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1. INFORMATION GENERALE

1.1. Demandeur : CIUSSS de I’Estrie - Centre hospitalier universitaire de
Sherbrooke

Mise en garde

Le présent avis est fondé sur I'information fournie par les personnes responsables de
'analyse dans les laboratoires concernés ainsi que sur une recherche documentaire
complémentaire selon les données disponibles au moment de I'évaluation de I'analyse
par I'INESSS.




INTRODUCTION

L’avis se rapportant au génotypage de la mutation DPYD*2A du géne responsable
de la synthése de la dihydropyrimidine déshydrogénase (DPYD) a été publié aprées
transmission au ministre de la Santé et des Services sociaux le 17 février 2017.
L’objectif était d’évaluer I'utilité d’'introduire cette analyse dans le Répertoire
guébécois et systeme de mesure des procédures de biologie médicale, ci-apres
nommé Répertoire, afin de dépister la mutation DPYD*2A chez des patients
atteints de cancer et susceptibles de subir des toxicités graves s'ils recoivent des
fluoropyrimidines en guise de traitement.

L’avis d’évaluation a été soumis au comité scientifique des analyses de biologie
médicale de I'INESSS qui a émis la recommandation d’introduire I'analyse au
Répertoire accompagnée des quatre précisions suivantes :

o Les membres du comité reconnaissent la valeur pronostique et
thérapeutique du test au regard des données cliniques publiées et
présentées en appui.

e L'utilisation d’un plus grand nombre d’échantillons est nécessaire avant la
mise en application du test.

e |’accés rapide aux résultats constitue un enjeu important pour cette
analyse.

e L’analyse des autres variantes défectueuses de la DPYD devrait étre
considérée.

Le présent avis est produit dans le contexte d’'une demande de désignation
complémentaire du centre hospitalier universitaire de Sherbrooke (CIUSSS de
I'Estrie) pour le génotypage de la variation génétique DPYD*2A du géne DPYD.
La variante DPYD*2A permet de cibler pres de 1 % de la population qui serait
susceptible de développer des toxicités aiglies aprés avoir recu des
fluoropyrimidines. Toutefois, dans un avis portant sur les meilleures stratégies
pour réduire le risque de toxicités séveres causées par une déficience en
dihydropyrimidine déshydrogénase, publié en mars 2019, 'INESSS recommande
gue le génotypage de quatre alléles consensuels de DPYD (DPYD*2A,
C.2846A>T, ¢.1679T>G et ¢.1129-5923C>G) soit intégré dans la planification des
traitements a base de fluoropyrimidines. Ainsi, le nombre de personnes ciblées
augmenterait a 8 %.



RESUME DE L’EVALUATION PRECEDENTE

Un survol de I'évaluation menée en phase | par 'INESSS est présenté dans le
tableau 1.

Tableau 1 Résumé exécutif de I’évaluation de I'utilité cliniqgue en phase |

Génotypage de la variation DPYD*2A du géne de la
dihydropyrimidine déshydrogénase (DPYD) par PCR en
temps réel

Demandeur CHUM

L’analyse visait a discriminer les patients susceptibles de développer des
Objectif de toxicités aigues lors d’un traitement a base de fluoropyrimidines en
I'analyse détectant la présence de la mutation DPYD*2A chez les patients atteints
de cancers digestifs, du sein, de la téte ou du cou.

Situation . . .
Cette analyse n’était pas effectuée au Québec.
actuelle
Nombre o . . R
, Le demandeur a estimé le nombre de tests a 20 par semaine et a 1 000
d’analyses B .
. par année pour le Québec.
prévues
La technique de détection par PCR en temps réel a été utilisée pour des
analyses a haut débit en atteignant des résultats comparables a ceux du
Validité séquencage d’ADN avec 100 % de concordance entre les réactions. Le
analytique demandeur a fourni des données issues de la mise au point du

génotypage de DPYD*2A réalisée dans son laboratoire sur ’ADN
génomique de 14 patients et d’'un témoin positif.

Deux scénarios ont été élaborés notamment :

1. Sila détection de la mutation DPYD*2A est effectuée chez tous les
patients atteints de cancers colorectal et du sein, les codts directs
Impact liés a l'introduction de cette analyse dans le Répertoire sont estimés

a 375 147 $ pour le total des trois prochaines années.

