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Mise en garde

Le présent avis est fondé sur I'information 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.

Conflit d’intéréts

Le D" David S. Rosenblatt et le D" Francois Rousseau n’ont pas participé aux délibérations
et se sont retirés au moment de formuler la recommandation. Le D" Jean-Luc Dionne,
consulté a titre d’expert externe aux fins de la validation de cet avis, déclare avoir été
rémunéré en 2015 par Amgen Inc. a titre de conférencier invité.

Lecture externe et accompagnement scientifique

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

Aux fins de la validation de cet avis, les experts consultés sont :

e D" Benoit Samson, hématologue et oncologue médical a I’'Hdpital Charles LeMoyne
et membre du Comité de I"évolution des pratiques en oncologie (CEPO) de
I"INESSS

e D' Jean-Luc Dionne, hémato-oncologue a I’'Hépital Maisonneuve-Rosemont.

2 ANALYSE ET TECHNIQUE EVALUEE

2.1 Nom de I'analyse

Recherche de mutations ciblées dans les exons 2, 3 et 4 du gene NRAS par test
d’amplification des acides nucléiques (TAAN) en temps réel a I'aide de sondes
TagMan™¢




2.2 Description bréve de I’analyse et précisions techniques et cliniques

Le demandeur utilise la trousse NRAS Mutation Analysis Kit de la compagnie
EntroGen, Inc. (Tarzana, CA, E.-U.). La trousse contient les amorces et les sondes
TagMan"'“ nécessaires a 'amplification en chaine par polymérase (ou PCR) et a la
détection spécifique de chacune des mutations ciblées (exon 2 du géne NRAS : G12D,
G12C, G12S, G13R, et G13V; exon 3 du gene NRAS : Q61H, Q61L, Q61K et Q61R; exon
4 du géne NRAS : A146T).

La quantité totale d’ADN nécessaire a 'amplification est vérifiée en incluant des
amorces pour amplifier un gene témoin, la 2 microglobuline. La détection des
séquences amplifiées contenant une mutation repose sur I’hydrolyse de sondes
fluorescentes (TagMan"'). Chaque sonde contient un fluorophore (FAM™ ou VICY)
a I'extrémité 5’. L’autre extrémité est marquée par une molécule qui masque la
fluorescence par le principe FRET, sigle de I'anglais fluorescence resonance energy
transfer'. Pendant I'amplification PCR, au moment de I'élongation des amorces, si
I’ADN polymérase rencontre une sonde TagMan"' parfaitement hybridée en aval,
celle-ci sera hydrolysée. Par contre, si I’"hybridation n’est pas parfaite, la sonde sera
déplacée et donc, conservée intacte [Livak, 1999]. L’hydrolyse de la sonde génere
une fluorescence qui s’intensifie d'un cycle de PCR a I'autre, mesurable en temps réel
[De Kok et al., 2002] (voir le schéma illustré dans I'annexe A du présent avis). Les
sondes NRAS sont marquées avec un fluorophore FAM™C, alors que la sonde témoin
B2 microglobuline est marquée avec un fluorophore VICY. Le signal du VICY® devrait
étre détecté dans tous les échantillons, alors que celui du FAMMC devrait étre détecté
uniquement dans les échantillons contenant une mutation dans le géne NRAS.

2.3 Modalités d’administration du test

Les échantillons de tumeurs colorectales sur lesquels les analyses moléculaires des
génes RAS peuvent étre réalisées proviennent d’une biopsie ou d’une résection
chirurgicale. Les échantillons tumoraux enrobés de paraffine sont acheminés au
Centre de pathologie moléculaire de I'Hopital général juif (HGJ) de Montréal. Une
coupe du bloc est montée sur une lame, colorée et examinée par un
anatomopathologiste qui estimera le pourcentage de cellules tumorales dans
I’échantillon. L'anatomopathologiste marque la partie contenant les cellules malignes
sur la lame colorée. L’ADN est ensuite extrait de la coupe et la PCR est effectuée.

2.4 Société ou concepteur
EntroGen, Inc. (Tarzana, CA, E.-U.).
2.5 Statut d’homologation (Santé Canada, FDA)
e (Canada : recherche seulement

e Etats-Unis : recherche seulement

! Le principe du FRET repose sur la proximité physique entre un fluorophore rapporteur et une molécule qui masque la fluorescence
(désactiveur) sur la sonde intacte.
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e Union européenne : diagnostic (CE-IVD)? et recherche

2.6 Valeur pondérée : 201,50

3 CONTEXTE
3.1 Patients ciblés

Les patients atteints de cancer colorectal métastatique (CCRm) chez lesquels un
traitement anti-EGFR® est envisagé, soit Erbitux"'® (cétuximab) ou Vectibix"
(panitumumab)

3.2 Description de la maladie visée

Les plus récentes statistiques montrent que le cancer colorectal (CCR) est le
deuxieme cancer le plus fréquemment diagnostiqué chez les hommes et le troisieme
chez les femmes au Canada. De méme, on estimait qu’au Québec, en 2015, le
nombre de nouveaux cas de CCR était de 3 700 chez les hommes et de 2 900 chez les
femmes, soit respectivement 14,9 % et 11,5 % de tous les nouveaux cas de cancers
diagnostiqués. Le CCR figure également parmi les cancers les plus mortels en nombre
absolu; on estime qu’en 2015, 2 450 personnes sont mortes par CCR au Québec, soit
I’équivalent d’environ 12 % de tous les déces par cancer dans la méme période [SCC,
2015].

Au moment du diagnostic, environ 25 % des patients présentent d’emblée une
maladie métastatique, tandis que 50 % des patients bénéficiant d’une chirurgie a
visée curative développeront des métastases a distance [CEPO, 2011; Sasson et
Sigurdson, 2002]. La résection chirurgicale de la tumeur primaire ainsi que des
métastases hépatiques, lorsque possible, représente une composante du traitement
du CCRm. Le 5-fluorouracil et la leucovorine en adjuvant, combinés a I'irinotécan
(FOLFIRI) ou a I'oxaliplatine (FOLFOX), font partie du traitement standard a visée
palliative du CCRm non résécable ou récidivant [CEPO, 2011; De Gramont et al.,
2000; Cunningham et Glimelius, 1999].

L'EGFR est surexprimé dans 60 % a 80 % des carcinomes colorectaux, faisant de la
voie de I'EGF une cible thérapeutique de choix [Field et Lipton, 2007]. Cette
surexpression est entre autres responsable de |’activation du cycle cellulaire, de
I’envahissement tumoral et de la stimulation de I'angiogénese [CEPO, 2011,
Mendelsohn et Baselga, 2000]. Le cétuximab (Erbitux"', ImClone LLC) et le
panitumumab (Vectibix“', Amgen Inc.) ont été congus pour inactiver la voie de I'EGF.
Le cétuximab est un anticorps monoclonal chimérique murin et humain qui se lie de
facon spécifique au récepteur de type 1 du EGF humain, désigné par HER1 (sigle de
I"anglais human epidermal growth factor receptor 1), inhibant la cascade tyrosine
kinase afin d’induire I'arrét de la croissance cellulaire et I'apoptose [Saridaki et al.,
2010]. Le panitumumab est un anticorps monoclonal recombinant, entierement

’Le marquage CE (CE-1VD) indique qu'un dispositif de diagnostic in vitro est conforme a la Directive européenne 98/79/CE relative
aux dispositifs médicaux de diagnostic in vitro et qu'il peut étre commercialisé et distribué légalement dans I'Union européenne
(UE).

* EGFR : Récepteur du facteur de croissance épidermique (epidermal growth factor receptor). EGFR est un récepteur a tyrosine
kinase nécessaire a la croissance et la différenciation cellulaire. L'EGFR est un proto-oncogene, c’est pourquoi il est la cible de
thérapies anticancéreuses.



humain, dont le mode d’action est le méme que celui du cétuximab [Keating, 2010].
Malgré une amélioration marquée de I'arsenal chimiothérapeutique, le taux de
survie a 5 ans demeure faible (13 %) chez les patients atteints d’'un CCRm [ACS,
2015].

3.3 Nombre prévu d’analyses et de patients visés

Le demandeur estime a 500 le nombre prévu d’analyses, par année, dans la
population desservie par I’'HGJ. En ce qui concerne le nombre prévu d’analyses dans
la population du Québec au cours de chacune des trois prochaines années, le
demandeur I'estime a 2 079. Ce nombre est calculé a partir des statistiques de 2015
sur le cancer colorectal au Québec, soit 6 600 nouveaux cas par année.

3.4 Spécialités médicales concernées
L'anatomopathologie (biologie moléculaire) et 'hémato-oncologie sont concernées.
3.5 Bréve description de la situation actuelle

Selon les études, I'analyse du profil d’'un marqueur moléculaire peut s’effectuer de
différentes facons. Concernant la recherche de mutations somatiques dans les génes
RAS, la PCR ciblée suivie d’'un séquencage de type Sanger ou d’un pyroséquencage
sont des techniques fréquemment utilisées. Les experts consultés sont d’avis que
dans un proche avenir, le séquengage de nouvelle génération (SNG) permettra
d’effectuer, dans le contexte du cancer du cblon, 'ensemble des analyses dans les
génes RAS et BRAF.

Indications et contre-indications des anti-EGFR

Selon la liste des médicaments disponibles en établissement* (mise a jour en février
2016), le cétuximab et le panitumumab sont indiqués, en monothérapie, pour le
traitement de troisieme intention du CCRm exprimant I'EGFR chez les personnes qui
présentent, entre autres, un gene KRAS exempt de mutation (exon 2 seulement) et
qui sont réfractaires aux chimiothérapies a base d’irinotécan et d’oxaliplatine.

Selon la monographie des produits Erbitux™' (cétuximab) et Vectibix“'
(panitumumab) révisée en janvier 2016 par Santé Canada :

Le cétuximab est contre-indiqué dans le traitement du CCR chez les patients dont les
tumeurs présentent des mutations dans les genes RAS (exons 2, 3, 4 du géne KRAS et
exons 2, 3, 4 du géne NRAS) ou dont le profil de mutation dans les genes RAS n’est
pas connu. Le panitumumab n’est pas indiqué dans le traitement des patients
atteints d’'un CCRm comportant une mutation dans un géne RAS (KRAS ou NRAS) ni
dans le traitement des patients dont le profil de mutation dans les génes RAS (KRAS
ou NRAS) n’est pas connu.

3.6 Données médico-administratives

Actuellement, I'analyse proposée n’est pas incluse dans le Répertoire. Toutefois, on 'y
trouve 2 codes relatifs a I’'analyse du profil de mutation dans le géne KRAS, soit :

* La Liste des médicaments est définie et publiée par la Régie de I'assurance maladie du Québec.
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3.7

3.8

3.9

e 20067 (valeur pondérée (VP) = 224) : Mutation du gene KRAS (Laboratoire de
pathologie moléculaire de 'HGJ de Montréal) — Selon les données du
ministére de la Santé et des Services sociaux (MSSS), 1 308 analyses ont été
réalisées en 2014-2015, ce qui représente un codt total de 292 992 S.

e 60152 (VP =56) : Détection de mutation par TAAN en temps réel, analyse de
fonte en haute résolution de séquencage (Laboratoire d’hématobiologie
moléculaire du Centre hospitalier de I’'Université de Montréal (CHUM)) —
Selon les données du MSSS, 347 analyses ont été réalisées en 2014-2015, ce
qui représente un co(t total de 19 432 S.

e Dans I'édition 2015-2016 du Répertoire, un code unique a été créé, soit
65070 (VP = 94)

ev ipti v Agué 5
Breve description des avantages allégués de I’analyse proposée

La confirmation de I'absence de mutation somatique aux codons 12 et 13 de I’exon 2
du géne KRAS est actuellement un critere d’admissibilité pour qu’un patient atteint
d’un CCRm chimioréfractaire puisse recevoir un traitement anti-EGFR. De nouvelles
données cliniques confirment que les tumeurs colorectales associées a des mutations
dans les exons 3 et 4 du géne KRAS et dans les exons 2, 3 et 4 du géne NRAS sont
d’emblée réfractaires a un traitement anti-EGFR. Le demandeur souhaite donc
vérifier le profil de mutation du géne NRAS, en plus de celui du gene KRAS, afin
d’exclure un traitement anti-EFGR chez des patients dont la tumeur comporte une
mutation dans I'un ou I'autre de ces deux genes (profil détaillé de mutation dans les
geénes RAS, qui inclut I'analyse des exons 2, 3 et 4 du gene KRAS et des exons 2,3 et 4
du géne NRAS).

Le raffinement des critéres d’admissibilité a un traitement anti-EGFR, a partir d’'un
résultat négatif a I'analyse du profil détaillé de mutation dans les genes RAS,
permettrait d’améliorer le rapport risques-avantages et de réduire les co(ts de
traitement.

Assurance qualité

Depuis peu, un programme de contréle de qualité du CAP (College of American
Pathologists) qui s’applique aux mutations dans le gene NRAS, soit le Multigene
Tumor Panel, figure dans le catalogue 2016 Surveys and Anatomic Pathology
Education Programs [CAP, 2015].

Remplacement d’un autre test

Cette analyse ne remplace aucune autre analyse incluse au Répertoire québécois et
systéeme de mesure des procédures de biologie médicale.

DONNEES PROBANTES

4.1

Valeur diagnostique

Le génome humain contient trois génes RAS trés homologues sur le plan des
séquences nucléotidiques, mais fonctionnellement distincts, soit KRAS, NRAS et
HRAS. Des mutations oncogéniques touchant I'un des genes RAS sont détectées dans
environ 30 % des cancers humains. La fréquence des mutations activatrices KRAS et
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NRAS parmi les tumeurs colorectales est différente. En effet, Peeters et ses
collaborateurs [2015] ont réalisé une étude dont I'objectif était d’établir la
prévalence des mutations somatiques RAS, globale et par exon, parmi 2 832 cas de
CCRm ayant recu le panitumumab au cours de 3 essais randomisés contrélés de
phase Il [Peeters et al., 2015], soit les études PRIME [Douillard et al., 2013],
20050181 [Peeters et al., 2014] et 20020408 [Peeters et al., 2013].

Les résultats ont montré que la prévalence globale de mutations somatiques dans les
geénes RAS détectées dans les tumeurs de patients atteints de CCRm était de 55,9 %
[1C95 % : 53,9 % — 57,9 %], soit 1 354 mutations dans au moins 1 des génes RAS (KRAS
ou NRAS, exons 2, 3 et 4) des 2 423 tumeurs analysées et dont le résultat était
disponible et interprétable. Concernant la prévalence de mutations par exon, les
données sont les suivantes :

KRAS NRAS
Exon 2:42,6 % [IC95 % : 40,7 %- Exon2:2,9% [IC95 % : 2,1 %-3,9 %]
44,5 %)
Exon 3:3,8 % [IC95 % : 2,9 %-4,9 %] Exon 3:4,2 % [IC95 % : 3,2 %-5,4 %]
Exon 4:6,2 % [IC95 % : 5,0-7,6 %] Exon 4:0,3 % [IC95 % : 0,1 %-0,7 %]

La prévalence de mutations activatrices aux exons 2, 3 et 4 du géne NRAS est de 7,4 %, soit
un gain de détection équivalent a 109 mutations additionnelles. Considérant I'utilisation de
la trousse proposée par le demandeur, 6 mutations dans I'exon 2 n’auraient pas été
détectées, soit G12V (3), G12A (1), G12R (1), G13C (1).

D’autres études ont rapporté des données exhaustives concernant la prévalence des
mutations dans le géne NRAS parmi un grand nombre de cas de CCRm. Vaughn et ses
collaborateurs [2011] ont réalisé une étude rétrospective dont I'objectif était de déterminer
la fréquence des mutations moins communes dans les génes RAS dans un échantillon de

2 121 adénocarcinomes colorectaux. Au total, 513 tumeurs sans mutation aux codons 12 et
13 du géne KRAS ont été analysées par pyroséquencage aux codons 12, 13 et 61 du gene
NRAS. Cette méthode a permis de détecter 26 mutations additionnelles dans le géne NRAS,
soit 5,1 % [Vaughn et al., 2011].

L'étude rétrospective multicentrique publiée en 2010 par De Roock et ses collaborateurs
visait a évaluer le profil de mutation des tumeurs de patients atteints d’'un CCRm réfractaire
aux chimiothérapies standard et ayant recu le cétuximab combiné a une chimiothérapie.
Dans les 644 tumeurs analysées en vue de déterminer le profil de mutation du géne NRAS,
17 mutations ont été détectées, soit 2,6 % [De Roock et al., 2010]. L’'ensemble des données
de prévalence est présenté dans le tableau 1 qui suit.



Tableau 1 Fréquence des mutations dans le géne NRAS de tumeurs colorectales

ETUDE TUMEURS METHODE MUTATIONS DANS LE GENE NRAS
ANALYSEES, N
PROFIL NRAS GLOBALE | PAR POSITION | NON COUVERTES
PAR L’ANALYSE
EVALUEE (N)
G12:30 V(3), A(1), R(1)
Peeters et al., Exon 2:1421 Séquencage G13:11 C(1)
2015 Exon 3:1410 de type 109 (7,4) Q61:61 0
3 ERCphaselll| Exon4:1468 Sanger, SNG Al46:2 0
n.d.:5 s. 0.
G12:9 0
\Z/gll‘fh” etal, 513 PSQ 26 (5,1) G13:1 D(1)
Q61:16 0
G12:4 0
gglF({)OOCk etal, 644 MassARRAYV| 17 (2,6) G13:1 0
Q61:12 0

Sigles et abréviations : ERC : essai randomisé conrélé; N : nombre; n. d. : (donnée) non disponible; PSQ : pyroséquencage;
SNG : séquencage de nouvelle génération; s. 0. : sans objet

4.2

4.3

Valeur pronostique

L'analyse proposée n’a pas pour objet de préciser ou d’établir le pronostic des personnes
atteintes d’'un CCRm. Toutefois, I'étude de cohorte prospective de Schirripa et ses
collaborateurs [2015] permet de supposer que la présence d’'une mutation dans le gene
NRAS aux codons 12, 13 ou 61, dans un contexte ou les genes KRAS et BRAF sont de type
sauvage, est un facteur indépendant de mauvais pronostic, notamment en matiére de
survie globale. Parmi les 786 patients dont le profil de mutation dans le gene NRAS a été
évalué, la médiane de survie globale des 47 patients porteurs d’une mutation confirmée
dans le géne NRAS était significativement inférieure a celle des patients non porteurs

(25,6 mois contre 42,7 mois; p = 0,0013). L’analyse de survie réalisée en tenant compte de
certaines covariables pronostiques, soit le score a I’échelle d’évaluation du fonctionnement
de I'Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG), le site primaire de la tumeur, I'atteinte
hépatique, I’étendue de la résection primaire et le délai précédant I'apparition de
métastases, a montré que la présence d’'une mutation dans le gene NRAS est associée a une
augmentation du risque de déces de 75 %, comparativement a I'absence de mutation dans
ce gene (rapport de risques instantanés (RRI) = 1,75; [IC95 % : 1,13-2,72]; p = 0,013)
[Schirripa et al., 2015].

Valeur prédictive

4.3.1 Avantages d’un traitement anti-EGFR pour les personnes atteintes d’'un CCRm dont
le profil de mutation dans les génes RAS est négatif, évalués par méta-analyse

Sorich et ses collaborateurs [2015] ont réalisé une revue systématique avec méta-analyse a
partir de 7 ERC sur des patients soumis a un traitement anti-EGFR de premiére, deuxieme
ou troisieme intention, administré seul ou combiné a la chimiothérapie, comparativement a
un traitement de chimiothérapie seule ou aux meilleurs soins de soutien [Sorich et al.,




2015]. Selon les analyses regroupées de Sorich [2015], un profil négatif de mutation dans les
génes RAS, soit le profil RAS-, est prédictif d’un avantage clinique du traitement anti-EGFR
seul ou combiné, peu importe I'intention de traitement, qui se traduit par :

e une réduction du risque de déces de 13 % (voir le tableau 2);

e une réduction du risque de progression de 38 % (voir le tableau 3);

e une augmentation de la probabilité de régression tumorale compléete ou partielle de
3,71 fois (voir le tableau 4).

Pietrantonio et ses collaborateurs [2015] ont réalisé une revue systématique avec méta-
analyse a partir de 7 ERC sur des patients soumis a un traitement anti-EGFR en premiere
intention combiné a la chimiothérapie, comparativement a un traitement de chimiothérapie
seule ou combiné a un traitement anti-VEGF® [Pietrantonio et al., 2015]. Selon les analyses
regroupées de Pietrantonio [2015], le profil RAS- est prédictif d’un avantage clinique du
traitement combiné anti-EGFR et chimiothérapie en premiére intention de traitement, qui
se traduit par :

e une réduction du risque de déces de 19 % (voir le tableau 2);
e une réduction du risque de progression de 23 % (voir le tableau 3);

e une augmentation de la probabilité de régression tumorale compléte ou partielle de
1,33 fois (voir le tableau 4).

Khattak et ses collaborateurs [2015] ont réalisé une revue systématique avec méta-analyse
a partir de 3 ERC sur des patients soumis a un traitement anti-EGFR en premiere intention
combiné a la chimiothérapie, comparativement a un traitement de chimiothérapie combiné
a un traitement anti-VEGF [Khattak et al., 2015]. Selon les analyses regroupées de Khattak
[2015], le profil RAS- est prédictif d’un avantage clinique du traitement combiné anti-EGFR
et chimiothérapie en premiere intention, qui se traduit par :

e une réduction du risque de déces de 23 % (voir le tableau 2);

e une augmentation de la probabilité de régression tumorale compléte ou partielle de
1,46 fois (voir le tableau 4).

® VEGF : facteur de croissance de I’endothélium vasculaire, en anglais vascular endothelium growth factor.
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Tableau 2 Effets d’un traitement anti-EGFR sur la survie globale des personnes atteintes

d’un CCRm dont le profil de mutation dans les génes RAS est négatif, évalués
par méta-analyse

CARACTERISTIQUES N SURVIE GLOBALE HETEROGENEITE
ETUDE ETUDES GROUPE PATIENTS R VALEWR | | oo
PRIMAIRES TEMOIN RAS- ° DE P
ERC phases II- cr 2718 0,81(0,71-0,92) 0,002 45 % =0,09
PIETRANTONIO CT + anti-VEGF ,oL (U, ) ) ° | P=Y
(2015) -
1"intention CT + anti-VEGF 1171 0,80 (0,69-0,92) | 0,003 40% | p=0,19
ERC phases II-
SORICH 1] MSS + anti-EGFR MSS
(2015) 1y 3¢ T 2513 0,87 (0,77 - 0,99) 0,04 n.d. n.d.
intention
ERC phases II-
KHATTAK 1] CT + anti-VEGF 1103 0,77 (0,63 - 0,95) 0,016 n.d. n.s
(2015) )
1" intention
Sigles et abréviations : CCRm : cancer colorectal métastatique; CT : chimiothérapie; ERC : essai randomisé contrélé; 1C95 :
intervalle de confiance a 95 %; MSS : meilleurs soins de soutien; N : nombre; n. d. : (donnée) non disponible; n. s. : non
significatif; p : valeur de p (signification statistique); RRI : rapport des risques instantanés
Tableau 3 Effets d’un traitement anti-EGFR sur la survie sans progression des personnes
atteintes d’'un CCRm dont le profil de mutation dans les génes RAS est négatif,
évalués par méta-analyse
. SURVIE SANS P P
ARECTERISTIQUE HETEROGENEITE
) SRR N PROGRESSION 06
ETUDE - - PATIENTS
ETUDES GROUPE A GROUPE RAS- VALEUR 2
N z RRI (IC95 % | TEST
PRIMAIRES L’ETUDE TEMOIN ( ) de p Q
cr 2137 0,77 (0,60 - 0,98 0,03 79 % 0,001
PIETRANTONIO ERC phases II-1Il . CT + anti-VEGF 7 (D= ! ? p<b
re. . CT + anti-EGFR
(2015) 1" intention
CcT 966 0,65 (0,55 -0,77) <0,001 4% p=0,35
SORICH ERC phases II-1ll | MSS + anti-EGFR MSS o _
(2015) 14 3%intention | CT+anti-EGFR cT 1932 10,62(050-0,76) | '<0,001 | 67% | p=0009
KHATTAK ERC phases II-1Il . .
(2015) 1®intention CT + anti-EGFR | CT + anti-VEGF 1103 0,92 (0,71-1,18) 0,50 n.d. n.s

Sigles et abréviations : CCRm : cancer colorectal métastatique; CT : chimiothérapie; ERC : essai randomisé controlé; 1C95 :
intervalle de confiance a 95 %; MSS : meilleurs soins de soutien; N : nombre; n. d. : (donnée) non disponible; n. s. : non
significatif; p : valeur de p (signification statistique); RRI : rapport des risques instantanés




Tableau 4 Effets d’un traitement anti-EGFR sur la réponse tumorale objective des
personnes atteintes d’'un CCRm dont le profil de mutation dans les génes RAS
est négatif, évalués par méta-analyse

: REPONSE TUMORALE - L
’ CARACTERISTIQUES N OBJECTIVE HETEROGENEITE
ETUDE - . PATIENTS
ETUDES GROUPE A GROUPE N RAS- RR OU RC VALEUR 2 TESTQ
PRIMAIRES L’ETUDE TEMOIN (1C95 %) DE P
cT . ~
PIETRANTONIO | ERC phases II-IIl . CT + anti-VEGE | ° 1522 1,33(1,09-162) | 0,004 76% | p=0,003
re. . CT + anti-EGFR
(2015) 1" intention
cT 3 966 1,55 (1,20-2,02) | <0,001 68 % p =0,05
SORICH ERC phases lI-1ll | MSS + anti-EGFR MSS
(2015) 14 3%intention | CT+anti-EGFR cT 6 1932 [371(216-636) [ <0001 | n.d. n-d
KHATTAK ERCphasesIHIl | o | \t-EGFR | CT +anti-VEGF | 3 1103 1,46 (1,13-1,90) | 0,004 n. d. n.s.
(2015) 1" intention

Sigles et abréviations : CCRm : cancer colorectal métastatique; CT : chimiothérapie; ERC : essai randomisé contrélé; 1C95 :
intervalle de confiance a 95 %; MSS : meilleurs soins de soutien; N : nombre; n. d. : (donnée) non disponible; n. s. : non
significatif; p : valeur de p (signification statistique); RC : rapport de cotes; RR : risque relatif

4.3.2 Effets d’un traitement anti-EGFR chez les personnes atteintes d’'un CCRm dont le
profil de mutation dans les génes RAS est positif, évalués par méta-analyse

Sorich et ses collaborateurs [2015] ont réalisé une revue systématique avec méta-analyse a
partir de 7 ERC de patients soumis a un traitement anti-EGFR en premiére, deuxiéme ou
troisieme intention, administré seul ou combiné a la chimiothérapie, comparativement a un
traitement de chimiothérapie seule ou aux meilleurs soins de soutien [Sorich et al., 2015].
Selon les analyses regroupées de Sorich [2015], la présence d’une mutation dans les genes
RAS, soit le profil RAS+, est prédictif d’un effet délétere du traitement anti-EGFR seul ou
combiné, et ce, peu importe I'intention de traitement (voir les tableaux 5 et 6).
Therkildsen et ses collaborateurs [2014] ont réalisé une revue systématique avec méta-
analyse a partir de 22 études de cohorte de patients atteints d’'un CCRm soumis a un
traitement anti-EGFR et dont les données concernant le profil de mutation dans plusieurs
genes, dont KRAS et NRAS, et celles sur les résultats cliniques étaient disponibles
[Therkildsen et al., 2014]. Selon les analyses regroupées de Therkildsen [2014], le profil
RAS+ est prédictif d'un effet délétére du traitement anti-EGFR, qui se traduit par :

e une augmentation du risque de déces de 85 % (voir le tableau 5);

e une augmentation du risque de progression de 130 % (voir le tableau 6);

e une réduction de la probabilité de régression tumorale compléte ou partielle de
80 % (voir le tableau 7).
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Tableau 5 Effets d’un traitement anti-EGFR sur la survie globale des personnes atteintes
d’un CCRm dont le profil de mutation dans les génes RAS est positif, évalués
par méta-analyse

CARACTERISTIQUES SURVIE GLOBALE HETEROGENEITE
ETUDE . N N PATIENTS
ETUDES GROUPE A GROUPE RAS+ o VALEUR DE 2
PRIMAIRES L’ETUDE TEmoiN | RRI (1C95 %) P : TESTQ
THERKILDSEN Cohortes ) } o _
(2014) 13 3° intention anti-EGFR @ anti-EGFR 2 n.d. 1,85 (1,23 - 2,78) n.d. 0% p=0,77
SORICH ERC phases II-Ill | MSS + anti-EGFR MSS o B
(2015) 13 3%intention | CT +anti-EGFR cT 6 2513 108(0,97-1,21) 014 19% | p=029
Sigles et abréviations : CCRm : cancer colorectal métastatique; CT : chimiothérapie; ERC : essai randomisé controlé; 1C95 :
intervalle de confiance a 95 %; MSS : meilleurs soins de soutien; N : nombre; n. d. : (donnée) non disponible; p : valeur de p
(signification statistique); RRI : rapport des risques instantanés
Tableau 6 Effets d’un traitement anti-EGFR sur la survie sans progression des personnes
atteintes d’un CCRm dont le profil de mutation dans les génes RAS est positif,
évalués par méta-analyse
CARECTERISTIQUES N SURVIE SANS PROGRESSION | HETEROGENEITE
ETUDE ETUDES GROUPEA | GROUPE | PATIENTS RRI (195 %) | VALEURDE | 2 | oo
PRIMAIRES L’ETUDE TEMOIN RAs+ ° P
THERKILDSEN Cohortes . . o _
(2014) 13 3¢ intention anti-EGFR @ anti-EGFR 2 n. d. 2,30 (1,30 - 4,07) n.d. 30% p=0,23
SORICH ERC phases lI-1ll | MSS + anti-EGFR MSS o _
(2015) 13 3%intention | CT + anti-EGFR cT 6 1932 112(0,94-1,34) 0,20 63% | p=002
Sigles et abréviations : CCRm : cancer colorectal métastatique; CT : chimiothérapie; ERC : essai randomisé controlé;
IC95 : intervalle de confiance a 95 %; MSS : meilleurs soins de soutien; N: nombre; n. d. : (donnée) non disponible; p : valeur de
p (signification statistique); RRI : rapport des risques instantanés
Tableau 7 Effets d’un traitement anti-EGFR sur la réponse tumorale objective des
personnes atteintes d’un CCRm dont le profil de mutation dans les génes RAS
est positif, évalués par méta-analyse
A REPONSE TUMORALE P OB
; CARACTERISTIQUES N OBJECTIVE HETEROGENEITE
ETUDE . - PATIENTS
ETUDES GROUPE A GROUPE RAS+ o VALEUR DE 2
PRIMAIRES L’ETUDE Témon | N RC (1C95 %) P ! USSR
THERKILDSEN Cohortes ) } o _
(2014) 13 3¢ intention anti-EGFR @ anti-EGFR 2 382 0,20 (0,04 - 1,07) n.s. 0% p=0,37

Sigles et abréviations : CCRm : cancer colorectal métastatique; IC95 : intervalle de confiance a 95 %; MSS : meilleurs soins de
soutien; N : nombre; n. s. : non significatif; p : valeur de p (signification statistique) RC : rapport de cotes.

4.3.3 Effets d’un traitement anti-EGFR chez les personnes atteintes d’'un CCRm en
fonction du profil de mutations dans les génes RAS, évalués par ERC.

Les revues systématiques avec méta-analyse présentées dans la section précédente ont

permis de comparer les résultats de plusieurs ERC de phase Il ou Il ayant rapporté des

11




12

données d’efficacité clinique en fonction du profil de mutations dans les génes RAS. Parmi
les traitements a I'étude, I'anti-EGFR a été utilisé en premiére intention dans 6 études (voir
les tableaux 8 et 10) et en deuxiéme ou troisi€me intention dans 3 études (voir les tableaux
9 et 11). Les tableaux 8 et 9 résument les effets mesurés chez les patients dont le profil de
mutation dans les génes RAS est négatif alors que les tableaux 10 et 11 présentent les
résultats des patients dont le profil de mutation dans les genes RAS est positif. Les résultats
obtenus a la suite des analyses du profil de mutation dans les genes RAS, effectuées aupres
de personnes atteintes d’un CCRm traitées par chimiothérapie en combinaison avec un anti-
EGFR, montrent que la population pouvant tirer un avantage du traitement ciblé doit étre
évaluée en considérant le profil de mutation dans les génes KRAS et NRAS.

Parmi les études pivots incluses dans les méta-analyses citées plus haut, on remarque
I’étude PRIME, dont I'objectif principal était d’évaluer le bénéfice clinique associé a I'ajout
du panitumumab au FOLFOX en premiere intention chez 512 patients qui ne présentaient
aucune mutation dans les génes KRAS et NRAS [Douillard et al., 2013]. Les résultats
montrent que I'ajout du panitumumab a été associé a une amélioration significative des
valeurs médianes de survie sans progression (SSP), soit 10,1 mois contre 7,9 mois, et de
survie globale (SG), soit 25,8 mois contre 20,2 mois. A I'inverse, parmi les 108 patients qui
présentaient une mutation dans les génes RAS (RAS+), un effet délétére significatif a été
associé a la prise du panitumumab.

L’étude PEAK, également considérée comme une étude pivot, avait pour principal objectif
d’évaluer I'ajout du panitumumab au FOLFOX6 comparé a |'ajout du bévacizumab au
FOLFOX en premiére intention de traitement d’'un CCRm [Schwartzberg et al., 2014]. L'étude
a montré que les patients au profil RAS- du groupe traité au panitumumab affichaient une
médiane de SSP significativement plus élevée que celle du groupe traité au bévacizumab,
soit 13,0 mois contre 9,5 mois. En ce qui a trait a la SG, les résultats se sont avérés meilleurs
chez les patients au profil RAS- ayant recu |'anti-EGFR, soit des médianes de 41,3 mois
contre 28,9 mois, sans toutefois atteindre un seuil statistiquement significatif.

L’étude OPUS a évalué I'efficacité clinique du FOLFOX combiné au cétuximab en premiere
intention pour traiter un CCRm [Bokemeyer et al., 2015]. Les résultats ont montré que
I"'absence de mutation dans les geénes KRAS et NRAS était associée a une amélioration des
valeurs médianes de SSP, soit 12,0 mois contre 5,8 mois respectivement, par rapport a
celles du groupe ayant recu le FOLFOX seulement. Ces données indiquent un gain de

6,2 mois alors que les résultats initiaux, calculés relativement au profil KRAS- seulement,
montraient une amélioration de la SSP de 1,1 mois (8,3 mois contre 7,2 mois). L’étude OPUS
montre également un effet délétére de I'anti-EGFR dans la population ayant un profil RAS+.
En effet, I'ajout du cétuximab a la chimiothérapie est associé a une réduction significative de
la SSP, soit 5,6 mois contre 7,8 mois.

Finalement, I'étude CRYSTAL avait pour objectif d’évaluer les effets cliniques associés a
I'ajout du cétuximab au FOLFIRI comparé au FOLFIRI seul, en premiére intention de
traitement d’'un CCRm [Van Cutsem et al., 2015]. Les analyses ont montré que les patients
au profil RAS- du groupe traité avec cétuximab et FOLFIRI affichaient une médiane de SSP
significativement plus élevée que celle du groupe traité au FOLFIRI seul, soit 11,4 mois
contre 8,4 mois. La méme observation a été faite relativement aux médianes de SG, soit
28,4 mois contre 20,2 mois.



Tableau 8 Effets d’un traitement anti-EGFR de premiére intention chez les personnes
atteintes d’un CCRm ayant un profil négatif de mutation dans les génes RAS,

évalués par ERC

TRAITEMENTS SURVIE
a N N PATIENTS - . 9
ETUDE A L'ETUDE ET MEDIANES (MOIS); RRI (IC95 %)
z RAS- R . .
TEMOIN Survie sans progression Survie globale
PRIME Phase IlI FOLFOX £ 512 10,1c.7,9 25,8 c. 20,2
Douvillard et al., 2013 panitumumab 0,72 (0,58 - 0,90); p = 0,004 0,77 (0,64 - 0,94); p = 0,009
SchF\:\I/E:rsz:i;ii‘la/ panii(jrl‘_:l?;(;b ou 170 LIDEE 41,3c.289
5014 bévacizumab 0,65 (0,44 -0,96); p=0,029 | 0,63 (0,39 - 1,02); p=0,058
Bcf’kaePZ?Z"; o FOLFOX £ 87 12,0¢.58 19,8¢.17,8
15 cétuximab 0,53 (0,27 - 1,04); p = 0,062 0,94 (0,56 - 1,56); n. s.
venemam etal, | cétuamabou 75 104¢ 102 3310256
2014 bévacizumab 0,93(0,74-1,17); n.s. 0,70 (0,53 - 0,92); p = 0,011
Van Ctsem et FOLFRI & 367 11.4c84 284c.202
2015 v cétuximab 0,56 (0,41 - 0,76); p < 0,001 0,69 (0,54 - 0,88); p = 0,002
Venook et al., 2014 bévacizumab 1,10(0,90-1,30); n. s. 0,90(0,70-1,10); n. s.

Sigles et abréviations : c. : contre; IC : intervalle de confiance a 95 %; N : nombre; n. s. : non significatif; p : valeur de p
(signification statistique); RRI : rapport de risques instantanés

Tableau 9 Effets d’un traitement anti-EGFR de deuxiéme ou troisieme intention chez les

personnes atteintes d’'un CCRm ayant un profil négatif de mutation dans les
geénes RAS, évalués par ERC

TRAITEMENTS SURVIE
. X, N PATIENTS Z . o
ETUDE A L’ETUDE ET RAS MEDIANES (MOIS); RRI (1C95 %)
TEMOIN Survie sans progression Survie globale
20050181 Phase lll FOLFIRI £ a1 6,4c.4,6 16,2 c. 13,9
Peeters et al., 2014 panitumumab 0,70 (0,54 - 0,91); p = 0,007 0,81 (0,63 -1,03); n.s.
PICCOLO Irinotécan + 15 n. d. n.d.
Seymour et al., 2013 panitumumab 0,77 [0,62 - 0,96]; n. d. 0,97 [0,79-1,18]; n. d.
20020408 MSS + 138 n. d. n.d.

Peeters et al., 2013

panitumumab

0,39 [0,27 - 0,56]; p < 0,001

1,03 (0,71-1,48); n.s.

Sigles et abréviations : c. : contre; IC95 : intervalle de confiance a 95 %; MSS : meilleurs soins de soutien; N : nombre; n. d. :
(donnée) non disponible; n. s. : non significatif; p : valeur de p (signification statistique); RRI : rapport de risques instantanés
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Tableau 10 Effets d’un traitement anti-EGFR de premiére intention chez les personnes

atteintes d’un CCRm ayant un profil positif de mutation dans les génes RAS,
évalués par ERC

TRAITEMENTS SURVIE
. S o N PATIENTS < . 9
ETUDE A LETUDE ET MEDIANES (MOIS); RRI (1C95 %)
A RAS+ R . .
TEMOIN Survie sans progression Survie globale
PRIME Phase Ill FOLFOX t 548 7,3¢c.8,7 15,6 c. 19,2
Douillard et al., 2013 panitumumab 1,31 (1,07 - 1,60); p = 0,008 1,25 (1,02 - 1,55); p = 0,034
BierjnsePZ?ﬁ 2/ FOLFOX + 167 BB 13,5¢.17,8
bots cétuximab 1,54 (1,09 - 2,29); p = 0,039 1,29 (0,91-1,84); n.s.
e tat, | ctnmimabeu 178 75¢.101 203c.206
2014 bévacizumab 1131 (0/96 - 1/78), n.s. 1,09 (0,78 - 1,52), n.s.
\f::izte:’a:tea'} ! FOLFIRI + 460 7,4¢.7,5 16,4 c. 17,7
Y cétuximab 1,10(0,85-1,42); n.s. 1,05 (0,86 - 1,28); n. s.

2015

Sigles et abréviations : c. : contre; IC95 : intervalle de confiance; N : nombre; n. s. : non significatif; p : valeur de p (signification

statistique); RRI : rapport de risques instantanés

Tableau 11 Effets d’un traitement anti-EGFR de deuxi@éme ou troisiéme intention chez les

personnes atteintes d’'un CCRm ayant un profil positif de mutation dans les
genes RAS, évalués par ERC

TRAITEMENTS SURVIE
. X, N PATIENTS z . o
ETUDE A L'ETUDE ET RAS+ MEDIANES (MOIS); RRI (1C95 %)
TEMOIN Survie sans progression Survie globale
20050181 FOLFIRI £ 503 4,8c.4,0 11,8c. 11,1
Peeters et al., 2014 panitumumab 0,86 (0,71-1,05); n.s. 0,91 (0,76 - 1,10); n. s.
PICCOLO Irinotécan + 148 n. d. n. d.
Seymour et al., 2013 panitumumab 1,22 [0,85-1,76]; n.s. 1,22 [0,85-1,76]; n.s.
20020408 MSS + 213 n.d. n.d.

Peeters et al., 2013

panitumumab

0,97 [0,73 - 1,29]; n. s.

1,06 [0,79 - 1,42]; n. s.

Sigles et abréviations : c. : contre; IC95 : intervalle de confiance a 95 %; MSS : meilleurs soins de soutien; N : nombre; n. d. :
(donnée) non disponible; n. s. : non significatif; p : valeur de p (signification statistique); RRI : rapport de risques instantanés

4.4 Validité analytique

Les données de validité analytique fournies par la compagnie EntroGen, Inc. (manuel du
fabricant) sont présentées brievement. Les performances analytiques de la trousse ont été
validées relativement aux appareils de PCR en temps réel suivants : ABI StepOne, 7500 Fast,

Qiagen Rotor-Gene"“ et Roche LightCycler 480",

Limite de détection

Il est nécessaire d’effectuer la PCR sur approximativement 20 ng d’ADN. L’analyse de
contrdle interne devrait donner une valeur de Ct variant de 26 a 31°. Une mutation présente
dans seulement 1 % des séquences pourrait ne pas étre détectée sila valeur de Ct de
I’analyse de contrdle interne de I'échantillon est supérieure a 31.

® Ct est I'abréviation de I'anglais cycle threshold se traduisant par « cycle du seuil ».
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Répétabilité
La répétabilité de I'analyse a été établie en utilisant des échantillons témoins enrobés de
paraffine et des échantillons témoins synthétiques. Les expériences ont été réalisées a partir

de dilutions indépendantes de I’échantillon et de 2 lots de réactifs différents. Le tableau 12
présente les valeurs de Ct moyennes obtenues sur 18 répétitions en 3 jours.

Tableau 12 Répétabilité de la trousse NRAS Mutation Analysis Kit rapportée par le
fabricant EntroGen, Inc.

Mutation |Valeur de Ct : FAM"' (écart-type)|  Valeur de Ct : VICV (écart-type)
G12D 26,88 (0,0301) 24,34 (0,0453)
G125 27,36 (0,0548) 24,24 (0,0895)
G12C 26,97 (0,0429) 24,33 (0,0156)
G13R 27,37 (0,1671) 24,30 (0,0632)
G13V 27,37 (0,121) 24,36 (0,0115)
Q61K 27,47 (0,0325) 24,35 (0,0613)
Q61L 27,87 (0,0815) 24,40 (0,0438)
Q61R 26,74 (0,0632) 24,33 (0,0349)
Q61H 27,24 (0,1354) 24,54 (0,033)
A146T 27,84 (0,8917) 24,35 (0,0158)

La précision

La précision de I'analyse a été établie a partir de I’ADN isolé de 121 échantillons de tumeurs
colorectales enrobés de paraffine et de 5 lignées cellulaires comportant des mutations
connues dans le géne KRAS ou dans le gene BRAF. L'expérience a été répétée 2 fois et les
résultats ont été comparés a ceux obtenus par le séquencage bidirectionnel du méme
échantillon. Les résultats sont résumés dans le tableau 13 qui suit.

Tableau 13 Précision de la trousse NRAS Mutation Analysis Kit rapportée par le fabricant
EntroGen, Inc.

MUTATION PCR EN TEMPS REEL (N=121) SEQUENCAGE(N =121)
Aucune 91 91
G12D 2 2
G12S 1 1
Gl2C 0 0
G13R 1 1
G13vV 1 1
Q61K 10 10
Q61L 2 2
Q61R 13 13
Q61H 0 0
Al146T 0 0
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Réactivité croisée
Pour déterminer la réactivité croisée des amorces de PCR, celles-ci ont été évaluées sur des

échantillons témoins synthétiques dilués a 20 % par la mesure des valeurs de Ct sur un
appareil ABI 7500 Fast (voir le tableau 14).

Tableau 14 Réactivité croisée des amorces de la trousse NRAS Mutation Analysis Kit
rapportée par le fabricant EntroGen, Inc.

AMORCE | G12D |G12S | G12C | G13R | G13V | Q61K | Q61L | Q61R | Q61H A146T

G12D 29,85

G12S 32,73

G12C 31,63

G13R 30,15

G13V 31,62

Q61K 32,38

Q61L 29,85 35,73

Q61R 33,05

Q61H 30,9

Al146T 31,29

Note : La réactivité croisée peut différer si la matrice d’ADN a été isolée a partir d’échantillons tumoraux enrobés de paraffine.

Limite des blancs

Plusieurs lots de réactifs ont été utilisés au cours d’essais congus pour évaluer I'ampleur du
signal émis en absence de matrice d’ADN (bruit de fonds). Aucun signal en provenance des
amorces destinées a I'amplification du géne témoin ou du gene NRAS n’a été enregistré.

Le demandeur a également fourni des données internes de validation’. Le tableau ci-
dessous (rédigé en anglais) fournit les détails de ce qui a été réalisé :

Accuracy
TEST NAME Mutation Analysis of Exons 2,3, and 4 of the N-Ras Oncogene
AIMS To compare samples with and without mutations by 2 different methods,
namely High Resolution Melting (HRM) and the Entrogen N-RAS kit.
SAMPLES 32 previously tested BRAF negative samples were screened by HRM to look

for N-Ras mutation positive samples.

METHODOLOGY Positive samples are sequenced for confirmation and characterization.
These positive samples and some negative samples, identified by HRM are
then tested using the EntroGen N-Ras kit.

EXPERIMENTAL One exon 2 mutation was found: G12D.
RESULTS Two exon 3 mutations were found: 2x Q61R.
No exon 4 mutation was found by HRM.
All 3 mutations were detected by the EntroGen kit.
All negative samples tested negative by the EntroGen kit.

” Transmis & 'INESSS par George Chong, Ph. D., le 27 janvier 2015.
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INTERPRETATION

The Entrogen kit can accurately identify positive and negative samples.

OUTCOME/LIMITATIO
NS

There is still the need to validate accuracy for the detection of all

10 mutations detectable by the EntroGen kit. Due to the rarity of some
mutations and non-availability of commercial standards, this is an on-going
process and both HRM and the EntroGen kit are run in parallel.

Standards from Horizon Dx will be used to complete accuracy validation as
they become available commercially.

Limit of detection

TEST NAME Mutation Analysis of Exons 2,3, and 4 of the N-Ras Oncogene
AIMS To determine the limit of detection (LOD) of the EntroGen N-Ras kit for the
exon 3 mutation Q61K
SAMPLES Q61K Standard from Horizon Diagnostics (Cambridge, UK) at dilutions of
5%, 1% and 0.5%.
METHODOLOGY

Dilute 5% Stock Standard with 100% WT DNA.

5% ----------—-- use undiluted
1% ------------- 2uL 5% Q61K + 8uL WT
0.5% ------------- 1ulL 5% Q61K + 9uLWT

EXPERIMENTAL RESULTS

Refer to Table 1.

INTERPRETATION

LOD established at 1% at a Ct value of <40 on the Roche LC 480.

Ct values of the 3 dilutions of Q61K for 4 test runs

Q61K 5% Q61K 1% Q61K 0.5%
Run #1 VIC 28.63 28.58 28.67
Run #2 VIC 28.48 28.48 28.69
Run #3 VIC 28.57 28.61 28.73
Run #4 VIC 28.63 28.48 28.73
Run #1 FAM 35.79 39.40 43.03
Pos Ctrl 27.74
Run #2 FAM 37.45 40.20 40.74
Pos Ctrl 27.22
Run #3 FAM 36.22 38.73 39.75
Pos Ctrl 27.61
Run #4 FAM 34.91 38.84 39.50
Pos Ctrl 27.69
Mean 36.09 39.29 40.76

17




5 IMPACTS BUDGETAIRES

L’évaluation de I'impact budgétaire tient compte des co(ts associés a I'introduction dans le
Répertoire de I'analyse permettant la détection de mutations dans les exons 2, 3 et 4 du
geéne NRAS par TAAN en temps réel.

Aux fins de cette évaluation, deux scénarios ont été retenus. Le premier concerne I'usage du
cétuximab ou du panitumumab en monothérapie dans le traitement en troisieme intention
du CCRm exprimant I'EGFR. Le second porte sur I'usage du panitumumab combiné au
FOLFOX dans le traitement des patients atteints d’'un CCRm ayant un profil RAS- qui n’ont
recu aucun traitement antérieur (premiére intention). Cette nouvelle indication de
traitement est actuellement en cours d’évaluation par la Direction de I'évaluation des
médicaments aux fins d’inscription a I'INESSS. L’évaluation détaillée de I'impact budgétaire
de ce scénario sera donc présentée dans un avis au ministre rédigé par cette direction.

Les deux scénarios reposent principalement sur les éléments suivants :

e On estime que 2 079 patients atteints de CCRm seraient admissibles a recevoir un
traitement de premiére intention, pour chacune des 3 premiéres années suivant
I'introduction de I'analyse proposée dans le Répertoire. Cette estimation repose sur
les données suivantes :

0 6600 personnes auraient obtenu un diagnostic de CCR en 2015;

0 35 % de ces personnes présenteraient d’emblée ou éventuellement une
maladie métastatique;

0 90 % des patients atteints d’'un CCRm seraient admissibles a recevoir une
thérapie (10 % présentent une tumeur ou des métastases non résécables);

O aucune augmentation du taux d’incidence n’est envisagée dans les trois
années suivant l'introduction de I'analyse proposée dans le Répertoire.

e lavaleur pondérée (VP) proposée par le demandeur concernant la recherche de
mutations dans les exons 2, 3 et 4 du géne NRAS par TAAN en temps réel est de
201,5 et elle est de 94 concernant I'analyse du profil du géne KRAS (voir la
section 3.6).

Scénario 1

Traitement anti-EGFR de troisieme intention pour traiter les patients atteints de CCRm
Ce scénario repose sur les éléments suivants :

e Larecherche de mutations dans le géne NRAS est effectuée chez 624 patients,
compte tenu que 30 % des patients ayant recu un traitement de premiéere intention
en recevront un de troisiéme intention éventuellement.

e Larecherche de mutations dans le gene KRAS est actuellement réalisée chez tous
ces patients.

e La prévalence de mutations dans le ggéne NRAS est d’environ 7 %.

e La médiane de survie sans progression (SSP) d’un patient dont le profil de mutation
dans le géne NRAS est positif est estimée a 16 semaines. De plus, 75 % des patients
recoivent le panitumumab et 25 % recoivent le cétuximab.
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Tableau 15 Colits directs associés a I'introduction au Répertoire de I’analyse proposeé
(recherche de mutations ciblées dans le géne NRAS par TAAN en temps réel)

AN 1 AN 2 AN 3 TOTAL
Nombre prévu d’analyses 624 624 624 1872
ﬁ:r:‘:y(:s Iintroduction de 125 736 $ 125736 $ 125736 5 177208 5

En tenant compte de I'ensemble de ces éléments et du fait que la recherche de mutations
dans le géne NRAS par TAAN serait réalisée avant I'administration du traitement de
troisieme intention, les colts associés a I'introduction de I'analyse proposée dans le
Répertoire sont estimés a 125 736 S, chaque année, dans les trois premiéres années, soit un
total de 377 208 S.

Par ailleurs, en considérant que les anti-EGFR ne seraient pas administrés en traitement de
troisieme intention aux patients dont le profil de mutation dans le géne NRAS est positif,
une économie annuelle de 930 270 S est a prévoir dans les trois premiéres années, soit un
total de 2 790 810 S. Toutefois, comme ces patients recevront un autre traitement, ces
économies seront moindres.

Scénario 2

Usage du panitumumab combiné au FOLFOX en traitement de premieére intention des
patients atteints de CCRm — Evaluation conjointe par la Direction de I’évaluation des
médicaments aux fins d’inscription (DEMFI) de I'INESSS.

Ce scénario repose sur les éléments suivants :
e Llarecherche de mutations dans le gene NRAS sera effectuée chez les 2 079 patients
admissibles a un traitement de premiére intention.

e Larecherche de mutations dans le gene KRAS sera aussi réalisée chez ces
2 079 patients, ce qui représente 1 455 analyses de plus que les 624 analyses
actuellement effectuées avant I'administration d’un traitement de
troisieme intention.
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Tableau 16 Colits directs associés a I'introduction au Répertoire de I’analyse proposée
(recherche de mutations dans le géne NRAS par TAAN en temps réel) et a
I’'augmentation du nombre d’analyses du profil de mutation dans le géne

KRAS
AN1 [ AaN2 | AN3 | TOTAL

Analyse du profil de mutation
dans le géne NRAS
Nombre prévu d’analyses 2079 2079 2079 6237
Codts de I'introduction de
I'analyse 4189195 4189195 4189195 1256757 $
Analyse du profil de mutation
dans le gene KRAS
Non_wt.)re prévu d’analyses 1455 1455 1455 6237
additionnelles
Colts 136770 $ 136770 $ 136770 $ 4103108
Analyse du profil de mutation
dans les genes NRAS et KRAS
Codit total 555689$ | 555689$ | 555689$ | 1667067$

En tenant compte de I'ensemble de ces considérations et du fait que la recherche de
mutations dans le géne NRAS par TAAN serait réalisée chez tous les patients atteints de
CCRm admissibles a un traitement de premiére intention, les co(ts associés a I'introduction
de I'analyse proposée dans le Répertoire sont estimés a 418 919 $ chaque année, dans les
trois premiéres années, soit un total de 1 256 757 S. De plus, comme I'analyse du profil de
mutation dans le gene KRAS est actuellement effectuée avant le traitement de

troisiéme intention uniquement, il faut prévoir des colts annuels additionnels de 136 770 $
dans les trois premiéres années, soit un total de 410 310 S.

6 ENJEUX ORGANISATIONNELS, ETHIQUES, SOCIAUX ET JURIDIQUES

Actuellement, au Québec, les critéres d’admissibilité a un traitement anti-EGFR d’un patient
atteint de CCRm comprennent seulement le profil négatif de mutation dans le géne KRAS.
Les experts mentionnent que ce sont essentiellement les codons 12 et 13 de I'exon 2 qui
sont analysés, bien que cette information ne soit pas mentionnée.

7 POSITIONS OU ORIENTATIONS DES PRINCIPALES ORGANISATIONS

CONCERNANT L’ANALYSE EVALUEE

Programme pancanadien d’évaluation des médicaments oncologiques (pCODR) de I’Agence
canadienne des médicaments et des technologies de la santé (ACMTS) — Le 3 décembre
2015, le pCODR recommande de rembourser le panitumumab combiné au FOLFOX en
premiere intention de traitement des CCRm dont les génes RAS ne présentent aucune
mutation, a la condition que le ratio codt-efficacité atteigne un niveau acceptable®.

En mars 2015, I'European Medecines Agency, a publié, dans I'European Public Assessment
Report (EPAR), les indications reconnues du panitumumab dans le traitement des CCRm. Le

® pan-Canadian Oncology Drug Review (pCODR). Final recommendation for Panitumumab (Vectibix). 2015. Disponible a :
https://www.cadth.ca/sites/default/files/pcodr/pcodr_panitumumab_vectibix_mcrc_fn_rec.pdf.
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résumé mentionne entre autres que le profil négatif de mutation dans les genes RAS (KRAS
et NRAS) du patient doit étre confirmé par un laboratoire reconnu et une méthode validée
avant que le patient soit admissible a recevoir le médicament”’.

Les nouvelles directives de I’American Society of Clinical Oncology (ASCO) adoptées en juillet
2015 stipulent que la recherche, sur un échantillon tumoral, de mutations dans les genes
KRAS et NRAS, aux exons 2 (codons 12 et 13), 3 (codons 59 et 61) et 4 (codons 117 et 146),
de tous les patients admissibles a recevoir un traitement anti-EGFR devrait étre effectuée
dans un laboratoire certifié. L’ASCO juge que les données probantes actuelles indiquent
gu’un traitement anti-EGFR devrait étre considéré uniquement pour traiter des patients
dont la tumeur ne présente aucune mutation dans les génes RAS [Allegra et al., 2016].

Selon le guide de pratique du National Comprehensive Cancer Network (NCCN) adopté en
novembre 2015 [NCCN, 2016] :

e larecherche de mutations somatiques dans les genes RAS (NRAS et KRAS) de tous
les patients atteints d’'un CCRm devrait étre effectuée.

e Le traitement des patients chez lesquels une mutation dans le géene KRAS ou dans le
géne NRAS a été détectée a la suite du génotypage du tissu tumoral ne devrait pas
comporter de cétuximab ou de panitumumab.

e L’analyse du profil de mutation devrait étre réalisée seulement dans des
laboratoires certifiés par la réglementation CLIA-88 relativement a la réalisation
d’analyses de pathologie moléculaire complexes. Toutefois, aucune méthodologie
spécifique n’est favorisée.

e Le génotypage peut étre réalisé sur des tissus enrobés de paraffine, autant sur un
échantillon de la tumeur primaire que sur des métastases, car les études ont montré
que les mutations dans les genes RAS et RAF sont semblables dans les deux types
d’échantillons.

L’Association of Clinical Pathologists Molecular Pathology and Diagnostics Group a publié les
recommandations suivantes concernant I'analyse du profil de mutation dans les génes RAS
des tumeurs colorectales [Wong et al., 2014]:

e |’analyse du profil de mutation dans les genes RAS devrait comprendre au moins les
codons 12, 13,59, 61, 117 et 146 du géne KRAS et les codons 12, 13, 59 et 61 du
géne NRAS.

e Un corridor de services entre les centres de traitement et le laboratoire spécialisé
devrait étre mis en place afin de favoriser un génotypage rapide et robuste des
échantillons tumoraux.

e Les échantillons provenant d’'une tumeur primaire ou de métastases peuvent servir
a I'analyse du profil de mutation dans les geénes RAS.

e Les échantillons de résection chirurgicale devraient avoir priorité sur ceux
provenant d’une biopsie.

° European Medicines Agency (EMA). EPAR summary for the public : Vectibix panitumumab. 2015. Disponible 2 :
http://www.ema.europa.eu/docs/en_GB/document_library/EPAR_-_Summary_for_the_public/human/000741/WC500047704.pdf.
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e La quantité minimale de cellules tumorales nécessaires a I'analyse du profil de
mutation dans les génes RAS devrait étre équivalente a deux fois la limite de
détection de I'essai.

e Le temps de réponse devrait étre inférieur a 7 jours ouvrables, de la réception de
I’échantillon au laboratoire jusqu’a la production du rapport final
d’anatomopathologie, et ce, pour 90 % des échantillons.

e lavalidation de I'analyse proposée devrait étre réalisée et documentée avant
d’offrir le test en clinique.

e Au minimum, les échantillons témoins suivants devraient étre inclus pour chaque
analyse : un échantillon contenant une mutation, un autre sans mutation et un
dernier sans matrice d’ADN.

e Les laboratoires devraient revoir les résultats en audit afin de s’assurer que la
proportion des cas qui présentent des mutations par rapport aux cas sans mutation,
concernant chaque géne et chaque position a I'analyse, respecte les données
publiées. En cas de discordance, la validité de I'essai devrait étre vérifiée a chaque
étape de I'analyse.

e Les laboratoires qui offrent le service de génotypage des génes RAS devraient
participer a des programmes reconnus d’assurance qualité et démontrer leur
conformité.

8 SYNTHESE DE L’EVALUATION
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Selon les cohortes et les méthodes de détection utilisées, de 5 % a 10 % des tumeurs
colorectales présentent une mutation somatique additionnelle dans les exons 3 et 4 du
gene KRAS; ce qui s’ajoute aux 40 % de mutations détectées de routine dans I'exon 2 du
géne KRAS. De plus, jusqu’a 7 % des personnes atteintes d’'un CCRm présentent des
mutations somatiques dans le gene NRAS. Au total, de 55 % a 60 % des tumeurs colorectales
présentent maintenant ces mutations. Bien que les données cliniques proviennent
essentiellement d’études rétrospectives appuyées par des essais randomisés contrdlés
(ERC), elles sont toutes concordantes et confirment I'absence d’avantage du traitement
anti-EGFR chez les patients dont le profil de mutation dans les génes RAS est positif (RAS+).

Globalement, lorsque le recours a un anti-EGFR est envisagé dans le traitement des
personnes atteintes d’'un CCRm, I'absence de mutations somatiques dans les génes KRAS et
NRAS est associée a un avantage clinique potentiel qui se traduit par :

e une augmentation de la probabilité de régression tumorale allant jusqu’a 3,71 fois;
e une réduction du risque de progression allant jusqu’a 38 %;
e une réduction du risque de déces allant jusqu’a 23 %.

Toutefois, lorsque la présence d’une mutation dans un des deux génes est confirmée,
I'utilisation d’un anti-EGFR combiné au FOLFOX est associée a un effet délétere potentiel
pour le patient, qui se traduit par une augmentation significative des risques de progression
et de déces.



Les résultats obtenus a la suite des analyses du profil de mutation dans les genes RAS,
effectuées chez des personnes atteintes d’'un CCRm traitées par chimiothérapie combinée a
un anti-EGFR lors d’ERC, fournissent la preuve que le raffinement des criteres de sélection
des patients qui pourraient tirer un avantage du traitement ciblé doit étre effectué en
considérant le profil de mutation dans les geénes KRAS et NRAS. En effet, les études PRIME,
PEAK, OPUS et CRYSTAL montrent que les avantages cliniques des anti-EGFR se limitent aux
personnes dont le profil négatif de mutation dans les genes RAS est confirmé. Les études
PRIME et OPUS montrent un effet délétere significatif d’'un anti-EGFR lorsque la présence
d’une mutation dans le géne KRAS ou dans le gene NRAS est confirmée.

Les données de validation technique présentées par le fabricant ont respecté les normes de
I’Union européenne concernant le marquage CE-IVD. Selon les données fournies par le
demandeur, il semble que la trousse réponde aux exigences en matiére de robustesse
analytique.

Il est maintenant établi par Santé Canada, le NCCN et ’ASCO que le recours aux anti-EGFR
dans le traitement d’'un CCRm implique I'analyse du profil de mutation dans les génes RAS,
soit le gene KRAS et le gene NRAS.
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RECOMMANDATIONS DE L'INESSS

Recherche de mutations ciblées dans le géne NRAS dans les
tumeurs colorectales métastatiques (exons 2, 3 et 4 : aux codons
12,13, 61 et 146)

La recommandation de I'INESSS
\/ Introduction de I'analyse dans le Répertoire
O Refus d’introduction de I’'analyse dans le Répertoire
O Maintien de I’analyse dans le Répertoire

O Retrait de I"analyse du Répertoire

Précisions accompagnant la recommandation
v" Réévaluation de I'avis publié en avril 2015

v" ’analyse proposée répond a un besoin clinique qui n’est pas couvert
actuellement par le Répertoire.

v" ’analyse est complémentaire 3 la recherche de mutations dans le géne KRAS.

v" Les données analytiques ont été jugées suffisantes.
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AUTOANTICORPS ANTINEURONAUX — DETECTION
DE L’ANTI-PCA2 DANS LES CAS D'ATTEINTE
AUTO-IMMUNE DU SYSTEME NERVEUX CENTRAL
(REFERENCE - 2014.03.008)

Avis d’évaluation

1 INFORMATION GENERALE

11
1.2
13

Demandeur : CHUM — Hopital Notre-Dame
Date de transmission de I’avis au ministre : 2 mai 2016

Date de publication de I’avis : 30 juin 2016

Mise en garde

Le présent avis est fondé sur I'information 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.

Conflit d’intéréts

Le Dr Louis Gaboury n’a pas participé aux délibérations et s’est retiré au moment de
formuler la recommandation.

Lecture externe et accompagnement scientifique

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

Aux fins de la validation du présent avis, les experts consultés sont le Dr Martin Savard
(neurologue, CHU de Québec) et la Dre Annie Dionne (neurologue spécialisée en
maladies neuromusculaires, CHU de Québec).

2 ANALYSE ET TECHNIQUE EVALUEE

2.1

2.2

Nom de I'analyse

Analyse sérologique des autoanticorps anti-PCA2 par immunofluorescence indirecte
sur coupe de tissu (en anglais tissue-based assay).

Description bréve de I’analyse et précisions techniques et cliniques

La trousse IIFT Neurology Mosaic 14 utilise la technique TITERPLANE™ mise au point
par EUROIMMUN (Figure 1), une technologie qui fait appel aux biopuces. Cette
technologie consiste a utiliser des lamelles de verre couvertes de coupes de tissus ou
de cellules transfectées exprimant la protéine d'intérét. Ces lamelles sont coupées en
fragments de quelques millimétres (biopuces), puis fixées sur une lame et disposées
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en groupe (champ) pour en faciliter I'observation au microscope. Selon le format de
la trousse, une lame peut contenir de 3 a 10 champs et de 1 a 8 biopuces par champ,
ce qui permet I'analyse de plusieurs échantillons et anticorps a la fois.

Figure 1 Schéma d’une lame a biopuces pour immunofluorescence indirecte de
EUROIMMUN

aann

]

Source : EUROIMMUN France. Bio Advance : standardisation et modernisation de I'IFI [site Web], disponible a :
http://www.bio-advance.com/index.php/techniqueifi (consulté le 3 février 2016).

Les échantillons ou les réactifs sont déposés dans les aires de réaction d’un support
de lame. Les aires de réaction correspondent aux emplacements des biopuces de la
lame. L’incubation est amorcée lorsque la lame avec biopuces est posée a I'envers
sur le support de lame (TITERPLANE). Toutes les biopuces sont en contact avec les
liquides et les réactions individuelles commencent simultanément dans les mémes
conditions.

Les échantillons de sérum ou de plasma dilués a raison de 1/10 (ou liquide
céphalorachidien non dilué) sont ajoutés aux aires de réaction d’un support de lame,
puis incubés en présence des cellules ou des tissus fixés aux biopuces. Par la suite, les
anticorps présents dans les échantillons sont détectés a I'aide d’anticorps anti-
immunoglobulines humaines couplés a la fluorescéine. Finalement, les biopuces sont
couvertes d’'un milieu d’inclusion a base de glycérol puis d’'une lamelle, afin de
permettre I'observation de la fluorescence au microscope. Une évaluation semi-
guantitative peut aussi étre réalisée pour déterminer le titre en anticorps par dilution
en série des échantillons.

Chaque champ d’une lame de la trousse IIFT Neurology Mosaic 14 comporte deux
biopuces recouvertes de tissus de primate (tissu de cervelet et tissu intestinal)
permettant la détection des anticorps anti-PCA2, anti-PCA1 (anti-Yo) et anti-Tr. Le
profil de fluorescence des anti-PCA1 différe de celui des anti-PCA2, ce qui permet de
les distinguer. Sur le tissu de cervelet, les anti-PCA1 réagissent avec le cytoplasme
des cellules de Purkinje, tandis que les anti-PCA2 réagissent avec le cytoplasme et les
dendrites des cellules de Purkinje. Etant donné que les anti-PCA1 (anti-Yo), les anti-
PCA2, les anti-Ri et les anti-Hu présentent tous une réaction positive sur tissu de
cervelet (noyau, cytoplasme, dendrites), une réaction positive sur le tissu intestinal
indique la présence d’anti-Hu. Une réaction positive des noyaux neuronaux de
cervelet associée a une réaction négative sur tissu intestinal indique pour sa part la
présence d’anti-Ri.


http://www.bio-advance.com/index.php/techniqueifi

2.3

2.4

2.5

2.6

TISSU (SUBSTRAT)
CERVELET (NEURONES) INTESTIN
cytoplasme et
dendrites
Anti-PCA1 (anti-Yo) cytoplasme négatif
Anti-Hu noyau positif
Anti-Ri noyau négatif

AUTOANTICORPS

Anti-PCA2 négatif

Modalités d’administration du test

Une fois que les autres causes possibles (traumatique, vasculaire, toxique,
métabolique, médicamenteuse ou infectieuse) ont été éliminées, un bilan
néoplasique (techniques d’imagerie) et un bilan paranéoplasique (autoanticorps
antineuronaux) de base peuvent étre demandés par le neurologue. Un échantillon de
sang (et parfois de liquide céphalorachidien) est prélevé au centre de prélévement
puis acheminé vers le laboratoire central a des fins de centrifugation et de récolte du
sérum, lequel sera congelé a -20 °C jusqu’au moment de I'analyse. Le temps de
réponse est de 2 a 4 semaines.

Société ou concepteur

La trousse IIFT Neurology Mosaic 14 a été mise au point par la compagnie
EUROIMMUN MEDIZINISCHE LABORDIAGNOSTIKA AG (Liibeck, Allemagne).

Statut d’homologation (Santé Canada, FDA)

Trousse |IFT Neurology Mosaic 14 (cat. n® FA-1111-1005-14); Santé Canada (n°
74082) 2007-05-18

Valeur pondérée : 29,17

CONTEXTE

3.1

3.2

Patients ciblés

Patients présentant des symptomes laissant supposer la présence d’un syndrome
encéphalitique ou de dégénérescence cérébelleuse

Description des maladies visées

Les syndromes dits paranéoplasiques sont la conséquence d’une réaction
immunitaire a certains antigénes neuronaux aussi exprimés par la tumeur [Karim et
Jacob, 2012]. Généralement, la réponse immunitaire amorcée stoppe avec succes la
croissance de la tumeur, ce qui rend cette derniére occulte au moment ou le patient
développe des symptomes neurologiques. Ainsi, parce que plusieurs années peuvent
s’écouler avant la détection d’un cancer sous-jacent, un suivi étroit des patients qui
présentent des anticorps paranéoplasiques est requis [Hoffmann et al., 2008].
Lorsque, par ailleurs, la réponse immunitaire se manifeste dans le systéme nerveux
central, I'atteinte des neurones par les autoanticorps occasionne divers symptémes
et troubles neurologiques [Roberts et Darnell, 2004].

On distingue deux catégories de syndromes paranéoplasiques du systéme nerveux
central, a savoir les syndromes classiques, ou les anticorps sont dirigés contre des
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protéines intracellulaires (aussi appelés anticorps onconeuronaux), et les syndromes
ou les anticorps sont dirigés contre des protéines membranaires ou synaptiques
[Graus et al., 2010]. Les principales caractéristiques de ces deux catégories de

syndromes sont présentées dans le tableau 1 ci-apres.

Tableau1l Caractéristiques des syndromes paranéoplasiques du systéeme nerveux
central

SYNDROMES CLASSIQUES™ A CIBLE
INTRACELLULAIRE

SYNDROMES A CIBLE
MEMBRANAIRE OU SYNAPTIQUE

ANTICORPS

Anticorps onconeuronaux :

Hu (ANNA-1), Ri (ANNA-2), Yo (PCA1),
Ma2/Ta (PNMAZ2), CV2 (CRMP5),
amphiphysine, PCA2

NMDAR, VGKC (Lgil et Caspr2),
AMPAR, GABA(B)R

PATHOGENICITE

Aucune corrélation entre le taux
d’anticorps et la gravité de la maladie
(marqueur non pathogénique) (1)

Corrélation directe entre le taux
d’anticorps et la gravité de la
maladie (1)

CANCER ASSOCIE

La majorité des syndromes sont
paranéoplasiques

Cancer sous-jacent (> 90 % des cas)
(cancer du poumon a petites cellules,
cancer du sein et des ovaires,
thymomes) (1, 2)

Moins souvent paranéoplasiques (2,
3,4)

Lgil (< 10 %) (5)

Caspr2 (20 % a 40 %) (4, 5, 11, 13)
GABA(B)R (60 %) (6)

AMPAR (70 %) (7)

Traitement de la néoplasie causale,

Immunothérapie :
prednisone, immunoglobulines

TRAITEMENT résection de la tumeur, stabilisation intraveineuses, plasmaphérese,
des symptdmes neurologiques (2) Rituximab, cyclophosphamide (2, 8,
9)
Bonne réponse au traitement (3, 5,
REPONSE AU Faible réponse 3 limmunothérapie (2) 10), récupération significative ou
TRAITEMENT compléte chez 70 % a 80 % des
patients (11)
PRONOSTIC Pronostic défavorable (2) Pronostic plus favorable (12)

Sources: (1) Karim et Jacob, 2012; (2) Honnorat, 2014; (3) Irani et al., 2011; (4) Varley et al., 2015; (5) Irani et al.,
2010; (6) Lancaster et al., 2010; (7) Lai et al., 2009; (8) Irani et al., 2013; (9) Vincent et al., 2004; (10) Irani et al., 2008;
(11) Lancaster et al., 2011; (12) Le Dault et al., 2016; (13) Leypoldt et al., 2015.

* VGKC (voltage-gated potassium channel complex) est un complexe de protéines membranaires qui comprend Lgil

et Caspr2.

En 2004, un regroupement international de neurologues a suggéré de définir un
syndrome neurologique paranéoplasique (SNP) « confirmé » ou « probable » a partir
de différents criteres diagnostiques (Annexe A). Selon ces criteres, en I'absence de
cancer détecté, seuls les anticorps onconeuronaux « bien caractérisés » peuvent étre
utilisés pour que le trouble associé soit considéré comme étant un SNP confirmé
[Graus et al., 2004].

10 . . . . PP . .
Le terme « syndrome classique » s’applique aux syndromes neurologiques qui sont souvent associés a un cancer. Le diagnostic
d’un tel syndrome devrait mener a la recherche d’une tumeur occulte, sans qu’il soit tenu compte des anticorps détectés [Graus et

al., 2004].
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Les anticorps onconeuronaux « bien caractérisés » sont ceux pour lesquels un profil
réactionnel est reconnaissable en immunohistochimie et pour lesquels I'immunoblot
sur protéine recombinante doit étre utilisé pour en confirmer la spécificité [Graus et
al., 2004]. Actuellement, six anticorps onconeuronaux sont considérés comme étant
« bien caractérisés », soit les anti-Hu, les anti-Yo, les anti-Ri, les anti-CV2, les anti-
Ma2/Ta et les anti-amphiphysine. Contrairement a ces six anticorps, I’anti-PCA2 est
considéré comme un anticorps partiellement caractérisé [Graus et al., 2004].

La liste des divers syndromes et cancers fréquemment associés aux anticorps
onconeuronaux est présentée dans le tableau 2 ci-apres.

Tableau 2 Syndromes et principaux cancers associés aux anticorps onconeuronaux

ANTICORPS
ONCONEURONAUX

PRINCIPAUX SYNDROMES
ASSOCIES

PRINCIPAUX CANCERS
ASSOCIES

Anti-Hu (anti-ANNA-
1)

Encéphalomyélite, encéphalite
limbique, dégénérescence
cérébelleuse, neuropathie
sensorielle

CPPC

Anti-Yo (anti-PCA-1)

Dégénérescence cérébelleuse

Cancer du sein et des
ovaires

Anti-Ri (anti-ANNA-
2)

Dégénérescence cérébelleuse,
encéphalite du tronc cérébral

CPPC, cancer du sein

Anti-CV2 (anti-

Encéphalomyélite,
dégénérescence cérébelleuse,

CPPC, thymome

cérébelleuse

CRMP5) chorée, neuropathie sensorielle,

encéphalite limbique
e I oo e P e
(PNMA2) » OC8 8 ’

cancer du poumon

Anti-amphiphysine

Syndrome de 'homme raide

Cancer du sein et du
poumon

Anti-PCA2

Syndromes variés

CPPC

Source : adapté de Graus et al., 2004.

