plus colteux au
monde, conduisant a des débats politiques et éthiques sur les colts des soins de
santé et sur 'accessibilité de ce traitement.

Aux Pays-Bas, cette situation a conduit & I'élaboration d'une nouvelle directive,
rédigée par le National Working Group aHUS, qui recommande désormais un
régime restrictif d'éculizumab. De plus, récemment, le National Health Care Institute
néerlandais a refusé le remboursement de I'éculizumab en tant que traitement a

vie®®,.

Selon un rapport d’évaluation des technologies suédois, I'éculizumab est a 'origine
d’un conflit éthique fondamental entre I'égalité des droits et le traitement médical
pour tous les étres humains, par opposition aux risques d'effets de déplacement®
en raison du codt trés élevé du médicament. D'autre part, s'abstenir d’un traitement
efficace pour des raisons purement économiques est une stratégie éthiquement
problématique [Sallerfors et al., 2012].

Le Highly Specialized Technology Committee (HSTC) du National Institute for
Health and Care Excellence (NICE) a exigé une justification sans précédent de la
tarification du médicament, incluant les colts de développement de I'éculizumab. Le
comité a consulté les intervenants, y compris les cliniciens, les patients, les familles
et les soignants, ce qui suggeére que le fardeau des soins a été activement pris en
compte. Cette décision illustre que les payeurs deviennent proactifs dans la gestion
du dosage et de I'utilisation des médicaments, tout en exigeant de nouveaux types
de preuves pour justifier des prix trés élevés pour les médicaments orphelins [NICE,
2015; Paul et al., 2014].

Le dosage plasmatique de I'éculizumab et la personnalisation du schéma
posologique pourraient potentiellement permettre de réduire les codts de ce
traitement et les enjeux qu’ils soulévent.

Par ailleurs, selon les experts consultés, les résultats de I'analyse des
concentrations plasmatiques de I'éculizumab permettent d’en apprendre davantage
sur la pharmacodynamie des inhibiteurs de la voie terminale du complément.
Comme ces inhibiteurs peuvent avoir des effets secondaires sérieux, il faut utiliser la
dose minimale efficace, c'est-a-dire, la dose légerement au-dessus de celle ou tous
les signes cliniques et para-cliniques de la maladie disparaissent. Or, si la dose
minimale efficace ne corréle pas avec la concentration sanguine, 'indication de

°% CUREIHUS (Curious and Cure in HUS) [site Web], disponible & :
http://cureihus.nl/research/cureihus/ (consulté le 8 mai 2017).

* Les risques de déplacement dans ce contexte se définissent par le fait que d’autres groupes de
patients ou d’autres traitements seront négativement affectés par 'introduction de la technologie a
étude [Sallerfors et al., 2012].
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dosage devient caduque et c’est plutét 'ampleur du désordre de la voie alterne (en
fonction des anomalies moléculaires) qui devrait guider les indications de traitement.
Si la dose minimale requise corréle, le suivi du traitement pourrait s’en trouver
simplifié.

POSITIONS OU ORIENTATIONS D’ORGANISATIONS
D’INTERET CONCERNANT L’ANALYSE EVALUEE

International Society of Nephrology

En décembre 2016, ce groupe d’experts a publié les conclusions d’'une conférence
internationale concernant la prise en charge du SHUa et des GC3. Selon ces
experts, le schéma posologique indiqué dans les essais cliniques est recommandé,
bien que deux options de modifications de posologie aient été considérées : 1) la
dose minimale requise pour obtenir un blocage adéquat du complément; et 2) une
procédure d’'arrét de traitement. Selon les auteurs, ces deux options nécessitent une
surveillance de I'activité totale du complément (CH50), de I'activité hémolytique de la
voie alternative (AH50) et des niveaux plasmatiques résiduels d’éculizumab libre ou
lié par la méthode ELISA. Le niveau résiduel recommandé lors d’'un blocage
thérapeutique du complément est de 50 & 100ug/ml [Goodship et al., 2017].

UK aHUS Rare Disease Group

Ce groupe, formé par le UK Renal Association et le British Association for Pediatric
Nephrology, suggere que la surveillance des patients traités a I'éculizumab
comporte le dosage des niveaux sériques résiduels du médicament, avec une
valeur cible supérieure a 100 ug/ml, en plus de I'analyse de I'activité des voies
classique (CH50) et alterne (AF50) du complément. Selon eux, le dosage des
niveaux résiduels d’éculizumab permet de guider les investigations subséquentes et
la prise en charge des patients atteints de SHUa qui ne répondent pas au traitement
ou qui manifestent des signes de rechute [Wong et al., 2016].

HUS International

Ce groupe d’experts cliniciens et de chercheurs internationaux, s’'intéressant au
syndrome hémolytique urémique, a publié en 2015 des recommandations de
pratique clinique pour la prise en charge du SHUa chez les enfants [Loirat et al.,
2016].

Selon les auteurs, les niveaux plasmatiques d’éculizumab semblent actuellement
fournir un moyen optimal de surveiller le traitement, lorsqu’indiqué, notamment lors
de situation connue pour activer le complément (infection, immunisation, chirurgie
élective, transplantation, grossesse, période post-partum) ou lorsque des signes
clinigues du SHUa réapparaissent. Lorsque le blocage du complément n’est pas
obtenu, l'identification de la cause est nécessaire et pourrait étre attribuable a une
dose insuffisante, particulierement chez les enfants Iégérement sous le poids
exigeant une dose plus élevée [Loirat et al., 2016].



L’augmentation de l'intervalle entre les doses ou la diminution des doses devraient
étre considérées uniquement chez les patients qui maintiennent une activité CH50
inférieure & 10 % malgré le changement de posologie. Dans ce cas, I'évaluation
concomitante des niveaux plasmatiques d’éculizumab sera utile pour guider la
modification du schéma posologique [Loirat et al., 2016].

Groupe francais d’étude pour le SHUa/GC3 (French Study Group for
aUHS/C3G)

L’évaluation de l'inhibition du complément par 'analyse de 'activité CH50 ou du
niveau plasmatique d’éculizumab peut étre utile pour évaluer des doses
possiblement sous-optimales lors d’'une augmentation de l'intervalle entre les doses
ou lorsque les paramétres cliniques ou histologiques suggérent une réponse
incompléte [Zuber et al., 2012].

Réseau HPN Canada (Canadian PNH Network)

Selon ce groupe d’experts, lors de la prise en charge des patientes enceintes
atteintes d’'HPN et traité a I'éculizumab, 'augmentation de la dose ou de la
fréquence des doses peut prévenir de graves manifestations cliniques de 'HPN et
minimiser les complications maternelles et foetales. Une telle stratégie d’anticipation
de changement posologique pourrait étre facilitée par la capacité de quantifier les
niveaux plasmatiques d’éculizumab [Patriquin et Leber, 2015].

National Institute for Health and Care Excellence (NICE)

Sans mentionné spécifiquement le dosage plasmatique de I'éculizumab, le NICE
recommande le remboursement de ce dernier dans le traitement du SHUa selon
certaines conditions, lesquelles incluent la mise en place d’un programme de
recherche afin d’évaluer quand le traitement pourrait étre arrété, discontinué ou la
posologie modifiée [NICE, 2015].
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10 RECOMMANDATION DE L’INESSS

Dosage quantitatif de I’éculizumab plasmatique par méthode ELISA

La recommandation de ’'INESSS

X Utilité clinique de I'analyse reconnue (introduction conditionnelle de I'analyse
dans le Répertoire)

[l Refus d'introduction de I'analyse dans le Répertoire (utilité clinique non
démontrée)

Précisions accompagnant la recommandation

v L'utilité clinique de I'analyse est reconnue dans un contexte de maladies rares
associées a l'utilisation de médicaments dispendieux.

v Le laboratoire désigné devra produire un plan complet et détaillé de validation
analytique et fournir les résultats lorsqu’ils seront disponibles afin de compléter le
processus d’introduction d’'une analyse au Répertoire québécois et systeme de
mesure des procédures de biologie médicale.
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ANNEXE A

Posologies et modifications posologiques recommandées
pour I'administration de I’éculizumab [Alexion Pharma,
2017]

Schéma posologique recommandé pour la prise en charge des patients
atteints d’hémoglobinurie paroxystique nocturne (HPN)

* 600 mg par semaine pour les 4 premieres semaines;
= 900 mg pour la cinquiéme dose une semaine plus tard;
= 900 mg toutes les deux semaines par la suite.

L’éculizumab doit étre administré aux moments recommandés d’administration du
schéma posologique, ou au cours des deux jours précédent ou suivant ces
moments (£2 jours).

Schéma posologique recommandé pour la prise en charge du syndrome
hémolytique urémique atypique (SHUa)
Patients agés de 18 ans et plus
»= 900 mg tous les 7 jours pour les 4 premiéeres semaines;
= 1200 mg pour la cinquiéme dose une semaine plus tard;
= 1200 mg tous les 14 jours par la suite.
Patients agés de moins de 18 ans
L’éculizumab doit étre administré selon le poids corporel du patient conformément

au calendrier suivant (tableau Al) :

Tableau A-1 Recommandations posologiques pour les patients agés de moins de
18 ans atteints de SHUa

comao>_ | PHASE DINDUCTION PHASE DE MAINTIEN
240 kg 900 mg/semaine x 4 doses 1200 mg a la semaine 5, puis 1 200 mg/14 jours
30 a <40 kg 600 mg/semaine x 2 doses 900 mg a la semaine 3, puis 900 mg/14 jours
20 a <30 kg 600 mg/semaine x 2 doses 600 mg a la semaine 3, puis 600 mg/14 jours
10 & <20 kg 600 mg/semaine x 1 dose 300 mg a la semaine 2, puis 300 mg/14 jours
5a <10 kg 300 mg/semaine x 1 dose 300 mg a la semaine 2, puis 300 mg/21 jours

Le schéma posologique vise a atteindre une concentration minimale supérieure a
50-100 pg/ml d’éculizumab et, en fonction de I'expérience clinique, la durée
pendant laquelle cette concentration minimale devrait étre maintenue.
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L’éculizumab doit étre administré aux moments recommandés d’administration du
schéma posologique, ou au cours des deux jours précédant ou suivant ces
moments (£2 jours).

Une dose complémentaire doit étre administrée en cas de soutien concomitant par
traitement sérique (plasmaphérése, échange plasmatique ou perfusion de plasma
frais congelé). Cette dose supplémentaire administrée aprés un traitement sérique
vise a rétablir et a maintenir la concentration plasmatique au-dessus de 50 a

100 pg/ml.



ANNEXE B

Portrait d’usage de I’éculizumab

Une étude rétrospective de cohorte longitudinale a été menée a partir des banques
de données administrées par la Régie de I'assurance maladie du Québec (RAMQ).
Les renseignements présentés dans le tableau B-1 sont issus du fichier des

services pharmaceutiques facturés par les pharmaciens a la RAMQ dans le cadre
du Régime général d’assurance médicaments (RGAM).

Tableau B-1 Coits associés a I'usage de I’éculizumab

Montant
Population Individu Rx
Médicament Honoraire RAMQ
2009 2 29 197693 $ 81% 197544 $
2010 2 132 893138 $ 437 $ 892672 %
2011 6 193 1305 868 $ 658 $ 1305022 %
2012 6 438 3056 865 $ 1506 $ 3054516 %
2013 13 713 5097 431 % 2896 $ 5094 560 $
2014 27 1441 10 308 005 $ 4248 $ 10304812 %
2015 27 1951 13971851 % 5507 $ 13970255 $
2016 40 941 19357 894 $ 6964 $ 19351551 %
2017+ 36 278 7180230 % 2496 3% 7176954 %

Abréviations : RAMQ : Régie de I'assurance maladie du Québec; Rx : nombre de dose

* Données du 1% janvier au 31 mars 2017.
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MESURE DE L’ACTIVITE DE LA L-ASPARAGINASE
(REFERENCE-2017.02.005)

Avis d’évaluation

1 INFORMATION GENERALE
1.1 Demandeur : CHU Sainte-Justine
1.2 Date de transmission de I’avis au ministre : 20 avril 2018

1.3 Date de publication de I'avis : 19 juin 2018

Mise en garde

Le présent avis est fondé sur I'information fournie par les personnes
responsables de I'analyse dans les laboratoires concernés ainsi que sur une
recherche documentaire complémentaire selon les données disponibles au
moment de I'évaluation de I'analyse par I'INESSS.

Conflit d’intéréts

Tous les membres du comité ont participé aux délibérations et aucun ne s’est
retiré au moment de formuler la recommandation.

Lecture externe et accompagnement scientifique

La lecture externe et 'accompagnement scientifique sont des mécanismes
utilisés par 'INESSS pour assurer la qualité de ses travaux. Les lecteurs
externes et les experts accompagnateurs valident les aspects
méthodologiques de I'évaluation, de méme que I'exactitude du contenu, en
fonction de leur domaine d’expertise respectif.

Aux fins de validation du présent avis, les experts consultés sont :

= D'Richard Le Blanc, interniste et hématologue, CIUSSS de
I'Estrie — CHUS

= D" Danuta Maria Balicki, hématologue, interniste et oncologue
médicale, Clinique Médic Elle, Montréal

= D' Bruno Michon, hématologue et oncologue médical pédiatrique,
CHU de Québec - Université Laval
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RESUME

La mesure quantitative de l'activité enzymatique de la L-asparaginase (ASNase)
dans le plasma ou le sérum de patients ayant regu un traitement a ’ASNase permet
de suivre 'appauvrissement adéquat de I'asparagine. Il est recommandé de viser
l'atteinte du seuil thérapeutique de 0,1 Ul/ml pour l'activité résiduelle de ’ASNase.

La mesure de l'activité résiduelle de 'ASNase s’adresse a tous les patients recevant
au moins une dose d’ASNase pour traiter :

¢ laleucémie lymphoblastique aigué (LLA) et les lymphomes;

¢ le myélosarcome, le myélome multiple, le lymphome T-NK extra-
ganglionnaire de type nasal.

La prise en charge pharmaco-thérapeutique individualisée s’avére importante chez
un certain nombre de patients pour lesquels un seuil thérapeutique optimal en
ASNase ne peut étre atteint en raison notamment d’'une hypersensibilité
cliniquement détectable (allergie) ou silencieuse (anticorps anti-ASNase). De plus, la
survenue d’effets secondaires tels des pancréatites ou des thromboses liés au
traitement pourrait étre réduite par un ajustement posologique basé sur la mesure
de l'activité de ’ASNase.

Quatre publications traitant de la valeur thérapeutique de la mesure de l'activité de
'’ASNase sérique, de la personnalisation de la dose d’ASNase administrée ainsi que
de la détection de I'hypersensibilité et de la prédiction des effets secondaires liés a
la mesure de l'activité de TASNase ont été retenues. Selon ces études, il existe une
variabilité interindividuelle élevée des valeurs de l'activité résiduelle de TASNase
chez les patients. Des études montrent aussi que les doses d’ASNase administrées
pourraient étre individualisées et réduites pour le méme bénéfice. D’autres résultats
présentés montrent la capacité de I'analyse a distinguer les deux formes
d’hypersensibilité et le pouvoir de prédire certains effets secondaires liés au
traitement.

Selon I'analyse budgétaire, I'ajout du test permettant la mesure de l'activité
résiduelle de 'ASNase pourrait générer des colts supplémentaires d’environ
76 000 $ pour le total des trois premieres années.

Au Québec, tous les patients diagnostiqués avec une LLA ou un lymphome sont
traités avec une des trois formulations d’ASNase (E. coli ASNase, Erwinia ASNase,
ASNase PEG). La prescription d’'une dose d’une de ces formulations en absence de
suivi de l'activité enzymatique de '’ASNase pourrait porter préjudice au patient en
augmentant les risques de ne pas déceler une inactivation silencieuse et en
augmentant les risques d’occurrence des effets secondaires. L’analyse de I'activité
de '’ASNase garantirait une optimisation du traitement qui se traduirait par les
bénéfices suivants : une amélioration de Iissue thérapeutique et une réduction du
rapport colt/bénéfice.

