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Analyse tirée de I'avis transmis au ministre le 31 janwer 2013.
Pour en savoir plus sur les Processus et criteres d'évaluation des
analyses de biologie médicale de I'INESSS cliquez ici.
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MYOPATHIES D’ETIOLOGIE INDETERMINEE
(WESTERN BLOT)

1 INFORMATIONS GENERALES

1.1 Société, établissement ou organisme demandeur :

Centre universitaire de santé McGill.
1.2 Date de demande d’examen : 29 juin 2012
1.3 Date de l'avis : 2 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 du déficit en calpaine-3, dysferline ou dystrophine par Western blot concernant le
diagnostic différentiel d’'une myopathie d’étiologie inconnue.

2.2 Description breve de la technologie :

Le Western blot (WB) permet de visualiser la présence ou non d’une protéine spécifique a
I'intérieur d’'un mélange complexe (biopsie musculaire dans ce cas-ci). Les protéines sont
d’abord purifiées et séparées selon leur poids moléculaire par électrophorese sur gel de
polyacrylamide dénaturant (SDS-PAGE). Ensuite, elles sont transférées et fixées a une
membrane par buvardage. La détection de la protéine d’intérét se fait en utilisant un
anticorps spécifique dirigé contre elle. L'abondance de la protéine et de ses sous-
fragments, le cas échéant, peut étre évaluée semi-quantitativement (voir figure 1).

Figure 1. Analyse de la dystrophine par Western blot (adaptée de Vainzof et Zatz, 2003).
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Société ou développeur : D" John Richardson, pathologiste au CUSM.
Licence(s) :

Brevet, le cas échéant :

Statut d’homologation (Santé Canada, FDA) : ne s’applique pas.
Valeur pondérée : 209,05.

INDICATIONS CLINIQUES, MILIEUX DE PRATIQUE ET MODALITES
D’ADMINISTRATION

Patients ciblés :
Personnes atteintes d’une myopathie d’origine indéterminée.
Description de la ou des maladies visée(s) :

La myopathie est une affection des fibres musculaires d’origine inflammatoire,
endocrinienne, toxique, infectieuse ou génétique. En effet, plus de 600 défauts héréditaires
sont liés a I'atrophie progressive des muscles squelettiques (dystrophie musculaire - DM)
(http://www.musclegenetable.fr). La DM de Duchenne est la forme la plus commune
touchant 1 garcon sur 3500, caractérisée par un déficit en dystrophine, codée par le gene
DMD situé sur le chromosome X [Pichavant et al., 2011; Arahata et al., 1989]. La calpaine-3
est une protéase du cytosol dont I'activité auto-lytique aberrante est responsable de la
forme récessive de la « Limb Girdle Muscular Dystrophy » ou LGMD2A [Richard et al., 1995].
La déficience en dysferline est responsable de la LGMD2B et de la myopathie Myoshi [llla et
al., 2001; Liu et al., 1998]. Le tableau 1 résume les principales anomalies protéiques liées
aux DM.

Nombre de patients visés : 18 analyses/an.
Spécialités médicales concernées (et autres professionnels, le cas échéant) :
Génétique et neuropathologie.

Modalités d’administration du test : biopsie musculaire.

CONTEXTE TECHNOLOGIQUE

Nature de la technologie diagnostique :
Complémentaire au diagnostic terminal d’un trouble dystrophique.
Bréve description de la situation technologique actuelle :

L'immunohistochimie (IHC) et le WB sont des techniques complémentaires utilisées pour
évaluer |'expression des protéines impliquées dans la DM. Il est recommandé de tester
I'immunoréactivité d’un tissu musculaire avec plusieurs anticorps simultanément et
d'interpréter les résultats dans un contexte multi-protéique [Anderson et Davison, 1999].
L’étalon or demeure I'analyse génétique, mais tester plusieurs genes simultanément est
long et colteux. De plus, I'association entre une mutation et une pathologie n’est pas
toujours directe [Barresi, 2011]. Un algorithme diagnostic de la LGMD2A est présenté a
titre d’exemple et illustre I'importance des différentes analyses requises a I'identification
d’une maladie précise (annexe).


http://www.musclegenetable.fr/

4.3

4.4

Bréve description des avantages évoqués de la nouvelle technologie :