Abréviation : CPPC : cancer du poumon a petites cellules

Selon une étude menée par le PNS Euronetwork consortium (consortium européen
regroupant 20 centres dans 11 pays) sur 979 patients [Giometto et al., 2010], les SNP
les plus fréquents sont la dégénérescence cérébelleuse (24,3 %), la neuropathie
sensorielle (24,3 %, atteinte périphérique) et I'encéphalite limbique (10 %). Le profil
d’anticorps onconeuronaux évalué chez ces patients a révélé que I'anti-Hu est
I’'autoanticorps le plus fréquent (38,8 %), suivi de I'anti-Yo (13,4 %). La fréquence des
autres anticorps onconeuronaux était inférieure a 10 %. Par ailleurs, le cancer du
poumon a petites cellules, le cancer du sein, le cancer des ovaires et le cancer du
poumon non a petites cellules sont les cancers les plus fréquemment associés avec
un SNP, ce qui représente 66,5 % des cancers identifiés.
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3.5

3.6

3.7

Nombre prévu d’analyses et de patients visés

Selon le demandeur, de 25 a 50 analyses seront réalisées, par année, dans la
population desservie par le centre demandeur et de 50 a 125, par année, au Québec,
d’apres une estimation des requétes futures faite a partir d’extrapolations par des
neurologues.

Spécialités médicales concernées
Neurologie, hémato-oncologie.
Bréve description de la situation actuelle

La technique considérée comme la technique de référence pour la détection des
anticorps onconeuronaux est I'immunohistochimie sur coupes de cerveau combinée
a I'immunoblot sur protéines recombinantes purifiées visant a confirmer la spécificité
de ces anticorps [Maat et al., 2013].

Par contre, puisque I'antigéne reconnu par I'anti-PCA2 n’est pas connu,
actuellement, aucun test antigéne spécifique n’utilise une protéine recombinante
[Jarius et Wildemann, 2015].

En immunohistochimie, le profil réactionnel des divers anticorps est similaire et il
peut étre difficile pour un utilisateur non expert de bien les distinguer. Ainsi,
I"utilisation de différents tissus facilite la distinction entre les différents profils
réactionnels des anticorps [Jarius et Wildemann, 2015].

Données médico-administratives

Aucune donnée issue du Répertoire québécois et systeme de mesure des procédures
de biologie médicale n’est disponible aux fins de cette analyse, parce qu’il s’agit
d’une nouvelle analyse. Aucun envoi hors Québec n’a été documenté dans la base de
données du ministere de la Santé et des Services sociaux concernant I'année 2013-
2014.

Bréve description des avantages allégués de I’analyse proposée

La présence d’anticorps onconeuronaux indique la nature paranéoplasique d’un
trouble neurologique. Ainsi, la détection de ces anticorps permet de confirmer un
diagnostic de syndrome neurologique paranéoplasique, mais également de limiter a
certains organes la recherche d’un cancer sous-jacent (visée pronostique).

Etant donné que les profils de fluorescence de I'anti-PCA1 (anti-Yo) et de I'anti-PCA2
obtenus a I'aide de la trousse IIFT Neurology Mosaic 14 (voir la section 2.2) sont
distincts, la recherche d’un cancer du sein et/ou des ovaires ou d’un cancer du
poumon respectivement pourrait étre amorcée (voir la section 4.1, étude de
Vernino).

L’anti-PCA2 est associé au cancer du poumon [Graus et al., 2004; Pittock et al., 2004;
Vernino et Lennon, 2000]. De plus, le cancer du poumon peut aussi étre associé a
I'anti-Hu, en partie a I'anti-Ri et a I'anti-CV2, puis a I'anti-amphiphysine
(particulierement en présence d’anti-Hu ou d’anti-CV2) (voir le tableau 2 et I'avis
d’évaluation intitulé Analyse sérologique d’autoanticorps antineuronaux) [Horta et
al., 2014; Graus et al., 2004]. Dans le cas ou les résultats relatifs a tous ces anticorps



seraient négatifs, la recherche d’anti-PCA2 pourrait étre utile pour repérer un cancer
du poumon, bien qu’en pareil cas un tel diagnostic soit rarissime'".

3.8 Assurance qualité

Des sérums positifs serviront au contréle de qualité interne; la participation a des
contrdles de qualité externes est prévue lorsqu’ils seront disponibles.

3.9 Remplacement d’un autre test

La détection de I'autoanticorps anti-PCA2 ne remplace aucune autre analyse incluse
dans le Répertoire québécois et systeme de mesure des procédures de biologie
médicale.

4 DONNEES PROBANTES

4.1 Valeur diagnostique

Bien que les autoanticorps anti-PCA2 soient peu fréquents, leur portrait
immunohistochimique caractéristique et leur association a un type de cancer
spécifique ont été rapportés dans les trois études repérées (Tableau 3).

L’étude de Vernino et Lennon [2000] avait pour objectif de définir les critéres
immunohistochimiques permettant de distinguer les anti-PCA1, les anti-PCA2 et les
anti-PCA-Tr. Une évaluation sérologique par immunofluorescence réalisée a la
cliniqgue Mayo a d’abord permis de désigner 10 sérums anti-PCA2+, dont un
provenant d’un patient qui ne présentait aucun symptome neurologique. L’analyse
des sérums a été réalisée par immunohistochimie, puis confirmée par western blot
sur protéines de cervelet de rat ou de tissu tumoral. Le portrait
immunohistochimique de ces sérums anti-PCA2+ s’est avéré différent de celui d’un
anti-PCA1 (anti-Yo) (associé au cancer du sein et des ovaires) ou d’un anti-Tr (associé
au lymphome de Hodgkin). Par ailleurs, les patients chez lesquels I'anti-PCA2 a été
détecté présentaient tous un cancer du poumon a petites cellules et une majorité
avait d’autres anticorps. Les auteurs concluent qu’il est important de distinguer
I’anti-PCA1 (anti-Yo), I'anti-PCA2 et I'anti-Tr, parce qu’ils sont associés a des cancers
différents.

L'occurence de symptomes neurologiques multifocaux pourrait étre le reflet d’une
réponse immunitaire dirigée contre plusieurs antigénes onconeuronaux, générant
ainsi la production de plusieurs autoanticorps. Afin de vérifier cette hypothese, une
étude a été menée par Pittock et ses collaborateurs [2004], dans I'objectif de
mesurer la fréquence des autoanticorps coexistants, et du cancer qui y est associé,
dans une cohorte de 60 000 patients, évalués entre le 1* janvier 2000 et le

31 décembre 2003, chez lesquels un syndrome neurologique paranéoplasique (SNP)
était suspecté. L'analyse sérologique a été réalisée par immunofluorescence
indirecte, puis confirmée par western blot. Un autoanticorps a été détecté chez

553 patients (0,92 %) et, chez 31 % de ceux-ci, plus d’un autoanticorps a été détecté.
L’anti-PCA2 a été détecté chez 36 (0,06 %) des 60 000 patients et a été fréquemment
trouvé en présence d’anti-Hu, d’anti-CV2, d’anti-amphiphysine ou d’anti-ANNA-3.
Ainsi, la fréquence cumulative d’anticorps coexistants était de 50 % concernant I'anti-
PCA2, comparativement a 0 % concernant I'anti-PCA1 (anti-Yo). Parmi les patients

! Information obtenue du Dr Martin Savard (communication écrite du 26 février 2016).

35



dont les données cliniques étaient disponibles, un cancer du poumon a petites
cellules ou non a petites cellules était présent chez 89 % des patients chez lesquels
I"anti-PCA2 a été détecté et un cancer du sein, des ovaires ou de |'utérus était
présent chez 91,2 % des patients chez lesquels I'anti-PCA1 (anti-Yo) a été détecté. Les
auteurs concluent qu’une évaluation sérologique d’un profil d’autoanticorps permet
de prédire un cancer spécifique qui n’est pas suspecté cliniquement par le profil
neurologique, ce qui accélere le diagnostic du cancer et le traitement.

Une autre étude avait pour objectif d’évaluer si certains groupes d’autoanticorps
permettaient de prédire le type de cancer associé a un SNP. Pour ce faire, une
analyse mathématique des résultats d’évaluation des autoanticorps présents dans le
sérum de 78 889 patients (de 2008 a 2011) chez lesquels le SNP était suspecté a été
réalisée, puis validée a I'aide d’un groupe de 368 patients atteints d’un cancer du
poumon, du thymus ou des amygdales. L’évaluation sérologique comprenait

15 autoanticorps, dont I'anti-Hu, I'anti-Ri, I'anti-Yo, I'anti-CV2, I'anti-amphiphysine et
I’anti-PCA2. L’anti-PCA2 était présent chez 24 patients (0,03 %) et a été détecté plus
fréquemment en combinaison avec I'anti-CV2 et I'anti-Hu. Les auteurs concluent que
les anticorps onconeuronaux coexistent généralement en groupes spécifiques,
détectables par une analyse simultanée de plusieurs anticorps. De plus, ils affirment
que ces combinaisons d’anticorps sont fortement prédictives de certains types de
cancers, ce qui permet de limiter la recherche du cancer a certains organes [Horta et
al., 2014].

Tableau 3 Valeur diagnostique de I'anti-PCA2 et cancers associés

ANTICORPS
I NOMBRE DE DETECTES c‘g':;::?::% CANCER DETECTE
0,
PATIENTS (NOMBRE DE CAS (NOMBRE OU %) NOMBRE (%)
0oU %)
. PCA2 (10) dont 1
Vernino et PCA2 + AchR ou VGCC
Lennon 9 avec SN sans SN (6) CPPC
’ 58 sans SN + CPPC PCA2 seul (3)
* +
2000 PCA2 groupé” (7) PCA2 + CV2 (1)
553/60 000 (0,92 %) | Un Ac ou plus (31 %)
PCA2 :
Hu : 216 (0,36) Fréguence cumulative : (1:|73ﬁ:9§ (S(ZS?D)NPC 15/17
Pittock et 60 000 SNP Cv2:210(0,35) PCA2 groupé” (50 %) !
al., 2004 suspecté PEA; (\;OG) (:0132)(0'17) (Hu, CV2, PCAL -
PCA2: . . :
’ amphiphysine, ANNA-
Amph : 24 (0,04) 3 phipny 62/68 (91,2)
i Sein, ovaires, utérus
Ri:12(0,02) | pca1 (vo) (0 %)
ANNA-3 : 6 (0,01)
Horta etal., | 78 889 cas de SNP ) PCA2 + CV2 (6; 25 %) S
2014 suspecté PCA2 (24; 0,03) PCA2 + Hu (5; 20,8 %) ND pour I'anti-PCA2

Abréviations : Ac : anticorps; CPPC : cancer du poumon a petites cellules; CPNPC : cancer du poumon non a petites cellules;
ND : non déterminé; SN : symptomes neurologiques; SNP : syndrome neurologique paranéoplasique

* PCA2 groupé : anti-PCA2 détecté en présence d’au moins un autre anticorps.

t Le nombre total de cas qui présentaient des anticorps excéde 553, parce que 31 % des patients présentent plus d’un
autoanticorps.

1 Des données cliniques adéquates étaient disponibles sur 19 patients qui présentaient des anti-PCA2 et 68 patients qui
présentaient des anti-PCA1.
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4.2

4.3

4.4

4.5

Valeur pronostique

Aucune étude sur la capacité de I'analyse des anti-PCA2 a prévoir |'évolution de la
maladie n’a été repérée.

Valeur thérapeutique

L’analyse de I'autoanticorps anti-PCA2 ne permet pas de choisir ou de modifier le
traitement de patients atteint d’un syndrome neurologique paranéoplasique (SNP).

Validité analytique

Les données de validité analytique de la trousse IIFT Neurology Mosaic 14
proviennent de la brochure d’information fournie avec la trousse.

Réaction croisée
Aucune donnée de réaction croisée n’est connue d’EUROIMMUN
Interférence (effet de matrice)

Les échantillons hémolysés, lipémiques et ictériques n’ont montré aucune
interférence sur I'analyse.

Reproductibilité intra-essai

L'analyse de 2 échantillons caractérisés a été réalisée en paralléle a 10 reprises. La
variation d’intensité de fluorescence était inférieure a £ 1 niveau d’intensité de
fluorescence. Selon EUROIMMUN, une valeur d’intensité de « 0 » signifie « aucune
fluorescence spécifique » et une valeur de « 5 » signifie « fluorescence spécifique
extrémement élevée ».

Reproductibilité inter-essai

L'analyse de 2 échantillons caractérisés a été réalisée en double au cours d’un
minimum de 2 jours différents, en 5 essais disctincts. La variation d’intensité de
fluorescence de tous les échantillons était inférieure a £ 1 niveau d’intensité de
fluorescence.

Reproductibilité

L'analyse de 2 échantillons caractérisés a été réalisée en utilisant des lames de 3 lots
différents. La variation d’intensité de fluorescence de tous les échantillons était
inférieure a + 1 niveau d’intensité de fluorescence.

Sensibilité et spécificité de détection

La spécificité du test a été évaluée a partir de 200 échantillons de donneurs de sang
en bonne santé. Aucun résultat positif n’a été obtenu. Aucune donnée concernant la
sensibilité de détection de I'anti-PCA2 n’est présentée dans la monographie de la
trousse.

Données fournies par le demandeur

Aucune donnée de validation locale n’a été fournie par le centre demandeur. La
trousse IIFT Neurology Mosaic 14 n’a pas été utilisée par le centre demandeur.
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IMPACTS BUDGETAIRES

Les conséquences économiques de I'introduction de I'analyse dans le systeme de
santé et de services sociaux québécois n’ont pas été analysées.

ENJEUX ORGANISATIONNELS, ETHIQUES, SOCIAUX ET JURIDIQUES

Non évalués.

POSITIONS OU ORIENTATIONS DES PRINCIPALES ORGANISATIONS
CONCERNANT L’ANALYSE EVALUEE

Aucune position ou orientation concernant la détection de I'autoanticorps anti-PCA2
n’a été repérée.

SYNTHESE DE L’EVALUATION

La détection des anticorps onconeuronaux, y compris I’anti-PCA2, permettrait de
confirmer un diagnostic de syndrome neurologique paranéoplasique (SNP), mais
également de limiter a certains organes la recherche d’un cancer sous-jacent. La
présence d’anti-PCA2 associée au cancer du poumon permettrait d’exclure un cancer
du sein ou des ovaires, lesquels sont plutot associés a I'anti-PCA1 (anti-Yo). De plus,
en I'absence des autres autoanticorps associés au cancer du poumon (anti-Hu, anti-
Ri, anti-CV2, anti-amphiphysine), I'anti-PCA2 pourrait contribuer a repérer ce type de
cancer.

Valeur diagnostique

Les 3 études retenues mettent en évidence la faible fréquence des cas ol I'anti-PCA2
est détecté. Dans 2 de ces études, un trés grand nombre de patients ont d{ étre
évalués sur une période de 3 ans afin de les repérer. Le cancer poumon a été détecté
dans la plupart des cas. Dans 20 % a 31 % des cas, I'anti-PCA2 était détecté en
présence d’un autre autoanticorps (anti-Hu, anti-CV2, anti-amphiphysine ou anti-
ANNA-3).

Valeur pronostique

Aucune étude sur la capacité de I'analyse des anti-PCA2 a prévoir I'évolution de la
maladie n’a été repérée.

Valeur thérapeutique

L’analyse de I'autoanticorps anti-PCA2 ne permet pas de choisir ou de modifier le
traitement de patients atteint d’un syndrome neurologique paranéoplasique.
Validité analytique

Les données de validité analytique de la trousse IIFT Neurology Mosaic 14 sont celles
fournies par EUROIMMUN. Le fabricant mentionne une bonne reproductibilité intra-
essai, inter-essai et entre les lots de la trousse concernant I'analyse de deux



échantillons caractérisés, sans toutefois présenter les résultats. Les données de
sensibilité et de spécificité de détection de la trousse sont tres limitées. Aucun effet
de matrice n’a été observé. Aucune donnée relative aux réactions croisées n’était
disponible.

Aucune donnée locale de validation n’a été fournie par le centre demandeur.
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RECOMMANDATION DE L'INESSS

Autoanticorps antineuronaux — Détection de I’anti-PCA2 dans
les cas d’atteinte auto-immune du systeme nerveux central

La recommandation de I'INESSS
O introduction de I’analyse dans le Répertoire
\/ Refus d’introduction de I'analyse dans le Répertoire
O maintien de I’'analyse dans le Répertoire
O Retrait de I"analyse du Répertoire
Précisions accompagnant la recommandation

v" Aucune donnée de vérification de la trousse n’est disponible.

v" Aucun programme de contréle de la qualité externe n’est proposé par le
laboratoire demandeur.
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ANNEXE A

Criteres diagnostiques des syndromes neurologiques
paranéoplasiques (SNP) [Graus et al., 2004]

SNP confirmé

1.

4.

Un syndrome classique, associé a un cancer qui se développe dans un délai de 5 ans
suivant le diagnostic d’un trouble neurologique

Un syndrome non classique qui se résorbe ou qui s’"améliore significativement aprés
traitement du cancer sans immunothérapie concomitante, a la condition que le
syndrome ne soit pas sujet a une rémission spontanée

Un syndrome non classique, en présence d’anticorps onconeuronaux (bien caractérisés
ou non), associé a un cancer qui se développe dans un délai de 5 ans suivant le
diagnostic d’un trouble neurologique

Un syndrome neurologique (classique ou non), en présence d’anticorps onconeuronaux
(anti-Hu, anti-Yo, anti-CV2, anti-Ri, anti-Ma2 ou anti-amphiphysine), sans cancer

SNP probable

1.

Un syndrome classique, sans anticorps onconeuronaux et sans cancer, mais a risque
élevé de présence d’un cancer sous-jacent

Un syndrome neurologique (classique ou non), en présence d’anticorps onconeuronaux
partiellement caractérisés, sans cancer

Un syndrome non classique, sans anticorps onconeuronaux, associé a un cancer
confirmé dans un délai de 2 ans suivant le diagnostic
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ANALYSE SEROLOGIQUE D’AUTOANTICORPS
ANTINEURONAUX: AMPHIPHYSINE, CV2, MA2 (TA),
RI, HU ET YO DANS LES CAS D’ATTEINTE AUTO-
IMMUNE DU SYSTEME NERVEUX CENTRAL
(REFERENCE — 2014.03.008)

Avis d’évaluation

1 INFORMATION GENERALE

11
1.2
13

Demandeur : CHUM — Hopital Notre-Dame
Date de transmission de I’avis au ministre : 2 mai 2016

Date de publication de I'avis : 30 juin 2016

Mise en garde

Le présent avis est fondé sur I'information 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.

Conflit d’intéréts

Le Dr Louis Gaboury n’a pas participé aux délibérations et s’est retiré au moment de
formuler la recommandation.

Lecture externe et accompagnement scientifique

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

Aux fins de la validation du présent avis, les experts consultés sont le Dr Martin Savard
(neurologue, CHU de Québec) et la Dre Annie Dionne (neurologue spécialisée en
maladies neuromusculaires, CHU de Québec).

2 ANALYSE ET TECHNIQUE EVALUEE

2.1

44

Nom de I'analyse

Analyse sérologique des autoanticorps antineuronaux anti-amphiphysine, anti-CV2
(CRMP5), anti-Ma2/Ta (PNMAZ2), anti-Ri (ANNA-2), anti-Hu (ANNA-1), anti-Yo (PCA-1)
par immunoblot.




2.2 Description bréve de I’analyse et précisions techniques et cliniques

La trousse EUROLINE Neuronal Antigens Profile 2 (IgG) (EUROIMMUN) utilise la
technique immunoblot pour réaliser la détection qualitative des autoanticorps
dirigés contre six antigenes associés aux encéphalites auto-immunes
paranéoplasiques.

L’analyse par immunoblot est une méthode immunochimique qui permet de réaliser
la détection de plusieurs autoanticorps simultanément, dans les mémes conditions
(analyse « multiplexe »). Les antigenes purifiés sont préadsorbés en courtes stries
paralléles sur des bandelettes. Dans un premier temps, chaque échantillon de sérum,
préalablement dilué selon les instructions fournies avec la trousse, est incubé avec
une bandelette afin de permettre la fixation des autoanticorps spécifiques, présents
dans le sérum, aux antigénes de la bandelette. Les autoanticorps non fixés a la
bandelette sont lavés, puis une deuxieme période d’incubation est réalisée en
présence d’un anticorps de détection couplé a la phosphatase alcaline. Les anticorps
non fixés a la bandelette sont a nouveau lavés préalablement a la troisieme période
d’incubation en présence d’une solution de substrat-chromogene. La réaction du
substrat avec la phosphatase alcaline permet le développement d’une coloration
dont I'intensité est proportionnelle au titre des autoanticorps sur la strie
correspondante. L'évaluation des résultats peut étre visuelle ou automatisée. Dans
ce dernier cas, les bandelettes sont numérisées et analysées a I’aide du logiciel
EUROLineScan d’EUROIMMUN.

Lorsque les incubations sont correctement réalisées, une réaction colorée de forte
intensité est visible sur la bandelette sur la strie témoin. Les résultats sont exprimés
en unités de nuances de gris (grayscale units) selon l'intensité des stries obtenues.
Une valeur de 0 a 5 est associée a un résultat négatif, une valeur de 6 a 10, a un
résultat limite'?, une valeur de 11 3 25 ou de 26 a 50 (+ ou ++), a un résultat positif,
et une valeur supérieure a 50, a un résultat fortement positif.

2.3 Modalités d’administration du test

Une fois que les autres causes possibles (traumatique, vasculaire, toxique,
métabolique, médicamenteuse ou infectieuse) ont été éliminées, le neurologue peut
demander un bilan néoplasique (techniques d’'imagerie) et un bilan paranéoplasique
(autoanticorps antineuronaux) de base. Un échantillon de sang (et parfois de liquide
céphalorachidien) est prélevé au centre de préléevement, puis acheminé vers le
laboratoire central a des fins de centrifugation et de récolte du sérum, lequel sera
congelé a -20 °C jusqu’au moment de I'analyse. Le temps de réponse est de 2 a

4 semaines.

2.4 Société ou concepteur

La trousse EUROLINE Neuronal Antigens Profile 2 (IgG) a été mise au point par la
compagnie EUROIMMUN MEDIZINISCHE LABORDIAGNOSTIKA AG (Lubeck,
Allemagne).

' Les résultats affichant une intensité de 6 a 10 doivent étre évalués comme s'ils étaient augmentés, mais négatifs.
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2.5 Statut d’homologation (Santé Canada, FDA)

Trousse EUROLINE Neuronal Antigens Profile 2 (IgG) (n° de cat.: DL-1111-1601-2G);
Santé Canada (n° 75927) 2007-12-19.

2.6 Valeur pondérée : 57,79

3 CONTEXTE

3.1 Patients ciblés
Patients présentant des symptomes laissant supposer la présence d’un syndrome
neurologique paranéoplasique.

3.2 Description des maladies visées
Les syndromes dits paranéoplasiques sont la conséquence d’une réaction
immunitaire a certains antigénes neuronaux aussi exprimés par la tumeur [Karim et
Jacob, 2012]. Généralement, la réponse immunitaire amorcée stoppe avec succes la
croissance de la tumeur, ce qui rend cette derniére occulte au moment ou les
patients développent des symptémes neurologiques. Ainsi, parce que plusieurs
années peuvent s’écouler avant la détection d’un cancer sous-jacent, un suivi étroit
des patients qui présentent des anticorps paranéoplasiques est requis [Hoffmann et
al., 2008]. Lorsque, par ailleurs, la réponse immunitaire se manifeste dans le systeme
nerveux central, I'atteinte des neurones par les autoanticorps occasionne divers
symptomes et troubles neurologiques [Roberts et Darnell, 2004].

On distingue deux catégories de syndromes paranéoplasiques du systéme nerveux
central, soit les syndromes classiques, ou les anticorps sont dirigés contre des
protéines intracellulaires (aussi appelés anticorps onconeuronaux), et les syndromes
ou les anticorps sont dirigés contre des protéines membranaires ou synaptiques
[Graus et al., 2010]. Les principales caractéristiques de ces deux catégories de
syndromes sont présentées dans le tableau 1 ci-apres.

Tableau 1l Caractéristiques des syndromes paranéoplasiques du systéme nerveux

central
SYNDROMES CLASSIQUES™ A CIBLE SYNDROMES A CIBLE MEMBRANAIRE
INTRACELLULAIRE OU SYNAPTIQUE
Anticorps onconeuronaux :
ANTICORPS Hu (ANNA-1), Ri (ANNA-2), Yo (PCA1), NMDAR, VGKC™ (Lgil et Caspr2), AMPAR,
Ma2/Ta (PNMA2), CV2 (CRMPS5), GABA(B)R

amphiphysine, PCA2

Aucune corrélation entre le taux
PATHOGENICITE | d’anticorps et la gravité de la maladie
(marqueur non pathogénique) (1)

Corrélation directe entre le taux
d’anticorps et la gravité de la maladie (1)

(suite)

13 . . . . PP . .

Le terme « syndrome classique » s’applique aux syndromes neurologiques qui sont souvent associés a un cancer. Le diagnostic
d’un tel syndrome devrait mener a la recherche d’une tumeur occulte, sans qu’il soit tenu compte des anticorps détectés [Graus et
al., 2004].
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Tableau1l Caractéristiques des syndromes paranéoplasiques du systeme nerveux

central (suite)

SYNDROMES CLASSIQUES™* A CIBLE
INTRACELLULAIRE

SYNDROMES A CIBLE MEMBRANAIRE
OU SYNAPTIQUE

CANCER ASSOCIE

La majorité des syndromes sont
paranéoplasiques

Cancer sous-jacent (> 90 % des cas)
(cancer du poumon a petites cellules,
cancer du sein et des ovaires, thymomes)
(1,2)

Moins souvent paranéoplasiques (2, 3,
4)

Lgil (< 10 %) (5)

Caspr2 (20% a 40 %) (4, 5, 11, 13)
GABA(B)R (60 %) (6)

AMPAR (70 %) (7)

Traitement de la néoplasie causale,

Immunothérapie :
prednisone, immunoglobulines

TRAITEMENT résection de la tumeur, stabilisation des . . R
symptomes neurologiques (2) intraveineuses, plasmaphérése,
y Rituximab, cyclophosphamide (2, 8, 9)
REPONSE AU . . < . B,onne, reponsg alf '.cral'Fement 3,5, ‘10)'
TRAITEMENT Faible réponse a 'immunothérapie (2) récupération significative ou complete
chez 70 % a 80 % des patients (11)
PRONOSTIC Pronostic défavorable (2) Pronostic plus favorable (12)

Sources: (1) Karim et Jacob, 2012; (2) Honnorat, 2014; (3) Irani et al., 2011; (4) Varley et al., 2015; (5) Irani et al.,
2010; (6) Lancaster et al., 2010; (7) Lai et al., 2009; (8) Irani et al., 2013; (9) Vincent et al., 2004; (10) Irani et al., 2008;
(11) Lancaster et al., 2011; (12) Le Dault et al., 2016; (13) Leypoldt et al., 2015.

* VGKC (voltage-gated potassium channel complex) est un complexe de protéines membranaires qui comprend Lgil

et Caspr2.

En 2004, un regroupement international de neurologues a suggéré de définir un

syndrome neurologique paranéoplasique (SNP) « confirmé » ou « probable » a partir
de différents criteres diagnostiques (voir I'annexe A). Selon ces critéres, en I'absence
de cancer détecté, seuls les anticorps onconeuronaux « bien caractérisés » peuvent
étre utilisés pour que le trouble associé soit considéré comme étant un SNP confirmé
[Graus et al., 2004].

Les anticorps onconeuronaux « bien caractérisés » sont ceux relativement auxquels
un profil réactionnel est reconnaissable en immunohistochimie et I'immunoblot sur
protéine recombinante doit étre utilisé pour en confirmer la spécificité [Graus et al.,
2004]. Actuellement, six anticorps onconeuronaux sont considérés comme étant

« bien caractérisés », soit I'anti-Hu, I’anti-Yo, I’anti-Ri, I'anti-CV2, I'anti-Ma2 (anti-Ta)
et I'anti-amphiphysine. La liste des divers syndromes et cancers fréquemment
associés aux anticorps onconeuronaux est présentée dans le tableau 2 ci-aprés.

14 . . . . PP . -
Le terme « syndrome classique » s’applique aux syndromes neurologiques qui sont souvent associés a un cancer. Le diagnostic

d’un tel syndrome devrait mener a la recherche d’une tumeur occulte, sans qu’il soit tenu compte des anticorps détectés [Graus et

al., 2004].
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3.3

3.4

3.5

Tableau2 Syndromes et principaux cancers associés aux anticorps onconeuronaux

ANTICORPS 2 PRINCIPAUX CANCERS
ONCONEURONAUX PRINCIPAUX SYNDROMES ASSOCIES ASSOCIES

Encéphalomyélite, encéphalite
limbique, dégénérescence
cérébelleuse, neuropathie
sensorielle

Anti-Hu (anti-ANNA-1) CPPC

Cancer du sein et des

Anti-Yo (anti-PCA-1) Dégénérescence cérébelleuse .
ovaires

Dégénérescence cérébelleuse,

Anti-Ri (anti-ANNA-2 , . (o
Ri (anti ) encéphalite du tronc cérébral

CPPC, cancer du sein

Encéphalomyélite, dégénérescence

Anti-CV2 (anti- - ; i
ntl (anti cérébelleuse, chorée, neuropathie CPPC, thymome

CRMP5) ) R
sensorielle, encéphalite limbique
. . Encéphalite (limbique, du tronc Cancer des cellules
Anti-Ma2 ou anti-Ta , ,p ,( . ,q . .
. cérébral), dégénérescence germinales (testicules),
(anti-PNMA2) .
cérébelleuse cancer du poumon

Source : adapté de Graus et al., 2004.
Sigle : CPPC : cancer du poumon a petites cellules

* Contrairement aux six autres anticorps présentés dans ce tableau, I'anti-PCA2 est considéré comme un anticorps
partiellement caractérisé [Graus et al., 2004].

Selon une étude menée par le PNS Euronetwork consortium (un consortium
européen regroupant 20 centres dans 11 pays) sur 979 patients [Giometto et al.,
2010], les SNP les plus fréquents sont la dégénérescence cérébelleuse (24,3 %), la
neuropathie sensorielle (24,3 %, atteinte périphérique) et I'encéphalite limbique
(10 %). L’analyse sérologique d’anticorps onconeuronaux chez ces patients a révélé
que I'anti-Hu est I'autoanticorps le plus fréquent (38,8 %), suivi de I'anti-Yo (13,4 %).
La fréquence des autres anticorps onconeuronaux était inférieure a 10 %. Par
ailleurs, le cancer du poumon a petites cellules, le cancer du sein, le cancer des
ovaires et le cancer du poumon non a petites cellules sont les cancers les plus
fréquemment associés avec un SNP, ce qui représente 66,5 % des cancers associés.

Nombre prévu d’analyses et de patients visés

De 50 a 100, par année, dans la population desservie par le centre demandeur et de
150 a 300, par année, au Québec, d’apres une estimation des requétes futures faite
par des neurologues.

Spécialités médicales concernées
Neurologie, hémato-oncologie.
Bréve description de la situation actuelle

La technique considérée comme la technique de référence de détection des
anticorps onconeuronaux est I'immunohistochimie sur coupes de cerveau combinée




a 'immunoblot sur protéines recombinantes purifiées visant a confirmer la spécificité
de ces anticorps [Maat et al., 2013]. La méthode immunoblot est actuellement
utilisée pour réaliser la détection simultanée de plusieurs autoanticorps. Elle est
réalisée a I'aide de diverses trousses commerciales (dont celles de la compagnie
EUROIMMUN).

L'immunoblot est généralement utilisé pour confirmer la détection des anticorps a
cible intracellulaire (onconeuronaux), mais n’est pas recommandé pour le dépistage
(voir la section 7). Les résultats obtenus par immunoblot montrent
occasionnellement des bandes de faible intensité ou des bandes multiples qui
peuvent s’avérer étre des faux positifs. Ces résultats doivent étre interprétés avec
prudence et mis en contexte clinique si une méthode de dépistage (test sur coupe de
tissu par immunofluorescence ou immunohistochimie) n’est pas réalisée
préalablement [Hoftberger et al., 2012].

Actuellement, I'analyse des six anticorps onconeuronaux peut étre réalisée a
I’extérieur du Québec ou au Centre universitaire de santé McGill (CUSM).

3.6 Données médico-administratives

Présentement, deux des six anticorps sont déja inscrits dans le Répertoire québécois
et systeme de mesure des procédures de biologie médicale, soit I’anti-Hu

(code 30042) et I'anti-Yo (code 30050). Il s’agit de deux analyses suprarégionales
désignées au CUSM. Les données de production par établissement du ministere de la
Santé et des Services sociaux (MSSS) de I'année 2014-2015 indiquent 633 demandes
d’analyse relatives a chacun de ces anticorps.

Le CUSM offre actuellement I'analyse des six anticorps. L’analyse des six anticorps est
réalisée méme lorsqu’un seul anticorps est visé par la demande; un seul test est
réalisé et le rapport inclut le résultat relatif a chaque anticorps™.

Les données du MSSS sur les envois hors Québec sont présentées dans le tableau 3
ci-apres.

Tableau3 Données médico-administratives des envois hors Québec de I’année

2013-2014
ANALYSE NOMBRE coO0T TOTAL* LABORATOIRE DE REFERENCE
Bilan . . 3 1172,73 S Mayo Medical Laboratories (Etats-Unis)16
paranéoplasique

* Le co(t total a été calculé en multipliant le nombre d’analyses par le co(t unitaire.

3.7 Breéve description des avantages allégués de I’analyse proposée

La présence d’anticorps onconeuronaux indique la nature paranéoplasique d’un
trouble neurologique. Ainsi, la détection de ces anticorps permet de confirmer un
diagnostic de syndrome neurologique paranéoplasique (SNP), mais également de

> Information obtenue du Dr Karim Mourabit Amari, médecin biochimiste au CHU de Québec (Hopital de I'Enfant-Jésus), le 8 janvier
2016.

' Le bilan paranéoplasique de Mayo Medical Laboratories comprend la détection de 15 anticorps, dont I'anti-amphiphysine, I'anti-
CV2 (CRMP5), I'anti-Ri (ANNA-2), I'anti-Hu (ANNA-1), I'anti-Yo (PCA-1). L’anti-Ma2 ou anti-Ta (PNMA2), inclus dans la trousse
EUROIMMUN, n’est pas inclus dans ce bilan. L'information tirée du site Web « Paraneoplastic Autoantibody Evaluation, Serum » de
Mayo Medical Laboratories est disponible a : http://www.mayomedicallaboratories.com/test-catalog/Overview/83380 (consulté le
19 février 2016).
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3.9

limiter a certains organes ciblés la recherche d’un cancer sous-jacent (visée
pronostique).

L’analyse par immunoblot offre la possibilité de détecter plusieurs autoanticorps a la
fois.

Assurance qualité

Des échantillons de sérums positifs serviront au contréle de qualité interne; la
participation a des contréles de qualité externes est prévue lorsqu’ils seront
disponibles.

Remplacement d’un autre test

L'analyse sérologique des six anticorps pourrait remplacer I'analyse de I'anti-Hu
(code 30042) et de I'anti-Yo (code 30050) déja incluses dans le Répertoire québécois
et systeme de mesure des procédures de biologie médicale.

DONNEES PROBANTES

4.1

Valeur diagnostique

La recherche documentaire effectuée concernant la période de 2005 a 2015 n’a
permis de repérer qu’un faible nombre d’études de cohorte, probablement en raison
de la rareté des SNP. Par ailleurs, plusieurs études de cas ont été repérées; elles
n’ont pas été retenues, parce qu’elles ne permettaient pas d’établir un lien entre la
méthode de détection, les anticorps présents et le diagnostic. Les études de cohorte
retenues [Saraya et al., 2013; Michalak et al., 2009] sont présentées dans le

tableau 4.

L’étude de Michalak et ses collaborateurs [2009] avait pour objectif de détecter,
entre autres, les anticorps onconeuronaux (anti-Hu, anti-Ri, anti-Yo, anti-Ma (anti-
Ta), anti-CV2 et anti-amphiphysine) chez des patients qui présentent une maladie
pulmonaire et chez lesquels la présence d’un SNP est suspectée. A partir d’une base
de données de 525 patients chez lesquels la présence d’un SNP est suspectée,

21 patients atteints d’'une maladie pulmonaire ont été sélectionnés. La présence
d’anticorps onconeuronaux a été détectée par immunofluorescence indirecte (IFl)
(EUROIMMUN) chez 5 (23,8 %) de ces patients, puis confirmée par Western blot
(EUROIMMUN), une technique similaire a I'immunoblot. Les manifestations
neurologiques les plus fréquentes étaient des neuropathies (8 cas, soit 38,1 %). Les
SNP associés a la présence d’un anticorps onconeuronal incluaient I'encéphalite
limbique et la dégénérescence cérébelleuse. Un cancer a été détecté chez 4 patients,
dont 3 cancers du poumon, chacun présentant un anticorps différent. Les auteurs
concluent que la détection des anticorps est fortement prédictive d’un SNP classique
associé a une forte probabilité de cancer sous-jacent.

Une étude de cohorte prospective a été menée par Saraya et ses collaborateurs
[2013] sur des patients dont I'encéphalite était évidente. Cette étude avait pour
objectif d’évaluer la présence d’autoanticorps dans les cas d’encéphalite auto-
immune, exclusion faite des causes infectieuses. Parmi les 103 patients recrutés, 25
(24 %) souffraient d’encéphalite auto-immune. La détection des autoanticorps a été
réalisée par IFl sur cellules HEK293 transfectées (EUROIMMUN), puis confirmée par



immunoblot (EUROIMMUN), en partie sur des échantillons de sérum congelé
(d’octobre 2010 a juin 2011) et en analyse de routine (de juin 2011 a ao(t 2012).
Parmi les 20 anticorps a I'étude, les anticorps onconeuronaux anti-Hu, anti-Ri, anti-
Yo, anti-CV2 et anti-amphiphysine ont été évalués. L'anti-Ri a été détecté le plus
fréquemment, suivi de I'anti-Yo. Un cancer a été détecté chez 3 patients (12 %), dont
1 patient ayant I'anti-Ri et 1 patient ayant I'anti-Yo. Toutefois, les auteurs
mentionnent que la recherche d’un cancer n’a pas été réalisée chez tous les patients,
leurs résultats de laboratoire n’ayant été connus qu’aprés leur sortie de I’hdpital et
parce qu’ils présentaient une incapacité grave, ou en raison du refus des familles de
participer a des investigations additionnelles. Selon les auteurs, les résultats de cette
étude portent a recommander I’évaluation des causes auto-immunes dans les cas
d’encéphalite dont le bilan infectieux est négatif.

Tableau4 Valeur diagnostique de la détection des anticorps onconeuronaux

a ANTICORPS
METHODE . SNP
ETUDE N DETECTION - omo;:::gcégmx CANCE?N’L;SSOC'E DIAGNOSTIQUE
0
CONFIRMATION N (%) N (%)
2{12-12(23'8) Hu': CPPC (2) DC: 1 (4,8)
Michalak et 51 |IFl-wB Ri .'1 Ri : sein, MP (1) EL "2 ( ’5)
al., 2009 (EUROIMMUN) o Ri+ Yo : (0) T
Ri+Yo:1 Amph : CPNPC (1) DC+EL:1(4,8)
Amph : 1 ph
Saraya et al., IFl : Immunoblot Ri: 6 (24) Ri : ovaires (1)
2013 25 (EUROIMMUN) Yo:2(8) Yo : cellules EA
Ri+ NMDA : 1 (4) germinales (1)

4.2

Sigles : amph : amphiphysine; CPPC : cancer du poumon a petites cellules; CPNPC : cancer du poumon non a petites
cellules; DC : dégénérescence cérébelleuse; EA : encéphalite autoimmune; EL : encéphalite limbique; IFI :
immunofluorescence indirecte; MP : métastases plumonaires; N : nombre; SNP : syndrome neurologique
paranéoplasique; WB : western blot.

Valeur pronostique

Le pronostic d’'un syndrome paranéoplasique, bien qu’il soit globalement sombre,
varie en fonction des autoanticorps présents, tel que l'illustrent les trois études
retenues [Horta et al., 2014; Honnorat et al., 2009; Shams'ili et al., 2003], présentées
dans les tableaux 5 et 6.

L’étude de Shams'ili et ses collaborateurs [2003], bien qu’elle ne soit pas récente, est
citée par de nombreux auteurs. Cette étude avait pour objectif d’examiner la
fréquence relative des autoanticorps associés a la dégénérescence cérébelleuse (DC)
et de comparer les symptémes neurologiques, les cancers associés, le degré
d’incapacité et la survie selon I'autoanticorps détecté (voir le tableau 5). Sur une
période de 12 ans, plus de 5 000 échantillons de sérum ont été analysés en vue d’y
détecter la présence d’autoanticorps, ce qui a permis de repérer 137 patients
atteints d’un SNP, et un titre en anticorps supérieur ou égal a 400. Parmi ces
patients, 50 patients (36,5 %) avaient des anticorps associés a la DC, dont I'anti-Hu,
I'anti-Yo et I'anti-Ri. La survie médiane des patients qui avaient I'anti-Ri était plus
longue, comparativement a celle des patients qui avaient I'anti-Hu ou I'anti-Yo.
Toutefois, aucune valeur d’importance relative sur le plan statistique n’est
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mentionnée par les auteurs. Un meilleur pronostic neurologique était également
associé a I'anti-Ri. L’évaluation des capacités fonctionnelles au moyen de I'échelle de
Rankin a révélé que 83 % de ces patients avaient la capacité de marcher au moment
du dernier suivi ou du déces. Par contre, seulement 4 patients (21 %) ayant I'anti-Yo
et 4 patients (25 %) ayant I'anti-Hu sont demeurés ambulatoires. Les auteurs
affirment qu’un traitement antitumoral et I'essai de I'immunothérapie classique sont
recommandés chez les patients dont la DC évolue plus lentement et ceux ayant

I’anti-Ri.

Une étude de cohorte rétrospective a été réalisée au moyen de données issues d’un
registre afin de comparer les caractéristiques cliniques et tumorales de patients
ayant I'anti-CV2 (n = 37) ou I'anti-Hu (n = 324) [Honnorat et al., 2009]. Les données
de survie médiane sont présentées dans le tableau 5 et les informations relatives a la
fréquence et au type de cancer sont décrites dans le tableau 6. Les données
indiquent que la survie médiane était significativement plus longue en présence
d’anti-CV2, comparativement a I'anti-Hu ou a la présence des deux anticorps

(p =0,01). Par ailleurs, cet écart est demeuré significatif en considérant uniquement
le sous-groupe de patients atteints d’un cancer du poumon a petites cellules (CPPC)
et en ajustant selon I'age, le sexe, le score obtenu a I'échelle de Rankin et les
symptomes neurologiques a l'intérieur de ce sous-groupe. Ainsi, le pronostic d’un
cancer, en I'occurrence le cancer du poumon (voir le tableau 6), peut étre différent
selon le type d’anticorps onconeuronal présent.

Tableau 5 Survie médiane et capacités fonctionnelles de patients atteints de
dégénérescence cérébelleuse en fonction du type d’anticorps détecté

NOMBRE

FREQUENCE DE

CAPACITES FONCTIONNELLES

ETUDE L’ANTICORPS SURVIE MEDIANE o
(DIAGNOSTIC) |\ o oer (%) NOMBRE (%)
Patients alités : SR* >4
Hu: 12/16 (75)
M 16 (32) 7 o Yo :15/19 (79)
u: u: 7 mois .
'ili Ri:1/6 (17
shamsiliet | o5 e Yo:19 (38) Yo : 13 mois a7) )
al., 2003 Ri: 6 (12) Ri : > 69 mois Patients ambulatoires : SR <3
Hu: 4/16 (25)
Yo :4/19 (21)
Ri: 5/6 (83)
CV2c. Hu
47,67 c. 11,46 mois
Honnoratet |361(SNP)  |cv2:37(10,2) | (P=0.01)

al., 2009

Hu : 324 (89,8)

CV2c.CV2 +Hu
47,67 c. 18,00 mois
(p=0,01)

ND

Sigles : DC : dégénérescence cérébelleuse; ND : non déterminé; SNP : syndrome neurologique paranéoplasique; SR :
score a I’échelle de Rankin

* A 'échelle de Rankin, un score de 1 a 3 représente une incapacité légére 8 modérée (patient ambulatoire), un score
de 4 ou 5 représente une incapacité grave et un besoin d’aide a la marche ou alitement. Information tirée du site
Web « Evaluation clinique et fonctionnelle d'un handicap moteur » du Collége des enseignants de neurologie,
disponible a : http://www.cen-neurologie.fr/2eme-
cycle/Items%20inscrits%20dans%20les%20modules%20transversaux/Evaluation%20clinique%20et%20
fonctionnelle%20d%27un%20handicap%20moteur/index.phtml (consulté le 18 février 2016).
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http://www.cen-neurologie.fr/2eme-cycle/Items%20inscrits%20dans%20les%20modules%20transversaux/Evaluation%20clinique%20et%20%0bfonctionnelle%20d%27un%20handicap%20moteur/index.phtml

La présence d’anticorps onconeuronaux indique la nature paranéoplasique d’un
trouble neurologique et permet de limiter la recherche de cancer a certains organes
ciblés.

L'étude d’'Honnorat et ses collaborateurs [2009] précédemment décrite permet
d’illustrer cet aspect (voir le tableau 6). La survie médiane plus longue en présence
d’anti-CV2 n’était pas associée a un type de cancer en particulier. En effet, le CPPC
est le cancer le plus fréquemment détecté dans les groupes ayant I'anti-CV2 et I'anti-
Hu. Aucun autre type de cancer n’a été détecté dans le groupe ayant I'anti-Hu. Les
auteurs concluent qu’un syndrome associé a I'anti-CV2 semble étre une entité
morbide différente d’un syndrome associé a I’anti-Hu, bien que ces deux anticorps
puissent étre présents en concomitance chez un méme patient.

Une étude menée a la clinique Mayo avait pour objectif d’évaluer si certains groupes
d’autoanticorps permettaient de prédire le type de cancer associé au SNP [Horta et
al., 2014] (voir le tableau 6). Pour ce faire, une analyse mathématique des résultats
d’évaluation des autoanticorps présents dans le sérum de 78 889 patients chez
lesquels le SNP était suspecté a été réalisée, puis validée a I'aide des résultats
obtenus d’un groupe de 368 patients atteints de cancer du poumon, du thymus ou
des amygdales. L’analyse sérologique comprenait 15 autoanticorps, dont I'anti-Hu,
I'anti-Ri, I'anti-Yo, I'anti-CV2 et |'anti-amphiphysine.

Parmi les 155 patients ayant I'anti-Hu, la détection d’un cancer a été
significativement plus fréquente, lorsque la présence de cet anticorps était
comcomitante a celle de I'anti-VGCC ou de I'anti-CV2, que lorsqu’il était le seul
anticorps présent (79 % c. 58 %, p = 0,02). De plus, la présence concomitante de
I’'anti-VGCC ou de I'anti-CV2 avec I'anti-Hu faisait augmenter la probabilité de
développer un cancer du poumon, passant de 84,6 % en présence de |'anti-Hu seul a
100 % (p = 0,007), sans toutefois entrainer un effet significatif sur la fréquence de
cancer du sein.

La fréquence globale de cancer était similaire chez les patients ayant I'anti-
amphiphysine seul (84 %) ou en combinaison avec I'anti-Hu ou I'anti-CV2 (70 %).
L’anti-amphiphysine seul était significativement associé au cancer du sein (61,3 % c.
6,3 % en combinaison avec d’autres anticorps, p = 0,0004). Par contre, lorsque cet
anticorps était accompagné de I'anti-Hu ou de I'anti-CV2, le cancer du poumon était
significativement plus fréquent (93,8 % c. 25,8 % en présence de I'anti-amphiphysine
seul, p < 0,0001).

Les auteurs concluent que les anticorps onconeuronaux coexistent généralement en
groupes spécifiques, détectables par analyse simultanée de plusieurs anticorps. De
plus, ils affirment que ces combinaisons d’anticorps sont fortement prédictives de
certains types de cancer, ce qui permet de limiter la recherche du cancer en ciblant
seulement certains organes.
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4.3

4.4

Tableau 6 Association entre la présence concomitante d’anticorps
onconeuronaux et le type de cancer détecté

R B TYPE DE CANCER
ETUDE ANTICORPS : N CANCER POUMON THYMUS SEIN
N (%) N (%) N (%) N (%)
CV2:37 34(91,9) 21/34 (61,8) | 5/34(14,7) N. D.
Honnorat et Hu : 324 278(85,8) | 196/278 (70,5)" 0 N. D.
al., 2009
CV2 +Hu:10 9 (90) 7/9 (77,8)" 1/9 (11,1) N. D.
Hu:112 65 (58) 55/65 (84,6) N. D. 1/65 (1,5)
Hu+VGCCouCV2:43| 34(79)% 34/34 (100)° N. D. 1/34 (2,9)
Horta et al.,
2014 Amph :37 Q 31 (84) 8/31(25,8) N. D. 19/31 (61,3)
Amph +2"3'”9°” cve: 16 (70) 15/16 (93,8)! N. D. 1/16 (6,3)"

Sigles: ¢ : femme; amph : amphiphysine; N : nombre; N. D. : non déterminé
*p<0,0001 (CV2 c. Hu); T p=0,04 (Hu c. CV2 + Hu)

$p=0,02 (Hu c. Hu + VGCC ou CV2); § p = 0,007 (Hu c. Hu + VGCC ou CV2); || p <0,0001 (amph c. amph + Hu ou CV2);
9 p = 0,0004 (amph c. amph + Hu ou CV2).

Valeur thérapeutique

L’analyse sérologique des six anticorps onconeuronaux ne permet pas de choisir ou
de modifier le traitement de patients atteint d’un syndrome neurologique
paranéoplasique (SNP).

Validité analytique

Les seules données analytiques publiées, relatives a la méthode d’analyse par
immunoblot d’'EUROIMMUN, qui ont été repérées portent sur la détection de
I'anti-Ma2. Cet autoanticorps est peu fréquent et sa détection par IFl montre un
motif de localisation nucléaire tres diffus [Johannis et al., 2011]. Les trousses
commerciales d’analyse par immunoblot rendraient I'interprétation des résultats
plus facile. Ainsi, I'’étude de Johannis et ses collaborateurs [2011] avait pour objectif
de comparer I'IFl et trois trousses commerciales d’analyse par immunoblot
comparables, dont la trousse Neuronal Antigens Profile 2 d’EUROIMMUN, en
analysant les échantillons de sérum de 35 patients chez lesquels la présence d’un
SNP est suspectée. Un résultat consensuel a été obtenu afin que chaque échantillon
puisse servir de référence dans la détermination de la sensibilité et de la spécificité
de I'lFl et de chaque trousse (voir le tableau 7). Un résultat était considéré comme
positif si au moins 2 des 4 méthodes donnaient un résultat positif. Un résultat était
considéré comme négatif si un résultat négatif était obtenu par les 4 méthodes ou si
une seule méthode donnait un résultat positif. Parmi les 35 échantillons, 17 ont été
considérés comme positifs et 18 ont été confirmés négatifs.




Tableau 7 Comparaison de la validité analytique de I'IFl et de trois trousses
d’analyse par immunoblot dans la détection de I’anti-Ma2

) | FAUX NEGATIFS . . | FAUX POSITIFS

METHODE SENSIBILITE NOMBRE (%] SPECIFICITE | "0 1eRE (5)
IFI 94 % 1/35 (2,9 %) 94 % 1/35 (2,9 %)
EUROIMMUN . . .
AP 100 % 0 89 % 2/35 (5,7 %)
Ravo PNS Blot | 88 % 2 (5,7 %) 100 % 0
m:”'a Biotec | 94 o 1/35 (2,9 %) 100 % 0
IFl + 100 % N.D 83 % N.D
EUROIMMUN ? e ’ e

N. D. : non déterminé

La trousse d’EUROIMMUN a permis de détecter I'anti-Ma2 avec une sensibilité de
100 % et une spécificité de 89 %. Un taux de faux positifs de 5,7 % a été obtenu
comparativement a 2,9 % par IFl. L’utilisation de I'lIFl en combinaison avec la trousse
d’EUROIMMUN a permis de conserver une excellente sensibilité, au détriment de la
spécificité. Le taux de faux positifs dans ces conditions n’a toutefois pas été indiqué.
En dépit du faible nombre d’échantillons analysés, les auteurs concluent que
I'utilisation de deux méthodes de détection d’anti-Ma2 est nécessaire afin d’obtenir
les meilleurs résultats.

Données du fabricant de la trousse d’analyse

Les données de validité analytique de la trousse EUROLINE Neuronal Antigens Profile
2 (IgG) proviennent de la brochure d’information fournie avec la trousse.

Le fabricant, EUROIMMUN, mentionne que les résultats d’analyse par immunoblot
(EUROLINE Profile 2) doivent étre comparés avec les résultats obtenus par IFl sur
biopuce (IFI Biochip Neurology Mosaic sur coupes congelées de tissus de primate).
Seuls les résultats ayant une correspondance plausible entre les deux technologies et
les symptomes neurologiques doivent étre considérés. Par ailleurs, la réalisation
d’une analyse d’IFl en paralléle a I'aide de la trousse EUROLINE Profile 2 permet
d’éviter les faux positifs.

Réaction croisée

Selon la monographie fournie avec la trousse, aucune réaction croisée avec d’autres
autoanticorps n’a été détectée; aucune mention des autoanticorps qui ont été
analysés n'y est faite.

Interférence (effet de matrice)

Les échantillons hémolysés jusqu’a une concentration de 5 mg/ml, lipémiques
jusqu’a 20 mg/ml et ictériques jusqu’a 0,4 mg/ml de bilirubine n’ont montré aucune
interférence avec I'analyse réalisée a I'aide de la trousse EUROLINE.
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Variation inter-essai et intra-essai

La variation inter-essai a été déterminée par des analyses multiples d’échantillons
caractérisés, réalisées sur une période de plusieurs jours. La variation intra-essai a
été déterminée par des analyses multiples d’échantillons caractérisés réalisées au
cours d’'une méme journée. Dans tous les cas, I'intensité de coloration des stries se
situait dans la limite de I'échelle spécifiée.

Sensibilité et spécificité de détection

Des échantillons de sérum sérologiquement précaractérisés de 70 patients ayant un
syndrome paranéoplasique et de 40 donneurs de sang présumés étre en bonne santé
(groupe témoin négatif) ont été analysés afin d’y détecter des anticorps
antineuronaux. Les résultats de sensibilité de détection sont les suivants :

NOMBRE
ANTIGENE D’ECHANTILLONS DE | SENSIBILITE
(PROTEINE PURIFIEE’) SERUM %
PRECARACTERISES
Amphiphysine (amphiphysine 1) 2 100
Ma2 ou Ta (PNMA2) 9 89
CV2 (CV2) 4 100
Ri (Noval) 8 100
Yo (cdr62) 20 100
Hu (HuD) 27 100

* Les protéines indiquées entre parenthéses sont les protéines synthétisées et purifiées par des méthodes
biochimiques présentes sur les bandelettes de la trousse EUROLINE.

La spécificité de I'analyse, calculée a partir des échantillons de donneurs de sang, est
de 100 %.

4.5 Données fournies par le demandeur
Aucune donnée locale de validation n’a été fournie par le centre demandeur. La
trousse d’analyse EUROLINE Neuronal Antigens Profile 2 (IgG) n’a pas été utilisée par
le centre demandeur.

IMPACTS BUDGETAIRES

Les conséquences économiques de I'introduction de I'analyse dans le systeme de
santé et de services sociaux québécois n’ont pas été analysées.

ENJEUX ORGANISATIONNELS, ETHIQUES, SOCIAUX ET JURIDIQUES

Ces aspects n’ont pas été évalués.

POSITIONS OU ORIENTATIONS DES PRINCIPALES ORGANISATIONS
CONCERNANT L’ANALYSE EVALUEE

Un groupe de travail de la Fédération européenne des sociétés neurologiques
(European Federation of Neurological Societies ou EFNS) recommande d’analyser
plusieurs anticorps paranéoplasiques simultanément, parce que la plupart des



syndromes et des cancers sont associés a plus d’un anticorps. Cette approche serait
plus efficace et permettrait de réduire le délai dans la recherche d’un cancer sous-
jacent [Titulaer et al., 2011].

Des lignes directrices sur les méthodes de détection des anticorps antineuronaux ont
été publiées dans un guide de pratique clinique en neuropathologie. Il y est
mentionné que pour obtenir un maximum de sensibilité et de spécificité, la
combinaison d’une méthode de dépistage (par immunofluorescence indirecte sur
coupe de tissu (en anglais tissue-based assay) ou par immunohistochimie) et d’un
test de confirmation (immunoblot ou cell-based assay) est recommandée
[Hoftberger et al., 2012].

8 SYNTHESE DE L’EVALUATION

La détection des anticorps onconeuronaux permettrait de confirmer un diagnostic de
syndrome neurologique paranéoplasique (SNP) et de limiter a certains organes ciblés
la recherche d’un cancer sous-jacent. L’analyse par immunoblot permet de détecter
simultanément plusieurs de ces anticorps.

Valeur diagnostique

La détection d’anticorps onconeuronaux et la présence de certains types de cancer
ont permis de confimer un diagnostic de dégénérescence cérébelleuse ou
d’encéphalite d’étiologie auto-immune chez des patients chez lesquels un SNP était
suspecté.

Valeur pronostique

L’anti-Ri a été associé a une survie médiane plus longue et a un meilleur pronostic
neurologique, comparativement a I'anti-Hu et a I'anti-Yo. La survie médiane des
patients ayant I'anti-CV2 était significativement plus longue, comparativement a celle
des patients ayant I'anti-Hu ou les deux anticorps. Certaines combinaisons
d’autoanticorps sont fortement prédictives de certains types de cancer. La présence
concomitante de I'anti-VGCC ou de I'anti-CV2 avec I'anti-Hu ferait augmenter la
probabilité de développer un cancer du poumon. L’anti-amphiphysine seul est
significativement associé au cancer du sein, tandis qu’en présence de I'anti-Hu ou de
I’'anti-CV2, le cancer du poumon est significativement plus fréquent.

Valeur thérapeutique

L’analyse sérologique des six anticorps onconeuronaux ne permet pas de choisir ou
de modifier le traitement de patients atteints d’un SNP.

Validité analytique

La comparaison de trois trousses d’analyse par immunoblot dont une trousse
d’EUROIMMUN, et I'lFI a été réalisée relativement a la détection d’un seul anticorps,
soit I'anti-Ma2. La trousse d’EUROIMMUN a permis de détecter I'anti-Ma2 avec une
sensibilité de 100 % et une spécificité de 94 %. Un taux de faux positifs de 5,7 % a été
obtenu comparativement a 2,9 % par I'lFl. L'utilisation combinée de I'lFl et de la
trousse d'EUROIMMUN a permis de conserver une excellente sensibilité, au
détriment de la spécificité. Le taux de faux positifs dans ces conditions n’était pas
mentionné.
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Les données de validité analytique de la trousse EUROLINE Neuronal Antigens

Profile 2 (IgG) d’'EUROIMMUN indiquent que la variation intra-essai et inter-essai
était située dans la limite de I’échelle spécifiée. Aucun effet de matrice ni réaction
croisée n’a été observé. La sensibilité de détection était de 100 %, sauf celle de I'anti-
Ma2 (anti-Ta), qui était de 89 %, et la spécificité était de 100 % relativement a tous
les anticorps. Aucune donnée locale de validation n’a été fournie par le centre
demandeur.

Positions ou orientations d’autres organisations

La Fédération européenne des sociétés neurologiques (European Federation of
Neurological Societies ou EFNS) recommande I'analyse d’un ensemble d’anticorps
onconeuronaux plutét que de certains anticorps individuellement.

Un guide de pratique clinique en neuropathologie recommande la combinaison
d’une méthode de dépistage (par immunofluorescence indirecte sur coupe de tissu
ou par immunohistochimie) et d’un test de confirmation (immunoblot ou cell-based
assay) pour réaliser I'analyse des anticorps antineuronaux.



9 RECOMMANDATION DE L'INESSS

Analyse sérologique des autoanticorps antineuronaux :
amphiphysine, CV2, Ma2 (Ta), Ri, Hu et Yo dans les cas
d’atteinte autoimmune du systeme nerveux central

La recommandation de I'INESSS
O Introduction de I"analyse dans le Répertoire
\/ Refus d’introduction de I'analyse dans le Répertoire
O maintien de I’'analyse dans le Répertoire
O Retrait de I"analyse du Répertoire
Précisions accompagnant la recommandation

v" Aucune donnée de vérification de la trousse n’est disponible.

v" Aucun programme de contréle de la qualité externe n’est proposé par le
laboratoire demandeur.
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ANNEXE A

Criteres diagnostiques des syndromes neurologiques
paranéoplasiques (SNP) [Graus et al., 2004]

SNP confirmé

1.

4.

Un syndrome classique, associé a un cancer qui se développe dans un délai de 5 ans
suivant le diagnostic d’un trouble neurologique

Un syndrome non classique qui se résorbe ou qui s"améliore significativement apres
traitement du cancer sans immunothérapie concomitante, a la condition que le
syndrome ne soit pas sujet a une rémission spontanée

Un syndrome non classique, en présence d’anticorps onconeuronaux (bien caractérisés
ou non), associé a un cancer qui se développe dans un délai de 5 ans suivant le
diagnostic d’un trouble neurologique

Un syndrome neurologique (classique ou non), en présence d’anticorps onconeuronaux
(anti-Hu, anti-Yo, anti-CV2, anti-Ri, anti-Ma2 ou anti-amphiphysine), sans cancer

SNP probable

1.

Un syndrome classique, sans anticorps onconeuronaux et sans cancer, mais a risque
élevé de présence d’un cancer sous-jacent

Un syndrome neurologique (classique ou non), en présence d’anticorps onconeuronaux
partiellement caractérisés, sans cancer

Un syndrome non classique, sans anticorps onconeuronaux, associé a un cancer
confirmé dans un délai de 2 ans suivant le diagnostic
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DETECTION DES AUTOANTICORPS
ANTINEURONAUX ANTI-VGKC (ANTI-LGI1, ANTI-
CASPR2) DANS LES CAS D'ATTEINTE AUTO-IMMUNE
DU SYSTEME NERVEUX CENTRAL (REFERENCE -
2014.03.008)

Avis d’évaluation

INFORMATION GENERALE

11
1.2
13

Demandeur : CHUM — Hopital Notre-Dame
Date de transmission de I’avis au ministre : 2 mai 2016

Date de publication de I'avis : 30 juin 2016

Mise en garde

Le présent avis est fondé sur I'information 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.

Conflit d’intéréts

Le Dr Louis Gaboury n’a pas participé aux délibérations et s’est retiré au moment de
formuler la recommandation.

Lecture externe et accompagnement scientifique

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

Aux fins de la validation du présent avis, les experts consultés sont le Dr Martin Savard
(neurologue, CHU de Québec) et la Dre Annie Dionne (neurologue spécialisée en
maladies neuromusculaires, CHU de Québec).

2 ANALYSE ET TECHNIQUE EVALUEE
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2.1

Nom de I'analyse

Analyse sérologique des autoanticorps anti-Lgil (en anglais anti-leucine-rich glioma-
inactivated protein 1) et anti-Caspr2 (anti-contactin-associated protein 2) par
immunofluorescence indirecte sur cellules transfectées (en anglais cell-based assay).




2.2 Description bréve de I'analyse et précisions techniques et cliniques

La trousse IIFT Anti-VGKC Associated Proteins — Mosaic 1 utilise la technique
TITERPLANEM mise au point par EUROIMMUN (voir la figure 1), une technologie qui
fait appel aux biopuces. Cette technologie consiste a utiliser des lamelles de verre
couvertes de coupes de tissus ou de cellules transfectées exprimant la protéine
d’intérét. Ces lamelles sont coupées en fragments de quelques millimeétres
(biopuces), puis fixées sur une lame et disposées en groupe (champ) pour en faciliter
I’observation au microscope. Selon le format de la trousse, une lame peut contenir
de 3 a 10 champs et de 1 a 8 biopuces par champ, ce qui permet I'analyse de
plusieurs échantillons et anticorps a la fois.

Figure 1 Schéma d’une lame a biopuces pour immunofluorescence indirecte
d’EUROIMMUN

Source : EUROIMMUN France (http://www.bio-advance.com/index.php/techniqueifi), consulté le 3 février 2016.

Les échantillons ou les réactifs sont déposés dans les aires de réaction d’un support
de lame. Les aires de réaction correspondent aux emplacements des biopuces de la
lame. L'incubation est amorcée lorsque la lame contenant les biopuces est posée a
I'envers sur le support de lame (TITERPLANE). Toutes les biopuces sont en contact
avec les liquides et les réactions individuelles commencent simultanément dans les
mémes conditions.

Les échantillons de sérum ou de plasma dilués a raison de 1/10 (ou de liquide
céphalorachidien (LCR) non dilué) sont ajoutés aux aires de réaction d’un support de
lame, puis incubés en présence des cellules ou des tissus fixés aux biopuces. Par la
suite, les anticorps présents dans les échantillons sont détectés par des anticorps
anti-immunoglobulines humaines couplés a la fluorescéine. Finalement, les biopuces
sont couvertes d’'un milieu d’inclusion a base de glycérol puis d’'une lamelle, afin de
permettre I'observation de la fluorescence au microscope.

Chaque champ d’une lame de la trousse IIFT Anti-VGKC Associated Proteins — Mosaic
1 comporte trois biopuces (Lgil, Caspr2 et cellules témoins de transfection EU90)
permettant la détection simultanée des anticorps anti-Lgil et anti-Caspr2. Les anti-
Lgil et les anti-Caspr2 réagissent spécifiquement avec le cytoplasme et en partie
avec la membrane des cellules transfectées correspondantes. Une évaluation
guantitative peut aussi étre réalisée pour déterminer le titre en anticorps anti-Lgil et
anti-Caspr2 par dilutions en série des échantillons.
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2.3 Modalités d’administration du test
Une fois que les autres causes possibles d’encéphalite (traumatique, vasculaire,
toxique, métabolique, médicamenteuse ou infectieuse) ont été éliminées, le
neurologue peut demander un bilan néoplasique (techniques d’imagerie) et un bilan
paranéoplasique (autoanticorps antineuronaux) de base. Un échantillon de sang (et
parfois de LCR) est prélevé au centre de prélévement, puis acheminé vers le
laboratoire central a des fins de centrifugation et de récolte du sérum, lequel sera
congelé a -20 °C jusqu’au moment de I'analyse. Le temps de réponse est de 2 a
4 semaines.

2.4 Société ou concepteur
La trousse IIFT Anti-VGKC Associated Proteins — Mosaic 1 a été mise au point par la
compagnie EUROIMMUN MEDIZINISCHE LABORDIAGNOSTIKA AG (Lubeck,
Allemagne).

2.5 Statut d’homologation (Santé Canada, FDA)
Trousse IIFT Anti-VGKC Associated Proteins — Mosaic 1 (cat. n° FA-1439-1003-1);
Santé Canada (n° 85895) 2011-04-21

2.6 Valeur pondérée : 68,75

CONTEXTE

3.1 Patients ciblés
Patients présentant des symptomes laissant supposer la présence d’un syndrome
neurologique d’encéphalite auto-immune

3.2 Description des maladies visées

Les encéphalites auto-immunes sont des atteintes rares du systéme nerveux central
(cerveau, tronc cérébral, cervelet, moelle épiniere) souvent associées a la présence
d’un cancer et précédent presque toujours la découverte de celui-ci. Ces
encéphalites, dites paranéoplasiques, sont la conséquence d’une réaction
immunitaire a certains antigénes neuronaux aussi exprimés par la tumeur [Karim et
Jacob, 2012]. Généralement, la réponse immunitaire amorcée stoppe avec succes la
croissance de la tumeur, ce qui rend cette derniére occulte au moment ou le patient
développe des symptomes neurologiques. Par contre, lorsque la réponse
immunitaire se manifeste dans le systeme nerveux central, I'atteinte des neurones
par les autoanticorps occasionne divers symptémes et troubles neurologiques
[Roberts et Darnell, 2004].

On distingue deux catégories de syndromes paranéoplasiques du systéme nerveux
central, a savoir les syndromes classiques, ou les anticorps sont dirigés contre des
protéines intracellulaires, et les syndromes ou les anticorps sont dirigés contre des
protéines membranaires ou synaptiques [Graus et al., 2010]. Les principales
caractéristiques de ces deux catégories de syndromes sont présentées dans le
tableau 1 ci-apreés.



Tableau1l Caractéristiques des syndromes paranéoplasiques du systéme nerveux

central

SYNDROMES CLASSIQUES A CIBLE
INTRACELLULAIRE

SYNDROMES A CIBLE MEMBRANAIRE
OU SYNAPTIQUE

ANTICORPS

Anticorps onconeuronaux :

Hu (ANNA-1), Ri (ANNA-2), Yo (PCA1),
Ma2/Ta (PNMA2), CV2 (CRMPS5),
amphiphysine, PCA2

NMDAR, VGKC™ (Lgi1 et Caspr2), AMPAR,
GABA(B)R

PATHOGENICITE

Aucune corrélation entre le taux
d’anticorps et la gravité de la maladie
(marqueur non pathogénique) (1)

Corrélation directe entre le taux
d’anticorps et la gravité de la maladie (1)

CANCER ASSOCIE

La majorité des syndromes sont
paranéoplasiques.

Cancer sous-jacent (> 90 % des cas)
(cancer du poumon a petites cellules,
cancer du sein et des ovaires, thymomes)
(1,2)

Moins souvent paranéoplasiques (2, 3,
4)
Lgil (< 10 %) (5)
Caspr2 (20 % a 40 %) (4, 5, 11, 13)
GABA(B)R (60 %) (6)

AMPAR (70 %) (7)

Traitement de la néoplasie causale,

Immunothérapie :
prednisone, immunoglobulines

TRAITEMENT résection de la tumeur, stabilisation des . . s
symptomes neurologiques (2) intraveineuses, plasmaphérese,
yme gl rituximab, cyclophosphamide (2, 8, 9)
REPONSE AU L o . Bonne reponse au traitement (3, 5’\10)’
TRAITEMENT Faible réponse a 'immunothérapie (2) récupération significative ou complete
chez 70 % a 80 % des patients (11)
PRONOSTIC Pronostic défavorable (2) Pronostic plus favorable (12)

Sources: (1) Karim et Jacob, 2012; (2) Honnorat, 2014; (3) Irani et al., 2011; (4) Varley et al., 2015; (5) Irani et al.,
2010; (6) Lancaster et al., 2010; (7) Lai et al., 2009; (8) Irani et al., 2013; (9) Vincent et al., 2004; (10) Irani et al., 2008;
(11) Lancaster et al., 2011; (12) Le Dault et al., 2016; (13) Leypoldt et al., 2015.

* VGKC (voltage-gated potassium channel complex) est un complexe de protéines membranaires qui comprend Lgil

et Caspr2.

La fréquence des encéphalites d’étiologie auto-immune, comparativement a celles
d’étiologie infectieuse, a été évaluée récemment. Une étude britannique portant sur
203 patients atteints d’encéphalite, recrutés sur une période de 2 ans, a permis de
détecter une étiologie auto-immune chez 42 (21 %) de ces patients,

comparativement a 86 (42 %) cas d’étiologie infectieuse [Granerod et al., 2010]. Plus
récemment, la clinique Mayo a réalisé une étude rétrospective de tous les cas
d’encéphalite parmi les patients hospitalisés dans son établissement, de janvier 2000
a décembre 2012, soit 198 patients. L'encéphalite était d’étiologie auto-immune chez
44 (22 %) de ces patients et d’étiologie virale chez 95 (48 %) de ces patients [Singh et
al., 2015].

Au moment ou la maladie survient, les tableaux cliniques initiaux des différents types
d’encéphalite auto-immune peuvent &tre trés similaires'” et les symptémes se
manifestent en I'espace de quelques jours ou semaines [Leypoldt et al., 2015].
L'altération de I’humeur, du comportement et de la mémoire, la diminution du degré
de conscience et les convulsions surviennent dans la plupart des types d’encéphalite

17 P P 3 . . a 3 . . . 2 . . N .
Les tableaux cliniques initiaux des encéphalites auto-immunes peuvent étre trés similaires, a I'exception de celui ou les anticorps
antirécepteurs NMDA sont présents. (Information obtenue du Dr Gilles-Pierre Bernier, communication téléphonique du 5 février

2016).
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auto-immune. Cependant, la gravité et la prédominance de certains symptomes ainsi
que la présence d’autres caractéristiques, telles que les manifestations
psychiatriques aigués, les crises dystoniques faciobrachiales et I’hyponatrémie,
peuvent étre les signes d’un syndrome spécifique [Leypoldt et al., 2015].

Parmi les nombreux types d’atteinte auto-immune du systeme nerveux central, on
trouve, entre autres, I'encéphalite a anti-NMDAR, le syndrome de ’homme raide,
I’encéphalite limbique®® classique (anticorps onconeuronaux) et 'encéphalite
limbique a anticorps a cible membranaire, y compris le syndrome de Morvan
(AMPAR, GABA(B)R, VGKC). En outre, I'encéphalite limbique, couramment associée
aux anti-VGKC, présente fréquemment des anticorps dirigés contre des protéines du
VGKC, soit Lgil, Caspr2 et, moins fréquemment, contactine-2 [Malter et al., 2014;
Irani et al., 2010; Lai et al., 2010].

Encéphalite limbique a anti-Lgil

Le tableau clinique associé a la présence d’anti-Lgil inclut généralement des crises
dystoniques faciobrachiales (CDFB) bréeves et fréquentes se manifestant par une
posture typique de I’hémiface® et d’'un membre supérieur ipsilatéral® [Irani et al.,
2011; Irani et al., 2008] pouvant précéder I'apparition des troubles cognitifs [Irani et
al., 2013; Irani et al., 2011; Irani et al., 2010]. L’hyponatrémie (sodium

sérique < 135 mmol/l) est également présente dans 60 % a 88 % des cas [lrani et al.,
2011; Lancaster et al., 2011]. Cette forme d’encéphalite auto-immune est associée a
un cancer dans moins de 10 % des cas [Irani et al., 2010; Lai et al., 2010] et répond
bien a I'immunothérapie [Yoo et Hirsch, 2014]. Le pronostic est favorable, soit 2 % de
mortalité [Irani et al., 2010], et le taux de rechute est faible [Varley et al., 2015].

Syndrome de Morvan

Les anti-Caspr2 sont associés a un plus large éventail de symptomes, y compris
I’encéphalite limbique, le syndrome de Morvan et parfois la neuromyotonie
[Rosenfeld et al., 2012]. Le syndrome de Morvan est un trouble qui se manifeste par
des symptoémes d’encéphalite, tels que 'amnésie, la confusion, les hallucinations, les
troubles du sommeil et la dysautonomie en association avec une hyperexcitabilité
des nerfs périphériques ou la neuromyotonie [Leypoldt et al., 2015]. Ce syndrome est
fréquemment associé a un thymome, a un taux variant de moins de 20 % a 40 %
selon les études [Leypoldt et al., 2015; Varley et al., 2015; Lancaster et al., 2011; Irani
et al., 2010]. La présence des anticorps du VGKC dirigés contre les protéines Lgil et
Caspr2 ou les deux, avec prédominance des anti-Caspr2, a été détectée chez 90 %
des patients [Irani et al., 2012]. On observe chez ces patients un pronostic moins
favorable qu’en présence d’anti-Lgil, soit 20 % a 31 % de mortalité, et un risque

18 L’encéphalite limbique désigne un processus inflammatoire ou auto-immun impliquant le systeme limbique [Rosenfeld et al.,
2012]. Les principales régions du systéme limbique sont I’hippocampe et 'amygdale. Information tirée du site Web « The
Encephalitis Society », disponible a : http://www.encephalitis.info/support/support-services/information/practical-resources-on-
encephalitis/types-of-encephalitis/limbic-encephalitis/ (consulté le 8 février 2016).