Selon un consensus d’experts de 'European Hematology Association, la mesure de
l'activité de '’ASNase est le meilleur indicateur de I'efficacité du traitement.
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ANALYSE ET TECHNIQUE EVALUEE

Nom et objectif de I’analyse

Analyse quantitative visant a mesurer l'activité de la L-asparaginase (ASNase) dans
le plasma ou le sérum de patients ayant regu un traitement a ’ASNase.

L’objectif du traitement a TASNase est d’appauvrir le sérum du patient en
asparagine. Le degré d’appauvrissement de I'asparagine ainsi que le temps requis
pour causer la mort des cellules leucémiques ne sont pas connus. Afin de s’assurer
d’un épuisement adéquat de I'asparagine, il est recommandé de viser I'atteinte du
seuil thérapeutique de 0,1 Ul/ml pour I'activité de 'ASNase [Ahlke et al., 1997; Boos
et al., 1996].

Description de la méthode

La mesure de l'activité enzymatique de 'ASNase, telle que résumée dans la
figure 1, repose sur une réaction enzymatique entre 'ASNase présente dans
I'échantillon du patient et un substrat ajouté, I'acide L-aspartique B-hydroxamate
(AHA).

1- Ajouter les échantillons 2- Ajouter I’'AHA 3- Incuber a 37°C

4- Arrét réaction  5- Centrifuger 6- Préparer |'oxine : sodium
m J — TN carbonate
' J et
i
<Cf< 220 (Zf ] ' Z/ quinoline
CCc ( /
= _\\\,/ i

7- Ajouter 'oxine 8- Incuber a 95°C
" | ~ -

Figure1 Méthode de dosage de I’activité de I’ASNase

Source : schéma adapté du Asparaginase assay manual—-Assay protocol for the measurement of
asparaginase in children with acute lymphoblastic leukemia, Erasmus MC (University Medical Center
Rotterdam), POLaR (Paediatric Oncology Laboratory Rotterdam)

Abréviation : AHA : acide L-aspartique B-hydroxamate



L’ASNase hydrolyse 'AHA en acide L-aspartique et en hydroxylamine (figure 2).

o} o)

NH ASNASE OH
HO)J\/\“/ Non *+ HO HO)J\I/\H/ + NH,OH
NH, O NH, O
AHA L-Asp Hydroxylamine

Figure 2 Hydrolyse de ’AHA en acide L-aspartique et en hydroxylamine par
I’ASNase

Source : adapté de Lanvers et al., 2002.
Abréviations : AHA : acide L-aspartique B-hydroxamate; ASNASE : Asparaginase; L-Asp : acide
L-aspartique

L’ajout de 8-hydroxyquinoléine a I'hydroxylamine formée crée une réaction
d’oxydation qui géneére de l'indooxine (figure 3).

i NHOH NH,
Z OH" OH A Ox.
< + NH,OH —— — < + 120, ——
N N
Hydroxylamine
ydroxy OH
8 Hydroxyquinoline 5-Amino-8-hydroxyquinoline
NH
- - o o= Y=nd Hon
X + + 120, —>
~ ~ o &
0 OH \_
Indooxine

Figure 3 Formation de I'indooxine a partir de I’hydroxylamine et de
8-hydroxyquinoléine

Source : adapté de Lanvers et al., 2002.
Abréviation : Ox. : réaction d’oxydation

La formation d’indooxine est détectable par spectrophotométrie a 710 nm [Lanvers
et al., 2002].
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Modalité d’administration du test selon le demandeur

Lorsqu’un enfant est suivi au CHU Sainte-Justine, le prélevement (plasma ou
sérum) s’effectue soit a la clinique externe, soit a 'unité de soins du Service
d’hématologie-oncologie, puis est immédiatement mis sur glace pour ensuite étre
acheminé au laboratoire central ou il sera décanté et congelé a -80°C si 'analyse
n’est pas effectuée immédiatement.

Une procédure pré-entreposage relativement similaire doit étre suivie pour les
prélevements qui proviennent d’autres centres de santé. Cependant, les
échantillons doivent étre acheminés sur glace séche au Laboratoire central du CHU
Sainte-Justine.

Le temps de réponse prévu est de 3 a 7 jours. Ce délai peut varier selon la
formulation d’ASNase pour laquelle I'analyse de 'activité enzymatique est requise.

Société ou concepteur
Protocole maison

Homologation

Cette analyse et les technologies utilisées n’ont fait I'objet d’aucune homologation
aupres de Santé Canada ou de la Food and Drug Administration (FDA). Toutefois,
le demandeur est présentement en attente d’une certification délivrée par le Clinical
Laboratory Improvement Amendments (CLIA)®.

Valeur pondérée : 38,90

60 Organisme fédéral américain qui a comme fonction de s’assurer du respect des normes qui
s’appliquent a tous les tests de laboratoire cliniques effectués chez les humains (Clinical
Laboratory Improvement Amendments (CLIA) [site Web], disponible & :
https://www.cms.gov/Regulations-and-Guidance/Legislation/CLIA/index.html).
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Patients ciblés
Patients recevant au moins une dose d’ASNase pour traiter :

¢ la leucémie lymphoblastique aigué (LLA);
e les lymphomes;

¢ le myélosarcome, le myélome multiple, le lymphome T-NK
extraganglionnaire de type nasal.

Description de la maladie visée
Epidémiologie

Au Québec, en 2016, on estimait a 1 320 le nombre de nouveaux cas de leucémie
et a 2 140 le nombre de nouveaux cas de lymphomes. La leucémie est le cancer le
plus fréqguemment diagnostiqué chez les enfants de 0 a 14 ans dans une proportion
de 32 % suivi des lymphomes dans 11 % des cas [SCC, 2017].

Le type de leucémie le plus fréquemment diagnostiqué chez les enfants est la LLA.
Elle représente 75 % a 80 % de tous les cas de leucémie infantile. Environ 50 % des
patients recoivent le diagnostic avant 'dge de 20 ans [SLLC, 2017].

Les progrés en matiére de diagnostic et de traitement des cancers du sang ont
permis d’observer la chute du taux de mortalité chez les personnes atteintes.
Actuellement, on estime que 90 % des enfants et 40 % des adultes atteints de LLA
pourront profiter d’'une rémission compléte sans récidive [SLLC, 2017].

Leucémie lymphaoblastique aigué

Ce cancer de type hématologique touche les cellules lymphoides; les lymphoblastes
demeurent au stade immature et se reproduisent de fagon désorganisée, entrainant
une hématopoiése inefficace causée par des cellules leucémiques qui envahissent
la moelle osseuse. Une telle atteinte se traduit par les symptémes suivants : la
fatigue, de la fievre, des infections persistantes, des ecchymoses ou des
saignements, des douleurs osseuses, des arthralgies, ou des adénopathies
[Therrien et al., 2013].

Lymphome

Le lymphome est un cancer hématologique qui provient des lymphocytes. Il se
divise en 2 principales catégories : lymphome de Hodgkin et lymphome non
hodgkinien. Le lymphome de Hodgkin est associé a un type particulier de
lymphocyte présent dans les ganglions lymphatiques. Le lymphome non hodgkinien
peut prendre naissance dans les lymphocytes B, les lymphocytes T ou encore les
cellules NK et ce, a différents stades de leur maturation. La majorité des patients
atteints par ce lymphome présentent une forme de grade élevé accompagnée de
masses plus fréquemment retrouvées a 'abdomen, au médiastin ou au cou. Les
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lymphomes non hodgkiniens les plus répandus chez les enfants comprennent le
lymphome de Burkitt et le lymphome lymphoblastique [Therrien et al., 2013].

Asparaginase

La synthése cellulaire de I'asparagine est réalisée via l'action enzymatique de
I'asparagine synthétase. Des niveaux insuffisants d'asparagine cellulaire conduisent
a une réduction de la synthése de I'ADN, de I'ARN et des protéines, a une inhibition
de la croissance cellulaire, et finalement I'activation des mécanismes de mort
cellulaire apoptotique (figure 4).

extracellulaire cellule

glutamline asparagine —> synthése
asparagine protéique

ASNase (

acide aspartique
acide glutamique

asparagine
synthétase

H,0

NH; acide

aspartique

glutamine

Figure 4 Mécanisme d’action de ’ASNase

Source : schéma adapté et tiré de Asselin et Rizzari, 2015.
Abréviation : ASNase : asparaginase

Les cellules leucémiques n'expriment pas ou peu l'asparagine synthétase. Par
conséquent, elles sont incapables de synthétiser I'asparagine par elles-mémes et
dépendent donc de l'asparagine exogéne pour assurer la synthése des protéines et
la croissance cellulaire. L’ASNase a la propriété d’hydrolyser 'asparagine en acide
aspartique, rendant ainsi la cellule leucémique incapable d'utiliser les sources
exogenes d’asparagine. L'épuisement complet et durable de l'asparagine est
essentiel au succes a long terme de la thérapie par ASNase [Asselin et Rizzari,
2015].

Les avantages de ’ASNase dans le traitement de la LLA et des lymphomes sont
démontrés. Cependant, une certaine toxicité y est associée. L'injection d’ASNase
provoque des réactions d’hypersensibilité chez jusqu’a 30 % des patients [Hijiya et
van der Sluis, 2016]. Deux formes d’hypersensibilité a '’ASNase sont reconnues :
'hypersensibilité clinique qui cause des réactions allergiques diverses allant de
l'urticaire a la réaction anaphylactique, puis I'’hypersensibilité immunologique dite
silencieuse (sans symptdomes apparents) qui consiste au développement d’anticorps
anti-ASNase qui ont pour effet de neutraliser 'enzyme. La survenue d’'une
hypersensibilité silencieuse est une des principales raisons qui entrainent I'arrét du
traitement ou le changement de formulation d’ASNase [Lanvers-Kaminsky, 2017;
Hijiya et van der Sluis, 2016]. A cet effet, Lanvers-Kaminsky [2017] a élaboré un
algorithme, présenté a I'annexe A, permettant d’évaluer les réactions d’inactivation
silencieuse en fonction de la mesure de 'activité de TASNase, de la présence
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d’anticorps et de la sévérité des réactions. En présence d’'une hypersensibilité, des
algorithmes, comme celui de Bleyer et ses collaborateurs [2015] présenté a
annexe B, permettent de suivre et de modifier le plan thérapeutique grace a la
mesure de l'activité de 'ASNase.

Outre I'nypersensibilité, des effets secondaires tels la pancréatite ou la thrombose
peuvent survenir conséquemment au traitement a ’ASNase. Ces effets secondaires
sont principalement causés par la diminution de la synthese protéique engendrée
par 'appauvrissement en asparagine mais aussi par son interférence avec le
métabolisme de la glutamine [Lanvers-Kaminsky, 2017]. L'incidence de la
pancréatite oscille entre 2 % et 18 % des patients traités avec ’ASNase et ce,
indépendamment de la formulation administrée [Hijiya et van der Sluis, 2016]. Quant
a l'incidence de la thrombose, une récente méta-analyse montre que 5,2 % des
enfants traités avec '’ASNase en seraient atteints [Caruso et al., 2006].

Nombre d’analyses prévues et de patients visés

Le demandeur mentionne que chaque année, c’est environ 100 nouveaux cas de
LLA qui sont diagnostiqués au Québec. Parmi eux, 70 % sont des enfants de moins
de 18 ans et 30 % sont des adultes. Annuellement, environ 10 analyses par patient
seraient nécessaires pour effectuer le suivi thérapeutique.

Situation actuelle

Tous les patients, adultes et enfants, diagnostiqués avec la LLA recevront une
formulation d’ASNase, qu'’ils soient inclus dans un programme de recherche ou non,
puisqu’il s’agit d'un traitement standard pour ce type de maladie. Les formulations
d’ASNase disponibles actuellement au Canada sont I'E. coli ASNase (Kidrolase“),
I'Erwinia ASNase (Erwinase") et 'ASNase PEG (Oncaspar"©).

Selon le demandeur, plus de 60 % des enfants nouvellement diagnostiqués avec la
LLA rejoignent les programmes de recherche du Dana Farber Cancer Institute
(DFCI) et du Children’s Oncology Group (COG) pour recevoir un traitement a
'ASNase. Le dosage de 'activité de ’ASNase s’effectue présentement uniquement
dans le cadre des protocoles de recherche du DFCI puisqu’aucune étude ne semble
en cours pour le COG. Pour les adultes et les enfants qui n’intégrent pas les
protocoles de recherche, la mesure de I'activité de 'ASNase est alors effectuée
dans le laboratoire clinique, hors programme de recherche, et a la demande du
clinicien.

Données médico-administratives

Cette analyse ne figure pas au Répertoire québécois et systeme de mesure des
procédures de biologie médicale. L’analyse n’a fait I'objet d’aucun envoi hors
Québec.

Bréve description des avantages allégués de I’analyse proposée

Selon le demandeur, la variabilité intra et interindividuelle entre la dose d’ASNase
administrée et 'activité mesurée de 'ASNase justifie la mise en place de cette
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nouvelle analyse. De plus, une prise en charge pharmaco-thérapeutique
individualisée s’avére importante chez un certain nombre de patients pour lesquels
un seuil thérapeutique optimal en ASNase ne peut étre atteint en raison notamment
d’'une hypersensibilité cliniquement détectable (allergie) ou silencieuse (anticorps
anti-ASNase). Par ailleurs, la survenue d’effets secondaires tels des pancréatites ou
des thromboses chez des patients traités avec TASNase serait liée au traitement et
pourrait étre réduite par un ajustement posologique basé sur la mesure de I'activité
de 'ASNase.

Assurance qualité

Aucune épreuve de compétence externe n’est actuellement disponible pour cette
analyse. Des démarches ont été entreprises pour mettre sur pied un programme de
contréle de qualité externe conjointement avec le Laboratoire d’Oncologie
pédiatrique au Centre Médical Universitaire Erasmus a Rotterdam (D" Inge van der
Sluis). Le demandeur a également entrepris des discussions avec la Dutch
Foundation for Quality Assessment in Medical Laboratories (SKML), un organisme
sans but lucratif qui parraine plus d’une centaine de programmes de contrdle de la
qualité reliés a 'analyse des médicaments et a la toxicologie. Finalement, le
demandeur échange présentement avec un groupe torontois du Hospital for Sick
Children (D" David Colantonio) qui développe lui aussi une méthode d’analyse de
l'activité de TASNase. En attendant qu’'un programme de contrble de la qualité soit
mis en place, le laboratoire demandeur prévoit utiliser des controles de qualité
interne (préparation indépendante des courbes d’étalonnage) auxquels seront
comparés des échantillons résiduels de patients traités avec une des formes
d’ASNase.



5.1

5.2

5.3

DONNEES PUBLIEES

Valeur diagnostique

Aucune étude n’a été retenue puisque I'analyse proposée par le centre demandeur
n’a pas pour objectif d’établir ou de préciser un diagnostic.

Valeur pronostique

Aucune étude n’a été retenue puisque I'analyse proposée par le centre demandeur
n’a pas pour objectif de prévoir I'évolution de la maladie ou d’anticiper un
changement futur de I'état de santé.

