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TABLEAU-SYNTHESE DES RECOMMANDATIONS

2014.02.002

du domaine kinase de
la protéine de fusion
BCR-ABL

ANALYSE TECHNOLOGIE RECOMMANDATION COMMENTAIRES - RECOMMANDATIONS ADDITIONNELLES
Séquencage de Etablie Introduction Il s’agit d’une analyse discriminante importante pour le diagnostic
I’élément de réponse différentiel de ’'hémochromatose, ce qui préviendra des traitements

2 |au fer (IRE) du gene L- inappropriés.
S: Ferritine (FTL) Il est important d’explorer davantage, dans le cadre d'une recherche,
3 la possibilité d’une mutation a effet fondateur au Québec et, si la
8 démonstration est faite, de s’assurer que I'analyse ciblera cette
mutation de facon spécifique. Bien que souhaitable, cela n'est pas une
condition d'introduction de I'analyse.
RT-PCR quantitatif Etablie Introduction conditionnelle a la La disponibilité sur le marché des trousses combinant la recherche
paréchovirus humain préparation d’un algorithme associé a la | des deux types de virus a l'intérieur de panels est également a
recherche d’entérovirus. Il y a lieu de considérer.
§ bien établir si I'analyse sera faite en
8’ séquence ou en parallele avec le TAAN
:r; entérovirus (code 40061). Dans les deux
Q cas, il faudrait vérifier si les valeurs
pondérées doivent étre modifiées du
fait que le processus d’extraction est le
méme pour les deux analyses.
Détection de Etablie Introduction Il s’agit d’'une analyse qui présente plusieurs avantages. Elle permet :
N |I'antirécepteur e le diagnostic d’'une maladie rare
g' glutamate (NMDA) e un meilleur suivi de la maladie
< e un traitement approprié
8 La disponibilité de I'analyse au Québec permettrait un temps de
réponse plus rapide que I'envoi des échantillons hors Québec.
Analyse mutationnelle | Etablie Introduction




mitochondriale

ANALYSE TECHNOLOGIE RECOMMANDATION COMMENTAIRES - RECOMMANDATIONS ADDITIONNELLES
3 |Dosage de la 3- Etablie Introduction conditionnelle a
g‘ méthoxytyramine Iutilisation des codes déja existants
j plasmatique par LC- dans le répertoire pour les
Q |Ms/Ms catécholamines (30112 et 30113)
Recherche de Etablie Réévaluation (considérant que la
mutations ciblées détection de la mutation V60OE BRAF
dans les tumeurs est déja dans le répertoire [code
I 60034]) lorsqu’on aura obtenu :
S |cérébrales ) . (|t
i e Une démonstration de la corrélation
?r' pédiatriques (k27M et clinico-pathologique
P G34V/R dans H3.3, o Une justification de la valeur ajoutée
™ |K27M dans H3.1 et associée a la recherche de ces
V600E dans BRAF) mutations ensemble
e Des précisions concernant
I'accessibilité a la thérapie ciblée
Dosage du linézolide | Etablie Réévaluation lorsque : Cette analyse est srement pertinente pour des cas particuliers.
par chromatographie e Les valeurs de référence seront
8 |liquide a haute établies
g‘ performance couplée e L'utilité clinique sera mieux étayée
< |4 un détecteur a e Le contrdle de la qualité externe sera
Q |barrette de diodes précisé
(HPLC) e La demande sera complétée avec des
données de validation locale
~ | Panel leucémie Etablie Introduction
< | prédisposition
< |familiale : Séquencage
S |des génes RUNX1,
~ | PAX5 et TP53
o |Analyse de ’ADN Etablie Introduction
< | mitochondrial et des
Sr‘ complexes de la
§ chaine respiratoire




ANALYSE

TECHNOLOGIE

RECOMMANDATION

COMMENTAIRES - RECOMMANDATIONS ADDITIONNELLES

Dosage du facteur de
croissance des
fibroblastes 23 (FGF-

Etablie mais,
pour le dosage
du FGF-23, il

Réévaluation lorsqu’on aura obtenu
plus d’information sur :
o |e statut de la technologie pour le

Le besoin clinique est évident.

= |23) reste encore un cFGF-23 versus I'iFGF-23
g’ questionnement | e I'assurance du contréle de la qualité
S quant au statut externe
2 de la technologie
pour doser le
cFGF-23 et I'iFGF-
23.
Séquencage de Etablie Introduction conditionnelle a la Analyse pertinente d’un point de vue clinique. Les enfants naissent
MeCP2 dans le présentation d’un algorithme de sans signe clinique, mais ils éprouvent des problemes de
N | syndrome de Rett sélection des patients développement pendant I'enfance. Le diagnostic du syndrome de Rett
S' permet le conseil génétique.
3; Possibilité de surutilisation si les critéeres de diagnostic et de
8 prescription de I'analyse ne sont pas bien définis. Il sera important de
s’assurer que le volume ne dépassera pas les prévisions annuelles du
demandeur.
Séquencage du géne | Etablie Réévaluation lorsque des données plus |1l s’agit d’'une découverte tres récente, ce qui explique la rareté des
SYNGAP1 dans la completes sur 'utilité et la validité données cliniques.
:jniZIclfcr]cEille cliniques seront disponibles L'intérét clinique est clair, mais les preuves de I'association entre le
. gene et la déficience intellectuelle non syndromique sont encore
non syndromique . )
" insuffisantes.
-
g‘ On peut se demander pour quelle raison il est important d’offrir la
j recherche de mutations dans ce géne comme test unique
Q comparativement a son inclusion dans un panel de génes, par

exemple.

Un algorithme décisionnel basé sur les preuves scientifiques
permettrait de mieux appuyer I'utilité clinique.







SEQUENCAGE DE L’ELEMENT DE REPONSE AU FER (IRE)
DU GENE L-FERRITINE (FTL) (REFERENCE - 2014.02.01)

Avis d’évaluation

1 INFORMATION GENERALE

1.1 Demandeur : Hopital Maisonneuve-Rosemont

1.2 Date de transmission de la demande d’examen au MSSS : 28 novembre 2011

1.3 Date de réception de la demande a I'INESSS : 4 juin 2014

1.4 Date de transmission de I’avis au ministre : 31 octobre 2014

Mise en garde

Le présent avis est fondé sur I'information scientifique et commerciale déposée par le
demandeur ainsi que sur une recherche documentaire complémentaire selon les
données disponibles au moment de I’évaluation de I'analyse par I'INESSS.

2 TECHNOLOGIE, SOCIETE ET LICENCE

2.1

2.2

2.3

24

Nom de la technologie

Séquencage de type Sanger avec résolution par électrophorése sur capillaires a I'aide du
Genetic Analyzer 3130XL de Life Technologies

Description bréve de la technologie et précisions techniques et cliniques

Le séquencage de I'élément de réponse au fer (Iron response element ou IRE) situé dans la
région non traduite en 5’ (5" UTR) du géne FTL (Ferritin light chain) permet de détecter la
présence de mutations causant le syndrome d’hyperferritinémie-cataracte (SHFC).

Selon I'information fournie par le demandeur, la région d’intérét est amplifiée a I'aide d’une
trousse maison par réaction de PCR (polymerase chain reaction). Aprés la purification du
produit grace a la trousse Qiaquick de Qiagen, une réaction de séquence cyclique de type
Sanger est effectuée (trousse Big DyeTerminator v3.1 de Life technologies). Les produits de
réaction purifiés a I'aide de la trousse DyeEx 2.0 de Qiagen sont alors migrés et la séquence
est résolue et analysée avec le Genetic analyzer 3130XL (Life Technologies) et le programme
Sequencher (Genes Codes Corporation).

Société ou développeur

Les réactions de PCR et de séquencage sont réalisées a I'aide d’amorces maison. La réaction
de séquencage est effectuée a I'aide de la trousse Big Dye Terminator v3.1 (Life
Technologies).

Les trousses de purification du produit de PCR (Qiaquick) et de la réaction de séquence
(DyeEx 2.0) sont commercialisées par Qiagen.

Licence : ne s’applique pas.



2.5
2.6

2.7

Brevet, le cas échéant : ne s’applique pas.
Statut d’homologation (Santé Canada, FDA)
Ce test n’a fait 'objet d’aucune homologation.

Valeur pondérée : 123,0

INDICATIONS CLINIQUES, MILIEUX DE PRATIQUE ET MODALITES
D’ADMINISTRATION

3.1

3.2

Patients ciblés

L’analyse est effectuée chez des patients présentant une hyperferritinémie et une
saturation de la transferrine normale. Les antécédents familiaux permettent parfois de
soutenir le diagnostic.

Description de la maladie visée

Le syndrome d'hyperferritinémie-cataracte (SHFC) est un désordre rare caractérisé par un
exces de ferritine dans le sang et les tissus, accompagné par la détérioration progressive de
la vision et I'apparition de cataractes bilatérales dues a des opacités nucléaires et corticales
pulvérulentes. Ces cataractes progressent généralement vers une configuration en
tournesol caractéristique [Cazzola, 2002; Girelli et al., 1995]. L’accumulation et la
précipitation de ferritine dans le stroma du cristallin seraient a I'origine des opacités
observées [Brooks et al., 2002]. Typiquement, il y a une absence de surcharge en fer
permettant la différenciation entre le SHFC et ’'hémochromatose héréditaire (annexe A).

Les cataractes, souvent diagnostiquées au cours de I'enfance, représentent la seule
manifestation clinique de ce syndrome et I’dge de leur apparition semble tributaire de
facteurs génétiques et environnementaux [Bowes et al., 2014; Brooks et al., 2002; Cazzola,
2002].

Le SHFC est causé par des mutations dans I'IRE situé dans la région 5’ UTR du géne FTL
(OMIM 134790). Ce géne code pour les chaines légeres de la ferritine (L-ferritine), lesquelles
se fixent aux sous-unités d’H-ferritine et forment un complexe protéique ayant pour role de
séquestrer les ions de fer intracellulaires excédentaires [Millonig et al., 2010]. Chez les
individus porteurs d’alleles normaux, I'absence d’une quantité suffisante de fer permet la
liaison de la protéine régulatrice du fer (iron regulatory protein ou IRP) a I'IRE situé sur
I’ARNm, inhibant ainsi la production de L-ferritine. Les mutations associées a la maladie
modifient la stabilité ou la structure de I'IRE ou I'affinité de liaison des IRP pour I'IRE. Ces
modifications conduisent a une synthése constitutive et faiblement régulée de L-ferritine et,
ultimement, a une hyperferritinémie qui ne refléte pas les niveaux sériques de fer [Bowes et
al., 2014; Cazzola, 2002; Camaschella et al., 2000; Martin et al., 1998; Cazzola et al., 1997,
Girelli et al., 1997; Girelli et al., 1995; Beaumont et al., 1995]. Le diagnostic différentiel du
SHFC inclut la détermination de I'absence d’états inflammatoires, auto-immuns,
oncologiques, de maladies du foie et d’hémochromatose héréditaire dans le but d’éviter les
explorations diagnostiques et autres interventions injustifiées, dont les phlébotomies et les
biopsies [Millonig et al., 2010; Ponka et al., 1998; Lipschitz et al., 1974].

Le SHFC est une maladie trés majoritairement familiale transmise selon un mode
autosomique dominant [Bonneau et al., 1995; Girelli et al., 1995]. Les patients porteurs de
mutations homozygotes ne présentent pas nécessairement un phénotype clinique plus



sévere [Giansily-Blaizot et al., 2013; Luscieti et al., 2013]. Des cas de mutations acquises de
novo ont été décrits dans la littérature [Cao et al., 2010; Messa et al., 2009, Phillips et al.,
2005; MclLeod et al., 2002].

3.3 Nombre de patients visés

Le SHFC est une maladie rare dont la prévalence a été évaluée a environ un cas sur 200 000
dans la population australienne [Craig et al., 2003]. D’autres indiquent plutot une
prévalence inférieure a 1 cas par 1 000 000 d’habitants sans précision du lieu
géographique’. Le demandeur suggére une prévalence accrue dans la population des
Laurentides, qui pourrait étre associée a un effet fondateur. En effet, plusieurs patients
porteurs de la mutation ont été répertoriés par le demandeur dans cette région. Environ
60 analyses devraient étre effectuées annuellement, selon les statistiques des années
précédentes.

3.4 Spécialités médicales et autres professionnels concernés
Hématologie, ophtalmologie, biologie moléculaire, génétique.
3.5 Modalités d’administration du test

Aucun algorithme de prescription précis n’a été établi pour cette analyse.

4 CONTEXTE TECHNOLOGIQUE
4.1 Nature de la technologie diagnostique : unique.
4.2 Breve description de la situation technologique actuelle
Cette analyse ne remplace aucun autre test ou code existant dans le répertoire.

Elle est toutefois disponible sur le plan clinique depuis plus de huit ans aupres du centre
demandeur.

4.3 Breve description des avantages évoqués de la nouvelle technologie

L’approche suggérée par le demandeur est celle utilisée dans les quinze centres recensés au
Canada (p. ex. Molecular Diagnostic Genetics, Hamilton Regional Laboratory Medicine
Program, Hamilton, Ontario?), en Europe et en Australie, qui offrent ce service en clinique.

Cette approche permet de reconnaitre I'ensemble des mutations ponctuelles et les petites
délétions contenues dans la région ciblée.

4.4 Colt de latechnologie et des options : n’a pas été analysé.

5 DONNEES PROBANTES

5.1 Pertinence clinique

5.1.1 Remplacement d’un autre test : cette analyse ne remplace aucun test existant.

1. Beaumont C. Syndrome d'hyperferritinémie-cataracte héréditaire [site Web]. Orphanet; 2006. Disponible a :
http://www.orpha.net/consor/cgi-bin/OC_Exp.php?Lng=FR&Expert=163.
2. Site Web du Hamilton Regional Laboratory Medicine Program (HRLMP) : http://www.hrlmp.ca.



5.1.2 Valeur diagnostique ou pronostique

La littérature rapporte que le diagnostic du SHFC est fréquemment établi a |a suite de la
découverte fortuite, chez la personne atteinte, d’'une hyperferritinémie non expliquée
pouvant s’élever jusqu’a plus de 3200 pg/I° [McLeod et al., 2002; Girelli et al., 2001].
L’absence d’une surcharge en fer (évaluée par le niveau de saturation de la transferrine et le
niveau de fer sérique) devrait mener a une suspicion de SHFC (annexe A). Toutefois,
plusieurs groupes ont rapporté que des personnes atteintes du SHFC avaient recu un
diagnostic erroné d’hémochromatose héréditaire. La prévalence de I'hémochromatose
héréditaire est supérieure a celle du SHFC* et son traitement inclut des phlébotomies
thérapeutiques qui ménent a des anémies causées par une déficience en fer chez les
patients souffrant de SHFC et a des interventions invasives telles que des biopsies
hépatiques [Millonig et al., 2010; Brooks et al., 2002; Girelli et al., 1995].

Dans certains cas, le diagnostic peut étre confirmé par la présence de cataractes bilatérales
caractéristiques a un age précoce et par des antécédents familiaux [Craig et al., 2003].
Toutefois, quelques études rapportent certains cas avec une présentation clinique partielle
et des cas de novo [Mufioz-Mufiioz et al., 2013; Craig et al., 2003; Hetet et al., 2003; McLeod
etal., 2002; Girelli et al., 2001].

L’analyse proposée par le demandeur pourrait permettre la confirmation du diagnostic et la
mise en place d’un suivi ophtalmologique approprié aupres du cas index et des membres
atteints de la famille repérés a la suite de |'évaluation de leur statut mutationnel pour I'IRE
en 5’UTR de FTL.

Les patients atteints n'ont pas besoin de traitements médicaux autres que ceux associés aux
troubles visuels [Cazzola, 2002; Girelli et al., 2001]. Le seul traitement pour les cas
symptomatiques consiste en I'extraction chirurgicale des cataractes.

5.1.3 Valeur thérapeutique

Cette analyse est utilisée a des fins diagnostiques et pronostiques.

5.2 Validité clinique

TERME PRESENCE ABSENCE SANS OBIJET

Sensibilité X
Spécificité X

Valeur prédictive positive (VPP) X
Valeur prédictive négative (VPN) X
Rapport de vraisemblance (LR) X
Courbe ROC X
Exactitude X

3. Les niveaux normaux étant situés dans des intervalles approximatifs de 22 et 340 pg/l pour les hommes et 10 et 300 pg/l pour les femmes.
[Bennett et al., 2013; Luscieti et al., 2013]. Ces niveaux varient d’un laboratoire a un autre.

4. La prévalence est évaluée entre 1 individu sur 250 et 1 individu sur 400 dans la population d'ascendance nord-européenne [Bowes et al.,
2014; Yin et al., 2014; Wong et al., 2005].



Deux groupes indépendants, celui de Girelli et ses collaborateurs [2001] et celui de
Beaumont et ses collaborateurs [1995], ont décrit et associé le SHFC a des mutations dans la
région 5" UTR du gene FTL. Depuis, cette maladie a été décrite dans plus de 70 familles,
principalement d'ascendance européenne [Bennett et al., 2013; Millonig et al., 2010].
L’ensemble de la littérature, constituée largement d’études de cas et de séries de petits
nombres, a démontré un degré de corrélation génotype-phénotype important au sein des
familles atteintes (tableau 1).



Tableau 1

Compilation d’études comprenant plus d’une famille ou des populations témoins

ETUDE POPULATION NOMBRE DE CARACTERISTIQUES PHENOTYPIQUES TYPE DE COHORTE NOMBRE DE NOMBRE DE SUJETS
FAMILLES OU CRITERES D’INCLUSION SUJETS TESTES | AVEC MUTATION

Beaumont et al., | France 1 Hyperferritinémie + cataractes Affectés 3 3
1995

Membres de famille Non affectés 3 0

Individus non atteints Témoins 94 0
Girelli et al., Italie 14 Hyperferritinémie + cataractes Affectés 62 62
2001

Hyperferritinémie Phénotype partiel 1 1
McLeod et al., Australie 2 Hyperferritinémie + cataractes Affectés 14 14
2002 1 de novo bilatérales

Membres de famille Non affectés 16 0

Hyperferritinémie Phénotype partiel 1 1
Brooks et al., E.-U. 1 Hyperferritinémie + cataractes Affectés 5 5
2002

Membres de famille Non affectés 1 0

Individus non atteints Témoins 65 0
Hetet et al., France 52 cas index Hyperferritinémie + cataractes Affectés 24 24
2003" bilatérales précoces + histoire

familiale positive

Hyperferritinémie + cataractes Témoins 25 0

tardives dans certains cas et sans

historique familial (25)
Craigetal., Australie 3 Hyperferritinémie + cataractes Affectés 18 18
2003’ Italie 1 de novo d’aspect caractéristique

Membres de famille Témoins 5 0

Hyperferritinémie Phénotype partiel 1 1




ETUDE POPULATION NOMBRE DE CARACTERISTIQUES PHENOTYPIQUES TYPE DE COHORTE NOMBRE DE NOMBRE DE SUJETS
FAMILLES OU CRITERES D’INCLUSION SUJETS TESTES | AVEC MUTATION

Lachlanetal., UK Hyperferritinémie et cataractes Affectés 24 24
2004 précoces

Membres de famille Témoins 10 0
Papanikolaou et |Grece Hyperferritinémie + cataractes Affectés 9 9
al., 2006

Membres de famille Témoins ns 0
Vanita et al., Inde Hyperferritinémie et cataractes Affectés 13 13
2006 d’aspect caractéristique

Membres de famille Témoins 14 0

Individus non atteints Témoins 50 0
Nonnenmacher |Allemagne (4) Hyperferritinémie + historique familial | Affectés 4 4
etal., 2011 de cataractes
Shekunov et al., |E.-U. Diagnostic de SHFC Affectés (53) 20 20
2011

Hyperferritinémie + vacuoles dans les 1 0

deux lentilles

Ferritinémie normale + vacuoles dans 2 0

les deux lentilles ou opacités dans un

ceil
Bennett et al., E.-U. Cataractes bilatérales précoces Affectés 6 6
2013 (transmission autosomique

dominante)

Membre de la famille Témoins 7 0

Individus atteints de cataractes Témoins 197 0

associées a I'age

Individus non atteints Témoins 102 0




ETUDE POPULATION NOMBRE DE CARACTERISTIQUES PHENOTYPIQUES TYPE DE COHORTE NOMBRE DE NOMBRE DE SUJETS
FAMILLES OU CRITERES D’INCLUSION SUJETS TESTES | AVEC MUTATION
Luscieti et al., Allemagne (1) 2 Hyperferritinémie + cataractes (ou Membres affectés 7 7
2013 Espagne (1) signe de déclenchement de la
maladie) sans surcharge de fer
Individus non atteints Témoins 50 0
Mufioz-Muiioz | Espagne 3 Hyperferritinémie + cataractes Affectés 7 7
etal., 2013 1 de novo
Cataractes sans hyperferritinémie Phénotype partiel 1 1
Membres de famille Membres non affectés 3 1

La présence de mutations dans la région 5" UTR de FTL a été déterminée par séquengage de type Sanger, a moins d'indication contraire.

1. Testé par électrophorése sur gel dénaturant a double gradient.

2. Cette étude inclut les cas de I'étude de McLeod et al., 2002.

Abréviation : ns = non spécifié.




Parmi les études repérées, Muinoz-Mufoz et ses collaborateurs [2013] rapportent le seul cas
de discordance phénotype-génotype; malgré la présence de mutations, cet individu ne
présentait aucune manifestation clinique de la maladie. Cette étude rapporte également le
cas d’un patient chez qui le phénotype partiel était constitué de cataractes diagnostiquées
en bas age, sans hyperferritinémie. Quelques autres cas de phénotype partiel, sous la forme
d’hyperferritinémie seule, ont été repertoriés. Le SHFC étant un trouble progressif, les
auteurs de ces études mentionnent qu’il est possible que ces patients développent
ultérieurement des cataractes.

L'inclusion de cohortes témoins dans les études de cas, de méme que les études de
dépistage du SHFC au sein de différentes cohortes (population générale, patients
hyperferritinémiques, personnes atteintes de cataractes) ont permis de confirmer la
corrélation entre la présence de mutations dans la région 5’UTR de FTL et le SHFC et de
constater la prévalence faible de la maladie (tableau 2).



Tableau 2 Etudes de prévalence du SHFC/mutations de I'IRE de FTL
ETUDE POPULATION TYPE DE COHORTE CRITERES D’INCLUSION OU CRITERES D’EXCLUSION NOMBRE DE NOMBRE DE
(NOMBRE) CARACTERISTIQUES DES SUJETS TESTES | SUJETS AVEC
PATIENTS TESTES MUTATION
Rosochova et al., |Suisse Chirurgie pour cataractes |Chirurgie pour cataractes, n.s. 2
2000 (3000) sur une période de | patients opérés avant 51 ans +
4 ans hyperferritinémie légere (267 et
135 opérés avant 51 ans 435.pfg/l) +antecedents
familiaux de cataracte
19 opérés avant 51 ans
pour cataracte bilatérale
nucléaire
Bozzini et al., Italie Donneurs a une banque de | Ferritine > 300 pg/L 13
2003" sang (3246) Opacité minimale des cristallins
Chirurgie pour cataractes |Cataracte juvénile (<40 ans) Autre étiologie 15
sur une période de 6 ans (traumatisme,
(11 685) corticostéroide, diabéte)
Chirurgie pour cataractes | Ferritine sérique = 300 pg/L Maladie inflammatoire, 26
liées a I'age sur une cancer
période d’un an (1231)
Kannengiesser et |n.s. Cas sporadiques (66) Hyperferritinémie non expliquée 66
al., 2003 Cas familiaux (25 cas Hyperferritinémie non expliquée 25
index)
Membres des familles des 30
cas familiaux (30)
Témoins (528) Statut de fer normal 528
Assia et al., 2010% | n.s. Cataractes associées a Orientés en raison de cataractes 90
I'age associées a |'age

Abréviation : n.s. : non spécifié.

La présence de mutations dans la région 5" UTR de FTL a été déterminée par séquencage de type Sanger, a moins d'indication contraire.

1. Testé par électrophorése sur gel dénaturant a double gradient.

2. Les 15 mutations les plus communes ont été recherchées par spectrométrie de masse MALDI-TOF/Sequenom.
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Une grande variabilité entre les niveaux sériques de ferritine, I’dge d’apparition et la gravité
des cataractes chez différents individus apparentés ou non et porteurs d’une méme
mutation ou de niveaux similaires de ferritine a été observée. Cette variabilité phénotypique
suggere une contribution potentielle d’autres éléments génétiques ou épigénétiques a
I"apparition et a la progression de la maladie [Vanita et al., 2006; Lachlan et al., 2004; Craig
et al., 2003; Girelli et al., 2001].

Les 37 mutations associées a la maladie et décrites a ce jour sont principalement des
mutations ponctuelles modifiant la stabilité ou la structure de I'IRE ou I'affinité de liaison
des IRP pour I'IRE. Elles conduisent a une synthése constitutive et faiblement régulée de L-
ferritine (annexes B et C). De ce nombre, 12 ont été répertoriées comme origine étiologique
du SHFC dans la base de données ClinVar du National Institute of Health (NIH) (en date du
2014-07-14). Quelques délétions éliminant une partie de I'IRE et une mutation double ont
également été décrites [Bowes et al., 2014; Cazzola, 2002; Camaschella et al., 2000; Martin
et al., 1998; Cazzola et al., 1997; Girelli et al., 1997; Girelli et al., 1995; Beaumont et al.,
1995].

Les mutations associées au SHFC sont, jusqu’a présent, confinées a la région 5 UTR du gene.
Par ailleurs, des mutations dans la région codante de FTL ont été associées a des maladies
ou phénotypes différents. Kannengiesser et ses collegues [2009] ont démontré, dans des cas
sporadiques et familiaux, que la présence de la mutation p.Thr30lle dans FTL se traduit par
une hyperferritinémie en I'absence de cataractes. Des mutations dans FTL ont également
été associées aux neurodégénérescences avec accumulation de fer dans le cerveau (OMIM®
606159) [Moutton et al., 2014; Nishida et al., 2014; Curtis et al., 2001] et a une déficience
en L-ferritine (OMIM 615604) [Cozzi et al., 2013; Cremonesi et al., 2004].

5.3 Validité analytique (ou technique)

PARAMETRE PRESENCE ABSENCE SANS OBJET

Répétabilité X

Reproductibilité X
Sensibilité analytique X
Spécificité analytique X

Effet de matrice X
Concordance X
Corrélation entre test et comparateur X

Le séquencage selon la méthode de Sanger est considéré comme la méthode de référence
(gold standard) de séquencage pour les applications cliniques [Rehm et al., 2013]. Il s’agit de
la méthode de détection utilisée dans la quasi-totalité des études d’association génétique et
de diagnostic reliées au SHFC (tableaux 1 et 2). La compilation des études rapportant les taux
de détection de mutations dans I'IRE de FTL au sein de cohortes atteintes et témoins suggere
une spécificité et une sensibilité importantes de cette technique.

La sensibilité de détection (LoD) de cette approche technique est généralement évaluée entre
10 et 30 % [Querings et al., 2011; Tsiatis et al., 2010], ce qui est suffisant pour le

*> OMIM : Online Mendelian Inheritance in Man.
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5.4

reséquencage et la détection de variants ponctuels présents a I'état homozygote et
hétérozygote et la détection de petites délétions telles que celles décrites dans la littérature
jusqu’a présent [Giansily-Blaizot et al., 2013; Luscieti et al., 2013; Burdon et al., 2007; Cazzola,
2002; Feys et al., 2001; Girelli et al., 1997].

L’analyse mise au point par le demandeur est un essai maison. Les amorces utilisées pour
I"amplification de la région d’intérét excédent I'IRE et 'ATG constituant le point de départ
de la traduction. Les amorces utilisées permettent de détecter 'ensemble des mutations
rapportées dans la littérature actuelle, a I'exception de la délétion de 25 nucléotides
touchant le site du début de la transcription décrite de fagon anecdotique par Burdon et ses
collaborateurs [2007].

Le demandeur offre cette analyse depuis plus de huit ans. Dans ce cadre, le séquencage de
chacun des échantillons est effectué en duplicata et dans les deux orientations de facon a
assurer la spécificité et la sensibilité de I'analyse. La spécificité des résultats obtenus est
également évaluée par comparaison avec les résultats du séquencage d’une cohorte de dix
témoins effectué initialement et d'un témoin additionnel séquencé systématiquement lors
de chaque analyse.

Le demandeur participe a une épreuve de séquencgage dans le cadre de son programme de
qualité externe. L'épreuve est réalisée auprés de I’ASHI (American Society for
Histocompatibility and Immunogenetics). Aucun programme d’échange de spécimens
spécifique au séquencage de la région 5’UTR de FTL n’a été mis en place.

Recommandations d’autres organismes

Adams et Barton [2011] ont recommandé que le diagnostic du SHFC soit confirmé par
séquencage de I'IRE du gene de la L-ferritine ou la concomitance d’hyperferritinémie et de
cataractes, et par le constat qu’au moins deux membres de la famille sont atteints lorsque le
séquencage n’est pas disponible.

La European Association for the Study of the Liver (EASL) [2010] a proposé un algorithme de
diagnostic dans son guide de pratique clinique entourant ’'hémochromatose, dans le cadre
duquel, apres I'élimination des causes communes d’hyperferritinémie (telles I'alcool,
I'inflammation, la nécrose cellulaire et les syndromes métaboliques) et en présence d'un
niveau de transferrine et de fer normal ou bas, il est suggéré qu'un test de mutation de I'IRE
de la L-ferritine soit réalisé pour confirmer, s’il y a lieu, le SHFC.

6 REPERCUSSIONS POSSIBLES DE L'INTRODUCTION DE L’ANALYSE
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6.1

6.2

6.3

Effet sur les ressources matérielles et humaines
L’analyse est déja offerte depuis plus de huit ans par le demandeur.

Comme dans le cas de toutes les analyses de séquencage, |'interprétation des résultats doit
étre effectuée par un personnel spécialisé compétent en bio-informatique et faisant partie
d’un programme de formation continue approprié.

Conséquences économiques de l'introduction de I'analyse dans le systéme de
santé et de services sociaux québécois
L'analyse est déja offerte depuis plus de huit ans par le demandeur.

Principaux enjeux organisationnels, éthiques ou autres (social, juridique, politique)

N’ont pas été analysés.



7 EN BREF

7.1

7.2

7.3

7.4

Pertinence clinique

La détection de mutations dans I'IRE situé dans la région 5’UTR du géne FTL permet de
confirmer un diagnostic de SHFC. De plus, elle permet de réperer, au sein de familles
atteintes, les individus asymptomatiques mais a risque de développer des cataractes afin
d’assurer un suivi ophtalmique approprié.

De plus, la littérature rapporte plusieurs cas ou des personnes atteintes de SHFC ont regu un
diagnostic erroné d’hémochromatose héréditaire. Il en résulte des phlébotomies
inappropriées et des biopsies inutiles.

Validité clinique

L'association entre I'IRE situé dans la région 5’UTR du géne FTL et le SHFC a été démontrée
par plusieurs études de cas familiaux et de novo.

Validité analytique

Le séquencgage de type Sanger est la méthode de référence pour I'identification de
variations génétiques de novo ou héréditaires permettant d'établir un diagnostic.

Recommandations d’autres organismes

Aucune recommandation n’a été repérée. Toutefois, un algorithme de diagnostic de
I'hyperférritinémie-hémochromatose indique I'intérét de tester les mutations du gene de la
L-ferritine pour confirmer le diagnostic du syndrome de |'hyperférritinémie-cataracte.
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8 AVIS EN BREF DE L'INESSS

Séquencage de I’élément de réponse au fer (IRE) du gene L-
ferritine (FTL)

Statut de la technologie diagnostique
Etablie
O innovatrice
O Expérimentale (pour la recherche uniquement)

O Remplacement de la technologie qui devient obsolete

Recommandation de 'INESSS
Avis de recommandation d’introduction (voir commentaires additionnels)
O Avis de refus d’introduction

O Avis de réévaluation

Recommandation additionnelle
O Lien a faire avec I'inscription de médicaments, si test compagnon
O Dpécision de production d’un guide d’usage optimal

O Production d’indicateurs dans le cas d’un besoin de vigilance

NOTE

Il s’agit d’une analyse discriminante importante pour le diagnostic différentiel de
I’'hémochromatose, ce qui préviendra des traitements inappropriés.

Il est important d’explorer davantage, dans le cadre d'une recherche, la possibilité d’une
mutation a effet fondateur au Québec et, si la démonstration est faite, de s’assurer que I'analyse
ciblera cette mutation de facon spécifique. Bien que souhaitable, cela n'est pas une condition
d'introduction de I'analyse.
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ANNEXE A

Maladies génétiques et acquises associées a une hyperferritinémie

DIAGNOSTIC FER CORPOREL | SATURATION DE COMMENTAIRES
TOTAL LA TRANSFERRINE
HYPERFERRITINEMIE ACQUISE
Infection Normal Normal/{
Surcharge de fer transfusionnelle ™ ™
Maladies auto-immune (p. ex. maladie de | Normal Normal/{
Still)
Lymphohistiocytose hémophagocytique Normal Normal/{
Formation de tumeur maligne (p. ex. Normal Normal/{
rétinoblastome)
Insuffisance rénale chronique Normal Normal/{
Maladies hépatiques aiglies ou chroniques | Normal Variable
Anémies
Anémie sidéroblastique congénitale, ™ ™
anémie dysérythropoiétique congénitale,
béta-thalassémie intermédiaire
HYPERFERRITINEMIE HEREDITAIRE

Hémochromatose héréditaire

- Type 1-HFE ™ ™ Transmission autosomique
récessive

- Type2aHJV ™ ™ Transmission autosomique
récessive, hémochromatose
juvénile

- Type 2b - HAMP ™ ™ Transmission autosomique
récessive, hémochromatose
juvénile

- Type3-TFR2 ™ ™ Transmission autosomique
récessive

- Type 4a—SLC40A1 ™ Normal/{ Transmission autosomique
dominante

- Type 4a—SLC40A1 ™ ™ Transmission autosomique
dominante

Syndrome d’hyperferritinémie — Normal Normal Transmission autosomique

cataracte (FTL)

dominante

Adapté de Nonnenmacher et al., 2011.
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ANNEXE B

Liste des mutations associées au SHFC rapportées dans plus d’une
famille et par plus d’un groupe

MUTATION ETUDE NOMBRE DE
FAMILLES/PATIENTS
c.-171C>G Munoz-Mufoz, 2013; Bosio, 2004 2/6
€.-168G>A ou G>C ou G>T Bennett, 2013; Munoz-Mufioz, 2013; Shekunov, 2011; 24/113
Millonig, 2009; Vanita, 2006; Lachlan, 2004; Craig,
2003; Hetet, 2003; Simsek, 2003; Campagnoli, 2002;
McLeod, 2002; Volkmann, 2000; Cicilano, 1999; Kato,
1999; Martin, 1998; Cazzola 1997
c.-167C>Aou C>T Mufioz-Mufioz, 2013; Ladero, 2004; Lachlan, 2004; 9/23
Hetet, 2003; Brooks, 2002; Giansily, 2001; Balas, 1999
c.-164C>A ou C>G ou CT Luscieti, 2013; Lachlan, 2004; Cremonesi, 2003; Hetet 4/16
2003; Mumford, 1998
c.-163 A>T ou A>G Garcia Erce, 2006; Cremonesi, 2003 2/10
c.-162-161delAC Hetet, 2003 1/1
c.-161 C>Aou C>G ou C>T Mufioz-Mufioz, 2013; Hernandez Martin, 2008; 16/44
Papanikolaou, 2006; Ferrante, 2005; Garderet, 2004;
Lachlan, 2004; Craig, 2003; Hetet, 2003; McLeod,
2002; Arosio, 1999; Cicilano, 1999; Mumford, 1998
c.-160A>G Bowes, 2014; Del Castillo Rueda, 2007; Hugues, 2006; 11/50

Ferrante, 2005; Mohn, 2005; Lachlan, 2004; Craig,
2003; Hetet, 2003; McLeod, 2002; Cremonesi, 2001;
Perez de Nanclares, 2001; Mumford, 2000; Cicilano,
1999; Barton; 1998; Arnold, 1997; Aguilar-Martinez,
1996; Beaumont, 1996
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ANNEXE C

Séquence nucléotidique et structure secondaire de I’'IRE situé dans la
région 5° UTR du gene FTL.
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c.-160 c.-157
- G UG &

c-161 > C U
A-U

c-163—> ,u

c.-164% C-G %0.453
U-G

c-166 — > | »

c.-167%

c-168— CG ¢ <180
i ve <ol
U =
c-171—> C-G

U-A
C -
U-A
G-C
U-A < c.-144
C-G
c-178 —> y.a
G-U
G-C
c-182 — = gg
G .
C-G
C-G
C.-186 ——= c-G
U-A
G-C
G-U
C C

(+1)5°-G-C-3'(+75)

Adapté de Millonig et al., 2010.




RECHERCHE DE PARECHOVIRUS PAR RT-PCR
QUANTITATIF EN TEMPS REEL (REFERENCE —
2014.02.001)

Avis d’évaluation
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INFORMATION GENERALE

Demandeur : CHU Sainte-Justine
Date de transmission de la demande d’examen au MSSS : 15 janvier 2014
Date de réception des demandes a I'INESSS : 10 mai 2014

Date de transmission de I’avis au ministre : 31 octobre 2014

Mise en garde

Le présent avis est fondé sur I'information scientifique et commerciale déposée par le
demandeur ainsi que sur une recherche documentaire complémentaire selon les
données disponibles au moment de I’évaluation de I'analyse par I'INESSS.

2 TECHNOLOGIE, SOCIETE ET LICENCE
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2.1

2.2

Nom de la technologie

Réaction en chaine par polymérase en temps réel (Reverse transcriptase-quantitative
Polymerase chain reaction ou RT-qPCR) pour la recherche de paréchovirus humain (HPeV)
sur des spécimens de sang et de liquide céphalo-rachidien (LCR)

Description bréve de la technologie et précisions techniques et cliniques

L’analyse par RT-qPCR permet la détection et la quantification des HPeV. La méthodologie a
été publiée par les auteurs [Renaud et al., 2011]. L'objectif de cette technique est de
quantifier les particules virales par la mesure du nombre de copies du génome de HPeV
présentes dans le sang ou le LCR du patient. L’ARN du virus est d’abord transcrit en ADN par
I’enzyme transcriptase inverse. Ensuite, il est amplifié puis quantifié par gPCR utilisant une
courbe standard intégrée faite a partir de contréles d’ARN quantifié. Il s’agit d’un essai avec
sonde d’hydrolyse (TagMan). Une sonde d’hydrolyse est une sonde a laquelle sont liés un
agent fluorescent et un agent inhibiteur de fluorescence. Lors de I'amplification de I’ADN, la
sonde se lie au gabarit et, sous I'effet de I'enzyme Taq polymérase, la sonde est liée au
produit d’amplification et son inhibiteur est clivé, permettant ainsi la détection et la
quantification du produit d’amplification. L’analyse est réalisée sur un appareil ABI 7500.
L’analyse cible une séquence non codante située a I'extrémité 5’ du génome

(5’ untranslated region : 5’-UTR); cette séquence est conservée parmi les HPeV. Le mélange
réactionnel contient également un contréle interne constitué d’un ARN csG4 (chlorophyle
synthase gene 4), de ses amorces et d’'une sonde spécifique a sa détection. Ainsi, les étapes
de transcription, d’amplification et de détection sont contrélées [Renaud et al., 2011].



2.3

2.4
2.5
2.6
2.7

Société ou développeur

La méthode a été développée par le demandeur au laboratoire de virologie moléculaire de
I’Université de Washington (Seattle, E.-U.) et publiée en 2011 [Renaud et al., 2011].
L'information soumise par le demandeur montre que des modifications ont été apportées
en ce qui a trait aux amorces et au contréle interne utilisé.

Licence : ne s’applique pas.
Brevet, le cas échéant : ne s’applique pas.
Statut d’homologation (Santé Canada, FDA) : ne s’applique pas; protocole maison.

Valeur pondérée : 42,0

3 INDICATIONS CLINIQUES, MILIEUX DE PRATIQUE ET MODALITES
D’ADMINISTRATION

3.1

3.2

Patients ciblés

o Patients de moins de 18 ans avec manifestations cliniques de méningite ou d’encéphalite
avec ou sans imagerie compatible.

e Patients de moins de 3 mois présentant un tableau clinique de sepsie, accompagnée ou
non d’une hépatite fulminante ou d’une coagulopathie.

e Adultes présentant un tableau clinique d’encéphalite; I'analyse pourra alors faire I'objet
d’une demande particuliere (autrement, les adultes seront exclus).

Description de la maladie visée

Les paréchovirus font partie de la famille des Picornaviridae au méme titre que les
entérovirus (EV). Le genre Parechovirus contient deux espéces, soit le virus de Ljungan et le
parechovirus humain (HPeV) pour lequel 16 types sont documentés®.

Les HPeV sont des virus fréquemment responsables d’infections en pédiatrie [Esposito et al.,
2014] chez des individus immunocompétents aussi bien qu’immunocompromis’ [Rahimi et
al., 2013]. Une étude finlandaise a montré que 8 enfants sur 9 (89 %) présentaient des
anticorps contre le virus HPeV1 avant I'adge de 2 ans et qu’au Japon, parmi des enfants agés
de 4 a6ans, 17/20 (85 %) présentaient une sérologie positive pour I'HPeV3 [Ito et al., 2004;
Joki-Korpela et Hyypia, 1998]. Ces données montrent que la quasi-totalité des cas
d’infection a HPeV surviennent chez des enfants de moins de 5 ans et que la majorité de ces
infections touchent des enfants en trés bas age, tel que présenté dans le tableau en annexe.

L'infection a HPeV peut étre associée a une variété de présentations cliniques : infection
asymptomatique, maladie bénigne ou maladie plus sévére telle que la méningite,
I’encéphalite et un syndrome évocateur de sepsie [Esposito et al., 2014]. Ces atteintes plus
sérieuses se confondent avec la méningite bactérienne, I’'encéphalite bactérienne et la
sepsie [De Crom et al., 2012]. Bien que soient décrits des cas d’hépatite fulminante ou

6. Pirbright Institute. Human parechovirus [site Web). Disponible a : http://www.picornaviridae.com/parechovirus/hpev/hpev.htm (consulté
le 12 ao(t 2014).

7. Public Health England (PHE). UK Standards for Microbiology Investigations: Meningoencephalitis. Londres, Angleterre : PHE; 2014.
Disponible a : https://www.gov.uk/government/uploads/system/uploads/attachment_data/file/344105/S_5i1.pdf (consulté le 8 juillet 2014).
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syndrome de coagulopathie disséminée (tel que décrit par le demandeur), I'infection a HPeV
a généralement une issue favorable et les patients peuvent obtenir leur congé rapidement
apres le diagnostic [Schuffenecker et al., 2012; Renaud et al., 2011]. La prise en charge des
patients symptomatiques se limite a un traitement de soutien puisqu’aucune médication
antivirale n’est efficace pour les HPeV [Levorson et Jantausch, 2009]. La présence de fieévre
est le symptome le plus fréquemment utilisé pour estimer la durée de I'infection, et les
auteurs en arrivent a une durée médiane variant entre 2 et 3 jours [Felsenstein et al., 2014,
Jeziorsky et al., 2014]. A la suite de I'infection, la majorité des patients obtiennent leur
congé en 3 a 5 jours [De Crom et al., 2013; Wolthers et al., 2008]. Le HPeV partage avec
I’entérovirus une présentation clinique, une fréquence et une gravité similaires chez les
jeunes enfants [Fischer et al., 2014].

En régle générale, les patients font I'objet d’'une recherche d’HPeV parce qu’ils présentent
des tableaux cliniques de sepsie ou de méningo-encéphalite aseptique®. On observe alors
dans des préléevements de LCR et de sang des taux de positivité a HPeV variant entre 0,7 et
43 % (voir annexe) [Rahimi et al., 2013; Sharp et al., 2013; Harvala et al., 2009]. L'infection a
HPeV présente également une distribution saisonniére et biannuelle® [Renaud et al., 2011].

La gestion clinique d’un patient présentant une méningite aseptique ou un « syndrome
évocateur de sepsie » (sepsis-like syndrome) est basée sur un traitement de soutien et la
poursuite du traitement antibiotique empirique jusqu’a ce qu’il y ait certitude que
I'infection n’est pas d’origine bactérienne (p. ex. identification virale ou culture bactérienne
négative). Des examens diagnostiques additionnelles peuvent également étre utilisées
(examens d’imagerie par résonance magnétique, radiographies pulmonaires ou
abdominales, électroencéphalogrammes) [Ramers et al., 2000].

3.3 Nombre de patients visés

Le demandeur estime a 1000 par année au Québec le nombre de recherches de
paréchovirus humain par RT-qPCR.

3.4 Spécialités médicales et autres professionnels concernés
Microbiologie, infectiologie, pédiatrie.

3.5 Modalités d’administration du test
Cette analyse peut étre réalisée sur des échantillons de sang total et de LCR.

Le demandeur prévoit un temps de réponse de trois jours. L’analyse sera effectuée trois fois
par semaine.

4 CONTEXTE TECHNOLOGIQUE

4.1 Nature de la technologie diagnostique

L’analyse est unique; aucune analyse faite au Québec ne permet d’établir la présence de
paréchovirus humain.

Le Laboratoire national de microbiologie (LNM) a Winnipeg effectue la détection

8. Méningite aseptique : méningite qui n’est pas causée par des bactéries pyogéniques. Bien qu’elle soit souvent causée par certains virus, elle
peut étre d’origine infectieuse ou non infectieuse (Ramachandran TS. Aseptic meningitis [site Web]. Medscape; 2014. Disponible a :
http://emedicine.medscape.com/article/1169489-overview (consulté le le 7 ao(t 2014)).

9. Distribution cyclique dont les cas apparaissent tous les 2 ans.
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4.2

4.3

4.4

moléculaire et le typage de paréchovirus par RT-PCR avec un temps de réponse de 21 jours
sur des spécimens de virus cultivés, de LCR, de selles et autres™.

Bréve description de la situation technologique actuelle

La RT-gPCR est I’étalon or (gold standard) pour la détection de HPeV puisqu’elle est plus
rapide, plus sensible et plus simple que la culture [Harvala et al., 2014; de Crom et al.,
2012].

En effet, la culture virale des HPeV est complexe puisque les conditions de culture et les
lignées cellulaires varient d’un HPeV a I'autre. Ainsi, les méthodes de culture virale
conventionnelles ne sont pas adaptées a la recherche des HPeV [Selvaraju et al., 2013].
De plus, les cultures virales sont de moins en moins utilisées parce que leur temps de
réponse est trop long pour étre utile lors de la prise en charge des patients.

Des méthodes sérologiques ont été mises au point pour la détection de différents HPeV,
mais les réactifs de typage des HPeV 3 a 6 ne sont pas largement répandus [Nix et al., 2008;

Joki-Korpela et Hyypia, 1998]. Des taux élevés de séropositivité a HPeV dés un jeune age

compliquent I'interprétation des résultats sérologiques [Ito et al., 2004].
Bréve description des avantages évoqués de la nouvelle technologie

La littérature repérée a permis de mettre en évidence les avantages suivants de
I'identification rapide du paréchovirus humain par RT-qPCR :

e réduire la durée de I'hospitalisation [Rahimi et al., 2013; Walters et al., 2011; Wolthers et
al., 2008];

o favoriser un usage approprié des antibiotiques, une réduction de la durée des
traitements antibiotiques, voire leur cessation lors de la confirmation du diagnostic
[Rahimi et al., 2013; Shoji et al., 2013; Walters et al., 2011; Wolthers et al., 2008];

e prévenir sa transmission dans les unités de soins intensifs [Piralla et al., 2014].

Colit de la technologie et des options : n’a pas été analysé.

5 DONNEES PROBANTES

5.1

Pertinence clinique

5.1.1 Remplacement d’un autre test

La détection d’HPeV par RT-gPCR ne remplace aucun test inscrit au Répertoire québécois et

systéme de mesure des procédures de biologie médicale, édition 2014-2015. Elle ne

remplace pas non plus le test réalisé au Laboratoire national de microbiologie (LNM)
puisque ce dernier offre le typage du paréchovirus et inclut également la détection du virus
de Ljungan (paréchovirus non humain). De plus, le temps de réponse offert par le LNM
ajouté au temps de transport ne permet pas d’obtenir le résultat assez t6t pour intervenir
efficacement.

5.1.2 Valeur diagnostique ou pronostique

La disponibilité d’un test hautement sensible et rapide (temps de réponse de moins de 3
heures) permet d’améliorer la gestion clinique des patients en réduisant la durée de séjour

10. Laboratoire national de microbiologie (LNM). Enterovirus — Paréchovirus [site Web]. Disponible a : https://www.nml-
Inm.gc.ca/guide2/pathogen_fraview.php?refdiagiD=301 (consulté le 8 juillet 2014).
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et la durée des traitements antibiotiques [Bennett et al., 2011].

A titre d'exemple, une étude rétrospective sur 15 nouveau-nés et jeunes enfants
hospitalisés pour fievre et syndrome évocateur de sepsie (éruption maculopapulaire palmo-
plantaire) montre qu’il a été possible de cesser I'administration d’antibiotiques en cours
d’hospitalisation apres la détection de HPeV3 sur sérum ou LCR par PCR en temps réel [Shoji
etal., 2013].

Le patient qui recoit un résultat positif n’aura pas a subir d’autres examens diagnostiques
afin de déterminer la cause de ses symptomes. Dans la mesure ou sa situation s’améliore, le
patient pourra recevoir son congé plus rapidement.

Aucun traitement n’est actuellement disponible pour combattre I'infection a HPeV
[Levorson et Jantausch, 2009]. Un résultat positif permet plut6t de cesser le traitement
antibiotique d’un patient alors qu’un résultat négatif ne compromet pas sa prise en charge.

Un test de HPeV ne devrait pas provoquer d’effets indésirables additionnels puisque, dans
les conditions ou le test est proposé, il y a déja un prélévement sanguin ou de LCR fait pour
la recherche d’entérovirus ainsi que pour des cultures bactériennes de base.

Plusieurs auteurs (dont le demandeur) concluent favorablement a I'introduction de tests de
détection de paréchovirus humain :

o les HPeV devraient étre testés par RT-gPCR chez les enfants de moins de 3 mois
présentant de la fiévre et d’autres symptomes de sepsie durant les mois d’été et
d’automne [Renaud et al., 2011];

o les HPeV devraient étre testés dans le LCR des enfants de moins d’'un an admis a I'hopital
pour un syndrome de sepsie ou de méningo-encéphalite [Pineiro et al., 2010];

o I'infection a paréchovirus devrait étre recherchée chez les nouveau-nés et nourrissons
fébriles sans cause bactérienne reconnue [Eyssette-Guerreau et al., 2013];

e la recherche de HPeV par RT-qPCR devrait étre faite chez les enfants de moins de 6 mois
présentant un tableau de sepsie durant les mois d’été et d’automne [Sharp et al., 2013].

5.2 Validité clinique

TERME PRESENCE ABSENCE SANS OBIJET
Sensibilité X
Spécificité X
Valeur prédictive positive (VPP) X
Valeur prédictive négative (VPN) X
Rapport de vraisemblance (LR) X
Courbe ROC X

Exactitude X




Sensibilité et spécificité

Une étude prospective néerlandaise a été conduite de 2008 a 2011 sur 285 patients agés de
0 a 16 ans présentant des symptomes systémiques de méningite, de diarrhée, d’infection
des voies respiratoires et autres. La RT-qPCR a permis de repérer 44 cas d’infection a HPeV
dont 16 méningites. Les résultats de cette étude montrent la performance diagnostique de
la RT-gPCR et de la culture virale sur différents types de spécimens. Par la RT-qPCR,

281 prélévements de selles, 296 nasopharyngés, 189 de sang, 250 d’urine et 141 de LCR ont
été testés. Par la culture virale, 159 prélevements de selles, 146 nasopharyngés et 80 de LCR
ont été testés. Un patient était considéré comme positif si au moins un type de prélévement
par 'une des deux techniques était positif. Cela engendre un biais dans le calcul de la
spécificité et de la valeur prédictive positive du premier tableau, qui sont de 100 % dans
tous les cas ou il y a des tests positifs.

Tableaul Comparaison de la performance diagnostique de la RT-qPCR et de la culture
virale pour la détection d’HPeV dans différents spécimens

SELLES ECOUVILLONNAGIES LCR SANG | URINE
NASOPHARYNGES
RT-gPCR | Culture | RT-gPCR | Culture | RT-gPCR | Culture | RT- RT-
virale virale virale | gPCR | gPCR
%
SENSIBILITE| 95,1 18,5 63,6 0 84,2 0 79,3 | 56,8
SPECIFICITE | 100 100 100 100 100 100 100 | 100
VPP 100 100 100 - 100 - 100 100
VPN 99,0 84,3 93,1 86,3 97,4 81,6 95,7 | 92,0

Adaptation du tableau 3a de De Crom et al., 2013.

La sensibilité de la RT-qPCR est plus élevée que celle de la culture virale indépendamment
du type de spécimen testé. La sensibilité de la RT-gPCR sur des prélevements de sang et de
LCR est respectivement de 84,2 et 79,3 %, et ce, que I'échantillonnage soit composé de
patients avec des symptomes de méningite, de patients avec des symptomes systémiques
ou autres. Les tableaux 2 et 3 présentent les résultats pour les mémes parametres selon
gu’il s’agit du diagnostic d’une infection systémique a HPeV ou d’une méningite.
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Tableau2 Comparaison de la performance diagnostique de la RT-qPCR et de la culture
virale pour HPeV dans les cas d’infection systémique sans méningite

SELLES ECOUVILLONNAGES SANG URINE
NASOPHARYNGES

RT-qPCR | Culture virale | RT-gPCR | Culture virale | RT-qPCR | RT-gPCR

%

SENSIBILITE 100 22,2 73,3 0 100 76,9
SPECIFICITE 9,1 88,9 58,3 100 85,7 90,9
VPP 74,4 80,0 81,5 - 95,7 95,2
VPN - 36,4 46,7 26,3 100 62,5

Adaptation du tableau 3b de De Crom et al., 2013.

La recherche de paréchovirus sur un échantillon sanguin est optimale pour le diagnostic
d’une infection systémique a HPeV (sensibilité : 100 %; spécificité : 85 %). La spécificité
obtenue avec les prélevements sanguins est de 85 % puisque les cas de méningite ont
également été positifs selon le test sanguin. La recherche dans les prélevements de selles
est trés sensible (100 %), mais elle n’est pas spécifique a une infection systémique (9,1 %).

Tableau3 Comparaison de la performance diagnostique de la RT-qPCR et de la culture
virale pour HPeV dans les cas de méningite

SELLES ECOUVILLONNAG'ES LCR SANG | URINE
NASOPHARYNGES
RT- Culture Culture RT- Culture | RT- | RT-
q:C virale RT-qPCR virale gPCR virale |gPCR| gPCR
%
SENSIBILITE | 100 0 81,3 0 100 0 100 | 73,3
SPECIFICITE | O 100 0 100 100 100 0 | 500
VPP 84,2 - 81,3 - 100 - 66,7 | 92,3
VPN - 18,2 0 16,7 100 14,3 - 20,0

Adaptation du tableau 3c de De Crom et al., 2013.

Pour le diagnostic de la méningite, la RT-gPCR sur des prélevements de selles, de LCR et de
sang a une sensibilité de 100 %. Des prélevements positifs pour HPeV dans des spécimens
tels que les selles et le sang ne sont pas spécifiques a une infection méningée. Bien que la
spécificité soit de 100 % dans les préléevements de LCR, ce type de prélevement n’a été
collecté que lorsqu’il était indiqué par la présentation clinique. Un cas de méningite est
définit comme un cas symptomatique avec présence de HPeV dans le LCR. Ainsi, on observe
des biais dans les taux de sensibilité, spécificité, VPP et VPN sur les préléevements de LCR.

La premiere étude utilisant la RT-qgPCR montre une sensibilité de 100 % sur 36 spécimens



cliniques de LCR, de selles, d’écouvillonnages rectaux et nasopharyngés, de tissus
pulmonaires et de rate contenant des HPeV1 a 4 et HPeV 6 (confirmés par séquencgage) [Nix
etal., 2008].

Lors d’une étude de validation clinique d’une méthode RT-qPCR pour la détection des HPeV,
33 patients ont subi le test par RT-gPCR sur des échantillons de sang et de LCR. Trois
patients ont eu une réaction positive dans les deux types de prélevements et trente une
réaction négative dans les deux types [Noordhoek et al., 2008]. L'étude ne prévoyait
toutefois pas de méthode pour confirmer les résultats positifs (par exemple le séquencage).

Nix et ses collaborateurs ont développé une PCR nichée™ (nested-PCR), méthode reconnue
pour sa spécificité, et ils I'ont testée pour la détection de paréchovirus sur 107 spécimens
cliniques positifs confirmés par RT-qPCR. lls ont obtenu une sensibilité de 94 % (LCR : 7/8,
selles : 86/92, écouvillonnage rectal : 3/3, nasopharyngés : 2/2, rate : 2/2) [Nix et al., 2010].

Lors d’une étude rétrospective étatsunienne, la RT-gPCR a montré une spécificité de 100 %
sur une banque de 867 spécimens cliniques de LCR, ce qui appuie I'utilisation du test
directement sur des spécimens cliniques [Renaud et al., 2011].

La RT-gPCR n’a révélé aucun résultat positif pour HPeV lorsque 129 spécimens cliniques de
LCR contenant les virus Coxsackie (A9, B4, B5), écho virus (6, 7,9, 11, 13, 15, 18, 30) et
entérovirus 71 ont été testés [Nix et al., 2008].

5.3 Validité analytique (ou technique)

PARAMETRE PRESENCE ABSENCE SANS OBIJET
Répétabilité X
Reproductibilité X
Sensibilité analytique X
Spécificité analytique X
Effet de matrice X
Concordance X
Corrélation entre test et comparateur X

Sensibilité

La méthode RT-gPCR a présenté une sensibilité de 100 % (30/30) aprés 30 cycles sur des
spécimens contenant 30 copies et une sensibilité de 80 % (24/30) sur des spécimens
contenant 10 copies d’ARN d’HPeV1. A 3 copies, 11/30 (36,7 %) étaient positifs [Nix et al.,
2008]. Les auteurs rapportent que la RT-gPCR est de 100 a 1000 fois plus sensible que la
culture virale [Nix et al., 2008].

La sensibilité des amorces PCR a été vérifiée sur des souches de paréchovirus (souches de
référence et des isolats cliniques), et la RT-gPCR a amplifié avec succes I'ensemble des
souches (32 souches d’'HPeV1, 4 d’'HPeV2, 2 d’"HPeV3, 4 d’'HPeV4, 9 d’"HPeV5, 1 d’'HPeV6 et
4 de virus de Ljungan) [Nix et al., 2008].

11. La PCR « nichée » est une réaction PCR en 2 étapes avec 2 paires d’amorces spécifiques pour la méme séquence d’ADN. Une premiére
étape de 10 cycles est réalisée avec la premiére paire d’amorces puis on ajoute ensuite un exces de la deuxiéme paire d’amorces avant de
prolonger la réaction pour environ 25 cycles. Cette technique permet de gagner en spécificité lorsqu’il y a des séquences homologues
(Université Pierre et Marie Curie, Faculté de médecine Pitié-Salpétriere (FMPMC-PS). Biologie génique — Objectifs au cours de formation de
base IFTAB [site Web]. Disponible a : http://www.chups.jussieu.fr/polys/biochimie/BGbioch/POLY.Chp.8.11.html (consulté le 8 ao(it 2014)).
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Tableau 4 Différentes limites de détection rapportées dans la littérature

ETUDE METHODE TYPE DE VIRUS HPEV LIMITE DE DETECTION
CCIDso/ml* Nombre de
copies/ml
Felsenstein et HPeV3 32
al., 2014 Autres types 1,6x10° 3
3,2x10°
5ul de solution HPeV3
d’acides Autres types 1,6
nucléiques 7,93 1,6x10°
Selvaraju et HPeV3
al., 2013 Avec CI MS2' 1x10%°
Sans Cl MS2 1x10"°
Autres types
Sans Cl MS2 10°® et 10
Schuffenecker | Parechovirus- HPeV1 13,9
etal., 2012 Rgene de
Biomérieux
Bennett et al., | Platinum RT-PCR  |HPeV1 1,5 x 10%
2011
Express qPCR 2,3x10%
Renaud et al., HPeV1 5x 10°
2011
Van der HPeV1 4x10% 2,7 x10%
Sanden et al., HPeV2 1,6 x 10°* 1,1 x 10%
2008

* CCID signifie Cell Culture Infectious dose. CCIDso/ml est une mesure de la concentration en agents infectieux contenus dans
une solution. Par exemple, une solution a 1 CCIDso/ml, signifie que 1 ml de cette solution a 50 % de risques (ou 5 tubes sur 10)
d’infecter une culture cellulaire; si la solution est a 14 CCIDso/ml, c’est qu’elle est 14 fois plus concentrée que sa CCIDso/ml.
Ainsi, plus la CCIDso/ml est élevée, plus la solution est concentrée en agent infectieux.

t Bactériophage MS2, dont le génome est un ARN simple brin d’orientation positive.
FLes valeurs ont subi une conversion a partir des articles; 10°°x 10°=4x 10" et 10%*x 107 = 1,6 x 10°
§Le nombre de copies par réaction a été converti en concentration.

La variabilité entre les seuils de détection établis dans les différentes études est due a la
détermination de la CCIDs, qui dépend de la capacité du HPeV a croitre sur la culture
cellulaire utilisée. Les seuils établis ici sont généralement inférieurs a ce a quoi on pourrait
s’attendre pour des virus dont la croissance est mieux standardisée.

Spécificité
La spécificité des amorces PCR a été mise a I'épreuve et n’a présenté aucun résultat positif

lorsque testée avec les six souches virales suivantes : virus Coxsackie (A16, A24),
écho virus 30, entérovirus 68, virus d’encéphalomyocardite et virus d’encéphalomyélite



murine de Theiler [Nix et al., 2008].

La RT-gPCR HPeV ne présente aucune réactivité croisée avec 103 spécimens de rhinovirus
obtenus par culture virale et confirmés par RT-qPCR. La RT-qPCR a toutefois présenté une
faible réactivité croisée sur des spécimens positifs d’entérovirus (142) validés dans les
mémes conditions. Parmi les spécimens d’entérovirus, on trouve Coxsackie A, Coxsackie B3-
5, échovirus 6, 9, 11, 30 et entérovirus 71 [Renaud et al., 2011]. La concentration élevée de
virus dans une culture virale pourrait réduire la spécificité du test.

Aucune réactivité croisée avec le HPeV n’a été obtenue sur 84 spécimens de culture virale
positifs pour I'EV [Van der Sanden et al., 2008].

Aucune réactivité croisée n’a été relevée entre la RT-qPCR HPeV et les pathogénes suivants :

e Virus de l'influenza [A, A/HIN1, B], parainfluenza [1 a 4], virus respiratoire syncytial,
métapneumovirus humain, coronavirus [229E, OC43, NL63 et HKU1], adénovirus,
Pneumocystis jirovecii, Mycoplasma pneumoniae, norovirus, rotavirus, rougeole, virus de
I’'herpés (types 1 et 2), virus varicelle-zona, virus Epstein-Barr, cytomégalovirus et virus
des oreillons [Bennett et al., 2011];

o Virus Coxsackie (A2, A9, A13, Al14, Al6, A24, B1, B3, B4, B5), écho virus (1-7, 9, 12, 14, 15,
17, 19-21, 24-27, 29, 31, 32), entérovirus 71, poliovirus (1 et 3) et rhinovirus [De Crom et
al., 2012];

e Herpesvirus (types 1 et 2), virus varicelle-zona, adénovirus, virus respiratoires syncytial (A
et B), para-influenza (1 a 3), influenza (A et B), métapneumovirus humain, rhinovirus,
coronavirus (0OC43, 229E, NL63), norovirus, rotavirus, sapovirus et astrovirus [Nielsen et
al., 2013];

e Virus Coxsackie A9 et B6, écho virus 1, rhinovirus, norovirus, influenza, para-influenza,
métapneumovirus humain, virus respiratoire syncytial, adénovirus, virus BK,
cytomégalovirus, virus Epstein-Barr, virus de I’herpes, virus de I’"herpés humain et virus
varicelle-zona [Felsenstein et al., 2014];

e Virus Coxsackie (types A9, B1, B2, B3, B4, B5), écho virus (types 3, 4, 5,6, 7,9, 11),
rhinovirus (types 8, 13, 26, 27, 39), virus de I'herpés 1 et 2, virus de I'herpés humain 6,
cytomégalovirus et virus d'Epstein-Barr [Selvaraju et al., 2013];

e La trousse R-géne Parechovirus, telle que citée par Schuffenecker, ne présente aucune
réactivité croisée avec 26 souches de Picornaviridae non-HPeV. Parmi ceux-ci, notons des
virus Coxsackie, écho virus, entérovirus, poliovirus, rhinovirus [Schuffenecker et al.,
2012].

