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PREFACE

On estime qu’en 2007, environ 5 900 femmes ont re¢u un diagnostic de cancer du sein au Québec. Malgré
une baisse des taux de mortalité par cancer du sein dans tous les groupes d’age, celui-ci constitue la deuxiéme
cause de déces par cancer chez la femme, et demeure la premiére cause de mortalité par cancer chez les
femmes de moins de 50 ans. Environ 1 400 patientes en seraient décédées en 2007.

Approximativement de 18 a 20 % des patientes atteintes d’un cancer du sein présenteraient un mauvais
pronostic associé au marqueur biologique HER-2. La protéine HER-2, le récepteur 2 du facteur de croissance
épidermique humain, peut se retrouver en quantité excessive a la surface des cellules tumorales, favorisant
ainsi leur prolifération. Chez ces patientes dites « HER-2 positives », on observe entre autres un risque accru
de récidive aprés chirurgie et un temps de survie réduit.

Le trastuzumab (Herceptin®), un médicament spécifiquement congu pour inhiber 1’activité du récepteur
HER-2 a la surface des cellules tumorales, est susceptible d’améliorer de fagon significative le pronostic des
femmes de statut HER-2 positif. Il est toutefois trés cotiteux (environ 45 000 $ CA par patiente) et entraine un
risque de cardiotoxicité.

Initialement approuvé pour le traitement des stades métastatiques, le trastuzumab est maintenant indiqué pour
le traitement adjuvant des cancers infiltrants du sein de stade précoce. Afin de déterminer si les patientes sont

susceptibles de bénéficier du médicament, il est maintenant la norme de pratique d’établir le statut HER-2 de

tout cancer infiltrant du sein au moment du diagnostic.

Compte tenu de I’importance clinique et économique de I’administration du trastuzumab, le statut HER-2
d’une patiente se doit d’étre déterminé avec la plus grande exactitude possible, en minimisant les résultats
faux positifs et faux négatifs.

Pour ce faire, il existe plusieurs tests diagnostiques différents comportant chacun leurs avantages et
inconvénients. Les tests et algorithmes d’utilisation recommandés par les divers organismes internationaux
varient également d’un pays a I’autre. Le Comité de 1’évolution des pratiques en oncologie (CEPO) a donc
demandé a ’AETMIS d’effectuer une évaluation comparative des méthodes de détermination du statut HER-2
d’une tumeur.

Le présent rapport constitue une revue systématique de la performance diagnostique des techniques de
détermination du statut HER-2 dans le cancer du sein. Les conclusions et recommandations pourront servir
de fondement pour 1’élaboration, par le CEPO, d’un guide de pratique clinique pour 1’utilisation des tests,
ainsi que pour 1’organisation, par la Direction de la lutte contre le cancer, de 1’offre de service des tests par les
laboratoires d’anatomopathologie.

Juan Roberto Iglesias, m.d., M. Sc.,
président-directeur général
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[’ AVIS EN BREF

La norme de pratique est maintenant d’établir le statut HER-2 de toutes les femmes atteintes d’un

cancer infiltrant du sein afin de déterminer leur admissibilité au trastuzumab (Herceptin®). La présente
¢valuation montre que le test diagnostique généralement utilisé en premicre intention dans la province et

au pays, I’immunohistochimie (IHC), exige une grande expertise des laboratoires qui I’effectuent et des
anatomopathologistes qui I’interprétent. En outre, les différents tests d’hybridation in situ (ISH), dont certains
sont présentement utilisés au Québec pour confirmer un résultat équivoque d’IHC, ne sont pas toujours
équivalents en terme d’exactitude au test de référence, I’hybridation in situ fluorescente (FISH). De plus,
I’assurance qualité interne et externe dans les laboratoires est indispensable, et dans ce contexte, le recours a
des laboratoires centraux ou de référence doit étre privilégié. A la lumiére de ces considérations, ’AETMIS
recommande :

1) que les autorités concernées mettent en place un programme d’assurance qualité relatif aux tests de
détermination du statut HER-2 au Québec et que, dans le cadre de ce programme, les mesures suivantes
soient introduites :

= Ja désignation d’au moins un laboratoire de référence;

= [’¢laboration et I’application par ce ou ces laboratoires de référence de mesures d’assurance qualité
interne;

= la validation périodique des résultats de ce ou ces laboratoires avec ceux d’autres laboratoires de
référence provinciaux et canadiens ou étrangers;

= |’affiliation a un laboratoire de référence de tous les laboratoires qui effectuent les tests concernés et
leur participation obligatoire au programme d’assurance qualité externe établi;

= la validation initiale et périodique des méthodes utilisées dans tous les laboratoires qui effectuent les
tests concernés et 1’obligation pour ces laboratoires de satisfaire aux exigences de qualité définies par le
ou les laboratoires de référence;

= J’obligation pour les laboratoires de satisfaire au nombre minimal de cas a tester annuellement
recommandé par les normes canadiennes, soit 250 pour I'THC et 100 (idéalement 200) pour les tests
d’ISH, tout en limitant le nombre d’anatomopathologistes chargés de leur interprétation de fagcon a
maintenir leur expertise;

= ]a formation continue des anatomopathologistes et du personnel de laboratoire impliqué;

= la préparation conforme aux meilleures pratiques des échantillons a soumettre par les hopitaux aux
laboratoires qui effectuent les tests concernés;

= ]’évaluation de la faisabilité de mettre sur pied une banque de données centrale regroupant les résultats
de ces tests ainsi que d’autres données pertinentes pour I’ensemble des patientes atteintes d’un cancer
infiltrant du sein;

2) que les recommandations canadiennes relatives a ’utilisation des tests d’IHC et FISH soient suivies par les
laboratoires, notamment le recours initial au test d’THC suivi du test FISH (ou autres tests d’ISH validés)
pour les résultats équivoques;

3) que le test FISH puisse étre le test initial effectué lorsque la qualité de 1I’échantillon regu par le laboratoire
est mise en doute;

4) que I’utilisation du test d’hybridation in situ chromogénique (CISH) dans le but de confirmer un résultat
équivoque obtenu par IHC se fasse a I’aide de deux sondes : 1’une pour le géne HER-2 et I’autre pour le
centromére du chromosome 17;

5) que la performance diagnostique de I’hybridation in situ argentique (SISH) fasse I’objet d’une veille
documentaire jusqu’a ce que les données probantes confirment la validité de cette technique.
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RESUME

Au Québec, on estime que 5 900 femmes ont recu un diagnostic de cancer du sein au
cours de I’année 2007. Environ 18 a 20 % d’entre elles présentent un mauvais pronostic
associé au marqueur biologique HER-2. Chez ce sous-groupe de patientes, les cellules
tumorales expriment a leur surface une quantité excessive d’un récepteur membranaire
de facteurs de croissance, la protéine HER-2, qui favorise la prolifération tumorale. Il en
résulte entre autres un risque accru de récidive apreés la chirurgie et une diminution de la
réponse tumorale a la chimiothérapie conventionnelle.

Le trastuzumab (Herceptin®), un médicament ciblé contre la protéine HER-2, améliore
de facon significative le pronostic de ces patientes. Toutefois, cette thérapie est trés
colteuse et comporte des risques d’effets indésirables graves. Son administration doit
donc étre strictement réservée aux patientes atteintes d’un cancer infiltrant surexprimant
la protéine HER-2, seules susceptibles d’en retirer des bénéfices.

La norme de pratique est maintenant d’établir le statut HER-2 au diagnostic pour tout
cancer infiltrant du sein. L’importance des effets cliniques et économiques associés a
I’administration du trastuzumab exige que le statut HER-2 soit déterminé avec le plus
d’exactitude possible. Plusieurs modalités diagnostiques sont actuellement disponibles,
avec leurs avantages et inconvénients respectifs. Le Comité de I’évolution des
pratiques en oncologie (CEPO) a donc demandé a ’AETMIS de réaliser une évaluation
comparative des techniques de détermination du statut HER-2 dans le cancer du sein.
Cette évaluation pourrait servir d’assise aux membres du CEPO pour 1’élaboration de
lignes directrices de pratique clinique et a la Direction de la lutte contre le cancer pour
I’organisation de services offerts par les laboratoires d’anatomopathologie.

de détermination du statut HER-2

L’immunohistochimie (IHC) est une technique peu cotteuse, rapide et facilement
disponible dans la plupart des laboratoires de pathologie. Elle utilise des anticorps et
une réaction enzymatique pour mettre en évidence le niveau d’expression de la protéine
HER-2 4 la surface des cellules tumorales. La coloration produite par la réaction
s’interprete de facon semi-quantitative a I’aide d’une échelle de 0 a 3+, le score 3+
correspondant a une surexpression protéique.

D’autres méthodes indirectes comme 1’hybridation in situ (ISH) visent plutot a

détecter une amplification du gene codant pour la production de la protéine HER-2.
L’amplification est une augmentation du nombre de copies du géne par chromosome et
serait le mécanisme le plus souvent responsable de la surexpression de la protéine. Le
statut HER-2 d’une tumeur présentant une amplification du géne est donc aussi considéré
positif.

L’hybridation in situ fluorescente (FISH) est la forme d’ISH la plus connue. Elle utilise
des sondes d’ADN marquées d’un fluorochrome qui se lient spécifiquement aux copies
du gene et en permettent le décompte. Elle exige plus de temps et un équipement coliteux
qui n’est disponible que dans quelques laboratoires de pathologie. Le test FISH semble
plus reproductible que ’IHC.



Le plus souvent, le FISH est effectué a I’aide de deux sondes différentes : I’une
spécifique au géne HER-2 et I’autre spécifique au centromeére du chromosome 17
(CEP17). Comme une hausse du nombre de copies par cellule du géne HER-2 attribuable
a une polysomie 17 ne représente pas une vraie amplification, 1’utilisation simultanée des
deux sondes permet cette correction.

L’hybridation in situ chromogénique (CISH) est une forme d’ISH qui utilise une réaction
chromogénique pour mettre en évidence les sondes d’ADN hybridées au site du gene.
Elle présente un avantage considérable sur le FISH, celui de ne pas exiger d’équipement
spécialisé et coliteux. Toutefois, les deux sondes HER-2 et CEP17 ne peuvent étre
utilisées simultanément et exigent deux réactions séparées d’hybridation. En pratique, il
n’est pas rare que la sonde HER-2 soit la seule utilisée pour le CISH.

L’hybridation in situ argentique (SISH) est une nouvelle technique d’ISH qui utilise
la précipitation d’ions argent pour le repérage des sondes d’ADN hybridées. Cette
technique a été adaptée pour une préparation automatisée des lames et un controle
possible de la polysomie 17.

Enfin, les techniques de PCR et de RT-PCR en temps réel sont des techniques de biologie
moléculaire qui permettent de quantifier le contenu des cellules tumorales en ADN ou en
ARN messager (ARNm) spécifique a une séquence génique (HER-2 versus un gene de
référence). Elles ont jusqu’a maintenant été utilisées surtout en recherche.

Les techniques et algorithmes recommandés pour déterminer le statut HER-2 différent
d’un pays a ’autre. Aux Etats-Unis, on recommande autant le FISH que I'THC comme
test initial. Au Canada, I’IHC est recommandée comme test initial suivi d’un des trois
tests d’ISH (FISH, CISH ou SISH) pour confirmer un résultat équivoque. En Europe, on
recommande I’IHC, le CISH ou le FISH en premiére intention.

Méthode de recherche

Résultats

Le présent document constitue une revue systématique de la littérature au sujet de la
performance diagnostique des techniques de I’THC, du CISH, du SISH et des PCR et
RT-PCR en temps réel dans le cancer du sein. Le test de référence utilisé pour I’analyse
est le FISH qui inclut les sondes HER-2 et CEP17. La distribution des scores d’IHC chez
les patientes atteintes d’un cancer du sein est estimée et la concordance des résultats

de FISH et de CISH pour chaque score d’IHC (0, 1+, 2+ et 3+) est présentée. Les
variabilités interobservateurs et interlaboratoires de chaque technique sont également
évaluées. Le présent rapport inclut ’analyse des études publié¢es entre janvier 2000 et
novembre 2007 inclusivement.

Prés des trois quarts (environ 73 %) des patientes atteintes d’un cancer du sein obtiennent
un résultat négatif d’THC (scores 0 ou 1+) dont la grande majorité (97,4 %) peut étre
confirmée par FISH. Quant aux patientes testées positives a I’IHC (score 3+), seulement
89,9 % obtiennent un résultat positif du FISH, on peut donc dire que 10,1 % de ces

cas sont discordants. La concordance entre les résultats d’IHC et de FISH est toutefois
améliorée lorsque les tests sont effectués dans des laboratoires centraux ou de référence
plutot que dans des laboratoires locaux.

La performance diagnostique du CISH est trés bonne mais seulement lorsque les sondes
HER-2 et CEP17 sont utilisées en complémentarité. Autrement, la sensibilité comme la
spécificité du test diminuent sous le seuil de 95 %. Parmi les cas ayant obtenu un résultat
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équivoque d’IHC (score 2+), le résultat du CISH est variable et concorde moins bien
avec le résultat du FISH.

Seulement deux études comparant le SISH et le FISH ont été repérées, dont une seule a
tenu compte de la correction pour la polysomie 17. L’utilisation de deux sondes (HER-2
et CEP17) semble améliorer la performance du SISH, mais sa sensibilité demeure faible
malgré tout.

Les PCR et RT-PCR en temps réel ont une bonne spécificité mais détectent

difficilement les cas positifs au FISH. La sélection des cellules tumorales a analyser par
microdissection au laser semble augmenter I’exactitude du PCR, mais les preuves dans la
présente évaluation s’appuient sur une seule étude.

Le niveau d’accord entre anatomopathologistes dans 1’interprétation des tests d’IHC
varie beaucoup d’une étude a I’autre et n’est pas toujours satisfaisant compte tenu des
enjeux impliqués. Quoique moins étudiées, les variabilités interobservateurs du FISH, du
CISH et du SISH semblent trés bonnes.

Quant a la reproductibilité interlaboratoires des tests, elle est de faible a moyenne pour
I’IHC et semble meilleure entre laboratoires qui utilisent les mémes anticorps. Plusieurs
études ont rapporté pour des laboratoires locaux des proportions élevées (de 18,4 a

36,4 %) de résultats d’ITHC positifs (score 3+) qui se sont par la suite révélés négatifs
lorsque retestés par IHC dans un laboratoire central ou de référence.

La concordance des résultats de FISH est bonne entre laboratoires locaux versus
laboratoires centraux et excellente entre laboratoires centraux. Les résultats de
reproductibilité interlaboratoires du CISH sont plus rares mais semblent bons, alors que
ceux du SISH et des techniques de PCR et RT-PCR en temps réel ne sont toujours pas
disponibles.

L’utilisation de ’IHC comme test initial semble une bonne stratégie pour détecter
rapidement et a moindre coft les patientes non susceptibles de bénéficier du trastuzumab.
D’une part, ces patientes représentent la grande majorité des cas de cancer du sein et
d’autre part, les résultats négatifs d’IHC concordent bien avec ceux du FISH.

En revanche, parmi les cas positifs (3+) a 'THC, beaucoup s’avérent négatifs au

FISH. Etant donné la variabilité des résultats d’THC, certains de ces cas pourraient
représenter de faux positifs associés a des difficultés techniques, de calibration de la
méthode ou d’interprétation. Leur proportion parmi I’ensemble des cas discordants

est toutefois inconnue, puisque des mécanismes biologiques peuvent aussi mener a la
surexpression d’une protéine sans qu’il y ait amplification du géne. A ce jour, la réponse
au trastuzumab des cas discordants serait encore incertaine.

Toutefois, comme la protéine est la cible du traitement, les lignes directrices
consensuelles canadiennes considérent d’emblée admissibles au trastuzumab les cas
positifs a un test d’THC effectué sur un échantillon de bonne qualité dans des laboratoires
a I’expertise reconnue et soumis a des mesures d’assurance qualité interne et externe.

Pour améliorer I’exactitude du diagnostic, plusieurs laboratoires de la province effectuent
pour chaque patiente non pas un mais deux tests d’IHC avec des anticorps de sensibilités
différentes. Ils référent ensuite en ISH tous les cas discordants ou équivoques. Méme s’il
apparait raisonnable de croire que cet algorithme puisse améliorer I’exactitude des tests,
les données probantes permettant de le soutenir sont encore peu nombreuses.



Quoi qu’il en soit, cette stratégie a deux tests d’IHC ne devrait pas pallier I’absence

au Queébec d’un programme formel d’assurance qualité externe propre a ces tests ni le
nombre insuffisant de tests d’IHC effectués par certains laboratoires de la province. En
effet, plusieurs laboratoires ne testeraient pas le nombre annuel minimal de cas prescrit
dans les normes canadiennes pour assurer la compétence désirée.

Par ailleurs, les lignes directrices consensuelles canadiennes reconnaissent 1’utilisation
du CISH comme solution de rechange au FISH, mais ce test, lorsque effectué a 1’aide
d’une sonde HER-2 uniquement, n’apparait pas suffisamment performant pour remplacer
le FISH. Au Québec, le CISH est effectué sans sonde centromérique du chromosome

17 et une certaine quantité de ces tests doivent donc étre repris par FISH pour valider
I’exactitude du diagnostic.

De plus, la recommandation canadienne d’utiliser le SISH comme option possible
semble davantage s’appuyer sur des opinions d’experts que sur des données probantes.
La performance diagnostique rapportée dans la littérature est nettement insuffisante.
Néanmoins, cette analyse est en voie d’implantation au Québec.

Aucune donnée probante présentée dans cette évaluation n’appuie le PCR ou le RT-PCR
en temps réel comme solution de remplacement au FISH dans un contexte clinique.

Recommandations

A la lumiére de ces considérations, ’AETMIS recommande :

1) que les autorités concernées mettent en place un programme d’assurance qualité
relatif aux tests de détermination du statut HER-2 au Québec et que, dans le cadre de
ce programme, les mesures suivantes soient introduites :

= a désignation d’au moins un laboratoire de référence;

= [’¢laboration et I’application par ce ou ces laboratoires de référence de mesures
d’assurance qualité interne;

= [a validation périodique des résultats de ce ou ces laboratoires avec ceux d’autres
laboratoires de référence provinciaux et canadiens ou étrangers;

= J’affiliation a un laboratoire de référence de tous les laboratoires qui effectuent les
tests concernés et leur participation obligatoire au programme d’assurance qualité
externe établi;

= Ja validation initiale et périodique des méthodes utilisées dans tous les
laboratoires qui effectuent les tests concernés et 1’obligation pour ces laboratoires
de satisfaire aux exigences de qualité définies par le ou les laboratoires de
référence;

= [’obligation pour les laboratoires de satisfaire au nombre minimal de cas a
tester annuellement recommandé par les normes canadiennes, soit 250 pour
I’immunohistochimie (IHC) et 100 (idéalement 200) pour les tests d’hybridation
in situ (ISH), tout en limitant le nombre d’anatomopathologistes chargés de leur
interprétation de fagon a maintenir leur expertise;

= Ja formation continue des anatomopathologistes et du personnel de laboratoire
impliqué;

= Ja préparation conforme aux meilleures pratiques des échantillons a soumettre par
les hopitaux aux laboratoires qui effectuent les tests concernés;
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= |’¢valuation de la faisabilité de mettre sur pied une banque de données centrale
regroupant les résultats de ces tests ainsi que d’autres données pertinentes pour
I’ensemble des patientes atteintes d’un cancer infiltrant du sein;

2) que les recommandations canadiennes relatives a 1’utilisation des tests d’IHC
et d’hybridation in situ fluorescente (FISH) soient suivies par les laboratoires,
notamment le recours initial au test d’IHC suivi du test FISH (ou autres tests d’ISH
validés) pour les résultats équivoques;

3) que le test FISH puisse étre le test initial effectué lorsque la qualité de 1’échantillon
recgu par le laboratoire est mise en doute;

4) que I'utilisation du test d’hybridation in situ chromogénique (CISH) dans le but de
confirmer un résultat équivoque obtenu par IHC se fasse a I’aide de deux sondes :
I’une pour le gene HER-2 et I’autre pour le centromere du chromosome 17;

5) que la performance diagnostique de I’hybridation in situ argentique (SISH) fasse
I’objet d’une veille documentaire jusqu’a ce que les données probantes confirment la
validité de cette technique.
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AETMIS
AMC
APP
APQ
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ASCO
CAP
CEP17
CEPO
CHA
CHAUQ
CHUM
CHUQ
CHUS
CISH
CRHDQ
CSSS
CUSM
DAB
DAPI
DIG
DNP
EGFR

ELISA

E.-U.
FDA
FFPE

ABREVIATIONS ET ACRONYMES

Anticorps

Automated cellular imaging system

Acide désoxyribonucléique

3-amino-9-ethylcarbazole

Agence d’évaluation des technologies et des modes d’intervention en santé
Association médicale canadienne

Alzheimer’s disease amyloid A4 protein

Association des pathologistes du Québec

Acide ribonucléique

ARN messager

American Society of Clinical Oncology

College of American Pathologists

Centromeric probe 17 (en frangais, sonde centromérique du chromosome 17)
Comité de 1’évolution des pratiques en oncologie

Centre hospitalier affilié

Centre hospitalier affili¢ universitaire de Québec (réfere également au CHA)
Centre hospitalier de I’Université de Montréal

Centre hospitalier universitaire de Québec

Centre hospitalier universitaire de Sherbrooke

Chromogenic in situ hybridization (en frangais, hybridation in situ chromogénique)
Centre de recherche de I’Hotel-Dieu de Québec

Centre de santé et de services sociaux

Centre universitaire de sant¢ McGill

3,3’-diaminobenzidine

4’,6-diamidino-2-phenylindole

Digoxigénine

Dinitrophénol

Epidermal growth factor receptor (en francais, récepteur du facteur de croissance
épidermique)

Enzyme linked immunosorbent assay (en frangais, essai par immunosorbant 1ié a une
enzyme)

Etats-Unis

Food and Drug Administration

Formalin-fixed and paraffin-embedded (en frangais, fixé a la formaline et inclus en
paraffine)
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Fluorescence immunohistochemistry (en frangais, immunohistochimie fluorescente)
Fluorescence in situ hybridization (en frangais, hybridation in situ fluorescente)
Fluorescéine isothyocyanate

Horseradish peroxidase (en frangais, peroxydase de raifort)

Intervalle de confiance

Immunocytochimie

Immunohistochimie

Italian Network for Quality Assurance of Tumor Biomarkers

Institut de recherche en immunologie et en cancérologie

Hybridation in situ

Kappa

Weighted kappa (en francais, kappa pondéré)

Ludwig Boltzmann Institute for Health Technology Assessment

Ministere de la Santé et des Services sociaux

National Breast Cancer Centre

National Comprehensive Cancer Network

North Central Cancer Treatment Group

National External Quality Assessment Scheme

National Surgical Adjuvant Breast and Bowel Project

Office québécois de la langue francaise

Polymerase chain reaction (en frangais, réaction en chaine de la polymérase)
Protein and gene double staining

Programme de gestion thérapeutique des médicaments

Quality Assessment of Diagnostic Accuracy Studies

Régie de I’assurance maladie du Québec

Reverse-transcriptase PCR

Société canadienne du cancer

Silver-enhanced in situ hybridization (en frangais, hybridation in Situ argentique)
Sunnybrook and Woman’s College Health Sciences Center

TATA box binding protein

Tissue microarrays (en frangais, micromatrices tissulaires)

United Kingdom

Valeur prédictive négative

Valeur prédictive positive



(JLOSSAIRE

Amplification de géne
Production in vivo de copies supplémentaires d’une séquence d’ADN ou extrachromosomique [OQLF,
2007].

Aneuploidie
Anomalie caractérisée par la présence, dans les cellules d’un individu, d’un nombre anormal de
chromosomes. Le nombre de chromosomes peut étre insuffisant ou en exces [OQLEF, 2007].

Aneusomie
Terme générique, désignant toute anomalie numérique des chromosomes ou toute anomalie quantitative
(par défaut ou par exces) du matériel chromosomique [OQLF, 2007].

Anticorps monoclonal
Anticorps produit par des cellules hybrides appelées hybridomes. Ces cellules ont la capacité de se
multiplier en culture, chacune donnant naissance a une lignée cellulaire, ou clone, qui produit une seule
sorte d’anticorps, appelé, pour cette raison, monoclonal [OQLF, 2007].

Anticorps polyclonal
Meélange complexe d’immunoglobulines reconnaissant une série d’épitopes différents (d’apres Karol
Sikora et Howard M. Smedley, Anticorps monoclonaux, 1986, p. 13) [OQLF, 2007].

Anticorps primaire
Anticorps qui se fixe directement a la protéine d’intéreét.

Anticorps secondaire
Anticorps qui se fixe a un anticorps primaire. Cet anticorps est habituellement marqué.

Antigéne
Structure présente a la surface de la molécule d’antigéne, capable de se combiner a une seule molécule
d’anticorps [OQLF, 2007].

ARN messager
Molécule d’acide ribonucléique transcrite a partir de I’acide désoxyribonucléique (ADN) d’un géne, et qui
sert de modéle pour la traduction d’une protéine par 1’action des ribosomes [OQLF, 2007].

Biais de sélection
Erreur systématique induite dans une étude a cause des méthodes adoptées pour choisir les participants a
I’étude [Beaucage et al., 1996].

Biais de vérification
Erreur systématique induite dans une étude lorsque le résultat d’un examen diagnostique influence la
décision d’effectuer ou non I’examen de référence [Beaucage et al., 1996].

Centromére
Point par lequel les chromosomes s’attachent au fuseau [OQLF, 2007].

Coupe
Meéthode employée en histologie pour obtenir des préleévements suffisamment minces pour, d’une part étre

transparents aux rayons lumineux du microscope optique et, d’autre part ne comporter en principe qu’une
seule couche cellulaire [OQLEF, 2007].
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Déterminant antigénique
Structure présente a la surface de la molécule d’antigéne, capable de se combiner a une seule molécule
d’anticorps. Synonyme : épitope [OQLF, 2007].

Echantillon de convenance
Echantillon constitué d’individus sélectionnés par les chercheurs de fagon non aléatoire. Synonyme :
échantillon électif [Beaucage et al., 1996].

Epitope
Structure présente a la surface de la molécule d’antigéne, capable de se combiner a une seule molécule
d’anticorps. Synonyme : déterminant antigénique [OQLF, 2007].

Hybridation in situ
Hybridation d’une sonde d’ADN ou d’ARN spécifique marquée avec I’ARN ou I’ADN cellulaire, sur une
coupe de tissu ou des cellules fixées [OQLF, 2007].

Hybridation in situ fluorescente
Technique de cartographie génétique permettant de repérer une séquence d’ADN ou d’ARN au moyen
d’une sonde de séquence spécifique complémentaire a celle qui est recherchée, dans laquelle I’hybridation
est révélée par un signal fluorescent [OQLF, 2007].

Immunohistochimie
Branche de I’histologie utilisant des techniques d’ immunofluorescence ou de révélation des antigenes
intracellulaires par des anticorps marqués par des enzymes (peroxydase en général) pour détecter des
molécules définies a I’intérieur de cellules fixées. Synonyme : biomarqueur [OQLF, 2007].

Marqueur biologique
Parameétre d’origine biologique qui constitue I’indicateur d’un processus normal, d’un processus
pathologique ou encore d’une réponse a un traitement pharmacologique ou thérapeutique, et qui permet de
distinguer un état physiologique normal d’un état anormal [OQLF, 2007].

Mesure d’accord kappa
Mesure du degré d’accord non attribuable au hasard, soit entre différents observateurs (accord
interobservateurs), soit chez un méme observateur qui apprécie le méme phénomeéne a plusieurs reprises
(accord intra-observateur) [Beaucage et al., 1996].

Microdissection au laser
Technique qui, a I’aide d’un microscope couplé a un faisceau laser contr6lé par systéme informatique,
permet de découper et de capturer une région tissulaire bien précise (voire une ou plusieurs cellules) sur
une coupe histologique en vue d’effectuer des analyses moléculaires.

Micromatrice tissulaire
Bloc de paraffine dans lequel sont alignés plusieurs fragments tissulaires différents pour permettre une
analyse histologique simultanée. Synonymes : micromatrice de tissus ou puce a tissus.