Valeur thérapeutique

La recherche documentaire a permis de repérer quatre études portant sur la
capacité d’'effectuer un suivi thérapeutique avec 'analyse de I'activité de '’ASNase
par la méthode a l'indooxine. Les études présentées dans cette section sont
résumées dans I'annexe C. De ces études, une traite a la fois de la variabilité
interindividuelle et de la personnalisation des doses [Sassen et al., 2017], une traite
a la fois de la variabilité entre les patients et de la réduction des doses [Schrey et al.,
2010], une traite a la fois de la variabilité entre les individus et de la distinction entre
les formes d’hypersensibilité [Kloos et al., 2016] et, finalement, une traite des effets
secondaires du traitement [Tong et al., 2014].

5.3.1 Variabilité interindividuelle de I’activité enzymatique résiduelle des
patients traités avec ’ASNase

Un certain nombre de facteurs influencent l'activité de 'ASNase et les
concentrations d'asparagine aprés I'administration d’'une dose d'ASNase. La
formulation d'/ASNase, la formation d'anticorps anti-ASNase, les médicaments
concomitants et méme la méthode d'administration (par voie intramusculaire ou
intraveineuse) peuvent avoir un impact important sur la dynamique de l'activité de
’ASNase et engendrer une variabilité entre les patients [Asselin et Rizzari, 2015].

Les trois études retenues comportent des données relatives a la variabilité
interindividuelle du dosage sérique de I'activité de 'ASNase observée lors de la
phase d’induction du traitement avec I'une des trois formulations d’ASNase
(tableau 1). Les résultats présentent une variabilité élevée entre les patients pour
tous les traitements administrés. En considérant la valeur seuil thérapeutique de
0,1 Ul/ml nécessaire afin d’'appauvrir suffisamment le sang en asparagine, des
niveaux d’activité d’Erwinia ASNase jusqu’a 3 fois inférieurs (0,0299 Ul/ml) [Sassen
et al., 2017] et des niveaux d’E. coli ASNase jusqu’a 150 fois supérieurs

(1,497 Ul/ml) ont été observés [Schrey et al., 2010].
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Tableau 1 Variabilité interindividuelle de I’activité résiduelle de ’ASNase
déterminée par la méthode a I'indooxine lors de la phase
d’induction du traitement a I’E. coli ASNase a ’'ASNase PEG et a
’Erwinia ASNase

) POPULATION ACTIVITE RESIDUELLE
. Apres 42-50 hres : 0,1662
Sassen 21 eparlr:lgcri]itan'LGAans Erwinia ASNase : | (0,1034-0,2701)"
[2017] (199_ e 20000 UI/m® IV | Aprés 65-80 hres : 0,0484
D (0,0299-0,1047)
Kloos ?egi‘::gztz I:_eI;Ai a:gc E.coliASNase : | Aprés 48 hres : 0,137-0,749
[2016] n alergq 5 000 Ul/m? Aprés 72 hres : 0,037-0,089
(symptébmes)
z’li Fr’]fé'gir:j _ngns E.coli ASNase : | Aprés 48 hres : 0,0405 (0-1,199)
g ' 5 000 Ul/m> Aprés 72 hres : 0,229 (0-1,497)
(0,8-23)
Schrey 4Ali Fr’r‘;"é'ggj 'LIéAans ASNase PEG : Aprés 48 hres : 0,618 (0-1,306)
[2010] (092_22) ' 1 000 Ul/m? Aprés 72 hres : 0,6205 (0-1,029))
29 patients LLA Erwinia ASNAse - | v/ apres 48 hres : 0,115 (0-0,884)
Age médian : 5 ans 10 000 Ul/m IM, aprés 48 hres : 0,152 (0-0,750)
(2-17) IV et IM - ap e ’

Abréviations : ASNase : L-asparaginase; E. coli : Escherichia coli; IM : intramusculaire; IV : intraveineux;
LLA : leucémie lymphoblastique aigué; PEG : pégylé; Ul : unité internationale
" écart interquartile

En conclusion, la grande variabilité interindividuelle du niveau de I'activité résiduelle
de 'ASNase dans le sérum renforce la nécessité d'un suivi thérapeutique.

5.3.2 Leschéma posologique des patients atteints de LLA traités avec
I’ASNase pourrait étre personnalisé en fonction du poids corporel

L’étude de Sassen [2017] avait comme objectif secondaire de déterminer
I'association entre les caractéristiques des patients et la pharmacocinétique de
I'Erwinia ASNase administrée par voie intraveineuse. lls ont mesuré 'activité
résiduelle de 'ASNase chez 51 patients 4gés de moins de 18 ans recevant tous une
dose fixe d’Erwinia ASNase de 20 000 UI/m? pendant 2 semaines & raison de

3 injections par semaine. Un modéle pharmacocinétique permettant de prédire
l'activité résiduelle de 'ASNase en fonction du poids corporel a été développé a
aide des données recueillies.

Les échantillons prélevés chez 36 patients ont pu étre analysés. Les résultats
montrent que 39 % des patients de poids inférieur a 50 kg et 20 % de ceux ayant un
poids supérieur a 50 kg atteignent le seuil thérapeutique (tableau 2).
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Tableau 2 Niveaux sériques d’ASNase déterminés par la méthode a
'indooxine lors de la phase d’induction d’un traitement a ’Erwinia

ASNase
POIDS PATIENTS ACTIVITE RESIDUELLE
TRAITEMENT kg n (%) D’ASNase, Ul/ml

<50 12 (39) <0,1

Erwinase ASNase 19 (61) >0,1

2

20 000 Ul/m >50 1 (20) <0,1
4 (80) >01

Source : informations provenant de Sassen et al., 2017.
Abréviations : ASNase : L-asparaginase; Ul : unité internationale

Selon le modéle pharmacocinétique développé et considérant la dose de départ du
traitement de 20 000 Ul/m?, approximativement 75 % des patients ayant un poids
corporel de plus de 50 kg auraient un niveau d’ASNase résiduel supérieur au seuil
thérapeutique de 0,1 Ul/ml aprés 48 heures. Le modéle suggére une dose de
traitement de départ de 25 000 Ul/m? pour les patients ayant un poids entre 30 kg et
50 kg et de 25 000 Ul/m? & 37 000 Ul/m? pour ceux dont le poids se situe entre

10 kg et 30 kg afin que 75 % d’entre eux atteignent le seuil thérapeutique 48 heures
aprés l'injection.

Les auteurs concluent que selon les simulations réalisées avec le modéle
pharmacocinétique développé pour I'Erwinia ASNase, la dose de départ du
traitement fixée & 20 000 UI/m? pour tous les patients semble trop faible pour les
enfants de poids inférieur a 50 kg. Toutefois, I'augmentation de la dose pour
I'ensemble du groupe pourrait entrainer des concentrations inutilement élevées chez
la majorité des patients dont la concentration est déja supérieure a 0,1 Ul/m?,
engendrant potentiellement des effets secondaires (a long terme) et des codts
inutiles, d’ou I'importance d’un suivi thérapeutique de I'activité résiduelle de
’ASNase afin de personnaliser le traitement.

5.3.3 Des doses réduites d’ASNase administrées aux patients atteints de
LLA pourraient s’avérer suffisantes pour maintenir une activité
enzymatique au-dessus du seuil thérapeutique

Schrey et ses collaborateurs [2010] avaient comme objectif d’estimer l'intensité du
traitement a 'ASNase chez des patients diagnostiqués et traités pour la LLA. Sur
une période de 7 ans, 763 patients (2 074 échantillons) traités selon le protocole
ALL-BFM-2000 ont été suivis dans le cadre de cette étude. Les patients recevaient
I'E. coli ASNase en phase d'induction & raison de 5 000 Ul/m? (n = 318), suivi d’'une
réinduction de 10 000 Ul/m? pour certains patients (n = 62), puis '’ASNase PEG en
phase d'intensification a raison de 1 000 Ul/m® (n = 416), ou une réintensification &
I'Erwinia ASNase (n = 29) a raison de 10 000 Ul/m? pour les patients ayant montré
une hypersensibilité. L’activité de ’ASNase a été mesurée grace au dosage
spectrophotométrique de l'indooxine.
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Les résultats de I'étude montrent que I'activité de 'ASNase est supérieure au seulil
thérapeutique visé chez 80 % des patients 3 jours suivant 'administration de la dose
d’induction d’E. coli ASNase de 5 000 Ul/m* avec 1,4 % des patients dont les
valeurs sont sous la limite inférieure de quantification de 0,005 Ul/ml. Les patients
qui ont ensuite recu la dose supérieure de 10 000 UI/m? ont montré des valeurs
supérieures au seuil thérapeutique (dans 85 % des cas) de fagcon semblable aux
patients ayant recu au préalable la dose de 5 000 Ul/m?. Toutefois, chez les patients
ayant recu 10 000 UI/m?, une plus grande proportion (8,1 %) présentaient une
activité enzymatique sous la limite inférieure de quantification. Ceci peut s’expliquer
par le développement d’anticorps qui est supérieur durant la phase de réinduction
par rapport a la phase d’induction, et ce, malgré qu'il s’agisse de la méme
formulation d’ASNase.

Trois jours aprés 'administration de 'ASNase PEG & 1 000 Ul/m?, 90 % des patients
montraient des valeurs au-dessus du seuil thérapeutique cible alors qu’apres 7 et

14 jours, c’est respectivement 69 % et 47 % des patients qui présentaient des
valeurs supérieures au seuil thérapeutique avec 22 % et 37 % des patients pour qui
les valeurs d’activité enzymatique étaient en dega de la limite inférieure de
quantification. Quant a 'activité de 'ASNase suite a 'administration de I'Erwinia
ASNase a 10 000 Ul/m?, l'injection par voie intramusculaire ou par voie
intraveineuse montre des valeurs d’'activité enzymatique semblables (tableau 3).



Tableau 3 Détermination de I’activité de ’ASNase par la méthode a

'indooxine aprés I'administration de traitements a I’E. coli ASNase,
a ’Erwinia ASNase ou a ’ASNase PEG

%PgsEs INJECTION | PATIENTS A(lj_’TA\gr:aEsE - A;\,:LENTS &

" Ul/ml >0,1Ulml | SOUsLIQ
Phase d’induction : E. coli 5 000 Ul/m?
Jour 1 S.0. 30 1,185 (0-2,127) 30 (85) 3(10)
Jour 2 S.0. 69 4,005 (0-1.199) 71 (94) 1(1.5)
Jour 3 S.0. 291 0.229 (0-1.497) 232 (80) 4 (1.4
Phase de réinduction : E. coli 10 000 Ul/m?
Jour 3 S.0. 62 0.540 (0-1.250) 53 (85) 5(8.1)
Phase d'intensification : ASNase PEG 1 000 Ul/m?
Jour 3 S.0. 67 0.621 (0-1.029) 60 (90) 4 (6.0)
Jour 7 S.0. 256 0.333 (0-0.947) 178 (69) 58 (22)
Jour 14 S.0. 62 0.130 (0-0.367) 29 (47 23 (37)
Phase de réintensification : Erwinia 10 000 Ul/m?
Jour 2 IM et IV 97 0.142 (0-,0884) 16 (55) 3(10)
Jour 2 v 58 0.115 (0-0,884) 7 (47) 2(13)
Jour 2 IM 39 0.152 (0-0,750) 9 (64) 1(7.1)

Source : tiré de Schrey et al., 2010.
Abréviations : ASNase : L-asparaginase; E. coli : Escherichia coli; IM : intramusculaire; IV : intraveineux;
LIQ : limite inférieure de quantification; PEG : pégylé; s.o. : sans objet; Ul : unité internationale

" activité médiane

Les auteurs de I'étude concluent que la dose réduite de 5 000 Ul/m? d'E. coli
ASNase dans le cadre d’un traitement d'induction a suffi a atteindre un niveau
d'activité de 'ASNase supérieur a 0,1 Ul/ml chez environ 90 % des patients. De
plus, les doses réduites de 1 000 Ul/m? et de 10 000 Ul/m? d’ASNase PEG et
d’Erwinia ASNase pour la phase d'intensification et de réintensification suffisent
également pour atteindre le seuil thérapeutique cible. Le suivi thérapeutique de

I'activité résiduelle de 'ASNase peut permettre de réduire les doses administrées
aux patients.

5.3.4 La capacité du dosage de I'activité de ’ASNase a distinguer les
réactions d’hypersensibilité permet d’adapter le traitement

Kloos et ses collaborateurs [2016] avaient comme objectif de décrire les différents
types de réactions allergiques survenues chez des patients inclus dans les
protocoles de traitement CoALL 08-09 et DCOG ALL-10 ou ALL-11, puis de les
comparer dans le but de trouver des différences qui pourraient permettre de les
distinguer facilement en clinique. Les patients traités selon le protocole CoALL 08-09
recevaient 3 ou 4 doses d’ASNase PEG de 2 500 UI/m?, puis 1 ou 2 doses pour la
phase de réinduction. Le protocole DCOG ALL-10 consistait en 8 doses d’E. coli
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ASNase de 5 000 UI/m?, puis 15 doses d?ASNase PEG de 2 500 Ul/m?. Les patients
suivant le protocole DCOG ALL-11 recevaient 3 doses d’ASNase PEG de

1 500 UI/m. Pour les protocoles DCOG ALL, les patients présentant des allergies
étaient orientés vers un traitement & I'Erwinia ASNase de 20 000 Ul/m?.

Pour chaque réaction allergique qui survenait, les données concernant les
symptdmes, le moment de leur apparition, la poursuite du traitement, la présence
d'anticorps anti-ASNase et le niveau d'activité de '’ASNase étaient compilées.
L’activité de ’ASNase a été mesurée grace au dosage spectrophotométrique de
lindooxine. Parmi les patients qui ont subi une réaction allergique (avec présence

de symptémes), les auteurs ont considéré que celle-ci était « réelle »

lorsqu’associée a un niveau d’'activité de ’ASNase non mesurable (inactivation
enzymatique) et qu’elle était plutét « fausse » lorsque I'activité enzymatique était
mesurable, donc au-dessus du seuil de quantification.

Des 24 patients a I'étude ayant éprouvé des réactions allergiques avec symptomes,
9 ont eu une réaction allergique dite fausse et n’ont pas développé d’anticorps anti-
ASNase alors que 15 ont eu une réaction allergique dite réelle avec présence
d’anticorps et donc inactivation de I'enzyme (tableau 4).

Tableau 4 Distinctions entre les réactions allergiques réelles (inactivation de
I’enzyme) et fausses chez tous les patients présentant des
symptdmes subséquents au traitement

ALLERGIE REELLE
ALLERGIE FAUSSE
OBSERVATIONS (n=09) (INACTIVATION) VALEUR
(n=15) p

Temps d’apparition,

; g 29 (12-47) 2 (1-5) < 0,001
min (médiane)
Symptémes :
-cutanés 69 % 93 % 0,153
-pulmonaires 23 % 40 % 0,435
-gastro-intestinaux 46 % 33% 0,700
Présence d’anticorps 14 % (n = 1/7) 100 % (n = 13/13) 0,001

Aprés dose : 0,037-0,749 Aprés dose : 0
Activité” de 'ASNase, 48 hres : 0,032-0,294 co
Ul/ml 72 hres : 0,037-0,089 o
1sem:0,083-1,657

Source : tiré de Kloos et al., 2016.

Abréviations : ASNase : L-asparaginase; s.0. : sans objet; sem : semaine; Ul : unité internationale
gamme des activités médianes
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Les résultats de I'étude montrent que les réactions allergiques fausses surviennent

relativement tardivement lorsque comparées aux réactions allergiques réelles dont

l'enzyme est inactivée dés I'administration du traitement. Cependant, la nature des

symptémes survenus chez les patients ne permet pas de distinguer ceux ayant une
réaction allergique fausse de ceux ayant une réaction allergique réelle.

Les auteurs de I'étude concluent que la mesure des niveaux d’activité de TASNase
est une maniere fiable de distinguer les réactions allergiques fausses de
linactivation enzymatique et justifie le suivi thérapeutique des patients traités.