Concordance

Une concordance de 96 % a été établie lors du séquencage de 58 spécimens dont le test RT-
gPCR était positif, dont 53 ont été séquencés avec succes. Le séquencage n’a pu étre tenté
sur 3 spécimens et il a échoué pour les 2 derniers spécimens, et ce, malgré des tentatives
répétées [Selvarangan et al., 2011].

Bennett et ses collaborateurs ont testé 120 spécimens de LCR en paralléle avec une
méthode de RT-qPCR en multiplex et une méthode maison de PCR nichée. lls ont obtenu
une concordance de 100 % (7 HPeV positif et 113 négatifs) [Bennett et al., 2011].

Soixante-dix spécimens cliniques (33 positifs et 37 négatifs) dont les résultats ont été établis
par RT-PCR ont été testés avec une RT-qPCR spécifique a HPeV3 et une Pan-HPeV. Des
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concordances de 98,6 et 100 % respectivement ont été obtenues [Selvaraju et al., 2013].

Reproductibilité

Bennett et ses collaborateurs ont évalué la reproductibilité intraessai et interessai de leur
méthode RT-qPCR maison en utilisant les trousses de réactifs Platinum one-step kit et
Express qPCR one-step kit [Bennett et al., 2011]. Les essais ont été effectués 20 fois dans les
deux cas. Il en ressort une forte reproductibilité puisque la variation est faible (tableau 5).

Tableau 5 Reproductibilité de la RT-qPCR avec les trousses de réactifs Platinum RT-PCR
et Express qPCR

TYPE DE METHODE DETECTION COEFFICIENT
REPRODUCTIBILITE Seuil Ecart- Max* | Min* DE VARIATION
moyen type
(cycle)
Interessai Platinum RT- 27,02 0,48 28,45 | 25,6 0,0178
PCR
Express qPCR 26,86 0,32 27,31 | 26,23 0,0119
Intraessai Platinum RT- 27,34 0,28 28,81 | 26,51 0,0102
PCR
Express qPCR 27,54 0,35 28,03 | 27,02 0,0127

Tableau adapté du tableau 2 de Bennett et al., 2011.
*Le maximum et le minimum représentent la valeur moyenne du seuil + 3 écarts-types.

La reproductibilité d’une méthode RT-qPCR maison a été vérifiée avec des essais sur HPeV3
a 1 x 10" CCIDso/ml en triplicata et sur 3 jours différents. L’auteur a obtenu une excellente
reproductibilité en établissant des variabilités intraessais de 0,5 cycle d’amplification
(coefficient de variation de 1,3 %) et interessais de 1 cycle d’amplification (coefficient de
variation de 2,8 %) [Selvaraju et al., 2013].

5.4 Recommandations d’autres organismes

Un guide d’utilisation des services de laboratoire de microbiologie a des fins de diagnostic
des maladies infectieuses a été publié par I'Infectious Disease Society of America (IDSA) et
I’American Society of Microbiology (ASM). On y mentionne ['utilisation du test
d’amplification des acides nucléiques (TAAN) aux fins de diagnostic du paréchovirus dans les
spécimens de LCR pour la méningite et I'encéphalite [Baron et al., 2013]. On y mentionne
également la recherche dans les selles dans les cas de gastroentérite par TAAN et culture
virale.

La recherche de paréchovirus au Royaume-Uni est encadrée par les UK Standards for
Microbiology Investigations, produits par le Public Health England qui englobe aujourd’hui la
Health Protection Agency. Les UK Standards for Microbiology indiquent que la recherche de
paréchovirus est réalisée sur des prélevements de LCR par TAAN lorsque le tableau clinique
pointe vers la méningo-encéphalite chez des enfants de moins de 3 ans et des patients
immunosupprimés seulement™. Une surveillance a également été mise en place au

12. Public Health England (PHE). UK Standards for Microbiology Investigations: Meningoencephalitis. Londres, Angleterre : PHE; 2014.
Disponible a : https://www.gov.uk/government/uploads/system/uploads/attachment_data/file/344105/S_5i1.pdf (consulté le 8 juillet 2014).
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Royaume-Uni depuis le 1% juillet 2014 chez les enfants de moins de 90 jours atteints de
méningite & paréchovirus®.

13. Pubic Health England (PHE). Enterovirus and Parechovirus meningitis in infants <90 days of age. Beginning 01 July 2014. Disponible a :
http://www.his.org.uk/files/5414/0181/4935/Study_Flyer_Template_TO_MICROBIOLOGISTS_FINAL_s_k_29_5_14.pdf (consulté le 12 ao(t
2014).
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6.1 Effet sur les ressources matérielles et humaines
N’a pas été analysé.

6.2 Conséquences économiques de l'introduction de I'analyse dans le systéme de
santé et de services sociaux québécois
N’ont pas été analysées.

6.3 Principaux enjeux organisationnels, éthiques ou autres (social, juridique, politique)
N’ont pas été analysés.

EN BREF

7.1 Pertinence clinique
Un résultat de détection du paréchovirus humain positif dans un LCR permet d’exclure une
méningite ou une encéphalite bactérienne, et dans un prélévement sanguin il permet
d’exclure une sepsie bactérienne (selon les symptomes). Un tel résultat obtenu dans un
court délai permet de cesser un traitement antibiotique empirique, réduisant ainsi le cott
des traitements et I'exposition aux antibiotiques. Il permet également de libérer un patient
dont la situation clinique n’est pas jugée critique et de réduire les investigations
diagnostiques.

7.2 \Validité clinique
La RT-gPCR a montré une sensibilité clinique de 94 a 100 % et une spécificité de 100 % pour
la détection des HPeV dans les cas d’infection systémique et de méningite.
La détection des HPeV par RT-gPCR dans le sang en cas d’infection systémique sans
méningite présente une valeur prédictive positive (VPP) supérieure a 95 % et la détection
dans le LCR dans le cas d’'une méningite présente une VPP de 100 %.
La détection des HPeV par RT-gPCR dans les prélevements sanguins et de LCR présente une
valeur prédictive négative supérieure a 95 %.

7.3 Validité analytique

La RT-gPCR peut étre réalisée en trois heures au lieu de plusieurs jours pour la culture virale,
et son efficacité (sensibilité et spécificité) est meilleure que celle de la culture virale. Les
résultats montrent une forte reproductibilité et une trés bonne concordance.

Des seuils de détection entre 9 et 500 copies virales ont été établis. Des essais ont
également montré des seuils de détection allant de 10%%°* 4 3,2 x 10° CCIDso/ml. Cependant,
comme la croissance des différents HPeV est différente d’une culture cellulaire a I'autre, ces
données sont difficilement interprétables. On démontre que le seuil de détection de la RT-
gPCR est augmenté d’un facteur 10 lors de I'utilisation d’un contrdle interne (MS2). La RT-
gPCR est considérée comme étant de 100 a 1000 fois plus sensible que la culture virale pour
la détection des HPeV.



7.4

Par ailleurs, 8 études sur 9 n’ont montré aucune réaction croisée avec la multitude de virus
testés. La neuvieme étude a présenté une spécificité de 97 % sur des cultures virales
positives (titre élevé de virus).

La reproductibilité a pu étre établie par des coefficients de variation intraessaide 1,0a1,3 %
et interessaide 1,2 2 2,8 %.

La concordance, allant de 96 a 100 %, a été établie entre la RT-gPCR, une RT-qPCR
spécifique a HPeV3, une PCR nichée et le séquencage de résultats positifs obtenus.

Recommandations d’autres organismes

L'Infectious Disease Society of America (IDSA), I’American Society for Microbiology (ASM) et
le Public Health England endossent I'utilisation de méthodes TAAN pour le diagnostic de la
méningite et de I'encéphalite a paréchovirus. De plus, le Public Health England encadre son
utilisation chez les enfants de moins de 3 ans et chez les patients immunosupprimés.
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8 AVIS EN BREF DE L'INESSS
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Recherche de paréchovirus par RT-PCR quantitatif en temps réel

Statut de la technologie diagnostique
Etablie
O innovatrice
O Expérimentale (pour la recherche uniquement)

O Remplacement de la technologie qui devient obsoléete

La recommandation de I'INESSS

Avis de recommandation de I'introduction conditionnelle a la préparation d’un
algorithme associé la recherche d’entérovirus. Il y a lieu de bien établir si
I’'analyse sera faite en séquence ou en parallele avec le TAAN entérovirus (code
40061). Dans les deux cas, il faudrait vérifier si les valeurs pondérées doivent étre
modifiées du fait que le processus d’extraction est le méme pour les deux
analyses.

0 Avis de refus d’introduction

O Avis de réévaluation

Recommandation additionnelle
O Lien a faire avec I'inscription de médicaments, si test compagnon

O Dpécision de production d’un guide d’usage optimal

O Production d’indicateurs dans le cas d’un besoin de vigilance

NOTE

La disponibilité sur le marché des trousses combinant la recherche des deux types de virus a
I'intérieur de panels est également a considérer.
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ANNEXE A

Epidémiologie des cas d'infection & HPeV en présence de symptéomes de méningite, encéphalite

et sepsie

ETUDE (PAYS) SPECIMENS | NOMBRE DE PATIENTS | NOMBRE DE CAS | AGE DES CAS | DUREE DE LA FIEVRE | DUREE DU SEJOUR
(AGE) POSITIFS (%) POSITIFS (JOURS) (JOURS)
Abed et Boivin, 2006 (Canada)* Divers’ 28 (-) 28 (-) 27/28 < 4 ans - Moy. 3,7
De Crom et al., 2012 (Pays-Bas) LCR 232 (0-85 ans) 8(3,4) - - -
De Crom et al., 2013 (Pays-Bas) Divers* 285 (< 16 ans) 44 (15,0) médian ; Méd. 3
68 jours
380 (0-95 ans) 9(2,4)
Escuret et al., 2013 (France) LCR 137 (< 2 ans) 9 (6,6) <2ans - Moy. 4
82 (< 3 mois) 8(9,7)
; 440 (enfants) 12 (2,7)
Fglsenste!n etal., 2014 LCR <5ans Méd. 2 i
(Etats-Unis) 334 (<5 ans) 12 (3,6)
Fischer et al., 2014 (Danemark) Divers’ 6817 (enfants) 202 (3,0) < 3 mois - -
Ghanem-Zoubi et al., 2013 (Israél) ' LCR 367 (0-5 ans) 13 (3,5) < 3 mois - Méd. 4
. 183 (1-15 ans) 12 (6,5)
Han et al., 2013 (Corée du Sud) LCR <lan - Moy. 5,7
105 (< 1 an) 12 (11,4)
; 1575 (tout age) 14 (0,7)
Harvala et al., 2009 (Royaume-Uni) LCR < 3 mois - -
480 (< 3 mois) 14 (2,9)

Harvala et al., 2014 (Royaume-Uni) Sang 128 (<3 ans) 7 (5,5) - - -
Jeziorsky et al., 2014 (France) LCR 120 (<1an) 9(7,5) - Méd. 3 Méd. 3,5
98 (0-77 ans) 4(4,1)

Mirand et al., 2012 (France) LCR < 4 mois - Méd. 3,5
67 (0-16 ans) 4(5,9)
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ETUDE (PAYS) SPECIMENS | NOMBRE DE PATIENTS | NOMBRE DE CAS | AGE DES CAS | DUREE DE LA FIEVRE | DUREE DU SEJOUR
(AGE) POSITIFS (%) POSITIFS (JOURS) (JOURS)
Nielsen et al., 2013 (Danemark) Divers’ 2187 (tout age) 66 (3,0) 95 % < 4 mois - -
186 (tout age) 18(9,7)
Noordhoek et al., 2008 Divers* 16/18 <1 an ) i
(Pays-Bas) 106 (< 1 an) 16 (15,2)
397 (< 12 mois) 9(2,3)
Pineiro et al., 2010 (Espagne) LCR - - Moy. 6,8
265 (<2 mois) 8(3)
Piralla et al., 2014 (ltalie) LCR et sang 60 (< 1 mois) 3(5,0) - - -
Rahimi et al., 2013 (Iran) LCR 148 (< 8 ans) 64 (43,0) - - -
Renaud et al., 2011 (Etats-Unis) LCR et sang 499 (1-88 ans) 17 (3,4) < 3 mois 3,5° Moy. 3
Schuffenecker et al., 2012 (France) LCR 1765 (< 5 ans) 33(2,9) < 5 mois Moy. 2,9
Selvarangan et al., 2011 (Etats-Unis) LCR 780 (enfants) 58 (7,0) Moy. 46 jours Moy. 2,3 Moy. 3,6
Sharp et al., 2013 (Etats-Unis) LCR 388 (1-18 ans) 66 (17,0) < 5 mois Moy. 2,7 Moy. 3,9
Shoji et al., 2013 (Japon) LCR, sang 15 (-) - < 3 mois Méd. 3 Méd. 8
} 421 (< 18 ans) 10(2,4)
Walters et al., 2011 (Etats-Unis) LCR < 2 mois - -
317 (<3 ans) 10(3,2)
716 (<5 ans) 33 (4,6) Médian
Wolthers et al., 2008 (Pays-Bas) LCR . Méd. 3 Méd. 5
662 (< 2 ans) 32(4,8) 1,2 mois

Abréviations : LCR : liquide céphalorachidien; Méd : médiane; Moy : moyenne.

*L’analyse est effectuée par PCR.

T Ces études ont été réalisées par PCR nichée. Cette technique consiste a faire une amplification avec deux paires d’amorces pour un méme locus. La premiéere paire amplifie le locus normalement.
La deuxiéme paire d’amorces (les amorces nichées) se lie a I'intérieur de la séquence déja amplifiée pour produire un produit PCR plus court. Ce type de PCR le rend plus spécifique puisque le produit
d’amplification dépend de la spécificité de deux paires d’amorces.

¥ Les études portant sur des spécimens divers ne portaient pas que sur des cas de méningite, d'encéphalite et de sepsie.

§ L'auteur n'indique pas si la valeur est moyenne ou médiane.
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DETECTION DE L’ANTIRECEPTEUR GLUTAMATE (NMDA)
(REFERENCE - 2014.02.02)

Avis d’évaluation

1. INFORMATION GENERALE
1.1. Demandeur : CHU Sainte-Justine
1.2. Date de transmission de la demande au MSSS : 1°" mai 2014
1.3. Date de réception de la demande a I'INESSS : 10 juillet 2014

1.4. Date de transmission de I’avis au ministre : 31 octobre 2014

Mise en garde

Le présent avis est fondé sur I'information scientifique et commerciale déposée par le
demandeur ainsi que sur une recherche documentaire complémentaire selon les
données disponibles au moment de I’évaluation de I'analyse par I'INESSS.

2. TECHNOLOGIE, SOCIETE ET LICENCE

2.1 Nom de la technologie

Détection de I'antirécepteur glutamate NMDA (N-méthyl-D-aspartate) par
immunofluorescence indirecte sur liquide céphalorachidien (LCR) ou sur le sérum

2.2 Description bréve de la technologie et précisions techniques et cliniques

Il s’agit d’une analyse destinée a détecter, dans le LCR ou le sérum, la présence d’auto-
anticorps dirigés contre un antigene de membrane du systéeme nerveux central, le récepteur
D-aspartate N-méthyle (anti-R-NMDA') ou antirécepteur glutamate’ [Dalmau et al., 2008].
L'analyse est réalisée par immunofluorescence indirecte sur différents substrats, coupes de
tissus de I’hippocampe et du cervelet de rat (analyse tissulaire) et sur des cellules en culture
exprimant le récepteur NMDA recombinant (cellules HEK®293 transfectées'’). Des cellules
non transfectées sont utilisées comme témoins. L’analyse tissulaire permet le repérage

14. Le récepteur NMDA, constitué de quatre protéines transmembranaires postsynaptiques (tétrameéres), est formé généralement de deux
sous-unités RN1 et de RN2. Il est présent en grande quantité dans le cortex cérébral et I'hippocampe. Il est actif dans de nombreux
mécanismes physiopathologiques tels que la locomotion, la douleur, la mémorisation et I'apprentissage. Les quatre protéines forment un
canal qui permet le transit des ions calcium, sodium et potassium et qui est normalement obstrué par I'ion magnésium. Ce dernier posséde un
site de fixation a I'intérieur du canal. Plusieurs molécules, notamment le NMDA, peuvent étre fixées au récepteur. Lorsque le glutamate est
libéré dans I'espace synaptique, il peut ouvrir les récepteurs au NMDA et permettre ainsi aux molécules de calcium d’entrer dans la dendrite
postsynaptique [Lafaix, 2013].

15. Le glutamate est un neurotransmetteur excitateur majeur du cerveau dont I'effet se manifeste sur trois types de récepteurs, soit NMDA,
kainate et AMPA [Monier et Fabien, 2006].

16. HEK : Human Embryonic Kidney.

17. La transfection consiste a introduire un fragment d'ADN étranger a l'intérieur d'une cellule d’eucaryote dans le but de faire exprimer a la
cellule un géne donné (Futura-Santé. Transfection [site Web], disponible a : http://www.futura-sciences.com/magazines/sante/infos/dico/d/
genetique-transfection-273/). Les cellules rénales embryonnaires humaines (HEK293) sont transfectées avec des plasmides exprimant les
sous-unités NR1, NR2A ou NR2B du R-NMDA de rongeurs [Dalmau et al., 2007]. Plasmide : fragment d'ADN de certains micro-organismes
(notamment de bactéries), séparé et indépendant du fragment principal (chromosome) (Dictionnaire de frangais Larousse. Plasmide [site
Web], disponible a : http://www.larousse.fr/dictionnaires/francais/plasmide/61476).
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2.5
2.6

2.7

d'anticorps anti-R-NMDA et d'autres anticorps (p. ex. antirécepteurs VGKC'® et AMPA™).
L'analyse faite en paralléle sur des cellules HEK293 (Cell Based Assay ou CBA) permet la
détection sensible et monospécifique des anticorps anti-R-NMDA [EUROIMMUN, 2014].
Différentes trousses sont disponibles, selon les substrats utilisés, soit une microplaque a
guatre biopuces regroupant tous les substrats décrits ci-dessus ou a deux biopuces avec
comme substrats les cellules transfectées et non transfectées.

Technique

Les échantillons a tester (sérum dilué au 1:10 dans du PBS*-Tween ou LCR non dilué) sont
déposés sur un support d'incubation selon la technique TITERPLANE™. La lame contenant
les biopuces avec les différents substrats est ensuite déposée sur ce méme support de sorte
gu’elle entre en contact avec les liquides et que chaque échantillon réagisse en méme
temps. L'étape d’incubation a la température ambiante dure 30 minutes. En cas de
réactions positives, des anticorps spécifiques de la classe IgA, 1gG et IgM se lient aux
antigeénes fixés a la phase solide (biopuces). Aprés chaque étape d’incubation, les lames de
biopuces sont lavées avec du PBS-Tween pour éliminer les anticorps non liés ou tout réactif
marqué a la fluorescéine non lié. Les anticorps liés sont détectés avec des anticorps anti-lgG
antihumains marqués a la fluorescéine et rendus visibles au microscope a fluorescence.

Les anticorps anti-R-NMDA montrent une fluorescence qui va de lisse a granulaire fine dans
le cytoplasme des cellules HEK293 transfectées?’.

Société ou développeur

La compagnie EUROIMMUN (Medizinische Labordiagnostika AG) (Allemagne).
Licence : ne s’applique pas.

Brevet : ne s’applique pas.

Statut d’homologation (Santé Canada, FDA, autres pays)

La trousse Anti-Glutamate Receptor (type NMDA) IFI (utilisant la méthode CBA) de la
compagnie EUROIMMUN est homologuée par Santé Canada (n° 81522).

La FDA a approuvé la trousse EUROIMMUN Anti-Glutamate Receptor (type NMDA) IFI
utilisant la méthode CBA par technique d’immunofluorescence indirecte semi-quantitative
(k100017%).

Valeur pondérée

Valeur de 239,26, y inclus le colt de deux lames pour chaque type de prélevement, sérum
et LCR (soit 119,63S par lame).

18. VGKC : voltage-gated potassium chanel.

19. AMPA : alpha-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazole propionic acid.

20. PBS : phosphate buffered saline.

21. EUROIMMUN. Autoantibodies against neuronal antigens [site Web]. Disponible a :
http://www.euroimmun.com/index.php?id=aak_gegen_neuronale_antigene&L=1.

22. Food and Drug Administration (FDA). 510(k) Substantial equivalence determination: Decision summary. 510(k) Number: k100017.
Disponible a : http://www.accessdata.fda.gov/cdrh_docs/reviews/K100017.pdf.
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3. INDICATIONS CLINIQUES, MILIEU DE PRATIQUE ET MODALITES
D’ADMINISTRATION

3.1

3.2

3.3

Patients ciblés

Patients atteints d'encéphalite auto-immune sans cause infectieuse fréquente reconnue
(HSV:, vzv*, entérovirus).

Description de la maladie visée

Des signes cliniques associant au tératome de I'ovaire des épisodes de troubles de la
mémoire, des symptomes psychiatriques, une détérioration de I'état de conscience ou de
I’hypersomnie et des signes d’hypoventilation centrale ont été décrits chez quatre femmes
examinées par les auteurs d’une étude publiée en 2005 et chez cing autres cas décrits
auparavant et rapportés dans la méme étude [Vitaliani et al., 2005]. Depuis, environ

419 autres patients atteints de ce syndrome ont été repérés, y compris des enfants et de
jeunes adultes avec ou sans tumeur associée. L'incidence exacte de la maladie n’est pas
connue, mais il semble qu'elle soit de plus en plus fréquente avec une prédominance
féminine de 80 % [Dalmau et al., 2011].

La majorité des patients atteints d’encéphalite a anti-R-NMDA ont une synthése
intrathécale d’anticorps anti-R-NMDA. Le principal épitope ciblé par ces anticorps est dans
le domaine N-terminal extracellulaire de la sous-unité NR1 [Dalmau et al., 2008].

Les anticorps anti-R-NMDA provoquent une diminution du nombre de récepteurs NMDA et
des répercussions sur la transmission interneuronale des messages nerveux. Ce trouble est
appelé encéphalite auto-immune (EAI) a anticorps anti-R-NMDA [Peery et al., 2012; Dalmau
etal., 2011 et 2007].

Sur le plan clinique, la maladie telle que décrite par Dalmau et ses collaborateurs [2008]
débute par des céphalées, fievre ou des symptémes d’infection virale non spécifique. Des
symptomes psychiatriques s’ensuivent, notamment anxiété, agitation, troubles du
comportement, délire paranoide et hallucinations visuelles ou auditives. Certains patients
souffrent de pertes de mémoire a court terme ou de crises convulsives seules ou associées
aux manifestations psychiatriques, Le pronostic des patients repose sur un diagnostic
précoce, un traitement immunomodulateur approprié et la suppression d'un tératome, le
cas échéant [Wandinger et al., 2011].

Nombre de patients visés

Le CHU Sainte-Justine envoie de 20 a 30 échantillons par année en Espagne au laboratoire
de recherche du Dr Dalmau. Le demandeur estime que 100 analyses par année seront
effectuées localement.

23. HSV : Virus de I'herpes (herpes simplex virus).
24. V2V : Virus varicelle-zona (varicelle zona virus).
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3.5

Spécialités médicales concernées (et autres professionnels, le cas échéant)
Neurologie, psychiatrie, neuro-oncologie, microbiologie.
Modalités d’administration du test

Prélevement de LCR par ponction lombaire ou de sérum par ponction veineuse.

CONTEXTE TECHNOLOGIQUE

4.1

4.2

Nature de la technologie diagnostique

Cette analyse remplacerait les envois hors Québec. Selon les données fournies par le MSSS,
durant I'année 2012-2013, 26 analyses ont été envoyées hors Québec, soit aux Etats-Unis
(Athena Diagnostic ou Mayo Medical Laboratories) ou en Alberta (Mitogen Advanced
Diagnostics a Calgary). Le colt unitaire du test varie entre 85 $ et 890,64 S.

Il s'agit d'une nouvelle analyse développée en collaboration avec la compagnie Euroimmun
et le laboratoire de recherche du Dr Joseph Dalmau en Espagne.

Bréve description de la situation technologique actuelle

Plusieurs tests diagnostiques contribuent au diagnostic de I'EAl a anti-R-NMDA [Dalmau et
al., 2011] :

e électroencéphalogramme (EEG) : anormal chez la plupart des patients, avec activité
ralentie, diffuse et désorganisée;

e imagerie par résonnance magnétique (IRM) anormale dans 50 % des cas avec, le plus
fréguemment, des hypersignaux en séquence pondérée en T2 au niveau de
I’hippocampe et du cortex cérébral;

o LCR anormal dans 80 % des cas au moment du diagnostic, y inclus une pléiocytose
. 2 e . 7. O
lymphocytaire” modérée, une concentration de protéines normale ou légérement
augmentée et des bandes oligoclonales spécifiques trouvées chez 60 % des patients;

e recherche d’anticorps anti-R-NMDA dans le LCR ou le sérum par la méthode développée
par Dalmau et ses collaborateurs [2007]. Il s’agit de I'analyse tissulaire et de I'analyse
basée sur les cellules HEK293 (CBA) surexprimant les hétéroméres NR1/NR2B du R-
NMDA. La présence d'anticorps a été initialement définie en fonction de la réactivité du
sérum et de celle du LCR du patient. Certains auteurs se limitent a la recherche des
anticorps par immunofluorescence indirecte sur CBA, uniquement sur sérum. Etant
donné la nature qualitative du résultat, I'interprétation dépend de I'expérience du
chercheur. En outre, le sérum est souvent utilisé a faible dilution (< 1:100), ce qui peut
accroitre les résultats faussement positifs malgré des contréles rigoureux [Lancaster et
Dalmau, 2012]. Ainsi, I'analyse sur sérum n’étant pas suffisante, I'inclusion de I'analyse
sur LCR est nécessaire pour poser le diagnostic d’EAI anti-R-NMDA [Gresa-Arribas et al.,
2014; Dalmau et al., 2011].

25. Pléiocytose lymphocytaire : augmentation du nombre de globules blancs avec prédominance de lymphocytes dans le LCR.
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4.3

4.4

Bréve description des avantages évoqués de la nouvelle technologie

L'immunofluorescence indirecte sur analyse tissulaire a I'avantage de détecter de nouveaux
anticorps, mais cette technique peut avoir des limites quand plusieurs auto-anticorps
coexistent chez un seul patient [Lancaster et Dalmau, 2012]. Lorsqu’elle est pratiquée sur
CBA, elle permet la détection monospécifique des anti-R-NMDA surexprimant les
hétéromeres de la sous-unité NR1 du récepteur NMDA [EUROIMMUN, 2011a].

Colit de la technologie et des options : n’a pas été analysé.

5. DONNEES PROBANTES

46

5.1

Pertinence clinique

5.1.1 Remplacement d’un autre test
Il s’agit d’un nouveau test. Il remplacerait les envois hors Québec.

5.1.2 Valeur diagnostique et pronostique

La recherche d’anticorps anti-R-NMDA permet de confirmer le diagnostic d’EAl a anti-R-
NMDA et de suivre les concentrations de ces anticorps au cours de I'évolution de la maladie.
Lorsque les résultats sont positifs, une investigation clinique approfondie, principalement a
la recherche d’un tératome ovarien ou d’une tumeur des cellules germinales des testicules,
est suggérée [Wandinger et al., 2011].

Par ailleurs, le diagnostic précoce d’EAl a anti-R-NMDA est crucial parce que les patients
traités au début de I'évolution de la maladie bénéficient d’un taux de récupération complete
ou ils affichent un déficit neurologique léger d’environ 75 % [Kayser et Dalmau, 2011].

En I'absence d’une évolution favorable (25 % des cas), les patients peuvent rester
handicapés avec des déficits neurologiques graves ou décéder. Selon les données portant
sur 360 patients avec un suivi clinique de plus de 6 mois, la mortalité a été estimée a 4 %
(15/360) avec un délai médian de 3,5 mois (de 1 a 8 mois) entre le début de la maladie et le
déces. La majorité des déces se sont produits aux soins intensifs en raison d’un choc
septique, d’un arrét cardiaque, d’une détresse respiratoire aiglie, d'un état de mal
épileptique réfractaire ou d’une progression tumorale [Dalmau et al., 2011]. La mortalité a
été trés élevée chez trois patients inclus dans une étude de cas [Day et al., 2011]. Ces trois
patients sont décédés apres avoir subi des complications liées a une hospitalisation
prolongée en unité de soins intensifs. Les auteurs concluent a I'importance d’un diagnostic
et d’un traitement précoces.

La détermination des titres des anti-R-NMDA est une mesure complémentaire aux
évaluations cliniques puisque des titres élevés de ces anticorps dans le LCR et le sérum sont
associés a des résultats défavorables ou a la présence d’un tératome, ou aux deux. En cas
d’évolution favorable ou défavorable, les changements des titres des anticorps sont plus
souvent observés dans les résultats issus de I'analyse du LCR comparativement aux résultats
obtenus par analyse du sérum (p = 0,037) [Gresa-Arribas et al., 2014]. En outre, I'étude de
Suh-Lailam et ses collaborateurs [2013] montre que, malgré une diminution rapide des
titres des anti-R-NMDA dans le LCR et en dépit de la réponse clinique au traitement, il y a
persistance dans le sérum de titres élevés d’anti-R-NMDA.



5.2

5.1.3 Valeur thérapeutique

La détection des anti-R-NMDA est utile pour entreprendre une thérapie
immunomodulatrice appropriée et pour évaluer les effets du traitement, en particulier sur
le systéme nerveux central [Dalmau et al., 2011]. Irani et ses collaborateurs [2010]
rapportent qu’une diminution des titres d’anticorps est associée a I'administration précoce
de I'immunothérapie moins de 40 jours aprés le début des symptomes chez des patients
sans tumeur associée par rapport aux patients qui ne sont pas traités ou qui le sont apres
40 jours (p < 0,0001), et lorsqu’il y a résection tumorale précoce en cas de tumeur associée.

Validité clinique

Peu d’études ont exploré la performance clinique en termes de sensibilité et de spécificité
de I'immunofluorescence indirecte sur analyse tissulaire ou CBA. Les seules données
disponibles sont issues de quatre études et des données de la compagnie EUROIMMUN. Il

n’y a pas eu de comparaison directe de la performance de I'immunofluorescence indirecte
selon le type de substrat utilisé (tissulaire et CBA) d'aprés les données de la littérature.

La sensibilité de la détection des anti-R-NMDA sur sérum et LCR par immunofluorescence
indirecte sur coupe tissulaire et sur CBA chez des patients avec un diagnostic d’EAIl a anti-R-
NMDA a été testée par deux études [Wandinger et al., 2010; Dalmau et al., 2008]. Dalmau
et ses collaborateurs [2008] ont rapporté que la sous-unité NR1 (cible des anti-R-NMDA) a
été reconnue par les anticorps de tous les patients (n = 100) dans le LCR ou le sérum

(100 %). Pour la seconde étude, la sensibilité est aussi de 100 % (n = 66) quel que soit le
substrat utilisé [Wandinger et al., 2010].

Le tableau 1 présente les résultats de la performance de la méthode d’immunofluorescence
indirecte sur CBA pour détecter les anti-R-NMDA dans une population de patients
sélectionnés ayant recu un diagnostic d’EAIl a anti-R-NMDA (études 1, 3 et 4) et chez

6 patients avec des symptémes cliniques d’encéphalite d’origine inconnue sélectionnés dans
une large population de 2990 patients (étude 2). Ces données sont tirées de la monographie
du fabricant [EUROIMMUN, 2011a]. La capacité de I'immunofluorescence indirecte sur CBA
a détecter I'anti-R-NMDA dans le sérum de ces patients est de 100 % pour les études 1, 3

et 4. Cinq des six échantillons sériques (83,3 %) de patients qui remplissent les critéres de
diagnostic d’une EAI a anti-R-NMDA sont positifs pour ce type d’anticorps (étude 2).

La spécificité des méthodes d’analyse (tissulaire et CBA) testées sur des groupes de
volontaires sains ou de patients avec suspicion d’EAl avec un autre type d’EAI (p. ex. a anti-
R-VGKC? et anti-R-AMPA®®) ou d'autres maladies autoimmunes (lupus systémique
érythémateux ou sclérose multiple) est de 100 %, quel que soit le type de prélévement (LCR
ou sérum) [Gresa-Arribas et al., 2014; Suh-Lailam et al., 2013%; EUROIMMUN, 2011a;
Wandinger et al., 2010].

26. Les auteurs de ces études ont des intéréts dans la compagnie EUROIMMUN [Wandinger et al., 2010; Dalmau et al., 2008].

27.VGKC : Voltage Gated Kalium Channels.

28. AMPA : anti-a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acide.

29. Les trousses d’analyse utilisées dans I'étude de Suh-Lailam et ses collaborateurs [2013] ont été fournies gratuitement par la compagnie
EUROIMMUN.
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5.3

Tableau1 Résultats de la détection d’anti-R-NMDA sur sérum par immunofluorescence
indirecte sur CBA (EUROIMMUN)

Etude Nombre de TEMOINS (N) N positifs (%) Intervalle de
cas confiance a 95 %

Diagnostic d’EAIl a anti-NMDA

Etude 1 29 100 VS 29 (100) 88,12 100,0 %
18 EAIl autres*
Etude 3 8 8 (100) 63,12 100,0 %
Etude 4 9 9 (100) 66,4 a 100,0 %
Total 46 13 EAI autres 46 (100)

Symptomes cliniques d’encéphalite d’origine inconnue

Etude 2 6 5(83,3) 35,9399,6 %

Abréviations : CBA : cell based assay; EAI : encéphalopathie auto-immune; VS : volontaires sains.

*Encéphalite a anti-R-VGKC (Voltage Gated Kalium Channels) et AMPA (a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4 isoxazolepropionic
acid).

D’autres données sont disponibles sur le site de la compagnie EUROIMMUN concernant
I'analyse de sérum (235 patients) et de LCR (216 patients) de patients atteints d’encéphalite
a anti-R-NMDA. Les résultats montrent que la capacité de I'immunofluorescence indirecte
sur CBA a détecter I'anti-R-NMDA est plus importante dans le LCR (99,5 %) que dans le
sérum (85,5 %). Un résultat positif a été signalé dans I'analyse sérique d’un groupe de

200 volontaires sains et dans I'analyse du LCR d’un groupe de 60 patients sans anomalies
neurologiques [EUROIMMUN, 2011b].

Validité analytique (ou technique)

TERMES PRESENCE ABSENCE SANS OBIJET
Répétabilité
Reproductibilité X
Sensibilité analytique X
Spécificité analytique X
Effet de matrice
Concordance
Corrélation entre test et comparateur X
Autres selon te type de test

Reproductibilité/précision

La monographie du fabricant indique que six échantillons différents de sérum ont été
utilisés pour tester la reproductibilité intraessai (10 analyses en paralléle) et interessai en
5 séries (testées en double) de 'immunofluorescence indirecte sur CBA. La reproductibilité
interlot a été testée sur trois échantillons de sérum différents et trois lots différents.



L'intensité de la fluorescence spécifique est exprimée sous forme de valeur numérique.
Tous les échantillons sériques ont été testés selon des niveaux d'intensité de fluorescence
de 0 (pas de fluorescence spécifique), 1 (tres faible réaction positive visible), 2 (faible
réaction positive visible) et 3 (réaction positive spécifique bien visible). Dans tous les cas,
la déviation du niveau d’intensité de fluorescence n’excéde pas + 1 niveau pour tous les
échantillons testés [EUROIMMUN, 2011a].

Sensibilité de la mesure sur des échantillons appariés de sérum et de LCR

Les résultats sur la sensibilité du LCR pour la détection par immunofluorescence indirecte
des anti-R-NMDA par rapport au sérum sont divergents. Gresa-Arribas et ses collaborateurs
[2014] ont testé la sensibilité de I'immunofluorescence indirecte sur analyse tissulaire et
CBA sur des échantillons appariés (sérum et LCR) provenant de 250 patients.

Les échantillons étaient prélevés le méme jour et provenaient de patients choisis de fagon
aléatoire a partir d’une cohorte de 577 cas d’EAIl a anti-R-NMDA ciblés a travers le monde.
Les résultats des tests avaient été positifs pour les anti-R-NMDA dans le LCR ou le sérum
dans une étude précédente [Titulaer et al., 2013]. Les résultats de I'analyse de Gresa-Arribas
et ses collaborateurs [2014] montrent une sensibilité de la méthode sur LCR de 100 %

(98,5 a 100) comparativement a celle sur sérum [91,6 (87,5 a 94,7) pour
I'immunofluorescence sur analyse tissulaire et 86,8 % (82 a 90,7) sur CBA]. La différence de
sensibilité de I'analyse sur les deux types de prélevement est significative (p < 0,0001). Ces
résultats confirment I'importance de la détection des anti-R-NMDA dans le LCR; I'analyse du
sérum seule n’est pas suffisante. Comme pour Dalmau et ses collaborateurs [2008],

les titres des anticorps sont plus élevés dans le LCR que dans le sérum pour 53 échantillons
appariés.

Suh-Lailam et ses collaborateurs [2013] rapportent les résultats de leur observation sur une
période de 24 heures, de 20 échantillons appariés (LCR et sérum) testés par
immunofluorescence indirecte sur CBA, avec 14 résultats positifs (LCR et sérum appariés) et
6 résultats discordants (4 LCR positifs et sérum négatifs et 2 LCR négatifs et sérum positifs).
Les niveaux d’anticorps sériques étaient significativement plus élevés que dans le LCR
(p=0,02).

Intervalle de référence

Les niveaux sériques d'anti-R-NMDA (IgG) ont été analysés par immunofluorescence
indirecte sur CBA sur 120 échantillons de sérum provenant de donneurs adultes sains. Tous
les échantillons sériques étaient négatifs. L'intervalle de référence a été déterminé comme
un titre d’anticorps équivalant a 1 : < 10 [EUROIMMUN, 2011a].

Réactivité croisée

La réactivité croisée a été étudiée sur 29 échantillons sériques provenant de patients
atteints d'EAI, un échantillon d’un patient atteint de dégénérescence cérébelleuse et un
autre provenant d’un patient atteint de rétinopathie. La méthode utilisée était
I'immunofluorescence indirecte sur CBA. Les échantillons qui ont eu un résultat positif pour

I'anti-GluR2, I'anti-VGKC et I'anti-zic4 (dégénérescence du cervelet) ont eu un résultat
négatif pour le récepteur du glutamate (type NMDA) [EUROIMMUN, 2011a].

Interférence

Les résultats des tests par immunofluorescence indirecte sur CBA n’ont pas été affectés en
présence de concentrations allant jusqu'a 500 mg/dl pour I'hémoglobine, 2000 mg/dl pour
les triglycérides et 40 mg/dl pour la bilirubine [EUROIMMUN, 2011a].
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5.4

Corrélation

Corrélation entre I'immunofluorescence indirecte sur CBA et la méthode
d’immunoprécipitation (coefficient de Spearman : r = 0,86; p < 0,0001) [Irani et al., 2010].

Recommandations d’autres organismes

Des recommandations venant d’organismes officiels ne sont pas encore disponibles.
Toutefois, un groupe de trois experts a I'échelle internationale (Autriche, Espagne, Etats-
Unis) propose un algorithme décisionnel pour le diagnostic des anticorps anti-neuronaux
comprenant les anti-R-NMDA [Ho6ftberger et al., 2012]. L'approche diagnostique comprend
I'immunofluorescence indirecte sur analyse tissulaire dans le LCR ou le sérum pour la
détection de ces anticorps. Selon les résultats obtenus, trois scénarios sont envisageables :

o Si les résultats sont positifs, une confirmation de la présence des anti-R-NMDA par
immunofluorescence indirecte sur CBA est indiquée.

e Dans le cas ou le tableau clinique est tres évocateur d’une EAIl a anti-R-NMDA ou en cas
de résultats douteux obtenus sur sérum par immunofluorescence indirecte sur analyse
tissulaire, la confirmation diagnostique doit étre obtenue par une mesure répétée de
cette méme méthode sur LCR ou par immunofluorescence indirecte sur CBA.

¢ Si la technique d'immunofluorescence indirecte sur CBA est utilisée pour la détection de
ces anticorps sans le recours a la méthode tissulaire, les résultats doivent étre
interprétés prudemment selon le contexte clinique.

L'European Autoimmunity Standardisation Initiative (EASI) a publié un guide d’usage
pratique basé sur I'opinion d’experts et non sur des recommandations. Ce guide vise a
fournir aux médecins de famille les renseignements nécessaires sur diverses maladies auto-
immunes, dont I'EAI, pour une meilleure prise en charge des patients atteints de cette
maladie, y inclus leur orientation vers un médecin spécialiste. Les auteurs indiquent que
I'immunofluorescence indirecte sur CBA est la méthode diagnostique de I'EAI a anti-R-
NMDA et que ces anticorps peuvent étre présents dans le LCR lorsque leur recherche dans
le sérum est négative [Shoenfeld et Meroni, 2012].

6. REPERCUSSIONS POSSIBLES DE L'INTRODUCTION DE L’ANALYSE
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6.1 Effet sur les ressources matérielles et humaines
N’a pas été analysé.

6.2 Conséquences économiques d’une introduction dans le systéme de santé et de
services sociaux québécois
N’ont pas été analysées.

6.3 Principaux enjeux organisationnels, éthiques ou autres (social, juridique, politique)
N’ont pas été analysés.

EN BREF

7.1 Pertinence clinique

L'intérét clinique de I'EAI a anti-R-NMDA est récent. La recherche des anti-R-NMDA doit étre
envisagée en cas de signes d’encéphalite (symptomes neuropsychiatriques, crises



7.2

7.3

7.4

convulsives, mouvements anormaux, dysautonomie) et d’apparition brutale survenant
surtout chez des sujets jeunes, notamment chez les femmes. La recherche d’anticorps anti-
R-NMDA par immunofluorescence indirecte sur sérum et dans le LCR est utile pour :

e confirmer le diagnostic clinique de I'EAl a anti-R-NMDA et |'origine autoimmune des
troubles neurologiques;

e permettre la recherche d'un syndrome tumoral, le cas échéant. Le LCR est plus informatif
que le sérum pour la détection d’anti-R-NMDA dans les EAl paranéoplasiques;

e comparer les concentrations de ces anticorps au cours de |'évolution de la maladie et
évaluer les effets du traitement;

o déterminer les titres des anticorps qui représentent une mesure complémentaire aux
évaluations cliniques et biologiques.

Validité clinique

Les résultats disponibles montrent une bonne performance clinique de
I'immunofluorescence indirecte sur analyse tissulaire et CBA pour la recherche d’anticorps
anti-R-NMDA. Toutefois, Il n’y a pas eu de comparaison directe de la performance de
I'immunofluorescence indirecte selon le type de substrat utilisé (tissulaire et CBA) ni avec
d’autres techniques, selon les données de la littérature.

Validité analytique

Les données provenant de la compagnie EUROIMMUN et de quelques études de validation
suggerent une bonne performance analytique de 'immunofluorescence indirecte sur CBA
dans la détection des anticorps anti-R-NMDA sur sérum. La validité analytique de
I'immunofluorescence indirecte n’a pas été explorée, ni pour I'analyse CBA sur LCR ni pour
I"analyse tissulaire sur LCR ou sur sérum.

Recommandation d’autres organismes

Aucun organisme officiel n’a formulé de recommandations sur la pertinence clinique de la
recherche d’anticorps anti-R-NMDA par immunofluorescence indirecte sur sérum et sur LCR.
Selon un algorithme décisionnel élaboré par un groupe d’experts, I'analyse tissulaire
représente la méthode de diagnostic des anti-R-NMDA, suivie par 'analyse sur CBA afin de
confirmer la présence de ces anticorps [Hoftberger et al., 2012]. L'utilisation de I'analyse sur
CBA en premiére intention est possible, et les résultats doivent étre interprétés selon le
contexte clinique.
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8. AVIS EN BREF DE L'INESSS

Détection de I’antirécepteur glutamate (NMDA)

Statut de la technologie diagnostique :
Etablie
O innovatrice
O Expérimentale (pour la recherche uniquement)

O Remplacement de la technologie : qui devient obsolete

Recommandation de I'INESSS :
Avis de recommandation d’introduction
O Avis de refus d’introduction

O Avis de réévaluation

Recommandation additionnelle :
O Lien a faire avec I'inscription de médicaments, si test compagnon
O Dpécision de production d’un guide d’usage optimal

O Production d’indicateurs, dans le cas d’un besoin de vigilance

Note

Il s’agit d’une analyse qui présente plusieurs avantages. Elle permet :
e le diagnostic d’'une maladie rare;
e un meilleur suivi de la maladie;

e un traitement approprié.

La disponibilité de I'analyse au Québec permettrait un temps de réponse plus rapide que I'envoi
des échantillons hors Québec.
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ANALYSE MUTATIONNELLE DU DOMAINE KINASE DE LA
PROTEINE DE FUSION BCR-ABL (REFERENCE -
2014.02.002)

Avis d’évaluation

1. INFORMATION GENERALE

1.1.
1.2.
1.3.
1.4.

Demandeur : Hopital Maisonneuve-Rosemont
Date de transmission de la demande d’examen au MSSS : 22 avril 2014
Date de réception des demandes a I'INESSS : 10 mai 2014

Date de transmission de I’avis au ministre : 31 octobre 2014

Mise en garde

Le présent avis est fondé sur I'information scientifique et commerciale déposée par le
demandeur ainsi que sur une recherche documentaire complémentaire selon les
données disponibles au moment de I’évaluation de I'analyse par I'INESSS.

2. TECHNOLOGIE, SOCIETE ET LICENCE

2.1

2.2

Nom de la technologie

Analyse mutationnelle de la région codante du domaine kinase de la protéine de fusion BCR-
ABL par séquencage fluorescent de type Sanger

Description bréve de la technologie, précisions techniques et cliniques

La recherche de mutations dans les transcrits d’ARNm codant pour BCR-ABL permet de
détecter et de caractériser les résistances primaires ou secondaires aux inhibiteurs de
tyrosine kinase (ITK) afin d’assurer I'optimisation de I'approche thérapeutique, lorsque
nécessaire.

La méthode utilisée consiste a effectuer la synthese de ’ADNCc et a réaliser la premiére
étape d’amplification avec la trousse One-step PCR de Qiagen et I’ARN total purifié de
I’échantillon provenant du patient. Une PCR nichée est ensuite effectuée pour augmenter la
sensibilité et la spécificité de I'analyse. Le produit de la PCR est alors purifié a 'aide de la
trousse Qiaquick de Qiagen et la réaction de séquence est faite avec la trousse Big Dye 3.1
(Applied Biosystems, Life Technologies). Les produits de séquencage sont purifiés a I'aide de
la trousse DyeEx 2.0 de Qiagen et la séquence est résolue a la suite d'une électrophorese
capillaire sur le Genetic analyzer 3130XL et avec le programme Sequencher (Genes Codes
Corporation).

Les amorces choisies pour les réactions de PCR et de séquencage ont été sélectionnées par
le demandeur et elles sont spécifiques au point de la translocation caractérisée
préalablement pour chacun des patients.
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2.3 Société ou développeur

Les réactions de PCR et de séquengage sont réalisées a I'aide d’amorces maison.

La trousse One-step RT-PCT a été congue et elle est produite par Qiagen. La réaction de
séquencage est faite a I'aide de la trousse Big Dye Terminator v3.1 (Life Technologies).
Les trousses de purification du produit de PCR (Qiaquick) et de la réaction de séquence
(DyeEx 2.0) sont produites par Qiagen.

Le programme Sequencher est utilisé pour I'analyse et I'électrophérogramme est produit
par Genes Codes Corporation.

2.4 Licence : ne s’applique pas.
2.5 Brevet, le cas échéant : ne s’applique pas.
2.6 Statut d’homologation (Santé Canada, FDA)

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

2.7 Valeur pondérée : 129

3. INDICATIONS CLINIQUES, MILIEUX DE PRATIQUE ET MODALITES
D’ADMINISTRATION

3.1 Patients ciblés

Cette analyse est indiquée pour les patients adultes ou pédiatriques qui ont recu un
diagnostic de leucémie myéloide chronique (LMC) ou de leucémie lymphoblastique aiglie
(LLA) avec chromosome de Philadelphie (Ph+), qui regoivent un traitement avec un
inhibiteur de la tyrosine kinase (ITK) et qui présentent des signes de résistance
médicamenteuse.

3.2 Description des maladies visées

3.2.1 Leucémie myéloide chronique (LMC)

La leucémie myéloide chronique, désordre myéloprolifératif impliquant les précurseurs
myéloides de la moelle osseuse, est caractérisée par la présence du chromosome de
Philadelphie (Ph+). Le chromosome de Philadelphie résulte de la translocation réciproque
des chromosomes 9 et 22 [t(9;22)(q34;q11°°)] menant a la fusion du géne BCR (breakpoint
cluster region) et du géne ABL1 (Abelson murine leukemia) (figure 1).

30. Le chromosome de Philadelphie est un chromosome chimérique créé par la translocation (déplacement) réciproque du chromosome 9 au
niveau du segment q34 (bras long, bande 3, sous-bande 4) et du chromosome 22 au niveau du segment q11 (bras long, bande 1, sous-
bande 1).
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Figure 1 Chromosome de Philadelphie
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Source : National Cancer Institute. Chronic Myelogenous Leukemia Treatment (PDQ®) [site Web]. Disponible a :
http://www.cancer.gov/cancertopics/pdg/treatment/CML/Patient/pagel.

Autorisation de reproduction obtenue le 4 ao(t 2014 par Terese Winslow.

La protéine de fusion BCR-ABL1 résultante posséde une activité tyrosine kinase a caractere
oncogénique causant la prolifération anarchique des cellules d’origine myéloide de la
moelle osseuse, jouant ainsi un role pivot dans la pathogénése de la LMC [Negrin et Schiffer,
2014]. U'instabilité qui caractérise les cellules BCR-ABL positives méne a des mutations
ponctuelles dans le domaine kinase du géne de fusion BCR-ABL, qui sont associées a la
progression de la phase chronique a la phase blastique (aussi nommée phase aiglie) en
passant par la phase accélérée [Baccarani et al., 2012]. La phase aiglie requiert une greffe
de cellules souches.

La LMC est généralement diagnostiquée au cours de la phase chronique sur la base d’'une
formule sanguine anormale associée a des symptomes tels la fatigue, 'anorexie et la perte
de poids [Sawyers, 1999]. Par ailleurs, 'European LeukemiaNet (ELN) et I'Organisation
mondiale de la santé (OMS) ont établi des critéres de définition des phases accélérée et
blastique de la LMC (tableau 1).
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Tableau 1 Critéres de définition des phases accélérée et blastique de la leucémie
myéloide chronique

CRITERES ELN CRITERES OMS
PHASE e 15-29 % de blastes®" dans le sang ou | e 10-19 % de blastes dans le sang ou la
ACCELEREE la moelle osseuse; ou plus de 30 % moelle osseuse.
de blastes + promyélocytes sangou | Basophiles en sang > 20 %
0,
moelle osseuse avec blastes <30 % « Thrombocytopénie persistante (< 100
* Basophiles en sang 2 20 % X 109/L) non liée au traitement
i Thrombocygtopénie persistante e Anomalies clonales des chromosomes
(<100 x 10°/L) non liée au des cellules Ph+, sous traitement.
traitement e Thrombocytose (> 1000 x 109/L) non
e Anomalies clonales des liée au traitement
ch-rorTloslomes deslf:ellules Ph+, e Augmentation de la taille de la rate et
principales Efnoma |es. du nombre de leucocytes, ne répondant
chromosomiques (major route .
o . pas au traitement.
abnormalities), sous traitement.
PHASE ® > 30 % de blastes dans le sang oula | e >20 % de blastes dans le sang ou la
BLASTIQUE OU moelle osseuse moelle osseuse
AIGUE e Prolifération blastique e Prolifération blastique extramédullaire,
extramédullaire, excepté dans la excepté dans la rate
rate e Agrégats de blastes dans la biopsie de
moelle osseuse

Source : adapté et traduit de Baccarani et al., 2013.

Epidémiologie

Selon les statistiques les plus récentes, I'incidence de la LMC en 2007 (standardisée selon
I’age, pour les deux sexes) était de 96 cas par année au Québec, soit un taux de
0,9/100 000*2. Aucune information quant a la prévalence de la maladie au Québec n’a pu

étre trouvée.

Pronostic

En I'absence de traitement, la phase chronique bénigne progresse habituellement vers une
crise blastique fatale en trois a cing ans [Sawyers, 1999]. Jabbour et Kantarjian [2014]
rapportent les résultats d’un suivi de 8 ans de I'étude IRIS (International randomized study
of interferon and STI571). Avec le recours a I'lmatinib, un inhibiteur de la tyrosine kinase
(ITK) utilisé en traitement de premiére ligne, la survie globale observée a 8 ans est de 93 %
[Jabbour et Kantarjian, 2014]. Par ailleurs, I’émergence de mutations dans le domaine
kinase de la BCR-ABL durant le traitement avec un ITK de premieére ligne tel I'lmatinib
amene une perte de réponse cytogénétique compléte (CCyR*®), une survie sans progression

31. Cellules immatures trouvées dans le sang ou dans la moelle osseuse.
32. Statistique Canada. Incidence du cancer au Canada, 2007 et 2008. Nouveaux cas pour les siéges primaires de cancer de la CIM-0-3 (d’apres
le fichier des totalisations du RCC de juillet 2010) — Québec. Disponible a : http://www.statcan.gc.ca/pub/82-231-x/2009001/t034-fra.pdf

(consulté le 4 ao(t 2014).

33. Les niveaux de réponse cytogénétique sont classifiés selon le pourcentage de métaphases Ph+ trouvées dans les biopsies de moelle
osseuse, comme suit : compléte (CCyR), 0 %; partielle (PCyR), 1 a 35 %; mineure, 36 a 65 %; minimale, 66 a 95 %; absence de CyR, > 96 %. Une
réponse cytogénétique majeure (MCyR) est la somme de CCyR et PCyR [Guilhot et al., 2007].

58



abrégée, un temps de progression de la phase accélérée a la phase blastique plus court et
une réduction de la survie globale [Press et al., 2009; Soverini et al., 2005]. C’est la raison
qui a mené au développement des ITK de deuxieme génération. En dernier lieu, devant un
échec du traitement aux ITK, une greffe est suggérée si le patient est admissible.

Traitement

Les ITK constituent le traitement de choix pour la LMC** en phase chronique. En phases
accélérée et blastique, la greffe des cellules souches est le traitement standard, suivie par
les ITK en cas de non-admissibilité a la greffe ou lorsque le patient est en attente [Groupe
guébécois de recherche sur la LMC-NMP, 2013]. L'Imatinib a été le premier inhibiteur
utilisé. Par la suite d’autres ITK ont été mis sur le marché, dont le Dasatinib, le Nilotinib,
le Bosutinib et plus récemment le Ponatinib [Negrin et Schiffer, 2014; Baccarani et al.,
2013]. Un des mécanismes de résistance a ce traitement implique des mutations
ponctuelles au niveau du domaine kinase de la BCR-ABL.

3.2.2 Leucémie lymphoblastique aigiie (LLA)

La leucémie lymphoblastique aiglie est une maladie hématologique caractérisée par
I’hyperprolifération des précurseurs lymphoides de la moelle osseuse. Des sous-types ont
été caractérisés chez les adultes et les enfants, soit la LLA a cellules pré-B, a cellules B
matures et a cellules T [Jabbour et al., 2005]. Chez I’adulte, on trouve majoritairement le
géne de fusion BCR-ABL1, dans 25 % des cas comparativement a 3 % chez I’enfant [NCCN,
2013]. Par ailleurs, le géne de fusion TEL-AMLI [t(12;21)(p13;q22)] est 'anomalie
chromosomique la plus fréquemment observée chez les enfants (22 % des cas) atteints de
LLA comparativement a 2 % chez I'adulte [NCCN, 2013].

Epidémiologie
Selon les statistiques les plus récentes, I'incidence de la LLA (standardisée selon I’age, pour

les deux sexes) est de 100 cas par année au Québec, soit un taux de 1,4/100 000*°. Aucune
information quant a la prévalence de la maladie au Québec n’a pu étre trouvée.

Pronostic

Une étude populationnelle présente les taux de survie issus du programme SEER
(Surveillance, Epidemiology, and End Results Program) du National Cancer Institute (NCl)
portant sur 12 096 patients de 0 a 14 ans atteints de LLA diagnostiquée entre 1981 et 2010
[Ma et al., 2014]. Les taux de survie a 5 ans sont de 74,8 % (1981 a 1990), 84,5 % (1991 a
2000) et 88,6 % (2001 a 2010) pour le groupe des 0 a 14 ans. Les résultats sont similaires
pour la survie a 10 ans avec une augmentation de 15 %, soit 69,3 % (1981 a 1990), 80,9 %
(1991 a 2000) et 85,5 % (2001 a 2010). Chez les enfants dgés de 10 a 14 ans au moment du
diagnostic, tranche d’age généralement associée a un mauvais pronostic, les taux de survie
a 10 ans ont augmenté de 20 %, soit 54,1 % (1981 a 1990), 69,4 % (1991 a 2000) et 75,3 %
(2001 a 2010). Selon les auteurs, ces résultats seraient attribuables a I’'amélioration des
traitements, a I'optimisation des méthodes d’analyse des anomalies cytogénétiques et
moléculaires et a la précision de I'information issue du diagnostic et du pronostic. Il faut
souligner que la survie des patients atteints de LLA n’est pas directement associée au
traitement avec des ITK. Pour ces patients, les ITK et autres chimiothérapies sont un régime

34. Consultez I'annexe A pour de plus amples renseignements au sujet des inhibiteurs de la tyrosine kinase inclus dans la liste de la RAMQ
ainsi que les indications reconnues pour leur couverture par le régime public d’assurance médicaments.

35. Statistique Canada. Incidence du cancer au Canada, 2007 et 2008. Nouveaux cas pour les siéges primaires de cancer de la CIM-0-3 (d’apres
le fichier des totalisations du RCC de juillet 2010) — Québec. Disponible a : http://www.statcan.gc.ca/pub/82-231-x/2009001/t034-fra.pdf
(consulté le 4 ao(t 2014).
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3.3

3.4

3.5

préparatoire a la greffe de cellules souches qui constitue le standard des soins.

Traitement

Les lignes directrices du National Comprehensive Cancer Network [NCCN, 2013] concernant
la LLA présentent toute I'information et les algorithmes de traitement de la maladie en
fonction de son stade. A la différence de la LMC, les ITK sont utilisés pour le traitement de la
LLA*®, avec d’autres chimiothérapies, en tant que traitement préparatoire a la greffe.

Nombre de patients visés

Le demandeur offre le séquencgage de BCR-ABL dans son laboratoire clinique et il estime que
le nombre de demandes annuel varie entre 50 et 100 (basé sur ses statistiques depuis
2009).

Spécialités médicales et autres professionnels concernés
Biologie moléculaire, hémato-oncologie.
Modalités d’administration du test

Cette analyse est prescrite selon I'algorithme recommandé dans le guide de pratique publié
par le Groupe québécois de recherche en LMC-NMP [2013]. Elle peut étre demandée par le
clinicien qui fait le suivi du patient ou par ’hématologue associé au laboratoire du
demandeur qui assure le suivi moléculaire de la LMC, y compris la réponse moléculaire aux
ITK par PCR quantitative (analyse « Leucémie LMC et LLA (BCR/ABL) de la t(9;22) » incluse
dans le répertoire du MSSS [code 20731]).

L'analyse est effectuée dans les circonstances suivantes :

e Echec des jalons thérapeutiques;

e Augmentation de plus de 0,5 log du niveau de transcrits BCR-ABL par RQ-PCR entre deux
prélévements successifs et niveau de transcrits égal ou supérieur a - 3,0 log (0,1 % IS
[international scale]);

e Absence de réponse a I'introduction d’un ITK de remplacement ou nouvelle perte de
réponse.

Le temps de réponse pour I'obtention des résultats est de 10 jours.

4. CONTEXTE TECHNOLOGIQUE

4.1

4.2

Nature de la technologie diagnostique
Il s’agit d’une analyse unique.

Le séquencage des transcrits d’ARN BCR-ABL a déja figuré au Répertoire québécois des
analyses biomédicales jusqu’en 2008-2009. L’analyse aurait été retirée apres l'instauration
d’un programme issu d’une collaboration avec un laboratoire privé. Ce service a entrainé la
non-utilisation du code au répertoire et sa radiation il y a quelques années.

Bréve description de la situation technologique actuelle

Le suivi du traitement de la LMC implique un monitorage moléculaire dans le cadre duquel

36. Consultez I'annexe A pour de plus amples renseignements au sujet des inhibiteurs de la tyrosine kinase inclus dans la liste de la RAMQ
ainsi que les indications reconnues pour leur paiement.
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la réponse a I'lTK s’effectue en quantifiant le nombre de transcrits d’ARN BCR-ABL qui sont
présents dans le sang périphérique ou la moelle, ce nombre étant proportionnel a la
quantité de cellules leucémiques. La quantification du nombre de transcrits est réalisée par
RQ-PCR (PCR quantitative) aux trois mois et la progression de la réponse est suivie dans le
temps. Une réponse moléculaire majeure caractérisée par une réduction du nombre de
transcrits détectés de - 3,0 log (ou 0,1 % IS) est souhaitable avant 18 mois suivant le début
du traitement.

La qualité de la réponse aux ITK de méme que la perte de cette réponse entrainent la
recherche de I'étiologie de cette problématique, notamment la recherche de mutations des
transcrits BCR-ABL, de la non-observance du traitement et de la biodisponibilité [Jabbour et
al., 2011; Quintas-Cardama et al., 2009].

Le séquencage de type Sanger constitue le standard de laboratoire pour la détection de la
mutation de BCR-ABL [Soverini et al., 2011]. Toutefois, deux techniques permettent de
réaliser une étape préalable de détection (pre-screening) avant le séquencage direct de type
Sanger. Il s’agit de la Denaturing high performance liquid chromatography (dHPLC) et du
Four-channel asymmetric real-time PCR hybridization probe assay. Ces deux approches
permettent d’évaluer un grand nombre d’échantillons rapidement et a moindre co(t.

Un séquengage doit tout de méme étre effectué pour caractériser la mutation précise dans
les échantillons dans lesquels une mutation est observée.

Séquencage direct par la méthode de Sanger

Le séquencage direct de type Sanger est une méthode couramment recommandée
(méthode de référence) pour I'analyse mutationnelle du domaine kinase de BCR-ABL
[Soverini et al., 2011], et ce, en dépit de ses nombreuses limitations techniques. Toutefois,
cette méthode estime de fagon approximative I'abondance des clones avec mutations et ne
permet pas de distinguer les mutations composées (appartenant au méme transcrit) et les
mutations polyclonales (appartenant a différents transcrits) [Soverini et al., 2013].

Denaturing high performance liquid chromatography (dHPLC)

Cette technique permet la détection de variations de séquences par HPLC. Le produit PCR
est mélangé avec un échantillon wild-type (échantillon Ph+ sans mutations reconnues apres
séquencage) puis dénaturé pour permettre la formation d’une zone hétéroduplexe.

Les échantillons qui ont un profil dHPLC altéré, indicatif d’'une mutation, sont par la suite
séquencés directement afin de caractériser les mutations [Frueh et Noyer-Weidner, 2003].
La dHPLC est une méthode simple et rapide pouvant étre utilisée pour faire une
présélection des échantillons ayant une variation de séquence, ce qui permet de réduire
considérablement le nombre d’échantillons devant étre séquencés [Soverini et al., 2011].
Cette méthode aurait une sensibilité [égérement plus élevée que le séquencage de type
Sanger, mais elle ne permettrait pas la caractérisation de la variation de séquence sous-
jacente au profil anormal d’élution [Soverini et al., 2011].

