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Recherche ou quantification géne de fusion BCR-ABL par RT-PCR - Argumentaire

Résumé

Objectif(s)

Le géne de fusion BCR-ABL, aussi appelé gene de Philadelphie ou chromosome Phl, est le résul-
tat d’'une translocation réciproque entre les chromosomes 9 et 22. Le géne de fusion BCR-ABL
code pour une protéine de fusion possédant une activité tyrosine kinase dérégulée qui active di-
vers mécanismes qui entrent en jeu dans la multiplication cellulaire.

Le géne de fusion BCR-ABL est présent dans I'ensemble des leucémies myéloides chro-
niques (LMC), 3 a 5 % des leucémies aigués lymphoblastiques (LAL) de I'enfant, et entre 15 et
30 % des LAL de I'adulte. Il est donc systématiquement recherché devant toute suspicion de LMC
ou de LAL.

Le géne de fusion BCR-ABL est mis en évidence par cytogénétique (caryotype), cytogénétique
moléculaire (FISH), ou par RT-PCR. Le transcrit de fusion BCR-ABL peut également étre quantifié
par une PCR guantitative (RT-QPCR).

Actuellement, seule la recherche du géne de fusion BCR-ABL est inscrite a la NABM. La re-
cherche des transcrits BCR-ABL par biologie moléculaire est répertoriée dans la liste complémen-
taire des actes de biologie médicale et d’'anatomocytopathologie hors nomenclature.

La HAS s’est autosaisie afin évaluer la pertinence de la recherche ou quantification des transcrits
du géne BCR-ABL par RT-PCR, d’en définir les modalités et les conditions de réalisation en vue
de son inscription a la NABM.

L’objectif de ce travail était :

o d’évaluer I'utilité clinique de la RT-PCR : (i) pour la recherche des transcrits de fusion BCR-ABL
dans le cadre du diagnostic initial de la LCM et de la LAL, (ii) pour la quantification du transcrit
de fusion BCR-ABL dans le cadre du suivi thérapeutique et d’en définir les modalités ;

e de situer la place dans la stratégie de prise en charge de la recherche et de la guantification
des transcrits de fusion BCR-ABL par RT-PCR ;

e d’évaluer les conditions de réalisation de la RT-PCR utilisée pour la recherche ou la quantifica-
tion des transcrits de fusion BCR-ABL.

Méthode

Elle a d’abord consisté en une analyse critique de la littérature synthétique identifiée par une re-
cherche documentaire systématique portant sur la période 2012-2017. Huit recommandations de
bonne pratique, deux consensus d'experts et un guide ALD ont été sélectionnés pour I'analyse.
Aucun rapport d’évaluation technologique, méta-analyse ou revue systématique n’a été identifié au
terme de cette recherche documentaire. La HAS a procédé a une analyse complémentaire des
études de développement des inhibiteurs de la tyrosine kinase (ITK) afin d’apprécier la place de la
RT-QPCR dans le suivi thérapeutique ; cette recherche complémentaire a permis d’identifier
cinq références.

Enfin, les positions argumentées du Collége national professionnel d’hématologie et de I'Institut
national du cancer (INCa) ont été recueillies via un questionnaire.

Conclusion

Les données ainsi recueillies et analysées permettent de conclure que :

¢ la recherche du transcrit de fusion BCR-ABL par RT-PCR est indiquée pour le diagnostic initial
des LCM et des LAL ;

¢ la quantification du transcrit de fusion BCR-ABL par RT-QPCR est indiquée pour le suivi des
patients traités par ITK. La premiére quantification du transcrit de fusion BCR-ABL par RT-
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QPCR doit étre réalisée des la confirmation du diagnostic et servir de base de départ pour le
suivi thérapeutique.

Dans le cadre du suivi, la réalisation d’'une RT-QPCR tous les trois mois est indiquée. A noter
gue ces intervalles peuvent étre espacés a six mois si une réponse moléculaire majeure est ob-
tenue de maniére durable. A Tlinverse, ces intervalles doivent étre rapprochés a quatre a
six semaines en cas d’arrét de traitement.

e aucune hiérarchisation entre la RT-PCR et la cytogénétique n’est possible, chaque technique
apporte une utilité clinique dans la stratégie de prise en charge.