5.3.5 La capacité du dosage de I’activité de ’ASNase a prédire la probabilité
de survenue des effets secondaires dont la pancréatite et lathrombose

L’étude de Tong [2014] avait comme objectif d’évaluer 'association entre les
niveaux d’activité de 'ASNase et la survenue de pancréatite, de thrombose, de
neurotoxicité, d’hyperammoniémie et de dyslipidémie (hypercholestérolémie,
hypertriglycéridémie). Un total de 89 patients de moins de 18 ans a été recruté et
traité selon le protocole DCOG ALL-10 d'une durée de 30 semaines. Tous les
participants recevaient 8 doses d’E. coli ASNase a raison d’'une dose de 5 000 Ul/m
tous les 3 jours pendant la phase d’induction, suivies de 15 doses d’ASNase PEG a
raison de 2 500 UI/m? toutes les 2 semaines pendant la phase d'intensification, ou
une dose d’Erwinia ASNase de 20 000 UI/m? 2 & 3 fois par semaine en cas
d’hypersensibilité a TASNase PEG. Vingt-deux patients ont développé une allergie
ou une inactivation silencieuse et ont di recevoir de 'Erwinia ASNase.

2

Parmi tous les patients traités, 35 % et 60 % vont développer respectivement une
hypercholestérolémie et une triglycéridémie, 50 % vont présenter une
hyperammoniémie, 9 % une neurotoxicité, 7,9 % une pancréatite et 4,5 % une
thrombose (tableau 5). Tous traitements confondus, les triglycérides et le cholestérol
atteignent des niveaux significativement élevés (p < 0,001) dés les semaines 3 et 5.
Ces niveaux élevés sont maintenus pendant toute la durée de la phase
d’intensification pour ensuite retourner a des niveaux normaux a la semaine 37. Il en
va de méme pour les niveaux mesurés d'ammoniaque qui augmentent dés la
premiére injection du traitement de la phase d’intensification pour rejoindre des
niveaux normaux a la semaine 37.
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Tableau 5 Corrélation entre les niveaux d’activité de ’ASNase déterminés par
la méthode a I'indooxine et les effets secondaires relatifs au
traitement a ’ASNase PEG et a ’Erwinia ASNase durant la phase
d’intensification

EFFETS OCCURRENCE CORRELATION* AVEC VALEUR
SECONDAIRES n (%) L’ACTIVITE DE L’ASNase p
Thrombose 4 (4,5) aucune s.0.
Pancréatite 7(7,9) aucune s.0.
Neurotoxicité 8(9,0) aucune s.0.
Hyperammoniémie 45 (50) aucune s.0.
Hypercholestérolémie 31 (35) 0,35 0,01
Hypertriglycéridémie 53 (60) 0,36 0,005

Source : tiré de Tong et al., 2014.

Abréviations : ASNase : L-asparaginase; s.0. : sans objet
" coefficient de corrélation de Spearman

Les résultats de cette étude montrent une étroite corrélation entre les niveaux
d’activité élevés de 'ASNase mesurés par méthode a l'indooxine et les niveaux
élevés de triglycérides et de cholestérol (tableau 5). Bien que les niveaux
d’ammoniaque soient augmentés durant le traitement, aucune corrélation n’a pu étre
démontrée avec I'activité de 'ASNase. Egalement, aucune corrélation n’a pu étre
décelée entre I'activité de 'ASNase et 'occurrence accrue de pancréatite, de
thrombose ou de neurotoxicité.

Les auteurs de 'étude concluent que la dyslipidémie survient chez prés de la moitié
des patients et qu’il y a une forte corrélation entre les niveaux éleveés de triglycérides
et de cholestérol et les niveaux élevés d’'activité de 'ASNase. Cependant, les
résultats montrent que cet état est temporaire et prend fin avec le traitement. Les
auteurs affirment que la présence de dyslipidémie ne justifie pas une modification du
traitement a 'ASNase. lls concluent également qu’aucune corrélation entre les
niveaux d’activité de ’ASNase et I'occurrence de pancréatite ou de thrombose n’'a
pu étre démontrée. En outre, dans cette étude, la dyslipidémie s’avére étre le seul
effet secondaire relatif au traitement qui puisse étre associé a la mesure de I'activité
de 'ASNase.

Validité analytique
La recherche documentaire a permis de retenir une seule étude [Lanvers et al.,

2002] comportant des données de validation analytique du dosage de 'ASNase par
la méthode a l'indooxine. Un résumé de cette étude est présenté a 'annexe C.

Lanvers et ses collaborateurs [2002] ont développé et validé une méthode de
quantification de I'ASNase sérique basée sur I'hydrolyse de 'AHA (méthode a
indooxine). Les méthodes traditionnellement utilisées pour mesurer I'activité de
'ASNase telles le dosage spectrophotométrique du NADPH et la Nesslerisation ont
une limite inférieure de quantification de 0,02 Ul/ml alors que la méthode a
l'indooxine peut détecter une activité plus faible de I'ordre de 0,001 Ul/ml.




Linéarité

Dans le cadre de cette étude, la quantification de I'activité de 'ASNase par la
méthode indooxine a été comparée a la méthode de Nessler qui consiste a mesurer
'ammoniaque produite par IASNase. L’analyse de la linéarité entre la concentration
attendue et la concentration observée en ASNase a été effectuée a partir de
dilutions d’échantillons de 0,075 Ul/ml & 1,250 Ul/ml provenant de prélévements de
patients atteints de LLA ou de lymphome non hodgkinien (n = 32) et de
prélévements enrichis en ASNase (n = 74). Cette analyse a révélé que la
concentration attendue en fonction de la concentration observée en ASNase est
maintenue jusqu’a la dilution 1:20 avec un r* = 0,986. De plus, les résultats ont
également montré une bonne corrélation entre la détermination de l'activité de
I'’ASNase avec la méthode a l'indooxine et la méthode Nessler avec des r? = 0,934,
r> = 0,961, et r* = 0,977 pour I'E. coli ASNase (n = 39), 'ASNase PEG (n = 121) et
I'Erwinia ASNase (n = 42) respectivement. Cependant, la valeur intrinséque de
chaqgue échantillon présente une différence significative (p < 0,001) d’'une méthode a
l'autre avec un écart de 0,0351 Ul/ml pour I'E. coli ASNase, 0,098 Ul/ml pour
'ASNase PEG et -0,0221 Ul/ml 'Erwinia ASNase. Comparée a la méthode a
l'indooxine, la Nesslerisation surestime I'activité sérique de IASNase PEG.

Précision

La précision inter-essai (le méme jour et a des jours différents) a été déterminée par
I'analyse répétitive d’échantillons enrichis en E. coli ASNase, Erwinia ASNase et
ASNase PEG a des concentrations variant de 0,0025 Ul/ml a 1,250 Ul/ml. Les
résultats montrent que les coefficients de variation inter-essais le méme jour

oscillent entre 2,72 % et 6,53 % pour I'E. coli ASNase, entre 1,98 % et 5,70 % pour
'ASNase PEG, et entre 2,11 % et 8,77 % pour 'Erwinia ASNase (tableau 6).
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Tableau 6 Répétabilité de la mesure de I’activité de I’E. coli ASNase, ’ASNase
PEG et I'Erwinia ASNase

INTER-ESSAIS LE MEME JOUR (n = 8)
E. coli ASNase ASNase PEG Erwinia ASNase

ASNase | CV | PRECISION | ASNase | CV | PRECISION ASNase | CV PRECISION

(Ul/ml) (%) (%) (Uliml) | (%) (%) (Ul/ml) | (%) (%)

1,054 2,72 5,44 1,118 | 3,93 11,8 1,116 2,70 11,6

0,516 5,15 3,20 0,553 2,35 10,7 0,474 | 4,42 -5,25

0,0726 | 3,98 -3,22 0,0674 | 3,74 -10,2 0,0715 | 8,77 -7,74

0,0458 | 4,71 -8,34 0,0529 | 1,98 5,81 0,0518 | 2,11 3,60

0,0105 | 4,01 5,00 0,00997 | 2,22 -0,31 0,0101 | 2,49 1,45
0,00245 | 6,53 -2,13 0,00264 | 5,70 5,64 0,00284 | 4,77 13,8

Source : tiré de Lanvers et al., 2002.
Abréviations : ASNase : L-asparaginase; CV : coefficient de variation; E. coli : Escherichia coli; PEG :
pégylé; Ul : unité internationale
activité moyenne
Les coefficients de variation inter-essais a des jours différents se situent entre
2,12 % et 8,20 % pour I'E. coli ASNase, entre 1,73 % et 10,7 % pour ’ASNase PEG,
et entre 2,81 % et 11,0 % pour 'Erwinia ASNase (tableau 7).

Tableau 7 Reproductibilité de la mesure de I’activité de I’E. coli ASNase,
I’ASNase PEG et I’Erwinia ASNase

INTER-ESSAIS A DES JOURS DIFFERENTS (n = 20)
E. coli ASNase ASNase PEG Erwinia ASNase
ASNase | CV | PRECISION | ASNase | CV | PRECISION | ASNase | CV | PRECISION
(Ul/ml) | (%) (%) Ul/ml) | (%) (%) Ui/iml) | (%) (%)
Gamme de concentrations 0,0025-0,075 Ul/ml
0,0756 | 2,32 0,85 0,0729 | 1,73 -2,87 0,0740 |3,7 -1,92
0,0484 | 2,12 -3,12 0,0501 | 2,23 0,014 0,0500 |34 -0,02
0,0253 | 3,45 1,29 0,0267 |2,97 6,95 0,0262 |5,3 4,95
0,0114 | 5,96 14,0 0,0113 | 7,35 13,0 0,0110 (8,0 10,1
0,00264 | 8,2 5,79 0,00259 | 7,17 3,67 0,00264 | 4,8 5,54
Gamme de concentrations 0,075-1,250 Ul/ml
1,197 | 3,78 -4,24 1,186 | 3,48 -1,53 1,200 (2,8 -4,00
0,756 | 3,52 0,75 0,770 | 2,96 -0,33 0,764 |3,0 1,82
0,540 |3,73 8,18 0,519 |591 8,25 0,531 (3,3 6,19
0,280 |3,73 12,0 0,274 |9,63 8,97 0,277 |41 10,9
0,0701 | 6,08 -6,44 0,0733 | 10,7 -54 0,0755 |11, 0,7

Source : tiré de Lanvers et al., 2002.
Abréviations : ASNase : L-asparaginase; CV : coefficient de variation; E. coli : Escherichia coli; PEG :
pégylé; Ul : unité internationale : " activité moyenne
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Recouvrement

La proportion de I'activité de ’ASNase recouvrée a été calculée en comparant
l'activité mesurée dans les échantillons enrichis a la concentration attendue. Les
résultats montrent que le pourcentage de recouvrement global pour les trois
formulations d’ASNase est de 101 % + 9,92 pour la méthode indooxine. Les
résultats montrent également que I'activité de 'ASNase PEG est surestimée avec la
méthode de Nessler (tableau 8).

Tableau 8 Comparaison du recouvrement de la mesure de I’activité de
I’ASNase selon 2 méthodes

% RECOUVREMENT + ECART-TYPE
ASNase - -
METHODE INDOOXINE METHODE NESSLER
E. coli ASNase 101 +£10,1 110+ 8,25
ASNase PEG 101 + 10,2 129+ 9,72
Erwinia ASNase 101 + 9,47 95,7+10,1

Source : tiré de Lanvers et al., 2002.

Abréviations : ASNase : L-asparaginase; E. coli : Escherichia coli; PEG : pégylé
" recouvrement moyen

Stabilité

L’étude de la stabilité de 'enzyme a été effectuée a partir de solutions concentrées
d’ASNase conservées a 4°C et diluées dans la saline 0,9 % a température
ambiante. Des échantillons enrichis d’ASNase ont également été analysés aprés
conservation a température ambiante et a -20°C. Les résultats montrent que
I'activité de ASNase dans le sérum demeure stable pour au moins 7 jours a
température ambiante (0,45 % =* 8,40). Les solutions concentrées d’Erwinia ASNase
demeurent stables pendant 7 jours a 4°C. Cependant, lorsque diluées dans la saline
et conservées a température ambiante, leur activité chute d’environ 17 % apres

3 jours. A I'opposé, les solutions concentrées d’E. coli ASNase et d’ASNase PEG
gardées a 4°C ainsi que celles diluées dans la saline et gardées a température
ambiante s’averent stables pour au moins 7 jours. Les résultats montrent aussi que
I'E. coli, 'Erwinia ASNase et ’ASNase PEG conservées a -20°C dans le sérum sont
stables jusqu’a 69 jours, 82 jours et 98 jours respectivement (tableau 9).
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Tableau 9 Stabilité de ’ASNase a 4°C, -20°C et température ambiante

% DIFFERENCE PAR RAPPORT A L’ECHANTILLON FRAIS + ECART-TYPE

JOUR E. coli ASNase ASNase PEG Erwinia ASNase
Solution concentrée d’ASNase a 4°C

1 146 +13,1 -0,5+9,3 351124

2 54+6,8 5,0+8,8 9,1+238

3 54+12,4 10,7 £10,7 -1,6+11,5

4 4,1+10,8 11,4+75 11,8+12,6

7 -1,3+9,6 14,6 + 13,4 751154
ASNase dans la saline 0,9 % a température ambiante

1 -6,3+7,9 3,4+5,0 79+5,6

2 3,3+83 -36+5,0 -2,7+5,6

3 94+79 7,1+£39 -175+ 3,2

4 31+73 1,4+37 s.0.

7 -5,7+8.0 -6,1+9,0 s.0.
ASNase dans le sérum a température ambiante

1 -35+5,2 -20+4,3 -0,2+4,3

2 -0,4+0,7 -1,5+2,3 -0,1+24

3 0,727 09+1,6 03+24

4 0,7+4,5 -3,0+2,3 -22+272

7 1,0+4,3 -28+3,1 -48+2,6
ASNase dans le sérum & -20°C

69 7,59 £ 8,10 S.0. S.0.

82 S.0. S.0. -9,83+12,6

98 S.0. 5,44 + 7,99 S.0.
Source : tiré de Lanvers et al., 2002.

Abréviations : ASNase : L-asparaginase; E. coli : Escherichia coli; PEG : pégylé; s.o. : sans objet

Les auteurs de 'étude concluent que dans une situation d’inactivation enzymatique,
le dosage de l'activité de 'ASNase par la méthode a l'indooxine s’avére un outil
efficace pour contrdler et assurer une intensité de traitement optimal.

5.5 Données fournies par le demandeur

Le demandeur a fourni des données de validation. Ces données ont d’ailleurs été
soumises au CLIA pour I'obtention d’une certification.

Les données de validation des courbes de calibration pour les gammes de
concentrations faibles et élevées se retrouvent détaillées dans I'annexe D. L’analyse
de spécificité et de sélectivité concernant une interférence potentielle du substrat
avec le dosage de 'ASNase est présentée a 'annexe E.
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Exactitude

L’exactitude intra-essai a été déterminée en analysant dans une seule expérience
un minimum de 3 échantillons pour un minimum de 3 concentrations de chacune
des gammes de concentrations d’ASNase. La différence entre la valeur attendue et
la valeur obtenue ne doit pas excéder 20 %, excepté pour la plus faible
concentration pour laquelle un écart jusqu’a 25 % est acceptable. L’exactitude intra-
essai pour la gamme de concentrations faibles de 0,01 Ul/ml a 0,1 Ul/ml est
présentée au tableau 10.