Four-channel asymmetric real-time PCR hybridization probe assay

Cette méthode consiste en une seule réaction PCR en temps réel utilisant simultanément
guatre paires d’amorces FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer) permettant de
cibler toutes les mutations du domaine kinase de BCR-ABL décrites pour la résistance a
I'lmatinib [Martinez-Serra et al., 2012; Soverini et al., 2011]. Il s’agit d’une méthode rapide
de détection (pre-screening) réalisée préalablement au séquencage par la méthode de
référence de type Sanger, évitant ainsi le traitement d’un grand nombre d’échantillons.
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4.3

4.4

Ultra-deep sequencing (UDS)

Soverini et ses collegues définissent I’'UDS comme étant la prochaine génération de
technologie de séquencage. Il s’agit d’'une méthode hautement sensible permettant de
caractériser les mutations dites mineures qui ne sont pas détectables par la méthode de
type Sanger (mutations peu abondantes, présentes dans < 10-15 % des cellules), de suivre la
dynamique des mutations résistantes au fil du temps et de reconstruire I'architecture
clonale des populations mutées (dans le cas de mutations multiples présentes dans le méme
amplicon) [Soverini et al., 2013]. Cette technique est expérimentale, et la contribution des
mutations peu abondantes n’est pas connue.

Bréve description des avantages évoqués de la nouvelle technologie

La méthode de Sanger permet I’évaluation du statut mutationnel de la protéine de fusion
BCR-ABL afin d’orienter le choix d’un inhibiteur de tyrosine kinase (ITK) efficace selon la
mutation détectée et ainsi d'optimiser le traitement de la LMC ou de la LLA. S’il s’avere que
I"'utilisation d’un ITK n’est pas appropriée, le clinicien pourra orienter le patient vers une
greffe de moelle osseuse si sa condition le permet ou vers une autre option thérapeutique.

Colit de la technologie et des options : n’a pas été analysé.

DONNEES PROBANTES

5.1

Pertinence clinique
5.1.1 Remplacement d’un autre test : ne s’applique pas.

5.1.2 Valeur diagnostique ou pronostique

Bien que la majorité des patients atteints de LMC répondent bien au traitement a I'lmatinib,
20 a 30 % développeront une résistance [Quintas-Cardama et al., 2009]. En fait, la résistance
a I'lmatinib et aux autres ITK serait liée a une combinaison de facteurs dont I'observance du
traitement par le patient, la biodisponibilité, la pharmacodynamie, les modifications
génétiques, les mutations au domaine kinase de BCR-ABL ou une combinaison de ces
facteurs [Quintas-Cardama et al., 2009]. D'apres une revue de littérature, Cortes et ses
collaborateurs [2012] rapportent les conclusions de deux études selon lesquelles la
présence de mutations dans le domaine kinase de la protéine de fusion BCR-ABL
constituerait la cause principale de résistance au traitement; ces mutations seraient
présentes dans 40 % a 60 % des cas de résistance secondaire®’ [Cortes et al., 2012].

Au moins 70 mutations impliquant 57 acides aminés différents ont été rapportées dans le
domaine kinase du géne BCR-ABL et elles sont principalement distribuées dans quatre
régions (ATP-binding P-loop, SH3 contact, SH2 contact et activation A-loop) [lones et al.,
2009]. L'analyse mutationnelle du géne de fusion BCR-ABL s’avére critique pour la
détermination de la meilleure stratégie de traitement [Cortes et al., 2012] et elle devrait
permettre d’orienter le choix de I'ITK a utiliser en présence de signes de résistance a la
médication [NCCN, 2014; Soverini et al., 2011].

Les données repérées concernant la valeur pronostique de I’analyse mutationnelle de BCR-
ABL proviennent d’études portant uniquement sur la LMC (tableau 2). Quelques études
rétrospectives portant sur des patients atteints de LMC principalement en phase chronique

37. Résistance secondaire : succés du traitement et perte subséquente de réponse hématologique et cytogénétique. La résistance primaire se
réfere a 'absence de réponse au traitement [Jabbour et al., 2011].
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et ayant développé une résistance a I'lmatinib ont révélé que les mutations détectées
(mutation T315I1 et mutations a la région « P-loop ») étaient associées a une survie sans
progression de la maladie (PFS) et a une survie globale (OS) défavorables [Khorashad et al.,
2008; Nicolini et al., 2006; Soverini et al., 2005; Branford et al., 2003]. Par ailleurs, les
résultats de I’étude de Jabbour et ses collaborateurs ont montré que des mutations dans la
région « P-loop » étaient sans effet sur la survie globale. [Jabbour et al., 2006]. Selon les
auteurs, cette discordance par rapport aux études de Branford et ses collaborateurs [2003]
et Soverini et ses colléegues [2005] serait liée a des différences dans la sélection des patients
et elles suggerent que le pronostic serait tributaire de plusieurs autres facteurs que les
mutations dans la région « P-loop ».

Enfin, des données provenant d’études randomisées groupées sans méta-analyse totalisant
1043 patients [Muller et al., 2009] et d’une étude de cohorte de 174 patients (étude START
A, phase Il) [Apperley et al., 2009] montrent les effets positifs d’un traitement de
remplacement au Dasatinib (ITK de 2° génération) chez des patients atteints de LMC (phase
chronique ou accélérée, respectivement) résistants ou intolérants a I'lmatinib (tableau 2).
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Tableau 2 Quelques études sur la valeur pronostique de I’analyse mutationnelle du géne de fusion BCR-ABL dans les cas de leucémie
myéloide chronique (LMC)
ETUDE NOMBRE DE CAS| METHODE | NOMBRE DE PATIENTS AVEC VALEUR PRONOSTIQUE
0,
MUTATIONS (%) NOMBRE DE PATIENTS RESULTATS CLINIQUES
RESISTANTS AUX ITK
Patients traités avec Imatinib
Branford n=144 Séquencage |Total : 27/144 Avec mutation Nombre de déces
etal., 2003 | pA : 40 direct PA : 13/40 (33) détectée : Patients résistants a I'Imatinib :
PC tardive® : 64 PC tardive : 14/64 (22) PA:13/13 PA:9/13
PC précoce : 40 PC précoce : 0/40 (0) PC tardive : 11/14 PC tardive : 5/14
Mutations P-loop : 13/27 Sans mutation Mutations P-loop : 12/13 (92 %); survie médiane 4,5 mois
Mutations non P-loop : 14/27 |deétectée: (étendue : 0,52 12)
PA:2/27 Mutations non P-loop : 3/14 (21 %); survie médiane 11
PC tardive : 2/50 mois (étendue 0,2 a 7)
PC précoce : 6/40
Soveriniet |n=40 dHPLC et Total : 19/40 (48) Avec mutation Progression vers PA ou PB : 11/18 (délai médian de
al., 2005 PC tardive Sanger P-loop : 9/19 détectée : 13/19 9 mois (6-30 mois) apres détection de la mutation et de
Non P-loop : 10/19 dont 1 12 mois (7-33 mois) a partir du début du traitement a
avec une mutation silencieuse I'Imatinib)
Nombre de déceés : 7/18
Nicolini et |n =89 résistants |Séquencage |Total : 89/89 T3151:6/18 Survie globale aprés un suivi médian de 39,2 mois (5 a
al., 2006 a I'lmatinib direct T3151 : 18 P-loop : 12/23 67,2 mois)
PC:57 P-loop : 23 Autres sites : 35/48 P-loop : 28,3 mois
PA:21 Autres sites : 48 T3151: 12,6 mois
PB:11 Autres sites : valeur non atteinte

(p < 0,000405)

38. Phase chronique tardive : 2 12 mois apres le diagnostic.
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ETUDE |NOMBRE DE CAS| METHODE | NOMBRE DE PATIENTS AVEC VALEUR PRONOSTIQUE
MUTATIONS (¢ .
UTATIONS (%) NOMBRE DE PATIENTS RESULTATS CLINIQUES
RESISTANTS AUX ITK
Jabbouret |n=171 Séquencage |Total : 62/171 171 Nombre de déceés apres un suivi médian de 56 mois (4-
al., 2006 résistants a direct PC précoce : 16/68 (24) 240 mois)
I'Imatinib PC tardive : 28/66 (42) Avec mutations : 9/62 (15 %)
PC précoce : 68 PA : 17/34 (50) Sans mutations : 12/109 (11 %) (p = 0,63)
PC tardive : 66 PB:1/3 (33) Mutations P-loop : 2/23 (9 %)
PA:34 P-loop : 24/62 (39) Autres mutations : 7/39 (18 %)
PB:3
Khorashad |n =319 Séquencage |Total : 37/319 (11,6) Risque de résistance | Survie sans progression a 5 ans
etal., 2008 | pC précoce : 171 | direct Incidence cumulative durant | cytologique compléte |Sans mutations : 86 %
PC tardive : 148 5ans:13,9% en présence de Mutations P-loop : 20 %
mutations : Mutations non P-loop : 47 %
RR:3,8; p : 0,005 Mutations hautement résistantes : 0 %
Autres mutations : 64,7 %
Patients traités avec Dasatinib
Muller et |n=1043 dHPLC et Total : 402/1043 Résistance ou réponse |Apres traitement avec Dasatinib
al, 2009 | (3 études) Sanger 384/805 (48) sous-optimale a Survie sans progression a 24 mois
Résistants a 18/238 (8) FImatinib Avec mutations : 70 %
I'Imatinib : 805 Avec mutations Sans mutations : 80 %
Intolérants a détectées : 384/402 Survie globale a 24 mois
I'Imatinib : 238 Sans mutations

détectées : 421/641

Avec mutations : 88 %
Sans mutations : 92 %
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ETUDE NOMBRE DE CAS| METHODE | NOMBRE DE PATIENTS AVEC VALEUR PRONOSTIQUE
0,
MUTATIONS (%) NOMBRE DE PATIENTS RESULTATS CLINIQUES
RESISTANTS AUX ITK
Apperley |n=174 dHPLC Avant le traitement avec Survie sans progression a 12 mois : 66 %
etal., 2009 | (étude START A, |et/ou Dasatinib : Survie globale 3 12 mois : 82 %
phase I1) Sanger Total : MHR : 64 % (111/174) (IC95 :56,2-70,9 %)
Résistants a 88/156 patients analysés(56) CHR : 45 % (78/174)
Fmatinib : 161 87/145 patients résistants MCyR™ : 39 % (67/174) (IC95 :31,2-46,2 %)
I'lmatinib : 13

1/11 patients intolérants a
I'lmatinib (9)

Abréviations_: CCyR : réponse cytogénétique complete (complete cytogenetic response); CHR : réponse hématologique compléte (complete hematological response); dHPLC : Denaturing high
performance liquid chromatography; MCyR : réponse cytogénétique majeure (major cytogenetic response); MHR : réponse hématologique majeure (major hematological response); n : nombre de
patients; PA : leucémie myéloide chronique phase accélérée; PB : leucémie myéloide chronique phase blastique; PC : leucémie myéloide chronique phase chronique.

39. Une réponse hématologique majeure (MHR) est considérée comme satisfaisant aux critéres de la réponse hématologique compléte (CHR) ou indiquant I'absence de preuves de leucémie (No
evidence of leukemia, NEL). La réponse hématologique compléte (CHR) est définie selon les parameétres suivants : compte de leucocytes inférieur a la limite supérieure de la normale institutionnelle,
compte absolu de neutrophiles > 1 x 10°/L; plaquettes > 100 x 10°/L; aucuns blastes ou promyélocytes dans le sang périphérique; blastes moelle osseuse < 5 %, myélocytes + métamyélocytes sang
périphérique < 5 %; basophiles sang périphérique / moelle osseuse < 2 %; aucune contribution extramédullaire. La NEL est définie comme étant I'absence de blastes ou de promyélocytes dans le sang
périphérique, blastes <5 % et aucune contribution extramédullaire [Guilhot et al., 2007].
40. Les niveaux de réponse cytogénétique sont classifiés selon le pourcentage de métaphases Ph+ trouvées dans les biopsies de moelle osseuse, comme suit : compléte (CCyR), 0 %; partielle (PCyR),
1a 35 %; mineure, 36 a 65 %; minimale, 66 a 95 %; absence de CyR, > 96 %. Une réponse cytogénétique majeure (MCyR) est la somme de CCyR et PCyR [Guilhot et al., 2007].
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5.1.3 Valeur thérapeutique

L’analyse proposée permet de détecter des mutations dans le domaine kinase de
BCR-ABL aprés une réponse sous-optimale ou une perte de réponse ou encore un
échec de traitement avec un ITK, révélant ainsi une cause de la résistance.

Les résultats obtenus permettent d’optimiser le traitement et de favoriser la
meilleure utilisation possible des médicaments. Ainsi, certaines mutations conférent
une résistance spécifiquement a un ITK et non a un autre. Le tableau 3 présente une
liste des mutations au domaine kinase de BCR-ABL1 et leur sensibilité in vitro
respective aux cing ITK utilisés dans le traitement de la LMC. Le degré de sensibilité
d’un gene de fusion BCR-ABL muté a I'égard d'un ITK donné est exprimé en
concentration inhibitrice 50 % (ICso). Cette concentration peut étre utilisée pour
guider le choix de I'ITK a utiliser puisqu’il y a corrélation entre la valeur ICso pour une
mutation in vitro et la réponse clinique chez les patients qui présentent la méme
mutation [Baccarani et al., 2013]. Selon le demandeur, dix mutations ont une
sensibilité distinctive aux ITK (lignes en gris dans le tableau 3). Les mutations F359C
et V299H ne sont pas présentées dans ce tableau.
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Tableau 3

Principales mutations résistantes et intervalle ICs, des inhibiteurs de tyrosine kinase pouvant étre utilisés

BCR-ABL1 Imatinib IC50, étendue Nilotinib 1C50, étendue Dasatinib IC50, étendue Bosutinib IC50 Ponatinib IC50
(nmol) (nmol) (nmol) (nmol) (nmol)
Aucune mutation 260-678 <10-25 0,8-1,8 41,6 0,5
M244V* 1600-3100 38-39 1,3 147,4 2,2
L248V 1866-10000 49,5-919 9,4 S.0. S.0.
G250E* 1350 to >20000 48-219 1,8-8,1 179,2 4,1
Q252H 734-3120 16-70 3,4-5,6 33,7 2,2
Y253F > 6400-8953 182-725 6,3-11 40 2,8
Y253H* > 6400-17 700 450-1300 1,3-10 S.0. 6,2
E255K* 3174-12100 118-566 5,6-13 394 14
E255V 6111-8953 430-725 6,3-11 230,1 36
D276G 1147 35,3 2,6 25 NA
E279K 1872 36,5-75 3 39,7 NA
V299L 540-814 23,7 15,8-18 1086 NA
F311L 480-1300 23 1,3 NA NA
T3151* > 6400 to > 20 000 697 to > 10000 137 to > 1000 1890 11
T315A 125 S.0. 760 S.0. 1,6
F317L* 810-7500 39,2-91 7,4-18 100,7 1,1
F317V 500 350 S.0. S.0. 10
M351T* 880-4900 7,8-38 1,1-1,6 29,1 1,5
F359Vv* 1400-1825 91-175 2,2-2,7 38,6 10
V379l 1000-1,630 51 0,8 S.0. S.0.
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BCR-ABL1

Imatinib 1C50, étendue

Nilotinib 1C50, étendue

Dasatinib 1C50, étendue

Bosutinib IC50

Ponatinib 1C50

(nmol) (nmol) (nmol) (nmol) (nmol)
L384M* 674-2800 39-41,2 4 19,5 S.0.
L387M 1000-1100 49 2 S.0. S.0.
H396R* 1750-5400 41-55 1,3-3 33,7 NA
H396P 850-4300 41-43 0,6-2 18,1 1,1
FA86S 2728-9100 32,8-87 5,6 96,1 S.0.

Tableau adapté de Baccarani et al., 2013.

Abréviations : ICso : concentration inhibitrice (en anglais : half maximal inhibitory concentration); nmol : nanomole; S.O. : sans objet.

* Représentatif des dix mutations les plus fréquentes
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5.2

5.3

Deux ITK (Bosutinib et Ponatinib) ne figurent pas dans la liste de la RAMQ et les trois
autres sont classés comme médicaments d’exception (annexe A).

Selon des données fournies par le demandeur, une analyse mutationnelle réalisée
chez des patients atteints de LMC a révélé la présence de 39 mutations chez 16
(11 %) patients. De ces mutations, 64 % avaient un impact thérapeutique pour 75 %

(12/16) des patients.

Validité clinique

TERME PRESENCE ABSENCE SANS OBIJET
Sensibilité X
Spécificité X
Valeur prédictive positive (VPP) X
Valeur prédictive négative (VPN) X
Rapport de vraisemblance (LR) X
Courbe ROC X
Exactitude X

Les études décrites a la section précédente (tableau 2) montrent également le lien
entre la résistance aux ITK et les mutations de BCR-ABL.

Validité analytique (ou technique)

PARAMETRE PRESENCE ABSENCE | SANS OBJET
Répétabilité X
Reproductibilité X
Sensibilité analytique X
Spécificité analytique X
Effet de matrice X

Concordance

Corrélation entre test et comparateur

Sensibilité

Selon un consensus d’experts internationaux (National Institutes of Health, 2005) et
sur la base d’une revue de littérature, le séquencage direct de type Sanger permet la
détection de mutations avec une sensibilité de 15 a 25 %, soit une mutation présente
dans environ 1 transcrit BCR-ABL sur 5 comparativement a d’autres technologies plus
sensibles comme la dHPLC dont la sensibilité atteindrait 0,1 a 10 % [Hughes et al.,

2006].

Par ailleurs, selon un panel d’experts de I'European LeukemiaNet (ELN), la faible
sensibilité de la méthode de Sanger ne serait pas une limitation puisque I'impact
clinique de la détection de mutations dans le domaine kinase de BCR-ABL par des




méthodes hautement sensibles demeure incertain [Soverini et al., 2011].

Tableau 4 Validité analytique de I'analyse mutationnelle de la protéine de fusion

BCR-ABL
ETUDE NOMBRE ET NOMBRE DE PERIODE DE DETECTION
CARACTERISTIQUES DES PATIENTS AVEC DES MUTATIONS
PATIENTS MUTATIONS (%)

Hochhaus et
al., 2002

66 patients résistants a
I'lmatinib

= crise blastique myéloide :

33
= crise blastique
lymphoide : 2
= PA:16
= PC:13
=|LA:2

27/66 patients

= Détectées au moment
de la récidive

= Non détectées avant le
traitement

Branford et
al., 2002

18 patients résistants a
I'lmatinib
LMC ou LLA-Ph+

12/18 patients

Non détectées avant
I'lmatinib : 9 patients
Non détectées 3 a 9 mois
avant le début de la
résistance : 4 patients

Résistants a I'lmatinib : 189

Résistants aux ITK 2° gén.** :
98

Résistants au Dasatinib *: 14

(69,3)

Résistants aux ITK
2°gén. : 76/98 (78)
Résistants au
Dasatinib : 11/14 (79)

Branford et N =144 27/144 patients Mutations détectées a
al., 2003 PA : 40 PA : 13/40 (33) 8 mois (médiane) (3-
PC tardive : 64" PC tardive : 14/64 (22) | 18 mois) aprés début de
PC début : 40 PC début : 0/40 imatinib
= détectées chez les
patients en PA et PC
tardive
= non détectées en début
dela PC
Soverini et N =272 (Ph* LLA) Résistants a Analyse de 60 patients au
al., 2014 Age médian : 53 ans (17-79) | I'lmatinib : 131/189 moment du diagnostic

(avant traitement) :
mutations rarement
détectées par séquencage
direct

Abréviations : LLA : leucémie lymphoblastique aiglie; LMC: leucémie myéloide chronique; PA : phase accélérée; PC:
phase chronique; Ph* : chromosome de Philadelphie positif.

Données de validation locales

L'analyse proposée a été développée et elle est réalisée au laboratoire du
demandeur. Chaque échantillon est séquencé en duplicata de fagcon bidirectionnelle
de facon a confirmer les variations observées. Aucun programme de contréle de la
qualité externe n’est disponible sur le marché. Pour remédier a cela, certains

41. PC tardive : 2 12 mois apres le diagnostic.
42. Dasatinib ou Nilotinib administré en traitement de deuxiéme ligne aprés échec du traitement a I'Imatinib.
43. Administré en traitement de premiére ligne.
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échantillons sont testés rétrospectivement pour vérifier la présence de mutations en
utilisant une méthode de remplacement. De plus, une entente d’échange de
spécimens (témoins avec ou sans mutations) avec le laboratoire de The University
Health Network (Ontario) a été conclue afin d’assurer la qualité des résultats™.

5.4 Recommandations d’autres organismes

Les recommandations répertoriées pour I'analyse mutationnelle du domaine kinase
du géne de fusion BCR-ABL concernent uniquement la LMC.

Les lignes directrices du traitement de la LMC publiées en 2013 par le Groupe
québécois de recherche en LMC-NMP recommandent la recherche de mutations ABL
dans le cadre du suivi de traitement dans les cas suivants :

e Echec des jalons thérapeutiques;

o Expression BCR-ABL par RQ-PCR qui augmente de plus de 0,5 log dans
2 prélévements consécutifs, a plus de 0,1 % par rapport a I'échelle internationale
(1S);

e Absence de réponse aprés I'introduction d’un ITK de remplacement ou une
nouvelle perte de réponse.

Et dans les cas d'une résistance secondaire avec « perte de réponse cytogénétique
compléte (RCC), perte de réponse moléculaire majeure (RMM) ou une augmentation
de 0,5 log confirmée mais toujours en phase chronique.

L’European LeukemiaNet (ELN) et I'European Society for Medical Oncology (ESMO)
recommandent que la méthode de séquencgage de Sanger soit utilisée pour I'analyse
mutationnelle du domaine kinase du géne de fusion BCR-ABL [Baccarani et al., 2012;
Soverini et al., 2011]. L’ELN formule également la recommandation que le
séquencage direct (de type Sanger) puisse étre précédé par une prédétection par
HPLC [Soverini et al., 2011].

Par ailleurs, I'European LeukemiaNet (ELN) et I'European Society for Medical
Oncology (ESMO) recommandent que les stratégies plus sensibles de détection des
mutations soient réservées au domaine de la recherche [Baccarani et al., 2012;
Soverini et al., 2011].

L'ELN a formulé des recommandations quant aux situations ol I'analyse
mutationnelle du gene de fusion BCR-ABL devrait étre réalisée chez les patients
atteints de LMC [Soverini et al., 2011], soit :

e Au moment du diagnostic : seulement pour les patients en phase accélérée ou en
phase blastique;
e Durant le traitement a I'lmatinib :

= En cas d’échec;

= En cas d’augmentation du niveau de transcrits BCR-ABL menant a une perte de
réponse moléculaire majeure;

= Pour tout autre cas de réponse sous-optimale;

44. Une copie du courriel attestant I'entente a été annexée a la demande d’addition de I'analyse au répertoire.
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e Durant traitement avec les ITK de deuxieme ligne (Dasatinib ou Nilotinib) : en cas
de perte de réponse hématologique ou cytogénétique.
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Le NCCN [2014] recommande I'analyse mutationnelle lors du monitorage de la
réponse aux ITK, dans les situations suivantes :

e Phase chronique :
= Réponse initiale inadéquate (échec a atteindre une PCyR* ou BCR-ABL1/ABL1
<10 % (15*) a 3 et 6 mois ou CCyR* a 12 et 18 mois);
= Tout signe de perte de réponse (définie comme récidive hématologique ou
cytogénétique);
= Augmentation de 1 log du niveau de transcrits BCR-ABL et perte de MMR™;

e Lorsque la maladie progresse vers la phase accélérée ou la phase blastique.

6 REPERCUSSIONS POSSIBLES DE L'INTRODUCTION DE L’ANALYSE

6.1 Effet sur les ressources matérielles et humaines
Cette analyse est effectuée par le demandeur depuis 2009.

6.2 Conséquences économiques de l'introduction de I'analyse dans le systéeme
de santé et de services sociaux québécois

Cette analyse est effectuée par le demandeur depuis 2009.

6.3 Principaux enjeux organisationnels, éthiques ou autres (sociaux, juridiques,
politiques)

N’ont pas été évalués.

7 EN BREF

7.1 Pertinence clinique

Les mutations au domaine kinase du gene de fusion BCR-ABL constituent une des
causes de la résistance aux inhibiteurs de la tyrosine kinase (ITK) actuellement utilisés
pour le traitement de la LLA et de la LMC. Dans ce contexte, I'analyse mutationnelle
du géne de fusion BCR-ABL permet de déterminer la meilleure stratégie de
traitement et d’orienter le choix de I'lITK a utiliser. Les mutations détectées chez les
patients atteints de LMC ayant développé une résistance a I'lmatinib sont associées a
une survie sans progression et une survie globale défavorables si une thérapie de
remplacement n’est pas appliquée; c'est particulierement le cas de la mutation T315I
et des mutations a la région « P-loop ». L’identification de mutations a la suite de la
manifestation d’une résistance ou d’une intolérance a I'lmatinib permet de prescrire
un traitement de remplacement (ITK de deuxiéme génération) et rend possible une
amélioration du pronostic pour les patients.

45. PCyR : réponse cytogénétique partielle.
46. IS : International standard.

47. CCyR : réponse cytogénétique compléte.
48. MMR : réponse moléculaire majeure.
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7.2

7.3

7.4

Validité clinique
Se reporter a la section « Pertinence clinique ».
Validité analytique

Les données de validité analytique repérées proviennent d’études portant sur la
sensibilité analytique du séquencage direct de type Sanger. On rapporte une
sensibilité de 15 a 25 %, qui est qualifiée de faible par rapport a celle des autres
techniques disponibles. Par ailleurs, selon un panel d’experts de I'European
LeukemiaNet (ELN), la faible sensibilité de la méthode de Sanger ne serait pas une
limitation puisque I'impact clinique de la détection de mutations dans le domaine
kinase de la protéine BCR-ABL par des méthodes hautement sensibles demeure
incertain.

Recommandations d’autres organismes

Le Groupe québécois de recherche en LMC-NMP recommande la recherche de
mutations dans le cadre du suivi de traitement en cas d’échec de traitement ou
d’absence de réponse, d’'une augmentation de plus de 0,5 log des transcrits BCR-ABL
ou dans certains cas de résistance secondaire.

La méthode de séquencage de type Sanger utilisée par le demandeur est
recommandée par I'ELN et L'ESMO, et selon I'ELN son application peut étre précédée
par une technique de prédétection telle que la dHPLC. L'utilisation de méthodes plus
sensibles de détection des mutations ne fait toutefois pas consensus selon la
littérature. Toutefois, I'ELN et 'ESMO recommandent que ces méthodes soient
réservées au domaine de la recherche.

Les recommandations de 'ELN et du NCCN permettent de guider le clinicien quant au
moment ou I'analyse mutationnelle du domaine kinase de BCR-ABL devrait étre
réalisée.
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8 AVIS EN BREF DE L'INESSS

Analyse mutationnelle du domaine kinase de la protéine de fusion
BCR-ABL

Statut de la technologie diagnostique
Etablie
O innovatrice
O Expérimentale (pour la recherche uniquement)

O Remplacement de la technologie qui devient obsolete

Recommandation de 'INESSS
Avis de recommandation d’introduction
0 Avis de refus d’introduction

O Avis de réévaluation

Recommandation additionnelle
O Lien a faire avec I'inscription de médicaments, si test compagnon
O Décision de production d’un guide d’usage optimal

O Production d’indicateurs dans le cas d’un besoin de vigilance
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ANNEXE A

Inhibiteurs de la tyrosine kinase couramment utilisés dans le
traitement de la LMC et de la LLA : liste de médicaments couverts
par la RAMQ et indications reconnues

Nom (générique)

Classification

Liste RAMQ

Indications

Imatinib (Gleevec)

Médicament
d’exception

Oui

Traitement de la LMC en phase chronique, accélérée ou
blastique

Traitement de la LLA Ph+ réfractaire ou récidivante et
chez un patient pour qui une transplantation de cellules
souches est prévisible

Traitement de la LLA Ph+ nouvellement diagnostiquée
chez I'adulte a la suite d'une chimiothérapie parentérale,
soit durant la phase de maintien

Dasatinib (Sprycel)

Médicament
d’exception

Oui

Traitement de 1™ intention de la LMC en phase
chronique et accélérée chez les adultes présentant un
échec, une réponse sous-optimale ou une intolérance
sérieuse a I'Imatinib ou au Nilotinib

*Pas d’indication reconnue pour la LLA

Nilotinib (Tasigna)

Médicament
d’exception

Oui

Traitement de la LMC en phase chronique ou accélérée
chez I'adulte présentant un échec, une réponse sous-
optimale ou une intolérance sérieuse a I'lImatinib.
Traitement de 1% intention de la LMC en phase
chronique

*Pas d’indication reconnue pour la LLA

Bosutinib (Bosulif) |ND Prévu octobre ND
2014*
Ponatinib (Iclusig) |ND ND ND

ND : non déterminé

Source : Régie de I'assurance maladie du Québec (RAMQ). Liste des médicaments : derniére mise a jour le 16 juillet 2014. Disponible
a : https://www.prod.ramg.gouv.qc.ca/DPI/PO/Commun/PDF/Liste_Med/Liste_Med/liste_med_2014_07_16_fr.pdf.

* L'INESSS a publié un avis de refus de I'introduction du Bosutinib pour le traitement de la LMC en octobre 2014 :
http://www.inesss.qc.ca/activites/evaluation-des-medicaments/evaluation-des-medicaments/extrait-davis-au-ministre/bosulif.html.
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DOSAGE DE LA 3-METHOXYTYRAMINE
PLASMATIQUE PAR LC-MS/MS (REFERENCE -
2014.02.03)

Avis d’évaluation

INFORMATION GENERALE

11
1.2
13
1.4

Demandeur : CHUM — Hépital Saint-Luc
Date de transmission de la demande au MSSS : 16 janvier 2014
Date de réception de la demande a I'INESSS : 10 juin 2014

Date de transmission de I’avis au ministre : 31 octobre 2014

Mise en garde

Le présent avis est fondé sur I'information scientifique et commerciale déposée par le
demandeur ainsi que sur une recherche documentaire complémentaire selon les
données disponibles au moment de I’évaluation de I'analyse par I'INESSS.

TECHNOLOGIE, SOCIETE ET LICENCE

2.1

2.2

Nom de la technologie

Chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse en tandem (LC-
MS/MS) avec extraction automatisée directe (on-line).

Description bréve de la technologie et précisions techniques et cliniques

Le demandeur utilise une technique classique de LC-MS/MS avec extraction
automatisée directe. La technique comporte trois étapes : 1) la préparation de
I’échantillon, 2) la chromatographie en phase liquide (LC) et 3) I'analyse par
spectrométrie de masse en tandem (MS/MS).

La préparation de I’échantillon a pour but de purifier celui-ci en enlevant les
protéines et d’autres substances avant de I'analyser. Elle peut étre faite selon
plusieurs méthodes dont les trois les plus communes sont : I'extraction en phase
solide (SPE), I'extraction liquide-liquide (ELL) et la précipitation des protéines (PP)
[Adaway et Keevil, 2012]. La méthode en phase solide est celle utilisée par le
demandeur®.

La LC est une méthode qui permet de séparer les molécules d’un mélange complexe
(sérum ou plasma) selon leurs propriétés physico-chimiques (poids moléculaire,
hydrophobicité ou autre). Le principe de la LC fait intervenir une phase mobile liquide
et une phase solide stationnaire (sur colonne ou sur couche mince). La composition
des phases liquide et solide varie en fonction du type de molécule a purifier.

La MS vise a déterminer la masse des molécules présentes dans un échantillon

49. D’apres I'information fournie par le demandeur.
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2.3

2.4
2.5
2.6

2.7

donné. La mesure de la masse repose sur la déviation des molécules préalablement
ionisées par un champ électrique ou magnétique, pour lesquelles les trajectoires sont
proportionnelles a leur masse et a leur charge.

Le spectrométre de masse est composé :

D’une source d’ionisation pour modifier la charge des molécules et les faire passer en
phase gazeuse (p. ex. : ionisation électro-spray (ESI), ionisation chimique a pression
atmosphérique (APCI) ou autre).

1 D’un analyseur qui permet de séparer les ions en fonction du rapport masse sur
charge (m/z).

Les analyseurs peuvent étre couplés de facon séquentielle. Il s’agit de la
spectrométrie de masse a plusieurs dimensions (dans le cas présent, en tandem donc
MS/MS). Un premier analyseur sélectionne les ions selon un certain m/z
(purification). L'ion purifié est ensuite fragmenté dans une chambre de collision.

Un deuxiéme analyseur mesure le m/z des fragments [Adaway et Keevil, 2012; Grebe
et Singh, 2011].

Société ou développeur

Méthode maison. Le demandeur utilise la technique classique de LC-MS/MS avec
extraction en phase solide automatisée directe (on line), sur un systeme Symbiosis-
Quattro Premier. Pour le contréle de la qualité interne, I'analyse est faite en
duplicata sur deux pools de plasma maison et sur deux autres échantillons différents
d’un matériel utilisé précédemment pour des contrbles de qualité externe. Une
courbe de calibration est incluse avec chaque série d’analyses, y compris un contréle
de qualité provenant de pools de sérum et de produits commerciaux. Le contréle de
qualité externe est assuré par la participation du laboratoire au programme
australien RCPA (Chemical Patology Quality Assurance Programs). Les valeurs de
référence pour la 3-méthoxytyramine plasmatique sont : < 0,17 nmol/I.

Licence : ne s’applique pas.
Brevet : ne s’applique pas.
Statut d’homologation (Santé Canada, FDA)

Sans objet. Réactifs préparés au laboratoire. Colonne de chromatographie et
cartouches d'extraction commerciales.

Valeur pondérée : 126,94

INDICATIONS CLINIQUES, MILIEU DE PRATIQUE ET MODALITES

3.1

D’ADMINISTRATION

Patients ciblés

Tous les patients chez qui on suspecte un phéochromocytome (Phéo) ou un
paragangliome (Pgl) ainsi que les patients atteints d'une mutation germinale
reconnue comme étant associée a ces tumeurs.



3.2

Description des maladies visées

Phéochromocytomes et paragangliomes

Les Phéo et les Pgl sont des tumeurs développées a partir du tissu neuroendocrinien
(cellules chromaffines), dérivé de la créte neurale, appartenant au systéme nerveux
sympathique et parasympathique [Rouaix-Emery et al., 2014]. La classification de
I’OMS de 2004 classifie le Phéo comme un Pgl intrasurrénalien [Pacak et al., 2011].

Les Pgl associés au systéeme parasympathique se développent surtout au niveau de la
téte et du cou et ils sont généralement peu sécrétants [Rouaix-Emery et al., 2014]
alors que ceux associés au systéme sympathique se développent au dépens de la
médullosurrénale ou des ganglions sympathiques des régions thoracique,
abdominale et pelvienne et ils sont potentiellement actifs. Le terme

« phéochromocytome » est habituellement réservé aux tumeurs chromaffines de la
médullosurrénale.

Ces tumeurs, Phéo et Pgl, sont sporadiques dans 70 % des cas ou elles font partie de
syndromes de prédisposition génétique dans 30 % des cas : néoplasies
endocriniennes multiples (NEM) de type 2A et 2B (géne Ret), maladie de Von Hippel
Lindau (géne VHL), syndromes des paragangliomes héréditaires (genes SDHA, SDHB,
SDHC, SDHD) et neurofibromatose de type 1 (gene NF1) [Rouaix-Emery et al., 2014].
La mutation du SHDB, initialement rapportée dans une cohorte germanique et
polonaise, est la plus fréquente des mutations rencontrées dans le monde [Lefebvre
et al., 2012] et elle concerne surtout des Pgl non surrénaliens, particulierement de la
téte et du cou [Pacak et al., 2011].

L’expression clinique est variable selon la localisation, la taille de la tumeur et
I'intensité de ses sécrétions hormonales de catécholamines. Certaines
catécholamines entrainent une hypertension importante et abrupte associée a des
céphalées intenses, des sudations et des palpitations, soit le portrait classique
rapporté d’un Phéo actif et sécrétant. Certaines restent asymptomatiques. De plus, il
n’y a pas nécessairement de corrélation entre les symptomes d’hypertension et le
taux de catécholamines circulant [Rouaix-Emery et al., 2014]. Des taux circulants
élevés de dopamine peuvent causer de I'hypotension [Koch et al., 2003].

Les catécholamines regroupent I'adrénaline (épinéphrine), la noradrénaline
(norépinéphrine) et la dopamine. La synthése des catécholamines provient de la L-
tyrosine alimentaire ou du métabolisme hépatique de la phénylalanine. La dopamine
se transforme d’abord en noradrénaline puis en adrénaline de fagon enzymatique.
L’enzyme cathécol-o-méthyltransférase (COMT) transformera les catécholamines
circulantes primaires en métanéphrines qui regroupent la normétanéphrine,
la métanéphrine et la 3-méthoxytyramine (3-MT), catabolites sanguins de la
noradrénaline, 'adrénaline et la dopamine, respectivement [Peaston et al., 2010].
La grande majorité des métanéphrines (95 %) subiront une sulfoconjugaison dans le
tractus gastro-intestinal et on trouvera dans les urines les acides vanylmandélique
(adrénaline, noradrénaline) et homovanillique (dopamine) grace aux enzymes
monoamine oxydase (MAOQ) et aldéhydedéshydrogénase [Rouaix-Emery et al., 2014].
Ce sont les métanéphrines libres qui refletent la sécrétion tumorale, qui représente
5 % des métanéphrines totales qu’on mesurera dans le sang circulant [Rouaix-Emery
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3.5

et al., 2014]. De plus, les dosages plasmatiques de 3-MT libre détecteront un nombre
plus élevé de Pgl actifs que leurs mesures d’excrétion urinaire (33 % vs 27 %;
p < 0,05) [Van Duinen et al., 2013].

Ce sont des tumeurs rares, potentiellement mortelles, qui peuvent affecter les
adultes et les enfants (10 % des cas) et dont la prévalence est de 1/30 000, selon le
demandeur. Rouaix-Emery et ses collaborateurs (2014), dans une publication
récente, indiquent une incidence de 0,95 nouveau cas par 100 000 personnes.
L'incidence est sous-estimée, car ce sont des maladies mal connues et sous-
diagnostiquées. Une mutation fondatrice dans la population canadienne-francaise
prédispose au développement des Pgl (SDHC) [Dumas et al., 2011].

Dosage de la 3-méthoxytyramine

Hormis pour certains cas de paragangliomes sécrétant uniquement la dopamine et
son métabolite (3-MT), la détection de ces maladies (Phéo et Pgl) ne repose pas sur
le dosage de la 3-MT. Cependant, une fois le diagnostic posé, I'analyse de la 3-MT fait
partie du bilan biochimique demandé. Le dosage permet, entre autres, d’orienter le
choix des tests génétiques a utiliser pour identifier la mutation responsable de la
maladie. Le dosage de la 3-MT donne une indication de la malignité de la tumeur,
puisque les tumeurs sécrétant la dopamine ont plus de probabilité d’étre
métastatiques. Le dosage fera également partie du bilan de suivi des patients dont la
tumeur est métastatique, dans le but de détecter rapidement les récidives. En plus
des patients ayant développé la maladie, les individus porteurs de la mutation
germinale (favorisant I'apparition de telles tumeurs) seront également suivis
annuellement par un bilan comprenant la 3-MT°.

Nombre de patients visés
De 10 a 15 nouveaux cas par année plus 15 a 30 suivis de cancers métastatiques.
Spécialités médicales concernées (et autres professionnels, le cas échéant)

Médecine interne, endocrinologie, oncologie, éventuellement ORL (tumeurs
cervicales), génétique, pédiatrie.

Modalités d’administration du test

Echantillon plasmatique par ponction veineuse dans un tube d’héparine ou d’EDTA
aprées une nuit de jeline et une période minimale en position allongée sur le dos
[Rouaix-Emery et al., 2014; Peitzch et al., 2013; Lenders et al., 2007; Pacak et al.,
2007]. Les concentrations de 3-MT peuvent étre majorées par I'alimentation — d’ou
I'importance du jeGine [Van Duinen et al., 2013; De Jong et al., 2009], mais aussi par
la prise d’antidépresseurs tricycliques ou d’acétominophéne [Rouaix-Emery et al.,
2014]. Il est recommandé aussi de s’abstenir de boissons caféinées ou décaféinées
[Darr et al., 2014]. Dans la mesure du possible, I'arrét de toute médication affectant
le métabolisme des catécholamines une semaine avant le prélevement est fortement
suggéré'.

Par ailleurs, une étude n’a pu déceler de différence significative des mesures

50. D’apres l'information du demandeur, 2014.

51. Ibidem.
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plasmatiques de la 3-MT selon I'age, I'IMC>? et le sexe [Van Duinen et al., 2013], ce
qui n"est pas le cas pour les autres métanéphrines dans le diagnostic du Phéo
[Rouaix-Emery et al., 2014].

4  CONTEXTE TECHNOLOGIQUE

4.1

4.2

4.3

4.4

Nature de la technologie diagnostique

Cette analyse ne remplace pas les analyses existantes, soit celles recherchant les
catécholamines et métanéphrines dans le plasma et I'urine, mais elle est
complémentaire; elle mesure spécifiquement la 3-MT, métabolite circulant de la
dopamine. Cette analyse permet donc la détection de tous les Phéo et Pgl sécrétant
la dopamine afin d’en assurer une meilleure prise en charge.

Bréve description de la situation technologique actuelle

Selon le demandeur, le diagnostic biochimique du Phéo et du Pgl est amorcé par le
dosage dans le plasma et l'urine des catécholamines et métanéphrines. Une fois le
diagnostic confirmé, le dosage de la 3-méthoxytyramine permet d’orienter la
recherche de mutations (choix des tests génétiques), si approprié, afin de repérer
celle qui est responsable de la maladie.

Parmi les technologies actuellement disponibles, il y a la chromatographie liquide
avec détection électrochimique (LC-ECD) [Peitzsch et al., 2013; Eisenhofer et al.,
1986], la chromatographie liquide haute performance avec spectrométrie de masse
en tandem (HPLC-MS/MS) [Pillai et Callen, 2010], les immunoessais enzymatiques
(EIA) [Pillai et Callen, 2010] et la chromatographie liquide couplée a la spectrométrie
de masse en tandem (LC-MS/MS) [Leung et Fong, 2014; Peitzsch et al., 2013].

Bréve description des avantages évoqués de la nouvelle technologie

La technologie LC-MS/MS est maintenant trés répandue dans les laboratoires
cliniques [Ackermans et al., 2014]. Sa spécificité analytique est meilleure que celle
des immunoessais [Pillai et Callen, 2010] ou méme que de la chromatographie
liquide a haute performance (HPLC) et elle a un meilleur rendement que la GC-MS
conventionnelle [Grebe et Singh, 2011]. Elle présente aussi une spécificité plus
élevée que la HPLC-ECD et peut étre utilisée pour analyser de plus petits volumes.
Elle a un rapport co(t-efficacité positif car elle réduit le temps de traitement de
I’échantillon et le temps de I'analyse comparativement a la HPLC-ECD [Van Berkel et
al., 2014]. Cette méthode analytique évite les interférences chromatographiques par
analogie de structure, mais elle n’affranchit pas des interférences pharmacologiques,
d’ol I'importance de faire 'anamnéese médicamenteuse, voire de cesser certains
médicaments avant le prélevement sanguin [Rouaix-Emery et al., 2014].

Récemment, il a été possible de faire I'extraction en phase solide on-line entiérement
automatisée couplée a la LC-MS/MS, ce qui élimine plusieurs des limites des
techniques en phase solide off-line, telle que I'évaporation du solvant, tout en ayant
I’avantage de pouvoir tester un plus grand nombre d’échantillons [Peaston et al.,
2010] et de profiter de sa rapidité d’exécution (environ 31 minutes avec la méthode
utilisée par le requérant).

Colit de la technologie et des options : n’a pas été analysé.

52.IMC : indice de masse corporelle.
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DONNEES PROBANTES

5.1 Pertinence clinique

5.1.1 Remplacement d’un autre test

Le dosage de la 3-MT est une analyse complémentaire au dosage des métabolites
plasmatiques ou urinaires de I'adrénaline et de la noradrénaline chez les patients
atteints ou suspectés d'étre atteints d'un Phéo ou d'un Pgl sécrétant la dopamine.
C'est Eisenhofer et ses collaborateurs [2005] qui ont rapporté en premier I'utilité de
mesurer la 3-MT plasmatique libre pour la détection et le suivi des Pgl sécrétant de la
dopamine.

5.1.2 Valeur diagnostique ou pronostique

Le dosage de la 3-MT permettra une meilleure prise en charge des patients atteints
de Phéo ou de Pgl, tout d’abord en dépistant des tumeurs sécrétant des
catécholamines a bas bruits, ce qui n’est pas le cas avec les marqueurs habituels dont
les catécholamines urinaires et la métanéphrine ou la normétanéphrine
plasmatiques. Il s’agit de tumeurs potentiellement mortelles menant aussi a des
accidents cardiovasculaires et vasculaires cérébraux.

Le seul traitement améliorant la survie, dans les cas de Phéo ou de Pgl, est |a
résection chirurgicale [Jimenez et al., 2013] qui sera possible sur de petites tumeurs
sans extension, d’ou I'importance de détecter précocement les tumeurs et les
récidives de tumeurs.

Il y a une répercussion sur le traitement des patients avec Pgl sécrétant de la
dopamine. Ainsi, cette nouvelle analyse, selon le demandeur, permettra de détecter
de fagon sensible une réponse possible a la chirurgie pour la maladie métastatique et
elle sera un outil précieux de surveillance de la récidive. Parmi les patients avec Phéo
ou Pgl, la concentration de la 3-MT était de 4 a 6 fois plus élevée chez les patients
avec métastases comparativement a ceux qui n’en n’avaient pas [Rouaix-Emery et
al., 2014, Peitzch et al., 2013; Eisenhofer et al., 2012].

De plus, le dosage sérié de la 3-MT permettra la détection précoce des tumeurs
primaires ou des récidives sans I'utilisation répétée d’examens radiologiques
extensifs et non dénués d’effets oncogéniques.

Finalement, cette analyse permettra, chez les patients atteints de cette maladie,
d’évaluer la prédisposition génétique (géne SDHB surtout, mais aussi SDHD) présente
dans 30 % [Rouaix-Emery et al., 2014] des cas, voire 50 % des cas en présence de
maladie métastatique [Jimenez et al., 2013]. Les concentrations plasmatiques de la 3-
MT libre s’élévent jusqu’a plus de 90 fois (SDHB) et a plus de 70 fois (SDHD) les
valeurs de référence en présence de Pgl avec ces mutations [Eisenhofer et al.,
2011b]. En plus des patients connus, les porteurs de cette mutation germinale
favorisant I'apparition de telles tumeurs seront également suivis. Cela s’applique
particulierement dans les cas d'une mutation fondatrice (SDHC) qui prédispose a la
maladie plusieurs membres de familles canadiennes-frangaises [Dumas et al., 2011].

5.1.3 Valeur thérapeutique : ne s’applique pas.



5.2

Validité clinique

TERMES PRESENCE ABSENCE SANS OBIJET
Sensibilité X
Spécificité X
Valeur prédictive positive (VPP) X
Valeur prédictive négative (VPN) X
Rapport de vraisemblance (LR) X
Courbe ROC X
Exactitude X

Sensibilité et spécificité
La sensibilité et la spécificité cliniques de la 3-méthoxytyramine (3-MT) analysée par
LC-MS/MS sont respectivement de 86 % et 96 % (voir le tableau 1).

Tableau 1 Sensibilité, spécificité, VPP et VPN

ETUDE METHODE NOMBRE DE | SENSIBILITE | SPECIFICITE
SPECIMENS (%) (%)
Peitzsch et al., 2013 LC-MS/MS 63 86 96
Eisenhofer et al., 2012 LC-ECD - 57 85
Valeur seuil a 0,2 nmol/I

Abréviations : LC-ECD : chromatographie liquide avec détection électrochimique; VPP : valeur prédictive
positive; VPN : valeur prédictive négative.

Courbe ROC

Peitzsch et ses collaborateurs [2013] ont trouvé une aire sous la courbe (AUC) de
0,902 pour la 3-MT avec une valeur seuil a 0,41 nmol/I.

Eisenhofer et ses collaborateurs [2012] ont trouvé une AUC de 0,716 (p < 0,0001)
pour la MT plasmatique libre alors que la AUC est de 0,547 (p =0,171) pour la
normétanéphrine (NMN). Ainsi, la 3-MT est un meilleur biomarqueur de malignité
gue la NMN. Par ailleurs, lorsque la 3-MT est comparée au diameétre de la tumeur
comme prédicteur de présence de malignité, elle est presque comparable, avec une
AUC de 0,739 (p < 0,0001) lorsque la valeur seuil est de 0,2 nmol/l comparativement
a une AUC de 0,771 (p < 0,0001) pour le diametre de la tumeur. Dans cette méme
étude, 'AUC indique que, parmi les 18 analytes de catécholamines analysés, la 3-MT
est le biomarqueur le plus discriminant pour les patients avec ou sans métastases.

Exactitude

Dans I'étude de Peitzsch et ses collaborateurs [2013], la 3-MT permet de classifier
correctement 86 % des patients selon la présence ou I'absence de métastases
(F=12,04, p = 0,0097).
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5.3

Dans I’étude d'Eisenhofer et ses collaborateurs [2011a], la 3-MT classifie
correctement : 53 % des MEN2>* et NF1°* versus VHL>, SDHB>® et SDHD*' et 78 %
VHL versus SDHB et SDHD. Or, lorsqu’on utilise une combinaison de tests (3-MT,
NMN et MN®®), la classification correcte des patients est de prés de 100 % des MEN2
et NF1 versus VHL, SDHB et SDHD et de 78 % VHL versus SDHB et SDHD.

Dans I'étude d'Eisenhofer et ses collaborateurs [2012], pour les tumeurs surrénales,
la probabilité de métastases est < 10 % si la concentration de 3-MT est normale et de
>33 % si la concentration de 3-MT > 3 nmol/l. Pour les tumeurs extrasurrénales, la
probabilité de malignité est > 70 % si la concentration de 3-MT est > 3 nmol/I.

Validité analytique (ou technique)

TERMES PRESENCE ABSENCE SANS OBJET

Répétabilité X

Reproductibilité

X
Sensibilité analytique X
X

Spécificité analytique

Effet de matrice X

Concordance X

Corrélation entre test et X
comparateur

Autres selon te type de test X

Deux études de validation de la LC-MS/MS a doser la 3-méthoxytyramine (3-MT) ont
été repérées [Peitzsch et al., 2013; Peaston et al., 2010].

Sensibilité analytique

La sensibilité analytique de la LC-MS/MS a détecter la 3-MT est représentée par les
valeurs de limite de détection (LOD) et de limite inférieure de quantification (LLOQ)
(voir le tableau 2). La LOD varie de 0,02 a 0,03 nmol/l alors que la LLOQ varie de
0,024 a 0,06 nmol/I.

Répétabilité et reproductibilité

Les valeurs du CV intraessai varient entre 2,9 % et 11,5 % alors que celles du CV
interessai vont de 7,8 % a 12,9 % (voir le tableau 3).

53. MEN2 : néoplasie endocrinienne multiple type 2.
54. NF1 : neurofibromatose type 1.

55. VHL : von Hippel-Lindau.

56. SDHB : succinate dehydrogenase subunit B.

57. SDHD : succinate dehydrogenase subunit D.

58. NMN : normétanéphrine; MN : métanéphrine.
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Tableau 2 Etudes de validation du dosage de la 3-méthoxytyramine par la LC-MS/MS

ETUDE NOMBRE ET TYPE | VOLUME ANALYSE PAR LC-MS/MS
e *
D’ECHANTILLONS (W) METHODE DE | CONTROLE IONISATION LOD LLOQ LINEARITE | COEFFICIENT
PREPARATION INTERNE (nmol/l) | (nmol/l) (nmol/1) | DE LINEARITE
Peitzsch et al., 2013 Plasma - EPS 3-MT-d, ESI en mode 0,02 0,024 2,5-50 r=0,999
MRM (positif)
Peaston et al., 2010 28 -/35 EPS online 3-MT-d, ESl en mode 0,03 0,06 0,1-23 > 0,99
Plasma MRM (positif)
(3-MT libre)

Abréviations : 3-MT : 3-méthoxytyramine; 3-MT-d, : 3-méthoxytyramine-a,a,B,3-D4 (deutéré); EPS : extraction en phase solide; ESI : electrospray ionization; LC-MS/MS : chromatographie liquide couplée
a une spectrométrie de masse en tandem; LLOQ : limite inférieure de la quantification; LOD : limite de la détection; MRM : multiple reaction monitoring; nmol/l : nanomole par litre; pl : microlitre.

*Volume d’échantillon / volume d’aliquote injecté dans le systéeme de HPLC

Tableau 3 Répétabilité et reproductibilité de la LC-MS/MS a doser la 3-méthoxytyramine
ETUDE NOMBRE DE SPECIMENS CONCENTRATION INTRAESSAI INTERESSAI
NOMINALE CV (%) CV (%)
(nmol/1)

Peitzsch et al., 2013 Intraessai : 12 0,102 5,6 11,4
Interessai : 40 0,27 52 78
3,23 2,9 8,9

Peaston et al., 2010 20 réplicats 0,35 11,5 -

20 réplicats 1,25 9,1 -

20 réplicats 3,25 7,1 -
20 essais 0,28 - 12,9
20 essais 1,15 - 10,2
20 essais 3,55 - 8,9

Abréviations : CV : coefficient de variation; nmol/I

: nanomole par litre.
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Spécificité analytique

Les valeurs de recouvrement de la 3-MT varient entre 66 % et 83 % [Peitzsch et al., 2013] ou
entre 88 % et 98 % [Peaston et al., 2010]. Cependant, le nombre de spécimens et la
concentration nominale relatifs a ces données ne sont pas mentionnés dans les
publications. Aucune interférence n’a été observée.

Selon une étude, la métanéphrine ou la normétanéphrine peuvent induire de fagon
substantielle une réaction croisée ou une contamination dans le profil chromatographique
de la 3-MT par LC-MS/MS avec extraction automatisée directe [Twentyman et al., 2012].
Aucune autre étude n’en fait mention.

Corrélation entre le test et le comparateur

Seule I'étude de Peitzsch et ses collaborateurs [2013] a comparé la LC-MS/MS avec la LC-
ECD sur 80 échantillons de plasma. Le coefficient de corrélation r est de 0,635 (p < 0,0001);
il indigue que les deux méthodes donnent des résultats moyennement similaires.

Concordance

Les concentrations plasmatiques de 3-MT sont de 26 % plus faibles lorsque mesurées par la
LC-MS/MS que celles faites par la LC-ECD [Peitzsch et al., 2013].

Données locales de validation technique

Les données de validation de méthode par le demandeur sont les suivantes : une linéarité
dans le plasma de 0,048 a 24,55 nmol/l; une LOD de 0,012 nmol/l; une LOQ de 0,048 nmol/I;
un CVintraessaide 3,7 % a 7,7 % (n = 10) et un CV interessaide 2,3 % a 13,8 % (n = 13) avec
des concentrations de 0,15 nmol/l a 15 umol/l; une exactitude de 105,7 %, 100,1 % et

101,1 % (pour trois contrdles de qualité externe); une récupération de 93,2 % de la 3-MT et
un effet de matrice moyen de 144,4 %.

Recommandations d’autres organismes

Deux documents portant sur des recommandations pour la pratique clinique ont été
repérés, mais aucun ne mentionne spécifiguement le dosage de la 3-MT. Le premier est un
guide de pratique clinique de la Endocrine Society (Etats-Unis) [Lenders et al., 2014] alors
gue le second est un regroupement de recommandations faites a la suite d’'un symposium
international sur le phéochromocytome [Pacak et al., 2007].

Ces documents recommandent que les dosages des métanéphrines (normétanéphrine et
métanéphrine) plasmatiques libres ou urinaires fractionnés soient faits en premiére ligne
(comme analyse biochimique initiale) pour le diagnostic du Phéo et du Pgl. Aucune mention
n’est toutefois faite pour la 3-MT. Des tests génétiques devront étre considérés chez les
patients ayant des mutations de lignée germinale [Pacak et al., 2007]. Les patients avec Pgl
devront faire I'objet de tests pour rechercher des mutations du succinate déhydrogénase
(SDH), et ceux avec des maladies métastatiques pour rechercher des mutations SDHB
[Lenders et al., 2014]. Un suivi annuel a vie est suggéré pour détecter les maladies
métastatiques ou récurrentes [Lenders et al., 2014]. Or, le dosage de la 3-MT pourrait
présenter un certain intérét pour orienter les tests génétiques, quoiqu’il n’en soit
aucunement fait mention dans ces documents.

Un document récent de Eunice Kennedy Shriver NICHD, NIH, recommande que le bilan
initial du diagnostic de Phéo et de Pgl comprenne les métanéphrines et il indique que, pour
les tumeurs dopamine dépendantes, le dosage de la 3-MT est préférable [Moraitis et al.,



2014].

REPERCUSSIONS POSSIBLES DE L'INTRODUCTION DE L’ANALYSE

6.1

6.2

6.3

Effets sur les ressources matérielles et humaines

L’équipement nécessaire a I'analyse par LC-MS/MS est déja présent dans la plupart des
laboratoires. Le personnel qualifié pour cette analyse est a prévoir, s’il n’est pas déja
disponible.

Conséquences économiques d’une introduction dans le systeme de santé et de

services sociaux québécois

N’ont pas été analysées.
Principaux enjeux organisationnels, éthiques ou autres (social, juridique, politique)

En plus des patients connus ayant la maladie, les individus porteurs de la mutation
germinale pourraient éventuellement étre suivis annuellement par un bilan comprenant la
3-MT, bien que cela comporte certains enjeux éthiques a considérer. Il est recommandé que
ces patients puissent participer a la prise de décision relativement aux tests génétiques
[Lenders et al., 2014].

EN BREF

7.1

7.2

7.3

Pertinence clinique

Cette analyse est complémentaire aux analyses existantes (catécholamines, métanéphrine,
normétanéphrine urinaires ou plasmatiques) mesurant spécifiquement la 3-MT libre, un
métabolite circulant de la dopamine. Cette mesure permet une détection de tous les Phéo
et Pgl sécrétant la dopamine afin d’en assurer une meilleure prise en charge. Cette prise en
charge inclut la détection précoce des tumeurs sécrétant de la dopamine, la surveillance
postrésection chirurgicale de récidive ou de métastases, mais surtout elle permet d’évaluer
la prédisposition génétique présente dans 30 % des cas. Cela s’applique particulierement
pour une mutation fondatrice (SDHC) a laquelle sont prédisposés plusieurs membres de
familles canadiennes-francaises.

Validité clinique

La sensibilité et la spécificité de I'analyse sont respectivement de 86 % et de 96 %. La 3-MT
est un meilleur biomarqueur de malignité que la normétanéphrine. Lorsqu’elle est
comparée au diametre de la tumeur comme prédicteur de présence de malignité, elle est
presque comparable. Par ailleurs, la 3-MT est le biomarqueur le plus discriminant pour les
patients avec ou sans métastases. La 3-MT peut classifier correctement (exactitude) 86 %
des patients selon la présence ou I'absence de métastases, 53 % des MENS2 et NF1 versus
VHL, SDHB et SDHD ainsi que 78 % VHL versus SDHB et SDHD. Lorsque la concentration de la

3-MT est > 3 nmol/I, la probabilité de métastases est de > 33 % pour les tumeurs surrénales
alors que la probabilité de malignité est > 70 % pour les tumeurs extrasurrénales.

Validité analytique

L’analyse de la 3-MT par LC-MS/MS montre une sensibilité analytique trés élevée (LLOQ
> 0,024 nmol/l), des coefficients de variation < 12 % (précision) et < 13 % (reproductibilité)
ainsi qu'un recouvrement entre 66 % et 98 % (spécificité analytique). Une seule étude
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7.4

[Twentyman et al., 2012] a mentionné une possibilité de réaction croisée induite par la
métanéphrine ou la normétanéphrine lors de I'analyse. La LC-MS/MS donne des
concentrations plasmatiques de 3-MT de 26 % inférieures a celles mesurées par la LC-ECD.
Les données locales de validation technique montrent une variation < 8 % et < 14 % pour la
répétabilité et la reproductibilité, respectivement. L’exactitude est de pres de 100 % avec
une récupération d’environ 93 % et un effet de matrice d’environ 144 %.

Recommandation d’autres organismes

Deux documents [Lenders et al., 2014; Pacak et al., 2007] portant sur des recommandations
pour la pratique clinique ont été repérés, mais aucun ne mentionne précisément le dosage
de la 3-méthoxytyramine. Or, celui-ci pourrait présenter un certain intérét pour orienter les
tests génétiques, quoique cela ne soit aucunement mentionné dans ces documents. Une
recommandation récente [Moraitis et al., 2014] souligne I'importance d’y ajouter le dosage
plasmatique de la 3-MT libre pour les Pgl dépendants a la dopamine.



AVIS EN BREF DE L'INESSS
Dosage de la 3-méthoxytyramine plasmatique par LC-MS/MS

Statut de la technologie diagnostique :
Etablie
O innovatrice
O Expérimentale (pour la recherche uniquement)

O Remplacement de la technologie : qui devient obsolete

Recommandation de I'INESSS :

Avis de recommandation d’introduction conditionnelle a I'utilisation des codes
déja existants dans le Répertoire pour les catécholamines (30112 et 30113)

O Avis de refus d’introduction

O Avis de réévaluation

Recommandation additionnelle :
O Lien a faire avec I'inscription de médicaments, si test compagnon

O Dpécision de production d’un guide d’usage optimal

O Production d’indicateurs, dans le cas d’un besoin de vigilance
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RECHERCHE DE MUTATIONS CIBLEES DANS LES
TUMEURS CEREBRALES PEDIATRIQUES (K27M ET G34V/R
DANS H3.3, K27M DANS H3.1 ET V600E DANS BRAF)
(REFERENCE - 2014.02. 04)

Avis d’évaluation

1  INFORMATION GENERALE

1.1.
1.2.

1.3.
1.4.

Demandeur : CHU Sainte-Justine

Date de transmission de la demande d’examen au MSSS : 21 janvier 2014
(modification regue le 1°" mai 2014)

Date de réception de la demande a I'INESSS : 9 juin 2014

Date de transmission de I’avis au ministre : 31 octobre 2014

Mise en garde

Le présent avis est fondé sur I'information scientifique et commerciale déposée par le
demandeur ainsi que sur une recherche documentaire complémentaire selon les
données disponibles au moment de I’évaluation de I'analyse par I'INESSS.

2 TECHNOLOGIE, SOCIETE ET LICENCE

2.1

2.2

2.3
24
2.5
2.6
2.7
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Nom de la technologie

Amplification des régions ciblées au moyen de la PCR, suivie d’une analyse moléculaire de la
séquence des amplicons par la méthode de Sanger.

Description bréve de la technologie et précisions techniques et cliniques

L'analyse est réalisée sur I’ADN tumoral extrait de tissu congelé ou préservé dans la
paraffine. Trois amplifications par réaction en chaine de la polymérase (Polymerase Chain
Reaction ou PCR) sont réalisées afin d’amplifier les régions spécifiques contenant les trois
mutations (mutations K27M et G34V/R dans les histones H3.3 et H3.1 et mutation V600E
dans BRAF). Les amplicons sont ensuite séquencés par la méthode de Sanger.

Société ou développeur : protocole fourni par le demandeur.
Licence : ne s’applique pas.

Brevet, le cas échéant : ne s’applique pas.

Statut d’homologation (Santé Canada, FDA) : ne s’applique pas.
Valeur pondérée : 196,27



3 INDICATIONS CLINIQUES, MILIEUX DE PRATIQUE ET MODALITES
D’ADMINISTRATION

3.1

3.2

Patients ciblés

Enfants atteints d’une tumeur cérébrale avec composante gliale (gliome).

Description de la maladie visée

Concernant les nouveaux cas de cancer chez les enfants et les jeunes de 0 a 19 ans des deux
sexes, les plus récentes statistiques canadiennes sur I'incidence du cancer montrent que le
systeme nerveux central (SNC) représente le deuxieéme site le plus touché. En effet, parmi
les 4 550 nouveaux cas de cancer pédiatrique prévus pour les 5 prochaines années,

860 impliquent le SNC (19 %), derriere les leucémies (n = 1 465; 32 %) [SCC, 2014, p. 113].
Les tumeurs cérébrales primaires sont complexes et hétérogénes. La classification de
I’Organisation mondiale de la santé (OMS) de 2007 est reconnue comme un standard
international relativement au typage et a la stadification des tumeurs gliales et autres
tumeurs cérébrales [Louis et al., 2007]>°. Le tableau 1 présente quelques données
épidémiologiques concernant les gliomes et autre tumeurs cérébrales pédiatriques.