' En anatomie, moitié de la face (gauche ou droite). Définition tirée du site Web de I'Encyclopaedia Universalis, disponible a :
http://www.universalis.fr/dictionnaire/hemiface/ (consulté le 28 janvier 2016).

% Qui se situe ou se produit du méme c6té de I'organisme par rapport a un point de référence. Définition tirée du site Web de
I’Office québécois de la langue frangaise, disponible a : http://gdt.oglf.gouv.qc.ca/ficheOqlf.aspx?Id_Fiche=26529240 (consulté le
28 janvier 2016).
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accru lorsqu’un thymome est présent [Varley et al., 2015], ainsi qu’un taux de
rechute de 7 % [lrani et al., 2012; Irani et al., 2010].

3.3 Nombre prévu d’analyses et de patients visés

De 50 a 100, par année, dans la population desservie par le centre demandeur, et de
50 a 125, par année, au Québec, d’aprés une estimation des requétes futures faite a
partir d’extrapolations par des neurologues.

3.4 Spécialités médicales concernées
Neurologie, hémato-oncologie.
3.5 Bréve description de la situation actuelle

Les examens de premiere intention (tests sanguins, analyse du LCR, IRM, EEG)21
permettent d’éliminer les diagnostics différentiels infectieux, néoplasiques,
métaboliques et inflammatoires [Le Dault et al., 2016]. Cependant, les techniques
d’imagerie ne permettent pas d’orienter l'investigation clinique vers un syndrome
encéphalitique a cible intracellulaire ou membranaire, d’ou la nécessité de
rechercher la présence d’autoanticorps antineuronaux?.

On cherchera d’abord les anticorps a cible intracellulaire (onconeuronaux) afin
d’orienter, le cas échéant, la recherche d’un cancer sous-jacent. Par la suite, si les
résultats se révelent négatifs, on procédera a I'analyse de certains anticorps a cible
membranaire en fonction du tableau clinique. Par exemple, en cas d’encéphalite
limbique suspectée, I'investigation ciblera les anti-Lgil, anti-Caspr2, anti-AMPAR et
anti-GABA(B)R?%. Toutefois, selon I'urgence de la situation, il est possible de réaliser
I’ensemble des investigations de maniére paralléle plutot que successive®.

La détection des anti-Lgil et anti-Caspr2 est réalisée par immunofluorescence
indirecte sur cellules transfectées. Cette technique est considérée comme la
technique de référence de détection des anticorps a cible antigénique membranaire
[Sinmaz et al., 2015; Vincent et al., 2011].

Actuellement, I'analyse des anti-Lgil et des anti-Caspr2 est réalisée seulement a
I’extérieur du Québec. Les données de volumétrie sont présentées dans la section 3.6
ci-apres.

3.6 Données médico-administratives

Aucune donnée issue du Répertoire québécois et systeme de mesure des procédures
de biologie médicale n’est disponible relativement a cette analyse, parce qu’il s’agit
d’une nouvelle analyse.

Les données du ministere de la Santé et des Services sociaux (MSSS) sur les envois
hors Québec sont présentées dans le tableau 2 ci-aprés. Les données étaient
présentées sous I'appellation anti-VGKC et anti-Lgil. Aucune donnée sur les anti-
Caspr2 n’y était inscrite.

2 LCR: liquide céphalorachidien; IRM : imagerie par résonance magnétique; EEG : électroencéphalogramme.
2 |nformation obtenue du Dr Gilles-Pierre Bernier (communication téléphonique du 5 février 2016).
# |nformation obtenue du Dr Martin Savard (communication écrite du 12 février 2016).
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Tableau 2 Données médico-administratives des envois hors Québec de I’année

2013-2014
ANALYSE NOMBRE co0T TOTAL LABORATOIRE DE REFERENCE
Anti-VGKC 41 16 685,35 S CA - Athena Diagnostics Inc. (Etats-Unis)
Anti-VGKC, Lgil 1 1057,30S CA - Mitogen Advanced Diagnostics
Anti-Lgil 5 2559,28 $ CA Laboratory (Calgary, Canada)

* Le co(t total a été calculé en multipliant le nombre d’analyses par le codt unitaire.

** Concernant les anti-VGKC, le co(t unitaire d’une analyse varie de 120 $ CA a1 013,70 $ CA et il n’est pas
mentionné si cette analyse inclut les anti-Lgil et anti-Caspr2. Concernant les anti-Lgil, le codt unitaire d’'une analyse
varie de 120 S CA 3 935 S CA.

3.7 Bréve description des avantages allégués de I’analyse proposée

La détection des autoanticorps anti-Lgil et anti-Caspr2 permettrait, d’'une part, de
confirmer un diagnostic d’encéphalite auto-immune a cible membranaire et, d’autre
part, de faire la distinction entre ce trouble et d’autres troubles neurologiques dont
le tableau clinique est similaire.

Par ailleurs, un diagnostic précoce d’encéphalite limbique (EL) confirmé par la
détection d’anti-Lgil pourrait permettre d’agir a titre préventif, en offrant le
traitement approprié, en vue de diminuer la fréquence et I'intensité des symptomes.

3.8 Assurance qualité

Des échantillons de sérums positifs serviront au contréle de qualité interne; la
participation a des contréles de qualité externes est prévue lorsqu’ils seront
disponibles.

3.9 Remplacement d’un autre test

La détection des autoanticorps anti-Lgil et anti-Caspr2 ne remplace aucune autre
analyse incluse dans le Répertoire québécois et systéme de mesure des procédures de
biologie médicale.

DONNEES PROBANTES

4.1 Valeur diagnostique

La détection des autoanticorps anti-Lgil et anti-Caspr2 permettrait au clinicien de
confirmer un diagnostic d’encéphalite limbique (EL) suspectée a partir d’'un tableau
clinique typique (déclin cognitif rapide et inexpliqué, hyponatrémie, convulsions,
etc.) ou un syndrome de Morvan caractérisé par des symptémes d’encéphalite auto-
immune associés a une hyperexcitabilité des nerfs périphériques ou a la
neuromyotonie [Leypoldt et al., 2015; Irani et al., 2010]. Par ailleurs, le tableau
clinique d’une EL a anti-Lgil peut étre similaire a celui de certaines atteintes
neurologiques auto-immunes, dont la maladie de Creutzfeldt-Jakob (CJ). Ainsi, la
détection de ces autoanticorps pourrait permettre de distinguer ces deux troubles
neurologiques et de confirmer le diagnostic d’une EL traitable, alors que la CJ est
invariablement mortelle.



Confirmation d’un diagnostic d’encéphalite limbique ou d’un syndrome de Morvan

La présence prépondérante des anti-Lgil associée a I'EL a été rapportée dans une
étude de cohorte portant sur I'analyse d’échantillons de sérum ou de LCR de

57 patients présentant des symptomes d’EL et ayant I'anti-VGKC (voir le tableau 3).
La détection des anti-Lgil a été réalisée par immunocytochimie sur cellules HEK293
transfectées exprimant Lgil et ADAM22/ADAM23%. Ont également été analysés

148 échantillons provenant de patients présentant d’autres syndromes que I'EL. Les
57 patients chez lesquels une EL était suspectée avaient un résultat positif de
détection de I'anti-Lgil, comparativement aux 148 cas témoins dont les résultats
étaient tous négatifs, en dépit d’un résultat positif de détection de I’anti-VGKC chez 5
de ces cas témoins. La fréquence des anti-Caspr2 était faible dans les deux groupes et
aucun cancer n'a été détecté chez les 4 patients ayant I'anti-Caspr2, aprés un suivi
allant jusqu’a 84 mois. Les auteurs concluent que, chez les patients chez lesquels une
EL est suspectée, I'antigene cible des anticorps précédemment attribué au VGKC,
était en fait Lgil. lls affirment également que ce test diagnostique sur cellules
transfectées a permis de révéler sans ambiguité une pathologie associée a des
anticorps dirigés contre la protéine Lgil, qu’elle soit présente en surface ou dans le
cytoplasme [Lai et al., 2010].

La pertinence de détecter les autoanticorps anti-Lgil et anti-Caspr2 plut6ét que anti-
VGKC est illustrée par une étude de cohorte qui avait pour objectif, entre autres, de
déterminer la spécificité des anticorps anti-VGKC relativement aux sous-unités Kv1 et
de faire le lien avec les différents phénotypes cliniques (voir le tableau 3). Cette
étude a porté sur I'analyse de 96 échantillons de sérum provenant de patients chez
lesquels un titre élevé d’anti-VGKC (> 400 pmol/I) avait préalablement été détecté.
Les anti-Lgil et anti-Caspr2 ont été détectés par immunofluorescence indirecte sur
cellules HEK293 transfectées. Les résultats ont révélé que la majorité des anticorps
anti-VGKC n’étaient pas dirigés contre les sous-unités Kv1l, mais bien contre les
protéines Lgil (55/96) et Caspr2 (19/96), lesquelles sont étroitement associées au
VGKC. Parmi les 55 patients qui avaient I'anti-Lgil, 49 patients ont développé les
symptomes typiques de I'EL (amnésie [47], confusion [41], trouble
neuropsychiatrique et/ou convulsions [49]) et 34 patients souffraient
d’hyponatrémie. Par ailleurs, parmi les 19 patients ayant I'anti-Caspr2, certains
patients souffraient de neuromyotonie (7), de douleur neuropathique (7), d’'insomnie
(6), de dysautonomie (6) et de perte de poids (6), des caractéristiques cliniques peu
fréquentes chez les patients ayant I'anti-Lgil. Les auteurs affirment que I'anti-Lgil a
été détecté presque exclusivement chez les patients atteints d’EL (sans cancer
détectable en dépit d’un suivi médian de plus de 3 ans). En outre, |'anti-Caspr2 a été
détecté plus souvent chez les patients atteints de neuromyotonie ou du syndrome de
Morvan, souvent associé a un thymome, et chez les patients atteints d’EL dans une
moindre mesure. La présence d’anti-Lgil a permis de confirmer le diagnostic d’EL
chez 49 (89 %) des 55 patients [Irani et al., 2010].

Une étude portant sur 29 patients ayant obtenu un diagnostic probable de syndrome
de Morvan, dont 23 patients (79 %) ayant I'anticorps anti-VGKC, avait pour objectif,

| gil est une protéine neuronale sécrétée qui sert de ligand a deux protéines associées a I'épilepsie, soit ADAM22 et ADAM23
[Fukata et al., 2006].
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entre autres, de décrire la spécificité antigénique des anti-VGKC présents dans le
sérum (voir le tableau 3). La détection de I'anti-Lgil et de I'anti-Caspr2 a été réalisée
par immunofluorescence indirecte sur cellules HEK293 transfectées. Parmi les

27 échantillons de sérum analysés, 24 contenaient I'anti-Caspr2, I'anti-Lgil ou les
deux. Le titre en anticorps d’anti-Caspr2 était significativement plus élevé que celui
d’anti-Lgil (p = 0,0067). Les auteurs concluent que la présence concomitante de
I’anti-Caspr2 et de I'anti-Lgil pourrait contribuer au phénotype multifocal distinctif
du syndrome de Morvan [Irani et al., 2012].

Tableau 3 Confirmation d’un diagnostic d’encéphalite limbique (EL)

TR TABLEAU FREQUENCE | FREQUENCE FREQUENCE
ETUDE PATIENTS CLINIQUE ANTI-VGKC ANTI-LGI1 ANTI-CASPR2 DIAGNOSTIC FINAL
INITIAL (%) (%) (%)
>7 Symptdémes EL 57/57
4 +
(27 sérums, anti-vGkc+ | 35 (100 %) (100) 1/57 (1,8)
Laietal., 30 LCR) (titre :
- EL
2010 148 témoins 1054 pM; 2/5 (40)
5 VGKC+ s. 0. 105a7600) | 0/148 (0) 1143 (0.7)
143 VGKC- !
EL:
(49/55 anti-
EL (64) Lgil+; 7/19 anti-
SM (5) Caspr2+; p <
. 96 VGKC+ NM (11) 3(3,1) 0,0001)
Irani et . - . s
al. 2010 (titre > 400 épilepsie (4) | (sous-unités| 55 (57,3) 19 (19,8)
v pM) autres Kv1) SM ou NM :
syndromes (10/19 anti-
(12) Caspr2+; 3/55
anti-Lgil+;
p < 0,0001)
29 VGKC+
. (27 NM, NP, . Caspr2+:6(22,2)
Irani et , . dysautonomie, 23/29 .
échantillons 3(11,1) | Caspr2+etLgil+: SM
al., 2012 , douleur (79 %)
de sérum . 15 (55,6)
) neuropathique
analysés)

Sigles : + : positif; EL : encéphalite limbique; LCR : liquide céphalorachidien; s. o.: sans objet; NM : neuromyotonie;

NP : caractéristiques neuropsychiatriques (insomnie, confusion, amnésie); SM : syndrome de Morvan

* Les 148 cas témoins incluent 5 patients présentant d’autres syndromes que I'encéphalite limbique et ayant I'anti-
VGKC (3 cas de neuromyotonie, 1 cas de syndrome de Morvan et 1 cas d’encéphalite aigué et de convulsions) et 143
patients sans anti-VGKC (40 cas d’encéphalopathie suspectée auto-immune, 27 cas d’encéphalite a anti-NMDAR,

17 cas d’encéphalite virale, 10 cas d’encéphalite a anti-AMPAR, 8 cas d’encéphalite de Rasmussen, 35 cas de
neuromyotonie acquise, 1 cas de syndrome de Morvan et 5 cas de neuropathie sous-aigué).

t Seules les données de 35 patients étaient disponibles.

Diagnostic différentiel de la maladie de Creutzfeldt-Jakob

Certaines caractéristiques cliniques (détérioration cognitive, changements de
personnalité et troubles du mouvement) de I'EL associée aux anti-Lgil peuvent étre
similaires a celles de certaines maladies neurologiques auto-immunes, dont la




maladie de Creutzfeldt-Jakob (CJ). Ainsi, la détection de ces anticorps s’avére utile
afin d’identifier, le cas échéant, une forme d’EL potentiellement curable, tel que le
montrent quelques études représentatives [Maat et al., 2015; Grau-Rivera et al.,
2014; Yoo et Hirsch, 2014; Geschwind et al., 2008].

Une étude de cohorte rétrospective a porté sur 15 patients dont la CJ initialement
suspectée (60 % diagnostiqués selon les critéres de I'OMS) s’est avérée étre un
syndrome auto-immun a VGKC qui répond bien a I'immunothérapie. Les
manifestations neurologiques sous-aigués incluaient une détérioration cognitive, la
myoclonie, I'ataxie, des hallucinations visuelles, des troubles psychiatriques et des
convulsions. La détection des anti-VGKC a d’abord été réalisée par
immunofluorescence lors d’un dépistage, puis confirmée par radio-
immunoprécipitation chez 7 patients ayant un titre médian de 1,24 nmol/I (0,16 a
51,9 nmol/l). Les données sur le traitement et 'amélioration des symptdomes de

13 patients étaient disponibles. A la suite du traitement, une amélioration des
symptdmes a été rapportée chez 12 patients (92 %). Les auteurs concluent, d’une
part, que I'évaluation sérologique de marqueurs d’encéphalopathie auto-immune
dans les cas de CJ suspectée est justifiée. D’autre part, les résultats illustrent la
possibilité de confondre un diagnostic d’encéphalopathie auto-immune a anti-VGKC
répondant bien aux traitements avec celui d’une atteinte irréversible et pour laquelle
il n’existe encore aucun traitement [Geschwind et al., 2008].

Une étude de cohorte mixte (prospective et rétrospective) avait pour objectif de
déterminer la fréquence des anticorps dirigés contre les antigenes neuronaux
membranaires dans le LCR de patients chez lesquels ont suspectait la CJ (n = 346) ou
ayant obtenu un diagnostic confirmé de CJ (n = 49). Tous les échantillons de LCR ont
d’abord été analysés par immunohistochimie sur coupes de cerveau de rat en vue d'y
détecter la présence d’anticorps antineuronaux. Les résultats positifs ont par la suite
été confirmés par immunofluorescence sur neurones en culture et sur cellules
HEK293 exprimant, entre autres, les protéines Lgil et Caspr2, de méme que tous les
échantillons de LCR des cas confirmés de CJ. Parmi les 346 cas de CJ suspectée, 6

(1,7 %) ont obtenu un résultat positif, dont 1 patient ayant I'anti-Lgil et 1 patient
ayant 'anti-Caspr2. Aucun résultat positif n’a été obtenu parmi les 49 cas confirmés
de CJ. Tous les patients ont vu leur état s"améliorer ou demeurer stable. Les auteurs
concluent qu’un petit nombre de patients chez lesquels la CJ était suspectée avaient
une maladie potentiellement curable associée a des anticorps dirigés contre des
protéines neuronales membranaires. De plus, ils affirment que I’analyse de ces
anticorps dans le LCR devrait étre incluse dans le bilan diagnostique des patients qui
présentent un syndrome du systeme nerveux central d’évolution rapide,
particulierement lorsque ces patients ne répondent pas aux critéres diagnostiques de
CJ probable [Grau-Rivera et al., 2014].

Une étude de cohorte postmortem de 384 patients avait pour objectif de déterminer
les caractéristiques cliniques et |la présence d’anticorps antineuronaux dans le LCR de
patients atteints d’encéphalite auto-immune confirmée, issus d’une cohorte de
patients chez lesquels la CJ était suspectée. Les résultats d’autopsie ont permis de
confirmer une CJ chez 203 patients et une variété d’'atteintes, principalement
neurogénératives, chez 181 patients. Un diagnostic d’encéphalite auto-immune a été
confirmé chez 22 de ces 181 patients, soit 5,7 %. Le LCR de 21 d’entre eux a ensuite
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été analysé en vue d’y détecter la présence d’anticorps. Les résultats de 6 patients
(28,6 %) étaient positifs, dont 1 résultat positif d’anti-Caspr2; 3 de ces 6 patients
avaient eu une EL, 2 patients, une encéphalomyélite et 1 patient, le syndrome de
Morvan associé aux anti-Caspr2. Les auteurs ont souligné I'importance de considérer
les troubles auto-immuns dans le diagnostic différentiel de déficience neurologique a
évolution rapide [Maat et al., 2015].

Enfin, le cas d’'un homme de 58 ans a été publié par Yoo et ses collaborateurs [2014].
L’apparition rapide de confusion, de crises dystoniques faciobrachiales (CDFB) et
d’une anomalie des ganglions de la base détectée par IRM ont initialement indiqué
un diagnostic probable de CJ. Les CDFB avaient été confondues avec la myoclonie®.
Le diagnostic d’EL a été confirmé par la présence d’anti-Lgil et la disparition
compléte des symptomes a la suite du traitement.

4.2 Valeur pronostique

Bien que la présence d’autoanticorps dirigés contre des antigénes membranaires soit
associée a un pronostic favorable, comparativement a la présence d’anticorps
onconeuronaux dirigés contre des antigenes intracellulaires, leur détection ne sera
pas utilisée dans le but de prévoir I'évolution de la maladie ou d’anticiper un
changement futur de I'état de santé.

4.3 Valeur thérapeutique

La valeur prédictive de réponse au traitement des EL a anti-Lgil est illustrée par les
quelques études retenues, en majorité des études de cas. La diminution de la
fréquence des CDFB (voir le tableau 4) ainsi que I'amélioration des fonctions
cognitives et des symptomes neuropsychiatriques (voir le tableau 5), rapportés dans
la littérature, montrent I'importance de la détection précoce des autoanticorps
dirigés contre les protéines de surface incluant Lgil dans les cas d’EL suspectée
[Mayasi et al., 2014].

Le tableau clinique associé a la présence d’anti-Lgil inclut fréquemment des CDFB
bréves et fréquentes [Irani et al., 2011; Irani et al., 2008]. Celles-ci peuvent précéder
I'apparition de troubles cognitifs marquant I’évolution vers une EL, ou demeurer
isolées [Irani et al., 2013; Irani et al., 2011]. Un diagnostic précoce d’EL confirmé par
la détection des anti-Lgil pourrait contribuer a prévenir le développement de
I’encéphalite et des dommages cognitifs potentiellement irréversibles [Malter et al.,
2014; Irani et al., 2013].

La cohorte de I'étude rétrospective d’Irani et ses collaborateurs [2011] était
constituée de 29 patients désignés par les auteurs (15) ou par les cliniciens (14). Tous
les patients avaient des anticorps anti-VGKC. Parmi ceux-ci, 3 patients n’ont jamais
développé d’EL ni de CDFB et 20 des 26 autres patients (77 %) ont souffert de CDFB
avant les manifestations d’amnésie et de confusion, avec un décalage médian de

36 jours (-150 a 730 jours). Des anticorps anti-Lgil ont été détectés par

25 ) . . N . . . .
Les myoclonies sont des contractions musculaires bréves et involontaires qui affectent un segment de muscle, un muscle entier
ou un groupe de muscles du visage, du tronc ou des membres et qui peuvent entrainer un déplacement [Gallouedec, 2003].
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immunofluorescence indirecte sur cellules HEK293 transfectées chez 23 (88,5 %) des
patients atteints d’EL. Au cours du premier mois de traitement, les anti-épileptiques
ne sont pas parvenus a atténuer les CDFB de facon convaincante, contrairement a
I'immunothérapie. Les auteurs concluent que la présence de CDFB et leur association
avec les anti-Lgil devrait inciter les cliniciens a recourir a I'immunothérapie pouvant
prévenir la survenue et les conséquences a long terme de I'EL.

Une étude prospective avait pour objectif d’étudier I'influence de 'immunothérapie
sur le controle des CDFB et la déficience cognitive chez des patients qui avaient I'anti-
VGKC. Une évaluation séquentielle de la fréquence des crises, des fonctions
cognitives et des anticorps a été réalisée sur une période de 20 mois chez 10 patients
souffrant de CDFB, dont 5 patients ayant une déficience cognitive. On a détecté la
présence d’anti-Lgil par immunofluorescence indirecte sur cellules HEK293
transfectées chez 9 de ces patients. Les 10 patients ont d’abord regu un traitement
antiépileptique qui s’est révélé peu efficace, suivi, dans certains cas, d’un traitement
corticostéroide avec immunoglobulines intraveineuses ou filtration du plasma. On a
observé une diminution de plus de 20 % de la fréquence des crises chez 9 des

10 patients au cours du premier mois (p = 0,006) et la disparition compléete des crises
au cours des 2 mois qui ont suivi I'ajout de corticostéroides au traitement
antiépileptique initial. Les auteurs concluent que I'immunothérapie est associée a un
excellent contréle des CDFB réfractaires aux antiépileptiques [lrani et al., 2013].

Tableau4 Diminution des crises dystoniques faciobrachiales a la suite de la
détection des autoanticorps et de 'immunothérapie

NOMBRE | FREQUENCE DE LA PRESENCE ’
ETUDE DE D’ANTICORPS TRAITEMENT FREQ#;&%?E%;)CDFB
PATIENTS NOMBRE (%)
MAE" $>50%:1(3,4)
420%a50%:4(13,8)
Irani et anti-Lgil: 23 (88,5)
al., 2011 ég'(:EBI; et anti-Lgil/anti-Caspr2 ou T i >50%: 14 (51,9)
iy 20%a50%:12
contactin-2 : 3 (11,5) (CS, IglV, filtration du " 4)0 a A
plasma, rituximab) 1<20%:1(37)
MAE $>20%:1
Irani et |10 (CDFB) a”tf'tgfi = ooy 1 [MAESIT:
al., 2013 |(anti- anti-Lgil/anti-Caspr2:1 5 (10) 1>20%:9 (apres 1
VGKCH) anti-Lgil/anti-Contactin-2 : CS +1gIV (4) mois)
! CS + filtration plasma | 100 % : 9 (< 60 jours)
(1)

Sigles : CDFB : crises dystoniques faciobrachiales; CS : corticostéroides; EL : encéphalite limbique;
1glV : immunoglobulines intraveineuses; IT : immunothérapie; MAE : médicaments antiépileptiques

* Les traitements antiépileptiques ont été administrés aux 29 patients de la cohorte.

T Les traitements d'immunothérapie ont été administrés a 27 des 29 patients de la cohorte; 2 patients n’ont pas pu le
recevoir, parce qu’ils ont été rencontrés avant I'acquisition des connaissances au sujet des anticorps du VGKC.
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Les traitements d'immunothérapie a la suite de la détection des anticorps anti-Lgil et
anti-Caspr2 (et anti-VGKC) ont également permis d’améliorer les fonctions cognitives
et les symptémes neuropsychiatriques, comme le montrent les quelques études de
cas représentatives retenues [Messelmani et al., 2015; Reintjes et al., 2015; Lee et
al., 2014; Mayasi et al., 2014; Balint et al., 2013] (voir le tableau 5). Le diagnostic d’EL
était confirmé par la présence des autoanticorps détectés, généralement des anti-
Lgil. L'ensemble de ces études rapporte une amélioration des fonctions cognitives,
lesquelles sont méme revenues a I'état prémorbide dans le cas présenté par Mayasi
et ses collaborateurs [2014]. Une diminution appréciable du titre en anti-VGKC a été
observée a la suite du traitement dans les deux cas présentés par Reintjes et ses
collaborateurs [2015], sans toutefois qu’il soit fait mention des anti-Lgil et anti-
Caspr2 concernant I'un d’eux.

Tableau5 Amélioration des fonctions cognitives et des symptomes
neuropsychiatriques a la suite de la détection des autoanticorps et de
I'immunothérapie

CAS ANTICORPS
ETUDE A TABLEAU CLINIQUE DETECTES TRAITEMENT REPONSE
SEXE, AGE
(TITRE)
-VGKC'
Convulsions, SP - Résolution des
. "7 | VGKC (688 pmol/l) convulsions et des SP
Mayasi et DC, perte de . . o
3 62 ans L. Lgil+ IglV - Fonctions cognitives
al., 2014 mémoire, -
. Caspr2- revenues a |'état
hyponatrémie, EL ) .
prémorbide en quelques
semaines
-4 VGKC (49 pmol/l)
VGKC (1 092 - Amélioration des
Ul . s
270 ans me) /1) fonctions cognitives et
Lgil+ du comportement
Caspr2- - autonomie aprés 6
Reintjes et DC, hyponatrémie, FP5foissurl | mois
al., 2015 crises épileptiques semaine
-4 VGKC (35,7 pmol/l)
- Amélioration des
Q 74 ans VGKC (734 pmol/l) fonctions cognitives
méme apres plus de 18
mois de démence
-vekc'
.. VGKC (678,3 - Arrét des convulsions
Messelmani Perte de mémoire, mol/I) &s 1 moi
& 59 ans myoclonie, CDFB, P ) IglV apre§ ] mO.IS
etal., 2015 L. Lgil+ - amélioration
hyponatrémie e )
Caspr2- significative de I'état
cognitif

(suite)




Tableau5 Amélioration des fonctions cognitives et des symptomes
neuropsychiatriques a la suite de la détection des autoanticorps et de
'immunothérapie (suite)

CAS ANTICORPS
ETUDE A TABLEAU CLINIQUE DETECTES TRAITEMENT REPONSE
SEXE, AGE
(TITRE)
- Caspr2 négatif
' Ataxie VGKC- ' - ,lAmlelloratlon d\e I et'at
Balint et al., , . Prednisone général, retour a la vie
t Q 49 ans cérébelleuse, Lgil- . e
2013 . Azathioprine | normale avec déficit
myoclonie, EL Caspr2 (IgM 1/100) .
neuropsychologique
léger
Ch t d’état . L.
angement dretat| \qic (98,2 pmol/l) | Corticostéroides |- vGKc'
Lee etal., mental, thymome, ) s . . .
T Q 76 ans e Caspr2+ sérum Plasmaphérese |- Amélioration partielle
2014 thyroidite . ,
, . Caspr2- LCR Azathioprine |de I’état mental
d’Hashimoto

4.4

Sigles : &' : homme; @ : femme; CDFB : crise dystoniques faciobrachiales; DC : déclin cognitif; EL : encéphalite
limbique; FP : filtration du plasma; IgM : immunoglobuline de classe M; IglV : immunoglobulines intraveineuses; LCR :
liquide céphalorachidien; SP: symptomes psychiatriques

* La présence d’anti-Lgil et d’anti-Caspr2 n’est pas mentionnée.
T Le titre en anti-VGKC apres le traitement n’est pas mentionné.

¥ La détection des anti-Lgil et anti-Caspr2 a été réalisée par immunofluorescence sur cellules transfectées au moyen
d’une trousse de la compagnie EUROIMMUN (Liibeck, Allemagne).

Validité analytique

Les données de validité analytique de la trousse IIFT Anti-VGKC Associated Proteins —
Mosaic 1 proviennent de la brochure d’information fournie avec la trousse. Cette
trousse permet la détection des anticorps anti-Lg1 et anti-Caspr2 par
immunofluorescence indirecte sur cellules transfectées exprimant les protéines Lgil
et Caspr2.

Reproductibilité intra-essai

L'analyse a été réalisée sur 10 échantillons de sérum ou de plasma et 4 échantillons
de LCR contenant un anticorps connu, et ce, a au moins 10 reprises. La variation
d’intensité de fluorescence était inférieure a £ 1 niveau d’intensité de fluorescence.
Le fabricant de la trousse, EUROIMMUN, indique qu’une valeur d’intensité de « 0 »
signifie « aucune fluorescence spécifique » et qu’une valeur de « 5 » signifie

« fluorescence spécifique extrémement élevée ».

Reproductibilité inter-essai

L’analyse d’au moins 10 échantillons de sérum ou de plasma et 4 échantillons de LCR
contenant un anticorps connu a été réalisée en double, au cours d’un minimum de

2 jours différents, en 5 analyses distinctes. La variation d’intensité de fluorescence
était inférieure a £ 1 niveau d’intensité de fluorescence dans toutes les analyses.
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4.5

Reproductibilité

Au moins 10 échantillons de sérum ou de plasma et 4 échantillons de LCR contenant
un anticorps connu ont été analysés en utilisant des lames de 3 lots différents. La
variation d’intensité de fluorescence était inférieure a + 1 niveau d’intensité de
fluorescence dans toutes les analyses.

Interférence (effet de matrice)

Les échantillons hémolysés, lipémiques et ictériques n’ont pas influencé les résultats
d’analyse.

Réaction croisée

L’analyse de réaction croisée d’échantillons contenant des anticorps anti-Lgil (n = 5)
a été réalisée sur des cellules transfectées exprimant la protéine Caspr2. Cette
analyse a également été réalisée sur des échantillons contenant des anticorps anti-
Caspr2 (n =5) sur des cellules transfectées exprimant la protéine Lgil. Aucun
échantillon n’a donné de résultat positif. Des échantillons contenant I'anti-NMDAR,
I"anti-aquaporin-4, I'anti-GADG65 et I'anti-DPPX sur ces mémes cellules transfectées
ont montré des résultats identiques.

Sensibilité et spécificité de détection

Des échantillons de sérum d’individus sains et de patients atteints d’EL ont été
analysés sur des cellules transfectées exprimant la protéine Lgil ou la protéine
Caspr2. Les résultats révelent un degré de sensibilité et un degré de spécificité de
détection tres élevés. Un seul échantillon provenant d’un individu sain contenait des
anticorps pouvant réagir avec la protéine Caspr2 exprimée par les cellules
transfectées. Tous les échantillons de patients atteints d’EL contenaient des anticorps
dirigés contre les protéines Lgil ou Caspr2 exprimées par les cellules transfectées.

INDIVIDUS SAINS PATIENTS ATTEINTS D’EL
NOMBRE NOII\)AEBRE % NOMBRE NOII\)AEBRE %
) (] ) (]
D’ECHANTILLONS POSITIFS D’ECHANTILLONS POSITIFS
CELLULES
LGI1 150 0 0 14 14 100
CELLULES
CASPR2 150 1 0,7 9 9 100

Données fournies par le demandeur

Aucune donnée locale de validation n’a été fournie par le centre demandeur. La
trousse IIFT Anti-VGKC Associated Proteins — Mosaic 1 n’a pas été utilisée par le
centre demandeur.




IMPACTS BUDGETAIRES

Les conséquences économiques de I'introduction de I'analyse dans le systéeme de
santé et de services sociaux québécois n’ont pas été analysées.

ENJEUX ORGANISATIONNELS, ETHIQUES, SOCIAUX ET JURIDIQUES

La détection des autoanticorps anti-Lgil chez les patients présentant un déclin
cognitif rapide et inexpliqué, une hyponatrémie et des crises épileptiques
permettrait de diagnostiquer une forme traitable d’encéphalite auto-immune dont le
pronostic est favorable.

POSITIONS OU ORIENTATIONS DES PRINCIPALES ORGANISATIONS
CONCERNANT L’ANALYSE EVALUEE

Aucune position ou orientation concernant la détection des autoanticorps anti-Lgil
et anti-Caspr2 n’a été repérée.

SYNTHESE DE L’EVALUATION

La détection des autoanticorps anti-Lgil et anti-Caspr2 permettrait de confirmer un
diagnostic d’encéphalite auto-immune a cible membranaire suspectée et d’exclure
un diagnostic de maladie de Creutzfeldt-Jakob (CJ), dont certaines caractéristiques
cliniques sont similaires a celles des encéphalites auto-immunes. Par ailleurs, un
diagnostic précoce d’encéphalite limbique (EL) a anti-Lgil permettrait d’offrir
rapidement le traitement approprié afin de diminuer la fréquence et l'intensité des
symptomes.

Valeur diagnostique

Les trois études de cohorte retenues avaient pour objectif de déterminer la
spécificité des anticorps anti-VGKC chez des patients présentant des symptémes d’EL
ou de syndrome de Morvan. Les antigenes cibles des anticorps précédemment
attribués a VGKC étaient en fait Lgil et Caspr2 respectivement. L’anti-Lgil a été
détecté presque exclusivement chez les patients atteints d’EL et I'anti-Caspr2 a été
plus souvent détecté chez les patients atteints de neuromyotonie ou du syndrome de
Morvan, lequel est souvent associé a un thymome, ce qui a permis de confirmer ces
diagnostics.

A la suite de la recherche documentaire, 1 étude de cas et 3 études de cohorte, dont
2 études portant sur une cohorte de plus de 300 patients, ont été retenues. Ces
études ont permis de mettre en évidence I'utilité de I'analyse sérologique de
marqueurs d’encéphalite auto-immune chez des patients chez lesquels la CJ était
suspectée, afin de détecter une forme d’EL potentiellement curable qui peut parfois
passer inapergue.
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Valeur pronostique

La détection des autoanticorps anti-Lgil et anti-Caspr2 ne sera pas utilisée dans le
but de prévoir I’évolution de la maladie ou d’anticiper un changement futur de I'état
de santé.

Valeur thérapeutique

La valeur prédictive de réponse au traitement des EL a anti-Lgil est illustrée par les
quelques études retenues, en majorité des études de cas. La présence d’anti-Lgil
dans les cas d’EL suspectée est prédictive d’'une réponse favorable a
I'immunothérapie, dont I'efficacité est reconnue pour traiter ce type d’encéphalite
auto-immune. Une diminution de la fréquence des crises dystoniques faciobrachiales
caractéristiques des EL a anti-Lgil ainsi que I'amélioration des fonctions cognitives et
des symptémes neuropsychiatriques ont été observées dans la majorité des cas.

Validité analytique

Aucune donnée locale de validation n’a été fournie par le centre demandeur.

Les données de validité analytique de la trousse IIFT Anti-VGKC Associated Proteins —
Mosaic 1 sont celles fournies par EUROIMMUN. Le fabricant mentionne que la
trousse offre une bonne reproductibilité intra-essai et inter-essai. Aucun effet de
matrice n’a été observé. Aucune réaction croisée n’a été détectée. Sur cellules
transfectées exprimant la Lgil et la Caspr2, une sensibilité et une spécificité
excellentes ont été obtenues lors de I'analyse d’échantillons de sérum de patients
atteints d’EL et d’échantillons témoins provenant d’individus sains respectivement.



9 RECOMMANDATION DE L'INESSS

Détection des autoanticorps anti-neuronaux anti-VGKC (anti-
Lgil, anti-Caspr2) dans les cas d’atteinte auto-immune du
systeme nerveux central

La recommandation de I'INESSS
O Introduction de I"analyse dans le Répertoire
\/ Refus d’introduction de I'analyse dans le Répertoire
O maintien de I’'analyse dans le Répertoire
O Retrait de I"analyse du Répertoire

Précisions accompagnant la recommandation

v" Le comité reconnait la pertinence de I'analyse proposée au regard des données
cliniques publiées et présentées en appui.

v' Le rapatriement de I'analyse au Québec est justifié.

C\

Toutefois, aucune donnée de vérification de la trousse n’est disponible.

v" Aucun programme de contréle de la qualité externe n’est proposé par le
laboratoire demandeur.
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MYRIAD MYRISKMP — PANEL DE 25 GENES
ASSOCIES AUX CANCERS HEREDITAIRES ANALYSES
PAR SEQUENCAGE DE NOUVELLE GENERATION
(REFERENCE - 2015.01.001)

Avis d’évaluation

1 INFORMATION GENERALE

11
1.2
13

Demandeur : Ministere de la Santé et des Services sociaux
Date de transmission de I’avis au ministre : 2 mai 2016

Date de publication de I'avis : 30 juin 2016

Mise en garde

Le présent avis est fondé sur I'information 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.

Conflit d’intéréts

Tous les membres du comité scientifique des analyses de biologie médicale de I'INESSS
ont participé aux délibérations et aucun ne s’est retiré au moment de formuler la
recommandation.

Lecture externe et accompagnement scientifique

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

Aux fins de validation du présent avis, I'expert consulté est le D' Sébastien Lévesque,
M.D., Ph. D., généticien au Centre hospitalier universitaire de Sherbrooke (CHUS)

2 ANALYSE ET TECHNIQUE EVALUEE

2.1

2.2

Nom de I'analyse

Myriad myRisk"® — panel de 25 génes associés aux cancers héréditaires analysés par
séquencage de nouvelle génération

Description bréve de I’analyse et précisions techniques et cliniques

2.2.1 Précisions cliniques

Le risque de cancer décrit dans la présente section correspond au risque cumulatif de
cancer a 70 ans, ou au risque relatif par rapport a la population générale. Le niveau
de risque de cancer attribué par le fabricant Myriad Genetics, soit élevé ou modéré,
est présenté dans le tableau 1.
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2.2.1.1 Les genes et les syndromes de cancer héréditaire couverts par le panel myRiskMD

Le syndrome héréditaire de prédisposition aux cancers du sein et de I’ovaire (en
anglais hereditary breast and ovarian cancer ou HBOC)

Selon la Société canadienne du cancer (SCC), 5 % de tous les cancers du seinet 4 % a
11 % de tous les cancers de I'ovaire seraient causés par une mutation dans le gene
BRCA1 (OMIM?® : 113705) ou dans le géne BRCA2 (OMIM : 600185) [SCC, 2016a]. Ces
derniers sont des genes suppresseurs de tumeurs et contribuent a la réparation de
I’ADN ainsi qu’a la régulation de la transcription en réponse aux dommages a I’ADN
[Paul et Paul, 2014]. La présence d’'une mutation dans le gene BRCA1 ou dans le gene
BRCA2 est associée a un risque élevé de développer un cancer du sein (32 % a 65 %
chez les femmes et 1 % a 11 % chez les hommes) ou de I'ovaire (11 % a 40 %) [Chen
et Parmigiani, 2007; Fu et al., 2007; Tai et al., 2007; Antoniou et al., 2003]. Les
personnes qui présentent une mutation dans I'un de ces génes présentent également
un risque de 2 a 7 fois plus élevé de développer un cancer du pancréas [Mocci et al.,
2013]. D’autres cancers ont été associés a une mutation dans ces génes, dont le
cancer de la prostate ainsi que le mélanome [Leongamornlert et al., 2012; Kote-Jarai
et al., 2011; Van Asperen et al., 2005; Thompson et Easton, 2002].

Le syndrome de Lynch

Le syndrome de Lynch est associé a un risque élevé de cancer colorectal ainsi qu’a
d’autres types de cancer. Le syndrome de Lynch est causé par une mutation
germinale dans I'un des genes responsables de la correction des mésappariements
de I’ADN (de I'anglais mismatch repair ou MMR), soit MLH1 (OMIM : 120436), MSH2
(OMIM : 609309), MSH6 (OMIM : 600678), PMS2 (OMIM : 600259) ou EPCAM
(OMIM : 185535) [Lynch et al., 2009]. La présence d’une mutation dans le géne MLH1
ou dans le géne MSH?2 est associée a un risque élevé de développer un cancer
colorectal (34 % a 78 %), un cancer de I'endométre (17 % a 54 %), un cancer de
I'ovaire (10 % a 24 %) ou un cancer de I'estomac (0,2 % a 15 %) [Dowty et al., 2013;
Bonadona et al., 2011; Ramsoekh et al., 2009]. Les personnes qui présentent une
mutation dans I'un de ces genes présentent aussi un risque de cancer du pancréas de
4 a 10 fois plus élevé [Dowty et al., 2013]. La présence d’'une mutation dans le gene
MSHG6 est associée a un risque élevé de développer un cancer colorectal (12 % a

54 %) ou un cancer de I'endomeétre (16 % a 71 %) [Baglietto et al., 2010; Ramsoekh et
al., 2009; Hendriks et al., 2004]. Une mutation dans le géne PMS2 est également
associée a un risque élevé de cancer colorectal (10 % a 20 %) et de cancer de
I’endometre (12 % a 15 %) [Ten Broeke et al., 2015; Senter et al., 2008]. Enfin, la
présence d’une délétion dans le gene EPCAM est aussi associée a un risque élevé de
cancer colorectal (69 % a 75 %) et de cancer de 'endomeétre (12 % a 55 %) [Kempers
etal., 2011].

26'Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM) est une base de données regroupant des informations sur tous les troubles
mendéliens connus et sur plus de 15 000 génes. OMIM se concentre sur la relation entre le génotype et le phénotype. Il est mis a
jour quotidiennement. OMIM est disponible a : http://www.omim.org/.
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La polypose adénomateuse familiale

La polypose adénomateuse familiale est caractérisée par la présence de plus de

100 polypes adénomateux qui se développent dans le systeme gastro-intestinal a
partir de la puberté [Al-Sukhni et al., 2008]. Sans traitement préventif par la
polypectomie endoscopique, pratiquement tous les patients atteints vont
développer un cancer colorectal. Une forme atténuée de la maladie, caractérisée par
la présence de moins de 100 polypes et I'apparition d’un cancer colorectal a un age
plus tardif, touche prés de 8 % des familles affectées [Vasen et al., 2008; Nielsen et
al., 2007]. La présence d’une mutation dans le gene APC (OMIM : 611731) a été
détectée chez 80 % des patients atteints de polypose adénomateuse familiale [Hegde
etal., 2014; Grover et al., 2012].

La polypose adénomateuse familiale atténuée liée MUTYH

La polypose associée a une mutation dans le géne MUTYH (OMIM : 604933) est
caractérisée par la présence de 10 a 100 polypes colorectaux adénomateux chez
I’adulte, un signe de prédisposition au cancer colorectal. Ce syndrome autosomique
récessif, similaire a la polypose atténuée associée a une mutation dans le gene APC,
est causé par une mutation biallélique du gene MUTYH [Brosens et al., 2015]. Le
risque de cancer colorectal est de 75 % dans les cas de mutation biallélique, tandis
qu’il varie de 5 % a 7 % dans les cas de mutation monoallélique du gene MUTYH [Win
etal., 2014].

Le mélanome malin familial et le syndrome familial de prédisposition au mélanome
et au cancer du pancréas

Des antécédents familiaux seraient présents dans 10 % de tous les cas de mélanome
malin [Hayward, 2003]. Une mutation germinale dans le gene CDKN2A (OMIM :
600160) est détectée dans 20 % a 40 % des mélanomes héréditaires, tandis qu’une
mutation dans le gene CDK4 (OMIM : 123829) semble responsable de 2 % de ceux-ci
[Hill et al., 2013; Goldstein et al., 2006]. Le gene CDKN2A code pour deux protéines
impliquées dans la régulation du cycle cellulaire, soit p16, qui contribue a I'arrét du
cycle cellulaire en phase G1, et p14, qui induit I'apoptose par la voie de signalisation
de p53 [Hill et al., 2013]. La présence d’'une mutation dans le géne CDKN2A est
associée a un risque élevé de développer un mélanome (28 % a 67 %) ou un cancer
du pancréas (58 %) [Cust et al., 2011; McWilliams et al., 2011; Begg et al., 2005;
Chaudru et al., 2004; Bishop et al., 2002].

Le syndrome de Li-Fraumeni

Prés de 50 % des patients atteints du syndrome de Li-Fraumeni développent un
cancer avant I’age de 30 ans [Gonzalez et al., 2009]. Plusieurs patients vont méme
développer de multiples cancers [Chompret et al., 2000; Hisada et al., 1998]. Le
cancer du sein, les sarcomes, les tumeurs au cerveau et le carcinome du cortex
surrénalien représentent 77 % a 80 % des cancers associés au syndrome de
Li-Fraumeni [Toss et al., 2015]. Une mutation germinale est détectée dans le gene
TP53 (OMIM : 191170) chez environ 70 % de ces patients [Li et al., 1988]. Le géne
TP53 code pour un facteur de transcription qui régule plusieurs mécanismes
cellulaires critiques, dont la réparation de I’ADN et la suppression tumorale [Sorrell et
al., 2013].
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Le syndrome tumoral hamartomateux lié a PTEN

Le syndrome tumoral hamartomateux lié au géne PTEN (OMIM : 601728) regroupe
plusieurs maladies caractérisées par le développement de multiples hamartomes,
dont le syndrome de Cowden et le syndrome de Bannayan-Riley- Ruvalcaba. Jusqu’a
80 % des patients atteints du syndrome de Cowden et jusqu’a 60 % des patients
atteints du syndrome de Bannayan-Riley-Ruvalcaba présentent une mutation dans le
géne PTEN [lelsig et al., 2014; Uppal et al., 2007; Marsh et al., 1998]. Ce dernier code
pour une phosphatase qui joue un role dans la division cellulaire [Jelsig et al., 2014].
Les personnes atteintes du syndrome de Cowden et celles qui présentent une
mutation dans le gene PTEN courent un risque élevé de développer certains types de
cancer, dont le cancer du sein (77 % a 85 %), le cancer de la thyroide (21 % a 38 %), le
cancer de I'endometre (19 % a 28 %), le cancer du rein (15 % a 34 %) et le cancer
colorectal (9 % a 16 %), ou un mélanome (6 %) [Bubien et al., 2013; Tan et al., 2012;
Riegert-Johnson et al., 2010].

Le syndrome de Peutz-Jeghers

Le syndrome de Peutz-Jeghers est caractérisé par une polypose hamartomateuse du
tractus gastro-intestinal qui s’Taccompagne d’une lentiginose labile des muqueuses de
la peau. Une mutation germinale est détectée dans le gene STK11 (OMIM : 602216)
chez 80 % a 94 % des patients qui en sont atteints [Beggs et al., 2010]. La protéine
STK11, une sérine-thréonine kinase, interagit avec de nombreuses protéines et
participe ainsi a la régulation du cycle cellulaire [Jelsig et al., 2014]. Les personnes
atteintes du syndrome de Peutz-Jeghers présentent un risque élevé de développer
certains types de cancer, dont un cancer gastro-intestinal (51 % a 63 %) ou le cancer
du pancréas (11 % a 55 %), et les femmes atteintes sont particulierement a risque de
développer un cancer du sein (45 % a 54 %) ou un cancer gynécologique (18 % a

23 %) [Korsse et al., 2013; Resta et al., 2013; Van Lier et al., 2011; Hearle et al., 2006;
Mehenni et al., 2006; Giardiello et al., 2000].

Le syndrome de cancer gastrique diffus héréditaire

Le syndrome de cancer gastrique diffus héréditaire est caractérisé par le
développement précoce d’un cancer de I'estomac. Une mutation germinale est
détectée dans le géne CDH1 (OMIM : 192090) chez 40 % des patients qui en sont
atteints [Hansford et al., 2015]. Ce géne code pour une protéine transmembranaire,
la E-cadhérine, qui joue un réle dans I'adhésion cellulaire [Oliveira et al., 2013]. Le
risque de cancer gastrique chez les personnes qui présentent une mutation détectée
dans le gene CDH1 est estimé a 70 % chez les hommes et a 56 % chez les femmes.
Ces dernieres courent également un risque de cancer du sein évalué a 42 %
[Hansford et al., 2015].

Le syndrome de polypose juvénile

Le syndrome de polypose juvénile est caractérisé par le développement de multiples
polypes dans le tractus digestif au cours de I'enfance, un signe de prédisposition aux
cancers colorectal et gastrique. Une mutation germinale est détectée dans le gene
BMPR1A (OMIM : 601299) chez 20 % a 30 % des patients qui en sont atteints et dans
le gene SMAD4 (OMIM : 600993) dans des proportions similaires. Ces deux génes



jouent un réle dans la voie de signalisation TGF-B. La présence d’une mutation dans
le gene SMAD4 peut aussi étre associée a une télangiectasie hémorragique
héréditaire [Jelsig et al., 2014].

PALB2

Le gene PALB2 (OMIM : 610355) code pour une protéine qui interagit directement
avec la protéine BRCA2 et contribue au bon fonctionnement de la recombinaison
homologue et au maintien de la stabilité du génome. Une mutation hétérozygote
causant le dysfonctionnement du géne PALB2 est un facteur de prédisposition au
cancer du sein, alors qu’une mutation homozygote est un facteur de prédisposition a
une forme d’anémie de Fanconi [Buisson et Masson, 2013]. Comparativement a la
population générale, les femmes qui portent une mutation dans le gene PALB2
présentent un risque de cancer du sein plus élevé de 8 a 9 fois avant 40 ans, 6 a 8 fois
de 40 a 60 ans et 5 fois aprés 60 ans [Antoniou et al., 2014].

CHEK2

Le géne CHEK2 (OMIM : 604373) code pour une kinase qui s’active en réponse aux
dommages a I’ADN et induit I'arrét du cycle cellulaire [Tung et Silver, 2011]. La
présence d’une mutation dans le géne CHEK2 est associée a un risque 2 a 3 fois plus
élevé de développer un cancer du sein [Aloraifi et al., 2015; Yang et al., 2012; Zhang
et al., 2011; Weischer et al., 2008].

ATM

Le gene ATM (OMIM : 607585) code pour une protéine kinase qui joue un réle dans
la réponse cellulaire aux dommages a I’ADN double brin. Une mutation hétérozygote
causant le dysfonctionnement du gene ATM est a I'origine d’une prédisposition
familiale au cancer du sein, alors qu’une mutation homozygote cause I'ataxie
télangiectasie [Van Os et al., 2015]. La présence d’une mutation dans le gene ATM
est associée a un risque 2 a 3 fois plus élevé de développer un cancer du sein ou un
cancer du pancréas [Li et al., 2016; Aloraifi et al., 2015; Van Os et al., 2015; Goldgar
etal., 2011; Zhang et al., 2011].

NBN

Le géne NBN (OMIM : 602667) code pour la nibrine, une protéine qui forme un
complexe et s’associe a la protéine BRCA1, jouant ainsi un réle dans la réparation de
I’ADN. Une mutation hétérozygote causant le dysfonctionnement de la nibrine
semble étre a I'origine d’une prédisposition au cancer, alors qu’une mutation
homozygote cause le syndrome de Nijmegen [Cybulski et al., 2004]. La présence
d’une mutation dans le gene NBN est associée a un risque 2 a 3 fois plus élevé de
développer un cancer du sein [Aloraifi et al., 2015; Zhang et al., 2013]. Les hommes
qui présentent une mutation dans le gene NBN présentent aussi un risque élevé de
développer un cancer de la prostate [Cybulski et al., 2004].

BARD1

Le gene BARD1 (OMIM : 601593) code pour une protéine qui forme un complexe
avec la protéine BRCA1 et joue un réle dans la réparation des dommages a I’ADN
double brin. Une mutation hétérozygote causant le dysfonctionnement du gene
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BARD1 semble étre a I'origine d’une prédisposition au cancer du sein [Ratajska et al.,
2012].

BRIP1

Le gene BRIP1 (OMIM : 605882) code pour une protéine qui forme un complexe avec
la protéine BRCA1 et joue un réle dans la réparation des dommages a I’ADN double
brin. Une mutation hétérozygote causant le dysfonctionnement du gene BRIP1 est a
I’origine d’une prédisposition au cancer de I'ovaire, alors qu’une mutation
homozygote cause une forme d’anémie de Fanconi [Filippini et Vega, 2013]. La
présence d’une mutation dans le géne BRIP1 est associée a un risque 3 fois plus élevé
de cancer de I'ovaire [Ramus et al., 2015].

RAD51C

Le gene RAD51C (OMIM : 602774) code pour une protéine qui joue un rdle dans la
stabilité du génome en participant a la réparation des dommages a I’ADN double
brin. Une mutation hétérozygote causant le dysfonctionnement du gene RAD51C est
a l'origine d’une prédisposition au cancer de I'ovaire, alors qu’une mutation
homozygote cause une forme d’anémie de Fanconi [Filippini et Vega, 2013]. La
présence d’une mutation dans le géne RAD51C est associée a un risque 5 a 9 fois plus
élevé de cancer de I'ovaire [Song et al., 2015; Loveday et al., 2012; Pelttari et al.,
2011].

RAD51D

Le gene RAD51D (OMIM : 602954) code pour une protéine qui joue un rdle dans la
stabilité du génome en participant a la réparation des dommages a I’ADN double
brin. La présence d’une mutation dans le géne RAD51D est associée a un risque 5 a
12 fois plus élevé de cancer de 'ovaire [Song et al., 2015; Filippini et Vega, 2013;
Loveday et al., 2012; Pelttari et al., 2012].

2.2.1.2 Les niveaux de risque de cancer attribués aux génes du panel myRisk"'®

Selon le manuel d’information clinique du panel myRisk"® de Myriad Genetics, les
génes du panel sont classés en deux catégories selon le niveau de risque qui leur est
attribué, soit :
= risque élevé
- une augmentation du risque égale ou supérieure a 3 fois celui de la
population générale,
- unrisque absolu de cancer égal ou supérieur a 5 %,
- une quantité suffisante de données provenant de multiples études qui
appuient ces estimations;
= risque modéré
- une augmentation du risque supérieure a 3 fois celui de la population
générale,
- I’évaluation du risque est appuyée par une seule étude de faible
puissance,



- lerisque a été évalué dans plusieurs études dont les conclusions sont

contradictoires®.

risque attribué a chacun selon Myriad Genetics

Tableau1l Génes et syndromes couverts par le panel myRisk° et niveau de

Le tableau 1 ci-aprées présente les 25 genes et les syndromes de cancer héréditaire
couverts par le panel myRisk™® ainsi que le niveau de risque de cancer attribué a
chacun, selon Myriad Genetics.

7 |nformation tirée de Myriad myRisk™ Clinical Handbook [Myriad Genetics, 2014].
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. RISQUE DE CANCER SELON MYRIAD GENETICS
GENE SYNDROME
cS co CCR | CE Me CPa CG | CPr AC

BRCA1 Syndrome héréditaire de cancer . ° 1) o

du sein ou de I'ovaire
BRCA2 o ° [e) ) (o)
MLH1 ° ° ° o ° °
MSH2 ° ° ° ) ° °
MSH6 Syndrome de Lynch o ° ° o o o
PMS2 o ° ° o o o
EPCAM ° ° ° l¢) ° °
APC Polypose adénomateuse familiale ° o o °
MUTYH Polypose liée a MUTYH ° °
CDKN2A" Syndrome du mejlanome etdu o .

cancer du pancréas
CDKN2A Syndrome du mélanome ° °©
CDK4 héréditaire ° o
TP53 Syndrome de Li-Fraumeni ° o o o o o o o °
PTEN Syndrome tumoral

° fe) ° °

hamartomateux
STK11 Syndrome de Peutz-Jeghers ° ° ° ° ° ° °
CDH1 Cancer gastrique diffus

s e s ° (o] L

héréditaire
BMPR1A |Syndrome de polypose juvénile ° o ° o)

Syndrome de polypose juvénile
svaps |t , . o . .

télangiectasie hémorragique

héréditaire
PALB2 Risque associé a PALB2 ° o)

(suite)




Tableaul Genes et syndromes couverts par le panel myRisk™" et niveau de risque attribué a
chacun selon Myriad Genetics (suite)
GENE SYNDROME RISQUE DE CANCER SELON MYRIAD GENETICS
CS| CO |CCR| CE | ME | CPA | CG | CPR | AC
CHEK2 Risque associé a CHEK2 ° o) o)
ATM Risque associé a ATM ° o
NBN Risque associé a NBN o o)
BARD1 Risque associé a BARD1 o
BRIP1 Risque associé a BRIP1 o °
RAD51C Risque associé a RAD51C o o
RAD51D Risque associé a RAD51D o

® :risque élevé; o : risque modéré; * CDKN2A code pour 2 protéines, soit p16INK4A, associée au syndrome du mélanome et du
cancer pancréatique héréditaire et p14ARF, associée au syndrome du mélanome héréditaire Abréviations : AC : autres cancers;
CCR : cancer colorectal; CE : cancer de I'endomeétre; CG : cancer gastrique; CO : cancer de 'ovaire; CPa : cancer du pancréas; CPr :
cancer de la prostate; CS : cancer du sein; Me : mélanome Information tirée de Myriad myRisk™ Clinical Handbook [Myriad
Genetics, 2014].
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2.2.2 Précisions techniques

L’analyse complete des séquences codantes, de la région promotrice et des sites
d’épissage de méme que la détection des réarrangements (délétion et duplication)
dans I'ensemble des génes, a I'exception du gene EPCAM, sont effectuées par
séquencage de nouvelle génération (SNG). Concernant ce dernier gene, seuls les
réarrangements affectant I'expression du gene adjacent MSH2, reconnu pour son
role dans le syndrome de Lynch, sont analysés.

Le SNG est réalisé en trois étapes principales : 1) la fragmentation de I’ADN
génomique et I'enrichissement des amplicons d’intérét, 2) le séquencage des
amplicons et 3) I'analyse des variants. Pour effectuer ces étapes, plusieurs outils
faisant appel a des technologies et a des procédés chimiques différents sont offerts
sur le marché. Myriad Genetics utilise le systéme ThunderStorm™® de RainDance
Technologies pour réaliser I'enrichissement des régions d’intérét. Pour ce faire, une
aliquote d’ADN génomique fragmenté par sonification est dispersée dans de I'huile a
I'intérieur de pico gouttelettes aqueuses. Ces dernieres sont ensuite fusionnées avec
d’autres gouttelettes individuelles contenant les paires d’amorces spécifiques des
genes d’'intérét et comportant une séquence adaptatrice partielle. Une premiére
amplification par réaction en chaine de polymérase (ou PCR) est effectuée afin
d’enrichir les séquences ciblées. Les séquences exoniques, qui comprennent jusqu'a
20 bases en amont et 10 bases en aval, sont couvertes afin de permettre la détection
de mutations dans les éléments conservés qui régulent I'épissage [Judkins et al.,
2015]. Les produits de la PCR sont ensuite purifiés et soumis a une seconde
amplification. Cette amplification permet de compléter I'adaptateur qui sert au
séquencage et d’incorporer une séquence de reconnaissance (code a barres)
permettant le suivi des échantillons individuels. Le génome humain contient des
pseudogenes qui peuvent interférer avec le séquencage de certains génes. C'est le




cas, entre autres, des genes CHEK2 et PMS2. La conception d’amorces spécifiques,
I'utilisation de filtres d’alignement lors de I'analyse des séquences ainsi que le
recours a la PCR de longue portée (en anglais long range PCR ou LoRa) permettent de
contourner cette limite.

Le systeme HiSeq"'® 2500 d’lllumina™® est utilisé pour réaliser 'étape de séquencage
de 23 des 25 génes. Le systeme MiSeq"™® d’lllumina™® est utilisé pour réaliser I'étape
de séquencage des génes PMS2 et CHEK2, parce que celui-ci permet de réaliser une
PCR LoRa. Les délétions et les duplications sont préalablement analysées par dosage
relatif lors du SNG. Cette étape consiste a utiliser les ratios normalisés des amplicons
de séquencage afin de détecter les variations du nombre de copies des génes. Quant
au séquencage proprement dit, il repose sur un principe similaire a celui de la
méthode de Sanger, c’est-a-dire que la séquence est déterminée au cours de la
synthése cyclique d’un brin complémentaire a une matrice en utilisant des
nucléotides fluorescents. La profondeur minimale de couverture utilisée pour la
détermination des séquences obtenues par SNG est de 50X par base. Les séquences
obtenues sont par la suite assemblées et alignées sur une séquence de référence. Les
variants sont classés selon leur incidence fonctionnelle (effet sur la production ou sur
la fonction de la protéine) et clinique (associée a une augmentation du risque de
développer un cancer héréditaire)®.

2.3 Modalités d’administration du test

L’analyse requiert une consultation génétique au préalable et le consentement écrit
du patient. Le médecin prescripteur doit fournir la raison qui justifie I'analyse ainsi
que les antécédents personnels et familiaux de cancer du patient (type de cancer et
age au moment du diagnostic).

Une trousse de prélevement est commandée directement chez Myriad Genetics.
L'analyse peut étre effectuée a partir d’ADN extrait d’'un échantillon de sang ou d’un
échantillon de salive. L’échantillon biologique, le consentement du patient ainsi que
la requéte du médecin prescripteur sont ensuite réacheminés par courrier
recommandé au laboratoire de Myriad Genetics a Salt Lake City aux Etats-Unis. Le
délai de réponse est de 14 a 21 jours™.

2.4 Société ou concepteur

= Myriad Genetics (panel myRisk"® Herediatry Cancer)

* ThunderStorm™® de RainDance™ Technologies (systeme d’enrichissement
des séquences)

= HiSeq 2500™° d’lllumina™® (systeme de séquencage)

= MiSeq"® d’lllumina™® (systéme de séquencage par PCR LoRa)

= 3730x| d’Applied Biosystems"'“ (confirmation des mutations par la méthode
de Sanger)

28 Dans le séquengage de I'ADN, la profondeur de couverture fait référence au nombre de fois ou un nucléotide est lu pendant le
processus de séquengage. La couverture est le nombre moyen de lectures représentant un nucléotide donné dans la séquence
reconstruite (Deep sequencing [site Web], disponible a : https://en.wikipedia.org/wiki/Deep sequencing).

 Information tirée de Myriad myRisk™ Hereditary Cancer Technical Specifications. Effective: 4 June 2015, disponible 2 :
https://www.myriadgenetics.eu/wp-content/uploads/2016/01/myRisk-Hereditary-Cancer-Tech-Specs.pdf.

* |nformation tirée de Myriad myRisk™ Hereditary Cancer Overview, disponible sur le site Web du fabricant a :
https://www.myriadpro.com/myrisk/hereditary-cancer-panel-overview/.

93


https://en.wikipedia.org/wiki/Deep_sequencing
https://www.myriadpro.com/myrisk/hereditary-cancer-panel-overview/

2.5 Statut d’homologation (Santé Canada, FDA)

L’usage a des fins de diagnostic clinique du panel de génes myRisk"'® de Myriad
Genetics n’est pas approuvé par Santé Canada, ni par la Food and Drugs
Administration (FDA) aux Etats-Unis.

2.6 Valeur pondérée : 4 160,86

3 CONTEXTE
3.1 Patients ciblés

Myriad Genetics recommande que I'analyse soit offerte a toutes les personnes qui
présentent au moins I'une des caractéristiques suivantes® :

= une combinaison de deux cancers ou plus dans une méme famille
(principalement les cancers associés au syndrome de Lynch et au syndrome
de cancers du sein et de I'ovaire);

= un cancer colorectal, de I'endométre ou du sein diagnostiqué a I'age
de 50 ans ou avant;

= une forme rare de cancer (cancer ovarien, cancer du sein triple négatif,
cancer du sein chez ’homme, cancer colorectal ou de ’'endometre
présentant des résultats anormaux d’IMS et d’IHC?);

= |a présence d’au moins 10 polypes gastro-intestinaux.

3.2 Description de la maladie visée

Au Canada, le cancer est la principale cause de déces représentant pres de 30 % de
ceux-ci. Environ 40 % des Canadiens développeront un cancer au cours de leur vie et
25 % en mourront. Selon les plus récentes statistiques de la Société canadienne du
cancer (SCC), 196 900 personnes auraient recu un diagnostic de cancer en 2015,
tandis que 78 000 en seraient mortes. L’estimation du taux d’incidence normalisé de
cancer selon |'dge était de 398 cas pour 100 000 habitants en 2015. Le taux de survie
relative a 5 ans chez les personnes ayant recu un diagnostic de cancer était de 63 %,
celui-ci variant grandement selon le type de cancer. On estime qu’en 2028-2032, le
nombre annuel moyen de nouveaux cas de cancer aura augmenté de 79 % par
rapport a 2003-2007 [SCC, 2015].

Parmi les cancers les plus courants, seulement 5 % a 10 % des cas sont de type

« héréditaire » et seraient attribuables a des mutations germinales dans des genes a
pénétrance élevée, mais incompléete, et transmises de facon autosomique
dominante. En plus de ces derniers, 10 % a 15 % des cas de cancers les plus courants
sont dits « familiaux » et pourraient étre causés par I'interaction de genes a faible
pénétrance, aux interactions entre les génes et I'environnement ou a une
combinaison de ces deux facteurs [Nagy et al., 2004].

Toujours selon la SCC, un cancer est susceptible d’étre héréditaire s’il satisfait a I'un
ou a plusieurs des critéres suivants [SCC, 2016b] :

3! Information tirée de Myriad myRisk™ Hereditary Cancer, Identifying Patients for Hereditary Cancer Risk, disponible sur le site

Web du fabricant a : https://www.myriadpro.com/myrisk/identifying-patients/identifying-patients-screen-evaluate/.
32 Analyse d’instabilité des microsatellites (IMS) et d’immunohistochimie (IHC).
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3.3

3.4

= e cancer est détecté chez des membres d’au moins deux générations;

= plusieurs membres de la famille sont atteints du méme type de cancer ou
d’un type qui y est apparenté;

= au moins deux proches parents sont atteints d’un cancer appartenant a un
syndrome héréditaire connu;

= des membres de la famille ont regu un diagnostic de cancer a un plus jeune
age que celui auquel ce type de cancer est habituellement diagnostiqué;

= des membres de la famille sont atteints de plus d’un type de cancer
primaire;

= |es cancers atteignent les deux organes d’une paire, par exemple les deux
seins ou les deux yeux, ou il y a présence de plusieurs tumeurs dans le
méme organe;

= un ou plusieurs membres de la famille sont ou ont été atteints d’un type
rare de cancer.

Parmi les cancers héréditaires les plus connus figurent, entre autres, le cancer du
sein et de I'ovaire, le cancer de I'endometre, le cancer du pancréas, le cancer de la
prostate, le mélanome, le cancer colorectal et certains types de cancer gastrique. Ces
cancers héréditaires sont souvent regroupés par syndromes dont les mutations
géniques en cause ainsi que le risque associé de cancer sont connus ou suspectés
[SCC, 2016c].

Spécialités médicales concernées
Génétique, oncologie
Breve description de la situation actuelle

La majorité des tests génétiques qui évaluent le risque de cancer héréditaire par des
techniques de SNG sont réalisés a I'extérieur du Québec. En plus du séquencage
complet ou partiel du géne ou des genes ou la présence d’'une mutation est
suspectée en raison du phénotype que présente le patient, plusieurs fabricants
offrent I’évaluation des réarrangements a I'aide de méthodes moléculaires
complémentaires telles que I'amplification multiplexe de sonde dépendante d’une
ligation (en anglais multiplex ligation-dependant probe amplification ou MLPA) ou
I’hybridation génomique comparative (en anglais comparative genomic hybridization
ou CGH). Certains panels contiennent uniqguement des genes ol une mutation est
associée a un risque élevé de présenter un syndrome particulier de cancer
héréditaire et relativement auxquels des guides de pratique clinique permettent
d’orienter la prise en charge des patients qui en sont atteints. D’autres panels de
génes comportent, en plus des genes ol une mutation est associée a un risque élevé
de cancer, des génes ol une mutation est associée a un risque modéré ou incertain
de cancer relativement auxquels aucune recommandation claire n’a été publiée.
Selon le Répertoire québécois et systéme de mesure des procédures de biologie
médicale, quelques analyses servant au diagnostic moléculaire de certains cancers
héréditaires peuvent également étre réalisées au Québec. Ces analyses concernent
principalement les genes BRCA1 et BRCAZ2 ainsi que les geénes ou une mutation est
associée au syndrome de Lynch et consistent généralement en des tests de dépistage
de mutations individuelles connues (mutations d’Europe de I'Est, canadiennes-
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francaises ou juives Ashkénazes), le séquencage de régions codantes par la méthode
de Sanger ou encore la détection de délétions et de duplications par MLPA.

3.5 Données médico-administratives

Selon I'information obtenue du ministere de la Santé et des Services sociaux (MSSS),
7 demandes d’analyse a I'aide du panel myRisk™" ont été effectuées en 2013-2014,
au co(t unitaire de 4 160 S CA. Un nombre additionnel de 75 demandes effectuées
chez Myriad Genetics, inscrites sous une appellation différente et correspondant au
co(t unitaire de 'analyse myRisk™®, a également été répertorié. Au total, on estime
que 82 demandes correspondant a une charge annuelle de 341 120 S CA ont été
soumises en 2013-2014. Ces demandes d’analyse ont toutes été acceptées et
remboursées par la RAMQ.

3.6 Breéve description des avantages allégués de I’analyse proposée

Selon Myriad Genetics, myRisk"'® permet aux cliniciens de considérer une plus grande

gamme de geénes et de phénotypes de maniére plus rapide et plus rentable qu’une
analyse de génes « a l'unité ». Toujours selon Myriad Genetics, le panel myRisk"°
permet de détecter de 40 % a 50 % plus de mutations que leurs panels ciblés, tels
que BRACAnalysis™® (analyse des génes BRCA1 et BRCA2) et COLARIS™® (analyses du
géne MUTYH et des 5 génes liés au syndrome de Lynch) combinés. Selon Myriad
Genetics, cette approche permet d’améliorer la qualité des soins en optimisant la
sensibilité analytique et en procurant des résultats qui permettent de modifier la
prise en charge médicale des patients.>*

3.7 Assurance qualité

Une combinaison de logiciels commerciaux et concus par Myriad Genetics est utilisée
pour traiter les données de SNG, lequel comprend I'appel des bases, I'alignement des
séquences, la détection des variants, I'annotation et les mesures de qualité. Les
variants génétiques détectés sont vérifiés par ordinateur ainsi que par des
examinateurs. Les variants cliniquement significatifs sont confirmés par séquencage
de Sanger, tel que le recommande I’American College of Medical Genetics and
Genomics (ACMGG). Les régions qui n’atteignent pas une couverture minimale de
lecture de 50x par base sont également vérifiées par séquencage de Sanger. Les
délétions et les duplications suspectées par dosage lors du SNG sont confirmées par
MLPA ou par CGH.** Myriad Genetics respecte les normes CLIA (Clinical Laboratory
Improvement Amendments) du Centers for Disease Control and Prevention (Etats-
Unis) et celles du College of American Pathologists (CAP) (Etats-Unis) [Judkins et al.,
2015].

3.8 Remplacement d’un autre test

Cette analyse ne remplace aucun autre test inscrit dans le Répertoire québécois et
systéme de mesure des procédures de biologie médicale.

* Information tirée de Myriad myRisk™ Clinical Handbook [Myriad Genetics, 2014].
** Information tirée de Myriad myRisk™ Hereditary Cancer Technical Specifications. Effective : 4 June 2015, disponible 4 :
https://www.myriadgenetics.eu/wp-content/uploads/2016/01/myRisk-Hereditary-Cancer-Tech-Specs.pdf.
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4 DONNEES PROBANTES

4.1

Valeur diagnostique

Afin d’apprécier la valeur diagnostique d’un panel de génes dans I'évaluation du
risque de cancer héréditaire, sept études ont été retenues, soit trois études portant
sur le panel myRisk™° de Myriad Genetics [Tung et al., 2015; Yorczyk et al., 2015;
Yurgelun et al., 2015] et deux autres études portant sur des panels similaires, offerts
par Invitae [Lincoln et al., 2015; Kurian et al., 2014]. Les deux derniéres études
retenues portent sur les différents panels offerts par Ambry Genetics, dont
CancerNext"° [LaDuca et al., 2014], et sur les panels offerts par GeneDx, dont le
Comprehensive Cancer Panel"® et le High/Moderate Risk Panel"® [Susswein et al.,
2015]. Précisons que relativement a six des sept études retenues, certains des
auteurs ont déclaré un conflit d’intéréts (lien d’emploi, rémunération, obtention de
fonds de recherche ou autres formes d’affiliation avec le fournisseur du test). Seuls
Yorczyk et ses collaborateurs [2015] n’ont déclaré aucun conflit d’intéréts.

4.1.1 Fréquence de détection de mutation par le panel myRisk"® de Myriad
Genetics

Le tableau 3 de la page 17 présente les résultats des trois études dans lesquelles le
panel myRisk"'® a été utilisé. Les fréquences de détection d’une mutation associée a
un risque élevé, modéré ou incertain de cancer sont présentées en fonction du géne
touché et de leur corrélation avec les antécédents médicaux (personnels et
familiaux) des patients a I'étude.

La premiere étude, publiée par Yorczyk et ses collaborateurs [2015], est un essai
prospectif ayant pour objectif de comparer I'utilisation exclusive des panels de genes
multiples a une approche réflexive dans les cas de cancers héréditaires. Pour ce faire,
le panel myRisk™® de Myriad Genetics a été utilisé pour analyser les échantillons
d’ADN de 105 patients qui répondaient aux critéres de leur assureur respectif pour
étre admissibles a I’analyse des génes BRCA1 et BRCA2 ou des génes associés au
syndrome de Lynch. Des 105 patients, 7 (6,7 %) présentaient une mutation, dont :

= 57 % (4/7) dans un géne ol la mutation est associée a un risque élevé de
cancer suggéré par les antécédents médicaux du patient (tous dans le gene
BRCA1 et le géne BRCA2);

= 14 % (1/7) dans le géne CHEK2 (chez 1 femme ayant des antécédents
personnels de cancer du sein diagnostiqué a I’age de 39 ans et des
antécédents familiaux de cancer du célon);

= 14 % (1/7) dans le géne APC (chez 1 homme atteint d’'un cancer du sein et
ayant des antécédents familiaux d’apparition tardive de cancer du c6lon);

= 14 % (1/7) dans le géne EPCAM (chez 1 femme de 54 ans ayant des
antécédents familiaux de cancer du sein et de I'ovaire, sans en étre atteinte).

Selon les auteurs, ces deux dernieres mutations ont été détectées dans des genes
associés a un risque élevé de cancer dont les antécédents médicaux du patient ne
laissaient pas suspecter la présence. Dans leurs conclusions, les auteurs soulignent en
effet que les mutations détectées n’étaient pas toujours celles auxquelles ils
s’attendaient et que certaines n’étaient pas bien définies sur le plan de la validité
clinique. Pour ces raisons, les auteurs soulignent que les cliniciens devraient informer
et conseiller leurs patients sur les possibilités d’'une découverte fortuite de mutation
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ou d’un variant qui pourrait ne pas avoir d’incidence sur leur prise en charge clinique
[Yorczyk et al., 2015].