Monosomie
Etat résultant de la perte d’un chromosome entier, se traduisant par la présence dans une cellule diploide
d’un seul des deux chromosomes correspondant a une paire déterminée [OQLF, 2007].

Moyenne pondérée
Mesure statistique moyenne ajustée pour la taille de chacun des échantillons qui constituent la base du
calcul.
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Polyploide
Se dit de cellules dont le nombre des chromosomes est un multiple du nombre normal [OQLF, 2007].

Polysomie
Constitution génétique caractérisée par 1’existence d’un ou plusieurs chromosomes supplémentaires par
rapport a I’ensemble normal pair [OQLF, 2007].

Réaction en chaine de la polymérase
Procédé d’amplification enzymatique in vitro d’une séquence définie d’ADN [OQLF, 2007].

Sensibilité
Critere de performance d’un test diagnostique mesurant sa capacité a détecter une maladie (ou un
probléme de santé) lorsqu’elle est vraiment présente. La sensibilité est la proportion de tous les malades
dont le résultat du test est positif, calculée ainsi : [vrais positifs + (vrais positifs + faux négatifs)].

Sonde d’ADN
Fragment d’acide nucléique capable de se lier de fagon complémentaire a une région chromosomique
spécifique et qui a la propriété d’étre facilement repérable grace a I’adjonction d’un marqueur (enzyme,
composé radioactif ou fluorescent). Synonyme : sonde nucléique.

Spécificité
Critere de performance d’un test diagnostique mesurant sa capacité a exclure une maladie (ou un probléme
de santé) lorsqu’elle est vraiment absente. La spécificité est la proportion de personnes saines dont le
résultat du test est négatif, calculée ainsi : [vrais négatifs + (vrais négatifs + faux positifs)].

Substrat
Substance transformée en un ou plusieurs produits par une activité enzymatique [OQLF, 2007].

Surexpression protéigue
Production d’une protéine en quantité anormalement ¢élevée dans une cellule.

Test de référence
Test largement admis comme le meilleur et qui devrait servir de référence pour comparer les autres.
Synonymes : test étalon ou étalon or.

Test étalon
Synonymes : test de référence ou étalon or.

Valeur pondérée
Se définit comme la valeur relative associée a chacune des procédures. La valeur pondérée est une valeur
qui refléte le niveau relatif de ressources nécessaires pour sa réalisation. Le calcul de la valeur pondérée
tient compte des manipulations, des contrdles, des calibrations et des répétitions devant étre effectués pour
la réalisation de la procédure. Les éléments de calcul sont les suivants : le temps d’exécution, le temps de
soutien a I’exécution, le temps rémunéré non travaillé, le colt des réactifs et les taxes.

Valeur prédictive négative
Probabilité qu’une personne ayant obtenu un résultat négatif d’un test diagnostique ne soit pas malade,
calculée ainsi : [vrais négatifs + (vrais négatifs + faux négatifs)].

Valeur prédictive positive
Probabilité qu’une personne ayant obtenu un résultat positif d’un test diagnostique soit malade, calculée
ainsi : [vrais positifs + (vrais positifs + faux positifs)].
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1 INTRODUCTION

Selon une estimation de la Société canadienne du cancer (SCC) et de I’Institut national
du cancer du Canada, on prévoyait 5 900 nouveaux cas de cancer du sein pour I’année
2007 au Québec et prés de 1 400 déceés. Malgré une baisse des taux de mortalité par
cancer du sein dans tous les groupes d’age, celui-ci constitue la deuxieme cause de déces
par cancer chez la femme, apres le cancer du poumon, et demeure la premiere cause de
mortalité par cancer chez les femmes de moins de 50 ans [SCC, 2007].

Dans le cancer du sein, le statut HER-2 (Human Epidermal growth factor Receptor 2)
est un marqueur biologique dont la positivité est associée a un mauvais pronostic [Lee et
al., 2007; Slamon et al., 1987]. La surexpression (ou présence anormalement élevée) de
la protéine HER-2 a la surface des cellules tumorales, souvent associée a 1’amplification
(augmentation du nombre de copies par chromosome) du géne HER-2, caractérise un
statut HER-2 positif. La prévalence de I’amplification génique atteindrait 18 a 20 % chez
les femmes atteintes d’un cancer du sein [Wolff et al., 2007].

Le trastuzumab, commercialisé sous le nom de Herceptin®, est un anticorps monoclonal
humanisé développé spécifiquement pour cibler la protéine HER-2 [Hofmann et al.,
2007; Willems et al., 2005]. En juillet 2005, le Québec annongait que ce médicament,
dont le coit est estimé a environ 45 000 $ [Letarte, 2007] par patiente, serait couvert
par le régime provincial pour le traitement adjuvant du cancer du sein [PGTM, 2005].
Cette thérapie est toutefois uniquement indiquée pour les femmes qui présentent un
statut HER-2 positif. Dans le but de déterminer leur admissibilité au trastuzumab, il est
recommandé que toutes les femmes atteintes d’un cancer du sein infiltrant soient testées
au moment du diagnostic; c’est maintenant la norme de pratique [ASCO et CAP, 2007,
Hanna et al., 2007a; NCCN, 2007]. Le cofit élevé associé a ce médicament ainsi que
son risque de cardiotoxicité exigent que le statut HER-2 soit déterminé avec le plus
d’exactitude possible.

Il existe actuellement une controverse quant a la meilleure stratégie pour déterminer

le statut HER-2. Les deux tests les plus utilisés sont I’immunohistochimie (IHC) et
I’hybridation in situ fluorescente (FISH) [Dowsett et al., 2007b; Penault-Llorca et Cayre,
2004]. Le FISH serait plus fiable mais s’avérerait plus cotteux et laborieux. Ces deux
techniques sont donc souvent utilisées selon un algorithme qui définit I'IHC comme
examen de premicre ligne et le FISH comme test visant a confirmer les cas équivoques.
D’autres techniques d’hybridation in situ (CISH et SISH) sont maintenant disponibles,
mais leur utilisation ne fait pas 1’objet d’un consensus international. Quant a la réaction
en chaine de la polymérase (PCR), il s’agit d’une méthode de biologie moléculaire
surtout utilisée en recherche qui a fait I’objet de plusieurs publications liées a
I’évaluation du statut HER-2. Elle serait utilisée comme test de validation hors province.

Compte tenu de I’importance du statut HER-2 dans la prise de décisions thérapeutiques
et des enjeux cliniques et économiques associés a 1’administration du trastuzumab chez
des femmes ayant un résultat faux positif ou faux négatif, il apparait essentiel de réaliser
une évaluation comparative des méthodes diagnostiques utilisées pour déterminer le
statut HER-2 d’une tumeur. Telle est la demande qui a été formulée a I’AETMIS par le
Comité de I’évolution des pratiques en oncologie (CEPO). Le présent rapport constitue
donc une revue systématique de la littérature au sujet de la performance diagnostique

de ces techniques. Cette revue pourrait servir d’assise aux membres du CEPO pour
I’élaboration de lignes directrices de pratique clinique pour le Québec.



2.1 HER-2

CONTEXTE GENERAL

Le présent chapitre définit d’abord ce qu’est le statut HER-2 et aborde ensuite le
traitement au trastuzumab, les techniques diagnostiques les plus utilisées pour déterminer
I’admissibilité des patientes a cette thérapie, les lignes directrices canadiennes et
internationales, ainsi que 1’utilisation au Québec des différentes techniques au regard du
diagnostic du statut HER-2.

L’oncogéne HER-2/neu situé sur le chromosome 17 code pour une protéine
transmembranaire (c-erbB-2, erbB2 ou HER-2) possédant une activité tyrosine kinase.
Dans ce document, le terme HER-2 est utilisé pour désigner le géne comme la protéine.
Cette protéine de surface est un des quatre membres de la famille du récepteur du facteur
de croissance épidermique (EGFR), dont les ligands jouent un réle dans les processus

de signalisation intracellulaire qui régulent la prolifération, la différentiation et la survie
cellulaire [Blaizel et al., 2006; Carlson et al., 2006; Lebeau, 2006]. La protéine HER-2
est faiblement exprimée dans les cellules épithéliales du sein normal [Penault-Llorca

et al., 2002] et dans une variété d’autres tissus tels que les ovaires, les reins, le tractus
gastro-intestinal, le cceur et le systéme nerveux central [Laudadio et al., 2007; Carlson et
al., 2006].

Dans les carcinomes mammaires, cette région du chromosome 17 est susceptible de
subir des réarrangements [Popescu et al., 1989 dans Tawfik et al., 2006] menant a une
amplification (augmentation du nombre de copies) du géne HER-2 par chromosome.
Cette altération entraine une augmentation des niveaux d’ARN messager (ARNm)
intracellulaire et une surexpression de la protéine HER-2 a la surface des cellules [Corzo
et al., 2007; Kostopoulou et al., 2007; Wolff et al., 2007; Lebeau, 2006]. On estime que
I’amplification du géne HER-2 survient approximativement chez 18 a 20 % des cas de
cancer du sein [ASCO et CAP, 2007; Tubbs et al., 2007] et qu’elle serait le mécanisme
principal pour expliquer la surexpression de la protéine HER-2 [Wolff et al., 2007].

Un statut HER-2 positif (une surexpression ou une amplification de HER-2) est associé
a une tumeur plus agressive, une incidence élevée des métastases, un risque accru de
récidive apres la chirurgie, un temps de survie réduit, une résistance a certaines thérapies
endocrines (hormonales) et une réponse incompléte a la chimiothérapie conventionnelle
[ASCO et CAP, 2007; Laudadio et al., 2007; Blaizel et al., 2006; Enzing et al., 2006;
Lebeau, 2006].

2.2 Trastuzumab

Le trastuzumab, commercialisé sous le nom de Herceptin® (Roche Ltd, Bale, Suisse), est
un anticorps monoclonal humanisé recombinant qui a pour cible la portion extracellulaire
(ou extracytoplasmique) du récepteur HER-2 [Willems et al., 2005]. L’anticorps

inhibe I’activité tyrosine kinase et la prolifération des cellules tumorales surexprimant

la protéine HER-2 a leur surface [Laudadio et al., 2007]. En 1998, la Food and Drug
Administration (FDA) des Etats-Unis approuvait pour la premiére fois ce médicament
pour le traitement des femmes atteintes d’un cancer du sein métastatique HER-2 positif
[ASCO et CAP, 2007; Enzing et al., 2006]. Ce traitement a aussi été approuvé au Canada
et en Europe en 1999 [PGTM, 2005] et en 2000 [Enzing et al., 2006], respectivement.



Plus récemment, 1’utilisation du trastuzumab a démontré des bénéfices cliniques
importants pour le traitement adjuvant des femmes atteintes d’un cancer du sein de stade
précoce présentant un statut HER-2 positif. Les bénéfices associés incluaient entre autres
une réduction substantielle du risque de récidive, une amélioration du taux de survie
sans maladie et une survie globale prolongée [ASCO et CAP, 2007; Smith et al., 2007,
Romond et al., 2005; Slamon et al., 2005].

Le traitement s’échelonne sur une année a raison d’une administration par semaine ou
aux trois semaines [NCCN, 2007]. En plus d’étre trés cotteux (environ 45 000 $ par
patiente) [Letarte, 2007], le trastuzumab entraine un risque de cardiotoxicité. En effet,
une dysfonction cardiaque asymptomatique survient chez 5 a 15 % des patientes et une
insuffisance cardiaque congestive chez 2 a 4 % d’entre elles [ASCO et CAP, 2007].

La thérapie au trastuzumab nécessite donc une surveillance périodique de la fonction
cardiaque [NCCN, 2007; CEPO, 2005].

Le statut HER-2 des patientes doit étre vérifi¢ avant I’administration du médicament
[PGTM, 2005], puisque seules les tumeurs présentant une surexpression de la protéine
ou une amplification du gene HER-2 sont susceptibles de répondre a la thérapie [ Wolff et
al., 2007].

2.3 Techniques diagnostiques

11 existe plusieurs analyses disponibles pour déterminer soit le niveau d’expression

de la protéine HER-2, le nombre de copies du geéne ou le niveau d’ARN messager

dans les cellules tumorales. Les cinq techniques les plus susceptibles d’étre utilisées

en clinique sont décrites aux sections suivantes (2.3.1 a 2.3.3). D’autres techniques
également disponibles (ELISA, transfert en points, transferts de Western, de Northern

et de Southern, etc.) ne font pas I’objet du présent document en raison de leur moindre
applicabilité au contexte clinique. Ces techniques requicrent d’autres types d’échantillons
que les blocs de tumeurs fixées et incluses en paraffine utilisés de routine dans les
laboratoires de pathologie [Ciampa et al., 2006; Yaziji et al., 2002].

2.3.1 Immunohistochimie

L’immunohistochimie (IHC) est une technique d’histologie qui utilise des anticorps
généralement marqués par des enzymes pour détecter la présence d’une molécule
d’intérét. Dans le cancer du sein, ’IHC est entre autres utilisée pour évaluer le niveau
d’expression de la protéine HER-2. Elle consiste d’abord a incuber des coupes
histologiques en présence d’un anticorps primaire spécifiquement dirigé contre un
déterminant antigénique (épitope) de la protéine HER-2. L’anticorps fixé a la protéine
est ensuite reconnu par un anticorps secondaire conjugué a une enzyme : la peroxydase
ou, plus rarement, la phosphatase alcaline. La conversion enzymatique d’un chromogéne
(le plus souvent, le DAB pour 3,3’-diaminobenzidine) ajouté ultérieurement permet de
révéler la réaction en formant un précipité visible au microscope ordinaire a fond clair au
site de I’antigéne (membrane cellulaire) [Dako, 2004].

L’évaluation des cellules tumorales doit porter uniquement sur la composante infiltrante
du carcinome, puisque les carcinomes canalaires in Situ surexpriment fréquemment

la protéine HER-2 méme lorsque la composante infiltrante du carcinome est négative
[ASCO et CAP, 2007; Schlemmer et al., 2004; Dowsett et al., 2003], d’ou le role
essentiel de I’anatomopathologiste dans 1’interprétation des lames. L’échelle semi-
quantitative (0 a 3+) utilisée pour I’interprétation de I’IHC repose a la fois sur
I’intensité et la qualité du marquage membranaire et sur le pourcentage des cellules
tumorales positives; un score 3+ indique la plus forte expression protéique (tableau 1)



TABLEAU 1

[Hanna et al., 2007a]. L’interprétation de I’'THC est subjective et est donc sujette a une
variabilité interobservateurs [ Dendukuri et Brophy, 2006; Hicks et Tubbs, 2005].

Criteres d’interprétation du test d’IHC

SCORE INTERPRETATION

0 Négatif. Aucune coloration membranaire.

1+ Négatif. Coloration membranaire faible et* incompléte, sans égard a la proportion de
cellules tumorales marquées.

2+ Equivoque. Coloration membranaire intense et compléte (motif de diffraction) de < 30 %
des cellules tumorales, ou coloration membranaire hétérogéne et compléte, faible ou
modérée de > 10 % des cellules tumorales.

3+ Positif. Coloration membranaire intense, compléte et homogene (motif de diffraction)
de > 30 % des cellules tumorales.

* La version frangaise de la brochure de renseignements techniques [Hanna et al., 2007b] comprend une erreur de traduction. Ainsi, il faut lire « et »

au lieu de « ou ».

Source : Hanna et al., 2007a; 2007b.

Il existe une trentaine d’anticorps primaires disponibles pour évaluer I’expression

de la protéine HER-2 [Hanna, 2001], chacun reconnaissant un épitope différent. Les
plus utilisés sont I’anticorps polyclonal A0485 et les anticorps monoclonaux CB11 et
TAB250 [Ellis et al., 2004; Hanna et O’Malley, 2002]. La variabilité des résultats d’THC
est entre autres associée au choix de I’anticorps [Laudadio et al., 2007; Carlson et al.,
2006] et au protocole technique utilisé. Le protocole d’IHC doit étre calibré (dilution de
I’anticorps, démasquage antigénique, temps d’incubation, etc.) pour prendre en compte
I’immunoréactivité de I’anticorps choisi [Vincent-Salomon et al., 2003]. 1l est reconnu
que les techniques utilisées varient beaucoup d’un laboratoire a ’autre [Carlson et al.,
2006], ce qui compromet la reproductibilité interlaboratoires de I’'IHC.

Des trousses de réactifs préts a I’emploi incluant des lames témoins (positif et négatif)
sont également commercialisées et permettent de controler dans une certaine mesure les
difficultés de standardisation de la technique [Penault-Llorca et Cayre, 2004]. La plus
connue et utilisée est la trousse HercepTest™ (Dako, Danemark) qui inclut 1’anticorps
A0485.

Outre le protocole technique lui-méme, d’autres facteurs préanalytiques viennent affecter
I’immunoréactivité et donc les résultats d’IHC [Hicks et Tubbs, 2005]. Ces facteurs

incluent le délai entre le prélévement de 1’échantillon et la fixation du tissu, le choix du
fixateur et le temps de fixation [Carlson et al., 2006]. Des lignes directrices ont d’ailleurs
récemment été publiées a cet effet [Hanna et al., 2007a; 2007b; Wolff et al., 2007].

Malgré la multitude de facteurs analytiques pouvant affecter la reproductibilité
interlaboratoires d’un test d’IHC, de nombreux avantages lui sont conférés, notamment
sa rapidité, sa simplicité et son faible cofit. Le répertoire québécois et systeéme de
mesure des procédures de biologie médicale attribue a un test d’IHC effectué pour la
protéine HER-2 une valeur pondérée! de 73,0 [MSSS, 2008]. Le test peut étre effectué
en quelques heures et interprété la journée méme en moins d’une minute. Les honoraires

1. Voir le glossaire pour la définition de « valeur pondérée ».




de facturation d’un anatomopathologiste pour la lecture d’un test d’THC est de 26,30 $°.
Le cot des réactifs d’une trousse standardisée HercepTest™ est de 54 $ par test. Celui
d’un test « maison » serait toutefois moins élevé. Il varierait entre 20 et 40 $ selon

les laboratoires québécois. Pour toutes ces raisons, I’THC est le test le plus utilisé en
premiére intention pour déterminer 1’admissibilité des patientes au trastuzumab. Les
résultats équivoques doivent toutefois étre contr6lés par une méthode d’hybridation in
situ (ISH).

2.3.2  Hybridation in situ

L’hybridation in situ (ISH) est une technique qui, de fagon générale, permet d’identifier
la présence de chromosomes ou de régions chromosomiques spécifiques grace a
I’hybridation (appariement) de sondes d’ADN marquées a I’ADN chromosomique
préalablement dénaturé sur des coupes histologiques. Elle permet de détecter une
amplification du géne HER-2 dans des tissus tumoraux. Il existe divers types d’ISH,
chacune utilisant un systéme particulier de détection (visualisation) des sondes
(fluorescence, colorimétrie, métallographie).

2.3.2.1 Hybridation 7 situ fluorescente

L’hybridation in situ fluorescente (FISH) est une technique d’ISH qui utilise des sondes
d’ADN marquées d’un fluorochrome. Le protocole technique se déroule sur deux jours
séparés par une nuit d’hybridation. La visualisation des sondes hybridées, représentées
par des points fluorescents dans le noyau des cellules, est possible uniquement par
microscopie a fluorescence. Cet équipement est coliteux et non disponible dans tous les
laboratoires de pathologie.

Dans le cas d’une recherche d’amplification du géne HER-2, la technique implique
généralement I’utilisation de deux sondes : une spécifique au géne HER-2 et 1’autre
spécifique au centromeére du chromosome 17, chacune étant marquée d’un fluorochrome
différent. La sonde centromérique joue un réle de contréle interne pour I’aneusomie,

un phénomene caractérisé par I’addition (polysomie) ou la délétion (monosomie) de
copies du chromosome 17 dans une cellule [Carlson et al., 2006]. La sur-représentation
du géne HER-2 par polysomie 17 ne constitue pas une amplification véritable [Penault-
Llorca et Cayre, 2004]. Tubbs et ses collaborateurs [2007] ont estimé que ce phénomeéne
est présent chez 3 % des cancers du sein®. L’interprétation du FISH repose donc sur

le rapport entre le nombre moyen de copies du géne HER-2 et le nombre moyen de
copies du centromeére du chromosome 17 par noyau (rapport HER-2/CEP17). Toutefois,
certaines trousses commercialisées n’incluent que la sonde spécifique au géne HER-2,
I’interprétation reposant alors uniquement sur le nombre moyen de copies par cellule du
géne HER-2.

On doit généralement compter un minimum de 20 noyaux dans deux zones différentes
[Wolff et al., 2007]. Comme le présente le tableau 2, un résultat de FISH peut étre
défini comme clairement négatif, clairement positif ou équivoque. Un résultat
équivoque nécessitera le comptage de signaux additionnels ou la reprise du test

2. Régie de I’assurance maladie du Québec (RAMQ). Manuel des médecins spécialistes : services de laboratoire
en établissement (n° 170). Anatomo-pathologie. Disponible a : http://www.ramgq.gouv.qc.ca/fr/professionnels/
manuels/170/010_a_anatomo_patho_sle_spec.pdf.

3. L’ASCO/CAP ont quant a eux rapporté une prévalence de 8 % [Wolff et al., 2007]. La prévalence et la définition de la
polysomie 17 varient beaucoup d’une étude a I’autre. La majorité des études comportent d’importants biais de sélection
des patientes, ce qui invalide I’estimation de cette proportion. Les études qui, comme celle de Tubbs et ses collaborateurs
[2007], ont estimé la prévalence sur une grande série de cas de cancer du sein primitif provenant d’un seul établissement et
évalués initialement par FISH sont rares.



TABLEAU 2

[Hanna et al., 2007a]. L’admissibilité au trastuzumab des cas ayant obtenu un résultat
équivoque au FISH ne peut étre déterminée que par un rapport HER-2/CEP17 et n’est
reconnue que si ce rapport est égal ou supérieur a 2,0%.

Interprétation d’un résultat du test FISH

RESULTAT INTERPRETATION
Rapport HER-2/CEP17 < 1,8 ou nombre moyen de copies de HER-2 <4 Négatif
Rapport HER-2/CEP17 entre 1,8 et 2,2 ou nombre moyen de copies de HER-2 de 4 a 6, oo
. . Equivoque
inclusivement
Rapport HER-2/CEP17 > 2,2 ou nombre moyen de copies de HER-2 > 6 Positif

Bien que la nature quantitative du test rende I’interprétation moins sujette a une
variabilité interobservateurs [Hofmann et al., 2007], il n’en demeure pas moins que
I’interprétation du FISH nécessite une formation. Dans un premier temps, comme la
morphologie tissulaire ne peut pas étre examinée de fagon simultanée lors de I’examen
en fluorescence, le repérage de zones invasives du carcinome doit se faire au préalable
sur une autre lame colorée de fagon standard. Il faut s’assurer que la zone sélectionnée
correspond a celle qui sera examinée ultérieurement en fluorescence. Une bonne
expérience est également nécessaire pour reconnaitre 1’aspect des cellules contre-
colorées au DAPP et la présence d’éventuelles anomalies (noyaux cellulaires tronqués,
autofluorescence, etc.) attribuables a des problémes techniques survenus au cours de
la préparation des lames (sur- ou sous-digestion enzymatique) [Hicks et Tubbs, 2005;
Penault-Llorca et Cayre, 2004; Bilous et al., 2003a]. Au besoin, 1’étape de digestion
enzymatique qui préceéde I’hybridation des sondes devra étre ajustée.

Selon I’expérience de 1’observateur, le nombre de noyaux et de signaux a calculer, ainsi
que la qualité du microscope a fluorescence, la lecture d’une lame exige entre 15 et 25
minutes d’observation. Le tout se déroule dans 1’obscurité et une fatigue oculaire peut
s’installer rapidement. Les signaux fluorescents s’atténuent avec le temps et les lames ne
peuvent donc pas étre archivées pour une longue période. Des clichés peuvent étre pris
mais, comme ils ne portent que sur une partie de la lame, ils ne permettent pas toujours
une réévaluation adéquate de celle-ci [Tubbs et al., 2004].

Le FISH est coliteux en matiére d’équipement (microscope a fluorescence et filtres
adaptés), de réactifs, de temps technique et d’interprétation. Au Canada, il en cofite

8 127,87 $ pour une trousse PathVysion® contenant les sondes HER-2 et CEP17 pour
50 tests (162,56 $ par test)®. Par contre, les laboratoires arrivent tout de méme a faire
au moins deux fois plus de tests que le nombre prévu par le fabricant en n’hybridant
qu’une partie de la lame et en utilisant ainsi moins de réactifs’. A cela doivent s’ajouter
les trousses de pré-traitement des lames, le temps technique ainsi que 1’ interprétation
par I’anatomopathologiste (47,30 $*). Le répertoire québécois et systéme de mesure des

4. Les patientes présentant un rapport HER-2/CEP17 > 2,0 étaient admises dans les essais cliniques sur le traitement
adjuvant par le trastuzumab [Hanna et al., 2007b; Wolff et al., 2007]. Les données disponibles ne peuvent donc pas
supporter leur exclusion pour la thérapie au trastuzumab [Wolff et al., 2007].

5. Le DAPI/PI est le contre-colorant utilisé sur les lames a examiner en fluorescence.
6. M™ Nancy Roberge, biochimiste (B. Sc.), CRHDQ, communication personnelle, 7 septembre 2007.
7. 11 faudrait toutefois s’assurer que cette fagon de faire n’a pas d’impact sur la qualité des tests FISH.

8. Régie de I’assurance maladie du Québec (RAMQ). Manuel des médecins spécialistes : services de laboratoire
en établissement (n° 170). Anatomo-pathologie. Disponible a : http://www.ramq.gouv.qc.ca/fr/professionnels/
manuels/170/010_a anatomo_patho_sle spec.pdf.



TABLEAU 3

procédures de biologie médicale accorde au FISH une valeur pondérée’ de 153,0 [MSSS,
2008], soit un peu plus du double de celle de I'ITHC.

2.3.2.2 Hybridation ## situ chromogénique

L’hybridation in situ chromogénique (CISH) est une méthode plus récente d’analyse
de I’amplification du géne HER-2. De fagon similaire au FISH, la technique consiste

a hybrider des sondes d’acide nucléique a I’ADN chromosomique du géne HER-2 sur
des coupes histologiques [Bhargava et al., 2005]. Le systéme de révélation consiste
toutefois en une réaction immunoenzymatique semblable a celle utilisée en IHC. Le
plus souvent, on utilise une sonde HER-2 marquée a la digoxigénine (DIG) a laquelle
vient se fixer un anticorps anti-DIG conjugué a une peroxydase de raifort (HRP). La
conversion d’un substrat chromogéne (DAB) par la peroxydase entraine la formation
permanente de points bruns foncés dans le noyau de la cellule. Comme les signaux
d’hybridation peuvent étre observés par microscopie a fond clair, la technique est
avantageuse. L’anatomopathologiste peut ainsi procéder a I’examen simultané de la
morphologie des tissus (contre-colorés a I’hématoxyline) tout en repérant les zones
d’intérét. L’inconvénient majeur de la technique tient au fait que 1’interprétation repose
avant tout sur le nombre moyen de signaux ou copies du gene HER-2 par noyau et non
sur le rapport HER-2 par chromosome 17.

Une seule trousse standardisée est disponible, incluant tous les réactifs et lames

témoins. Elle est commercialisée sous le nom Zymed® SPoT-Light® HER2 CISH™ Kit
(Invitrogen, South San Francisco, CA, Etats-Unis). Le guide d’interprétation est présenté
au tableau 3.

Guide d’interprétation du test CISH

RESULTAT INTERPRETATION*
Elevée > 10 points, ou agrégats importants, ou mélange de points multiples et d’agrégats
importants du géne HER-2 présents par noyau dans > 50 % des cellules cancéreuses
Amplification

Faible > 5-10 points, ou petits agrégats, ou mélange de points multiples et de petits agrégats du
géne HER-2 présents par noyau dans > 50 % des cellules cancéreuses

Pas d’amplification

Polysomie 3-5 points du gene HER-2 présents par noyau dans > 50 % des cellules cancéreuses

Diploide 1-2 points du gene HER-2 présents par noyau dans > 50 % des cellules cancéreuses

* Au fil du temps, le fabricant a modifié son guide d’interprétation. Initialement, une amplification était définie par la présence de > 6 copies du géne
HER-2 par noyau [Bilous et al., 2006].