Le demandeur vise plus particulierement quatre types tumoraux, soit I'astrocytome
pilocytique grade | (APC), le xanthoastrocytome pléomorphique grade Il (XAP), le
gangliogliome de grade | (GG) et le glioblastome grade IV (GBM). Ces types tumoraux sont
décrits plus en détail aux paragraphes suivants.

Tableau1l Tumeurs cérébrales pédiatriques primaires avec composante gliale (0-19 ans)

HISTOLOGIE GRADE" | REPARTITION? | INCIDENCE™ > SURVIE RELATIVE A
10 ANS’

Astrocytome pilocytique | 15,5% 0,82 96,0 %
Astrocytome diffus 1] 52% 0,27 80,4 %
Astrocytome anaplastique ] 1,6 % 0,09 26,5 %
Astrocytomes autres (dont le I-111 1,9% 0,1 70 % (XAP)
XAP 1)
Glioblastome v 2,7% 0,14 12,6 %
Oligodendrogliome 1] 1,1% 0,06 90,1 %
Oligodendrogliome anaplastique 1} 0,2% 0,01 -
Tumeurs oligoastrocytique 1-111 0,7% 0,04 76,1 %
Ependymome et autres I-111 53% 0,28 64,9 %
Gliomes malins non classés Hi-1v 11,5% 0,61 57,0%

59. Le systeme de gradation de I'OMS attribue aux tumeurs a évolution lente « un bas grade », soit | ou Il selon leur caractere circonscrit ou
non. Les tumeurs de grade | sont circonscrites et elles ont un meilleur pronostic que celles de grade Il dont les limites imprécises rendent
souvent I'exérése chirurgicale compleéte difficile. Les tumeurs de « haut grade » sont caractérisées par une croissance rapide, soit au sein de
foyers anaplasiques apparaissant dans une tumeur de bas grade (grade lll), soit dans une grande partie ou dans |'ensemble de la masse
tumorale (grade IV). Les signes de croissance rapide sont trés importants (forte densité cellulaire, index mitotique élevé et anaplasie ou
moindre différenciation cellulaire). La nécrose et la néovascularisation sont souvent observées dans les tumeurs de grade IV, mais il s'agit de
signes inconstants et infidéles de la croissance rapide [adapté de I'Atlas interactif de neuro-oncologie, Association des neuro-oncologues
d’expression frangaise, disponible a : http://anocef.org/atlas/fr/index.html].
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HISTOLOGIE GRADE' | REPARTITION? | INCIDENCE®? SURVIE RELATIVE A
10 ANS*

Neuronale/gliale (dont le GG) I-111 6,9 % 0,36 72,4 %

Abréviations : GG : gangliogliome; XAP : xanthoastrocytome pléomorphique.
1. Selon I'Organisation mondiale de la santé (OMS) [Louis et al., 2007].

2. Données tirées du rapport statistique du CBTRUS (Central Brain Tumor Registry of the United-States), 2006-2010.
La répartition est rapportée a propos de toutes les tumeurs cérébrales pédiatriques (N = 21 512) et non uniquement les
gliomes (N = 11 305 cas) [Ostrom et al., 2013].

3. Taux d’incidence annuel par 100 000 personnes ajusté pour I'age [Ostrom et al., 2013].

4. La survie relative se définit comme le ratio de la survie observée d'un groupe de personnes atteintes d'un cancer et la survie
prévue pour I'ensemble de la population présumée exempte du cancer a |'étude et qui présente les mémes caractéristiques

2 oy 60
(sexe, age, secteur de résidence, etc.)”.

Astrocytome pilocytique (APC - grade 1)

L’APC est un gliome essentiellement pédiatrique dont les sites préférentiels sont le cervelet
(67 %), I'hypothalamus et la voie optique. La tumeur est bien circonscrite, sa croissance est
lente et sa progression vers un stade malin est rare. La majorité des cas peuvent étre traités,
méme guéris, uniquement par I'exérese chirurgicale complete [Fernandez et al., 2003].

Le pronostic est bon avec une survie globale a 10 ans de 96 % [Ohgaki et Kleihues, 2005].
L’histologie classique montre deux composantes distinctes : une fasciculaire faite de cellules
piloides et une autre, microkystique, faite de cellules au noyau arrondi. La présence de
fibres de Rosenthal et de corps granuleux éosinophiles est caractéristique [Louis et al.,
2007]. On trouve souvent des cellules d’apparence maligne qui peuvent parfois s’étendre a
une bonne partie de la tumeur, compliquant ainsi le diagnostic établi a partir de petits
échantillons [Rodriguez et al., 2013; Takei et al., 2008].

Xanthoastrocytome pléomorphe (XAP - grade Il)

Le XAP est une tumeur astrocytique rare et la majorité (2/3) des personnes atteintes ont
moins de 18 ans [Dias-Santagata et al., 2011; Louis et al., 2007]. La lésion est bien
circonscrite et se situe au niveau du cortex cérébral superficiel au contact des méninges.
La présence de corps granuleux éosinophiles et d’un mélange de cellules fusiformes et
pléomorphes géantes est caractéristique des XAP [Rodriguez et al., 2013; Louis et al., 2007].
Le XAP peut étre confondu avec un gliome malin en raison d’une cellularité plus grande et
atypique [Rodriguez et al., 2013]. Le risque de diagnostic erroné est accentué par la
présence de réticuline extracellulaire et d’une infiltration lymphocytaire importante
[Rodriguez et al., 2013]. Le pronostic est relativement favorable avec une survie globale a
10 ans de 70 %. La chirurgie est le premier traitement, couplée a la surveillance
radiologique. En cas de récidive locale ou de |la présence d’anaplasie observée a I'exérese
initiale, la radiochimiothérapie peut étre utilisée. Le risque de récidive a 5 ans est de 30 %
[Dias-Santagata et al., 2011; Rao et al., 2010].

Gangliogliome (GG - grade l)

Le GG est une tumeur bénigne mixte gliale/neuronale qui représente 2,5 % des néoplasies
cérébrales pédiatriques [Dunham, 2010]. Ce sont des tumeurs a croissance lente, bien
différenciées, qui apparaissent surtout au lobe temporal [Ichimura et al., 2012]. Les GG
peuvent survenir a tout age, mais de préférence chez les enfants et les jeunes adultes [Louis
et al., 2007]. L'histologie est trés hétérogéne en raison des deux types cellulaires concernés;

60. Statistique Canada. Statistiques sur la survie 2004 [site Web]. Disponible a : http://www.statcan.gc.ca/pub/84-601-x/2004001/4067481-

fra.htm.
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la tumeur peut parfois prendre I'apparence d’un oligodendrogliome (ODG), d’un
astrocytome diffus ou d’un APC, ce qui contribue grandement a rendre le diagnostic
différentiel difficile [Ichimura et al., 2012; Dougherty et al., 2010]. Bien que cette tumeur
soit habituellement de bas grade, les caractéristiques de la composante gliale dictent le
pronostic. Ce dernier est généralement bon avec une survie globale a 5 ans de 90 % pour les
cas avec résection compléte [Fedoul et Souirti, 2012]. La progression vers un stade malin est
rare [Luyken et al., 2004].

Glioblastome (GBM - grade V) et autres gliomes malins (grades IlI-1V)

Le GBM est une tumeur cérébrale primaire maligne et agressive classée grade IV par I'OMS
[Louis et al., 2007]. Le GBM peut également se développer a partir d’un astrocytome de bas
grade. Les criteres histologiques des GBM incluent une haute activité mitotique, une
prolifération microvasculaire et/ou des zones de nécrose, ce qui les rend impossibles a
distinguer uniquement par I’histologie [Louis et al., 2007]. Les GBM comptent pour 80 % des
tumeurs pédiatriques du tronc cérébral et ils sont associés a un trés mauvais pronostic :
survie relative a 3 ans entre 5 et 10 % [Karajannis et al., 2008]. L'exérése chirurgicale
compléte de cette tumeur infiltrante est quasi impossible [Wilson et al., 2014]. En 2005,
Stupp et ses collaborateurs ont montré que I'utilisation du témozolomide en combinaison
avec la radiothérapie prolonge significativement la survie des patients atteints d’'un GBM
lorsque comparée a la survie du groupe traité avec radiothérapie seule (médiane de 14,6 vs
12,1 mois; p < 0,001) [Stupp et al., 2005]. Actuellement, le protocole Stupp est le traitement
standard du GBM, mais la recherche clinique dans ce domaine est trés active [Wilson et al.,
2014].

3.3 Nombre de patients visés : 20 patients par année.

3.4 Spécialités médicales et autres professionnels concernés
Neurochirurgie, neuropathologie, neuro-oncologie, pédiatrie, neuropédiatrie

3.5 Modalités d’administration du test

Le tissu tumoral est obtenu par le service de pathologie du centre demandeur pour les
patients traités a I'interne ou par la réception des spécimens pour ceux venant d’autres
CHU. L'Hopital de Montréal pour enfants a manifesté le souhait d’envoyer leurs échantillons
au CHU Sainte-Justine; I'analyse sera réalisée au laboratoire de diagnostic moléculaire de
cet établissement®’. Actuellement, les demandes d’exploration moléculaire sur des
spécimens de tumeurs cérébrales pédiatriques sont envoyées a I'extérieur. Toutefois, selon
les données du ministére de la Santé et des Services sociaux, aucune demande d’envoi

hors Québec pour cette analyse n’a été recue au cours des deux dernieres années.

La recherche de ces mutations sera effectuée selon les algorithmes suggérés par le
requérant, qui sont présentés en annexe (scénarios 1 et 2).

4 CONTEXTE TECHNOLOGIQUE

4.1 Nature de la technologie diagnostique : complémentaire

61. Lettre justificative datée du 1°" mai 2014 envoyée a I'intention de Mme Johanne Nicole et du Dr Frangois Sanschagrin, Ph. D, de la
Direction générale des services de santé et médecine universitaire (DGSSMU) du ministére de la Santé et des Services sociaux (MSSS) par le
Dr Benjamin Ellezam, M.D., la Dre Sonia Cellot, M.D., Ph. D, et la Dre Virginie Dormoy-Raclet, Ph. D, du CHU Sainte-Justine. L'information a été
intégrée au présent avis de I'INESSS le 30 juin 2014.
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4.2 Breve description de la situation technologique actuelle

Bien que I'évaluation clinique du patient et les résultats de I'imagerie médicale puissent
fortement suggérer la présence d’un gliome malin, I’étalon or concernant le diagnostic des
tumeurs cérébrales repose sur I'évaluation de I'aspect microscopique d’une biopsie
tumorale [Ichimura et al., 2012]. L’analyse histopathologique de I'organisation tissulaire et
de la morphologie cellulaire permet généralement de préciser le diagnostic et d’évaluer
I’évolution de la maladie (pronostic). Toutefois, malgré des caractéristiques distinctives,
plusieurs études ont démontré une faible reproductibilité des méthodes et une grande
variation interobservateur relativement a la classification et a la gradation des gliomes,
spécialement ceux de grades |l et Ill [Brat et al., 2008]. En effet, les astrocytomes et
oligodendrogliomes sont des tumeurs connues pour présenter, dans des cas non classiques,
un certain chevauchement de leurs caractéristiques. De méme, la distinction entre un
astrocytome pilocytique ou un xanthoastrocytome pléomorphique et un gliome malin
infiltrant (grades Ill ou V) peut occasionnellement représenter un défi important pour le
pathologiste étant donné que le pronostic et I'approche thérapeutique associés a ces
entités sont différents [Appin et Brat, 2014].

Des tests complémentaires tels que 'immunohistochimie et les analyses en génétique
moléculaire peuvent aider a préciser le diagnostic en plus de contribuer a une meilleure
estimation du pronostic et de la valeur prédictive de la réponse aux traitements.

Les techniques habituellement utilisées pour mettre en évidence des délétions ou des
amplifications géniques sont la FISH, la perte d’hétérozygotie (LOH) et I'hybridation
génomique comparative. Les mutations associées a certains génes, utilisés comme
marqueurs moléculaires, sont davantage testées en panel et non plus une a la fois [Appin et
Brat, 2014].

4.3 Breéve description des avantages évoqués de la nouvelle technologie
Les demandeurs proposent d’évaluer simultanément le statut de trois marqueurs
moléculaires différents, soit les mutations V600E du géne BRAF, K27M du géne HIST1H3B
(H3.1), et K27M, G34V/R du géne H3F3A (H3.3). Cette analyse sera utilisée comme outil
diagnostique, pronostique et prédictif sur des biopsies de gliomes pédiatriques de bas ou de
haut grade dont les résultats histopathologiques sont équivoques. Le tableau 2 présente
plus en détail les avantages recherchés.

Tableau2 Marqueurs moléculaires visés par la présente demande et avantages
associés®

GENE | MUTATION AVANTAGE AUTRES RENSEIGNEMENTS
BRAF V600E Prédictif de réponse au vémurafénib dans | XAP grade Il, 50-65 % des cas
les cas avec gliome récidivant GG grade |, 20-75 % des cas

AP grade |, < 10 % des cas

Pronostic de récidive GG GBM grade IV, 6 % des cas

H3F3A K27M Diagnostic différentiel GBM GBM grade IV, 30 % des cas
HIST1H3B G34V/R

Pronostic de I'agressivité GBM

Abréviations : AP : astrocytome pilocytique; GBM : glioblastome; GG : gangliogliome; XAP : xanthoastrocytome pléomorphique.

62. Lettre justificative datée du 1°" mai 2014 envoyée a I'intention de Mme Johanne Nicole et du Dr Frangois Sanschagrin, Ph. D, de la
Direction générale des services de santé et médecine universitaire (DGSSMU) du ministére de la Santé et des Services sociaux (MSSS) par le
Dr Benjamin Ellezam, M.D., la Dre Sonia Cellot, M.D., Ph.D, et la Dre Virginie Dormoy-Raclet, Ph. D, du CHU Sainte-Justine. L'information a été
intégrée au présent avis de I'INESSS le 7 juillet 2014.
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4.4

Colit de la technologie et des options : n’a pas été évalué.

5 DONNEES PROBANTES

5.1

Pertinence et validité clinique
5.1.1 Remplacement d’un autre test : non

5.1.2 Valeur diagnostique et pronostique

Indépendamment de la méthode employée pour déterminer le statut BRAF V600E, H3.3
K27M ou G34V/R et H3.1 K27M, plusieurs études de cohortes rétrospectives visant a
évaluer leur fréquence parmi différents types de tumeurs cérébrales ont été recensées.

Les tableaux 3 et 4 présentent un résumé des études ayant évalué la valeur diagnostique
respective de ces marqueurs, alors que le tableau 5 présente la valeur pronostique de BRAF
V600E.

La mutation BRAF V600E (tableau 3) est quelquefois observée dans les tumeurs APC, mais
elle est davantage associée aux GG pédiatriques | (20-25 %) et aux XAP II-1ll (60-80 %),
autant chez les enfants que chez les adultes [Dias-Santagata et al., 2011; Schindler et al.,
2011; Dougherty et al., 2010]. La mutation BRAF V600E a également été associée aux APC
grade | situés a I'extérieur du cervelet, ce qui constitue une caractéristique importante
compte tenu de la fréquence élevée de localisation au cervelet de ce type de tumeur
[Schindler et al., 2011]. Deux séries de cas suggérent également que la mutation V600E
serait fréquemment rencontrée (environ 50 % des cas) en association avec un sous-type
histologique rare de GBM, soit le variant épithéloide [Broniscer et al., 2014; Kleinschmidt-
DeMasters et al., 2013]. Bien que non significatif en raison du faible nombre de cas étudiés,
un meilleur pronostic de survie globale a également été constaté [Kleinschmidt-DeMasters
et al., 2013]. En termes de valeur pronostique associée a la mutation BRAF V600E dans les
cas de gliomes pédiatriques de bas grade, une seule étude démontre une tendance (sans
toutefois étre significative) entre la présence du marqueur et une survie sans progression
réduite HR=2,4 [ICa 95 % : 0,9-6,2]; p = 0,07 [Horbinski et al., 2012]. Myung et ses
collaborateurs [2012] ont étudié par séquencage direct les valeurs diagnostique et
prédictive de survie sans progression de BRAF V600E aupres de 51 cas de GG |, 45 d'APC | et
12 d'XAP Il d’age inconnu. Trente-six tumeurs étaient positives quant a la mutation, dont
66,7 % des XAP, 23,5 % des GG et 15,6 % des APC. Aucune corrélation n’a été établie entre
la présence du marqueur et la survie sans progression. Dahiya et ses collaborateurs [2013]
ont démontré par immunohistochimie une association positive significative (p = 0,04) entre
la présence du marqueur et une survie sans récidive écourtée parmi les cas de GG |
pédiatriques positifs a I'évaluation (18 positifs/47 évalués).

Concernant la valeur diagnostique des mutations K27M et G34R/V (tableau 4) du géne des
histones H3.3 (H3F3A), le criblage d’une grande cohorte de 784 patients de tous ages
atteints de gliomes d’histologie et de grade différents a montré que ces mutations sont des
marqueurs diagnostiques spécifiques aux GBM : 10,5 % contre 0,5 % pour les non GBM

(p < 0,0001) et, de surcroit, aux GBM pédiatriques : 36 % contre 3 % pour les GBM adultes
(p < 0,0001) [Schwartzentruber et al., 2012]. De plus, trois études [Saratsis et al., 2014;
Khuong-Quang et al., 2012; Wu et al., 2012] démontrent que ces mutations, de méme que
K27M du géne HIST1H3B (H3.1), sont davantage associées au sous-type histologique DIPG,
diffuse intrinsic pontine glioma, un GBM pédiatrique du tronc cérébral trés agressif : > 70 %
contre = 20 % pour les GBM de localisation autre. Khuong-Quang et ses collaborateurs
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[2012] ont également démontré que les DIPG de statut H3.3 muté sont associés a une survie
globale significativement diminuée comparativement a ceux de type sauvage : médianes de

survie =0,7 ans £ 0,5 contre 4,6 ans £ 5,6; p < 0,001 et rapport de risques instantanés (HR) =
4,3[1ICa95%: 1,3-14,5]; p = 0,019.

Tableau 3 Valeur diagnostique de BRAF V600E

ETUDE TUMEURS | COHORTE | HISTOLOGIE BRAF V600E + VALEUR
VISEES N . DIAGNOSTIQUE
(N) METHOD N (%) Q
E
Broniscer etal., |GBM N=6 Epith. (6) Sanger 3(50) Marqueur de tumeur
2014 7,6 ans [3,5- GBM épithéloide?
11]
Kleinschmidt- Sous types N =24 Rhabdoide (2) | Sanger 0 Marqueur de tumeur
DeMasters et al., | de GBM (4< 18 ans) Epith. (13) 7 (54) GBM épithéloide?
2013 29 ans [4-67] CG (9) 0
Horbinski et al., |Gliomes de N =198 APC (143) RT-PCR + | 10/110(9) | Gliomes de bas grade
2012 bas grade 7,6 ans [0- GG (27) Sanger 5/22(23) |non APCvs APC (19,1 %
19] XAP (6) 2/5(40) |vs7,3%;p=0,23).
Autres (22) 2/20(10)
Myung et al., Tumeurs N =223 APC (45) Sanger 7 (16) Fréquence 1 : XAP, GG
2012 cérébrales ? XAP (12) 8(67) et APC vs autres (52,8 %
GG (51) 12 (24) |vs 7,8 %; p?).
Autres (115) 9(8) GG Illvs1(11,1 % vs
26,2 %; p = NS).
Dias-Santagata | XAP et N =26 XAP XAP (20) SNaPshot 12 (60) XAP V600E et patron de
etal., 2011 GBM 29 ans [7-87] XAP 111 (6) PCR 1(17) croissance de type
N =71 GBM GBM (71) 2(3) mésenchymal (p = 0,028)
?
Schindler et al., | Tumeurs N =1320 APC (75) Sanger 7(9) Fréquence 1 : XAP, GG
2011 cérébrales (487 XAP (26) 18 (69) |etAPC.
<18 ans) XAP Il (10) 10 (100) |APC V600E localisé a
GG (25) 4 (16) I'extérieur du cervelet
Autres (351) 4(1) (20 % vs 2 %; p = 0,009).
Dougherty et al., | Mixtes N =33 GG (18) Sanger 9(53) Fréquence 1 : tumeurs
2010 gliale et 11 ans [0-36] TA/TR (3) 3 (100) mixtes, gliale et
neuronale XAP (4) 1(25) neuronale, de bas grade
Autres (8) 1(13)
MacConaill et Gliomes N =155 GG (14) Spectre 8(57) Prévalence 1 : GG vs
al., 2009 (127 G I-11(108) | de masse 13 (12) autres gliomes de bas
<18 ans) GNShg (5) | OncoMap 1(20) grade (p = 0,00005)

Abréviations : APC : astrocytome pilocytique; CG : cellules géantes; Epith : épithéloide; GBM glioblastome; GG : gangliogliome;
G I-Il : gliomes de bas grade, GNShg : gliome de haut grade non spécifié; N : nombre; NS : non significatif; PSQ :
pyroséquencage; TA/TR : tératoide atypique/tumeur rhabdoide; XAP : xanthoastrocytome pléomorphique.




Tableau 4 Valeur diagnostique des mutations K27M ou G34R/V des génes d’histones
ETUDE COHORTE HISTOLOGIE (N) METHODE H3.3 N(%) H3.1 N(%) VALEUR DIAGNOSTIQUE
K27M G34R/V K27M
Saratsis et al., 2014 N=31 DIPG (14) Sanger 8/13 (62) S.0. 2/5 (40) K27M H3.3 ou H3.1
8 ans [0,5-25] GBM IV (4) 2/4 (50) 1/2 (50) DIPG:77 %
AAIIL(4) 0 0
Autres (9) 0 0
Venneti et al., 2013 N =20 GBM (20) Sanger 6 (30) 0 S.0 6 cas avec marquage faible ou absent en
Age médian 141 mois immunohistochimie
(H3.3 K27 triméthylée)
Broniscer et al., 2014 N=6 GBM Epithélioide (6) Sanger 1(17) 0 0 S.0.
7,6 ans [3,5-11]
Gielen et al., 2013 N =338 GBM IV (129) PSQ 35(27) 7(5,5) S.0. K27M (GBM) :
163 gliomes de haut AA Il (28) 5(18) 0 SN 27,1 % et SP 87,5 %
grade OAAIII (6) 0 1/6
9,5 ans ODG/OA/ADII (12) 0 ? K27M (AA + GBM)
[0-18] Gliales non diffuses (65) 0 ? SN 25,5 % et SP 100 %
Autres (81) 0 ?
Schwartzentruber et al., N =159 gliomes GBM IV (90) Sanger 32 (36) S.0. H3.3 muté
2012 pédiatriques et 625 AAII(11) 2(18) GBM vs non GBM
adultes ODA/OAA Il (7) 0 10,5 % vs 0,5 %; p < 0,0001
Gliomes bas grade (51) 0 GBM pédiatriques vs adultes
36 % vs 3 %; p <0,0001
Wu et al., 2012 N =86 DIPG (50) Sanger 30 (60) 7 0 9 (18) K27M H3.3 ou H3.1
7 ans [0,8-23] GBM non Tronc (36) (19) 5(14) 1(3) (DIPG vs GBM autres) :
78 % vs 22 %
Khuong-Quang et al., N =42 DIPG (42) Sanger 30(71) 0 0/29 K27M H3.3
2012 7 ans [0-17] (DIPG vs GBM) :
71 % vs 14 %; p < 0,00001

Abréviations : AA : astrocytome anaplastique; AD : astrocytome diffus; DIPG : diffuse intrinsic pontine glioma; GBM glioblastome; N : nombre; S.O. : sans objet; OA : oligoastrocytome; OAA :
oligoastrocytome anaplastique; ODA : oligodendrogliome anaplastique; ODG : oligodendriogliome; PSQ, : pyroséquengage.
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Tableau 5

Valeur pronostique de BRAF V600E

V600E 7 (54)

DM + VM = 26 sem. [< 26-328]

ETUDE TUMEURS BRAF N (%) | TRAITEMENTS | DONNEES RELATIVES AU SUIVI ET A VALEUR PRONOSTIQUE
N (%) L’ETAT DU PATIENT
Kleinschmidt-DeMasters N =24 GBM Pas de données GBM cellules géantes = survie globale
etal., 2013 30 ans [4-69] améliorée?
N Aucune référence selon le statut de BRAF
2 rhabdoide 0 DM : 2(100) 22 et 36 sem.
13 épithéloide WT 6 (46) DM + VM = 80 sem. [> 26-453]

27,7 ans [6-49]

N =51 GG
25 ans [1-64]

V600E 12 (24)

N =115 gliomes
Age inconnu

V600E 9 (8)

initiale

9 a cellules géantes 0 DM 4/9 = 62 sem. [47-72]
VM 5/9 = 234 sem. [234-598]
Horbinski et al., 2012 N =198 gliomes de bas WT 179 (90) CX:113(57) Données disponibles 160 (81) V600E tend vers un risque plus élevé de
grade V600E 19 (10) RT : 27 (14) Suivi médian : 6,3 ans progression vs WT :
7,6 ans [0-19] CT:21(11) Maladie en progression : 50 (31) RRI=2,5[ICa 95 % :0,9-6,6]; p = 0,07
DM : 9 (6)

Myung et al., 2012 N =45 APC V600E 7 (16) | Pas de données Pas de données Aucune

14,4 ans [0-54]

N =12 XAP V600E 8 (67) 1 cas avec récidive 7 ans postchirurgie Aucune

8 cas avec récidive, tous WT, délai
inconnu

V600E non récidive vs récidive
28 % vs 0 %; p=NS
SSP : V60OE vs WT: p=NS

Pas de données

Aucune

Abréviations : CT : chimiothérapie; CX : exérése chirurgicale compléte; DM : décédé de la maladie; GBM glioblastome; GG : gangliogliome; RRI : rapport de risques instantanés (hazard ratio); N :

nombre; NS : non significatif; RT : radiothérapie; SSP : survie sans progression; VM? : vivant avec une maladie dont le stade est inconnu; VMP : vivant avec une maladie en progression; WT : wild type;
XAP : xanthoastrocytome pléomorphique.
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5.1.3 Valeur thérapeutique

Les demandeurs proposent d’utiliser le marqueur moléculaire BRAF V600E comme facteur
prédictif de réponse au vémurafénib (Zelboraf“', Roche). Le vémurafénib, un inhibiteur
sélectif de la kinase Rapidly Accelerated Fibrosarcoma B (BRAF) possédant une mutation
V600, empéche I'activation de la voie MEK-ERK, ce qui a comme conséquence I'inhibition de
la prolifération des cellules cancéreuses et la stimulation de I'apoptose. Le vémurafénib
s’administre par voie orale. Il est présentement indiqué en monothérapie dans le traitement
de premiére intention du mélanome non résécable ou métastatique a mutation BRAF
V6003, Un autre inhibiteur BRAF a été inscrit sur les listes de médicaments en février 2014,
soit le dabrafénib (Tafinlar™c, GSK), sensiblement pour les mémes indications.

Relativement au traitement d’un gliome pédiatrique de bas ou de haut grade, primaire ou
récurrent, le vémurafénib n’est pas un médicament reconnu, ni par la RAMQ, ni par Santé
Canada® ni par la FDA®,

Dans quelques cas de tumeurs cérébrales, majoritairement pédiatriques et positives pour la
mutation BRAF V600E, les patients ont recu le vémurafénib en traitement hors indication,
en autorisation nominative temporaire ou encore par l'intermédiaire d'un programme
d’acces spécialisé. Les cas répertoriés par la revue de la littérature sont présentés au
tableau 6. Brievement, 10 enfants ont recu le vémurafénib en raison d’une tumeur gliale
récidivante ou réfractaire aux chimiothérapies standards (4 XAP, 3 GG, 1 astrocytome
pilomyxoide, 1 astrocytome anaplastique et 1 GBM épithéloide). Considérant la meilleure
issue enregistrée, une régression partielle (n = 5) ou compléte (n = 1) de la maladie suivie
d’une période de survie sans progression a été expérimentée pour 6 patients traités. Pour
les 8 cas ayant vu leur maladie se stabiliser, une survie sans progression variant entre 2 et
35 mois a été enregistrée. Deux patients n’ont pas répondu au traitement. Dans la plupart
des cas, le médicament a été bien toléré; seuls deux incidents majeurs ont été répertoriés,
dont un ayant causé la mort. Pour les autres, des toxicités d’ordre cutané de grades 1 et 2
ont été répertoriées telles qu’un rash et (ou) de la phototoxicité [Skrypek et al., 2014;
Robinson et al., 2014; Bautista et al., 2014; Rush et al., 2013 et Chamberlain et al., 2013].

De plus, un essai clinique multicentrique est présentement en cours, portant sur I’évaluation
de I'innocuité et la pharmacocinétique du vémurafénib chez des enfants avec gliome
récurrent ou réfractaire de statut BRAF V600OE .

63. Extrait de I'Avis au ministre sur Zelboraf, évaluation publiée sur le site Web de I'INESSS le 2 juin 2014, disponible a :
http://www.inesss.qc.ca/activites/evaluation-des-medicaments/evaluation-des-medicaments/extrait-davis-au-ministre/zelboraf-2.html.

64. Monographie du Zelboraf" consultable en accédant  la Base de données sur les produits pharmaceutiques (BDPP) de Santé Canada,
disponible a : http://www.hc-sc.gc.ca/dhp-mps/prodpharma/databasdon/index-fra.php.

65. Monographie du Zelboraf" consultable en accédant a la base de données des médicaments approuvés par la FDA, Drugs@FDA, disponible
a : http://www.accessdata.fda.gov/scripts/cder/drugsatfda/index.cfm.

66. ClinicalTrials.gov [site Web]. Vemurafenib in children with recurrent/refractory BRAFV600E-mutant gliomas. Disponible a :
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01748149.
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Tableau 6 Valeur prédictive de réponse au vémurafénib de gliomes BRAF V600E
ETUDE CAS TRAITEMENTS TOXICITE DU VEMURAFENIB
CHIRURGIE RT/CT VEMURAFENIB
(SUIVI, ISSUE) (DUREE, ISSUE)
Skrypek et al., M, 23 mois Partielle 3 lignes CT + Vinblastine (8 mois, RP + MS) | Pas de toxicité associée
2014 APM voie optique (< 3 ans, toxicité/MP) pause (2-3 semaines, MP)
+ Vinblastine (12 mois, RP + MS)
Seul (15 mois, MS)
Robinson et al., M, 9 ans Partielle RT + 1 ligne CT Seul (19 mois, RC + MS) Rash sévére au début. Rash léger, sauf si exposition
2014 GBM épithéloide (3 ans, récidive) au soleil. Alopécie partielle et madarose
Frontal-pariétal
Bautista et al., M, 6 ans 4 partielles 2 lignes RT/CT Seul (4 mois, MS) Transaminases élevées, bilirubinémie et créatinemie

2014

GG Il thalamique

(2 mois, MP), immunothérapie
(1 mois, MP)

Retiré par décision des parents
pour immunothérapie
Seul (3 mois, RP + MP + décés)

grade 2, phototoxicité grade 1 et apparence de
naavus

F, 18 mois 2 partielles 4 lignes CT (1 an, MP) Seul (8 mois, RP) Erythéme grade 2 et apparence de naevus
GG Il pédonculaire Seul avec dose augmentée
(12 mois, MS)
F, 9 ans Compléte ? RT + 3 lignes CT (2 ans, Seul (2 semaines, toxicité) Hémorragie intracranienne grade 5
Astrocytome IlI toxicité/MP)
Site inconnu

Rush etal., F, 13 ans Partielle RT (6 mois, MP), surveillance + Vinblastine (1 mois, RP) et Arthralgie, kératose pilaris et télangiectasie faciale.
2013 GG du tronc cérébral (14 mois, MP) Réduction de dose (1 mois, RP) | Réduction de dose = kératose légere
Chamberlain, 4 XAP récurrents Compléete 2 RT + 2-3 lignes CT Seul (5 mois [2-10]) Grade 2 : arthralgie, fatigue, nausées et
2013 2M/2F Partielle 1 (? mois, MP) Issue a 2 mois : MP (1 cas), MS | photosensibilité. Aucune toxicité grade 3.

45 ans [34-53] Sans 1 (2 cas), RP (1 cas).

Tous décédés : 8 mois [4-14]

Abréviations : APM : astrocytome pilomyxoide; CT : chimiothérapie; F : féminin; GBM glioblastome; GG : gangliogliome; M : masculin; MP :

complete; RP : réponse partielle; RT : radiothérapie; XAP : xanthoastrocytome pléomorphique.
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Nous avons consulté les statistiques de la RAMQ concernant le nombre de patients ayant
recu le vémurafénib en 2012-2013. Pour cette période donnée, 9 I'ont recu a titre de patient
d’exception et 34 comme médicament d’exception. Les 43 cas étaient tous agés de 35 ans
ou plus et ils ont tous regu un diagnostic de mélanome. De plus, six d'entre eux ont
également recu un diagnostic de tumeur cérébrale, mais a une date postérieure ou en
méme temps que le diagnostic de mélanome. C’est donc dire, selon les données
répertoriées par la RAMQ, qu’aucun cas de tumeur cérébrale pédiatrique primaire n’a été
traité avec le vémurafénib en 2012-2013.

5.2 Validité clinique

TERME PRESENCE ABSENCE SANS OBIJET

Sensibilité X

Spécificité X

Valeur prédictive positive (VPP) X
Valeur prédictive négative (VPN) X
Rapport de vraisemblance (LR) X
Courbe ROC X
Exactitude X

5.3 Validité analytique (ou technique)

Le demandeur mentionnait dans sa lettre justificative adressée au MSSS que I'analyse
proposée était en cours de validation. Toutefois, les récentes communications établies avec
celui-ci ont permis de confirmer que la validation était terminée®’. Brievement, le
laboratoire demandeur a choisi des amorces spécifiques pour chaque géne ou les régions
entourant les mutations recherchées devaient étre amplifiées. Il a extrait I’ADN de tumeurs
fixées en bloc de paraffine et réalisé la PCR. Chaque produit d’amplification a ensuite été
séquencé. Le laboratoire a d’abord testé sa technique sur des échantillons normaux et,
lorsque celle-ci a été au point, la validation a été réalisée sur trois échantillons présentant
une mutation clairement démontrée par un laboratoire de recherche au Montreal Children's
Hospital. Au total, le laboratoire demandeur a utilisé 23 échantillons lors de la validation,
dont 3 présentaient une mutation. Le demandeur rapporte avoir été capable de détecter
ces mutations sans aucune difficulté. Le processus de développement a suivi celui
recommandé par des organisations professionnelles internationales comme le Canadian
College of Medical Geneticists (CCMG).

La révision de la littérature publiée n’a pas permis de repérer d’études de validation
analytique spécifiques aux conditions d’utilisation proposées par le demandeur.

67. Communication électronique personnelle avec le Dr Benjamin Ellezam, neuropathologiste au CHU Sainte-Justine (4 septembre 2014).

107



108

Ziai et Hui, dans un article publié dans une revue en 2012 sur |'utilité clinique du statut
BRAF, mentionnent que, pour les besoins diagnostiques, plus de 95 % des mutations
cliniguement significatives sont couvertes par I'analyse moléculaire de I'exon 15 du gene, et
plus particulierement la position V600 [Ziai et Hui, 2012]. En pratique clinique, la grande
majorité des techniques d’évaluation disponibles reposent sur I'amplification PCR, et
n’importe quel type de tissu ou de spécimen biopsique peut étre utilisé si 'amplicon PCR
désigné est suffisamment court [Ziai et Hui, 2012]. De plus, la mise en évidence de
mutations dans BRAF sur un spécimen biopsique (par exemple par une aspiration a I’aiguille)
demande une sensibilité analytique accrue car la population cellulaire visée pourrait étre
minoritaire comparativement a celle des cellules non transformées [Adeniran et al., 2011].
Toutefois, les techniques communes au laboratoire comme le PCR-Sanger, I'amplification
spécifique d’alléles, les courbes de dénaturation et le PCR en temps réel possédent la
sensibilité et la spécificité analytiques pour tester des échantillons de tissu de trés petite
taille [Hay et al., 2007; Rowe et al., 2007]. Il a été démontré que le pyroséquengage est
capable de détecter la mutation BRAF V600E dans des échantillons de tissu dont les
rapports alléliques entre alléles type mutant et type sauvage étaient beaucoup plus faibles
(1:50) comparativement au séquencage traditionnel de type Sanger (1:5), bien que ce
dernier soit considérablement plus rapide et moins colteux [Tan et al., 2008; Spittle et al.,
2007]. Parmi les études répertoriées, quelques-unes ont fourni des données concernant
I’évaluation indirecte de la sensibilité analytique de V600E. Les données concernant I’échec
du test sont résumées au tableau 7. Aucune étude de validité analytique n’a été répertoriée
concernant les mutations des genes des histones (H3.1 et H3.3).

Tableau 7 Sensibilité analytique PCR + Sanger BRAF V600E

ETUDE NOMBRE ET HISTOLOGIE MANQUE DE TISSU ECHEC DU TEST
Horbinski et al., 2012 198 gliomes de bas grade 18 23/180 (13 %)
Schindler et al., 2011 1384 tumeurs cérébrales 64 (5 %)
Dougherty et al., 2010 33 gliomes de bas grade 2 (6 %) 0
PARAMETRE PRESENCE ABSENCE | SANS OBJET
Répétabilité X
Reproductibilité X
Sensibilité analytique X
Spécificité analytique X
Effet de matrice X
Concordance X
Corrélation entre test et comparateur X




5.4

Recommandations d’autres organismes

Dans son guide sur les cancers du systéme nerveux central, le National Comprehensive
Cancer Network (NCCN) [2014] ne formule aucune recommandation concernant |’évaluation
des mutations visées par le présent avis.

Le Registre des tests génétiques®® mentionne un seul laboratoire américain (Cancer Genetics
Children's Hospital of Philadelphia) approuvé par le CLIA relativement a la détection de
BRAF V600E sur des biopsies de gliomes malins. Concernant les analyses moléculaires de
HIST1H3B(H3.1), et K27M, G34V/R du géne H3F3A (H3.3), aucun laboratoire offrant le test
n'a été repéré.

Le répertoire des analyses de laboratoire de I’h6pital SickKids de Toronto n'inclut pas les
analyses moléculaires visées dans la présente analyse®.

6. REPERCUSSIONS POSSIBLES DE L'INTRODUCTION DE L’ANALYSE

6.1 Effet sur les ressources matérielles et humaines
N’a pas été évalué.
6.2 Conséquences économiques de l'introduction de I'analyse dans le systéme de
santé et de services sociaux québécois
N’ont pas été évaluées.
6.3 Principaux enjeux organisationnels, éthiques ou autres (social, juridique, politique)
En ce qui concerne la valeur prédictive de la réponse au vémurafénib associée au statut
BRAF V600E, le médicament n’est pas indiqué pour le traitement des tumeurs cérébrales
primaires et il n’est pas utilisé au Québec hors protocole de recherche. De plus, le profil
toxicologique du médicament est encore mal connu quant a ses effets chez les enfants.
7 EN BREF
7.1 Pertinence clinique

Le laboratoire requérant propose d’effectuer la recherche de la mutation BRAF V600E parmi
les gliomes pédiatriques récidivants étant donné qu'’il existe sur le marché un médicament
qui cible directement cette mutation : le vémurafénib. En effet, la mutation est
fréquemment reconnue dans certains types tumoraux de bas grade, tels que les
astrocytomes pilocytiques, les xanthoastrocytomes pléomorphiques et les gangliogliomes,
et dont le diagnostic histologique est parfois facile a confondre avec certains types de
tumeurs de haut grade. Le requérant propose également de tester la présence des
mutations spécifiques K27M et G34V/R des génes des histones H3F3A et HIST1H3B afin de
distinguer plusieurs sous-types histologiques de glioblastomes et ainsi en prédire
I'agressivité clinique.

68. National Center for Biotechnology Information (NCBI). Genetic Testing Registry (GTR) [site Web]. Disponible a :
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gtr/.
69. SickKids. Test Catalogue [site Web]. Disponible a : http://www.sickkids.ca/paediatriclabmedicinems/test-catalogue/lab-services.html.
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7.2

7.3

7.4

Validité clinique

Concernant la valeur prédictive de la réponse au vémurafénib, seulement 10 cas de gliomes
pédiatriques traités avec la molécule ont été répertoriés. Toutefois, ces données
fragmentaires montrent que le traitement peut étre utilisé en dernier recours pour les cas
réfractaires aux chimiothérapies de méme qu’en traitement de maintien pour les personnes
qui tolérent bien la molécule. Deux cas de toxicité sévere ont été repérés, dont un fatal. Le
risque de récidive est significativement augmenté chez les GG positifs pour V600E tel que
démontré par immunohistochimie. Myung et ses collaborateurs [2012] ont publié des
données qui abondent dans le méme sens sans toutefois étre statistiquement significatives
en raison du faible nombre de cas. Concernant les mutations touchant les génes des
histones, les études répertoriées montrent qu’il s’agit d’un marqueur spécifique aux
glioblastomes pédiatriques, et plus précisément des sous-types histologiques, avec un
pronostic tres défavorable comme dans le cas des tumeurs du tronc cérébral (DIPG).

Validité analytique

Tres peu de données concernant la performance analytique ont été répertoriées. La faible
guantité de tissu tumoral disponible dans certains échantillons biopsiques et la présence
possible de tissus sains renforcent le besoin de recourir a une technique sensible. Le
séquencage par la méthode de Sanger semble répondre a ces exigences.

Recommandations d’autres organismes : n’ont pas été repérées.



8 AVIS EN BREF DE L'INESSS

Recherche de mutations ciblées dans les tumeurs cérébrales
pédiatriques (k27M et G34V/R dans H3.3, K27M dans H3.1 et V600E
dans BRAF)

Statut de la technologie diagnostique
Etablie
O innovatrice
O Expérimentale (pour la recherche uniquement)

O Remplacement de la technologie qui devient obsolete

Recommandation de I'INESSS
O Avis de recommandation d’introduction
0 Avis de refus d’introduction
Avis de réévaluation* lorsqu’on aura obtenu :

e Une démonstration de la corrélation clinicopathologique.

e Une justification de la valeur ajoutée du fait de rechercher ces mutations
ensemble.

e Des précisions concernant |'accessibilité a la thérapie ciblée.
Recommandation additionnelle
O Lien a faire avec I'inscription de médicaments, si test compagnon

O Dpécision de production d’un guide d’usage optimal

O Production d’indicateurs dans le cas d’un besoin de vigilance

NOTE

*Considérant que la détection de la mutation V60OE BRAF est déja dans le répertoire (code
60034)
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DOSAGE DU LINEZOLIDE PAR CHROMATOGRAPHIE
LIQUIDE A HAUTE PERFORMANCE (HPLC-DAD)
(REFERENCE - 2014.02.06)

Avis d’évaluation

1. INFORMATION GENERALE

1.1.
1.2.
1.3.
1.4.

Demandeur : CHU Sainte-Justine
Date de transmission de la demande d’examen au MSSS : 25 avril 2013
Date de réception de la demande a I'INESSS : 10 juillet 2014

Date de transmission de I’avis au ministre : 31 octobre 2014

Mise en garde

Le présent avis est fondé sur I'information scientifique et commerciale déposée par le
demandeur ainsi que sur une recherche documentaire complémentaire selon les
données disponibles au moment de I’évaluation de I'analyse par I'INESSS.

2. TECHNOLOGIE, SOCIETE ET LICENCE

2.1

2.2

2.3

Nom de la technologie

Chromatographie liquide a haute performance couplée a un détecteur a barrette de diodes
(HPLC-DAD™).

Description bréve de la technologie et précisions techniques et cliniques

La chromatographie liquide a haute performance couplée a un détecteur a barrette de
diodes (HPLC-DAD) permet la séparation et la détection des molécules de linézolide et
I’obtention d’un profil chromatographique unique dont les résultats sont quantitatifs [Belal
et al., 2013; Cios et al., 2013].

La technique se subdivise principalement en trois étapes :

e la préparation de I'échantillon (déprotéinisation) (PP);
o la chromatographie liquide a haute performance (HPLC);

e la détection en ultraviolet avec un détecteur a barrette de diodes (DAD).

Dans la littérature, différentes méthodes analytiques sont décrites pour quantifier le
linézolide dans le sérum ou le plasma en effectuant une déprotéinisation : HPLC — UV
[Baietto et al., 2013; Cios et al., 2013; Helmy, 2013; Cattaneo et al., 2010; Polillo et al., 2010;
Baietto et al., 2009; Swoboda et al., 2007]; HPLC — DAD [Cios et al., 2013], LC-MS/MS
[Zander et al., 2014]; et dans le plasma : UPLC - PDA ou HPLC - PDA [Baietto et al., 2013];
[Fortuna et al., 2013; Cattaneo et al., 2010].

Société ou développeur : méthode maison

70. HPLC-DAD : high performance liquid chromatography with diode array detection.
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2.4
2.5
2.6
2.7

Licence : ne s’applique pas.
Brevet, le cas échéant : ne s’applique pas.
Statut d’homologation (Santé Canada, FDA) : ne s’applique pas.

Valeur pondérée : 72,52

INDICATIONS CLINIQUES, MILIEUX DE PRATIQUE ET MODALITES
D’ADMINISTRATION

3.1

3.2

Patients ciblés

Patients atteints d’une infection a bactéries Gram positif résistantes aux antibiotiques
usuels ou d'une infection a mycobactéries, traités avec le linézolide, qui sont a risque d’avoir
une variabilité importante de la pharmacocinétique du produit, par exemple ceux atteints
de fibrose kystique du pancréas ou d’infections invasives. Il s’agit, entre autres, des
nouveau-nés hospitalisés (néonatalogie) [Li et al., 2013; Rasigade et al., 2013] et des enfants
et des jeunes jusqu’a 18 ans.

Description de la maladie visée

Le linézolide est un antibiotique de la classe des oxazolidones, actif contre des bactéries
Gram positif résistantes aux antibiotiques usuels comme le Staphylococcus aureus résistant
a la méthicilline (SARM) ou I'entérocoque résistant a la vancomycine (ERV) et les
mycobactéries. Il est inactif contre les bactéries Gram négatif. Au Québec, il est inclus dans
la liste a titre de médicament d’exception.

La problématique particuliere relative a I'usage de cet antibiotique prescrit pour des
conditions spécifiques, c’est la grande variabilité de la concentration plasmatique qui va de
doses sous-optimales inefficaces a des doses toxiques, surtout sur le plan hématologique
[Cattaneo et al., 2013b] en raison de : 1) 'administration concomitante avec d’autres
médicaments; 2) la condition médicale du patient; 3) la voie d’administration.

Pharmacocinétique

Les valeurs moyennes des parametres pharmacocinétiques du linézolide apres
I"'administration a des adultes de doses orales et intraveineuses uniques ou multiples sont
résumées dans la monographie du ZYVOXAM™C. Les concentrations plasmatiques minimales
et maximales moyennes a I'état d’équilibre aprés I'administration orale de 400 ou de 600
mg de linézolide toutes les 12 heures sont rapportées dans la monographie de produit (Cyn :
3,08 et 6,15 ug/mL, respectivement, et Cr. : 11,0 et 21,2 ug/mL; figure 1). Ces résultats
indiquent que, avec de tels schémas posologiques, les C.,i, sont prés ou au-dessus des
concentrations minimales inhibitrices (CMlg) plus élevées (4 ug/mL) établies pour les
microorganismes ciblés.



Figure 1 Concentrations plasmatiques du linézolide a I’état d’équilibre aprés 600 mg
aux 12 heures chez 16 adultes (moyenne plus ou moins écart-type)
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Source : Pfizer Canada inc. Monographie de ZYVOXAM. Date de révision : 4 décembre 2013. Disponible a :
http://www.pfizer.ca/fr/our_products/products/monograph/143.

3.3 Nombre de patients visés

Le nombre d’analyses attendues au Québec pour les trois prochaines années est estimé par
le requérant a environ 100 ou 200. Celui-ci n’a pas spécifié s’il s’agit d’enfants
exclusivement. A titre d’information, les statistiques de la Régie de I'assurance maladie du
Québec (RAMQ) montrent que 28 patients de moins de 17 ans en 5 ans (de 2009 a 2013)
ont pris du linézolide (73 prescriptions) sous la couverture du régime public d’assurance
médicaments (RPAM).

Cela n’inclut pas ceux bénéficiant d’une assurance privée ni ceux hospitalisés, qu’il s’agisse
d’enfants ou d’adultes.

Populations particuliéres (enfants et jeunes’)

Il existe actuellement peu de données sur la pharmacocinétique du linézolide apres
I"administration de doses multiples a des enfants de tous ages. On ne posséde pas
suffisamment de données portant sur I'innocuité et I'efficacité du linézolide chez les enfants
et les adolescents de < 18 ans. Il faudra effectuer d’autres études pour énoncer des
recommandations posologiques slres et efficaces. Les études pharmacocinétiques
indiquent que, apres I'administration de doses uniques ou multiples a des enfants, la
clairance du linézolide était plus grande chez les enfants que chez les adultes, mais qu'elle
diminuait avec I'age. Chez les enfants d’'une semaine a < 12 ans, I'administration
quotidienne de 10 mg/kg toutes les 8 heures a donné des expositions proches de celles
atteintes avec une posologie de 600 mg 2 fois par jour chez les adultes.

Chez les nouveau-nés de la naissance a 1 semaine, la clairance systémique du linézolide
augmente rapidement durant la premiere semaine de vie. Par conséquent, si on administre
quotidiennement 10 mg/kg aux 8 heures a des nouveau-nés, I’exposition systémique sera la
plus importante le premier jour apres la naissance. Chez les adolescents (de 2 12 a < 18 ans),
les données pharmacocinétiques sont semblables a celles observées chez les adultes apres
I"administration d’'une dose de 600 mg.

71. Pfizer Canada inc. Monographie de ZYVOXAM. Date de révision : 4 décembre 2013. Disponible a :
http://www.pfizer.ca/fr/our_products/products/monograph/143.
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3.5

Autres populations

Le suivi thérapeutique du linézolide pourrait s’appliquer a d’autres populations. A titre
indicatif, le linézolide peut étre utilisé chez des patients diabétiques avec infection des tissus
mous [Eslam et al., 2014], des patients en orthopédie qui développent des infections
bactériennes résistantes [Joel et al., 2014] et chez des patients atteints de tuberculose
[Garcia-Prats et al., 2014], pour n’en citer que quelques-unes.

Spécialités médicales et autres professionnels concernés
Biochimie médicale, pédiatrie, hématologie, infectiologie.
Modalités d’administration du test

Selon l'information transmise par le demandeur, a moins d’avis contraire, les préléevements
sanguins devront étre faits a I'état d’équilibre, soit au moins de 20 a 40 heures apres le
début du linézolide [Cattaneo et al., 2013b]. Le temps de réponse est de 24 a 72 heures (1 a
3 jours ouvrables). Cette analyse est réalisée selon les besoins cliniques. Plusieurs mesures
de la concentration plasmatique peuvent étre prises dans le temps chez un méme patient,
car la détermination de I'aire sous la courbe (ASC) sur 24 heures est le meilleur parameétre
prédictif de I'efficacité du linézolide [Pea et al., 2012; Dryden, 2011; Alffenaar et al., 2010;
Andes et al., 2002].

4. CONTEXTE TECHNOLOGIQUE

120

4.1

4.2

Nature de la technologie diagnostique
Analyse unique pour le monitorage de I'antibiothérapie.
Bréve description de la situation technologique actuelle

Tel que mentionné préalablement, I'analyse mesure les concentrations plasmatiques de
linézolide en utilisant une technique de chromatographie liquide a haute performance
couplée a une détection en ultraviolet avec un détecteur a barrette de diodes. Les solutions
de travail sont préparées extemporanément a partir de la forme injectable commerciale du
médicament. L’analyse ne repose pas sur des réactifs de trousses homologués par Santé
Canada, mais sur des réactifs analytiques certifiés. Les résultats sont colligés selon une
procédure reconnue par Agrément Canada. Une technique semblable a été adaptée par Cios
et ses collaborateurs [2013] et elle est utilisée chez des patients a I'unité des soins intensifs
afin de déterminer les concentrations sériques de linézolide pour établir les profils
pharmacocinétiques.

D’autres technologies ont été décrites et seront utilisées lors de I’évaluation de la validité
clinique et analytique. Ce sont les suivantes :

e chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse (LC-MS/MS) [Szultka et al.,
2013];

e chromatographie liquide par ultraperformance couplée a un détecteur a barrette de
diodes (UPLC-PDA) [Baietto et al., 2013];

o spectrofluorimétrie [Belal et al., 2013];



e électrophorese capillaire [Hernandez et al., 1999]; la chromatographie liquide par haute
performance (HPLC) couplée a la fluorescence capillaire a aussi été citée [Szultka et al.,
2013; Cavazos-Rocha et al., 2007].

4.3 Breve description des avantages évoqués de la nouvelle technologie

Les avantages de retenir la « déprotéinisation » ou « technique par précipitation des
protéines » est de favoriser la mise au point d’'une méthode de dosage facilement utilisable
de facon routiniere. Cette méthode permet d’obtenir un excellent recouvrement (pres de
100 %) et la procédure est simple et rapide [Cios et al., 2013].

Un des avantages de la chromatographie liquide par haute performance (HPLC) avec
détection UV est que cette méthode demeure sensible malgré I'utilisation de faibles
volumes d’échantillons plasmatiques [Traunmuller et al., 2010], et ce, méme si la LC-MS/MS
demeure la méthode de choix a cause de la sélectivité qu’elle offre [Zander et al., 2014].

4.4 Colt de la technologie et des options : n’a pas été analysé.

5 DONNEES PROBANTES

5.1 Pertinence clinique
5.1.1 Remplacement d’un autre test : cette analyse ne remplace aucun autre test.
5.1.2 Valeur diagnostique ou pronostique : ne s’applique pas.

5.1.3 Valeur thérapeutique

Le suivi thérapeutique pharmacologique du linézolide est fait par le dosage du linézolide
dans le plasma ou le sérum.

La littérature fait état d’une efficacité thérapeutique si le rapport aire sous la courbe
(ASCy.,4n) des concentrations plasmatiques de linézolide/concentration minimale inhibitrice
(CMI) est supérieur a 80 et d’une toxicité possible s’il est supérieur a 300. L'intervalle
thérapeutique est de 1 a 30 ug/mL [Szultka et al., 2013]. Une concentration résiduelle de
plus de 10 ug/mL peut étre associée a une toxicité hématologique [Zoller et al., 2014; Pea et
al., 2010]. La thrombocytopénie est un effet secondaire commun du linézolide [Boak et al.,
2014].

L'utilité d’un suivi thérapeutique pharmacologique pour I'antibiotique linézolide par
différentes méthodes de dosage, dont celle par HPLC avec détection par barrette de diodes
[Baietto et al., 2013; Cios et al., 2013; Fortuna et al., 2013], a été étudiée par plusieurs
auteurs. Le suivi thérapeutique pharmacologique est en étroite relation avec la
pharmacocinétique du médicament. Des études rétrospectives [Dong et al., 2014; Pea et al.,
2012; Pea et al., 2010] ont documenté une association significative entre les concentrations
plasmatiques du linézolide et la toxicité du médicament. Toutefois, la limite supérieure
sécuritaire du linézolide n’a pu étre définie avec certitude.

L'étude rétrospective de Pea et ses collaborateurs réalisée en 2010 propose une dose fixe
de linézolide de 600 mg aux 12 heures afin d’assurer une exposition pharmacodynamique
adéquate dans 60 a 70 % des cas. En revanche, pour les autres 30 a 40 % de cas, un suivi
thérapeutique pharmacologique permettra d’éviter I'échec du traitement ou la toxicité
médicamenteuse associée a la dose.

Une étude prospective observationnelle a été réalisée pour comparer les concentrations
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plasmatiques minimales chez des patients ayant développé ou non une toxicité
hématologique [Cattaneo et al., 2013b]. Le tableau 1, tiré de cet article de référence,
indique les concentrations plasmatiques de linézolide chez 50 patients selon qu’ils ont
développé ou non une toxicité hématologique. Les neufs patients qui ont manifesté un effet
toxique avaient tous des valeurs de C,;, significativement supérieures durant la premiere
semaine de traitement de méme qu’aprés la fin du traitement au linézolide.

Tableau1l Concentrations plasmatiques minimales (C..) de linézolide mesurées chez
des patients ayant développé ou non une toxicité hématologique

JOUR DU PRELEVEMENT Cumin LINEZOLIDE mg/L
(moyenne % écart-type)

Patients avec |1 évaluation 3 9,0+6,4
;‘)”“C'te (=" 15¢ gvaluation 9 10,7 £5,3

3% évaluation 12° 10,7 £5,8

4° évaluation 16 40+1,4

(n=5)"
Patients sans |1 évaluation 3 4,9+3,7
Z‘;’)"C'te (=" 15¢ valuation 10 4,8%33

3% évaluation 15 50+1,9

4° évaluation 24 49+4,6

Source : Cattaneo et al., 2010.
a. Durée moyenne de traitement au linézolide jusqu’au développement d’une toxicité hématologique.
b. Quatre patients se sont retirés de I’étude aprées I'apparition d’effets secondaires alors que cing ont regu un dosage réduit.

Tous les patients (n = 9) ayant développé une toxicité hématologique associée au linézolide
avaient des valeurs de Cp» plus élevées pendant la premiére semaine de traitement (9,0 +/-
6,4 mg/L versus 4,9 +/- 3,7 mg/L; p < 0,01). L’association entre les concentrations
plasmatiques de linézolide et la toxicité hématologique permet de conclure que le suivi
thérapeutique pharmacologique peut améliorer la sécurité des patients recevant un
traitement au linézolide.

Dans une étude de suivi thérapeutique pharmacologique de Pea et ses collaborateurs
[2012] avec ou sans cotraitement a la rifampicine, des ajustements posologiques se sont
révélés nécessaires chez 40 % des patients (n = 35) dans le groupe recevant le linézolide seul
apres un traitement médian de 21,5 jours. La thrombocytopénie est apparue chez 51,4 %
des cas dans le groupe recevant le linézolide seul comparativement a 0 % dans le groupe
recevant le linézolide avec la rifampicine. Les 35 patients du groupe « linézolide » avaient
des Ci, et des ASC,, (médianes et écarts interquartiles : EIQ) significativement plus élevés
[Cmin-3,71 mg/L (1,43-6,38) versus 1,37 mg/L (0,67-2,55); p < 0,001] ou [ASCy,:

212,77 mg/L-h (166,67 — 278,42) versus 123,33 mg/L-h (97,36 — 187,94); p < 0,001].

Le maintien en fonction du temps d’une C,;, entre 2 et 7 mg/L et/ou d’une ASC,, entre 160
et 300 mg/L-h améliorerait la sécurité du traitement tout en offrant une efficacité adéquate
chez les patients adultes recevant un traitement prolongé au linézolide.

Ces données suggérent une relation de cause a effet entre de hautes concentrations de
linézolide et les effets indésirables.



En 2010, Alffenaar et ses collaborateurs ont vérifié si une réduction de la posologie du
linézolide donnait des concentrations sériques excédant un ratio ASC,, /CMI > 100. Cette
étude prospective a évalué deux dosages de linézolide, soit 300 mg BID pendant 3 jours
consécutifs suivis par 600 mg BID, chez des patients résistants aux traitements usuels pour
la tuberculose. Des échantillons sanguins ont été pris a intervalles définis chez huit patients
afin de mesurer les concentrations sériques du linézolide par LC-MS/MS. Dans cette étude,
le rapport ASC,,/CMl est utilisé comme modeéle afin de prédire I'efficacité. Les effets
indésirables du linézolide, y inclus la neuropathie périphérique, ont été évalués
cliniquement et par des mesures de laboratoire.

La durée moyenne du traitement était de 56 jours. Le tableau suivant présente différents
ratios de I’ASC,,/CMI du linézolide pour des doses de linézolide de 300 et 600 mg deux fois
par jour.

Tableau2 Rapports ASC,,/CMI pour des doses de linézolide de 300 et 600 mg
administrées aux 12 heures

Patient 300 mg 600 mg
CMiso(me/L) | asc,, [ Ascfomi [T>cmi|  ascy, ASC,/CMI | T>CMI
(mg/L-h) (%) (mg/L-h) (%)
1] 025 83,4 667 100 155,9 1247 100
2| 05 41,8 167 100 86,6 347 100
3| 025 50,2 402 100 94,7 757 100
4| 025 63,6 509 100 181,0 1448 100
5| 025 65,9 527 100 131,9 1055 100
6| 025 27,8 445 100 115,6 1850 100
7| <0,125 28,7 460 100 103,4 1654 100
8| 1,0 46,2 92 100 176,0 352 100

Source : Alffenaar et al., 2010.

Abréviations : ASCy = aire sous la courbe au temps x; CMI = concentration minimale inhibitrice; CMlq = concentration minimale
inhibitrice nécessaire pour inhiber la croissance de 90 % des organismes; T > CMI = temps durant lequel les concentrations
excédent la concentration minimale inhibitrice.

Dans cette étude [Alffenaar et al., 2010], les concentrations sériques efficaces sont atteintes
apres 3 jours d’administration biquotidienne de 300 mg de linézolide, et chez 7 des

8 patients le rapport ASC,, /CMI est > 100. La posologie devra étre adaptée en fonction des
valeurs de concentration moyennes obtenues a I'état d’équilibre (300 mg = C,,i, de 1,9 mg/L
et Crax de 9,5 mg/L et 600 mg = C,i, de 5,8 mg/L et C. de 20,4 mg/L) afin d’optimiser
I’efficacité du produit dans certaines populations de patients que I'on sait a risque d’avoir
une variabilité importante de la pharmacocinétique du produit (p. ex. fibrose kystique du
pancréas), et plus particulierement dans la forme orale. Par exemple, Stalker et ses
collaborateurs [2003] ont rapporté que le ratio Cy,.,/CMI du linézolide et le temps
d’exposition au-dessus de la CMI sont gages d’efficacité pour contrer les infections a

Gram positif. Auparavant, certains modeles in vitro de méme que chez I'animal ont
démontré que le ratio ASC/CMI serait le meilleur parameétre pour mesurer I'efficacité chez
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5.2
5.3

les patients traités aux fluoroquinolones [Andes et Craig, 2002; Craig, 1998; Drusano et al.,
1993; Forrest et al., 1993].

A noter que d’autres paramétres biochimiques et cliniques sont mentionnés pour des
patients avec des conditions critiques telles que les grands malades en soins intensifs [Zoller
et al., 2014] ou ceux avec une clairance de la créatinine diminuée [Matsumoto et al., 2014].

En conclusion, méme si, dans certaines populations, des études sont en cours [Gostelow et
al., 2014], il serait approprié d'entreprendre un suivi thérapeutique pharmacologique chez
les patients recevant le linézolide [Morata et al., 2013].

Validité clinique : aucune étude d’évaluation de la validité clinique n’été repérée.
Validité analytique (ou technique)

Selon I'information transmise par le requérant, I’analyse actuelle repose sur I'utilisation
d’une droite de calibration sans standard interne. Des contréles de qualité interne (dilution
différente) et des contréles « patients » sont également utilisés. Les résultats sont aussi
comparés avec les valeurs analytiques historiques. Les résultats sont colligés selon une
procédure reconnue par Agrément Canada.

Présentement, il n’existe aucun programme de contréle externe, mais le laboratoire a
exprimé a la KKGT (sous la gouvernance de la Dutch Foundation for Quality Assessment in
Medical Laboratories) son intérét a participer, lorsqu'il sera disponible, a un programme de
controle de la qualité interlaboratoire sur le suivi thérapeutique de certains antibactériens.

Les données sur la validité analytique de la méthode HPLC-DAD sont tirées des résultats de
douze études dont sept études comparatives réalisées avec la méthode HPLC-UV :

PARAMETRES PRESENCE ABSENCE SANS OBJET
Répétabilité X
Reproductibilité X
Sensibilité analytique X
Spécificité analytique X
Effet de matrice X
Concordance X
Corrélation entre test et comparateur X

Les résultats de répétabilité, de reproductibilité et d’exactitude sont présentés au tableau 3.
La variation intraessai (intraday) n’a pas été rapportée avec la méthode HPLC-DAD.

La reproductibilité de la HPLC-DAD (méthode utilisée par le requérant) présente des
coefficients de variation interjournaliers (interday) inférieurs a 5,5 % et des biais inférieurs a
11 % alors que les autres méthodes chromatographiques présentent des valeurs similaires
ou généralement inférieures a 15 %. Malgré I'augmentation des concentrations ajoutées, les
coefficients de variation demeurent acceptables.