L’analyse pathologique et histochimique d’une biopsie musculaire fournit des informations
sur la gravité et le stade de la maladie, la présence d’inflammation ou d’anomalies
mitochondriales et aide a caractériser certaines myopathies congénitales [Navarro et al.,
2009]. Dans la majorité des cas, I'lHC doit étre réalisée avec plusieurs anticorps
monoclonaux dans le but de poser le bon diagnostic. Dans ces situations, le WB peut servir
d’analyse complémentaire [Laval et Bushby, 2004]. Parfois les changements d’expression
sont plus subtils et I'lHC seule peut conduire vers un diagnostic incertain; dans ces cas-la le
WB est essentiel [Teijeira et al., 1998]. Le WB possede une valeur diagnostique majeure
pour la plupart des maladies récessives ou la mise en évidence d’un déficit de marquage
d’une protéine spécifique ne peut indiquer directement le gene en cause [Barresi, 2011].

Le colt de la technologie et des options :

Pas d’informations transmises par le demandeur.

DONNEES PROBANTES
La pertinence clinique (validité et utilité cliniques) et la validité analytique

5.1.1 Remplacement d’un autre test
Ne s’applique pas.

5.1.2 Valeur diagnostique

Tableau 1. Principales anomalies protéiques reliées aux dystrophies musculaires

Maladie Gene, transmission Analyse protéique par Western blot

Dystrophie musculaire
Duchenne (DMD)

Dystrophine absente complétement

DMD, liée au chromosome X .
ou trés réduite.

Dystrophie musculaire

Dystrophine réduite en poids
DMD, liée au chromosome X moléculaire, réduite en quantité ou

Becker (DMB) .
completement absente.
Porteurs DMD/DMB DMD,"Ilee au chl"omosome X. Dystrophlne réduite de fagon non
Mosaisme germinal homogene (patchy).

LGMD 2A

Les bandes correspondantes a la
Calpaine 3 peuvent étre réduites de
fagon variable.

CAPN3, autosomale récessive
chromosome 15q

LGMD 2B / myopathie DYSF, autosomale récessive
Miyoshi chromosome 2p

Dysferline absente ou tres réduite.

Pathak et ses collaborateurs [2010] ont publié une étude dont I'objectif était d’étudier la
fréquence de la LGMD2A dans la population indienne. Les données histopathologiques et
protéiques (WB et IHC) de 171 cas cliniquement suspectés de LGMD, de dystrophie
musculaire ou de myopathies non classées ont été analysées. Le WB a permis d’identifier
respectivement 36 et 39 patients avec un déficit complet et partiel en calpaine-3.

Fanin et ses collaborateurs [2009] ont publié les résultats d’'une analyse quantitative de la
calpaine-3 sur 519 biopsies musculaires provenant de patients avec une LGMD ou une
myopathie non classée. De plus, une analyse fonctionnelle de I'activité auto-lytique de la



calpaine-3 a été réalisée sur 108 cas LGMD avec une quantité normale de protéines.
L’analyse génotypique a permis de mettre en évidence 94 cas de LGMD2A portant 66
mutations différentes du gene CAPN3. Les auteurs ont montré qu’un déficit en quantité de
protéine de méme qu’en activité auto-lytique prédit la LGMD2A dans 80 % et 88 % des cas,
respectivement.

En 2006, Moore et ses collaborateurs ont publié une étude dont I'objectif était de
déterminer la distribution des patients orientés vers un centre national de diagnostic de la
LGMD parmi les sous-types connus de la maladie. Une biopsie musculaire a été pratiquée
dans le but de réaliser des analyses histopathologiques et immunodiagnostiques dont les
résultats, jumelés aux caractéristiques cliniques individuelles, ont servi a orienter un test
génétique. Parmi tous les patients testés, 23 ont été exclus en raison d’un diagnostic autre
gue LGMD. Parmi les 289 autres patients, 266 avaient suffisamment de matériel biopsique
pour réaliser une analyse microscopique compléte et 121 pour une analyse en WB anti-
calpaine 3 et anti-dysferline. Les analyses combinées ont permis de déterminer une
calpainopathie dans 12 % des cas (n = 31), une dysferlinopathie dans 18 % des cas (n = 47),
une sarcoglycanopathie dans 15 % des cas (n = 40), une dystroglycanopathie dans 15 % des
cas (n = 40) et une caveolinopathie dans 1,5 % des cas (n = 4). Quelques cas (9 %, n = 24)
avaient une réduction de I'expression de plus d’'une protéine. Un génotype précis a été
établi pour 83 patients.