11 est nécessaire d’évaluer un minimum de 30 cellules tumorales. Si le nombre moyen de points par noyau est compris entre cinq et six, il faut évaluer
30 cellules supplémentaires.

Source : Zymed Laboratoires [2007].

Pour les tumeurs comportant une polysomie du chromosome 17 (généralement celles
ayant de trois a cinq signaux HER-2 par noyau), il est suggéré de procéder a une
seconde réaction d’hybridation, a I’aide d’une sonde centromérique du chromosome 17,
pour confirmer ou distinguer une polysomie d’une amplification faible. Cette réaction
doit étre réalisée sur une coupe adjacente (deuxieme lame), ce qui implique que les
mémes cellules ne peuvent pas toujours étre évaluées [Loring et al., 2005]. Pour les cas
présentant une amplification élevée (> 10 signaux ou gros agrégats), I’utilisation d’une
sonde centromérique n’est pas nécessaire [Zymed Laboratories, 2005].

9. Voir le glossaire pour la définition de « valeur pondérée ».



Lorsque la réaction d’hybridation est limitée a une sonde, le CISH est moins cotiteux
que le FISH. Le prix d’un test CISH serait d’environ le quart de celui d’un FISH [Nistor
et al., 2006]. Au Canada, la trousse compléte Zymed® HER2 CISH™ (20 tests) cotterait
1 543,77 $, soit 77,19 $ par test'’. Le temps d’interprétation est également réduit de 25

a 50 %'". Bhargava et ses collaborateurs [2005] prétendent que le temps d’interprétation
est réduit de plus de moitié. Par ailleurs, méme si le protocole technique du CISH
nécessite un peu plus d’étapes et de manipulations que celui du FISH, la technique peut
étre réalisée en deux jours [Cayre et al., 2007; Bhargava et al., 2005]. Le répertoire
québécois et systeme de mesure des procédures de biologie médicale attribue au CISH
une valeur pondérée'? de 75,0 [MSSS, 2008], ¢’est-a-dire environ 1’équivalent de I'THC.

2.3.2.3 Hybridation #n situ argentique

Le test d’hybridation in situ argentique ou SISH (pour silver-enhanced in situ
hybridization) utilise des sondes d’ADN marquées par une hapténe (le dinitrophénol)

qui sert de cible a un anticorps lui-méme reconnu par un polymeére d’anticorps jumelé a
I’enzyme HRP. Cette derniére entraine la précipitation des ions argent (Ag+) en solution
au site du gene. Cette réaction se manifeste par I’apparition dans le noyau cellulaire de
points noirs visibles par microscopie a fond clair. Cette méthode est commercialisée

sous le nom de EnzMet™ (Nanoprobes, Yaphank, NY, Etats-Unis) pour métallographie
enzymatique. Elle offre ’avantage de produire des signaux (points) distincts (non diffus),
faciles a compter et permanents [Powell et al., 2007a; Tubbs et al., 2004]. Toutefois, ce
type de marquage ne permet pas d’évaluer la présence d’une polysomie 17 sur une méme
lame et nécessite donc une seconde réaction d’hybridation pour 1’obtention d’un rapport
HER-2/CEP17. Lorsque deux sondes sont utilisées, le guide d’interprétation est le méme
que pour le FISH [Dietel et al., 2007], alors que si la sonde HER-2 est utilisée seule, la
présence d’au moins six points noirs ou de larges agrégats dans plus de 30 % des cellules
tumorales indique une amplification [Wolff et al., 2007].

Une trousse commercialisée sous le nom de EnzMet™ GenePro (Ventana, Tucson,

AZ, Etats-Unis) permet de détecter I’amplification du géne HER-2 par ISH, par le
systeme EnzMet™, et I’expression simultanée de la protéine HER-2 par IHC (utilisant
la phosphatase alcaline comme enzyme pour le substrat fast red K). Cette derniére
technique a été décrite dans les derniéres lignes directrices de I’ American Society of
Clinical Oncology (ASCO) et du College of American Pathologists (CAP) [Wolff et al.,
2007]. A notre connaissance, elle n’a pas encore recu I’approbation officielle de la FDA.

Le SISH a été adapté pour en automatiser la technique aux fins de commercialisation par
la compagnie Ventana Medical System, Inc (BenchMark Series of instruments, Ventana,
Tucson, AZ, Etats-Unis). La préparation des lames par ’appareil permet I’obtention
d’un résultat en seulement six heures. Bien que le cott des réactifs (environ 170 $ par
test pour les deux sondes'®) soit 1égérement supérieur a celui des réactifs du FISH et
nettement supérieur a celui des réactifs du CISH, le temps gagné grace a la préparation
automatisée des lames constitue un avantage indéniable. Le répertoire québécois et
systeme de mesure des procédures de biologie médicale [MSSS, 2008] n’a encore
attribué aucune valeur pondérée au SISH.

10. Pour la sonde HER-2 uniquement (sans sonde centromérique).
11. M™ Nancy Roberge, biochimiste (B. Sc.), CRHDQ, communication personnelle, 7 septembre 2007.
12. Voir le glossaire pour la définition de « valeur pondérée ».

13. D' Sylvain Mailhot, anatomopathologiste, communication personnelle, 27 février 2008.



2.3.3  Réaction en chaine de la polymérase

La réaction en chaine de la polymérase (PCR) est une méthode qui permet de produire
des copies de séquences géniques et de les multiplier en grand nombre [Mullis et al.,
1986]. Elle est réalisée directement par I’action de 1I’enzyme polymérase de ’ADN, a
partir de séquences d’ADN chromosomique ou indirectement a partir de I’ARNm du
gene étudié. Cette derniére technique est appelée RT-PCR (reverse-transcriptase PCR)
d’aprés le nom de I’enzyme permettant de produire I’ADN qui sera multiplié par PCR.
Le RT-PCR présente toutefois des difficultés techniques inhérentes a la conservation
tissulaire et a la manipulation de I’ARNm.

11 est possible de quantifier I’ADN initialement retrouvé dans un échantillon par la
méthode de PCR en temps réel. Le marquage fluorescent des amorces d’ADN utilisées
pour la réaction permet de quantifier a la fois le géne d’intérét et un géne de référence
utilisé comme contréle interne [Heid et al., 1996].

Ces techniques automatisées sont bien standardisées, rapides, reproductibles [Bieche

et al., 1999] et relativement peu cotiteuses'* [Merkelbach-Bruse et al., 2003]. De plus,
elles ne sont pas sensibles a I’expertise de I’observateur comme le sont les techniques
histologiques mentionnées précédemment. Par contre, I’inconvénient majeur de ces
techniques est que I’homogénéisation d’un échantillon biopsique entraine I’obtention
d’un mélange non spécifique de cellules saines, pré-cancéreuses et cancéreuses. Pour
améliorer la précision des PCR, il est préférable d’isoler les cellules cancéreuses des
échantillons par microdissection au laser, ce qui est coliteux et contraignant [Lehmann et
al., 20001].

2.3.4 Test de référence

Il n’existe aucun test étalon parfait pour la détermination du statut HER-2 [Dowsett et
al., 2007b; Tuma, 2007; Wolff et al., 2007; Lacroix-Triki et al., 2006]. Bien que certains
auteurs aient rapporté le FISH comme un meilleur facteur prévisionnel de la réponse

au trastuzumab que I’THC [Mass et al., 2001; Kakar et al., 2000; Pauletti et al., 2000],
I’ASCO et le CAP croient que les données disponibles ne permettent pas de démontrer
clairement la supériorité de I’'IHC ou de I’'ISH pour prédire la réponse au trastuzumab
[Wolff et al., 2007].

Néanmoins, méme si on reconnait qu’il est imparfait, le FISH est le test le plus souvent
accepté comme test de référence [Dendukuri et al., 2007; NCCN, 2007; Morelle et

al., 2006; Nistor et al., 2006]. Ce choix serait surtout attribuable a sa plus grande
reproductibilité et a sa grande fiabilité. D’ailleurs, un point de vue minoritaire a la table
ronde des lignes directrices de I’ASCO/CAP était que I’IHC n’est pas suffisamment
exacte pour déterminer le statut HER-2 et que le FISH devrait préférablement étre utilisé
[Wolff et al., 2007].

2.4 Lignes directrices

241 Techniques et algorithmes

En janvier 2007, I’ASCO et le CAP ont publié des lignes directrices au regard de
I’évaluation du statut HER-2 dans le cancer du sein. Ce document a été produit a la suite

14. La trousse de PCR en temps réel LightMix® Kit HER2/neu vendue par TIB MOLBIOL (Berlin, Allemagne)
colite 640 $ pour 96 réactions (M. Frangois Sanschagrin, biologiste moléculaire (Ph. D.), communication personnelle,
20 novembre 2007).
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d’un examen approfondi des données probantes publiées dans la littérature. L’ASCO et
le CAP recommandent autant I’THC que le FISH comme test initial (figures A-1 et
A-2, annexe A). Les cas équivoques a I’'THC devront étre confirmés par FISH et les
cas équivoques au FISH nécessiteront un dénombrement de cellules additionnelles ou
une répétition du FISH [Wolff et al., 2007]. Si le résultat du FISH demeure équivoque
apres recomptage ou reprise du test, I'IHC devra étre effectuée [ASCO et CAP,
2007].

Lors d’une réunion tenue a Toronto le 16 février 2007, onze anatomopathologistes
canadiens en venaient également a un consensus. Les lignes directrices canadiennes
issues de cette réunion s’appuient sur I’expérience des participants au consensus de
méme que sur les recommandations des lignes directrices de I’ASCO et du CAP.
Toutefois, ces deux ensembles de lignes directrices différent de fagon importante [Hanna
etal., 2007a].

Contrairement a celles de I’ASCO/CAP, les lignes directrices consensuelles
canadiennes recommandent 1’utilisation d’un test d’IHC comme test initial a

moins que 1’échantillon soit de petite taille ou qu’il ait été prélevé par biopsie

au trocart dans le contexte d’un traitement néo-adjuvant'®. Les cas testés positifs

a ’THC (score 3+) sont admissibles a recevoir le trastuzumab, alors que les cas
équivoques (score 2+) devront étre retestés par I’une ou I’autre des techniques d’ISH
(FISH, CISH ou SISH) [Hanna et al., 2007a] (figure A-3, annexe A). Comme leur
approbation n’a pas encore €té octroyée par la FDA, le CISH et le SISH ne sont pas
des techniques recommandées par I’ASCO et le CAP [Wolff et al., 2007; Carlson et
al., 2006]. Elles n’étaient pas non plus recommandées au Royaume-Uni [Di Palma et al.,
2007; Dowsett et al., 2007a; Ellis et al., 2004]. Cependant, en date du 1 avril 2008, une
mise a jour de ces recommandations indique que les laboratoires qui utilisent le CISH
ou le SISH doivent effectuer une validation initiale de leur méthode a I’aide du FISH
[Walker et al., 2008].

La Commission européenne a approuvé en octobre 2004 1’utilisation optionnelle

du CISH et du FISH pour remplacer I'THC comme test initial. Les cas équivoques
ou polyploides nécessitent un contréle par ISH ou IHC, selon le test initial utilisé
(figure A-4, annexe A) [Penault-Llorca et Cayre, 2004]. En Finlande, le CISH a
remplacé le FISH pour détecter [’amplification du geéne. Toutefois, il est uniquement
effectué dans deux laboratoires de référence ou le personnel est hautement habilité a
le faire [Bilous et al., 2003a].

En Australie, pour étre admissibles au trastuzumab, les patientes avec un cancer
métastatique doivent présenter une surexpression de la protéine HER-2 a I’'IHC
(score 3+) ou une amplification du géne HER-2 par FISH ou par CISH. Quant aux
patientes atteintes d’un cancer du sein de stade précoce, leur admissibilité dépend
d’un test d’ISH (FISH ou CISH) positif [NBCC, 2007].

242 Nombre minimal de tests requis par laboratoire

Les lignes directrices canadiennes recommandent que chaque laboratoire qui procéde a
des tests d’IHC ou FISH pour le diagnostic du statut HER-2 en effectue pour un nombre
minimal de 250 et 100 (préférablement 200) cas par année, respectivement [Hanna

et al., 2007a]. Cette recommandation s’appuie sur celle émise par le Royaume-Uni
[Ellis et al., 2004]. L’ASCO et le CAP vont dans le méme sens [Wolff et al., 2007].

15. Dans ces cas d’exception, il est préférable d’effectuer un test d’ISH comme test initial [Hanna et al., 2007a].



Pour les techniques du CISH et du SISH, aucun nombre minimal de tests requis n’est
mentionné dans les lignes directrices canadiennes [Hanna et al., 2007a]. Le nombre de
tests effectués par chaque anatomopathologiste doit également étre pris en compte dans
I’évaluation de sa compétence [Hanna et al., 2007b].

2.43 Validation des tests

Il est recommandé que toute technique nouvellement utilisée dans un laboratoire soit
validée en référence a une autre méthode déja validée (FISH ou IHC). La validité

d’une technique est reconnue lorsqu’elle permet d’obtenir un taux de concordance de
95 % avec la technique de référence pour les cas positifs comme pour les cas négatifs
(non équivoques). Pour valider I’utilisation d’un nouvel anticorps, un laboratoire doit
valider sa technique sur 25 a 100 échantillons, préférablement 100 si le laboratoire offre
le test depuis peu. Toute modification a un protocole validé nécessite une validation
additionnelle et la conservation de la documentation pertinente [Hanna et al., 2007a;
2007b; Wolffet al., 2007].

2.4.4 Assurance qualité interne et externe

Les procédures optimales d’assurance qualité interne d’un laboratoire incluent

la validation initiale du test, I'utilisation de modes opératoires normalisés et de
matériel de contrdle (témoins) pour chaque test, et la revalidation des procédures
en cas de modification. Elles incluent également la formation théorique et pratique
ainsi que I’évaluation continue des compétences du personnel (techniciens et
anatomopathologistes).

Les lignes directrices canadiennes comme celles de ’ASCO/CAP recommandent la
participation a un programme d’assurance qualité externe [Hanna et al., 2007a; Wolff
etal., 2007]. Ce type de programme implique 1’envoi biannuel de blocs tumoraux

de résultats positifs et négatifs (généralement cinq chacun) dans un laboratoire de
référence. Il vise a assurer la calibration d’une méthode et le maintien de I’expertise
d’un laboratoire local pour une technique donnée. Si le laboratoire local obtient des
résultats insuffisants (concordance inférieure a 90 % avec le laboratoire de référence), il
se voit fournir un soutien pour améliorer la qualité de ses tests. Par la suite, s’il maintient
un niveau élevé de résultats erronés, son accréditation pour effectuer la technique en
question dans le cadre du HER-2 pourrait lui étre retirée. Ce type de programme existe
entre autres aux Etats-Unis (CAP; www.cap.org), au Royaume-Uni (UK NEQAS; www.
ukneqas.org.uk) et en Ontario'®. NordiQC est un organisme scientifique a but non lucratif
qui fournit également un service de référence. Les laboratoires de I’extérieur peuvent
adhérer a ces programmes.

2.5 Techniques utilisées au Québec

Selon la Direction de 1’organisation des services médicaux et technologiques du MSSS,
en 2006, 32 centres hospitaliers de 14 régions différentes du Québec ont effectué un total
de 13 549 tests d’IHC spécifiquement pour le marqueur biologique HER-2. Onze (34 %)
de ces 32 établissements ont effectué moins de 250 tests par an, ne satisfaisant donc pas
aux exigences des lignes directrices canadiennes de 2007. Huit (25 %) en ont méme
effectué moins de 100.

16. Le ministére de la Santé et des Soins de longue durée de 1’Ontario a lancé son programme d’assurance qualité externe
en 2001. Deux fois par an, les 17 laboratoires accrédités pour effectuer des tests pour le statut HER-2 envoient des
échantillons dans deux laboratoires de référence [Hanna et al., 2007b].
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Les anticorps primaires utilisés pour effectuer les tests d’IHC incluent entre autres le
CB11, le A0485, le TAB250 et le SP3. La trousse standardisée HercepTest™ serait
quant a elle trés peu utilisée. Les raisons évoquées incluent son coit élevé, le manque
de spécificité ou la trop grande sensibilité du test comme en fait état la littérature.
L’utilisation d’anticorps hors trousse implique 1’utilisation de plusieurs protocoles

« maison » propres a chaque laboratoire. Etant donné que la sensibilité et la spécificité
du test d’IHC different selon I’anticorps choisi et parfois méme selon le lot du fabricant,
la plupart des centres effectueraient pour un méme cas deux tests d’IHC a 1’aide de
deux anticorps différents pour minimiser le risque de faux diagnostic!’ (voir figure A-5,
annexe A).

La trés grande majorité des cas sont systématiquement testés par IHC. Par contre, le
choix des cas qui doivent ensuite étre retestés par ISH ne semble pas faire I’unanimité.
Certains anatomopathologistes ne retestent que les cas équivoques, alors que d’autres
estiment que les cas positifs devraient également étre retestés. Enfin, certains
anatomopathologistes retestent systématiquement tous les cas par ISH.

Six centres effectuent actuellement des tests FISH pour déterminer le statut HER-2

des patientes au Québec'®. Ils utiliseraient les sondes PathVysion®" et atteindraient le
nombre minimal recommandé de tests a effectuer annuellement. Ces hopitaux regoivent
en référence les cas des hopitaux périphériques pour le FISH uniquement ou pour I'IHC
également.

Un seul centre effectue des tests CISH dans le cadre du HER-2 au Québec. Cet hopital
qui effectue également des tests FISH proceéde au CISH uniquement chez certains cas
ayant obtenu des résultats discordants a deux tests d’IHC, en 1’occurrence un résultat
négatif (0 ou 1+) et un résultat équivoque (2+)*. Toutefois, 1’obtention d’un résultat
équivoque ou positif au CISH nécessite confirmation par FISH dans cet hopital, puisque
la sonde centromérique n’est pas utilisée pour le CISH. Un deuxiéme laboratoire
effectuait jusqu’a tout dernierement des tests CISH dans le cadre du HER-2 mais aurait
cessé a la suite de la publication des lignes directrices de ’ASCO/CAP.

Le Centre hospitalier régional de Rimouski, qui fait partie intégrante du CSSS de
Rimouski-Neigette, compte utiliser, en plus de 'THC, la méthode automatisée du SISH
pour tester systématiquement tous ses cas de cancer du sein pour le statut HER-2. Dans
un premier temps, les résultats équivoques au SISH continueront d’étre retestés par le
FISH qui demeurera le test de référence. L’ implantation sera conditionnelle au succes de
la phase de validation de la technique qui est présentement en cours?..

Certains laboratoires dont le laboratoire d’oncopathologie moléculaire de 1’Hopital du
Saint-Sacrement (Québec) montre un intérét pour 1’utilisation du RT-PCR en temps
réel. Pour le moment, le test n’est pas utilisé dans un contexte clinique mais fera I’objet
d’études expérimentales dans ce centre. Si les premiers résultats sont convaincants,

ce centre pourrait songer a utiliser le RT-PCR en temps réel comme test de validation,
comme cela se fait ailleurs en Amérique du Nord*.

17. D' Louis Gaboury, anatomopathologiste, communication personnelle, juillet 2007.

18. Le test FISH est utilis¢ a I’Hopital Hotel-Dieu de Montréal (CHUM), a I’Hopital Général Juif de Montréal, a I’Hopital
Hotel-Dieu de Québec (CHUQ), a I’Hopital du Saint-Sacrement (Québec) (CHAUQ), au Centre hospitalier universitaire
de Sherbrooke (CHUS) et au Centre hospitalier régional de Rimouski.

19. Cette trousse inclut les deux sondes du HER-2 et du centromeére du chromosome 17.
20. Tous les autres cas de résultats discordants sont plutot retestés par FISH.
21. D" Sylvain Mailhot, anatomopathologiste, communication personnelle, décembre 2007.

22. M. Frangois Sanschagrin, biologiste moléculaire (Ph. D.), communication personnelle, 20 novembre 2007.



3 METHODE DE RECHERCHE

3.1 Objectifs

La présente revue systématique vise a déterminer la validité des différentes techniques
utilisées dans les laboratoires de pathologie pour déterminer le statut HER-2 des
patientes atteintes d’un cancer du sein. Les six techniques visées par cette évaluation
sont I’immunohistochimie (IHC), I’hybridation in situ fluorescente (FISH), I’hybridation
in situ chromogénique (CISH), I’hybridation in situ argentique (SISH) et la réaction en
chaine de la polymérase (PCR ou RT-PCR) en temps réel. Leur validité est déterminée
en examinant leur performance diagnostique (sensibilité, spécificité, exactitude et
valeurs prédictives positive et négative), leur concordance entre elles et leurs variabilités
interobservateurs et interlaboratoires. Plus spécifiquement, les objectifs de 1’évaluation
sont de déterminer :

1) la performance diagnostique de I’'IHC, du CISH, du SISH, du PCR et du RT-PCR
en temps réel en référence au FISH (considéré comme le test étalon dans cette
évaluation);

2) la distribution des scores d’IHC (0/1+ [ou 0, 1+], 2+, 3+) dans une population de cas
sélectionnée de fagon aléatoire ou successive;

3) la proportion de résultats FISH et CISH positifs par score d’IHC (0/1+ [ou 0, 1+], 2+,
3+);

4) les variabilités interobservateurs et interlaboratoires de I’'IHC, du FISH, du CISH et
du SISH.

Dans le domaine de I’évaluation des tests diagnostiques, il s’agit principalement

d’une étude de niveau 2, c’est-a-dire d’une analyse de la performance diagnostique

des différentes techniques [Fryback et Thornbury, 1991] et non d’une analyse des
répercussions des tests diagnostiques sur le choix thérapeutique, sur I’évolution de 1’état
de santé du patient ou sur la société.

3.2 Recherche documentaire

La recherche d’articles scientifiques primaires a été effectuée dans les bases de données
spécialisées en santé : PubMed, EMBASE par I’interface Ovid et The Cochrane Library
2007, issue 4. Les stratégies de recherche utilisées sont présentées a I’annexe B. Elles
ont été élaborées a partir de quatre thémes : le cancer du sein, HER-2, les techniques
diagnostiques et la variabilité. Afin de repérer des lignes directrices de pratique clinique
sur le diagnostic du statut HER-2, une recherche a été effectuée dans le Web et dans

la littérature grise (voir ’annexe B). La bibliographie des articles consultés a aussi été
examinée pour relever d’autres références pertinentes.

3.3 Critéres d’inclusion et d’exclusion

L’évaluation porte sur les études primaires publiées de janvier 2000 a novembre 2007
inclusivement, répondant aux critéres suivants.
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Critéres d’inclusion :
1) articles publiés dans des journaux scientifiques revus par des pairs;
2) études portant sur des patientes atteintes d’un cancer du sein invasif;

3) études comparant les résultats de deux techniques pour au moins 50 patientes, sauf
pour les comparaisons IHC versus FISH et IHC versus CISH pour lesquelles un
échantillon de 100 patientes est requis®;

4) études présentant des résultats de concordance interobservateurs pour une méme
technique pour au moins 50 patientes ou lames, sans référence nécessaire au test
étalon;

5) pour 'IHC, études qui utilisent les trousses standardisées HercepTest™ ou
PATHWAY™*, ou les anticorps primaires A0485, CB11, TAB250 et SP32%;

6) pour le FISH, études qui utilisent les trousses PathVysion® ou pharmDx™?;

7) études publiées en frangais ou en anglais.

Criteres d’exclusion :
1) résumés de conférence, lettres, éditoriaux, résumés et études de cas;

2) études qui utilisent des échantillons de tissus fixés a I’aide d’un fixateur autre que la
formaline?’;

3) études qui utilisent des échantillons sanguins, de moelle osseuse ou des biopsies
d’aspiration a 1’aiguille fine;

4)  études qui utilisent des échantillons congelés sauf pour le PCR et le RT-PCR*;

5) études qui utilisent une interprétation des résultats non conforme aux
recommandations canadiennes et américaines (section 2.4 et annexe A)%;

6) études qui utilisent des logiciels d’interprétation automatisée des lames (ACIS);

7) études qui rapportent les résultats du FISH ou du CISH seulement pour un sous-
groupe de résultats a I’'IHC (exemple IHC 2+ uniquement);

8) études qui comparent I’IHC et le FISH sans fournir les résultats séparés pour les
catégories équivoque (2+) et positive (3+) a I'lHC;

9) pour I’analyse de la distribution des scores d’IHC, études qui incluent un biais de
sélection ou dont I’échantillon est composé a plus de 40 % de cas IHC 2+/3+, méme
s’il s’agit d’une série consécutive de patientes;

23. Etant donné le nombre important d’articles comparant I'THC & I’'ISH, les études de plus grande taille sont
probablement les plus pertinentes.

24. La trousse HercepTest™ inclut I’anticorps A0485 et la trousse PATHWAY® inclut maintenant I’anticorps 4B5.
Initialement, cette derniére incluait I’anticorps CB11.

25. Ces anticorps primaires sont les plus susceptibles d’étre utilisés au Québec.

26. Ces deux trousses incluent une sonde HER-2 et une sonde centromérique du chromosome 17 pour I’obtention d’un
rapport HER-2/CEP17.

27. Ce fixateur est recommandé par les fabricants des trousses et dans les lignes directrices canadiennes. L'usage d’un
autre fixateur peut influencer les résultats des tests et doit préalablement étre validé.

28. Les échantillons congelés sont plutét utilisés dans un contexte de recherche.

29. De légeres variations existent entre les études pour I’interprétation de I'THC. Pour étre incluses, les études devaient
avoir utilisé un point seuil de cellules marquées entre 10 et 30 %. Les lignes directrices canadiennes et de I’ASCO/CAP
qui précédent celles de 2007 recommandaient un point seuil de 10 %, alors qu’un point seuil de 30 % est maintenant
recommandé.



3.4 Analyses

10) techniques FTIHC*, PGDS?!;

11) techniques d’autométallographie a I’or et (ou) a I’argent.

Le seuil minimal de taille d’échantillon s’applique individuellement a chacune des
analyses ou comparaisons lorsque plusieurs sont présentées dans une méme étude.
L’annexe C présente la liste des études qui ont été exclues pour une ou plusieurs raisons
non clairement évidentes dans le résumé. Lorsqu’une étude est incluse dans la présente
évaluation mais exclue pour une analyse particuliere, la raison est mentionnée dans le
résumé de 1’étude (annexe E).

La qualité des études incluses dans le présent document est évaluée selon les critéres
établis dans la grille QUADAS développée pour les études diagnostiques [ Whiting et
al., 2003]. Les résumés d’études présentent pour chacune les points les plus importants
(annexe E).

Dans la majorité des analyses présentées au chapitre 4, les résultats de FISH sont
dichotomisés selon le rapport HER-2/CEP17 qui définit I’admissibilité au trastuzumab
(positifs si > 2,0 et négatif si < 2,0). C’est sous cette forme que les résultats sont
disponibles dans la trés grande majorité des articles. Lorsqu’on fait référence a des
résultats nettement positifs (> 2,2) ou négatifs (< 1,8), cela est clairement spécifié. De la
méme fagon, les résultats négatifs d’IHC font référence dans 1’analyse aux scores 0 ou
1+, puisqu’ils ne sont pas admissibles au trastuzumab.

Dans chacune des analyses, les résultats d’IHC sont regroupés selon I’anticorps primaire
utilisé pour effectuer le test.

La mesure de la performance diagnostique de I’IHC en référence au FISH est calculée
de deux facons. La premiére consiste a ne considérer comme positifs que les scores
THC 3+; la deuxiéme, a considérer comme positifs les scores 2+ et 3+32. Ces analyses
ont été effectuées a partir des données brutes présentées dans les études et ne reflétent
pas toujours la positivité telle que définie par les auteurs. Généralement, les auteurs qui
calculent des valeurs de performance diagnostique ne présentent les résultats que d’une
des deux fagons.

Pour le CISH, les résultats sont analysés en fonction de I’interprétation du test, ¢’est-
a-dire selon le nombre de copies par cellule du géne HER-2 utilisé comme point seuil
pour définir un résultat positif (> 6,> 5 ou > 5).