Tableau 3 Répétabilité, reproductibilité et exactitude de la chromatographie liquide a haute performance couplée a un détecteur a
barrette de diodes (HPLC-DAD) et des autres méthodes chromatographiques
ETUDE NOMBRE DE SPECIMENS CONCENTRATION INTRAESSAI INTERJOURNALIER
NOMINALE (ug/ml) v (%) % BIAIS* v (%) % BIAIS*
HPLC-DAD

Cios et al., 2013 7 courbes de calibration sur 7 jours 0,5 - - 5,42 10,85
différents 25 i i 174 318

5 - - 0,67 1,1

10 - - 0,76 1,06

20 - - 0,92 1,53

30 - - 0,97 0,74

UPLC-PDA ou HPLC-PDA

Baietto et al., 2013 Intraessai : 5 réplicats 0.2 7,15 4,41 12,83 4,46
;r:;egz:;g;zher. 5 réplicats (5 jours 1 8,75 20,49 10,01 9,40
5 2,09 -2,76 10,51 -1,33
10 7,6 13,96 8,39 - 6,69
Fortuna et el, 2013 ;::;ijgrlmnhir : 17 (5 jours différents) 1 >34 ~4,76 8,90 -1,98
;Z:ijzsrzla/.iesr : 17 (5 jours différents) > 7,22 "2,59 >86 -3,06
;::;(I]'jzzsl'cr]rlaii:r : 17 (5 jours différents) 10 2,67 >17 7,49 -0,04

HPLC-UV

Baietto et al., 2009 5 0,75 1,87 -0,75 14,45 0,40
5 7,5 5,64 3,31 12,14 6,78

5 15 2,63 -9,54 4,74 0,56
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ETUDE NOMBRE DE SPECIMENS CONCENTRATION INTRAESSAI INTERJOURNALIER
NOMINALE (ug/ml) v (%) % BIAIS* v (%) % BIAIS*
Cattaneo et al., 2010 5 0,2 10,61 1,6 18,80 -1,75
5 0,6 3,92 -5,71 8,16 -0,33
5 4,8 3,34 8,18 5,37 -0,37
5 30 2,83 5,99 5,25 2,65
Cios et al., 2013 7 courbes de calibration sur 7 jours 0,5 - - 4,69 12,63
différents 2,5 - - 3,59 6,65
5 - - 2,63 2,40
10 - - 3,56 3,04
20 - - 2,60 1,68
30 - - 3,47 0,97
Helmy, 2013 Intraessai : 3 réplicats (courbe de 0,1 9,1 105t 8,9 100t
Ic:tllelj'jr'zf)l?nna)/ier : 6 courbes de 0,5 4,36 97,91 4,24 97,31
calibration sur 6 jours différents 2 3,22 106,21 4,15 104,1+
10 0,66 101,1+ 0,35 107t
Polillo et al., 2010 3 courbes de calibration en 3 jours 0,7813 - - 6,19 103,78t
consécutifs 1,5625 - - 6,31 105,49t
3,125 - - 7,83 107,38+
6,25 - - 0,66 105,09+
12,5 - - 9,66 104,06%
25 - - 2,29 95,54t
50 - - 4,53 95,83t
100 - - 0,12 101,78t
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ETUDE NOMBRE DE SPECIMENS CONCENTRATION INTRAESSAI INTERJOURNALIER
NOMINALE (ug/ml) v (%) % BIAIS* v (%) % BIAIS*
Swoboda et al., 2007 6 2 2,63 101,2+ 2,08 103,2%
6 10 4,91 100,67 1,78 101,7%
6 40 3,45 101,27 2,18 102,3%
Traunmuller et al., 2010 | Interjournalier : 4 (4 réplicats) 0,05 13,9 -13,6 10,2 -13
J(Zfﬁgzlijf?;‘:gsgs')lz (4 réplicats, en 3 0,5 16 27 24 38
1 2,5 9,3 4,9 8,3
10 1 1,6 1,6 2,3
LC-MS/MS
Szultka et al., 2013 3 réplicats 1 - 104,8+ - -
(par MEPS) 3 réplicats 8 - 99,7+ - -
3 réplicats 15 i 100,6+ i -
Szultka et al., 2013 3 réplicats 1 - 113+ - -
(par EPS) 3 réplicats 8 - 102,6t - -
3 réplicats 15 - 102,2+ - -
Szultka et al., 2013 10 1 6,83 108,3t - -
S]n;itg:)éddesgs)prépa ration 3 166 107,74 i i
5 6,25 105,5t - -
8 4,41 101,4+ - -
10 3,10 101,5+ - -
15 3,26 99,1+ - -
20 2,44 100,4+ - -
30 1,51 99,3t - -
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ETUDE NOMBRE DE SPECIMENS CONCENTRATION INTRAESSAI INTERJOURNALIER
NOMINALE (ug/ml) v (%) % BIAIS* v (%) % BIAIS*
Zander et al., 2014 5 0,38 2,49% 106+ 2,64 -
i}l'fctforﬂf) 1 {Quattro 5 0,5 3,724 99+ 7,34Y -
5 4 2,624 103+ 2,48Y .
5 6 1,65¢ 105+ 2,7¢ -
5 16 5,23t 101+ 2,97¥ -
Zander et al., 2014 5 0,38 1,89% 102+ 2,26¥ -
f‘lyj;ftr:‘: chﬁﬂ'\c/')icromass 5 0,5 2,71% 98t 4,28¥ -
5 4 3,224 101+ 2,01¥ -
5 6 0,961 101+ 3,57¥ .
5 16 3,861 101+ 4,23¥ .

Abréviations : CV : coefficient de variation; sem. : semaine; HPLC-DAD : chromatographie liquide a haute performance couplée a un détecteur a barrette de diodes; ug/ml : microgramme par millilitre
*Se réfere au pourcentage d’inexactitude ou d’erreur relative; T Pourcentage d’exactitude;¥ Intraessai et ¥ Interessai.
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La méthode proposée par le requérant (HPLC-DAD) démontre une sensibilité analytique
(limite de détection ou LOD) comparable a celle d’autres techniques reconnues dans la
littérature [Baietto et al., 2013; Cattaneo et al., 2013a; Cios et al., 2013; Fortuna et al., 2013;
Helmy, 2013; Cattaneo et al., 2010; Polillo et al., 2010; Baietto et al., 2009; Swoboda et al.,
2007]. La limite de détection est de 0,1 ug/mL comparativement aux autres techniques
utilisées qui varient de 0,04 a 0,4 ug/mL [Baietto et al., 2013; Cios et al., 2013; Helmy, 2013;
Cattaneo et al., 2010; Polillo et al., 2010; Baietto et al., 2009; Swoboda et al., 2007]. Il en va
de méme pour la linéarité (0,5 a 30 ug/mL) pour lagquelle la méthode proposée par le
requérant rapporte un coefficient de corrélation se rapprochant de I'unité ( r = 0,9997), qui
se compare au coefficient des autres méthodes chromatographiques ([Cios et al., 2013;
Baietto et al., 2013; Fortuna et al., 2013; Helmy, 2013; Szultka et al., 2013; Cattaneo et al.,
2010; Polillo et al., 2010; Traunmuller et al., 2010; Baietto et al., 2009; Swoboda et al.,
2007]).
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Tableau 4

Sensibilité et linéarité analytique des différentes méthodes chromatographiques

ETUDE NOMBRE ET TYPE VOLUME ANALYSE PAR HPLC
D’ECHANTILLONS I)* p N p » »
(W) METHODE DE CONTROLE INTERNE DETECTION LOD LLOQ | LINEARITE | COEFFICIENT DE
PREPARATION (nm) (ng/ml) | (ug/ml) | (ug/ml) LINEARITE
HPLC-DAD
Ciosetal., Sérum 200/ 50 PP Piperacillin 258 0,1 0,5 0,5-30 r=0,9997§
2013
UPLC-PDA ou HPLC-PDA
Baietto et al., Plasma -/4 PP Quinoxaline 254 0,058 0,117 |0,117-30 > 0,999
2013
Fortuna et al., Plasma -/25 EPS 6,7-Dimethyl-2,3-di (2- 254 - - 0,025 - R =0,9997%§
2013 pyridyl)-quinoxaline 25,6£
HPLC-UV
Baietto et al., Plasma 300/ 40 PP Quinoxaline 280 0,04 0,31 - > 0,998t
2009
Cattaneo et 10 300/ 20 PP Acide paratoluique 254 - 0,2 0,2-48 = 0,9996t
al., 2010 Plasma
Cios et al., Sérum 200/ 50 PP Piperacillin 258 0,1 0,25 0,5-30 R =0,9995§
2013
Helmy, 2013 12 250/ 25 PP Métronidazole 260 0,05 0,1 0,1-30 = 0,9999t
Plasma

Polillo et al., Plasma 100/ - PP - 214 0,3775 | 0,7813 0,7813 - = 0,9976
2010 100
Swoboda et Plasma -/ 100 PP - 251 0,1 0,3 0,5-40 > 0,999
al., 2007
Traunmuller et Plasma 20/12 ELL Fluconazole 251 - 0,05 0,05-40 R >0,9992

al., 2010
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ETUDE NOMBRE ET TYPE VOLUME ANALYSE PAR HPLC
D’ECHANTILLON I)* . N , ; :
ONS (K1) METHODE DE CONTROLE INTERNE DETECTION LOD LLOQ | LINEARITE | COEFFICIENT DE
PREPARATION (nm) (ng/ml) | (ug/ml) | (ug/ml) LINEARITE
LC-MS/MS
Szultka et al., 3 50/ - MEPS Gemifloxacin 251 0,1407 | 0,3814 1-30 = 0,9988
2013 Plasma 120/ 15 EPS ESI, mode | ng/ml ng/ml 22 0,9889
MRM
(positif)
Zanderetal., Sérum 50/10 PP et EPS Linezolide-d; ESI, mode - 0,5 0,13-32 > 0,999¥%
2014 MRM
(positif) ¥

Abréviations : ELL : extraction liquide-liquide; EPS : extraction en phase solide; ESI : electron spray ionisation; HPLC-DAD : chromatographie a haute performance couplée a un détecteur a barrette de
diodes; HPLC-UV : chromatographie a haute performance couplée a une détection par ultraviolet; LC-MS/MS : chromatographie liquide couplée a une spectrométrie de masse en tandem; LLOQ : limite
inférieure de la quantification; LOD : limite de la détection; MEPS : microextraction in packed syringe; MRM : multiple reaction monitoring; nm : nanomeétre; PP : précipitation de protéines; ug/ml :
microgramme par millilitre; UPLC-DAD : ultra performance liquid chromatography coupled with photo diode array detector.

* Volume d’échantillon / volume d’aliquote injecté dans le systéme de HPLC

T Coefficient de détermination

¥ lonisation

§ Coefficient de corrélation

¥ Coefficient de corrélation de 3 courbes de calibration (régression linéaire)

£ Les unités ont été converties a des fins d’uniformité.
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La HPLC-DAD a un recouvrement d’environ 100 % (Cios et al., 2013). Les autres méthodes
chromatographiques obtiennent des valeurs similaires variant entre 95 % et 112 %, a
I’exception d’une seule étude portant sur la HPLC-UV [Baietto et al., 2013] avec 75,9 % de
recouvrement. Aucune interférence n’a été observée avec des substances endogénes, des
antibiotiques ou d’autres médicaments. Lorsque I'on ajoute des quantités connues de
linézolide, le recouvrement et la justesse de la mesure sont excellents (100,5 %). La
méthode chromatographique utilisée par le test proposé nous permet de conclure que
celui-ci agit spécifiquement.

Tableau 5 Spécificité analytique, recouvrement, interférences et effets de matrice

ETUDE NOMBRE DE | CONCENTRATION | RECOUVREMENT INTERFERENCES
SPECIMENS | NOMINALE (%)
(ng/ml)
HPLC-DAD
Cios et al., 2013 - - 100,5 Aucune interférence avec

des substances
endogenes ni avec
10 autres antibiotiques

UPLC-PDA ou HPLC-PDA

Baietto et al., - - 112,2 Aucune interférence avec
2013 des substances
endogénes ni avec

11 autres antibiotiques

Fortuna et al., - - 104,4 Aucun effet de matrice
2013 observé

Aucune interférence avec
des médicaments

HPLC-UV

Baietto et al., 5 - 75,9 Aucune interférence
2009 significative avec des
antirétroviraux,
antibiotiques,
antituberculeux et autres
médicaments

Cattaneo etal., 10 4,8 ng/ml 99,8 Aucune interférence avec
2010 spécimens des antirétroviraux,

en triplicata antibiotiques et autres
médicaments

Cios et al., 2013 - - 100,5 Aucune interférence avec
des substances
endogénes ni avec

10 autres antibiotiques

Helmy, 2013 3 0,5 100,2 Aucune interférence
(n =10 en triplicata)

3 2 98,44

3 10 99,75
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ETUDE NOMBRE DE | CONCENTRATION | RECOUVREMENT INTERFERENCES
SPECIMENS NOMINALE (%)
(ng/ml)
Polillo et al., - - 95,4 -
2010
Swoboda et al., 6 2 100,62 Aucune interférence avec
2007 6 10 98 13 des supsta nces
endogenes
6 40 97,97
Traunmuller et - - - Aucune interférence avec
al., 2010 14 autres médicaments
LC-MS/MS
Szultka et al., 3 réplicats 1 14t Aucune interférence avec
2013 . des substances
+
(par MEPS) 3 réplicats 8 2 endogénes
3 réplicats 15 14+
Szultka et al., 3 réplicats 1 49t
2013 s
+
(par EPS) 3 réplicats 8 47
3 réplicats 15 44+
Zander et al., 3 0,5 102,7* -
2014 3 = 8,6 101,4*
3 16 101,1*

Abréviations : ug/ml : microgramme par millilitre.

* Recouvrement a la température ambiante, apres 24 h de conservation.

t Effet de matrice (%)

Corrélation entre le test et le comparateur

Dans I’étude de Cios et ses collaborateurs [Cios et al., 2013], la méthode HPLC-DAD et la
méthode HPLC-UV donnent des résultats semblables sur des échantillons sériques (n = 84)
avec un coefficient de corrélation entre les deux méthodes de 0,998.

5.1

Recommandations d’autres organismes

Nous n’avons pas trouvé de mention de recommandations d'organismes ou de sociétés
savantes concernant la mesure des concentrations de linézolide lors de son administration.

6. REPERCUSSIONS POSSIBLES DE L'INTRODUCTION DE L’ANALYSE

6.1 Effet sur les ressources matérielles et humaines

L'appareillage nécessaire a I'analyse par HPLC-UV ou HPLC-DAD est généralement présent
dans les laboratoires. Toutefois, les étapes de préparation des échantillons, préalables a
I'analyse, peuvent varier selon les différents protocoles envisagés. Les ressources
matérielles et humaines sont donc a prévoir en conséquence.
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6.2 Conséquences économiques de l'introduction de lI'analyse dans le systéme de
santé et de services sociaux québécois
N’ont pas été analysées.

6.3 Principaux enjeux organisationnels, éthiques ou autres (social, juridique, politique)
N’ont pas été analysés.

EN BREF

7.1 Pertinence clinique
Selon des opinions d’experts, I'analyse du linézolide permet d’assurer un suivi
thérapeutique pharmacologique afin d’optimiser le dosage du médicament tout en évitant
une toxicité hématologique.

7.2 Validité clinique : aucune donnée relative a la validité clinique n’a été repérée.

7.3 Validité analytique
Les données de validité analytique présentent la HPLC-DAD comme une méthode fiable
(précise, exacte et reproductible) pour la quantification du linézolide dans le plasma et dans
le sérum. Aucune interférence significative n’a été observée avec des substances
endogenes, des antirétroviraux, d’autres antibiotiques, antituberculeux et autres
médicaments.

7.4 Recommandations d’autres organismes

Nous n’avons pas trouvé de mention de recommandations, par des organismes ou des
sociétés savantes, concernant le suivi thérapeutique du linézolide lors de son
administration.



AVIS EN BREF DE L'INESSS

Dosage du linézolide par chromatographie liquide a haute

performance couplée a un détecteur a barrette de diodes (HPLC)

Statut de la technologie diagnostique
Etablie
O innovatrice

O Expérimentale (pour la recherche uniquement)

Recommandation de I'INESSS
O Avis de recommandation d’introduction
O Avis de refus d’introduction
Avis de réévaluation lorsque :
e Les valeurs de référence seront établies
o L'utilité clinique sera mieux étayée
e Le contréle de la qualité externe sera précisé

e La demande sera complétée avec des données de validation locale
Recommandation additionnelle
O Lien a faire avec I'inscription de médicaments, si test compagnon

O Dpécision de production d’un guide d’usage optimal

O Production d’indicateurs dans le cas d’un besoin de vigilance

O Remplacement de la technologie qui devient obsolete

NOTE

Cette analyse est sGrement pertinente pour des cas particuliers.
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PANEL LEUCEMIE PREDISPOSITION FAMILIALE :
SEQUENCAGE DES GENES RUNX1 (AML1), PAX5 ET
TP53 (REFERENCE - 2014.02.07)

Avis d’évaluation

1. INFORMATION GENERALE

1.1.
1.2.
1.3.
1.4.

Demandeur : CHU Sainte-Justine
Date de transmission de la demande d’examen au MSSS : 21 janvier 2014
Date de réception de la demande a I'INESSS : 9 juin 2014

Date de transmission de I’avis au ministre : 31 octobre 2014

Mise en garde

Le présent avis est fondé sur I'information scientifique et commerciale déposée par le
demandeur ainsi que sur une recherche documentaire complémentaire selon les
données disponibles au moment de I’évaluation de I'analyse par I'INESSS.

2. TECHNOLOGIE, SOCIETE ET LICENCE

2.1

2.2

2.3
24
2.5
2.6
2.7

Nom de la technologie

Séquencage bidirectionnel des genes RUNX1 (AML1), PAX5 et TP53 par la méthode de
Sanger.

Description bréve de la technologie et précisions techniques et cliniques

L'analyse est réalisée sur I’ADN génomique isolé de cellules tumorales et non tumorales.
Une amplification par réaction en chaine de la polymérase (Polymerase Chain Reaction ou
PCR) est d’abord réalisée afin d’amplifier les exons et les points de jonction exon-intron de
RUNX1 ou de PAX5 et TP53, selon le cas. Les amplicons sont ensuite séquencés par la
méthode de Sanger. Le choix du ou des genes sera orienté par le diagnostic (RUNX1 si
leucémie myéloblastique aiglie et PAX5/TP53 si leucémie lymphoblastique aigtie
hypodiploide).

Société ou développeur : protocole fourni par le demandeur
Licence : ne s’applique pas.

Brevet, le cas échéant : ne s’applique pas.

Statut d’homologation (Santé Canada, FDA) : ne s’applique pas.
Valeurs pondérées : PAX5 et TP53 : 865,79; AML1 (RUNX1): 501,53
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INDICATIONS CLINIQUES, MILIEUX DE PRATIQUE ET MODALITES
D’ADMINISTRATION

3.1

3.2

Patients ciblés

Patients pédiatriques atteints d’une leucémie myéloblastique aiglie ou lymphoblastique
aigle nécessitant une greffe de moelle osseuse allogénique de méme que les membres de
la fratrie considérés comme donneurs potentiels.

Description des maladies visées

Les leucémies aiglies sont des hémopathies malignes caractérisées par la prolifération
médullaire de progéniteurs des lignées myéloide ou lymphoide et une atteinte de
I’'hématopoiese. La classification franco-américano-britannique distingue deux grands

types : les leucémies lymphoblastiques aiglies (LLA) et les leucémies myéloblastiques aiglies
(LMA), et elle les classe en plusieurs groupes en se basant sur des critéres cytologiques et
cytochimiques. L'Organisation mondiale de la santé (OMS) a développé une autre
classification selon des critéres génétiques [Vardiman et al., 2009].

Les leucémies aiglies sont causées par des mutations génétiques des précurseurs des lignées
hématopoiétiques et par des anomalies fonctionnelles des facteurs de transcription.

Par conséquent, on observe une prolifération anormale de ces lignées dans la moelle
osseuse, associée a une perte de capacité de différenciation cellulaire précoce responsable
d’une insuffisance médullaire avec accumulation excessive de cellules immatures (blastes)
dans la moelle osseuse, le sang périphérique ou d'autres tissus [Jacinthe, 2008].

Les signes cliniques sont associés a I'insuffisance médullaire : anémie, thrombopénie avec
signes hémorragiques et neutropénie avec des signes infectieux, et ils se rapportent a la
prolifération blastique (adénopathies, splénomégalie ou hépatomégalie). Le diagnostic
biologique est basé sur un hémogramme anormal, la présence de blastes a I'examen
cytologique du frottis de sang périphérique et la présence d’une blastose médullaire

(= 20 %) avec des critéres morphologiques typiques de la LLA ou de la LMA dans un
myélogramme. D’autres outils diagnostiques permettent la classification des leucémies
aigles : la cytochimie, I'immunophénotypage, la cytogénétique et la biologie moléculaire.
Les deux derniers ont également un intérét pronostique. Le traitement repose sur une
polychimiothérapie qui vise la rémission compléte (phase d’induction), la prévention des
rechutes (phase de consolidation) et la possibilité d’'une greffe de moelle osseuse [HAS et
INCa, 2011].



Tableau1l Données épidémiologiques canadiennes concernant les leucémies
pédiatriques

DONNEES EPIDEMIOLOGIQUES LEUCEMIE LYMPHOIDE LEUCEMIE MYELOIDE
(0-14 ANS) AIGUE
Nouveaux cas (5 ans, de 2006 a 2010) 1145 200

Taux d’incidence normalisé selon I'age

(par million de personnes pour 1 an) 41,7 7,1

Contribution des leucémies au total

. 269 it 166/640 déces tot
des déces par cancer (2005-2009) % (soi / éces totaux par cancer)

Surviea 5 ans 91 % [ICa 95 % : 89-93] 73 % [ICa 95 % : 65-79]

Données tirées des Statistiques canadiennes sur le cancer 2014 [SCC, 2014].

Nombre de patients visés

Cing nouveaux cas par année, et leur famille (comme donneurs de moelle apparentés).
Spécialités médicales et autres professionnels concernés

Hémato-oncologie, pédiatrie, conseil génétique, diagnostic moléculaire.

Modalités d’administration du test

L'analyse s’effectue conjointement sur ’ADN tumoral et non tumoral provenant d’une
biopsie de moelle osseuse ou d’un prélévement de sang périphérique avec une
concentration élevée de blastes et d’'un échantillon de tissu normal comme un frottis
buccal. L’analyse sera réalisée au laboratoire de diagnostic moléculaire du centre
demandeur. Actuellement, les demandes d’analyse moléculaire par séquencage sur des
biopsies de moelle osseuse concernant les génes RUNX1, TP53 et PAX5 sont envoyées a
I’extérieur du Québec. Selon les données du ministere de la Santé et des Services sociaux
concernant I'année financiere 2012-2013, il n'y a eu aucune demande d’envoi hors Québec
pour I'analyse des génes RUNX1 (AML1) et PAX5. Toutefois, pour TP53, 70 demandes de
séquencage ont été recues pour la méme période, mais ces données incluent des requétes a
d’autres fins cliniques’®. De son cdté, le CHU Sainte-Justine rapporte avoir envoyé a
I’extérieur 14 demandes de séquencage de TP53, dont 6 associées au syndrome de Li-
Fraumeni et 8 pour analyse de mutations familiales; la durée de la période est inconnue’.

72. Les données ont été fournies par Mme Catherine Hamelin, conseillére au dossier génétique de la Direction de la biovigilance et de la
biologie médicale du ministére de la Santé et des Services sociaux (26 ao(t 2014).

73. Communications électroniques personnelles avec la Dre Sonia Cellot, M.D., RCPSC, hémato-oncologue pédiatrique du CHU Sainte-Justine,
et la Dre Virginie Dormoy-Raclet, Ph. D., du laboratoire de diagnostic moléculaire du CHU Sainte-Justine (2 au 15 septembre 2014).
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4. CONTEXTE TECHNOLOGIQUE

4.1
4.2

4.3

4.4

Nature de la technologie diagnostique : unique

Bréve description de la situation technologique actuelle

La caractérisation moléculaire des tumeurs hématologiques est faite en utilisant trois
catégories de techniques différentes : 1) la cytogénétique (marquage en bande G
conventionnel, FISH ou PCR) permet de repérer les anomalies structurales des
chromosomes; 2) le profilage génomique (hybridation comparative de sondes sur puce)
permet la comparaison de I'expression des genes; et 3) le séquengage a ultra haut débit de
tout le génome, de I'exome ou du transcriptome permet une analyse compléte de tout
I’environnement génomique de la tumeur [Zuckerman et Rowe, 2014].

Bréve description des avantages évoqués de la nouvelle technologie

Le demandeur propose d’évaluer le statut mutationnel des génes PAX5 et TP53 ou RUNX1
(AML1) par séquencage par la méthode de Sanger, chez les personnes atteintes de LLA ou
LMA familiale, respectivement, afin de mettre en évidence une mutation germinale
contributive de la maladie. La méme mutation pourrait également se trouver chez un parent
considéré comme éventuel donneur de moelle osseuse.

Colit de la technologie et des options : n’a pas été évalué.

5. DONNEES PROBANTES

5.1

Pertinence clinique
5.1.1 Remplacement d’un autre test : non.

5.1.2 Valeur diagnostique ou pronostique

Des mutations germinales monogéniques et autres anomalies génétiques héréditaires sont
associées a certains syndromes dont les manifestations cliniques incluent une prédisposition
élevée aux tumeurs hématologiques. C’'est le cas notamment du syndrome d’anomalies
plaquettaires familiales (APF) et du syndrome de Li-Fraumeni relativement aux mutations
touchant les génes RUNX1 et TP53 respectivement (I’annexe A présente une liste plus
exhaustive). Une reconnaissance clinique accrue de ces syndromes et I'émergence en
clinique des nouvelles techniques de séquencgage a ultra haut débit ont conduit a une
augmentation importante du nombre de cas de leucémies d’origine familiale qui ont été
reconnus [Churpek et Larson, 2013]. De plus, la mise en évidence de symptémes cliniques
précurseurs, comme la thrombocytopénie chronique dans le cas de I'APF, et la
documentation de cas de greffes de moelle osseuse qui ont échoué en raison de la sélection
d’un donneur allogénique apparenté porteur de la mutation démontrent le besoin clinique
lié au repérage de ces cas [Churpek et Larson, 2013; Nickels et al., 2013]. Les requérants
rapportent également des cas de greffes problématiques liés au choix d’'un donneur
apparenté’®.

74. Communications électroniques personnelles avec la Dre Sonia Cellot, M.D., RCPSC, hémato-oncologue pédiatrique du CHU Sainte-Justine
(4 septembre 2014).
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Les mutations germinales de TP53 et PAX5 prédisposent au développement de la LLA

Le produit du géne TP53, reconnu comme un important suppresseur de tumeurs, régule des
génes concernés par le cycle cellulaire, 'apoptose, la sénescence, la réparation de I’ADN,
I"'autophagie et les changements métaboliques. Des mutations somatiques de TP53 sont
fréquemment reconnues dans plusieurs types tumoraux et, bien que rares, certaines lésions
germinales découvertes dans des familles ol plusieurs cas de cancer ont été diagnostiqués,
comme pour le syndrome de Li-Fraumeni, sont hautement pénétrantes [Malkin, 2011;
Vousden et Lu, 2002; Li et Fraumeni, 1969].

Homfeldt et ses collaborateurs (voir le tableau 2) ont analysé une cohorte de 124 cas
pédiatriques de LLA hypodiploide et ils ont démontré que les cas presque haploides (24 a
31 chromosomes) et les hypodiploides bas (HDB : 32 a 39 chromosomes) ont des
caractéristiques moléculaires distinctes. La majorité des cas presque haploides présentent
des changements moléculaires touchant la signalisation dépendante des récepteurs a
tyrosine-kinase et de la voie Ras (71 %) de méme que le facteur de transcription lymphoide
IKZF3 (13 %). Au contraire, les cas de LLA hypodiploide bas sont significativement associés a
la présence d’'une mutation somatique de TP53 lorsque comparés aux autres cas de LLA
(91,2 % vs 3,8 %; p = 4,7 x 107*°). De plus, les chercheurs ont montré, spécifiquement pour

TP53, que les mutations somatiques se trouvaient également dans les cellules non
tumorales dans 43,3 % des cas, démontrant ainsi I'importante présence d’une mutation
germinale héritable dans un contexte de quasi-haploidie. Parmi les mutations germinales
TP53 reconnues, 3 sont associées au syndrome de Li-Fraumeni [Holmfeldt et al., 2013;
Malkin, 2011].

Tableau 2 Etude de Holmfeldt et ses collaborateurs relativement a la contribution des
mutations germinales de TP53 a la leucémie lymphoblastique aigiie
hypodiploide

ETUDE COHORTE GENES MUTATIONS RECONNUES PAR ANALYSES
TESTES LA METHODE DE SANGER (N)
SOMATIQUES | GERMINALES | ?

Holmfeldt, N=124 TP53 19 13 1 TP53 muté (HDB vs

2013 , .LLA_ J— 1 1 1 autres) :
pédiatrique 91 % (31/34)*vs 3,8 %
hypodiploide | ¢BL CRLF2 44 0 24 (3/80)

34 HDB ETV6 FLT3 p=4,7x 10"
68 P-H IKZF1 IKZF2
22 PD IKZF3 JAK1 HDB TP53 muté germinal :
Md : 6,6 ans JAK2 KIF2B 43,3 % (13/30)

[1-18] KRAS MAPK1

NF1 NRAS

PAG1 PAX5

RB1

Abréviations : HDB : hypodiploide bas (low hypodiploid); LLA : leucémie lymphoblastique aigiie; Md : médiane; N : nombre; PD :
presque diploide; P-H : presque haploide (near haploid).

* 1 mutation sur 34 n’a pas été reconnue par la méthode de Sanger : 1 large délétion des exons 2 a 6 (RT-PCR).
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Peu avant la publication de Holmfeldt démontrant le lien étroit entre TP53 et la LLA
pédiatrique hypodiploide, Powell et ses collaborateurs ont réalisé un séquencage de
nouvelle génération sur tout I'exome de deux cas de LLA a cellules B (LLA-B) pédiatrique
hypodiploide issus d’une famille étendue comprenant trois autres cas de leucémie (voir
tableau 3). Le cas probant n° 1 est décédé rapidement d’une récidive postgreffe allogénique,
et ce, 8 ans avant le diagnostic du cas probant n° 2. Considérant I’histoire familiale, les
médecins traitants du cas probant n° 2 ont recommandé une greffe de cellules souches
venant d'un donneur non apparenté. Toutefois, I'absence d’un donneur étranger
compatible a contraint I'équipe médicale a identifier la mutation héréditaire causale afin de
repérer un donneur non porteur dans la famille. Le séquengage comparatif des exomes a
permis de mettre a jour une mutation non-sens R306X préalablement rapportée dans des
familles avec plusieurs cas de sarcomes et autres tumeurs associées au syndrome de Li-
Fraumeni. Le séquencage par la méthode de Sanger a été utilisé pour dépister les donneurs
potentiels de la fratrie originalement exclus. Les auteurs de I'étude rapportent également
que le criblage de la famille a permis de repérer deux porteurs a risque de développer une
leucémie ou un cancer du spectre du syndrome de Li-Fraumeni. Le cas n° 2 a recu une greffe
de cellules souches de son frére non porteur de la mutation familiale TP53 R306X et il se
portait bien deux ans plus tard [Powell et al., 2013].

Tableau 3 Etude de Powell et ses collaborateurs relativement a I’analyse de TP53 pour le
choix d’'un donneur de moelle osseuse dans une famille a incidence élevée de

leucémie
PROBANTS | CARACTERISTIQUES, FAMILLE ETENDUE DES DEUX CAS AUTRE
SUIVIS ET ISSUES ETUDIES INFORMATION
N - PERTINENTE
LIEN (TP53) | ISSUE (AGE EN ANNEES)

n°1 Réfractaire a la Frere (?) LLA : DX (7), DM (8) Pour le cas n° 2, le SLF
LLA-B chimiothérapie Pére (?) Leucémie : DX (51), DM (54) | avait été initialement
14 ans GCS allogénique de Frere (?) Cancer cesophage : DX (23), | exclu en raison d’une

génotype inconnu. DM Mére (WT) DM (24) absence de cas de
51 jours post GCS Non atteinte cancers typiques dans

la famille (sarcomes
ou cancers du sein,
du cerveau ou des

n°2 Cousinde n®1.DX 8 ans | Grand-pére (?) | Leucémie : DX (33), DM (36)
LLA-B HDB | postdéces de n° 1. GCS Meére (R306X) | Suivi pour risque accru de

13 ans allogénique a.pparentée Frére (WT) cancer glandes surrénales).
écartée en raison de Frére (R306X) GCS d’un donneur
I’histoire familiale. apparenté
L’absence d’un donneur Suivi pour risque accru de
non apparenté a forcé cancer

I'identification d’une
mutation héréditaire
causale. VSM 2 ans post
GCS

Abréviations : DM : décédé de la maladie; DX : diagnostic; GCS : greffe de cellules souches; HDB : hypodiploide bas (low
hypodiploid); LLA-B : leucémie lymphoblastique aigtie a cellules B; SLF : Syndrome de Li-Fraumeni; VSM : vivant sans maladie;
WT : wild-type.

* 1mutation sur 34 non identifiée par la méthode de Sanger : 1 large délétion des exons 2 a 6 (RT-PCR).



Hof et ses collaborateurs ont évalué 265 échantillons de moelle osseuse (254) ou de sang
périphérique (11) provenant d’une « premiere rechute » de LLA chez des patients
pédiatriques [Hof et al., 2011]. L'objectif de I'étude était de déterminer la contribution des
mutations de TP53 a la survenue et a l'issue de cette rechute. Parmi les échantillons de LLA
testés, une mutation/délétion de TP53 a été repérée dans 27 des 218 échantillons a
cellules B (12,4 %) et dans 3 des 47 échantillons a cellules T (6,4 %). Par séquencage direct et
MLPA, la présence au diagnostic original des mutations trouvées a la récidive a été vérifiée
pour 23 échantillons. L'expérience a démontré que 54 % des mutations/délétions de TP53
n’étaient pas présentes au diagnostic. Relativement aux 10 cas dont les mutations étaient
préservées entre le diagnostic et la récidive, I'évaluation des échantillons de rémission
compléte a montré que, pour 4 d’entre eux, la mutation était d’origine germinale. De fait,
deux de ces cas ont postérieurement développé d’autres cancers dont un astrocytome
anaplastique et un syndrome myélodysplasique. Finalement, I'étude montre que, de facon
indépendante, une altération moléculaire somatique de TP53 est associée a une probabilité
plus élevée de survie sans événement’” raccourcie (Rapport de risques instantanés - RRI :
2,28 [ICa 95 %: 1,41-3,69]; p = 0,001).

PAXS5, localisé sur le chromosome 9p13, est un facteur transcriptionnel nécessaire a la
maturation des lymphocytes B [Nutt et al., 1999]. Des mutations du gene PAX5 ont été
mises en évidence dans 32 % des cas pédiatriques de LLA-B [Mullighan et al., 2007]. Des
réarrangements impliquant PAX5 surviennent dans environ 2,5 % des cas et ils concernent
majoritairement les génes ETV6 et JAK2 [Nebral et al., 2009]. Bien que les mutations ou
altérations somatiques de PAX5 soient des caractéristiques déterminantes des LLA-B, Shah
S. et ses collaborateurs ont récemment découvert par séquengage exomique une mutation
hétérozygote germinale (G183S) qui ségregue avec la LLA-B de pénétrance variable dans
deux familles non apparentées [Shah et al., 2013]. De plus, I'analyse détaillée des cellules
tumorales de tous les individus affectés des deux familles montre une délétion du
chromosome 9p causant la perte d’hétérozygotie et la rétention de I'allele mutante PAX5
G183S. Les résultats détaillés de I’étude sont présentés au tableau 4. De plus, les auteurs
ont analysé 44 cas de LLA-B sporadiques i(9)(q10) ou dic(9;v) afin de déterminer si la
mutation PAX5 G183S était fréquemment associée a une délétion du chromosome 9p. Deux
cas ont été repérés [Shah et al., 2013].

75. Un événement fait référence a un échec thérapeutique ou au déces du patient (event-free survival).

145



Tableau 4 Etude de Shah et ses collaborateurs relativement a la mise en évidence d’une mutation germinale de PAX5 qui se traduit par
un risque accru de LLA-B pédiatrique
FAMILLES DIAGNOSTIC CARYOTYPE GREFFE DE CELLULES ISSUE (INTERVALLE) MUTATION
(AGE EN ANNEES) SOUCHES GERMINALE
(GENOTYPE DU DONNEUR) PAX5 G183S
1 Probant(e) : LLA-B (2) t(1;9),del(8p21),i(9)(q10) 1 non apparenté (S.0.) VSM (+ 6 ans) +
Frére/sceur : LLA-B (3) i(9)(q10),del(17p11)del(9p21) ? DM a 14 ans +
Cousin(e) : LLA-B (8) ? ? VSM (+ 5 ans) ?
Cousin(e) : LLA-B (0) ? ? DM a5 ans +
Oncle/tante : LLA (1) ? ? VSM (+ 25 ans) +
2 Probant(e) : LLA- B (5) i(9)(q10) +mar ? VSM (?) +
Enfant : LLA- B (2) i(9)(q10),+11 1 allogénique (?) VSM (+ 2 ans) +
Enfant : LLA- B (2) i(9)(q10) 1 allogénique (?) VSM (?) +
Cousin(e) : LLA- B (8) dic(9;21)(p11;p11.1) ? VSM (?) +
Oncle/tante : LLA (2) Non réalisé ? DM a?ans ?

Abréviations : DM : décédé de la maladie; LLA-B : leucémie lymphoblastique aiglie a cellules B; SLF : syndrome de Li-Fraumeni; S.O. : sans objet; VSM : vivant sans maladie.
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Tout récemment, Auer et ses collaborateurs ont décrit une troisieme famille présentant
trois cas de LLA-B pédiatrique avec ségrégation de la mutation germinale PAX5 G183S
concomitante a une anomalie de structure du chromosome 9p. En tout, 8 porteurs ont été
répertoriés et un total de 5 cas de leucémie rapportés. Aucune donnée relative a l'issue de
la maladie et au choix d’'un donneur de moelle n’a été présentée [Auer et al., 2014].

Les mutations germinales de RUNX1 prédisposent aux anomalies plaquettaires familiales
et a la leucémie myéloblastique aigiie.

RUNX1 code pour un facteur transcriptionnel largement impliqué dans I’'hématopoiése
[Song et al., 1999]. Les cas de LMA présentant des mutations somatiques de RUNX1 sont
caractérisés par des patrons d’expression génétique distincts et ils sont associés a un faible
taux de réponse aux traitements et a un mauvais pronostic [Gaidzik et al., 2011].

Les mutations germinales hétérozygotes dominantes de RUNX1 sont responsables du
syndrome d’anomalies plaquettaires familiales (APF) en raison de I’'haploinsuffisance,
syndrome caractérisé par une tendance aux saignements ainsi qu’une déficience du nombre
et de la fonction des plaquettes [Osato, 2004; Song et al., 1999; Dowton et al., 1985]. Tel
gue présenté au tableau 5, les manifestations cliniques interfamilles et interindividus de
I’APF sont hétérogenes [Liew et Owen, 2011]. Les cas d’APF ont également une propension
variable a la progression vers le syndrome myélodysplasique et, ultimement, vers la LMA
[Osato, 2004; Song et al., 1999]. En effet, les cas d’APF causés par une mutation germinale
de RUNX1 présentent un risque a vie d’évolution vers la LMA estimé a 40 % avec un age
médian d’apparition de 33 ans [Owen et al., 2008]. Bien que les cancers associés a un APF
soient davantage d’origine myéloblastique, quelques cas de LLA a cellules T (LLA-T) ont
également été recensés (voir Nishimoto et al., 2010, Preudhomme et al., 2009, et Owen et
al., 2008 au tableau 5). Osato et ses collaborateurs avaient répertorié¢, en 2004, une
quinzaine de pédigrées ou les individus affectés développaient une leucémie au cours de
leur vie et non uniquement durant I’enfance. Plus récemment, Jongmans et ses
collaborateurs ont porté ce nombre a 34 pédigrées en 2010, montrant du méme coup que
4 cas impliquaient des délétions ou duplications partielles ou totales du gene, révélées
uniquement par la MLPA (Multiplex ligation-dependent probe amplification) [Jongmans et
al., 2010].

Pour les besoins du présent dossier, le tableau 5 présente uniquement les études
scientifiques repérées qui ont évalué le statut mutationnel de RUNX1 et qui ont présenté
des données cliniques relativement au choix d’'un donneur de moelle osseuse et a I'issue
clinique de la maladie. Les études publiées par Owen et ses collaborateurs [2008] et Buijs et
ses collaborateurs [2001] ont rapporté des cas démontrant que I'utilisation d’un donneur
reconnu a posteriori comme porteur de la prédisposition germinale conduisait a une faible
prise ou a un échec de la greffe de méme qu’a une leucémie provenant du donneur.
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Tableau 5

Etudes mutationnelles de RUNX1 ayant présenté des données cliniques de suivi

ETUDE (NOMBRE APF* DIAGNOSTIC CARYOTYPE MUTATION GCS ISSUE (INTERVALLE)
DE FAMILLES) (AGE EN ANNEES)T TUMORAL GERMINALE RUNX1 (GENOTYPE DU
DONNEUR)
Jongmans et al., -/+/? LMA (S.0., 7) +8 Duplication§ ? VSM (+ 2 ans)
2010 (2) -/+/? Lymphome (S.0., 49) ? ? ? DM a 49 ans
-/+/? Aucun (44,S.0.) Duplication S.0. S.0.
+/+/? Aucun (4,5.0.) Duplication S.0. VSM a 16 ans
?/-/? SDM/LMA (S.0., 4) +21,t(18;21) del exon 5b§ 1 non apparenté VSM (+ 1 an)
-/+/? Aucun (3,S.0.) ? del exon 5b S.0. S.0.
?/+)? LMA (2, 35) ? ? S.0. DM 2 36 ans
-/+/? Aucun (5,S.0.) ? del exon 5b S.0. S.0.
Nishimoto et al., +/+/? LMA (Enfance, 41) Normal R174X 1 non apparenté VSM (+ 3 ans)
2010 (1) -/+/? Considéré comme donneur S.0. R174X S.0. S.0.
?/+/? SDM/LMA (?, ?) ? R174X ? DM (?)
?/+/? LLA-T (?, 20) t(1;7) R174X 1 non apparenté VSM (+ 1 an)
Ripperger et al., -/-/? SDM/LMA (?, 47) -Y R174X ?
2009 (1) -/-/? SDM/LMA (?, 13) +29,-59,t(2;6) R174X 1 non apparenté
Preudhomme et LMA (?, 25) ? A129E 1 Allo. (-) DM (?)
al., 2009 (4) ?2/?/? LMA (2, 25) ? A129E S.0. DM (?)
LMA (2, 42) +21 A129E S.0. DM (?)
2/2/? LMA (?, 60) Normal R177Q S.0. VSM (?)
L LLA-T (2, 28) Normal R177Q 1 Allo. (-) VSM (?)
2/2/? LMA (?, 55) Normal Q308RfsX259 1 Allo. (non testé) VSM (?)
T LMA (2, 24) t(1;3) Q308RfsX259 S.0. DM (?)
?/+/? LMA (2, 12) +X,+21 Délétion§ 1 Allo. (non testé) VR (?)
Owen et al., 2008 -/+/? SMD/LMA (35, 63) ? ? ? DM (+ 1 an)
(5) -/-/? SMD (S.0., 37) Normal G336fsX563 2 Allo. (+) VSM (+ 6 ans)
+/+/? Dysplasie (40, S.0.) Normal G336fsX563 S.0. S.0.
-/-/? LLA-T (S.0., 12) ? G336fsX563 S.0. VSM (+ 30 ans)

148




+/2/? LMA (S.0., 72) ? ? ? DM (?)
+/+/+ SMD/LMA (?, ?) ? ? ? DM (?)
+/-/+ LMA (Enfance, 51) -5 A28fsX109 1 Allo. (non testé) DM (+ 3 mois)
-/+/? Dysplasie (?,5.0.) Normal A28fsX109 S.0. S.0.
+/+/? LMA (20, 28) Normal A28fsX109 2 Allo. (-) DM (+ 2 ans)
22 LMA (S.0., 29) ? ? ? DM 2 29 ans
+/4/? SMD (10, 49) Normal D96H S.0. S.0.
-/+/? SMD/LMA (7, 45) +8 D96H 1 non apparenté VSM (+?)
+/+/+ SMD/LMC (29, 48) -11q ? ? DM? (+ 8 ans)
+/-/- LMA (S.0., 64) ? ? ? DM a 64 ans
+/+/+ Aucun (21, S.0.) ? K90fs ? S.0.
?/+/? SMD/LMA (12, 23) Normal ? ? DM a 23 ans
+/+/? SMD (10, 52) Normal R292X 1 Allo. (-) VSM (+?)
-1?/? LMA (S.0., 8) ? R292X 1 Allo. (-) VSM (+ 18 ans)
Buijs et al., 2001 +/+/+ LMA (NA, 33) Tétraploide D198Y 1 Allo. (+) DM (+ 3 ans)
(1) +/+/+ SMD/LMA (?, ?) Normal D198Y 1 non apparenté VSM (+ 2 ans)
+/+/+ SMD (?,?) Normal D198Y ? ?(+1an)

Abréviations : AFP : anomalies plaquettaires familiales; Allo. : allogénique reliée; DM : décédé de la maladie; GSC :

leucémie myéloide aiglie; LMC : leucémie myéloide chronique; NR : non reliée; SMD : syndrome myélodysplasique; S.O. : sans objet; VSM : vivant sans maladie.

* Symptdmes d’une anomalie plaquettaire familiale : Histoire de saignements/Thrombocytopénie/Déficience de la fonction plaquettaire.

+ Age a I'apparition des anomalies plaquettaires et au diagnostic de la tumeur hématologique.

§ Non identifiée par la méthode de Sanger.
|| La personne atteinte avait seulement une sceur porteuse de la mutation RUNX1.

greffe de cellules souches; LLA-T : leucémie lymphoblastique aigiie a cellules T; LMA :
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5.2

5.3

5.1.3 Valeur thérapeutique : ces données sont incluses dans les sections précédentes.

Validité clinique

Les tests présentés dans ce dossier visent a améliorer les chances de réussite d’une greffe
de cellules souches provenant d’un donneur allogénique apparenté. Les conditions qui
entourent la réussite de ce traitement visant a sauver la vie du patient atteint sont multiples
et difficiles a quantifier. En conséquence, les parametres classiques d’évaluation de la
validité clinique d’un test diagnostic tels qu'ils sont présentés dans le tableau suivant sont
difficilement évaluables. De fait, aucune des études répertoriées n’a présenté de données a

cet effet.

TERME

PRESENCE

ABSENCE

SANS OBJET

Sensibilité

X

Spécificité

Valeur prédictive positive (VPP)

Valeur prédictive négative (VPN)

Rapport de vraisemblance (LR)

Courbe ROC

Exactitude

X
X
X
X
X
X

Valeur diagnostique (leucémie familiale)
= TP53
= PAXS5
= RUNX1

>

Valeur pronostique (risque de récidive)
= TP53
= PAXS5
= RUNX1

Valeur thérapeutique
= TP53
= PAX5
" RUNX1

Validité analytique (ou technique)

PARAMETRE

PRESENCE

ABSENCE

SANS OBJET

Répétabilité

X

Reproductibilité

X

Sensibilité analytique

Spécificité analytique

Effet de matrice

Concordance

Corrélation entre test et comparateur




Sensibilité analytique

Behjati et ses collaborateurs ont récemment décrit le cas d’un enfant de deux ans chez qui
trois cancers séparés ont été diagnostiqués a l'intérieur de 6 mois, suggérant la présence
d’un syndrome de Li-Fraumeni. En effet, deux tumeurs mésenchymateuses des tissus mous
et un neuroblastome métastatique agressif ont été diagnostiqués. Comme la recherche de
mutation germinale des genes TP53, ALK et SDH au moyen du séquengage direct par la
méthode de Sanger était négative, un séquengage exomique comparatif de I'enfant et de
ses parents a été réalisé afin de vérifier le statut mutationnel de plusieurs genes en
simultané. Chez le patient, mais non dans ’ADN germinal de ses parents, une mutation faux-
sens R248Q a été identifiée dans 3 a 20 % des séquences générées, un niveau non
détectable par la méthode de Sanger. Cette mutation homozygote a été détectée chez
I'enfant dans tous les échantillons tumoraux évalués. Un mosaisme germinal a par la suite
été démontré dans I’échantillon sanguin prélevé a la naissance de I'enfant [Behjati et al.,
2014].

Concernant la mise en évidence de mutations germinales de RUNX1 chez des individus
suspectés d’étre atteints d’'une forme familiale de LMA, les études de Jongmans et ses
collaborateurs [2010] et de Preudhomme et ses collaborateurs [2009] ont montré la
présence de délétions/duplications non détectables par séquencage direct. Ainsi, les
auteurs de ces études de méme que plusieurs autres confirment I'importance d’utiliser la
MLPA en combinaison avec la méthode de Sanger ou une hybridation génomique
comparative (CGH) [Churpek et Larson, 2013; Nickels et al., 2013; Jongmans et al., 2010;
Preudhomme et al., 2009].

Effet de matrice

Chez une personne atteinte de SMD/LMA, le sang est un tissu affecté et plusieurs génes
avec des mutations germinales ont aussi des mutations somatiques; ces éléments agissent
comme facteurs de confusion lors de I'interprétation des résultats issus d’une recherche de
mutations germinales de RUNX1 effectuée sur un échantillon de sang ou de moelle osseuse.
Bien que demandant un temps de réponse plus long, une biopsie de peau dans le but d’en
faire une culture de fibroblastes serait préférable. Pour les cas urgents, un frottis buccal ou
un échantillon de salive pourrait étre utilisé, mais ceux-ci contiennent jusqu’a 50 % de
lymphocytes contaminants, ce qui pourrait altérer les résultats de I’analyse [Nickels et al.,
2013].

Données locales de validation®

Brievement, le laboratoire du demandeur a choisi de séquencer toute la région codante
ainsi que les jonctions introns-exons. La technique a été testée sur des échantillons
normaux. Au total, deux échantillons pour chaque gene ont été utilisés.

e Pour PAX5, 1 variant codant homozygote synonyme et 1 variant hétérozygote non
codant ont été mis en évidence.

e Pour RUNX1, 1 variant hétérozygote non codant connu et rapporté dans dbSNP de méme
que 1 variant homozygote non codant ont été mis en évidence.

e Pour TP53, 1 variant codant hétérozygote décrit comme polymorphisme.

Les requérants ont été capables de détecter ces variations sans aucune difficulté. Leur

76. Communications électroniques personnelles avec Mme Virginie Dormoy-Raclet, Ph. D., du laboratoire de diagnostic moléculaire du CHU
Sainte-Justine (5 septembre 2014).
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5.4

laboratoire réalise des centaines de séquences par mois, ce qui les rend parfaitement a
I'aise avec cette technique. Leur processus de développement a suivi celui recommandé par
des organisations professionnelles internationales comme le Canadian College of Medical
Geneticists (CCMG).

Recommandations d’autres organismes

Dans un effort pour combler le manque de lignes directrices concernant I'analyse
moléculaire et la prise en charge clinique des patients ayant une prédisposition génétique
aux leucémies myéloides, quelques auteurs se sont prononcés afin de lancer une réflexion
sur les meilleures pratiques cliniques a adopter dans ces situations. Toutefois, aucune
recommandation d’un organisme officiel n’a été repérée.

A titre d’information, mentionnons que le répertoire des analyses de laboratoire de I'hdpital
SickKids de Toronto inclut I'analyse moléculaire de TP53 dans le cas du syndrome de
Li-Fraumeni, par séquencage complet et MLPA (délétions/duplications). Aucune analyse
associée a PAX5 n’a été trouvée, et celles concernant RUNX1 visent toutes les translocations
chromosomiques ou les fusions de génes somatiques tumorales’’.

Par ailleurs, le Registre des tests génétiques’® mentionne 6 laboratoires (5 américains et 1
allemand) approuvés par le CLIA” relativement aux anomalies plaquettaires familiales avec
propension a la leucémie myéloblastique aiglie. Tous les laboratoires effectuent I'analyse
compléte de la séquence du géne, 3 font en plus I'analyse des délétions/duplications et 1
seul laboratoire (Medizinisch Genetisches Zentrum Miinchen) offre le séquencage de PAX5
relativement a la prédisposition aux leucémies lymphoblastiques aiglies (séquence compléete
et délétion/duplication). Concernant I'analyse moléculaire de TP53 dans le cadre du
syndrome de Li-Fraumeni, 10 laboratoires sont approuvés par le CLIA (8 américains et 2
européens). De ceux-ci, 3 offrent uniquement le séquengage complet, 1 uniquement la
recherche de délétions/duplications et 6 les deux types d’analyse.

6. REPERCUSSIONS POSSIBLES DE L'INTRODUCTION DE L’ANALYSE

6.1

6.2

Effet sur les ressources matérielles et humaines

La démonstration manifeste qu’une famille est atteinte par une mutation dans un géne de
prédisposition aux tumeurs hématologiques ou autres conduira les cliniciens a surveiller
plus étroitement les personnes jugées a risque. Cela pourrait se traduire, entre autres, par
un décompte annuel complet des cellules sanguines et par I’analyse de biopsies de la moelle
osseuse répétées advenant la présence d’anomalies [Churpek et Larson, 2013; Nickels et al.,
2013].

Conséquences économiques de l'introduction de I'analyse dans le systeme de
santé et de services sociaux québécois

N’ont pas été évaluées.

77. SickKids. Test Catalogue [site Web]. Disponible a : http://www.sickkids.ca/paediatriclabmedicinems/test-catalogue/lab-services.html.

78. National Center for Biotechnology Information (NCBI). Genetic Testing Registry (GTR) [site Web]. Disponible a :
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gtr/.

79. Le Clinical Laboratory Improvement Act (CLIA) de 1988 vise a standardiser tous les tests réalisés sur des échantillons cliniques. Tous les
laboratoires qui réalisent des analyses doivent étre enregistrés au programme CLIA, dont les normes tiennent compte du niveau de
complexité des tests effectués. La catégorie de complexité d’un test détermine les régles qu’un établissement doit suivre dans les domaines
des épreuves de compétence, du controle et de I'assurance de la qualité, du type de personnel qui réalise les tests et de la prise en charge du
test et du patient [AETMIS, 2008].
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6.3

Principaux enjeux organisationnels, éthiques ou autres (social, juridique, politique)

Dans I'éventualité ou la recherche de mutations germinales dans les génes de prédisposition
aux tumeurs hématologiques chez une personne atteinte ou un donneur potentiel est
réalisée, la personne concernée devrait étre au fait des risques éventuels pour sa santé, des
répercussions du suivi médical accru de méme que de la responsabilité inhérente au partage
de I'information avec les autres membres de la famille [Churpek et Larson, 2013; Nickels et
al., 2013].

7. EN BREF

7.1

7.2

7.3

7.4

Pertinence clinique

La greffe de cellules souches allogéniques vise a traiter les formes aiglies des leucémies
pédiatriques. Des cas d’échec de la greffe ont été rapportés en raison de I'utilisation d’un
donneur apparenté porteur d’'une mutation germinale héréditaire associée a un risque
accru de tumeurs hématologiques. Le séquengage servirait a reconnaitre un donneur
apparenté lorsqu'il est démontré qu'il est porteur de ce type de mutation.

Validité clinique

Les génes RUNX1, PAX5 et TP53 sont essentiels a I’'hématopoiése normale, a la
différenciation des cellules B et a la suppression des tumeurs, respectivement.

Les mutations germinales de RUNX1 et TP53 sont associées a des formes syndromiques de
prédisposition au cancer. Récemment, PAX5 a lui aussi été associé a une forme familiale de
leucémie aigiie. Relativement au choix d’'un donneur de greffe et a I'issue clinique de
celle-ci, le séquencage de RUNX1 a fait I'objet de plusieurs études cliniques. Par contre,
seulement quelques familles ont été rapportées relativement a I'analyse de PAX5 et TP53
(non affectées du syndrome de Li-Fraumeni).

Validité analytique

Aucune étude de validité analytique publiée n’a été repérée. Toutefois, certaines études
montrent que I'unique utilisation du séquencage direct afin de mettre en évidence des
mutations germinales pathogéniques pourrait s’avérer moins sensible, notamment
concernant les délétions/duplications ou le mosaisme.

Le laboratoire du demandeur a procédé a la validation interne du protocole proposé.
Le séquencage des régions codantes et des points de jonction introns-exons de

6 échantillons normaux, soit 2 échantillons par gene, a été réalisé. Quelques variations
ponctuelles dans la séquence de tous les génes ont ainsi été constatées.

Recommandations d’autres organismes

Les cliniciens concernés sont de plus en plus au fait de I'impact que ces mutations peuvent
avoir sur l'issue d’une greffe de cellules souches lorsque le donneur est choisi dans la fratrie.
Certains ont publié des recommandations de pratique clinique a cet effet. Par contre,
aucune recommandation provenant d’un groupe d’experts reconnu en oncologie
pédiatrique n’a été repérée.
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8. AVIS EN BREF DE L'INESSS

Panel leucémie prédisposition familiale : séquencage des genes
RUNX1 (AML1), PAX5 et TP53

Statut de la technologie diagnostique
Etablie
O innovatrice
O Expérimentale (pour la recherche uniquement)

O Remplacement de la technologie qui devient obsolete

Recommandation de I'INESSS
Avis de recommandation d’introduction
O Avis de refus d’introduction

O Avis de réévaluation

Recommandation additionnelle
O Lien a faire avec I'inscription de médicaments, si test compagnon
O Dpécision de production d’un guide d’usage optimal

O Production d’indicateurs dans le cas d’un besoin de vigilance
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ANNEXE A

Prédispositions héréditaires aux leucémies pédiatriques

MALADIE/SYNDROME GENE TRANSMISSION TYPE INCIDENCE DE
LEUCEMIE (%)
Leucémie familiale CEBPA CEBPA AD SDM/LMA Inconnue
Anomalie plaquettaire familiale RUNX1 AD SDM/LMA 35
Syndrome monomac GATA2 AD SDM/LMA Inconnue
Monosomie 7 - AD LLA, SDM/LMA Inconnue
Anémie de Diamond Blackfan RPS19, RPL5, RPL11 Sp, AD, AR LLA, SDM/LMA 2
Syndrome de Shwachman- SBDS AR LLA, SDM/LMA 19-36
Diamond
Thrombocytopénie c-MPL AR SDM/LMA 2
amégacaryocytaire
Thrombocytopénie/ absence de RBMS8A AR, Sp LMA, LLA 1
radius
Dyskératose congénitale DKC1, TIN2, TERC, XL, AD, AR SDM/LMA 2
TERT, NOP10
Neutropénie congénitale sévere ELA2, HAX1, G6PC3, AD, AR, XL SDM/LMA 10
WASP
Syndrome de Li-Fraumeni TP53 AD LLA 2-4
Neurofibromatose type 1 NF1 AD JMML, Inconnue
SDM/LMA
Syndrome CBL CBL AD JMML <1
Syndrome de déficit de la PMS2, MSHE6, AR LLA Inconnue
réparation des mésappariements MLH1, MSH2
Anémie de Fanconi FANC A-E, BRCA AR LLA, LMA 10
Ataxie télangiectasie ATM AR LLA Inconnue
Syndrome des cassures de NBS1 AR LLA 50
Nijmegen
Syndrome de Bloom BLM AR LLA 12
Syndrome de Werner WRN AR SDM/LMA Inconnue
Rothmund-Thompson RECQL4 AR LMA Inconnue
Syndrome de Wiskott-Aldrich WASP XL LLA 13
Agammaglobulinémie de Bruton BTK XL LLA Inconnue
Trisomie 21 - Sp LLA, LMA 1-2

Adapté de Stieglitz et Loh, 2013.
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ANNEXE B

Valeur pronostique des principales anomalies génétiques trouveées

dans les cas de leucémie lymphoblastique aiguie de I’enfant

ANOMALIES CYTOGENETIQUES GENES IMPLIQUES ] FREQUENCE PRONOSTIC
PEDIATRIQUE (%)

t(1;19)(g23;p13) E2A-PBX1 4-6 Standard
t(9;22)(q34;911) BCR-ABL1 3-5 Défavorable
t(4;11)(921;q923) MLL-AF4 2-3 Défavorable
Hyperdiploidie 20-30 Favorable
Hypodiploidie 5-6 Défavorable
t(12;21) ETV6-RUNX1 25 Défavorable
LLA-T TCR 60 Favorable
T(7;14)(14q;7934 or 7p14) Non TCR (NOTCH1,

HOX11, JAK1)

Adapté de Zuckerman et Rowe, 2014.
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ANALYSE DE L’ADN MITOCHONDRIAL ET DES
COMPLEXES DE LA CHAINE RESPIRATOIRE
MITOCHONDRIALE (REFERENCE - 2014.02.09)

Avis d’évaluation

1.

INFORMATION GENERALE

1.1.
1.2.

1.3.
1.4.

Demandeur : CHU Sainte-Justine

Dates de transmission des demandes d’examen au MSSS : 12 décembre 2013 et
14 janvier 2014

Date de réception des demandes a I'INESSS : 10 juillet 2014

Date de transmission de I’avis au ministre : 31 octobre 2014

Mise en garde

Le présent avis est fondé sur I'information scientifique et commerciale déposée par le
demandeur ainsi que sur une recherche documentaire complémentaire selon les
données disponibles au moment de I’évaluation de I'analyse par I'INESSS.

2. TECHNOLOGIE, SOCIETE ET LICENCE
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2.1

2.2

Nom des technologies

Cing demandes d’ajout au répertoire ont été recues, concernant quatre techniques
différentes destinées au diagnostic des maladies mitochondriales :

e dosages enzymatiques individuels des complexes | a V de la chaine respiratoire
mitochondriale par spectrophotométrie sur fibroblastes ou muscle;

o détection des complexes | a V de la chaine respiratoire mitochondriale par BN-
PAGE (Blue Native Polyacrylamide Gel Electrophoresis ou électrophorése Blue Native) sur
fibroblastes ou muscle;

o Séquencage de 'ADN mitochondrial (méthode de Sanger)
o MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification)

Description bréve des technologies et précisions techniques et cliniques

Analyses biochimiques des complexes | a V de la chaine respiratoire mitochondriale

Selon I'information fournie par le demandeur, les analyses biochimiques mitochondriales
(activité enzymatique par spectrophotométrie et BN-PAGE) sont faites a partir des tissus
communément affectés tels que les muscles squelettiques, le muscle cardiaque et le foie ou
a partir de fibroblastes en culture. Les tissus frais ou congelés sont traités afin de produire
des fractions appropriées pour la mesure de |'activité enzymatique par la BN-PAGE. On
obtient d'abord la fraction analytique H (homogénat) ol les mitochondries sont libérées par
rupture des parois cellulaires. Aprés une étape de centrifugation, on obtient un surnageant
contenant des mitochondries intactes (fraction S). La fraction S1 est utilisée pour le dosage



des activités des complexes | a IV. Le dosage de I'activité du complexe V (sur tissu frais
seulement) et I'extraction des complexes de la chaine respiratoire pour I'électrophorése
Blue Native requierent des étapes supplémentaires de purification a partir des
mitochondries isolées. Spécifiquement, le dosage de I'activité du complexe V se fait apres
une étape de purification additionnelle afin de produire une fraction M. Cette étape est
nécessaire afin de réduire les interférences causées par des enzymes présentes dans la
fraction S1. Pour les échantillons de fibroblastes, une fraction enrichie en mitochondries
doit étre utilisée afin que le ratio des activités des complexes par rapport aux activités des
contaminants enzymatiques soit plus élevé.

Dosages enzymatiques individuels par spectrophotométrie

Le dosage de |'activité enzymatique des complexes de la chaine respiratoire est fait par
spectrophotométrie a I'aide d'un analyseur automatisé. L'automate est a la fois muni de
filtres qui permettent la mesure a chacune des longueurs d'onde requises et d'une sonde
qui préléve des volumes précis de réactifs et d'échantillons en réponse a une
programmation informatisée. Chacun des complexes est dosé dans une cuvette individuelle
en utilisant une réaction chimique distincte. L'activité totale de chaque complexe est
comparée a l'activité résiduelle en présence d'un inhibiteur qui lui est spécifique ou a
I'activité initiale en I'absence de substrat. Pour évaluer adéquatement I'activité enzymatique
des complexes de la chaine respiratoire, les résultats sont exprimés relativement au citrate
synthase (enzyme codée par I'ADNN) en tant que marqueur enzymatique de l'abondance
des mitochondries [Spinazzi et al., 2011].