Enfin, compte tenu du recul important acquis avec la RT-PCR, les conditions de réalisation sont
bien cadrées en France, grace notamment aux exigences de 'accréditation des laboratoires et de
la norme ISO 15189. Il est a noter qu’'un Groupe des biologistes moléculaires des hémopathies
malignes (GBMHM) a été constitué. Ce réseau a été retenu dans le cadre d’'un appel d’offres or-
ganisé par I'INCa en collaboration avec 'ANSM en 2011 ; il organise réguliérement des cam-
pagnes d’évaluation externes de la qualité en France.
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Abréviations et acronymes

...................... Commission de la transparence

................ Direction générale de I'offre de soins

........................ échelle internationale

................... fluorescence in situ hybridization

................... Institut national du cancer

................... Institut de veille sanitaire

..................... inhibiteur de la tyrosine kinase

............. leucémie lymphoblastique aigué chromosome Philadelphie-positive

................... leucémie myéloide chronique

..................... moelle osseuse

................. Nomenclature des actes de biologie médicale

................... Organisation mondiale de la santé

.................... recommandation de bonne pratique

.................. Référentiel des actes innovants hors nomenclature

............. Reverse Transcriptase - Polymerase Chain Reaction

RT-QPCR .......... RT-PCR quantitative

................... systéme nerveux central
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Introduction

En 2015, dans le cadre du développement de I'innovation en santé, la Direction générale de I'offre
de soins (DGOS) a mis en place le Référentiel des actes innovants hors nomenclature (RIHN) afin
d'offrir un dispositif pérenne de soutien a la biologie médicale et a 'anatomocytopathologie inno-
vantes. Ce dispositif permet une prise en charge précoce et transitoire d’actes innovants de biolo-
gie médicale et d’anatomocytopathologie non encore inscrits aux nomenclatures (actes HN).

En complément du RIHN, une autre liste a été mise en place par la DGOS : la liste complémen-
taire. Cette liste est composée d’actes hors homenclature (actes HN), initialement innovants, mais
désormais utilisés en soins courants et susceptibles de faire I'objet d’'une évaluation par la Haute
autorité de Santé (HAS), puis, le cas échéant, d’'une prise en charge de droit commun (ville ou
hépital) en cas d’évaluation positive par la HAS. En attendant, afin de ne pas pénaliser leur réalisa-
tion et de ne pas générer de perte de chance pour le patient ou de dépenses injustifiées, les actes
inscrits sur la liste complémentaire peuvent faire I'objet d’'une prise en charge financiére déroga-
toire et transitoire au titre de la MERRI GO03 (financement hospitalier), dans I'attente d’'une décision
de prise en charge par la collectivité ou de I'obtention d’'un service attendu insuffisant par la HAS.

La HAS s’est autosaisie pour évaluer 'un des actes actuellement inscrits sur la liste complémen-
taire : l'acte de recherche ou quantification par RT-PCR (Reverse Transcriptase - Polymerase
Chain Reaction) du transcrit de fusion BCR-ABL dans le cadre du diagnostic et du suivi thérapeu-
tiqgue des leucémies myéloides chroniques (LMC) et des leucémies lymphoblastiques aigués Phi-
ladelphie-positive (LAL Ph+) en vue de son inscription a la Nomenclature des actes de biologie
médicale (NABM). Cet acte est actuellement inscrit & la liste complémentaire sous le libellé suivant
« Recherche ou quantification du transcrit de fusion BCR-ABL1 par RT-PCR », code N407.

L’objectif de cette autosaisine est I'évaluation de la pertinence de la recherche ou de la quantifica-
tion des transcrits du gene de fusion BCR-ABL par RT-PCR, d’en définir les modalités et les condi-
tions de réalisation en vue de son inscription a la NABM.

Cette évaluation concernera deux indications distinctes : les LMC et les LAL Ph+ ; elle couvrira le
champ du diagnostic initial et celui du suivi thérapeutique.