Tableau 10 Exemple d’exactitude intra-essai pour la gamme de
concentrations faibles d’ASNase PEG

ENRICHISSEMENT ACTIVITE % DIFFERENCE PAR RAPPORT
ASNase PEG, Ul/ml ASNase PEG, Ul/ml A LA VALEUR ATTENDUE
0 0,001 S.0.
0 0,001 S.0.
0,01 0,011 10
0,01 0,01
0,01 0,01
0,05 0,049 -2
0,05 0,048 -4
0,05 0,048 -4
0,1 0,097 -3
0,1 0,102
0,1 0,1

Source : tiré des informations fournies par le demandeur.
Abréviations : ASNase : L-asparaginase; PEG : pégylé; s.o. : sans objet; Ul : unité internationale

L’exactitude intra-essai pour la gamme de concentrations élevées de 0,15 Ul/ml a
1,0 Ul/ml est présentée au tableau 11.
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Tableau 11 Exemple d’exactitude intra-essai pour la gamme de
concentrations élevées d’ASNase PEG

ENRICHISSEMENT ACTIVITE % DIFFERENCE PAR RAPPORT A
ASNase PEG, Ul/ml ASNase PEG, Ul/ml LA VALEUR ATTENDUE
0 < 0,055 S.0.
0 < 0,055 S.0.
0 < 0,055 S.0.
0 < 0,055 S.0.
0 < 0,055 S.0.
0 < 0,055 S.0.
0,15 0,157 4,7
0,15 0,152 1,3
0,15 0,152 1,3
0,5 0,499 -0,2
0,5 0,491 -1,8
0,5 0,504 0,8
1,0 1,03 3
1,0 0,973 -2,7
1,0 0,995 -0,5

Source : tiré des informations fournies par le demandeur.
Abréviations : ASNase : L-asparaginase; PEG : pégylé; s.o. : sans objet; Ul : unité internationale

L’exactitude inter-essais a été déterminée en analysant des échantillons de chacune
des gammes de concentrations lors d’au moins 3 expériences indépendantes
réalisées a différentes journées. La différence entre la valeur attendue et la valeur
obtenue ne doit pas excéder 20 %, excepté pour la plus faible concentration pour
laquelle un écart jusqu’a 25 % est acceptable. L’exactitude inter-essais pour la
gamme de concentrations faibles de 0,01 Ul/ml & 0,1 Ul/ml est présentée au

tableau 12.
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Tableau 12 Exemple d’exactitude inter-essais pour la gamme de
concentrations faibles d’ASNase PEG

JOUR | ENRICHISSEMENT ACTIVITE % DIFFERENCE PAR RAPPORT A LA
ASNase PEG, Ul/ml | ASNase PEG, Ul/m| VALEUR ATTENDUE

1 0 0,001 S.0.
0 0,001 S.0.

0,01 0,011 10

0,01 0,01 0

0,01 0,01 0

0,05 0,049 2

0,05 0,048 -4

0,05 0,048 4

0,1 0,097 -3

0,1 0,102 2

0,1 0,1 0
2 0 0,001 s.0.
0 0,001 S.0.
0,01 0,009 -10
0,01 0,009 -10

0,01 0,009 -10

0,05 0,042 -16

0,05 0,047 -6

0,05 0,05

0,1 0,104 4

0,1 0,092 -8

0,1 0,08 -20

3 0 0,002 s.0.
0 0 S.0.

0,01 0,009 -10

0,01 0,01 0

0,01 0,01 0

0,05 0,046 -8

0,05 0,046 -8

0,05 0,044 -12

0,1 0,092 -8

0,1 0,097 -3

01 0,1 0

Source : tiré des informations fournies par le demandeur.
Abréviations : ASNase : L-asparaginase; PEG : pégylé; s.o. : sans objet; Ul : unité internationale
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L’exactitude inter-essais pour la gamme de concentrations élevées de 0,15 Ul/ml &
1,0 Ul/ml est présentée au tableau 13.

Tableau 13 Exemple d’exactitude inter-essais pour la gamme de
concentrations élevées d’ASNase PEG

JOUR ENRICHISSEMENT ACTIVITE % DIFFERENCE PAR RAPPORTA LA
ASNase PEG, Ul/ml ASNase PEG, Ul/ml VALEUR ATTENDUE
1 0 < 0,055 S.0.
0 < 0,055 S.0.
0,15 0,139 -7,3
0,15 0,128 -14,7
0,15 0,131 -12,7
0,5 0,479 -4,2
0,5 0,474 -5,2
0,5 0,506 1,2
1,0 0,986 -1,4
1,0 0,934 -6,6
1,0 0,943 -5,7
2 0 < 0,055 S.0.
0 < 0,055 S.0.
0,15 0,137 -8,7
0,15 0,129 -14
0,15 0,149 -0,7
0,5 0,46 -8
0,5 0,473 -5,4
0,5 0,459 -8,2
1,0 0,951 -4,9
1,0 0,94 -6
1,0 0,99 -1
3 0 < 0,055 S.0.
0 < 0,055 S.0.
0,15 0,15 0
0,15 0,154 2,7
0,15 0,147 -2
0,5 0,49 -2
0,5 0,509 1,8
0,5 0,511 2,2
1,0 1,001 0,1
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JOUR ENRICHISSEMENT ACTIVITE % DIFFERENCE PAR RAPPORTA LA
ASNase PEG, Ul/ml ASNase PEG, Ul/ml VALEUR ATTENDUE
1,0 1,029 2,9
1,0 1,004 0,4

Source : tiré des informations fournies par le demandeur. Abréviations : ASNase : L-asparaginase; PEG : pégylé;
s.0. : sans objet; Ul : unité internationale

Précision

La précision intra-essai a été déterminée en analysant un minimum de

5 échantillons pour des gammes de concentrations d’ASNase dans la méme
expérience. La différence entre la valeur attendue et la valeur obtenue ne doit pas
excéder 20 %, excepté pour la plus faible concentration pour laquelle un écart

jusqu’a 25 % est acceptable. La précision intra-essai pour la gamme de
concentrations faibles entre 0,01 Ul/ml et 0,1 Ul/ml est présentée au tableau 14.

Tableau 14 Exemple de précision intra-essai pour la gamme de
concentrations faibles d’ASNase PEG

ACTIVITE ASNase PEG, Ul/ml
ECHANTILLON Concentration Concentration Concentration

faible moyenne élevée

1 0,010 0,047 0,090

2 0,011 0,046 0,095

3 0,011 0,046 0,094

4 0,010 0,043 0,091

5 0,010 0,045 0,093
Moyenne 0,010 0,045 0,0926
Ecart-type 0,000548 0,00152 0,00207

% CV 5,27 3,34 2,24

Source : tiré des informations fournies par le demandeur.

Abréviations : ASNase : L-asparaginase; CV : coefficient de variation; PEG : pégylé; Ul : unité
internationale
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La précision intra-essai pour la gamme de concentrations élevées entre 0,1 Ul/ml et

1,0 Ul/ml est présentée au tableau 15.

Tableau 15 Exemple de précision intra-essai pour la gamme de
concentrations élevées d’ASNase PEG
ACTIVITE ASNase PEG, Ul/m|
ECHANTILLON Concentration Concentration Concentration

faible moyenne élevée

1 0,118 0,368 0,652

2 0,114 0,361 0,635

3 0,113 0,338 0,624

4 0,117 0,357 0,651

5 0,120 0,360 0,637
Moyenne 0,116 0,357 0,640
Ecart-type 0,00288 0,01125 0,01177

% CV 2,48 3,15 1,84

Source : tiré des informations fournies par le demandeur.
Abréviations : ASNase : L-asparaginase; CV : coefficient de variation; PEG : pégylé; Ul : unité

internationale

La précision inter-essais a été déterminée en analysant des échantillons de chacune
des gammes de concentrations lors d’au moins 3 expériences indépendantes
réalisées a différentes journées. La différence entre la valeur attendue et la valeur
obtenue ne doit pas excéder 20 %, excepté pour la plus faible concentration pour
laquelle un écart jusqu’a 25 % est acceptable. La précision inter-essais pour la
gamme de concentrations faibles entre 0,01 Ul/ml et 0,1 Ul/ml est présentée au

tableau 16.
Tableau 16 Exemple de précision inter-essais pour la gamme de
concentrations faibles d’ASNase PEG
ACTIVITE ASNase PEG, Ul/ml
JOUR Concentration Concentration Concentration
faible moyenne élevée
1 0,0110 0,047 0,094
2 0,0095 0,038 0,082
Moyenne 0,0102 0,044 0,089
Ecart-type 0,000764 0,00520 0,00611
% CV 7,51 11,81 6,89

Source : tiré des informations fournies par le demandeur.
Abréviations : ASNase : L-asparaginase; CV : coefficient de variation; PEG : pégylé; Ul : unité

internationale
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La précision inter-essais pour la gamme de concentrations élevées entre 0,1 Ul/ml
et 1,0 Ul/ml est présentée au tableau 17.

Tableau 17 Exemple de précision inter-essais pour la gamme de
concentrations élevées d’ASNase PEG

ACTIVITE ASNase PEG, Ul/ml
<Ol Concentration Concentration Concentration
faible moyenne élevée
1 0,118 0,343 0,650
2 0,160 0,437 0,728
3 0,134 0,402 0,724
4 0,117 0,349 0,671
Moyenne 0,1294 0,3798 0,685
Ecart-type 0,0185 0,0393 0,0383
% CV 14,31 10,37 5,60

Source : tiré des informations fournies par le demandeur.

Abréviations : ASNase : L-asparaginase; CV : coefficient de variation; PEG : pégylé; Ul : unité
internationale

Le demandeur a également fourni des données de validation concernant la stabilité
des échantillons de sérum ayant subi des cycles de gel/dégel et de sérum enrichi
d’ASNase lorsque conservé a température ambiante, a 6°C et a -80°C (annexe F).
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IMPACTS BUDGETAIRES

L’analyse d'impact budgétaire considére les codts liés a I'ajout au Répertoire du test
permettant de mesurer 'activité de '’ASNase. Les colts sont projetés sur un horizon
temporel de trois ans selon la perspective du ministere de la Santé et des Services
sociaux (MSSS). L’analyse repose sur des données épidémiologiques ainsi que sur
des hypothéses appuyées par des études cliniques et I'opinion d’experts.
L’évaluation des colts est présentée au tableau 18. Les principales hypothéses
émises pour les fins de I'analyse sont les suivantes :

Selon le demandeur, I'analyse proposée ciblerait principalement les patients
atteints de LLA.

Il est estimé qu’environ 100 nouveaux cas de LLA sont diagnostiqués
chagque année au Québec dont 70 % chez les patients pédiatriques et 30 %
chez les adultes.

Selon le demandeur, 60 % des patients pédiatriques atteints de LLA au
Québec seraient pris en charge par des établissements participant au
protocole de recherche du DFCI. Notons que seuls les patients pédiatriques
sont enrblés dans ce programme de recherche.

En considérant que tous les patients admissibles au protocole de recherche
acceptent d’y participer, 40 a 45 patients pédiatriques seraient alors suivis
par le programme d’étude du DFCI. Notons que le DFCI finance les analyses
permettant le dosage de ’'ASNase chez ces patients.

Le demandeur estime qu’environ 20 % de ces patients développeraient une
allergie a la forme d’asparaginase utilisée. Dans ce cas, le protocole ne
prévoit pas fournir une autre formulation d’ASNase ni d’en faire le dosage et
donc d’en supporter les codts.

Aucune étude du COG ne serait présentement en cours pour les nouveaux
cas de LLA.

Tous les patients atteints de LLA au Québec, qu’ils soient inclus ou non dans
un protocole de recherche, recevraient un traitement avec 'ASNase.

Ainsi, 25 a 30 patients pédiatriques atteints de LLA ne feraient pas partie
d’un programme de recherche du DFCI ni d’aucun autre programme de
recherche, en plus de 30 patients adultes qui n’y sont pas admissibles. De
plus, parmi les enfants sous le protocole de recherche du DFCI, environ

8 patients présentant des allergies justifiant d’utiliser une autre forme
d’ASNase devraient étre pris en charge hors protocole.

Le demandeur estime que 10 analyses seraient réalisées par patient traité
avec '’ASNase.

Ainsi, environ 650 analyses seraient requises au cours de chacune des trois
prochaines années pour assurer le suivi du dosage de ’'ASNase chez les



patients qui ne sont pas pris en charge par un protocole de recherche ou

chez qui une réaction allergique est survenue en cours de protocole.

¢ Aucune analyse n’a fait 'objet d’envoi hors Québec en 2015-2016.

e La valeur pondérée proposée par le demandeur est de 38,90.

Tableau 18 Coiits liés a 'introduction au Répertoire de I’analyse permettant
la mesure de l'activité de ’ASNase

AN 1 AN 2 AN 3 TOTAL
Analyses de 'ASNase 650 650 650 1950
Impact net 25285 % 25285 % 25285 % 75855 $
o Pour 3 ans, colts les plus faibles 57183 %
Analyses de sensibilité
Pour 3 ans, codts les plus élevés 96 861 $

Ainsi, 'ajout de I'analyse permettant de mesurer I'activité de 'ASNase pourrait
générer des colts supplémentaires d’environ 75 855 $ pour le total des trois

premieres années.

Advenant qu’aucun patient québécois atteint de LLA ne soit pris en charge par un

programme de recherche, environ 1 000 analyses seraient réalisées annuellement

pour des colts supplémentaires évalués a 116 700 $.

Par ailleurs, selon les experts consultés, les données publiées actuellement

disponibles ne permettent pas un ajustement posologique précis de 'ASNase en
fonction de la mesure de son activité sérique. Ainsi, 'impact économique lié a cet

ajustement n’a pas été évalué.
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ENJEUX ORGANISATIONNELS, ETHIQUES,
SOCIAUX ET JURIDIQUES

Le CHU Sainte-Justine participe depuis plusieurs années aux protocoles de
recherche du DFCI et du COG visant a améliorer le traitement des leucémies
pédiatriques.

Au Québec, la majorité des enfants diagnostiqués avec une LLA ou un lymphome
sont traités au CHU Sainte-Justine avec une des trois formulations d’ASNase

(E. coli ASNase, Erwinia ASNase, ASNase PEG). La prescription d’'une dose d’'une
de ces formulations en absence de suivi de 'activité enzymatique de TASNase
pourrait porter préjudice au patient en augmentant les risques de sous-dosage
(inactivation silencieuse) ou de surdosage (pancréatite, thrombose). L’analyse de
l'activité de TASNase garantirait une optimisation du traitement qui se traduirait par
les bénéfices suivants : une amélioration de I'issue thérapeutique et une réduction
du rapport colt/bénéfice.

POSITIONS OU ORIENTATIONS D’ORGANISATIONS
D’'INTERET CONCERNANT L’ANALYSE EVALUEE

Selon un guide de pratique publié par un consensus d’experts de 'European
Hematology Association dont The Hospital for Sick Children et le Dana-Farber
Cancer Institute font partie, la mesure de 'activité de ASNase est le meilleur
indicateur de l'efficacité du traitement a 'ASNase et le maintien de I'activité
enzymatique égale ou supérieure a un seuil de 0,1 Ul/ml assure un bénéfice
thérapeutique [Van der Sluis et al., 2016].