2. Si la détection est effectuée chez les patients atteints de cancer
colorectal, de cancer du sein, et ayant des toxicités aigtes lors d’'un
traitement a base de fluoropyrimidines, les codts pourraient varier de
18 758 $ a 37 515 $ pour le total des trois premiéres années.

budgétaire

Positions et Certains des organismes consultés préconisant une réduction de la dose
orientations de traitement, la recherche de plusieurs variantes génétiques de DPYD
d’organismes | ou une analyse systématique des patients susceptibles de recevoir les
d’intérét fluoropyrimidines serait donc a envisager.

Les patients porteurs de 'alléle DPYD*2A sont en moyenne hospitalisés
Enjeux pour une période plus longue pour cause de toxicité (18 jours), alors que
particuliers ce n'est pas le cas pour les non-porteurs (2,5 jours). Toutefois I'efficacité
du traitement pourrait étre altérée.




4.1.

ANALYSE EVALUEE

Description de la méthode

L’analyse vise a déterminer la présence de la variante génétique DPYD*2A a
transmission autosomique dominante dans ’ADN génomique extrait d’'un
échantillon de sang du patient atteint de cancer. La détection qualitative de ces
mutations s’effectue par une réaction en chaine par polymérase en temps réel, a
I'aide de sondes fluorescentes spécifiques a la variante DPYD*2A du géne DPYD.

La PCR en temps réel repose sur la détection et la quantification d’'un émetteur
fluorescent pendant le processus d’amplification. Le demandeur utilise pour ce faire
une sonde TagMan"¢ spécifique a la mutation analysée. La technologie TagManM°©
est basée sur I'activité 5’-exonucléase de la Taq polymérase lors de la transcription
du brin complémentaire (Figure 1). La sonde contient deux fluorochromes, dont un
émetteur et un suppresseur. Lorsqu’ils sont a proximité 'un de l'autre, le
fluorochrome émetteur transfert son énergie au fluorochrome suppresseur, qui la
dissipe sous forme de chaleur au lieu d’émettre la fluorescence. Par la suite, durant
I'étape d’hybridation de la PCR, la sonde et les amorces se fixent a leurs séquences
complémentaires respectives et déterminent ainsi la spécificité du produit amplifié.
L’étape d’élongation subséquente se caractérise par la synthése d’'un nouveau brin
d’ADN catalysée par la Tag polymérase dont I'activité 5 —exonucléase déplace la
sonde le long du brin d’ADN a copier qui est hydrolysée pour chaque molécule
d’ADN synthétisée. Le fluorochrome est ainsi libéré de I'action du suppresseur et
émet de la fluorescence. L'intensité de la fluorescence est directement
proportionnelle & la quantité de produit amplifié (amplicons) au cours de la réaction
[Poitras et Houde, 2002].
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Figure 1 : Principe de la technologie TagMan" lors d’une PCR en temps réel
Source : adaptée de Poitras et Houde [2002].



4.2. Homologation
Il s’agit d’'une analyse maison développée par le laboratoire de génétique
moléculaire du CHUS, en utilisant un test de génotypage de type TagMan™¢,
ThermoFisher Scientific non homologué par Santé Canada ou la FDA.

4.3. Valeur pondérée : 18,30

5. DONNEES DE VALIDITE ANALYTIQUE

5.1. Données fournies par le demandeur
Détails de la validation analytique
La validation a essentiellement été réalisée en cing étapes principales

1. Laréaction de PCR qui a été établie dans le laboratoire du demandeur est la
méme technologie que celle du laboratoire de diagnostic moléculaire du
CHUM. Les échantillons d’ADN utilisés pour la validation ont été extraits a
partir du sang total par le moyen d’un instrument d’extraction régulier
(MagNA Pure, Roche).

2. Construction des échantillons d’ADN témoins permettant de détecter les trois
génotypes a rechercher.

e Synthése des oligonucléotides de 345 bases représentant les séquences
d’intérét normales et mutées a analyser par génotypage. L’oligonucléotide
a séquence normale et le muté ont été mélangés de facon équimolaire afin
de représenter un génotype hétérozygote.

e Ces ADN synthétiques ont été dilués afin d’obtenir des niveaux
d’amplification (valeurs Ct) égalant I'amplification obtenue avec des ADN
génomiques d’origine humaine. Les trois groupes de génotypes ont de ce
fait été représentés sur la figure présentant la discrimination allélique issue
de la réaction de PCR en temps réel (figure 2).
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Figure 2 : Exemple d’amplification pour I'indentification de I'alléle DPYD*2A par
discrimination allélique

3. Untotal de 41 échantillons prélevés de 41 patients distincts comportant
39 cas homozygotes normaux et deux cas hétérozygotes ayant été analysés
par le laboratoire du CHUM ont été confirmés dans le laboratoire du
demandeur. En raison de la rareté de ce génotype, aucun cas homozygote
muté n’était disponible pour I'analyse.