Afin de regrouper les résultats de plusieurs études en une seule mesure qui tient compte
de la taille d’échantillon de chacune, des moyennes pondérées sont calculées pour
certaines mesures de performance. Pour ce faire, le logiciel Meta-DiSc*® est utilisé
[Zamora et al., 2006]. Celui-ci fournit avec la mesure regroupée, un intervalle de
confiance (IC) a 95 % et une valeur de p pour le chi carré d’hétérogénéité. Lorsque le chi
carré d’hétérogénéité est significatif (valeur de p < 0,05), il indique une hétérogénéité
importante entre les résultats des différentes études. Dans la présente évaluation, lorsque
la valeur de p est nettement sous le seuil de signification, celle-ci est mentionnée dans les
résultats, et le résultat doit étre interprété avec prudence.

30. Immunohistochimie fluorescente.
31. Protein and gene double staining.
32. Comme les scores IHC 3+, les scores 2+ étaient initialement considérés positifs [Jacobs et al., 1999].

33. Meta-DiSc® version 1.4. Meta-analysis of diagnostic and screening tests. Disponible a : http://www.hrc.es/
investigacion/metadisc.html.

15



4 RESULTATS

4.1 Immunohistochimie

16

4.1.1 Distribution des scores d’[HC

Sept études totalisant 5 017 patientes ont permis d’estimer la distribution des scores
d’IHC. Pour chaque étude, la proportion de patientes dans chacun des scores est
présentée au tableau D-1 (annexe D). La qualité des études choisies pour évaluer

cette distribution n’est pas optimale, puisque ces études portent sur des cohortes
rétrospectives, seules études disponibles. Bien qu’il s’agisse de séries de patientes
sélectionnées de fagon consécutive, les critéres d’inclusion et d’exclusion ne sont pas
toujours clairement mentionnés. Il est également possible que les échantillons choisis ne
soient pas parfaitement représentatifs de I’ensemble des patientes, parfois en raison de
I’objectif principal de I’étude (détails en annexe E).

Trois des sept études ont séparé les résultats pour les scores 0 et 1+; les autres les ont
regroupés en une catégorie (tableau D-1). La proportion de scores 0 variait de 24,5 a
41,6 % avec une médiane de 37,2 % et une moyenne pondérée de 37,0 % (IC a 95 % : de
35,4 a4 38,5 %). Quant a la proportion de scores 1+, elle allait de 34,7 a 48,2 % (médiane
de 35,9 %) avec une moyenne pondérée de 36,2 % (IC a 95 % : de 34,7 4 37,8 %)
(tableau D-1). Ces trois études ont utilisé la trousse HercepTest™.

Le tableau 4 présente les proportions médianes et moyennes des scores d’IHC pour
I’ensemble des sept études et pour celles ayant utilisé la trousse HercepTest™ et
I’anticorps CB11. Une étude [Egervari et al., 2007] a utilisé deux anticorps différents
pour tester les mémes cas de fagon paralléle et a obtenu des résultats tres différents
(tableau D-1). Globalement, pres des trois quarts des patientes (médiane de 73,1 %;
moyenne pondérée de 73,5 %) ont obtenu un résultat 0 ou 1+ de ’IHC. Pour les

scores 2+ et 3+, les proportions médianes sont de 11,1 et 13,7 %, respectivement (tableau
4). La valeur de p du chi carré d’hétérogénéité est trés significative pour les moyennes
pondérées calculées pour le score 2+. L’interprétation de ces mesures appelle donc a la
prudence.

Par ailleurs, les lignes directrices de I’ASCO et du CAP [Wolff et al., 2007] citaient en
référence 1’é¢tude de Owens et ses collaborateurs [2004] qui ont estimé la proportion de
chacun des scores d’IHC chez 116 736 cas de cancer du sein testés consécutivement
dans deux laboratoires de référence aux Etats-Unis. La proportion de cas testés 3+ a
I’THC dans cette étude était de 11 %, alors que celle des cas testés 0 ou 1+ a été de 80 %.
D’apres la présente évaluation, cette étude est jugée inadéquate pour 1’estimation des
scores d’IHC en raison de I’absence d’information concernant les raisons pour lesquelles
ces cas ont été référés. Il n’est pas mentionné s’il s’agissait d’échantillons référés pour
une premiere analyse, si ceux-ci représentaient I’ensemble des échantillons des hopitaux
d’ou provenaient les cas ou si certains échantillons avaient été référés dans un but
d’assurance qualité seulement.



TABLEAU 4

Distribution des scores d’'IHC selon I'anticorps vutilisé

NOMBRE SCORE D’'IHC
ANTICORPS | - o0t oou1+ 2+ 3
(',\I,OM BRE Médiane* Moyenne Meédiane* Moyenne Médiane* Moyenne
D’ETUDES) pondérée’ pondérée’ pondérée’
4900 74,4 73,6 10,4 14,8 13,6 11,6
HercepTest™
6) (70,7-76,2) (72,3-74,8) (5,9-17,8) (13,8-15,8)* (10,9-18,2) (10,7-12,5)
CBIL 291 62,1 60,1 21,4 22,7 16,6 17,2
2 (52,3-71,8) (54,3-65,8) * (14,5-28,2) (18,0-27,9)* (13,7-19,5) (13,0-22,0)
Totall 5017 73,1 73,5 11,1 14,8 13,7 11,7
ota
@) (52,3-76,2) (72,3-74,8) (5,9-28,2) (13,8-15,8)* (10,9-19,5) (10,8-12,6)

* Les médianes sont présentées en pourcentage avec les valeurs minimales et maximales entre parenthéses.

tLes moyennes pondérées sont présentées en pourcentage avec les intervalles de confiance a 95 %.

I Valeur de p du chi carré d’hétérogénéité < 0,005.

§ Anticorps CB11 de Novocastra ou Ventana.

|| Inclut les résultats des études présentées au tableau D-1; pour le calcul de la médiane et de la moyenne pondérée (IC a 95 %), seulement les résultats
de la trousse HercepTest™ ont été utilisés pour I’étude d’Egervari et ses collaborateurs [2007].

4.1.2 Proportion de résultats FISH positifs par score d’[HC

Vingt-sept études ont évalué la concordance entre les résultats du test FISH et de
I’IHC. Les résultats de FISH détaillés par score d’IHC sont présentés au tableau D-2
(annexe D). Toutes ces études ont utilisé la trousse PathVysion®, les réactifs de Vysis
Inc (Downers Grove, IL, Etats-Unis) (une étude) ou la trousse pharmDx™ (une étude).
Une majorité d’études ont utilisé la trousse HercepTest™ pour effectuer I'IHC. Les
autres anticorps primaires utilisés sont le A0485 et le CB11 (Novocastra ou Ventana).
La faiblesse méthodologique la plus souvent rencontrée dans ces études est le biais de
sélection. Plusieurs échantillons ont fait I’objet d’une sélection de convenance. Le biais
de vérification a aussi été rencontré (voir glossaire). Les détails de chaque étude sont
fournis dans les résumés d’études en annexe E.

Le tableau 5 présente les proportions médianes et moyennes de résultats FISH positifs**
par score d’IHC pour I’ensemble des 27 études mais aussi par anticorps utilisé pour
I’THC. Globalement, environ 2,6 % des cas négatifs d’IHC ont obtenu un résultat FISH
positif (tableau 5). En considérant le FISH comme le test de référence, ces cas seraient
des « faux négatifs » et la valeur prédictive négative de I'lHC s’¢éléverait donc a 97,4 %.
Par ailleurs, 18 études ont présenté des résultats séparés pour les catégories 0 et 1+ a
I’THC; les médianes sont de 2,0 % (étendue de 0 a 12,5) et 3,6 % (étendue de 0 a 50),
respectivement (tableau D-3).

Les résultats les plus variables ont été obtenus dans la catégorie des scores équivoques
a I’'IHC. Toutefois, la catégorie des scores 3+ n’échappe pas a cette variabilité. Dans
I’ensemble, les résultats positifs d’IHC n’ont été confirmés par FISH que dans une
proportion de 89,9 % (tableau 5); c’est donc dire qu’environ 10,1 % des cas considérés
positifs par IHC sont discordants de ceux du FISH.

Au tableau 5, on constate également que I’IHC effectuée a I’aide de I’anticorps
primaire A0485 semble obtenir la meilleure concordance avec le FISH, mais le nombre

34. Dans cette analyse, le résultat FISH positif fait référence au résultat qui définit I’admissibilité au trastuzumab (rapport
HER-2/CEP17 > 2,0) (voir section 3.4).
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d’études est restreint. L’IHC effectuée avec un anticorps CB11 obtiendrait la plus faible
concordance. Encore une fois, les études sont peu nombreuses. Par ailleurs, deux études
présentées au tableau D-2 [Egervari et al., 2007; Saez et al., 2006] ont utilisé pour I'THC
deux anticorps différents de fagon paralléle. Elles ont toutes deux obtenu plus de résultats
discordants avec I’anticorps CB11 qu’avec la trousse HercepTest™,

TABLEAU 5

Proportion de résultats FISH positifs par score d’IHC selon I'anticorps utilisé

NOMBRE SCORE D’'IHC
ANTICORPS | o ooul+ 2t 3*
(I,\IO MBRE Médiane* Moyenne Meédiane* Moyenne Médiane* Moyenne
D’ETUDES) pondérée’ pondérée’ pondérée’
15670 2,6 3,5 12,2 22,3 85,5 86,6
HercepTest™
2D (0-8,7) (3,1-3,9) (0,0-92,3) (21,1-23,5) (38,5-100) (85,2-87.9)
A0485 3459 0,6 2,3 17,0 17,0 91,6 91,4
3) (0-2,8) (1,7-3,2) (13,3-27,8) (15,0-19,2) (90,0-92,0) (88,3-94,0)
CBIT? 1052 2,1 3.9 23,8 27,3 79,4 87,7
“ (1,3-9,1) (2,2-6,4) (0-35,3) (22,8-32,3) (61,8-96,6) (83,5-91,1)
Total’ 20 200 2,6 3.4 16,9 21,7 89,9 87,9
ota
27 (0,0-11,5) (3,0-3,7) (0,0-92,3) (20,7-22,7) (38,5-100) (86,7-89,0)

La valeur de p du chi carré d’hétérogénéité de chacune des moyennes pondérées est trés significative (hétérogénéité importante) sauf pour 1’anticorps
A0485.

* Les médianes sont présentées en pourcentage avec les valeurs minimales et maximales entre parenthéses.

T Les moyennes pondérées sont présentées en pourcentage avec les intervalles de confiance a 95 %.

I Trois études ont utilisé I’anticorps CB11 de Novocastra et une celui de Ventana.

§ Les résultats obtenus avec la trousse HercepTest™ ont été utilisés lorsque deux anticorps ont été étudiés parallélement; les résultats du laboratoire
central ont été utilisés pour I’étude de Reddy et ses collaborateurs [2006].

41.3 Performance diagnostique de I'lHC en référence au FISH

Le tableau D-4 (annexe D) présente, pour les mémes 27 études qu’a la section 4.1.2, la
sensibilité et la spécificité de I'THC en référence au FISH (PathVysion®). Deux scénarios
sont considérés. Les résultats montrent que si on ne considérait que les cas IHC 3+ pour
le trastuzumab sans se préoccuper des cas équivoques (2+), la sensibilité médiane de
I’approche ne serait que de 71 % (étendue de 27,9 a 100 %). En d’autres mots, 29 %

des patientes admissibles au trastuzumab (selon le FISH) ne seraient pas détectées. Par
contre, la spécificité serait tres élevée (médiane de 97,2 %; étendue de 70,1 a 100 %).
Cette derniere mesure correspond a la proportion de cas FISH négatifs qui seraient
détectés comme 0, 1+ ou 2+ a I’'IHC.

D’autre part, si on considérait I’ensemble des cas I[HC 2+ et 3+ comme positifs,
comme le suggérait initialement le guide d’interprétation de la trousse HercepTest™, la
sensibilité de ’IHC serait beaucoup plus élevée (médiane de 95,2 %; étendue de 65,7

a 100 %); a ’inverse, la spécificité serait beaucoup plus faible (médiane de 74,2 %j;
étendue de 17,0 4 98,5 %).

Pour ces analyses, la prévalence médiane des tests FISH positifs parmi les 27 études est
de 23,6 %, ce qui est supérieur a celle attendue. La présence de biais de sélection, qu’ils
soient volontaires ou non, peut affecter la validité de ces résultats de sensibilité et de
spécificité.
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4.1.4 Concordance entre I'IHC et le FISH selon le lieu d’exécution (local versus central)

Deux études présentées au tableau D-5 (annexe D) ont comparé la concordance entre

les tests d’IHC et FISH selon le lieu d’exécution des tests. Reddy et ses collaborateurs
[2006] ont comparé les résultats d’IHC de plusieurs laboratoires locaux aux résultats de
FISH d’un laboratoire central, puis comparé les résultats d’IHC et de FISH du laboratoire
central. Ils ont constaté que les résultats d’IHC concordaient davantage avec les résultats
de FISH lorsque les deux tests étaient effectués dans un laboratoire central. On peut voir
au tableau D-5 (annexe D) que les résultats IHC 3+ de laboratoires locaux furent moins
souvent positifs au FISH que ceux d’un laboratoire central (73,6 % versus 85,5 %). De
plus, les résultats IHC négatifs (0 ou 1+) de laboratoires locaux ont donné plus souvent
de faux négatifs que ceux du laboratoire central (4,2 % versus 2,6 %).

De méme, Papadopoulos et ses collaborateurs [2007] ont comparé les résultats d’IHC
de 19 laboratoires régionaux effectuant moins de 100 tests par année aux résultats de
FISH d’un laboratoire central. De plus, ils ont compar¢ les résultats d’IHC et de FISH
du laboratoire central. Les résultats sont présentés au tableau D-5. Les laboratoires
régionaux ont obtenu légerement plus de faux négatifs que le laboratoire central (13,3 %
versus 11,5 %). De plus, les résultats IHC 3+ du laboratoire central concordaient
beaucoup plus souvent avec ceux du FISH que ceux des laboratoires locaux (90,6 %
versus 57,1 %).

4.1.5 Enrésumé, pour la comparaison de I'lHC et du FISH
= Le choix de I’anticorps primaire utilisé influence le résultat d’THC;

= Pres des trois quarts des cas de cancer du sein sont négatifs (score de 0 ou 1+) a
I’'IHC;

= La proportion de résultats positifs d’IHC qui ne concordent pas avec ceux du FISH
est importante (1 sur 10);

= Laconcordance entre les résultats d’IHC et ceux de FISH est plus grande lorsque les
deux tests sont effectués dans un laboratoire central.

Hybridation in situ chromogénique

421 Performance diagnostique du CISH en référence au FISH

Neuf études portant sur 1 339 patientes ont été retenues pour évaluer la performance
diagnostique du CISH a détecter une amplification du géne HER-2 (tableau 6). Toutes
les études sauf deux [Gong et al., 2005; Loring et al., 2005] ont utilisé des échantillons
de convenance dont deux composés d’une forte proportion de cas de faible amplification
[Van de Vijver et al., 2007; Bhargava et al., 2005]. Dans toutes ces études, le test

de référence (FISH) a été effectué a I’aide de la trousse PathVysion®. Cayre et ses
collaborateurs [2007] ont aussi utilisé la trousse pharmDx™ de fagon paralléle mais,
aux fins de comparabilité avec les autres études, ces résultats ne sont pas présentés au
tableau 6. Les tests CISH ont tous été effectués a 1’aide de sondes HER-2 marquées a la
digoxigénine (Zymed®), mais les systémes de détection (anticorps + enzyme) peuvent
varier et influencer les résultats. Les détails de chaque étude sont fournis dans les
résumés d’études de I’annexe E.

L’interprétation du test CISH différe d’une étude a I’autre et complique la combinaison
des résultats. Les points seuils utilisés ne sont pas toujours les mémes. Certaines études
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ont interprété un nombre moyen de copies de géne HER-2 par noyau supérieur ou égal

a six comme positifs, ce qui correspond a I’ancien guide d’interprétation du CISH. Une
d’entre elles a également utilisé un point seuil supérieur ou égal a cinq copies. Deux
études seulement ont fourni des données représentatives du nouveau guide (CISH positif
si > 5 copies; voir tableau 3) [Cayre et al., 2007; Bhargava et al., 2005]. De plus, quatre
études ont utilisé une sonde centromérique du chromosome 17 pour corriger la possibilité
d’une polysomie 17 mais ne I’ont pas appliquée aux mémes cas. Isola et ses collégues
[2004] I’ont utilisée chez les cas ayant obtenu une valeur limite d’amplification, Vocaturo
et ses collaborateurs [2006], chez ceux présentant de 6 a 10 copies de gene HER-2 par
noyau, Loring et ses collaborateurs [2005], chez ceux présentant de 3 a 10 copies par
noyau, alors que Bhargava et ses collaborateurs [2005] ont compar¢ les résultats obtenus
sans correction et avec correction pour tous les cas.

TABLEAU 6

Performance du CISH a détecter les cas d'amplification av FISH

ETUDE N EXACTITUDE | SENSIBILITE | SPECIFICITE VPP VPN
EN % EN % EN % EN % EN %
(NOMBRES (NOMBRES (NOMBRES (NOMBRES (NOMBRES
REELS) REELS) REELS) REELS) REELS)

CISH positif'si > 6 copies du gene HER-2 par noyau dans > 50 % des cellules
Cayre et al., 2007* 53 94,3 (50/53) 100 (17/17) 91,7 (33/36) 85,0 (17/20) 100 (33/33)
Hyun et al., 2007* 309 96,8 (299/309) 90,0 (54/60) 98,4 (245/249) 93,1 (54/58) 97,6 (245/251)
Van de Vijver et al., 2007* | 208 89,9 (187/208) 83,8 (93/111) 96,9 (94/97) 96,9 (93/96) 83,9 (94/112)
Saez et al., 2006* 174 94,8 (165/174) 97,5 (39/40) 94,0 (126/134) 83,0 (39/47) 99,2 (126/127)
Vocaturo et al., 2006*" 111 94,6 (105/111) 84,6 (33/39) 100 (72/72) 100 (33/33) 92,3 (72/78)
Gong et al., 2005 80 91,2 (73/80) 86,4 (19/22) 93,1 (54/58) 82,6 (19/23) 94,7 (54/57)
Loring et al., 2005* 110 99,1 (109/110) 100 (27/27) 98,8 (82/83) 96,4 (27/28) 100 (82/82)
Isola et al., 2004*S 192 93,8 (180/192) 95,8 (92/96) 91,7 (88/96) 92,0 (92/100) 95,7 (88/92)
CISH positif si > 5 copies du gene HER-2 par noyau dans > 50 % des cellules
Van de Vijver et al., 2007* | 208 91,3 (190/208) 89,2 (99/111) 93,8 (91/97) 94,3 (99/105) 88,4 (91/103)
CISH positif'si > 5 copies du gene HER-2 par noyau > 50 % des cellules
Cayre et al., 2007* 53 88,7 (47/53) 100 (17/17) 83,3 (30/36) 73,9 (17/23) 100 (30/30)
Bhargava et al., 2005* 102 97,1 (99/102) 98,4 (62/63) 94,9 (37/39) 96,9 (62/64) 97,4 (37/38)
CISH positif si rapport HER-2/CEP17 > 2,0
Bhargava et al., 2005* 102 100 (102/102) 100 (63/63) 100 (39/39) 100 (63/63) 100 (39/39)

N : nombre de sujets; les études en gras ont utilisé¢ une sonde centromérique du chromosome 17 pour certains ou tous les cas (voir annexe E); le test de

référence (FISH) a été effectué a ’aide de la trousse PathVysion®.

* Echantillon de convenance.

+ Utilisation d’une sonde CEP17 seulement en présence de 6-10 copies du géne HER-2 par noyau.
1 Utilisation d’une sonde CEP17 seulement en présence de 3-10 copies du géne HER-2 par noyau.
§ Utilisation d’une sonde CEP17 seulement dans les cas limites d’amplification.
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TABLEAU 7

Performance du CISH en référence au FISH selon I'interprétation

NOMBRE DE |  EXACTITUDE EN % SENSIBILITE EN % SPECIFICITE EN %
INTERPRETATION SUJETS (ICA 95 %) (ICA 95 %) (ICA 95 %)
DU CISH (',\J,O MBRE Meédiane Moyenne Médiane Moyenne Médiane Moyenne
D'ETUDES) pondérée pondérée pondérée
itif si i 824 93,9 88,8 96,2
Positif si > 6 copies 943 > 90,0 > 94,0 >
(sans sonde CEP17) %) (92,1-95,5)* (84,2-92,4)* (94,3-97,6)
Positif si > 5, ou 363 92,6 932 91,9
si>5 copies (sans 91,3 98,4 . 93,8
sonde CEP17) 3) (89,4-95,0) (88,6-96,3) (86,7-95,5)
404 96,8 97,8 95,9
Aveé une sToinde 99.1 100 08.8
EP17 3) (94,6-98,3)* (94,6-99.4) (92,3-98,1)*

CEP17 : sonde centromérique du chromosome 17; IC : intervalle de confiance; le test de référence est le FISH (PathVysion®).
* Valeurs de p du chi carré d’hétérogénéité entre 0,001 et 0,026.

+ La sonde centromérique du chromosome 17 peut ne pas avoir été utilisée pour tous les cas.

1 Excluant I’étude de Vocaturo et ses collaborateurs [2006].

Trois sous-analyses ont été effectuées dans le but de vérifier si des tendances se dégagent
par rapport a I’interprétation du CISH (tableau 7). Huit études ont comparé le CISH et

le FISH sans utiliser de sonde centromérique du chromosome 17. Plus le point seuil est
¢élevé, moins bonne est la sensibilité et meilleure est la spécificité. L’exactitude semble
améliorée si le point seuil est élevé, mais cette mesure est affectée par la prévalence des
cas avec une amplification du gene HER-2.

Cayre et ses collaborateurs [2007] ainsi que Van de Vijver et ses collegues [2007]

ont comparé les résultats obtenus avec deux points seuils différents pour les mémes
patientes. Les deux études ont obtenu une meilleure spécificité avec le point seuil le plus
¢élevé, alors qu’une d’entre elles a obtenu une meilleure sensibilité avec le seuil le plus
bas [Van de Vijver et al., 2007] (tableau 6). Cette méme étude a obtenu une meilleure
exactitude avec le seuil le moins élevé étant donné une prévalence élevée (53,4 %) des
cas positifs au FISH.

D’autre part, les quatre études ayant utilis€¢ une sonde centromérique ont dans 1’ensemble
obtenu une trés bonne exactitude, sensibilité et spécificité. Vocaturo et ses collaborateurs
[2006] ont rapporté une sensibilité moins élevée que les trois autres études. L’utilisation
de la sonde centromérique chez un nombre plus restreint de cas pourrait expliquer a

tout le moins en partie cette différence. Cette étude présentait trop d’hétérogénéité pour
permettre la combinaison des résultats tels que présentés au tableau 7; elle y est donc
exclue.

Par ailleurs, 1’étude de Bhargava et ses collaborateurs [2005] a également permis une
analyse des résultats en fonction des catégories de résultats de FISH définies dans
I’algorithme décisionnel canadien (clairement positif, équivoque et clairement négatif).
Tous les cas clairement positifs au FISH (rapport HER-2/CEP17 > 2,2) avaient un
nombre moyen de copies de géne HER-2 par noyau supérieur a 5,0. Par contre, deux
résultats (5,3 %) parmi les 38 cas clairement négatifs au FISH ont été considérés
positifs (> 5,0 copies par noyau) au CISH, ainsi que deux (50,0 %) des quatre résultats
équivoques au FISH (rapport HER-2/CEP17 de 1,8 a 2,2).
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TABLEAU 8

422 Concordance entre le CISH et le FISH par score d'IHC

Trois des études présentées au tableau 6 et une nouvelle étude [Hanna et Kwok, 2006]
ont permis de déterminer la concordance entre le CISH et le FISH par score d’IHC.

Les résultats présentés dans le tableau 8 montrent que le CISH et le FISH concordent
trés bien chez les cas négatifs (0 ou 1+) a ’IHC. Cela semble moins certain chez les

cas équivoques mais principalement pour les études qui n’ont pas utilisé une sonde
centromérique du chromosome 17. Quant a la concordance du CISH et du FISH chez
les cas positifs a 'IHC, elle a été trés bonne sauf pour 1’étude de Vocaturo et ses
collaborateurs [2006]. Les auteurs estiment que des problémes préanalytiques (mauvaise
préservation des tissus ou mauvaise méthode de fixation) pourraient avoir été a 1’origine
de ces mauvais résultats de concordance.

Concordance* entre le CISH et le FISH par score d'IHC

. SCORE D’'IHC
ETUDE N ANTICORPS'
OO0uU 1+ 2+ 3+
CISH positif si > 6 copies du gene HER-2 par noyau dans > 50 % des cellules
Hanna et Kwok, 2006 254 HercepTest™ 97,1 (67/69) 93,3 (126/135) 98,0 (49/50)
Loring et al., 2005* 110 HercepTest™ 100 (62/62) 100 (17/17) 96,8 (30/31)
\ocaturo et al., 2006° 111 HercepTest™ 100 (53/53) 100 (36/36) 72,7 (16/22)
CBl1 100 (53/53) 91,7 (33/36) 86,4 (19/22)
Van de Vijver et al., 2007 7 Cgleicsg”;eAng,so S o 79.2 (57/72) ‘o
CISH positif'si > 5 copies du gene HER-2 par noyau dans > 50 % des cellules
Van de Vijveretal., 2007 | 72 cﬁlﬁfﬁ?ﬁgg . .0, 80,6 (58/72) 5. 0.

N : nombre de sujets; s. 0. : sans objet; les études en gras ont utilisé une sonde centromérique du chromosome 17 pour certains cas; le test de référence
(FISH) a été effectué a ’aide de la trousse PathVysion®.

* Les résultats sont présentés en pourcentage avec les nombres réels entre parenthéses.

+ Anticorps primaire utilisé pour I'THC.

1 Pour le CISH, utilisation d’une sonde CEP17 seulement en présence de 3-10 copies du gene HER-2 par noyau.

§ Pour le CISH, utilisation d’une sonde CEP17 seulement en présence de 6-10 copies du gene HER-2 par noyau.
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4.2.3  Proportion de résultats CISH positifs par score d’IHC

Dix études regroupant un total de 1 657 patientes ont fourni des résultats de CISH pour
chacun des scores d’THC (tableau 9). Plusieurs anticorps différents ont été utilisés pour
effectuer I’'IHC; le CB11 provenait notamment de trois compagnies différentes. Deux
études ont utilisé I’anticorps CB11 en paralléle avec I’anticorps SP3 [Ricardo et al.,
2007] ou TAB250 [Sapino et al., 2003]; les résultats ont été surtout différents pour les
cas IHC 2+. L’interprétation du CISH est différente d’une étude a 1’autre; celle de Van de
Vijver et ses colleégues [2007] a comparé deux points seuils différents.

Globalement, pour tous les anticorps et les interprétations confondus, la proportion

de résultats détectés comme positifs au CISH est faible (médiane de 0,4 %) parmi les
cas négatifs a I’THC (0 ou 1+) (tableau 10), et ce, malgré quelques valeurs extrémes
obtenues notamment avec 1’anticorps TAB250 [Sapino et al., 2003] et par Ricardo et ses



collaborateurs [2007] (tableau 9). Dans cette derniére étude, la proportion de résultats
CISH positifs obtenue chez les scores d’IHC 0 a été d’environ 13 % pour les deux
anticorps. L’hypothése que des difficultés techniques aient pu survenir en raison de la
fixation des tissus ou de 'utilisation de micromatrices tissulaires pour le CISH n’est pas
écartée. Par ailleurs, les proportions de résultats CISH positifs parmi les cas équivoques
(2+) et positifs (3+) a 'THC connaissent davantage de variations que la proportion
obtenue pour les cas négatifs (0 ou 1+) (tableau 10).