Détection des complexes | a V par électrophorése Blue Native (BN-PAGE)

Il s’agit d’une technique d'électrophorése non dénaturante développée par Schagger et von
Jagow [1991] pour I'analyse de complexes protéiques membranaires tels que le systéeme
OXPHOS® mitochondrial constitué des complexes de la chaine respiratoire. Cette technique
permet de maintenir les complexes dans leur état natif biochimiquement actif et de les
séparer sans les dissocier pour étudier leur organisation structurelle. Afin de conserver |'état
natif des complexes protéiques, on utilise le Serva Blue G (aussi appelé Bleu de Coomassie
G250) dans les tampons d'extraction et de migration électrophorétique. Le Serva Blue G
permet, tout comme le SDS (sodium dodecyl! sulfate) utilisé dans I'électrophorése
conventionnelle, d'obtenir des complexes protéiques chargés nécessaires a la mobilité dans
le champ électrique appliqué lors de I'électrophorése sur gel. A la suite de la migration, les
bandes de protéines obtenues sont transférées du gel de polyacrylamide sur une membrane
de nitrocellulose et révélées a I'aide d'anticorps spécifiques des complexes (technique
western blot). L'intensité des bandes est mesurée par densitométrie et les résultats sont
exprimés sous forme de ratio en les rapportant sur le complexe Il. Le complexe Il,
entiérement codé par ’ADN nucléaire (non affecté par des mutations a 'ADNmt), est un
bon marqueur de I'abondance des mitochondries [DiMauro et al., 2013]. Cette technique
permet d'analyser la taille, I'assemblage et I'abondance relative des complexes individuels
[Leary, 2012].

80. OXPHOS : phosphorylation oxydative, processus associé a la production d'ATP par les complexes enzymatiques de la chaine respiratoire
mitochondriale.
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Séquencgage de I’ADN mitochondrial (méthode de Sanger)

La description suivante est celle de la méthode classique décrite par Sanger. Nous n’avons
pas recu le détail de la méthode telle qu’utilisée par le requérant. La méthode de
séquencage de type Sanger [Sanger et al., 1977] comporte les étapes suivantes :

1.

Choix d’'une amorce spécifique complémentaire a un seul brin d’'une matrice d’ADN
amplifiée (par PCR ou RT-PCR);

La matrice d’ADN simple brin est mise en présence de I'amorce, de I’ADN polymérase
et des quatre bases (désoxyribonucléotides triphosphates, soit A, G, T et C);

Le mélange est par la suite partagé en aliquots réactionnels contenant chacun une des
quatre bases-stop marquées d’un fluorochrome unique (didésoxyribonucléotides
triphosphates, soit A, G, T et C qui n’ont pas le groupement hydroxyle nécessaire a la
synthése) (ddNTP);

La réaction se poursuit jusqu’a I'incorporation d’une base-stop (ddNTP), ce qui se
produit au hasard, empéche I'incorporation d’autres bases et arréte donc la synthese
d’un fragment;

On obtient ainsi quatre mélanges qui contiennent des fragments séparés en fonction
de leur taille (par électrophorese capillaire ou sur gel);

Un laser parcourt le capillaire et excite le fluorochrome du ddNTP terminal de chaque
fragment séparé selon sa longueur;

La séquence de I'ADN original est révélée (p. ex. par un chromatogramme) puis
habituellement analysée a I'aide d’un logiciel.

Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA)

La MLPA est une technique qui permet de détecter une variation dans le nombre de copies
d’un locus [Schouten et al., 2002]. Il s’agit d’'une méthode de détection ciblée qui posséde
I’avantage d’étudier plusieurs loci simultanément. Le principe est d’obtenir, pour chaque
locus, un fragment amplifié de taille différente afin de les différencier et de les quantifier
(figure 1).

Figure 1 Principe de la MLPA

1 - hybridation
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2 - ligation
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3 -PCR
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Source : Keren et Sanlaville, 2008.
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2.7

A chaque locus correspondent deux sondes de taille différente. Ces sondes comportent
deux parties : 'une complémentaire a la séquence cible (hybridation spécifique) et I'autre
nécessaire a I'amplification PCR de tous les loci étudiés. Chaque fragment peut alors étre
qguantifié et comparé a un témoin, permettant ainsi la détection du nombre de copies d’un
locus. Cette méthode est également utilisée pour détecter les délétions ou duplications
impliquant une ou plusieurs régions dans I’ADN mitochondrial [Kwon et al., 2011].

Société ou développeur : protocoles fournis par le demandeur
Licence : ne s’applique pas.

Brevet, le cas échéant : ne s’applique pas.

Statut d’homologation (Santé Canada, FDA)

e Dosages enzymatiques et BN-PAGE : il s’agit de protocoles maison. L'ensemble des
réactifs et solutions est préparé au laboratoire de génétique biochimique du centre
demandeur, selon des procédures strictes et détaillées décrites dans les procédures
opérationnelles normalisées (PON) fournies par le demandeur.

e Séquencage de type Sanger et MLPA : protocoles maison.
Valeurs pondérées

e Dosages enzymatiques : 713,46

o BN-PAGE : 410,52

e Séquencage ADN mitochondrial : 1524,43
e MLPA : 318,09

e Séquencage + MLPA : 1627,67

INDICATIONS CLINIQUES, MILIEUX DE PRATIQUE ET MODALITES
D’ADMINISTRATION

3.1

3.2

Patients ciblés

Ces analyses sont indiquées pour les patients qui ont regu un diagnostic clinique de maladie
mitochondriale ou dans les cas d'une forte suspicion de maladie mitochondriale.

Description des maladies visées

Les mitochondries sont les organites cellulaires responsables de la phosphorylation
oxydative qui produit I'énergie sous forme d'adénosine triphosphate (ATP). Ce processus est
accompli par la chaine respiratoire située dans la membrane mitochondriale interne.

Un mauvais fonctionnement de la chaine respiratoire mitochondriale affectant le processus
de phosphorylation oxydative est a I'origine des maladies mitochondriales. Ce groupe de
maladies est reconnu comme le plus hétérogene génétiquement, impliquant a la fois le
génome mitochondrial de 16,6 kb et environ 1500 genes codés par le génome nucléaire
[Tang et al., 2013; Wong, 2013].

La chaine respiratoire est constituée de cing complexes (composés de 85 sous-unités)
intégrés dans la membrane mitochondriale interne; le complexe | est le plus gros (plus de
40 sous-unités). Seulement 13 sous-unités sont codées par I’ADN mitochondrial (ADNmt).
Ainsi, chacun des cinq complexes est en partie codé par ’ADNmt et I’ADN nucléaire (ADNn),
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excepté le complexe Il qui est entierement codé par I’ADNn [DiMauro et al., 2013].

La chaine respiratoire exécute une série de réactions d'oxydoréduction ou les électrons
provenant du cycle de Krebs et de la B-oxydation sont transférés d'un complexe a l'autre de
facon concomitante a la création d'un gradient électrochimique de protons, permettant
ultimement la formation d'ATP par le complexe V [DiMauro et al., 2013].

Le r6le des mitochondries dans la chaine de production énergétique (production d'ATP)
expligue l'atteinte préférentielle des organes et tissus qui en dépendent, tels que les
muscles squelettiques et cardiaque et le systeme nerveux central. Les maladies
mitochondriales se manifestent par un large éventail de phénotypes cliniques allant d’une
maladie multisystémique précoce avec détérioration rapide et décés a un jeune age a une
légere intolérance a I'exercice se présentant a un age avancé [Rodenburg et al., 2013; Haas
et al., 2007]. Certaines caractéristiques cliniques suggerent la présence d'une maladie
mitochondriale (retard de croissance, encéphalopathie, cardiomyopathie, intolérance a
I'exercice, anomalies ophtalmologiques, faiblesse musculaire, etc.) tandis que d'autres
signes et symptomes sont spécifiques a certains syndromes [Liang et al., 2014]. Bien que les
maladies mitochondriales multisystémiques impliquent a la fois I’ADN mitochondrial et
nucléaire, certains syndromes sont associés spécifiquement a des mutations de ’ADNmt
(KSS, PS, MELAS, MERRF, NARP, MILS, LHON) et d'autres a 'ADNn (MNGIE, SANDO,
syndrome d'Alpers, DOA®') [DiMauro et al., 2013].

On rapporte maintenant plus de 300 mutations ponctuelles, délétions et duplications dans
I'ADNmt [Vafai et Mootha, 2012]. Des mutations ont été reconnues dans les cing complexes
de la chaine respiratoire, mais la plupart I'ont été dans les genes du complexe | affectant 16
de ses 45 sous-unités [DiMauro et al., 2013]. Ainsi, le déficit du complexe | est 'anomalie la
plus fréquente chez les patients atteints de maladie mitochondriale, et le syndrome de Leigh
associé a ce déficit est la présentation clinique la plus fréquemment observée [Leshinsky-
Silver et al., 2009]. Le déficit du complexe | compte pour 23 % de tous les cas chez I'enfant
[Hoefs et al., 2010]. Les déficits des complexes II, Ill, IV et V sont quant a eux plus rares
[Menezes et al., 2014]. A cet égard, un moins grand nombre de génes nucléaires ont été
associés a des déficits de ces complexes par comparaison avec le complexe | [Menezes et
al., 2014].

Epidémiologie

Selon des données recueillies en Angleterre sur une période de 15 ans (1990 a 2004),

la prévalence des maladies de ’ADNmt chez les adultes en age de travailler (16 a 65 ans) est
de 9,18 sur 100 000 (ICa 95 % : de 7,8 a 10,8 sur 100 000). De plus, chez les apparentés
asymptomatiques du premier degré de patients avec mutations ponctuelles de 'ADNmt,
adultes et enfants, la prévalence est de 16,5 sur 100 000 (IC a 95 % : 14,8 a 18,3 sur 100 000)
[Schaefer et al., 2008]. Aucune information quant a la prévalence des maladies
mitochondriales au Québec n’a pu étre trouvée.

Pronostic

Le pronostic des patients ayant un déficit du complexe | lié a I’ADN nucléaire est
généralement tres défavorable [Distelmaier et al., 2009]. Plus de la moitié des patients
déceédent avant I'age de 2 ans et 79 % déceédent avant I'age de 10 ans [Koene et al., 2012].

81. DOA : dominant optic atrophy; KSS : Kearns-Sayre syndrome; LHON : Leber hereditary optic neuropathy; MELAS : mitochondrial
encephalomyopathy; MERRF : myoclonus epilepsy with ragged-red fibres; MILS : maternally inherited Leigh syndrome; MNGIE : mitochondrial
neurogastrointestinal encephalopathy; NARP : neuropathy ataxia and retinitis pigmentosa; PS : Pearson syndrome; SANDO : sensory ataxic
neuropathy dysarthria and ophthalmoparesis.

164



3.3

3.4

3.5

Les patients ayant un déficit du complexe | lié a ’ADNmt ont une survie supérieure a ceux
dont le déficit du complexe | est d’origine nucléaire, bien que cette différence ne soit pas
significative [Swalwell et al., 2011].

Traitement

Seuls des traitements de soutien peuvent étre offerts afin de prolonger et d'améliorer la
qualité de vie des patients atteints. Parmi ceux-ci, signalons |'aide respiratoire, la chirurgie
des paupieres (cas de ptosis) et de la cataracte ainsi que les médicaments antiépileptiques
[Genge et Massie, 2014; DiMauro et al., 2013; Pfeffer et Chinnery, 2013].

Nombre de patients visés

o Dosage enzymatique des complexes de la chaine respiratoire et BN-PAGE : le volume
provincial attendu est de 100 cas par année.

e Séquencage et MLPA : le volume provincial attendu est de 15 cas par année (volume
minimal de 50 tests pour les trois prochaines années).

Spécialités médicales et autres professionnels concernés

Biochimie médicale, biologie moléculaire, génétique moléculaire, cardiologie, neurologie,
ophtalmologie, conseil génétique.

Modalités d’administration des tests

Les descriptions qui suivent sont basées notamment sur |'information fournie par le
demandeur.

1 Biopsie musculaire : un spécimen de 250 mg est prélevé sous anesthésie locale ou
générale. Il est envoyé a I'état frais (délai maximal de 2 heures postprélévement) ou sur
glace seche (pouvant donc provenir de partout au Québec) directement au laboratoire
de génétique biochimique du centre demandeur. En fonction des analyses demandées
par le médecin prescripteur (selon I'algorithme présenté a I’annexe A), I'échantillon
sera divisé en aliquots et, au besoin, une partie sera acheminée au laboratoire de
diagnostic moléculaire pour séquencage de I'ADN mitochondrial. Le cas échéant, les
autres aliquots seront utilisés pour l'analyse enzymatique ou BN-PAGE.

2  Biopsie cutanée : les échantillons prélevés sont mis en culture au laboratoire de
génétique biochimique. Lorsque la biopsie cutanée est faite dans un autre centre
hospitalier universitaire, la culture des fibroblastes est réalisée sur place. Apres
obtention du nombre adéquat de flacons de cellules, le tout est envoyé au laboratoire
de génétique biochimique du centre demandeur pour I'analyse enzymatique ou BN-
PAGE. Au besoin et selon I'algorithme présenté en annexe, des fibroblastes sont
envoyés au laboratoire de biologie moléculaire pour extraction et séquencage de I'ADN
mitochondrial.

3 Echantillons sanguins : un tube de sang EDTA est acheminé au laboratoire de biologie
moléculaire pour effectuer I'extraction de I'ADN et I'analyse.

Pour les analyses biochimiques (dosages enzymatiques et BN-PAGE), le temps de réponse
sera d’environ 8 semaines; dans le cas des fibroblastes, la culture cellulaire seule prend
environ 4 semaines. La périodicité sera de 2 a 4 semaines, variable en fonction des volumes
qui seront recus. Pour les tests moléculaires (ADN mitochondrial), le temps de réponse sera
de un mois suivant la réception de I’échantillon.
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L'algorithme de diagnostic intégré pour les échantillons provenant de patients chez qui une
maladie mitochondriale est soupgonnée et I'algorithme de diagnostic moléculaire des
maladies de I’ADN mitochondrial annexés a la demande d’addition sont présentés a
I'annexe A.

4. CONTEXTE TECHNOLOGIQUE

166

4.1

4.2

Nature de la technologie diagnostique

La mesure de l'activité des enzymes (complexes | a V) de la chaine respiratoire par
spectrophotométrie et la quantification des complexes par BN-PAGE sont deux techniques
complémentaires. L’analyse moléculaire de ’ADNmt est également complémentaire aux
analyses biochimiques. Elle permet de repérer deux catégories de mutations : les grandes
délétions et duplications (par MLPA) et les mutations ponctuelles (par séquencgage par la
méthode de Sanger).

Bréve description de la situation technologique actuelle

La recherche des maladies mitochondriales est faite principalement a quatre niveaux :
métabolique, histochimique, biochimique et génétique. Les analyses métaboliques
apportent des éléments en faveur ou non d’'une maladie mitochondriale. Toutefois, seules
les analyses biochimiques et moléculaires permettent de confirmer le diagnostic.

La présentation clinique et les antécédents familiaux du patient, les techniques d’imagerie
et les analyses histochimiques musculaires font également partie intégrante de I'ensemble
des aspects qui sont pris en considération dans |'exploration et le diagnostic associés a ce
groupe diversifié de maladies. La stratégie diagnostique de Chaussenot et ses collaborateurs
(annexe B) démontre bien la complexité et le caractere multidisciplinaire du diagnostic des
maladies mitochondriales [Chaussenot et al., 2011].

Analyses métaboliques

Les analyses métaboliques les plus courantes sont : la recherche d’acidose lactique par
dosage du lactate, le rapport lactate/pyruvate, le rapport des corps cétoniques 3-
hydroxybutyrate/acétoacétate, la chromatographie des acides aminés sanguins, la créatine
kinase sérique et le FGF-21 (fibroblast growth factor 21) [DiMauro et al., 2013; Chaussenot
etal., 2011].

L'acidose lactique est caractéristique de toutes les maladies mitochondriales, mais celles-ci
ne sont pas toujours présentes ni forcément séveres; la créatine kinase sérique est
modérément élevée dans la plupart des maladies mitochondriales, et le dosage du FGF-21
n’est pas largement utilisé bien que son exactitude diagnostique soit meilleure que celle des
biomarqueurs conventionnels, y compris le lactate [DiMauro et al., 2013].

Histochimie musculaire

En dépit de son caractére invasif, la biopsie musculaire demeure I'étalon or pour le
diagnostic des maladies mitochondriales. L’analyse histochimique de coupes congelées de
tissu musculaire par coloration de I’enzyme succinate déshydrogénase (SDH, complexe Il de
la chaine respiratoire) et cytochrome c oxydase (COX, complexe IV de la chaine respiratoire)
fournit d’'importantes indications diagnostiques relativement a I'activité de la chaine
respiratoire [DiMauro et al., 2013; Pfeffer et Chinnery, 2013].

Une caractéristique histologique de certaines myopathies mitochondriales est la présence
de fibres musculaires rouges irréguliéres (ragged red fibers ou RRF) mises en évidence par



coloration au trichrome de Gomori modifié. La présence de RRF est indicative de la
prolifération et de I'accumulation de mitochondries a la périphérie des fibres musculaires
[Sarnat et Marin-Garcia, 2005].

Analyses biochimiques

Présentement, la mesure de I'activité enzymatique des complexes de la chaine respiratoire
de tissus congelés est faite au Nijmegen Centre for Mitochondrial Disorders (Pays-Bas), au
co(t unitaire de 1 400 SCAD. Le probléme associé est qu’il n’est pas possible d’effectuer la
mesure du complexe V sur les tissus congelés. Conséquemment, les analyses réalisées sont
partielles et ne permettent pas d’éliminer complétement un défaut de la chaine
respiratoire.

Analyses génétiques

L’analyse de I’ADN mitochondrial débute généralement par un criblage des mutations
ponctuelles courantes et des grandes délétions par PCR en temps réel, PCR sur longs
fragments (long-range PCR) ou par MLPA [Pfeffer et al., 2014; Tang et al., 2013; Kwon et al.,
2011; Finsterer et al., 2009]. Si les résultats sont négatifs, le séquencage du génome
mitochondrial en entier est couramment effectué par la méthode de Sanger [Tang et al.,
2013]. Le séquencage de nouvelle génération (next-generation sequencing ou NGS) est une
technique récente qui permet de détecter les mutations ponctuelles courantes et rares ainsi
que les délétions, en plus de mesurer le niveau d’hétéroplasmie®® [Tang et al., 2013].
Toutefois, I'interprétation de la signification clinique des mutations ou des variants détectés
par cette technique est complexe en raison de la nature hautement polymorphique de
I’ADNmt [Liang et al., 2014; Tang et al., 2013; Wong, 2013].

L'analyse de I’ADNmt est actuellement réalisée au Baylor College of Medicine (Texas, USA),
au co(t unitaire de 3 000 SUSD.

4.3 Breve description des avantages évoqués des nouvelles technologies

La spectrophotométrie et la BN-PAGE permettent toutes les deux de préciser le diagnostic.
A cet égard, quelques exemples démontrant la pertinence de ces deux analyses ont été
fournis par le demandeur.

o Un défaut Iéger et ambigu est confirmé si les deux tests sont anormaux. Cela peut se
présenter chez les patients adultes avec une atteinte clinique plus légére.

o Un défaut au niveau de la coenzyme Q est vu uniquement au dosage enzymatique.
o Un défaut au site catalytique des enzymes est vu uniquement au dosage enzymatique.

e Dans certains cas, I'activité des enzymes est normale, mais I'analyse clinique est
révélatrice d’'une maladie mitochondriale. La BN-PAGE montrera alors un défaut
d'assemblage d'un des cinq complexes et confirmera le diagnostic.

e Lorsqu'une quantité trés limitée de tissu est disponible, I'analyse BN-PAGE sera réalisée
puisqu'elle exige moins de matériel que I'analyse de I'activité enzymatique.
Ces analyses évaluant la fonction de la chaine respiratoire permettent de mettre en
évidence un déficit isolé d'un complexe ou un déficit combiné suggérant, par exemple, la

82. L'hétéroplasmie est une caractéristique des maladies génétiques mitochondriales pour lesquelles peuvent coexister des copies normales
et mutantes du génome mitochondrial a I'intérieur d'un tissu ou d'un organe. Lorsque toutes les molécules d’ADNmt sont identiques
(normales ou mutantes), il s'agit d’homoplasmie. L'expression clinique (phénotype) d’'une mutation pathogénique de I’ADNmt est largement
déterminée par la proportion relative de copies de génomes normales et mutantes dans les tissus, aussi appelée niveau d'hétéroplasmie
[Dimauro et Davidzon, 2005].
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présence d'une délétion mitochondriale. Cela permettra, par la suite, d'orienter et de cibler
le diagnostic moléculaire. Le séquencage de I'ADN mitochondrial et la MLPA sont ainsi tout a
fait complémentaires aux analyses biochimiques.

Le tissu musculaire frais est préférable au tissu congelé car il permet de mesurer I'activité de
tous les complexes de la chaine respiratoire, y inclus le complexe V pour lequel les analyses
sur tissus congelés sont moins fiables (information fournie par le demandeur, [Kirby et al.,
2007]. Selon le demandeur, I'utilisation de tissu frais constituerait un argument en faveur de
I'offre de ces analyses localement.

4.4 Colt de la technologie et des options : information non disponible.

5. DONNEES PROBANTES

5.1 Pertinence clinique

5.1.1 Remplacement d’un autre test

La spectrophotométrie et la BN-PAGE ne remplacent aucune analyse présentement inscrite
dans le répertoire du MSSS pour le diagnostic des maladies mitochondriales. Toutefois, la
BN-PAGE était dans le répertoire (code 50047), mais elle a été retirée en 2011
(possiblement effectuée uniquement dans un laboratoire de recherche a ce moment —la
information du demandeur). Ces deux méthodes complémentaires permettent
généralement d’obtenir des résultats similaires, mais certains déficits peuvent étre révélés
préférentiellement avec I'une ou I'autre de ces deux méthodes®.

Le séquencgage de '’ADNmt et la MLPA remplaceraient I'analyse moléculaire de ’ADNmt
actuellement acheminé hors Québec; cette analyse était en partie réalisée au Québec dans
le passé, par un laboratoire de recherche. Ces techniques ne permettent pas de déceler des
mutations de génes nucléaires pour lesquels I'envoi d’échantillons a I'extérieur est
également requis (voir le point 8 dans I'algorithme du demandeur, annexe A).

5.1.2 Valeur diagnostique ou pronostique

Une confirmation du diagnostic est essentielle pour :

e optimiser la prise en charge de la maladie et le suivi des patients;

o offrir un traitement de soutien afin d’améliorer la qualité de vie des patients atteints;

e déterminer le type et la fréquence des analyses de suivi;

o prédire I'évolution de la maladie chez les individus atteints;

o offrir un conseil génétique approprié aux familles ainsi qu’un diagnostic prénatal.
Aucune étude recensée n’a porté sur I'utilité de ces analyses pour le patient, en termes de
mortalité, morbidité, qualité de vie, etc.

Le diagnostic des maladies mitochondriales est complexe en raison de I'implication des
génomes mitochondrial et nucléaire, du niveau d’hétéroplasmie et de la ségrégation
mitotique (changement de phénotype avec I'age) [Liang et al., 2014; DiMauro et Davidzon,
2005]. La faible corrélation génotype-phénotype peut compromettre I'exactitude du
diagnostic clinique [Liang et al., 2014]. Quelques études récentes ont permis d’illustrer la
valeur diagnostique de I'analyse des complexes de la chaine respiratoire et des mutations

83. Information tirée d’une lettre de la Dre Catherine Brunel-Guitton, datée du 7 janvier 2014.
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de 'ADNmt ou de ’ADNn (tableau 1).

Tableau 1 Valeur diagnostique de I'analyse des complexes de la chaine respiratoire et
des mutations de ’ADNmt ou de ’ADNnN

ETUDE |CAS/COHORTE | DIAGNOSTIC METHODE TISSUS VALEUR
DIAGNOSTIQUE
Budde et Syndrome de Dosage de 'activité | Muscle J de I'activité Cl et ClII
al., 2000 N=2 type Leigh enzymatique Fibroblastes | Mutation ADNn géne
Séquencgage direct NDUFS4
Leshinsky- M, 28 mois Syndrome de | Spectrophotométrie CI | Muscle frais |{ partielle de I'activité
Silver et Leigh acv Fibroblastes |du CI (muscle)
al., 2009 BN-PAGE Cl a CIV Activité Cl normale
Séquengage ADNmt et (fibroblastes)
ADNnN Défaut d’assemblage
cl
2 mutations du géne
NDUFS4
Hoefs et N = 3 (enfants) | Symptomes Séquencage direct Muscle frais | sévere de I'activité
al., 2010 variés BN-PAGE Muscle du Cl (<30 % de la plus
Activité Cl 2D BN/SDS-PAGE congelé faible valeur de
résiduelle in-gel activity Fibroblastes |contrdle)
faible Spectrophotométrie 5 mutations du gene
NDUFS1
Kwon et M, 45 ans CPEO, ptosis MLPA Sang Détection de la
al., 2011 Sanger Muscle délétion du segment
Gap-PCR de 4,407bp ADNmt
Assouline N=7 Syndrome de BN-PAGE Fibroblastes |Mutations du géne
etal., Leigh et déficit NDUFS4 associées a un
2012 Cl profil BN-PAGE
anormal
Pfefferet | N =68 (adultes) | CPEO Sanger Muscle Délétions d'exons,
al., 2014 avec ou sans MLPA squelettique | mutations
délétions de Séquencage de I'exome hétérozygotes simples
I’ADNmt entier et composées du géne

gRT-PCR, histochimie,
western blot

SPG7

Abréviations : ADNmt : acide désoxyribonucléique mitochondrial; ADNn : acide désoxyribonucléique nucléaire; BN-PAGE : blue
native polyacrylamide gel electrophoresis; bp : base pair, paires de bases en frangais; Cl : complexe I; Clll : complexe IlI; CIV :
complexe IV; CV : complexe V; CPEO : chronic progressive external ophthalmoplegia; M : male; qRT-PCR : réaction en chaine de
la polymérase-transcription inverse ou quantitative reverse transcription polymerase chain reaction.

Deux études de cas et une étude de cohorte ont porté sur I'importance de I'analyse des
complexes de la chaine respiratoire (activité enzymatique et détection des complexes | a IV)
pour guider le diagnostic moléculaire. Celle de Budde et ses collaborateurs portant sur deux
patients avec syndrome de type Leigh a montré qu’une mutation dans le gene NDUFS4
(codant pour une sous-unité du complexe 1) peut causer un déficit combiné en complexe |
et lll, et elle suggére qu’une recherche de mutations dans ce gene soit réalisée chez les
patients présentant ce type de déficit combiné [Budde et al., 2000]. Dans un autre cas de
syndrome de Leigh, on a observé un déficit partiel de I'activité du complexe | dans le tissu
musculaire avec un résultat normal dans les fibroblastes en culture. L'analyse d’un groupe
de mutations associées au syndrome de Leigh n’a révélé la présence d’aucune mutation
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pathogéne. Par ailleurs, les résultats de BN-PAGE ont révélé un défaut d’assemblage du
complexe | impliquant la possibilité de détecter des mutations dans le gene NDUFS4 (sous-
unité du complexe 1). Deux mutations ont été détectées dans ce gene. Ainsi, les auteurs
concluent que la BN-PAGE constitue un outil important pour orienter le diagnostic
moléculaire [Leshinsky-Silver et al., 2009]. Une étude sur sept patients atteints du syndrome
de Leigh avec un déficit en complexe | a démontré que la présence de mutations du géne
NDUFS4 était associée a un profil BN-PAGE anormal révélant un défaut d’assemblage du
complexe | [Assouline et al., 2012]. Les auteurs concluent que la BN-PAGE permet de
repérer les patients susceptibles d’avoir des mutations du gene NDUFS4 et de mieux les
cibler avant d’effectuer un séquencage de I’ADN.

Une étude de cas portant sur trois patients a montré que la présence de mutations dans le
géne NDUFS1 du complexe | de la chafne respiratoire permet d’expliquer la tres faible
activité résiduelle du complexe | (< 30 % de la plus faible valeur de contréle) exprimée dans
les fibroblastes en culture de ces patients [Hoefs et al., 2010]. Une étude d’un cas de CPEO,
un type de myopathie mitochondriale avec ptosis bilatérale progressive, montre que la
MLPA a détecté la délétion d’un segment de 4,407 bp d’ADNmt; la délétion a été ensuite
confirmée par gap-PCR et séquengage par la méthode de Sanger [Kwon et al., 2011].

Une étude de cohorte récente regroupant 68 patients atteints de CPEO, dont I'objectif était
de comprendre le fondement génétique de cette maladie, montre que des mutations du
géne SPG7 seraient une cause importante de la CPEO associée a de multiples délétions a
I'ADNmt [Pfeffer et al., 2014].

Par ailleurs, un conseil génétique approprié ainsi qu’un diagnostic prénatal ont été proposés
afin d’informer les familles concernées a propos de la possibilité d’une récurrence de
maladies mitochondriales. A titre d’exemple, dix couples qui avaient déja donné naissance a
un enfant atteint de maladie mitochondriale ont recu un diagnostic prénatal réalisé par la
mesure de I'activité enzymatique des complexes de la chaine respiratoire sur les cellules
choriales (12 tests) ou les amniocytes (16 tests) prélevés a I'occasion de 21 grossesses
[Faivre et al., 2000]. Dans 7 des 21 grossesses, le test a été réalisé deux fois, a la fin du
premier et du deuxiéme trimestre. Douze nouveau-nés en santé dont le résultat était
normal sont demeurés en santé apres un suivi qui a dépassé I'age du début de la maladie
chez le cas de référence, sept grossesses ont été interrompues en raison de la détection
d’un déficit enzymatique dont cing ont été confirmés par analyse des tissus et deux feetus
en apparence normaux au moment du diagnostic prénatal se sont révélés affectés a la
naissance. Les auteurs concluent qu’un déficit d’activité enzymatique est indicatif de
récurrence, mais qu’un résultat normal a dix semaines de gestation n’est pas
nécessairement concluant. Des lignes directrices sont également proposées, qui
mentionnent, entre autres, le fait que I’activité du complexe | ne peut étre adéquatement
mesurée dans les cellules foetales.

Une étude de cas plus récente montre qu’un défaut d’assemblage du complexe | de la
chaine respiratoire mis en évidence par BN-PAGE a permis d’orienter I'analyse moléculaire
et de confirmer le diagnostic. Sur la base de ces résultats, un diagnostic prénatal a été
réalisé a I'occasion de la grossesse suivante [Leshinsky-Silver et al., 2009].



5.2

Validité clinique

TERME PRESENCE ABSENCE SANS OBIJET

Sensibilité X

Spécificité X

Valeur prédictive positive (VPP) X
Valeur prédictive négative (VPN) X
Rapport de vraisemblance (LR) X
Courbe ROC X
Exactitude X

Les résultats d’'une étude de cohorte de 57 patients ayant des mutations bien caractérisées
a I’ADNmt associées a des déficits de I’activité de complexes de la chaine respiratoire
réveélent que I'analyse de I'activité enzymatique de la chaine respiratoire ne serait pas
suffisamment sensible (bien que spécifique) pour diagnostiquer la myopathie
mitochondriale chez les patients qui ont des mutations des genes de I’ARN de transfert
(ARNt) [Wibrand et al., 2010]. Une réduction de I'activité enzymatique d’un ou de plusieurs
complexes de la chaine respiratoire a été observée chez 10 % des patients ayant la mutation
3243A>G. Par ailleurs, 83 % des patients avaient d’autres mutations ponctuelles et 62 % des
patients des mutations avec délétions. L'analyse enzymatique a été comparée a
I’histochimie des fibres musculaires, au dosage du lactate et a la mesure du VO,max.
L’histochimie anormale du muscle semble étre un meilleur indicateur de myopathie
mitochondriale que I'activité enzymatique (sensibilité globale de 77 % et 39 %
respectivement). Le dosage du lactate et la mesure du VO,max ont une sensibilité de 50 %
et 27 % respectivement. La spécificité des quatre tests est par ailleurs tres élevée (93 a

100 %).

Deux études de cohorte rétrospectives basées sur la révision de bases de données ont mis
en évidence la variabilité phénotypique de mutations fréquemment rapportées dans la
littérature. La premiere étude de cohorte constituée de 129 patients [Nesbitt et al., 2013] a
révélé que, bien que la mutation 3243A>G dans le gene MTTL1 de ’ADNmt soit détectée
dans la majorité des cas de syndrome MELAS®, seulement 10 % des patients de cette
cohorte présentaient le phénotype classique de MELAS. Une grande proportion de patients
(30 %) présentait le syndrome MIDD®, 28 % une diversité de caractéristiques cliniques non
apparentées a un syndrome classique associé a cette mutation, et 9 % des patients étaient
asymptomatiques. La seconde étude constituée de 42 patients a révélé que la majorité des
patients ayant la mutation 8344A>G (ADNmt) ne présentaient pas le syndrome MERRF®
classique [Mancuso et al., 2013]. Bien que cette mutation soit rapportée comme étant la
cause principale de ce syndrome [Shoffner et al., 1990], celle-ci se manifeste également
sous une grande variété de phénotypes.

84. MELAS : mitochondrial encephalomyopathy.
85. MIDD : maternally inherited deafness and diabetes.
86. MERRF : myoclonus epilepsy with ragged-red fibres.
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Une étude portant sur le cas d'une personne agée de 53 ans se présentant avec le
phénotype NARP¥ classique, principalement associé a la mutation m.8993T >C/G de la sous-
unité 6 de I’ATP synthase (complexe V), a permis de détecter une nouvelle mutation
ponctuelle [Duno et al., 2013]. L’analyse pour trois mutations courantes a ’ADNmt :
m.3243A>G (associée au syndrome MELAS), m.8344A>G (associée au syndrome MERRF) et
€.8993T>G/C (associée au syndrome NARP) a révélé des séquences normales mais la
présence hétéroplasmique de la mutation m.8989G>C dans le sang. Sur le plan musculaire,
une diminution de I'activité du complexe V corrobore I'effet pathogénique de la mutation
m.8989G>C.

Quelgues études montrent la prévalence de détection des mutations de I'ADNmt et de
I'ADNnN associées a divers phénotypes mitochondriaux (tableau 2).

Tableau 2 Prévalence des mutations associées aux maladies mitochondriales

ETUDE | TECHNIQUE PHENOTYPE NOMBRE NOMBRE TYPE DE
DE CAS | D'INDIVIDUS AVEC | MUTATION
MUTATIONS (%)

Swalwell et | dHPLC, NGS, Leigh, MELAS, 109 30 (27,5) 18 faux-sens
al., 2011 RFLP myopathie ADNmt
mitochondriale, 44 (40,4)
encéphalomyopathie Ponctuelles AR et

délétions ADNn

Janer et al., |Séquencage du | Encéphalopathie 1 1(100) 1 faux-sens,
2012 génome homozygote
(confirmé par
Sanger)
Nesbitt et | Séquencage Syndrome de Leigh 4 3(75) 3 faux-sens
al., 2013 direct
Ma et al., PCR Déficit complexe I, 62 32 (51,6) 24 faux-sens dans
2014 phénotypes 15 génes
hétérogenes mitochondriaux

Abréviations : ADNmt : acide désoxyribonucléique mitochondrial; ADNn : acide désoxyribonucléique nucléaire; AR :
autosomique récessif; dHPLC : denaturing high pressure liquid chromatography; MELAS : mitochondrial encephalomyopathy;
NGS : next generation sequencing; PCR : polymerase chain reaction; RFLP : restriction fragment-length polymorphism.

Le déficit du complexe | est 'anomalie la plus fréquemment observée chez les patients
atteints d'une maladie mitochondriale, et le syndrome de Leigh associé a ce déficit est la
présentation clinique la plus fréquente [Leshinsky-Silver et al., 2009]. L’étude de Swalwell
[2011] portant sur les données cliniques et génétiques de 109 patients ayant recu un
diagnostic de maladie mitochondriale avec déficit du complexe | montre I'association entre les
différents phénotypes et les mutations des différents génes de TADNmt (tableau 3).

Des mutations pathogenes a 'ADNmt ont été repérées chez 30 des 109 patients (28 %) dont
15 étaient atteints du syndrome de Leigh. Les auteurs rapportent que ces mutations avaient
déja été décrites dans d’autres études et qu'elles étaient considérées comme étant
pathogéniques. Dans la moitié des cas, le pourcentage de charge mutationnelle ou
hétéroplasmie est égal ou supérieur a 90. Généralement, plus I’hétéroplasmie est élevée, plus
la maladie est grave [Steffann et al., 2014].

87. NARP : neuropathy, ataxia, retinitis, pigmentosa.
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En analysant I'’ADN maternel de 19 des 29 probants, Swalwell et ses collegues [2011] ont
aussi montré que la charge mutationnelle est beaucoup plus faible dans les tissus des méres
que dans ceux de leurs enfants atteints de la maladie. Dans huit cas, aucune mutation n’a
été détectée chez la mere, ce qui pourrait indiquer qu’il s’agit de mutations de novo chez les
enfants ou bien que la mutation n’a pas été détectée. Il faut préciser ici que le tissu analysé
provenant de la mére était généralement du sang.

Tableau3 Mutations a ’ADNmt associées au déficit du complexe | de la chaine
respiratoire

GENE MUTATION % CHARGE TISSU
(NOMBRE DE (NOMBRE DE MUTATIONNELLE
PATIENTS) PATIENTS)
MELAS MTND1 (3) m.3697G>A (1) 80 Muscle
(n=7) m.3946G>A (1) 60
m.3949T>C (1) 93
MTTL1 (4) m.3243A>G (3) de=60a=70 Muscle
m.3271C>T (1) > 98
LS (n =14) MTNDS3 (2) m.10158T>C (2) 91et97 Muscle
MTNDS5 (6) m.12706T>C (1) 65 Muscle
m.13094T>C (1) = 60 Muscle
m.13513G>A (4) de 26244 Divers*
MTNDEG6 (6) m.14487T>C (2) > 98 Muscle/fibroblastes
m.14453G>A (1) 41 Fibroblastes
m.14459G>A (3) 95 et 97 Muscle/fibroblastest
ME (n=4) MTND3 (2) m.10197G>A (2) | =90 et =100 Muscle/sang
MTNDG6 (1) m.14487T>C (1) >98 Muscle
MTTL1 (1) m.3242A>G (1) >98 Muscle
MM (n =2) MTTL1 (2) m.3250A>G (1) 81 Muscle
m.3303C>T (1) 97
LIMD MTND3 (2) m.10158T>C (1) > 98 Muscle
(n=3) m.10191T>C (1) > 98 Foie
MTTW (1) m.5567T>C (1) >90 Muscle

Source : adapté de Swalwell et al., 2011.

Abréviations : LIMD : lethal infantile mitochondrial disease; LS : Leigh syndrome; ME : mitochondrial encephalomyopathy;
MELAS : mitochondrial encephalomyopathy lactic acidosis, stroke-like episodes; MM : mytochondrial myopathy; n : nombre de
patients.

* Pour chacun de 4 patients, les % de charge mutationnelle sont : 31 (muscle), 44 (fibroblastes), 30 (sang) et 26 (muscle).
T Pour chacun de 3 patients, les % de charge mutationnelle sont : 95 (muscle); 97 (fibroblastes), 97 (muscle).
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5.3

Validité analytique (ou technique)

PARAMETRE PRESENCE ABSENCE | SANS OBJET

Répétabilité X

Reproductibilité X

Sensibilité analytique X

Spécificité analytique X

Effet de matrice X
Concordance X

Corrélation entre test et comparateur X

Validation interne des analyses biochimiques

Le demandeur mentionne, dans une lettre concernant la demande d’addition adressée au
MSSS (en annexe), que la validation interne des tests mitochondriaux (dosage enzymatique
et BN-PAGE) est terminée. A titre d’exemple, les résultats de quatre cas de patients ont été
présentés avec la demande. Selon I'information recue du demandeur, le processus de
validation a été réalisé par I'analyse de 25 cas positifs (avec déficit du complexe de la chaine
respiratoire). Ces cas ont également été acheminés au centre de référence aux Pays-Bas, et
les déficits détectés ont été confirmés.

Controéle de qualité interne

Chaque dosage d'activité enzymatique est réalisé sur deux aliquots préparés a partir d'une
biopsie de tissu ou d'une méme culture de fibroblastes. Chaque aliquot est dosé sur deux
journées différentes en utilisant des réactifs fraichement préparés. La moyenne des deux
résultats pour chacun des complexes est calculée et transmise au médecin requérant si les
valeurs de chacune des mesures ne s’écartent pas de plus de 10 % de la moyenne. Si tel est
le cas, une troisieme mesure doit étre faite sur un troisieme aliquot avec des réactifs
récemment préparés et la moyenne des deux valeurs les plus proches est rapportée.

La fiabilité des résultats est assurée par I’analyse en paralléle de témoins normaux de
fibroblastes et de muscle. Des valeurs de référence ont été établies pour chacun des cing
complexes.

Pour les analyses génétiques de I’ADN mitochondrial, des échantillons de tissu des patients
dont le test s'est révélé positif d'aprés un laboratoire diagnostique externe (Europe, USA)
seront analysés a titre de contrdle interne.

Controle de qualité externe

Selon le demandeur, il n’existe actuellement aucun programme de contréle externe de la
qualité pour les analyses enzymatiques et la technique BN-PAGE. La possibilité d’échanger
une fois par année quelques échantillons avec un autre laboratoire de référence effectuant
des analyses similaires sera examinée. Concernant |'analyse de mutations par séquencage et
MLPA de '’ADN mitochondrial, un partenariat avec le CAP®® (College of American
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les techniques utilisées et I'analyse qui en résulte répondent a des normes précises de qualité.



Pathologists) est prévu afin d’assurer la qualité des tests génétiques.

Résultats de validation analytique publiés

Analyses biochimiques : une étude a été réalisée dans le but de mesurer |'effet de
différentes conditions sur les performances analytiques du dosage de I'activité enzymatique
de chaque complexe de la chaine respiratoire mitochondriale [Spinazzi et al., 2011].

Les protocoles de dosage enzymatique ont été optimisés pour chaque complexe et une
nouvelle méthode a été développée pour le complexe lll, généralement considéré comme
plus difficile a mesurer [Chretien et al., 2004]. La procédure d’homogénéisation des tissus, le
choix du tampon d’homogénéisation (composition, concentration et pH), le choix des
réactifs et les parameétres spectrophotométriques ont été évalués. Les résultats de la
performance analytique des dosages de I'activité enzymatique sur des homogénats de
muscle ont été présentés pour chaque complexe excepté le complexe V (tableau 4).

Les auteurs concluent que la procédure d’homogénéisation et les conditions analytiques ont
un effet important sur les résultats de dosages spectrophotométriques de I'activité
enzymatique des complexes de la chaine respiratoire utilisés pour le diagnostic des maladies
mitochondriales.

Les résultats de I'activité enzymatique des complexes | a IV des fibroblastes en culture

(10 patients) ont été comparés a ceux d’un autre laboratoire [Kramer et al., 2005].
L'interprétation des résultats était concordante pour 91 % des échantillons pour lesquels les
déficits de certains complexes de la chaine respiratoire étaient connus. Le CV intraessai
moyen, sur 20 réplicats de chaque complexe, était de 5,9 %. La variation interessai a été
évaluée pour deux échantillons analysés trois fois chacun. Le CV moyen était de 13 % pour
le complexe I, 18 % pour le complexe Il + 1lI (activité combinée) et 13 % pour le complexe IV.
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Performances analytiques des analyses spectrophotométriques de I’activité enzymatique de la chaine respiratoire sur

Tableau 4
homogénats de muscle
al ol cll v cl+clll cll+clll cs
Protéines muscle (pg) 30 24 6 1,5 30 30 15
. 89
CV intraday 3% 5,2 % 5,2 % 3% 1,7% 2,8% 53%
(n=10)
C\ir:”felr g)"y 41% 4% 7,4% 3,7% 6,4 % 6,7 % 5,4 %
% inhibition o 97 % (mal) o o o 99 % (mal)
(n=3) 98 % 85 % (TTFA) 67 % 100% 79% 92 % (Aa)
Index de linéarité (n = 5) 0,89 £ 0,02 0,95 £ 0,05 0,82 £0,03 0,77 £ 0,08 0,85 +0,012 1,01 £ 0,09 1,01 £ 0,07

Source : Spinazzi et al., 2011.

Abréviations : Aa : antimycine; Cl : complexe I; Cll : complexe II; ClIl : complexe IlI; CIV : complexe IV; CS : citrate synthase; CV

2-thenoyltrifluoroacétone 500 uM.

: coefficient de variation; mal : malonate; n : nombre d’échantillons; TTFA :

89. Définitions : CV intra-day : mesures répétées effectuées le méme jour; CV inter-day : mesures répétées effectuées sur des jours différents; % d’inhibition : degré d’inhibition par un inhibiteur
enzymatique approprié, spécificité de I'activité enzymatique; index de linéarité : linéarité de la réaction enzymatique, ratio du taux enzymatique observé durant les 60 premiéres secondes envers
I'activité mesurée entre 120 et 180 secondes, qui permet d’estimer la décroissance du taux enzymatique calculé deux minutes aprés le début de la réaction; les valeurs inférieures a 1 indiquent un

taux de réaction réduit avec le temps.

176




Une étude comparative de cing laboratoires diagnostiques européens a porté sur les
méthodes de préparation des échantillons et les dosages de |’activité enzymatique des
complexes de la chaine respiratoire [Rodenburg et al., 2013]. Trois échantillons témoins de
muscle (biopsies et homogénats) ont été analysés en duplicata afin d’évaluer la
reproductibilité des essais enzymatiques et |'effet de la méthode de préparation des
échantillons. Le CV interlaboratoire moyen pour I'analyse des complexes | a IV était de 16 %
pour les biopsies et de 11 % pour les homogénats. Pour le complexe V, les résultats étaient
de 28 % pour les biopsies et de 18 % pour les homogénats. Les fibroblastes de 16 patients et
cas témoins ont été analysés dans 4 laboratoires (64 mesures) afin de déterminer
I’exactitude diagnostique. La plupart des échantillons ont été correctement identifiés en
tant que témoin ou échantillon avec déficit enzymatique. Un résultat erroné a été obtenu
dans 3 cas, ce qui correspond a un taux d’inexactitude de 5 %. Selon les auteurs, la méthode
de préparation des échantillons est une des principales causes de variation, comme nous
I'avons précédemment rapporté dans I’étude de Spinazzi et ses collaborateurs décrite
ci-dessus.

Analyses moléculaires : la recherche de mutations et de grandes délétions de TADNmt a
partir d’'un échantillon sanguin est habituellement la premiére étape de I'évaluation d’'un
patient chez qui on suspecte une maladie mitochondriale ([Wong et al., 2010], algorithme
du demandeur a I'annexe A). On recherche en premier lieu les mutations ponctuelles
courantes ainsi que les mutations associées aux syndromes dits classiques, par séquengage
de 'ADNmt. De plus, le repérage d’un déficit biochimique ou histochimique (isolé ou
généralisé) au niveau des complexes de la chaine respiratoire peut suggérer la présence de
mutations ou de délétions a ’ADNmt et la nécessité d’effectuer un séquencage de certains
geénes [Wong et al., 2010].

Une étude récente regroupant 16 patients ayant des symptémes de maladie mitochondriale
et pour lesquels les résultats d’analyse des mutations ponctuelles courantes de ’ADNmt se
sont révélés négatifs avait pour objectif de comparer la MLPA avec trois autres méthodes de
diagnostic moléculaire (Southern blot, PCR, long-PCR) [Tonska et al., 2012]. Les résultats ont
démontré que la MLPA n’était pas en mesure de confirmer toutes les délétions a ’ADNmt
détectées par les méthodes PCR, en particulier lorsque le niveau d’hétéroplasmie est faible
(inférieur a 40 %). Parmi les 22 échantillons analysés (14 de sang, 7 de muscle, 1 de foie),

12 résultats positifs ont été obtenus par PCR et « long-PCR*™ », 4 résultats positifs
(concordants) par MLPA et 3 résultats positifs par buvardage de Southern (Southern blot).
Les auteurs concluent que la MLPA devrait tout de méme étre utilisée étant donné son
faible co(t et sa simplicité d’exécution, mais ils recommandent qu’elle soit employée a titre
de méthode de dépistage et soit suivie d’'une confirmation des résultats par PCR. Pour le
demandeur, un résultat de MLPA + est une confirmation du diagnostic. Dans les cas ou le
résultat est négatif, un séquencgage s’ensuit (annexe A, algorithme 2).

5.4 Recommandations d’autres organismes

La Clinical Molecular Genetics Society (CMGS) propose des lignes directrices pour le
diagnostic moléculaire des maladies mitochondriales [CMGS, 2008]. On souligne
I'importance du type de tissu utilisé pour établir le diagnostic et son effet sur la probabilité
de détecter une mutation pour certaines catégories de présentations cliniques. A cet égard,
on présente les tissus a privilégier pour ces catégories (tableau 5)

90. PCR sur longs fragments.
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Tableau 5 Tissu a privilégier pour le diagnostic selon la présentation clinique

PRESENTATION CLINIQUE SANG MUSCLE
LHON HokE Non requis
Pearsons HokE Non requis
KSS /CPEO * oA Ax
Délétion * xRk
MELAS / MIDD * *Ex
MERRF ek ok ek ok
Leighs / NARP *Ak Non requis
Surdité (1555A>G) ook Non requis

Traduit et adapté de Clinical Molecular Genetics Society (CMGS), 2008.

Les recommandations de la CMGS sont classées par groupes de présentation clinique et les
techniques d’analyse moléculaire suggérées sont discutées en fonction des particularités
cliniques. Le séquencgage du génome mitochondrial est indiqué pour les patients chez qui la
recherche du tissu affecté suggere une anomalie de la chaine respiratoire mitochondriale
sans preuve de réarrangements ou de mutations ponctuelles communes de I’ADNmt.
L’analyse de genes codés par I’/ADNn est recommandée pour les cas de déficit isolé des
complexes |, Il et IV.

L’'European Federation of Neurological Sciences (EFNS) recommande une procédure
séquentielle pour le diagnostic génétique des maladies mitochondriales comprenant les
méthodes analytiques suggérées [Finsterer et al., 2009].

1. Antécédents familiaux et individuels, et examens cliniques par des spécialistes en
neurologie, ophtalmologie, otologie, endocrinologie, cardiologie, gastroentérologie,
néphrologie, hématologie ou dermatologie.

2. Le clinicien doit déterminer si le phénotype observé correspond a un syndrome
mitochondrial (phénotype syndromique) et il doit aussi déterminer si ce phénotype se
présente de facon sporadique, par transmission maternelle ou mendélienne.

3. Analyses génétiques (annexe C) :

o Si phénotype syndromique d{i a des mutations ponctuelles dans ’ADNmt (MELAS,
MERRF, NARP, LHON) : I'hybridation sur micromatrice d’ADN (DNA-microarray
hybridisation), PCR en temps réel ou séquencage de genes uniques.

o Si phénotype syndromique di a une délétion dans ’ADNmt (mtPEO, KSS, syndrome de
Pearson) : RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism) ou Southern blot.
= Délétion avec faible taux d’hétéroplasmie : PCR sur longs fragments (long-range PCR)
= délétions simple ou multiple absentes : séquencage de I’ADNmt
= délétions multiples : séquencage de genes particuliers (POLG, TYMP, etc.)

e Phénotype non syndromique : exploration biochimique des tissus les plus affectés
(muscle, foie, cerveau, peau).




= anomalies biochimiques multiples transmises de fagon autosomique : Southern blot ou
séquencage
= transmission maternelle : séquencage

= si présence ou absence de déplétion, séquencage des genes impliqués dans la synthese
protéique mitochondriale (voir le détail dans la figure en annexe C).

6. REPERCUSSIONS POSSIBLES DE L'INTRODUCTION DE L’ANALYSE

6.1
6.2

6.3

Effets sur les ressources matérielles et humaines : n’ont pas été évalués.

Conséquences économiques de l'introduction de I'analyse dans le systeme de
santé et de services sociaux québécois

La mesure de I'activité enzymatique et I'analyse de I’ADNmt sont présentement réalisées
hors Québec a un colt supérieur a celui des valeurs pondérées calculées par le demandeur.
Par conséquent, il y aurait un avantage économique a réaliser ces analyses au Québec.

Principaux enjeux organisationnels, éthiques ou autres (social, juridique, politique)

N’ont pas été évalués.

7. EN BREF

7.1

7.2

7.3

Pertinence clinique

L’analyse des complexes de la chaine respiratoire et de ’ADNmt est utilisée pour confirmer
le diagnostic clinique d’un syndrome particulier ou pour poser un diagnostic a la suite de la
manifestation de symptémes touchant divers organes. Elle permet d’orienter la recherche

de mutations et d’offrir un conseil génétique approprié ainsi qu’un diagnostic prénatal aux
familles concernées. Aucune étude n’a évalué I'effet sur la mortalité, la qualité de vie, etc.,
ni sur le traitement des patients.

Validité clinique

L’analyse de I'activité enzymatique de la chaine respiratoire n’est pas suffisamment sensible
(bien que tres spécifique) pour établir le diagnostic de certaines maladies mitochondriales.
L’histochimie anormale du muscle semble étre dans certains cas un meilleur indicateur de

myopathie mitochondriale que I'activité enzymatique (sensibilité : 77 % versus 39 %
respectivement; spécificité : 100 % versus 98 % respectivement).

Quelques études de cas montrent un lien génotype-phénotype. Bien que certaines
mutations soient couramment associées a un syndrome dit classique, quelques études
montrent que ces mutations se manifestent également sous une grande variété de
phénotypes. La corrélation génotype-phénotype est faible en raison de la présence des
génomes mitochondrial et nucléaire et du niveau d’hétéroplasmie, ce qui peut
compromettre I'exactitude du diagnostic.

Validité analytique

La méthode de préparation des échantillons et les conditions analytiques sont les
principales causes de variation des dosages spectrophotométriques de I'activité
enzymatique des complexes de la chaine respiratoire. Des variations intra et interday
inférieures a 7 % ont été obtenues. On rapporte une concordance interlaboratoire de 91 %
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7.4

pour I'analyse de I'activité enzymatique des complexes | a IV.

Une seule étude a été repérée concernant la validité analytique de I'analyse de ’ADNmt.
Les résultats ont démontré que la MLPA n’était pas en mesure de confirmer toutes les
délétions a ’ADNmt détectées par PCR. La MLPA a permis de détecter les délétions pour

18 % des échantillons comparativement a 55 % pour le PCR. La MLPA a un faible co(t et elle
est simple d’exécution; elle devrait toujours étre suivie d’une confirmation des résultats
positifs par PCR. Bien que chaque analyse (biochimique et moléculaire) ait ses limites, une
approche intégrée permet d’assurer un diagnostic optimal des maladies mitochondriales.

Recommandations d’autres organismes

La CMGS souligne I'importance du type de tissu utilisé pour établir le diagnostic moléculaire
des maladies mitochondriales et son effet sur la probabilité de détecter une mutation pour
certaines catégories de présentations cliniques. Le séquencage du génome mitochondrial
est recommandé pour les patients chez qui I'exploration du tissu affecté suggere une
anomalie de la chaine respiratoire mitochondriale sans preuve de réarrangements ou de
mutations ponctuelles communes de ’ADNmt. L’analyse de génes codés par I’ADNn est
recommandée pour les cas de déficit isolé des complexes |, Il et IV.

L’'EFNS recommande une procédure séquentielle pour le diagnostic génétique des maladies
mitochondriales. Les méthodes analytiques suggérées dépendent du type de phénotype
observé (syndromique ou non syndromique) ainsi que de son mode de présentation
(sporadique, transmission maternelle ou mendélienne).



8. AVIS EN BREF DE L'INESSS

Analyse de I’ADN mitochondrial et des complexes de la chaine
respiratoire mitochondriale

Statut de la technologie diagnostique
Etablie
O innovatrice
O Expérimentale (pour la recherche uniquement)

O Remplacement de la technologie qui devient obsolete

Recommandation de I'INESSS
Avis de recommandation d’introduction
O Avis de refus d’introduction

O Avis de réévaluation

Recommandation additionnelle
O Lien a faire avec I'inscription de médicaments, si test compagnon
O Dpécision de production d’un guide d’usage optimal

O Production d’indicateurs dans le cas d’un besoin de vigilance
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ANNEXE A
Algorithmes

Figure Al Algorithmes de prise en charge diagnostique intégrée pour les échantillons provenant
de patients chez qui on suspecte une maladie mitochondriale

1). Patients avec suspicion de maladie mitochondriale:
Evaluation clinique et pathologique

¥
| 2). Syndrome classique ou histoire familiale

clalre de transmission maternelle?

%
3}, Analyse moléculaire (MLPA et

Séquencage) sursang MNON
Laborateire moléculaire

Positif Négati
¥
4). Biopsie musculaire et / ou cutanée
selon manifestations clinigues
(privilégler tissu atteint)

A

5).-Test diagnostique b:ochlm-que' ECR sur 1
. muscle ou fibroblastes: Labnrato;re de
génétiqtle hiod‘nmique du CHU 5ﬂin'_

*J,Iustme

Paositif Négatif ou ambigu

6] 'I‘est dlagnhsﬂque blnc!'llrnlque BN PAGE 1
sur. muscle ou fibroblastes: Laboratoire de.
génétique hiochmloue du CHi Sainte Justine.

7). Profil distinctif d’'une mutation dans | Positif
VADN nudéaire B) ou mitachondrial 9)7 |~

NON our
Méqgatif
| h
| B). Rechercher de(s) géne(s) 9. Analyse moléculaire (MLPA at -
n_Positif | ny caire(s) spédifique(s): Séquencage) sur muscle —Da—-ﬂ
envol extérleur Laboratoire maléculaire

Négatif

egatif l
y

10). Séquengage de |'exome sur '"ADN Négatif 11}). Arrét. Rechercher autre diagnastic 1
du sang ou des blopsies: Laboratoire (réactiver si nouvelles données
moléculalre du CHU Sainte-Justine clinigues)
Positif
| SN »| 12). Maladle mitochondrisle confirmés L

Documentation fournie par le demandeur.
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Figure A2 Algorithme de diagnostic moléculaire des maladies de I’ADN mitochondrial

MLPA de I'’ADN mitochondriale [32 sondes pour
détection de délétion/duplication et 5 sondes pour
détecter des mutations mitochondriales
fréquentes.)

POS Test positif.
NEG Emission

. J d'un rapport
Séquencage des fragments (38 fragments). Analyse en

pour une mutation pathogéne. consequence.
Prise en

POS charge et
conseil
spécifiques.

L J

L 4

NEG

Y

Tests de ’ADNmt négatifs. Emission du rapport

Documentation fournie par le demandeur.
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ANNEXE B

Stratégie diagnostique des maladies mitochondriales

|

mitochondriales :

Biologie :

— élévation du lactate et du rapport L/P, hyperlactatorachie
— élévation des dérivés du cycr de Krebs

Prélévement sanguin

* Recherche d'une délétion de 'ADNmt
(syndrome de Pearson) ou des mutations
responsables de I'atrophis optique de Leber
* Recherche des mutations fréquentes mais

la rentabilité est faible

la speciro IRM

Clinique et examens paracliniques évocateurs de pathologies

— bilan métabolique sans argument pour une autre pathologie métabolique
IRM cérsbrale : hypersignaux des NGC, pseudo-strokes, pic de lactates a

'

Biopsie tissulaire
Muscle, foie, rein, fibroblastes...

‘ Analyse moléculaire | Enzymologie ‘ Histologie
Recherche des Déléfion Déplétion Déficits combings Déficit isolé Surcharge lipidigue,
mufations les plus de I’ ADNmt de |'ADNmt ou multiples dela CR: RRF, fibres COX
fréquentes de la CR compléxe |, 11, IIl, négatives
‘ / \ IV ou V —
3243 : MELAS Délétion Délétions s
8344 : MERRF unique multiples -
8993 : NARP || (syndrome de
Keams-Sayre, \
PEC)
J
Analyse des génes nucléaires d'insiabilité de 'ADNmt || Analyse des génes mitochondriaux [tissu] ou
selon le tableav clinique : POLGI, POLG2, ANTI, nucléaires {sang) correspondant aux sous-unités
PEC1, DGUOK, MPV17, TK2, RRM2B, SUCILGI, du complexe déficitaire et/ou & la clinique,
SUCLA2, TP... sur prélévement sanguin ou étude exhaustive de I'ADNmt par Surveyor

ou séquencage

Source : Chaussenot et al., 2011.
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ANNEXE C

Algorithme d’analyse genétique des maladies mitochondriales

Clinically distinct syndrome?

Yes

MELAS MERRF M ARP,
LHOM KSS Pearson CPED

mtOMNA analysis
(RFLF, southern blot)

on appropriate fissues

Southern-blot
muscle mtOMA

\PDS

Meg Meq rMuI‘riple Singls;
deletions  deletion
m 10N A Muclear gene sequencing:
sequencing POLGL POLSZ, PEOL,AMNTIL,

TYMPOFAL

Muscle/Liver/Skin biopsy
(Hizstochemiztry, biochemistry)

v

Single Multiple
defect defects
Autosomal Maternally  Autosomal
inherited inherited inherited
Muclear gene mthM A Southern
sequencing: gequencing blot
CI, CITT, CIV, CY .
Depletion

assembly factors,
structural subunits,
Cofd biosynthetic
EnTymes

Yes lNu

Nuclear gene sequencing
of mt protein synthesis
machine:
PUS1,EFGLEFTUEFTS,
MRPS16,MRPSZZ RARSE
DARSZ

MNuclear gene
gequencing
MUSCLETKZ, SUCLGT,
SUCLAZ RRMZB
LTVERPOLSIPEDI,
DSUOK, MPYIT

Source : Finsterer et al., 2009.
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DOSAGE DU FACTEUR DE CROISSANCE DES
FIBROBLASTES 23 (FGF-23) (REFERENCE — 2014.02.11)

Avis d’évaluation

1.

INFORMATION GENERALE

11
1.2
13
1.4

Demandeur : CHUM — Hépital Saint-Luc
Date de transmission de la demande d’examen au MSSS : 30 mai 2014
Date de réception de la demande a I'INESSS : 10 juillet 2014

Date de transmission de I’avis au ministre : 31 octobre 2014

Mise en garde

Le présent avis est fondé sur I'information scientifique et commerciale déposée par le
demandeur ainsi que sur une recherche documentaire complémentaire selon les
données disponibles au moment de I’évaluation de I'analyse par I'INESSS.

2. TECHNOLOGIE, SOCIETE ET LICENCE
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2.1
2.2

Nom de la technologie : ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)
Description bréve de la technologie et précisions techniques et cliniques

Le facteur de croissance des fibroblastes 23 (fibroblast growth factor 23 ou FGF-23)
appartient a une grande famille de protéines de ce nom. Les tumeurs qui causent
I’ostéomalacie oncogénique excrétent de fagon excessive le FGF-23. Sa concentration élevée
dans le sang cause une perte en phosphate urinaire chez les patients. Le dosage sanguin du
FGF-23 permettrait d’avoir un outil diagnostic pour I’évaluation des patients atteints
d’hypophosphatémie ou d’hyperphosphatémie [Immutopics, 2013a].

La trousse d’analyse Human FGF-23 (C-Term) ELISA Kit"'® (Immutopics) de deuxiéme
génération utilise la technique d’ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) pour le dosage
du FGF-23. Deux anticorps polyclonaux de chevre purifiés sont utilisés pour détecter les
épitopes de la portion carboxyl terminal (c-terminal) du FGF-23. L'un des anticorps est
biotinylé pour la capture alors que 'autre est conjugué a I’'enzyme peroxidase de raifort
(HRP) pour la détection. Ces anticorps se lient a la molécule intacte et aux fragments
carboxyle terminaux du FGF-23.

Lorsqu’un échantillon est soumis a I'analyse, le FGF-23 (I’analyte) est immunologiquement
lié a I'anticorps de capture (qui est lié a la streptavidine recouvrant le puits) et a I'anticorps
de détection pour former un complexe « en sandwich ». A la fin de la période d’incubation,
le puits est lavé afin de retirer les anticorps non liés et les autres composants. L'enzyme liée
au puits est incubée avec une solution substrat dans une réaction chronométrée puis
mesurée par spectrophotométrie. L'activité enzymatique du complexe anticorps lié au puits
est directement proportionnelle a la quantité de FGF-23 contenue dans I’échantillon
[Immutopics, 2013al.