4. Les 41 patients ont été testés une fois au cours de cing analyses
indépendantes. Toutefois, la robustesse de I'analyse a été vérifiée en
introduisant dans chacune des analyses deux patients hétérozygotes et
deux autres homozygotes normaux. Trois contréles synthétiques ont
également été testés en duplicata a chacune des analyses.

5. Deux échantillons aux génotypes homozygotes normaux et deux autres
identifiés comme hétérozygotes ont été séquencés par méthode Sanger afin
de s’assurer que I'essai de génotypage TagMan¢ détecte bien les
variations génétiques recherchées.

Résultats de la validation analytique

1. Sensibilité analytique
L’analyse doit détecter des variations germinales sans mosaicisme. La limite
de détection et |la sensibilité n’ont donc pas été évaluées.



2. Spécificité analytique
o Le séquencage Sanger réalisé sur les cas homozygotes normaux et
hétérozygotes a confirmé le résultat du génotypage.
o L’électrophorése des produits d’amplification de la réaction de
génotypage n’a révélé qu’une seule bande.

3. Fiabilité
e Une concordance de 100 % avec les résultats du CHUM a été
observée pour les 41 patients testés.
e Une concordance parfaite a été observée avec la méthode de
séguencgage Sanger.

4. Robustesse
o Aucun échec d’amplification ou d’analyse n’a été relevé.
o Des résultats identiques ont été obtenus pour les quatre cas (deux
homozygotes normaux, deux hétérozygotes).

Résultats additionnels depuis la mise en place de I’analyse (septembre 2018)

Un total de 239 cas ont été analysés au cours de 58 tests indépendants. Chaque
test comportait des témoins synthétiques normaux, hétérozygotes et homozygotes
mutés et testés en duplicata.

e Aucun échec de génotypage n’a été observé.

e La présence des trois variantes distinctes a été notée sur 'ensemble des
tests. Le génotypage des contréles homozygotes normaux, hétérozygotes
et homozygotes mutés a été réussi. Globalement, tous ces éléments
confirment la robustesse des contréles d’ADN synthétique ainsi que la
robustesse de I'analyse pour tester ’ADN des patients.

e Un cas positif (hétérozygote) a été détecté.

RESUME DE LA DELIBERATION

Pour ce dossier, le MSSS a demandé au CSABM d’évaluer rapidement les
données de validation analytique. Les communications électroniques effectuées
entre les membres du CSABM, dont I'expertise leur permet d’apprécier ce type de
données, ont servi a élaborer les constats présentés ici ainsi que la
recommandation finale.

Validation analytigue et robustesse de la technologie

Les membres du CSABM sont en accord sur le fait que le TagManV® est une
procédure répandue en laboratoire clinique et sera réalisée dans un laboratoire
dont I'expertise est reconnue en diagnostic moléculaire. Les graphiques présentés
suggeérent un pouvoir discriminatoire adéquat entre les alléles.



Toutefois, comme le test est développé en laboratoire, il doit étre rigoureusement
validé tel que le stipule la norme CSA Z 316.8-F18* (et les meilleures pratiques en
diagnostic moléculaire). Afin de répondre a cette norme, plusieurs dimensions
restent donc a étre évaluées. Afin de connaitre la liste des dimensions a valider
ainsi que le meilleur devis expérimental pour y arriver, le laboratoire demandeur
doit consulter les références citées dans la norme, elles fournissent les lignes
directrices propres a chaque spécialité.

De plus, d’autres points sont mentionnés comme manquants :

e calculer un intervalle de confiance pour chaque parametre mesuré et pour
chaque mutation, en particulier la sensibilité et la spécificité analytiques;

e déterminer les seuils de détection avec des échantillons naturels mutés
plutot que des g-blocks;

e développer une stratégie pour se prémunir, détecter ou prévenir le drop-out
allélique.

Besoin de santé non comblé

L’'INESSS a recemment reconnu la pertinence clinique de tester 4 variations
pathogéniques du gene DPYD dans le contexte d’'une évaluation du risque de
toxicité aiglie aux fluoropyrimidines. Les experts du comité rappellent que cette
recommandation engendre un contexte de pratique ou les prescripteurs sont
fortement incités a tester leurs patients avant de donner ce type de chimiothérapie.
Du point de vue du décideur, cette situation crée également un sentiment
d’'urgence d’'implantation puisque ce test n’en remplace aucun autre.