TABLEAU 9

Proportion* de résultats CISH positifs par score d’IHC

ETUDE ANTICORPST N SCORE D’'IHC

OO0uU 1+ 2+ 3+

CISH positif si > 6 copies du gene HER-2 par noyau dans > 50 % des cellules

Vocaturo et al., 2006 HercepTest™ 111 0,0 (0/53) 52,8 (19/36) 63,6 (14/22)
Loring et al., 2005 HercepTest™ 110 0,0 (0/62) 0,0 (0/17) 90,3 (28/31)
Dandachi et al., 2004 HercepTest™ 171 0,0 (0/131) 68,8 (11/16) 91,7 (22/24)
Hyun et al., 2007 A0485 309 0,0 (0/146) 10,6 (12/113) 92,0 (46/50)
Peir¢ et al., 2007b CBI11 159 0,8 (1/121) 35,3 (6/17) 100 (21/21)
Madrid et Lo, 2004 CBl11 160 0,0 (0/80) 45,0 (18/40) 100 (40/40)
Sapino et al., 2003 CB11 106 2,3 (1/44) 21,1 (8/38) 70,8 (17/24)
TAB250 10,3 (8/78) 57,9 (11/19) 77,8 (719)
Van de Vijver et al., 2007 HercepTest™, 209 6,1 (3/49) 26,7 (20/75) 91,8 (78/85)

CB11 ou TAB250

CISH positif si > 5 copies du gene HER-2 par noyau dans > 50 % des cellules

Van de Vijver et al., 2007 HercepTest™, 209 10,2 (5/49) 28,0 (21/75) 92,9 (79/85)
CB11 ou TAB250

CISH positif'si > 5 copies du gene HER-2 par noyau dans > 50 % des cellules

Di Palma et al., 2007 HercepTest™ 161 0,9 (1/109) 25,0 (4/16) 80,6 (29/36)

Ricardo et al., 2007 SP3 161 16,2 (21/130) 85,7 (6/7) 95,8 (23/24)
CB11 16,7 (21/126) 60,0 (6/10) 92,0 (23/25)

Médiane (étendue)’ 1657 0,4 (0-16,7) 31,6/ (0-68.8) 91,8 (63.,6-100)

N : nombre de sujets; les études en gras ont utilisé une sonde centromérique du chromosome 17 pour certains ou tous les cas (voir annexe E).

* Les résultats sont présentés en pourcentage avec les nombres réels entre parenthéses.

T Anticorps primaire utilisé pour I'THC.

I Ces résultats ont également été publiés en 2002 par Dandachi et ses collaborateurs et par Hauser-Kronberger et Dandachi [2004].

§ Les résultats obtenus avec I’anticorps CB11 ont été utilisés lorsque deux anticorps ont été étudiés parallelement dans une méme étude.

|| Pour I’étude de Van de Vijver et ses collegues [2007], le résultat obtenu pour le point seuil de 5 copies par noyau a été utilisé pour le calcul de la
médiane.
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TABLEAU 10

Proportion* de résultats CISH positifs par score d’IHC selon I'anticorps utilisé

. SCORE D’'IHC
ANTICORPS A L'IHC NOMBRE D',E,SUJETS
(NOMBRE D’ETUDES) 00U 1+ ot 3+
HercepTest™ 553 (4) 0,0 (0-0,9) 38,9 (0-68.8) 85,4 (63,6-91,7)
CBII 586 (4) 1,6 (0-16,7) 40,2 (21,1-60,0) 96,0 (70,8-100)

* Les valeurs médianes sont présentées en pourcentage avec entre parenthéses les valeurs minimales et maximales.
T L’anticorps CB11 de Novocastra a été utilisé dans deux études, alors que les autres ont utilisé celui de Zymed et de Ylem respectivement.

En comparant les trois proportions médianes de cas CISH positifs présentées au
tableau 10 a celles des FISH positifs présentées au tableau 5 (section 4.1.2), on constate
qu’elles difféerent surtout pour la catégorie des cas équivoques a I’'THC (31,6 % versus
16,9 %). Les résultats sont toutefois difficilement comparables vu les différences dans
les anticorps utilisés dans ces deux séries d’études. Comme les résultats varient non
seulement en fonction de 1’anticorps utilisé mais aussi en fonction de I’interprétation
du CISH, I’estimation des moyennes pondérées n’a pas été effectuée (hétérogénéité
importante).

424 Enrésumé, pour le CISH

= Lamodification du point seuil d’interprétation de > 6 copies a > 5 copies du géne
HER-2 par noyau augmente la sensibilit¢ du CISH mais diminue Iégérement sa
spécificité et son exactitude (voir tableau 7);

= [utilisation d’une sonde centromérique du chromosome 17 en complément de la
sonde HER-2 permet 1’obtention d’un haut niveau de concordance entre le CISH et
le FISH; la sensibilité et la spécificité sont trés bonnes (voir tableau 7);

= La concordance entre le CISH et le FISH semble trés bonne pour les cas négatifs
(0 ou 1+) et positifs (3+) a I'IHC, qu’une sonde CEP17 soit utilisée au non; cette
concordance semble moins bonne chez les cas équivoques a I’IHC, a moins qu’une
sonde centromérique soit utilisée (voir tableau 8);

= La proportion de résultats CISH positifs par score d’IHC est semblable a celle des
résultats FISH positifs sauf pour les cas équivoques (IHC 2+) pour lesquels elle
semble plus élevée (voir tableaux 9 et 5).

4.3 Hybridation zx situ argentique

La technique du SISH est récente, et le nombre d’études disponibles est encore tres
limité. Dans une étude prospective, Dietel et ses collaborateurs [2007] ont évalué, par
SISH et par FISH, 99 échantillons tumoraux obtenus de fagon consécutive. Cette étude,
de bonne qualité méthodologique, rapporte les résultats de la fagon proposée dans les
lignes directrices de I’ ASCO/CAP, c’est-a-dire séparés en trois catégories : positive,
équivoque et négative. Cette facon de présenter les résultats ne permet que le calcul
d’une concordance globale entre les deux techniques. Celle-ci est excellente : 96,0 %. Ce
n’est qu’en faisant abstraction des trois résultats équivoques®® qu’ont pu étre calculées
les valeurs de performance présentées au tableau 11. Le SISH s’est avéré tres spécifique
(97,6 %) mais peu sensible (81,8 %). Toutefois, le calcul de cette derniére valeur

porte sur un nombre restreint de cas FISH positifs, conséquence du choix d’une série
consécutive de patientes.

35. Ces trois résultats équivoques concordaient toutefois entre le SISH et le FISH.
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TABLEAU 11

Performance du SISH a détecter les cas d’amplification au FISH

EXACTITUDE SENSIBILITE SPECIFICITE VPP VPN
ETUDE N EN % EN % EN % EN % EN %
(NOMBRES (NOMBRES (NOMBRES (NOMBRES (NOMBRES
REELS) REELS) REELS) REELS) REELS)
2DOi(e)t7el etal, 96* 95,8 (92/96) 81,8 (9/11) 97,6 (83/85) 81,8 (9/11) 97,6 (83/85)
Downs-Kelly et s
al.. 2005" 94 92,6 82,9 100 np np

N : nombre de sujets; np : non précisé.

* Trois résultats équivoques exclus de I’analyse.

T Il n’est pas possible d’extrapoler les nombres réels a partir des pourcentages fournis. L’ensemble de 1’échantillon n’a peut-étre pas été utilisé pour le
calcul de I’exactitude, de la sensibilité et de la spécificité.

i Intervalle de confiance a 95 % : de 85,3 a 97,0 %.

L’¢tude de Downs-Kelly et ses collegues [2005] fait référence au test EnzMet™
GenePro. Ce test permet d’évaluer sur une méme lame le nombre de copies du géne
HER-2 (composante SISH ou EnzMet™ du test) et le niveau d’expression de la protéine
(par IHC). Contrairement a 1’étude de Dietel et ses collegues [2007], aucune sonde
centromérique du chromosome 17 n’a été utilisée dans ce cas. Le tableau 11 présente

les résultats de performance globale du test EnzMet™ GenePro (c’est-a-dire pour les
deux composantes) en référence au FISH (PathVysion®). Les résultats indiquent une
excellente spécificité (100 %) de la technique EnzMet™ par rapport au test de référence
mais une faible sensibilité (82,9 %). Les auteurs ont aussi comparé le nombre de copies
de gene HER-2 obtenu par la composante EnzMet™ du test et celui obtenu par FISH : le
coefficient de Pearson obtenu était excellent (r = 0,95; p < 0,001). Cette étude comporte
toutefois certaines faiblesses méthodologiques importantes dont I’absence de description
du mode de sélection des patientes et des échantillons tissulaires.

4.4 Réaction en chaine de la polymérase en temps réel

Quatre études ont évalué la performance du PCR en temps réel a détecter les cas
d’amplification du géne HER-2 au FISH (tableau 12). Les résultats du PCR en temps
réel étaient considérés comme positifs si le rapport entre le géne HER-2 et le géne de
référence était supérieur ou égal a 2,0; une seule étude [Merkelbach-Bruse et al., 2003]
n’a pas spécifié I’interprétation d’un résultat égal a 2,0, laissant supposer qu’aucun
résultat de ce type n’a été observé. Le FISH a été effectué a 1’aide de la trousse
pharmDx™ et (ou) PathVysion®. Deux des quatre études ont utilisé des échantillons de
convenance. Dans les deux cas, la sélection des cas a été faite en fonction d’un résultat
d’IHC préalable. Les détails de ces études sont fournis a I’annexe E.

Pour I’ensemble des quatre études (total de 334 patientes), la sensibilité du PCR en
temps réel est faible (médiane de 75,6 %) et sa spécificité trés bonne (médiane de

97,8 %) (tableau 12). La prévalence d’une amplification au FISH varie de 16,1 a 38,8 %
dans les quatre échantillons. Les valeurs prédictives positive et négative médianes sont
bonnes : 92,6 et 90,9 %, respectivement. Ces résultats reflétent la performance du PCR
en temps réel sans microdissection au laser préalable. Une seule ¢tude [Merkelbach-
Bruse et al., 2003] a retesté les cas PCR/FISH discordants apres microdissection au
laser et a ainsi réduit ses résultats faux positifs. Cette étude a de cette maniére obtenu les
valeurs d’exactitude (98,0 %), de sensibilité (100 %) et de VPN (100 %) les plus élevées
des quatre études.
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TABLEAU 12

Performance du PCR en temps réel a détecter les cas d’amplification au FISH

EXACTITUDE | SENSIBILITE | SPECIFICITE VPP VPN

ETUDE N EN % EN % EN % EN % EN %
(NOMBRES (NOMBRES (NOMBRES (NOMBRES | (NOMBRES

REELS) REELS) REELS) REELS) REELS)

Ginestier et al., 2004 85 84,7 (72/85) 69,7 (23/33) 94,2 (49/52) 88,5 (23/26) 83,1 (49/59)
Schlemmer et al., 2004 112 | 92,0(103/112) 70,0 (21/30) 100 (82/82) 100 (21/21) 90,1 (82/91)
Suo et al., 2004 87 96,6 (84/87) 85,7 (12/14) 98,6 (72/73) 92,3 (12/13) 97,3 (72/74)
g/é%ré‘jlb“h'Bmse etal, 50 92,0 (46/50) | 812(13/16) | 97,1 (33/34) 92,0 (13/14) | 91,7 (33/36)

Médiane 92,0 75,6 97,8 92,6 90,9

Moyenne pondérée (IC a 91,3 74,2 97,9 93,2 90,8
95 %) (87,8-94,1) (64,1-82,7) (95,2-99,3) (84,9-97,8) (86,6-94,0)

IC : intervalle de confiance; N : nombre de sujets.
* Echantillon de convenance.

T PCR en temps réel effectué a I’aide de la trousse LightCycler-HER2/neu DNA Quantification Kit (Roche Molecular Biochemicals).

Par ailleurs, Monego et ses collaborateurs [2007] ont comparé plus spécifiquement les
résultats de PCR en temps réel et de FISH de 71 cas équivoques a ’IHC (score 2+) et
n’ont trouvé aucune corrélation significative entre les deux tests (test du chi carré de
Yates; p = 0,14). Le PCR en temps réel et le FISH ont concordé dans une proportion
de 60,6 %. Dans cette étude, on a observé deux fois plus de cas positifs par PCR en
temps réel (33) que par FISH (15). La sensibilité et la spécificité du PCR en temps réel
par rapport au test de référence (FISH) ont été de 66,7 % et 58,9 %, respectivement. La
microdissection au laser n’a toutefois pas été utilisée dans cette étude.

La technique du RT-PCR en temps réel a quant a elle fait I’objet de nombreuses études
de petites tailles aux plans d’étude parfois inappropriés. Une seule étude répondait a
I’ensemble des critéres d’inclusion de la présente évaluation [Ginestier et al., 2004]. Les
auteurs de cette étude ont quantifié¢ dans les cellules tumorales des mémes patientes le
géne HER-2 lui-méme (par PCR en temps réel) et ’ARN messager transcrit a partir de
celui-ci (par RT-PCR en temps réel). Selon eux, le RT-PCR en temps réel performerait un
peu mieux que le PCR en temps réel pour détecter les cas d’amplication tels qu’ils sont
définis par FISH (test de référence). En effet, la sensibilité passe de 69,7 % (tableau 12) a
78,8 % (tableau D-6).

4.5 Variabilité interobservateutrs
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Les données de variabilité interobservateurs peuvent étre rapportées de différentes
fagons. Dans le tableau 13, on présente les mesures de concordance et d’accord kappa
entre deux ou trois observateurs pour I’interprétation de ’IHC. Dans chacune des six
études présentées, les observateurs ont évalué les mémes lames de facon indépendante.
Les mesures sont calculées pour I’ensemble des scores (non regroupés). Les études ayant
uniquement présenté des résultats de concordance ou d’accord interobservateurs pour

les scores 0 ou 1+ versus 2+ ou 3+ ont ét¢ exclues de la présente évaluation. Néanmoins,
les études de Santinelli et ses collaborateurs [2002], de McCormick et ses collaborateurs
[2002] et de Saez et ses collaborateurs [2006] avaient des échantillons surreprésentés




par les scores 2+/3+, alors que I’échantillon de Ginestier et ses collégues [2004] était
surreprésenté par les scores 1+ et 2+.

Les résultats montrent qu’entre deux ou trois observateurs, 1’interprétation des scores
d’IHC concorde dans une proportion variant entre 71,3 et 90,5 % (tableau 13). La mesure
d’accord kappa prend quant a elle des valeurs entre 0,57 et 0,84. Selon 1’échelle de
Landis et Koch [1977]%, I’accord kappa interobservateurs serait de moyen a excellent.

Dans I’étude de Santinelli et ses collaborateurs [2002], trois observateurs bien
expérimentés dans la lecture d’THC effectuée a I’aide de I’anticorps TAB250 ont été
introduits pour la premiére fois a I’interprétation du HercepTest™. Deux des trois
anatomopathologistes s’étaient préalablement formés a 1’aide de quelques (10) lames.
La concordance la plus grande a été entre les résultats de ces deux anatomopathologistes
(87 %) (tableau 13). L’accord interobservateurs a également ét¢ plus grand pour

les 63 derniéres lames évaluées (93,7 %; k=0,911, IC a 95 % : de 0,82 a 1,00) que
pour les 45 premieres (77,8 %; k= 0,70, IC a 95 % : de 0,53 a 0,86). Le résultat de
concordance entre deux des trois anatomopathologistes n’est pas présenté dans I’article.
Par ailleurs, une relecture des mémes lames 60 jours plus tard par les mémes trois
anatomopathologistes a donné lieu a des résultats discordants dans des proportions de
5,6, 10,2 et 25 % (concordance intra-observateur).

TABLEAU 13

Variabilité interobservateurs de I'lHC

. CAS CONCORDANTS .
ETUDE N ANTICORPS 5 KAPPA (IC A 95 %)
% (NOMBRES REELS)
Entre deux observateurs
Santinelli et al., 2002*F 108 HercepTest™ 87,0 (94/108) 0,82 (0,71-0,94)
71,3 (77/108) 0,61 (0,50-0,73)*
McCormick et al., 2002 1988 HercepTest™ 78 s. 0.
Séaez et al., 20067 2008 HercepTest™ 86 0,81 (0,75-0,88)
CBI11 84 0,78 (0,71-0,85)
Ricardo et al., 2007 190 CBl11 85,3 (162/190) s. 0.
SP3 90,5 (172/190) s. 0.
Entre trois observateurs
Tsuda et al., 2001b 101 HercepTest™ 85,1 (86/101) 0,845
Ginestier et al., 2004° 948 HercepTest™ s. 0. 0,57 (0,50-0,66)
A0485 s. 0. 0,71 (0,62-0,80)
CBI11 s. 0. 0,62 (0,53-0,71)
TAB250 s. 0. 0,70 (0,63-0,77)

N : nombre de sujets; s. 0. : sans objet.

* Résultats pour trois anatomopathologistes comparés deux a deux.

T Biais de sélection lié a la distribution des scores d’THC ou échantillon de convenance.

I Un des deux anatomopathologistes ne s’¢était pas préalablement entrainé pour I’interprétation du HercepTest™.
§ Il n’est pas mentionné si tout 1’échantillon a ét¢ utilisé pour le calcul de la variabilité interobservateurs.

36. Interprétation des mesures d’accord kappa selon Landis et Koch [1977] : accord médiocre (< 0,00), faible (0,00-0,20),
passable (0,21-0,40), moyen (0,41-0,60), bon (0,61-0,80) et excellent (0,81-1,00).

27



28

Dans trois études [Ginestier et al., 2004; McCormick et al., 2002; Tsuda et al., 2001b],
la concordance entre les différents observateurs a également été examinée pour chacun
des scores d’IHC individuels. McCormick et ses collaborateurs [2002] ont fait état d’une
plus grande concordance interobservateurs pour les scores 0 et 3+ (83 et 95 %) que

pour les scores 1+ et 2+ (75 et 62 %). De méme, Ginestier et ses collaborateurs [2004]
ont rapporté un meilleur accord interobservateurs pour les scores 0 (k = 0,59-0,84) et

3+ (k=0,76-0,91) que pour les scores 1+ (k = 0,24-0,49) et 2+ (k = 0,39-0,57). Par
ailleurs, dans cette étude, 1’accord intra-observateur a été meilleur pour un spécialiste en
pathologie du sein que pour deux spécialistes en pathologie chirurgicale.

Dans 1’étude de Tsuda et ses collaborateurs [2001b], un accord parfait entre trois
observateurs impliqués sur une base quotidienne dans ce genre de tests a été obtenu dans
85,1 % des cas (36 scores 0, 27 scores 1+, 5 scores 2+ et 18 scores 3+). Des accords
partiels (deux observateurs en accord et un en désaccord) ont été obtenus neuf fois entre
des scores 0 et 1+, cinq fois entre des scores 1+ et 2+ et une fois entre des scores 2+

et 3+

Une autre étude [Sampatanukul et al., 2005] qui ne figure pas au tableau 13 a évalué
I’accord interobservateurs pour I’ interprétation de tests d’IHC effectués dans un seul
laboratoire selon un protocole standardisé. Neuf anatomopathologistes indépendants

ont interprété chacun 274 lames sans connaitre 1’anticorps utilisé (A0485 ou CB11). La
comparaison deux a deux des résultats des neuf anatomopathologistes a donné lieu a 36
mesures d’accord kappa variant entre 0,06 (IC 2 95 % : de 0 a 0,14) et 0,75 (ICa 95 % :
de 0,68 a 0,82). Selon I’échelle de Landis et Koch [1977], ’accord interobservateurs a
été faible, passable, moyen et bon a une, dix, onze et quatorze occasions, respectivement.
Les neufs anatomopathologistes pratiquaient dans sept endroits différents et effectuaient
de quelques tests a une vingtaine par mois.

Par ailleurs, le groupe INQAT (Italian Network for Quality Assurance of Tumor
Biomarkers) publiait en 2005 les résultats d’une étude visant a évaluer aupres de
plusieurs laboratoires italiens la reproductibilité du systéme de scorage de Dako

pour des tests d’IHC effectués a 1’aide de la trousse HercepTest™ [INQAT, 2005].
Vingt-trois observateurs indépendants ont interprété 17 lames a deux occasions
(intervalle de 4 mois). L’accord entre les résultats de chaque observateur et les valeurs
de référence a été mesuré par un kappa pondéré’” (K médian = 0,73; étendue de 0,42

4 0,97). Seulement quatre (17,4 %) des 23 observateurs ont obtenu un accord vraiment
satisfaisant (K > 0,80) avec les valeurs de référence. Généralement, I’accord entre
deux observateurs ne s’est pas montré satisfaisant (K médian = 0,69; étendue de 0,38 a
0,93). L’accord intra-observateur a été satisfaisant pour 15 (65,2 %) des 23 observateurs
(K, médian = 0,82; étendue de 0,57 a 1,00). Les lames avec les scores de 0 et 3+ ont éte
les plus facilement identifiables. Bien que cette étude ne réponde pas au critére de taille
d’échantillon de la présente évaluation (> 50), les résultats sont présentés compte tenu de
leur importance. Il en va de méme pour 1’étude suivante.

Le méme groupe publiait en 2004 les premiers résultats du programme de controle de
la qualité lancé en 2001 [INQAT, 2004]. Dix-neuf lames colorées ont circulé entre les
mains de 12 anatomopathologistes. L’accord entre les résultats de chaque observateur
et les valeurs de référence a été la plupart du temps satisfaisant (K > 0,80), et ce, pour
le pourcentage de cellules marquées (K médian = 0,89; étendue de 0,73 a 0,96) et pour

37. La pondération est effectuée en fonction du degré de désaccord entre les observateurs [Landis et Koch, 1977].



’intensité de la coloration membranaire (K médian = 0,84; étendue de 0,72 a 0,92).

De méme, I’accord entre observateurs comparés deux a deux s’est avéré généralement
satisfaisant (K median = 0,80; ¢tendue de 0,51 a 0,98). Enfin, les anatomopathologistes
ont su reproduire de fagon satisfaisante les mémes résultats en réinterprétant les

mémes lames six mois plus tard (variabilité intra-observateur; pourcentage de cellules
marquees : K médian = 0,94, étendue de 0,80 a 0,96; intensité de la coloration
membranaire : K médian = 0,86; étendue de 0,78 a 0,96). L’interprétation des catégories
intermédiaires a toutefois été problématique pour les deux variables (cellules marquées et
intensité de la coloration).

Enfin, dans une étude de Rhodes et ses collaborateurs [2002], 67 laboratoires
participant au United Kingdom National External Quality Assessment Scheme for
Immunocytochemistry (UK NEQAS-ICC) ont effectué selon leur méthode respective
des tests d’IHC sur leurs tumeurs témoins respectives et sur quatre lignées cellulaires
fournies par le UK NEQAS-ICC. Aprés coloration et interprétation par les laboratoires
participants, les lames ont été interprétées par cinq évaluateurs indépendants du UK
NEQAS-ICC. Tous les scores obtenus par les laboratoires participants ont été comparés
aux scores médians obtenus par les cinqg évaluateurs du UK NEQAS-ICC. Pour les 26
laboratoires qui ont utilisé le HercepTest™, il y a eu un accord total de 87 % (k = 0,81;
IC 295 9% :de 0,67 a0,95; n=45) pour les tumeurs témoins et de 86 % (k= 0,81;
ICa95% :de 0,72 2 0,90; n = 104) pour les lignées cellulaires. Pour 41 laboratoires
participants ayant utilisé une autre méthode que le HercepTest™, I’accord a été
significativement moins élevé, soit de 62 % (k = 0,48; IC a 95 % : de 0,30 a 0,65) pour
les tumeurs témoins et de 66 % (k= 0,53; IC 2 95 % : de 0,43 2 0,63; n = 164) pour les
lignées cellulaires (valeurs de p du chi carré < 0,001 dans les deux cas).

452 FISH

La présente évaluation inclut seulement deux études qui ont rapporté des résultats

de concordance interobservateurs pour le FISH (PathVysion®). La premiére étude a
comparé dans deux laboratoires centraux les résultats de deux observateurs différents
(concordance interobservateurs intra-laboratoire) [Press et al., 2005]. Pour ce

qui est de la deuxiéme étude, elle comparait les résultats d’interprétation de deux
anatomopathologistes indépendants [Tsuda et al., 2001a]. Ces deux études ont obtenu des
concordances et accords interobservateurs tres élevés, c’est-a-dire de 96,6 % (57/59) (k =
0,93; ICa 95 % : de 0,84 a 1,00) et de 98,6 % (213/216) (k = 0,94), respectivement.

453 (ISH

Trois études ont évalué 1’accord interobservateurs pour le CISH. Séez et ses
collaborateurs [2006] ont évalu¢ la concordance entre les résultats d’interprétation
obtenus par deux observateurs indépendants. Vingt-deux des 200 lames ont été jugées
non interprétables, dont deux par un seul observateur. Quarante-six résultats ont été
interprétés positifs par les deux observateurs, alors que 129 ont été interprétés négatifs,
pour une concordance globale de 97,5 % (195/200) (k = 0,95; IC 495 % : de 0,91 a
0,99). De la méme fagon, Isola et ses collaborateurs [2004] ont rapporté des résultats de
concordance entre deux observateurs pour 192 cas. Six lames (3,1 %) ont été jugées non
interprétables par un seul des observateurs et une lame (0,5 %) a été interprétée positive
par I’un et négative par I’autre. Cent lames ont ét¢ interprétées positives et 86 lames,
négatives, par les deux observateurs, ce qui correspond a une concordance globale de
96,9 % (186/192). Par ailleurs, Vocaturo et ses collaborateurs [2006] ont rapporté une
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mesure d’accord kappa entre deux observateurs jugée excellente (k =0,94; IC a 95 % :
de 0,94 a 1,00).

454  SISH

Pour Dietel et ses collaborateurs [2007], 1’étude de corrélation de lecture par cinq
anatomopathologistes a montré un bon niveau global d’accord interobservateurs pour

96 % (95/99) des cas testés (k = 0,75, IC a 95 % : de 0,52 a 0,99). Une interprétation

a I’insu des résultats des autres anatomopathologistes a été utilisée. Quant a Downs-
Kelly et ses collegues [2005], ils ont obtenu un excellent accord global entre cing
anatomopathologistes indépendants pour les résultats de SISH (k = 0,96). L’accord kappa
entre observateurs comparés deux a deux variait de 0,93 a 1,00.

455 Enrésumé, pour la variabilité interobservateurs des tests

= Le niveau d’accord interobservateurs pour 1’interprétation de I’'ITHC est trés variable
d’une étude a ’autre; d’apres la statistique kappa, il serait de faible a excellent,
mais la proportion de résultats concordants entre deux observateurs ne dépassent
généralement pas 90 %;

= [’accord interobservateurs semble plus faible pour les scores 1+ et 2+ a I’'IHC;

= L’accord interobservateurs des tests d’ISH (FISH, CISH et SISH) semble trés bon.

4.6 Reproductibilité interlaboratoires
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Cette section rapporte les résultats de variabilité interlaboratoires de I’'IHC, du FISH et
du CISH d’une maniére surtout narrative étant donné que les plans d’étude et la fagon

dont les résultats sont présentés difféerent grandement d’une étude a 1’autre. Les détails
des plans d’étude sont présentés en annexe E.

4.6.1 IHC

Dans cette section sont rapportés les résultats de neuf études qui ont examiné la
reproductibilité interlaboratoires de I'IHC. La plus récente est une étude circulaire
interlaboratoires (ring study) incluant cinq centres de référence internationaux [Dowsett
et al., 2007b]. Un consensus complet entre les cinq centres a été atteint pour neuf

(45,0 %) des 20 échantillons évalués a I’aide de la trousse HercepTest™. Pour huit
échantillons, au moins un centre a rapporté un résultat négatif (0/1+) alors que les
autres ont rapporté un résultat équivoque (2+), et pour trois échantillons, au moins un
centre a rapporté un résultat positif (3+) alors que les autres ont rapporté un résultat
équivoque (2+).

