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LE SAVOIR PREND FORME

Analyse tirée de I'avis transmis au ministre le 12 avrll 2013.
Pour en savoir plus sur les Processus et criteres d'évaluation des analyses de
biologie médicale de I'INESSS cliquez ici.

PROTEINE C PAR SEQUENCAGE (CODE 20070)

Avis d’évaluation

1 INFORMATIONS GENERALES
1.1 Demandeur : CHU Sainte-Justine.
1.2 Date de demande d’examen : 1% janvier 2011.

1.3 Date de transmission de I’avis au ministre : 12 avril 2013.

Mise en garde :

Le présent avis est fondé sur les informations scientifiques et commerciales [déposées par le(s)
demandeur(s) ainsi que sur une recherche documentaire complémentaire] selon les données
disponibles au moment de I’évaluation de I'analyse par I'INESSS.

2 TECHNOLOGIE, SOCIETE ET LICENCE(S)

2.1 Nom de la technologie
Analyse mutationnelle du géne de la protéine C (PROC) par séquencage.

2.2 Description bréve de la technologie

Le séquencage par la méthode conventionnelle (aussi appelée méthode didésoxy) requiert six
étapes : 1) choix d’'une amorce spécifique complémentaire a un seul brin d’une matrice d’ADN
amplifiée (PCR ou RT-PCR), 2) incubation de la matrice, de 'amorce et de I’ADN polymérase en
présence de désoxynucléotides (ANTP) non marqués et de didésoxynucléotides (ddNTP) marqués
d’un fluorophore unique, 3) polymérisation jusqu’a I'incorporation d’'un ddNTP qui termine la
polymérisation de chaque molécule de fagon aléatoire, 4) purification des polymeres de tailles
différentes selon le poids moléculaire par électrophorese en capillaire, 5) excitation du
fluorophore terminal de chaque fragment au moyen d’un laser qui parcourt le capillaire sur toute
sa longueur, 6) lecture et interprétation de la séquence en fonction des signaux de fluorescence
émis (appel des bases) [Wilson et al., 1990].

Institut national
d’‘excellence en santé
et en services sociaux

--
Québec ez


http://www.inesss.qc.ca/activites/procedures-de-biologie-medicale/processus-et-criteres-devaluation.html

Figure 1 Représentation schématique du séquencage par la méthode didésoxy
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Image gracieusement fournie par National Forensic Science Technology Center, from NIJ’s DNA analyst training program (Figure tirée du site
Web de la NFSTC, disponible a : http://projects.nfstc.org/gallery/main.php?g2_itemId=3566).

2.3 Société ou développeur
Protocole maison utilisant les trousses d’essai et 'analyseur suivants” :
o Quick gene mini 80 (Autogen);
e Ampli Taq Gold (Invitrogen);
o BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Life Technologies);
o ABI 3100-avant (Applied Biosystems).

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

Les trousses d’essai et systemes mentionnés n’ont pas été repérés dans la Liste des instruments
médicaux homologués (MDALL) de Santé Canada.

2.7 Valeur pondérée : 563,0.

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

3.1 Patients ciblés

Dépistage familial chez les personnes avec une histoire de thrombophilie familiale. L’analyse est
particulierement utile pour le diagnostic prénatal puisque les sujets avec une déficience grave ont
une condition peu compatible avec la vie et le traitement de remplacement nécessite des
injections presque quotidiennes de concentré de protéine C, dont le co(t annuel serait de

1 000 000 S pour un adulte (selon les informations du demandeur).

3.2 Description de la ou des maladies visée(s)

La protéine C est une glycoprotéine dépendante de la vitamine K qui joue un important role
régulateur de la coagulation sanguine grace a sa capacité a inactiver par protéolyse les facteurs de la

1 . . .
Selon les informations fournies par le demandeur.




3.3

3.4

3.5

4.2

coagulation sous leur forme activée (facteurs Va et VllIa). Le gene de la protéine C est localisé sur le
chromosome 2q13-q14 et comprend neuf exons répartis sur 11 kb d’ADN. Un déficit constitutionnel
en protéine C, de transmission autosomique dominant, est lié a des mutations variées dans le gene
de la protéine C. Ce déficit est associé a une augmentation du risque de thrombose veineuse
(thrombophilie) [Millar et al., 2000]. La thrombophilie est liée a des anomalies de 'hémostase qui se
manifestent cliniquement par des thromboses veineuses profondes et des embolies pulmonaires. |l
existe des formes constitutionnelles plus fréquentes ou acquises [HAS, 2006]. Habituellement, le
diagnostic repose sur un dosage plasmatique de I'activité de la protéine C par test de coagulation ou
test chromogénique et un dosage de I'antigene de la protéine C (valeur normale de 70 % a 140 %).