La seconde étude, celle de Yurgelun et ses collaborateurs [2015], est un essai
prospectif dont I'objectif était de déterminer la fréquence de détection de mutations
par le panel myRisk™® dans une cohorte de 1 260 patients recommandés en raison
d’un cancer associé au syndrome de Lynch ou de la présence de polypes colorectaux.
Parmi tous les patients évalués, 1 112 patients (88 %) répondaient aux criteres du
National Comprehensive Cancer Network (NCCN) relatifs au syndrome de Lynch.
Selon les résultats, 156 patients (12,4 %) présentaient une mutation, dont :

= 82,7 % (129/156) dans des génes ol la mutation est associée a un risque
élevé de cancer, qui coincide avec les antécédents médicaux du patient;

= 5,1%(8/156) dans des génes ou la mutation est associée a un risque élevé
de cancer, qui ne coincide pas avec les antécédents médicaux du patient, soit
dans les genes BRCA1 et BRCA2;

= 12,2 % (19/156) dans des génes ou la mutation est associée a un risque
modéré ou incertain de cancer, qui coincide avec les antécédents médicaux
du patient (3,8 %, soit 6/19) ou non (8,3 %, soit 13/19).

Les auteurs soulignent que la détection de mutations dans des genes a pénétrance
élevée, qui ne semblent pas coincider avec les antécédents médicaux du patient,
pose un probleme de prise en charge par les cliniciens et souléve la question de
savoir si les syndromes de cancer héréditaire devraient étre définis a partir de
données génotypiques, de données phénotypiques ou d’'une combinaison des deux.
Aussi, les auteurs mentionnent que les mutations dans des génes a pénétrance
modérée, sans corrélation avec le phénotype du patient, sont des résultats dont la
validité clinique est discutable et constitue une des limites de I'utilisation des panels
de génes multiples [Yurgelun et al., 2015].

Pour sa part, I'’étude de Tung et ses collaborateurs [2015] avait pour objectif de
déterminer la fréquence de détection de mutations chez des patients ayant des
antécédents personnels de cancer du sein en utilisant le panel myRisk™®. Une
premiere cohorte de 1 781 cas prospectifs consécutifs de cancer du sein, pour
lesquels une analyse des genes BRCA1 et BRCA2 était recommandée, a été soumise
au test myRiskMD. Parmi ceux-ci, 241 patients (13,5 %) présentaient une mutation,
dont :

= 70,1% (169/241) dans des génes ol la mutation est associée a un risque
élevé de cancer du sein et de I'ovaire, et ce, majoritairement dans les genes
BRCA1 et BRCA2 (68,5 %; 165/241);

= 27,4% (66/241) dans des génes ou la mutation est associée a un risque
modéré ou incertain de cancer du sein;

= 2,5%(6/241) dans des génes ou la mutation est associée a un risque élevé
de cancer, autre que le cancer du sein, et ce, principalement dans des genes
associés au syndrome de Lynch. Une mutation biallélique dans le géne
MUTYH a également été détectée [Tung et al., 2015].



Considérant la fréquence de détection de mutations dans les genes BRCA1 et BRCA2
uniquement, soit 9,3 % (165/1 781), I'utilisation du panel myRisk“'® a permis de
repérer 76 cas additionnels qui présentaient une mutation, soit I'équivalent d’un gain
du taux de détection de 4,3 % (ICa 95 % : 2,1 a 6,4). Cependant, en ciblant
uniquement les génes ol une mutation est associée aux cancers du sein et de I'ovaire
et dont les antécédents médicaux du patient laissent supposer la présence, le taux de
détection aurait été de 13,2 % (235/1 781), soit I'équivalent d’un gain du taux de
détection de 3,9 % (IC a 95 %; 1,8 % a 6,1 %) comparativement a une analyse limitée
aux génes BRCA1 et BRCA2 (13,2 % contre 9,3 %) [Tung et al., 2015]. Ainsi, le gain de
détection associé a I'utilisation du panel myRisk“, comparativement a celle d’un
panel ciblant uniquement les antécédents médicaux du patient, aurait été de 0,3 %
(13,5 % contre 13,2 %); soit 6 mutations, toutes dans des génes non suspectés par le
phénotype du patient (voir le tableau 2).

Tableau 2 Fréquence de détection d’'une mutation en fonction du type d’analyse
chez les 1 781 patients inclus dans I’étude de Tung et ses
collaborateurs [2015]
PATIENTS AYANT (’ZO,RRELATIOI§| AVEC LES GENES SANS
2 1 MUTATION, N (%) ANTECEDENTS MEDICAUX, N (%) A
GAIN PAR GENES ASSOCIES | CORRELATION
ANALYSE TG GENES A UN RISQUE AVEC LES
GLOBALE ASSOCIES A UN P ANTECEDENTS
BRCA1 ET RISQUE ELEVE MODERE OU MEDICAUX
BRCA2 INCERTAIN
BRCA1 et
BRCA 2 165 (9,3) s. 0. 165 (100) s. 0. s. 0.
seulement
Panel 235
bl (13.2) +70 (+3,9) 169 (72) 66 (28) 5. 0.
. MD 241
myRisk (13,5) +76 (+4,3) 169 (70) 66 (27) 6 (3)

Abréviations : N : nombre; s. 0. : sans objet

*Genes de susceptibilité du cancer du sein et de I'ovaire dont les antécédents médicaux laissent supposer la présence
(c’est-a-dire, a I’exception des génes ol la mutation est associée a un risque accru de cancer de |'ovaire chez les
patientes ayant un antécédent de cancer du sein uniquement).

Une seconde cohorte de 377 cas rétrospectifs, confirmés étre négatifs relativement a
la présence d’'une mutation dans les génes BRCAI et BRCA2, a également été évaluée
par Tung et ses collaborateurs [2015]. Parmi ceux-ci, 14 patients (3,7 %) présentaient
une mutation, dont :

= 14,1 % (2/14) dans le géne CDH1, en cause dans le cancer gastrique diffus
héréditaire et associée a un risque élevé de cancer du sein;

= 21,4 % (3/14) dans des génes ou une mutation n’est pas associée au cancer
du sein, mais associée a un risque élevé de cancer colorectal chez 2 patients
(g&nes APC et MUTYH biallélique) et de cancer du pancréas et de mélanome
chez 1 patient (gene CDKN2A);

= 64,3 % (9/14) dans des génes ou la mutation est associée a un risque modéré
de cancer du sein.
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Dans leur conclusion, les auteurs affirment que I'analyse de multiples génes peut étre
avantageuse pour certains patients soigneusement sélectionnés, en particulier ceux
qui ont des antécédents personnels ou familiaux compatibles avec plus d’un type de
syndrome héréditaire [Tung et al., 2015].

En résumé, d’aprés les trois études présentées, 'analyse réalisée a I'aide du panel
myRisk™® aurait permis de détecter une mutation associée a un risque élevé de
cancer suggéré par les antécédents médicaux chez 3,8 % a 10,2 % des personnes
soumises au test (voir le tableau 3). Cependant, ce panel permet également la
détection de mutations dans des genes associés a un risque élevé de cancer dont les
antécédents médicaux du patient ne permettent pas de supposer la présence
(jusqu’a 1,9 % des patients soumis au test) ainsi que dans des genes associés a un
risque modéré ou incertain d’un cancer associé ou non aux antécédents médicaux du
patient (jusqu’a 3,7 % des patients soumis au test). Les découvertes fortuites
constituent un défi dans la prise en charge clinique des patients, parce que leur
conséquence clinique n’est pas toujours clairement définie. De plus, dans de
nombreux cas, I'information de dépistage provenant de génes a pénétrance modérée
ne change pas la gestion clinique du risque par rapport a celle fondée uniqguement
sur les antécédents médicaux du patient [NCCN, 2015b].



Tableau 3 Fréquence de détection de mutations du panel myRisk"° de Myriad Genetics
FREQUENCE DE DETECTION DE MUTATIONS, N (%)*
POPULATION 5 Zc R
L g z 2 GENES ASSOCIES A UN RISQUE
£CF GENES ASSOCIES A UN RISQUE ELEVE P
ETUDE CRITERES DE ANTECEDENT§ DE CANCER PATIENTS Q MODERE OU INCERTAIN
ANNEE RECRUTEMENT ET DE LESIONS AYANT =2 SANS SANS
PRECANCEREUSES, MUTATIONS, |  CORRELATION . CORRELATION A
(PAYS) ~ . - N (%) AVEC CORRELATION AVEC CORRELATION
(AGE MEDIAN OU MOYEN N (%) AVI AVEC AVI AVEC
AU DIAGNOSTIC) AI:;:;FCIZ\EUNXT S ANTECEDENTS Al:/|T|§E|§|EcDAEL|J“xT S ANTECEDENTS
MEDICAUX MEDICAUX
N =105 Antécédents personnels BRCA1:2 APC:1 CHEK2 : 1 Total : 0 (s. 0.)
Yorczyk, | patients répondant aux critéres de 61 (58 %) BRCA2:2 EPCAM : 1 Total : 1(1,0%)
2014 | jeur assureur pour étre » - " ;ly) Total : 4 (3,8 %) Total : 2 (1,9 %)
(E-U.) admissibles a I'analyse des genes Antécédents familiaux n d ’
BRCA1 et BRCA2 ou des génes liés o
au SL
Antécédents personnels MLH1 : 31 BRCA1:4 CHEK2 : 5 BARD1 : 1
Colon 790 (63 %) MSH2 : 39 BRCA2 : 4 PALB2®: 1 NBN : 1
Colorectal, <50 ans 434 (34 %) MSH2 + ATM : 1 Total : 8 (0,6 %) Total : 6 (0,5 %) RAD51C: 1
N=1260 Endométre 292 (23 %) MSH6 : 25 ATM : 8
Antécédents personnels de cancer |  Ovaire 84 (7 %) MSHS + STK11 : 1 BRIP1:2
Yurgelun, | 3ss0cié au SL et/ou polypes 22 cancers primaires 172 (14 %) PMS2: 14 Total : 13 (1,0 %)
2015 colorectaux Antécédents familiaux 156 EPCAM : 3
(E-U.) S - Cslon 726 (58%)| (12,4%) |APC:5
Patients repondant aux criteres du Endométre 191 (15 %) MUTYHbI - 3
NCCN relatifs auSL: 1112 (88 %) Ovvaire 142 (11 %) Brca1 S 2
(a3ge médian de 47 ans : 39-55,5) Sein 294 (23 %) BRCAZ® : 5
Associés au SL 930 (74 %) Total : 129 (10’2 %)
Inconnue 161 (13 %)
Polypes colorectaux 280 (22 %)
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POPULATION

FREQUENCE DE DETECTION DE MUTATIONS, N (%)

GENES ASSOCIES A UN RISQUE ELEVE

GENES ASSOCIES A UN RISQUE

ETUDE, CRITERES DE ANTECEDENT? DE CANCER PATIENTS MODERE OU INCERTAIN
ANNEE RECRUTEMENT E:I' DE LE’SIONS AYANT =1 SANS SANS
PRECANCEREUSES, MUTATIONS, |  CORRELATION . CORRELATION p
(PAYS) - L N (%) CORRELATION CORRELATION
(AGE MEDIAN OU MOYEN N (%) AVEC AVEC AVEC AVEC
AU DIAGNOSTIC) ANTECEDENTS | ANTECEDENTS ANTECEDENTS ANTECEDENTS
MEDICAUX MEDICAUX MEDICAUX MEDICAUX
Antécédents personnels BRCA1:78 MSH6 : 2 BRIP1:7 Total : 0 (s. 0.)
N=1781 Sein 1735 (97,4 %) BRCA2 : 84 PMS2:3 BARD1 : 6
o Sein et ovaire 40 (2,2 %) BRCA2 + ATM : 1 MUTYHbI : 1 NBN : 2
Antécédents personnels de cancer Sein et pancréas 6(0,3 %) BRCA2 +CHEK2:1 | Total: 6 (0,3 %) ATM : 11
du sein, recommandation Antécédents familiaux 241 | BRCA2 + NBN : 1 CHEK2 : 26
d’analyse des genes BRCAZ et Risque élevé 644 (36,2%)| (135%) |7ps3.2 CHEK2 + CHEK2 : 2
BRCA2 Risque faible 1137 (63,8 %) pms2" i1 PALB2: 12
Tung, | (age moyen de 47,2 ans) MSH2' : 1 Total : 66 (3,7 %)
2015 Total : 169 (9,5 %)
(E-U.)
N =377 Antécédents personnels CDH1:2 APC:1 ATM : 1 Total : 0 (s. 0.)
Sein 369 (97,9 %) Total : 2 (0,5 %) MUTYHbi :1 ATM + BARD1 : 1
Antécédents personnels de cancer Sein et ovaire 7 (1,8 %) 14 CDKN2A : 1 CHEK2 : 5
du sein, profil BRCA1 et BRCA2 Sein et pancréas 1(0,3 %) (3.7 %) Total : 3 (0,8 %) NBN : 1
négatif Antécédents familiaux ! PALB2 : 1
Risque élevé 167 (44,3 %) Total : 9 (2,4 %)
(age moyen de 45,6 ans) Risque faible 210 (55,7 %)
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Abréviations : bi : mutation biallélique; N : nombre; NCCN : National Comprehensive Cancer Network; n. d. : donnée non disponible; SL : syndrome de Lynch; s. o. : sans objet

* La classification des génes selon les antécédents médicaux peut varier et n’est pas mutuellement exclusive.

** Les mutations mono-alléliques dans le géne MUTYH n’ont pas été comptabilisées, parce que la polypose associée a ce géne est une maladie autosomique récessive [Lubbe et al.,

2009].

T Patientes atteintes d’un cancer de I'ovaire  § Patients ayant des antécédents familiaux de cancer du sein




4.1.2 Fréquence de détection de mutations d’autres panels de syndrome de cancer héréditaire

La recherche documentaire a également permis d’identifier deux études dans lesquelles des panels
respectifs de 42 et de 29 genes ont été analysés par SNG chez Invitae [Lincoln et al., 2015; Kurian et
al., 2014]. Le tableau 4 présente les fréquences auxquelles une mutation a été détectée dans des
génes associés a un risque élevé, modéré ou incertain de cancer en fonction de leur corrélation avec
les antécédents médicaux du patient. Précisons que dans |'étude de Lincoln et ses collaborateurs
[2015], les mutations ont été classées en fonction du niveau de risque de cancers du sein et de
I’ovaire qui leur est attribué, parce que les antécédents personnels de chacun des patients n’ont pas
été précisés par les auteurs.

Kurian et ses collaborateurs [2014] ont utilisé un panel de 42 genes afin d’évaluer le risque de cancer
chez des patientes ayant des antécédents personnels ou familiaux de cancer du sein ou de I'ovaire.
Une cohorte rétrospective de 198 patientes, y compris 141 cas de profil BRCAI et BRCA2 négatif ainsi
que 57 cas de profil BRCA1 et BRCA2 positif, a été analysée. Dans cette cohorte, 67 patientes (33,8 %)
présentaient une mutation génique, dont :

= 88,1% (59/67) dans des génes ol la mutation est associée a un risque élevé de cancer
du sein et de I'ovaire, majoritairement dans les génes BRCA1 et BRCA2 (85,1 %;
57/67);

= 1,5%(1/67) dans des geénes ol la mutation est associée a un risque élevé de cancer,
sans corrélation avec les antécédents médicaux;

= 10,4% (7/67) dans des genes ol la mutation est associée a un risque modéré ou
incertain de cancer du sein.

Une patiente présentait deux mutations, soit dans les genes CDH1 et NBN, associées a un risque élevé
de cancer gastrique en plus de cancer du sein. Une mutation a également été détectée dans un géne
associé au syndrome de Lynch, soit MLH1, chez une patiente atteinte d’un cancer du sein et de
I'endometre. Un variant potentiellement pathogéne détecté fortuitement dans le gene CDKN2A, un
géne associé au mélanome et au cancer du pancréas, a également été détecté. Selon les auteurs, ce
résultat n’a cependant pas permis de modifier la prise en charge de la patiente en raison de
I'incertitude concernant le degré de pathogénicité du variant et de I'absence de corrélation avec des
antécédents médicaux.

Selon Kurian et ses collaborateurs [2014], certaines mutations détectées au moyen du panel
I"auraient aussi été en appliquant les recommandations actuelles de pratique clinique. La mutation du
géne MLH1 détectée chez une patiente ayant obtenu un diagnostic de cancer du sein triple négatif a
I’age de 35 ans et atteinte d’un carcinome de I'endomeétre pour lequel elle avait subi une
hystérectomie a I’age de 46 ans est un bon exemple. En effet, le NCCN recommande I'analyse des
génes associés au syndrome de Lynch chez les patientes atteintes d’un cancer de 'endometre avant
I’age de 50 ans [NCCN, 2015a; Kurian et al., 2014]. Finalement, Kurian [2014] conclut que les panels
incluant de multiples genes peuvent étre utiles dans certains cas, mais que davantage de données
sont nécessaires afin d’évaluer la pénétrance de certaines mutations repérées et de préciser leur
utilité clinique.

La seconde étude, celle de Lincoln et ses collaborateurs [2015], avait notamment pour objectif de
comparer 'efficacité et la validité analytique et clinique d’une analyse moléculaire restreinte, se
limitant aux genes BRCA1 et BRCA2, a celles d’un panel de 29 genes associés a un syndrome de cancer
héréditaire. Pour ce faire, un total de 1 062 échantillons d’ADN de patients suspectés de HBOC ont
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été analysés, soit 735 cas prospectifs et 327 rétrospectifs, dont 118 patients ayant des antécédents
familiaux de mutation.

Parmi les 735 cas prospectifs, 91 patients (12,4 %) présentaient une mutation, dont :

74,7 % (68/91) dans un géne ol la mutation est associée a un risque élevé de
syndrome de HBOC, dont 71,4 % (65/91) dans les génes BRCAI et BRCA2 et 3,3 %
(3/91) dans d’autres génes, soit CDH1 et MLH1;

24,2 % (22/91) dans des génes ou la mutation est associée a un risque modéré ou
incertain de cancers du sein et de I'ovaire;

1,1 % (1/91) dans le géne CDKN2A chez un patient sans antécédents médicaux de
mélanome ou de cancer du pancréas.

Parmi les 327 cas rétrospectifs, 143 patients (43,7 %) présentaient une mutation, dont :

91,6 % (131/143) dans les génes BRCA1 et BRCAZ;

4,2 % (6/143) dans d’autres génes ol une mutation est associée a un risque élevé de
cancer du sein ou de 'ovaire, soit dans les genes MSH2, CDH1 et TP53;

4,2 % (6/143) dans des génes ol la mutation est associée a un risque modéré ou
incertain de cancer du sein ou de 'ovaire.

Aucune mutation n’a été détectée dans les genes non associés au HBOC.

Parmi les cas rétrospectifs, on rapporte une plus grande proportion de patients atteints d’une
mutation, soit une proportion de cas positifs de 43,7 % contre 12,4 % dans la cohorte prospective. La
majorité des mutations a été détectée dans les genes BRCA1 et BRCA2, soit dans 71,4 % a 91,6 % des
cas positifs. Les taux les plus élevés proviennent des populations rétrospectives a risque élevé de
présenter un syndrome de HBOC. Lincoln et ses collaborateurs [2015] concluent que les panels
comprenant de multiples genes analysés par SNG produisent des résultats comparables a ceux que
produisent les méthodes traditionnelles et peuvent méme permettre de détecter certaines mutations
qui autrement seraient passées inapercues. Toutefois, I'adoption de ces tests a grande échelle
comporte des défis de taille, dont certains pourraient étre relevés grace au partage des séquences
issues de la production de bases de données publiques sur les variants cliniques détectés [Lincoln et

al., 2015].

En résumé, la fréquence de détection des mutations par un panel de genes multiples est tributaire de
la population a I'étude, du risque spécifique de cancer que celle-ci présente et des genes analysés. Les
résultats de Lincoln et ses collaborateurs [2015] montrent bien les différences observées entre une
population prospective, plus représentative de la pratique clinique, et une population rétrospective
qui présente un risque élevé.



Tableau 4 Fréquence de détection de mutations par des panels de cancers héréditaires offerts par Invitae
FREQUENCE DE DETECTION DES MUTATIONS, N (%)
N G 5 3 3 GENES ASSOCIES A RISQUE MODERE OU
ETUDE, POPULATION ANTECEDENTS DE CANCER ET :?;';'T\'Ii GENES ASSOCIES A UN RISQUE ELEVE INCERTAIN
ANNEE TEST DE LESIONS PRECANCEREUSES, _ . B B
(PAYS) CRITERES D’INCLUSION N (%) MUTATIONS, CORRELATION AVEC | SANS CORRELATION CORRELATION SANS CORRELATION
N (%) LES ANTECEDENTS AVEC LES AVEC LES AVEC LES
MEDICAUX ANTECEDENTS ANTECEDENTS ANTECEDENTS
MEDICAUX MEDICAUX MEDICAUX
N =198 Antécédents personnels BRCA1 + BRCA2 : 57 CDKN2A : 1 BLM : 1 Total : 0 (s. 0.)
Sein unilatéral : 138 (69,7 %) CDH1 +NBN : 1 Total : 1 (0,5 %) NBN: 1
Patients répondant aux critéres Sein bilatéral : 36 (18,1 %) MLH1: 1" PRSS1:1
Kurian, Invitae de leur assureur pour étre Ovaire : 1 (0,5 %) 67 Total : 59 (29,8 %) SLX4:2
%014 2 génels admissibles a I'analyse des génes Autres cancers : 18 (9,1 %) (33,8 %) ATM : 2
(E.-U.) BRCA1 et BRCA2 selon les ! Total : 7 (3,5 %)
recommandations du NCCN. Antécédents familiaux
Profil BRCA1+ ou BRCA2+ (N = Sein : 148 (74,7 %)
57, soit 28,8 %) Ovaire : 52 (26,3 %)
N =735 Antécédents personnels BRCA1 : 47 CDKN2A : 1 ATM : 5 Total : 0 (s. 0.)
Sein : 503 (68,4 %) BRCA2: 18 Total : 1 (0,1 %) PALB2:5
Cohorte prospective répondant Ovaire : 42 (5,7 %) CDH1:1 CHEK2 : 3
aux critéres du NCCN Colorectal : 9 (1,2 %) 91 MLH1:1 BRIP1:1
relativement au HBOC Endometre : 12 (1,6 %) (12,4 %) MSH2 : 1 MSH6 : 2
Pancréas : 2 (0,3 %) Total : 68 (9,3 %) PMS2 : 4
Absence de cancer : 167 (22,7 %) RAD51C: 2
Total : 22 (3,0 %)
N =327 Antécédents personnels BRCA1:70 Total : 0 (s. 0.) ATM : 3 Total : 0 (s. 0.)
Sein : 154 (47,1 %) BRCA1 + BRCA2 : 2 CHEK2 : 2
Lincoln Cohorte rétrospective a risque Ovaire : 17 (5,2 %) BRCA2 : 58 RAD51C: 1
2015 ’ Invitae élevé de HBOC (N =209) Colorectal : 4 (1,2 %) 143 BRCA2 +ATM : 1 Total : 6 (1,8 %)
(E-U) 29 génels Recommandation en raison Endomeétre : 2 (0,6 %) (43,7 %) MSH2 : 1
e d’antécédents familiaux de Pancréas : 1 (0,3 %) CDH1:3
mutation dans un géne associé Absence de cancer : 142 (43,4 %) TP53:2
au HBOC (N = 118) Total : 137 (41,9 %)
N =1062 Antécédents personnels BRCA1:117 CDKN2A : 1 MSH6 : 2 Total : 0 (s. 0.)
Sein : 657 (61,9 %) BRCA1 +BRCA2 : 2 Total : 1 (0,1 %) PMS2 : 4
Cohorte globale Ovaire : 59 (5,6 %) BRCA2 : 76 ATM : 8
Colorectal : 13 (1,2 %) 234 BRCA2 + ATM : 1 BRIP1 : 1
Endomeétre : 14 (1,3 %) (22,0 %) MLHI1 :1 CHEK2 : 5
Pancréas : 3 (0,3 %) ! MSH2 : 2 PALB2:5
Absence de cancer : 309 (29,1 %) CDH1:4 RAD51C: 3
TP53:2 Total : 28 (2,6 %)
Total : 205 (19,3 %)

Abréviations : HBOC : cancers héréditaires du sein et de I'ovaire; N : nombre; NCCN : National Comprehensive Cancer Network; s. o. : sans objet
* Patiente atteinte d’un cancer du sein et d’un cancer de 'endomeétre
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4.1.3 Fréquence de détection de mutations par des panels ciblant un seul cancer
héréditaire et des panels ciblant plusieurs syndromes de cancers héréditaires

Parmi les études retenues, deux études, soit celle de LaDuca [2014] et celle de Susswein
[2015], portent sur l'utilisation de différents panels ciblant un seul ou plusieurs syndromes
de cancer héréditaire offerts par Ambry Genetics et par GeneDx, respectivement.
L’étude de LaDuca et ses collaborateurs [2014] avait pour objectif de déterminer les
caractéristiques moléculaires et cliniques de 2 079 patients soumis a des analyses réalisées
a I'aide de différents panels de génes ciblant un type spécifique de cancer héréditaire,
offerts par Ambry Genetics, soit les panels ciblant le cancer du sein (BreastNext'"), de
I'ovaire (OvaNext™"®) et du colon (ColoNext™), ainsi que le panel regroupant les génes de
différents syndromes de cancer héréditaire (CancerNext""). La liste des génes analysés par
NGS inclus dans les différents panels offerts par Ambry Genetics au moment de I'étude est
fournie dans I'annexe A du présent avis. Le tableau 5 présente les fréquences auxquelles
une mutation a été détectée dans un gene associé a un risque élevé, modéré ou incertain de
cancer ayant, ou non, une corrélation avec les antécédents médicaux du patient, en
fonction du panel utilisé. Précisons que les genes BRCA1 et BRCA2 n’étaient pas inclus dans
les panels offerts par Ambry Genetics au moment de I'étude en raison des brevets alors
détenus par Myriad Genetics [LaDuca et al., 2014].
D’apres les résultats obtenus a I'aide des différents panels, de 7,2 % a 9,4 % des patients
soumis au test présentaient une mutation, dont :

= 65 %a 96,9 % dans des genes ol la mutation est associée a un risque élevé de

cancer ayant une corrélation avec les antécédents médicaux du patient;

= 1,6%al18,8% dans des génes ou la mutation est associée a un risque modéré ou
incertain de cancer ayant une corrélation avec les antécédents médicaux du patient;

= 1,6 % a20 % dans des génes ou la mutation est associée a un risque de cancer, sans
corrélation avec les antécédents médicaux du patient.

Les taux de corrélation les plus élevés entre les antécédents médicaux et les genes qui
présentaient une mutation ont été obtenus lors des analyses réalisées a I'aide des panels
BreastNext"® (98,5 %; 63/64) et ColoNext"" (98,0 %; 49/50), qui sont également les panels
comportant le plus petit nombre de génes, soit 14 genes associés au cancer du sein et

14 genes associés au cancer du cblon, respectivement. Concernant la fréquence de
détection d’'une mutation dans des génes associés a un risque modéré ou incertain de
cancer, selon ce que laissent supposer les antécédents médicaux, le panel OvaNext™® de
19 génes présentait le taux le plus élevé (18,8 %; 3/16). Le panel CancerNext""”, comportant
le plus grand nombre de genes et couvrant la gamme la plus étendue de cancers, est celui
qui affiche le taux de détection le plus élevé de mutation associée a un cancer sans
corrélation avec les antécédents médicaux (20,0 %; 8/40) [LaDuca et al., 2014].

Dans leur conclusion, LaDuca et ses collaborateurs [2014] soulignent que dans les cas de
phénotype atypique, les risques de cancer peuvent étre établis seulement a partir des
données génotypiques obtenues et que ces risques passeraient inapergus si le test était
guidé strictement par I'analyse d’un seul géne ou ciblait un seul syndrome. Selon eux, les
résultats obtenus constituent un cadre initial pour guider la recherche clinique sur les
avantages et les limites des panels ciblant de multiples syndromes héréditaires.



Tableau 5

Fréquences de détection de mutation par différents panels de génes (a I’exception
des génes BRCA1 et BRCA2) offerts par Ambry Genetics, rapportées dans I’étude de
LaDuca et ses collaborateurs [2014]

CORRELATION AVEC LES .
. 5 ANTECEDENTS MEDICAUX, GENES SANS
3 p 2 E & < o
PANEL POPULATION PRECANCEREUSES, 1 MUT‘:\T'ONS' GENES | GENES ASSOCIES | ANTECEDENTS
N (%) N (%) ASSOCIESA | AUNRISQUE | MEDICAUX,
UN RISQUE MODERE OU N (%)
ELEVE INCERTAIN
N =874 Sein : 810 (92,7 %)
Ovaire : 9 (1,0 %)
MD . o,
BreastNext izléc:z:;zl : 274(?587/3/)) 64 62 1 1
. 2170 o, o, o, o,
14 génes Endomeétre : 8 (0,9 %) (7,3 %) (96,9 %) (1,6 %) (1,6 %)
Pancréas : 3 (0,3 %)
Absence de cancer : 43 (4,9 %)
N =557 Sein : 40 (7,2 %)
Ovaire : 8 (1,4 %)
MD . o,
Coreoa 21013 0 | 1 1
: 4 ° [} [} [} 0,
14 génes Endomeétre : 42 (7,5 %) (9,0 %) (96,0 %) (2,0 %) (2,0 %)
Pancréas : 1 (0,2 %)
Absence de cancer : 25 (4,5 %)
N =223 Sein : 103 (46,2 %)
Ovaire : 111 (49,8 %)
MD . o
ol 202 . 2 ; 1
N 4 ° 0, [} [} 0,
19 génes Endometre : 17 (7,6 %) (7.2%) (75,0 %) (18,8 %) (6,3 %)
Pancréas : 1 (0,4 %)
Absence de cancer: 17 (7,6 %)
Sein : 215 (50,6 %)
Ovaire : 32 (7,5 %)
MD Colorectal : 66 (15,5 %)
CancerNext N <425 Adénome : 57 (13,4 %) 40 26 6 8
22 gdnes - Endomeétre : 40 (9,4 %) (9,4 %) (65,0 %) (15,0 %) (20 %)
& Pancréas : 29 (6,8 %)
Primaires multiples : 160 (37,6 %)
Absence de cancer : 14 (3,3 %)

Abréviation : N : nombre

* Les patients inclus dans cette étude rétrospective y ont été orientés par leur clinicien. Le choix du panel utilisé pour chaque
patient repose sur le jugement du médecin prescripteur ou selon des critéres cliniques internes précis [LaDuca et al., 2014].

L’étude de Susswein et ses collaborateurs [2015] présente les résultats obtenus a |'aide des
différents panels ciblant des cancers héréditaires spécifiques offerts par GeneDx, soit ceux
ciblant le cancer du sein (Breast Cancer High Risk Panel“'"), les cancers du sein et de I'ovaire
(Breast/Ovarian Panel“®), le cancer de 'endométre (Endometrial Panel®), le cancer du
pancréas (Pancreatic Panel™), les cancers colorectaux (Colorectal Panel"'® et
Lynch/Colorectal High Risk Panel"), ainsi que les panels ciblant une gamme de cancers
héréditaires (High/Moderate Risk Panel™® et Comprehensive Panel"®). Lobjectif de I'étude
était de présenter les résultats de fréquence de détection de mutation associée a un cancer
héréditaire obtenus a partir des 10 030 premiers échantillons consécutifs envoyés chez
GeneDx pour une analyse par SNG a I'aide d’un panel de genes associés a un syndrome de
cancer héréditaire. La liste des génes inclus dans ces différents panels au moment de I'étude
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ainsi que la catégorie de risque de cancer qui leur est attribuée sont fournis dans I'annexe B
du présent avis. Les fréquences de détection des mutations en fonction du panel utilisé sont
indiquées dans le tableau 6.

Les résultats montrent que la fréquence de détection d’une mutation varie de 3,8 % a
13,7 % et n’est pas tributaire du nombre de génes analysés. En effet, la fréquence de
détection d’une mutation la plus élevée, soit 13,7 % (61/444), a été obtenue par le
Lynch/Colorectal High Risk Panel™®, qui comprend 7 génes, alors qu’une fréquence de
10,2 % (210/2 056) a été obtenue par le Comprehensive Panel"'®, qui compte 29 génes
ciblant divers syndromes de cancer héréditaire [Susswein et al., 2015].

Tableau 6 Fréquences de détection de mutations avec les panels de génes offerts par
GeneDx, rapportées dans I’étude de Susswein et ses collaborateurs [2015]

PANEL DE GENES ANALYSES PAR SNG ANEfY'\lSEESS, N POPULATION, N > 1P|G-IJ$2:|SOI:‘YSI;\:1;%)
Breast Cancer High Risk Panel™® 6 1303 50 (3,8 %)
Lynch/Colorectal High Risk Panel™ 7 444 61 (13,7 %)
Endometrial Panel™® 11 628 44 (7,0 %)
Pancreatic Panel™'® 16 280 18 (6,4 %)
Colorectal Panel™® 16 554 61 (11,0 %)
Breast/Ovarian Panel™® 21 4525 426 (9,6 %)
High/Moderate Risk Panel™"” 20 256 31(12,1%)
Comprehensive Panel™” 29 2 056 210 (10,2 %)

Abréviations : N : nombre; SNG : séquengage de nouvelle génération

Ces deux études montrent que la fréquence de détection des mutations ne dépend pas du
nombre de génes analysés. Cependant, selon les résultats obtenus par LaDuca et ses
collaborateurs [2014], la fréquence de détection d’une mutation dans des génes associés a
un risque de cancer sans corrélation avec les antécédents médicaux du patient est
beaucoup plus élevée lorsqu’un panel de genes associés a différents syndromes de cancer
héréditaires est utilisé.

4.1.4 Fréquence de détection de VSI par différents types de panels de génes

Un variant de signification inconnue (VSI) (en anglais variant of unknown significance ou
VUS) est une altération de la séquence normale d’un gene dont la pathogénicité est
incertaine, et ce, jusqu’a ce que des études additionnelles de corrélation génotype-
phénotype soient menées auprés de populations suffisamment importantes®. Le taux de
VS| dépend du nombre de bases analysées ainsi que des données disponibles sur le
classement des variants (pathogénes ou bénins) [LaDuca et al., 2014]. Les fréquences de
détection de VS| obtenues dans les sept études décrites précédemment sont présentées
dans le tableau 7.

% Définition inspirée et adaptée de celle de GeneReviews" disponible sur le site du NCBI 2 : http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK1116/
(consulté le 10 février 2016).
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Concernant le panel myRisk™®, la fréquence de détection de VSI varie de 38 % a 41,7 % selon
les études [Tung et al., 2015; Yorczyk et al., 2015; Yurgelun et al., 2015]. Ces résultats
coincident avec ceux du panel de 29 genes d’Invitae, qui a permis de détecter au moins

1 VSl chez 41 % des patients a I’étude [Lincoln et al., 2015]. Le plus faible taux de détection
de VSI (7,4 %) a été obtenu avec le panel ciblé comportant le plus petit nombre de genes,
soit le Breast Cancer High Risk Panel™ de GeneDx, qui comprend 6 génes [Susswein et al.,
2015]. A 'opposé, le taux de détection de VSl le plus élevé (88,4 %) a été obtenu avec le
panel d’Invitae qui comportait le plus grand nombre de genes, soit 42 [Kurian et al., 2014].
Ces résultats confirment les tendances voulant que le taux de détection de VSI dépende du
nombre de génes analysés et du degré de connaissance sur les genes inclus dans I'analyse

[Robson et al., 2015]. Cette tendance est d’ailleurs illustrée dans la figure 1, ou les
fréquences de détection de mutations et de VSI des différents panels offerts par GeneDx
sont fournies sous forme de diagramme [Susswein et al., 2015]. On remarque que,
contrairement a la fréquence de mutations, la fréquence de détection de VSI tend a
augmenter avec le nombre de génes analysés.

Tableau 7 Fréquences de détection de mutations et de VSI associés a un syndrome de cancer
héréditaire obtenues par différents panels de génes analysés par SNG
PANEL DE GENES ANALYSES PAR A’f A‘EII}ESSES CRITERES DE SELECTION POPULATION, ‘;AITI:/EI L'\::II:Z'GB?\II\S‘T PATIENTS AYANT
SNG N ! POPULATIONNELLE N N (%) ! 21 VSI, N (%)
Myriad Genetics
myRisk™" (Yorczyk et al., 2015) 25 HBOC, SL 105 7(6,7 %) n. d.
myRisk® (Yurgelun et al., 2015) 25 SL, polypose 1260 156 (12,4 %) 479 (38,0 %)
myRisk"® (Tung et al., 2015) 25 Cancer du sein 1781 241 (13,5 %) 742 (41,7 %)
Cancer du sein, BRCA1/2- 377 14 (3,7 %) 157 (41,6 %)
Invitae
(Lincoln et al., 2015) 29 HBOC 1062 234 (22,0 %) n.d. (41 %)
(Kurian et al., 2014) 42 HBOC 198 67 (33,8 %) 175 (88,4 %)
Ambry Genetics (LaDuca et al., 2014)
BreastNext™"” 14 Cancer du sein 874 65 (7,4 %) 173 (19,8 %)
ColoNext™® 14 Cancer colorectal 557 51(9,2%) 84 (15,1 %)
OvaNext"? 19 Cancer de I'ovaire 223 16 (7,2 %) 57 (25,6 %)
CancerNext"” 22 Cancers héréditaires 425 41 (9,6 %) 100 (23,5 %)
GeneDx (Susswein et al., 2015)
Breast Cancer High Risk Panel"® 6 Cancer du sein 1303 50 (3,8 %) 96 (7,4 %)
Lynch/Colorectal High Risk Panel"® 7 SL, cancer colorectal 444 61 (13,7 %) 64 (14,4 %)
Endometrial Panel™ 11 Cancer de 'endometre 628 44 (7,0 %) 78 (12,4%)
Pancreatic Panel"" 16 Cancer du pancréas 280 18 (6,4 %) 62 (22,1 %)
Colorectal Panel™® 16 Cancer colorectal 554 61 (11,0 %) 136 (24,5 %)
Breast/Ovarian Panel"® 21 HBOC 4525 426 (9,6 %) 1227 (27,1%)
High/Moderate Risk Panel"® 20 Cancers héréditaires 256 31 (12,1 %) 78 (30,5 %)
Comprehensive Panel*"” 29 Cancers héréditaires 2 056 210 (10,2 %) 713 (34,7 %)

Abréviations : BRCA1/2- : absence de mutation dans les génes BRCA1 et BRCA2; HBOC : Cancer héréditaire du sein et de
I'ovaire (en anglais Hereditary Breast and Ovarian Cancer); N : nombre; n. d. : donnée non disponible; SL : syndrome de Lynch
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Figurel Fréquences de détection de mutations et de VSI associés a un syndrome de cancer
héréditaire obtenues par différents panels de génes offerts par GeneDx*®
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Cancer High | Colorectal |Endometrial| Pancreatic | Colorectal O:fe;san Moderate h::‘;;z
Risk High Risk | (11génes) | (16génes) | (16 génes) 21 g Risk 29 g8
(6 génes) (7 génes) (21 génes) (20 génes) (29 genes)
H Porteurs de mutation (%) 3,8 13,7 7 6,4 11 9,6 12,1 10,2
W Porteurs de VSI (%) 7.4 14,4 12,4 221 245 271 30,5 34,7

4.1.5 Comparaison de l'interprétation des VSI

L’étude de Yorczyk et ses collaborateurs [2015] présente la comparaison de I'interprétation
des VSI effectuée en paralléle par Myriad Genetics et Ambry Genetics. Des 74 VSI individuels
détectés lors de I’étude, Ambry Genetics en a détecté et interprété 32. Plus de la moitié

(53 %; 17/32) de ces variants a été classée différemment d’un laboratoire a I'autre. Par
exemple, 40,6 % (13/32) des VSI détectés par Myriad Genetics ont plutdt été classés comme
étant des polymorphismes et 9,4 % (3/32), comme étant des variants probablement bénins
par Ambry Genetics. Un variant du gene CHEK2 (c.470>T), rapporté comme étant un VSI par
Myriad Genetics, a été rapporté comme étant une mutation a pénétrance modérée par
Ambry Genetics, en plus d’'un commentaire concernant le risque spécifique attribué a la
mutation. De plus, 33 des 74 VS| détectés par Myriad Genetics n’étaient pas encore classés
par Ambry Genetics au moment de I'étude, tandis que 9 variants introniques n’auraient pas
été rapportés par Ambry Genetics. Selon les auteurs, ces résultats montrent le manque de
cohérence entre les laboratoires concernant l'interprétation et la classification des VSI et
des mutations, principalement ceux détectés dans les genes a faible pénétrance [Yorczyk et
al., 2015].

k"® comme test unique a une approche réflexive en deux

4.1.6 Comparaison de myRis
étapes

Dans leur étude, Yorczyk et ses collaborateurs [2015] ont proposé une stratégie en deux

étapes concernant l'intégration des panels de genes ciblant un syndrome de cancer

héréditaire dans la pratique médicale de routine. Leur algorithme décisionnel implique un

test initial relatif aux mutations dans les genes a pénétrance élevée associées au profil

clinique (cancer, syndrome, etc.) du patient, tels que les genes BRCA1 et BRCA2 dans les cas

36 . . . . Lt oar 2 . . o

Les données présentées dans ce graphique ont été tirées de I'étude de Susswein et ses collaborateurs [2015]. Les panels ciblant un seul
syndrome de cancer héréditaire sont présentés en premier lieu, selon le nombre de génes analysés, et les panels ciblant une gamme de
syndromes de cancer héréditaire sont présentés en dernier, également selon le nombre de génes analysés.
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suspectés de HBOC. A la suite de I'obtention de résultats négatifs, un test réalisé a I'aide
d’un panel ciblant une gamme de cancers était offert selon le niveau de risque que
présentait le patient et la considération d’autres syndromes de cancers héréditaires. Pour
cette seconde étape, dite réflexive, 'admissibilité du patient ayant obtenu un résultat
négatif a la premiere étape était définie selon des critéres précis [Mauer et al., 2014],
présentés dans I'annexe C. Afin d’évaluer les avantages et les limites d’utiliser d’emblée un
panel de génes ciblant différents types de cancers héréditaires, tel que myRisk™®, par
rapport a une approche réflexive, Yorczyk et ses collaborateurs [2015] ont comparé les taux
de détection de mutations et de VSl et les colits moyens des deux approches a I'aide des
données de 105 patients soumis au test myRisk"'®. Les mémes données ont par la suite été
appliquées a I'approche réflexive. Le tableau 8 présente les principaux résultats concernant
la détection des variants. La comparaison des colits est présentée dans la section 5 (impacts
budgétaires) du présent avis.

Les résultats montrent que I'utilisation du panel myRisk™® comme test unique est associée a
un taux de détection de mutations plus élevé (6,7 %; 7/105), comparativement a 'approche
réflexive (3,8 %; 4/105), mais aussi a un plus grand nombre de VSI détectés (0,94 contre
0,23 en moyenne par patient, respectivement). Des 7 mutations détectées par le panel
myRisk™®, seules les 4 mutations détectées dans les génes BRCA1 et BRCA2 'ont été 3 la
premiere étape de I'approche réflexive. Les 3 autres patients ne satisfaisaient pas aux
criteres de Mauer et ses collaborateurs [2014] d’admissibilité a un test complémentaire par
panel de génes. L'approche réflexive n’a donc pas permis la détection des mutations dans
les génes EPCAM et APC, qui sont des genes associés a un risque élevé de cancer colorectal,
ainsi que celle dans le gene CHEK2, ou la mutation est associée a un risque de cancer du sein
[Yorczyk et al., 2015].

111



Tableau 8 Mutations et VSI détectés par le panel myRisk"'® comme test unique, comparativement a une approche réflexive, selon I’étude de
Yorczyk et ses collaborateurs [2015]

PATIENTS MUTATIONS DETECTEES PAR GENE, N (%)
AYANT 21 GENES ASSOCIES A UN RISQUE ELEVE N P WL
TEST POPULATION, DIAGNOSTIC MUTATIONS GENES ASSOCIESA UN | (MOYENNE DE VSI
N (% ¢ RISQUE MODERE OU PAR PATIENT)
(%) HBOC SYNDROME DE LYNCH | AUTRES SYNDROMES INCERTAIN
= . 0,
. . MD N =105 / BRCAI:2(28,6%) EPCAM : 1 (14,3 %) APC:1(14,3 %) CHEK2 : 1 (14,3 %) 9
Myriad, myRisk (6,7 %) BRCA2 :2 (28,6 %)
Total : 1 (14,3 %) Total : 1 (14,3 %) Total : 1 (14,3 %)
HBOC ou SL Total : 4 (57,1 %) (0,94)
Etape 1 N = 105 BRCA1:2(50,0%) |s.o. s.0. s.0. 3
B 4 BRCA2 : 2 (50,0 %)
0, . 0,
ngﬁi;t HBOC ou SL (3,8 %) Total : 4 (100 %) (0,03)
Approche N=32 s. 0. Total : 0 (s. 0.) Total : 0 (s. 0.) Total : 0 (s. 0.) 21
réflexive -
Etape 2 Patients ayant obtenu un résultat (0,66)
Mvriad négatif a I'étape 1, répondant aux 0
m z;isk,v?p criteres de Mauer [2014] pour étre
v admissibles a un test par panel de
genes (voir 'annexe C)

Abréviations : HBOC : Cancer héréditaire du sein et de I'ovaire (en Anglais Hereditary Breast and Ovarian Cancer); N : nombre; SL : syndrome de Lynch; s. o. : sans objet; VSI : variant de
signification inconnue
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4.2 Valeur pronostique

Aucune étude concernant la valeur pronostique n’a été retenue, parce que le résultat
obtenu par une analyse a I'aide d’un panel de génes comporte une valeur
pronostique individuelle et propre a chaque patient soumis au test, en fonction de
ses antécédents médicaux, personnels et familiaux, ainsi qu’en fonction du gene qui
présente une mutation.

4.3 Valeur thérapeutique

De méme, le résultat obtenu par une analyse réalisée a I'aide d’un panel de genes
comporte une valeur thérapeutique individuelle et propre a chaque patient soumis
au test. Néanmoins, les sous-sections suivantes présentent certaines particularités
concernant les choix thérapeutiques associés a la détection de mutations en fonction
du gene touché, du risque de cancer qui y est associé et de la corrélation avec les
antécédents médicaux du patient.

4.3.1 Choix thérapeutiques associés a la détection d’'une mutation dans un géne
associé a un risque élevé, selon ce que laissent suspecter les antécédents
médicaux du patient

Des recommandations claires visent la prise en charge des patients qui présentent
une mutation dans un gene a pénétrance élevée et associée a une augmentation du
risque qui est établie concernant un type spécifique de cancer. Ces
recommandations, publiées par des groupes d’experts reconnus dans les domaines
de I'oncologie et de la génétique clinique, doivent étre appliquées lorsqu’une
mutation clairement délétere, selon ce que laissent supposer les antécédents
médicaux du patient, est détectée. Ces mutations, qui sont visées par des
recommandations, sont dites « actionnables ». Par exemple, dans son guide intitulé
National Comprehensive Cancer Network Guidelines, le NCCN recommande une prise
en charge fondée sur des données probantes (Evidence-Based Cancer Guidelines)®’.
Entre autres, des guides de pratiques sur la détection, la prévention et la réduction
du risque de cancer sont publiés et mis a jour régulierement par le NCCN. Par
exemple, concernant le syndrome du HBOC, le NCCN recommande :

= de discuter de la possibilité d’'une mastectomie préventive chez les femmes
qui présentent une mutation connue dans les génes BRCA1, BRCA2, CDH1,
PTEN, TP53 et PALB2 (le geéne PALB2 a été ajouté a la version 1.2016 des
recommandations);

= de considérer une salpingo-oophorectomie chez les femmes qui présentent
une mutation dans les génes BRCA1, BRCA2, BRIP1, RAD51C, RAD51D ainsi
que dans les génes associés au syndrome de Lynch (les genes BRIP1, RAD51C
et RAD51D ont été ajoutés a la version 1.2016 des recommandations) [NCCN,
2016; 2015b].

¥ Recommandations et guides de pratiques disponibles sur le site Web du NCCN & : https://www.nccn.org/.
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4.3.2 Choix thérapeutiques en cas de détection d’une mutation dans un géne
associé a un risque élevé de syndrome de cancer héréditaire, sans
corrélation avec les antécédents médicaux du patient

Certaines mutations dans des génes a pénétrance élevée sont visées par des
recommandations claires, mais qui impliquent des techniques invasives, pour
prévenir un type de cancer donné. Ainsi, la détection accidentelle d’'une mutation
actionnable dans un géne, sans corrélation avec les antécédents médicaux du
patient, constitue un danger potentiel d’intervention médicale injustifiée. Par
exemple, dans I'étude de Kurian et ses collaborateurs [2014], une patiente sans
antécédents médicaux, personnels ou familiaux de cancer gastrique, mais ayant des
antécédents familiaux de cancers du sein, de I'ovaire et du c6lon, présentait une
mutation dans le gene CDH1 non documentée chez les patients atteints de cancer
gastrique héréditaire. Le NCCN recommande la gastrectomie prophylactique entre
I’age de 18 ans et 40 ans chez les patients qui présentent une mutation dans le géne
CDH1 [NCCN, 2015c]. Les auteurs ont plut6t proposé une surveillance médicale
accrue, considérant I'absence de corrélation entre le ggéne muté et les antécédents
médicaux de la patiente et le fait que cette mutation n’était pas documentée chez les
familles atteintes de cancer gastrique diffus héréditaire [Kurian et al., 2014].

4.3.3 Choix thérapeutiques dans les cas de mutation dans un géne associé a un
risque modéré ou incertain de syndrome de cancer héréditaire

Certaines mutations dans des genes associés a un risque modéré ou incertain de
syndrome de cancer héréditaire ne sont visées par aucune recommandation claire et
posent un défi de taille concernant la prise en charge des patients qui les présentent.
Selon Kurian et ses collaborateurs [2014], une composante subjective est inévitable
dans l'interprétation des variants qui ne sont pas visés par des recommandations
précises relativement a un type de cancer donné. Par exemple, les auteurs
mentionnent I'absence de données sur le rapport risque-bénéfice de I'imagerie par
résonance magnétique (IRM) dans le dépistage du cancer du sein chez les patientes
qui présentent des variants pathogénes dans un géne a pénétrance modérée, tels
que ATM et BLM. Les auteurs soulignent également que, compte tenu de
I'incertitude qui subsiste concernant la pénétrance de ces variants, leur contribution
au calcul du risque ne peut pas étre estimée précisément. Par conséquent, les
modalités optimales de dépistage et |I'age auquel il serait recommandé d’amorcer le
protocole restent inconnus [Kurian et al., 2014].

4.3.4 Choix thérapeutiques dans les cas de détection de VSI

Comme il a été mentionné précédemment, les VS| sont des modifications de la
séquence génétique qui peuvent ou non affecter la fonction de la protéine. Certains
VSI, particulierement ceux détectés dans des génes ou leur présence est associée a
un cancer en corrélation avec les antécédents médicaux du patient, pourraient étre
considérés comme étant la cause de la maladie par le clinicien et inciter celui-ci a
modifier sa prise en charge du patient. Cependant, selon I’ASCO (American Society of
Clinical Oncology), il est généralement inapproprié de modifier la prise en charge
clinique d’un patient apres avoir détecté un VSI et de suivre alors des
recommandations qui devraient étre réservées aux personnes qui présentent une
mutation dont le caractére délétére est clairement établi [Robson et al., 2015].



4.4 Validité analytique

4.4.1 Sensibilité et spécificité

Les résultats concernant la validité analytique du panel myRisk® de Myriad Genetics
ont été présentés dans une étude menée par Judkins et ses collaborateurs [2015].
Cette étude comporte une évaluation technique initiale au cours de laquelle les
données de SNG des génes BRCA1 et BRCA2, obtenues a partir de 1 864 échantillons
anonymes d’ADN, ont été comparées avec celles obtenues par séquencage de

Sanger. Les principaux résultats de cette évaluation sont présentés dans le tableau 9.

Le SNG des genes BRCA1 et BRCA2 est associé a une sensibilité analytique supérieure
a 99,96 % ainsi qu’a une spécificité analytique supérieure a 99,99 %. Un seul
polymorphisme détecté par séquencage de Sanger (BRCA2 c.7806-14C>T) n’a pas été
détecté par SNG. Ce polymorphisme se trouvait dans un échantillon d’ADN
comportant une rare délétion intronique de 3 bases, localisée au site de liaison de
I’'amorce, causant la non-amplification de I'alléle lors de I’étape d’enrichissement des
amplicons d’intérét par PCR. La sensibilité de I'analyse relativement au risque
d’absence d’amplification d’alléle (en anglais allele drop-out ou ADO) a été améliorée
par le dosage individuel des différents amplicons [Judkins et al., 2015].

Tableau 9 Données de I’évaluation technique initiale concernant les génes
BRCA1 et BRCA2

s SEQUENCAGE DE
GENES BRCA1 ET BRCA2 SANGER, N SNG, N
Echantillons d’ADN analysés 1864 1864
Variants détectés : 15878 15877
= substitution de base 15577 15576
= réarrangements (délétion, duplication ou 301 301
insertion)

Abréviations : N : nombre; SNG : séquengage de nouvelle génération

La validité analytique des 25 genes du panel a ensuite été évaluée en utilisant, en
paralléle, les données de SNG et de séquencgage de Sanger obtenues a partir de
100 échantillons anonymes d’ADN. Les résultats de séquencgage des 3 923 variants
détectés a partir de ces 100 échantillons ont montré une concordance de 100 %.

La détection des réarrangements a été validée a I'aide de 212 échantillons anonymes
additionnels d’ADN contenant des réarrangements connus. L’analyse des délétions et
des duplications de 23 des 25 génes du panel effectuée par hybridation génomique
comparative a permis de détecter les 51 réarrangements connus. De plus, I'analyse
mutationnelle des genes PMS2 et CHEK2, compliquée par la présence de
pseudogenes, a été validée par la méthode MLPA a partir de 110 échantillons d’ADN
anonymes de génotypes connus. La MLPA a permis de confirmer la présence des

5 réarrangements larges suspectés. Les principaux résultats de validité analytique du
panel de 25 genes sont présentés dans le tableau 10. Selon ces résultats, la sensibilité
analytique du SNG a été estimée a plus de 99,92 % et la spécificité, a plus de 99,99 %
[Judkins et al., 2015].
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Tableau 10 Données de validité analytique du panel myRis

kMD

25 GENES SEQUENCAGE DE SANGER, SNG, N
N
Echantillons d’ADN analysés 100 100
Amplicons (par échantillon) 370 1969
Bases analysées (par échantillon) 88 631 88 631
Variants détectés : 3923 3923
= substitution de base 3884 3884
= réarrangements : 39 39
- insertions 4
- délétions 34
- insertions et délétions 1
Total des bases négatives 8859177 8859177

Abréviations : N : nombre; SNG : séquengage de nouvelle génération

Parmi les limites rapportées par Judkins et ses collaborateurs [2015], on mentionne
le fait que I'étude ait été réalisée exclusivement sur des échantillons sanguins alors
gu’il est également possible de réaliser le test a partir d’échantillons de salive.
Toutefois, selon les données de validation additionnelles publiées dans le
document intitulé Myriad myRisk™ Hereditary Cancer Technical Specifications, une
concordance de 100 % a été obtenue relativement a 9 303 variants de génotypes
établis a I'aide des méthodes de référence concernant 238 échantillons d’ADN
obtenus a partir d’'un échantillon de sang ou de salive. D’aprés ces données
complémentaires, la sensibilité analytique du SNG effectué a I'aide du panel
myRisk'VID est de 100 % (IC a 95 %; 99,96 % a 100 %) et la spécificité, de 100 % (IC a
95 %; 99,99 % a 100 %)*.

4.4.2 Reproductibilité

Le méme document fait mention de deux expériences visant a évaluer la
reproductibilité de la méthode. La premiere étude a été effectuée a partir de

4 échantillons anonymes d’ADN dans lesquels la présence de 199 variants a été
détectée par SNG, puis confirmée par séquencage de Sanger. La seconde étude visait
a évaluer la concordance ainsi que la reproductibilité des résultats en fonction du
type d’échantillon fourni (sang ou salive). Cette étude a été effectuée a partir
d’échantillons d’ADN provenant de 4 donneurs volontaires ayant fourni a la fois un
échantillon de sang et un échantillon de salive. Dans les 2 études, chacun des

4 échantillons a été analysé en triple par SNG dans 3 séries d’analyses différentes.
Une précision interessai et intraessai de 100 % a été obtenue.

5 IMPACTS BUDGETAIRES

Dans I'étude de Yorczyk et ses collaborateurs [2015], dont il a été question dans la
section 4 du présent avis, I'estimation des co(ts associés a I'utilisation de panels de
genes associée a un syndrome de cancer héréditaire a été comparée a celle de
I’approche réflexive suggérée par les auteurs. En utilisant le prix moyen des panels

% Information tirée de Myriad myRisk™ Hereditary Cancer Technical Specifications. Effective: 18 February 2016, disponible a :
https://s3.amazonaws.com/myriad-library/technical-specifications/myRisk+Hereditary+Cancer+Tech+Specs.pdf.
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offerts par divers laboratoires au moment de I'étude, le colt du panel de génes a été
estimé a 4 099 $ US par personne, soit un total de 430 425 S US pour I'ensemble des
105 patients testés. D’autre part, le colit d’'une approche réflexive en 2 étapes a été
estimé a 3 392 S US par personne, soit un total de 356 244 S US. Ce dernier chiffre
inclut le colt évité d’un test par panel de génes chez les patients qui ont obtenu un
résultat positif lors de la premiéere étape (séquencage des genes BRCA1 et BRCA2).
Selon les calculs présentés, le colt d’un test par panel de genes serait 21 % plus élevé
gue celui de I'approche en deux étapes, pour une augmentation du taux de détection
de 2,9 %. Concrétement, un test par panel de génes co(terait 707 $ US de plus par
personne, soit 74 235 $ US au total [Yorczyk et al., 2015].

Cependant, le co(t unitaire des tests par panels de genes a grandement diminué en
raison de la réduction des co(ts de séquengage et de 'augmentation de I'offre pour
ce type d’analyse. Le tableau 11 présente quelques exemples de prix de tests par
panels de genes offerts par différents laboratoires.

Tableau 11 Colt d’un test par panel de génes analysés par SNG selon les
différents fournisseurs

FOURNISSEUR TEST NOMBRE DE GENES co0T
Myriad Genetics myRisk™" 25 4040 S US
Invitae Multi-Cancer Panel™® 79 1500 S US
GeneDx Comp’&ghenswe Cancer 32 15004 US

Panel

cancerNext™” 32 4250 $ US
Ambry Genetics VD

CancerNext-Expanded 49 4490 S US

* Prix obtenus auprés des fournisseurs

6 ENJEUX ORGANISATIONNELS, ETHIQUES, SOCIAUX ET JURIDIQUES

Certains exemples de cas cliniques présentés dans la section 4.3 illustrent bien les
enjeux que peut poser I'analyse simultanée de multiples génes associés a différents
syndromes de cancer héréditaire. Premierement, la découverte d’'une mutation
associée a un risque élevé de cancer suggéré par les antécédents médicaux du
patient souléve la problématique d’accés aux examens de surveillance médicale. A
I'inverse, il existe un risque inhérent d’interventions excessives a la suite de la
détection fortuite d’'une mutation associée a un risque élevé de cancer, sans
corrélation avec les antécédents médicaux du patient [Kurian et al., 2014]. Ce genre
de situation pose des défis éthiques et juridiques et exige I'instauration de politiques
concernant la nécessité de rapporter ces découvertes fortuites et la prise en charge
de ces patients. De plus, la détection de mutations dans des génes associés a un
risque modéré ou incertain de cancer constitue un défi a la prise en charge clinique
des patients, compte tenu de I'absence de recommandations relativement a
plusieurs de ces génes. L'augmentation du nombre de génes analysés fait également
augmenter les probabilités de détecter des VSI, qui sont des résultats souvent non
informatifs, mais qui peuvent s’avérer anxiogénes pour le patient [Yurgelun et al.,
2015]. Pour ces raisons, les tests comportant I'analyse de multiples génes sont
idéalement accompagnés d’un conseil génétique pré-analyse et post-analyse délivré
par des professionnels agréés. Le conseil génétique permet d’informer le patient sur
117



les différents types de résultats possibles et ainsi d’obtenir son consentement éclairé.
Entres autres, le patient devrait étre informé sur les implications d’un résultat positif,
négatif ou incertain, sur les mutations attendues, y compris le niveau de risque de
cancer qui y est attribué et la facon dont celles-ci peuvent influencer ou non la prise
en charge médicale, sur les risques pour les enfants ou les autres membres de la
famille, sur la transmission possible aux générations futures et sur les possibles
implications psychologiques [NCCN, 2016; Robson et al., 2015].

7 POSITIONS OU ORIENTATIONS DES PRINCIPALES ORGANISATIONS
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CONCERNANT L’ANALYSE EVALUEE

Selon I’American Society of Clinical Oncology (ASCO), les données probantes actuelles
concernant 'utilité clinique de la détection de mutations dans des génes a
pénétrance modérée sont insuffisantes. Aussi, I’ASCO reconnait la possibilité d’une
intervention médicale inappropriée et d’un stress psychologique chez le patient a la
suite de la découverte accidentelle d’une mutation dans un géne, sans corrélation
avec ses antécédents médicaux, ou d’une prise en charge excessive d’un patient qui
présente une mutation a pénétrance modérée ou d’un variant dont la signification
clinique n’est pas établie par des données probantes. Pour ces raisons, I’ASCO
recommande I'analyse des génes dont 'utilité clinique est établie et lorsqu’ils sont
associés a un syndrome ayant une corrélation avec les antécédents médicaux,
personnels ou familiaux, du patient [Robson et al., 2015].

Le National Comprehensive Cancer Network (NCCN) reconnait que I'approche par
panel de genes peut constituer une option plus efficace et plus rentable,
principalement dans les cas ol un méme syndrome de cancer héréditaire, par
exemple le syndrome de Lynch, peut étre causé par la mutation de différents génes.
Cependant, le NCCN assure que les patients dont les antécédents médicaux ne sont
associés qu’a un seul syndrome de cancer héréditaire profiteront d’'une meilleure
prise en charge a la suite d’un test génétique ciblant spécifiquement le syndrome que
le phénotype laisse suspecter. Selon le NCCN, bien souvent, I'information découlant
de I'analyse de genes a pénétrance modérée ne change pas le risque et la prise en
charge du patient par rapport a celle établie uniquement a partir des antécédents
familiaux [NCCN, 2016].



8 SYNTHESE DE L’EVALUATION

8.1

8.2

Résumé du contexte

Le panel de génes myRisk°, offert par Myriad Genetics, consiste en 'analyse de

25 genes ciblant divers syndromes de cancer héréditaire, sans égard au profil clinique
du patient. Selon Myriad Genetics, I'approche myRisk™° permettrait aux cliniciens de
considérer une plus grande gamme de génes et de phénotypes, de maniére plus
rapide et plus économique qu’une analyse de genes de fagon individuelle ou de
plusieurs genes ciblant un seul syndrome héréditaire.

Résumé des données probantes

Selon les études retenues, le test myRisk™" aurait permis de détecter des mutations
dans des génes associés a un risque élevé de cancer ayant une corrélation avec les
antécédents médicaux chez 3,8 % a 10,2 % des patients soumis au test. La détection
de ces mutations, visées par des recommandations précises, permet d’adapter la
prise en charge clinique du patient. Comparativement a I'utilisation de certains
panels plus restreints, ciblant un seul syndrome de cancer héréditaire, myRisk™°
permet également la détection de mutations dans des génes associés a un risque
élevé de cancer, sans corrélation avec les antécédents médicaux du patient (jusqu’a
1,9 % des patients soumis au test), ainsi que dans des genes ol la mutation est
associée a un risque modéré ou incertain de cancer (jusqu’a 3,7 % des patients
soumis au test). Ainsi, I'augmentation du nombre de mutations détectées par
I'utilisation d’un panel de génes ciblant une gamme de syndromes de cancer
héréditaire concerne principalement des genes ol la mutation est associée a un
syndrome sans corrélation avec le profil clinique du patient, des genes a pénétrance
modérée ou incertaine, ou des mutations dont la détection n’a aucune incidence sur
la prise en charge du patient.

D’apres des études comparant différents panels de genes ciblant un seul ou plusieurs
syndromes de cancer héréditaire, le taux de détection de mutations serait tributaire
de la population a I'étude, du risque spécifique de cancer de celle-ci et des génes
analysés. La fréquence de détection de mutations associées a des cancers sans
corrélation avec les antécédents médicaux du patient est plus élevée lorsqu’un panel
comportant des genes associés a divers types de cancers héréditaires est utilisé. La
fréquence de détection de VSl augmente avec le nombre de génes analysés, allant de
7,4 % avec un panel de 6 genes ciblant spécifiguement le cancer du sein, jusqu’a 88 %
avec un panel de 42 geénes ciblant différents types de cancers héréditaires. Quant au
panel myRisk™®, il permettrait de détecter des VSI chez environ 40 % des patients
soumis au test.

Selon les données de validation consultées, les résultats obtenus a I'aide du panel
myRisk™° de Myriad Genetics sont précis et reproductibles. La sensibilité analytique a
été établie a plus de 99,96 % et la spécificité est égale ou supérieure a 99,99 %.
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8.3

8.4

Impacts budgétaires et autres enjeux

Selon une étude indépendante publiée en 2014, le colt du panel myRisk™® serait

21 % plus élevé que celui d’'une approche réflexive, pour une augmentation du taux
de détection de 2,9 %. Concrétement, le recours a un tel panel co(iterait 707 S US de
plus par patient. Cependant, le co(t unitaire de ces tests a grandement diminué en
raison de la réduction des co(ts de séquengage ainsi que de I'augmentation de I'offre
de ce type d’analyse.

L’analyse simultanée de multiples génes ou une mutation est associée a différents
types de cancer héréditaire souléve des questions concernant I'acces aux examens
de surveillance médicale des patients qui présentent une mutation délétere, le risque
d’interventions excessives a la suite de découvertes fortuites, I'absence de
recommandations visant la présence de mutation dans certains génes et
I’augmentation du nombre de VSI détectés.

Position d’autres organisations

L’ASCO recommande I'analyse des genes dont I'utilité clinique est établie et ayant
une corrélation avec les antécédents médicaux du patient. De méme, le NCCN
recommande les tests ciblant spécifiguement le syndrome que laisse suspecter le
phénotype du patient.



9 RECOMMANDATION DE L'INESSS

Myriad myRiskMP — panel de 25 genes associés aux cancers
héréditaires analysés par sequencage de nouvelle génération

La recommandation de I'INESSS
O introduction de I"analyse dans le Répertoire
\/ Refus d’introduction de I'analyse dans le Répertoire
O maintien de I’'analyse dans le Répertoire
O Retrait de I"analyse du Répertoire
Précisions accompagnant la recommandation

v' Lavalidation analytique présentée est compléte et trés détaillée.

v" Toutefois, I'analyse comporte plusieurs éléments qui préoccupent le comité :

Les données concernant la pénétrance de certains genes analysés a
I'aide du panel sont actuellement incompleétes.

L’analyse simultanée de multiples génes associés a différents types de
cancers héréditaires souléve des problématiques d’acces aux examens
de surveillance médicale pour les porteurs de mutations déléteres, du
risque d’interventions invasives a la suite de la découverte fortuite de
mutations, 'absence de recommandations visant une mutation dans
certains genes ainsi que I'augmentation du nombre de variants de
signification inconnue (VSI).

Plusieurs questions demeurent concernant la prise en charge des
patients qui présentent certaines mutations dans des génes ou la
mutation est associée a un risque modéré ou incertain de cancer.

L’ASCO recommande I'analyse des génes dont I'utilité clinique est
établie lorsqu’une mutation qui y est détectée est associée a un
syndrome de cancer héréditaire ayant une corrélation avec les
antécédents médicaux du patient. De méme, le NCCN recommande les
tests multigéniques ciblant spécifiquement le syndrome suspecté par le
phénotype du patient.
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ANNEXE A

Genes inclus dans les panels de genes analysés par SNG offerts
par Ambry Genetics au moment de I’étude de LaDuca et ses
collaborateurs [2014]

s : CANCERS ASSOCIES RECOMMANDATIONS
ENE YNDROME A! IE PANEL .. . .
G S o SSOc Risque a vie (%) ou augmentation du risque DU NCCN
APC Polypose adénomateuses familiale Co, Ca Colorectal (PAFA : 70 %, PAF : 100 %), intestin o
(PAF), PAF atténuée (PAFA) gréle, gastrique, thyroide, pancréas, foie, SNC
ATM | Ataxie télangiectasie (AT) Br, Ov, Ca Sein (2 a 4 fois chez la femme), pancréas N
BARD1 |s.o. Br, Ov, Ca Sein (jusqu’a 3 fois chez la femme), ovaire N
BMPRIA uvéni Co, Ca
Syndrome de la polypose juvénile Colorectal (40 % a 50 %), gastrique (jusqu’a 21 %) ]
smAD4 | (SPJ) Co, Ca
- . Br, Ov, Ca - NN . .
BRIP1 Anémie de Fanconi (AF) Sein (jusqu’a 2 a 3 fois chez la femme), ovaire N
Br, Ov, Co, Ca . : N . .
. . g s Gastrique diffus (67 % a 83 %), lobulaire du sein
CDH1 Cancer gastrique diffus héréditaire (39 % 2 52 % chez la femme) N
Br, Ov, Co, Ca Sein (2 fois chez la femme), prostate, colorectal
CHEK2 |s.o. . N . ] N
(2 fois), thyroide, ovaire, rein
EPCAM Oy, Co, Ca
MLH1 Ov, Co, Ca Colorectal (15 % a 82 %), endométre (15 % a 60 %),
1 o/ X 0 1 o/ X 0,
MSH2 | Syndrome de Lynch Ov, Co, Ca gastrlgue (F % a’13 Au),vc?v.arlen (.4 % a.12.A,), o]
intestin gréle, hépatobiliaire, voies urinaires
MSH6 Ov, Co, Ca supérieures, SNC, glande sébacée
PMS2 Oy, Co, Ca
Variante rare de |'ataxie Br, Ov, Ca L. s . .
MRE11A télangiectasie (A-T like disorder) Sein (jusqu’a 3 fois chez la femme), ovaire N
Polypose associée au géne MUTYH Br, Ov, Co, Ca | coorectal (80 %), sein (chez la femme),
MUTYH i . R (o]
(PAM) duodénum, gastrique, endomeétre
NBN | Syndrome de Nijmegen (SN) Br, Ov, Ca Sein (jusqu’a 3 fois chez la femme), ovaire N
Br, Ov, Ca
PALB2 Anémie de Fanconi Sein (2 a 4 fois chez la femme), pancréas, ovaire N
Syndrome tumoral Br, Ov, Co, Ca Sein (50 % a 85 %), colorectal (9 %), endométre
PTEN hamartomateux lié a PTEN, (10 % a 28 %), thyroide (10 % a 35 %), rein (34 %), 0]
syndrome de Cowden mélanome (6 %)
Variante du syndrome Nijmegen Br, Ov, Ca L. s . .
RAD50 (Nijmegen-like) (SNL) Sein (jusqu’a 3 fois chez la femme), ovaire N
Br, Ov, Ca
RAD51C | Anémie de Fanconi Sein (jusqu’a 3 fois chez la femme), ovaire (9 %) N
Br, Ov, Co, Ca Gastro-intestinal (jusqu’a 57 %), sein (jusqu’a 45 %
STK11 Syndrome de Peutz-Jeghers (SPJ) chez la femme), pancréas, poumon, col utérin, (0]
ovaire
Br, OV, Co, Ca | sein (chez la femme préménopausée), cerveau,
TP53 Syndrome de Li-Fraumeni (SLF) sarcome, corticosurrénalome, autres (risque a vie (e}

de 68 % a 93 %)

Abréviations : Br : BreastNext™"; Ca : CancerNext™™; Co : ColoNext™™; N : non; NCCN : National Comprehensive Cancer Network;
O : oui; Ov : OvaNext"%; SNC : systéme nerveux central; s. 0. : sans objet
Information tirée de LaDuca et al., 2014 et des données complémentaires fournies avec I'étude.
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ANNEXE B

Genes inclus dans les panels par SNG offerts par GeneDx ainsi
que la catégorie de risque associé aux différents cancers

Breast  High Lmchvl [ Broas
Comprehensive - Modgrate Colorectal Pancreatic Endometrial Colorectal  Cancer
Pangl ; Panel Panel Panel  High Risk  High Risk
Panel Risk Panel

(29 genes) (16 genes) (16 genes) (11 genes) Panel Panel
(21 genes) (20 genes) (7 genes) (6 genes)

Associated

Cancers®

apc Aderots e oiyps 0 ¢ 0 0 0
BMPR1A cﬁfﬁﬁ.‘.ﬂ pifp:‘}' o 0 1
BRCA1 Breast, Ovarian & [ 4] o
BRCA2 Breast, Ovarian ¢ ¢ 0
CDH1 Diftuse gastric, 0 0 1) 0 o
CDKN2A Melanoma, Pancreatic Q [ 0
EPCAM Colorectal, Endometrial L4 & [ ¢ O & &
MLH1 Colorectal, Endometrial [ [ ¢ ¢ 0 o o
8 MSH2 Colorectal, Endometrial 0 0 0 ¢ 0 o 0
?: MSH6 Colorectal, Endometrial [ & [ [ 0 o O
[}
% MUTYH Aot olyps 0 0 0 0 0
+ PMS2 Colorectal, Endometrial [ o 0 0 0 0 o
Breast, Thyroid,
PTEN Endometrial, {Q & & Q & [
Hamartomatous polyps
SMAD4 G‘J’fgﬁﬁz peofpgc' 4 0 0
Breast, Colorectal,
STK11 Hamarli‘:?nca':ﬂ;i)olyps o & [ O O O
TPs3 S 0 0 0 0 0 0 0
| e | : :
ATM Breast [ &
CHEK2 Breast ¢ ¢
PALB2 Breast, Pancreatic [ &
AXiNZ Adengr?llzln‘:uc;al[;olyps 0 o
BARD1 Breast, Ovarian [
BRIP1 Breast, Ovarian & &
CDK4 Melanoma [ [
FANCC Breast 0 [
NBN Breast ¢ [
RAD51C Breast, Ovarian & &
RAD51D Breast, Ovarian ¢ o
XRCC2 Breast ¢ ¢ ¢
*Only the most p lent or well-established iated with each gene are listed.