Certains experts sont préoccupés par la balance des risques encourus par le
patient entre la non-conformité d’'un point de vue analytique et les conséquences
cliniques de retarder I'accés au test. En effet, le délai d'implantation du service
généré par la complétion de la validation analytique retarde I'accés au test pour
des patients dont seulement une minorité pourrait souffrir d’'une erreur
diagnostique attribuable a la mise en évidence d’'une fausse variation
pathogénique ou a un faux négatif.

Disponibilité des échantillons

Tous les membres du comité s’entendent sur le fait qu’il semble difficile de se
procurer des échantillons positifs. Dans ce contexte, l'utilisation d’échantillons
artificiels pourrait étre acceptable a court terme lorsqu'il y a rareté d’échantillons
naturels porteurs de certains génotypes. Toutefois, il apparait raisonnable de
penser que dans un avenir plus ou moins rapproché, le dépistage systématique
avant un traitement aux fluoropyrimidines permettra de recueillir des échantillons

! Canadian Standards Association (CSA). Z316.8-F18. Exigences concernant la conception, le
développement et la validation d’essais congus en laboratoire pour le dépistage, le diagnostic et
la gestion des conditions cliniques [site Web]. Disponible a :
https://store.csagroup.org/ccrz__ProductDetails?viewState=DetailView&cartiD=&sku=2426364
&isCSRFlow=true&portalUser=&store=&cclcl=fr_CA.
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humains homozygotes mutés pour DPYD*2A et éventuellement pour chacune des
quatre mutations recherchées et qui serviront de témoins positifs.

Temps de réponse

Un des experts rappelle aux autres membres que le temps de réponse de cette
analyse est crucial et recommande que celle-ci soit disponible dans plusieurs
centres.

Précaution sur les limites inhérentes a la couverture mutationnelle du test

Une derniere préoccupation concernant la couverture mutationnelle du test
émerge des discussions. Effectivement, il semble que le test proposé? ne permet
pas d’évaluer le risque des personnes originaires de I’Asie de I'Est et qu’une
mutation pathogénique majeure propre aux personnes d’origine africaine n’est pas
incluse. On rappelle aussi que méme avec ce test, 30 a 50 % des toxicités ne sont
pas couvertes puisque les mécanismes qui menent a la toxicité aiglie des
fluoropyrimidines sont multiples (microARN, modifications post-transcriptionnelles,
etc.). Le rapport devra indiquer que, malgré un résultat négatif pour ces

4 variations pathogéniques, un risque résiduel de développer une toxicité sévere
aux fluoropyrimidines demeure présent.

2 Bien que les données analytiques présentées ici concernent uniquement l'aligle 2A, le centre
demandeur prévoit éventuellement tester les variations pathogéniques ¢.2846A>T, c.1679T>G
et c.1236G>A.



7. RECOMMANDATION DE L’INESSS
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La recommandation de 'INESSS

Considérant qu'il s'agit d'une demande de désignation complémentaire pour une
analyse déja au Répertoire, les données de validation analytique ont été jugées,
selon lanorme CSA Z 316.8-F18 :

[0 Completes

Incomplétes

Précisions accompagnant la recommandation

Toutefois, 'INESSS considére que dans l'intervalle, et exceptionnellement
pour ce test, il est raisonnable que le service soit offert immédiatement en
attendant que la validation soit complétée puisque I'analyse :

- repose sur une technologie robuste et que les données analytiques
préliminaires présentées sont adéquates;

- vise a combler un urgent besoin de santé;

- seraréalisée dans un laboratoire reconnu et fiable.

L’'INESSS recommande que la désignation finale soit conditionnelle a ce que
le laboratoire demandeur compléte la validation analytique en s’appuyant sur
la norme CSA Z 316.8-F18.

Afin d’assurer un temps de réponse cliniquement acceptable, 'analyse
devrait étre offerte dans d’autres centres.

Le rapport devra indiquer que, malgré un résultat négatif pour cette variation
et éventuellement les 4 variations, un risque de toxicité sévere aux
fluoropyrimidines demeure.

Il est trés important de noter que le test ne refléte pas la diversité ethnique du
Québec et doit étre utilisé avec précaution.
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