9 RECOMMANDATION DE L’'INESSS

Mesure de I'activité de la L-asparaginase

La recommandation de 'INESSS
X1 Introduction de I'analyse dans le Répertoire

[l Refus d'introduction de I'analyse dans le Répertoire

Précisions accompagnant la recommandation

v L'utilité de I'analyse proposée pour certaines applications cliniques particulieres
ainsi que I'expertise du centre demandeur sont reconnues.

v |l est suggéré au centre demandeur de mettre en place un mécanisme de contréle
de qualité externe.
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ANNEXE A

Diagnostic différentiel de I’hypersensibilité par le suivi de
I'activité de ’ASNase

o -~
s /S
£ s /S e
o & )
$ § /& ¢ §
8/ & fo8 /FF
I bod ¢ o o &
¥
& .$ g S /Fo
& (8‘ & & @~ & -§
& 3 & /s /P&
¥ K ¥ /¥R ¥
S g S @ g
clinical symptoms of
S yes no yes no
hypersensitivity
Ab-levels| vyes yes no/yes yes

ASE-activity

Avoidance of unnecessary switch

Switch of ASNASE preparation of ASNASE preparation

Source : tiré de Lanvers-Kaminsky, 2017.
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ANNEXE B

Détermination du plan de traitement avec I’ASNase peg

suivie par la mesure de I'activité de ’ASNase

[ PegASNase IV ]

<10% of Dose
Administered

>50% of Dose
Administered

10-50% of Dose
Administered

Draw Level
4-7 Days after
Dose

Draw Level
3-5 Days after
Dose

Monitor
NextDose if ASNase
Continued *

Neutralizing
antibody
assessment | ASNase Re/S“'“ ASNase Result:
<0.051U/mL
>
(inactivation) 2 0.051U/mlL
Switch to Draw Level
Erwinia 1 Week after
ASNase " 15t Level™”
Accelerated | |
clearance ] ] : . ; }
s Day 14’ ASNase: Day 14' ASNase: 'Day 14' ASNase:
<0.025I1U/mL 0.025-<0.11U/mL
20.11U/mL
(accelerated clearance) (accelerated clearance)
1°* ASNase Level was | | | 1°*ASNase Level
0.05-< 1.01U/mL was 2 1.0 lU/mL
v v :
Switch to Monitor Next Dose; Consider Continue
Erwinia Increasing PegASNase "¥or Scheduled
ASNase A Switching to Erwinia ASNase PegASNase T

* In mostinstances, the ASNasepreparation would be discontinued

~* 7 daysafter1st

sample

A 6 doses of 25,000 1U/m?2 IM at 2-3 day intervals for each scheduled dose of pegASNase

T With premedication to prevent aclinical allergicreaction if ASNase levels monitored

¥ Administering another dose of pegASNase should be considered,*” as well as monitoring
future doseslevels and continued accelerated terminal-phase disappearance

Source : tiré de Bleyer et al., 2015.
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ANNEX

EC

Tableau d’extraction des données pertinentes pour les sections relatives a la valeur

thérapeutique et a la validité analytique de I’analyse

ETUDE BUTS POPULATION TRAITEMENT AIE:’E;/II‘I-IES[I;E RESULTATS CONCLUSIONS
Valeur thérapeutique
Sassen Décrire la Patients agésde 1 | DCOG ALL-10 et | Dosage Activité médiane de 'ASNase durant les 2 premiéeres sem Cette étude montrent
[2017] pharmacocinéti- al8ans ALL-11 spectrophotométrique 48 hres aprés la dose : 0,1662 Ul/ml (75,4 % a = 0,1 Ul/ml) qu'avec la dose
que de I'Erwinia diagnostiqués LLA | Erwinia ASNase | de l'indooxine’ 72 hres apres la dose : 0,0484 Ul/ml (26,4 % a = 0,1 Ul/ml) d'Erwinia ASNase
Etude ASNase traités selon les intraveineuse LIQ 0,005 Ul/mi Activité médiane de ’ASNase durant I'ajustement de la dose | administrée, environ
prospective administrée par protocoles : Dose les 48 hres apres la dose : 0,1910 Ul/ml (82,6 % a = 0,1 Ul/ml) 25 % des patients
multicentrique : voie DCOG ALL-10 2 premiéres 72 hres apres la dose : 0,0837 Ul/ml (39,5 % a = 0,1 Ul/ml) n'atteignent pas la
7 centres intraveineuse (1* novembre sem : Variabilité interindividuelle : concentration seuil de
d’oncologie chez des enfants | 2004 au 1* avril 20 000 Ul/m? 33% (IC 95 % : 20) 0,1 Ul/ml 48 heures
pédiatrique diagnostiqués 2012) 3 fois/sem Variabilité interoccasion mensuelle : apres leur premiéere
(Pays-Bas) pour la LLA et DCOG ALL-11 Sem suivantes : 13 % (IC 95 % : 8) dose. Ce phénomene
déterminer (depuis le 1% avril si 72 hrs apres la est plus présent chez
I'association 2012 et toujours en | dose < 0,1 Ul/ml, les patients ayant un
avec les cours) ajuster la dose et faible poids corporel.
caractéristiqgues 714 échantillons donner
des patients. (51 patients) 2 fois/sem
Suivi du 1% mai
2009 au 5 février
2015
Schrey Estimer Tous les patients Protocole ALL- Dosage Activité médiane de '’ASNase Cette étude montre
[2010] l'intensité du diagnostiqués pour | BFM 2000 spectrophotométrique E coli ASNase (n =1 095) : gue les données du
traitement a la LLA traités avec | E. coliASNase: | de lindooxine’ Apres 3 jrs : 0,229 Ul/ml (11 % a < 0,1 Ul/ml) suivi constituent la
Programme de 'ASNase en le protocole ALL- 5000 Ul/m? Intensification aprés 3 jrs : 0,540 Ul/ml (7 % a < 0,1 Ul/ml) base d'une thérapie
suivi, partie du utilisant la BFM-2000 (intensification Erwinia ASNase (intraveineuse et intramusculaire, n = 97): ciblée, c'est-a-dire une
protocole d’essai | mesure de Suivi de janvier 10 000UI/mM?) Apres 2 jrs : 0,142 Ul/m (33 % a < 0,1 Ul/ml) réduction de dose
ALL-BFM 2000 l'activité de 2000 a septembre Erwinia ASNase PEG (7 jrs n = 296, 14 jrs n = 69) personnalisée.
(Allemagne) '’ASNase chez 2007 : ASNase : Apres 7 jrs : 0,333 Ul/ml (28 % a < 0,1 Ul/ml)
des patients 2 074 échantillons 10 000 Ul/m? Apres 14 jrs : 0,130 Ul/ml (48 % a < 0,1 Ul/ml)
diagnostiqués et | (763 patients) ASNase PEG :
traités pour la 1000 Ul/m?

LLA.
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ACTIVITE DE

ETUDE BUTS POPULATION TRAITEMENT L’ASNASE RESULTATS CONCLUSIONS
Kloos Décrire les Patients avec Protocole Dosage Les réactions de type allergique surviennent relativement Malgré ces différences
[2016] réactions de type | réactions CoALL 08-09 spectrophotométrique tard aprées le début de la perfusion (5 min a 24 hres) cliniques, les réactions

allergique et les allergiques (3-4 doses de l'indooxine” comparativement aux allergies réelles (1 a 20 min). allergiques fausses
Etude comparer afinde | (symptdbmes) sans | ASNase PEG Chez tous les patients (sauf un) avec une réaction allergique | peuvent étre
descriptive trouver des inactivation de 1-2 doses fausses, les anticorps étaient absents, alors que des distinguées des
associée aux différences utiles | 'ASNase 2500 Ul/m?) anticorps étaient détectés chez tous les patients avec une allergies réelles
protocoles en pratique (protocoles Protocole DCOG réaction allergique réelle. uniguement en
CoALL 08-09, clinique pour les | CoALL 08-09 et ALL-11 Les symptdmes et le grade ne différaient pas entre les suivant les niveaux
DCOG ALL-11 distinguer en DCOG ALL-11): (3 doses groupes. d'activité de 'ASNase.
et DCOG mesurant n=9 ASNase PEG
ALL-10 lactivité de Patients 1 500 Ul/m?)
'’ASNase chez allergiques avec Protocole DCOG
des patients inactivation de ALL-10
diagnostiqués et | 'ASNase (8 doses E. coli
traités pour la (protocole DCOG 5000 Ul/m” et
LLA. ALL-10):n=15 15 doses
ASNase PEG a
2500 UI/m?
2 fois/sem)
Tong Evaluer Patients Protocole DCOG | Dosage Occurrence (% patients) Les niveaux éleves de
[2014] l'incidence de la diagnostiqués LLA | ALL-10 spectrophotométrique Thrombose 4,5 % l'activité de 'ASNase
pancréatite, de la | traités selon le (8 doses E. coli de l'indooxine” Pancréatite 7,9 % sont associés avec les
Etude thrombose, de protocole DCOG 5000 UI/m? aux LIQ 0,001 Ul/mi Neurotoxicité 9,0 % niveaux élevés de
prospective : I'hyper- ALL-10 (juillet 2009 | 3 jrs et 15 doses Hyperammoniémie 50 % truglycérides et de
2 centres ammoniémie, de | a octobre 2012) : ASNase PEG a Hypercholestérolémie 35 % cholestérol mais ne
d’oncologie I'hyper- 89 patients 2 500 Ul/m? Hypertriglycéridémie 60 % sont pas associés
pédiatrique cholestérolémie 2 fois/sem ou Corrélation avec l'activité de IASNase avec la survenue de
(Pays-Bas) et de I'hyper- Erwinia ASNase Thrombose : aucune thrombose, de

triglycéridémie et
leur association
avec les niveaux
d’activité de
'ASNase.

&20 000 UI/m” si
allergie ou
inactivation),
durée 30 sem

Pancréatite : aucune

Neurotoxicité : aucune
Hyperammoniémie : aucune
Hypercholestérolémie : 0,35 (p = 0,01)
Hypertriglycéridémie : 0,36 (p = 0,005)

pancréatite ou de
neurotoxicité.

159




ACTIVITE DE

ETUDE BUTS POPULATION TRAITEMENT L’ASNASE RESULTATS CONCLUSIONS
Validité analytiqu
Lanvers Décrire le Variabilité intrajour | Recouvrement Dosage Reproductibilité : % CV intrajour (n = 8) Les résultats montrent
[2002] développement 8 réplicas d’'une Echantillons spectrophotométrique E. coli: 2,72 2 6,53 % que cette méthode
et la validation gamme de enrichis de l'indooxine’ ASNase PEG : 1,98 a2 5,70 % permet le suivi des
Etude d'une méthode concentrations d’ASNase LIQ 0,001 Ul/ml Erwinia ASNase : 2,11 28,77 % différentes
méthodologique | de quantification | (0,00245- Stabilité de (comparé au dosage Précision : % CV interjour (n = 20) préparations
d'ASNase dans 1,250 Ul/ml) '’ASNase spectrophotométrique E.coli: 2,1228,20% d'ASNase.
du sérum Variabilité interjour | -20°C, 4°C, et avec la solution de ASNase PEG : 1,734 10,7 %
humain basé sur | 20 échantillons de température Nessler, Erwinia ASNase : 2,81 4 11,0 %
I'hydrolyse du faible ambiante LIQ 0,02 Ul/ml) % de recouvrement (E. coli, ASNase PEG, Erwinia ASNase)
B-hydroxamate concentration Indooxine : 101 %, 101 %, 101 %
L-aspartique (0,00245- Nessler : 110 %. 129 %, 95,7 %
(méthode 0,075 Ul/ml) et de Stabilité de ’ASNase dans le sang
indooxine). concentration 7 jrs a température ambiante
élevée (0,075- a 4°C et 8-72 hres a température ambiante
1,250 Ul/ml)

Abréviations : ALL : acute lymphoblastic leukemia; ASNase : L-asparaginase; CCG : Children’s Cancer Group; COG : Children’s Oncology Group; CV : coefficient de
variation; DFCI : Dana-Farber Cancer Institute; DCOG : Dutch Childhood Oncology Group; E.coli : Escherichia coli; IC : intervalle de confiance; LIQ : limite inférieure
de quantification; LLA : leucémie lymphoblastique aigué; PEG : pégylé; sem : semaine; Ul : unité internationale.

" méthode visée par cette nouvelle analyse
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ANNEXE D

Données de validation des courbes de calibration

The calibration standards are prepared in serum, the same matrix as the matrix of the intended
study samples, by spiking the blank matrix with known amounts of pegaspargase. The low
calibration curve range is defined by the LLOQ being the lowest calibration standard (0.005
[U/ml) and the upper limit of quantification (ULOQ), being the highest calibration standard (0.1
IU/ml).. The high calibration curve range is defined by the LLOQ being the lowest calibration
standard (0.1 1U/ml) and the upper limit of quantification (ULOQ), being the highest calibration
standard (1 [U/ml). In addition to the blank sample (processed serum without pegaspargase), the
following calibration levels are used:

e [ow range pegaspargase: 0.005, 0.01, 0.02, 0.03, 0.05, 0.075 and 0.1 IU/ml of serum
e High range pegaspargase: 0.1, 0.15, 0.25, 0.5, 0.75 and 1.0 IU/ml of serum
Each calibration standard is analysed in replicate.
Examples of low and high range calibration curve for pegaspargase:
se calibration curve: low range
0,500
0.7004
0,600
0,500
0,400
0,300
0,200
0,100

0,000 1

-0,100 T T T T T |
0,000 0,020 0,040 0,060 0,080 0,100 0,120

Asparaginase activity (IU/ml)
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1,000 4

0,900

0,800+

0,700

0,600

0,500

0,400

0,300+

0,200

0,100

e calibration curve: high range

0,000
0,000

T T
0,100 0,200

T T
0,300

0,400

T
0.500

0,600

T
0,700

Asparaginase activity (IU/ml)

T
0,800

0,900

T
1,000

1,100

Calibration curve parameters are calculated after absorbance of blank sample had been
substracted from the absorbance of each calibration standard. The calibration curve parameters

are best reported using a quadratic curve fit;

e y=A+Bx+Cx’

Low-range calibration curve parameter report (Gen’, V3.02.2, BioTek) for the low-range graph

above
0 0,
Curve Name | Curve Formula | Parameter Value Std. Error 95@ Cl 95% Cl R?

min max

A -0,00455 0,00136 -0,00756 | -0,00155

Std Curve
PEG | VA *BX+CX B 7.94 0,121 767 8.2 0.999
C -8,1 1,36 -11,1 -5,11

High-range calibration curve parameter report (Gend, V3.02.2,

BioTek) for the high-range

graph above
95% ClI 95% ClI Fit F
Curve Name | Curve Formula | Parameter Value Std. Error min max Prob
SIICUNVEPEG | Y=EXT2xBXH ] 4 0,00773 | 00064 | -00222 | 000674 | 22222
B 1,22 0,0433 1,12 1,32
C -0,249 0,0436 -0,347 -0,15
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The back calculated ASE activity of the calibration standards should be within £20% of the
nominal value, except for the LLOQ for which it should be within £25%. At least 75% of the
calibration standards must fulfil this criterion. For replicates, the criteria (within £15% or £20%
for LLOQ) should also be fulfilled for at least 50% of the calibration standards tested per activity
level. In case a calibration standard does not comply with these criteria, this calibration standard
sample should be rejected, and the calibration curve without this calibration standard should be
re-evaluated, including regression analysis. In case all replicates of the LLOQ or the ULOQ
calibration standard are rejected then the calibration curve could not be accepted. Then, the
possible source of the failure should be determined. If the next calibration curve also fails, then
the method should be revised before restarting ASE analysis.