Figure tirée de Susswein et al., 2015.
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ANNEXE C

Criteres clinigues d’admissibilité a une analyse par panel de
genes par SNG ciblant des cancers héréditaires proposées par
Mauer et ses collaborateurs [2014]

Panel SNG ciblant le cancer du sein
Antécédents personnels
A priori, risque BRCAPRO de > 20 %°
Cancer du sein et de 'ovaire®
Cancer du sein chez ’homme?
Cancer du sein bilatéral a < 55 ans®
Cancer du sein a < 30 ans®
Cancers primaires multiples, y compris un cancer du sein®
Antécédents personnels et familiaux
Antécédents personnels de cancer du sein et présence de cancer du sein chez > 2 parents au 1%
et au 2° degré®
Considération de syndromes multiples, selon les criteres du NCCN ou d’autres critéres établis,
avec une prépondérance de cancer du sein dans la famille®

Panel SNG ciblant le cancer du c6lon
Antécédents personnels
Cancer colorectal a < 40 ans”
Patient ayant de 10 a 20 polypes adénomateux
Antécédents personnels et familiaux
Considération de syndromes multiples, selon les criteres du NCCN ou d’autres critéres établis,
avec une prépondérance de cancer du cdlon dans la famille®

Panel SNG ciblant le cancer de I'ovaire
Antécédents personnels
Cancer de I'ovaire a < 50 ans®
Antécédents personnels et familiaux
Considération de syndromes multiples, selon les critéres du NCCN ou d’autres criteres établis,
avec une prépondérance de cancer de I'ovaire dans la famille®

Panel SNG ciblant divers cancers héréditaires
Antécédents personnels
A considérer en présence de < 2 cancers primaires (premier diagnostic a < 50 ans) et si le
syndrome spécifique de cancer héréditaire ne peut pas étre déterminé
Antécédents personnels et familiaux
Considération de syndromes multiples, selon les critéres du NCCN ou d’autres criteres établis,
avec de multiples cancers primaires ou syndromiques dans la famille®”

?A la suite d’un résultat négatif de séquencage complet et des réarrangements des génes BRCA (BRCA
analysis rearrangement testing ou BRCA-BART)
®Avec des résultats d’IHC-IMS normaux de la tumeur ou si ces résultats ne sont pas disponibles

Critéres tirés de Mauer et al., 2014 (traduction libre).
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METHYLATION DU PROMOTEUR DU GENE DE
L’O6-METHYLGUANINE-ADN METHYLTRANSFERASE
(MGMT) PAR PCR SPECIFIQUE DE LA METHYLATION
(REFERENCE - 2015.01.001)

Avis de réévaluation

1 INFORMATION GENERALE

11
1.2
13

Demandeur : CUSM — Hopital neurologique de Montréal
Date de transmission de I’avis au ministre : 2 mai 2016

Date de publication de I'avis : 30 juin 2016

Mise en garde

Le présent avis est fondé sur I'information 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.

Conflit d’intéréts
Le Dr David S. Rosenblatt n’a pas participé aux délibérations et s’est retiré au moment de
formuler la recommandation.

Lecture externe et accompagnement scientifique

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

Aux fins de la validation de cet avis, I'expert consulté est le Dr Benjamin Ellezam, M.D.
Ph. D., FRCPC, neuropathologiste au CHU Sainte-Justine.

2 ANALYSE ET TECHNIQUE EVALUEE

2.1

2.2

Nom de I'analyse

Méthylation du promoteur du géne de I’0°-méthylguanine-ADN méthyltransférase
(MGMT) par PCR spécifique de la méthylation.

Description bréve de I’analyse et précisions techniques et cliniques

L’analyse vise a déterminer la présence respective d’alléles méthylés ou

non méthylés dans I’ADN génomique. Elle consiste en deux réactions en chaine par
polymérase distinctes, spécifiques de la méthylation (methylation-specific
polymerase chain reaction ou MS-PCR). L’extraction de I’ADN est effectuée a partir
de tissus tumoraux fixés dans la paraffine, suivie de la modification de I’ADN par un
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2.3

traitement au bisulfite afin de convertir les cytosines (C) non méthylées du
promoteur du gene MGMT en uraciles (U). L'ADN ainsi traité sert de gabarit aux deux
réactions (PCR) dont chacun des couples d’amorces s’apparient uniquement a la
séquence méthylée ou non méthylée (C > U) (voir la figure 1).

Figure 1 Représentation schématique de la PCR spécifique de la méthylation
(MS-PCR)
Allele 1 (methylated) Allele 2 (unmethylated)
m
. ~—-ACTCCACGG-~~TCCATCGCT—=m  ==—ACTCCACGG-~-TCCATCGCT -—m
| Genomic DNA | ~--TGAGGTGCC---AGGTAGCGA--- ---TGAGGTGCC---AGGTAGCGA=~~
Quality check Bisulphite treatment

| Bisulphite conversion* |

@ Alkylation @

Spontaneous denaturation

=-=-=-AUTUVUAUGG---TUUATCGUT--- ---AUTUUAUGG---TUUATUGUT---

-—--TGAGGTGUU---AGGTAGCGA--- ---TGAGGTGUU---AGGTAGUGA-——

(3) Methylation-specific primers

—_—

-+— CGCAA———

— -
-— GCAR===
— =
——=AUTUUAUGG---TUUATCGUT--~
-+—GCAA——-

PCR (4)

—==ATTTTATGG---TTTATCGTT---
===TARAATGCC---ARATAGCAA—--

electrophoresis detection

MSP  MethyLight
ConLight-MSP

curve

Mc-MSP

[

===AUTUUACGG---TUUATUGUT--~

-+— GCARA———

I Generation of PCR amplicon
Y of the region of interest

No product

Gel l I Real-time l Heat/melting

Source : Figure tirée de Wick et al., 2014.

Précisons que le demandeur utilise, depuis le 1% juin 2013, des amorces
fluorescentes dans I'étape de la MS-PCR*. La détection des produits amplifiés se fait
par électrophorése capillaire. Cette modification au protocole est en accord avec les
recommandations visant a satisfaire les normes d’accréditation (Accreditation
Canada program Qmentum et ISO 15189). Les résultats obtenus sont de type
qualitatif. Le temps de réponse attendu est de quatre jours.

Modalités d’administration du test

Les échantillons proviennent du laboratoire de neuropathologie de I'Hopital
neurologique de Montréal du Centre universitaire de santé McGill (CUSM), le centre
de référence provincial en matiére de tumeurs cérébrales. Une fois le diagnostic de
gliome obtenu (chez I'adulte), I'échantillon de résection chirurgicale ou biopsique,
dont les tissus sont fixés dans le formaldéhyde et enrobés de paraffine, est acheminé
au laboratoire central de diagnostic moléculaire du CUSM, ou I'analyse sera

effectuée.

% Information tirée du manuel de méthodes et procédés (fourni par le demandeur) intitulé Molecular pathology procedure:
Validation MGMT test by capillary electrophoresis, Version No. 1, Effective date: 2013-06-01.
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2.4

2.5

2.6

Société ou concepteur

Ce test est une analyse maison mise au point par la Dre Marie-Christine Guiot,
pathologiste au CUSM, selon le protocole original publié par Esteller et ses
collaborateurs [1999].

Statut d’homologation (Santé Canada, FDA)
Sans objet

Valeur pondérée : 131,30

CONTEXTE

3.1

3.2

3.3

3.4

Patients ciblés

Les patients ciblés sont les adultes atteints d’'une tumeur cérébrale de type gliome,
essentiellement les astrocytomes diffus, les oligodendrogliomes et les glioblastomes.

Description de la maladie visée

Selon les plus récentes statistiques publiées par la Société canadienne du cancer
(SCC), 800 nouveaux cas de cancer du cerveau ont été diagnostiqués, en 2015, au
Québec. Au Canada, le taux d’incidence normalisé selon I'dge des tumeurs cérébrales
varie de 12 a 16 cas pour 100 000 habitants selon la province [SCC, 2015]. La majorité
des gliomes, qui représentent 30 % a 40 % des tumeurs cérébrales, sont sporadiques
et se manifestent a tout age, la pointe d’incidence se situant dans le groupe d’age de
40 a 65 ans [Schneider et al., 2010]. La classification généralement utilisée est celle
de I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), qui regroupe les gliomes selon quatre
degrés de différenciation (OMS | a IV) selon leurs caractéristiques histopathologiques
et leur degré de malignité [Herranz et al., 2015]. Or, cette classification fait I'objet de
recommandations par I'International Society of Neuropathology (ISN) concernant,
entre autres, I'intégration des données moléculaires, afin d’assurer une définition
plus précise et hautement uniforme des groupes tumoraux du systéme nerveux
central [Louis et al., 2014]. Une nouvelle classification, qui tient compte des données
moléculaires, est attendue incessamment.

Le glioblastome multiforme ou GBM (OMS IV) est la tumeur cérébrale la plus
fréquente et représente de 12 % a 15 % des tumeurs intracraniennes et de 50 % a

60 % des gliomes [Hess et al., 2004]. Le GBM est aussi la tumeur cérébrale la plus
agressive chez I'adulte, ou la survie globale est d’environ 1 an [Louis et al., 2007]. La
survie globale estimée des patients atteints de gliomes de grade OMS Il et OMS Il est
de plus de 5 ans et de 2 a 3 ans, respectivement [Louis et al., 2007].

Nombre prévu d’analyses et de patients visés

Le demandeur prévoit respectivement 250, 275 et 300 tests annuels dans chacune
des 3 années suivant I'ajout du test dans le Répertoire québécois et systeme de
mesure des procédures de biologie médicale (ci-apreés nommé Répertoire).

Spécialités médicales concernées

Neuropathologie, neuro-oncologie, radio-oncologie et neurochirurgie
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3.5 Bréve description de la situation actuelle

La MS-PCR est la technique originale utilisée dans I'essai clinique randomisé réalisé
en 2005 et dont I'objectif principal était de déterminer la valeur pronostique et
prédictive du profil de méthylation du promoteur du gene MGMT (profil MGMT)
[Hegi et al., 2005]. A ce jour, la MS-PCR est la technique la plus utilisée en raison de
sa simplicité, de I'accessibilité des équipements nécessaires et de son rapport co(t-
efficacité avantageux [Wick et al., 2014; Mikeska et al., 2012]. La principale limite de
la MS-PCR tient du fait que les résultats sont qualitatifs et évalués subjectivement sur
gel d’électrophorese [Wick et al., 2014; Quillien et al., 2012]. Pour remédier a ces
faiblesses, plusieurs options ont été mises au point, dont la MS-PCR quantitative en
temps réel (MS-gPCR), la MS-qPCR avec sondes fluorescentes (en anglais MS-qPCR
MethylLight), la MS avec pyroséquencgage (MS-PSQ), la courbe de fusion a haute
résolution spécifique de la méthylation (en anglais high-resolution melt ou MS-HRM)
et I'amplification multiplexe de sondes hybridées et ligasées spécifique de la
méthylation (en anglais methyl-specific multiplex ligation-dependant probe
amplification ou MS-MLPA). Les résultats obtenus par la MS-MLPA sont semi-
guantitatifs, c’est-a-dire qu’ils permettent d’obtenir simultanément le profil de
méthylation de plusieurs régions ciblées, selon les sondes utilisées.

Afin d’étre intégrée aux pratiques cliniques usuelles, la technique de détermination
du profil de méthylation du promoteur du géne MGMT doit étre sensible, spécifique,
reproductible et applicable aux tissus fixés [Wick et al., 2014]. Bien que les
techniques quantitatives comme la MS-gPCR et la MS-PSQ soient de plus en plus
utilisées, elles nécessitent la détermination et la validation d’un seuil de détection
fiable du degré de méthylation qui comprend une zone grise. Cette zone représente
les tumeurs faiblement ou partiellement méthylées qui ne peuvent étre attribuées
sans équivoque a la catégorie des tumeurs méthylées ou non méthylées. De plus,
elles exigent des ressources substantielles ainsi que des équipements et des réactifs
colteux [Wick et al., 2014].

Actuellement, au Canada, selon Orphanet™, le test est offert par deux laboratoires
cliniques ontariens accrédités, soit le Molecular Diagnostic Laboratory du Credit
Valley Hospital ainsi que le Cancer Cytogenetics and Molecular Diagnostics
Laboratory du Toronto General Hospital. Les méthodes utilisées sont la MS-MLPA et
la MS-PSQ, respectivement.

Dans la Liste des médicaments (derniere mise a jour du 20 novembre 2015) de la
Régie de I'assurance maladie du Québec (RAMQ), le témozolomide (TMZ) est classé
parmi les médicaments d’exception. Les indications reconnues pour son
remboursement se limitent au « traitement de premiére intention des personnes
atteintes d’un glioblastome multiforme, en association avec la radiothérapie » ainsi
gu’au « traitement des personnes atteintes d’un astrocytome anaplasique ou d’un
glioblastome multiforme et présentant, aprées I'administration d’un traitement de
premiere intention, une récidive ou I’évolution de la maladie ».

“ Site Web d’Orphanet : http://www.orpha.net/consor/www/cgi-
bin/ClinicalLabs_Search_Simple.php?Ing=FR&Lnkld=22077&Typ=Gen (consulté le 15 décembre 2015).
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3.6 Données médico-administratives

L’analyse proposée n’est pas inscrite actuellement dans le Répertoire. Concernant les
analyses réalisées par les établissements du réseau et celles envoyées hors Québec,
réalisées au cours des années 2013-2014, les bases de données du ministére de la
Santé et des Services sociaux (MSSS) ne contiennent aucune statistique de
production concernant le gene MGMT.

Précisons que I'analyse est déja offerte par le centre demandeur depuis 2013. Selon
les statistiques fournies par ce dernier, 96 analyses ont été effectués en 2013, 124 en
2014, et 252 en 2015. Concernant les 252 analyses effectuées au cours de I'année
2015, 117 demandes provenaient du CUSM et 135 demandes provenaient du service
de consultation du département de neuropathologie. De ces 135 demandes, 62 cas
provenaient du Québec et 73 cas provenaient de I'extérieur, principalement de la
Nouvelle-Ecosse (95 %, 69/73 cas).

3.7 Bréve description des avantages allégués de I’analyse proposée

Selon le demandeur, cette analyse fait partie de I'algorithme décisionnel de prise en
charge des gliomes chez I'adulte, lequel comprend la détection des mutations dans
les génes IDH1 et IDH2, une analyse par hybridation in situ en fluorescence (ou FISH)
visant la co-délétion des chromosomes 1p et 19q, ainsi que I'amplification du gene
EGFR.

Le demandeur considére que le résultat de cette analyse est un élément essentiel du
rapport de pathologie. Il serait nécessaire au choix du traitement de premiere ligne
des gliomes, parce que la méthylation du promoteur du gene MGMT est un
biomarqueur pronostique et prédictif de la sensibilité tumorale aux agents alkylants,
dont le TMZ.

Le gain de survie attribué a I'ajout du TMZ dans le traitement des gliomes résulterait
de la modification épigénétique du gene MGMT, dont le produit code pour une
enzyme, I’0°-méthylguanine-ADN méthyltransférase (MGMT), impliquée dans la
réparation des dommages a I’ADN causés par les agents alkylants. La méthylation
épigénétique du promoteur de MGMT désactiverait ce mécanisme de réparation en
modulant I'expression de I'enzyme [Wick et al., 2014].

3.8 Assurance qualité

Le personnel du laboratoire central de diagnostic moléculaire du CUSM participe aux
différents programmes de certification du College of American Pathologists (CAP),
dont le programme de contréle de qualité d’analyse des gliomes (code de
programme : GLI). Ce programme de contrdle de la qualité comprend la
détermination du profil de méthylation du promoteur du gene MGMT, la détection
des mutations des genes IDH1 et IDH2 ainsi que la délétion du chromosome 10q
(géne PTEN)™. Les laboratoires certifiés par le CAP doivent participer a des audits
deux fois par année relativement a ces analyses.

“! Information tirée de 2015 Surveys and Anatomic Pathology Education Programs, disponible sur le site Web du College of American
Pathologists a : http://www.cap.org/ShowProperty?nodePath=/UCMCon/Contribution Folders/WebContent/pdf/2015-surveys-
catalog.pdf.
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Un témoin négatif (absence d’ADN) ainsi que des échantillons commerciaux d’ADN
méthylé (DNA Zymo Research cat. n® D5014-2) et non méthylé (Promega cat. n° PR-
G304110) sont inclus dans chaque série d’analyse. Le séquencage est effectué de
facon bidirectionnelle. L’analyse est réalisée en suivant les normes du Clinical
Laboratory Standard Institute (CLSI).

3.9 Remplacement d’un autre test

Cette analyse ne remplace aucune procédure inscrite dans le Répertoire québécois et
systéme de mesure des procédures de biologie médicale. Selon le demandeur, cette
analyse permettrait de répondre a un besoin clinique qui n’est pas couvert
actuellement.

4 DONNEES PROBANTES

4.1 Valeur diagnostique

Aucune étude n’a été retenue parce que la détermination du profil MGMT n’a pas
pour objectif d’établir ni de préciser la nature ou la cause de la maladie (diagnostic).

4.2 Valeur pronostique

4.2.1 Gains de survie associés a un profil positif de méthylation du promoteur du
gene MGMT chez I'adulte atteint de gliome, évalués par méta-analyse

A la suite de la recherche documentaire, cing revues systématiques et méta-analyses
traitant de la valeur pronostique du profil de méthylation du promoteur du géne
MGMT chez les adultes atteints de gliome ont été retenues [Chen et al., 2015; Yang
et al., 2014; Chen et al., 2013; Zhang et al., 2013; Olson et al., 2011]. Le descriptif de
chacune de ces revues et méta-analyses ainsi que I'évaluation de leur qualité
méthodologique respective selon les criteres d’AMSTAR-R (acronyme de I'anglais
Assessment of Multiple Systematic Reviews — Revised) [Kung et al., 2010] sont fournis
dans I'annexe A du présent avis.

Les publications traitant de la valeur pronostique de la méthylation du promoteur de
MGMT dans les GBM (OMS IV) sont les suivantes :

= Chen et ses collaborateurs [2015] : 32 études de cohortes cliniques de
patients ayant regu des traitements qui comprenaient le TMZ;

= Yang et ses collaborateurs [2014] : 50 études comprenant différentes
interventions thérapeutiques;

=  Zhang et ses collaborateurs [2013] : 30 études de cohortes comprenant
différentes interventions thérapeutiques, profil MGMT déterminé par MS-
PCR.

Les publications traitant de la valeur pronostique du profil de méthylation du
promoteur du gene MGMT dans les gliomes de haut grade (GHG, OMS Ill et OMS 1V)
sont les suivantes :

=  Chen et ses collaborateurs [2013] : 24 études observationnelles;
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= Qlson et ses collaborateurs [2011] : 20 études sur des patients ayant subi une
résection chirurgicale de leur tumeur et, dans certains cas, une
chimiothérapie (CT), de la radiothérapie (RT) ou de la chimioradiothérapie
(CRT).

Le tableau 1 présente les différents rapports de risque instantané (RRI) de déces et
de progression obtenus, rapportés dans chacune des publications. Les cing méta-
analyses retenues confirment la valeur pronostique du profil de méthylation du
promoteur du gene MGMT chez les adultes atteints de GBM (OMS IV). En effet, les
données montrent que les patients atteints d’un GBM de profil MGMT™" sont
associés a une survie globale ainsi qu’a une survie sans progression supérieure a
celles des patients atteints d’'un GBM de profil MGMT™". Considérant les analyses
regroupées, qui tiennent compte ou non d’autres facteurs pronostiques, un profil
MGMT™" serait associé a une réduction du risque de décés variant de 48 % a 56 %
ainsi qu’a une réduction du risque de progression variant de 48 % a 70 % [Chen et al.,
2015; Yang et al., 2014; Chen et al., 2013; Zhang et al., 2013; Olson et al., 2011].

La valeur pronostique du profil de méthylation du promoteur du gene MGMT chez
les patients atteints de gliomes de haut grade autres que les GBM, n’est cependant
pas clairement démontrée. En effet, selon les analyses de sous-groupes effectuées
par Chen et ses collaborateurs [2013], des réductions non significatives du risque de
déces de 61 % et de progression de 38 % ont été rapportées dans des études incluant
des patients atteints de gliomes de grade Ill et IV, soit les GBM, les astrocytomes
anaplasiques (AA), les oligoastrocytomes anaplasiques (OAA) ainsi que les
oligodendrogliomes anaplasiques (ODA), alors que les analyses portant uniquement
sur les GBM (OMS IV) sont associées a des réductions statistiquement significatives
de risque de déces et de progression de 51 % et 55 %, respectivement [Chen et al.,
2013].
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Tableau 1 Valeur pronostique du profil de méthylation du promoteur du géne MGMT chez les adultes, évaluée par une méta-analyse

HETEROGENEITE

META- . . VALEUR PRONOSTIQUE BIAIS DE
ANALYSE CARACTERISTIQUES DES ETUDES RETENUES (N) PATIENTS (N) MGMT™ C. MGMTVE™ 2 Qe test PUBLICATION®
Chen et al. GBM traités par TMZ SG (32) Total (2 377) RRI déces : 0,52 (ICa 95 %:0,45-0,61); p<0,01 73,3 % p <0,001 Absent
2015
GBM traités par TMZ SSP (11) n.d. RRI progression : 0,52 (ICa 95 % :0,32-0,84); p < 0,01 84,2 % p<0,001 Présent
Yangetal., GBM (tous traitements); analyses multivariées Total (4 253) RRI déces : 0,44 (ICa 95 %:0,37-0,52); p < 0,001 60,5 % p <0,001 Absent
2014 SG (32)
SSBPN(' 1(2‘)’”5 traitements); analyses multivariées | 1 gog) RRI progression : 0,30 (IC 3 95 % : 0,13 — 0,72); p = 0,007 97,6 % p<0,001 Absent
Zhangetal., GBM (tous traitements); analyses multivariées | Total (1 507) RRI déces : 0,49 (ICa 95 % :0,38-0,64) 68,6 % p<0,001
2013 SG (14) Absent
agent alkylant (6) (371) 0,42 (ICa95 % :0,29 - 0,60) 42,1% p=0,125
?SBPN(';;‘”‘S traitements); analyses multivariées |1\ | 557 RRI progression : 0,51 (IC 2 95 % : 0,38 — 0,69) 68,6 % p=0,001 Absent
Chenetal., Gliomes de haut grade SG (22) Total (2 593) RRI déces : 0,48 (ICa 95 % :0,35—-0,65); p< 0,01 79,8 %
2013 n.d Absent
GBM seulement (18) (1 824) 0,49 (ICa95:0,35-0,68) 87,1% o
GBM, AA, OAA, ODA (4) (605) 0,39 (IC495:0,15—1,05) 15,9 %
Gliomes de haut grade SSP (12) Total (1 261) RRI progression : 0,43 (ICa 95 % : 0,32 -0,56); p < 0,01 50,4 %
GBM seulement (9) (900) 0,45 (IC495%:0,37-0,53)| 31,9% n.d. Absent
GBM, AA, OAA, ODA (2) (287) 0,62 (ICa95%:0,10 - 3,68) 85,3 %
Olson et al., Gliomes de haut grade; analyses multivariées Total (2 018) RRI déces : 0,44 (ICa 95 %:0,33-0,57); p <0,001 75,2 % p<0,001
2011 SG (20)
Chirurgie et CRT (13) (823) 0,40 (IC495%:0,28-0,58); p<0,001| 70,3 % p < 0,001 n. d.
Chirurgie et RT (2) (380) 0,74 (ICa95 % :0,58 —0,95); p=0,020 n.d. n.d.
Traitement combiné (4) (585) 0,42 (ICa95%:0,33-0,53); p<0,001 n.d. n.d.

Abréviations : AA : astrocytome anaplasique; CT : chimiothérapie; CRT : chimioradiothérapie; GBM : glioblastome multiforme; N : nombre; n. d. : donnée non disponible; OAA : oligoastrocytome
anaplasique; ODA : oligodendrogliome anaplasique; RRI : rapport de risque instantané; RT : radiothérapie; SG : survie globale; SSP : survie sans progression; TMZ : témolozomide

2 e biais de publication est déterminé a I'aide de tests statistiques évaluant la probabilité que les résultats obtenus soient biaisés par le choix des études incluses dans 'analyse [Kung et al., 2010].
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4.2.2 Gains de survie associés a un profil positif de méthylation du promoteur du géne
MGMT chez les adultes atteints de gliome, évalués dans des études primaires

La recherche documentaire a également permis de retenir quatre études primaires portant sur
I’évaluation de la valeur pronostique du profil de méthylation du promoteur du gene MGMT
chez les adultes atteints d’un gliome. Seuls les études cliniques randomisés controlés (ERC) de
phase Il ou les études rétrospectives effectuées a partir de cohortes de patients recrutés lors
d’ERC, publiés de janvier 2005 a décembre 2015, ont été sélectionnés. Un résumé des
principaux résultats concernant les valeurs pronostiques de ce profil est présenté dans le
tableau 2.

Les ERC de phase lll traitant de la valeur pronostique du profil de méthylation du promoteur du
géne MGMT dans les gliomes sont les suivants :

= Hegi et ses collaborateurs [2005] : 307 adultes atteints d’un glioblastome de grade
OMS IV, assignés de fagon aléatoire a un traitement de RT seule ou de RT combinée au
TMZ;

= Wick et ses collaborateurs [2009] : 318 adultes atteints d’un gliome anaplasique de
grade OMS lll, assignés de fagon aléatoire a un traitement de RT, de PCV*® ou de TMZ;

=  Gilbert et ses collaborateurs [2013] : 833 patients atteints d’un glioblastome OMS IV,
traités par différents régimes de TMZ.

Une étude ayant évalué de facon rétrospective la valeur pronostique du profil de méthylation
du promoteur du gene MGMT a partir d’une cohorte de patients recrutés lors d’un ERC a été
retenue, soit la suivante :

= Collins et ses collaborateurs [2014] : 447 patients atteints d’un gliome de grade OMS |
ou IV récurrent et traités par TMZ ou PCV.

Rétrospectivement, c’est en 2005 que Stupp et ses collaborateurs ont montré que I'utilisation
précoce du TMZ, combinée au traitement standard habituel de radiothérapie (RT), permettait
de prolonger significativement la survie des patients atteints d’'un GBM (OMS IV). En effet, une
médiane de survie de 14,6 mois a été observée chez les patients ayant recu du TMZ,
comparativement a 12,1 mois (p < 0,001) chez les patients ayant recu la RT seule en traitement
adjuvant [Stupp et al., 2005]. Au cours d’une analyse additionnelle planifiée (EORTC-NCIC), le
groupe a également vérifié |'effet de la méthylation du promoteur du gegne MGMT
préalablement identifié comme un possible facteur pronostique [Hegi et al., 2005]. Leurs
analyses multivariées de survie ont montré que le profil MGMT™", déterminé au moyen de la
MS-PCR, est associé a une réduction du risque de décés de 59 %, et ce, peu importe que le
traitement recu soit la RT seule ou la RT combinée au TMZ. Des médianes de survie globale de
18,2 mois associées a un profil positif de méthylation du promoteur du gene MGMT
(MGMT™"), comparativement a 12,2 mois (p < 0,001) pour le profil négatif (MGMT™"), ont été
rapportées [Hegi et al., 2005].

Des résultats similaires ont été obtenus par Wick et ses collaborateurs [2009] lors d’un ERC de
phase Il (NOA-04) comparant I'utilisation de la chimiothérapie a base d’agents alkylants (PCV
ou TMZ) a celle de la RT seule chez des patients atteints de gliomes de grade Ill. Dans cette
étude, 'absence de méthylation du promoteur du géne MGMT (MGMT™ ") a été associée a une

“pCV : chimiothérapie a base de procarbazine (agent alkylant), de lomustine (agent alkylant dérivé du N-méthyl-N-nitroso-urée aussi appelé CCNU)
et de vincristine (alcaloide antimitotique).
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diminution de la survie sans progression de 90 % (p = 0,0172), comparativement au profil
MGMT™ " [Wick et al., 2009].

Pour sa part, I'’étude RTOG-0525 avait pour principal objectif de vérifier I'effet de différents
régimes de TMZ sur la survie globale et sans progression de patients nouvellement
diagnostiqués d’'un GBM. L’évaluation de I'effet du profil MGMT sur la survie figurait parmi les
objectifs secondaires. Les résultats de cette partie de I'étude, publiés par Gilbert et ses
collaborateurs [2013], confirment la valeur pronostique de ce biomarqueur, soit une survie
médiane globale de 21,2 mois associée au profil MGMT™", comparativement a 14 mois dans le
cas du profil MGMT™" (p < 0,001), ainsi qu’une survie médiane sans progression de 8,7 mois et
de 5,7 mois (p < 0,001) respectivement [Gilbert et al., 2013].

Plus récemment, une étude rétrospective dont I'objectif était d’évaluer la valeur pronostique et
la valeur prédictive de différents marqueurs moléculaires chez des patients atteints de gliomes
de grade lll et IV en progression a la suite d’un traitement de RT puis traités par PCV,
comparativement a ceux traités par TMZ, a été menée par Collins et ses collaborateurs [2014].
Aucun des marqueurs moléculaires étudiés, soit IDH1 et IDH2, MGMT, TP53 et les déséquilibres
génomiques évalués par hybridation génomique comparative ou CGH (en anglais comparative
genomic hybridization), n’a permis de mettre en évidence un avantage prédictif du TMZ par
rapport au PCV. Toutefois, la valeur pronostique du profil de méthylation du promoteur du
gene MGMT a été montrée par une réduction du risque de décés de 51 % associée a un profil
positif (MGMT™"), et ce, en tenant compte de I'influence d’autres variables pronostiques
telles que I'age, le sexe, le grade tumoral (OMS Ill ou IV) et I'indice de performance selon
I'OMS.

En résumé, selon les méta-analyses et les études primaires retenues, le profil de méthylation
du promoteur du gene MGMT aurait une valeur pronostique chez les adultes atteints d’'un GBM
(OMS IV). Dans cette catégorie de patients, le profil d’hyperméthylation serait un facteur de
bon pronostic, peu importe le type de traitement utilisé. La valeur pronostique chez les
patients atteints de gliomes de moindre grade n’a pas été clairement démontrée par les méta-
analyses. Cependant, les résultats du NOA-04, relatifs aux tumeurs de grade Ill, montrent que
ce profil a une valeur pronostique chez les patients de cette catégorie.



Tableau 2 Valeur pronostique du profil de méthylation du promoteur du géne MGMT chez I'adulte
atteint de gliome, évaluée dans des études primaires

PATIENT, N PROFIL
ETUDE SUIVI MEDIAN MGMT” VALEUR PRONOSTIQUE
N (%) et+ et-

TRAITEMENT e MGMT™" C. MGMT"

Essais cliniques randomisés contrélés (ERC) de phase Il

EORTC-NCIC | N =307, GBM (OMS IV) N = 92/206
I Suivi médian de 28 mois (45 %) SG : médianes de 18,2 mois c. 12,2 mois
Hegietal., Arde - N o/ . _ .
5005 RT ou RT + TMZ MS-PCR RRI décés: 0,41 (ICa 95 % :0,29-0,57); p < 0,001 (MV)
NOA-04 N =318 (OMS IIl) N = 123/202 ;
Suivi de 54 mois (61 %) RRI progression :1,9(1ICa95%:1,1-3,4); p=0,0172
Wick et al., (MV)
2009 RT ou PCV ou TMZ MS-PCR
SG : médianes de 21,2 mois c. 14,0 mois
RTOG-0525 N =833, GBM (OMS IV) N=245/762 | RR|déces: 0,58 (IC 4 95 % : 0,48 — 0,69); p < 0,001 (UV)
Suivi médian de 32 mois (32 %)
Gilbert et al., SSP : médianes de 8,7 mois c. 5,7 mois
2013 TMZ ou DD-TMZ MS-gPCR RRI progression : 0,61 (IC2 95 % : 0,52 — 0,73); p < 0,001

(Lv)
Etude rétrospective effectuée a partir de cohortes de patients recrutés lors d’ERC de phase IlI

N = 447, AA (OMS I11) et GBM

N =204/281
MRC-BR12 (OMS IV) en échec a la suite de (73 %) / . .
Collins et al., la RT (récurrents) VoS RRI déces: 0,49 (ICa95 % :0,36—0,67); p <0,001 (MV)

2014 PCV ou TMZ

Abréviations : AA : astrocytome anaplasique (OMS lIl); DD-TMZ : dose-dense schedules of temozolomide (chimiothérapie a cycles rapprochés de
TMZ); GBM : glioblastome multiforme (OMS IV); IC : intervalle de confiance; MS-PCR : PCR spécifique de la méthylation; MS-PSQ : pyroséquencage
spécifique de la méthylation; MS-qPCR : PCR quantitatif spécifique de la méthylation; MV : analyse multivariée; N : nombre de patients; NS : non
statistiquement significatif; p : valeur p du test statistique; PCV : procarbazine, lomustine et vincristine; RRI : rapport de risque instantané;

RT : radiothérapie; SG : survie globale; SSP : survie sans progression; TMZ : témozolomide; UV : analyse univariée

Note : * La proportion de patients qui présentent un profil positif (MGMT™") a été calculée a partir du nombre de patients traités dont le profil était
évaluable, a savoir que le tissu était disponible et le résultat, interprétable.

T Résultats de la comparaison du profil non-méthylé au profile méthylé (MGMT™" c. MGMT™").

4.2.3 Gains de survie associés a un profil positif de méthylation du promoteur du géne
MGMT chez les patients agés de 65 ans et plus atteints de gliome, évalués par méta-
analyse

Une méta-analyse évaluant la valeur pronostique et prédictive du profil de méthylation du
promoteur du gene MGMT chez les patients dgés de 65 ans et plus atteints d’'un GBM a été
répertoriée [Yin et al., 2014]. Le descriptif de cette méta-analyse ainsi que I'évaluation de sa
qualité méthodologique selon les criteres d’AMSTAR-R sont fournis dans I'annexe B du présent
avis. Les principaux résultats concernant la valeur pronostique de ce profil sont présentés dans
le tableau 3 ci-apres.
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Tableau 3 Valeur pronostique du profil de méthylation du promoteur du gene MGMT chez les patients de 65 ans et plus, évaluée par
méta-analyse
META- CARACTERISTIQUES DES ETUDES | )\ o\ ) VALEUR PRONOSTIQUE HETEROGENEITE BIAIS DE
ANALYSE RETENUES (N) MGMT"™ ¢. MGMT"™ 2 Q-test PUBLICATION
Yinetal, GBM (tous traitements) SG (13) Total (1 119) RRI décés : 0,55 (ICa 95 % : 0,42 —0,73); p < 0,0001 71% p < 0,001
2014
Traitement incluant TMZ (12) (635) 0,49 (ICa95%:0,41-0,58); p <0,001 29% p=0,16
Traitement sans TMZ (4) (368) 0,97 (IC395%: 0,77 —1,21); p = 0,760 3% p=0,39
Absence
H . 3 o/ . — .
GBM (tous traitements) SSP (9) Total (747) RRI progression : 0,51 (IC a 95 %: 0,40 — 0,64); 46 % 0=0,06
p < 0,0001
Traitement incluant TMZ (9) (477) 15 % n.d
Traitement sans TMZ (3) (237) 0,49 (IC 3 95 % : 0,40 — 0,60); p < 0,001 30 fd
0,97 (IC395 % : 0,59 —1,57); p = 0,890 ’ o

Abréviations : GBM : glioblastome multiforme (OMS IV); n. d. : donnée non disponible; RRI : rapport de risque instantané; SG : survie globale; SSP : survie sans progression de la maladie;
TMZ : témozolomide

144




Les résultats montrent un effet pronostique significatif, tous types de traitement confondus,
soit une réduction du risque de décés de 45 % et du risque de progression de 49 % chez les
patients dont le profil est positif (MGMT™"). Cependant, les analyses de sous-groupes
effectuées selon le traitement montrent que cet avantage se limite aux patients ayant recu
le TMZ, chez lesquels on observe une réduction du risque de déces de 51 % (p < 0,001),
comparativement a 3 % (p = 0,76) chez ceux n’ayant pas recu de TMZ. Le méme effet a été
observé concernant la survie sans progression. Les auteurs en concluent que la méthylation
du promoteur du gene MGMT pourrait ne pas avoir d’incidence sur la survie des patients
agés qui n’ont pas recu de TMZ [Yin et al., 2014].

4.2.4 Gains de survie associés a un profil positif de méthylation du promoteur du géne
MGMT chez les patients agés atteints de gliome, évalués lors d’essais cliniques
randomisés contrélés

La recherche documentaire a permis de retenir deux essais cliniques randomisés contrélés
(ERC) de phase Ill au cours desquels la valeur pronostique du profil de méthylation du
promoteur du gene MGMT chez les patients agés a été évaluée, soit les suivants :

=  Malmstrom et ses collaborateurs [2012] : 342 patients de 60 ans et plus, atteints de
glioblastome de grade OMS 1V, assignés de fagon aléatoire a recevoir un traitement
de TMZ, de RT ou de RT hypofractionnée (RTHF);

= Wick et ses collaborateurs [2012] : 373 patients de 65 ans et plus, atteints de
gliomes de grade OMS Ill et OMS IV, assignés de fagon aléatoire a recevoir un
traitement de TMZ ou de RT.

Le tableau 4 ci-aprés présente les principaux résultats de ces ERC.

Tableau 4 Valeur pronostique du profil de méthylation du promoteur du géne MGMT chez les
patients agés atteints de gliome, évaluée lors d’ERC
PATIENT, N PROFIL
ERC SUIVI MEDIAN MGMT™ VALEUR PRONOSTIQUE
oy ET+ ET-
TRAITEMENT N (%) MGMT™™" C. MGMT"
METHODE

Nordic Elderly | N =342,>60 ans, GBM N =91/203

SG médiane (TMZ) : 9,7 mois vs 6,8 mois
RRI décés : 0,56 (ICa 95 % :0,34—-0,93); p =0,02 (MV)

(OMS 1V) (45 %)
Malmstrom et
SG médiane (RT ou RTHF) : 8,2 mois c. 7,0 mois
al., 2012 TMZ ouRT ou RTHF MS-GPCR RRI décés : 0,97 (IC 3 95 % : 0,69 — 1,38); p = 0,81 (MV)
SG : médiane de 11,9 mois c. 8,2 mois
N =373, 265 ans, OMS Il - N ' !
NOA-08 ot 1V N'=73/209 | RR|déces: 0,62 (IC 2 95 % : 0,42 —0,91); p = 0,014 (UV, MV
0,
Suivi médian de 25,2 moi (35%) NS)
chk eta/,, uivi median ade ,2 MOIS
MS-PCR
2012 TMZ ou RT SSE : médiane de 5,7 mois c. 3,5 mois

RRI événement : 0,50 (ICa 95 % : 0,36 — 0,68); p < 0,0001

Abréviations : c. : contre; IC : intervalle de confiance; MV : analyse multivariée; n. d. : donnée non disponible; NS : non significatif
statistiquement; RRI : rapport de risque instantané; RT : radiothérapie; RTHF : radiothérapie hypofractionnée; SG : survie globale; SSE : survie
sans éveénement; SSP : survie sans progression; TMZ : témozolomide; UV : analyse univariée

Note : *La proportion de patients ayant un profil positif (MGMT™*"") a été calculée a partir du nombre de patients traités dont le profil était
évaluable, a savoir que le tissu était disponible et le résultat, interprétable.
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L’étude de Malmstrom et ses collaborateurs [2012] (Nordic Ederly), dont I'objectif était
d’évaluer les options de traitement des patients agés de 60 ans et plus atteints de GBM
(OMS IV), a montré la valeur pronostique du profil de méthylation du promoteur du gene
MGMT chez les patients de cette catégorie. En effet, une survie globale de 9,7 mois,
comparativement a 6,8 mois (p = 0,02), attribuée au profil positif (MGMT™") a été
observée. Cet avantage n’a cependant pas été observé chez les patients traités par RT seule
(régime standard ou hypofractionné), chez lesquels on a observé une survie globale de

8,2 mois, comparativement a 7,0 mois, correspondant a une réduction non significative du
risque de décés de 3 % (p = 0,81) [Malmstrom et al., 2012].

L’essai de Wick et ses collaborateurs [2012] (NOA-08), dont I'objectif principal était
d’évaluer la survie globale chez des patients de 65 ans et plus atteints de gliomes de

grade Ill et IV traités par TMZ, comparativement a ceux traités par RT seule, a également
montré la valeur pronostique du profil de méthylation du promoteur de MGMT. Une
médiane de survie globale de 11,9 mois attribuable au profil positif (MGMT™") a été
obtenue, comparativement a 8,2 mois dans le cas de profil négatif (MGMT™") (p = 0,014).
Un gain de survie sans éveénement* a également été observé, soit une médiane de 5,7 mois,
comparativement a 3,5 mois (p < 0,0001), attribué au profil MGMT™" [Wick et al., 2012].

En résumé, selon la méta-analyse et les études primaires retenues, le profil de méthylation
du promoteur du gene MGMT aurait une valeur pronostique chez les patients agés atteints
d’un GBM (OMS V). Dans cette catégorie de patients, I'hyperméthylation serait un facteur
de bon pronostic, plus particulierement chez les patients ayant recu un traitement incluant
le TMZ, ce qui laisse supposer une valeur prédictive de ce profil.

4.3 Valeur prédictive

4.3.1 Avantages d’un traitement associés au profil de méthylation du promoteur du
géne MGMT chez les adultes atteints de gliome, évalués lors d’études primaires

Les résultats de I'’étude EORTC-NCIC ont montré que le gain de survie associé au profil
MGMT™" des gliomes de grade IV était significatif (analyses univariées) chez les patients
ayant recu le TMZ combiné a la RT et que ce gain n’était pas observé chez les patients ayant
recu uniqguement de la RT, ce qui laisse supposer une valeur prédictive de réponse aux
agents alkylants. En effet, les analyses comparant différents traitements, chez les patients
qui présentent un profil positif (MGMT™"), montrent une médiane de survie globale de
21,7 mois chez les patients qui ont recu le TMZ combiné a la RT, comparativement a

15,3 mois (p = 0,007) chez ceux qui ont recu uniquement de la RT. Cet avantage a également
été observé relativement a la survie sans progression, soit une médiane de 10,3 mois,
comparativement a 5,9 mois (p = 0,001). Précisons que seuls les résultats des analyses
univariées sont statistiquement significatifs. Les résultats des analyses ajustées en tenant
compte de différents facteurs pronostiques, tels que I'age, le type de chirurgie initiale, les
traitements antérieurs de CT et I'indice de performance de Karnofsky*, n’étaient pas
statistiquement significatifs [Hegi et al., 2005]. Les principaux résultats de cette étude

“* Selon les auteurs, la survie sans événement correspond au délai d’apparition, 2 la suite de la chirurgie, d’une premiére progression chez les
patients dont la maladie a progressée, ou a la mort chez les patients qui ne présentent aucune progression de la maladie.

** l’indice de performance de Karnofsky varie de 0 4 100, ol O représente la mort et 100 représente la pleine santé. Il sert a évaluer les
capacités d’un patient a survivre a un traitement de chimiothérapie [Karnofsky et Burchenal, 1949].
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concernant la valeur prédictive du profil de méthylation du promoteur du gene MGMT sont
présentés dans le tableau 5 ci-apreés.

Tableau 5 Valeur prédictive du profil de méthylation du promoteur du gene MGMT chez les adultes,
évaluée lors d’un essai clinique randomisé controlé

PROFIL

Rc N — MGMT™ VALEUR PREDICTIVE
N (%)* DU PROFIL MGMT"™*
METHODE

SG (TMZ + RT c. RT) : médianes de 21,7 mois c. 15,3 mois
_ ACHG * > o . - =
EORTCNCIC | =307, GBM (OMS V) N=92/206 | RRIdéces: 0,51 (IC2a95 % :0,31-0,84); p=0,007 (UV)

Suivi médian de 28 mois (45 %) (analyses MV NS)
Hegietal.,
2005 RT ou RT + TMZ MS-PCR SSP (TMZ + RT c. RT) : médianes de 10,3 mois c. 5,9 mois
RRI progression : 0,48 (ICa 95 % : 0,31 -0,75); p = 0,001
(Lv)

Abréviations : GBM : glioblastome multiforme de grade IV; IC : intervalle de confiance; MS-PCR : PCR spécifique de la méthylation;
MV : analyse multivariée; N : nombre de patients; NS : non significatif statistiquement; p : valeur p du test statistique; RRI : rapport de risque
instantané; RT : radiothérapie; SG : survie globale; SSP : survie sans progression; TMZ : témozolomide; UV : analyse univariée

Note : *La proportion de patients ayant un profil positif (MGMT™") a été calculée  partir du nombre de patients traités dont le profil était
évaluable, a savoir que le tissu était disponible et le résultat, interprétable.
4.3.2 Avantages d’un traitement associés au profil de méthylation du promoteur du
géne MGMT chez les patients agés de 65 ans et plus atteints d’un gliome, évalués
lors d’une méta-analyse

La méta-analyse présentée dans la section 4.2.4 avait pour objectif d’évaluer a la fois la
valeur pronostique et la valeur prédictive du profil de méthylation du promoteur du gene
MGMT chez les patients agés de 65 ans et plus [Yin et al., 2014]. Tel qu’il a été mentionné
précédemment, le descriptif de cette méta-analyse ainsi que I’évaluation de sa qualité
méthodologique selon les critéres d’AMSTAR-R sont fournis dans I'annexe B du présent avis.
Les principaux résultats concernant la valeur prédictive de ce profil sont présentés dans le
tableau 6. Selon ces résultats, le profil MGMT™" aurait une valeur prédictive de réponse
positive au TMZ, comparativement a la RT seule, et ce, tant en ce qui concerne la survie
globale qu’en ce qui concerne la survie sans progression. En effet, une réduction
significative du risque de décés variant de 34 % a 67 % ainsi qu’une réduction du risque de
progression variant de 51 % a 77 % ont été observées chez les patients atteints d’une
tumeur de profil MGMT™" et traités par TMZ. L’avantage le plus significatif a été obtenu
chez les patients traités par RT combinée au TMZ, ol I'on a observé une réduction du risque
de déceés de 67 % (p < 0,001) et une réduction du risque de progression de 77 % (p = 0,001).
Cet avantage n’a pas été observé relativement au profil négatif (MGMT™") [Yin et al., 2014].
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Tableau 6 Valeurs prédictives du profil de méthylation du promoteur du gene MGMT chez les patients de 65 ans et plus, évaluées lors
d’une méta-analyse
¢ ¢ HETEROGENEITE
META- . ’ VALEUR PREDICTIVE BIAIS DE
ANALYSE | CARACTERISTIQUES DES ETUDES RETENUES (N) | PATIENTS (N) MGMTVE : et | PUBLICATION
Yinetal, |GBM, TMZ" c.RT, SG (5) Total (293)  |RRI déces: 0,48 (ICa 95 % : 0,36 —0,65); p < 0,001 17% |p=0,31
2014
Traitement incluant TMZ c. RT (3) (209) 0,66 (ICa95%:0,47-0,93); p=0,020| 0% n. d.
Traitement incluant RT et TMZ c. RT (3) (115) 0,33(ICa95%:0,21-0,52); p<0,001| 0% n. d.
Absence
GBM, TMZ" c. RT, SSP (3) Total (187) |RRI progression : 0,35 (ICa 95 % :0,20-0,62); p < 0,001 45 % n. d.
Traitement incluant TMZ c. RT (2) (118) 0,49 (ICa95%:0,32—-0,74); p<0,001| 0% n. d.
Traitement incluant RT et TMZ c. RT (2) (98) 0,23 (ICa95%:0,07-0,70); p=0,010| 46% n. d.

Abréviations : GBM : glioblastome multiforme (OMS IV); IC : intervalle de confiance; n. d. : donnée non disponible; RRI : rapport de risque instantané; RT : radiothérapie; SG : survie globale; SSP : survie
sans progression; TMZ : témozolomide; TMZ" : tous les traitements comportant du témozolomide, seul ou combiné
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4.3.3 Avantage d’un traitement associé au profil de méthylation du promoteur du géne
MGMT chez les patients agés atteints d’un gliome, évalué lors d’essais cliniques
randomisés controlés

La valeur prédictive du profil de méthylation du promoteur du géne MGMT a été étudiée en
comparant un traitement de RT ou de CT a base d’agent alkylant (monothérapie) a une
combinaison des deux traitements (polythérapie). La monothérapie est fréquemment
utilisée chez les personnes agées, parce que la polythérapie est souvent moins bien tolérée
ou moins active chez ces patients [Weller et al., 2012].

La valeur prédictive du profil MGMT™" par rapport au type de traitement (TMZ ou RT) chez
les patients agés de 65 ans et plus a été mise en évidence par les résultats de I'étude
NOA-08, qui rapporte une survie médiane sans évenement de 8,4 mois chez les patients
traités au TMZ, comparativement a 4,6 mois chez ceux traités par RT seule, soit une
réduction du risque de 47 % (p = 0,01). Cet avantage n’a cependant pas été observé
relativement a la survie sans progression, soit une réduction non statistiquement
significative du risque de décés de 31 % (p = 0,139) [Wick et al., 2012]. Aucune valeur
prédictive significative du profil MGMT™" n’a été mis en évidence par les résultats du
Nordic Elderly, qui indiquent une survie globale de 9,7 mois chez les patients ayant recu un
traitement de TMZ, comparativement a 8,2 mois chez ceux ayant recu de la RT, ce qui
correspond a une réduction non significative du risque de déces de 36 % (p = 0,07)
[Malmstrom et al., 2012]. Un résumé des principaux résultats de ces études concernant la
valeur prédictive du profil MGMT™" est présenté dans le tableau 7 ci-apres.

Tableau 7 Valeur prédictive du profil de méthylation du promoteur du géne MGMT chez les
patients de 60 ans et plus, évaluée lors d’essais cliniques randomisés controlés
PROFIL i
: MGMT™ VALEUR PREDICTIVE
ECR PLAN DE L’ETUDE .
N (%) DU PROFIL MGMT"*™
METHODE
SG (TMZ c. RT)
NOA-08 N'=373,265ans, OMS i et IV | oo 73)/209 RRI déces : 0,69 (ICa 95 % :0,35~-1,16); p = 0,139
T ‘ ) (35%
. Suivi median de 25,2 mois SSE (TMZ c. RT) : médiane de 8,4 mois c. 4,6 mois
Wicketal, 2012 | _ o &7 MS-PCR RRI événement : 0,53 (IC a 95 % : 0,33 - 0,86);
p=0,01
Nordic Elderly N =342, 260 ans, GBM N =91/203
(OMS IV) (45 %) SG (TMZ c. RT) : médiane de 9,7 mois c. 8,2 mois
Malmstrém et al., RRI décés : 0,64 (ICa95%:0,39-1,04), p=0,07
2012 TMZ ou RT ou RTHF MS-gPCR

Abréviations : GBM : glioblastome multiforme (OMS IV); IC : intervalle de confiance; NS : non statistiquement significatif; RRI :
rapport de risque instantané; RT : radiothérapie; RTHF : radiothérapie hypofractionnée; SG : survie globale; SSE : survie sans
événement; SSP : survie sans progression; TMZ : témozolomide

Note : *La proportion de patients qui présentent un profil positif (MGMTmet+) a été calculée a partir du nombre de patients
traités dont le profil était évaluable, a savoir que le tissu était disponible et le résultat, interprétable.

En résumé, la valeur prédictive du profil MGMT™" relativement a la réponse aux agents
alkylants, tels que le TMZ, n’a pas été clairement démontrée chez les adultes atteints d’un
GBM. Seuls les résultats des analyses univariées, obtenus par Hegi et ses collaborateurs
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[2005] lors de I'étude EORTC-NCIC, sont statistiquement significatifs. Les résultats obtenus
par analyses multivariées ne sont pas significatifs. Chez les personnes agées de 65 ans et
plus atteintes de GBM, le profil MGMT™" serait un facteur prédictif de réponse positive au
TMZ, selon la méta-analyse retenue. Cette catégorie de patients pourrait ainsi tirer
avantage d’un traitement adapté comportant du TMZ, dans les cas de tumeur dont le profil
est positif (MGMT™"), ou de RT seule, dans les cas de tumeurs dont le profil est négatif
(MGMT™").

Validité analytique

A la suite de la revue de la littérature, deux études concernant I'évaluation de la validité
analytique de la MS-PCR, comparativement a d’autres méthodes moléculaires, ont été
retenues, soit les deux études suivantes :

= Quillien et ses collaborateurs [2012] : évaluation et comparaison de la validité
analytique de quatre techniques moléculaires permettant la détermination du
profil de méthylation du promoteur du géne MGMT, soit la MS-PCR, la MS-PSQ, la
MS-HRM et la MS-qPCR MethyLight;

= Lattanzio et ses collaborateurs [2015] : comparaison de validité analytique de la
MS-PCR et de la MS-PSQ a partir de tissus frais et des tissus fixés prélevés chez
46 patients atteints d’un GBM.

4.4.1 Sensibilité et spécificité analytique

Quillien et ses collaborateurs [2012] ont réalisé des expériences de sensibilité analytique
afin de comparer I'efficacité des différentes méthodes a I’étude. Pour ce faire, un
échantillon témoin d’ADN méthylé a été dilué de facon a obtenir 13 échantillons dont les
pourcentages théoriques de méthylation allaient de 0 % a 100 %. Chaque échantillon a été
évalué 5 fois au cours de la méme expérience. Les données comparant la MS-PCR, la MS-
PSQ, la MS-HRM et la MS-qPCR sont présentées dans le tableau 8.

L’échantillon ayant la plus faible teneur en ADN méthylé, soit 2,5 %, a donné un résultat
positif, tant par la méthode de MS-PCR que par la méthode de MS-HRM. Les méthodes de
MS-PSQ et de gPCR MethyLight ont permis d’obtenir des teneurs de 4 % (CV, 14 %) et 5 %
(CV, 13 %), respectivement. Ainsi, les 4 méthodes moléculaires permettent de détecter des
degrés relativement faibles de méthylation. La méthode MS-HRM semble étre la moins
spécifique, les résultats obtenus a I'aide de cette méthode ayant été positifs a 3 reprises sur
5 essais (3/5 M) dans le cas de I'échantillon dont le pourcentage théorique de méthylation
était inférieur au degré minimal [Quillien et al., 2012]. Précisons que les techniques
guantitatives telles que la MS-PSQ et la MS-gPCR exigent la détermination d’un seuil
théorique de degré minimal de méthylation pour que I'échantillon puisse étre classé

« hyperméthylé » ou « hypométhylé » [Wick et al., 2014].



Tableau 8 Sensibilité et spécificité analytiques de diverses techniques moléculaires
de détermination du profil de méthylation du promoteur du géne MGMT,
selon I’étude de Quillien et ses collaborateurs [2012]

% THEORIQUE DE DETERMINATION DU PROFIL SELON LA METHODE

METHYLATION LS MO“Y,IESI:IF;\ISS('CV) Ll MS]@Z?::."@?ZS? "
100 % 5/5M 93% (0,7 %) 5/5M 89 % (11,9 %)
90 % SI5M 89 % (0,8 %) S/5M 74.% (14,1 %)
80 % S/5M 83% (1,5 %) S5M 60% (7,2 %)
70 % SI5M 77 % (1,5 %) S/5M 62% (7,3 %)
60 % S/5M 71 % (3,6 %) S/SM 50 % (9,8 %)
50 % S5M 62% (1,8 %) S5M 41% (9,7 %)
40 % SI5M 53 % (1,7 %) S/5M 33 % (10,0 %)
30 % S/SM 41% (7,2 %) S/5M 25 % (4,0 %)
20% SI5M 31% (18,8 %) S/5M 20% (13,6 %)
10% SI5M 14% (2,7 %) S/5M 15 % (19,4 %)
5% S/5M 9% (1,7 %) S5M 7% (12,6 %)
2,5% SI5M 4% (13,6 %) S/5M 5% (12,7 %)
0% 0/5 M 1% (52,7 %) 3/5M 0% (n.d.)

Abréviations : CV : coefficient de variation; HRM : courbes de fusion a haute résolution (high-resolution melt); M : méthylé;
MS : spécifique de la méthylation (methylation specific); n. d. : donnée non disponible; PCR: réaction de polymérisation en
chaine; PSQ : pyroséquencage; qPCR : PCR quantitatif en temps réel

La comparaison de la MS-PCR et de la MS-PSQ a également été effectuée par Lattanzio et
ses collaborateurs [2015] sur 2 types d’échantillons provenant de 46 patients; 2 échantillons
par patient ont été archivés, soit 1 échantillon congelé provenant de la résection
chirurgicale et 1 échantillon biopsique FFPE (fixé dans le formaldéhyde et enrobé de
paraffine). Des résultats sur le profil de tous les échantillons congelés et fixés ont été
obtenus a I'aide de la MS-PSQ. Cependant, les résultats de 10,9 % (5/46) des échantillons
FFPE n’ont montré aucune amplification par MS-PCR [Lattanzio et al., 2015].

4.4.2 Précision

Quillien et ses collaborateurs [2012] ont également vérifié la précision des différentes
techniques moléculaires a I'étude. L'ADN génomique de trois lignées cellulaires différentes
(GB2, GB3 et GBM2) ont été utilisées afin d’évaluer la précision inter-essai (ADN évalué cing
fois au cours de la méme expérience) et intra-essai (ADN évalué par dix expériences
différentes) de chacune des quatre méthodes [Quillien et al., 2012]. Les résultats sont
présentés dans le tableau 9 ci-apreés.
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Tableau 9 Précision de diverses techniques moléculaires de détermination du profil de
méthylation du promoteur du géne MGMT, selon I'étude de Quillien et ses
collaborateurs [2012]

, MS-PSQ, MS-qPCR MethyLight
ECHANTILLONS MS-PCR MOYENNE (V) HRM MOYENNE (CV)

Reproductibilité

GB2 1/5M 7 % (35 %) 1/5M 0% (s. 0.)

GB3 5/5M 10 % (6 %) 5/5M 0% (s.0.)

GBM2 5/5M 82 % (1 %) 5/5M 28 % (36 %)

Répétabilité

GB2 3/10 M 5% (11 %) 0/10 M 0% (s.0.)

GB3 9/10 M 9% (6 %) 0/10 M 0% (s.0.)

GBM2 10/10 M 77 % (7 %) 10/10 M 42 % (72 %)

Abréviations : CV : coefficient de variation; HRM : courbes de fusion a haute résolution (high-resolution melt); M : méthylé;
MS : spécifique de la méthylation (methylation specific); PCR: réaction de polymérisation en chaine; PSQ : pyroséquengage;
gPCR : PCR quantitatif; s. o. : sans objet

Les résultats montrent que sur des échantillons dont le degré de méthylation est
relativement faible (ex. : lignée GB2), la précision et la répétabilité des méthodes étaient
diminuées. En effet, dans la plupart des cas, la lignée cellulaire GB2 s’est révélée

« non méthylée » par MS-PCR, par MS-HRM et par MS-qPCR MethyLight. Dans le cas de la
MS-PSQ, le degré moyen de méthylation obtenu était de 7 % (coefficient de variation (CV)
de 35 %) concernant la précision intra-essai et de 5 % (CV de 11 %) concernant la précision
inter-essai. Dans la plupart des analyses, la lignée GB3 s’est révélée « non méthylée » par
MS-HRM et par MS-gPCR MethyLight. Elle s’est par contre révélée « méthylée » dans la
majorité des analyses par MS-PCR, avec une précision de 5/5 (100 %) et une répétabilité de
9/10 (90 %). Dans le cas de la MS-PSQ, le degré moyen de méthylation obtenu était de 10 %
(CV de 6 %) et 9 % (CV de 6 %) concernant la précision intra-essai et inter-essai,
respectivement. Concernant les degrés élevés de méthylation (ex. : lignée GBM?2), la
précision et la répétabilité des méthodes étaient plus grandes. En effet, la lignée GBM2 s’est
révélée « méthylée » dans toutes les analyses par MS-PCR et par MS-HRM. Les
pourcentages moyens de méthylation obtenus par la MS-qPCR MethyLight étaient de 28 %
(CV de 36 %) et 42 % (CV de 72 %), et ceux obtenus par la MS-PSQ étaient de 82 % (CV de

1 %) et 77 % (CV de 7 %) concernant la précision intra-essai et inter-essai, respectivement.

4.4.3 Concordance

Dans les travaux de Lattanzio et ses collaborateurs [2015], la comparaison de la MS-PCR et
de la MS-PSQ montre que la concordance plus grande est obtenue a partir des échantillons
congelés (88,5 %, 23/26 échantillons), alors que la comparaison des deux types de tissus
montre une meilleure concordance a I'aide de la méthode MS-PSQ (76,7 %, 23/30
échantillons). Au total, 28 % (13/46) des échantillons ont donné des résultats discordant
entre la MS-PCR et la MS-PSQ.

Données fournies par le demandeur

Les données de validation de I'analyse utilisant des amorces fluorescentes et la détection
des produits amplifiés par électrophorese capillaire, comparativement a la méthode de



détection par gel d’agarose, ont été fournies par le demandeur. Ainsi, 8 séries d’analyses
distinctes ont été effectuées a partir des mémes échantillons sur une période de 30 jours
(répétabilité). Au total, 22 échantillons provenant de patients, 1 échantillon témoin
méthylé, 1 échantillon témoin non méthylé et 1 échantillon témoin sans ADN ont été utilisés
dans chacune des séries d’analyses. Les pourcentages de concordance globale entre les
deux méthodes (équivalent de précision), des tests positifs (équivalent de sensibilité) et des
tests négatifs (équivalent de spécificité) étaient de 100 %. Les données de validation sont
fournies dans I'annexe C du présent avis.

Afin d’évaluer la reproductibilité de la détection des amplicons par électrophorése capillaire,
10 réplicats des témoins positifs et négatifs ont été analysés. Les amplicons correspondant
au promoteur du géne MGMT non méthylé ont une longueur de 93 paires de bases (pb) et
ceux correspondant au promoteur méthylé ont une longueur de 84 pb. Des écarts de 0,4 pb
et de 0,05 pb ont été observés dans la précision de lecture des échantillons témoins d’ADN
méthylé et non méthylé, respectivement. Ces écarts sont compatibles avec ceux rapportés
par le fabricant, Applied Biosystems, concernant la précision de lecture du séquenceur ABI
3130, I'appareil ayant servi a réaliser I'électrophorese capillaire de cette analyse. La
détection par électrophorese capillaire des produits amplifiés ainsi que les données de
reproductibilité sont respectivement présentées dans les annexes D et E de cet avis.

5 IMPACTS BUDGETAIRES

L'analyse d’impact budgétaire tient compte des co(ts directs et indirects associés a

I'introduction dans le Répertoire de I'analyse permettant la détermination du profil de

méthylation du promoteur du gene MGMT par MS-PCR.

L’évaluation des co(ts directs est présentée dans le tableau 10 et repose principalement sur

les éléments suivants :

e Selon le demandeur, respectivement 250, 275 et 300 demandes d’analyses par des

établissements du Québec sont prévues au cours de chacune des 3 premieres
années suivant 'ajout du test dans le Répertoire.

e Considérant que prés de 30 % de ces analyses sont effectuées par le demandeur
pour des établissements hors Québec, il est estimé que respectivement 178, 195 et
213 analyses seront réalisées pour des établissements du Québec au cours des
3 premiéres années suivant I'ajout du test dans le Répertoire.

e Ces analyses représentent 100 % des analyses prévues concernant les
établissements du Québec.

e Lavaleur pondérée (VP) proposée par le demandeur concernant I'évaluation du
profil de méthylation du promoteur du ggéne MGMT est de 131,3.

Tableau 10 Codts directs associés a I’ajout de I’analyse du profil de méthylation du
promoteur du géne MGMT par MS-PCR dans le Répertoire

AN 1 AN 2 AN 3 TOTAL
Nombre prévu d’analyses 178 195 213 586
Co(its directs associés 23316 S 25648 S 27979 S 76943 S
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En tenant compte de I'ensemble de ces considérations, les colits directement associés a
I'introduction de I’analyse du profil de méthylation du promoteur du gene MGMT par
MS-PCR dans le Répertoire sont estimés a un total de 76 943 $ pour les 3 premiéres années.
L’évaluation des co(ts indirects est réalisée a I'aide de I'algorithme de traitement décrit
dans les annexes F et G du présent avis. Des économies provenant essentiellement des
colts de TMZ qui sont évités chez les patients ayant un profil négatif (MGMT™") sont
prévues. En effet, en évitant d’utiliser cet agent alkylant chez les patients qui n’y
répondraient pas, une économie de 12 355 S par traitement pourrait étre réalisée.
Toutefois, en considérant que les patients atteints d’un gliome de grade Il ou Il (MGMT™")
recevraient la CT par PCV (procarbazine, lomustine et vincristine), les économies prévues
relativement a cette catégorie de patients seraient moindres et sont plutot estimées a
5733 S par patient. Donc, en effectuant I’évaluation du profil par MS-PCR chez les patients
atteints de gliomes de grades Il a IV, une réduction des co(ts de traitement de 1,3 MS, de
1,4 MS et de 1,5 MS par année est prévue, respectivement, concernant chacune des

3 prochaines années suivant I'introduction de I'analyse dans le Répertoire, soit une
économie totale de 4,2 MS.

6 ENJEUX ORGANISATIONNELS, ETHIQUES, SOCIAUX ET JURIDIQUES

La classification actuelle des tumeurs cérébrales, soit celle de 'OMS (2007), fondée sur des
criteres histopathologiques, est en pleine évolution. Une refonte de cette classification est
attendue en 2016; elle devrait s’appuyer davantage sur des marqueurs moléculaires tels
que la méthylation du promoteur du géne MGMT, la co-délétion des chromosomes 1p/19q
et les mutations ponctuelles des genes IDH1 et IDH2, entres autres [Louis et al., 2014].

7 POSITIONS OU ORIENTATIONS DES PRINCIPALES ORGANISATIONS
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CONCERNANT L’ANALYSE EVALUEE

L’Alberta Health Services (AHS) recommande, depuis septembre 2012, la détermination du
profil de méthylation du promoteur du géne MGMT chez les adultes atteints de gliome
[AHS, 2012]. Aucun test n’est précisément mentionné, mais la recommandation est appuyée
par les études originales de Stupp et ses collaborateurs [2005] et de Hegi et ses
collaborateurs [2005], qui utilisent la MS-PCR.

Selon la Société européenne d’oncologie médicale, 'ESMO (European Society for Medical
Oncology), le diagnostic histologique des gliomes de haut grade est obligatoire et doit
inclure une quantité suffisante de tissu pour permettre de réaliser la caractérisation
moléculaire de la tumeur. La détermination du profil de méthylation du promoteur du gene
MGMT, la détection de mutations dans les génes de I'isocitrate déshydrogénase (IDH1 et
IDH2) ainsi que la co-délétion 1p et 19q sont, en général, effectuées en fonction du contexte
clinique et histologique. Chez les patients agés atteints d’'une tumeur dont le profil est
positif (MGMT™™), la CT exclusive par TMZ peut étre considérée, tandis que la RT
hypofractionnée est le traitement de choix pour traiter les patients atteints d’'une tumeur
dont le profil est négatif (MGMT™") [Lai et al., 2015].

De méme, le NCCN (National Comprehensive Cancer Network) recommande I'utilisation du
TMZ seul chez les patients de plus de 70 ans ainsi que chez les patients présentant un score



inférieur a 60 sur I’échelle de Karnofsky, lorsque le profil de la tumeur est positif (MGMT™")
[NCCN, 2015].

L’Association européenne de neuro-oncologie, 'lEANO (European Association of Neuro-
Oncology) recommande également I'utilisation du TMZ, avec ou sans RT, selon le profil de
méthylation du promoteur du ggéne MGMT chez les patients 4gés de 65 a 70 ans atteints
d’'un GBM [Weller et al., 2014].

Le CAP (College of American Pathologist) a introduit, en 2013, le programme d’analyse de
controle de qualité d’analyse des gliomes (code du programme : GLI). Ce programme
comprend la détermination de la méthylation du promoteur du gene MGMT, la détection
des mutations des génes IDH1 et IDH2 ainsi que la délétion 10q (géne PTEN). Les
laboratoires certifiés par le CAP sont soumis a un audit, deux fois par année, relativement a
ces analyses®.

8 SYNTHESE DE L’EVALUATION

La détermination du profil de méthylation du promoteur du géne MGMT fait partie de
I'algorithme de base de diagnostic des gliomes chez I'adulte. Le résultat de cette analyse
serait nécessaire au choix du traitement de premiére ligne des gliomes, parce que ce profil
est un biomarqueur pronostique et prédictif de la sensibilité tumorale aux agents alkylants
tels que le témozolomide (TMZ).

Selon les données probantes, le profil de méthylation du promoteur du gene MGMT aurait
une valeur pronostique chez les adultes atteints de gliomes de grade Ill et IV. Dans cette
catégorie de patients, le profil hyperméthylé serait un facteur de bon pronostic, peu
importe le type de traitement utilisé. Chez les personnes agées de 65 ans et plus atteintes
de GBM, le profil hyperméthylé serait un facteur de bon pronostic, principalement chez
ceux ayant recu un traitement comportant du TMZ. Dans cette catégorie de patients, un
profil positif de méthylation (MGMT™") indiquerait également une valeur prédictive de
réponse positive au TMZ. Les patients agés pourraient ainsi tirer avantage d’un traitement
adapté comportant du TMZ, dans les cas de tumeur de profil positif (MGMT™"), ou de
radiothérapie (RT) seule, dans les cas de tumeurs de profil négatif (MGMT™").

La MS-PCR est une technique qualitative simple, accessible, peu coliteuse et reconnue. Sa
sensibilité est comparable a celle d’autres techniques qualitatives et quantitatives, mais sa
spécificité serait inférieure a celle de certaines techniques quantitatives, dont la MS-PSQ.

Les colts directement associés a l'introduction de I’analyse du profil de méthylation du
promoteur du gene MGMT par MS-PCR dans le Répertoire québécois et systeme de mesure
des procédures de biologie médicale sont estimées a 76 943 S, et ce, dans les 3 premiéres
années. Une réduction des co(ts de traitement de 1,3 MS, de 1,4 MS et de 1,5 MS
respectivement est prévue pour chacune des 3 années suivant I'introduction de I'analyse
dans le Répertoire, soit une économie totale de 4,2 MS.

L’'ESMO, 'EANO ainsi que le NCCN recommandent la détermination du profil de méthylation
du promoteur du gene MGMT chez les patients atteints de gliome. Dans leurs
recommandations, ils précisent que chez les patients agés atteints d’'une tumeur dont le

“® Information tirée du site Web GLIOMA - GLI du College of American Pathologists, disponible a :
https://estore.cap.org/OA_HTML/ibeCCtpltmDspRte.jsp?section=10202&item=344606&sitex=10020:22372:US.
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profil est positif (MGMT™"), la chimiothérapie seule par TMZ peut étre considérée, tandis
que la RT est le traitement de choix pour traiter les patients dont le profil est négatif
(MGMT™"). Au Canada, '’AHS recommande, depuis septembre 2012, la détermination du
profil de méthylation du promoteur du géne MGMT chez les adultes atteints de gliome.
Finalement, le CAP a introduit, en 2013, le programme de contrdle de qualité d’analyse des
gliomes (code du programme : GLI). Ce programme comprend notamment la détermination
du profil de méthylation du promoteur du géne MGMT.



9 RECOMMANDATION DE L’INESSS

Méthylation du promoteur du géne de I’O8-méthylguanine-ADN
méthyltransférase (MGMT) par PCR spécifique de la méthylation

La recommandation de I'INESSS
\/ Introduction de I'analyse dans le Répertoire
O Refus d’introduction de I’'analyse dans le Répertoire
O Maintien de I’'analyse dans le Répertoire

O Retrait de I"analyse du Répertoire

Précisions accompagnant la recommandation
v" Réévaluation de I'avis publié en avril 2013

v" Un suivi du nombre de tests réalisés (volumétrie) ainsi que des résultats de cette
analyse est recommandé.
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ANNEXE A

Descriptif des méta-analyses ayant évalué la valeur pronostique du profil de la méthylation du
promoteur du gene MGMT chez les patients adultes atteints d’un gliome

META- *COTE 5 a a PERIODE DE | DIAGNOSTIC, N ETUDES
ANALYSE AMSTAR-R CRITERES DE SELECTION DES ETUDES SOURCES PUBLICATION PATIENTS (N PATIENTS)
Chenetal., 1) Cohorte clinique; 2) études portant sur la valeur pronostique de la PubMed, Embase, 2004 au 20-10- | GBM 32(2377)
2015 méthylation du promoteur du gene MGMT; Cochrane Library, 2014
35/44 3) patients atteints d’'un GBM; 4) données publiées sur la SG et la SSP Web of Science, CBM
Yangetal., 1) Articles traitant de corrélation entre le promoteur du géne MGMT dont le PubMed, OVID, 1994 3 2014 GBM 50 (6 309)
2014 profil de méthylation est positif et les patients de différentes races atteints d’'un | Scjence Direct,
32/44 GBM; 2) mention des RRI, IC a 95 %; 3) aucune restriction de langue de Springer Link, EBSCO,
publication CNKI, Embase
Zhangetal., 1) Etudes de cohorte publiées; 2) corrélation entre la méthylation du promoteur PubMed, CNKI 2000 au 20-06- | GBM 30 (2 986)
2013 du géne MGMT et les données de SG et SSP; 3) méthylation déterminée par MS- 2012
28/44 PCR; 4) patients atteints de GBM ayant subi une résection chirurgicale de la
tumeur; 5) analyse moléculaire effectuée a partir de la tumeur; 6) données
suffisantes pour le calcul des RRI de SG et SSP
Chenetal., 1) Etudes observationnelles; 2) corrélation entre la méthylation du promoteur PubMed, Embase, 01-2003 au GBM, AA, ODA, 24 (2 524)
2013 du géne MGMT et le pronostic des GHG; 3) données sur RRI, IC a 95 %; 4) études | Cochrane databases |01-11-2011 OAA
36/44 non reliées; 5) priorisation de I'étude la plus importante ou de la plus récente
dans les cas d’articles comportant les mémes sources populationnelles;
6) publications en anglais
Olson et al., 1) Etudes de corrélation entre le profil de méthylation du promoteur du gene MEDLINE, Embase Jusqu’au 07- GHG (I11-1V) 20(2018)
2011 MGMT et la SG; 2) sujets humains atteints de GHG traités par chirurgie et, dans 2010
certains cas, par CT, RT ou CRT pour traitement adjuvant; 3) données sur le RRI
30/44 ajusté par analyse multivariée; 4) études publiées en anglais; 5) exclusion des
études de cas, des études évaluant le degré de I'expression de la protéine
MGMT et des études ou les patients sont assignés a des traitements différents
selon le profil de méthylation du promoteur du géne MGMT.