Il est a noter qu’'une éventuelle inscription de cet acte a la NABM apporterait plus de commodités
aux patients qui auront ainsi la possibilité de faire réaliser le test dans le laboratoire de leur choix
(de ville ou hospitalier), notamment dans le cadre du suivi thérapeutique. En effet, le traitement de
référence des LMC et des LAL Ph+ repose sur les inhibiteurs de la tyrosine kinase (ITK). Il s'agit
d'une chimiothérapie par voie orale qui ne requiert pas d’hospitalisation, et dont la réponse théra-
peutique doit étre évaluée suivant des modalités bien définies (notamment par la quantification par
RT-PCR du transcrit du gene BCR-ABL). Les ITK sont classés en ITK dits de 1°°, 2° et
3° générations, ITK1 : imatinib ; ITK2 : nilotinib, dasatinib, bosutinib ; ITK3 : ponatinib.
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1. Contexte

1.1 Source d’information

Ce chapitre de contexte a été rédigé a partir d’'une revue non systématique de la littérature ayant
inclus notamment des revues générales traitant du diagnostic et de la prise en charge des leucé-
mies myéloides chroniques (LMC) et des leucémies aigués lymphoblastiques, du rapport de
I'Institut de veille sanitaire (InVS), du guide ALD 30 de la HAS, ainsi que des rapports de I'Institut
national du cancer (INCa) (1-3).

1.2 Legene BCR-ABL

Le géne de fusion BCR-ABL, aussi appelé géne de Philadelphie ou chromosome Ph1l, est le résul-
tat d’'une translocation réciproque entre les chromosomes 9 et 22. La translocation t(9;22)
(934;q11) transpose un segment de I'oncogéne ABL situé en position 9q34, a la place d’'un seg-
ment du géne BCR situé en position 22g11, créant ainsi un géne hybride BCR-ABL (Figure 1).

Le géne de fusion BCR-ABL code pour une protéine de fusion possédant une activité tyrosine
kinase dérégulée. Cela est d0 a I'absence de domaines responsables de I'auto-inhibition de la
kinase, combinée a la présence de domaines responsables de I'auto-activation. La protéine BCR-
ABL est active de maniére constitutive entrainant ainsi I'activation de divers mécanismes qui en-
trent en jeu dans la multiplication cellulaire (4, 5).

Ainsi, par I'activation directe ou indirecte de nombreuses voies de signalisation intracellulaires, le
chromosome Phl confére aux cellules un avantage de croissance et des capacités de différencia-
tion anormales. En fonction des points de cassure, le géne de fusion qui résulte de la translocation
code pour différentes protéines (distinguées par leurs poids moléculaires différents). Ainsi, dans
environ 95 % des cas, la transcription de ce géne de fusion produit une protéine chimérique de
210 kDa, la P210 BCR-ABL. Ce chromosome est retrouvé dans prés de 95 % des LMC (4, 5).

Dans moins de 5 % des cas, les points de cassures surviennent dans des régions alternatives,
donnant ainsi naissance a des géenes de fusion et a des transcrits atypiques et codent pour les
protéines P190, P210 et P230 dans le cas des LCM ou la protéine P190 dans le cas de LAL (4, 5).

En résumé, le géne de fusion BCR-ABL est présent dans I'ensemble des LMC, 3 a 5 % des LAL
de I'enfant, et entre 15 et 30 % des LAL de I'adulte (5, 6).

En conséquence, le gene de fusion BCR-ABL est systématiquement recherché pour poser le dia-
gnostic des LMC et des LAL Ph+. Par ailleurs, depuis I'introduction des inhibiteurs de la tyrosine
kinase comme traitement des LMC et des LAL Ph+, la quantification du gene de fusion BCR-ABL
est également réalisée dans le cadre du suivi thérapeutique.
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Figure 1. Translocation réciproque entre les chromosomes 9 et 22.

Chromosome 9 Chromosome 9g+
Chromosome
Philadelphie
(Ph)
Chromosome 22
BCR (q11)  J—

ABL1 (g34) SABLY

3JBCR

1.3 Conséquences de la translocation

1.3.1 Leucémie myéloide chronique

La LMC est une hémopathie maligne, définie par la présence du géne de fusion BCR-ABL accom-
pagnée d’'une néoplasie myéloproliférative ; elle représente 15 % des leucémies (4, 7).