2.3 Société ou développeur

La trousse Human FGF-23 (C-Term) ELISA Kit", d'lmmutopics (San Clemente, CA, Etats-Unis)
est vendue uniquement pour la recherche et non pour le diagnostic clinique [Immutopics,
2013a]. Le demandeur I'indique sur les rapports d’analyse utilisés a cette fin.

2.4 Licence : ne s’applique pas.
2.5 Brevet, le cas échéant

N° US7094551°" (déposé en septembre 2002 et publié en aolit 2006 aux Etats-Unis).
2.6 Statut d’homologation (Santé Canada, FDA)

La trousse n’est pas homologuée par Santé Canada ni par la FDA*.

2.7 Valeur pondérée : 100,45

3. INDICATIONS CLINIQUES, MILIEUX DE PRATIQUE ET MODALITES
D’ADMINISTRATION

3.1 Patients ciblés

Patients présentant une hypophosphatémie avec phosphaturie ou chez qui le diagnostic
d’ostéomalacie oncogénique est suspecté.

3.2 Description de la maladie visée

L'ostéomalacie est une décalcification osseuse induite par un défaut de minéralisation
(manque d'ions calcium et phosphate) de la trame protéique du squelette [Garnier et
Delamare, 2009]. Différentes causes (acquises ou héréditaires) peuvent étre a |'origine de
cette maladie. L’ostéomalacie oncogénique est une maladie acquise rare. Un nombre
variable de cas recensés dans la littérature a été rapporté : environ 120 cas [Dupond et al.,
2005] a un peu plus de 160 cas [Van der Rest et al., 2011; Radaideh et al., 2009] ou méme
300 cas [Hu et al., 2011]. Les sources primaires de ces chiffres n’étant pas vérifiables, il n’est
pas possible de préciser la période temporelle de référence ni le lieu géographique associé
aux cas rapportés.

L’ostéomalacie oncogénique est un syndrome paranéoplasique® rare caractérisé par une
hypophosphatémie induite par des facteurs phosphaturiques comme le FGF-23. Celui-ci est
sécrété par certaines tumeurs mésenchymateuses®*. Cette maladie cause des douleurs
osseuses diffuses, une faiblesse musculaire, des factures spontanées et une invalidité
fonctionnelle importante [Van der Rest et al., 2011; Lewiecki et al., 2008]. Le diagnostic de
I'ostéomalacie oncogénique est difficile et il s’échelonne souvent sur une longue période®

91. United States Patent. Imnmunoassays, assay methods, antibodies and method of creating antibodies for detecting FGF-23. Disponible a :
http://www.google.com/patents/US7094551.

92. Information confirmée par le fabricant, communication électronique du 25 juillet 2014.

93. Un syndrome paranéoplasique est I'ensemble des manifestations morbides disparates survenant au cours de I’évolution d’un cancer. Elles
ont la particularité de suivre intimement I'évolution d’un cancer, d’apparaitre avec lui, de disparaitre au moment de son éradication et de
réapparaitre a I'occasion des rechutes, sans étre liées, d'aucune fagon, a un envahissement métastatique [Garnier et Delamare, 2009;
Kernbaum, 2008].

94. Relative au mésenchyme, tissu embryonnaire pouvant se différencier en tissu conjonctif cartilagineux, osseux, musculaire, etc. [Kernbaum,
2008].

95. La durée typique entre I'apparition des symptomes et la présomption du diagnostic d’ostéomalacie oncogénique est souvent de plus

de 2,5 ans [Lewiecki et al., 2008] a 7,2 ans [Ledford et al., 2013] et la durée moyenne d’identification de la tumeur responsable est d’environ
5 ans [Lewiecki et al., 2008].
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puisque les symptémes cliniques ne sont pas spécifiques a cette maladie [Ledford et al.,
2013]. De plus, les tumeurs sont généralement petites, elles croissent lentement et elles
peuvent étre trés difficiles a localiser par imagerie médicale [DiMeglio et al., 2000]. Cette
maladie est curable, d’ou I'importance d’un diagnostic approprié. Le traitement curatif
d’une ostéomalacie oncogénique est I'exérese (ou excision chirurgicale) de la tumeur [Van
der Rest et al., 2011; Woznowski et al., 2008]. Lorsque celle-ci ne peut étre localisée, un
traitement médical symptomatique® peut alors &tre administré [Van der Rest et al., 2011;
DiMeglio et al., 2000].

Le FGF-23 est une protéine de régulation de ’'homéostasie du phosphate et du métabolisme
de la vitamine D. Il inhibe I'expression et I'activité de la 1-a-hydroxylase rénale et la
production de calcitriol”’. Les niveaux excessifs de FGF-23 causent plusieurs types
d’ostéomalacie/rachitisme hypophosphatémique, y inclus les formes héréditaires
autosomiques dominantes (ADHR) ou récessives (ARHR), le rachitisme
hypophosphatémique lié a X (XLH®) et I'ostéomalacie oncogénique (TIO) [Fukumoto, 2008].

3.3 Nombre de patients visés
Le volume provincial annuel attendu est de 100 analyses ™.

3.4 Spécialités médicales et autres professionnels concernés
Hémato-oncologie, endocrinologie.

3.5 Modalités d’administration du test

La molécule de FGF-23 semble étre instable, ce qui se traduit par une diminution de
I'immunoréactivité dans le temps. Les conditions de prélevement et de conservation des
échantillons devront &tre respectées rigoureusement. En raison de la labilité'® de la
molécule de FGF-23'", les échantillons sanguins devront étre collectés dans un média pour
plasma avec EDTA ou un média de culture cellulaire [Immutopics, 2013a].

D’apres le demandeur, il n’y a pas d’algorithme d’utilisation pour I'analyse de la molécule de

FGF-23. Cependant, un bilan biochimique'®® doit précéder ses dosages.

4. CONTEXTE TECHNOLOGIQUE
4.1 Nature de la technologie diagnostique
Analyse complémentaire a un bilan biochimique.
4.2 Breve description de la situation technologique actuelle

Le diagnostic actuel de I'ostéomalacie oncogénique est souvent posé apres une longue

96. Le traitement peut étre, par exemple, la supplémentation en phosphate et en calcitriol [DiMeglio et al., 2000].

97. Le calcitriol est également appelé 1,25-dihydroxyvitamine D ou 1,25(0OH),D.

98. XLH : X-linked hypophosphatemic ricket.

99. Information soumise par le demandeur.

100. Caractere de quelque chose qui est sujet a changer, a disparaitre. Synonyme : instabilité (Trésor de la langue francaise informatisé [site
Web], disponible a : http://atilf.atilf.fr/tlf.htm). En chimie, la labilité est la capacité d’un nucléofuge (ou groupe partant) a pouvoir se détacher
plus ou moins facilement d’'une molécule.

101. La demi-vie plasmatique du FGF-23 est d’environ 45 a 60 min [Khosravi et al., 2007].

102. Communication électronique du 20 ao(t 2014 avec le demandeur. Ce bilan biochimique devrait inclure, en plus de I'histoire clinique, des
mesures des concentrations sériques de calcium, de magnésium, de phosphate, de phosphatase alcaline, de créatinine, de ’lhormone
parathyroidienne (PTH), de la 25-hydroxyvitamine D, de la 1,25-dihydroxyvitamine D ainsi qu’une mesure de |'excrétion urinaire de 24 h du
calcium et du phosphate.
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4.3

4.4

investigation diagnostique chez le patient. L’analyse du FGF-23 permettrait d’abréger cette
errance diagnostique. La détection du FGF-23 peut étre faite sur la molécule intacte (iFGF-
23) ou sur la portion carboxyl-terminale (cFGF-23). Il existe actuellement quatre trousses™®
commerciales employant la technique ELISA [Smith et al., 2013; Heijboer et al., 2009] et une
trousse en immunoessai par chimiluminescence (CMIA™) [Shimizu et al., 2012]. La trousse
Immutopics C-terminal est la moins touchée par I'instabilité de I’échantillon
comparativement aux trois autres trousses qui détectent I'iIFGF-23. Parmi ces dernieres, la
trousse Kainos Intact présente la meilleure performance analytique [Smith et al., 2013].
Selon les auteurs, les résultats des trousses ne peuvent pas étre interchangeables.

La technique CMIA consiste a incuber dans les cuvettes les échantillons contenant le FGF-23
avec un anticorps monoclonal de N-terminal biotinylé, un anticorps monoclonal C-terminal
étiqueté d’une phosphatase alcaline et des particules magnétiques de streptavidine comme
phase solide. Aprés I'étape du lavage, un substrat luminescent est ajouté. L’activité
enzymatique du substrat est alors mesurée par un compteur de photons [Shimizu et al.,
2012].

La trousse CMIA offre un plus grand intervalle d’analyse alors que la technique ELISA couvre
seulement 3 a 800 pg/ml. Au-dela de cet intervalle, les échantillons doivent étre dilués.

De plus, le volume d’échantillon nécessaire pour I'analyse avec CMIA est de 10 pl
comparativement a celui pour ELISA qui est 100 pl [Immutopics, 2013a; Shimizu et al.,
2012].

Au cours de I'année financiére 2012-2013, 5 analyses ont été envoyées hors Québec au
Mayo Medical Laboratories. Le co(t unitaire varie de 123 $ a 259 $ et 'analyse est faite sur
le cFGF-23 plasmatique par ELISA.

Bréve description des avantages évoqués de la nouvelle technologie

Immutopics est la seule entreprise connue jusqu’a présent qui propose une trousse
d’analyse de cFGF-23. La détection du cFGF-23 inclut les molécules entiéeres et les fragments
de c-terminal présents dans I’échantillon.

L’analyse par ELISA peut étre automatisée. D’ailleurs, le fabricant de la trousse Immutopics
C-terminal recommande fortement I'utilisation d’un laveur automatique [Immutopics,
2013a). Toutefois, le lavage automatisé des plaques peut compromettre la reproductibilité
de I'analyse, notamment avec la trousse Kainos Intact, et il recommandé de procéder au
lavage manuel [Heijboer et al., 2009]. Une validation faite par le laboratoire est
recommandée avant l'usage de la trousse choisie.

Colit de la technologie et des options : n’a pas été analysé.

103. Les trousses sont : C-terminal human FGF-23 ELISA et Intact human FGF-23 ELISA (Immutopics, San Clemente, CA, E.-U.);
Intact human FGF-23 ELISA (Kainos Laboratories, Tokyo, Japon); Human intact FGF-23 ELISA kit (Millipore Corporation,
Billerica, MA, E.-U.).

104. Chemiluminescence immunoassay (CMIA) (Kyowa Medex, Tokyo, Japon).
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5. DONNEES PROBANTES

5.1

5.2

Pertinence clinique
5.1.1 Remplacement d’un autre test : aucun.

5.1.2 Valeur diagnostique ou pronostique

Les résultats du test peuvent confirmer la maladie ou servir de complément d’information
au diagnostic. lls peuvent aussi aider a localiser les tumeurs. Des études de cas mentionnent
que le dosage du FGF-23 a été utile pour faciliter le diagnostic précoce de cette maladie rare
[Ledford et al., 2013; Endo et al., 2008; Dupond et al., 2005]. Toutefois, la généralisation de
ces résultats peut étre remise en question. De plus, I'utilité clinique des ponctions veineuses
multiples (pour la localisation des tumeurs) reste a démontrer [Fukumoto, 2014]. Aucune
donnée publiée n'a été repérée relativement aux bénéfices courants pour les patients en
termes de mortalité, de survie, de qualité de vie ou autre.

5.1.3 Valeur thérapeutique

L'exérese de la tumeur est le seul traitement efficace qui guérit completement les patients
[Van der Rest et al., 2011; Radaideh et al., 2009] avec un retour a la normale du taux de
phosphore en 3 ou 4 jours et une baisse du FGF-23 en quelques heures'® [Hu et al., 2011;
Dupond et al., 2005]. Un rapport de cas montre que, une fois le diagnostic établi et la
tumeur localisée, I'exérese de cette derniére permet une guérison compléte des patients
apres quelques semaines, avec la disparition des symptomes (douleurs musculaires ou
osseuses) et de I'état débilitant ainsi que le retour a une vie normale [Woznowski et al.,
2008]. Lorsqu’une tumeur n’a pas pu étre localisée, un traitement médical par
supplémentation en phosphate et en calcitriol permet une amélioration biologique et
clinique [Van der Rest et al., 2011]. D’autres approches médicamenteuses (dipyridamole,
octréotide, cinacalcet) sont actuellement au stade expérimental.

Validité clinique

Peu de données sur la validité clinique ont été trouvées en raison de la rareté de la maladie.
Seuls Imel et ses collaborateurs [2006] ont étudié la sensibilité du FGF-23 a détecter les cas
d’ostéomalacie oncogénique.

TERME PRESENCE ABSENCE SANS OBIJET

Sensibilité X

Spécificité X

Valeur prédictive positive (VPP) X
Valeur prédictive négative (VPN) X
Rapport de vraisemblance (LR) X
Courbe ROC X
Exactitude X

105. La demi-vie plasmatique du FGF-23 est d’environ 45 a 60 minutes [Khosravi et al., 2007].
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Sensibilité diagnostique

Les résultats de sensibilité diagnostique sont présentés au tableau 1, selon trois trousses
commerciales qui détectent soit le cFGF-23 soit I'iFGF-23. La trousse Immutopics C-terminal
présente une sensibilité de 73 % dans des cas d’ostéomalacie oncogénique et de 92 %
lorsque la tumeur est confirmée.

Tableau 1 Sensibilité diagnostique des trousses commerciales a détecter le FGF-23

ETUDE TROUSSE SENSIBILITE (%)
00 clinique Tumeur confirmée
(n=22) (n=13)
Imel et al., 2006 Immutopics C-terminal* (RU/ml) 73 92
(n=22) Immutopics Intact* (pg/ml) 23 38
Kainos Intactt (pg/ml) 86 100

Abréviations : n : nombre de patients; OO : ostéomalacie oncogénique; pg/ml : picogramme par millilitre; RU/ml : unité relative
par millilitre.

* C-terminal human FGF-23 ELISA et Intact human FGF-23 ELISA (Immutopics, San Clemente, CA, E.-U.).
* Intact human FGF-23 ELISA (Kainos Laboratories, Tokyo, Japon).

L’analyse du facteur FGF-23 seule ne permet pas le diagnostic de I'ostéomalacie
oncogénique. Elle sert de complément d’information a d’autres analyses (p. ex. :
radiographie, ostéodensitométrie, scintigraphie osseuse) effectuées pour objectiver le
diagnostic [Van der Rest et al., 2011]. Deux études ont évalué la possibilité de localiser les
tumeurs en mesurant le FGF-23 a partir de ponctions pratiquées sur différentes veines, en
partant de I'hypothese que la concentration de FGF-23 pourrait étre plus élevée dans le
bassin veineux entourant la tumeur [Andreopoulou et al., 2011; Ito et al., 2010]. Ces études
exploratoires ont montré que dans 2 cas sur 8 la tumeur n’a pas pu étre localisée [Ito et al.,
2010], que dans 1 cas sur 14 I'analyse a généré un faux négatif et que dans 2 cas sur 14 ce
sont des faux positifs qui ont été générés [Andreopoulou et al., 2011]. L’étude
d’Andreopoulou et ses collaborateurs [2011] a conclu que cette méthode est utile dans des
circonstances particulieres pour le diagnostic des patients atteints d’ostéomalacie,
notamment pour localiser la tumeur sécrétrice de FGF-23 quand plusieurs sites sont repérés
selon les études d’imagerie diagnostique. Elle n’est cependant pas utile en I'absence d'une
indication de la localisation de la Iésion.

Spécificité diagnostique

Une élévation du taux du FGF-23 n’est pas spécifique au diagnostic de |I'ostéomalacie
d’origine cancéreuse, bien qu’elle soit présente chez les personnes qui en souffrent [Xia et
al., 2010]. Elle peut étre observée dans des cas d’ostéomalacie hypophosphatémique ayant
une autre origine comme le rachitisme hypophosphatémique lié a X (XLH) ou sporadique
[Xia et al., 2010] ou chez des personnes atteintes d'une maladie rénale chronique [Smith et
al., 2012; Yamashita, 2005]. Cependant, un taux normal de FGF-23 n’exclut pas la présence
d'une tumeur selon une étude portant sur un cas clinique [Tournier et al., 2011].
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5.3

Validité analytique (ou technique)

PARAMETRE PRESENCE ABSENCE | SANS OBJET
Répétabilité X
Reproductibilité X
Sensibilité analytique X
Spécificité analytique X
Effet de matrice X
Concordance X
Corrélation entre test et comparateur X

Sensibilité analytique
La limite de détection ainsi que quelques autres caractéristiques des trousses sont

présentées au tableau 2. La trousse Immutopics C-terminal est la seule a analyser le cFGF-23
par la méthode ELISA, mais elle demeure utilisable uniquement a des fins de recherche.

Répétabilité et reproductibilité

Les résultats de répétabilité et de reproductibilité des différentes trousses sont présentés au
tableau 3. Dans I’étude de Heijboer et ses collaborateurs [2009], la trousse Immutopics C-
terminal présente une variabilité intraessai et interessai respectivement de < 5 % et de
<16 %. Elle est la seule qui mesure le cFGF-23. La trousse Immutopics Intact présentait une
variation interessai tres élevée avec des coefficients variant de 22 % a 61 %, variation
causée principalement par les différents lots de trousse (lot-to-lot variability). Selon les
auteurs de I'étude, cette trousse doit étre écartée dans la perspective des analyses futures.
Quant a la trousse Kainos Intact, lorsqu’elle était utilisée avec le laveur automatique, elle
présentait une variation intraessai élevée avec des coefficients allant de 11 % a 43 %.

Le coefficient de variation est < 10 % lorsque le lavage manuel est employé avec cette
trousse.

Corrélation entre le test et le comparateur

Les résultats de la corrélation entre les différentes trousses sont présentés au tableau 4.

La provenance des échantillons (les sujets) varie selon les études. Seuls Imel et ses
collaborateurs [2006] ont testé les trousses sur des échantillons de patients avec un
diagnostic confirmé ou une présomption d’ostéomalacie oncogénique. Sauf chez les adultes
en santé chez qui la corrélation est faible, la trousse Immutopics C-terminal a une
corrélation relativement élevée avec les trousses Kainos Intact et Millipore Intact et une
corrélation de relativement faible a modérée avec la trousse Immutopics Intact chez
différentes populations.

Recouvrement

Le recouvrement moyen pour la trousse d’ELISA d'Immutopics C-terminal est
approximativement de 105 % (tableau 5).



Tableau 2

Caractéristiques des trousses

TROUSSE | METHODE ET PRINCIPE VOLUME ET LLOQ INTERVALLE LINEARITE COMMENTAIRES
ECHANTILLON D’ANALYSE
Immutopics |ELISA, C-terminal du FGF- {100 pl® 3 RU/ml* R?=0,975 (n=5)° |Temps d’incubation”: 3 h 30
C-terminal* |23 Plasma-EDTA ou média |1,5 RU/mI2 Trousse pour la recherche seulement?
de culture cellulaire Pas homologuée par Santé Canada
Brevet n° US7094551 (aolt 2006)
Immutopics |ELISA, FGF-23 intact Plasma-EDTA 1 pg/ml* 7 - 570 pg/ml® R?=0,932(n=5)° |Instabilité significative 8 h aprés la
Intact™ seulement’ 1,5 pg/ml7 ponction veineuse®
Trousse pour la recherche seulement’
Pas homologuée par Santé Canada
Kainos ELISA, FGF-23 intact 50 pi° 3 pg/ml>*> 10-800 pg/ml®>  |R?=0,997 (n=5)° |Valeurs de référence’ : 10 — 50 pg/ml
Intact Plasma-EDTA et sérum’ 3-2800 pg/ml’® Temps d’incubation® : 3 h 30
Trousse pour la recherche seulement®
Pas homologuée par Santé Canada
Millipore  |ELISA, FGF-23 intact 50 pl° LLOQ: 9,9 pg/ml® |10-2400 pg/mI* |R?=0,958 (n=5)* |Temps d’incubation®: <4 h
Intact§ Plasma, sérum, culture [LOD: 3,5 pg/ml6 9,9 -2400 pg/ml6 Trousse pour la recherche seulement®
de tissu® Pas homologuée par Santé Canada
Kyowa CMIA, C-terminal et N- 0! 1 pg/ml* 5—10000 pg/ml® |Linéaire® jusqu’a  |[Temps requis® : 20 min
CMIAY terminal du FGF-23 Plasma ou sérum 15 000 pg/ml Valeur seuil* 3 25 pg/ml (proposé)
Pas homologuée par Santé Canada
Brevet W02012029837A1 (mars 2012)

Abréviations : ELISA : enzyme-linked immunosorbent assay; LOD : limite de détection; LLOQ : limite inférieure de quantification; pg/ml : picogramme par millilitre; RU/ml : unité relative par millilitre.
* Human C-terminal FGF-23 ELISA kit (Immutopics, San Clemente, CA, Etats-Unis).

t Human Intact FGF-23 ELISA kit (Immutopics, San Clemente, CA, Etats-Unis).

¥ Human intact FGF-23 ELISA kit (Kainos Laboratories, Tokyo, Japon).

§ Human intact FGF-23 ELISA kit (Millipore Corporation, Billerica, MA, Etats-Unis).

¥ Chemiluminescence immunoassay (CMIA) (Kyowa Medex, Tokyo, Japon).

1. Imel et al., 2006.

. Immutopics, 2013a (monographie du cFGF). Trousse de seconde génération.
. Smith et al., 2013. L’étude utilise la trousse de seconde génération.

. Shimizu et al., 2012.

. Kainos, 2010 (monographie).

. Millipore, 2012 (monographie).

. Immutopics, 2013b (monographie de I'iFGF).

. Kyowa Medex, 2012 (site Web).
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Tableau 3 Répétabilité et reproductibilité observées pour différentes trousses
ETUDE INTRAESSAI INTERESSAI
NOMBRE DE CONCENTRATION INTRAESSAI NOMBRE DE CONCENTRATION INTERESSAI
SPECIMENS (PG/ML)* (% CV) SPECIMENS (PG/ML)* (% CV)
Immutopics C-terminal — Human C-terminal FGF-23 ELISA (Immutopics, San Clemente, CA, Etats-Unis)

Heijboer et al., 2009 49 58 RU/ml 4,4 16 30 RU/ml 10
24 308 RU/ml 3,9 28 50 RU/ml 16
24 1075 RU/ml 2,2 26 288 RU/ml 9

Imel et al., 2006 - - 5t - - -

Immutopics, 2013a (monographie) 20 33,7 RU/ml 2,4 10 33,6 RU/ml 4,7
20 302 RU/ml 1,4 10 293 RU/mll 2,4

Immutopics Intact — Human intact FGF-23 ELISA (Immutopics, San Clemente, CA, Etats-Unis)

Heijboer et al., 2009 26 25 5 10 20 61
23 42 5 10 23 30
25 59 3 6 34 60
26 137 5,7 8 53l 22

Imel et al., 2006 - - 2,6 —4,4t - - -

Immutopics, 2013b (monographie) 20 43 4,1 20 46 9,1
20 426 2 20 441 3,5

Kainos Intact — Human intact FGF-23 ELISA (Kainos Laboratories, Tokyo, Japon

Heijboer et al., 2009 42 43 21 - - -

(lavage automatique) a4 142 43 . . .
14 532 11 - - -

Heijboer et al., 2009 38 23 9,7 12 17 14

(lavage manuel) 43 40 5,7 14 53 10
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ETUDE INTRAESSAI INTERESSAI
NOMBRE DE CONCENTRATION INTRAESSAI NOMBRE DE CONCENTRATION INTERESSAI
SPECIMENS (PG/ML)* (% CV) SPECIMENS (PG/ML)* (% Cv)
43 126 7,5 10 166 5,7
18 550 5,3 12 672 7
20 302 1,4 10 293 2,7
Imel et al., 2006 - - <5t - - -
Millipore Intact — Human intact FGF-23 ELISA kit (Millipore Corporation, Billerica, MA, Etats-Unis)
Millipore, 2012(monographie) 8 52,6 9,3 6 64,4 5,08
8 64,6 7,8 6 78,5 2,45
8 75,7 11,2 6 80,2 5,03
8 101,7 9,2 6 81,0 2,4
- - 6 95,9 11,31
Kyowa CMIA — Chemiluminescence immunoassay (CMIA) (Kyowa Medex, Tokyo, Japon)
Shimizu et al., 2012 10 43,2 2,7 8 5 15
10 200,2 3,2 8 10 3,5
10 2454 3,4 - - -

Abréviations : CV : coefficient de variation; pg/ml : picogramme par millilitre; RU/ml : unité relative par millilitre.

* Lorsque c’est possible, la conversion des unités a été faite pour des fins d’uniformité.

T Valeurs rapportées par les auteurs, comme indiquées par le fabricant. Etant donné que les chiffres ne concordent pas avec ceux de la monographie du fabricant pour la trousse de deuxieme
génération, il est probable que ces valeurs se référent a la trousse de premiére génération.
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Tableau 4

Corrélation entre les trousses

ETUDE

TROUSSES

CORRELATION

SUJETS

Imel et al., 2006

Immutopics C-terminal* vs Immutopics Intactt

Pearsonr=0,65, p <0,01

Patients avec un diagnostic confirmé ou une
présomption d’ostéomalacie oncogénique (n = 22)

Smith et al., 2013

Immutopics C-terminal vs Immutopics Intact

Pearsonr =0,839, p < 0,0001

Patients en hémodialyse (n = 36)

Smith et al., 2013

Immutopics C-terminal vs Immutopics Intact

Pearsonr=0,161, p =0,338

Adultes en santé (n = 31)

Smith et al., 2011

Immutopics C-terminal vs Immutopics Intact

régression de Deming
R>=0,428, p < 0,001

Patients avec maladie rénale chronique (n = 200)

Smith et al., 2011

Immutopics C-terminal vs Immutopics Intact

régression de Deming
R’=0,186, p = 0,006

Adultes en santé (n = 40)

Imel et al., 2006

Kainos Intact¥ vs Immutopics C-terminal

Pearsonr=0,86, p <0,01

Patients avec un diagnostic confirmé ou une
présomption d’ostéomalacie oncogénique (n = 22)

Smith et al., 2013

Immutopics C-terminal vs Kainos Intact

Pearson r =0,826, p < 0,0001

Patients en hémodialyse (n = 36)

Smith et al., 2013

Immutopics C-terminal vs Kainos Intact

Pearsonr=0,256, p =0,165

Adultes en santé (n = 31)

Smith et al., 2013

Immutopics C-terminal vs Millipore Intact§

Pearson r =0,830, p < 0,0001

Patients en hémodialyse (n = 36)

Smith et al., 2013

Immutopics C-terminal vs Millipore Intact

Pearsonr =0,008, p =0,667

Adultes en santé (n = 31)

Imel et al., 2006

Kainos Intact vs Immutopics Intact

Pearsonr=0,59, p <0,01

Patients avec un diagnostic confirmé ou une
présomption d’ostéomalacie oncogénique (n = 22)

Shimizu et al., 2012 Kyowa CMIAY¥ vs Kainos Intact R®=0,96 Patients avec hypophosphatémie chronique,
causes variées (n = 210)
Shimizu et al., 2012 Kyowa CMIA vs Kainos Intact R’=0,92 Patients avec FGF-23 < 200 pg/ml (n = 123)

* Human C-terminal FGF-23 ELISA kit (Immutopics, San Clemente, CA, Etats-Unis). L’étude de Smith et al., 2013 présentée se réfere a la trousse de deuxieme génération.
+ Human intact FGF-23 ELISA kit (Immutopics, San Clemente, CA, Etats-Unis).
F Human intact FGF-23 ELISA kit (Kainos Laboratories, Tokyo, Japon).

§ Human intact FGF-23 ELISA kit (Millipore Corporation, Billerica, MA, Etats-Unis).

¥ Chemiluminescence immunoassay (CMIA) (Kyowa Medex, Tokyo, Japon).
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Tableau 5 Recouvrement et interférences des trousses
ETUDE TROUSSE N | CONCENTRATION | RECOUVREMENT INTERFERENCES
NOMINALE MOYEN (%)
(PG/ML)
Heijboer et al., 2009 Immutopics C-terminal - - =100
Immutopics, 2013a Immutopics C-terminal 3 375 RU/ml 104%
(monographie) 3 750 RU/ml 109+
3 1125 RU/ml 107+
Smith et al., 2013 Immutopics C-terminal 5 20%* 105
5 80* 105
5 260* 105
Heijboer et al., 2009 Immutopics Intact - - > 100
Immutopics, 2013b Immutopics Intact 3 189 89% La trousse est congue pour détecter la molécule
(monographie) 3 378 94+ FGF-?S intacte. Les fragmen,ts C-terminal ou N-
terminal ne sont pas mesurés.
3 745 95%
Smith et al., 2013 Immutopics Intact 5 260 40
Heijboer et al., 2009 Kainos Intact - - =~ 100
Smith et al., 2013 Kainos Intact 5 20 96,3
5 80 105,2
5 260 -
Millipore, 2012 Millipore Intact 5 28,8 98,21
(monographie) s 259,3 89,1t
5 777,8 85,5t
Smith et al., 2013 Millipore Intact 5 260 63 Réaction croisée’ de 0,01 % avec FGF-21 et de
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ETUDE TROUSSE N®® | CONCENTRATION RECOUVREMENT INTERFERENCES
NOMINALE MOYEN (%)
(PG/ML)
0,01 % avec FGF-19
Shimizu et al., 2012 Kyowa CMIA - - - < 5% de variabilité des concentrations de FGF-23

avec I'ajout de : < 500 mg/dl d’hémoglobine,
<50 mg/dl de bilirubine, < 300 mg/dl d’acide
ascorbique et £ 500 IU/ml de facteur rhumatoide

Abréviations : pg/ml : picogramme par millilitre; RU/ml : unité relative par millilitre.

* Les mémes échantillons ont été utilisés pour tester les trousses Immutopics C-terminal, Immutopics Intact, Kainos Intact et Millipore Intact.

1 Moyenne calculée avec n = 5.

¥ Moyenne calculée avec n = 3.
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5.4

Valeurs de référence

Une étude transversale a proposé des valeurs seuils diagnostiques pour I'ostéomalacie
oncogénique ou le XLH : un taux de phosphate sérique < 2,5 mg/dl et un taux de FGF-23

> 30 pg/ml (essai avec iFGF-23) chez les adultes; un taux de phosphate sérique < 3,5 mg/d|
chez les enfants et < 4,5 mg/dl chez les nourrissons. Aucun seuil de FGF-23 n’est proposé
pour la population pédiatrique [Endo et al., 2008]. Dans une étude portant sur la variabilité
biologique de la concentration plasmatique de FGF-32, les valeurs de référence observées
chez 170 adultes en santé sont de 21,6 a 91,0 RU/ml pour le cFGF-23 et de 11,7 a 48,6 pg/ml
pour I'iIFGF-23 [Smith et al., 2012]. Aucune autre étude répertoriée n’a indiqué de valeur de
référence pour I'analyse du cFGF-23 ou du facteur iFGF-23.

Par ailleurs, le Mayo Medical Laboratories'® emploie I'essai immunoenzymatique®’ pour
doser le cFGF-23. Les valeurs de référence utilisées sont : < 230 RU/ml chez les 3 mois a
17 ans et < 180 RU/ml chez les adultes de 18 ans ou plus. Ces valeurs de référence sont
différentes de celles documentées dans la littérature et de celle du demandeur. Il y a une
grande variabilité entre les valeurs de référence présentées dans les différentes études et
celles utilisées par les laboratoires.

Des incertitudes persistent quant a savoir s’il vaut mieux utiliser des essais avec le cFGF-23
ou I'iIFGF-23 [Smith et al., 2012] puisque les résultats ne peuvent étre interchangeables
[Smith et al., 2013]. Dans une étude comparant quatre trousses commerciales d’ELISA, les
concentrations plasmiques de cFGF-23 paraissent stables durant au moins 8 heures,
contrairement a celles de I'iFGF-23 qui diminuent avec le temps. Toutefois, I'ampleur de
cette réduction n’aurait pas de signification clinique [Smith et al., 2013].

Données locales de validité analytique

Les valeurs de référence (provisoires) utilisées par le demandeur'® sont : 19 3 114 RU/ml.
Des valeurs supérieures a 114 RU/ml indiquent une concentration anormalement élevée de
FGF-23 dans le sang, et donc une possibilité d’ostéomalacie oncogénique, lorsque ce
résultat est jumelé avec ceux du bilan biochimique.

La validation technique® de I'analyse du FGF-23 avec la trousse Immutopics C-terminal
faite par le demandeur montre des coefficients de variation (CV) intraessai (répétabilité) de
deux contrdles de trousse de 15,5 % et de 8,1 % (11 essais). Les CV interessais
(reproductibilité) de deux contréles de trousse sont de 15,4 % et de 6,8 % (6 essais). Un
contrdle de qualité interne est fait sur des échantillons de patients ainsi qu’a I'aide des
moyens de controle fournis par la trousse.

Recommandations d’autres organismes : Aucune recommandation n’a été répertoriée.

106. Mayo Medical Laboratories. Fibroblast Growth Factor 23 (FGF23), Plasma [site Web]. Disponible a :
http://www.mayomedicallaboratories.com/test-catalog/Clinical+and+Interpretive/88662.

107. En anglais, immunometric enzyme assay.

108. Communication électronique du 20 ao(t 2014 avec le demandeur.

109. Communications électroniques du 20 et du 29 ao(t 2014 avec le demandeur.
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6. REPERCUSSIONS POSSIBLES DE L'INTRODUCTION DE L’ANALYSE

6.1

6.2

6.3

Effet sur les ressources matérielles et humaines

La trousse commerciale par ELISA est d’utilisation facile et elle nécessite peu de ressources
matérielles. L’analyse peut étre automatisée.

Conséquences économiques de l'introduction de I'analyse dans le systeme de
santé et de services sociaux québécois

N’ont pas été analysées.
Principaux enjeux organisationnels, éthiques ou autres (social, juridique, politique)

Etant donné la rareté de la maladie, son diagnostic est souvent retardé puisque les
symptomes sont non spécifiques et que d’autres causes sont recherchées [Ledford et al.,
2013]. L’analyse peut permettre un diagnostic précoce de I'ostéomalacie oncogénique afin
d’éviter I'’errance diagnostique et d’instaurer plus rapidement un traitement curatif.
Toutefois, le dosage du FGF-23 n’est pas spécifique au diagnostic de I'ostéomalacie d’origine
cancéreuse. L’analyse est faite avec une trousse destinée a la recherche [Immutopics,
2013a].

7. EN BREF
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7.1

7.2

7.3

Pertinence clinique

Des études de cas mentionnent que le dosage du FGF-23 a été utile pour faciliter le
diagnostic (confirmation ou complément d’information) ou pour aider a localiser des
tumeurs. Aucune donnée publiée n’a été repérée relativement aux bénéfices courants pour
les patients quant a la mortalité, a la survie, a la qualité de vie ou autre.

Validité clinique
Une seule étude a porté sur la sensibilité du FGF-23 a détecter les cas d’ostéomalacie

oncogénique. La trousse Immutopics C-terminal présente une sensibilité de 73 % dans des
cas d’ostéomalacie oncogénique clinique et de 92 % lorsque la tumeur est confirmée.

La ponction veineuse multiple serait utile pour le diagnostic des patients atteints
d’ostéomalacie afin de localiser la tumeur sécrétrice de FGF-23 quand plusieurs sites sont
repérés sur I'imagerie diagnostique. Elle n’est cependant pas utile en I'absence d'indication
de la localisation de la Iésion. Par ailleurs, une élévation du taux de FGF-23 n’est pas
spécifique au diagnostic de I'ostéomalacie oncogénique, bien qu’elle soit présente chez les
personnes qui souffrent de cette maladie.

Validité analytique

La sensibilité de la trousse Immutopics C-terminal est de 1,5 RU/ml. La variabilité intraessai
et interessai est respectivement de < 5 % et de £ 16 %. Le taux de recouvrement moyen est
d’approximativement 105 %. Les données locales de validation technique présentent des
coefficients de variation intraessai et interessai < 15,5 % et < 8,1 % (deux contréles inclus
dans la trousse). Les valeurs de référence pour I'analyse du cFGF-23 sont peu documentées.
Il y a une grande variabilité entre les valeurs de référence présentées.



7.4

Jusqu’a présent, il semble qu’lmmutopics soit la seule entreprise qui offre une trousse
analysant le C-terminal du FGF-23. Toutefois, cette trousse est destinée uniqguement aux fins

de la recherche et elle n’est pas homologuée. Aucune autre trousse vendue sur le marché
n’a obtenu son homologation par des agences réglementaires.

Recommandations d’autres organismes : aucune recommandation n’a été répertoriée.
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8. AVIS EN BREF DE L'INESSS

Dosage du facteur de croissance des fibroblastes 23 (FGF 23)

206

O
O
O

O
O
O

Statut de la technologie diagnostique

Etablie*
Innovatrice
Expérimentale (pour la recherche uniquement)

Remplacement de la technologie qui devient obsolete

Recommandation de I'INESSS
[0 Avis de recommandation d’introduction
O Avis de refus d’introduction

Avis de réévaluation lorsqu’on aura obtenu plus d’information sur

e le statut de la technologie pour le cFGF-23 versus I'iFGF-23

e I'assurance du contréle de la qualité externe

Recommandation additionnelle

Lien a faire avec I'inscription de médicaments, si test compagnon
Décision de production d’un guide d’usage optimal

Production d’indicateurs dans le cas d’un besoin de vigilance

NOTE

* La technologie ELISA est établie, mais pour le dosage du FGF-23; il reste encore un
guestionnement quant au statut de la technologie pour doser le cFGF-23 et I'iFGF-23.

Le besoin clinique est évident.
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SEQUENCAGE DE MECP2 DANS LE SYNDROME DE RETT
(REFERENCE - 2014.02.12)

Avis d’évaluation

1. INFORMATION GENERALE

11
1.2
13
1.4

Demandeur : CHU Sainte-Justine
Date de transmission de la demande d’examen au MSSS : 15 juillet 2013
Date de réception de la demande a I'INESSS : 10 juillet 2014

Date de transmission de I’avis au ministre : 31 octobre 2014

Mise en garde

Le présent avis est fondé sur I'information scientifique et commerciale déposée par le
demandeur ainsi que sur une recherche documentaire complémentaire selon les
données disponibles au moment de I’évaluation de I'analyse par I'INESSS.

2. TECHNOLOGIE, SOCIETE ET LICENCE

2.1

2.2

Nom de la technologie

Séquencage de type Sanger avec résolution par électrophorése capillaire et amplification
dépendante de la ligation de sondes multiplexes (multiplex ligation-dependent probe
amplification ou MLPA).

Description bréve de la technologie et précisions techniques et cliniques

Les deux approches utilisées dans le cadre de cette analyse sont complémentaires.

Le séquengage selon I'approche de Sanger permet de détecter la présence de mutations
ponctuelles et de délétions ou d'insertions mineures dans les quatre exons et les sites
d’épissage constituant le gene MECP2. La MLPA permet de déceler des délétions ou
duplications majeures affectant un ou plusieurs exons de MECP2 et qui sont imperceptibles
par le séquencgage. Conjointement, ces analyses permettront la confirmation du diagnostic
du syndrome de RETT (RTT) et son étiologie génétique.

Dans le cadre du séquencage de type Sanger, les régions d’intérét sont amplifiées par
réaction de PCR a 'aide d’une trousse maison. A la suite de la purification du produit grace a
la trousse ExoSAP-IT, une réaction de séquence cyclique de type Sanger est effectuée
(trousse Big DyeTerminator v3.1). Les produits de réaction purifiés a I'aide de la trousse
BigDye XTerminator sont alors séparés selon leur taille par électrophorése capillaire et la
séquence est déterminée.

Le demandeur utilise la trousse commerciale SALSA MLPA P015 MECP2 probemix de la
compagnie MRC-Holland pour effectuer la MLPA. Cette trousse permet I'analyse des
diverses régions exoniques de MECP2, des génes ARX, NTNG1, FOXG1 et CDKL5, ces derniers
ayant été associés a |'étiologie génétique de certains cas de RTT ou de déficience
intellectuelle.
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2.3

2.4
2.5
2.6

2.7

La MLPA est réalisée en quatre étapes principales (annexe A). Une série de sondes
fragmentées en un minimum de deux oligonucléotides chacune et permettant d'explorer
diverses régions chromosomiques d’intérét sont hybridées a des matrices d’ADN
dénaturées. La ligature des oligonucléotides adjacents permet la création de sondes
spécifiques, uniques et de différentes longueurs. Aprés une amplification par PCR a I'aide
d’une méme paire d’amorces, I'ensemble des sondes (amplicons) subissent une
électrophorése capillaire permettant leur détection et leur quantification. La comparaison
de I'électrophérogramme de I’échantillon test avec celui d’un échantillon de référence
permet d’évaluer semi-quantitativement le nombre de copies de chacune des régions
explorées, permettant ainsi la détection de délétions ou de duplications de celles-ci.

Société ou développeur

La réaction de PCR est effectuée a I'aide d’amorces maison et la réaction de séquencage est
réalisée a I'aide de la trousse Big Dye Terminator v3.1 (Life Technologies).

Les trousses de purification du de PCR ExoSAP-IT sont produites par USB et distribuées par
Affimetrix. La purification de la réaction de séquence est effectuée grace a la trousse
XTerminator produite par Applied Biosystems (Life Technologies).

La trousse commerciale SALSA MLPA P015 MECP2 probemix est produite par MRC Holland.
Licence : ne s’applique pas.

Brevet, le cas échéant : ne s’applique pas.

Statut d’homologation (Santé Canada, FDA)

Les réactifs, les trousses et |I'appareillage utilisés dans le cadre de cette analyse n’ont pas fait
I’objet d’'une homologation de la part de Santé Canada ou de la FDA.

Valeur pondérée : 481,81

INDICATIONS CLINIQUES, MILIEUX DE PRATIQUE ET MODALITES
D’ADMINISTRATION

3.1

3.2

Patients ciblés

Les patients pédiatriques ou adultes présentant des caractéristiques suggérant un syndrome
de RTT typique ou une suspicion de RTT atypique et les individus susceptibles d’étre
porteurs.

Description de la maladie visée

Le RTT est un désordre neurodéveloppemental progressif dont le diagnostic est basé sur un
ensemble de critéres cliniques dérivés de consensus d’experts internationaux (MIM 312750)
[Neul et al., 2010] (annexe B). La progression de la maladie est caractérisée en quatre stades
distincts : aprés une naissance et une période de développement psychomoteur
relativement normales, les personnes atteintes de la forme classique du RTT cessent, entre
6 et 18 mois, de satisfaire aux jalons développementaux attendus selon leur age. Il s’ensuit,
typiquement entre 1 et 4 ans, une période de régression du langage, une perte de I'usage
volontaire des mains, le développement d’anomalies sur le plan de la démarche
(dyspraxique et ataxique) et de stéréotypies des mains (tordre/presser, frapper/taper,
automatismes de mise a la bouche, lavage et frottement). Certains individus peuvent alors



3.3

3.4

3.5

présenter un phénomene de retrait social menant a une suspicion d’autisme. Une étape de
stabilisation s’échelonnant jusqu’a la jeune vingtaine est ensuite observée. Au cours de
cette période, I'état de certains patients va se stabiliser. Dans d'autres cas, une amélioration
ou un regain de certaines habiletés est observé. Finalement, au dernier stade de la maladie,
les habiletés motrices déclinent, ce qui mene généralement a la perte de la capacité a
marcher chez les individus qui en étaient capables [Neul et al., 2010; Hagberg et al., 2002;
Kerr et al., 2001].

Environ 25 % des patients atteints du RTT présentent une forme atypique de la maladie
[Hagberg, 1995]. IIs satisfont a certains des critéres diagnostiques, mais pas a tous

(annexe B). Le spectre des phénotypes observé comprend des formes moins séveres
caractérisées, par exemple, par une régression tardive ou un maintien du langage alors que
les formes plus sévéres présentent des anomalies a la naissance, une régression précoce et
I"apparition précoce de convulsions ou d’épilepsie [Hagberg, 1995].

La majorité (90-97 %) des cas de syndrome de RETT classique et de 50 a 70 % des cas
atypiques sont causés par des mutations de novo (99 % des cas) dans le géne MECP2
(methyl- CpG-binding protein 2, MIM 300005) situé sur le chromosome Xg28 [Percy et al.,
2010; Neul et al., 2008; Percy et al., 2007; Charman et al., 2005; Kammoun et al., 2004; Amir
et al., 1999].Dans de rares cas, la mutation est transmise par la mére. Dans ces familles, la
mere est généralement asymptomatique ou avec une présentation clinique minimale
résultant d’un biais relatif au patron d’inactivation des chromosomes X [Cheadle et al. 2000;
Meloni et al., 2000; Orrico et al., 2000; Villard et al., 2000; Wan et al., 1999; Amir et al.,
1999].

Le RTT affecte majoritairement les filles. Les cas de garcons avec mutation du gene MECP2
et un caryotype 46, XY rapportés dans la littérature présentent généralement une
encéphalopathie sévere a la naissance et ces enfants meurent avant I'dge de deux ans
[Masuyama et al., 2005; Geerdink et al., 2002; Hoffbuhr et al., 2002; Orrico et al., 2000;
Villard et al., 2000; Wan et al., 1999]. Certains garcons présentant un RTT et une mutation
dans MECP2 ont également été décrits dans des cas dont le caryotype est 47, XXY ou
possédant des mutations postzygotiques résultant en un mosaicisme somatique [Pieras et
al., 2011; Lundvall et al., 2006; Topcu et al., 2002; Hoffbuhr et al., 2001; Leonard et al.,
2001; Schwartzman et al., 2001; Clayton-Smith et al., 2000].

Les études de longévité des patients atteints du RTT rapportent que certains d’entre eux
atteignent la soixantaine. Toutefois, un taux annuel élevé de déces (entre 1 et 2 %) a été
noté, et 25 % de ces décés sont soudains et inattendus [Freilinger et al., 2010; Kirby et al.,
2010; Hagberg, 2005; Guideri et al., 1999; Kerr et Julu, 1999].

Nombre de patients visés

Le RTT est présent dans I'ensemble des groupes ethniques. Sa prévalence varie entre

1/10 000 et 1/22 000 selon le pays [Kirby et al., 2010; Hagberg et Hagberg, 1997; Kozinetz et
al., 1993]. Le demandeur prévoit d'effectuer 30 analyses annuellement.

Spécialités médicales et autres professionnels concernés
Pédiatrie, génétique médicale et conseil génétique.
Modalités d’administration du test

L’analyse sera prescrite en cas de suspicion de RTT ou pour la recherche du statut de
porteur.
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4. CONTEXTE TECHNOLOGIQUE

212

4.1
4.2

4.3

4.4

Nature de la technologie diagnostique : unique.
Bréve description de la situation technologique actuelle

Le diagnostic clinique du RTT est basé sur les caractéristiques et symptomes observés au
cours de la croissance et du développement de I'enfant et sur les évaluations continues de
son état physique et neurologique [Neul et al., 2010].

Les tests génétiques disponibles actuellement (dont le séquencgage et la MLPA pour MECP2)
sont complémentaires au diagnostic clinique. Leur but est de confirmer le diagnostic en cas
de suspicion de RTT ou de déterminer I'étiologie génétique de la maladie.

Actuellement, une partie des analyses est effectuée hors Québec et une partie par le
demandeur (24 depuis I'implantation de I’analyse). Le recensement de dix laboratoires
offrant la recherche de mutation dans le gene MECP2 a permis de déterminer que le
séquencage de type Sanger ou NGS couplé a une approche par MLPA et/ou micropuce et/ou
PCR quantitatif est utilisé a des fins cliniques (Baylor College of Medecine-Medical genetic
Laboratory, Arup Laboratories, Children's Hospital of Philadelphia, All Children's Hospital-
Johns Hopkins Medicine, Gene Dx, University of Chicago- Genetic Services Laboratory,
Children's Hospital of Eastern Ontario, Molecular Genetics Diagnostic Laboratory Center for
Human Genetics, Athena Diagnostics).

Bréve description des avantages évoqués de la nouvelle technologie

Cette analyse est actuellement effectuée en partie hors Québec et par le demandeur. Pour
I'année 2012-2013, 29 analyses (séquencage et MLPA confondus) ont été réalisées hors
Québec pour un co(t de 16 953 S.

Les colits associés a ces analyses auraient été de 13 972 S si elles avaient été réalisées au
Québec, soit une économie de prés de 3 000 S.

Colits de la technologie et des options : n'ont pas été évalués.

DONNEES PROBANTES

5.1

Pertinence clinique
5.1.1 Remplacement d’un autre test : cette analyse ne remplace aucun autre test.

5.1.2 Valeur diagnostique ou pronostique

Le diagnostic du RTT est basé sur un profil développemental spécifique qui satisfait a des
criteres bien établis [Neul et al., 2010] (annexe B). Toutefois, certains cas atypiques de RTT
sont plus difficiles a diagnostiquer cliniquement et la recherche de mutations dans le gene
MECP2 peut permettre de confirmer ou d'exclure le RTT, limitant ainsi I’errance clinique.

Aucun traitement pour le RTT n’est disponible actuellement. Toutefois, plusieurs
comorbidités affectent les patients atteints de RTT. Une littérature abondante rapporte des
problémes de croissance et de nutrition, d’épilepsie, de troubles respiratoires, d’anomalies
cardiaques, de scoliose, de troubles du sommeil et de troubles moteurs. Un diagnostic
définitif peut permettre de prodiguer des conseils sur I’évolution clinique attendue et de
proposer un traitement symptomatique et multidisciplinaire adapté.



5.2

Le test permet également d’offrir un conseil génétique aux parents et de déterminer le
statut de porteur.

5.1.3 Valeur thérapeutique

Il n’existe actuellement aucun traitement efficace du RTT. Toutefois, certaines observations
sur des modeles animaux suggérent qu’une inversion du processus de la maladie est
possible [Castro et al., 2014; Tropea et al., 2009; Zanella et al., 2008; Guy et al., 2007; Roux
et al., 2007]. Plusieurs stratégies de traitement sont en émergence, et certains essais
précliniques et cliniques montrent des résultats encourageants [Castro et al., 2014; Khwaja
etal., 2014].

Divers essais observationnels et interventionnels de phase | et Il sont en cours. Parmi les
traitements en cours d’évaluation, I'efficacité de I'lGF-1 et de la desipramine sera mesurée
dans une perspective d’amélioration des symptémes cognitifs et comportementaux
(NCT01520363, 02153723, 01777542, 02061137'*°). La performance d’autres molécules est
également étudiée dans le traitement de certains symptémes cliniques ou de comorbidités
associées au RTT tels I'épilepsie et les troubles respiratoires (NCT02023424,
NCT00990691 ™).

Validité clinique

TERME PRESENCE ABSENCE SANS OBIJET

Sensibilité X

Spécificité X

Valeur prédictive positive (VPP) X
Valeur prédictive négative (VPN) X
Rapport de vraisemblance (LR) X
Courbe ROC X
Exactitude X

5.2.1 Association de MECP2 au RTT

L'association de I'étiologie du RTT a des mutations dans le gene MECP2 a initialement été
rapportée par Amir et ses collaborateurs [1999] a I'aide d’une série de 21 cas sporadiques et
d'une famille chez laquelle une transmission héréditaire de la maladie avait été observée.
Chez cinq de ces patients, des mutations faux-sens ou non-sens ou entrainant un
changement de cadre de lecture ont été rapportées. Le tableau 1 indique quelques-unes des
premieres études d’évaluation de la contribution de mutations dans le gene MECP2 a
I’étiologie génétique du RTT.

110. ClinicalTrials.gov [site Web]. Placebo controlled trial of dextromethorphan in Rett syndrome (PCTDMRTT),
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01520363 ; Pharmacological treatment of Rett syndrome with glatiramer acetate (Copaxone),
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02153723 ; Treatment of Rett syndrome with recombinant human IGF-1,
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01777542 ; Study to assess safety and efficacy of fingolimod in children with Rett syndrome
(FINGORETT), https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02061137 (consultés le 18 ao(t 2014).

111. ClinicalTrials.gov [site Web]. An open-label, exploratory study to investigate the treatment effect of glatiramer acetate on girls with Rett
syndrome, https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02023424 ; Pilot study of the effects of the desipramine on the neurovegetative parameters
of the child with Rett syndrome, https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00990691 (consultés le 18 aoGt 2014).
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Tableau 1 Quelques études initiales de validation de la pertinence clinique des mutations du gene MECP2 dans le syndrome de RETT
(RTT)
ETUDE CRITERES DE APPROCHE NOMBRE CRITERES NOMBRE % TYPE DE MUTATION COMMENTAIRE
DIAGNOSTIC TECHNIQUE D'INDIVIDUS D’INCLUSION DANS D'INDIVIDUS
LA COHORTE AVEC
MUTATION
Amiretal., n.s. S.équen(;age1 21 RTT 5 23,8 | 3 faux-sens
1999 CSGE® 1 non-sens
1 changement de cadre de lecture
(insertion)
Wanetal., n.s. S.équen(;age1 18 familles RTT familial 16 88,9 | 5 faux-sens
1999 Confirmation par 2 non-sens
RFLP® lorsque 3 changements de cadre de lecture
possible (insertions ou délétions mineures)
lametal., |Rett,1988° |dHPLC’ 13 RTT 6 46,1 | 1 faux-sens
2000 Séquem;age1 - . 2 non-sens
21 Autisme et déficience |1 4,8
; 3 changements de cadre de lecture
intellectuelle . . U .
(insertions ou délétions mineures)
100 Témoins 0 0
Xiangetal.,, |n.s. Séquem;age1 69 RTT sporadique 27 39,1 | 6 faux-sens
2000 3 non-sens
7 changements de cadre de lecture
(insertions ou délétions entre 7 et
100 bases)
9 familles RTT familial 0 0
(19 filles)
n.s Témoins — parentset |0 0
fratrie des cas
porteurs de mutations
dans MECP2
10 Témoins 0 0
Cheadle et Adapté de S.équen(;age1 48 RTT classiques 39 81,2 | 12 faux-sens
al., 2000 Hagberg, 1993 sporadiques 4 non-sens
et Trevathan } N 5 changements de cadre de lecture
7 familles RTT familial 5 71,4
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ETUDE CRITERES DE APPROCHE NOMBRE CRITERES NOMBRE % TYPE DE MUTATION COMMENTAIRE
DIAGNOSTIC TECHNIQUE D'INDIVIDUS D’INCLUSION DANS D'INDIVIDUS
LA COHORTE AVEC
MUTATION
et Moser, 5 RTT possible 1 20
1988
Huppke et Hagberg et al., S.équen(;age1 27 RTT classique 20 77,4 | 8 faux-sens
al., 2000 1985 4 R1T atvo 4 100 4 non-sens
atypique 1 affectant le site d’épissage
4 changements de cadre de lecture
40 Témoins — parents de |0 0
20 cas avec mutation
dans MECP2
Bienvenu et |Rett, 1988" Pour 46 RTT classique 30 65 9 faux-sens
al., 2000 10 échantillons : (diagnostiqués, 15 non-sens
séquenc;age1 possibles et 6 changements de cadre de lecture
Pour probables)
38 échantillons: 60 Témoi des |1 17 M
DGGE® + emomts'— parents des , ére t .
confirmation par cas mutés astp oma |qug _
) 1 présentant un biais
séquengage
du patron
d’inactivation du
chromosome X
50 Témoins 0 0
De Bona et Trevathanet |SSCP® 25 RTT 20 80 |2 faux-sens
al., 2000 Moser, 1988 | Confirmation par 3 RTT atvol 5 67 5 non-sens
séquenc;age1 atypique 6 changements de cadre de lecture
39 Témoins — parents des | 0 0
cas mutés
16 Témoins — fratrie des |0 0
cas mutés
Obataetal.,, |n.s. DGGE’ 38 RTT classique 36 90 7 faux-sens
2000 Confirmation par 5 RTT atvbi 3 non-sens
séquenc;age1 atypique 5 changements de cadre de lecture

(délétion)
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ETUDE CRITERES DE APPROCHE NOMBRE CRITERES NOMBRE % TYPE DE MUTATION COMMENTAIRE
DIAGNOSTIC TECHNIQUE D'INDIVIDUS D’INCLUSION DANS D'INDIVIDUS
LA COHORTE AVEC
MUTATION
80 Témoins — parents 0 0
105 Témoins — femmes 0 0
non affectées
Hampsonet |n.s. sscp® 30 RTT 14 44 | 4 faux-sens
al., 2000 Confirmation par 4 non-sens
séquengagel 5 familles 10 cas RTT familial 1 dans 1 des 10
filles
Buyse etal., |n.s. dHPLC® 19 RTT classique 16 84 |8 faux-sens
2000 S.équen(;age1 9 non-sens
1 mutation d’un site d’épissage
14 changements de cadre de
lecture
209 RTT possible 83 40 |7VUS
11 Témoins RTT classique n.s 11/11 génotypes
mutés ou membres attendus

de famille
non affectés

Note : Ces études ont été publiées avant I'identification de ce qui est actuellement considéré comme I'exon 1 de MECP2 [Reichwald et al., 2000]. Par conséquent, seuls les exons 2,3 et 4 ont été
recherchés dans ces études.

Abréviations : n.s. : non spécifié; RTT : syndrome de Rett; VUS : variant de signification inconnue.

1. Séquencage cyclique de type Sanger.

2. Electrophorése sur gel sensible a la conformation (conformation-sensitive gel electrophoresis).

3. Polymorphisme de taille des fragments (restriction fragment length polymorphism).

4. Rett Syndrome Diagnostic Criteria Working Group, 1988.

5. Electrophorése sur gel en gradient dénaturant.

6. Polymorphisme de conformation simple brin.

216




5.2.2 Prévalence de mutation de MECP2 dans le RTT

La prévalence des mutations pathogéniques détectées dans les diverses études est
hautement variable d’une série a 'autre, s’échelonnant de 19 % a 100 % [Auranen et al.,
2001; Amir et al., 1999]. Ces variations sont vraisemblablement dues a I'hétérogénéité des
criteres utilisés pour définir les cohortes a I’étude et a la caractérisation du phénotype des
patients. Les patients a I'étude sont fréquemment classifiés avec la mention « cas

probable » ou patients avec des caractéristiques « RETT-like » [Erlandson et al., 2001;
Yamada et al., 2001; Buyse et al., 2000]. Depuis, la révision et I'uniformisation de criteres de
diagnostic cliniques, I’étude de cohortes plus importantes, I'ajout d’approches techniques
permettant la détection de délétions majeures et la découverte d’'un exon supplémentaire
ont permis de déterminer qu’une mutation pathologique de MECP2 est détectable chez plus
de 90-95 % des patients atteints de RTT classique et chez environ 58-76 % des cas de RTT
atypiques [Cuddapah et al., 2014; Temudo et al., 2011; Percy et al., 2010; Neul et al., 2010;
Neul et al., 2008; Percy et al., 2007; Gauthier et al., 2005; Kammoun et al., 2004; Erlandson
et al., 2003; Reichwald et al., 2000] (tableau 2).

Plus de 4817 variations ont été décrites dans MECP2. Parmi celles-ci, 534 ont été jugées
pathogéniques et 62 ont un impact encore inconnu (VUS™?). Les 8 mutations les plus
fréquentes (mutations ponctuelles faux-sens et non-sens) sont observées dans environ 58 a
78 % des cas (tableau 3). Des délétions majeures sont reconnues chez 3 a 10 % des patients
et des mutations multiples dans environ 1,5 % des cas. Environ 90 % des mutations
rapportées affectent I'exon 4, et 7 % I'exon 3 [Cuppadah et al., 2014; Cardoza et al., 2011;
Percy et al., 2010; Percy et al., 2007; Philippe et al., 2006; Christodoulou et al., 2003;
Laccone et al., 2001]. Les mutations de MECP2 affectent ses fonctions sur le plan du
contrdle de la transcription de génes cibles tel BDNF et ménent a une expression aberrante
de ces derniers [revue par Mbadiwe et Millis, 2013; Chahrour et al., 2008].

112. RettBASE: RettSyndrome.org Variation Database [site Web], disponible a : http://mecp2.chw.edu.au/ (consulté le 24 aolt 2014).
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Tableau 2 Rendement diagnostique d’études de cohortes de plus de 100 cas de syndrome de Rett (RTT) depuis 2010
ETUDE CRITERES DE DIAGNOSTIC APPROCHE NOMBRE CRITERES D’INCLUSION DANS LA NOMBRE % COMMENTAIRE
TECHNIQUE D’INDIVIDUS COHORTE D'INDIVIDUS AVEC
MUTATION
Kirby et al., n.s n.s. 870 RTT classique 800 92 | Patients faisant partie de la
2010" - North American Database’
162 RTT atypique 94 58
21 Ne satisfont pas aux criteres de 21
diagnostic mais portent une
mutation dans MECP2
Percy et al., Hagberg et al., 2002 n.s. 653 RTT classique 620 95
2010* :
112 RTT atypique 82 73.2
31 Femme avec statut de porteur dans 31 Ne satisfont pas aux
familles RTT criteres de diagnostic
23 Gargons porteurs de mutation dans 23 Ne satisfont pas aux
MECP2* critéres de diagnostic
Fehretal., Hagberg et al., 2002 n.s. 797 RTT classique et atypique 654 85 | Australia Rett Syndrome
2010 ou mutation pathogénique Database (ARSD) et
de MECP2 InterRett
Zhang et al., n.s. Sanger 305 RTT classique 274 89.3
2012 MLPA .
58 RTT atypique 41 70.7
244 Témoins (meres des cas index) 1 0.4 | Mere asymptomatique
présentant un biais du
patron d’inactivation du
chromosome X
139 Parents de cas index 0
Cuddapahet |n.s. n.s. 815 RTT classique 786 96
al., 2014 .
148 RTT atypique 112 76

Abréviations : n.s. : non spécifié; RTT : syndrome de Rett.

1. Les banques de patients utilisées pour ces études sont constituées de patients ayant regu un diagnostic de RTT et d’individus porteurs de mutations dans MECP2 sans diagnostic de RTT.

2. Les patients inclus dans ces cohortes devaient étre atteint du RTT ou étre porteurs d’'une mutation dans MECP2.
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5.2.3 Corrélation génotype-phénotype

L'association de MECP2 au RTT a mené a de nombreuses études de corrélation génotype-
phénotype en fonction de la mutation spécifique au patient. Les recherches initiales, basées
sur des cohortes limitées, ont présenté des résultats inconsistants [Kammoun et al., 2004;
Weaving et al., 2003; Huppke et al., 2002; Laccone et al., 2001; Hoffbuhr et al., 2001; Amir
et al., 2000]. Toutefois, les études plus récentes basées sur des cohortes plus nombreuses,
la création de bases de données nationales et internationales (dont RettBASE, North
American Database, etc.'?) et I'établissement de critéres de diagnostic plus précis ont
permis d’observer certaines tendances générales plus cohérentes (tableau 3). Il est a noter
que plusieurs facteurs génétiques ont été observés, dont les biais d’inactivation du
chromosome X (skewing), le background génétique de méme que les facteurs cliniques : la
présentation du RTT, les criteres de sélection des patients, I'age du patient et le mode
d’évaluation de la sévérité de la maladie sont des éléments qui affectent I'association
phénotype-génotype et conduisent a une variabilité complexifiant la corrélation [Charman
et al., 2005; Chae et al., 2004; Schanen et al., 2004; Weaving et al., 2003].

Tableau 3 Corrélation phénotypique des mutations les plus communes de MECP2 dans

le RTT
MUTATION % MUTATIONS | GRAVITE | LOCALISATION PROTEIQUE QUELQUES
TOTALES (ANNEXE C) ETUDES
p.R106W 3-4 +++ MBD Cuddapah et al.,
2014;
p-R133C 6-8 * MBD Bebbington et al.,
p.R168X 10-12 +++ MBD ou ID (isoforme 1 et 2 |2012;
respectivement) Temudo et al.,
2011;
p.T158M 10-13 ++ MBD Neul et al., 2010;
p.255X 7-12 +++ TRD Lima et al., 2009;
270X 79 ot TRD Bebbington et al.,
P- - 2008;
p. R294X 5-9 + TRD Colvin et al., 2004
p.R306C 6-7 + TRD
Troncation en 3’ 7-9 +
Délétion majeure 3-10 +++

Abréviations : ID: intervening domain; MBD : Methyl-CpG-binding domain; TRD : transcriptional repression domain.