Example of back-calculated ASE activity for pegaspargase low range calibration curve:

Back-calculated

W | Name | SPHSSPES | (uisverage | Messied OE. | dftenceln | ey

ank) (%)

A1 Blank 0 0,001 0,001 - -

A4 Blank 0 -0,001 0,001 - -

B4 Std PEG 0.005 0,005 0,035 0,005 0

B5 Std PEG 0.005 0,005 0,036 0,005 0

C4 Std PEG 0.01 0,01 0,076 0,01 0

C5 Std PEG 0.01 0,01 0,071 0,01 0

D4 Std PEG 0.02 0,02 0,154 0,02 0

D5 Std PEG 0.02 0,02 0,149 0,02 0

E4 Std PEG 0.03 0,03 0,227 0,03 0

E5 Std PEG 0.03 0,03 0,224 0,03 0

F4 Std PEG 0.05 0,05 0,377 0,051 +2

F5 Std PEG 0.05 0,05 0,364 0,049 -2

G4 Std PEG 0.075 0,075 0,551 0,076 +13

G5 Std PEG 0.075 0,075 0,549 0,076 +13

H4 Std PEG 0.1 0,1 0,71 0,1 0

H5 Std PEG 0.1 0,1 0,701 0,099 -1
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Example of back-calculated ASE activity for pegaspargase high range calibration curve:

Back-calculated
Well# | Name Sp'('l‘l‘j?mﬁ')EG loss verage | | actiity ?Jg‘éri'éﬁﬁ.{C Fassifal
blank) (IU/ml) (%)

Al Blank 0 0,002 <0,055 - -
A2 Blank 0 0 <0,055 - -
A7 Blank 0 -0,002 <0,055 - -
A8 Blank 0 -0,001 <0,055 - -
A10 Blank 0 -0,001 <0,055 - -
A1 Blank 0 0,003 <0,055 - -
B10 Std PEG 0.1 0,1 0,115 0,103 +3

B11 Std PEG 0.1 0,1 0,116 0,104 +4

c10 Std PEG 0.15 0,15 0,167 0,147 -2

C11 Std PEG 0.15 0,15 0,16 0,142 -53

D10 Std PEG 0.25 0,25 0,288 0,256 +2,4

D11 Std PEG 0.25 0,25 0,277 0,245 -2

E10 Std PEG 0.5 0,5 0,535 0,495 -1

E11 Std PEG 0.5 0,5 0,538 0,498 - 04

F10 Std PEG 0.75 0,75 0,784 0,771 +2,8

F11 Std PEG 0.75 0,75 0,775 0,76 +1,3

G10 Std PEG 1.0 1 0,975 1,017 +1,7

G11 Std PEG 1.0 1 0,937 0,965 - 35

Although the calibration curve should preferably be prepared using freshly spiked samples, it is
allowed to use previously prepared and stored calibration samples, if supported by appropriate

stability data (see stability data below).
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ANNEXE E

Données de validation de la spécificité et de la sélectivité
(interférence potentielle avec le substrat)

The specificity of the microplate reader assay for the measurement of ASE activity refers to the
ability of AHA (the substrate) to specitically react with pegaspargase. Ideally, AHA should be
specific for pegaspargase, without cross-reactivity with other structurally or functionally related
compounds that may be present in the sample. However, human serum is known to contain
endogenous glycosylasparaginase, which due to similarities in the mechanism of action might
also hydrolyze AHA. Although a mean (£SD) of 0,02 £ 0,005 [U/I glycosylasparaginase has been
found in human serum of healthy individuals as determined by hydrolysis of L-aspartic B-(7-
amido-4-methylcumarin) within 4 hours, no ASE activity above 0.0025 1U/ml was observed by
Mononen et al (1994) in blank serum of patients prior to ASE therapy. Our data (see the three
tables below) clearly showed that there is only a very limited hydrolysis of AHA when added (at

a concentration of 2 mM and 10 MM for low and high range ASE activity, respectively) to blank
serum of healthy individuals. The difference in mean absorbances between serum samples that
contained or not AHA were 0,011 (2mM AHA) and 0,018 (10 mM AHA). Based on mean
values, this ‘endogenous’ hydrolysis of AHA represents only a fraction of that associated with
pegaspargase 0,005 TU/ml (LLOQ low range) and 0.1 IU/ml (LLOQ high range):

Low range: (0,011 /0,098 - 0,058) x 100 =27,5%

High range: (0,018 /0,181 — 0,065) x 100 = 15,5%
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Cross reactivity of AHA with compounds that may be present in serum: low-range asparaginase
activity

. Difference from
Spiked Absorbance Measured .
W:" Name PEG Ab;frbance (less average | ASE activity thevr;?::nal P?as”s!
(Umiy | (710 nm) blank) (1U/ml) (%)

Blank (2 mM

A4 AHA) 0 0,059 0,001 0 - -
Blank (2 mM

B4 AHA) 0 0,058 0 <0,000 - -
Blank (2 mM

C4 AHA) 0 0,058 0 <(,000 - -
Blank (2 mM

D4 AHA) 0 0,057 -0,001 <(,000 - -

A2 | QC PEG 0,01 0,01 0,124 0,066 0,008 -20,0

A3 [QCPEG 0,01 0,01 0,128 0,069 0,009 -10,0

B3 | QC PEG 0,01 0,01 0,126 0,068 0,009 -10,0

C3 | QC PEG 0,05 0,05 0,382 0,323 0,044 -12,0

D3 | QC PEG 0,05 0,05 0,382 0,323 0,044 -12,0

E3 | QCPEG 0,05 0,05 0,381 0,322 0,044 -12,0

F3 | QCPEG 0,1 0,1 0,673 0,615 0,095 -5,0

G3 | QCPEGO,1 0,1 0,667 0,609 0,094 -6,0

H3 | QCPEGO,1 0,1 0,675 0,617 0,095 -5,0

LLOQ PEG

Bl 0.005 0,005 0,096 0,038 0,005 0
LLOQ PEG

B2 0.005 0,005 0,100 0,042 0,005 0
Blank without

A5 AHA 0 0,045 -0,013 <0,000 - -
Blank without

BS AHA 0 0,046 -0,012 <0,000 - -
Blank without

C5 ALIA 0 0,046 -0,012 <0,000 - -
Blank without

D5 ALA 0 0,045 -0,013 <0,000 - -
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Cross reactivity of AHA with compounds that may be present in serum: high-range asparaginase

activity
Well Spiked | apcorbance | Absorbance | Measured Di:rf]erencg f“?m E—_
: Name PEG 0 (less average | ASE activity evrgl)lrlr:na fail
(U/miy | (710nm) blank) (1U/ml) %)

Blank (10 mM

E5 AHA) 0 0,066 -0.001 <0.,055 - -
Blank (10 mM

F5 AHA) 0 0,065 -0,002 <0,055 - -
Blank (10 mM

G5 AHA) 0 0,066 -0,001 <0,055 - -
Blank (10 mM

H5 AHA) 0 0,068 0,001 <0,055 - -

F3 | QC PEG 0,15 0,15 0,221 0,154 0,134 11,7

G3 |[QCPEGO0,15 0,15 0,229 0,161 0,141 6.0

H3 | QC PEG 0,15 0,15 0,235 0,168 0,147 2,0

F4 | QCPEGO0,5 0,5 0,539 0,472 0,438 12,4

G4 | QCPEGO0,5 0,5 0,562 0,495 0,462 7.6

H4 | QCPEGO0,5 0,5 0,589 0,522 0,491 1,8

A5 QC PEG | 1 0,894 0,827 0,868 -13,2

BS5 QCPEG 1 1 0,91 0,843 0,89 11,0

C5 QCPEG 1 1 0,894 0,827 0,868 13,2

BI LLO(?IPEG 0.1 0.178 0.111 0.097 3.0

B2 LLO(?IP EG 1 o 0.183 0.116 0.101 1.0 .
Blank without

A6 AHIA 0 0,046 -0,021 <0,055 - -
Blank without

B6 ALA 0 0,048 -0,019 <0,055 - -
Blank without

Co AHLIA 0 0,045 -0,022 <0,055 - -
Blank without

D6 AHA 0 0,045 -0,022 <0,055 - -
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Mean absorbance of blank serum enriched or not with AHA and pegaspargase LLOQ samples
(low and high ranges)

Blank low Blank high LLOQ low | LLOQ high
range range _ Blank range range
(2 mM AHA) | (10 mM AHA) | (Vithout AHA) 10,005 TU/ml | (0.1 1U/ml)
Absorbance | 00580 0,065 0,047 0,098 0,181

Specificity is sometimes related to the concept of cross reactivity. Even though AHA has been
shown to specifically cross react with other commercially available bacterial forms of ASE (F.
Coli native ASE and Erwinia ASE), this would not affect the specificity of the assay as these
forms are not co-administered with pegaspargase. Although highly unlikely, the possibility of
back-conversion of ASE-IgG antibody complexes into ASE (in serum samples of patients with
silent inactivation to pegaspargase) during the successive steps of the analysis could not be ruled
out.

The microplate reader assay is able to differentiate the level of ASE activity from endogenous
components in the matrix or from other components in the sample. Selectivity has been
demonstrated by using serum from at least 6 healthy individuals, not taking any medications at
the time of sampling. The samples were individually analysed and evaluated for interference.
Normally, absence of interfering components is accepted where the response is less than 20% of
that of the lower limit of quantification for the pegaspargase. It was also necessary to investigate
the extent of any interference caused by possible metabolites of asparaginase, interference from
degradation products formed during sample preparation, and interference from possible co-
administered medications. Although, co-medications normally used in the treatment (DFCI
protocol) of children with ALL are unlikely to interfere with the microplate reader assay, this
should be taken into account at the present stage of method validation. Since patients receive

every 3-week, cycles of chemotherapy based on vincristine, dexamethasone, 6-mercaptopurine,
methotrexate) until 24 months (104 weeks) from date of complete remission, we used some left-

over serum samples collected for patients that had completed their ASE treatments to test
possible interferences from these co-medications. Several other concomitant medications such as
trimethorpim-sulfamethoxazole, non-steroidal anti-inflammatory drugs, antidepressant agents,...
might also have been used. Testing for interference was carried out in blank serum samples of 6
healthy individuals and serum samples of 12 patients with ALL (samples were collected weeks
after completion of £ Coli ASE treatment). Serum samples of these two groups were also spiked
with a low amount of peraspargase (0,05 IU/ml). As demonstrated in the table below, no
interferences were seen in blank or spiked serum of healthy individuals. With the exception of
patient #6 (which was found later on to had completed £ Coli asparaginase treatment only days
before sampling), no interferences were seen in serum of patients. The low accuracy in the
measurement of ASE activity in spiked samples from patients is most likely related to very low
finger prick left over serum volume (less than 50 pl) and their spiking with even lower volume of
pergaspagase solution (2 pl).
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Testing for interferences with ASE activity in serum samples from healthy individuals and
patients with ALL

Difference from
Spiked PEG | Absorbance | Measured ASE | “y o o oteq .
Well # Name (1U/ml) (less average activity value Pass/fail
blank) (IU/ml) o
(%)
A1 Blank 0 -0,008 <0,000 -<20% LLOQ
A4 Blank 0 0,008 <0,000 <20% LLOQ -
A5 QC PEG 0,01 0,01 0,076 0,008 -20
AB QC PEG 0,01 0,01 0,07 0,007 -30
B6 QC PEG 0,01 0,01 0,092 0,009 -10
Cé6 QC PEG 0,05 0,05 0,36 0,045 -10
D6 QC PEG 0,05 0,05 0,34 0,042 -16
E6 QC PEG 0,05 0,05 0,348 0,043 -14
F6 QC PEG 0,1 0,1 0,645 0,1 0
G6 QC PEG 0,1 0,1 0,676 0,109 9
H6 QC PEG 0,1 0,1 0,626 0,095 -5
Healthy 0
A7 Individual # 1 0 -0,003 <0,000 <20% LLOQ
Healthy
Cc7 Individual # 1 0,05 0,343 0,042 -16
Healthy 0
E7 Individual # 2 0 0,017 0,001 <20% LLOQ
Healthy
G7 Individual # 2 0,05 0,453 0,06 20
Healthy 0
A8 Individual # 3 0 -0,002 <0,000 <20% LLOQ
Healthy
Cc8 Individual # 3 0,05 0,394 0,05 0
Healthy 0
E8 Individual # 4 0 0,029 0,002 <20% LLOQ
Healthy
G8 Individual # 4 0,05 0,382 0,048 -4
Healthy 0
A9 Individual # 5 0 -0,009 <0,000 <20% LLOQ
Healthy
C9 Individual # 5 0,05 0,349 0,043 -14
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E9 |, d'i'\',?;&gy# 6 0 0,026 0,002 <20% LLOQ
GO |, d;'{?;ﬂgy# 5 0,05 0,379 0,048 -4
A10 Patient #1 0 -0,009 <0,000 <20% LLOQ
B10 Patient #1 0,05 0,169 0,019 -62
c10 Patient #2 0 -0,006 <0,000 <20% LLOQ
D10 Patient #2 0,05 0,34 0,042 -16
E10 Patient #3 0 -0,006 <0,000 <20% LLOQ
F10 Patient #3 0,05 0,342 0,042 -16
G10 Patient #4 0 -0,008 <0,000 <20% LLOQ
H10 Patient #4 0,05 0,298 0,036 -28
A1 Patient #5 0 -0,02 <0,000 <20% LLOQ
B11 Patient #5 0,05 0,344 0,042 -16
c1 Patient #6 0 0,302 0,036 >20% LLOQ
D11 Patient #6 0,05 0,575 0,083 66
E11 Patient #7 0 0,035 0,003 <20% LLOQ
F11 Patient #7 0,05 0,287 0,034 -32
G11 Patient #8 0 -0,02 <0,000 <20% LLOQ
H11 Patient #8 0,05 0,356 0,044 -12
A12 Patient #9 0 -0,015 <0,000 <20% LLOQ
B12 Patient #9 0,05 0,263 0,031 -38
C12 | Patient#10 0 -0,009 <0,000 <20% LLOQ
D12 | Patient #10 0,05 0,395 0,05 0
E12 | Patient#11 0 -0,008 <0,000 <20% LLOQ
F12 | Patient#11 0,05 0,291 0,035 -30
G12 | Patient#12 0 0,001 <0,000 <20% LLOQ
H12 | Patient #12 0,05 0,305 0,037 -26
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ANNEXE F

Données de validation de la stabilité de I’échantillon

Stability evaluations should cover the expected sample handling (e.g., freeze-thaw cycles),
analysis, and storage conditions (e.g., long-term, bench top, and room temperature (RT) storage)
likely to be encountered during the conduct of the study through analysis, including conditions at
the clinical site, during shipment, and at all secondary sites. If actual conditions are known to
deviate from expected conditions, or if storage conditions of study samples are changed or exceed
validated conditions, additional testing may need to be conducted to verify sample integrity under
actual conditions.

Matrix-related stability experiments should be conducted by comparing the experimental stability
samples against freshly prepared calibrators and/or QCs. To be considered freshly prepared,
calibrators and/or QCs should be prepared (i.e., spiked) on the day of the stability experiment and
not frozen prior to use. In addition, it is recommended that the stock solutions used to spike the
matrix in preparing stability QC samples is prepared on the day of use or is within its known

stability period. While use of freshly prepared calibrators and or QCs is the preferred approach, it
is recognized that in some cases, for macromolecules, it may be necessary to freeze them
overnight. In such cases, valid justification should be provided and freeze/thaw stability
demonstrated. Matrix-related stability assessments should be conducted with at least three
replicates at both low and high concentrations within the validated range of the assay.
Assessments of analyte stability should be conducted in the same matrix as that of the study
samples, except in cases of rare matrices where suitable surrogate matrices may be used. Matrix
related stability results should be within £20% of their nominal values. Final study results should
not be reported until matrix stability is established.