Une déficience de I'activité de la protéine C peut étre associée a d’autres désordres génétiques qui
prédisposent aux thromboses, incluant une résistance a la protéine C activée due a la mutation
G1691A du facteur V (facteur V Leiden) et la mutation G20210A de la prothrombine [Tjeldhorn et al.,
2010]. La prévalence de la thrombophilie avec déficience de I'activité de la protéine C est inconnue
et variable selon le bagage génétique dans une population multiethniqgue comme celle de la région
de Montréal (selon les informations fournies par le demandeur).

Nombre de patients visés

Selon les prévisions du demandeur, une ou deux analyses sont prévues par mois, soit une dizaine
par année.

Spécialités médicales concernées (et autres professionnels, le cas échéant)
Hématologie, pédiatrie et gynécologie-obstétrique.
Modalités d’administration du test

L'analyse est effectuée a partir de ’ADN génomique extrait de leucocytes sanguins périphériques.

CONTEXTE TECHNOLOGIQUE

Nature de la technologie diagnostique

Selon les informations fournies par le demandeur, cette analyse remplacerait la recherche de la
mutation Ins C 3363 (code 20986) du géne PROC. D’autres analyses visant des mutations du gene
PROC sont inscrites au Répertoire québécois et systeme de mesure des procédures de biologie
médicale, soit R178Q (code 20987), Splice 3222 (code 20988) et T298M (code 20989). Le CHUM?
effectue la recherche des trois mutations (Ins C 3363, R178Q etT298M) par PCR.

Bréve description de la situation technologique actuelle

Les mutations Ins C 3363 ainsi que les deux mutations faux-sens (R178Q et T298M) ont été
identifiées chez sept familles canadiennes francaises présentant un déficit de protéine C de type I.
La mutation Ins C 3363 a été probablement introduite en Amérique du Nord par un couple de
colons frangais (en 1669) installés au Québec et au Vermont [Couture et al., 1998]. En 2001,
Couture et ses collaborateurs ont montré que tous les hétérozygotes pour cette méme mutation
(sur 10 générations) vivant en Amérique du Nord sont reliés a ce couple de Frangais.

% Centre hospitalier de I’'Université de Montréal (CHUM). Laboratoires — Protéine C (mutation) [site Web]. Disponible 2 :
http://www.chumontreal.com/laboratoires/index.php?option=com_content&view=article&id=1591Aproteine-c-
mutation&catid=46%3Aanalyseshemato&Itemid=58.
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4.3

4.4

Bréve description des avantages évoqués de la nouvelle technologie

Le séquencgage permet d'identifier n'importe quelle mutation connue ou inconnue, plutot que de
chercher la mutation en cause une par une (selon les informations fournies par le demandeur).

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

DONNEES PROBANTES

La pertinence clinique

5.1.1 Remplacement d’un autre test

Selon les informations fournies par le demandeur, cette analyse remplacerait la recherche de la
mutation Ins C 3363 du géne de la protéine C. Puisque le séquencage permet d’identifier
n’importe quelle mutation connue ou inconnue, cette analyse remplacerait la recherche des
mutations une par une.

5.1.2 Utilité et validité cliniques

Selon la littérature, la PCR suivi d’'un séquencage de '’ADN permet d’identifier de nombreuses
mutations, qu’elles soient nouvelles ou déja connues et enregistrées dans une base de données
sur les mutations continuellement mise a jour [Reitsma, 1996]. Environ 200 différentes mutations
du géne de la protéine C sont enregistrées dans la PROC Database [Reitsma et al., 1995, cité dans
Tjeldhorn et al., 2010]. Parmi elles, les mutations faux-sens®/non-sens* représentent environ les
deux tiers des mutations du gene PROC. Les autres mutations comprennent des mutations d’'un
site d’épissage’, des mutations par petite insertion et des mutations par délétion. Les tableaux 1
et 2 présentent un résumé des études retenues.

Dépistage familial

Les formes de déficit de I'activité en protéine C les plus graves sont généralement homozygotes et
se manifestent sur le plan clinique par des accidents thrombotiques graves a un age précoce.
Parmi les six études retenues qui ont rapporté des résultats d’'un dépistage familial, la majorité des
probants® étaient homozygotes et avaient un déficit grave de I'activité de la protéine C (< 10 %).
Pour Millar et ses collaborateurs [2000], ni le niveau d’activité de la protéine C ni la nature des
Iésions détectées du géne PROC ne constitue des facteurs pronostiques de I'dge d'apparition ou de
la gravité des symptomes cliniques thrombotiques. D’autres facteurs peuvent compliquer la
relation entre le génotype et le phénotype clinique. En effet, chez deux patients, la présence du
facteur V Leiden, en plus des Iésions génétiques de la protéine C, pourrait avoir précipité les
événements thrombotiques.