Abréviations : AA : astrocytome anaplasique; CT : chimiothérapie; CRT : chimioradiothérapie; GBM : glioblastome multiforme; GHG : gliome de haut grade; IC : intervalle de confiance; MS-PCR : PCR
spécifique de la méthylation; OAA : oligoastrocytome anaplasique; ODA : oligodendrogliome anaplasique; RRI : rapport de risque instantané; RT : radiothérapie; SG : survie globale; SSP : survie sans

progression
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ANNEXE B

Descriptif de la méta-analyse ayant évalué la valeur pronostique et la valeur prédictive de la
méthylation du promoteur du gene MGMT chez les patients agés atteints d’un gliome

META- *COTE . - - PERIODE DE DIAGNOSTIC, N ETUDES
ANALYSE AMSTAR-R CRITERES DE SELECTION DES ETUDES SOURCES PUBLICATION PATIENTS (N PATIENTS)
. 1) Etudes de corrélation entre la méthylation du promoteur n. d.
Yinetal, 39/44 du géne MGMT et des données de survie; 2) GBM PubMed, Embase, (aucune restriction GBM, =65 ans | 13(1175)
2014 . L . Cochrane databases
nouvellement diagnostiqué; 3) patients > 65 ans de date)

Abréviations : GBM : glioblastome multiforme; N : nombre; n. d. : donnée non disponible
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ANNEXE C

Pourcentage de concordance globale (équivalent de précision), des
tests positifs (équivalent de sensibilité) et négatifs (équivalent de
spécificité) entre les méthodes d’électrophorese capillaire et par gel
d’agarose (en anglais)

Capillary

PPA
PNA

OPA

electrophoresis
(Candidate method)

Acrylamide gel (comparative method)

POSITIVE NEGATIVE | TOTAL
POSITIVE | 14-a 0-b 14
NEGATIVE | 0-c 8-d 8
Total 14 (a+c) 8(b+d) 22

Percent positive Agreement (New/Old)= 100%*14/14= 100%

Percent negative Agreement (New/0Old)= 100%*8/8= 100%
Overall Percent Agreement 100%%22/22=100%

A 95% score confidence for PPA is calculated as:

Lower Upper Lower
[ 100 X (Qu,ppa-Qa,ppa)/ Qa,ppa; 100% (Quppa+Q2,ppa) / Qa,ppa]
Qy pps = 22 + 1.96° = 2a + 3.84 78,5

Qz ppa = 1.96V1.96° + dac/(a+c) = 1.96V3.84 + dac/(a+c)
Qzppa=2(a +C+ 1.96%) = 2(a + ¢+ + 7.68

Then,

Qq ppa = 28+ 1.96° = 28+ 3.84 = 31.84

Qzppa = 1.96V1.96" + dacf(a+c) = 1.96V3.84 + 4x14x0/(14) = 3.843
Qsppa=2{a+cC+ 1.962] =2{a+c)+7.68 =2(14) + 7.68 = 35.68

A 95% score confidence interval for NPA is : Lower

[ 100 X (Qu.0paQznpal/ Qanpar 100X (Q gt Qi npa)/ Qi npa] 78,5

Qlnpa 31,84

Q2npa 3,84

Q3npa 35,68

A 95% score confidence interval for OPA is : Lower
85

a1 2{a+d}+3.84 47,84

Q2 1.96V(3.98+4(a+d)(b+c)/n 3,84

Q3 2n+7.68 51,68

Upper

100,0

Upper
100,0

Upper
100

Tiré du manuel de méthodes et procédés (fourni par le demandeur) intitulé Molecular pathology procedure: Validation MGMT test by
capillary electrophoresis, Version No. 1, Effective date: 2013-06-01.
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ANNEXE D

Détection des produits amplifiés par électrophorese capillaire (en
anglais)

Expected size of control amplified products for methyl specific PCR

Target Control DNA | Product CE example
Size in basepairs
MGMT Human Expected: 93 bp MGMT
Promoter | Genomic Observed: 94.38 bp > ‘ d
Unmethyated q
l

N

sz 94 38
ht5111
Human Expected: 81 bp
Genomic Observed: 80.95 bp 81
Methyated
T
sz 80.95
ht 3166

Note: A methylated peak can be observed in unmethylated control depending on the
batch of Human genomic DNA. Cells can have small levels of methylation on MGMT
promoter and is considered normal. The same phenomenon is observed in methylated
control a small unmethylated peak can be observed in methylated controls.

Tiré du manuel de méthodes et procédés (fourni par le demandeur) intitulé Molecular pathology procedure: Validation MGMT test by
capillary electrophoresis, Version No. 1, Effective date: 2013-06-01.
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ANNEXE E

Reproductibilité de la méthode de détection des amplicons par
électrophorese capillaire (en anglais)

Reproducibility for positives controls using
capillary electrophoresis method
CONTROL Methylated Unmethylated
Run/Expected size 81 93
05/04/2013 1 81 93,71
13/04/2013 2 80,93 93,71
11/04/2013 3 81,05 93,71
15/04/2013 4 81,01 93,76
22/04/2013 5 80,99 93,74
29/04/2013 6 81 93,71
06/05/2013 7 80,78 93,62
24/05/2013 8 80,94 93,78
31/05/2013 9 79,84 93,66
06/06/2013 10 80,96 94,4
Average 80,80142857 93,71125
Deviation standard 0,432875216 0,051944338
Coefficient variation 0,005357272 0,000554302

Tiré du manuel de méthodes et procédés (fourni par le demandeur) intitulé Molecular pathology procedure: Validation MGMT test by

capillary electrophoresis, Version No. 1, Effective date: 2013-06-01.
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ANNEXE F

Algorithme de traitement des patients atteints de gliomes de grade Il a IV en fonction du profil de
meéthylation du promoteur du gene MGMT47

Grades OMS

Profil

Traitement

*Adultes > 70 ans : TMZ seulement

T™MZ TMZ cycle 1 TMZ cycle 2 TMZ cycle 3 TMZ cycle 4 TMZ cycle 5 TMZ cycle 6

42 jours 5 jours 5 jours 5 jours 5 jours 5 jours 5 jours

Pause Pa.use Pa.use Pa.use Pa.use Pa.use
28 jours 23 jours 23 jours 23 jours 23 jours 23 jours

Traitement comprenant le TMZ

Lomustine Procarbazine

Jour1 Jours 8321 Vincristine
Pause Vincristine Pause Jour 29
6 jours Jours 7 jours Administrer toutes les 6 semaines, jusqu’a 4 cycles

Traitement par PCV (procarbazine, lomustine et vincristine

47 Algorithme validé par le Dr Kevin Pettreca, neurochirurgien, chef du service de neurochirurgie de I'Institut et hopital neurologiques de Montréal.

166



ANNEXE G

Régimes posologiques des chimiothérapies utilisées pour le
traitement des gliomes de grade Il a IV en fonction du profil de
méthylation du promoteur du gene MGMT

TMZ : témozolomide

Traitement combiné avec RT en concomitance :
75 mg/m’/jour x 42 jours

Pause : 4 semaines (28 jours)

Traitement d’entretien
1% cycle : 150 mg/m*/jour x 5 jours

2
2" au6 cycle: 200 mg/m /jour x 5 jours

Pause de 23 jours entre chacun des cycles
2
Adulte de 1,73 m

Le coGt d’un traitement de TMZ est établi selon les prix indiqués dans la Liste de médicaments de la RAMQ
(version de février 2016).

PCV : procarbazine, lomustine et vincristine
Traitement combiné avec RT en concomitance :

2
lomustine : 110 mg/m par voie orale (VO) au jour 1
+

2
procarbazine : 60 mg/m VO les jours 8 a 21
+

2
vincristine : 1,4 mg/m par intraveineuse (IV) les jours 8 et 29 (ne pas dépasser 2 mg/dose)

Administrer toutes les 6 semaines, jusqu’a 4 cycles
2
Adulte de 1,73 m

Les posologies du protocole PCV sont établies a partir des données du Groupe d’étude en oncologie du
Québec (GEOQ). Les colts associés a la thérapie PCV sont établis selon les prix négociés des
regroupements d’achats des établissements de santé de la région de Montréal.
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DETECTION DE MUTATIONS DANS LES GENES IDH1
(R132) ET IDH2 (R172) PAR SNAPSHOTMC
(REFERENCE - 2015.03.01)

Avis d’évaluation

1 INFORMATION GENERALE
1.1 Demandeur : Centre universitaire de santé McGill (CUSM)
1.2 Date de transmission de I’avis au ministre : 2 mai 2016

1.3 Date de publication de I’avis : 30 juin 2016

Mise en garde

Le présent avis est fondé sur I'information 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.

Conflit d’intéréts

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

Lecture externe et accompagnement scientifique

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

Aux fins de la validation de cet avis, I'expert consulté est le D" Benjamin Ellezam, M.D.,
PhD, FRCPC, neuropathologiste au CHU Sainte-Justine

2 ANALYSE ET TECHNIQUE EVALUEE

2.1 Nom de I'analyse
Détection de mutations dans les génes IDH1 (R132) et IDH2 (R172) par SNaPshot™'®

2.2 Description bréve de I'analyse et précisions techniques et cliniques

Une réaction de polymérase en chaine (PCR) est effectuée en premier lieu avec deux
paires d’amorces spécifiques au quatrieme exon des genes IDH1 et IDH2. La réaction
de SNaPshot"' est ensuite réalisée sur les amplicons. Comme dans le séquencage de
Sanger, I'élongation de I'amorce s’arréte si le nucléotide a incorporer dans la chaine
n’est pas disponible ou si ce dernier ne contient pas d’extrémité 3’OH
(didésoxyribonucléoside ou ddNTP) [Sanger et al., 1977]. Dans le cas présent, on
parle d’'un mini-séquencage, parce que I'élongation de I'amorce (non marquée) se
fait sur une seule base (single base extension ou élongation de base unique).
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L’amorce doit s’apparier directement en amont du polymorphisme visé. L'ADN
polymérase Taq insére un seul ddNTP marqué par un fluorophore unique a chacune
des bases [Pastinen et al., 1996]. Le demandeur réalise cinq réactions d’élongation
de base avec des amorces de tailles différentes. Une électrophorése par capillaire
permet ensuite de distinguer les amorces en fonction de leur taille et de la
fluorescence émise par le ddNTP incorporé. La liste des amorces est présentée dans
le tableau 1 et un exemple d’électrophorégramme est présenté dans la la figure 1.

Tableau1l Liste des amorces utilisées dans la réaction de SNaPshot' servant a la
détection des mutations aux positions R132 et R172 dans les génes

IDH1 et IDH2, respectivement

Amorces pour I'amplification des exons

Séquence (5'-> 3) Gene Taille de Famplicon (bp) Brin d’ADN
GGTTGAGGAGTTCAAGTTG IDH1 ex.4 235 Sense
AGTTGGAAATTTCTGGGCCAT IDH1 ex.4 Antisense
GCTGCAGTGGGACCACTATT IDH2 ex.4 293 Sense
TGTGGCCTTGTACTGCAGAG IDH2 ex.4 Antisense
Amorces pour I'extension de base
. Taille de
Nom de : s Position | o
Séquence (5'-> 3') . . I"amorce Brin d’ADN
I'amorce évaluée
(nt)
IDH1SNS1 A12-CTTACTTGATCCCCATAAG CATGA R132 CGT 36 Antisense
IDH1SNS2 A18-CTTACTTGATCCCCATAAG CATGAC R132 CGT 44 Antisense
IDH2SNS1  A28-GACCAAGCCCATCACCATTGGC R172 AGG 51 Sense
IDH2 SN52  A-50 CCAAGCCCATCACCATTGGCA R172 AGG 68 Sense
IDH2SNS3  A-60 GGACCAAGCCCATCACCATTGGCAG R172 AGG 77 Sense

Source : tableau tiré du « Rapport de validation pour le test de détection de mutations dans les genes IDH1 et IDH2 »

(Andréa Gomez, Ph. D.).
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Figure 1 Exemple d’électrophorégrammes obtenus lors du génotypage des
génes IDH1 (R132) et IDH2 (R172) par SNaPshot'®

R132 R172

SMS1:C SNS2:G SNS1:A SM52:G S5MS3:G

405 AG45 505 67.5 7.5

R132Sauvage | ﬁl
R172Sauvage 1 /

A \4 Jll(l\lk s L s j\ \_ jﬂl\

0
T T T

sz 38.87 2 4418 57 50,00 =7 64,82 52 79.12
hi 3278 hi 3139 hi 1676 hi 1839 hi 2188
| |
{ | . f|
R132H 20% Nl IFI
SNSI c>T /! Ilﬂll J A ll | J \ J
I [
R172 Sauvage . W/ \ | YA P A . b
sz 38,99 se 44,39 sz 50.11 sz 6491 sz 79.25
ht 3683 ht 3756 ht 270 ht 3036 ht 4037
a7 41,00

ht 1757

Source : figure tirée du « Rapport de validation pour le test de détection de mutations dans les génes IDH1 et IDH2 »
(Andréa Gomez, Ph. D.).

Modalités d’administration du test

Les échantillons proviennent du laboratoire de neuropathologie de I'Institut et
hopital neurologiques de Montréal, qui est un centre de référence provincial en
matiere de tumeurs cérébrales. Les échantillons sont ensuite acheminés au
laboratoire de biologie moléculaire du CUSM ou I’ADN est extrait et le génotypage
est réalisé. Si nécessaire, une confirmation est réalisée par séquencage de Sanger.
Il s’agit d’une analyse « de court délai », réalisée en 5 jours ouvrables.

Société ou concepteur

La méthode proposée par le demandeur est une analyse maison mise au point a
I’Université de Calgary et dont la description a été publiée en 2012 [Perizzolo et al.,
2012]. L'information soumise par le demandeur montre que deux amorces
SNaPshot"' additionnelles sont utilisées pour le génotypage de deux positions
additionnelles de la R172 dans le géne IDH2, qui n’ont pas été analysées par Perizzolo
et ses collaborateurs.

Statut d’homologation (Santé Canada, FDA)
Sans objet

Valeur pondérée : 155,71




3 CONTEXTE

3.1

3.2

Patients ciblés

La détection de mutations dans les génes IDHI et IDH2 par SNaPshot" sera
effectuée sur les échantillons tumoraux provenant de patients dont I'analyse de
I’expression de la protéine mutante IDH1 R132H par immunohistochimie (IHC) est
négative ou équivoque, parmi les patients atteints de :
e gliomes de grades Il et llI;
e glioblastomes (tumeur de grade IV) et dont I'expression en IHC d’ATRX est
anormale.

Description de la maladie visée

Selon les plus récentes statistiques publiées par la Société canadienne du cancer
(SCC), 800 nouveaux cas de cancer du cerveau ont été diagnostiqués en 2015 au
Québec, ou le taux d’'incidence normalisé des tumeurs cérébrales selon I'age est
respectivement de 9 et de 7 nouveaux cas pour 100 000 hommes et femmes. La SCC
estime que le nombre de décés associés a des tumeurs du systéeme nerveux central
(SNC) serait de 310 chez les hommes et de 240 chez les femmes [SCC, 2015]. Les
gliomes sont les tumeurs cérébrales primaires les plus courantes chez I'adulte. Ils
représentent environ 70 % des tumeurs de haut grade du SNC*,

Les gliomes sont des tumeurs cérébrales issues des cellules gliales de I'encéphale ou
de la moelle épiniere. Parmi les gliomes, on trouve les astrocytomes, issus des
astrocytes, et les oligodendrogliomes, issus des oligodendrocytes. On appelle
oligoastrocytomes les gliomes mixtes qui présentent ces deux aspects [Capper et al.,
2011].

La classification traditionnellement utilisée est celle de I'Organisation mondiale de la
Santé (OMS), qui regroupe les gliomes selon quatre grades de différenciation (OMS |
a IV) en fonction de leurs caractéristiques histopathologiques et de leur degré de
malignité [Louis et al., 2007].

Le grade | s’applique a des Iésions qui ont un faible potentiel de prolifération et la
résection chirurgicale est généralement suffisante pour guérir les patients qui en
sont atteints.

A partir du grade Il, les gliomes sont généralement de nature infiltrante. On parle
alors de gliomes diffus. En dépit d’une faible prolifération, ils sont souvent
récurrents. Certains gliomes de grade Il tendent a progresser vers des degrés plus
avancés de malignité.

La désignation de grade lll est généralement réservée aux Iésions qui présentent des
caractéristiques histologiques évidentes de malignité, y compris un noyau atypique
et une activité mitotique soutenue. On les nomme gliomes diffus anaplasiques ou
gliomes anaplasiques.

8 |nformation tirée du site Web « Astrocytome » de la Société canadienne du cancer (SCC), disponible a : http://www.cancer.ca/fr-
ca/cancer-information/cancer-type/brain-spinal/brain-and-spinal-tumours/astrocytoma/?region=on (consulté le 13 janvier 2016).
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3.6

Les gliomes de grade IV, en plus d’étres diffus et anaplasiques, sont malins. Ces
tumeurs présentent une activité mitotique soutenue et une tendance a la nécrose.
On les nomme glioblastomes et ceux-ci sont associés a une évolution rapide et a un
mauvais pronostic.

Nombre prévu d’analyses et de patients visés

Le demandeur prévoit effectuer une cinquantaine d’analyses par année en ce qui a
trait aux demandes provenant du réseau universitaire intégré de santé McGill et
120 analyses par année en ce qui a trait aux demandes provenant de I'ensemble du
Québec.

Spécialités médicales concernées
Neuropathologie, neuro-oncologie, radio-oncologie, neurochirurgie
Breve description de la situation actuelle

Les échantillons provenant de patients atteints d’un gliome de grades I, lll ou IV sont
initialement analysés en IHC afin d’y détecter I'expression de la protéine IDH1
mutante (R132H) et de la protéine ATRX. Une expression anormale d’ATRX est un
marqueur associé a I'astrocytome [Wiestler et al., 2014], alors que la codélétion
1p/19q est un marqueur de |'oligodendrogliome [INESSS, 2013].

Selon les données recueillies aupres des experts consultés, 90 % des mutations
présentes dans les génes IDH1 et IDH2 seraient détectables par I’analyse par IHC

« IDH1 R132H ». D’autres mutations dans le géne IDH1 a la position R132 ainsi que
dans le géne IDH2 a la position R172 seraient également associées au pronostic des
patients atteints de gliomes diffus. Ainsi, il demeure environ 7 % des patients atteints
de gliomes de grade Il et lll dont la tumeur présente une mutation non détectée dans
I’'un de ces genes. Ces mutations non détectées sont ainsi présentes chez environ

20 % des patients ayant obtenu un résultat négatif a I'analyse par IHC.

Données médico-administratives

Les données de production locale relatives aux analyses « IDH1 R132H » et « ATRX »
par IHC ne sont pas disponibles, parce qu’il n’existe pas de codes spécifiques pour ces
deux analyses. La volumétrie associée aux différentes analyses en IHC est obtenue
par I'utilisation d’un code générique de pathologie clinique (60151, VP = 20,0). Aux
fins du présent avis, le centre demandeur a transmis a I'INESSS ses statistiques de
2014 et de 2015 sur I'utilisation des analyses « IDH1 R132H » et « ATRX » en IHC. Le
tableau 2 ci-aprés indique également le nombre de génotypages SNaPshot™'®
effectués par le demandeur au cours de ces deux années.
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Tableau 2 Données des analyses relatives a I’expression des protéines IDH
mutantes et de la protéine ATRX effectuées au CUSM en 2014 et 2015

VALEUR 2014 2015
ANALYSES CODE | PONDEREE VALEUR VALEUR
i’ VOLUME VOLUME

(UNITES) it ANNUELLE ($) DR ANNUELLE ($)
IDHIR132Hpar = | 05159 20 82 1640 88 1760
immunohistochimie
ATRXpar | e151 20 n. d. n. d. 36 720
immunohistochimie
SNaPshot™®
IDH1 R132 et - 156 2 312 18 2 808
IDH2 R172

Abréviation : n. d. : donnée non disponible

Bréve description des avantages allégués de I’analyse proposée

Selon le demandeur, I'algorithme proposé permet de classer les gliomes non
seulement selon le phénotype, ce qui peut étre tres subjectif, mais également selon
un profil moléculaire qui est reproductible et objectif. La présence d’une mutation
dans le gene IDH1 ou dans le gene IDH2 est un marqueur pronostique tres fiable,
particulierement en ce qui concerne les astrocytomes diffus de bas grade et peut tres
certainement influencer la décision thérapeutique. Cette nouvelle analyse permet de
détecter dans le groupe des gliomes dont le résultat a I'analyse « IDH1 R132H » est
négatif, ceux dont le géne IDH est de type sauvage et ceux qui portent une autre
mutation que R132H.

Assurance qualité

L’analyse proposée est réalisée selon les normes du Clinical Laboratory Standard
Institute (CLSI). Le personnel du laboratoire central de diagnostic moléculaire du
CUSM participe aux différents programmes de certification du College of American
Pathologist (CAP). Il a effectué avec succes, en septembre 2015, le programme de
contrdle de qualité d’analyse des gliomes (code de programme : GLI). Ce programme
de controle de la qualité du CAP comprend la méthylation du promoteur du gene
MGMT, la détection des mutations dans les genes IDH1 et IDH2 ainsi que la délétion
du chromosome 10q (géne PTEN). Les laboratoires certifiés par le CAP doivent
participer a des audits deux fois par année relativement a ces analyses.
Des controles de qualité sont réalisés a chaque étape du test, de la réception de
I’échantillon jusqu’a la production du rapport. Des échantillons témoins positifs et
négatifs sont inclus dans chaque série d’analyses. Une réaction d’amplification sans
ADN est effectuée afin de confirmer I'absence de contamination des réactifs. De plus,
la taille des amplicons générés a partir des échantillons a analyser et des échantillons
témoins est vérifiée; les tailles attendues sont respectivement de 235 et 293 paires
de bases dans le gene IDH1 et dans le géne IDH2.
La détection des mutations R132H, R132C et R172K ne requiert pas de confirmation
additionnelle parce que la méthode a été validée a I'aide d’échantillons témoins
commerciaux. Dans le cas ol une mutation différente serait détectée dans un
échantillon, un test de confirmation par séquencage de type Sanger est effectué afin
de valider le résultat.
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3.9

Remplacement d’un autre test

L’analyse proposée, soit la détection de mutations dans les génes IDH1 et IDH2 par
SNaPshot"' est un complément a la détection de la mutation R132H dans le géne
IDH1 par IHC et répond a un besoin clinique qui n’est pas couvert actuellement.

4 DONNEES PROBANTES
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4.1

Valeur diagnostique

Capper et ses collaborateurs [2011] ont réalisé une étude multicentrique dont
I’objectif était de vérifier la valeur diagnostique des mutations aux positions

R132 dans le géne IDH1 et R172 dans le géne IDH2 afin de distinguer les
oligodendrogliomes des oligoastrocytomes dans les tumeurs dont les caractéristiques
histologiques sont similaires. L'expression d’'IDH1 R132H a d’abord été analysée par
IHC sur 274 échantillons provenant de 14 types de tumeur cérébrale. Parmi ceux-ci,
155 étaient positifs, soit I’équivalent de 92 % des oligodendrogliomes (132/143),

84 % des oligoastrocytomes (21/25) et 67 % des oligodendrogliomes avec
différenciation neurocytique présents dans la série. L’analyse « IDH1 R132H » par IHC
des autres types de tumeur s’est avérée négative (0/103). L’analyse par séquencage
de 15 échantillons qui se sont révélés négatifs par IHC a permis de détecter

6 mutations additionnelles dans un géne IDH. L’ensemble des résultats est présenté
dans le tableau 3.

Tableau 3 Fréquence de détection de mutations dans les génes IDH1 et IDH2 dans
les différents types de tumeur cérébrale

N ECHANTILLONS

TYPE DE TUMEUR (POSITIFS/ANALYSES)

IHC SEQ. TOTAL (%)
Oligodendrogliome de grade Il 67/74 0/6* 67/74 (91)
Oligodendrogliome de grade Il 65/69 3/4 68/69 (99)
Oligoastrocytome de grade Il 11/14 2/3 13/14 (93)
Oligoastrocytome de grade I 10/11 0/1 10/11 (91)
Oligodendrogliome avec différenciation neurocytique 2/3 1/1 3/3 (100)
Oligodendrogliome et oligoastrocytome pédiatrique,
neurocytome central ou extraventriculaire,
liponeurocytome cérébelleux, tumeur neuroépithéliale

_ ) AR, 0/103 n. d. 0/103

dysembryoplasique, épendymome ou méningiome a
cellules claires, glioblastome primaire ou astrocytome
pilocytique a différenciation oligodendrogliale

Sigles et abréviations : IHC : immunohistochimie; n. d. : donnée non disponible; SEQ : séquencage

* 7 échantillons se sont révélés négatifs en IHC, mais seulement 6 ont pu étre analysés par séquencage.

Ainsi, la détection d’'une mutation dans le géne IDH1 par IHC et dans les génes IDH1
et IDH2 par séquencage montre une sensibilité de 94,1 % (161/171) et une spécificité
de 100 % (0/103) relativement aux diagnostics d’oligodendrogliome et

d’oligoastrocytome chez I'adulte.




4.2

Valeur pronostique

4.2.1 Gains de survie associés au profil de mutation des genes IDH1 et IDH2
évalués par méta-analyse

La recherche documentaire a permis de retenir 6 méta-analyses ayant évalué la
valeur pronostique du profil de mutation des génes IDH1 et IDH2 des patients
atteints d’un gliome. Un tableau qui résume les principales caractéristiques de ces
études est fourni dans I'annexe A du présent document.

Les publications retenues sont les suivantes :

e Xia et ses collaborateurs [2015] : 55 études traitant d’/DH1 et d’/DH2 dans les
cas de gliomes;

e Dai et ses collaborateurs [2016] : 20 études traitant d’/DH1 dans les cas de
glioblastomes;

e Thuy et ses collaborateurs [2015] : 174 études traitant de marqueurs
moléculaires et génétiques, dont IDH1 et IDH2 (7 études), dans les cas de
glioblastomes;

e Cheng et ses collaborateurs [2013] : 9 études traitant d’/DH1 dans les cas de
glioblastomes;

e Sun et ses collaborateurs [2013] : 10 études traitant d’/DH1 et d’/DH2 dans
les cas de gliomes de grade Il;

e Zou et ses collaborateurs [2013] : 12 études traitant d'/DH1 et d’/IDH2 dans
les cas de gliomes.

Xia et ses collaborateurs [2015] de méme que Zou et ses collaborateurs [2013] ont
réalisé des méta-analyses traitant de I'effet des mutations dans les génes IDH1 et
IDH2 sur la survie globale (SG) et la survie sans progression (SSP) des patients atteints
d’un gliome. Ils ont également réalisé des analyses de sous-groupes selon le grade de
la tumeur. Sun et ses collaborateurs [2013] ont analysé I'effet de ce type de
mutations uniquement sur la SG des patients atteints d’un gliome de grade Il. Thuy et
ses collaborateurs [2015] ont vérifié I'effet de mutations dans les génes IDH1 et IDH2
sur la SG des patients atteints d’un gliome de grade IV. Les deux autres méta-
analyses ont évalué I'effet des mutations dans le gene IDH1 sur la SG des patients
atteints d’un gliome de grade IV [Dai et al., 2016; Cheng et al., 2013].

Les analyses de survie réalisées, relativement a 'ensemble des patients atteints d’un
gliome diffus (grades II, lll et IV), ont montré que la présence d’une mutation dans
I"'un des genes IDH est associée a une réduction du risque de déces variant de 61 % a
67 % comparativement a I'absence d’'une mutation dans l'un de ces genes. Une
mutation dans un géne IDH a également été associée a une réduction du risque de
progression tumorale variant de 58 % a 62 % comparativement a 'absence d’une
mutation dans I'un de ces genes (voir les tableaux 4 et 5).

Considérant les analyses de survie réalisées par sous-groupes de tumeurs, les
données montrent que la présence d’une mutation dans un gene IDH est associée a
une réduction significative du risque de déces (voir le tableau 4) variant de :

e 41 % a55 % chez les patients atteints d’un gliome de grade II;
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73 % a 81 % chez les patients atteints d’un gliome de grade lll;
46 % a 61 % chez les patients atteints d’un gliome de grade IV.

De méme, la présence d’une mutation dans un gene IDH est associée a une réduction

significative du risque de progression de la maladie (voir le tableau 5) de :

34 % chez les patients atteints d’un gliome de grade Il;
78 % a 83 % chez les patients atteints d’un gliome de grade ll.

Tableau4 Survie globale associée a une mutation dans un géne IDH chez les
patients atteints de gliomes, selon les méta-analyses

G:GBEM[;? META-ANALYSES ETL:“DES ms‘:?\::\?qzi TI'S;U;? VALEUR P HETEROGENEITE I? (%)
Xia et al., 2015 54 0,39 [0,34-0,45] <0,001 54,7
I, 1, v

Zouetal., 2013 11 0,33 [0,25-0,42] n.d. 25,2

Xia et al., 2015 17 0,45 [0,35-0,59] <0,001 59,5

' Sun et al., 2013 10 0,586 [0,376-0,911] n.d. 52,8
Xia et al., 2015 11 0,27 [0,22-0,32] <0,001 10,1

! Zouetal., 2013 n.d. 0,19 [0,11-0,35] n.d. 0,0
Xia et al., 2015 20 0,49 [0,40-0,60] <0,001 46,1

Dai et al., 2016 20 0,43 [0,35-0,54] <0,001 52,2

v Thuy et al., 2015 6 0,54 [0,42-0,70] 2,26x10° n.d.
Cheng et al., 2013 9 0,45 [0,29-0,69] <0,001 71,0

Zouetal., 2013 n. d. 0,39 [0,27-0,56] n.d. 58,4

Abréviations : N : nombre; n. d. : non documenté

Tableau 5 Survie sans progression associée a une mutation dans un géne IDH
chez les patients atteints de gliomes, selon les méta-analyses

GRADE DES - ETUDES RAPPORT DES RISQUES s G339
GLIOMES META-ANALYSES N INSTANTANES [IC95 %] VALEUR P HETEROGENEITE I (%)
Xia et al., 2015 27 0,42 [0,35-0,51] <0,001 59,15
1,1, v

Zouetal., 2013 7 0,38 [0,21-0,68] n. d. 77,7

I Xia et al., 2015 13 0,66 [0,48-0,90] 0,009 60,4
Xia et al., 2015 7 0,22 [0,12-0,42] < 0,001 85,1

1
Zouetal., 2013 n.d. 0,17 [0,05-0,58] n.d. 87,2
Xia et al., 2015 9 0,65 [0,41-1,05] <0,078 75,2

v
Zouetal., 2013 n.d. 0,67 [0,40-1,13] n.d. 0,0

Abréviations : N : nombre; n. d. : non documenté




La méta-analyse de Thuy et ses collaborateurs [2015] présente également I'écart
entre les médianes de survie globale selon le profil de mutation dans les génes IDH
des patients atteints d’un glioblastome. Comparativement a ceux dont ce profil est
négatif, les patients atteint d’un glioblastome de profil positif présentent un gain
significatif de survie globale de 14,74 mois [IC95 % : 10,44 a 19,05]; p < 0,0001.

4.2.2 Gains de survie associés au profil de mutation dans les génes IDH évalués
par une étude de cohorte

Wang et ses collaborateurs [2014] ont réalisé une étude de cohorte rétrospective
dans laquelle le profil de mutation du gene IDH1 et du géne IDH2 a été investigué
chez plus de 1 300 patients atteints d’un gliome diffus. L’analyse IDH1 R132H par IHC
réalisée sur un échantillon tumoral s’est avérée positive chez 572 (43,7 %) de ces
patients, alors que la recherche d’autres mutations aux positions R132 du gene IDH1
et R172 du gene IDH2 par séquencage a permis d’identifier 68 cas additionnels

(5,2 %). Considérant le nombre total de cas ol une mutation a été détectée dans un
gene IDH par les 2 techniques, soit 640 cas, les analyses par IHC et par séquencage
ont respectivement contribué a détecter 89 % et 11 % des mutations aux positions
R132 du géne IDH1 et R172 du géne IDH2. Comme l'illustre le tableau 6, ces
mutations ont été détectées plus fréquemment chez les patients atteints de gliomes
de grade Il (77 %) et de grade Il (66 %) que chez les patients atteints de tumeurs de
grade IV (9 %).

Tableau 6 Distribution histologique des mutations d’un géne IDH dans les cas de
gliomes diffus

SOUS-TYPE N IDH1 R132H AUTRElSj I\“I’I ggﬁ;g:? RaEe IDH1 ET IDH2
HISTOLOGIQUE | (1307) (IHC) (SEQUENCAGE) (%)
Grades Il (total) 438 299 39 338 (77)
Al 61 41 3 44 (72)
oll 243 172 25 197 (81)
OAIl 134 86 11 97 (72)
Grades Ill (total) 394 233 26 259 (66)
Al 33 13 4 17 (52)
ol 220 145 12 157 (71)
OA Il 141 75 10 85 (60)
Grades IV (total) 475 40 3 43 (9)
GBM 354 26 2 28 (8)
GBMO 121 14 1 15 (12)

Sigles et abréviations : A : astrocytome; GBM : glioblastome; GBMO : glioblastome d’aspect oligodendroglial; IHC :

immunohistochimie; O : oligodendrogliome; OA : oligoastrocytome

* Correspond aux mutations a la position R132 dans le géne IDH1, autres que R132H, et aux mutations a la position
R172 dans le géne IDH2.

Indépendamment du profil de mutation des genes IDH, les médianes de survie
globale étaient moindres dans les cas de gliomes de grades plus élevés (voir le
tableau 7). Toutefois, relativement a chacun des grades I, lll et IV, Wang et ses
collaborateurs [2014] ont montré qu’une mutation dans un géene IDH est associée a
une survie globale significativement plus longue, comparativement a I'absence de
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mutation, et ce, de fagon plus marquée dans les cas de tumeurs de grades Il et lll
(voir le tableau 7). Concernant la survie sans progression, des données similaires ont
été rapportées (voir le tableau 8).

Tableau 7 Médianes de survie globale des patients atteints de gliomes en fonction
du profil de mutation des génes IDH

GRADE DES PRESENCE D’'UNE MUTATION DANS UN GENE IDH
GLIOMES NON EVALUEE | POSITIVE | NEGATIVE' VALEUR P
MEDIANES DE SURVIE GLOBALE (MOIS)
I 121,9 136,5 67,0 <0,0001
I 41,7 136,9 20,1 <0,0001
v 14,5 26,6 14,2 0,0004

*Survie déterminée chez 1 305 patients

5 Survie déterminée chez 1 047 patients ayant obtenu un résultat positif ou négatif

+
Valeur p calculée entre les médianes de survie globale des patients ayant obtenu un résultat positif
comparativement a un résultat négatif

Tableau 8 Meédianes de survie sans progression des patients atteints de gliomes
en fonction du profil de mutation des génes IDH

GRADE DES PRESENCE D’UNE MUTATION DANS UN GENE IDH
GLIOMES NON EVALUEE | POSITIVEE | NEGATIVE' VALEUR P’
MEDIANES DE SURVIE SANS PROGRESSION (MOIS)
I 38,8 41,3 28,5 0,0363
i 19,5 31,9 10,4 <0,0001
IV 8,2 10,0 8,1 0,0008

*Survie déterminée chez 1 305 patients

5 Survie déterminée chez 1 047 patients ayant obtenu un résultat positif ou négatif

Valeur P calculée entre les médianes de survie sans progression des patients ayant obtenu un résultat positif
comparativement a un résultat négatif

Wang et ses collaborateurs [2014] ont réalisé une analyse multivariée de survie au
moyen d’une régression de Cox en considérant les covariables suivantes : les
mutations dans un géne IDH, la délétion P16, la codélétion 1p/19q, 'étendue de la
chirurgie, I'indice de Karnofsky et I’dge au moment du diagnostic. Les auteurs
rapportent que la présence d’'une mutation dans un géne IDH est associée a une
réduction de 64 % du risque de décés (RRI: 0,36 [IC95 % : 0,25 a 0,52]; p < 0,0001) et
de 53 % du risque de progression de la tumeur (RRI : 0,47 [IC95 % : 0,35 a 0,63];

p < 0,0001).




4.3

4.4

Valeur thérapeutique

Aucune étude n’a été retenue sur ce sujet parce que la recherche de mutations dans
les génes IDH1 et IDH2 n’a pas pour objectif de prévoir la réponse a un traitement ou
d’en évaluer |'efficacité.

Validité analytique

Perizzolo et ses collaborateurs [2012] ont décrit une méthode d’analyse par
SNaPshot“' pour la détection des principales mutations d’/DH1 R132 et d’IDH2 R172
dans les gliomes. Les auteurs ont utilisé 3 amorces de mini-séquencage, soit 2 ciblant
la position R132 dans le géne IDH1 et une ciblant la positionR172 du géne IDH2. La
méthode a été testée a I'aveugle sur 32 échantillons archivés contenant plus de 50 %
de cellules cancéreuses et dont le génotype avait préalablement été déterminé par
séquencage de type Sanger. La concordance entre les génotypes déterminés par
SNaPshot" et par Sanger était de 100 %. Par la suite, 57 échantillons additionnels,
principalement des cas de glioblastome primaire, ont été testés par SNaPshot“'. Au
total, 11 mutations ont été détectées (9 R132H et 2 R132S dans IDH1; 0 R172 dans
IDH2).

Afin de déterminer le seuil de détection de la méthode SNaPshot"', un titrage des
amplicons PCR a été effectué de maniére a réduire progressivement la concentration
des alleles mutants. La méthode SNaPshot“'“ a présenté un seuil de détection variant
de 2,5 % a5 % d’alleles mutants. La figure 2 présente la comparaison entre
I'électrophorégramme issu de la méthode SNaPshot"“ et celui issu du séquengage. La
présence d’une mutation est détectée dans une proportion de 10 % par la méthode
SNaPshot"' tandis qu’elle disparait dans le bruit de fond lors du séquencage de type
Sanger.
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Figure 2 Comparaison de I’électrophorégramme obtenu par la méthode
SNaPshot"'“ et par séquencage

Allele mutant R132H présent a A) 60 %; B) 40 %; C) 20 %; D) 10 %

Figure adaptée de Perizzolo et al., 2012.

Les alleles d’IDH1 et d’IDH2 les plus fréquemment détectés (R132, R132H, R132C,
R132L, R132S, R132G et IDH2 R172, R172M) ont été créés par mutagénéese dirigée et
utilisés pour valider la méthode. Un échantillon témoin a été créé en incorporant
tous les alléles dans un méme tube. La méthode a été testée sur cet échantillon
témoin dilué 1 000 fois. L’électrophorégramme obtenu a la suite de la réaction par
SNaPshot"“'“ a permis de visualiser tous les alléles mutants (voir la figure 3).

Figure 3 Electrophorégramme d’une réaction par SNaPshot"' obtenu a partir
d’un échantillon témoin constitué de tous les alléles dilués, mutants ou
non

I a0 T a8 52

[al G - wr] |al T - R1328]

al C - R132G

al A - R132C

[aic - wTlal T - R132H]

al A -RI132L

al T-R172M

Figure tirée de Perizzolo et al., 2012.
Abréviations : al : allele; WT : wild type (de type sauvage)
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4.5 Données fournies par le demandeur
Sensibilité et spécificité
La méthode proposée par le demandeur pour déterminer le génotype des positions
R132 d’'IDH1 et R172 d’IDH?2 s’inspire de la méthode de mini-séquencage par
réactions multiplexes publiée par Perizzolo [2012]. Des modifications mineures quant
au nombre et a la longueur des amorces ont été apportées. Notamment, la méthode
proposée utilise 5 amorces au lieu de 3, couvrant ainsi 2 des 3 nucléotides de la
position R132 d’/IDH1 et les 3 nucléotides de la position R172 d’'IDH2.
L’efficacité de I'analyse par la méthode SNaPshot"'“ a été évaluée a I'aide de
30 échantillons dont le génotype avait préalablement été évalué par séquencgage de
type Sanger. Parmi les 15 échantillons comportant une mutation, 9 ont
préalablement été analysés par séquencage de type Sanger dans un autre laboratoire
et 3 étaient des échantillons témoins commerciaux de 2 concentrations différentes
(5 % et 50 %). Concernant les échantillons non-mutés, 14 ont préalablement été
analysés par Sanger et 1 était un échantillon témoin commercial. Globalement, le
mini-séquencgage des positions R132 d’'/DH1 et R172 d’IDH2, proposé par le
demandeur, a permis de détecter toutes les mutations préalablement détectées par
séquencage de type Sanger (concordance de 100 %)*.

Quantité minimale d’ADN

La quantité minimale d’ADN nécessaire a la détection d’une mutation par
SNaPshot"' a été déterminée en réalisant des dilutions en série de 20 ng 40,2 ng
d’ADN provenant d’un échantillon témoin commercial de R132H contenant 50 % de
cellules tumorales. Le seuil de détection d’ADN minimal obtenu est de 2,5 ng. Aucun
pic (présence ou absence de mutation) n’est observé a 0,14 ng d’ADN.

Robustesse
A partir de 2,5 ng et jusqu’a 50 ng d’ADN, le ratio d’intensité entre les pics de
fluorescence des alléles, mutants ou non, est conservé, soit 1,16 +0,17.

Limite de détection
La limite de détection des mutations dans un géne IDH a été évaluée a I'aide de
3 échantillons témoins commerciaux (R132H, R132C, R172K) et 3 échantillons
cliniques comportant une mutation (R132G, R132S, R172M). Les concentrations
d’ADN nécessaires a la détection d’une mutation dans les échantillons sont :

e 2,5% (R132H, R172K);

e 5% (R132C, R132G, R132S, R172M).

Reproductibilité

L’évaluation de la reproductibilité de la méthode SNaPshot"' a été réalisée en
double, sur 3 jours, par des techniciens différents et a I'aide de lots de réactifs
différents; 1 échantillon témoin non-muté et 2 échantillons témoins comportant une
mutation (R132H) a 50 % et a 5 % ont été utilisés. Aucune différence significative n’a
été observée entre les différentes répétitions et le ratio a été conservé entre les
différents essais concernant les échantillons comportant une mutation. Dans le cas

* Information tirée du « Rapport de validation pour le test de détection de mutations dans les genes IDH1 et IDH2 », rédigé par
Andrea Gomez, Ph. D., et révisé par la D" Marie-Christine Guiot en septembre 2015.
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de I'échantillon non-muté, seuls les pics des ddNTP sans mutation ont été détectés
(voir le tableau 9).

Tableau9 Reproductibilité des analyses par la méthode SNaPshot"'c

FRACTION DE L’ALLELE
MUTANT RATIO" ECART TYPE
(%)
50 1,19 0,09
5 0,12 0,06
0 (sans mutation) 0 0

* Ratio : hauteur du pic de fluorescence du ddNTP indiquant une mutation par rapport a la hauteur du pic de
fluorescence du ddNTP indiquant I'absence d’une mutation

Comparaison de la méthode SNaPshot" et de la méthode par immunohistochimie

Des tests de comparaison entre la méthode SNaPshotV et la méthode par IHC ont
été effectués en paralléle 3 'aide de 67 échantillons. La méthode SNaPshotV“ a
permis de détecter les 34 échantillons positifs par IHC (IDH1 R132H) en plus de

6 échantillons additionnels contenant des mutations autres que R132H dans le gene
IDH1 (voir le tableau 10). Des analyses par séquencgage ont été réalisées sur 24 de ces
échantillons, permettant de contre vérifier 5 mutations R132H dans le gene IDH1, 5
mutations autres que celle-ci et 14 échantillons négatifs.

Tableau 10 Concordance entre la méthode SNaPshot"" et la méthode par
immunohistochimie

a MC ANALYSE « IDH1 R132H » PAR IMMUNOHISTOCHIMIE
METHODE SNAPSHOT POSITIFS NEGATIFS
Positifs 34 (R132H) 6
Négatifs 0 27 (saf's
mutation)

* Mutations autres que R132H dans le géne IDH1: R172K, R132C, R172M, R132G, R132S validées par séquengage et
1 mutation R132C non validée

Depuis l'instauration de I'analyse en 2014, le laboratoire de biologie moléculaire du
CUSM a analysé 20 échantillons, parmi lesquels 11 contenaient des mutations d’un
géne IDH (voir le tableau 11).

Tableau 11 Résultats des analyses par SNaPshot"'“ réalisées au CUSM

RESULTATS PAR RESULTATS POSITIFS ) ,
IMMUNOHISTOCHIMIE PAR SNAPSHOTY® MUTATIONS DETECTEES
9 négatifs 5 R172K
1 positif 1 R132H
, R132H, R132G,
10 non analysés 5 R172K




5

IMPACTS BUDGETAIRES

L'analyse d’impact budgétaire prend en considération les co(ts directs associés a
I'introduction au Répertoire québécois et systeme de mesure des procédures de
biologie médicale de I'analyse permettant la détection de mutations dans les génes
IDH1 et IDH2 par SNaPshot™ . L’évaluation des colts est présentée dans le
tableau 12 et repose sur les éléments suivants :
e Selon le demandeur, 120 analyses sont prévues pour le Québec au cours de
chacune des 3 premieres années suivant I'introduction du test au Répertoire.
e (Ces analyses représentent 100 % des analyses prévues pour le Québec.
e lLavaleur pondérée (VP) proposée par le demandeur est de 155,71.

Tableau 12 Codts directs associés a I'introduction au Répertoire de I’analyse
permettant la detection de mutations dans les génes IDH1 et IDH2 par

SNaPshot“'®
AN 1 AN 2 AN 3 TOTAL
Nombre prévu d’analyses 120 120 120 360
Co(t si introduction de
I'analyse 18685 S 18685 S 18685S 56 055 $

En tenant compte de I'ensemble de ces considérations, les colts directement
associés a l'introduction au Répertoire de I'analyse permettant la détection de
mutations IDH1 et IDH2 par SNaPshot"' sont estimés a prés de 18 700 $
annuellement.

6 ENJEUX ORGANISATIONNELS, ETHIQUES, SOCIAUX ET JURIDIQUES

La classification actuelle des tumeurs cérébrales, soit celle de 'OMS (2007), qui
repose sur des criteres histopathologiques, est en pleine évolution. Une refonte de
cette classification, attendue en 2016, devrait s’appuyer davantage sur des
marqueurs moléculaires tels que la codélétion des chromosomes 1p/19q,
I’expression d’ATRX et la présence de mutations ponctuelles dans les genes IDH1 et
IDH2 [Louis et al., 2014].

7 POSITIONS OU ORIENTATIONS DES PRINCIPALES ORGANISATIONS

CONCERNANT L’ANALYSE EVALUEE

Le National Comprehensive Cancer Network (NCCN) a publié, le 5 janvier 2015, une
mise a jour de son guide de pratique clinique en oncologie concernant les tumeurs
du SNC [NCCN, 2015]. Les membres du NCCN ont discuté du réle des genes IDH1 et
IDH2 dans les cas de gliomes de bas grade. Les mutations dans un géne IDH sont
communes chez ces patients et sont rapportées comme un marqueur significatif de
bon pronostic. Toutefois, le NCCN ne recommande pas de test de routine visant la
détection des mutations dans un gene IDH, parce que leur incidence sur le
traitement des patients n’est pas encore clairement établie.
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Le Joint Guidelines Committee a formé un groupe de travail dont le mandat était de
réviser la littérature existante sur le diagnostic neuropathologique des gliomes diffus
de bas grade. Le groupe recommande de vérifier par IHC I'expression d’une mutation
R132H dans tous les cas de gliomes diffus de bas grade. Toutefois, comme 10 % a

20 % des mutations touchent d’autres positions nucléotidiques, il ne faut pas
supposer que les résultats négatifs en IHC confirment une absence de mutation. Une
stratégie couramment utilisée consiste a poursuivre la recherche des autres
mutations dans un géne IDH par séquencage a la suite d’un résultat négatif en IHC
[Cahill et al., 2015].

L'European Society of Medical Oncology (ESMO) a publié, en 2014, un guide de
pratique clinique sur le diagnostic, le traitement et le suivi des patients atteints de
gliomes de grades lll et IV. Les mutations dans les génes IDH1 et IDH2 y sont décrites
comme des marqueurs moléculaires typiques des gliomes de bas grade et leur
recherche est considérée comme une norme de pratique clinique. Lorsqu’elles sont
présentes dans une lésion de haut grade, les mutations dans un gene IDH indiquent
I’évolution d’une lésion de bas grade (glioblastome secondaire) [Stupp et al., 2014].
Le College of American Pathologist (CAP) a introduit, en 2013, un programme de
contrdle de qualité d’analyse des gliomes qui comprend la méthylation du promoteur
du gene MGMT, la détection des mutations dans les genes IDH1 et IDH2 ainsi que la
délétion 10q (géne PTEN). Les laboratoires certifiés par le CAP sont audités deux fois
par année relativement a ces analyses™’.

8 SYNTHESE DE L’EVALUATION

Afin de préciser le diagnostic des patients atteints d’un gliome, une analyse en
immunohistochimie (IHC) permet de détecter la mutation R132H dans le gene IDH1.
Toutefois, cette analyse ne permet de détecter que 90 % des mutations dans un géne
IDH qui sont pertinentes. Une analyse par SNaPshot"'“ permet de détecter les
mutations que I'lHC ne permet pas de détecter.

La présence d’une mutation dans un gene /IDH dans les cas de tumeur cérébrale
constitue un marqueur diagnostique a la fois sensible (92 %) et spécifique (100 %)
relativement aux gliomes diffus.

Lorsgu’elle est présente chez un patient atteint d’un gliome, une mutation dans un
gene IDH constitue aussi un marqueur de bon pronostic. Elle est associée a une
réduction du risque de déces variant de :

o 41 % a 55 % chez les patients atteints d’un gliome de grade Il;

o 73 % a 81 % chez les patients atteints d’un gliome de grade IlI;

o 46 % a 61 % chez les patients atteints d’un gliome de grade IV.
Cette réduction du risque de déces se traduit par une espérance de vie variant selon
la présence ou I'absence d’'une mutation dans un géne IDH chez les patients atteints
d’un gliome. La présence d’'une mutation dans un géne IDH est prédictive d’un gain
de survie de :

e 70 mois chez les patients atteints d’un gliome de grade Il;

*® |nformation tirée du site Web GLIOMA - GLI du College of American Pathologists, disponible 2 :
https://estore.cap.org/OA HTML/ibeCCtpltmDspRte.jsp?section=10202&item=344606&sitex=10020:22372:US (consulté le 9 février
2016).
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e 117 mois chez les patients atteints d’un gliome de grade Il;
e 12 mois chez les patients atteints d’un gliome de grade IV.

La refonte de la classification actuelle des tumeurs cérébrales, attendue en 2016,
devrait s’appuyer davantage sur des marqueurs moléculaires tels que les mutations
dans un gene IDH.

Le National Comprehensive Cancer Network (NCCN) reconnait la valeur pronostique
des mutations dans un gene IDH chez les patients atteints de gliomes.

Le Joint Guidelines Committee recommande la détection de la mutation R132H dans
le géne IDH1 par IHC, mais il reconnait qu’un résultat négatif ne permet pas de
conclure a I'absence d’'une mutation dans un géne /DH.

Selon I'European Society of Medical Oncology (ESMO), les mutations dans les genes
IDH constituent des marqueurs moléculaires pertinents et le recours au séquencage
est également pertinent lorsqu’un résultat a I’analyse « IDH1 R132H » par IHC est
négatif.

Le College of American Pathologists (CAP) a instauré, en 2013, un programme de
controle de qualité s’appliquant aux mutations dans un géne /DH.
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RECOMMANDATION DE L’INESSS

Détection de mutations dans les genes IDH1 (R132) et IDH2
(R172) par la méthode SNaPshotMc

La recommandation de I'INESSS
\/ Introduction de I'analyse dans le Répertoire
O Refus d’introduction de I’'analyse dans le Répertoire
O maintien de I’'analyse dans le Répertoire

O Retrait de I"analyse du Répertoire

Précisions accompagnant la recommandation

v" L’analyse proposée répond a un besoin clinique qui n’est pas couvert
actuellement par le Répertoire.

v" L’analyse est complémentaire & I'immunohistochimie.

v" Les données locales de validation sont détaillées et ont été jugées suffisantes.
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ANNEXE A

Description des méta-analyses sur la valeur pronostique des
mutations dans les genes IDH1 et IDH2 chez les patients atteints

d’un gliome diffus

. A GRADE DATES DES
META- N ETUDES - BIAIS DE
MARQUEURS DES ETUDES MESURES
ANALYSE (N PATIENTS) GLIOMES INCLUSES PUBLICATION
Xia et al.,
5015 55 (9 487) IDH1, IDH2 I, 1, v 2009-2014 SG, SSP Absent
Zouetal.,
2103 12 (2 190) IDH1, IDH2 I, 1, v 2009-2012 SG, SSP Absent
Sunetal.,
10 (937) IDH1, IDH2 Il 2009-2012 SG Absent
2013
174 (14 678); 39 différents
Thuy et al.,
5015 7 sur IDH1 (dont IDH1 et v 2009-2010 SG n. d.
(1114) IDH2)
Daietal.,
20 (3 464) IDH1 v 2008-2014 SG Absent
2016
Cheng et
9 (1669) IDH1 v 2009-2013 SG Absent
al., 2013

Abréviations

:n. d.: non déterminé; SG : survie globale; SSP : survie sans progression
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STRATIFICATION PRONOSTIQUE DES LEUCEMIES
MYELOIDES AIGUES PAR SEQUENCAGE DE
NOUVELLE GENERATION - PANEL DE GENES
(REFERENCE - 2015.01.003)

Avis d’évaluation

1 INFORMATION GENERALE
1.1 Demandeur : Hopital Maisonneuve-Rosemont
1.2 Date de transmission de I’avis au ministre : 2 mai 2016

1.3 Date de publication de I’avis : 30 juin 2016

Mise en garde

Le présent avis est fondé sur I'information 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.

Conflit d’intéréts

Le D' Lambert Busque et la D™ Annie-Claude Labbé n’ont pas participé aux délibérations
et se sont retirés au moment de formuler la recommandation.

Lecture externe et accompagnement scientifique

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

Aux fins de la validation de cet avis, les experts consultés sont le D" Olivier Larochelle,
hémato-oncologue au CHU de Québec, et le D" Sébastien Lévesque, médecin généticien
au Centre hospitalier universitaire de Sherbrooke (CHUS).

2 ANALYSE ET TECHNIQUE EVALUEE

2.1 Nom de I'analyse

Stratification pronostique des leucémies myéloides aigués (LMA) par séquencgage de
nouvelle génération - panel de génes

2.2 Description bréve de I’analyse et précisions techniques et cliniques

Le séquencage de nouvelle génération (SNG) désigne les différents systemes de
séquencage qui permettent d’obtenir la séquence de plusieurs génes simultanément.
Cette technologie est caractérisée par un rendement de lecture tres élevé,
comparativement a la méthode de séquencage classique, soit le séquencage de
Sanger. Le SNG est réalisé en trois étapes principales, soit la préparation de ’ADN
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génomique et de la librairie (ADN fragmenté), le séquencage et I'analyse des
variants. Lorsqu’une méthode d’analyse par panel de génes est utilisée, un
enrichissement des régions d’intérét est nécessaire avant de procéder au séquencage
proprement dit.

Plusieurs systemes de SNG utilisant des technologies et des chimies différentes sont
offertes sur le marché. Dans le cas de I'analyse proposée, le systeme lon Torrent™®
PGM®! (Life Technologies) servira a réaliser la stratification pronostique des LMA par
SNG. La recherche de mutations et la détermination de la fréquence allélique des
variants (FAV) seront effectuées a 'aide du panel de génes lon AmpliSeq"'“ AML (Life
Technologies). Ce dernier compte 19 génes>’, dont 9 seront analysés aux fins de la
stratification pronostique des LMA, soit TET2, IDH2, ASXL1, FLT3, NPM1, CEBPA
biallélique, RUNX1, KIT et TP53. Parmi ces geénes, 6 figurent déja dans le Répertoire
québécois et systéme de mesure des procédures de biologie médicale (FLT3, NPM 1,
CEBPA biallélique, RUNX1, KIT, TP53) et 3 s’y ajouteraient (TET2, IDH2, ASXL1).

La technique de séquencage utilisée par le systéme lon Torrent"'“ PGM®, aussi
appelée séquencage par semiconducteur, consiste d’abord a construire une librairie
a partir d’'un produit de réaction en chaine par polymérase ou PCR (sigle de I’anglais
polymerase chain reaction) de 200 paires de bases (pb). Par la suite, I’enrichissement
des régions d’intérét est réalisé par une PCR en émulsion au cours de laquelle un brin
d’ADN complémentaire a chacun des brins de la matrice, préalablement fixé a une
bille, est synthétisé. Les ions H' relargués au moment de la synthése du brin
complémentaire sont détectés par un capteur qui mesure le pH dans chacun des
puits. La variation de pH permet de déterminer si un ou plusieurs nucléotides ont été
ajoutés. Toutes les séquences ainsi obtenues sont par la suite assemblées et alignées
contre une séquence de référence.

L’analyse des variants détectés est effectuée a I'aide de logiciels utilisant des
parametres et des filtres bien définis. L’appel des bases (en anglais base calling) est
réalisé par Torrent Browser et plusieurs logiciels seront utilisés pour poursuivre
I'analyse™. Les paramétres utilisés pour réaliser 'analyse des variants sont ceux mis
au point par les membres du consortium du panel AmpliSeq"'“ AML. Le seuil minimal
concernant la profondeur de lecture est de 500x. Le critére de qualité est établia 20
ou plus. Une fois les variants obtenus, ils sont filtrés, comparés entre eux pour en
éliminer les faux positifs, interprétés et caractérisés selon I'algorithme élaboré par
I’American College of Medical Genetics (ACMG) (Annexe A). Les mutations reconnues
et rapportées dans la littérature ne seront pas validées. Toute nouvelle mutation non
répertoriée sera confirmée par une seconde technique (séquencage Sanger, sonde
TagMan ou analyse de la longueur des fragments d’ADN).

*1 PGM : Personal Genome Machine.

2 Les 19 genes du panel lon AmpIiSeq'VIc AML de Life Technologies sont les suivants: CEPBA, DNMT3A, GATA2, TET2, TP53, ASXL1,
BRAF, CBL, FLT3, IDH1, IDH2, JAK2, KIT, KRAS, NPM1, NRAS, PTPN11, RUNX1 et WTL.

%% Information tirée du site Web de EM BL-EBI, lon Torrent: Proton / PGM sequencing, disponible a :
https://www.ebi.ac.uk/training/online/course/ebi-next-generation-sequencing-practical-course/what-next-generation-dna-
sequencing/ion-torre (consulté le 21 mai 2015).

> Les logiciels lon Reporter (Life Technologies) et le systéme Galaxy avec les outils FASTQ, TopHat2, BWA et Haplotype Caller (outil
d’analyse de variants de I'ensemble GATK) seront utilisés.
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2.3 Modalités d’administration du test

Le préléevement d’un échantillon de moelle osseuse ou de sang”” est effectué le plus
souvent chez un patient hospitalisé, parfois en clinique externe ou au service des
urgences. L’échantillon est ensuite acheminé au laboratoire de diagnostic
moléculaire ou I’ADN génomique est préparé et le SNG est effectué. Le rapport validé
est transmis a I’équipe de soins qui oriente les traitements selon la catégorie de
risque a laquelle appartient le patient (voir la section 3.2). Un algorithme
d’interprétation des résultats de séquencage relatifs a la LMA sera utilisé par le
centre demandeur (Annexe B).

Le temps de réponse estimé est de 15 a 20 jours ouvrables. Si les renseignements
cliniques disponibles exigent I'obtention urgente des résultats, il est possible de
réaliser I’analyse dans un court délai (5 jours ouvrables). Dans un tel cas, seuls
I’échantillon urgent ainsi qu’un échantillon témoin (controle de qualité interne)
seront analysés.

2.4 Société ou concepteur
Life Technologies
2.5 Statut d’homologation (Santé Canada, FDA)

Le systéeme de séquencage lon Torrent"' PGM (Life Technologies) a été approuvé par
la Food and Drug Administration (FDA) aux Etats-Unis pour un usage en diagnostic
clinique.

Le panel lon AmpliSeq"'“ AML (Life Technologies) est une trousse congue pour la
détection des mutations somatiques dans les cas de LMA. Cette trousse est offerte
depuis juin 2014 a des fins de recherche®.

2.6 Valeur pondérée

Coult de I'analyse de 9 genes par SNG
1) 810 $ (groupe de 4 échantillons de patient et échantillons témoins>’);
2) 20405 (1 échantillon et 1 échantillon témoin).

3 CONTEXTE
3.1 Patients ciblés

Les nouveaux cas de LMA admissibles a une greffe de cellules souches
hématopoiétiques parmi les patients agés de 65 ans et moins.

3.2 Description de la maladie visée

La leucémie myéloide aigué (LMA) est une hématopathie maligne hétérogéne
caractérisée par I'expansion clonale de cellules myéloblastiques dans le sang, la
moelle osseuse ou dans d’autres tissus. Il s’agit de la forme la plus commune de
leucémie aigué chez les adultes. L’age médian est de 67 ans au moment du diagnostic

> Un échantillon sanguin peut é&tre utilisé si la proportion de blastes est suffisamment élevée, soit 90 % (information fournie par le
demandeur).

*® |’information est tirée du site Web de AmpliSeq, disponible 2 : https://www.ampliseq.com/ (consulté le 15 juin 2015).

%7 Echantillon témoin : échantillon préalablement analysé par séquencage dans lequel un ou plusieurs variants ont été détectés.
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[NCCN, 2015]. Certains cas de LMA sont dits de novo (ou primaires) et d’autres
peuvent étre consécutifs aux traitements de chimiothérapie ou de radiothérapie.

L’analyse cytogénétique d’un échantillon de moelle osseuse permet de révéler le
caryotype ainsi que les anomalies les plus courantes des cellules tumorales et
d’établir le diagnostic de la LMA [NCCN, 2015]. Le caryotype peut étre normal,
favorable ou défavorable. La pertinence pronostique des anomalies cytogénétiques a
mené a I'adoption d’un consensus sur la stratification du risque déterminée a partir
du caryotype montrant des différences significatives sur le plan de la survie globale
[Slovak et al., 2000] (Tableau 1).

Tableau1l Catégories de risque déterminées a partir de I’analyse du caryotype

CLASSIFICATION REPARTITION DES CATEGORIE DE SURVIE GLOBALE
CYTOGENETIQUE CAS RISQUE A 3 ANS
Caryotype favorable’ 10,6 % Favorable 58 %
Caryotype normal 44,7 % Intermédiaire 1
Caryotype avec 36 %
anomalies a risque 24,1 % Intermédiaire 2
intermédiaire
Caryotype défavorable 20,6 % Défavorable 11%

Source : Grossmann et al., 2012; Patel et al., 2012; Déhner et al., 2010.

* Les leucémies a caryotype favorable se caractérisent par la présence de deux réarrangements spécifiques des
geénes CBF (sigle de I'anglais core binding factor) : les translocations inv(16) ou t(8;21). Comparativement aux
autres groupes de risque, les patients atteints de LMA-CBF sont considérés a risque favorable en raison de
leurs taux de rémission et de survie élevés [Paschka et Déhner, 2013].

Bien que I'analyse du caryotype permette de dépister rapidement les patients « a
risque favorable » ou « a risque défavorable », des analyses additionnelles sont
requises afin d’obtenir une stratification plus fine du risque. Ainsi, I’évaluation du
profil mutationnel des genes FLT3, NPM1, CEBPA et KIT peut contribuer a préciser le
pronostic et a orienter le traitement [NCCN, 2015], particulierement dans le cas de
patients qui présentent un caryotype normal, chez lesquels on rapporte la fréquence
de mutations la plus élevée [Grossmann et al., 2012].

Chez les patients atteints de LMA, 45 % a 48 % ont un caryotype normal [Grossmann
et al., 2012; Byrd et al., 2002], lequel est associé a un risque intermédiaire
[Grimwade et al., 2010; Byrd et al., 2002]. La catégorie de risque cytogénétique

« intermédiaire » constitue le groupe le plus hétérogene parce qu’elle comprend la
LMA a caryotype normal (LMA-CN) et les LMA ou les anomalies ne sont considérées
ni a risque défavorable, ni a risque favorable [NCCN, 2015].

Nombre de patients visés

En moyenne, 120 nouveaux patients atteints de LMA se présentent chaque année au
centre demandeur, ce qui représente environ le quart de tous les cas au Québec.
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3.4 Spécialités médicales concernées
Hématologie, génétique, hématologie-oncologie
3.5 Données médico-administratives

Les données du ministere de la Santé et des Services sociaux (MSSS) sur la valeur
pondérée (VP) et le volume d’activités concernant les analyses incluses dans le
Répertoire québécois et systéeme de mesure des procédures de biologie médicale qui
seront remplacées par le SNG sont présentées dans le tableau 2, y compris I'analyse
du géne FLT3, laquelle sera complémentaire. Ces analyses sont présentement
réalisées par PCR ou par séquencage direct. Les données sur les volumes d’activités
concernant I'analyse des génes RUNX1 et TP53 ne sont pas disponibles actuellement,
parce que I'introduction de ces analyses dans le Répertoire est récente.

Tableau2 Données médico-administratives sur les analyses incluses dans le
Répertoire québécois et systeme de mesure des procédures de biologie
médicale concernant I'année 2014-2015

GENE CODE P:)/ﬁlleELI;iE VOLUME ANNUEL" B:JNI;:éEI);'I,:ICREET
NPM1 60171 102 246 25092 S
NPM1 exon 12 20075 126 19 23948
CEBPA 60166 234 127 297185
KIT exon 12 21021 125 4 500$
FLT3-ITD 20992 73 568 41464 S

* Le volume annuel présenté est la somme du volume annuel d’activités des centres hospitaliers qui utilisent ce code
d’analyse biomédicale.

TLl’incidence budgétaire est calculée en multipliant le volume annuel par la valeur pondérée.
3.6 Bréve description de la situation actuelle

La détermination de la catégorie de risque reposait auparavant sur I'analyse du
caryotype et constituait un facteur prédictif significatif de la réponse au traitement
[Slovak et al., 2000]. Les anomalies chromosomiques constituaient les indicateurs
pronostiques les plus fiables relativement a I'atteinte d’une rémission compléte®,
d’un risque de rechute ou de la survie a long terme chez les adultes atteints de LMA.
Actuellement, la détermination du profil mutationnel (réarrangements et mutations
ponctuelles) de certains genes associés a la LMA, de concert avec I'analyse du
caryotype, permet une meilleure stratification pronostique des LMA [Dohner et al.,
2010].

En effet, I'analyse du profil mutationnel et des déreglements de I'expression des
genes a permis de mieux comprendre la diversité génétique dans les divers groupes

%8 On parle de rémission compléte lorsqu’aucune cellule cancéreuse ne peut étre détectée dans 'organisme, qu’aucune tumeur ne
peut étre détectée a I'examen clinique ou par des techniques d’imagerie, ou qu’aucune anomalie ne peut étre détectée dans la
moelle osseuse, le sang ou les urines. Information tirée du site Web « Rémission, guérison » de I'Institut national du cancer (France),
disponible a : http://www.e-cancer.fr/cancerinfo/les-cancers/le-cancer-chez-lI-enfant/la-remission-la-guerison (consulté le 15 juin
2015).
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3.7

cytogénétiques, en particulier dans le groupe hétérogene de patients atteints de
LMA-CN [Schlenk et al., 2008].

L’analyse du profil mutationnel des genes associés a la LMA est généralement
réalisée par une PCR et un séquencage direct de type Sanger. Etant donné le nombre
grandissant de genes ayant une signification pronostique, le SNG est davantage
utilisé en clinique. Le séquencgage de Sanger ainsi que les autres techniques
employées demeurent tout de méme utiles a la confirmation de certaines mutations
non répertoriées. Toutefois, la sensibilité du séquencage de Sanger est limitée
(généralement 15 % a 25 %) concernant les mutations somatiques, comparativement
au SNG. Les techniques ayant recours a la PCR en temps réel (qPCR) demeurent
néanmoins les plus sensibles (de I'ordre de 0,2 %), mais ne permettent de détecter
gue quelques mutations spécifiques a la fois par rapport au trés grand nombre de
mutations que le SNG permet de détecter [Hughes et al., 2006].

Bréve description des avantages allégués de I’analyse proposée

La stratification pronostique de base, établie a partir de I'analyse cytogénétique des
cellules blastiques de la moelle osseuse ou du sang, ne permet pas a elle seule de
déterminer avec précision le pronostic (catégorie de risque) de tous les patients, en
particulier ceux qui n'ont pas d'anomalies chromosomiques apparentes (caryotype
normal). On attribue a ces patients un risque cytogénétique dit « intermédiaire », ce
qui ne permet pas de statuer sur les risques de rechute. Le séquencage d'un panel de
genes associés a la LMA permettra de préciser le pronostic de ces patients et, pour la
majorité des cas, de les reclasser dans les catégories de risque « favorable » ou

« défavorable », a la lumiere de leur profil mutationnel détaillé.

L’analyse du profil mutationnel de ces genes aura une répercussion directe sur les
patients, car ces derniers pourront ainsi obtenir un traitement adapté a la catégorie
de risque qui leur est attribuée. Selon le demandeur, les indications de greffe de
cellules souches varient en fonction de la catégorie de risque a laquelle appartient un
patient. A la suite d’une premiére rémission compléte, les patients « a risque
favorable » ne seront pas orientés vers la greffe en raison du risque plus faible de
rechute qu’ils présentent. Les patients qui présentent un risque élevé de rechute
seront mieux repérés et auront donc une meilleure chance de recevoir une greffe de
cellules souches au moment de leur premiére rémission compléete. Les patients dont
le pronostic est mauvais, c’est-a-dire qui n’ont aucune chance de guérison par la
chimiothérapie seule, pourront obtenir plus rapidement une greffe de cellules
souches, la ol leurs chances de guérison sont les meilleures. Concernant les patients
dits « a risque de complications », sils subissent une chimiothérapie intensive, la
présence d’'une mutation dite « défavorable » (p. ex. une mutation dans le gene
TP53) pourrait orienter le médecin vers une approche moins agressante, par exemple
un traitement palliatif, afin d’éviter de prescrire un traitement de chimiothérapie
toxique et inefficace.

La liste des genes ayant une signification pronostique dans les cas de LMA s’allonge
rapidement et rend le séquencage de Sanger de plus en plus colteux et complexe en
comparaison du SNG. L’analyse d’un panel de génes restreint et validé cliniquement
permettrait non seulement d’améliorer la précision du pronostic, mais également de
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réduire de facon importante les colts de séquencgage et de faire un usage plus
judicieux de la greffe de cellules souches.

L’analyse par SNG de 9 génes associés a la LMA a I'aide de la trousse lon AmpliSeq™'®
AML permettra de remplacer certaines analyses déja incluses dans le Répertoire
québécois et systéme de mesure des procédures de biologie médicale, soit la
recherche de mutations dans les genes NPM1 (code 65150), CEBPA (code 65098) et
KIT (code 65180), qui sont actuellement réalisées par PCR ou par séquencage direct.
L’analyse des genes RUNX1 (code 65120) et TP53 (code 65122), qui a fait récemment
I’objet d’'une recommandation d’introduction dans le Répertoire par I'INESSS, est
également couverte par le panel lon AmpliSeq“' AML. La recherche de longues
insertions dans le géne FLT3 (FLT3-ITD®) (code 65088) sera faite par PCR, et sera
complémentaire au SNG®. Lanalyse des génes TET2, IDH2 et ASXL1 (inclus dans le
panel), dans lesquels la recherche individuelle de mutations par séquencgage Sanger
est ardue et colteuse, répondrait a un besoin clinique qui n’est pas couvert
actuellement.

4 DONNEES PROBANTES

4.1

4.2

Valeur diagnostique

L'analyse par SNG du profil mutationnel des génes du panel LMA n’a pas pour
objectif de préciser ou d’établir un diagnostic, mais plutot de préciser le pronostic
préalablement établi a partir de I'analyse cytogénétique.

Valeur pronostique

La prise en charge d’un patient atteint de LMA varie en fonction de la catégorie de
risque a laquelle il appartient. Selon la classification des groupes de risque de
I’European LeukemiaNet (ELN), décrite dans I'annexe C du présent avis, I'analyse du
caryotype et des marqueurs moléculaires permet de déterminer si le recours a une
allogreffe de cellules souches hématopoiétiques a la suite d’'une premiére rémission
compléte est judicieux.

En général, les patients de la catégorie de risque « favorable » ne sont pas considérés
comme de bons sujets pour recevoir une greffe de cellules souches, contrairement a
ceux de la catégorie de risque « défavorable ». Par ailleurs, concernant les patients
qui ne présentent aucune anomalie du caryotype et qui font partie des catégories de
risque « intermédiaire 1 » (LMA-CN, excepté ceux inclus dans la catégorie

« favorable ») et « intermédiaire 2 », la réponse au traitement classique demeure
parfois insatisfaisante [Déhner et al., 2010]. Il s’agit d’un groupe de patients dont le
pronostic est hétérogeéne et concernant lequel la décision de proposer ou non une
greffe de cellules souches est difficile a prendre, malgré la détermination du profil
mutationnel des génes NPM1, CEPBA et FLT3 inclus dans le modéle de stratification
de I'ELN. L’ajout de nouveaux marqueurs moléculaires pourrait permettre de préciser

% Les codes mentionnés dans la présente section sont ceux de I'édition 2015-2016 [MSSS, 2015].

® FLT3-ITD : duplication interne en tandem (internal tandem duplication) du géne FLT3.

o L’analyse FLT3 incluse dans le panel lon AmpliSeq'® AML ne couvre pas le site d’insertion FLT3-ITD, une mutation déterminante a
des fins pronostiques. La détection de la présence ou de I'absence de FLT3-ITD devra donc, pour I'instant, étre effectuée séparément
par une PCR simple. Dés que la couverture de cette région sera incluse dans le panel, I'analyse FLT3-ITD du Répertoire (code 65088)
ne sera plus utile (information du D" Lambert Busque, communication écrite du 25 mai 2015).
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le pronostic d’un plus grand nombre de ces patients et, ultimement, d’offrir le
traitement approprié [Luthra et al., 2014; Patel et al., 2012].

TET2

L'effet pronostique des mutations dans les génes TET2 et IDH2 est controversé
[Grossmann et al., 2012]. Concernant le géne TET2, deux études de cohortes
rapportent un effet défavorable de mutations dans le gene TET2 (TET2+) [Weissmann
et al., 2012; Metzeler et al., 2011b] et trois études de cohortes n’ont pas rapporté
d’effet pronostique significatif associé a ces mutations [Damm et al., 2014; Gaidzik et
al., 2012; Nibourel et al., 2010] (Tableau 3). Les deux études ayant rapporté un effet
défavorable de TET2+ étaient constituées de cohortes de patients atteints de LMA-
CN (en majorité de novo) agés respectivement de 18 a 83 ans [Metzeler et al., 2011b]
et de 19,7 a 89,8 ans (age médian de 66,4 ans) [Weissmann et al., 2012]. Par contre,
deux des trois autres études qui n’ont rapporté aucun effet pronostique significatif
étaient constituées de cohortes ou I'age des patients était inférieur a 60 ans. On
observe également que I'effet pronostique peut varier selon la catégorie de risque
attribuée a partir de la classification de I'ELN. A cet égard, I’étude de Metzeler et ses
collaborateurs [2011b] a rapporté, d’une part, que I'effet de TET2+ était
significativement défavorable concernant le taux de rémission compléte chez les
patients de la catégorie de risque « favorable » et, d’autre part, que le statut TET2+
n’avait montré aucun effet sur la survie sans événement (SSE) a 3 ans et sur la survie
globale (SG) a 3 ans chez les patients de la catégorie « a risque intermédiaire »
[Metzeler et al., 2011b]. Un effet différentiel a également été rapporté dans I'étude
de Gaidzik et ses collaborateurs [2012] concernant le taux de rémission compléte.
Par ailleurs, un effet favorable significatif et confirmé par une analyse multivariée a
été observé concernant le taux de rémission compléte dans le groupe de patients de
la catégorie « intermédiaire 1 », contrairement a ce qui a été observé dans le groupe
de patients de la catégorie « a risque favorable ». De plus, I'effet pronostique de
TET2+ serait défavorable lorsqu’il est associé a la présence de duplications dans le
géne FLT3 (FLT3-ITD®?) [Damm et al., 2014]. Ainsi, I'effet pronostique de TET2+ serait
influencé par I'age, la catégorie de risque et la présence de FLT3-ITD.