171



Stability after multiple freeze (-80°C)-thaw cycles (FTC)

Difference from

172

Well # Name Sp(i}({}?ni)EG &ZEEEE?;:G xﬁi?ge&llﬁzg L3 ‘?;ﬁgnal Pass/fail
(%)
A10 Blank 0 -0,004 <0.055 - -
A1 Blank 0 0,004 <0,055 - -
B3 | QCPEGO0,15 0,15 0,161 0,158 5,3
C3 | QCPEG 0,15 0,15 0,156 0,153 2
D3 | QCPEGO,15 0,15 0,152 0,149 -0,7
E3 QC PEG 0,5 0,5 0,5 0,492 -1,6
F3 QC PEG 0,5 0,5 0,513 0,506 1,2
G3 QC PEG 0,5 05 0,503 0,496 -0,8
i:; H1 QC PEG 1 1,0 0,814 0,842 -15,8
= H2 QC PEG 1 1,0 0,825 0,856 -14,4
H3 QC PEG 1 1,0 0,864 0,902 -9.,8
A7 FTCO 05 0,461 0,452 -9,6
B7 FTCO 05 0,487 0,479 -4.2
c7 FTC1 05 0,421 0,411 -17,8
D7 FTC1 05 0,41 04 -20
‘;\‘) Al0 Blank 0 -0,001 <0,055 - -
E All Blank 0 0,003 <0,055 - -
B3 | QCPEGO0,15 0,15 0,164 0,142 -5,3
C3 | QCPEGO0,15 0,15 0,167 0,145 -3,3
D3 | QCPEG 0,15 0,15 0,161 0,139 -7,3
E3 QCPEG 0,5 0,5 0,5 0,47 -6
F3 QCPEG 0,5 0,5 0,518 0,489 =22
G3 QCPEG 0,5 0,5 0,52 0,492 -1,6
HI QC PEG 1 1,0 0,967 1,018 1,8
H2 QC PEG 1 1,0 0,991 1,056 5,6
H3 QC PEG 1 1,0 0,97 1.021 2,1




A5 FTC 2 0,5 0,463 0,432 -13.6
B5 FTC2 05 0,459 0,428 -14.4
C5 FTC3 05 0,431 0,399 -20,2
D5 FTC3 05 0,439 0,408 -18.4

Pegaspargase exists in a solution (used as stock solution) from a commercial and certified source
(Oncaspar®, Sigma-Tau Pharmaceuticals Inc). It is supplied as a sterile solution in Type I single-
use vial containing 3,750 IU of L-asparaginase (no preservatives) per 5 mL solution (NDC
57665-002-02). Oncaspar® vials should be stored at 2°C to 8°C (36°F to 46°F). The stock
solution should be protected from light and should not be frozen. The expiration date on the vial
should be respected. It should be noted that solutions in other solvents and buffers prepared from
a stock solution may have different stability characteristics and as such need to have their
stability determined.
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EXPRESSION DE LA PROTEINE PD-L1 PAR
IMMUNOHISTOCHIMIE DANS LE CANCER DU
POUMON NON A PETITES CELLULES
(REFERENCE-2016.03.002V)

Avis concernant la validation analytique

1.1
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CONTEXTE

Avis initial de 'INESSS

Le 30 juin 2017, 'INESSS a publié un avis concernant I'évaluation de I'expression
du ligand de mort cellulaire programmée 1 (PD-L1, de I'anglais programmed death
ligand 1) par immunohistochimie (IHC) dans le cancer du poumon non & petites
cellules.

Dans son avis, I'lnstitut recommandait I'introduction de I'analyse au Répertoire
guébécaois et systeme de mesure des procédures de biologie médicale (ci-aprés
nommé Répertoire). L'INESSS recommandait également les éléments suivants :

- Que l'analyse soit encadrée par des normes de qualité approuvées.

- Que la validation analytique soit complétée notamment en effectuant des
échanges avec d’autres laboratoires cliniques reconnus.

- Que l'analyse ne devrait pas étre réalisée uniquement dans un ou deux
centres. Ainsi, la désignation des centres qui effectueront cette analyse ne
devrait pas constituer une entrave a I'accessibilité du test. Toutefois, si un
centre désire offrir ce test, il devrait présenter des données de validation
analytique préalablement a sa désignation.

Le ministére de la Santé et des Services sociaux (MSSS) a par la suite désigné
I'Institut universitaire de cardiologie et de pneumologie de Québec—Université Laval
pour la réalisation de cette analyse. Cette désignation était conditionnelle a la
réception de données de validation analytique.

Le présent avis concerne les données de validation analytiques transmises par
I'Institut universitaire de cardiologie et de pneumologie de Québec—Université Laval
concernant I'expression de la protéine PD-L1 par immunohistochimie dans le cancer
du poumon non a petites cellules.
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DONNEES DE VALIDATION ANALYTIQUE

Données fournies lors de la demande initiale par I'Institut universitaire
de cardiologie et de pneumologie de Québec
L'IUCPQ offre le test depuis le 1°" septembre 2016. Le test est effectué a 'aide de la

trousse commerciale PD-L1 IHC 22C3 pharmeDx"° de Dako, sur la plate-forme
AutoStainer Link 48V° selon les instructions du fournisseur.

Une validation interne exhaustive répliquant les taux de cas positifs publiés a été
effectuée a l'aide de I'analyse de 90 échantillons de cancer du poumon non a petites
cellules, dont 50 adénocarcinomes et 40 carcinomes épidermoides (tableau 1).

Tableau 1 Sommaire des résultats de validation du test d’IHC de PD-L1
effectuée a 'lUCPQ

NOMBRE D’ECHANTILLONS CLASSES EN
TYPE HISTOLOGIQUE FONCTION DU PCT EXPRIMANT PD-L1, N (%)
<1% 1249 % 50 a 100 %
Adénocarcinome (n = 50) 38 (76) 6 (12) 6 (12)
Carcinome épidermoide (n = 40) 20 (50) 7 (18) 13 (32)
TOTAL (n = 90) 58 (64) 13 (15) 19 (21)

Abréviations : PCT : pourcentage de cellules tumorales

Depuis la validation du test, le laboratoire a recu 649 demandes en 103 jours
provenant de divers hépitaux au Québec. De ces demandes, 14 % provenaient de
linterne, 12 % de la région administrative de la Capitale-Nationale et 74 % d’autres
régions. Les résultats des analyses sont présentés dans la figure 1.

Résultats PD-L1 (n=649 )

6%

0% O Inadéquat
O Moins de 1%
m 1-49%
W 50-100%

30%

Figure 1 Résultats des analyses de PD-L1 par IHC effectuées a I'Institut
universitaire de cardiologie et de pneumologie de Québec pour la
période du 1* septembre au 12 décembre 2016 (n = 649)
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2.2 Données additionnelles fournies par I'Institut universitaire de
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cardiologie et de pneumologie de Québec

Service d’anatomopathologie et de cytologie — C2259
IUCPQ-UL 2725, Chemin Sainte-Foy, Québec QC G1V 4G5
7 418.656.8711 poste 5323 & 418.656.4571

Dr Frangois Rousseau, chef du département de biologie médicale, CHU de Québec
Transmission électronique seulement (francois.rousseau@mac.com)

Sujet
Données de validation PD-L1 I[UCPQ-UL

Bonjour Dr Rousseau, Québec, le 15 février 2018

Cette lettre fait suite a la lettre du 13 février 2018 de la DGSSMU demandant de fournir les données de validation
de l'analyse PD-L1 en immunohistochimie pour le cancer du poumon non a petites cellules. Le test utilisé a
I'UCPQ-UL est le test compagnon PD-L7 IHC 22C3 pharmDx d’Agilent/Dako. || s’agit d’'une trousse diagnostique
déja validée cliniquement et analytiquement et approuvée par la FDA pour 'immunothérapie anti-PD1 du cancer du
poumon non a petites cellules avec le pembrolizumab (Keytruda) (voir documents annexés). Cette trousse
comporte tous les réactifs, les témoins positifs et négatifs et le protocole d’analyse. L’analyse est réalisée sur
I'automate Dako Link 48, tel que prescrit par la trousse diagnostique et suit exactement le protocole de la trousse
diagnostique, sans modification. De plus et tel que prévu par la trousse, les pathologistes effectuant l'interprétation
ont suivi la formation prescrite pour l'interprétation des lames. Les résultats obtenus dés le départ ont montré les
résultats attendus avec les témoins positifs et négatifs. Ces données étaient suffisantes en elles-mémes pour
débuter I'analyse clinique parce qu'il s'agit d'une trousse diagnostique déja validée cliniquement et analytiquement.

Nous avons en plus effectué les démarches suivantes

1. Etude de validation interne supplémentaire.

2. Optimisation de l'utilisation des automates d'immunohistochimie par I'optimisation des témoins.

3. Contréle de qualité : volumétrie, temps de réponse, CQ exteme.

4. Recherche : Développement de tests maison moins coiiteux, prédicteurs d’échantillons inadéquats.
1. Etude de validation interne supplémentaire

Les témoins du fabricant sont deux cultures cellulaires, I'une pour le témoin positif constituée seulement de
cellules tumorales exprimant toutes fortement PD-L1 et l'autre pour le témoin négatif de cellules tumorales
n’exprimant pas du tout PD-L1. Or, le résultat obtenu sur les tumeurs dans toutes les études publiées est
rarement de 0% ou 100% d’expression de PD-L1. De plus, le nombre de témoins fournis dans chaque trousse
ne pemmettait pas de mettre un témoin sur chaque lame testée. Nous avons donc procédé a une étude de
validation interne supplémentaire ayant 3 buts :

1) Veérifier si limmunomarquage obtenu sur les témoins fournis par le fabricant était qualitativement
superposable a celui des tumeurs pulmonaires réelles provenant de spécimens archivés du échantillonnés
sous formes de carottes a partir des blocs de paraffine des piéces de résection chirurgicales et regroupés
en 2 matrices tissulaires, 'une de 50 adénocarcinomes pulmonaires et l'autre de 40 carcinomes
épidermoides pulmonaires. L'immunomarquage fut jugé superposable.

2) Comparer la prévalence des trois résultats possibles avec ces tumeurs dans notre laboratoire par rapport
aux études publiées. Les résultats possibles sont :
o Absence d'expression (Moins de 1% des cellules tumorales positives pour PD-L1)

e Expression faible (Entre 1 et 49% des cellules tumorales positives pour PD-L1)
* Expression forte (Cinquante pourcent et davantage des cellules positives pour PD-L1).



La prévalence des 3 catégories fut superposable pour des spécimens de résection et selon le type
histologique. Les résultats ci-aprés étaient déja fournis dans la demande désignation.

Type histologique

PD-L1<1%

PD-L1 1-49%

PD-L1 50-100%

Adénocarcinome

38150 (76%)

6 /50 (12%)

6150 (12%)

Carcinome épidermoide

20/ 40 (50%)

7 /40 (18%)

13 /40 (32%)

Total

58 / 90 (64%)

13/ 90 (15%)

19/ 90 (21%)

3) Générer des témoins positifs en nombre suffisant pour en inclure sur chaque lame testée et non pas juste
des témoins de lots d'échantillons testés. Les 19 cas positifs identifiés sur les matrices tissulaires ont
permis de retourner aux blocs de paraffine des piéces de résection d’origine pour générer des carottes
tissulaires témoins positifs additionnels. Une carotte de tissu hépatique normal a aussi été couplée a
chaque carotte de tissu tumoral positif en guise de témoin négatif interne.

Optimisation de I'utilisation des automates d’immunohistochimie par I'optimisation des témoins

Pour les 500 premiers cas courants testés, nous avons validé par I'ajout de nos témoins positifs et négatifs sur
chaque lame que le tests sur les échantillons avec anticorps (E+) et sans anticorps (E-) étaient toujours
superposables aux lames témoins de lot avec anticorps (T+) et sans anticorps (T-) comportant les témoins
fournis par le fabricant de la trousse. Comme la concordance fut de 100% aprés les 500 premiers échantillons,
il fut décidé pour les cas suivants de ne plus effectuer de lame E- et d'inclure nos propres témoins sur les
lames de témoin de lot, libérant ainsi la moitié des espaces occupés par les tests PD-L1 sur 'automate

d’immunohistochimie et de réduire le temps de coupe des échantillons par 50%.

500 premiers cas
T+ T- E1+ E1-

E3+

E3- E4+

ES+

®0O

@@@@

[

I
®0

®

®0

®

Cas suivants

+]
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3. Contrdle de qualité : volumétrie, temps de réponse, taux d’inadéquats/positifs/négatifs

a. Volumétrie 2017 ventilée par mois (n total = 2190)
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b. Temps de réponse 2017 incluant ALK et EGFR lorsque réalisés concomitamment (n total = 2145)

Temps réponse
(moyenne 2,2 jours, n = 2145)
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c. CQ externe. Comme mandataire du programme de contréle externe de qualité en pathologie, IINSPQ
ne défraye pas a I'heure actuelle I'inscription au programme du CAP américain qui jusqu’a cette année
était le seul & offrir un CQ externe pour PD-L1. Le programme canadien clQc devrait en offrir un et le
laboratoire y est inscrit
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4. Recherche : Développement de tests maison moins colteux, prédicteurs d’échantillons inadéquats.

a. Développement de tests maisons moins coliteux. Le Dr Christian Couture participe a deux projets de
recherche pancanadiens en ce sens. Le premier projet vise a tenter de valider I'utilisation de
anticorps 22C3, celui-la méme de la trousse diagnostique validée actuellement utilisée, mais hors de
la trousse. Les données préliminaires donnent d'excellents résultats pour I''UCPQ-UL mais il y a une
grande variabilité a I'échelle canadienne de sorte que cette voie est encore au stade exploratoire. Une
nouvelle demande a I'INESSS sera faite si les données le supportent car le colt unitaire pourrait
potentiellement chuter de 80 a 90% par rapport au colt actuel. Le deuxiéme projet est une
comparaison entre les clones 28-8 par rapport au clone 22C3. Ce projet est encore au stade de la
rédaction pour présentation au comité d’éthique et au comité scientifique du centre de recherche de
'lUCPQ-UL. Il demeure d'un intérét clinique théorique en I'absence d'indication clinique.

b. Prédicteurs d'échantillons inadéquats. Le taux d'échantillons inadéquats, méme s'il est relativement
faible a 4%, est problématique étant donné qu'il s'agit d'échantillons obtenus par des procédures
invasives chez des patients souvent avec un état général détérioré pour qui une reprise du
prélevement peut étre difficile. Une vaste étude rétrospective menée par le Dr Philippe Joubert vise a
identifier les prédicteurs de ces échantillons inadéquats. Avec son étudiante au doctorat, la résidente
en pathologie Andréanne Gagné, les travaux du Dr Joubert ont mené a des résultats qui pourront
améliorer la phase pré-analytique. L'abstract diffusant les résultats, Influence of Specimen
Characteristics on PD-L1 Testing Results in Non-Small Cell Lung Cancer: A Retrospective Study s'est
mérité le prix de la meilleure présentation & la 54°™ journée scientifique Carlton-Auger 2017 & Québec
et a été retenu pour le prix de la session de poster Stowell-Orbison/Surgical Pathology/Autopsy Award
du congrés annuel de 'USCAP a venir a Vancouver en mars 2018. Le Dr Gagné s’est aussi mérité le
prix Pulmonary Pathology Society Travel Award 2017 pour présenter ses résultats a VVancouver

Espérant le tout a votre convenance, recevez nos salutations distinguées.

Patrice Desmeules, MD FRCPC (16592), anatomopathologiste

Christian-Yves Couture, MD MSc FRCPC (01196), anatomopathologiste

cc;
Dr André Garon, directeur médical des services hospitaliers, CHU de Québec
Dre Martine Périgny, chef du service d'anatomopathologie, CHU de Québec

2)
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RECOMMANDATION de 'INESSS

Expression de la protéine PD-L1 par immunohistochimie dans le cancer du
poumon non a petites cellules—validation analytique

La recommandation de 'INESSS
X] Les données de validation et/ou de vérification sont jugées satisfaisantes

[] Les données de validation et/ou de vérification sont jugées insatisfaisantes

Précisions accompagnant la recommandation

v' Le comité recommande au laboratoire demandeur de participer aux controles
de qualité externes disponibles pour cette analyse (ex. : College of American
Pathologist et le contr6le canadien de la qualité en immunohistochimie).
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