Fitzgibbons et ses collaborateurs [2006] ont analysé les résultats d’une enquéte

du CAP qui consistait a envoyer des coupes de fragments tissulaires montés sur
micromatrices (TMAS) a des centres participants pour qu’ils effectuent un test d’IHC
selon la méthode employée dans leur laboratoire respectif. En 2004 et en 2005, un total
de 160 échantillons (16 TMAs) ont été envoyés. Il y a eu 111 (69,4 %) échantillons
pour lesquels un résultat consensuel a été obtenu aupres d’au moins 90 % des
participants. Seulement ces 111 échantillons ont été utilisés pour 1’analyse officielle
de la performance. En 2004, 95,1 % des 102 laboratoires participants ont obtenu une
performance satisfaisante (> 90 % de résultats corrects); en 2005, cette proportion a
été de 91,5 % pour les 141 laboratoires participants. Trois des cinq participants qui
ont obtenu une performance insatisfaisante en 2004 ont participé a nouveau en 2005;



TABLEAU 14

deux de ces trois laboratoires ont obtenu un score de performance parfait en 2005. 1l
faut toutefois noter que la concordance des résultats a été calculée en comparant des
scores négatifs (0 ou 1+) ou des scores positifs (2+ ou 3+), évitant ainsi la difficulté de
différencier les équivoques des vrais positifs.

L’étude de Hashizume et ses collaborateurs [2003] a comparé les résultats d’IHC
(HercepTest™) obtenus par deux laboratoires pour les mémes 76 cas. La concordance
globale pour les quatre scores d’ITHC a été de 84,2 % (k = 0,78). En regroupant les deux
scores négatifs (0 et 1+) en une seule catégorie, la concordance aurait été de 94,7 %.

Dowsett et ses collaborateurs [2003] ont comparé les résultats d’IHC de trois laboratoires
centraux. La concordance globale des résultats a été de 71,7, 76,7 et 85,0 % pour
chacune des comparaisons deux a deux. Aucun score 0 n’était inclus dans cet échantillon
de 60 cas.

Cing études ont évalué la concordance entre les résultats d’IHC de plusieurs laboratoires
locaux versus ceux d’un laboratoire central, dont trois pour des résultats positifs

(3+) uniquement. Les résultats des cinq études sont présentés au tableau 14. Deux

de ces études [Perez et al., 2006; Roche et al., 2002] concernaient uniquement des

cas initialement testés IHC 3+ par des laboratoires locaux pour I’entrée dans 1’étude
NCCTG Intergroup Trial N9831 sur le traitement adjuvant par trastuzumab. Roche et ses
collaborateurs [2002] ont présenté les résultats des 119 premiéres patientes retestées par
un laboratoire central, alors que Perez et ses collegues [2006] ont rapporté les résultats de
concordance avec le laboratoire central obtenus aprés un amendement au protocole®® de
cet essai clinique. Perez et ses collegues [2006] ont rapporté une concordance moyenne
entre le laboratoire central et les laboratoires locaux pour les scores 3+ (tableau 14).
Celle-ci était toutefois meilleure lorsque le laboratoire local utilisait, comme le
laboratoire central, la trousse HercepTest™, plut6t que d’autres anticorps. Roche et ses
collegues [2002] n’ont aussi rapporté qu’un niveau moyen de concordance entre les
scores 3+ (HercepTest™) d’un laboratoire local et ceux d’un laboratoire central.

Proportion® de résultats d’IHC obtenus dans des laboratoires locaux concordant avec ceux d’un laboratoire central

. SCORE D’'IHC
ETUDE N
0 1+ 2+ 3+
Perez et al., 2006 1063 S. 0. S. 0. S. 0. 81,6 (867/1063)"
S.0 s. 0. .0 75,0 (477/636)*

Roche et al., 2002¢ 59 S. 0. S. 0. S. 0. 74,6 (44/59)
Paik et al., 20028 104 s. 0. s. 0. S. 0. 78,8 (82/104)
Reddy et al., 2006/ 973 33,9 (76/224) 53,7 (101/188) 26,1 (48/184) 76,9 (290/377)
Papadopoulos et al., 2007 369 85,0 (17/20) 80,5 (272/338) 63,6 (7/11)

N : nombre de sujets; s. 0. : sans objet.
* Les proportions sont rapportées en pourcentage avec les nombres réels entre parentheses; le dénominateur des nombres réels est le résultat obtenu par

les laboratoires locaux.

T La trousse HercepTest™ a été utilisée dans le laboratoire central et dans les laboratoires locaux.

I La trousse HercepTest™ a ¢té utilisée dans le laboratoire central mais pas dans les laboratoires locaux.

§ La trousse HercepTest™ a ¢té utilisée dans le laboratoire central mais pas toujours dans les laboratoires locaux.

|| La trousse HercepTest™ a ét¢ utilisée dans le laboratoire central mais I’information n’est pas connue pour les laboratoires locaux.

38. L’amendement au protocole exigeait la confirmation du statut HER-2 positif par le laboratoire central pour I’entrée
dans I’étude.
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De fagon similaire, Paik et ses collégues [2002] ont retesté dans un laboratoire central
les 104 premiéres patientes IHC 3+ a entrer dans 1’étude NSABP Protocole B-31 sur le
traitement adjuvant par trastuzumab. Seulement une proportion moyenne des patientes
initialement testées positives dans un laboratoire local ont été¢ confirmées positives par le
laboratoire central (tableau 14) et, en plus, 18,3 % des patientes n’ont pu étre confirmées
positives ni par IHC ni par FISH par le laboratoire central. Par ailleurs, il y a eu moins
de discordance entre les résultats d’IHC lorsque le laboratoire local effectuait au moins
100 tests par mois que s’il en effectuait moins de 100 (24,0 % versus 3.4 % de résultats
négatifs d’IHC et de FISH). Par contre, 31 % des tests effectués dans des laboratoires

de petit volume ont utilisé une méthode autre que le HercepTest™ versus 3 % pour

les laboratoires de plus grand volume. La plus grande discordance observée par les
laboratoires ayant un petit volume de tests pourrait étre en partie attribuable a la méthode
utilisée.

Reddy et ses collaborateurs [2006] ont comparé les résultats d’IHC avec la trousse
HercepTest™ de plusieurs laboratoires locaux a ceux obtenus par un laboratoire central.
La concordance pour les quatre scores d’IHC obtenus était globalement de médiocre a
faible (de 26,1 a 76,9 %), comme on peut le constater au tableau 14.

Enfin, Papadopoulos et ses collaborateurs [2007] ont comparé les résultats d’THC

de plusieurs laboratoires régionaux effectuant moins de 100 tests par an a ceux d’un
laboratoire central. Les cas étaient référés par les laboratoires régionaux pour un examen
au FISH par le laboratoire central. Les cas soumis au laboratoire central étaient surtout
des cas 2+ a ’[HC (91,6 %), mais le laboratoire central ne connaissait pas les résultats
obtenus par les laboratoires régionaux. Il y a eu seulement 63,6 % des cas IHC 3+ qui
ont concordé avec les résultats du laboratoire central (tableau 13). Il est possible que

les différences dans les protocoles utilis€s puissent étre a I’origine de certains résultats
discordants.

4.6.2 FISH

Le nombre d’études qui ont évalué la reproductibilité interlaboratoires du FISH est plus
restreint; six font I’objet de notre évaluation. La plus récente présente les résultats d’une
étude pilote du United Kingdom National External Quality Assessment Scheme (UK
NEQAS) [Bartlett et al., 2007]. En 2004 et en 2005 et pour trois rondes, des échantillons
provenant de cinq lignées cellulaires ont été envoyés a six laboratoires de référence et

a 31 autres laboratoires participants dans 12 pays différents pour étre testés par FISH.
Aucun des 116 résultats de FISH retournés par les laboratoires de référence n’a été
incorrect. Parmi les résultats obtenus par les autres laboratoires, 60 % étaient appropriés,
18 % étaient acceptables et 22,4 % étaient inappropriés®®. La plupart des résultats
inappropriés référaient a une lignée cellulaire de faible amplification.

La deuxiéme étude est 1’étude circulaire interlaboratoires (ring study) de Dowsett et
ses collaborateurs [2007] impliquant cinq centres de référence internationaux. Un
consensus parfait entre les cinq centres a été atteint pour 16 (80,0 %; 6 négatifs et 10
positifs) des 20 échantillons évalués a I’aide de la trousse PathVysion®. Pour les quatre
cas discordants, le rapport HER-2/CEP17 se situait entre 1,7 et 2,3 a au moins un des
centres.

Une troisieéme étude a présenté les résultats des cinq premicres années (2000-2004) d’un
programme d’enquéte du CAP sur la compétence a réaliser et a interpréter un FISH

39. Définitions d’un résultat « approprié », « acceptable » et « inapproprié » fournies dans le résumé d’article a I’annexe E.



[Persons et al., 2006]. Celui-ci consistait a I’envoi biannuel aux laboratoires participants
d’une lame a tester par FISH. Au total, les participants (entre 35 et 139 selon I’année)
ont dii analyser quatre cas de forte amplification et quatre cas nettement négatifs.

Ces lames ont été interprétées correctement dans une proportion de 94 % et de 97 %,
respectivement. En 2002, un échantillon de faible amplification a été utilisé pour tester
les participants; seulement 56 % des 89 participants ont obtenu un résultat positif. En
2003, le méme échantillon qu’en 2002 a été soumis a nouveau aux participants, mais

en ajoutant pour la premiere fois une nouvelle catégorie d’interprétation (équivoque/
limite). Parmi les 83 participants aux deux rondes, 8,4 % ont interprété la lame comme
équivoque, 60,2 % ont obtenu un résultat identique et 31,3 % ont obtenu un résultat
différent (23 sur 26 sont passés d’un résultat négatif a un résultat nettement positif).
Seulement trois laboratoires ont changé leur résultat dans la mauvaise direction. En
2004, deux échantillons présentant un rapport HER-2/CEP17 de 1,5 et 1,2 (négatifs) ont
été classés de fagon inappropriée comme positifs par respectivement 8,3 et 1,8 % des 108
laboratoires, ou comme équivoques par 19,5 et 7.4 % des participants. Dans cette étude,
les sondes et les points seuils d’interprétation utilisés variaient toutefois d’un laboratoire
a ’autre.

En 2006, Perez et ses collaborateurs [2006] rapportaient les résultats de 813 cas d’abord
testés positifs dans un laboratoire local (parmi plusieurs faisant partie de I’étude) et
ensuite retestés par un laboratoire central aprés un amendement au protocole pour
I’admissibilité a I’étude NCCTG N9831 pour le traitement adjuvant au trastuzumab. Le
laboratoire central a pu confirmer que le résultat était positif dans 716 (88,1 %) de ces
813 cas. Pour cette étude, la trousse PathVysion® a été utilisée dans le laboratoire central
mais pas toujours dans les laboratoires locaux.

Une autre étude [Press et al., 2005] comparant les résultats de plusieurs laboratoires
locaux a ceux d’un laboratoire central a rapporté une mesure d’accord kappa de 0,83 (IC
a 95 % : de 0,73 2 0,93) et une concordance globale de 92,4 %. Cette concordance était
plus élevée pour les cas testés négatifs (98,8 %; 80 cas sur 81) que pour les cas testés
positifs (82,0 %; 41 cas sur 50) dans les laboratoires locaux. La méthode de détection
employée par les laboratoires locaux n’était pas spécifiée. Cette méme étude a également
rapporté une concordance globale de 98,7 % (k=10,97; IC a 95 % : de 0,91 a 1,00) pour
76 cas testés dans deux laboratoires centraux a 1’aide de la trousse PathVysion® .

Dans la derniere étude, Dybdal et ses collaborateurs [2005] ont obtenu une concordance
de 91,8 % et une mesure d’accord kappa de 0,79 (IC a 95 % : de 0,72 a 0,85) pour

488 cas classés positifs ou négatifs a I’aide de la trousse PathVysion® par deux
laboratoires dont au moins un de référence.

4.6.3 CISH

Une étude circulaire interlaboratoires (ring study), impliquant cing centres internationaux
mais différente de celle présentée pour I’'THC et le FISH (sections 4.6.1 et 4.6.2), a évalué
la reproductibilité¢ du CISH pour 211 cas [Van de Vijver et al., 2007]. En ne tenant pas
compte de quatre résultats insatisfaisants (aucun signal) obtenus dans I’un ou I’autre des
laboratoires, on obtient une concordance de 90,7 % (185/204) entre les résultats positifs
et négatifs (> 6 copies du géne HER-2 par noyau versus < 5 copies). Si on utilise plutot

> 5 copies du géne HER-2 par noyau comme résultat positif versus < 5 copies pour un
résultat négatif, la corrélation augmente a 92,2 %.
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4.6.4 Enrésumé, pour la reproductibilité interlaboratoires des tests

= La reproductibilité interlaboratoires de I’IHC est globalement de faible 8 moyenne et
semble meilleure entre les laboratoires qui utilisent le méme anticorps;

= Globalement, la reproductibilité des résultats de FISH est bonne entre les
laboratoires locaux versus les laboratoires centraux et excellente entre laboratoires
centraux;

= Les résultats sur la reproductibilité interlaboratoires du CISH sont limités mais
semblent bons;

= Aucune étude n’a évalué la reproductibilité interlaboratoires du SISH, du PCR ou du
RT-PCR en temps réel.



5 DiscussioN

On reconnait maintenant la nécessité de déterminer le statut HER-2 de toutes les
femmes diagnostiquées avec un cancer infiltrant du sein. Dans les lignes directrices
publiées, I’IHC et le FISH sont les techniques systématiquement recommandées comme
outil diagnostique. L’IHC vise a détecter une surexpression de la protéine HER-2 et le
FISH, I’amplification du géne. Certains pays ont adopté 1’une ou 1’autre de ces deux
techniques comme test initial, alors que d’autres comme le Canada maintiennent a ce
titre I'THC*. De fagon universelle, un résultat équivoque d’THC (score 2+) nécessite la
confirmation d’une amplification du géne par hybridation in situ (ISH) avant d’établir
I’admissibilité d’une patiente au trastuzumab. Au Canada, dans le contexte clinique
actuel, on peut envisager 1’utilisation d’une des trois méthodes suivantes : le FISH, le
CISH ou le SISH [Hanna et al., 2007a]. Le PCR en temps réel est une option utilisée
en recherche. Bien qu’imparfait, et il en sera discuté plus loin, le test de référence
généralement reconnu est le FISH. Le présent rapport analyse donc la performance de
chacun des tests par rapport a ce dernier.

La distribution des scores d’THC

Dans un premier temps, la distribution des scores d’IHC pour une population de cas de
cancer du sein a été estimée. Les résultats de I’analyse montrent que pres des trois quarts
(73,1 %) des patientes obtiennent des scores 0 ou 1+ a I’'IHC. Ce résultat est semblable

a celui (71,7 %) obtenu dans une méta-analyse bayésienne réalisée par Dendukuri et ses
collaborateurs [2007]. Dans un rapport plus détaillé de cette étude [Dendukuri et Brophy,
2006], les auteurs avaient également rapporté une proportion de 75,3 % de scores 0 ou
1+ chez 304 nouveaux cas ou récidives de cancer du sein testés au Centre universitaire
de santé¢ McGill (CUSM) sur une période d’un an.

Quant a la proportion de patientes surexprimant la protéine HER-2 (score 3+) estimée
dans la présente évaluation (13,7 %)*, elle est inférieure a celle obtenue dans la méta-
analyse bayésienne de Dendukuri et ses colleégues [2007] (16,2 %). Par contre, la
proportion de score 3+ rapportée pour les patientes testées au CUSM était de 11,2 %
[Dendukuri et Brophy, 2006].

La concordance entre les résultats IHC négatifs et ceux du FISH

La présente évaluation a aussi montré que cette majorité de cas testés négatifs

(scores 0 ou 1+) a I'IHC se révelent également négatifs au test FISH. En considérant

ce dernier résultat (FISH) comme la valeur de référence, on parlerait d’une proportion
médiane de « faux négatifs » a I’'IHC d’environ 2,6 % (2,0 % pour les scores 0 et 3,6 %
pour les scores 1+). Deux autres études secondaires (méta-analyse et revue systématique)
menées par des unités d’évaluation des technologies de la santé¢ [Dendukuri et al., 2007;
LBI-HTA, 2007] ont également examiné la proportion de résultats FISH positifs chez

les cas négatifs a I’THC et ont rapporté des résultats similaires (résultats résumés au
tableau D-7).

40. Les raisons pour maintenir un test d’IHC en premiére intention incluent le fait que la protéine constitue la cible du
traitement, ainsi que certains enjeux organisationnels et économiques (D™ Wedad Hanna, communication personnelle,
mars 2008).

41. La moyenne pondérée a toutefois été de 11,7 %.
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11 est toutefois difficile de confirmer si les cas négatifs a I’'IHC mais positifs au FISH
représentent tous de véritables faux négatifs. L’ interprétation du résultat de FISH inclut
une zone équivoque et I’analyse a été effectuée en considérant positifs tous les résultats
compris dans la moitié supérieure de cette zone équivoque (rapport HER-2/CEP17
entre 2,0 et 2,2). De plus, il y aurait actuellement peu de preuves disponibles permettant
d’établir si ces cas discordants (IHC-/FISH+) répondent au trastuzumab [Wolff et al.,
2007]. Il est nécessaire de rappeler dans ce contexte que le trastuzumab cible la protéine
et non le géne.

La concordance entre les résultats IHC positifs et ceux du FISH

Comparés aux résultats négatifs, les résultats positifs d’IHC (score 3+) corrélent moins
bien avec les résultats de FISH. La présente évaluation a montré qu’environ 89,9 % des
cas rapportés positifs a I’IHC obtiennent un résultat FISH positif. Cette valeur se situe
entre celle obtenue par le LBI-HTA [2007] (87,9 %) et celle obtenue par Dendukuri et
ses collaborateurs [2007] (92,4 %) (tableau D-7). Il y aurait donc environ 10,1 % des cas
testés positifs a I'IHC (score 3+) qui ne concorderaient pas avec le « test de référence ».

Toutefois, le fait de considérer les cas IHC 3+ systématiquement comme de faux positifs
s’ils ne présentent pas d’amplification au FISH est controversé [Leong et Leong, 2006;
Sorscher et al., 2004]. Bien que les anatomopathologistes s’entendent pour dire que les
cas [HC 3+ ne présentant pas d’amplification du gene HER-2 au FISH sont souvent de
faux positifs résultant de difficultés techniques (mauvaise calibration de la méthode) ou
d’interprétation, ils concédent qu’une vraie surexpression de la protéine HER-2 puisse
s’observer sans amplification du géne. Cette surexpression protéique pourrait &tre causée
entre autres par des mécanismes d’activation transcriptionnels [Hollywood et Hurst,
1993; Pasleau et al., 1993] ou par une polysomie 17 [Hyun et al., 2007; Ma et al., 2005;
Varshney et al., 2004; Lal et al., 2003], quoique cette derniere hypothése ait été contestée
[Corzo et al., 2007; Dal Lago et al., 2006].

D’apres I’ASCO et le CAP, les données cliniques portant spécifiquement sur la

réponse au trastuzumab des patientes présentant une surexpression de la protéine sans
amplification du gene (THC 3+/FISH-) ne sont toujours pas disponibles [Wolff et al.,
2007]. Théoriquement, comme la cible visée par le traitement est la protéine et que les
patientes testées IHC 3+ ont été admises dans les essais cliniques sur le trastuzumab sans
qu’il ait été nécessaire de confirmer leur statut HER-2 par ISH, la littérature actuelle ne
justifie pas I’exclusion de ces femmes au traitement par le trastuzumab. Certains auteurs
suggerent par contre que I’expression de la protéine HER-2 et I’amplification du géne
soient toutes deux systématiquement évaluées jusqu’a ce que de telles données probantes
soient disponibles [Varshney et al., 2004].

Par ailleurs, pour les scores 3+ a I’'IHC, la vaste majorité des études évaluées dans ce
rapport (24/27) n’ont pas obtenu le niveau de concordance avec le FISH suggéré (95 %)
dans les lignes directrices pour la validation d’un test [Hanna et al., 2007b; Wolff et al.,
2007]. Par contre, cette concordance attendue vise probablement davantage les résultats
d’amplification non équivoques (rapport HER-2/CEP17 > 2,2) que les résultats de
rapport HER-2/CEP17 supérieur ou égal a 2,0 utilisés dans la présente analyse.

La concordance des tests selon leur lieu d’exécution

La discordance entre les résultats d’IHC et de FISH tend toutefois a s’atténuer lorsque
les tests sont effectués dans des laboratoires centraux ou de référence plutdt que dans
des laboratoires locaux. Les résultats récemment publiés par O’Malley et ses collégues
[2008] confirment également les conclusions de la présente évaluation. Dans cette

36



nouvelle étude d’envergure menée au Canada, entre 88,9 et 90,3 % des résultats

IHC 3+ obtenus de laboratoires centraux (d’apres I’interprétation traditionnelle et selon
I’anticorps utilis¢) ont concordé avec le résultat du FISH, comparativement a 86,1 % des
résultats positifs de laboratoires locaux.

De plus, plusieurs études ont montré qu’une proportion importante (entre 18,4 et 36,4 %)
des résultats positifs (3+) d’IHC obtenus dans des laboratoires locaux ne concordaient
pas avec les résultats d’IHC réalisés dans un laboratoire central. L’utilisation de
protocoles et d’anticorps différents est probablement responsable en partie de cette
discordance. Elle demeure néanmoins importante méme en utilisant une trousse
standardisée, d’une part parce que le protocole n’est pas toujours scrupuleusement suivi
a la lettre par les laboratoires et, d’autre part, en raison de la subjectivité des critéres
d’interprétation du test (intensité et hétérogénéité de la coloration membranaire et
pourcentage de cellules positives). D’ailleurs, dans 1’étude récente de O’Malley et ses
collaborateurs [2008], I’écart entre les résultats des laboratoires locaux versus ceux des
laboratoires centraux ne diminue pas avec 1’utilisation d’une trousse HercepTest™.

La reproductibilité interobservateurs et interlaboratoires

La présente évaluation montre que le niveau d’accord interobservateurs pour
I’interprétation de I’THC est variable. En tenant compte de I’échelle d’interprétation

de la statistique kappa, I’accord peut étre de faible a excellent. Et si la proportion de
résultats concordants est examinée, I’accord ne parait pas trés bon puisqu’il ne dépasse
généralement pas 90 %. Toutefois, la variabilité entre observateurs pourrait diminuer
avec I’expérience.

Contrairement a celle de I’'THC, I’interprétation des tests d’ISH semble moins sujette a
une variabilité interobservateurs, probablement en raison de sa nature quantitative. Il en
est de méme pour la reproductibilité interlaboratoires des tests d’ISH. Ces tests seraient
possiblement moins affectés par les variations au protocole. Le nombre minimal de

tests a effectuer annuellement par laboratoire recommandé dans les lignes directrices
canadiennes est d’ailleurs moins élevé pour le FISH que pour ’IHC (100 versus 250)
[Hanna et al., 2007a]. Les résultats rapportés montrent toutefois que la reproductibilité
des résultats de FISH est plus faible dans la zone équivoque. Les lignes directrices
canadiennes recommandent d’ailleurs de refaire le compte des signaux ou de reprendre le
test sur un autre échantillon lorsque celui-ci est équivoque (rapport HER-2/CEP17 de 1,8
a2,2) [Hanna et al., 2007a].

I’analyse cotit-efficacité des algorithmes décisionnels

Face a la problématique de la variabilité des résultats des tests d’IHC, des chercheurs se
sont interrogés sur ’efficience de tester d’emblée toutes les patientes a ’aide du FISH,
option performante mais également coliteuse selon une é¢tude montréalaise menée par
Dendukuri et ses collaborateurs [2007]. Selon leur analyse, la stratégie la plus efficiente
serait de retester tous les cas IHC 2+ et 3+ a I’aide du FISH. Dans cette étude, le colt du
test FISH utilisé pour effectuer 1’analyse économique était toutefois de 467 $ CA, ce qui
est plus élevé que le colit actuel du test.

Or, dans le rapport plus détaillé de cette étude, Dendukuri et Brophy [2006] ont estimé
que si le colit du FISH diminuait sous les 200 $, ce qui est environ le coit actuel du test,
la stratégie de tester tous les cas uniquement a 1’aide du FISH serait la plus efficiente.

On peut toutefois émettre certaines réserves par rapport a une analyse qui ne tient
pas compte des possibilités de discordances biologiques, c’est-a-dire d’une véritable
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surexpression protéique sans amplification du géne. D’ailleurs, I’analyse cott-efficacité
de Elkin et ses collaborateurs [2004] avait été critiquée [Sorscher et al., 2004] pour avoir
considéré faux positifs I’ensemble des cas IHC 3+/FISH-.

Lidgren et ses collaborateurs [2008] viennent toutefois de publier une nouvelle étude
cout-efficacité des différentes stratégies. Ils concluent que de tester initialement par FISH
tous les cas de cancer du sein de stade précoce est une option efficiente du point vue
sociétal. Il faudrait toutefois voir si la prévalence des cas d’amplification (25 %) utilisée
dans cette analyse n’est pas trop élevée et voir comment elle peut affecter les résultats.

Il faut également noter que les parameétres de concordance entre le FISH et I'IHC

utilisés proviennent de 1’étude de Elkin et ses collaborateurs [2004], une étude qui porte
uniquement sur les cancers du sein métastatiques.

La présente évaluation n’avait pas pour objectif d’effectuer une analyse économique des
stratégies utilisées pour tester le statut HER-2. L’AETMIS est toutefois d’avis que les
parametres de base (prévalence, discordance) a utiliser dans une analyse économique
sont trés importants et doivent refléter autant que possible la situation québécoise. Or, ce
type de données ne semblent pas avoir été systématiquement comptabilisées au Québec.

La prévalence de ’amplification du géne HER-2

L’ASCO et le CAP sont d’avis que la prévalence de I’amplification du géne HER-2
chez les cas de cancer du sein se situe entre 18 et 20 %. Ces chiffres sont fondés

sur les résultats de deux études [Owens et al., 2004; Yaziji et al., 2004] comportant
possiblement des biais de sélection (voir annexe E). Néanmoins, Tubbs et ses
collaborateurs [2007] ont obtenu dans leur étude une prévalence de 19 % parmi 742 cas
consécutifs soumis a un test FISH de premiére intention.

Par contre, la prévalence d’un test FISH positif calculée chez les cas inclus dans les
études sélectionnées pour estimer la distribution des scores d’ITHC (section 4.1.1) est de
seulement 14,6 %.

Le CISH comme technique alternative au FISH

38

Comme option de rechange au FISH, les lignes directrices canadiennes laissent place
depuis 2007 a une technique moins colteuse et qui ne requiert pas d’équipement
spécialis¢ : le CISH. Elle doit toutefois avoir été préalablement validée par le laboratoire
a I’aide du FISH.

Bien que peu nombreuses, les études qui ont comparé ces deux techniques ont obtenu
une trés bonne concordance lorsque les sondes du gene HER-2 et du centromeére du
chromosome 17 ont été utilisées conjointement (sensibilité¢ de 100 % et spécificité de
98,8 %). Dans les études ou aucune correction pour I’aneusomie 17 n’a été appliquée,
la concordance du CISH et du FISH a généralement été sous le seuil des 95 %. Or,

il semble qu’en pratique, la sonde centromérique du chromosome 17 ne soit pas
systématiquement utilisée dans les laboratoires puisqu’elle nécessite une seconde
réaction d’hybridation, impliquant colts et temps supplémentaires.

Certes, les lignes directrices canadiennes n’interdisent pas 1’utilisation du FISH a une
seule sonde (sans sonde centromérique). Mais, les points seuils définis par le fabricant
pour I'interprétation du CISH a une seule sonde sont différents de ceux recommandés
pour le FISH [Hanna et al., 2007a]. L’utilisation de seuils différents a été soulignée par
certains auteurs comme facteur de discordance entre les résultats de CISH et de FISH
[Cayre et al., 2007]. Bien que les résultats rapportés dans le présent rapport semblent
indiquer que ’ajout d’une sonde centromérique du chromosome 17 en complément de



la sonde HER-2 est justifié, il n’a pas été évalué si I’utilisation des mémes seuils pour
le CISH et le FISH a une seule sonde aurait permis d’obtenir des résultats de meilleure
concordance.

Le SISH comme technique alternative au FISH

Les techniques

Comme le CISH, la technique du SISH a récemment ét¢ incluse dans les lignes
directrices canadiennes [Hanna et al., 2007a]. Cette recommandation est probablement
davantage fondée sur I’expérience des experts, puisque seulement deux études publiées
dans des revues scientifiques avec comité de lecture ont été repérées. Parmi ces deux
études, une seule fait référence a la technique automatisée de Ventana, une technique qui
permettrait de diminuer considérablement le temps technique nécessaire.