Tableau 3 Effet pronostique des mutations somatiques du géne TET2
ISSUE CLINIQUE
MUTATIONS
. COHORTE P (MUTE C. NON-MUTE) EFFET
ETUDE N (AGE) DIAGNOSTIC DETECTEES . PRONOSTIQUE
(%) REM-C (%) SSE (%) SG (%)
Nibourel et 111 19/111
al, 2010 (15 2 69 ans) LMA de novo (17,1) n.d. n.d. n.s. Aucun
LMA de novo : cat. ELN
725 favorable : n. Aucun effet SSE
LMA-s et LMA- S.
783 gl et SG
Gaidzik et age médian: | 56/725 .
cat. ELN int.-1 n.s. n.s.
al., 2012 47,5 ans (7,7) Favorable pour
(18 4 60) cat. ELN : 90,0 % c. RC
a favorable : 155 66,2 % cat. ELN int.-1
int.-1:437 (RC=5,59 : !
défavorable : [ICa95%

®2 FLT3-ITD : duplication interne en tandem (internal tandem duplication) du géne FLT3.
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ISSUE CLINIQUE
MUTATIONS
. COHORTE s " (MUTE C. NON-MUTE) EFFET
ETUDE N (AGE) DIAGNOSTIC DETEOCTEES . PRONOSTIQUE
(%) REM-C (%) SSE (%) SG (%)
121 1,20 3 26,10]
p=0,03)
Aucun effet SSE
LMA-CN et SG
Damm et al., 215 LMA de novo: 13/215 s s ns
2014 (17a60ans) | 197 (6,0) ' (défavorable SSE
LMA-s : 18 et SG si associé a
FLT3-ITD)
LMA-CN de cat. ELN cat. ELN Défavorable
novo cat. ELN favorable : favorable: cat. ELN
Metzeler et 418 cat. ELN : 95/418 | favorable : SSE 3 ans SG 3 ans R favorable
R cat. ELN : o 0 : :
ol 2011b | (18383ans) | e o ple:199 | (227 Z:_A’chgg)ﬁ 21%c.42%  (32%c.58% |, o
int.-1:219 (p <0,001) (p=0,001) cat. ELN int.-1
SSE médiane :
6,7 mois c. Défavorable
318 LMA de novo : (18,_70m000|;) :jcéfzgle
Weissmann | 4ge médian : | 255 87/318 nd Dpél_ai :je s
etal, 2012 |66,4ans LMA-s : 38 (27,4) T - o
(19,7 -89,8) | LMA-t : 25 rechute médian : TET2+ {SSE
! ! ' 10,3 mois c. (<65ans), T
41,3 mois prob. rechute
(p =0,048)

Abréviations : cat. : catégorie; ELN : European LeukemiaNet; FLT3-ITD : duplication interne en tandem du géne FLT3;

int. : intermédiaire; LMA : leucémie myéloide aigué; LMA-CN : leucémie myéloide aigué avec un caryotype normal; LMA-s : leucémie
myéloide aigué secondaire; LMA-t : leucémie myéloide aigué consécutive au traitement; N : nombre (population); n. d. : donnée non
disponible; n. s. : non significatif; p : valeur de p (signification statistique); prob. : probabilité; REM-C : rémission compléte; RC :
rapport de cotes (odds ratio); SG : survie globale; SSE : survie sans événement
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IDH2

Les deux mutations détectées le plus fréquemment dans le gene IDH2 sont localisées
aux positions R140 et R172. L'effet pronostique défavorable d’'une mutation en
position R172 du gene IDH2 a été rapporté dans deux études de cohorte [Green et
al., 2011; Boissel et al., 2010] (Tableau 4). De méme, |'effet favorable d’'une mutation
en position R140 a été mis en évidence dans I'étude de Green et ses collaborateurs
[2011]. Cette étude avait pour objectif d’évaluer la contribution des mutations R140
et R172 aux résultats cliniques chez 1 473 patients atteints de LMA. Parmi ceux-ci,

10 % présentaient une mutation dans le géne IDH2, dont 20 % en position R172 et
80 % en position R140. Comparativement a une mutation en position R140, une
mutation en position R172 (en I'absence de mutation dans les génes FLT3 et NPM1) a
été associée a un pronostic défavorable semblable a celui des patients « a risque
défavorable » de cette cohorte en matiere de risque de récidive. La présence d’une
mutation en position R140 était par ailleurs un facteur pronostique favorable
indépendant pour le risque de rechute et la survie globale. De plus, les auteurs d’une
méta-analyse incluant I'étude de Green et ses collaborateurs [2011] concluent que
les mutations dans le gene IDH2 conferent une tendance pronostique favorable,
parce que la majorité de ces mutations sont situées en position R140 [Zhou et al.,
2012]. L'étude de Boissel et ses collaborateurs [2010] a également montré I'effet
défavorable d’'une mutation en position R172 en matiére de taux de rémission
compléte, de survie sans évenement et de survie globale.



Tableau4 Effet pronostique des mutations somatiques dans le geéne IDH2

’ COHORTE DIAGNOSTIC Ml’JTATI(’)NS ISSUE CLINIQUE (MUTE C. NON-MUTE) EFFET
ETUDE o DETECTEES B
N (AGE) N N (%) REM-C (%) SSE (%) SG (%) PRONOSTIQUE
LMA-CN : LMA-CN LMA-CN
58 % c. 87 % Risque SG4ans:
(p=0,02) rechute 5 0%c.46%
R172 ans: (RRI=2,74 o,
Boissel et 502 LMA denovo |- _ . Trés défavorable
. | 15/502 (3,0) 100%c.60% |[IC295%: i
al., 2010 (15a70ans) | LMA-CN : 205 12/205 (5.9) (RRI= 2,48 1,33 5,68] (mutation R172)
[ICa95%: p =0,006)
1,05 -5,85]
p=0,04)
REM-C 5 ans:
148/1473  |R140c.R172 .
1473 LMA de novo : | (10,0) (88%c.48%) |ICR10ans: [SG10ans: Défavorable
Green et N . T (mutation R172)
al. 2011 age médian: |[1363 p <0,0001 R140c.R172 |R140c.R172
., 43 ans* LMA-s:110 |R140: (n. s. par (35%c. 70%) | (46%c.9%) |\
(15 2 68 ans) 119/1.48 (80) | analyse p =0,0001 p =0,0002 (mutation R140)
Ri172.: multivariée)
29/148 (20)

Abréviations : IC : intervalle de confiance; ICR : incidence cumulative de rechute; LMA : leucémie myéloide aigug;
LMA-CN : leucémie myéloide aigué avec un caryotype normal; LMA-s : leucémie myéloide aigué secondaire; N :
nombre (population); n. s. : non significatif; p : valeur de p (signification statistique); REM-C : rémission compléte;
RRI : rapport de risques instantanés (Hazard ratio); SG : survie globale ; SSE : survie sans événement

* Une discordance est observée concernant I'adge médian de la cohorte de patients dans le supplément de I'article :
on indique 43 ans (15 — 68 ans) dans la section « Patients and mutation analysis » et 48 ans (15 — 68 ans) dans le
tableau S1 (Patients demographics).

TLes auteurs n’indiquent pas clairement la fagon dont les valeurs de p ont été calculées.

ASXL1

Les mutations dans le géne ASXL1 (ASXL1+) ont été associées a un effet pronostique
défavorable chez les patients atteints de LMA de novo de trois cohortes (Tableau 5).
L'étude de Metzeler et ses collaborateurs [2011a] rapporte que la fréquence de
détection d’'une mutation dans le géne ASXL1 est significativement plus faible chez
les patients agés de moins de 60 ans comparativement a ceux agés de 60 ans et plus
(3,2 % contre 16,2 %, p < 0,001). Un effet défavorable d’une mutation dans le géne
ASXL1 a été observé chez les patients classés « a risque favorable » (classification
ELN) agés de 60 ans et plus [Metzeler et al., 2011a]. L’étude de Schnittger et ses
collaborateurs [2013] montre que la présence de ces mutations est associée a un age
avancé, détectée a une fréquence comparable a celle rapportée dans I'étude de
Metzeler et ses collaborateurs [2011a], soit 134 sur 740 (18,1 %) [Schnittger et al.,
2013]. Une autre étude de cohorte montre un effet défavorable d’une mutation dans
le géne ASXL1 [Pratcorona et al., 2012]. L’age médian des patients chez lesquels ce
type de mutation a été détecté (54 ans, 15 — 74 ans) était significativement plus
avancé que celui des patients chez lesquels ce type de mutation n’a pas été détecté
(47 ans, 15 —-77 ans; p = 0,002).

Ainsi, I'effet défavorable d’une mutation dans le géne ASXL1 serait davantage
observé chez les patients de 60 ans et plus, ou la fréquence de détection est
significativement plus élevée. En regle générale, une allogreffe de cellules souches
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Tableau 5 Effet pronostique des mutations somatiques dans le géne ASXL1

n’est pas indiquée pour traiter ces patients. Par ailleurs, les patients visés par
I’'analyse proposée sont des nouveaux cas de LMA, admissibles a une greffe de
cellules souches hématopoiétiques, agés de 65 ans et moins (voir section 3.1).

MUTATIONS ISSUE CLINIQUE (MUTE C. NON-MUTE)
ETUDE COMORTE | \GNOSTIC | DETECTEES B EFFET
N (AGE) N (%) REM-C (%) SSE (%) SG (%) PRONOSTIQUE
Cat. ELN Cat. ELN Cat. ELN
423 favorable favorable favorable
(18a83 44/423 (10,4) |260ans : 260ans : 260ans : Défavorable, cat.
ans) 53%c.71% |SSE3ans: SG3ans: ELN favorable
Metzeler et LMA-CN de <60ans: 5%c.14% 5%c.23%
al., 2011a <60ans: novo 6/189 (3,2) n.s. cat. ELN int.-1
189 260ans: (RC=0,24 (RRI'=3,61 (RRI=4,43
>60ans: 38/234(16,2) |[IC495%: [ICa95%: [ICa95%:
234 0,06 —0,90] 1,93 -6,75] 2,35-8,33]
p=0,03) p <0,001) p <0,001)
N =807
N 882 (< 65 ans)
age
médian : LMA de novo : | 46/882 (5,2) N =807 N = 807 SG médiane : Défavorable, SG
Pratcorona et ASKLI+ 775 (< 65 ans) (< 65 ans) 15,9 mois ¢
54 (15-74) | LMA LMA de novo : ! S Mutations
al., 2012 61%c.79,6% 22,3 mois S .
postSMD : 24 | 35/775 (4,5) . associées a un age
(p =0,004) n.s (RRI': 1,64 ,
ASXL1- LMA-t: 37 N avancé
47 (15-77) [ICa95%:
p = 0,002 1,12-2,4]
p =0,010)
740 SSE médiane :
sce LMA de novo : 9,1 mois c. 11,0 mois c. Défavorable, SG
Schnittger et nfédian : 697 | 134/740 16,3 mois 62,2 mois
al, 2013 66,9 (18,5 — | LMA=s : 26 (18,1) n.d. (p=0,012) (p <0,001) Muta'.cllons‘ X
(n.s. par (RR: 1,73, associées a un age
100,4) LMA-t: 17 ,
analyse p =0,028) avancé
multivariée)
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Abréviations : cat. : catégorie de risque; ELN : European LeukemiaNet; IC : intervalle de confiance; int. : intermédiaire;
LMA : leucémie myéloide aigué; LMA-CN : leucémie myéloide aigué avec un caryotype normal; LMA-s : leucémie
myéloide aigué secondaire; LMA-t : leucémie myéloide aigué consécutive au traitement; N : nombre (population);

n. d.: donnée non disponible; n. s. : non significatif; p : valeur de p (signification statistique); RC : rapport de cotes
(odds ratio); REM-C : rémission compléte; RR : risque relatif; RRI : rapport de risque instantané (Hazard ratio); SG :
survie globale; SMD : syndrome myélodysplasique; SSE : survie sans évenement

* Les analyses ont été limitées aux patients de 60 ans et plus, parce que le nombre de patients agés de moins de
60 ans (n = 6) ne permet pas une évaluation détaillée.

FLT3

Les duplications internes en tandem (ou ITD, sigle de I'anglais internal tandem
duplication) du géne FLT3 (FLT3-ITD) ont un effet défavorable sur le pronostic et leur
présence renverse |'effet favorable des mutations dans les genes NPM1 et CEBPA
[Renneville et al., 2009; Schlenk et al., 2008]. Toutefois, I'analyse du gene FLT3, inclus
dans le panel, ne couvre pas le site d’insertion des ITD, un facteur pronostique
déterminant. La présence ou |'absence de FLT3-ITD devra donc, jusqu’a nouvel ordre,
étre évaluée séparément par PCR.



NPM1, CEBPA, RUNX1, KIT et TP53

En I'absence de FLT3-ITD, les mutations dans les genes NPM1 [D6hner et al., 2005] et
CEBPA (biallélique) [Green et al., 2010; Renneville et al., 2009] ont un effet
pronostique favorable selon ce qui est rapporté dans la littérature. Les mutations
dans les genes RUNX1 [Greif et al., 2012; Gaidzik et al., 2011; Schnittger et al., 2011],
KIT [Paschka et al., 2006; Schnittger et al., 2006] et TP53 [Grossmann et al., 2012;
Ricker et al., 2012] ont un effet pronostique défavorable. Le tableau 6 résume les
principaux résultats des études dans lesquelles on rapporte I'effet pronostique de ces
genes, lesquels figurent déja dans le Répertoire québécois et systéme de mesure des
procédures de biologie médicale.

Tableau 6 Effet pronostique des mutations somatiques dans les génes NPM1, CEBPA,
RUNX1, KIT et TP53

. COHORTE DIAGNOSTIC MqTATI?NS ISSUE CLINIQUE (MUTE C. NON MUTE) EFFET :
GENE N (AGE N DETECTEES . PRONOSTIQUE ETUDE
(AGE) (%) REM-C (%) SSE (%) SG (%) Q
SG5 1~ 60 %
LMA-CN NPM1+; Meilleure SSR si ans °
FLT3-ITD- NPMI+/FLT3TD | peilieure SG si
. 9 9 -
300 |-MAdenovo: 86%c.68,5% | (p<0,001) NPM1+/FLT3-ITD” | Favorable )
. 257 145/300 B K Déhner et
NPM1 (16260 (p=0,001) en |'absence
LMA-s et (48) (RC=2,81 (confirmé par ’ al., 2005
ans) R de FLT3-ITD
LMA-t: 24 [ICa95%: analyse (RRI = 0,44
n.d.:19 1,39-5,69] | multivariée, ‘ ac.
-0,004) <0,001) [ICa95%:0,30-
p=5 p=5 0,66] p <0,001)
Favorable,
638 SSR5ans: davantage .
(15a70 LMA de novo 53/638(8) |[n.s 52%c.27 % n.s chez patients Ef;?ezgfg
ans) (p=0,04) a CN sans v
FLT3-ITD
SG8ans:
SSR 8 ans: 44 % c.34 %
t.s. (34 %), (p=0,02)
CEBPA 1427 107/1 427 CEBPA+ (35 %), t.s. (34 %),
(age (7) CEBPA++ (45 %) CEBPA+ (31 %), Favorable,
= ++ (549 imité
meédian : LMA de novo (p =0,04) CE?PA (54 %) ||m|.te aux Green et dl.,
43 ans) (92%) CEBPA+ : n.s. (p =0,004) patients 2010
> 60 48/107 (45) Effet bénéfique CEBPA++ sans
Ne 3:)"5' CEBPA++: CEBPA++ (RRI= | Effet bénéfique | FLT3-ITD
- 59/107 (55) 0,60[IC395%: |CEBPA++ (RRI=
0,40-0,91] 0,53[IC95a%:
p =0,02) 0,35-0,81]
p =0,004)
N =878
945 N 878 o N =878 Défavorable
(18 2 60 - 0C.30% SG4ans:
53/945 (5,6) | 60,4 % c. 32 % c. 45 % LMA-CN :
ans) 73,4% Cohorte entiére o C. ° TN
rUNxT | see median | LMA-CN:538 [LMA-CN: | (p=0,055) |(RRI=149 (p=0,051) g#évtx“ 305 Gaidzik et
& Cat.int.: 640 |34/538(6,3) [ICa95%:1,10- PP al., 2011
RUNX1+: R _ (n. s. selon significatif sur
cat. int. : (n. s. selon 2,04] p=0,011)
48,1 ans ; _ analyse SSR et SG;
46/640 (7,2) | analyse Cat. int. (RRI = A PN
(19-60) L o multivariée sur prédictif de
multivariée) | 1,61; p =0,005) o o
LMA-CN (n. s. cohorte entiére) | SSE inférieure

selon analyse
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multivariée)

N =280 N =280
SSE médiane : .
. SG médiane :
285 jours c. .
450 jours 378 joursc. n. a.
=0,003
449 147/449 (p=0,003) p )
agte . LMA de novo |(32,7) > 60 ans : )
médian : > 60 ans: ovtomén. int Défavorable Schnittaer
67,7 ans CN:262 35,8% n.d. n.s. cohorte Y g T g
X N 300 jours c. etal., 2011
(18,3 - Cytogén. (>60ans) c. entiere et CN; 595 iours
90,1) int. : 187 26,3 % cytogén. int. ( :JO 022)
(p = 0,050) 280 jours c. P=5
(38Z Joog;sz) RR=1,59
(E DR [IC495%: 1,05
- 2,411 p=0,029
analyse
multivariée)
Défavorable,
SG3ans: associé a I'age
0%c.34,4%
: =0,001 .
LMA-CN 10/73(A3.7) | 3595 ¢ 7395 |SSR32NS p ) RUNX1+ Greif et al.,
73 Age (p=0,01) 0%c.30,4% associé a un 2012
médian:73 |PT% (p = 0,002) (RRI=2,51 age plus
ans (54 -78) [ICa95%:1,1— |avancé
5,8] p=0,03) (p=0,001
mutéc. t.s.)
ICR5 ans
inv(16) :
56 % (ICa95%:
31-82)c.29% inv(16) :
(ICa95%:14 - 48 % c. 68 % (n.s.)
43) (p =0,05) (RRI =3,9
: .s.sel 3959 -
LMA-CBF de Inv(16) Inv(16) : 92 % (. s. selon [ICa95%1,4 Défavorable
18/61 (29,5) analyse 10,7] p = 0,009) ;
110 novo multivariée) 8:21) - (exon 17) si Paschka et
61 :inv(16 (8;21) : 88 % ' t l., 2006
o ooy |t2ns MBI ey, e 8% (n.5) canotype | @
B 11/49 (22) 70% (ICa95%: (n. s. selon
38-100)c.36 % |analyse
o (ICa95%:20—- multivariée)
53) (p=0,017)
(RRI =5,2
[IC295%:1,7—
15,7] p = 0,004)
Mutation SSE médiane SG médiane
LMA de novo : D816 : t(8;21) : t(8;21) :
1614 33/19'40 244 jours c. 304 jours c. Défavorable si
1940 LMA-s : 201 (1,7) nd 744 jours 1836 jours caryotype Schnittger
LMA-t : 125 ! o (p <0,003) (p <0,001) favorable CBF, | et al., 2006
t(8;21): 76 1(8:21) : t(8;21)
LMA-CN : 908 ! ) LMA-CN (cat. LMA-CN (cat.
8/76 (10,5) . )
int.):n.s. int.):n.s.
447 :CN N =841 N =841
116 : SSE 3 ans: SG3ans: Tres
caryotype (lllfél) 000 0%c.33,8% 0%c. 49,6 % défavorable
complexe ' SSE médiane : SG médiane : TP53+ Grossmann
TP53 1000 333t(1?;17) 85/116 n.d. 3,1 mois (n=80) | 4,6 mois aggrave etal, 2012
40: .t(8’21) (73,3) C. 13,3 mois (I’l = 80) C. pronostique
30:inv(16) (n=761) 35,6 mois d’un
331: au.tres (RRI'=2,51 (n=761) caryotype
anomalies [IC4a95%:1,90— |(RRI=3,01 complexe
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234

3,301 p<0,001) |[IC395%:2,23—
4,05] p < 0,001)

N =155 N =155
LMA avec 28%c.50 %
caryo'lcype (p=0,01) SSE 3 ans: SG3ans:
;g??;:iovo 141/234  |(RC=055  |1%c.13% 3%c.28% Défavorable | RiCKeT et
31 LMAs (60) [ICa95%: (p =0,0007) (p <0,0001) al., 2012
30 LMAt 0,30-1,00] |[SSR3ans: (RRI\ =243
40 inconnu p =0,05) 7%c.30% [IC2395%:1,56—

(p=0,01) 3,77] p = 0,0001)

Abréviations : cat. : catégorie de risque; CBF : core-binding factor; CN : caryotype normal; FLT3-ITD : duplication
interne en tandem du gene FLT3; IC : intervalle de confiance; ICR : incidence cumulative de rechute; int. :
intermédiaire; inv(16) : inversion affectant le chromosome 16; LMA : leucémie myéloide aigué; LMA-CBF : leucémie
myéloide aigué de type CBF; LMA-CN : leucémie myéloide aigué avec un caryotype normal; LMA-s : leucémie
myéloide aigué secondaire; LMA-t : leucémie myéloide aigué consécutive au traitement; n. a. : non atteint; N :
nombre (population); n. d.: donnée non disponible; n. s. : non significatif; p : valeur de p (signification statistique);
RC : rapport de cotes (odds ratio); REM-C : rémission compléte; RR : risque relatif ; RRI : rapport de risque instantané
(Hazard ratio); SG : survie globale; SSE : survie sans événement; SSR : survie sans rechute; t(8;21) : translocations
affectant les chromosomes 8 et 21; t(15;17) translocations affectant les chromosomes 15 et 17: t. s. : type sauvage
(sans mutation)

* Comparativement aux trois groupes suivants : NPM1-/FLT3-ITD’; NPM1+/FLT3-ITD+; NPM1-/FLT3-ITD+

T Un caryotype complexe est défini comme étant constitué d’au moins 5 anomalies chromosomiques [Grimwade et
al., 2010] ou, selon Dohner et ses collaborateurs [2010], d’au moins 3 anomalies chromosomiques en I'absence de
t(8;21), inv(16) ou t(16;16) et t(15;17).

L'effet pronostique d’une mutation peut varier selon la présence ou I'absence de
mutations dans d’autres génes. Ainsi, 'analyse par panel de génes permet de
prendre en compte les interactions complexes entre les génes. Par exemple, les cas
de LMA-CN dont le profil mutationnel est NPM1+ ou CEBPA+ et FLT3 non muté ont
un pronostic similaire a celui des cas de LMA a caryotype favorable (inv(16) ou
t(8;21)) [Renneville et al., 2009; Schlenk et al., 2008; Déhner et al., 2005], soit un
taux de guérison de 60 % a 70 % [Estey, 2013]. Par contre, ces mémes cas de FLT3-
ITD ont seulement 30 % a 40 % de chances de guérison, et ce, méme a la suite d’une
greffe de cellules souches [Estey, 2013].

Le tableau 7 présente quelques études illustrant la pertinence d’avoir recours a une
analyse par panel de génes pour établir la stratification pronostique des LMA.

Une étude portant sur 1 000 patients atteints de LMA, dont 447 présentaient un
caryotype normal, avait pour objet d’évaluer la valeur de I'analyse mutationnelle
pour réaliser la stratification pronostique en remplacement de la cytogénétique
[Grossmann et al., 2012]. Le systéme de SNG Roche 454 a été utilisé pour analyser les
génes CEBPA, RUNX1 et TET2 et des techniques plus classiques ont été choisies pour
analyser les autres génes. Les auteurs concluent que ce modele est meilleur que ceux
du Medical Research Council (MRC)®, de 'ELN®* et de Patel et ses collaborateurs
[2012], qui reposent a la fois sur la cytogénétique et les marqueurs moléculaires,
parce qu’il permet une meilleure différenciation pronostique. En effet, 5 sous-
groupes pronostiques dont les différences significatives de la survie globale a 3 ans
variaient de 82,9 % a 0 % ont pu étre déterminés, uniquement a I'aide de marqueurs
moléculaires.

 MRC : Medical Research Council [Grimwade et al., 2010]. Le modele de stratification du MRC est fondé uniquement sur la

cytogénétique
S ELN : Europe

: les catégories de risque « favorable », « intermédiaire » et « défavorable » peuvent étre déterminés.
an LeukemiaNet [Dohner et al., 2010].
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Un panel de 18 génes a été évalué dans une étude de cohorte de 502 patients dont la
majorité présentait un caryotype normal [Patel et al., 2012]; 9 de ces genes sont
inclus dans le panel lon AmpliSeq"' AML. Les génes NPM1 et CEBPA ont été analysés
par SNG et les 16 autres, par séquencage Sanger. Les auteurs ont émis I'hypothese
selon laquelle une analyse mutationnelle intégrée permettrait, entre autres, de
déterminer des sous-groupes de patients atteints de LMA pour lesquels une plus
forte dose de chimiothérapie d’induction constituerait une meilleure option de
traitement. Cette analyse mutationnelle plus étendue a permis de préciser le
pronostic (préalablement déterminé par I'analyse cytogénétique) d’une grande
proportion des patients classés « a risque intermédiaire ». Des 63 % de patients
classés « a risque intermédiaire » (survie a 3 ans de 36 %), 35 % sont demeurés dans
ce groupe (survie a 3 ans de 42 %), 26 % sont passé dans le groupe de patients
classés « a risque favorable » (survie a 3 ans de 64 %) et 39 %, dans le groupe de

patients classés « a risque défavorable » (survie a 3 ans de 12 %).

Une étude de cohorte récente constituée de 139 patients atteints de LMA, dont

117 cas de novo, avait pour objectif d’analyser la fréquence et I'effet pronostique
d’anomalies additionnelles détectées dans un groupe de patients classés « a risque
favorable » [Krauth et al., 2014]. On a observé dans ce groupe une fréquence élevée
d’anomalies moléculaires autres que la translocation affectant les chromosomes 8 et
21, désignée par t(8;21), et un taux de rechute de 30 %. La présence de mutation
dans le géne ASXL1 s’est avérée étre un facteur pronostique défavorable quant a la
SSE de méme que la présence d’'une mutation en position D816 dans le géne KIT
relativement a la SSE et a la SG. Les auteurs concluent que les mutations impliquées
dans I'activation de la voie de signalisation RAS (mutations des génes KIT et ASXL1)
devraient étre recherchées chez tous les patients qui présentent la t(8;21) lors du
diagnostic de la LMA afin de préciser la catégorie de risque qui doit leur étre

attribuée.

Tableau 7 Pertinence d’une analyse par panel de génes pour établir la stratification

pronostique des LMA

FREQUENCE DE
4 DIAGNOSTIC | CARYOTYPE . DETECTION D’UNE
ETUDE N N METHODE MUTATION STRATIFICATION PRONOSTIQUE
N (%)
Stratification pronostique en 5 sous-
groupes avec différences significatives
NPM1 : 228/447 (51,0) de survie globale (p < 0,001) :
FLT3-ITD : 95/447 (21,3) 1. Tres favorable : PML-RARA ou
SNG (CEBPA, RUNX1, TET2) | CEBPA :52/447 (11,6) CEBPA++(SG 3 ans : 82,9 %)
gPCR (FLT3-ITD, MLL-PTD, CEBPA+:17/52 (32,7) 2. Favorable : RUNX1-RUNX1T1, CBFB-
Caryotype NPM1) CEBPA++ : 35/52 (67,3) MYH11 ou NPM1 sans FLT3-ITD
Grossmann LMA
etal. 2012 1000 normal Sanger (ASXL1 exon 12) ASXL1 : 55/447 (12,3) (SG3ans:62,6 %)
! 447 (44,7 %) dHPLC ou Sanger (TP53 exon | RUNX1 : 78/447 (17,4) 3. Intermédiaire : aucune mutation
4-11) TP53:5/447 (1,1) associée aux groupes 1,2, 4ou 5
MCA ou Sanger (IDH1, IDH2) | IDH2 : 65/473 (13,7) (SG3ans:44,2 %)
TET2 :72/250 (28,8) 4. Défavorable : MLL-PTD et/ou RUNX1
MLL-PTD : 35/447 (7,8) et/ou ASXLI (SG 3 ans : 21,9 %)
5. Trés défavorable : TP53 (SG 3 ans :
0%)
patel et al. Divers types | Caryotype Panel de 18 génes FLT3-ITD, NPM1, CEBPA, Précision du pronostic par I'analyse
2012 " | deleucémies |normal TET2, IDH2, RUNX1, mutationnelle par panel de 18 génes
aigués, y 205 SNG (NPM1 et CEBPA) ASXL1, TP53 Classification cytogénétique :
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compris LMA Sanger (16 génes) 63 % patients cat. int.
502Jr *FLT3—TKD, DNMT3A, Analyse mutationnelle : réduction de la
NRAS, WT1, IDH1, PHFG, proportion de patients de la cat. int. a
KRAS, PTEN, HRAS, EZH2 35 % (favorable : 26 %, défavorable :
39%)
Effet pronostique défavorable de
81/117 (69,2) présentent | muytations des génes ASXLI sur SSE et
des mutations en plus de | k/T (D816) sur SSE et SG chez patients
I'anomalie dont le pronostic est favorable :
chromosomique t(8;21)/RUNX1-RUNX1T1
LMA Caryotype '
Krauth et 139 favorable KIT : 20/117 (17,1) M Lo . .
ol 2014 | (de nove: 117 1(8;21); Sanger ASXL1 :13/117 (11,1) -si2 1 mutation : 43,1 % c. 70,1 %,
’ LMAt:22) | RUNXI- FLT3-ITD : 7/117 (6,0) p=0,015
: RUNX1T1 IDH2 (R140) : 4/117 -ASXL1:20,0%c.59,1%, p=0,011

(3,4 %) SG2ans:
NPM1 : non détectée - si 21 mutation : n.s.
IDH2 (R172) : non - KIT (D816) : 59,1 % c. 82,0 %,
détectée p=0,030

*exon 8 ou 11 sans effet sur la SG

Abréviations : cat. : catégorie de risque; dHPLC : chromatographie liquide a haute pression en condition dénaturante (sigle de
I"anglais denaturing high performance liquid chromatography); ECOG : Eastern Cooperative Oncology Group; int. : intermédiaire;
SSE : survie sans évenement; LMA-t : leucémie myéloide aigué consécutive au traitement; MCA : analyse de courbe de dénaturation
thermique (sigle de I'anglais melting curve analysis); MLL-PTD : duplication partielle en tandem dans le gene MLL (MLL partial
tandem duplication); N : nombre (population); n. s. non significatif; SG : survie globale; qPCR : réaction en chaine par polymérase
(PCR) en temps réel; SNG : séquencage de nouvelle génération; t(8;21) : translocations affectant les chromosomes 8 et 21;

TKD : domaine tyrosine kinase (sigle de I'anglais tyrosine kinase domain)

* Génes absents du panel lon AmpliSeq"' AML
T Cette cohorte inclut une cohorte « test » issue de I'essai clinique ECOG E1900 (N = 398) et une cohorte de validation (N = 104).

4.3

Valeur thérapeutique

L'issue clinique du traitement est influencée par la présence de certaines mutations
somatiques dans les cas de LMA-CN (a risque intermédiaire) [Patel et al., 2012;
Dohner et al., 2010; Schlenk et al., 2008]. L'effet pronostique documenté des
mutations dans certains genes associé a la LMA permet au clinicien d’offrir plus tot
au patient un traitement adapté au niveau de risque qui lui a été attribué tout en
maximisant les chances de réussite.

Les patients classés dans la catégorie « a risque favorable » qui présentent une
mutation dans le géne TET2 répondent mal au traitement classique postrémission®.
De ce fait, une approche thérapeutique différente pourrait s’avérer plus judicieuse
pour traiter quelques-uns de ces patients [Metzeler et al., 2011b].

Une mutation dans le géne IDH2 est associée a une résistance a la chimiothérapie
[Boissel et al., 2010]. Ainsi, une greffe de cellules souches permet d’augmenter
significativement les chances de survie a 5 ans des patients qui recoivent ce
traitement, comparativement a ceux qui ne regoivent pas de greffe (SGa 5 ans: 50 %
c. 10,6 %, p = 0,020) *® [Yamaguchi et al., 2014].

% Dans le cas des patients 4gés de moins de 60 ans du groupe de patients classés « 3 risque favorable », le traitement postrémission
consiste a administrer de la cytosine arabinoside a forte dose, a raison de 3 g/mZ sur une période de 3 heures, toutes les 12 heures,
les jours 1, 3 et 5, a raison de 3 a 4 cycles [NCCN, 2015].

% Ce résultat est associé aux mutations dans le géne IDH, sans distinction IDHI ou IDH2.
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4.4

Selon Gale et ses collaborateurs [2008], les patients présentant une proportion
élevée d’alléles mutés FLT3-ITD (plus de 50 %) ou ceux ayant un profil FLT3-ITD+ sans
mutation dans le gene NPM1 courent un risque élevé de rechute un an apreés leur
rémission, ce qui en fait de bons sujets pour des approches thérapeutiques
expérimentales [Gale et al., 2008]. En I'absence de FLT3-ITD, les patients qui
présentent une mutation dans le gene NPM1 ou dans le gene CEBPA ont un pronostic
favorable, si bien que les chances de guérison de ces patients ne semblent pas
augmenter a la suite d’une allogreffe de cellules souches en premiére rémission
compléte [Schlenk et al., 2008]. De plus, les auteurs d’une étude portant sur la
proportion d’alléles FLT3-ITD mentionnent que les cas NPM1 mutés avec une faible
proportion d’alléles FLT3-ITD ne doivent pas étre considérés comme des cas
différents des cas de FLT3-ITD de faible proportion lors de la prise de décision
concernant la greffe de cellules souches [Linch et al., 2014].

Chez les patients porteurs d’une mutation dans le gene RUNX1, le taux de survie sans
rechute a 4 ans est significativement plus élevé chez ceux ayant recu une allogreffe
comparativement a ceux ayant regu le traitement classique (52 % c. 0 %, p < 0,0001)
[Gaidzik et al., 2011]. Les résultats de Greif et ses collaborateurs [2012] montrent
gu’un traitement classique n’est pas un choix judicieux pour traiter les patients
atteint de LMA-CN porteurs de mutations dans le gene RUNX1 et que la détection de
celles-ci permet de repérer les patients chez lesquels le recours a une approche
thérapeutique différente permettrait d’améliorer le pronostic [Greif et al., 2012].

Les patients atteints de LMA dont le caryotype est favorable ne voient généralement
pas leur pronostic s"améliorer a la suite d’une allogreffe de cellules souches en
premiere rémission compléte [Paschka et Déhner, 2013]. Par contre, la présence
d’une mutation dans le géne KIT fait augmenter le risque de rechute [Paschka et al.,
2006] et diminuer la durée de survie sans événement [Schnittger et al., 2006]. Le
pronostic défavorable associé a la présence d’une mutation dans le géne KIT chez ces
patients pourrait justifier le recours hatif a une allogreffe de cellules souches
hématopoiétiques [Schnittger et al., 2006].

Finalement, la présence d’'une mutation dans le gene TP53 est associée a un
pronostic tres défavorable indiquant, de préférence, le recours a des traitements
palliatifs, parce qu’une chimiothérapie intensive est inefficace en pareil cas [Ricker
etal., 2012].

Validité analytique

L’analyse mutationnelle de 9 genes associés a la LMA (inclus dans le panel de

19 génes d’lon AmpliSeq"'® AML) sera réalisée par SNG a I'aide du systéme lon
Torrent™ PGM. Une description sommaire de ces 9 génes (transmise par le centre
demandeur), y compris la fréquence de détection de mutations, les mutations
répertoriées a ce jour ainsi que les régions couvertes par le SNG, est présentée dans
le tableau 8 ci-dessous.



Tableau 8 Description des génes du panel lon AmpliSeq"'® AML (Life

. *

Technologies)
FREQUENCE DE
DETECTION DE MUTATIONS a

GENE 33.?5. MUTATIONS REPERTORIEES A cg | CUVERTURE REGK;Q:?#;’ ERTE
(% DES CAS DE JOUR
LMA)
N Multiples mutations Exons3a11
9%a239
TET2 612839 (</;g % .A; 60 ans) réparties sur 100 % (codant pour la
ol ansl | rensemble du gene protéine)
Exon 4, inclut les
mutations
10 % (dont 60 % a Mutations R140 et o )

IDHZ | 147650 | g0 9 sontR140)  |R172 dans lexon 4 100% recherchées aux
acides aminés R140
et R172

10 %
5% < 60 ans
ASXL1 612990 E 12 100 % E 12
15%325%>60 | O ° xon
ans
2 principales mais -
0,
FLT3 136351 |30%CN seule FLT3-ITD sera 100 % Positions 676 et
ou intermédiaire . 830-850
considérée
:j/’lir:\gsfrltr;sns en Exon 12, inclut la
NP1 | 164040 | 0% énéral de 100 % région susceptible
45 % a 60 % si CN & . ’ de présenter des
4 nucléotides, toutes insertions
dans I'exon 12
Multiples mutations
o/ N 0 H H H .
CEBPA 5% a 8% des ) possibles induisant : Exon unique
e 116897 | caryotypes classés | non-sens en N- 100 % .
biallélique ) i K couvert en entier
intermédiaires terminal et faux-
sens en C-terminal
>% Détectées dans tout
RUNX1 151385 |8 % a 16 % des LMA N N 100 % Exons3a8
N le géne (exons 3 a 8)
aCN
22 % a 45 % des 2 principales, dans o Exons 8, 10, 11 et
ki 164920 LMA dites a « CBF » |les exons 8 et 17 100% 17
0,
;8 ;’ 32: tmﬁ 3 Multiples mutations Exons 2 a 12

TP53 191170 car l;t o réparties sur 96,7 % (codant pour la

. yoyp 'ensemble du gene protéine)
défavorable

Abréviations : CBF : core binding factor; CN : caryotype normal; OMIM : Online Mendelian Inheritance in Man (base
de données du projet Héritage mendélien chez 'homme); SNG : séquencgage de nouvelle génération

* Information fournie par le demandeur. Le panel AML AmpliSeq compte 19 génes. Cependant, seules les mutations
dans les génes indiqués dans le tableau ci-dessus seront analysées. Le systéme de séquencage lon Torrent"' PGM
sera utilisé pour réaliser la recherche de mutations.

Sensibilité et spécificité de détection des variants

Le SNG permet d’obtenir simultanément le profil mutationnel de plusieurs génes.

Toutefois, dans les cas de cancer, la détection de mutations somatiques impose des
défis techniques uniques comparativement a la détection de mutations germinales

[Spencer et al., 2014]. La présence concomitante de cellules saines et de cellules
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cancéreuses dans I’échantillon clinique obtenu par une biopsie fait en sorte que la
fréquence de détection des mutations somatiques est diminuée de fagon variable
(effet de dilution). Cet effet s’ajoute a I'hétérogénéité génétique présente dans les
cellules cancéreuses elles-mémes [Spencer et al., 2014]. La détection de variants peu
fréquents repose sur I'utilisation d’outils bio-informatiques. L’efficacité de ces outils
permet de distinguer les variants du bruit de fond issu des erreurs de séquence ou
d’alignement. L’étude de Spencer et ses collaborateurs [2014] avait pour objectif
d’évaluer la capacité de certains outils a détecter des variants peu représentés a
partir des données obtenues par SNG concernant 26 génes associés au cancer
[Spencer et al., 2014]. Les outils d’analyse de variants SAMtools, Genome Analysis
Toolkit®” (GATK), VarScan2 et SPLINTER ont été évalués a I'aide d’échantillons d’ADN
extrait de diverses lignées cellulaires établies. Les échantillons d’ADN ont été
mélangés dans différentes proportions (50 %, 20 %, 10 % et 5 %) afin de générer des
échantillons contenant des mutations connues et de fréquence allélique attendue
(échantillons mixtes).

Le programme SAMtools s’est avéré étre le moins performant en ne détectant que
49 % des variants dont la FAV se situe autour de 25 %. Les outils GATK, VarScan2 et
SPLINTER ont détecté au moins 89 % des variants dont la FAV est d’environ 10 %. On
observe que dans cette étude, pres de 10 % des régions avaient une couverture
inférieure a 500x, ce qui diminue la sensibilité de tous les logiciels testés.

L’analyse de la spécificité a révélé que les outils GATK et SPLINTER produisent en
moyenne 6,6 (6 - 8) et 4,6 (1 - 13) faux positifs par échantillon, respectivement. Par
ailleurs, SAMtools n’a produit aucun faux positif tandis que VarScan2 en a produit en
moyenne 18,5 (13 - 25) par échantillon [Spencer et al., 2014].

Ensuite, 5 indels®®, validés par séquencage Sanger et détectés dans 2 échantillons,
ont été utilisés pour évaluer la sensibilité des 4 outils d’analyse pour ce type de
variants. L’outil SAMtools n’a détecté aucun des indels validés. SPLINTER en a
détecté un seul, mais dans toutes les proportions alléliques testées. L’outil GATK a
détecté les 5 indels a une FAV de 20 % seulement a la suite de I'ajustement des
paramétres du logiciel. A une FAV égale ou inférieure & 10 %, I'outil GATK a détecté 3
des 5 indels. Enfin, I'outil VarScan2 a détecté les 5 indels dans chacun des
échantillons mixtes [Spencer et al., 2014].

Validation du systéme lon TorrentV'“ PGM

Une étude de validation du systéme lon Torrent'® PGM a été menée a I'aide du
panel lon Torrent AmpliSeq"' cancer®® et 70 échantillons de tumeurs solides (22
comportant des mutations connues et 48 évalués par d’autres systemes de
séquencage). Au total, 740 régions ciblées ont été analysées a la suite de
I’enrichissement par PCR en émulsion de la librairie construite a partir de chaque
échantillon [Singh et al., 2013].

¢ ”outil d’analyse Haplotype Caller, qui sera utilisé par le centre demandeur, fait partie de I'ensemble d’outils du systéme bio-
informatique GATK.

% Indel : insertion ou délétion trouvée dans une séquence d’acides nucléiques.

 Les 46 geénes inclus dans le panel lon Torrent AmpIiSeqMC cancer sont les suivants : AKT1, BRAF, FGFR1, GNAS, IDH1, FGFR2, KRAS,
NRAS, PIK3CA, MET, RET, EGFR, JAK2, MPL, PDGFRA, PTEN, TP53, FGFR3, FLT3, KIT, ERBB2, ABL1, HNF1A, HRAS, ATM, RB1, CDH1,
SMAD4, STK11, ALK, SRC, SMARCB1, VHL, MLH1, CTNNB1, KDR, FBXW?7, APC, CSF1R, NPM1, SMO, ERBB4, CDKN2A, NOTCH1, JAK3
et PTPN11. Les génes TP53, FLT3, KIT et NPM1 (soulignés dans la liste) sont également inclus dans le panel lon Ampliseq™ AML
utilisé par le centre demandeur.
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Parmi les 22 échantillons dont le profil mutationnel était connu, le systeme lon
Torrent"'“ PGM a détecté les 29 substitutions de nucléotides attendues, ainsi que 4
des 6 indels. Parmi les 48 autres échantillons, 66 variants ont été détectés en
paralléle par les autres systémes de séquencage.

Le séquencage d’échantillons d’ADN (dilutions en série) issus de deux lignées de
cellules cancéreuses (H2122 et DLD1) comportant des mutations connues a été
réalisé par deux personnes. Les résultats ont indiqué une sensibilité comparable
relativement a la détection d’'une mutation homozygote du géne KRAS et d’'une
mutation hétérozygote du gene MET a une FAV de 10 %. La reproductibilité de
séquencage inter-essai a été déterminée avec I’ADN de cellules H2122 (dilution a

10 %; 14 essais) et I’ADN d’un échantillon de patient (3 mutations; 25 essais). Les
résultats ont indiqué une sensibilité reproductible des mutations des genes KRAS et
MET. La reproductibilité de séquencgage intra-essai a été déterminée a I'aide d’un
échantillon d’ADN d’un patient comprenant 7 mutations a partir duquel 10 librairies
ont été construites et analysées par séquencage sur la méme puce. Les résultats ont
indiqué une détection reproductible des mutations a une FAV supérieure ou égale a
10 % et une couverture supérieure ou égale a 250X.

Limites possibles du SNG relativement a certains génes du panel lon AmpliSeq™*
AML

La valeur pronostique des mutations dans les génes CEBPA, NPM1 et FLT3 (seules ou
en combinaison) a été démontrée chez les patients atteints de LMA-CN [Déhner et
al., 2010; Schlenk et al., 2008]. Selon D6hner et ses collaborateurs [2010], I'analyse
mutationnelle de ces genes permet d’améliorer la stratification du risque chez ces
patients et fait partie intégrante du modele de classification des groupes de risque de
I’'ELN [DOhner et al., 2010].

CEBPA

L’analyse de I'unique exon du géne CEBPA représente un défi technique en raison de
son contenu élevé en guanine cytosine (GC), soit 75 %, et de la méthode par PCR a
laquelle le systéme lon Torrent™ PGM fait appel. Outre le contenu en GG, la
présence d’une région avec répétition d’un trinucléotide, la complexité des
mutations et I'occurrence élevée de mutations des répétitions mononucléotidiques
rendent I'analyse de ce géne plus complexe [Behdad et al., 2015]. L'inclusion du gene
CEBPA dans les panels de SNG a été limitée par la faible couverture des amplicons
ainsi que par les défis techniques associés a I'identification et a « 'appel » des
variants (en anglais variant calling) [Behdad et al., 2015].

L’étude de Behdad et ses collaborateurs [2015] avait pour objectif de mettre au point
un test de séquencage Sanger robuste pour détecter les mutations dans le géne
CEBPA de 2 393 patients chez lesquels un cancer myéloide était suspecté. Les
résultats de séquencage ont révélé que 6,7 % (160/2 393) de ces patients
présentaient une mutation dans le gene CEBPA, dont 54 % étaient monoalléliques et
46 % étaient bialléliques.

Ce test a permis de détecter toutes les mutations dans le gene CEBPA en distinguant
les monoalléliques des bialléliques, et ce, jusqu’a une FAV de 10 %. Les auteurs
concluent qu’un test par séquengage Sanger robuste continue de jouer un réle
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important dans I’analyse mutationnelle de CEBPA en clinique, et ce, en dépit du
développement d’approches de séquencage multigenes de type SNG.

Les données obtenues du fabricant (Life Technologies) concernant le panel lon
AmpliSeq“' AML indiquent une couverture de 100 % (a I'aide de 9 amplicons) du seul
exon et des points de jonction du géne CEBPA comprenant 1 117 pb. Toutefois, le
centre demandeur ne fait aucune mention de la fagon dont les particularités de ce
géne ont été abordées lors du SNG.

FLT3

L’analyse du géne FLT3, en particulier la détection de duplications, peut également
étre complexe. En effet, il est possible de détecter jusqu’a 5 mutations (duplications)
[Gale et al., 2008] pouvant varier entre 3 et 400 pb et plus chez un méme patient
[Spencer et al., 2013; Gale et al., 2008]. Bien que la technologie SNG permette
théoriquement de détecter tous les types de mutations, les logiciels d’analyse de
variants les plus courants ont été évalués de maniere rigoureuse, mais uniquement
sur le plan de leur précision a détecter les insertions et les délétions simples [Spencer
et al., 2013]. La plupart des logiciels d’analyse révelent uniquement les indels
détectés initialement lors de la cartographie génétique et de I'alignement des
séquences et sont congus pour détecter les courtes insertions de 1 a 15 pb [Spencer
et al., 2013]. L’étude de Spencer et ses collaborateurs [2013] avait pour objectif
d’évaluer si le SNG réalisé a I'aide du systéme Illumina™® & la suite d’un
enrichissement par hybridation et capture convient a la détection des mutations
FLT3-ITD. Divers logiciels d’analyse bio-informatique ont été testés [Spencer et al.,
2013]. Seul le logiciel Pindel a permis de détecter toutes les insertions dans

20 échantillons positifs (FLT3-ITD+; sensibilité de 100 %; ICa 95 % : 83 % a 100 %), et
aucun faux positif dans les 29 échantillons négatifs (FLT3-ITD-; spécificité de 100 %;
ICa 95 % :88 % a 100 %), détectées par PCR. Les auteurs concluent que les
duplications dans le gene FLT3 peuvent étre détectées de facon fiable a I'aide d’une
méthode par hybridation et que Pindel est le meilleur logiciel pour les détecter.

Une étude récente de Cheng et ses collaborateurs [2014], qui avait pour objectif
d’évaluer la sensibilité et la spécificité d’un systeme d’analyse SNG (Illumina™®
MiSeq"®) avec enrichissement par PCR en émulsion (RainDance DeepSeq™'®)
relativement a la détection de mutations préalablement détectées par d’autres
méthodes (y compris celle de Sanger), a toutefois nuancé les résultats de Spencer et
ses collaborateurs [2013]. Les résultats ont révélé que les FLT3-ITD détectées par le
logiciel Pindel avec les données issues de RainDance devraient étre confirmées par
une méthode indépendante avant d’étre rapportées, et ce, en raison de la sous-
estimation des fréquences de variants [Cheng et al., 2014].

Une étude ayant comparé les systemes de séquencage MiSeq"'" et lon Torrent™®
PGM a porté sur I'analyse de 54 génes (TruSeq“'® Amplicon Cancer Panel) associés au
cancer, y compris 10 génes associés a la LMA (dont 4 genes inclus dans panel du
demandeur, soit FLT3, NPM1, IDH2, KIT) [Luthra et al., 2014]. Le logiciel Pindel a été
utilisé pour détecter les duplications dans le géne FLT3 (FLT3-ITD). Concernant les
variants simples dans les 44 échantillons analysés, un degré élevé de concordance
des 2 systemes a été observé. Un total de 110 variants (variations et insertions d’un
seul nucléotide) ont été détectés par MiSeq"°, parmi lesquels 102 ont été confirmés
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par lon Torrent™ PGM. Concernant la détection de FLT3-ITD, aucun de ces
2 systemes n’y est arrivé.

L’analyse du géne FLT3 incluse dans le panel lon AmpliSeq"'® AML ne couvre pas le
site d’insertion FLT3-ITD, un facteur pronostique déterminant. La recherche de
longues insertions dans le géne FLT3 (FLT3-ITD) sera faite par PCR simple et sera
complémentaire au SNG.

Données fournies par le demandeur
Controle interne

Les échantillons prélevés sur des patients seront analysés en paralléle a I'aide d’un
échantillon témoin (échantillon contenant des variants connus) a des fins de controle
interne. Les deux séquences du controle interne (présence de variants et de leur
FAV) seront comparées. Si des différences significatives sont observées entre les
deux séquences, les échantillons des patients seront analysés a nouveau.

Controle externe

Des échantillons seront envoyés a d’autres laboratoires membres du consortium
international AML ou ils seront analysés et les résultats de séquencage seront
comparés.

Validation du systéme lon TorrentV' PGM

Le centre demandeur a procédé a des études de validation interne et externe
montrant la sensibilité et la spécificité de la technique de SNG a I'aide du systéme lon
Torrent™* PGM.

La sensibilité de ce systeme sur une librairie construite a I'aide du panel de génes lon
AmpliSeq"'“ AML a été évaluée. Un ADN génomique contenant la mutation
¢.3991A>C dans le gene TET2 a une fréquence d’environ 20 % a été utilisé aux fins de
cette expérience. Cing dilutions ont été préparées (non dilué (100 %); 1,25 fois

(80 %); 1,67 fois (60 %); 2,5 fois (40 %); 5 fois (20 %) et 6,25 fois (10 %)) et analysées
par lon Torrent™' PGM. Les résultats de cette expérience sont présentés dans la
figure 1. Pour une couverture de 500X, la plus faible FAV détectée de fagon constante
par le systéme est d’environ 5 %, établissant ainsi la limite de détection de cette
couverture a prés de 5 %.
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Figure 1 Sensibilité du systéme lon Torrent"'“ PGM
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La spécificité du systeme lon Torrent"'“ PGM a été estimée a des FAV variant de 5 % a
10 %. Ainsi, 3 mutants dans le gene TET2 a des FAV inférieures a 10 %, détectées par
SNG, soit 005.D (FAV 5 %), 245.A (FAV 7 %) et Z.0519 (FAV 9,4 %), ont été séquencés
par séquencage Sanger. Toutes les mutations ont été confirmées par la méthode de
Sanger, ce qui indique une spécificité de 100 % dans cette expérience.

Lors du SNG & I'aide du systéme lon Torrent™' PGM, chaque séquence est lue des
centaines de fois (selon la couverture de chaque allele). Une couverture minimale de
500X est requise avant de rapporter un résultat. De plus, le séquencage
d’échantillons d’ADN datant de plus de 10 ans a été réalisé avec succes.

Validation a I'aide d’échantillons cliniques

a) Comparaison des résultats obtenus selon les différentes méthodes

La sensibilité analytique et la spécificité analytique du SNG dans un contexte clinique
ont été obtenues en utilisant le SNG pour confirmer la présence de mutations
préalablement détectées par d’autres méthodes, dont le séquengage Sanger, la
sonde TagMan ou I'analyse de la longueur des fragments d’ADN. Un total de

20 échantillons provenant de I'Hopital Maisonneuve-Rosemont ont été analysés par
séquencage en utilisant le panel lon AmpliSeq"'“ AML (Tableau 9). Parmi les
échantillons analysés, soit 14 échantillons comportant un total de 17 mutations
préalablement détectées par différentes méthodes, 2 échantillons sont des
échantillons témoins négatifs constitués de sang de cordon et 4 autres ont un profil
mutationnel inconnu. Toutes les mutations préalablement détectées ont été
confirmées par SNG, ce qui indique une sensibilité de 100 %. Une comparaison
interéchantillons des variants détectés par SNG a révélé la présence constante d’une
mutation (Pro198Ser) dans le gene CEBPA. Précisons que cette mutation se trouve
dans une section du gene trés riche en GC et, par conséquent, difficile a détecter par
séquencgage. Cette mutation a donc été considérée comme étant un faux positif et a
été éliminée. En tenant compte de ce faux positif, une spécificité de 96,4 % a été
calculée et attribuée a I'analyse effectuée. Des échantillons datant de plus de 10 ans
ont été analysés par SNG et les résultats concordaient avec ceux obtenus
initialement par d’autres méthodes.



Tableau 9 Validation des différentes méthodes de détection comparées au SNG
réalisé a I'aide du panel lon AmpliSeq"© AML (Life Technologies) sur
des échantillons cliniques

. . : . OEE'I':\';'/'\TSSE PANEL ION ASI\III\ISLISEQMCAML
N ECHANTILLON GENE (MUTATION) D“E;I-Eg:_?gN[;E COUVERTURE
MUTATION MOYENNE

1 Seq-931 NPM Afrr‘:;‘::]‘::te D 3154

2 14-00314 JAK2 (V617F) TagMan D 3089

3 Seq-609 IDH2 (R172K) TagMan 646,6

4 Seq-566 CEBPA (del272C et insGAA 934-939) Sanger 998,5

> 10393 Par SNGl?;CI;EQL;VlMM) sanger D 4607

6 Seq-444 IDH1 (R132C) TagMan 181,.’-’;r
7 Seq-698 IDH2 (R140Q) TagMan 1068

8 Seq-803 IDH1 (R132C) TagMan D 3302

9 Seq-766 NPM1 insertion A}::éﬁi:te D 2976
10 Seq-112 c-KIT (D816V) TagMan 677
11 Seq-813 DNMT3A (R882H) Sanger 2 838

IDH2 (R140Q) TagMan D
12 Seq-794 NPML insertion Afrr‘:;‘::]‘::te D 2298
IDH2 (R140Q) TagMan
13 Seq-752 IDH1 (R132H) TagMan 1872
" NPM1 insertion A}::;f“::te D 2 80
85458 TET2 (Y592) Sanger D

15 8676A Inconnu s. 0. Aucune 3476
16 8238A Inconnu S. 0. Aucune 3661
17 DC-5315 Inconnu S. 0. Aucune 4137
18 8614A Inconnu S. 0. Aucune 3086
19 FC-533 Echantillon témoin négatif s. 0. Aucune 2680
20 FC-600 Echantillon témoin négatif s. 0. Aucune 2 360

Abréviations : D : détectée; SNG : séquengage de nouvelle génération; s. o. : sans objet

* La validation n’a pas été limitée aux genes ciblés, mais inclut aussi d’autres génes compris dans le panel lon
AmpliSeq™ AML.

T Précisons que la couverture de cette mutation est inférieure a 500x et que dans une réelle recherche de mutations
chez un patient, cet échantillon aurait été analysé a nouveau par séquencage afin de confirmer la présence de la
mutation.
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b) Comparaison des résultats de deux panels

Les résultats obtenus par SNG en utilisant le panel lon AmpliSeq™'® AML ont été
comparés a ceux obtenus par le panel AML ClearSeq (Agilent). La différence majeure
entre ces deux panels concerne la technique utilisée pour construire la librairie. Le
panel lon Ampliseq™' AML permet de construire une librairie par PCR alors que le
panel AML ClearSeq utilise une technologie de capture de fragments d’ADN a I'aide
de sondes. Un total de 11 échantillons ont été analysés par séquencgage en utilisant
les deux panels (Tableau 10). Parmi les échantillons analysés, 6 échantillons
contenaient un total de 6 mutations préalablement détectées, 1 échantillon était un
échantillon témoin négatif constitué de sang de cordon et le profil mutationnel des
4 derniers échantillons n’était pas connu. La présence de toutes les mutations
préalablement détectées par le panel lon AmpliSeq"' AML a été confirmée par le
panel AML ClearSeq, ce qui indique une sensibilité et une concordance de 100 %.

Tableau 10 Validation du SNG par comparaison des panels lon AmpliSeq"'“ AML
(Life Technologies) et AML Clearseq (Agilent)

PANEL ION AMPLISEQMC AML PANEL AML CLEARSEQ
o ) . (LIFE TECHNOLOGIES) (AGILENT)
N ECHANTILLON GENE (MUTATION) R TURE e
MUTATION MOYENNE MUTATION MOYENNE
1 Seg-931 NPM D 3154 D 1301
2 14-00314 JAK2 (V617F) 3089 944,2
3 Seq-609 IDH2 (R172K) 646,6 812,9
CEBPA (del272C et
4 Seq-566 insGAA 934-939) D 998,5 D 854,9
Inconnu
5 10393 Par SNG : TP53 D 4607 D 1763
(v134Mm)
6 Seqg-444 IDH1 (R132C) D 181,3 D 638,3
7 8676A Inconnu Aucune 3476 Aucune 1192
8 8238A Inconnu Aucune 3661 Aucune 910,6
9 DC-5315 Inconnu Aucune 4137 Aucune 1038
10 8614A Inconnue Aucune 3086 Aucune 972,5
11 FC-533 Echant||’|on .temom Aucune 2 680 Aucune 1155
négatif

Abréviations : D : détectée; SNG : séquengage de nouvelle génération

c) Comparaison des résultats obtenus par différents laboratoires

Le laboratoire de diagnostic moléculaire de I’'HOpital Maisonneuve-Rosemont fait
partie, avec plusieurs laboratoires externes et le fabricant Life Technologies, du
consortium international AML qui contribue a la conception et a I’évaluation du
panel lon AmpliSeq"'“ AML. Cette participation a permis de faire la comparaison de
ces différents laboratoires a I'aide d’échantillons analysés par séquencgage. Ainsi,

4 échantillons fournis par le consortium ont analysés a I’aveugle par SNG a I'aide du
panel lon AmpliSeq"'® AML pour assurer le contrdle de la qualité externe. Les
résultats ont été comparés a ceux des laboratoires externes. Toutes les mutations
préalablement détectées par séquencage Sanger et confirmées par les laboratoires



externes ont été détectées lors de I'analyse du demandeur, ce qui indique une
sensibilité de 100 % de cette technique (Tableau 11).

Tableau 11 Validation de I’analyse par SNG de 4 échantillons fournis par le
consortium international AML

PANEL ION AMPLISEQ"® AML
N° ECHANTILLON MUTATION DETECTEE PAR (LIFE TECHNOLOGIES)
(IDENTIFIANT) SEQUENCAGE SANGER
COUVERTURE
MUTATION TS

CEBPA (V314G) D
TET2 (V1461fs) D

1 Cons-1 (JK) 1641
TET2 (S1760fs) D
GATAZ2 (L321F) D
FLT3 (D835E) D
CEBPA (V296E) D

2 Cons-2 (MW) DNMT3A (R882H) D 2898
GATA2 (H258fs) D
NPM1 (4 pb, ins) D
CEBPA (162fs) D

CEBPA

3 Cons-3 (SF) (E329._Q330ins35) D 2723
CEBPA (909 C>G) D
KIT (D816V) D

4 Cons-4 (LW) 3460
KIT (417-419delinsTCC) D

Abréviations: D: détectée; delins: délétions-insertions (en frangais, indel pour insertion-délétion); fs:

frameshift (en frangais, changement de cadre de lecture); ins : insertion; pb : paire de base

Validation du traitement informatique

Afin de s’assurer de la qualité des résultats, deux logiciels d’analyse des séquences
seront utilisés : lon Reporter (Life Technologies) et le systeme Galaxy avec les outils
FASTQ Groomer, Tophat2, BWA et Haplotype Caller (GATK). Ces programmes sont
accessibles par Internet et sont constamment mis a jour afin de permettre les
meilleures analyses possibles. Toutes les séquences obtenues font I'objet d’une
double vérification par ces logiciels. Si une discordance est relevée entre les
mutations détectées par les logiciels, deux actions sont prises : une vérification
manuelle de la séquence et |'utilisation d’une autre technique (séquencage Sanger,
sonde TagMan, analyse de longueur de fragments d’ADN) en vue d’éliminer

I"ambiguité.
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IMPACTS BUDGETAIRES

Les conséquences économiques de I'introduction de I'analyse dans le systeme de la
santé et des services sociaux québécois n’ont pas été analysées.

6 ENJEUX ORGANISATIONNELS, ETHIQUES, SOCIAUX ET JURIDIQUES

L’analyse du profil mutationnel de certains genes associés a la LMA peut orienter le
clinicien vers une greffe de cellules souches ou une chimiothérapie intensive, une
décision qui peut s’avérer lourde de conséquences pour le patient. Cette décision
doit donc étre fondée sur les meilleurs indicateurs disponibles.

Procéder a I'analyse du profil mutationnel de certains génes associés a la LMA aura
une incidence directe sur les patients, car ceux-ci pourraient se voir offrir un
traitement individualisé en fonction de la catégorie de risque qui leur est attribuée. Il
est légitime d’envisager que des souffrances inutiles découlant d’un traitement
agressant de chimiothérapie — qui est, dans certains cas, voué a I'échec — pourraient
ainsi étre évitées aux patients qui présentent des risques de complication. Par
ailleurs, la greffe de cellules souches pourrait étre offerte en priorité aux patients
présentant un risque élevé de rechute ou a ceux dont les chances de guérison par la
chimiothérapie seule sont limitées.

7 POSITIONS OU ORIENTATIONS DES PRINCIPALES ORGANISATIONS

CONCERNANT L’ANALYSE EVALUEE

L'ELN [Dohner et al., 2010] et le NCCN [2015] recommandent de procéder a I'analyse
du profil mutationnel des genes NPM1, FLT3 et CEBPA afin d’effectuer la
stratification pronostique des LMA, en particulier en présence d’un caryotype
normal. Aucune recommandation d’utilisation d’un panel ciblant un plus grand
nombre de génes n’a été faite.

8 SYNTHESE DE L’EVALUATION
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La stratification pronostique des leucémies myéloides aigués (LMA) par séquencage
de nouvelle génération (SNG) a I'aide du systéme lon Torrent"'“ PGM de Life
Technologies par un panel de 9 genes permettra, en combinaison avec I'analyse
cytogénétique, de préciser le pronostic des patients souffrant de LMA qui présentent
un caryotype normal et qui ont été classés initialement dans la catégorie « a risque
intermédiaire ». L’analyse du profil mutationnel de ces génes aura une influence
directe sur le choix d’un traitement adapté a la catégorie de risque attribuée au
patient. L’utilisation du SNG permettra le recours judicieux a la greffe de cellules
souches.

Parmi les 9 genes visés par I'analyse proposée, 6 genes figurent déja dans le
Répertoire québécois et systéeme de mesure des procédures de biologie médicale et 3
s’y ajouteraient (Tableau 12).



Tableau 12 Résumé de I'état des connaissances scientifiques sur les neuf genes
du panel lon AmpliSeq"'® AML

CODE DU REPERTOIRE

GENE 2015-2016 PARTICULARITES
NPM1 65150
KIT 65180 . ) )
Effet pronostique démontré
RUNX1 65120
TP53 65122
CEBPA 65098 Limite tec,hnl(?ue en SNG relative au
contenu élevé en GC
FIT3 65088 Site d’insertion des ITD non couvert par
SNG
TET2 s. 0.
IDH2 s. 0. Effet pronostique controversé ou incertain
ASXL1 s. 0.

Abréviations : GC : guanine cytosine; ITD : duplication interne en tandem (en anglais internal tandem
duplication); SNG : séquencage de nouvelle génération; s. o. : sans objet

L'effet pronostique d’une mutation peut varier selon la présence ou I'absence de
mutations dans d’autres génes. Ainsi, la méthode d’analyse par panel de génes
permettrait de prendre en compte les interactions complexes entre les diverses
mutations.

Les données de validité analytique fournies par le centre demandeur montrent que le
SNG réalisé a I'aide du systéme lon Torrent" PGM affiche une excellente sensibilité
de détection comparativement au séquencage Sanger. De plus, la comparaison des
données produites par le SNG de divers échantillons cliniques avec d’autres
techniques de séquencage ou de génotypage, par d’autres panels de génes LMA et
par d’autres laboratoires montre une excellente concordance.

Toutefois, I'utilisation du panel lon AmpliSeq"'® AML souléve certaines incertitudes
concernant I'efficacité des outils d’analyse des variants et I'analyse du profil
mutationnel des génes CEBPA et FLT3. En particulier, en ce qui concerne la détection
de duplications internes en tandem dans le géne FLT3 (FLT3-ITD), le panel ne couvre
pas le site d’insertion.

L'analyse du profil mutationnel des genes NPM1, FLT3 et CEBPA est recommandée
par 'ELN et le NCCN chez les patients atteints de LMA ayant un caryotype normal
(risque intermédiaire).
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RECOMMANDATION DE L’INESSS

Stratification pronostique des leucémies myéloides aigués par
séquencage de nouvelle génération (panel de genes)

La recommandation de I'INESSS
\/ Introduction de I'analyse dans le Répertoire
O Refus d’introduction de I’'analyse dans le Répertoire
O maintien de I’'analyse dans le Répertoire

O Retrait de I"analyse du Répertoire

Précisions accompagnant la recommandation

v" Le comité recommande au centre demandeur de masquer les résultats des
genes TET2, IDH2 et ASXL1 dans le rapport jusqu’a ce que des données
probantes additionnelles sur leur valeur pronostique soient disponibles.

v'  Le comité recommande au centre demandeur de réaliser une veille concernant
les génes TET2, IDH2 et ASXL1 afin de démontrer leur utilité clinique.




ANNEXE A

Algorithme d’interprétation des variants et établissement du

rapport cIinique (adapté de Spencer et al., 2014 et Richards et al., 2008 par le
demandeur)

Torrent Browser
v
Bam file
v

lon Reporter or SureCal analysis:
- Coverage 500X
- P Value >0.0001
- Mutation in exon
- Delins or non-synonymous mutation
- SIFT value <0.01 or polyphen >0.95

Variant

Report no mutation detecled.

[ REPORTED |-—| Check lterature, databases NOT REPORTED

Give limitations/
Clinical sensitivity
Predicted Predicted
Deleterious Benign
(st mutabons, not
‘%mﬁﬂm potential sphce site)
DELETERIOUS: | - BENIGN: l l
Evaluate evidence | " | Evaluate evidence Report as Uncertain Rﬁgﬂﬁﬁﬁﬂ_ as
Deleterious [missonse. polential gn
splica site, inframs indals,
SNP association only)
Evidence does Evidence Evidence does
Evidence not support > :
supports not support Collect evidence
supports :l.m%%al
ansociation oriy)
1 Report as Uncertain
{ghwe evidence for probabie
Report as Treat as Report as Treat as bmm; m.ﬂ
Deleterious Uncerain Benign Uncertain
I Collect evidence |q_
EVIDENCE = B Amino acid change severity l 1
0O Casa/Confrol association studies
B Conservation — orthalogs/paralogs Evidence supports Evidence Evidence supports
E Detected wideleterious mutation Deleterious Ambiguous Benign
O Family concordance 1 l 1
O Functional studies
O mRNA studies Follow-up report as Remains Follow-up report as
1 Predicted splice site Deleterious Uncertain Benign
B Prolein domain
Can be determined [ Requires additional studies: Report as
al time of testing. uncertain, continue coledting evidence.
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ANNEXE B

Algorithme d’interprétation des LMA de novo

LMA de novo (sauf la leucémie promyélocytaire’®)

I Caryotype favorable I

| KIT non muté ‘ ‘ KIT muté ‘

LMA nouveau diagnostic
Caryotype « intermédiaire »

FLT3-ITD(-) |

| nevimué | [ nemieL |

| CEBPAmutébiallélique | | CEPBAnon muté |

| Intermédiaire |

_ ‘ Probablement défavorable

Caryotype intermédiaire ou défavorable

TP53

TET2, ASXL1 ou RUNX muté | -

Trés défavorable

70 Lo . . . 1o . ’ L.
La leucémie promyélocytaire est exclue de cet algorithme parce qu’il s’agit d’un type de leucémie de cause connue, dont le
pronostic est bon et pour lequel la greffe de cellules souches constitue rarement une option de traitement envisagée (information

transmise par le Dr Lambert Busque lors d’'une communication téléphonique, le 20 avril 2015).
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ANNEXE C

Modeéle de stratification pronostique des LMA de I’European
LeukemiaNet (ELN) (adapté de Déhner et al., 2010)

CATEGORIE DE

RISQUE CARACTERISTIQUES CYTOGENETIQUES ET MOLECULAIRES

t(8;21)(g22;G22); RUNX1-RUNX1T1

inv(16)(p13.1;922) ou t(16;16)(p13.1;g22); CBFB-MYH11
NPM1+ sans FLT3-ITD (caryotype normal)

CEBPA+ (caryotype normal)

Favorable

o, NPM1+ et FLT3-ITD (caryotype normal)
Intermédiaire 1 NPM1- et FLT3-ITD (caryotype normal)
NPM1- sans FLT3-ITD (caryotype normal)

N £(9;11)(p22;923); MLLT3-MLL
Intermédiaire 2 Anomalies cytogénétiques classées dans une catégorie autre que
« favorable » ou « défavorable »"

inv(3)q21;026.2) ou t(3;3)(g21;926.2); RPN1-EVI1
t(6;9)(p23;934); DEK-NUP214
t(v;11)(v;923); MLL réarrangé
-5 ou del(5q); -7; abnl(17p); caryotype complexe®

Défavorable

+: présence de mutation
- : absence de mutation

* Cette catégorie comprend tous les cas de LMA dont le caryotype est normal, a I'exception des cas compris dans la catégorie

« favorable ». La plupart de ces cas sont associés a un pronostic défavorable, mais doivent étre rapportés séparément en raison
d’une réponse au traitement potentiellement différente.

T Concernant la plupart des anomalies, le nombre de patients étudiés n’était pas suffisant pour tirer des conclusions fermes
concernant leur signification pronostique.

¥ Présence de trois anomalies chromosomiques ou plus, en I'absence de I'une des translocations (t) ou des inversions (inv)
récurrentes désignées par I'Organisation mondiale de la Santé, soit: t(15;17), t(8;21), inv(16) ou t(16;16), t(9;11), t(v;q23), t(6;9),
inv(3) ou t(3;3).
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Avis d’évaluation

1 INFORMATION GENERALE
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Demandeur : Hopital général juif
Date de transmission de I’avis au ministre : 2 mai 2016

Date de publication de I’avis : 30 juin 2016

Mise en garde

Le présent avis est fondé sur I'information 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.

Conflit d’intéréts
Le D" David S. Rosenblatt n’a pas participé aux délibérations et s’est retiré au moment de
formuler la recommandation.

Lecture externe et accompagnement scientifique

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

Aux fins de validation de cet avis, les experts sont :

e D' Jean-Sébastien Aucoin, hématologue et oncologue médical au Centre hospitalier
affilié universitaire régional de Trois-Rivieres et membre du Comité de I'évolution
des pratiques en oncologie (CEPO) de I'[NESSS

e D' Sébastien Chénier, médecin généticien, Centre hospitalier universitaire de
Sherbrooke (CHUS)

e D" Rachel Laframboise, médecin généticienne, Centre hospitalier universitaire
(CHU) de Québec — Université Laval

2 ANALYSE ET TECHNIQUE EVALUEE

2.1
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Nom de I'analyse

Recherche de mutations dans les genes BRCA1 et BRCA2 par séquengage de nouvelle
génération




2.2

2.3

2.4

Description bréve de I’analyse et précisions techniques et cliniques

Le séquencage de nouvelle génération (SNG) désigne les différents systemes qui
permettent le séquencage de plusieurs genes simultanément. Cette technologie est
caractérisée par un rendement de lecture tres élevé en comparaison de la méthode
classique, soit le séquencage de Sanger.

Concernant la présente demande, le systéme MiSeq™ d’lllumina™® sera utilisé pour
détecter des mutations germinales présentes dans le promoteur ainsi que dans les
séquences codantes et adjacentes aux sites d’épissage des genes BRCA1 (BReast
CAncer gene 1) et BRCA2 (BReast CAncer gene 2). Les régions codantes des genes
BRCA1 et BRCA2 sont couvertes a 100 %. Les mutations couvertes par cette analyse
sont les mutations faux-sens et non-sens, les délétions, les insertions de méme que
les mutations de sites d’épissage. Ce test permet également de détecter les
variations du nombre de copies.

Le SNG est réalisé en trois étapes principales, soit la préparation de ’ADN génomique
et de la librairie d’ADN fragmenté, le séquencage et I'analyse des variants. En bref,
un enrichissement des régions d’intérét de I’ADN fragmenté est d’abord réalisé par
capture d’hybrides a 'aide de la trousse d’enrichissement d’ADN SeqCap EzV de
NimbleGen (Roche). Les oligonucléotides de la trousse sont choisis et synthétisés
selon les spécifications du demandeur. Le systeme MiSeq" d’lllumina™ permet
ensuite le séquencage des fragments d’ADN au cours de la synthese cyclique d’un
brin complémentaire a la matrice en utilisant des nucléotides fluorescents.
Contrairement au séquencage classique, le SNG réalise des millions de réactions
simultanément. Les séquences obtenues sont ensuite assemblées et alignées a une
séquence de référence.

L’analyse bioinformatique est effectuée a I'aide des programmes NextGENe"'® et
Geneticist Assistant™'® (SoftGenetics). La signification clinique des variants est
déterminée a I'aide des bases de données suivantes : Leiden Open Variation
Database (LOVD), Universal Mutation Database (UMD) et Breast Cancer Information
Core Database. Les logiciels Polyphen2 et SIFT sont utilisés pour prédire I'effet des
substitutions d’acide aminé sur la structure et la fonction des protéines BRCA1 et
BRCA2.

Modalités d’administration du test

Les échantillons sanguins sont prélevés dans les centres de prélevement des services
de génétique du Centre hospitalier de I'Université de Montréal (CHUM), du Centre
universitaire de santé McGill (CUSM), du CHU de Québec, du CHUS, de I'Hopital
Charles Lemoyne ou de |I'Hopital général juif de Montréal. Ces échantillons sont
ensuite acheminés par courrier au laboratoire du centre de pathologie moléculaire
de I'Hopital général juif ou I’ADN est extrait et le SNG est effectué. Le temps de
réponse varie de 3 semaines a 1 mois.

Société ou concepteur

L’évaluation du profil de mutations des genes BRCA1 et BRCA2 est effectuée par SNG
a l'aide de la trousse d’enrichissement d’ADN SeqCap Ez"“ de NimbleGen (Roche), du
systéeme MiSeq" d’lllumina® ainsi que des logiciels NextGENe" et Geneticist
Assistant™' (SoftGenetics).
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2.5

2.6

Statut d’homologation (Santé Canada, FDA)
Sans objet

Valeur pondérée : 502,00

CONTEXTE

3.1

3.2

3.3

3.4

3.5

Patients ciblés

Les personnes ciblées sont celles qui présentent un risque élevé de syndrome
héréditaire de cancers du sein et de I'ovaire de méme que d’autres types de cancer
associés a une mutation dans les genes BRCA1 et BRCA2, dont le cancer du pancréas.

Description de la maladie visée

Le cancer du sein est le cancer le plus fréquemment diagnostiqué chez les femmes au
Canada. Selon les statistiques de la Société canadienne du cancer (SCC), les
Canadiennes présentent un risque de 11,7 % de développer un cancer du sein au
cours de leur vie. En 2015, I'incidence du cancer du sein au Québec était estimée a

6 100 cas et le nombre de déces associés a celui-ci était estimé a 1 350.