En 2003, Tagawa et ses collaborateurs ont publié une étude ou I'lHC et le WB ont été
utilisés pour évaluer un diagnostic clinicopathologique préalable de LGMD non classée
(N=53) ou de myopathie Myioshi (N=28), deux formes de dysferlinopathie. Un déficit en
dysferline par IHC et par WB a été observé pour 31 patients, soit 19 % des cas supposés de
LGMD et 75 % des cas de MM (voir le tableau 2). Une analyse génétique a été faite
seulement chez ces 31 patients. Une mutation du gene DYSF a été mise en évidence chez
15 d’entre eux.

Tableau 2. Valeur diagnostique de I’analyse protéique par Western blot (Tagawa et al., 2003)

Diagnostic clinique (N) Quantité protéines WB* Marquage IHCt
Déficit : 10 (19 %) Négatif : 9; Faible : 1
LGMD (53) . Normal : 16
Normal : 43 (81 %) Négatif : 2; Anormal : 27
MM (28) Déficit : 21 (75 %) Négatif : 14; Faible : 5; Anormal : 2
Normal : 7 (25 %) Négatif : 1; Variable : 6
Controles (26)* Normal : 26 (100 %) Normal : 13; Anormal : 13

Abréviations : IHC : immunohistochimie; LGMD : Limb Girdle Muscular Dystrophy; MM : Myopatie Myioshi; N : nombre de patients;
WB : Western blot.

*A partir d’analyses densitométriques, le déficit est défini & partir d’'une quantité de dysferline <30%.

T Normal : marquage membranaire clair, comme le muscle normal; Négatif : absence de marquage; Faible : Marquage normal de
faible intensité et Anormal : marquage accumulé au cytoplasme sans les membranes ou marquage normal en mosaique
positif/négatif.

fLes patients contrdles sont des patients atteints de maladies neuromusculaires autres que la dysferlinopathie (DMD, DMB,
myopathies inflammatoires, myopathies mitochondriales, myopathies congénitales et neuropathies toutes diagnostiquées
cliniquement et par IHC).



5.2 Validité clinique

Termes Présence Absence Sans objet
Sensibilité X
Spécificité X
Valeur prédictive positive (VPP) X
Valeur prédictive négative (VPN) X
Rapport de vraisemblance (LR) X
Courbe ROC X
Exactitude X

Saenz et ses collaborateurs [2005] ont présenté une étude clinique multicentrique dont
I’objectif était d’analyser les données cliniques, moléculaires et biochimiques d’une cohorte
de 314 patients, dont 282 présentaient un phénotype LGMD. Parmi ceux-ci, les données
cliniques ont été jugées suffisantes pour suspecter ou infirmer une calpainopathie (181 et
32 patients, respectivement). Une incertitude est demeurée pour 19 autres patients.
Comme outil de diagnostic, les auteurs ont calculé que la sensibilité et la spécificité du WB
seul étaient de 52,5 % et 87,8 %, respectivement. Considérant les informations issues du
phénotype clinique et des informations biochimiques combinées, la VPP d’une
calpaianopathie était de 91 %. Toutefois, lorsqu’une des analyses est manquante, cette
valeur varie entre 78,3 % et 73,7 %, dépendamment des informations disponibles. Lorsque
les deux tests sont négatifs, la probabilité que le patient soit confirmé LGMD2A (CAPN3

muté) est de 12,2 %.

Doriguzzi et ses collaborateurs ont étudié I'expression de la dystrophine sur 201 biopsies
musculaires par IHC et WB. L'utilisation combinée des deux techniques a permis de

détecter 100 % des cas de dysferlinopathies [Doriguzzi et al., 1997].