5.2.4 Autres associations génétiques

MECP?2 a été associé, dans une faible proportion, a certaines autres maladies neurologiques
telles que I'autisme (3 a 13 % des cas), le syndrome d’Angelman (6 %), la déficience
intellectuelle, I'encéphalopathie congénitale avec spasticité progressive et la paralysie
cérébrale [Schaefer, 2008; Abdul-Rahman et Hudgins, 2006; Moog et al., 2006; Ylisaukko-
Oja et al., 2005; Hitchins et al., 2004; Kleefstra et al., 2004; Carney et al., 2003; Yntema et
al., 2002; Couvert et al., 2001; Watson et al., 2001; Orrico et al., 2000; Meloni et al., 2000;
Villard et al., 2000; Clayton-Smith et al., 2000].

113. RettBASE: RettSyndrome.org Variation Database [site Web], disponible a : http://mecp2.chw.edu.au/; Percy et al., 2007; Christodoulou

etal., 2003.
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5.3

Chez environ 5 a 10 % des cas de RTT classique et 24 a 42 % des cas de RTT atypique, aucune
mutation dans le gene MECP2 n’a été détectée. Chez une partie de ces individus, des
mutations dans d’autres génes comme CDKL5 et FOXG1 ont été observées comme étiologie
génétique [Van der Aa et al., 2011; Ariani et al., 2008; Evans et al., 2005; Scala et al., 2005;
Tao et al., 2004; Weaving et al., 2004].

Validité analytique (ou technique)

PARAMETRE PRESENCE ABSENCE SANS OBIJET
Répétabilité X
Reproductibilité X
Sensibilité analytique X
Spécificité analytique X
Effet de matrice X
Concordance X
Corrélation entre test et comparateur X

La majorité des patients atteints de la forme classique et une proportion significative de
ceux atteints de la forme atypique du RTT sont porteurs de mutations dans le gene MECP2.
Les mutations décrites dans la littérature jusqu’a présent sont constituées de mutations
ponctuelles faux-sens ou non-sens affectant les sites d’épissage ainsi que de délétions ou
insertions mineures résultant en un changement de cadre de lecture. Des délétions ou des
duplications majeures ont également été rapportées [Cuddapah et al., 2014; Bebbington,
2012 et al.; Percy et al., 2010].

Le demandeur, conformément a la littérature scientifique sur le sujet, propose deux
approches techniques pour détecter I'ensemble des types de mutations décrites :

le séquencage cyclique selon I'approche de Sanger et la MLPA. Le séquencage permet la
détection des mutations ponctuelles et insertions/délétions mineures alors que la MLPA
permet de repérer la délétion ou la duplication de régions importantes. Certains auteurs ont
estimé le taux de détection par le séquencage et la MLPA a respectivement 80 a 85 %, et a

8 % des mutations dans le cas du RTT typique [Archer et al., 2006]. En pratique, puisque
I'analyse n’est pas demandée uniquement pour les patients satisfaisant aux critéres
typiques, le taux de détection attendu est moindre.

5.3.1 Séquencage de type Sanger

Le séquencage selon I'approche de Sanger constitue la méthode de référence pour le
repérage de mutations ponctuelles ou de délétions/insertions impliquant quelques
nucléotides. Sa sensibilité lors du séquencage bidirectionnel d’'une matrice d’ADN amplifiée
par PCR atteint jusqu’a 99,4 % [Liu et al., 1999]. Tsiatis et ses collaborateurs [2010] de
méme que Querings et ses collaborateurs [2011] suggerent qu’une population cellulaire
comportant une mutation doit étre représentée dans une proportion de 10 a 30 % pour
assurer sa détection. Cette limitation doit étre prise en considération dans les cas ou un
mosaisme est suspecté.

En plus du séquencage, la littérature rapporte I'utilisation de plusieurs autres méthodes de
détection de mutations dans MECP2 telles que le SSCP, le DGGE, le RFLP et le dHPLC



(tableau 1). Toutefois, seules deux études rapportant une validation minimale ont été
repérées. Buyse et ses collaborateurs [2000] de méme que Nicolao et ses collaborateurs
[2001] ont effectué deux études comparatives de la performance de détection de mutations
dans MECP2 par dHPLC et par séquencage. Les concordances obtenues étaient de 98,5 et
57 % respectivement; les auteurs ont observé une discordance sur 1 échantillon sur 99 et

2 échantillons sur 35. Nicolao et ses collaborateurs mentionnent que I'optimisation des
conditions du dHPLC a permis une détection subséquente de mutations dans les deux
échantillons discordants. Globalement, une discordance de résultats a été observée dans le
cas de 3 échantillons sur 134, soit 2,2 %.

Il est a noter que les autres approches utilisées I’étaient dans un contexte de recherche et
que, de facon générale, les échantillons dans lesquels une mutation était suspectée a la
suite de I'utilisation de la méthode de remplacement étaient analysés de nouveau par
séquencage selon I'approche de Sanger pour confirmation et caractérisation de la variation
détectée [Hoffbuhr et al., 2001; De Bona et al., 2000; Hampson et al., 2000].

5.3.2 MLPA

Les réarrangements majeurs du géne MECP2, comprenant la délétion d’exons ou de genes
entiers, ne sont pas détectables par séquencage. Le PCR quantitatif (PCR temps réel) et la
MLPA [Laccone et al., 2004; Schollen et al., 2003] sont les approches techniques les plus
souvent utilisées actuellement pour les rechercher. Une approche par buvardage de type
Southern a précédemment été décrite, mais son application pour le diagnostic clinique est
restreinte en raison de plusieurs limitations techniques dont le temps requis pour effectuer
I'analyse et la quantité de matériel biologique nécessaire [Schollen et al., 2003; Yaron et al.,
2002; Bourdon et al., 2001].

Peu d’études de validité analytique de la MLPA pour MECP2 ont été repérées. Schollen et
ses collaborateurs [2003] ont rapporté une concordance de la sensibilité de détection par
comparaison avec une approche de Southern. Le tableau 5 mentionne une concordance
de 92 a 100 % entre les résultats obtenus par MLPA et PCR quantitatif (temps réel).

Tableau5 Concordance de la MLPA avec les autres approches majeures de détection de

réarrangements
Etude Cohorte | Critéres d’inclusion Nombre de Méthode de Concordance
mutations comparaison
détectées (%)
Schollen 3 RTT classique sans 3 Buvardage de 3/3
etal., mutations par type Southern
2003 séquencage PCR a grande
) portée (long
6 RTT atyplque sans 0 range PCR)
mutations par
séquengage
Ravn et 19 RTT classique sans 7 (15,6) PCR temps réel 7/7
al., 2005 mutations par
séquengage2
Hardwick 149 RTT sans mutations 13 (8,7) PCR temps réel 12/13
etal., par séquen<;age1 et PCR a grande La MLPA ayant
2007 portée (long détecté une
range PCR) délétion mais pas
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Etude Cohorte | Critéres d’inclusion Nombre de Méthode de Concordance
mutations comparaison
détectées (%)

le Q-PCR

Scala et 33 RTT classique sans 15 (45) PCR temps réel n.s
al., 2007 mutations par
séquen<;age1

31 RTT atypique sans 1(3)
mutations par
séquengage1

13 RTT-like sans 0
mutations par
séquen<;age1

La trousse de MLPA utilisée provient de MRC-Holland, Pays-Bas, a I’exception de celle utilisée dans I’étude de Schollen, 2003.
1. Critéres diagnostiques du Rett Syndrome Diagnostic Criteria Work Group [Hagberg et al., 2002].
2. Critéres diagnostiques d’un groupe d’experts internationaux [Kerr et al., 2001].

Le laboratoire du demandeur offre actuellement cette analyse qui a été validée grace a une
collaboration avec I’'Hopital d’Ottawa duquel il a obtenu une série de 10 échantillons
(comprenant 6 mutés). Le génotype de chacun des échantillons a été caractérisé par
séquencage et MLPA et il s’est révélé concordant. Depuis, le demandeur a réalisé

24 analyses d’échantillons provenant de patients.

Le laboratoire du demandeur participe actuellement aux épreuves biannuelles d’assurance
qualité externe pour les approches de séquencage général et de MLPA par I'intermédiaire
de I'épreuve de MLPA pour le géne de DMN du College of American Pathologists (CAP), et il
prévoit ajouter I'épreuve de MECP2.

5.4 Recommandations d’autres organismes

The American Academy of Pediatrics recommande la recherche de mutations dans le géne
MECP2 pour confirmer un RTT, particulierement lorsque le diagnostic est incertain
[Moeschler et Shevell, 2006].

The American Academy of Neurology et I’American College of Genetics and Genomics
recommandent plutot, respectivement, de considérer la recherche de mutations chez
toutes les filles présentant un retard développemental de modéré a sévére ou chez
I’ensemble des filles présentant un retard développemental sans spécification pour la
gravité mais qui ont subi une investigation diagnostique initiale n'ayant pas permis d’établir
I’étiologie génétique de la maladie [Schaefer et Mendelsohn, 2013; Michelson et al., 2011].

6 REPERCUSSIONS POSSIBLES DE L'INTRODUCTION DE L’ANALYSE

6.1 Effet sur les ressources matérielles et humaines : n’a pas été analysé.

6.2 Conséquences économiques de l'introduction de lI'analyse dans le systéme de
santé et de services sociaux québécois

Une partie des analyses est actuellement envoyée hors Québec pour un co(t supérieur a
celui de la valeur pondérée calculée par le demandeur. Il y aurait donc un avantage
économique a développer et a réaliser ces analyses au Québec.
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6.3

Principaux enjeux organisationnels, éthiques ou autres (social, juridique, politique)

N’ont pas été évalués.

EN BREF

7.1

7.2

7.3

7.4

Pertinence clinique

La présence de mutations dans le gene MECP2 est détectée dans environ 90 a 95 % des cas
de RTT classique et dans 58 a 76 % des cas de RTT atypiques. La présence de mutations
fournit une confirmation du diagnostic pour le RTT, particulierement dans les cas atypiques
chez qui la caractérisation clinique est parfois complexe [Neul et al., 2010; Hagberg et al.,
2002].

Validité clinique

Malgré une forte association entre le RTT et la mutation du gene MECP2, une faible
proportion d’individus ne satisfaisant pas aux criteres diagnostiques de RTT sont porteurs de
mutations. Ces observations ont mené au maintien du processus diagnostique basé sur
I’observation de caractéristiques cliniques. Toutefois, la présence de mutations dans MECP2
permet de confirmer le diagnostic, particulierement chez les cas atypiques complexes.

Validité analytique

Les deux approches utilisées par le demandeur permettent de détecter I'ensemble des
types de mutations décrites pour MECP2 dans les cas de RTT classique et atypique.

Le séquencage cyclique de type Sanger est considéré comme la méthode de référence pour
la détection de mutations ponctuelles et de délétions/insertions mineures.

La MLPA permet de repérer les délétions et duplications majeures décrites jusqu’a présent
dans le RTT. Sa sensibilité et sa spécificité s’apparentent a celles observées pour les
approches de PCR quantitatif.

Recommandations d’autres organismes

La recherche de mutations dans MECP2 a été recommandée par I’American Academy of
Pediatrics, I’American Academy of Neurology et I’American College of Genetics and
Genomics dans le but de confirmer un diagnostic de RTT ou pour déterminer |'étiologie
génétique d’un retard développemental.
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8 AVIS EN BREF DE L'INESSS
Séquencage de MECP2 dans le syndrome de Rett

Statut de la technologie diagnostique
Etablie
O innovatrice
O Expérimentale (pour la recherche uniquement)

O Remplacement de la technologie qui devient obsolete

Recommandation de 'INESSS

Avis de recommandation d’introduction conditionnelle a la présentation d’un
algorithme de sélection de patients (voir commentaires additionnels)

O Avis de refus d’introduction

O Avis de réévaluation

Recommandation additionnelle
O Lien a faire avec I'inscription de médicaments, si test compagnon
O Dpécision de production d’un guide d’usage optimal

O Production d’indicateurs dans le cas d’un besoin de vigilance

NOTE

Analyse pertinente d’un point de vue clinique. Les enfants naissent sans signe clinique, mais ils
éprouvent des problémes de développement pendant I’enfance. Le diagnostic du syndrome de
Rett permet le conseil génétique.

Possibilité de surutilisation si les criteres de diagnostic et de prescription de I'analyse ne sont pas
bien définis. Il sera important de s’assurer que le volume ne dépassera pas les prévisions
annuelles du demandeur.
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ANNEXE A

Résumé de la réaction de la MLPA

Séquence d’amorce Y ) )
Séquence d’amorce X

pour le PCR
) pour le PCR
\_ Séquence
séquence de remplissage
d’hybridation
Séquence
d’hybridation
X
1 Les 2 parties de la sonde
3 , s’hybrident a des séquences cibles
5 Y adjacentes sur une matrice d’ADN
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¥ ’ Y
3 Cible A 5 \
T ——
1 )
3 Cible B 5
X
2- 5 \'% Les 2 parties de la sonde sont

5 N4 liées par une ligase

3 TargetA 5
d 3 TargetB &

3- Les sondes formées a la suite de la ligation sont amplifiées par PCR avec une seule paire d’amorces.

Chaque produit d’amplification est
Y X Y X d’une longueur unique et spécifique

1
5 3 5 F
4- Les produits de PCR subissent une électrophorése sur capillaires permettant leur séparation et leur quantification.

Electrophérogramme de I'échantillon a tester
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Analyse des données par localisation génomique

Electrophérogramme de I'échantillon de référence
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L’échantillon testé est comparé a un échantillon de référence. Dans
cet exemple, les fleches indiquent une diminution relative de Le calcul des ratios de I'échantillon testé permet d’observer un
3 sondes. nombre de copies réduit pour trois sondes adjacentes.

Adapté de Schouten et al., 2002 et MLPA, http://www.mlpa.com.
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ANNEXE B

Criteres diagnostiques pour le syndrome de RETT (révisés par le
consortium international Rettsearch en 2010)

Requis pour Requis pour
un RTT classique (typique) un RTT atypique (variant)

1. Une période de régression neurologique 1. Une période de régression neurologique
suivie d’une récupération ou d'une suivie d’une récupération ou d'une
stabilisation* stabilisation*®

2. Tous les criteres principaux doivent étre 2. Un minimum de 2 critéres principaux doit
présents et les critéres d’exclusion respectés étre présents.

3. Lescriteres de soutien ne sont pas 3. Un minimum de 5 critéres de soutien doit
nécessaires mais souvent présents étre présents.

Critéres essentiels :

1. Perte partielle ou compléete de I'usage volontaire des mains

2. Perte partielle ou complete du langage acquis

3. Anomalie de la démarche — faculté affaiblie (dyspraxie) ou absence de la capacité
4. Mouvements de mains stéréotypiques : tordre/presser, frapper/taper,

automatismes de mise a la bouche, lavage et frottement
Critéres d’exclusion :

1. Blessure au cerveau consécutive a un traumatisme (période péri ou postnatale),
maladies métaboliques ou infection sévere entrainant des troubles
neurologiques

2. Développement psychomoteur séverement affecté dans les 6 premiers mois de vie

Critéres de soutien :

1- Troubles respiratoires pendant I'éveil
2- Bruxisme en période d'éveil

3- Troubles du sommeil

4- Tonus musculaire anormal

5- Troubles vasomoteurs périphériques
6- Scoliose / cyphose

7- Retard de croissance

8- Pieds et mains petits et froids

9- Rires et cris inappropriés

10- Réponse a la douleur diminuée

11- Intensité dans le regard « regard pointé »

* La recherche de mutations dans le géne MECP2 permet un diagnostic de RTT potentiel. Ce diagnostic pourra concerner des
patients de moins de 3 ans préalablement a la présentation de preuves claires de régression mais lorsqu'ils présentent certaines
caractéristiques cliniques suggestives de RTT. Ces patients devraient étre réévalués aux 6 a 12 mois pour rechercher des preuves de
régression. Si cette derniére se manifeste, le diagnostic peut étre modifié définitivement pour un RTT.

Adapté de Neul et al., 2010.
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ANNEXE C

Structure du gene MECP2 et de ses isoformes protéiques

106 130 224 328 493

~
/

73 162 206 310 486

MeCP2E1

ATG A\
Ep @

MECP2 gene

MeCP2E2

Tiré de Zachariah et Rastegar, 2012.

Légende :

MBD : domaine de liaison aux sites CpG méthylés.
ID : domaine intermédiaire.

TRD : domaine de répression transcriptionnelle. Ce domaine permet I'interaction avec des corépresseurs et des effecteurs : Sin3 et les
histones déacétylases HDAC1 and HDAC2.
CTD : domain carboxyterminal.
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SEQUENCAGE DU GENE SYNGAP1 DANS LA
DEFICIENCE INTELLECTUELLE NON SYNDROMIQUE
(REFERENCE - 2014.02.13)

Avis d’évaluation

1

2

INFORMATION GENERALE

11
1.2
13
1.4

Demandeur : CHU Sainte-Justine
Date de transmission de la demande d’examen au MSSS : 22 ao(t 2012
Date de réception de la demande a I'INESSS : 10 juillet 2014

Date de transmission de I’avis au ministre : 31 octobre 2014

Mise en garde

Le présent avis est fondé sur I'information scientifique et commerciale déposée par le
demandeur ainsi que sur une recherche documentaire complémentaire selon les
données disponibles au moment de I’évaluation de I'analyse par I'INESSS.

TECHNOLOGIE, SOCIETE ET LICENCE

2.1

2.2

2.3

24
2.5

Nom de la technologie
Séquencage de type Sanger avec résolution par électrophorése sur capillaires.
Description bréve de la technologie et précisions techniques et cliniques

Le séquengage des 19 exons et des sites d’épissage du gene SYNGAP1 permet de détecter la
présence de mutations associées a I'étiologie de la déficience intellectuelle non
syndromique (DINS).

Les régions d’intérét sont amplifiées par réaction de PCR a I'aide d’une trousse maison.
Apreés la purification du produit grace a la trousse ExoSAP-IT, une réaction de séquence
cyclique de type Sanger est effectuée (trousse Big DyeTerminator v3.1). Les produits de
réaction purifiés a I'aide de la trousse BigDye XTerminator sont alors séparés selon leur taille
par électrophorése sur capillaires et la séquence est résolue et analysée.

Société ou développeur

La réaction de PCR est réalisée a I'aide d’amorces maison et la réaction de séquencgage est
faite avec la trousse Big Dye Terminator v3.1 (Life Technologies).

Les trousses de purification du produit de PCR ExoSAP-IT sont fabriquées par USB et
distribuées par Affimetrix. La purification de la réaction de séquence est faite avec la trousse
XTerminator produite par Applied Biosystems (Life Technologies).

Licence : ne s’applique pas.

Brevet, le cas échéant : ne s’applique pas.
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2.6 Statut d’homologation (Santé Canada, FDA)

Les réactifs, trousses et appareillage utilisés dans le cadre de cette analyse n’ont pas fait
I’objet d’'une homologation de la part de Santé Canada ou de la FDA.

2.7 Valeur pondérée : 726,0

3 INDICATIONS CLINIQUES, MILIEUX DE PRATIQUE ET MODALITES
D’ADMINISTRATION

3.1 Patients ciblés

Les patients pédiatriques présentant une DINS pour laquelle I'étiologie n’a pu étre reconnue
représentent la clientéle principale. Toutefois, occasionnellement, I’analyse pourra étre
demandée pour des adultes et a I'occasion du diagnostic prénatal dans un contexte de
risque de mosaicisme gonadique.

Le modele de transmission devra étre compatible avec un mode autosomique dominant.
3.2 Description de la maladie visée

L'Organisation mondiale de la santé (OMS) définit la déficience intellectuelle (DI) comme
étant « la capacité sensiblement réduite de comprendre une information nouvelle ou
complexe, et d’apprendre et d’appliquer de nouvelles compétences (trouble de
I'intelligence). Il s’ensuit une aptitude diminuée a faire face a toute situation de maniere
indépendante (trouble du fonctionnement social), un phénomene qui commence avant

I’age adulte et exerce un effet durable sur le développement™*. »

La prévalence de la DI est évaluée entre 1 et 3 % de la population [Héron et Jacquette, 2009;
Shevell et al., 2003; Leonard et Wen, 2002]. Son impact au sein de la société est significatif
de par sa prévalence, 'importance des services de soutien nécessaires et les conséquences
sociales et émotionnelles sur les individus, leur famille et la société.

La DI est généralement classifiée en fonction de sa gravité, laquelle est évaluée par le
qguotient intellectuel (Ql) [Chiurazzi et Oostra, 2000; Battaglia et al., 1999]. Elle est
également classifiée en fonction de la présence (ou non) de caractéristiques
morphologiques ou métaboliques associées a un syndrome. Elle sera alors qualifiée
respectivement de déficience intellectuelle syndromique (DIS) ou non syndromique (DINS)
[Berryer et al., 2013].

L’étiologie de la DI peut étre environnementale ou génétique. Dans les pays développés, il
est estimé que la plupart des formes les plus graves de DI ont une origine monogénétique.
La cause de la DI demeure toutefois inconnue dans 55 % a 60 % des cas [Mefford et al.,
2012; Topper et al., 2011; Rauch et al., 2006]. Deux éléments principaux sont a l'origine de
cette problématique : d’une part, le nombre de genes contribuant a I'étiologie a été évalué
entre 450 et 1000 [Schuurs-Hoeijmakers et al., 2013; Van Bokhoven, 2011] et, d’autre part,
la DI est souvent sporadique et semble causée par des mutations de novo [De Ligt et al.,
2012]. De plus, certains genes associés a la DINS ont été mis en cause dans la DIS, la

114. Organisation mondiale de la santé (OMS), Bureau régional de I'Europe. Définition : les déficiences intellectuelles [site Web]. Disponible a :
http://www.euro.who.int/fr/health-topics/noncommunicable-diseases/mental-health/news/news/2010/15/childrens-right-to-family-
life/definition-intellectual-disability.
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3.3

34

3.5

schizophrénie, I'épilepsie et I'autisme, ce qui rend les études de concordance génotype-
phénotype difficiles et suggere I'intervention de genes modificateurs (épistatiques) et une
complexité génétique importante [Gilissen et al., 2014; O’Roak et al., 2012].

Nombre de patients visés

Le demandeur prévoit effectuer 25 analyses par année.
Spécialités médicales et autres professionnels concernés
Diagnostic moléculaire, génétique médicale, neurologie.
Modalités d’administration du test

Les patients présentant un retard intellectuel avec dysmorphies significatives, explicables ou
non par un syndrome connu, ne seront pas testés. De méme, un bilan de base (CGH -
comparative genomic hybridization, et syndrome de I'X-fragile, si pertinent) devrait avoir été
réalisé par le clinicien avant de demander le test.

CONTEXTE TECHNOLOGIQUE

4.1

4.2

4.3

Nature de la technologie diagnostique
Il s’agit d’une analyse unique.
Bréve description de la situation technologique actuelle

Le diagnostic et la recherche de |'étiologie de la DI comportent une investigation
diagnostique phénotypique et génétique. Plusieurs organismes et groupes d’experts ont
formulé des recommandations a ce sujet, dont I’American Academy of Pediatrics (AAP) et
I’American Academy of Neurology (AAN) [Héron et Jacquette, 2009; Moeschler et Shevell,
2006; Shevell et al., 2003]. La série de tests sélectionnée est souvent dépendante du
phénotype particulier de I'individu. Les analyses biomédicales, I'imagerie cérébrale,
I’électrophysiologie et des examens génétiques et métaboliques font partie des examens
diagnostiques demandés.

Les analyses de cytogénétique et de CGH permettent de diagnostiquer environ 30 a 35 %
des cas de DI [Flore et Milunsky, 2012; Cooper et al., 2011; Manning et Hudgins, 2010;
Miller et al., 2010; Hochstenbach et al., 2009; Rauch et al., 2006; Leonard et Wen, 2002]. Le
rendement associé a la recherche de mutations dans des genes ciblés est actuellement
d’environ 5 310 % [Willemsen et Kleefstra, 2014; Topper et al., 2011].

Le séquencage de genes ciblés est effectué en présence ou en I'absence de caractéristiques
particulieres comme la micro ou la macrocéphalie, I'autisme, la dysmorphie faciale ou les
convulsions. Toutefois, I'hétérogénéité génétique associée aux maladies rend rapidement
cette approche lourde et colteuse.

Le séquencage de SYNGAPI est actuellement offert par le demandeur et il est également
disponible a I'extérieur du Québec en séquencage de géne isolé ou sous la forme de panel
de génes parmi lesquels figurent SYNGAP1I.

Bréve description des avantages évoqués de la nouvelle technologie

Cette analyse s’ajoute au répertoire des génes candidats qui pourront étre analysés pour
déterminer I'étiologie de la DINS chez les individus atteints.
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4.4

Le demandeur rapporte une prévalence de mutations d’environ 3 % dans ce gene au sein de
la population atteinte de DINS.

Colit de la technologie et des options : n’a pas été évalué.

5 DONNEES PROBANTES

238

5.1

5.2

Pertinence clinique

5.1.1 Remplacement d’un autre test
Cette analyse ne remplace aucun test.

5.1.2 Valeur diagnostique ou pronostique

De fagon générale, la gestion de la DI nécessite un diagnostic et une intervention précoces
couplés a un acces aux soins de santé nécessaires pour traiter ou assurer un suivi préventif
ou de contrdle pour les comorbidités physiques et mentales associées [Einfeld et al., 2011;
Van Schrojenstein Lantman-de Valk et Walsh, 2008; Kwok et Cheung, 2007].

L'identification de I'étiologie de la DI permet de mettre fin a I'errance diagnostique dans son
ensemble. Elle permet aussi d’offrir une explication et un conseil génétique appropriés pour
I'individu affecté et sa famille [Willemsen et Kleefstra, 2014; Flore et Milunsky, 2012; De Ligt
et al., 2012; Romano, 2010; Stevenson et Carey, 2009; Moeschler et Shevell, 2006].

5.1.3 Valeur thérapeutique

L’association de mutations dans le gene de SYNGAP1 avec la DINS est relativement récente
et restreinte. Aucune thérapie ou aucun suivi particulier n’est offert aux individus atteints.

Validité clinique

TERME PRESENCE ABSENCE SANS OBIJET
Sensibilité X
Spécificité X
Valeur prédictive positive (VPP) X
Valeur prédictive négative (VPN) X
Rapport de vraisemblance (LR) X
Courbe ROC X
Exactitude X

Hamdan et ses collaborateurs [2009] ont initialement suggéré que des mutations dans le
géne SYNGAP1 seraient a I'origine de la DINS de modérée a sévere. Depuis, quelques études
ont considéré un réle de ce géne dans le cadre de certains troubles neurologiques
comportant une composante de DI tels que I'épilepsie et I'autisme. Le tableau 1 présente
toutes les études repérées qui rapportent des patients chez lesquels une mutation
potentiellement causale dans SYNGAP1 avait été détectée. Ces études, dans leur ensembile,
ont relevé jusqu’a présent 21 variants de novo chez 21 patients différents (annexe A). La
majorité de ces variants résultent en la production de protéines tronquées (19/21 variants).
Un mécanisme d’haploinsuffisance a été mis en avant pour expliquer la pathogénese
[Berryer et al., 2013].



Tableau 1 Etudes d’association génotype-phénotype entre SYNGAP1 et la DINS
ETUDE APPROCHE NOMBRE | CRITERES D’INCLUSION | NOMBRE % PHENOTYPE TYPE DE MUTATIONS DECRITES
TECHNIQUE |D’INDIVIDUS| DANS LA COHORTE |D’INDIVIDUS (NOMBRE) MUTATION
AVEC
MUTATION
Hamdan et |Sanger 94 DINS sporadique 3 3 |- DI modérée Non-sens p.K138X (c.412A>T)
al., 2009 Sans étiologie - Défaut du langage - Tronquante |R579X (c.1735C>T)
Sans dysmorphies - Epilepsie (2/3) p.L813RfsX23 (c.2438delT)
- Microcéphalie (1/3)
142 Autisme 0
143 Schizophrénie 0
190 Contrdles normaux 0 Aucune mutation tronquante
Vissers et | Exome 10 Dl sans étiologie 1 10 |- Dl légére a modérée Tronquante |p.V348AfsX70 (c.1043_1044del)
al., 2010 Sans antécédents - Epilepsie
familiaux
Hamdan et |Sanger 30 DINS 2 7 |- DI modérée a sévére Tronquante |p.Q893RfsX184 (c.2677delC)
al., 2011 - Défaut du langage p.K108VfsX25 (c.321_324del)
- Epilepsie (2/3)
- Troubles du
comportement
- Troubles de I'attention
(2/3)
- Microcéphalie (2/3)
30 DI + Autisme 1 3 Mutation €.2294+1G>A
d’un site
d’épissage
380 Témoins normaux Aucune mutation tronquante
Berryer et |Sanger et/ou 32 Epilepsie (22) 542 16 |-DI - Tronquante
al., 2013 Exome Autisme (3) - Dépression saisonniere | Faux-sens p.HI5PfsX5 (c283dupC)
Autisme + Epilepsie (1) (1/5) p.S738X (c.2212_2213del)
DINS (6) - Irritabilité, agressivité p.N729TfsX31 (c.2184delC)
(2/5) p-W362R (c.1084T>C)

- Troubles du sommeil

p.P562L (c.1685C>T)
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ETUDE APPROCHE NOMBRE | CRITERES D’INCLUSION | NOMBRE % PHENOTYPE TYPE DE MUTATIONS DECRITES
TECHNIQUE |D’INDIVIDUS| DANS LA COHORTE |D’INDIVIDUS (NOMBRE) MUTATION
AVEC
MUTATION
(2/5)
- Epilepsie (4/5)
- Autisme (1/5)
- Microcéphalie (2/5)
99 Controles normaux 0
danois
570 Controles normaux 0
Rauch et Exome 45 Dl sévere 2! 2 |ns - Tronquante | Thr878AspfsX60
al., 2012 Sans malformations Lys418ArgfsX54
Sans étiologie
60 Controles normaux Absence des variants observés
(20 enfants + leurs chez les individus atteints
parents)
1600 Exomes témoins
De Ligt et Exome 253 DI 1 - DI modérée a sévere Mutation c.510-1G>A
al., 2012; Sporadiques - Epilepsie d’un site
Willemsen Sans étiologie - Troubles du sommeil d’épissage
et Kleefstra, - Privés de l'usage de la
2014 parole
Carvill et Panel de 500 Encéphalopathies 53 1.0 |- DI modérée a sévere pThr267X
al., 2013 65 geénes par épileptiques - Epilepsie p.Argl43X
NGS - Autisme (4/5) p.Lys108ValfsX25
p.GIn702X
c.389-2A>T
Yangetal., |Exome 200 Trouble neurologique 1 0.5 (-DI Non-sens ns
2013 - Autisme

Abréviations : DI : déficience intellectuelle; DINS : déficience intellectuelle non syndromique; Ns : non spécifié; NGS : séquengage de nouvelle génération.
1. 4 des 5 cas venaient du CHU Sainte-Justine.
2. Une mutation avait été transmise par un « parent mosaique ».

3. 2 mutations ont été jugées causales (pThr267X et p.Arg143X) alors que 3 ont été jugées probablement causales (p.Lys108ValfsX25, p.GIn702X et c.389-2A > T).

4. Les variants n’ont pas été retrouvés dans les données du projet 1000 Genomes (179 génomes).
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Quelques études additionnelles rapportent des délétions importantes et des translocations
impliquant la région chromosomique dans laquelle se trouve SYNGAP1. De facon générale,
les patients affectés présentaient une DI associée a une forme d’épilepsie ou d’autisme et
certaines anomalies congénitales. Il est toutefois difficile d'établir une corrélation
phénotype-génotype, puisque la région immédiate de SYNGAP1 contient d’autres génes
ayant un réle présumé dans le systeme nerveux central [Writzl et Knegt, 2013; Klitten et al.,
2011; Zollino et al., 2011; Krepischi et al., 2010; Pinto et al., 2010].

Entre 30 et 70 % des individus souffrant d’'une DI présentent d’autres désordres
neurodéveloppementaux [Szymanski et King, 1999]. La DI, I'épilepsie et I'autisme sont des
diagnostics différents qui coexistent fréquemment et dont certaines caractéristiques
phénotypiques se recoupent. La DI est présente dans 67 % des cas d’autisme, et 28 % de la
population atteinte de DI satisfait aux critéres pour un diagnostic d’autisme (échelle ADI-R).
De méme, environ 25 % des cas d’épilepsie présentent une DI.

Il a été proposé que les maladies a traits génétiques complexes comme la DINS, I'autisme et
la schizophrénie présenteraient des mutations communes dans certains genes ou
posséderaient des voies communes affectées, partageant ainsi une certaine étiologie
[Fromer et al., 2014; McCarthy et al., 2014]. Il est donc parfois difficile de départager la
contribution génétique aux différentes conditions.

Les patients qui ont fait partie des diverses études rapportées dans le tableau 1
présentaient généralement un phénotype complexe associant a la déficience intellectuelle
I’épilepsie, I'autisme, la microcéphalie et I'ataxie. Un seul cas présentant uniquement une DI
a été observé (tableau 2). De plus, les DI observées étaient de légéres a graves selon
I'individu. L’absence de cas familiaux, le faible nombre de cas dans la littérature de méme
gue la présence d’une proportion significative de comorbidités rendent difficile la
corrélation génotype-phénotype.

Tableau2 Résumé de désordres neurodéveloppementaux coexistant chez les patients
porteurs de mutations dans SYNGAP1

DIAGNOSTICS PATIENTS AVEC COMMENTAIRES
MUTATIONS JUGEES
PATHOLOGIQUES

DI 3 Pour deux de ces patients, les
comorbidités ne sont pas spécifiées.

DI + épilepsie 10 2 résultats d’évaluation d’autisme non
rapportés

DI + autisme 3

DI + épilepsie + autisme 5

Nombre total de cas rapportés 21
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5.3 Validité analytique (ou technique)

PARAMETRE PRESENCE ABSENCE | SANS OBJET

Répétabilité X

Reproductibilité X

Sensibilité analytique

Spécificité analytique

Effet de matrice

Concordance

X | X | X | X | X

Corrélation entre test et comparateur

Le séquencage selon la méthode de Sanger est considéré comme la méthode de référence
(gold standard) de séquencage pour les applications cliniques [Rehm et al., 2013]. L’analyse
effectuée dans le laboratoire de diagnostic moléculaire du CHU Sainte-Justine consiste en
une amplification de ’ADN génomique du patient par réaction de PCR suivie du séquencage
bidirectionnel des 19 exons codants du gene SYNGAP1 et de leurs sites d’épissage.

Le séquencgage permettra de mettre en évidence d’éventuelles mutations dans la séquence
du gene SYNGAP1, qui pourraient étre responsables de la DINS.

La sensibilité de détection, évaluée entre 10 et 30 % [Querings et al., 2011; Tsiatis et al.,
2010], est suffisante pour le reséquencage et la détection de variants ponctuels
homozygotes ou hétérozygotes et la détection de petites délétions et insertions.

L’analyse actuellement offerte par le demandeur a subi une validation selon les
recommandations des organisations professionnelles internationales (CCMG, ABMG,
CMGS™).

La reproductibilité des résultats a été évaluée par des échanges de 11 échantillons, dont un
trio et un muté, avec le laboratoire du Dr Michaud au centre de recherche du CHU Sainte-
Justine. La signification et le role des variants associés a I'étiologie de la maladie sont
évalués selon les recommandations de 'ACMG®. Cette étape de I'analyse fait I'objet d’un
contrdle de qualité externe général biannuel offert par le CAP* et auquel les demandeurs
participent.

Un programme d’échange d’échantillons est également en voie d’étre établi entre le
laboratoire du Dr Michaud et le laboratoire clinique.

5.4 Recommandations d’autres organismes

Aucune recommandation sur I'exploration diagnostique du géne SYNGAP1 n’a été repérée.

115. CCMG : College canadien de généticiens médicaux; ABMG : American Board of Medical Genetics; CMGS : Clinical Molecular Genetics
Society.

116. ACMG : American College of Medical Genetics.

117. CAP : College of American Pathologists.
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6 REPERCUSSIONS POSSIBLES DE L'INTRODUCTION DE L’ANALYSE

6.1 Effet sur les ressources matérielles et humaines : n’a pas été analysé.
6.2 Conséquences économiques de l'introduction de lI'analyse dans le systéme de
santé et de services sociaux québécois

Cette analyse ne remplace aucune analyse. Elle représente donc un co(t additionnel pour le
systeme de santé concernant les analyses biomédicales.

6.3 Principaux enjeux organisationnels, éthiques ou autres (social, juridique, politique)
N’ont pas été analysés.

7 EN BREF

7.1 Pertinence clinique
L'établissement de I'étiologie génétique de la DINS permet de mettre fin a une exploration
diagnostique prolongée comportant de multiples examens. Les résultats obtenus a I'aide de
cette analyse pourraient également jouer un réle dans certaines décisions relatives a la
reproduction.

7.2 Validité clinique
L'association entre le géne SYNGAP1 et la DINS fait I'objet d’une littérature restreinte. Une
vingtaine de cas ont été rapportés au total jusqu’a présent dans des études de cohortes de
patients atteints de DI, d'autisme et d'épilepsie.
La corrélation génotype-phénotype est complexifiée par la présence de comorbidités et de
caractéristiques communes entre la DI, I'autisme et I'épilepsie. L'étude de patients
supplémentaires sera nécessaire pour raffiner la corrélation.

7.3 Validité analytique
Le séquengage de type Sanger constitue actuellement la méthode de référence pour les
applications cliniques.

7.4 Recommandations d’autres organismes

Aucune recommandation sur le séquencage du gene SYNGAP1 dans un contexte de DINS n’a
été repérée.
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AVIS EN BREF DE L'INESSS

Séquencage du gene SYNGAP1 dans la déficience intellectuelle
non syndromique

Statut de la technologie diagnostique
Etablie
O innovatrice
O Expérimentale (pour la recherche uniquement)

O Remplacement de la technologie qui devient obsolete

Recommandation de I'INESSS
O Avis de recommandation d’introduction (voir commentaires additionnels)
O Avis de refus d’introduction

Avis de réévaluation lorsque des données plus complétes sur I'utilité et la validité
cliniques seront disponibles

Recommandation additionnelle
O Lien a faire avec I'inscription de médicaments, si test compagnon
O Dpécision de production d’un guide d’usage optimal

O Production d’indicateurs dans le cas d’un besoin de vigilance

NOTE
Il s’agit d’une découverte trés récente qui explique la rareté des données cliniques.

L'intérét clinique est clair, mais les preuves de I'association entre le gene et la déficience
intellectuelle non syndromique sont encore insuffisantes.

On peut se demander pour quelle raison il est important d’offrir la recherche de mutations
dans ce géne comme test unique comparativement a son inclusion dans un panel de genes,
par exemple.

Un algorithme décisionnel basé sur les preuves scientifiques permettrait de mieux appuyer
I"utilité clinique.
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ANNEXE A

Les variants présumeés pathogéniques dans SYNGAP1

K418Rfs"54 - 2204410G=A

c.380-2A-T| Ps&2L L813Ris"22
H143°
Wae7" TB7BDIs"60

WaszR Q893Rfs"184
V348Afs*T0 S73g*
c.510-1G=A
K13sfs" N729Tf="31
K108Vfs*25 Qroz*
Ha9s5Pfs*s
m Domaine m Domaine m RASGAP m Superhélice

d’homologie Protéine kinase C (position («coiled coil»)
pleckstrine (position (263-362) 392-729) (position 1189-1262)

(position 150-251)

Adapté de Carvill et al., 2013.
Description de I’'ensemble des variants présumés pathogéniques a ce jour. Leur position par rapport aux domaines fonctionnels de la protéine
est illustrée.
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	6.3 Principaux enjeux organisationnels, éthiques ou autres (social, juridique, politique)

	7 En bref
	7.1 Pertinence clinique
	7.2 Validité clinique
	7.3 Validité analytique
	7.4 Recommandations d’autres organismes
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	Recherche de paréchovirus par RT-PCR quantitatif en temps réel
	Épidémiologie des cas d'infection à HPeV en présence de symptômes de méningite, encéphalite et sepsie

	DÉTECTION DE L’ANTIRÉCEPTEUR GLUTAMATE (NMDA) (RÉFÉRENCE – 2014.02.02)
	Avis d’évaluation

	1. Information générale
	1.1. Demandeur : CHU Sainte-Justine
	1.2. Date de transmission de la demande au MSSS : 1er mai 2014
	1.3. Date de réception de la demande à l’INESSS : 10 juillet 2014
	1.4. Date de transmission de l’avis au ministre : 31 octobre 2014

	2. Technologie, société et licence
	2.1 Nom de la technologie
	2.2 Description brève de la technologie et précisions techniques et cliniques
	2.3 Société ou développeur
	2.4 Licence : ne s’applique pas.
	2.5 Brevet : ne s’applique pas.
	2.6 Statut d’homologation (Santé Canada, FDA, autres pays)
	2.7 Valeur pondérée

	3. INDICATIONS CLINIQUES, MILIEU DE PRATIQUE ET MODALITÉS D’ADMINISTRATION
	3.1 Patients ciblés
	3.2 Description de la maladie visée
	3.3 Nombre de patients visés
	3.4 Spécialités médicales concernées (et autres professionnels, le cas échéant)
	3.5 Modalités d’administration du test

	4. Contexte technologique
	4.1 Nature de la technologie diagnostique
	4.2 Brève description de la situation technologique actuelle
	4.3 Brève description des avantages évoqués de la nouvelle technologie
	4.4 Coût de la technologie et des options : n’a pas été analysé.

	5. Données probantes
	5.1 Pertinence clinique
	5.1.1 Remplacement d’un autre test
	5.1.2 Valeur diagnostique et pronostique
	5.1.3 Valeur thérapeutique

	5.2 Validité clinique
	5.3 Validité analytique (ou technique)
	5.4 Recommandations d’autres organismes

	6. Répercussions possibles de l’introduction de l’analyse
	6.1 Effet sur les ressources matérielles et humaines
	N’a pas été analysé.
	6.2 Conséquences économiques d’une introduction dans le système de santé et de services sociaux québécois
	6.3 Principaux enjeux organisationnels, éthiques ou autres (social, juridique, politique)

	7. En bref
	7.1 Pertinence clinique
	7.2 Validité clinique
	7.3 Validité analytique
	7.4 Recommandation d’autres organismes

	8.  Avis en bref de l’INESSS
	Détection de l’antirécepteur glutamate (NMDA)

	ANALYSE MUTATIONNELLE DU DOMAINE KINASE DE LA PROTÉINE DE FUSION BCR-ABL (RÉFÉRENCE – 2014.02.002)
	Avis d’évaluation

	1. Information générale
	1.1. Demandeur : Hôpital Maisonneuve-Rosemont
	1.2. Date de transmission de la demande d’examen au MSSS : 22 avril 2014
	1.3. Date de réception des demandes à l’INESSS : 10 mai 2014
	1.4. Date de transmission de l’avis au ministre : 31 octobre 2014

	2. Technologie, société et licence
	2.1 Nom de la technologie
	2.2 Description brève de la technologie, précisions techniques et cliniques
	2.3 Société ou développeur
	2.4 Licence : ne s’applique pas.
	2.5 Brevet, le cas échéant : ne s’applique pas.
	2.6 Statut d’homologation (Santé Canada, FDA)
	2.7 Valeur pondérée : 129

	3. Indications cliniques, milieux de pratique et modalités d’administration
	3.1 Patients ciblés
	3.2 Description des maladies visées
	3.2.1 Leucémie myéloïde chronique (LMC)
	3.2.2 Leucémie lymphoblastique aigüe (LLA)

	3.3 Nombre de patients visés
	3.4 Spécialités médicales et autres professionnels concernés
	3.5 Modalités d’administration du test

	4. Contexte technologique
	4.1 Nature de la technologie diagnostique
	4.2 Brève description de la situation technologique actuelle
	4.3 Brève description des avantages évoqués de la nouvelle technologie
	4.4 Coût de la technologie et des options : n’a pas été analysé.

	5 Données probantes
	5.1 Pertinence clinique
	5.1.1 Remplacement d’un autre test : ne s’applique pas.
	5.1.2 Valeur diagnostique ou pronostique
	5.1.3 Valeur thérapeutique

	5.2 Validité clinique
	5.3 Validité analytique (ou technique)
	5.4 Recommandations d’autres organismes

	6 Répercussions possibles de l’introduction de l’analyse
	6.1 Effet sur les ressources matérielles et humaines
	6.2 Conséquences économiques de l'introduction de l'analyse dans le système de santé et de services sociaux québécois
	6.3 Principaux enjeux organisationnels, éthiques ou autres (sociaux, juridiques, politiques)

	7 En bref
	7.1 Pertinence clinique
	7.2 Validité clinique
	7.3 Validité analytique
	7.4 Recommandations d’autres organismes

	8 Avis en bref de l’INESSS
	Analyse mutationnelle du domaine kinase de la protéine de fusion BCR-ABL
	Inhibiteurs de la tyrosine kinase couramment utilisés dans le traitement de la LMC et de la LLA : liste de médicaments couverts par la RAMQ et indications reconnues

	DOSAGE DE LA 3-MÉTHOXYTYRAMINE PLASMATIQUE PAR LC-MS/MS (RÉFÉRENCE - 2014.02.03)
	Avis d’évaluation

	1 Information générale
	1.1 Demandeur : CHUM – Hôpital Saint-Luc
	1.2 Date de transmission de la demande au MSSS : 16 janvier 2014
	1.3 Date de réception de la demande à l’INESSS : 10 juin 2014
	1.4 Date de transmission de l’avis au ministre : 31 octobre 2014

	2 Technologie, société et licence
	2.1 Nom de la technologie
	2.2 Description brève de la technologie et précisions techniques et cliniques
	2.3 Société ou développeur
	2.4 Licence : ne s’applique pas.
	2.5 Brevet : ne s’applique pas.
	2.6 Statut d’homologation (Santé Canada, FDA)
	2.7 Valeur pondérée : 126,94

	3 INDICATIONS CLINIQUES, MILIEU DE PRATIQUE ET MODALITÉS D’ADMINISTRATION
	3.1 Patients ciblés
	3.2 Description des maladies visées
	3.3 Nombre de patients visés
	3.4 Spécialités médicales concernées (et autres professionnels, le cas échéant)
	3.5 Modalités d’administration du test

	4 Contexte technologique
	4.1 Nature de la technologie diagnostique
	4.2 Brève description de la situation technologique actuelle
	4.3 Brève description des avantages évoqués de la nouvelle technologie
	4.4 Coût de la technologie et des options : n’a pas été analysé.

	5 Données probantes
	5.1 Pertinence clinique
	5.1.1 Remplacement d’un autre test
	5.1.2 Valeur diagnostique ou pronostique
	5.1.3 Valeur thérapeutique : ne s’applique pas.

	5.2 Validité clinique
	5.3 Validité analytique (ou technique)
	5.4 Recommandations d’autres organismes

	6 Répercussions possibles de l’introduction de l’analyse
	6.1 Effets sur les ressources matérielles et humaines
	6.2 Conséquences économiques d’une introduction dans le système de santé et de services sociaux québécois
	6.3 Principaux enjeux organisationnels, éthiques ou autres (social, juridique, politique)

	7 En bref
	7.1 Pertinence clinique
	7.2 Validité clinique
	7.3 Validité analytique
	7.4 Recommandation d’autres organismes

	8  Avis en bref de l’INESSS
	Dosage de la 3-méthoxytyramine plasmatique par LC-MS/MS

	RECHERCHE DE MUTATIONS CIBLÉES DANS LES TUMEURS CÉRÉBRALES PÉDIATRIQUES (K27M ET G34V/R DANS H3.3, K27M DANS H3.1 ET V600E DANS BRAF) (RÉFÉRENCE – 2014.02. 04)
	Avis d’évaluation
	1.1. Demandeur : CHU Sainte-Justine
	1.2. Date de transmission de la demande d’examen au MSSS : 21 janvier 2014 (modification reçue le 1er mai 2014)
	1.3. Date de réception de la demande à l’INESSS : 9 juin 2014
	1.4. Date de transmission de l’avis au ministre : 31 octobre 2014

	2 Technologie, société et licence
	2.1 Nom de la technologie
	2.2 Description brève de la technologie et précisions techniques et cliniques
	2.3 Société ou développeur : protocole fourni par le demandeur.
	2.4 Licence : ne s’applique pas.
	2.5 Brevet, le cas échéant : ne s’applique pas.
	2.6 Statut d’homologation (Santé Canada, FDA) : ne s’applique pas.
	2.7 Valeur pondérée : 196,27

	3 Indications cliniques, milieux de pratique et modalités d’administration
	3.1 Patients ciblés
	3.2 Description de la maladie visée
	3.3 Nombre de patients visés : 20 patients par année.
	3.4 Spécialités médicales et autres professionnels concernés
	3.5 Modalités d’administration du test

	4 Contexte technologique
	4.1 Nature de la technologie diagnostique : complémentaire
	4.2 Brève description de la situation technologique actuelle
	4.3 Brève description des avantages évoqués de la nouvelle technologie
	4.4 Coût de la technologie et des options : n’a pas été évalué.

	5 Données probantes
	5.1 Pertinence et validité clinique
	5.1.1 Remplacement d’un autre test : non
	5.1.2 Valeur diagnostique et pronostique
	5.1.3 Valeur thérapeutique

	5.2 Validité clinique
	5.3 Validité analytique (ou technique)
	5.4 Recommandations d’autres organismes

	6.  Répercussions possibles de l’introduction de l’analyse
	6.1 Effet sur les ressources matérielles et humaines
	6.2 Conséquences économiques de l'introduction de l'analyse dans le système de santé et de services sociaux québécois
	6.3 Principaux enjeux organisationnels, éthiques ou autres (social, juridique, politique)

	7 En bref
	7.1 Pertinence clinique
	7.2 Validité clinique
	7.3 Validité analytique
	7.4 Recommandations d’autres organismes : n’ont pas été repérées.

	8  Avis en bref de l’INESSS
	Recherche de mutations ciblées dans les tumeurs cérébrales pédiatriques (k27M et G34V/R dans H3.3, K27M dans H3.1 et V600E dans BRAF)
	Algorithme diagnostic

	DOSAGE DU LINÉZOLIDE PAR CHROMATOGRAPHIE LIQUIDE À HAUTE PERFORMANCE (HPLC-DAD) (RÉFÉRENCE – 2014.02.06)
	Avis d’évaluation

	1. Information générale
	1.1. Demandeur : CHU Sainte-Justine
	1.2. Date de transmission de la demande d’examen au MSSS : 25 avril 2013
	1.3. Date de réception de la demande à l’INESSS : 10 juillet 2014
	1.4. Date de transmission de l’avis au ministre : 31 octobre 2014

	2. Technologie, société et licence
	2.1 Nom de la technologie
	2.2 Description brève de la technologie et précisions techniques et cliniques
	2.3 Société ou développeur : méthode maison
	2.4 Licence : ne s’applique pas.
	2.5 Brevet, le cas échéant : ne s’applique pas.
	2.6 Statut d’homologation (Santé Canada, FDA) : ne s’applique pas.
	2.7 Valeur pondérée : 72,52

	3 Indications cliniques, milieux de pratique et modalités d’administration
	3.1 Patients ciblés
	3.2 Description de la maladie visée
	3.3 Nombre de patients visés
	3.4 Spécialités médicales et autres professionnels concernés
	3.5 Modalités d’administration du test

	4.  Contexte technologique
	4.1 Nature de la technologie diagnostique
	4.2 Brève description de la situation technologique actuelle
	4.3 Brève description des avantages évoqués de la nouvelle technologie
	4.4 Coût de la technologie et des options : n’a pas été analysé.

	5 Données probantes
	5.1 Pertinence clinique
	5.1.1 Remplacement d’un autre test : cette analyse ne remplace aucun autre test.
	5.1.2 Valeur diagnostique ou pronostique : ne s’applique pas.
	5.1.3 Valeur thérapeutique

	5.2 Validité clinique : aucune étude d’évaluation de la validité clinique n’été repérée.
	5.3 Validité analytique (ou technique)
	5.1 Recommandations d’autres organismes

	6. Répercussions possibles de l’introduction de l’analyse
	6.1 Effet sur les ressources matérielles et humaines
	6.2 Conséquences économiques de l'introduction de l'analyse dans le système de santé et de services sociaux québécois
	6.3 Principaux enjeux organisationnels, éthiques ou autres (social, juridique, politique)

	7. En bref
	7.1 Pertinence clinique
	7.2 Validité clinique : aucune donnée relative à la validité clinique n’a été repérée.
	7.3 Validité analytique

	8.  AVIS EN BREF DE L’INESSS
	Dosage du linézolide par chromatographie liquide à haute performance couplée à un détecteur à barrette de diodes (HPLC)

	PANEL LEUCÉMIE PRÉDISPOSITION FAMILIALE : SÉQUENÇAGE DES GÈNES RUNX1 (AML1), PAX5 ET TP53 (RÉFÉRENCE – 2014.02.07)
	Avis d’évaluation

	1. Information générale
	1.1. Demandeur : CHU Sainte-Justine
	1.2. Date de transmission de la demande d’examen au MSSS : 21 janvier 2014
	1.3. Date de réception de la demande à l’INESSS : 9 juin 2014
	1.4. Date de transmission de l’avis au ministre : 31 octobre 2014

	2. Technologie, société et licence
	2.1 Nom de la technologie
	2.2 Description brève de la technologie et précisions techniques et cliniques
	2.3 Société ou développeur : protocole fourni par le demandeur
	2.4 Licence : ne s’applique pas.
	2.5 Brevet, le cas échéant : ne s’applique pas.
	2.6 Statut d’homologation (Santé Canada, FDA) : ne s’applique pas.
	2.7 Valeurs pondérées : PAX5 et TP53 : 865,79; AML1 (RUNX1): 501,53

	3.  Indications cliniques, milieux de pratique et modalités d’administration
	3.1  Patients ciblés
	3.2  Description des maladies visées

	4.  Contexte technologique
	4.1 Nature de la technologie diagnostique : unique
	4.2 Brève description de la situation technologique actuelle
	4.3 Brève description des avantages évoqués de la nouvelle technologie
	4.4 Coût de la technologie et des options : n’a pas été évalué.

	5. Données probantes
	5.1 Pertinence clinique
	5.1.1 Remplacement d’un autre test : non.
	5.1.2 Valeur diagnostique ou pronostique
	5.1.3 Valeur thérapeutique : ces données sont incluses dans les sections précédentes.

	5.2 Validité clinique
	5.3 Validité analytique (ou technique)
	5.4 Recommandations d’autres organismes

	6. Répercussions possibles de l’introduction de l’analyse
	6.1 Effet sur les ressources matérielles et humaines
	6.2 Conséquences économiques de l'introduction de l'analyse dans le système de santé et de services sociaux québécois
	6.3 Principaux enjeux organisationnels, éthiques ou autres (social, juridique, politique)

	7.  En bref
	7.1 Pertinence clinique
	7.2 Validité clinique
	7.3 Validité analytique
	7.4 Recommandations d’autres organismes

	8. Avis en bref de l’INESSS
	Panel leucémie prédisposition familiale : séquençage des gènes RUNX1 (AML1), PAX5 et TP53
	Prédispositions héréditaires aux leucémies pédiatriques
	Valeur pronostique des principales anomalies génétiques trouvées dans les cas de leucémie lymphoblastique aigüe de l’enfant

	ANALYSE DE L’ADN MITOCHONDRIAL ET DES COMPLEXES DE LA CHAÎNE RESPIRATOIRE MITOCHONDRIALE (RÉFÉRENCE – 2014.02.09)
	Avis d’évaluation

	1. Information générale
	1.1. Demandeur : CHU Sainte-Justine
	1.2. Dates de transmission des demandes d’examen au MSSS : 12 décembre 2013 et 14 janvier 2014
	1.3. Date de réception des demandes à l’INESSS : 10 juillet 2014
	1.4. Date de transmission de l’avis au ministre : 31 octobre 2014

	2. Technologie, société et licence
	2.1 Nom des technologies
	2.2 Description brève des technologies et précisions techniques et cliniques
	2.3 Société ou développeur : protocoles fournis par le demandeur
	2.4 Licence : ne s’applique pas.
	2.5 Brevet, le cas échéant : ne s’applique pas.
	2.6 Statut d’homologation (Santé Canada, FDA)
	2.7 Valeurs pondérées

	3. Indications cliniques, milieux de pratique et modalités d’administration
	3.1 Patients ciblés
	3.2 Description des maladies visées
	3.3 Nombre de patients visés
	3.4 Spécialités médicales et autres professionnels concernés
	3.5 Modalités d’administration des tests

	4.  Contexte technologique
	4.1 Nature de la technologie diagnostique
	4.2 Brève description de la situation technologique actuelle
	4.3 Brève description des avantages évoqués des nouvelles technologies
	4.4 Coût de la technologie et des options : information non disponible.

	5. Données probantes
	5.1 Pertinence clinique
	5.1.1 Remplacement d’un autre test
	5.1.2 Valeur diagnostique ou pronostique

	5.2 Validité clinique
	5.3 Validité analytique (ou technique)
	5.4 Recommandations d’autres organismes

	6. Répercussions possibles de l’introduction de l’analyse
	6.1 Effets sur les ressources matérielles et humaines : n’ont pas été évalués.
	6.2 Conséquences économiques de l'introduction de l'analyse dans le système de santé et de services sociaux québécois
	6.3 Principaux enjeux organisationnels, éthiques ou autres (social, juridique, politique)

	7. En bref
	7.1 Pertinence clinique
	7.2 Validité clinique
	7.3 Validité analytique
	7.4 Recommandations d’autres organismes

	8. Avis en bref de l’INESSS
	Analyse de l’ADN mitochondrial et des complexes de la chaîne respiratoire mitochondriale
	Algorithmes
	Stratégie diagnostique des maladies mitochondriales
	Algorithme d’analyse génétique des maladies mitochondriales

	DOSAGE DU FACTEUR DE CROISSANCE DES FIBROBLASTES 23 (FGF-23) (RÉFÉRENCE – 2014.02.11)
	Avis d’évaluation

	1. Information générale
	1.1 Demandeur : CHUM – Hôpital Saint-Luc
	1.2 Date de transmission de la demande d’examen au MSSS : 30 mai 2014
	1.3 Date de réception de la demande à l’INESSS : 10 juillet 2014
	1.4 Date de transmission de l’avis au ministre : 31 octobre 2014

	2. Technologie, société et licence
	2.1 Nom de la technologie : ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)
	2.2 Description brève de la technologie et précisions techniques et cliniques
	2.3 Société ou développeur
	2.4 Licence : ne s’applique pas.
	2.5 Brevet, le cas échéant
	2.6 Statut d’homologation (Santé Canada, FDA)
	2.7 Valeur pondérée : 100,45

	3.  Indications cliniques, milieux de pratique et modalités d’administration
	3.1 Patients ciblés
	3.2 Description de la maladie visée
	3.3 Nombre de patients visés
	3.4 Spécialités médicales et autres professionnels concernés
	3.5 Modalités d’administration du test

	4. Contexte technologique
	4.1 Nature de la technologie diagnostique
	4.2 Brève description de la situation technologique actuelle
	4.3 Brève description des avantages évoqués de la nouvelle technologie
	4.4 Coût de la technologie et des options : n’a pas été analysé.

	5.  Données probantes
	5.1 Pertinence clinique
	5.1.1 Remplacement d’un autre test : aucun.
	5.1.2 Valeur diagnostique ou pronostique
	5.1.3 Valeur thérapeutique

	5.2 Validité clinique
	5.3 Validité analytique (ou technique)
	5.4 Recommandations d’autres organismes : Aucune recommandation n’a été répertoriée.

	6. Répercussions possibles de l’introduction de l’analyse
	6.1 Effet sur les ressources matérielles et humaines
	6.2 Conséquences économiques de l'introduction de l'analyse dans le système de santé et de services sociaux québécois
	6.3 Principaux enjeux organisationnels, éthiques ou autres (social, juridique, politique)

	7. En bref
	7.1 Pertinence clinique
	7.2 Validité clinique
	7.3 Validité analytique
	7.4 Recommandations d’autres organismes : aucune recommandation n’a été répertoriée.

	8. Avis en bref de l’INESSS
	Dosage du facteur de croissance des fibroblastes 23 (FGF 23)

	SÉQUENÇAGE DE MECP2 DANS LE SYNDROME DE RETT (RÉFÉRENCE – 2014.02.12)
	Avis d’évaluation

	1. Information générale
	1.1 Demandeur : CHU Sainte-Justine
	1.2 Date de transmission de la demande d’examen au MSSS : 15 juillet 2013
	1.3 Date de réception de la demande à l’INESSS : 10 juillet 2014
	1.4 Date de transmission de l’avis au ministre : 31 octobre 2014

	2. Technologie, société et licence
	2.1 Nom de la technologie
	2.2 Description brève de la technologie et précisions techniques et cliniques
	2.3 Société ou développeur
	2.4 Licence : ne s’applique pas.
	2.5 Brevet, le cas échéant : ne s’applique pas.
	2.6 Statut d’homologation (Santé Canada, FDA)
	2.7 Valeur pondérée : 481,81

	3. Indications cliniques, milieux de pratique et modalités d’administration
	3.1 Patients ciblés
	3.2 Description de la maladie visée
	3.3 Nombre de patients visés
	3.4 Spécialités médicales et autres professionnels concernés
	3.5 Modalités d’administration du test

	4. Contexte technologique
	4.1 Nature de la technologie diagnostique : unique.
	4.2 Brève description de la situation technologique actuelle
	4.3 Brève description des avantages évoqués de la nouvelle technologie
	4.4 Coûts de la technologie et des options : n’ont pas été évalués.

	5 Données probantes
	5.1 Pertinence clinique
	5.1.1 Remplacement d’un autre test : cette analyse ne remplace aucun autre test.
	5.1.2 Valeur diagnostique ou pronostique
	5.1.3 Valeur thérapeutique

	5.2 Validité clinique
	5.2.1 Association de MECP2 au RTT
	5.2.2 Prévalence de mutation de MECP2 dans le RTT
	5.2.3 Corrélation génotype-phénotype
	5.2.4 Autres associations génétiques

	5.3 Validité analytique (ou technique)
	5.3.1 Séquençage de type Sanger
	5.3.2 MLPA

	5.4 Recommandations d’autres organismes

	6 Répercussions possibles de l’introduction de l’analyse
	6.1 Effet sur les ressources matérielles et humaines : n’a pas été analysé.
	6.2 Conséquences économiques de l'introduction de l'analyse dans le système de santé et de services sociaux québécois
	6.3 Principaux enjeux organisationnels, éthiques ou autres (social, juridique, politique)

	7 En bref
	7.1 Pertinence clinique
	7.2 Validité clinique
	7.3 Validité analytique
	7.4 Recommandations d’autres organismes

	8 Avis en bref de l’INESSS
	Séquençage de MECP2 dans le syndrome de Rett
	Résumé de la réaction de la MLPA
	Annexe B
	Critères diagnostiques pour le syndrome de RETT (révisés par le consortium international Rettsearch en 2010)
	Structure du gène MECP2 et de ses isoformes protéiques

	SÉQUENÇAGE DU GÈNE SYNGAP1 DANS LA DÉFICIENCE INTELLECTUELLE NON SYNDROMIQUE (RÉFÉRENCE – 2014.02.13)
	Avis d’évaluation

	1 Information générale
	1.1 Demandeur : CHU Sainte-Justine
	1.2 Date de transmission de la demande d’examen au MSSS : 22 août 2012
	1.3 Date de réception de la demande à l’INESSS : 10 juillet 2014
	1.4 Date de transmission de l’avis au ministre : 31 octobre 2014

	2 Technologie, société et licence
	2.1 Nom de la technologie
	2.2 Description brève de la technologie et précisions techniques et cliniques
	2.3 Société ou développeur
	2.4 Licence : ne s’applique pas.
	2.5 Brevet, le cas échéant : ne s’applique pas.
	2.6 Statut d’homologation (Santé Canada, FDA)
	2.7 Valeur pondérée : 726,0

	3 Indications cliniques, milieux de pratique et modalités d’administration
	3.1 Patients ciblés
	3.2 Description de la maladie visée
	3.3 Nombre de patients visés
	3.4 Spécialités médicales et autres professionnels concernés
	3.5 Modalités d’administration du test

	4 Contexte technologique
	4.1 Nature de la technologie diagnostique
	4.2 Brève description de la situation technologique actuelle
	4.3 Brève description des avantages évoqués de la nouvelle technologie
	4.4 Coût de la technologie et des options : n’a pas été évalué.

	5 Données probantes
	5.1 Pertinence clinique
	5.1.1 Remplacement d’un autre test
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