A premiére vue, le SISH semble prometteur compte tenu de sa concordance élevée

(96 %) avec le FISH. Cependant, étant donné que la majorité des patientes incluses
dans les deux études rapportées sont négatives au FISH (valeur de référence), ce résultat
refléte surtout I’excellente spécificité de la technique. La performance du SISH semble
toutefois moins fiable lorsqu’il s’agit de détecter les cas positifs au FISH. En effet, bien
que la sensibilité de la technique ne soit calculée que sur un petit échantillon, elle parait
faible (de I’ordre de 82 %).

utilisées en recherche

En dernier lieu, la performance du PCR en temps réel a détecter une amplification

du geéne HER-2 telle qu’elle est définie par FISH a ét¢ évaluée. Les résultats ont

montré que cette technique est trés spécifique (97,8 %) mais peu sensible (75,6 %).

Il est trés probable que les proportions élevées de faux négatifs soient attribuables a

la contamination des échantillons par des cellules stromales [Hauser-Kronberger et
Dandachi, 2004]. La nécessité d’utiliser diverses techniques telles que la microdissection
au laser pour isoler les cellules cancéreuses alourdit la technique et limite son utilisation
aux centres spécialisés. C’est d’ailleurs le principal obstable a I’utilisation du PCR en
temps réel dans un contexte clinique. Toutefois, si les échantillons de cellules tumorales
a analyser sont isolés, le PCR en temps réel semble offrir une trés bonne performance
(sensibilité de 100 % et spécificité de 97,1 %). Cependant, ce résultat a été tiré d’une
seule étude de petite taille [Merkelbach-Bruse et al., 2003]. D’ailleurs, 1’intérét suscité
par le PCR en temps réel semble s’amoindrir avec le temps, comme en témoigne le
déclin du nombre de publications a son sujet dans les derniéres années. De plus, aucune
ligne directrice nationale incluant cette technique n’a été repérée dans la littérature.

11 est trop tot pour se prononcer sur la performance du RT-PCR en temps réel et sur sa
place dans le diagnostic du statut HER-2. Cette technique devra faire 1’objet d’études de
bonne qualité méthodologique sur un plus grand nombre de sujets.

Les tests effectués au Québec

Les cinq techniques diagnostiques relatives a la détermination du statut HER-2 évaluées
dans ce rapport (IHC, FISH, CISH, SISH et RT-PCR en temps réel) sont utilisées

au Québec soit dans un contexte clinique, soit dans un contexte de recherche. En

ce qui concerne les tests d’ITHC, la pratique est répartie dans plus d’une trentaine de
laboratoires*> dont une bonne proportion effectueraient un nombre de tests annuel en
deca du seuil recommandé dans les lignes directrices canadiennes (voir sections 2.4.2

et 2.5). Afin d’atteindre le nombre minimal de tests recommandé (250 cas testés
annuellement), les laboratoires pourraient songer a centraliser davantage leurs

42. C’est trois fois plus de laboratoires qu’en Ontario.

39



activités. D’autant plus que les anticorps et protocoles utilisés varient actuellement
d’un laboratoire a 1’autre. Une meilleure centralisation des tests d’IHC permettrait fort
probablement d’en améliorer la qualité. Plus un laboratoire effectue d’analyses de ce
type, meilleure est sa performance. Quant aux six établissements de la province qui
effectuent des tests FISH, ils atteindraient le nombre minimal de tests (pour 100 cas)
recommandé¢ dans les lignes directrices canadiennes.

L’algorithme a deux tests d’IHC et deux anticorps

Plusieurs laboratoires au Québec effectueraient, pour chaque cas de cancer du sein,
deux tests d’IHC avec des anticorps dirigés contre des épitopes différents de la protéine
HER-2. Lorsqu’un des deux résultats d’ITHC s’avére équivoque (2+) ou lorsque les
deux résultats sont discordants (un négatif et un positif), un test d’ISH est alors effectué
(figure A-5, annexe A). Cette approche aurait pour objectif de réduire le nombre de
résultats d’IHC faux positifs et faux négatifs en augmentant le nombre de cas retestés
par ISH. Par ailleurs, elle permettrait tout de méme d’offrir le trastuzumab aux patientes
qui présentent une « véritable surexpression » de la protéine HER-2 sans présenter
d’amplification du gene.

Le principe de ’algorithme a deux anticorps (de sensibilité et spécificité
complémentaires) avait été proposé dans les lignes directrices canadiennes de 2002
[Hanna et O’Malley, 2002]. Bien que celles de 2007 [Hanna et al., 2007a] n’aient

pas repris cet algorithme, plusieurs laboratoires du Québec® et de 1’Ontario [Test
Review Committee QMPLS, 2006] continueraient a I’appliquer. D’aprés Bilous et ses
collaborateurs [2003a], la Suéde en ferait également usage.

Bien qu’il apparaisse raisonnable de croire qu’un algorithme a deux anticorps puisse
controler dans une certaine mesure le nombre de faux positifs et de faux négatifs, il
y a actuellement peu de données probantes disponibles concernant la performance et
I’efficience d’une telle approche.

Il n’y avait jusqu’a tout récemment que quelques études de petite taille qui avaient
abordé cette question [Ginestier et al., 2004; Sapino et al., 2003; O’Malley et al., 2001].
Toutefois, une nouvelle étude publiée en 2008 par O’Malley et ses collaborateurs a
évalué I’algorithme a deux anticorps sur un nombre plus important de patientes (549)
testées dans deux laboratoires de référence canadiens. Dans cette étude, la concordance
la plus élevée entre les résultats positifs d’IHC et ceux de FISH a été obtenue lorsque au
moins deux anticorps différents ont donné un score 3+. Par contre, on remarque que les
intervalles de confiance présentés se chevauchent. Les auteurs concluent tout de méme
que I’exactitude du diagnostic par [HC pourrait possiblement &tre améliorée si deux tests
d’THC plutot qu’un étaient utilisés. Comme la sensibilité et la spécificité des anticorps
commercialisés varient, la combinaison optimale serait un anticorps trés sensible et un
autre trés spécifique.

La confirmation des tests d’IHC par ISH au Québec
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Malgré la recommandation canadienne de ne retester a 1’aide d’un test d’ISH que

les cas équivoques (2+) a I’'THC, les anatomopathologistes de la province ont des
positions diverses a cet égard. Certains appliquent la ligne directrice a la lettre, d’autres
I’appliquent en complément d’un algorithme a deux anticorps (IHC), d’autres encore
estiment qu’il est préférable de retester tous les cas équivoques (IHC 2+) et positifs
(IHC 3+), position adoptée entre autres par la Su¢de et la Finlande selon Bilous et ses

43. D' Louis Gaboury, anatomopathologiste, communication personnelle, juillet 2007.



collegues [2003a]. Enfin, certains autres jugent que le résultat d’amplification du géne
HER-2 est nécessaire pour tous les cas.

Le principal argument avancé par les défenseurs d’un test d’ISH pour toutes les
patientes est que la qualité des échantillons est indispensable au test d’IHC mais qu’elle
est difficilement contrélable dans un contexte clinique, particuliérement lorsque les
échantillons proviennent d’hopitaux ou il n’y a pas d’anatomopathologiste sur place.
Dans ces cas, les échantillons sont fixés par le chirurgien lui-méme et transmis au
laboratoire de pathologie souvent quelques jours plus tard. Ils peuvent donc parfois

ne pas respecter les conditions idéales de préparation recommandées dans les lignes
directrices canadiennes. Or, la réactivité des anticorps utilisés en IHC serait facilement
modifiée par ces facteurs préanalytiques.

I’assurance qualité

En ce qui concerne la qualité des tests effectués, tous les laboratoires d’anatomo-
pathologie adopteraient certaines mesures internes de contrdle de la qualité (usage de
lames témoins, etc.) pour la réalisation des tests visant a établir le statut HER-2. Quant

a I’assurance qualité externe, aucun programme formel n’a encore été mis sur pied

a I’échelle provinciale pour s’assurer du maintien de la compétence des laboratoires

dans la réalisation de ce genre de tests*. Pourtant, les lignes directrices canadiennes
recommandent la participation des laboratoires a un tel programme [Hanna et al., 2007a].

Certains laboratoires participent d une fagon volontaire aux programmes d’assurance
qualité externe de I’Ontario ou des Etats-Unis, mais ceux-ci ne représentent qu’une
minorité des laboratoires qui effectuent des tests pour le HER-2 au Québec*®. Le manque
de temps et de ressources financiéres* peuvent étre des raisons évoquées pour ne pas
participer aux programmes d’un autre pays ou province. L’organisation d’un programme
provincial adapté a la réalité et aux besoins des anatomopathologistes du Québec apparait
essentiel, d’une part, pour rappeler I’importance de 1’assurance qualité et, d’autre part,
pour s’assurer d’un haut niveau de compétence.

Au Québec, 1’assurance qualité externe tarde a s’implanter dans le domaine de
I’anatomopathologie*’. Avec la multiplication des thérapies ciblées, les laboratoires de
pathologie seront de plus en plus appelés a faire face a ce type de tests qui nécessitent
une expertise particuliére. Le soutien des anatomopathologistes par un laboratoire

de référence et un programme d’échange de lames pourrait contribuer a assurer aux
patientes atteintes de cancer du sein le traitement le plus approprié.

44. Le MSSS est néanmoins a mettre en place un programme d’agrément (basé sur la norme ISO 15189) qui définit les
exigences de compétence et de qualité propres aux laboratoires de biologie médicale.

45. D" Louis Gaboury, anatomopathologiste, communication personnelle, juillet 2007.
46. Par exemple, il en cotite 5 000 $ par an a un laboratoire québécois pour prendre part au programme de I’Ontario.

47. Des programmes d’assurance qualité externe sont déja implantés dans les domaines de la microbiologie médicale et de
la biochimie.
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6 (CONCLUSIONS ET
RECOMMANDATIONS

6.1 Conclusions

Les lignes directrices canadiennes recommandent I’IHC comme test initial pour
déterminer le statut HER-2 chez les patientes atteintes d’un cancer du sein. Ce choix
tient compte a la fois de I’absence de preuves formelles de la supériorité de I’'ISH sur
I’THC comme facteur prévisionnel de la réponse au trastuzumab, du fait que la cible du
traitement est la protéine et non le géne, et d’enjeux organisationnels et économiques
(faibles effectifs en anatomopathologie, expertise nécessaire et équipement requis).

Conformément a ces lignes directrices, lorsque le résultat d’ITHC obtenu est négatif
(scores 0 ou 1+), le traitement au trastuzumab n’est pas indiqué; il est toutefois prescrit
d’emblée lorsque le résultat est positif (score 3+). Les résultats équivoques (2+)
nécessitent une confirmation par le FISH ou par une autre technique d’ISH (CISH ou
SISH) préalablement validée par le laboratoire.

Les résultats de la présente évaluation montrent qu’environ 73,1 % des patientes testées a
I’THC sont négatives (0 ou 1+), alors que le résultat est positif (3+) chez environ 13,7 %
d’entre elles. Comme la majorité des cas sont négatifs et que peu d’entre eux s’averent
positifs lorsque confrontés au test FISH, I’IHC semble un bon test initial pour identifier
rapidement et a moindre cofit les patientes non susceptibles de bénéficier du trastuzumab.

A P’inverse, la proportion de résultats FISH négatifs chez les cas positifs a I'THC

(score 3+) (environ de 10,1 %) parait considérable compte tenu des enjeux cliniques.
Peu d’études (3 sur 27) ont obtenu un taux de concordance supérieur a 95 %. Certains
résultats discordants peuvent constituer de faux positifs, mais leur proportion est
inconnue. Certains mécanismes biologiques peuvent mener a la surexpression d’une
protéine sans qu’il y ait amplification du géne. Méme si le FISH est un test plus fiable en
terme de reproductibilité, il n’y a actuellement pas de preuves suffisantes qui indiquent
que les patientes testées IHC 3+/FISH- ne répondent pas au trastuzumab. Comme le
trastuzumab cible la protéine, ces patientes sont jugées admissibles au traitement.

Par contre, pour pouvoir juger si une patiente est susceptible de bénéficier du
trastuzumab sur la base d’un test d’IHC, il est primordial de s’assurer qu’il soit bien
effectué et interprété. Or, la reproductibilité des résultats d’IHC entre observateurs et
entre laboratoires peut parfois étre faible. Elle peut étre associée a 1’inexpérience des
observateurs et a I’utilisation de protocoles différents ou non validés. Les laboratoires qui
effectuent plus de tests, notamment les laboratoires centraux et de référence, performent
mieux a I’THC. Ils obtiennent entre autres moins de faux positifs, résultats qui entrainent
des dépenses considérables pour le systéme de santé en plus d’exposer inutilement les
patientes a un traitement potentiellement risqué.

Au Québec, plusieurs laboratoires locaux qui effectuent des tests d’IHC ne semblent

pas atteindre le nombre annuel minimal de cas recommandé dans les lignes directrices
canadiennes. Les protocoles et les approches décisionnelles varient également d’un
laboratoire a I’autre. De plus, la qualité des échantillons soumis aux tests peut ne pas étre
toujours optimale, ce qui peut affecter les résultats des tests et plus particuliérement ceux
d’THC.
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Par ailleurs, pour diminuer le risque d’obtenir un résultat d’IHC faussement positif ou
négatif, plusieurs laboratoires québécois effectuent pour chaque patiente deux tests
d’IHC a I’aide de deux anticorps différents, les cas discordants étant retestés par ISH.
Cela augmente toutefois le nombre de cas a retester. L’efficacité et I’efficience de cette
approche reposent sur peu de données probantes mais mériteraient qu’on s’y attarde. Il
serait souhaitable que les résultats obtenus par les utilisateurs de cette approche soient
mis en commun et fassent I’objet d’une évaluation.

En ce qui concerne le FISH, la technique est moins sujette a la variabilité
interobservateurs et interlaboratoires, mais les laboratoires de référence semblent encore
une fois performer un peu mieux. Pour cette technique, les laboratoires québécois
satisfont aux normes canadiennes en termes de nombre minimal de cas a tester
annuellement.

Le CISH est recommandé dans les lignes directrices canadiennes comme une option de
rechange au FISH. Cette technique produirait des résultats concordants avec le FISH
lorsqu’on utilise un marquage parallele a 1’aide d’une sonde centromérique pour le
chromosome 17. Cet ajout permet une correction pour la polysomie 17, et est d’autant
plus important que la majorité des cas qui sont susceptibles d’étre retestés par CISH sont
des cas équivoques a I’'THC.

Le SISH est une technique relativement nouvelle et peu de publications en font I’objet.
Elle est toutefois recommandée dans les lignes directrices canadiennes. Les résultats
analysés montrent une concordance élevée avec le FISH. Toutefois, celle-ci est
attribuable a une grande spécificité du test, puisque a premicre vue, sa sensibilité apparait
faible. Cette dernicre a toutefois été estimée a partir d’un nombre restreint de patientes.
La poursuite des recherches sur la performance de cette technique est souhaitable,
puisqu’elle est en voie d’étre utilisée au Québec.

Dans le cadre du HER-2, le PCR et le RT-PCR en temps réel demeurent du domaine de
la recherche. 1l serait toutefois intéressant que plus d’études soient menées dans le but
d’établir si les techniques préalables d’isolation cellulaire, telles que la microdissection
au laser, améliorent de fagon significative la performance diagnostique des PCR et RT-
PCR en temps réel, et si ces techniques sont applicables en milieux cliniques spécialisés.

Il existe différentes fagons d’atteindre un haut niveau de qualité des tests, dont le recours
a des laboratoires centraux et a un programme d’assurance qualité. Au Québec, les
laboratoires qui effectuent des tests pour déterminer le statut HER-2 ne se soumettent
pas systématiquement a des mesures d’assurance qualité externe comme c’est le cas

en Ontario, aux Etats-Unis ou dans d’autres pays, puisque aucun programme formel
chapeauté par un laboratoire de référence n’a été implanté dans la province. Pour
répondre aux exigences des lignes directrices canadiennes, certains laboratoires ont
choisi d’adhérer de fagon volontaire aux programmes d’une autre province ou d’un

pays étranger, mais ces laboratoires ne représentent qu’une minorité de I’ensemble des
laboratoires qui effectuent des tests pour la détermination du statut HER-2. Compte tenu
de I’importance du statut HER-2 dans la prise en charge des patientes atteintes d’un
cancer du sein, il est indispensable que des mesures soient prises afin d’assurer la qualité
des tests effectués dans les laboratoires de la province.
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6.2 Recommandations

A la lumiére de ces considérations, ’AETMIS recommande :
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1) que les autorités concernées mettent en place un programme d’assurance qualité
relatif aux tests de détermination du statut HER-2 au Québec et que, dans le cadre de
ce programme, les mesures suivantes soient introduites :

la désignation d’au moins un laboratoire de référence;

I’¢laboration et I’application par ce ou ces laboratoires de référence de mesures
d’assurance qualité interne;

la validation périodique des résultats de ce ou ces laboratoires avec ceux d’autres
laboratoires de référence provinciaux et canadiens ou étrangers;

I’affiliation a un laboratoire de référence de tous les laboratoires qui effectuent les
tests concernés et leur participation obligatoire au programme d’assurance qualité
externe établi;

la validation initiale et périodique des méthodes utilisées dans tous les
laboratoires qui effectuent les tests concernés et 1I’obligation pour ces laboratoires
de satisfaire aux exigences de qualité définies par le ou les laboratoires de
référence;

I’obligation pour les laboratoires de satisfaire au nombre minimal de cas a

tester annuellement recommand¢ par les normes canadiennes, soit 250 pour
I’immunohistochimie (IHC) et 100 (idéalement 200) pour les tests d’hybridation
in situ (ISH), tout en limitant le nombre d’anatomopathologistes chargés de leur
interprétation de fagon a maintenir leur expertise;

la formation continue des anatomopathologistes et du personnel de laboratoire
impliqué;
la préparation conforme aux meilleures pratiques des échantillons a soumettre par

les hopitaux aux laboratoires qui effectuent les tests concernés;

I’évaluation de la faisabilité de mettre sur pied une banque de données centrale
regroupant les résultats de ces tests ainsi que d’autres données pertinentes pour
I’ensemble des patientes atteintes d’un cancer infiltrant du sein;

2) que les recommandations canadiennes relatives a ’utilisation des tests d’IHC
et d’hybridation in situ fluorescente (FISH) soient suivies par les laboratoires,
notamment le recours initial au test d’IHC suivi du test FISH (ou autres tests d’ISH
validés) pour les résultats équivoques;

3) que le test FISH puisse étre le test initial effectué lorsque la qualité de 1’¢chantillon
recu par le laboratoire est mise en doute;

4) que I'utilisation du test d’hybridation in situ chromogénique (CISH) dans le but de
confirmer un résultat équivoque obtenu par IHC se fasse a I’aide de deux sondes :
I’une pour le géne HER-2 et I’autre pour le centromere du chromosome 17;

5) que la performance diagnostique de I’hybridation in situ argentique (SISH) fasse
I’objet d’une veille documentaire jusqu’a ce que les données probantes confirment la
validité de cette technique.



ANNEXE A
ALGORITHMES DECISIONNELS

FIGURE A-1

Algorithme de I’ASCO/CAP pour I'évaluation du statut HER-2 — IHC comme test initial

Echantillon de tumeur mammaire
(carcinome invasif)

:

Protéine HER-2 surexprimée (score 3+)

I

!

Protéine HER-2 non surexprimée
(score 0 ou 1+)

!

_>

Patiente admissible au trastuzumab

Surexpression de la protéine HER-2
équivoque (score 2+)

:

!

Patiente non admissible au trastuzumab

!

Gene HER-2 amplifié
(rapport HER-2/CEP17 >2,2 ou > 6 copies
du géne HER-2 par cellule)

FISH

I

!

Amplification du géne HER-2 équivoque
(rapport entre 1,8 et 2,2 ou 4 @ 6 copies
du géne HER-2 par cellule)

Gene HER-2 non amplifié
(rapport HER-2/CEP17 < 1,8 ou < 4 copies
du gene HER-2 par cellule)

Amplification du géne HER-2 équivoque (patiente présentant un rapport HER-2/CEP17 > 2,0

admissible au trastuzumab en thérapie adjuvante)

Source : Wolff et ses collaborateurs [2007].
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FIGURE A-2

Algorithme de I’ASCO/CAP pour I'évaluation du statut HER-2 — FISH comme test initial

Echantillon de tumeur mammaire
(carcinome invasif)

‘

Gene HER-2 amplifie

(rapport HER-2/CEP17 >2,2 ou > 6 copies

du gene HER-2 par cellule)

I

i A

Patiente admissible
au trastuzumab

Amplification du géne HER-2 équivoque
(rapport entre 1,8 et 2,2 ou 4 d 6 copies
du géne HER-2 par cellule)

Gene HER-2 non amplifié
(rapport HER-2/CEP17 < 1,8 ou < 4 copies
du gene HER-2 par cellule)

!

Compter des cellules supplémentaires
ou refaire le test FISH
ou faire le test d’'IHC

4

h

Amplification du géne HER-2 équivoque (patiente présentant

!

Patiente non admissible
au trastuzumab

un rapport HER-2/CEP17 = 2,0 admissible au trastuzumab en thérapie adjuvante)

Source : Wolff et ses collaborateurs [2007].
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FIGURE A-3

Algorithme consensuel canadien pour I'évaluation du statut HER-2

Echantillon de tumeur mammaire
(carcinome invasif)

:

Protéine HER-2 surexprimée (score 3+)

I

!

Protéine HER-2 non surexprimée
(score 0 ou 1+)

!

—P|

Patiente admissible au trastuzumab

Surexpression de la protéine HER-2
équivoque (score 2+)

.

!

Patiente non admissible auv trastuzumab

!

Gene HER-2 amplifié
(rapport HER-2/CEP17 >2,2 ou > 6 copies
du géne HER-2 par cellule)

P N

FISH*

{

I

Amplification du géne HER-2 équivoque
(rapport entre 1,8 et 2,2 ou 4 @ 6 copies
du gene HER-2 par cellule)

Gene HER-2 non amplifié
(rapport HER-2/CEP17 < 1,8 ou < 4 copies
du gene HER-2 par cellule)

I

Compter des cellules supplémentaires
ou évaluer un autre bloc
par les tests d’IHC et FISH, au besoin

y N

Amplification du géne HER-2 équivoque (patiente présentant un rapport HER-2/CEP17 > 2,0

admissible au trastuzumab en thérapie adjuvante)

* Le test FISH peut étre remplacé par les tests CISH ou SISH s’ils sont préalablement validés.

Source : Hanna et ses collaborateurs [2007a].
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FIGURE A-4
Algorithme de la Commission européenne pour I'évaluation du statut HER-2

Echantillon de tumeur mammaire

(carcinome invasif)

v

[HC FISH ou CISH
Scores 0 ou 1+ Score 2+ Score 3+ e H.ER,'2 Aneuploidie LI HER.'2,
amplifié non amplifié
i | %
FISH ou CISH IHC
| |
Géne HER-2 non Geéne HER-2 Protéine HER-2 Protéine HER-2
amplifié amplifié surexprimée non surexprimée
L I | T
! . !

Source :
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Penault-Llorca [2005].

Patiente admissible au
trastuzumab




FIGURE A-5

Processus décisionnel (non consensuel) utilisé par plusieurs laboratoires quéhécois pour I'évaluation du statut HER-2

Echantillon de tumeur mammaire

(carcinome invasif)

!

2 tests d’IHC avec 2 anticorps différents

v

Additionner les scores des
deux tests d’lHC

v

v

J

Scores combinés

Scores combinés

Scores combinés

de 0,1 ou 2* de?2, 34005 de 6
! ! —
FISH Patiente admissible
au frastuzumab

!

Gene HER-2 non amplifié
(rapport HER-2/CEP17 < 2,0)

|
!

h 4

l

Gene HER-2 amplifié
(rapport HER-2/CEP17 = 2,0)

Amplification du géne HER-2
équivoque (rapport HER-2/CEP17
entre 1,8 et 2,2)

v

Compter des cellules
supplémentaires ou évaluer un
autre bloc par FISH

!

Amplification du géne HER-2 équivoque (patiente
présentant un rapport HER-2/CEP17 = 2,0 admissible
au trastuzumab en thérapie adjuvante)

* Score de 2 issu de la combinaison de deux résultats 1+.
T Score de 2 issu de la combinaison d’un résultat 0 et d’un résultat 2+.
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ANNEXE B
STRATEGIES DE RECHERCHE
DOCUMENTAIRE

BASES DE DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES

PubMed
Recherche effectuée le 20 décembre 2007
Limites : de 2000 a 2007

#1

#2

#3

#4

#5

#6

#7

#8

#9
#10
#11

50

breast neoplasms[mh] OR ((breast[tw] OR mammary[tw]) AND (neoplasm*[tw] OR tumor[tw]
OR tumors[tw] OR tumour*[tw] OR cancer[tw] OR cancers[tw] OR carcinoma*[tw] OR
adenocarcinoma*[tw]))

“human epidermal growth factor 2”’[tw] OR “human epidermal growth factor receptor 2”’[tw] OR
“receptor, erbb-2”[mh] OR “genes, erbb-2’[mh] OR “erbb-2"[tw] OR erbb2[tw] OR “c-erbb-2"[tw]
OR “c-erbb2”’[tw] OR “cerbb-2"[tw] OR cerbb2[tw] OR her2*[tw] OR HER-2*[tw] OR “neu/erbb-
2”[tw] OR “neu/erbb2”’[tw] OR “neu/c-erbb-2"[tw] OR “neu/c-erbb2”’[tw]

“fluorescence in situ hybridization”[tw] OR “fluorescence in situ hybridisation”[tw] OR “in situ
hybridization, fluorescence”[mh] OR FISH[tw] OR “fluorescent in situ hybridization”[tw] OR
“fluorescent in situ hybridisation”[tw] OR pharmDx*[tw] OR “pharm Dx”[tw] OR PathVysion*[tw]

immunohistochemistry[mh] OR immunohistochemistry[tw] OR IHC[tw] OR “immunoperoxidase
staining”’[tw] OR immunohistochemical[tw] OR HercepTest*[tw] OR “Hercep Test”[tw] OR
(Pathway[tw] AND Ventana[tw]) OR CB11[tw] OR TAB250[tw] OR A0485[tw]

CISH[tw] OR “chromogenic in situ hybridization”[tw] OR “chromogenic in situ hybridisation”[tw]
OR (“in situ hybridization”[mh] AND “chromogenic compounds”[mh])

SISH[tw] OR (silver[tw] AND (“in situ hybridization”[tw] OR “in situ hybridisation”[tw] OR
ISH[tw])) OR EnzMet*[tw]

((“polymerase chain reaction”’[mh] OR “polymerase chain reaction”[tw] OR PCR[tw]) AND
(realtime[tw] OR real-time[tw] OR quantitative[tw])) OR “LightCycler”[tw] OR “Light Cycler”[tw]
OR gPCR[tw] OR “Q-PCR”[tw] OR “qRT-PCR”’[tw] OR “Q-RT-PCR”[tw]

“observer variation”[mh] OR interobserver*[tw] OR “inter-observer”’[tw] OR “inter-observers”[tw]
OR interlaborator*[tw] OR “inter-laboratory”[tw] OR “inter-laboratories”[tw] OR “multicenter
study”’[pt] OR “multicenter study”[tw] OR “multicenter studies”[mh] OR “multicenter studies”’[tw]

#1 AND #2 AND #3 AND #4
#1 AND #2 AND #5 AND (#3 OR #4)
#1 AND #2 AND #7 AND (#3 OR #4)



#12
#13
#14

#1 AND #2 AND #6
#1 AND #2 AND (#3 OR #4 OR #5 OR #6 OR #7) AND #8
#9 OR #10 OR #11 OR #12 OR #13

EMBASE par Ovid
Recherche effectuée le 28 novembre 2007
Limites : de 2000 a 2007

#1
#2

#3
#4
#5

#6
#7
#8

#9
#10
#11

#12
#13
#14
#15
#16
#17

#18
#19

exp breast cancer/

(breast OR mammary) AND (neoplasm$ OR tumor OR tumors OR tumour$ OR cancer OR cancers
OR carcinoma$ OR adenocarcinoma$).tw.