5.3 Validité analytique (ou technique)

Termes

Présence

Absence

Sans objet

Répétabilité

X

Reproductibilité

Sensibilité analytique

Spécificité analytique

Effet de matrice

Concordance

X | X [X|X|X

Corrélation

X

Gallardo et ses collaborateurs [2011] ont présenté une étude clinique dont I'objectif était

de vérifier la corrélation entre le niveau d’expression de la dysferline a partir d’une biopsie
musculaire ou d’un échantillon de monocytes du sang périphérique par WB et IHC. La série
de cas comprenait 21 patients contréles atteints de myopathies sans mutations du gene
DYSF et 17 patients avec une dysferlinopathie confirmée par la présence de deux mutations
dans DYSF. Au moyen du WB, une bonne corrélation des niveaux d’expression de la
dysferline entre les monocytes et le muscle a été observée parmi les 21 cas contréles
(114,3+17,8 % vs 105 £ 16,3 %, respectivement) de méme que pour les 17 cas de
dysferlinopathie (0,1 +£0,2 % vs 1,1 + 4,3 %, respectivement). Concernant I'utilisation de
I'IHC seule sur les biopsies musculaires, 6 des 17 cas de dysferlinopathie et 13 des 21 cas
contrdles ont montré un marquage correspondant a de la dysferline souvent
anormalement localisée.



5.4

6.1

6.2

6.3

Les recommandations favorables d’introduction dans les autres juridictions

European Federation of Neurological Societies (2007) : I'analyse quantitative des protéines
par Western blot peut étre une technique supplémentaire utile pour élucider des anomalies
protéiques primaires et secondaires [Norwood et al., 2007].

DMD Care Considerations Working Group (2010) : les criteres décisifs pour le diagnostic de
la DMD doivent étre basés sur des analyses en immunohistochimie et en
immunobuvardage a partir d’'une biopsie musculaire et doivent étre interprétés par un
pathologiste neuromusculaire expérimenté [Bushby et al., 2010].

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

Impact sur les ressources matérielles et humaines :
Aucune étude n’a été repérée.

Conséquences économiques d’une introduction dans le systeme de santé et de
services sociaux québécois :

Aucune étude co(t-efficacité n’a été repérée.

Principaux enjeux organisationnels, éthiques ou autres (social, juridique,
politique) : Lutilisation d’'une approche en multiplex permet de tester plusieurs anticorps
a la fois et donc de maximiser le tissu biopsique [Anderson et Davison, 1999]. L’utilisation
d’un anticorps dirigé contre une protéine musculaire contréle (myosine, par exemple)
permet de s’assurer qu’il n’y a pas d’erreur d’interprétation causée par une charge
protéique variable entre les échantillons [Barresi, 2011].



7 AVIS EN BREF DE L'INESSS

Myopathies d’étiologie indéterminée (Western blot)

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

O Remplacement de la technologie : qui devient obsoléte

La recommandation de I'INESSS :
O Avis de recommandation d’introduction
O Avis de refus d’introduction
X Avis de réévaluation*

- Pas assez d’'information pour se prononcer : formulaire d’addition incomplet, aucun
article fourni, peu de données probantes sur la validité.

- Pas de participation a des contréles externes.

La décision de I'INESSS quant aux travaux indiqués, le cas échéant :
O Lien a faire avec l'inscription de médicaments, si test compagnon
O Décision de production d’un guide d’usage optimal
O Production d’indicateurs, dans le cas d’un besoin de vigilance

O Aucun

* Des informations complémentaires sont nécessaires pour que le comité puisse prendre
position et émettre une recommandation. Des contacts avec des experts ont été établis
et de nouvelles informations pourraient étre disponibles pour le mois de mars.
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ANNEXE

Suspected LGMD2A

Clinical

assessment
{farmity history,
age af onsel, pallern
of muscle impaimnent,
scapular winging, efc)

CK

levels
{from 5 -80
fimes
normai)

e

Muscle Muscle Muscle
imaging || histopathology protein
{wasling of {regeneralion, testing
postenior degeneration, (calpain-3
compartrent lobulaled fibers) - lotti
of the leg) bl
_.--/
e

Genetic analysis
(CAFPNS gene sequencing)

S

Genetic counseling
(heterozygole and prenatal diagnosis)

Clinical management

insufficiency and body weighi)

(physical therapy, survelllance of respiralory

Tiré de : Pagon RA, Bird TD, Dolan CR et al.. GeneReviews™ [Internet], Seattle (WA), University of
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