Dépistage non familial

Les études recensées ont permis d’identifier une ou plusieurs mutations dans différentes
populations de patients avec un déficit de I'activité de la protéine C. Ces mutations sont a l'origine
d'une variabilité de I'expression clinique. Le taux de détection des mutations dépend du
pourcentage de I'activité en protéine C. Comme le confirment Caspers et ses collaborateurs

* Mutation faux-sens (en anglais missense mutation) est une mutation qui remplace un codon spécifiant un acide aminé par un codon qui en
spécifie un autre.

* Mutation non-sens (en anglais nonsense mutation) est une mutation qui remplace un codon spécifiant un acide aminé par un codon stop
(cause la troncation de la protéine).

® Epissage (en anglais splicing mutation) est un processus englobant I'excision des introns et la réunion des exons dans ’ARN [Chartier, 1991].
® Sujet qui attire I'attention sur un probléme génétique dans une famille.



[2012], un taux de détection de mutation de 100 % est présent lorsque I'activité de la protéine C
déficiente est de 10 % a 25 %. Le taux de détection de mutation est supérieur a 60 % pour des taux
d’activité de la protéine C de 50 % ou plus et il est absent pour I'activité de la protéine C de plus de
70 %, et I'analyse du profil génotypique n’est pas conseillée pour ces derniers par les auteurs. En
somme, plus le niveau d’activité de la protéine C est bas et plus le taux de détection des mutations
augmente. Dans une autre étude incluant un criblage mutationnel sur gel gradient en condition
dénaturante (DGGE) préalable au séquencage, un diagnostic de déficit germinal en activité de la
protéine C a été confirmé chez 39 % des patients qui ont un niveau antigénique sanguin de
protéine C a l'intérieur des valeurs limites selon lesquelles I'analyse du gene PROC améliore le
diagnostic de déficit en protéine C chez ces patients [Alhenc-Gelas et al., 2000].

Le risque de thrombose est plus élevé chez les patients porteurs de mutations que chez les
patients non porteurs, mais le risque de développement de la thrombose veineuse est variable
comme l'indiquent Tjeldhorn et ses collaborateurs [2010]. Dans cette étude, bien que quatre
fréres et sceurs sur six aient été homozygotes pour la mutation A267T du géne PROC, associée a
des niveaux d’activité de la protéine C variant de 8 % a 41 %, un seul d’entre eux a développé une
thrombose veineuse. Ces résultats indiquent que la relation génotype-phénotype de cette famille
avec une protéine C déficiente est tres complexe.

En somme, la technique de séquencgage est largement utilisée et son intérét est justifié pour le
dépistage familial des formes graves de déficit en protéine C et pour la recherche de la mutation
en cause chez les membres de la méme famille afin de confirmer la nature constitutionnelle du
déficit. Compte tenu du nombre de mutations que I'on peut déceler, il n’est pas conseillé de
rechercher un type de mutation spécifique ni de procéder au dépistage génétique en dehors d’un
contexte familial.



Tableau 1 Etudes sur I'analyse génétique du déficit en protéine C (dépistage familial)
ETUDE N PROTEINE C ACTIVITE FORME GENETIQUE MUTATION (N)
(SSLCSLN:TII)(I)EI\II.;A PROBANTS MEMBRES DE LA FAMILLE PROBANTS MEMBRES DE LA FAMILLE
(DIAGNOSTIC)

Cafolla, 2012 15 Probant1:5 % (TE) 13 membres Homozygotes 11 hétérozygotes 1
(italienne) Probant 2 : 9 % (TE) de 18 % a 60 % 2 de type sauvage

(hétérozygotes),

99 % et 120 % (type sauvage)

Tang, 2012 34%* 34 probants : 18 mutations dont
(chinoise) de 6,3 % a 62,3 % (TE) 12 nouvelles
Yu, 2012 11 1 probant : 5% (T)t 10 membres Homozygote 5 hétérozygotes 1
(chinoise) de33%ad42% 5 de type sauvage

(hétérozygotes)

de 80 % a 95 % (type
sauvage)

Park, 2011 5 1 probant : 30 % (EP) de26%a83% Hétérozygote Hétérozygotes : 1 nouvelle
(coréenne) 1 oncle maternel et 1 sceur
Tjeldhorn, 2010 9 1 probant : 8 % (TVR) Filles du probant : 3 % et ND Homozygote Parents hétérozygotes 1 nouvelle
(libanaise) Autres membres : pour cette mutation,

de33%a63% un frere, deux sceurs et la

2 membres : 95 % et 100 % fille du probant sont
homozygotes

Millar, 2000% 9 9 probants : entre 1 % et de 30 a 100 %§ 5 homozygotes 7 dont 3 nouvelles

8 % (DPCS)

de32265%|

4 hétérozygotes

Abréviations : DPCS : déficit en protéine C sévere; EP : embolie pulmonaire; N : nombre de patients qui ont subi le séquengage du gene de la protéine C; ND : non déterminé; PC : protéine C; T :

thrombose; TE : thrombo-embolie; TVR : thrombose veineuse récidivante.