Le cancer de I'ovaire est plus rare. Les Canadiennes présentent un risque de 1,4 % de
développer un cancer de I'ovaire au cours de leur vie. En 2015, I'incidence du cancer
de I'ovaire au Québec était estimée a 700 cas et le nombre de décés associés a celui-
ci était estimé a 400 [SCC, 2015].

Les cancers du sein et de I'ovaire sont généralement sporadiques. Toutefois, jusqu’a
10 % de ceux-ci sont causés par des mutations germinales dans divers génes. Les
cancers héréditaires suivent généralement un mode de transmission autosomique
dominant. La probabilité qu’une personne atteinte transmette la mutation a chacun
de ses descendants est donc de 50 %. Des mutations dans le gene BRCA1 ou dans le
géne BRCA2 sont détectées dans pres de 30 % a 40 % des cas de cancers héréditaires
du sein et de I'ovaire. BRCA1 et BRCAZ2 sont des génes suppresseurs de tumeurs et
contribuent normalement a la réparation de I’ADN et a la régulation de la
transcription en réponse aux dommages a I’ADN [Paul et Paul, 2014].

D’autres cancers ont été associés a des mutations dans les génes BRCA1 ou BRCA2,
tels que le cancer du pancréas, le cancer de la prostate, le cancer du colon et les
mélanomes [NCCN, 2016].

Nombre prévu d’analyses et de personnes visées

Le demandeur estime que 1 160, 1 218 et 1 278 analyses seraient réalisées au
Québec au cours de chacune des trois premieres années suivant I'introduction du
test dans le Répertoire québécois et systéme de mesure des procédures de biologie
médicale.

Spécialités médicales concernées
La génétique, I'oncologie et la chirurgie sont concernées.
Bréve description de la situation actuelle

Les demandes d’analyses des genes BRCA1 et BRCA2 par SNG sont présentement
envoyées hors Québec, soit au Mount Sinai Hospital a Toronto, a Myriad Genetics ou
a Invitae aux Etats-Unis.



3.6 Données médico-administratives

Selon les données fournies par le Ministére de la Santé et des Services sociaux
(MSSS), le nombre d’analyses des genes BRCA1 et BRCA2 effectuées par SNG

hors Québec était de 928 en 2013-2014. Le tableau 1 ci-dessous présente un résumé
des co(ts associés a ces analyses.

Tableau1l Analyses des génes BRCA1 et BRCA2 réalisées hors Québec en 2013-

2014
ANNEE NOMBRE | COUT UNITAIRE MOYEN coOT TOTAL
2013-2014 928 23598 2188948 $

3.7 Bréve description des avantages allégués de I’analyse proposée

Selon le demandeur, I'utilisation d’'une méthode de séquencage a haut débit
permettra de diminuer le temps de réponse et le colt par rapport aux envois hors du
réseau. La détection de mutations dans un géne spécifique permet la confirmation
d’un diagnostic et les suivis appropriés. Chez les familles ou une mutation est
détectée, les membres qui ne présentent pas cette mutation ne nécessitent pas de
suivis accrus, tandis que le suivi des membres hétérozygotes relatif aux syndromes
autosomiques dominants permet la détection précoce des cancers.

Selon le demandeur, I'analyse proposée n’apportera aucune modification a
I'algorithme de traitement des personnes atteintes d’un cancer héréditaire du sein
ou de I'ovaire ou qui présentent un risque élevé d’en étre atteintes.

3.8 Assurance qualité

Le demandeur affirme que les régions codantes des génes BRCA1 et BRCA2 sont
couvertes a 100 % et que les mutations couvertes par I'analyse proposée sont les
mutations faux-sens et non-sens, les délétions, les insertions de méme que les
mutations de sites d’épissage. Ce test permet également de détecter les variations
du nombre de copies.

Controle de qualité interne

Le demandeur a mis en place certaines mesures pour s’assurer de la qualité de
I'analyse proposée. Un échantillon témoin négatif (sans ADN) est utilisé pour
détecter de possibles contaminations et une librairie d’ADN PhiX (lllumina™) permet
d’évaluer I'efficacité du séquencage. Le seuil minimal acceptable de profondeur de
lecture est de 50X et le critere de qualité (Q-score’) est de 20. La présence de tout
variant potentiellement délétére détecté par SNG sera confirmée par une autre
méthode, soit le séquencage direct par la méthode de Sanger concernant les
substitutions et les petites indels (insertions-délétions) et I'amplification multiplexe
de sonde dépendante d’une ligature (en anglais multiplex ligation-dependant probe
amplification ou MLPA) concernant les variations du nombre de copies. Le

|| ’agit d’une mesure logarithmique de la probabilité d’erreur dans 'appel des bases. Dans le cas présent, lorsque le logiciel
Illumina attribue un Q-score de 20 (Q20), cela signifie que 1 appel de base sur 100 pourrait étre incorrect. Cela signifie aussi que
Iefficacité dans I'appel des bases est de 99 %. Un faible Q-score peut mener a une augmentation des faux-positifs [Illumina, 2014].

229



laboratoire du demandeur met présentement au point un test MLPA pour I'analyse
des genes BRCA1 et BRCA2.

Seules les mutations connues et répertoriées seront rapportées. Les variants de
signification indéterminée (VSI) seront répertoriés et interprétés en consultation
avec des collégues scientifiques canadiens du demandeur. Le laboratoire de ce
dernier participe aux travaux du Canadian Open Genetics Repository (COGR) et
partage de I'information sur les VSI avec d’autres laboratoires cliniques canadiens
afin de comparer leur classification et leur interprétation [Lerner-Ellis et al., 2015].

Controle de qualité externe

Le centre demandeur participe a I’European Molecular Genetics Quality Network’?,
qui offre notamment une évaluation externe de la qualité des genes BRCA1 et
BRCA2.

3.9 Remplacement d’un autre test

Actuellement, quatre analyses servant a I’évaluation du profil de mutation des génes
BRCA1 et BRCA2 sont inscrites dans le Répertoire québécois et systeme de mesure des
procédures de biologie médicale (tableau 2).

Tableau2 Analyses des génes BRCA1 et BRCA2 réalisées au Québec en 2014-2015

VALEUR .
ANALYSE PONDEREE NOMBRE | COUT TOTAL
Cancer du sein, cancer de I'ovaire — 426 1100 468 600 S
BRCA1, BRCA2, mutations canadiennes-
francaises
(code : 55170)
Cancer du sein, cancer de I'ovaire — 174 122 212288

BRCA1, BRCA2, mutations juives
ashkénazes par analyse de fragments,
test d’amplification des acides
nucléiques, ou TAAN

(code : 55166)

Cancer du sein, cancer de I'ovaire — 119 2 256 268 464 S
BRCA1, BRCA2, mutation individuelle
(code : 55168)

Europe de I'Est s. 0. s. 0. s. 0.
(code : 55022)

TOTAL s. 0. 3478 758292 S

Abréviation : s.0. : sans objet

Selon le demandeur, les analyses effectuées dans la population juive ashkénaze
détectent une mutation dans les genes BRCA1 et BRCA2 dans 60 % a 80 % des cas,

2 Site Web de I’'European Molecular Genetics Quality Network (EMQN) : http://www.emgn.org/emagn/Home.
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tandis que celles effectuées dans la population canadienne-francaise détectent une
mutation dans 30 % a 40 % des cas. Lorsqu’aucune mutation n’est détectée a I'aide
de panels ciblés présentement inscrits dans le Répertoire québécois et systeme de
mesure des procédures de biologie médicale, le séquencage complet des deux génes
est généralement effectué hors Québec a I'aide d’un test par SNG>.

Le demandeur mentionne qu’a plus long terme, I'analyse proposée pourrait
remplacer, de fagon progressive, I'analyse des génes BRCA1 et BRCA2 dans la
population canadienne-francaise, parce que la valeur pondérée de celle-ci est
similaire a celle de I'analyse proposée (426 c. 502). Toutefois, le demandeur ajoute
qgu’actuellement, il est nécessaire que la présence de tout variant potentiellement
délétere détecté par SNG soit confirmée par séquencage de Sanger, ce qui augmente
les colits associés a I'analyse proposée.

La recherche d’une mutation individuelle précise par séquencage est également
utilisée pour évaluer le profil génétique des membres d’une famille lorsque le
caractere délétere de cette mutation est reconnu chez un cas index.

4 DONNEES PROBANTES

4.1 Valeur diagnostique

4.1.1 Prévalence de mutations dans les géenes BRCA1 et BRCA2 dans la population
canadienne-frangaise

Prés d’un millier de mutations distinctes ont été détectées dans les genes BRCA1 et
BRCA2"*. La fréquence estimée de mutations germinales dans les génes BRCA1 et
BRCAZ2 dans la population générale varie de 1 pour 300 a 1 pour 800; elle est de 1
pour 40 dans la population juive ashkénaze [NCCN, 2016]. La prévalence des
mutations dans les genes BRCA1 et BRCAZ2 chez les familles dont certains membres
sont atteints de cancers du sein et de 'ovaire dépend du nombre de cancers, du type
de cancer, de I'age des membres atteints au moment du diagnostic ainsi que des
caractéristiques démographiques de la population étudiée [Simard et al., 2007].
Plusieurs études de prévalence et de contribution de mutations fondatrices dans la
population canadienne-francaise ont été réalisées au cours des derniéres années;
trois de ces études sont décrites dans la présente section.

Tonin et ses collaborateurs [1998] ont évalué la présence de huit mutations dans les
génes BRCA1 (quatre mutations) et BRCA2 (quatre mutations) chez 97 familles
canadiennes-francaises dont au moins trois membres sont atteints d’un cancer du
sein diagnostiqué avant I'age de 65 ans, un membre est atteint de cancer épithélial
de I'ovaire ou un membre de sexe masculin est atteint de cancer du sein. Des
mutations ont été détectées chez 41 des 97 familles, dont 24 dans le géne BRCA1 et
17 dans le géne BRCA2. Parmi ces familles, quatre mutations ont été détectées dans
les genes BRCA1 (C2598A, 2953del3+C, 3768insA et C4446T) et BRCA2 (2816insA,
G6085T, 6503delTT et 8765delAG), dont six mutations chez plus d’une famille. Les

7 Information fournie par le demandeur.

™ Information disponible sur le site Web BRCA Mutation Database du département de pathologie de I’'Université de I'Utah
(Etats-Unis) & BRCAL1 : http://arup.utah.edu/database/BRCA/Home/BRCA1 Landing ; BRCA2 :
http://arup.utah.edu/database/BRCA/Home/BRCA2 Landing (consultés le 18 janvier 2016).

231


http://arup.utah.edu/database/BRCA/Home/BRCA1_Landing
http://arup.utah.edu/database/BRCA/Home/BRCA2_Landing

232

mutations BRCA1 C4446T (17 familles) et BRCA2 8765delAG (11 familles) sont
considérées comme des mutations fondatrices dans la population canadienne-
francaise [Tonin et al., 1998].

Simard et ses collaborateurs [2007] ont notamment évalué la prévalence des
mutations dans les geénes BRCA1 et BRCA2 a I'aide d’une approche en deux étapes
chez 256 familles canadiennes-frangaises qui présentent un risque élevé de cancers
du sein et de I'ovaire. L’étape initiale de séquencage de mutations ponctuelles
ciblées a permis de détecter sept mutations dans les genes BRCA1 et BRCA2 chez
54 familles. La seconde étape, qui consistait au séquengage complet des génes
BRCA1 et BRCA2 des familles chez lesquelles des mutations spécifiques n’ont pas été
détectées, a permis de détecter huit nouvelles mutations, chacune dans une famille
différente. Cette approche a donc permis de détecter 15 mutations chez 62 des
256 familles (24 %). Les auteurs ont conclu que leur approche en deux étapes
d’analyse des génes BRCA1 et BRCA2 chez des familles canadiennes-frangaises qui
présentent un risque élevé de cancers du sein et de I'ovaire est sensible et peu
colteuse [Simard et al., 2007].

Ghadirian et ses collaborateurs [2009] ont évalué la prévalence de neufs mutations
fondatrices dans les génes BRCA1 (quatre mutations), BRCAZ2 (trois mutations),
PALB2 (une mutation) et CHEK2 (une mutation) de 564 femmes canadiennes-
francaises atteintes d’un cancer du sein invasif diagnostiqué a I’age de 50 ans ou
avant cet age et dans 6 433 échantillons d’ADN provenant de nouveau-nés
canadiens-francais de la région de Québec. Des mutations dans les génes BRCA1 et
BRCA2 ont été détectées chez 27 des 564 femmes atteintes (4,8 %), soit dans 7 et

20 cas, respectivement. Dans le groupe témoin, au total, huit nouveau-nés
présentaient une mutation (0,1 %) dans les génes BRCA1 et BRCA2. Les auteurs de
cette étude ont conclu qu’une mutation dans le gene BRCA1, BRCA2, CHEK2 ou
PALB?2 est détectée chez 6 % des femmes canadiennes-francaises atteintes d’un
cancer du sein invasif diagnostiqué a I’dge de 50 ans ou avant cet age. lls considérent
raisonnable d’offrir un test génétique a toutes les femmes ayant eu un diagnostic de
cancer du sein a I’age de 50 ans ou avant cet age. Toutefois, la fréquence de ces
mutations dans la population générale (0,5 %) est trop faible pour recommander une
évaluation populationnelle [Ghadirian et al., 2009].

4.1.2 Evaluation du profil de mutation des génes BRCA1 et BRCA2 par
séquencgage de nouvelle génération

La faisabilité de I"’évaluation du profil de mutation des génes BRCA1 et BRCA2 par
SNG a été décrite dans cing études [Ratajska et al., 2015; Wong-Brown et al., 2015;
Balabanski et al., 2014; Bosdet et al., 2013; Ozcelik et al., 2012]. Dans ces études, I'un
des systémes de SNG d’lllumina™® (MiSeq", HiSeq"' ou Genome Analyzer"),
similaire a celui proposé par le demandeur (MiSeq"' ), a été utilisé. Un bref apercu de
ces études est présenté dans le tableau 3.

Balabanski et ses collaborateurs [2014] ont évalué par SNG la fréquence et le type de
variants détectés dans les genes BRCA1 et BRCA2 chez 24 patientes bulgares
atteintes d’un cancer du sein et ayant des antécédents familiaux et dans 71 cas
témoins. Les auteurs ont rapporté que deux mutations ont été détectées, soit

une mutation dans le géne BRCA1 et une mutation dans le gene BRCA2 de patientes
atteintes de cancer de méme qu’un total de vingt polymorphismes et deux VSI dans



les genes BRCA1 et BRCA2 de la population a I'étude. lls mentionnent qu’a leur
connaissance, ils ont été les premiers a utiliser une approche par SNG pour évaluer le
type et la fréquence des mutations dans les genes BRCA1 et BRCAZ2 de la population
bulgare et que la création d’une base de données sur ces dernieres serait essentielle
[Balabanski et al., 2014].

Wong-Brown et ses collaborateurs [2015] ont évalué le profil de mutation des génes
BRCA1 et BRCA2 chez 774 patientes polonaises et australiennes atteintes d’un cancer
du sein triple négatif (ER-, PR-, HER2-)". Le SNG a permis de détecter des mutations
chez 74 patientes (9,6 %), dont seulement 36 avaient des antécédents de cancer du
sein ou de I'ovaire. Les auteurs de cette étude ont conclu qu’il est important de
réaliser les tests génétiques chez les patientes atteintes d’un cancer du sein triple
négatif, et ce, peu importe leur age ou leurs antécédents familiaux [Wong-Brown et
al., 2015].

Ratajska et ses collaborateurs [2015] ont évalué par SNG la fréquence de mutations
dans les génes BRCA1 et BRCA2 chez 134 patientes polonaises atteintes d’un cancer
primaire de I'ovaire. Le SNG a permis de détecter 20 mutations (14,9 %), dont
seulement 13 étaient incluses dans le panel diagnostique standard du nord de la
Pologne. Les mutations détectées par SNG ont été validées par un séquencage bi-
directionnel de Sanger. Les auteurs rapportent également que cing patientes qui
présentaient une mutation dans les genes BRCA1 et BRCA2 n’avaient pas
d’antécédents familiaux de cancers du sein et de I'ovaire. lls ont conclu que le SNG
devrait étre utilisé lorsque les résultats obtenus a I'aide du panel diagnostique
standard sont négatifs et que cette méthode est sensible et fiable pour le diagnostic
moléculaire des mutations dans les genes BRCA1 ou BRCA2 de patientes
sélectionnées [Ratajska et al., 2015].

Ozcelik et ses collaborateurs [2012] ont élaboré et validé une méthode de SNG
permettant d’évaluer le profil de mutation des génes BRCA1 et BRCA2 chez

12 patientes canadiennes atteintes d’un syndrome héréditaire de cancer du sein. Le
SNG a permis de détecter les 54 variants (y compris quatre mutations) préalablement
détectés par séquencage de Sanger (sensibilité > 99,9 %). Aucun faux-positif ni aucun
faux-négatif n’a été observé. Une moyenne de 95,4 % (91,6 % a 98,45 %) des lectures
produites par le SNG s’alignait correctement avec les séquences de référence de
GenBank’®. Toutes les régions génomiques des génes BRCA1 et BRCA2 étaient
néanmoins couvertes (moyenne de couverture génomique de 99,76 %). Les auteurs
ont conclu que le SNG est une méthode plus rapide, plus précise et moins coliteuse
que les méthodes classiques de séquencage utilisées dans I'évaluation du profil de
mutation des genes BRCA1 et BRCA2 [Ozcelik et al., 2012].

Bosdet et ses collaborateurs [2013] ont évalué le profil de mutation des génes BRCA1
et BRCA2 chez 91 patientes canadiennes atteintes d’un cancer du sein héréditaire a
I'aide des méthodes de SNG et de séquencage de Sanger. Les échantillons sanguins

> ER-, PR-, HER2- : récepteur d’cestrogénes négatif, récepteur de progestérone négatif et récepteur 2 du facteur de croissance
épidermique humain négatif.

7® GenBank est une base de données de séquence génétique du National Institutes of Health (NIH) aux Etats-Unis. Cette base de
données, qui regroupe toutes les séquences d’ADN publiques, est disponible a : http://www.ncbi.nIm.nih.gov/genbank/ (consulté le
1% février 2016).
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de 48 de ces patientes ont été sélectionnés rétrospectivement et ont servi a
I’optimisation de la méthode. Le génotype de ces 48 échantillons a été déterminé
correctement par SNG. Une couverture médiane supérieure a 4 000X a été obtenue
dans chacun des échantillons. Des simulations réalisées a partir des données de cette
étude ont permis aux auteurs de déterminer qu’a une profondeur de séquencage
supérieure a 100X sur chacune des bases, aucun faux-positif ni aucun faux-négatif
n’était observé. Cette valeur minimale a donc été requise a toutes les positions des
régions ciblées. Ensuite, 43 échantillons sanguins prélevés chez des patientes ont été
analysés de fagon prospective afin de valider cette méthode par SNG dans un
contexte clinique. Le génotype de ces échantillons a été déterminé correctement et
aucun faux-négatif ni aucun faux-positif n’a été observé. Les auteurs ont conclu que
I"utilisation de cette méthode sensible et automatisée de séquencgage a haut débit
est appropriée pour réaliser la détection de variants en laboratoire clinique [Bosdet
etal., 2013].



Tableau 3 Evaluation du profil de mutation des génes BRCA1 et BRCA2 par des méthodes de séquengage de nouvelle génération

POPULATION (N)

ETUDE . STRATEGIE SYSTEME DE LOGICIEL D’ANALYSE DES COUVERTURE SPECIFICITE
(PAYS) CAS (GENOTYPE | .\ 0inc | D’AMPLIFICATION SNG DONNEES PROFONDEUR SENSIBILITE
CONNU)
Etudes retenues
Balabanski 24 patientes CS 71 TruSeq Custom MiSeq'vIC MiSeq Reporter s. 0. s. 0.
[2014] ayant des (Amplicom) Sequencer Software™® (IIIuminaMC)
(Bulgarie) antécédents (IIIuminaMc)
familiaux (24)
Wong-Brown | 774 patientes CS s. 0. Amorces spécifiques, MiSeq'vIC NextGENeV second- s. 0. s. 0.
[2015] triple négatif (0) PCR nichée (Fluidigm |Sequencer eneration sequencin
p g g q g q g
(Australie, Corp.) (IIIuminaMc) software v.2.3.3.
Polognef) (SoftGenetics)
Ratajska 134 patientes CO s. 0. BRCA MASTR assay MiSeq'vIC Variant Studio Software™' > 99x s. 0.
[2015] (0) v1.2 (Multiplicom) Sequencer (IIIuminaMC), Geneious
(Pologne) (IIIuminaMc) Software (Biomatters Ltd)
Ozcelik 12 patientes CS s. 0. SequalPrep Long PCR | Genome NextGENeM® Sequence 99,76 % 95,4 % (91,6 %-
[2012] héréditaire (12) System (Invitrogen) | Analyzer 1M Analysis Software v.2.11 > 30x 98,45 %)
(Canada) (IIIuminaMC) (SoftGenetics) 99,9 %
Bosdet 91 patientes CS s. 0. Reséquencage ciblé HiSeqMC 2000 Integrative Genomics Viewer >4 000x 100 %
[2013] héréditaire (91) (Agilent (IIIuminaMC) Software v.1.5.65 100 %
(Canada) Technologies)
CENTRE DEMANDEUR
Hopital 40 cas positifs s. 0. Trousse MiSeq'vIC NextGENe" et Geneticist 100 % 100 %
général juif, |testés par SNG d’enrichissement Sequencer Assistant (SoftGenetics) > 50x 100 %
(Canada) (40) d’ADN SeqCap EZMC (IIIuminaMc)
de Nimblegen
(Roche)

Abréviations : CO : cancer de I'ovaire; CS : cancer du sein; SNG : séquencage de nouvelle génération; s. o. : sans objet

* Patientes dont les génes BRCA1 et BRCAZ2 ont préalablement été analysés par séquencage de Sanger.

T Les patientes polonaises sont généralement soumises au test en vue de détecter trois mutations fondatrices dans le géne BRCA1. Dans I'étude de Wong-Brown et ses collaborateurs, les

patientes ayant obtenu un résultat positif relativement a I'une de ces trois mutations étaient exclues.
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4.2 Valeur pronostique

4.2.1 Risque de cancer chez les personnes qui présentent une mutation dans le
géne BRCA1 ou dans le géne BRCA2

La présence d’une mutation dans le gene BRCA1 ou dans le géne BRCA2 est associée
a un risque élevé de développer un cancer du sein (40 % a 80 % chez les femmes et
1% a 10 % chez les hommes) ou un cancer de l'ovaire (11 % a 46 %) [Nelson et al.,
2014; Chen et Parmigiani, 2007; Fu et al., 2007; Antoniou et al., 2003]. Les personnes
qui présentent une mutation dans le gene BRCA1 ou dans le gene BRCA2 courent
également un risque 4 a 5 fois plus élevé de développer un cancer du pancréas
[Mocci et al., 2013].

Mavaddat et ses collaborateurs [2013] ont réalisé une étude de cohorte prospective
chez 978 femmes présentant une mutation dans le géne BRCA1 et 909 femmes
présentant une mutation dans le gene BRCAZ2 originaires du Royaume-Uni et de
I'Irlande. Chez les femmes présentant une mutation dans le géne BRCA1, les risques
cumulatifs moyens de développer un cancer a 70 ans étaient de 60 % relativement
au cancer du sein, de 59 % relativement au cancer de 'ovaire et de 83 %
relativement au cancer du sein controlatéral’”’. Parmi les femmes présentant une
mutation dans le gene BRCAZ2, ces risques étaient respectivement de 55 %, 16,5 % et
62 %. Cette étude prospective a montré que les femmes présentant une mutation
dans les genes BRCA1 et BRCA2 présentent un risque élevé de développer un cancer
du sein, un cancer de I'ovaire ou un cancer du sein controlatéral [Mavaddat et al.,
2013].

Mocci et ses collaborateurs [2013] ont réalisé une étude rétrospective dont I'objectif
était d’évaluer le risque de développer un cancer du pancréas dans une cohorte de

5 799 familles états-uniennes, canadiennes et australiennes qui comptaient au
moins un cas de cancer du sein dont le profil de mutation des génes BRCA1 et BRCA2
était connu. Les membres atteints d’'une mutation dans le gene BRCA1 ou dans le
géne BRCA2 présentaient un risque élevé de développer un cancer du pancréas, soit
des ratios d’incidence standardisé de 4,11 (IC95 % : 2,94-5,76) concernant le géne
BRCA1 et de 5,79 (IC95 % : 4,28-7,84) concernant le géne BRCA2. Les auteurs de cette
étude ont conclu qu’étant donné la mortalité élevée associée au cancer du pancréas,
ce dernier devrait étre inclus dans I’évaluation du risque lors du conseil génétique
d’un patient ayant des antécédents familiaux de cancer du sein [Mocci et al., 2013].

4.2.2 Mesures de prévention primaire concernant les personnes présentant une
mutation dans le géne BRCA1 ou dans le géne BRCA2

Nelson et ses collaborateurs du United States Preventive Services Task Force
(USPSTF) [2014] ont réalisé une revue systématique de la littérature scientifique sur
les conséquences des interventions chirurgicales préventives effectuées chez les
femmes qui présentent un risque élevé de cancer du sein ou de |'ovaire en raison
d’antécédents personnels ou familiaux ainsi que chez celles qui présentent une
mutation dans les génes BRCA1 et BRCA2. lls ont rapporté qu’une mastectomie
préventive permet de réduire de 85 % a 100 % le risque de cancer du sein et de 81 %

77 Qui qualifie une structure située du cté opposé au point de référence. Définition tirée du site Web de I'Office québécois de la
langue frangaise, disponible a : http://gdt.oqlf.gouv.qc.ca/ficheOqlf.aspx?Id Fiche=8356097 (consulté le 26 mai 2016).
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a 100 % la mortalité associée, tandis qu’une salpingo-ovariectomie préventive
permet de réduire de 37 % a 100 % le risque de cancer du sein, de 69 % a 100 %, le
risque de cancer des ovaires et de 55 % a 100 %, la mortalité (toutes causes
confondues) [Nelson et al., 2014].

Valachis et ses collaborateurs [2014] ont réalisé une méta-analyse dont les objectifs
étaient, entre autres, d’évaluer le risque d’une récidive de cancer du sein chez les
patientes dont le profil de mutation BRCA1 ou BRCA2 était positif et de déterminer
les facteurs qui influencent ce risque. Concernant la récidive ipsilatérale’® de cancer,
le profil de mutation BRCA1 ou BRCAZ2 positif a été associé a une augmentation
significative du risque uniquement lorsque les études rapportaient un suivi médian
supérieur ou égal a 7 ans (rapport de risque instantané (RRI) de 1,51, 1C95 % : 1,15-
1,98; p = 0,003). Concernant la récidive controlatérale de cancer, le risque était aussi
plus élevé chez les patientes présentant une mutation dans le gene BRCA1 ou dans le
géne BRCA2 comparativement aux autres patientes (RRI de 3,56, IC95 % : 2,50-5,08;
p < 0,001). Parmi les facteurs associés a une diminution significative de ces risques,
les auteurs mentionnent la chimiothérapie adjuvante et le recours a I'ovariectomie
dans les cas de récidive ipsilatérale, tandis que dans les cas de récidive
controlatérale, ces facteurs sont notamment I’ovariectomie et I'utilisation de
tamoxiféne [Valachis et al., 2014].

Heemskerk-Gerritsen et ses collaborateurs [2013] ont réalisé une étude de cohorte
prospective chez 570 Hollandaises présentant une mutation dans le gene BRCA1 ou
dans le gene BRCAZ2 (suivi médian de 8,5 ans). Parmi ces femmes, 212 ont eu recours
a une mastectomie bilatérale préventive a un dge médian de 35 ans et 358 ont opté
pour une surveillance. Cette étude a montré que I'incidence de cancer du sein était
inférieure chez les femmes ayant eu recours a une mastectomie bilatérale préventive
par rapport a celle du groupe ayant eu pour une surveillance (0 contre 28 pour 1 000
personnes-années d’observation, respectivement), tandis que le taux de mortalité
associé au cancer du sein était similaire dans ces deux groupes (0,7 contre 1,8 pour

1 000 personnes-années d’observation, respectivement) [Heemskerk-Gerritsen et al.,
2013].

Heemskerk-Gerritsen et ses collaborateurs [2015] ont également réalisé une étude
de cohorte prospective chez 583 patientes hollandaises atteintes de cancer du sein
primaire et présentant une mutation dans le ggéne BRCA1 ou dans le géne BRCA2
(suivi médian de 11,4 ans). Parmi ces patientes, 242 ont eu recours a une
mastectomie controlatérale préventive et 341 ont opté pour une surveillance. Cette
étude a montré que l'incidence de cancer du sein controlatéral était inférieure chez
les femmes ayant eu recours a une mastectomie controlatérale préventive (2 %
contre 19 %; p < 0,001) et que le recours a cette mesure était associé a une réduction
significative de 51 % du risque de décés [Heemskerk-Gerritsen et al., 2015].

Marchetti et ses collaborateurs [2014] ont réalisé une méta-analyse afin de préciser
le role de la salpingo-ovariectomie préventive dans la réduction du risque du cancer
de I'ovaire et de la mortalité chez les femmes présentant une mutation dans le géne

78 Qui se situe ou se produit du méme c6té de I'organisme par rapport a un point de référence. Définition tirée du site Web de
I'Office québécois de la langue frangaise, disponible a : http://gdt.oqlf.gouv.gc.ca/ficheOglf.aspx?ld Fiche=26529240 (consulté le 26
mai 2016).
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4.4

BRCA1 ou dans le géne BRCA2. Trois études prospectives totalisant 9 192 patientes,
dont 4 961 ont eu recours a une salpingo-ovariectomie préventive (dge moyen de
43 ans a 48 ans), ont été incluses dans cette méta-analyse. Le suivi moyen de ces
études était de 4 ans. Cette méta-analyse a permis de montrer qu’a la suite d’une
salpingo-ovariectomie préventive, le risque de cancer de I'ovaire est réduit de 81 %
et le risque de mortalité, toutes causes confondues, de 68 % [Marchetti et al., 2014].

Enfin, Nelson et ses collaborateurs [2014] ont également réalisé une revue de la
littérature scientifique sur I’hormonothérapie. lls ont repéré des études randomisées
contrdlées qui ont montré que |'utilisation de tamoxiféne et de raloxifene permet de
réduire de 30 % a 68 % les risques de cancer du sein invasif chez les femmes, quel
que soit leur niveau de risque [Nelson et al., 2014].

Valeur thérapeutique

Concernant les personnes atteintes d’un cancer du sein ou de 'ovaire, I'évaluation
du profil de mutation des genes BRCA1 et BRCA2 par SNG ou par d’autres techniques
ne vise pas a choisir ou a modifier un traitement ou a en évaluer |'efficacité. En effet,
les options thérapeutiques qui s’offrent aux personnes atteintes d’un syndrome
héréditaire de cancer du sein ou de I'ovaire sont les mémes que celles qui s’offrent
dans le cas d’un cancer qui n’est pas héréditaire [Petrucelli et al., 2013].

Validité analytique

Strom et ses collaborateurs [2015] ont réalisé une étude ayant pour objectif
d’évaluer la validité analytique de deux méthodes de SNG (MiSeq" d’lllumina™“et
lon Personal Gene Machine (PGM) System") en comparaison de la méthode
classique de séquencage de Sanger dans I’évaluation du profil de mutation des génes
BRCA1 et BRCA2 [Strom et al., 2015]. Les principaux résultats obtenus dans cette
étude sont présentés dans le tableau 4. En bref, les auteurs ont congu un logiciel, le
Quest Sequencing Analysis Pipeline (QSAP), afin de remplacer le logiciel fourni avec le
systéeme MiSeq" d’llllumina™c, parce que ce dernier ne permettait pas détecter des
délétions de plus de neuf paires de bases. Les deux méthodes de SNG (MiSeq-QSAP
et PGM-Torrent Suite) ont été validées a I'aide de 27 lignées de cellules souches
contenant une mutation connue dans le géne BRCA1 ou dans le géne BRCAZ ainsi
gu’a partir de 67 échantillons sanguins témoins présentant 352 variants, soit dans le
géne BRCA1 ou dans le géne BRCA2. Les deux méthodes ont présenté une sensibilité
de 100 % relativement a la détection des 379 variants. Toutefois, la méthode PGM-
Torrent Suite a montré des précisions intra-essai (96,2 %) et inter-essai (96,7 %)
inférieures en comparaison a celles de la méthode MiSeq-QSAP (100 % et 99,4 %,
respectivement). Les variations de la méthode PGM-Torrent Suite étaient associées a
I"attribution de variants faux-positifs. Les auteurs de cette étude ont conclu que la
méthode de SNG combinant le systéeme MiSeq"'“ d’lllumina™® et le logiciel QSAP offre
une performance acceptable pour une utilisation en laboratoire clinique [Strom et
al., 2015].



4.5 Données fournies par le demandeur

Le laboratoire du demandeur a fourni les données d’analyse de 40 personnes
présentant une mutation dans le gene BRCA1 (21 mutations, dont 17 distinctes) ou
dans le géne BRCA2 (19 mutations, dont 16 distinctes) (annexe A). Ces mutations
préalablement détectées par séquencage de Sanger ont toutes été détectées par
SNG. Les 2 120 exons négatifs lors du séquencage de Sanger étaient tous également
négatifs lors du SNG. La couverture du géne BRCA1 variait de 109X a 1 519X et celle
du géne BRCA2 variait de 474X a 1 453X.

Tableau4 Comparaison de deux méthodes de séquengage de nouvelle
génération et du séquencage classique par la méthode de Sanger dans
I’évaluation du profil de mutation des génes BRCA1 et BRCA2 dans
I’étude de Strom et ses collaborateurs [2015]

METHODES DE SNG

VALIDITE .

ANALYTIQUE CARACTERISTIQUES T PGM-TORRENT
SUITE

Sensibilité Détection des 379 variants 100 % 100 %

Précision 3 échantillons sanguins en 100 % 96,2 %

intra-essai 5 répétitions par chacune des

méthodes
Précision 3 répétitions d’analyse 99,4 % 96,7 %
inter-essai

Taux d’échec

Echec 3 atteindre une profondeur
de couverture > 40 x a chacun des
exons

2,8 % (8/282)

16,7 % (47/282)

des 27 lignées cellulaires)

Limite du Comparaison du nombre de <20% <20%
blanc lectures alignées au génome

humain (assemblage hg19) avec la

moyenne des lectures alignées par

échantillon
Limite de Plus faible concentration (ng/ul) a > 5 ng/ul > 5 ng/ul
détection laguelle la profondeur de lecture

moyenne des régions exoniques

est maintenue a > 40 lectures par

base
Fiabilité 3 analyses distinctes (27 mutations 100 % 100 %

Taux d’erreur

3 analyses distinctes (352 variants
des 67 témoins)

<0,1% (1/1 056)

3,7 % (39/1 056)

Abréviations : PGM : Personal Gene Machine"; QSAP : Quest Sequencing Analysis Pipeline; SNG : séquengage de
nouvelle génération
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5 IMPACTS BUDGETAIRES

L'analyse d’impact budgétaire prend en considération les co(ts directs associés a
I'introduction de I'analyse proposée pour la recherche de mutation dans les génes
BRCA1 et BRCA2 par SNG dans le Répertoire québécois et systéme de mesure des
procédures de biologie médicale. La présente section expose deux scénarios
concernant le rapatriement au Québec de la totalité des analyses du profil de
mutation des genes BRCA1 et BRCA2 par SNG actuellement effectuées hors Québec.
Le premier scénario a été élaboré a partir des statistiques du MSSS sur les envois
hors Québec en 2013-2014, alors que le second a été élaboré a partir des colts
actualisés.

Scénario 1 — L’évaluation des codts directs des envois hors Québec en 2013-2014 est
présentée dans le tableau 5 et repose principalement sur les éléments suivants :

Les principaux comparateurs utilisés sont les analyses envoyées hors Québec
au Mount Sinai Hospital a Toronto, a Myriad Genetics et a Invitae, aux Etats-
Unis.

Le nombre d’analyses effectuées hors Québec était de 928 en 2013-2014.

Le colit moyen pondéré”® de ces analyses était de 2 359 $ en 2013-2014.

Le colit moyen pondéré actuel de ces analyses est de 1 069 S

Le demandeur prévoit réaliser 1 160, 1 218 et 1 278 analyses au cours de
chacune des trois premiéres années suivant I'introduction de I'analyse dans
le Répertoire québécois et systeme de mesure des procédures de biologie
médicale.

A partir des statistiques du MSSS de 2013-2014, il est plutdt estimé que 940,
990 et 1 040 analyses seraient effectuées au cours de chacune des

trois premieres années suivant l'introduction de I'analyse dans le dans le
Répertoire québécois et systéme de mesure des procédures de biologie
médicale.

La valeur pondérée (VP) proposée par le demandeur concernant I'évaluation
du profil de mutation des genes BRCA1 et BRCA2 est de 502, bien que celle-ci
ne tienne pas compte des tests de validation par séquencage de Sanger (VP :
119) ou par MLPA (VP approximative : 91).

Il est estimé que 10 % des analyses par SNG vont requérir une confirmation
par séquencage de Sanger. Les analyses de sensibilité présentées dans le
tableau 5 refletent une variation dans le pourcentage (de 5 % a 15 %) des
analyses effectuées par SNG nécessitant une confirmation par séquencage de
Sanger. L’analyse par MLPA n’a pas été considérée dans la présente analyse
d’impact budgétaire, étant donné la rareté de son utilisation.

7 Le colt moyen pondéré est obtenu en pondérant le co(it de chaque analyse retenue comme comparateur par sa volumétrie, tel
qu’il est présenté dans les données du MSSS.
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Tableau 5

Impact budgétaire de I'introduction du test de recherche de mutation

dans les génes BRCA1 et BRCA2 par SNG dans le Répertoire québécois
et systeme de mesure des procédures de biologie médicale — Scénario 1
— Colits des envois hors Québec en 2013-2014 estimés a partir des
statistiques du MSSS

AN 1 AN 2 AN 3 TOTAL
Nombre prévu d’analyses 940 990 1040 2970
Co(its des envois hors Québec 22172538$ 2335192S 24531318 7005576 S
CoUts estimés des analyses 1526283$
réalisées au Québec 483 066 S 508 761S 534456 $
Co(t différentiel -1734187 S -18264315 -19186755S -5479293 S
Analyses de sensibilite” En 3 ans, économies les plus élevées -5496 966 $
En 3 ans, économies les plus faibles -5461623S

* Les analyses de sensibilité refletent une variation dans le pourcentage des analyses effectuées par SNG nécessitant
une confirmation par séquencage de Sanger, soit de 5 % a 15 %.

A partir des statistiques sur les envois hors Québec en 2013-2014, les économies qui
résulteraient directement liées a I'introduction de I'analyse du profil de mutation des
génes BRCA1 et BRCA2 par SNG dans le Répertoire québécois et systeme de mesure
des procédures de biologie médicale sont estimées a prés de 5,5 MS en considérant
le rapatriement au Québec de I'ensemble des analyses effectuées hors Québec, et
ce, les 3 premieres années. Toutefois, depuis 2013-2014, le co(t unitaire de cette
analyse a grandement diminué en raison de la réduction des colts de séquencage
ainsi que de I'augmentation de I'offre de ce type d’analyse. Par conséquent, le
second scénario tient compte de cette diminution significative en remplagant le co(t
moyen pondéré de 2 359 $ en 2013-2014 par un codt moyen pondéré actualisé de
1069S.

Scénario 2 — L’évaluation actualisée des co(ts directs des envois hors Québec est
présentée dans le tableau 6 ci-dessous.

Tableau 6 Impact budgétaire de I'introduction du test de recherche de mutation
dans les génes BRCA1 et BRCA2 par SNG dans le Répertoire québécois
et systeme de mesure des procédures de biologie médicale — Scénario 2

— Colts actualisés des envois hors Québec

AN 1 AN 2 AN 3 TOTAL
Nombre prévu d’analyses 940 990 1040 2970
Co(its des envois hors Québec 1005131$ 1058596 $ 11120605 3175787 S
CoUts estimés des analyses 1526283$
réalisées au Québec 483 066 S 508 761 S 534 456 $
CoUt différentiel -522 065 $ -549835$ -577 604 S -1649504 S
Analyses de sensibilité” En 3 ans, économies les plus élevées -1667176$
En 3 ans, économies les plus faibles -1631833S

* Les analyses de sensibilité refletent une variation dans le pourcentage des analyses effectuées par SNG nécessitant
une confirmation par séquencgage de Sanger, soit de 5 % a 15 %.
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En tenant compte de I'ensemble de ces considérations, les économies qui
résulteraient directement de I'introduction de I’analyse du profil de mutation des
génes BRCA1 et BRCA2 par SNG dans le Répertoire québécois et systeme de mesure
des procédures de biologie médicale sont plutbt estimées a plus de 1,6 MS, et ce,
pour les trois premiéeres années.

6 ENJEUX ORGANISATIONNELS, ETHIQUES, SOCIAUX ET JURIDIQUES

Les organisations scientifiques et médicales recommandent d’offrir un conseil
génétique avant et aprés un test génétique (voir la section 7), parce qu’il augmente
notamment la précision de la perception du risque par le patient et tend
généralement a diminuer l'inquiétude, I'anxiété et la dépression associées aux
cancers héréditaires [Nelson et al., 2014].

Les enjeux psychosociaux associés aux analyses génétiques de prédisposition au
cancer sont reconnus dans la littérature scientifique. Ceux-ci ne devraient pas étre
différents advenant l'introduction de I'analyse proposée dans le Répertoire québécois
et systeme de mesure des procédures de biologie médicale, parce que le demandeur
propose de rapatrier une analyse déja effectuée hors Québec. En bref, I'inquiétude et
I'anxiété tendent a augmenter chez les personnes présentant une mutation dans le
géne BRCA1 ou dans le géne BRCA2, tandis qu’elles diminuent chez les personnes
non-porteuses. Les femmes présentant une mutation dans le ggne BRCA1 ou dans le
géne BRCA2 ont I'option de recourir a certaines mesures préventives, telles qu’une
surveillance accrue, une intervention chirurgicale ou une hormonothérapie. Ces
mesures préventives, présentées dans la section 4.2, sont associées a une diminution
significative du risque de cancer.

Comme il a été mentionné auparavant, I'introduction de I'analyse proposée
n’apporterait pas de modification a I'algorithme de traitement des patients atteints
d’un cancer héréditaire du sein ou de |'ovaire. De fait, les ressources mobilisées pour
suivre et traiter une personne atteinte d’un syndrome héréditaire de cancer, ainsi
que ses proches qui présentent un risque, demeurent les mémes, que le profil de
mutation soit évalué hors Québec ou non.

L'analyse proposée par le demandeur permet de détecter des mutations dans les
geénes BRCA1 et BRCA2 responsables des cancers héréditaires du sein et de I'ovaire.
Toutefois, ces cancers héréditaires ont également été associés a des mutations dans
d’autres genes, tels que TP53, PTEN, STK11, CDH1, CHEK2, ATM, BRIP1 et PALB2. De
ce fait, 'absence de mutation dans les génes BRCA1 et BRCA2 pourrait motiver
I'investigation de ces genes, dont la pénétrance est variable selon les cas.

7 POSITIONS OU ORIENTATIONS DES PRINCIPALES ORGANISATIONS
CONCERNANT L’ANALYSE EVALUEE

Le National Comprehensive Cancer Network (NCCN) a publié, en mars 2016, la
derniére mise a jour de son guide de pratique clinique sur I'évaluation génétique des
cancers héréditaires du sein et de I'ovaire. Des algorithmes cliniques sont présentés
relativement au traitement, aux interventions préventives et a la surveillance des
patients et des personnes présentant une mutation dans les génes BRCA1 et BRCA2.
Concernant les femmes présentant une mutation dans le ggéne BRCA1 ou le gene
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BRCA2, le NCCN recommande notamment qu’elles soient sensibilisées a I'auto-
examen mensuel des seins des I’dge de 18 ans et a soliciter un examen clinique semi-
annuel des seins a partir de I'dge de 25 ans. Il recommande également de procéder
annuellement a une mammographie de dépistage et a un examen d’imagerie par
résonance magnétique (IRM) des seins des I’adge de 25 ans ou selon un calendrier
individualisé qui tient compte de I’dge du plus jeune cas de cancer diagnostiqué dans
la famille [NCCN, 2016].

La National Society of Genetic Counselors (NSGC) a publié, en 2013, un guide de
pratique clinique sur I'évaluation du risque et le conseil génétique concernant les
cancers héréditaires du sein et de |'ovaire. Le NSGC recommande que les tests
génétiques soient offerts aux personnes dont les antécédents personnels ou
familiaux laissent suspecter la présence d’un cancer héréditaire du sein ou de I'ovaire
lorsque le test peut étre interprété adéquatement, qu’il influence la prise en charge
du patient ou d’'un membre de sa famille, que les bénéfices potentiels surpassent les
risques potentiels, que I"’évaluation est volontaire et que I'individu soumis au test, ou
son représentant légal, peut donner un consentement éclairé [Berliner et al., 2013].
L'USPSTF recommande d’offrir un conseil génétique aux femmes ayant des
antécédents familiaux associés a un risque de mutation dans les génes BRCA1 et
BRCAZ et, si cela est indiqué, un test génétique [Moyer, 2014].

L’American Congress of Obstetricians and Gynecologists (ACOG) et la Society of
Gynecologic Oncologists (SGO) recommandent une évaluation génétique chez les
femmes qui présentent un risque de prédisposition génétique de cancer du sein ou
de I'ovaire supérieur a 20 % a 25 %. L’ACOG et la SGO mentionnent aussi qu’une
évaluation génétique pourrait étre utile chez les femmes dont le risque de
prédisposition estimé est de 5 % a 10 % [ACOG, 2009; Lancaster et al., 2007]. De plus,
la SGO souligne I'importance d’obtenir le consentement éclairé du patient et que ce
dernier ait d’abord accés a une information pré-test et a un conseil sur les risques, les
bénéfices et les limites du test, de méme que les suites possibles selon le résultat de
ce test [Lancaster et al., 2007].

L’American Society of Clinical Oncology (ASCO) recommande un test génétique dans
les situations suivantes : 1) les antécédents personnels ou familiaux indiquent une
susceptibilité a un cancer héréditaire, 2) le test peut étre interprété adéquatement et
3) les résultats servent au diagnostic ou a la prise en charge d’un patient ou d’un
membre de la famille qui présente un risque de cancer héréditaire. L’ASCO
recommande également que ces tests soient seulement réalisés lorsqu’un conseil
génétique pré-test et post-test est offert [Robson et al., 2015; 2010].

L’European Society for Medical Oncology (ESMO) recommande pour sa part que tous
les patients auxquels un test génétique BRCA1 et BRCA2 est prescrit donnent d’abord
un consentement éclairé et recoivent un conseil génétique. Les personnes
présentant une mutation dans les génes BRCA1 et BRCA2 sont encouragées a aviser
les membres de leur famille afin que ces derniers obtiennent également un conseil
génétique [Balmafia et al., 2011].
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8 SYNTHESE DE L’EVALUATION
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Plusieurs patients atteints d’'un syndrome héréditaire de cancer du sein ou de I'ovaire
présentent une mutation autosomale dominante dans le gene BRCA1 ou dans le géne
BRCAZ2. L'analyse proposée sert a évaluer le profil de mutation des génes BRCA1 et
BRCA2 par une méthode de SNG en vue de dépister les personnes qui présentent un
risque élevé de développer un syndrome héréditaire de cancer du sein ou de I'ovaire,
et ce, en vue de leur offrir un traitement préventif.

La recherche documentaire a permis de repérer cinq études ayant pour objectif
d’évaluer la valeur diagnostique du SNG dans I'évaluation du profil de mutation des
génes BRCA1 et BRCA2 en utilisant un systéme offert par Illumina™c. Selon ces
études, le SNG est sensible et fiable et, son utilisation est pertinente dans un
laboratoire clinique.

La détection d’une mutation dans le géne BRCA1 ou dans le géne BRCA2 permet
d’offrir aux personnes qui présentent un risque élevé de développer un cancer
diverses interventions préventives, telles qu’une surveillance accrue, une
intervention chirurgicale ou une hormonothérapie. Ces mesures se sont révélées
efficaces pour réduire le risque de cancer ainsi que la mortalité et la morbidité qui lui
sont associées, mais elles comportent toutefois des effets secondaires qui peuvent
influer sur la qualité de vie.

Les économies résultant de I'introduction de I'analyse du profil de mutation des
genes BRCA1 et BRCAZ2 par SNG dans le Répertoire québécois et systéme de mesure
des procédures de biologie médicale sont estimées a plus de 1,6 MS en considérant
les colits actualisés pour le rapatriement au Québec de I'ensemble des analyses
effectuées hors Québec, et ce, pour les trois premieres années.

L'association entre la présence de mutations dans les genes BRCA1 et BRCA2 et
I'incidence accrue de cancers du sein, de |'ovaire et du pancréas est bien établie dans
la littérature scientifique. De fait, de nombreux organismes ont publié des guides de
pratique clinique ou élaboré des recommandations sur |’évaluation génétique, la
surveillance, les interventions préventives et la prise en charge des cancers
héréditaires du sein et de I'ovaire. Tous s’entendent pour recommander qu’un
conseil génétique soit offert, avant et apres I’évaluation du profil de mutation des
génes BRCA1 et BRCA2.



RECOMMANDATION DE L’INESSS

Recherche de mutations dans les genes BRCAL et BRCA2 par
sequencage de nouvelle génération

La recommandation de I'INESSS
\/ Introduction de I'analyse dans le Répertoire
O Refus d’introduction de I’analyse dans le Répertoire
O maintien de I’'analyse dans le Répertoire

O Retrait de I"analyse du Répertoire

Précisions accompagnant la recommandation

v" Des enjeux majeurs de qualité des services et de délai de réponse sont associés
a cette analyse.

v" La mise en place de cette analyse nécessitera une période de transition pendant
laquelle il sera important que le test demeure disponible hors Québec.

v' Le(s) laboratoire(s) désigné(s) devrai(ent) avoir la possibilité d’envoyer les
analyses hors Québec si les volumes I'exigent.
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ANNEXE A

Liste des mutations des genes BRCA1 et BRCA2 analysées lors de

la validation de I’analyse par SNG par le laboratoire du

demandeur

Tableau 7 Liste des mutations analysées lors de la validation de I'analyse par SNG et par
séquencage de Sanger

L,E'CUJI‘:ERT?L'L);N DESIGNATION MUTATION BRCA (NOMENCLATURE HGVS) RESULTAT DU SNG
1 MU5 BRCAZ2:c.5946delT positif
2 MU6 BRCA2:c.5946delT positif
3 MU7 BRCA1:c.1016dupA positif
4 MU9 BRCAZ2:c.9501+1G>A positif
5 MU20 BRCA2:c.5645C>A positif
6 MU23 BRCA2:¢.5350_5351delAA positif
7 MU30 BRCA1:c.213-2A>C positif
8 MU34 BRCA1:c.5106delA positif
9 MU41 BRCA1:c.5266dupC positif
10 MU43 BRCA2:c.3170_3174del5 positif
11 MU45 BRCA1:c.843_846delCTCA positif
12 MU47 BRCA2:c.3170_3174del5 positif
13 MU50 BRCA1:c.2418dupA (p.Ala807fs) positif
14 MUS52 BRCA2:c.7617+1G>A positif
15 MU54 BRCA2:c.3814_3815insA (p.Met1272fs) positif
16 MUS58 BRCA1:c.3587dupA (p.His1197fs) positif
17 MU62 BRCA2:c.3545-3546delTT (p.Phe1182X) positif
18 MU64 BRCA2:c.3814_3815insA (p.Met1272fs) positif
19 MU68 BRCA2:c.2330dupA positif
20 MU71 BRCA1:c.68_69delAG positif
21 MU75 BRCA2:¢.5656C>T positif
22 MU76 BRCA1:¢c.5319dupC positif
23 MU78 BRCA2:¢.5857G>T positif
24 MU82 BRCA1:c.131G>T positif
25 MU84 BRCAZ2:c.67+1G>A positif
26 MU89 BRCA1:c.4986+6T>C positif
27 MU90 BRCA2:c.8537_8538delAG positif

(suite)
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Tableau 7 Liste des mutations analysées lors de la validation de I’analyse par SNG et par
séquencgage de Sanger (suite)

L"gcul-ll\:f\lRT?LLD(EN DESIGNATION MUTATION BRCA (NOMENCLATURE HGVS) RESULTAT DU SNG
28 MU93 BRCA1:c.5106delA positif
29 MU95 BRCA1:c.181T>G positif
30 MU96 BRCA1:c.2834_2836delinsC positif
31 MU99 BRCA1:c.4327C>T positif
32 MU101 BRCA1:c.5266dupC positif
33 MU106 BRCA1:c.3756_3759delGTCT positif
34 MU107 BRCA1:c.4327C>T positif
35 15,0379 BRCA2:c.1327G>T, p.(E443) positif
36 15,2706 BRCA1:c.5266dupC positif
37 MU3 BRCA2:c.6275_6276delTT positif
38 MU11 BRCA1:c.962G>A positif
39 MU60 BRCA1:c.5946delT positif
40 MU48 BRCA2:c.1811_1812delAAinsG (p.Lys604fs) positif

Abréviation : HGVS : Human Genome Variation Society
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Mise en garde

Le présent avis est fondé sur I'information 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.

Conflit d’intéréts

La D" Maude St-Jean n’a pas participé aux délibérations et s’est retirée au moment de
formuler la recommandation.

2 ANALYSE ET TECHNIQUE EVALUEE

2.1

2.2

Nom de I'analyse

Analyse mutationnelle du gene ALK (anaplastic lymphoma kinase) par séquencage
direct de type Sanger.

Description bréve de I’analyse et précisions techniques et cliniques

La recherche de mutations dans les exons 23 et 25 du géne ALK permettra de
préciser ou d’adapter le traitement du neuroblastome en fonction de la mutation
détectée.

La recherche de mutation sera réalisée a |'aide de la méthode de séquencgage de
Sanger [Sanger et al., 1977]. Le principe de cette méthode de séquencage, dite par
terminaison de chaine, consiste a amorcer la polymérisation de I’ADN a I'aide d'une
amorce complémentaire a une partie du fragment d’ADN a séquencer,
préalablement amplifié par PCR (amplification en chaine par polymérase).
L’élongation de I'amorce est réalisée par une ADN polymérase en présence des
quatre désoxyribonucléotides (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) ainsi que d’une faible
concentration de didésoxyribonucléotides marqués d’un fluorochrome unique
(ddNTP") : ddATP, ddCTP, ddGTP ou ddTTP. Lincorporation aléatoire d’un ddNTP" en
cours d’élongation provoque I'arrét de la polymérisation du nouveau brin. Il en
résulte un mélange de fragments d’ADN de tailles variables qui se terminent tous par
un nucléotide marqué. Les fragments sont ensuite séparés en fonction de leur taille
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2.3

24

2.5

2.6

par électrophorése capillaire, puis détectés au moyen d’un laser qui excite le
fluorochrome du ddNTP terminal. La séquence des fluorochromes, analysée par
ordinateur, correspond a celle des bases de I’ADN original.

Modalités d’administration du test

Le prélevement d’un échantillon de tissu tumoral sera effectué afin de réaliser le
séquencage des exons 23 et 25 du gene ALK. Le temps de réponse de cette analyse
de méme que la périodicité sont de 3 semaines.

Société ou concepteur
Protocole maison
Statut d’homologation (Santé Canada, FDA)

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

Valeur pondérée : 259,11

CONTEXTE

3.1

3.2

Patients ciblés

L’analyse mutationnelle du géne ALK est indiquée chez les patients pédiatriques qui
présentent un neuroblastome réfractaire au traitement de chimiothérapie standard.
Cette analyse n’est pas réalisée chez les enfants pour lesquels un traitement
pharmacologique n’est pas indiqué.

Description de la maladie visée

Le neuroblastome est une tumeur solide extracranienne pédiatrique. Il s’agit de la
forme la plus fréquente de cancer diagnostiqué au cours de la premiere année de vie
[Carpenter et Mossé, 2012; De Brouwer et al., 2010; Ries et al., 1999]. On trouve
également ce type de tumeur chez 1 enfant sur 100 000 agé de moins de 15 ans [De
Brouwer et al., 2010]. Il s’agit de loin du cancer le plus fréquent chez les enfants et
dont I'incidence est presque 2 fois plus élevée que celle de la leucémie [Ries et al.,
1999]. Ce type de tumeur comptait, en 2006, pour 9,1 % de la mortalité par cancer
pédiatrique [Smith et al., 2010]. La plupart des tumeurs primaires (65 %) sont
détectées dans 'abdomen, dont au moins la moitié se situe dans la partie médullaire
des glandes surrénales [Maris et al., 2007].

Des mutations du gene ALK, codant pour un récepteur a tyrosine kinase (RTK), ont
été rapportées dans 8 % a 11 % des cas de neuroblastome [Bresler et al., 2014;
Shukla et al., 2012; Caren et al., 2008; George et al., 2008; Mossé et al., 2008]. On
trouve 79 % des mutations du gene ALK dans les exons 23 et 25 [Borinstein et Brown,
2015].

Les mutations rapportées le plus fréqguemment sont situées dans le domaine tyrosine
kinase a trois acides aminés hautement conservés : F1174 (exon 23), F1245, R1275
(exon 25) [Ogawa et al., 2011; De Brouwer et al., 2010]. Les mutations du gene ALK
seraient la principale cause de la plupart des cas de neuroblastome héréditaire
[Carpenter et Mossé, 2012; Mossé et al., 2008], bien que ces cas soient rares
comparativement aux cas sporadiques [Carpenter et Mossé, 2012].
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L'identification du géne ALK comme marqueur oncogénique permet de supposer que
le crizotinib, un inhibiteur spécifique des tyrosines kinase MET et ALK, pourrait étre
utile pour traiter le neuroblastome [Bresler et al., 2011].

Nombre prévu d’analyses et de patients visés

Le volume provincial attendu est de 13 cas par année.
Spécialités médicales concernées

Génétique, oncologie, hématologie.

Bréve description de la situation actuelle

Le diagnostic des neuroblastomes est effectué a I'aide des techniques d’imagerie et
d’une biopsie de la tumeur. Actuellement, le neuroblastome est traité au moyen
d’une polychimiothérapie standard et par une chirurgie de la tumeur, lorsque cela
est possible.

Données médico-administratives

L’analyse mutationnelle du gene ALK n’est pas incluse dans le Répertoire québécois et
systeme de mesure des procédures de biologie médicale et aucun envoi hors Québec
n’a été repéré dans le fichier 2013-2014. Selon le demandeur, des échantillons ont
été envoyés a Cincinnati et a Philadelphie (Children’s Hospital of Philadelphia).

Bréve description des avantages allégués de I’analyse proposée

Certaines mutations du géne ALK représentent une cible thérapeutique potentielle
pour le traitement du neuroblastome. L’analyse du profil mutationnel de ce géne
permettra de déterminer si le crizotinib, un inhibiteur sélectif du récepteur tyrosine
kinase ALK, peut étre utilisé pour les patients pédiatriques présentant un
neuroblastome réfractaire au traitement de chimiothérapie standard. Selon le
demandeur, le crizotinib serait efficace en présence de la mutation R1275 (exon 25).
Par ailleurs, la présence de la mutation F1174 (exon 23) confére une résistance au
crizotinib, ce qui exige d’avoir recours a une autre option thérapeutique. Egalement
selon le demandeur, le séquencage du gene ALK sera inclus en premiere ligne
d’investigation pour les neuroblastomes a haut risque lors de la prochaine étude du
Cancer Oncology Group.

Assurance qualité

Chaque analyse sera réalisée en parallele avec la lignée cellulaire contréle SKN-SH
présentant la mutation p.F1174L et la lignée cellulaire SKN-AS sans mutation du gene
ALK. Les mesures de sécurité des matériaux et des résultats seront conformes aux
normes du Collége canadien de généticiens médicaux (CCMG) et d’Agrément Canada.
La participation aux contréles de qualité externes du College of American
Pathologists (CAP) est prévue.

Remplacement d’un autre test

L'analyse mutationnelle du géne ALK est une nouvelle analyse; elle ne remplace donc
aucune analyse incluse dans le Répertoire québécois et systeme de mesure des
procédures de biologie médicale.
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4 DONNEES PROBANTES

4.1

4.2

4.3

Valeur diagnostique

L’analyse mutationnelle du gene ALK par séquencage direct de Sanger n’a pas pour
objectif de préciser ou d’établir un diagnostic, mais plutét de préciser et d’adapter le
traitement selon la mutation détectée. Le diagnostic de neuroblastome sera établi
préalablement a la recherche de mutations dans le géne ALK.

Valeur pronostique

Le profil mutationnel du gene ALK n’est pas utilisé pour évaluer le pronostic des
neuroblastomes.

Les groupes de risque proposés par le Children’s Oncology Group (COG) permettent
d’établir trois groupes selon le risque de mourir de la maladie (risque faible,
intermédiaire ou élevé) a partir du stade de la maladie, de I'dge du patient, de
I’histologie de la tumeur, de la présence ou de I'absence d’amplification de
I'oncogene MYCN et le contenu en ADN de la tumeur (ploidie), sans toutefois inclure
le profil mutationnel du gene ALK [Maris et al., 2007].

Valeur thérapeutique

Le crizotinib (Xalkori"'® de Pfizer) est actuellement indiqué en monothérapie pour le
traitement du cancer du poumon non a petites cellules, avancé ou métastatique,
entre autres chez les personnes dont la tumeur présente un réarrangement du gene
ALK®®. Relativement au traitement du neuroblastome, le crizotinib n’est reconnu ni
par la Régie de I'assurance maladie du Québec (RAMQ)®, ni par Santé Canada®, ni
par la FDA®,

Aucune étude de cohorte prospective ou rétrospective, ni aucune étude de cas, n'a
été repérée quant a I'efficacité du crizotinib relativement au profil mutationnel du
geéne ALK. Toutefois, il a été démontré in vitro que la prolifération de lignées
cellulaires exprimant la protéine ALK mutée en position R1275Q était inhibée par le
crizotinib et que les lignées cellulaires exprimant la protéine ALK mutée en position
F1174L étaient relativement résistantes au crizotinib [Bresler et al., 2011].

Par ailleurs, quatre études cliniques portant sur le crizotinib sont en cours
(NCT00939770, NCT01606878, NCT02034981, NCT02559778).

L’étude NCT00939770% est une étude multicentrique de phase 1 et 2 menée par le
Children’s Oncology Group chez les enfants atteints de tumeurs solides réfractaires
(dont le neuroblastome et la tumeur myofibroblastique inflammatoire) ou d’un
lymphome anaplasique a grandes cellules. Cette étude a pour objectifs principaux de

& |nformation tirée de la Liste des médicaments de la RAMQ, (mise a jour du 1* octobre 2015), disponible a :
https://www.prod.ramg.gouv.qc.ca/DP1/PO/Commun/PDF/Liste_Med/Liste_Med/liste_med_corl_2015_10_01_fr.pdf (consulté le
11 novembre 2015).

8 1a monographie de Xalkori""® est disponible par la Base de données sur les produits pharmaceutiques de Santé Canada a :
http://webprod5.hc-sc.gc.ca/dpd-bdpp/item-iteme.do?pm-mp=00034454 (consulté le 11 novembre 2015).

® | a monographie de Xalkori™™ est disponible par la base de données des médicaments approuvés par la FDA Drugs@FDA a :
http://www.accessdata.fda.gov/drugsatfda_docs/label/2015/202570s0131bl.pdf (consulté le 11 novembre 2015).

% De I'information additionnelle au sujet de I’étude NCT00939770 (Crizotinib in treating young patients with relapsed or refractory
solid tumors or anaplastic large cell ymphoma) est disponible a : https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00939770 (consulté le

30 novembre 2015).
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déterminer la dose maximale tolérée et la dose de phase 2 recommandée, de définir
les effets toxiques et de déterminer la pharmacocinétique du crizotinib. Parmi les
objectifs secondaires, on cherchera a déterminer I'activité antitumorale du crizotinib
ainsi que la relation entre la réponse au traitement et le profil mutationnel® du géne
ALK. La phase 2, actuellement en cours, a pour objectif de distinguer les sous-
groupes de patients atteints d’un neuroblastome chez lesquels un traitement
inhibiteur d’ALK pourrait s’avérer efficace parmi les patients qui présentent une
mutation ou une amplification vérifée du géne ALK. Les résultats de la phase 1 ont
été publiés récemment [Mossé et al., 2013]. Parmi les 79 patients inclus dans cette
étude, 11 présentaient un neuroblastome dont le géne ALK était muté. A la suite du
traitement a différentes doses de crizotinib, une réponse compléte a été observée
chez 1 patient, I'état de 3 patients est demeuré stable et I'évolution de la maladie a
été observée chez 7 patients. Parmi les 23 patients atteints d’'un neuroblastome et
dont le profil mutationnel du géne ALK n’était pas connu, des résultats similaires ont
été obtenus. Les auteurs concluent qu’il est trop tét pour déterminer si le crizotinib
sera efficace pour traiter 8 % a 10 % des enfants atteints d’'un neuroblastome, soit
ceux qui présentent des mutations somatiques du géne ALK. Par ailleurs, les auteurs
affirment que I'efficacité du crizotinib a été clairement démontrée chez une
proportion significative d’enfants atteints d’'un lymphome anaplasique a grandes
cellules ou présentant une tumeur myofibroblastique inflammatoire.

Une étude de phase 1 menée par le Children’s Oncology Group (NCT01606878%),

actuellement en cours de recrutement, a pour objectif d’étudier les effets
secondaires du crizotinib et la meilleure dose a administrer en combinaison avec la
chimiothérapie standard. Cette étude permettra d’obtenir les données de sécurité et
de tolérance requises pour intégrer le crizotinib au traitement de premiére ligne des
enfants atteints d’'un lymphome anaplasique a grandes cellules ou d’un
neuroblastome a risque élevé.

Une étude multicentrique de phase 2 (NCT02034981%), actuellement en cours de
recrutement, est constituée de 23 cohortes de patients qui présentent des anomalies
moléculaires détectées dans les génes cibles du crizotinib (ALK, MET ou ROS1). Une
de ces cohortes sera constituée d’enfants et d’adultes atteints d’un neuroblastome
dont le géne ALK est amplifié ou a muté. Cette étude a pour objectif d’évaluer
I'efficacité et la sécurité du crizotinib en monothérapie.

En septembre dernier, une étude multicentrique de phase 1 a été entreprise
(NCT02559778%). L’étude a pour objectif d’évaluer la faisabilité et la toxicité d’un
traitement moléculaire ciblé (dont le crizotinib) en combinaison avec le traitement

& | e profil mutationnel du géne ALK tel qu’il est décrit sur le site Web ClinicalTrials.gov, inclut la présence de mutation, de
duplication, d’amplification et/ou de translocation.

® De I'information additionnelle au sujet de I'étude NCTO1606878 (Crizotinib and combination chemotherapy in treating younger
patients with relapsed or refractory solid tumors or anaplastic large cell ymphoma) est disponible a :
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01606878 (consulté le 30 novembre 2015).

% De I'information additionnelle au sujet de I'étude NCT02034981 (Phase 2 Study assessing efficacy and safety of crizotinib in
patients harboring an alteration on ALK, MET or ROS1 (AcSé)) est disponible a : https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02034981
(consulté le 30 novembre 2015).

¥ De I'information additionnelle au sujet de I'étude NCT02559778 (Pediatric precision laboratory advanced neuroblastoma therapy
(PEDS-PLAN)) est disponible a : https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02559778 (consulté le 30 novembre 2015).
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4.4

standard chez des sujets ayant obtenu un diagnostic récent de neuroblastome a

risque élevé.

Validité analytique

Le tableau 1 présente les résultats de séquencage direct de type Sanger et de
séquencage de nouvelle génération (SNG) dans la détection de mutations du géne

ALK dans les cas de neuroblastome.

Tableau1 Détection des mutations du gene ALK par séquengage Sanger et par

(SNG)
DETECTION PAR 5
ETUDE N SEQUENCAGE SANGER DETECT'NO '(\i /';AR SNG
N (%) °

Yan et al., 2014 53 5/53(9,4) 5/18" (27,8)
Schleiermacher et al., 54 9/54 (16,7) 2/4" (50,0)
2014

Bellini et al., 2015 276 12/27 (44,4) 27/276 (9,8)

Abréviations : N : nombre d’échantillons issus de patients atteints d’un neuroblastome; SNG : séquencgage de
nouvelle génération

* Parmi les 53 échantillons analysés par séquencgage Sanger, 18 I'ont été par SNG.

T Parmiles 5 cas sans mutation du géne ALK analysés par séquengage Sanger, un cas n’a pu étre analysé par SNG en
raison d’un manque d’échantillon.

L’étude de Yan et ses collaborateurs [2014] avait pour objectif de comparer le
séquencage Sanger et le SNG (a I'aide du séquenceur lon Torrent™® Personal Genome
Machine™®) dans la détection de mutations du géne ALK aux positions p.F1174 et
p.R1275 [Yan et al., 2014]. Les exons 23 et 25 du géne ALK de 53 échantillons FFEP
(fixés dans le formaldéhyde et enrobés de parrafine) ont été séquencés par Sanger.
Les mutations de 5 échantillons (3 mutés en position F1174L et 2, en position
R1275Q) détectées par séquencage Sanger ont également été détectées par SNG.
Selon les auteurs, le SNG ne serait pas la méthode la plus efficace par rapport a son
co(t pour détecter seulement deux mutations dans des tumeurs rares.

Le role potentiel de mutations du gene ALK dans I’évolution clonale du
neuroblastome a été évalué au moyen d’une analyse par séquencage Sanger de

54 échantillons de neuroblastome appariés (diagnostic et rechute) [Schleiermacher
et al., 2014]. Des mutations du gene ALK ont été détectées par séquengage Sanger
dans 9 échantillons prélevés au moment du diagnostic. Lors de la rechute de ces
patients, les 9 échantillons ALK+ ont a nouveau été detectés et des mutations ont été
détectées dans 5 autres échantillons. Des 5 échantillons sans mutation du gene ALK
au moment du diagnostic, 4 ont été analysés par SNG (séquenceur lon Torrent PGM).
Le SNG a permis de détecter des mutations du gene ALK dans 2 de ces 4 cas, tant au
moment du diagnostic que lors de la rechute. Ainsi, parmi les 54 échantillons
analysés, les mutations du géne ALK présentes au moment du diagnostic n’ont pu
étre détectées par séquencgage Sanger dans 2 échantillons (3,7 %).

La présence de mutations sous-clonales dans les exons 23 et 25 du gene ALK a été
évaluée par SNG (séquenceur HiSeq, lllumina) et par séquencage Sanger dans des
échantillons tumoraux issus d’une cohorte de 276 patients qui présentaient un
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neuroblastome [Bellini et al., 2015]. Au moment du diagnostic, le SNG a permis de
détecter les mutations F1174 et R1275 dans 27 échantillons; le pourcentage d’alleles
mutés allait de 0,562 % a 73,001 %. Parmi ceux-ci, la mutation détectée dans

12 échantillons avec une fréquence allélique supérieure a 20 % a été considérée
comme un événement clonal et celle détectée dans les 15 autres échantillons a été
considérée comme un événement sous-clonal, étant donné une fréquence allélique
inférieure a 20 %. Le séquencage Sanger a permis de confirmer les mutations du
géne ALK présentes a une fréquence allélique supérieure a 20 %, soit dans 12 des 27
échantillons.

Données fournies par le demandeur

Lors de la mise au point du séquencage des exons 23 et 25 du gene ALK, des
échantillons de tissu de 13 patients ainsi que des échantillons de contréle non mutés
ont été séquencés. Les lignées cellulaires SKN-SH mutée en position p.F1174L et SKN-
AS non mutée ont aussi été séquencées. Aucune mutation n’a été détectée chez ces
13 patients. Le demandeur a mentionné que dans les grandes séries de patients
atteints d’un neuroblastome, les mutations du gene ALK ont été rapportées dans 8 %
des cas, ce qui expliquerait les résultats obtenus.

IMPACTS BUDGETAIRES

Les conséquences économiques de I'introduction de I'analyse mutationnelle du géne
ALK dans le systeme de santé et de services sociaux québécois n’ont pas été
analysées.

ENJEUX ORGANISATIONNELS, ETHIQUES, SOCIAUX ET JURIDIQUES

La détection de mutations du gene ALK permettrait d’offrir une option de traitement
additionnelle aux patients pédiatriques qui présentent un neuroblastome réfractaire
au traitement de chimiothérapie standard.

POSITIONS OU ORIENTATIONS DES PRINCIPALES ORGANISATIONS
CONCERNANT L’ANALYSE EVALUEE

Aucune position ou orientation concernant I’analyse mutationnelle du géne ALK n’a
été repérée.
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8 SYNTHESE DE L’EVALUATION
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L’analyse du profil mutationnel du géne ALK permettra de déterminer si le crizotinib,
un inhibiteur sélectif du récepteur tyrosine kinase ALK, peut étre utilisé pour traiter
les patients pédiatriques qui présentent un neuroblastome réfractaire au traitement
de chimiothérapie standard.

Valeur diagnostique

L’analyse mutationnelle du géne ALK par séquencage direct de type Sanger n’a pas
pour objectif de préciser ou d’établir un diagnostic, mais plutot de préciser et
d’adapter le traitement selon la mutation détectée.

Valeur pronostique

Le profil mutationnel du gene ALK n’est pas utilisé pour évaluer le pronostic des
neuroblastomes.

Valeur thérapeutique

Aucune étude de cohorte prospective ou rétrospective, ni aucune étude de cas, n'a
été repérée quant a I'efficacité du crizotinib (Xalkori“'® de Pfizer) relativement au
profil mutationnel du gene ALK. Par ailleurs, quatre études cliniques portant sur le
crizotinib sont en cours. Les résultats de phase 1 de I'une de ces études ont été
publiés en 2013.

Le crizotinib est actuellement indiqué en monothérapie pour le traitement du cancer
du poumon non a petites cellules, avancé ou métastatique, mais n’est pas approuvé
pour le traitement des neuroblastomes.

Validité analytique

Concernant le rendement du séquencage Sanger comparativement a celui du SNG
dans la détection de mutations du géne ALK, trois études récentes ont été repérées.
Dans l'une de ces études, les mutations détectées par SNG ont aussi été détectées
par séquencage Sanger. Par ailleurs, les deux autres études ont montré, d’une part,
gu’un faible pourcentage (3,7 %) de mutations présentes au moment du diagnostic
n’a pu étre détecté par séquencage Sanger et, d’autre part, que les mutations
présentes a une fréquence allélique supérieure a 20 % ont pu étre confirmées par
ségquengage Sanger.

Les données de validation fournies par le demandeur portaient sur le séquengage
d’échantillons de tissus de 13 patients dans lesquels aucune mutation du gene ALK
n’a été détectée.



RECOMMANDATION DE L’INESSS

Séquencage des exons 23 et 25 du gene ALK dans les cas de
neuroblastome

La recommandation de I'INESSS
O introduction de I’analyse dans le Répertoire
\/ Refus d’introduction de I'analyse dans le Répertoire
O maintien de I’'analyse dans le Répertoire
O Retrait de I"analyse du Répertoire
Précisions accompagnant la recommandation

v" Les données locales de validation sont insuffisantes.

v' L’efficacité et I'innocuité du crizotinib dans le traitement du neuroblastome
présentant des mutations somatiques du géne ALK ne sont pas clairement
établies.
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