#1 OR #2
Epidermal Growth Factor Receptor 2/ OR exp proto oncogene/

(“human epidermal growth factor 2” OR “human epidermal growth factor receptor-2” OR erbb-2 OR
erbb2 OR cerbb-2 OR cerbb2 OR her2$).tw.

#4 OR #5
exp Fluorescence in Situ Hybridization/

(“fluorescence in situ hybridization” OR “fluorescence in situ hybridisation” OR FISH OR
“fluorescent in situ hybridization” OR “fluorescent in situ hybridisation” OR pharmDx$ OR
“pharmDx” OR PathVysion$).tw.

#7 OR #8
immunohistochemistry/

((Pathway AND Ventana) OR immunohistochemistry OR THC OR “immunoperoxidase staining” OR
immunohistochemical OR HercepTest$ OR “HercepTest” OR CB11 OR TAB250 OR A0485).tw

#10 OR #11

exp in situ hybridization/ AND exp chromogenic substrate/

(CISH OR “chromogenic in situ hybridization” OR “chromogenic in situ hybridisation”).tw.
#13 OR #14

exp polymerase chain reaction/

((““polymerase chain reaction” OR PCR) AND (realtime OR real-time OR quantitative)).tw. OR
(“LightCycler” OR “Light Cycler” OR qPCR OR “Q-PCR”).tw.

#16 OR #17

(SISH OR (silver AND (“in situ hybridization” OR “in situ hybridisation” OR ISH)) OR EnzMet$).
tw.
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#20 observer variation/ OR multicenter study/

#21 (interobserver$ OR “inter-observer” OR “inter-observers” OR interlaborator$ OR “inter-laboratory”
OR “inter-laboratories” OR “multicenter study” OR “multicenter studies”).tw.

#22  #20 OR #21

#23  #3 AND #6 AND #9 AND #12

#24 #3 AND #6 AND #15 AND (#9 OR #12)

#25 #3 AND #6 AND #18 AND (#9 OR #12)

#26 #3 AND #6 AND #19

#27 #3 AND #6 AND (#9 OR #12 OR #15 OR #18 OR #19) AND #22
#28 #23 OR #24 OR #25 OR #26 OR #27

The Cochrane Library 2007, issue 4
Recherche effectuée le 28 novembre 2007

#1  Human next epidermal next growth next factor next 2 OR human next epidermal next growth next
factor next receptor next 2 OR “receptor, erbb-2’[mh] OR “genes, erbb-2”[mh] OR “erbb-2” OR
erbb2 OR “c-erbb-2”” OR “c-erbb2” OR “cerbb-2” OR cerbb2 OR her2* OR HER-2* OR “neu/erbb-
2” OR “neu/erbb2” OR “neu/c-erbb-2”” OR «neu/c-erbb2»

RECHERCHE DANS LE WEB

Les recherches les plus récentes ont été effectuées le 28 janvier 2008.

Les sites Web dans le domaine du cancer, de I’évaluation des technologies de la santé et des guides de pratique
clinique ont été explorés, notamment :

American Society of Clinical Oncology (www.asco.org)

BC Cancer Agency (www.bccancer.bc.ca)

Cancer Care Ontario (Www.cancercare.on.ca)

Centre for Reviews and Dissemination (www.york.ac.uk/inst/crd/crddatabases.htm)
Clinical Oncology International Network (www.rcr.ac.uk/index.asp?PagelD=667)
Fédération Nationale des Centres de Lutte contre le Cancer (www.fnclcc.fr)

Haute Autorité de Santé (www.has-sante.fr/portail/display.jsp)

Infobanque AMC : guides de pratique (www.mdm.ca/cpgsnew/cpgs-f)

International Network of Agencies of Health Technology Assessment (www.inahta.org)
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National Breast Cancer Centre (www.nbcc.org.au/resources/resource.php?code=HERG)
National Guidelines Clearinghouse (www.guideline.gov)

NHS Guidelines Finder (www.library.nhs.uk/guidelinesFinder/Default.aspx)

NHS HTA (www.hta.nhsweb.nhs.uk)

National Institute for Clinical Evidence (www.nice.org.uk/guidance/index.jsp)

National Library of Guidelines Specialist Library (www.library.nhs.uk/guidelinesFinder)
Office canadien de coordination de 1’évaluation des technologies de la santé (www.ccohta.ca)

Scottish Intercollegiate Guidelines Network (www.sign.ac.uk/guidelines/published/index.html)
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TABLEAU C-1

ANNEXE C
LISTE DES ETUDES EXCLUES ET RAISONS
D'EXCLUSION

Liste des études exclues et raisons d’exclusion par comparaison ou objectif d’évalvation®

RAISONS D’EXCLUSION

ui z W —~ (7]
I O w Z . ol
COMPARAISON L3 |lwdg | 523 |84k | 2,
P o -
ETUDE OU OBJECTIF 02 (32, | H=26Y | =225 | &k
,~ wE | ZEd | HZ2hd |3 | S | PUBLICATION | 1rEs RAISONS
D’EVALUATION 2% | ZuS | w22 | 28| E3 | MumpLE
E5 | QYo | oo |EEL | oW
w | FEE |o-z5 | E2Z | @F
2| 2527|258 | ¢
Acsetal., 2003 THC et FISH X
Anttinen et al., IHC et CISH X
2003
Bartlett et al., IHC et FISH X X inclut des tissus
2001 congelés
THC : variabilité X inclut des tissus
interobservateurs congelés
FISH : variabilité X inclut des tissus
interobservateurs congelés
Bilous et al., IHC et FISH X X objectif
2003b
IHC : variabilité X X
interobservateurs
Birner et al., 2001 | THC et FISH X
Bloom et IHC et FISH X
Harrington, 2004
IHC : variabilité X
interobservateurs
Bloom et al., IHC et FISH X
2001
Cell Markers THC : variabilité X microphotogra-
and Cytogenetics | interobservateurs phies
Committees, 2002 | (interlaboratoires)
FISH : reproductibilité Persons et
interlaboratoires al., 2006
Chang et al., IHC et CISH X
2004
Dal Lago et al., [HC et FISH X
2006
Edgerton et al., THC et FISH X X X
2003
IHC : variabilité X X
interobservateurs
Ellis et al., 2005 IHC et FISH X X
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TABLEAU C-1 (SUITE)

Liste des études exclues et raisons d’exclusion par comparaison ou objectif d’évaluation®

RAISONS D’EXCLUSION

i z W ~| »
. o o 3 ol
COMPARAISON | & | 88 | E83: |84l | 2,
ETUDE OU OBJECTIF 02 |38y |Z352 | 2225 | 8% | ousLcation
E ot ze | Yo | EFI2| &2 AUTRES RAISONS
D’EVALUATION 22 | ZoZ | 2533 | 28| £2 | wmuee
E5 | 9uc | 0332 | g2 | 4w
ol F3EloeZz5 | £E22 | 8F
= EZ | =L> Z=9 | &
o m [a)] o
Falo et al., 2003 IHC et FISH X
Field et al., 2001 THC et FISH X
Francis et al., [HC : reproductibilité X
2007 interlaboratoires
Gancberg et al., THC et FISH X
2002 o
IHC : reproductibilité X
interlaboratoires
Gancberg et al., IHC et FISH X
2000
Gilinhan et al., THC : variabilité X
2004 interobservateurs
Harris et al., 2001 | IHC et FISH X
Hoang et al., IHC et FISH X
2000
IHC : variabilité X
interobservateurs
Jacobs et al., THC : reproductibilité X
2000 interlaboratoires
Kay et al., 2004 FISH : reproductibilité X X
interlaboratoires
Kayaetal., 2001 | THC et FISH X X
Kostopoulou et IHC et FISH X
al., 2007
IHC et CISH X
FISH et CISH X
RT-PCR et FISH X X
Kulka et al., 2006 | THC et FISH X X
PCR et FISH X X
Labuhn et al., RT-PCR et FISH X
2006
Lacroix-Triki et IHC : variabilité X fixateur, tumeurs
al., 2006 interobservateurs congelées
Lal et al., 2004 THC et FISH Lal etal.,
2005
Lal et al., 2003 THC et FISH Laletal.,
2005
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TABLEAU C-1 (SUITE)

Liste des études exclues et raisons d’exclusion par comparaison ou objectif d’évaluation®

RAISONS D’EXCLUSION

i z W ~| »
. o o 3 ol
COMPARAISON | & | 88 | E83: |84l | 2,
ETUDE OU OBJECTIF 02 |38y |Z352 | 2225 | 8% | ousLcation
E ot ze | Yo | EFI2| &2 AUTRES RAISONS
D’EVALUATION 2% | IoE| 9222 | E2T | E2 MULTIPLE
= o wsoo ow z Wn
=25 | QYo | conS | EBE | aw
D | FOE | og-z5 | B2z | 9&
= EZ | =L> Z=9 | &
o m [a)] o
Lamy et al., 2006 | THC et FISH X
PCR et FISH X
Larsimont et al., IHC et FISH X
2002
Leong et al., 2006 | IHC et FISH X X
CISH et FISH X X
IHC et CISH X X
Lopez-Guerrero IHC et FISH X X
etal., 2003
Lottner et al., THC et FISH X
2005
Murthy et al., PCR et FISH X types
2005 d’échantillons
Nietal., 2007 THC et CISH X
CISH et FISH X
Onody et al., [HC et FISH X X
2001
Park et al., 2003 CISH et FISH X
Pauletti et al., THC et FISH X X
2000
Peir6 et al., 2007a | CISH et FISH X X
IHC et CISH Peiro et al.,
2007b
Persons et al., FISH : reproductibilité X
2000 interlaboratoires
Powell et al., THC et FISH X X
2007b o
IHC : reproductibilité X
interlaboratoires
Ridolfi et al., IHC et FISH X
2000
Salido et al., 2005 | THC et FISH X
Sartelet et al., CISH et FISH X X X
2005
IHC et CISH X
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TABLEAU C-1 (SUITE)

Liste des études exclues et raisons d’exclusion par comparaison ou objectif d’évaluation®

RAISONS D’EXCLUSION

i z w B
- o o 3 i
COMPARAISON | & | L,88 |E83: |84l | 2,
ETUDE OU OBJECTIF 02 |38y |Z352 | 225 | 8% | ousLcation
E ot ze | Yo | FI2| &2 AUTRES RAISONS
D’EVALUATION 2% | IoE| 9222 | E=2T | E2 MULTIPLE
=T oW | wooo | go@ z N
=5 o'y 0o 0= TEE= '
w | FEE agZz5 |22 | 9%
= EZ | =L> Z=9 | &
o m (&) o
Simon et al., IHC et FISH X X
2001
Tanner et al., THC et CISH X X
2001
Tanner et al., THC et FISH X FISH : tumeurs
2000 congelées
CISH et FISH FISH : tumeurs
congelées
IHC et CISH X
Thomson et al., IHC et FISH X X
2001 o
IHC : variabilité X
interobservateurs
Torrisi et al., THC et FISH X
2007
Tse et al., 2005 IHC et FISH X X X
PCR et FISH X
Tsuda et al., 2002 | IHC : variabilité X
interobservateurs
Tubbs et al., 2001 | THC et FISH X X
Vera-Roman et IHC et FISH X X
Rubio-Martinez,
2004 CISH et FISH X
IHC et CISH X
Vinatzer et al., THC et FISH X
2005
RT-PCR et FISH X
Wang et al., 2001 | THC et FISH X
Wixom et al., CISH et FISH X X
2004
IHC et CISH X
Zhao et al., 2002 | THC et FISH X X
CISH et FISH X
IHC et CISH X

* Cette liste n’inclut pas les ¢tudes exclues a la lecture du résumé.
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ANNEXE D
RESULTATS

TABLEAU D-1

Distribution* des scores d’IHC dans une population de cas de cancer du sein

SCORE D’'IHC
ETUDE ANTICORPS N EN % (n)

0 1+ 2+ 3+
Lal et al., 2005 HercepTest™ 3655 37,2 (1 360) 35,9 (1312) 16,0 (585) 10,9 (398)
Ogura et al., 2003 HercepTest™ 110 24,5 (27) 48,2 (53) 9,1(10) 18,2 (20)
Tsuda et al., 2001a HercepTest™ 101 41,6 (42) 34,7 (35) 5,9 (6) 17,8 (18)

00U 1+ 24F S
Egervari et al., 2007* HercepTest™ 174 70,7 (123) 17,8 (31) 11,5 (20)
Dandachi et al., 20047 HercepTest™ 173 75,7 (131) 9,8 (17) 14,5 (25)
Varshney et al., 2004 HercepTest™ 687 76,1 (523) 11,1 (76) 12,8 (88)
Egervari et al., 2007* CBl11 174 52,3 (91) 28,2 (49) 19,5 (34)
Kakar et al., 2000 CBI1 117 71,8 (84) 14,5 (17) 13,7 (16)

N : nombre de sujets.
* Cette étude a aussi utilisé un autre anticorps.
T Ces résultats ont également été publiés en 2002 par Dandachi et ses collaborateurs et par Hauser-Kronberger et Dandachi [2004].
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TABLEAU D-2

Proportion* de résultats FISH positifs par score d'IHC

. SCORE D’'IHC
ETUDE ANTICORPS N
oOO0uU 1+ 2+ 3+
Egervari et al., 2007¢ HercepTest™ 174 4,9 (6/123) 29,0 (9/31) 80,0 (16/20)
Hofmann et al., 2007+ HercepTest™ 289 0,0 (0/100) 12,2 (10/82) 91,6 (98/107)
Ciampa et al., 2006 HercepTest™ 108 8,7 (2/23) 7,0 (3/43) 52,4 (22/42)
Reddy et al., 2006* HercepTest™ 1289 2,6 (17/650) 16,9 (39/231) 85,5 (349/408)
Saez et al., 2006* HercepTest™ 181 1,7 (2/115) 6,7 (1/15) 76,5 (39/51)
Vocaturo et al., 2006 HercepTest™ 111 0,0 (0/53) 52,8 (19/36) 90,9 (20/22)
Ainsworth et al., 2005 HercepTest™ 165 8,6 (12/140) 92,3 (12/13) 91,7 (11/12)
Dolan et Snover, 2005 HercepTest™ 129 0,0 (0/23) 7,5 (7/93) 38,5 (5/13)
Lal et al., 2005 HercepTest™ 3655 1,7 (46/2 672) 21,9 (128/585) 91,2 (363/398)
Loring et al., 2005 HercepTest™ 110 0,0 (0/62) 0,0 (0/17) 87,1 (27/31)
Prati et al., 2005 HercepTest™ 198 5,1 (7/136) 25,7 (9/35) 81,5 (22/27)
Press et al., 2005 HercepTest™ 842 4,2 (19/457) 16,9 (21/124) 78,2 (204/261)
Olsen et al., 2004 HercepTest™ 120 2,8 (2/72) 6,2 (1/16) 84,4 (27/32)
Owens et al., 2004 HercepTest™ 6556 6,1 (163/2 690) 23,3 (736/3 159) 91,7 (648/707)
Varshney et al., 2004 HercepTest™ 687 0,0 (0/523) 11,8 (9/76) 78,4 (69/88)
Dowsett et al., 2003 HercepTest™ 426 0,7 (2/270) 48,1 (26/54) 94,1 (96/102)
Hammock et al., 2003 HercepTest™ 102 4,2 (1/24) 6,1 (2/33) 48,9 (22/45)
Ogura et al., 2003 HercepTest™ 110 3,8 (3/80) 10,0 (1/10) 100 (20/20)
McCormick et al., 2002 HercepTest™ 198 6,2 (7/112) 42,2 (19/45) 100 (41/41)
Roche et al., 2002¢ HercepTest™ 119 0,0 (0/19) 0,0 (0/12) 89,8 (79/88)
Tsuda et al., 2001a HercepTest™ 101 2,6 (2/77) 0,0 (0/6) 83,3 (15/18)
Papadopoulos et al., 2007+ HercepTest™ ou CB11 375 11,5 (6/52) 23,7 (69/291) 90,6 (29/32)
Hyun et al., 2007 A0485 309 0,0 (0/146) 13,3 (15/113) 90,0 (45/50)
Sapino et al., 2006 A0485 237 0,6 (1/176) 27,8 (10/36) 92,0 (23/25)
Yaziji et al., 2004 A0485 2913 2,8(40/1428) | 17,0 (196/1 151) | 91,6 (306/334)
Egervari et al., 2007 CBI11 174 2,2 (2/91) 16,3 (8/49) 61,8 (21/34)
Saez et al., 2006¢ CBI11 182 2,0 (2/101) 0,0 (0/25) 71,4 (40/56)
Maetal., 2005 CBl11 584 9,1 (10/110) 31,4 (85/271) 96,6 (196/203)
Kakar et al., 2000 CBl11 112 1,3 (1/79) 35,3 (6/17) 87,5 (14/16)

N : nombre de sujets; la trousse PathVysion® a été utilisée a moins d’une spécification contraire; un résultat FISH est positif lorsque le rapport HER-2/

CEP17 est de >2,0.

* Les résultats sont présentés en pourcentage avec les nombres réels entre parenthéses.
T Cette ¢tude a aussi comparé le FISH a I’'IHC effectuée a 1’aide d’un autre anticorps.
1 Résultats d’IHC et de FISH du laboratoire central.
§ FISH effectu¢ a I’aide de la trousse pharmDx™.
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TABLEAU D-3

Proportion® de résultats FISH positifs par score d'IHC 0 et 1+

P SCORE D’'IHC
ETUDE ANTICORPS N
0 1+
Hofmann et al., 2007* HercepTest™ 289 0,0 (0/48) 0,0 (0/52)
Ciampa et al., 2006 HercepTest™ 108 12,5 (1/8) 6,7 (1/15)
Reddy et al., 2006¢ HercepTest™ 1289 1,5 (3/203) 3,1 (14/447)
Saez et al., 2006 HercepTest™ 181 0,0 (0/55) 3,3 (2/60)
Vocaturo et al., 2006 HercepTest™ 111 0,0 (0/38) 0,0 (0/15)
Ainsworth et al., 2005 HercepTest™ 165 6,7 (9/134) 50,0 (3/6)
Dolan et Snover, 2005 HercepTest™ 129 0,0 (0/2) 0,0 (0/21)
Lal etal., 2005 HercepTest™ 3655 1,0 (13/1 360) 2,5(33/1312)
Prati et al., 2005 HercepTest™ 198 3,4 (2/58) 6,4 (5/78)
Press et al., 2005 HercepTest™ 842 3,6 (11/307) 5,3 (8/150)
Olsen et al., 2004$ HercepTest™ 120 0,0 (0/43) 6,9 (2/29)
Owens et al., 2004 HercepTest™ 6556 4,1 (44/1 075) 7,4 (119/1 615)
Ogura et al., 2003 HercepTest™ 110 3,7 (1/27) 3,8 (2/53)
McCormick et al., 2002 HercepTest™ 198 3,8 (2/53) 8,5 (5/59)
Roche et al., 2002f HercepTest™ 119 0,0 (0/9) 0,0 (0/10)
Tsuda et al., 2001a HercepTest™ 101 2,4 (1/42) 2,9 (1/35)
Sapino et al., 2006 A0485 237 0,0 (0/79) 1,0 (1/97)
Maetal., 2005 CBI11 584 8,3 (5/60) 10,0 (5/50)
Saez et al., 2006 CBI11 182 2,2 (1/45) 1,8 (1/56)
Médiane (étendue) 2,0 (0-12,5) 3,6 (0-50,0)
14992
Moyenne pondérée (IC a 95 %) 2,6 (2,1-3,1)! 49 (4,3-5,6)!

IC : intervalle de confiance; N : nombre de sujets; la trousse PathVysion® a été utilisée pour le FISH a moins d’une spécification contraire; un résultat
FISH positif représente un rapport HER-2/CEP17 de > 2,0.

* Valeur en % (nombres réels) présentée pour chaque score d’IHC.

T Résultats d’IHC et de FISH du laboratoire central.

I Cette étude a aussi comparé le FISH a I'THC effectuée a 1’aide d’un autre anticorps.

§ FISH effectué a I’aide de la trousse pharmDx™.

|| Valeur de p du chi carré d’hétérogénéité de 0,000 (trés hétérogene).
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TABLEAU D-4

Performance de I'lHC a détecter les cas d’amplification av FISH

IHC 3+ = POSITIFS IHC 2+ / 3+ = POSITIFS
B SENSIBILITE SPECIFICITE SENSIBILITE SPECIFICITE
ETUDE ANTICORPS N EN % EN % EN % EN %
(NOMBRES (NOMBRES (NOMBRES (NOMBRES
REELS) REELS) REELS) REELS)

Egervari et al., 2007* HercepTest™ 174 51,6 (16/31) 97,2 (139/143) 80,6 (25/31) 81,8 (117/143)
Hofmann et al., 2007" | HercepTest™ 289 90,7 (98/108) 95,0 (172/181) 100 (108/108) 55,2 (100/181)
Ciampa et al., 2006 HercepTest™ 108 81,5 (22/27) 75,3 (61/81) 92,6 (25/27) 25,9 (21/81)
Reddy et al., 2006 HercepTest™ | 1289 86,2 (349/405) 93,3 (825/884) 95,8 (388/405) 71,6 (633/884)
Saez et al., 2006%: HercepTest™ 181 92,9 (39/42) 91,4 (127/139) 95,2 (40/42) 81,3 (113/139)
Vocaturo et al., 2006¢ HercepTest™ 111 51,3 (20/39) 97,2 (70/72) 100 (39/39) 73,6 (53/72)
Ainsworth et al., 2005 | HercepTest™ 165 31,4 (11/35) 99,2 (129/130) 65,7 (23/35) 98,5 (128/130)
Dolan et Snover, 2005 HercepTest™ 129 41,7 (5/12) 93,2 (109/117) 100 (12/12) 19,7 (23/117)
Lal et al., 2005 HercepTest™ | 3 655 67,6 (363/537) | 98,9 (3083/3118) | 91,4 (491/537) | 84,2 (2 626/3 118)
Loring et al., 2005 HercepTest™ 110 100 (27/27) 95,2 (79/83) 100 (27/27) 74,7 (62/83)
Prati et al., 2005 HercepTest™ 198 57,9 (22/38) 96,9 (155/160) 81,6 (31/38) 80,6 (129/160)
Press et al., 2005 HercepTest™ 842 83,6 (204/244) 90,5 (541/598) 92,2 (225/244) 73,2 (438/598)
Olsen et al., 2004 HercepTest™ 120 90,0 (27/30) 94,4 (85/90) 93,3 (28/30) 77,8 (70/90)
Owens et al., 2004 HercepTest™ | 6556 | 41,9 (648/1 547) | 98,8 (4 950/5009) | 89,5 (1 384/1 547) | 50,4 (2 527/5 009)
Varshney et al., 2004 HercepTest™ 687 88,5 (69/78) 96,9 (590/609) 100 (78/78) 85,9 (523/609)
Dowsett et al., 2003 HercepTest™ 426 77,4 (96/124) 98,0 (296/302) 98,4 (122/124) 88,7 (268/302)
Hammock et al., 2003 | HercepTest™ 102 88,0 (22/25) 70,1 (54/77) 96,0 (24/25) 29,9 (23/77)
Ogura et al., 2003 HercepTest™ 110 83,3 (20/24) 100 (86/86) 87,5 (21/24) 89,5 (77/86)
McCormick et al., 2002 | HercepTest™ 198 61,2 (41/67) 100 (131/131) 89,6 (60/67) 80,2 (105/131)
Roche et al., 2002 HercepTest™ 119 100 (79/79) 77,5 (31/40) 100 (79/79) 47,5 (19/40)
Tsuda et al., 2001a HercepTest™ 101 88,2 (15/17) 96,4 (81/84) 88,2 (15/17) 89,3 (75/84)
Papadopoulos et al., HercepTest™ 375 27,9 (29/104) 98,9 (268/271) 94,2 (98/104) 17,0 (46/271)
20077 ou CBI11
Hyun et al., 2007¢ A0485 309 75,0 (45/60) 98,0 (244/249) 100 (60/60) 58,6 (146/249)
Sapino et al., 2006 A0485 237 67,6 (23/34) 99,0 (201/203) 97,1 (33/34) 86,2 (175/203)
Yaziji et al., 2004 A0485 2913 56,5 (306/542) | 98,8 (2343/2371) | 92,6 (502/542) | 58,5 (1388/2371)
Egervari et al., 2007* CBI11 174 67,7 (21/31) 90,9 (130/143) 93,5 (29/31) 62,2 (89/143)
Saez et al., 2006 CBI11 182 95,2 (40/42) 88,6 (124/140) 95,2 (40/42) 70,7 (99/140)
Ma et al., 2005 CBI11 584 67,4 (196/291) 97,6 (286/293) 96,6 (281/291) 34,1 (100/293)
Kakar et al., 2000 CB11 112 66,7 (14/21) 97,8 (89/91) 95,2 (20/21) 85,7 (78/91)

N : nombre de sujets; le test de référence (FISH) a été effectué a I’aide de la trousse PathVysion® a moins d’une spécification contraire; un résultat

positif de FISH est défini par un rapport HER-2/CEP17 de > 2,0.

* Cette étude a aussi comparé le FISH a I'THC effectuée a I’aide d’un autre anticorps.
T Résultats d’ITHC et de FISH du laboratoire central.

1 Echantillon de convenance.

§ FISH effectu¢ a I’aide de la trousse pharmDx™.
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TABLEAU D-5

Proportion” de résultats FISH positifs par score d’'IHC selon le lieu d’exécution des tests

. SCORE D’'IHC
ETUDE ANTICORPS N
00U 1+ 2+ 3+
Papadopoulos et al., HercepTest™, CB11 311¢ 13,3 (2/15) 26,6 (77/289) 57,1 (4/7)
2007 ou autref
HercepTest™ ou 3758 11,5 (6/52) 23,7 (69/291) 90,6 (29/32)
CBI1
Reddy et al., 2006 HercepTest™ 903¢ 4,2 (16/383) 33,1 (58/175) 73,6 (254/345)
1 289¢ 2,6 (17/650) 16,9 (39/231) 85,5 (349/408)

N : nombre de sujets; la trousse PathVysion® a été utilisée; un résultat FISH est positif lorsque le rapport HER-2/CEP17 est de > 2,0.
* Les résultats sont présentés en pourcentage avec les nombres réels entre parenthéses.

+ Lautre anticorps est un anticorps polyclonal, probablement le A0485.

1 IHC effectuée dans plusieurs laboratoires locaux et FISH effectué¢ dans un laboratoire central/de référence.

§ IHC et FISH effectués dans un seul laboratoire central.

TABLEAU D-6

Performance du RT-PCR en temps réel a détecter les cas d’amplification av FISH

EXACTITUDE | SENSIBILITE | SPECIFICITE VPP VPN
ETUDE \ EN % EN % EN % EN % EN %
(NOMBRES (NOMBRES (NOMBRES (NOMBRES (NOMBRES
REELS) REELS) REELS) REELS) REELS)
Ginestier et al., 2004 83 88,0 (73/83) 78,8 (26/33) 94,0 (47/50) 89,7 (26/29) 87,0 (47/54)

N : nombre de sujets.
* FISH effectué a I’aide des trousses PathVysion® et pharmDx™ pour chaque échantillon.
+ Echantillon de convenance.

TABLEAU D-7

Proportion de résultats FISH positifs par score d’IHC obtenue dans trois revues systématiques et méta-analyses

PRESENT RAPPORT* LBI-HTA [2007]" DENDFQQUOI?]ETAL"
SCORE D’'IHC
Médiane Moyenne pondérée Moyenne pondérée Médiane pondérée
en % en % en % en %
0 2,0 2,6 s. 0. 1,6
1+ 3,6 49 S. 0. 4,9
Oou 1+ 2,6 3,4 2,7 S. 0.
2+ 16,9 21,7 s. 0. 29,8
3+ 89,9 87,9 87,9 92,4

LBI-HTA : Ludwig Boltzmann Institute for Health Technology Assessment; s. 0. : sans objet.
* Le présent rapport inclut 20 200 sujets issus de 27 études.

T Les résultats de cette revue systématique sont issus de 11 études.

1 Cette méta-analyse bayésienne inclut 8 419 sujets issus de 17 études.
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