* |l s’agit de 34 probants avec un déficit héréditaire de la protéine C et des antécédents personnels et familiaux de maladies thrombo-emboliques.

T Thrombose ilio-fémorale droite et vaso-occlusion partielle.

¥ Origine indienne, finlandaise, britannique, suédoise, vénézuélienne.

§ Pere de chacun des probants.

|| Mére de chacun des probants.




Tableau 2 Etudes sur ’analyse génétique du déficit en protéine C non familial

ETUDES N (DIAGNOSTIC) PROTEINE C ACTIVITE NOMBRE DE MUTATIONS NOMBRE DE MUTATIONS NOUVELLES
(ORIGINE DE LA IDENTIFIEES DIFFERENTES MUTATIONS
POPULATION)
Ding, 2013 23 (TVP) de19% a69,4% 15 15 6
(chinoise)
Lu, 2013 40 (IC) NR 6 6 1
(chinoise)
Caspers, 2012 211 (TE) de 27,5 % a 67 % pour les 146 77 31
(allemande) nouvelles mutations
Pai, 2012 102 (TV) de9%a63% 8 7 2
(indienne)
Takagi, 2009 6 (TVP ou PF ou Uncas:<10% 8 (2 mutations pour un méme 6* NR
(japonaise) EP) de10%a52% patient)
Altinisik, 2008 50 (TV) NRT 9 patients (18 %) avec mutations NR NR
(turque)
Labrouche, 2003 17 (TV ou EP) ded%a74 % 11 8 1
(non décrite)
Alhenc-Gelas, 2000% 129§ Valeurs selon le type de 104 78 33

déficit |

Abréviations : EP : embolie pulmonaire; IC : ischémie cérébrale; N : nombre de patients qui ont subi le séquengage du géne de la protéine; PC : protéine C; PF : purpura fulminant; TE : thrombo-embolie;

TV : thrombose veineuse; TVP : thrombose veineuse profonde.

* Toutes décrites précédemment dans la population japonaise excepté pour une mutation (c.439G>A) décrite dans deux familles allemandes.

T Sept patients sur neuf avec un niveau d’activité de la protéine C bas (pas de valeur rapportée), deux patients ont des valeurs limites : 73 % et 80 %.

¥ Population de n=122 (France); n=2 (Suisse); n=1 (Tunisie), n=1 (Canada); n=1 (Allemagne).

§ Il s’agit de patients avec des antécédents personnels ou familiaux de thrombose.
||Va|eurs exprimées en moyenne : type | : 0,49 (0,06 a 0,66); type IIAC (selon I'activité anticoagulante) : 0,45 (0,11 a 0,68); type IIAM (selon I'activité amidolytique) : 0,47 (0,11 a 0,68); classification
inconnue : 0,33 (0,06 a 0,58); niveau de protéine C limite : 0,70 (0,53 a 0,90).




5.2

5.3

6.1
6.2

6.3

5.1.3 Valeur thérapeutique : ne s’applique pas.
Validité analytique (ou technique)

La recherche documentaire ciblée pour I'analyse et I'indication demandées n’a pas permis
de repérer des études sur la validité analytique du séquencage. Toutefois, la technique de
séquencage est la méme pour beaucoup de maladies. Le demandeur est un leader dans le
domaine et il précise dans sa demande qu’un contréle de qualité est réalisé pour chacune
des étapes. De plus, le laboratoire suit les lignes directrices du Canadian College of Medical
Geneticists (CCMG) et de I’American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG) et
prévoit la participation a des controles externes.

Les recommandations favorables d’introduction dans les autres juridictions

Les guides de pratique recensés n’abordent pas la question du séquencage.

REPERCUSSIONS A ANTICIPER DE L'INTRODUCTION EVENTUELLE DE
L’ANALYSE

Impact sur les ressources matérielles et humaines : n’a pas été analysé.

Conséquences économiques d’une introduction dans le systeme de santé et de
services sociaux québécois : n’ont pas été analysés.

Principaux enjeux organisationnels, éthiques ou autres (social, juridique,
politique) : n"ont pas été analysés.



7 AVIS EN BREF DE L'INESSS
Protéine C par séqguencage (code 20070)

Le statut de la technologie diagnostique :
O Etablie
Innovatrice
O Expérimentale (pour la recherche uniquement)

O Remplacement de la technologie : qui devient obsolete

La recommandation de I'INESSS :

Avis de recommandation de maintien pour la maladie et dans les conditions décrites dans
la demande

O Avis de refus de maintien

O Avis de réévaluation

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

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