En 2012, 807 nouveaux cas de LMC ont été recensés en France. Le taux d’'incidence est estimé
entre 0,6 et 1 pour 100 000. L’incidence chez 'lhomme augmente régulierement a partir de 30 ans
et jusqu’a 75 ans puis se stabilise. Chez la femme, I'évolution est a peu prés similaire méme si elle
n’atteint pas des niveaux identiques. L’age médian de survenue de cette pathologie est de 62 ans
chez ’homme et 64 ans chez la femme (1).

La LMC est la conséquence du processus enclenché par la translocation réciproque entre le
chromosome 9 et le chromosome 22, qui donne naissance au géne de fusion BCR-ABL (cf. para-
graphe 1.2). Les cellules exprimant le gene de fusion BCR-ABL proliférent de maniere dérégulée,
et en I'absence de traitement, la LMC évolue de la phase chronique vers une phase de transforma-
tion aigué myéloblastique ou lymphoblastique apres trois a cing ans. Cette évolution serait due a
linstabilité génétique des cellules leucémiques BCR-ABL+.

L’évolution de la LMC passe par trois phases : chronique, accélérée et blastique. Ces phases sont
définies par les parameétres hématologiques. Il existe plusieurs classifications, notamment celle de
I'Organisation mondiale de la santé (OMS) publiée en 2016 et qui intégre la notion de résistance
aux ITK ; cette classification est présentée par les auteurs comme provisoire et en attente de don-
nées complémentaires. Il existe également une classification proposée par I'European Leu-
kemiaNet (Tableau 1) ; cette classification a été utilisée dans les principales études de dévelop-
pement des ITK (8).
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Tableau 1. Définition des phases de la LMC selon ’'European LeukemiaNet, 2013 (8).

Blastes sanguins et médullaires < 15 %, blastes + promyélocytes sanguins et
Phase chronique médullaires < 30 %, basophiles sanguins < 20 %.

Plaquettes = 100 000/m°.

Blastes sanguins ou médullaires entre 15 % et 29 %, ou blastes + promyélocytes
Phase accélérée sanguins ou médullaires > 30 % et blastes < 30 %, basophiles sanguin = 20 %.

Taux de plaquettes < 100 000/m?® (sans relation avec un traitement).

Blastes sanguins ou médullaires = 20 %.

Phase blastique . . . o
Atteinte blastique extrahématopoiétique.

En régle générale, la LMC est diagnostiqguée durant la phase chronique. Les circonstances de
diagnostic sont variées. L’investigation peut étre déclenchée a la suite d’'une NFS anormale effec-
tuée en routine, ou bien en présence de symptomes initiaux (inappétence, amaigrissement, fa-
tigue...).

En phrase aigué, le patient peut présenter une altération de I'état général et des douleurs os-
seuses. Outre la splénomégalie, le syndrome tumoral peut comporter des adénopathies et une
hépatomégalie.

La stratégie diagnostique de la LMC s’appuie sur :

e un interrogatoire et un examen clinique approfondi avec palpation de la rate pour objectiver une
éventuelle splénomégalie ;

e des examens biologiques comprenant un hémogramme avec frottis sanguin et un myélo-
gramme permettant d’objectiver une néoplasie myéloproliférative de type LMC. Puis, la mise en
évidence du géne BCR-ABL (qui sera détaillée dans les paragraphes suivants) permet de poser
le diagnostic de la LMC (4).

Le pronostic de la LMC s’est nettement amélioré depuis la mise sur le marché des inhibiteurs de la
tyrosine kinase (ITK) ; le taux de survie globale a cing ans est de 90 % et la mortalité annuelle est
de 2 % chez les patients traités par imatinib en premiére intention. Les ITK sont classés en ITK dits
de 1°, 2° et 3° générations, ITK1 : imatinib ; ITK2 : nilotinib, dasatinib, bosutinib ; ITK3 : ponatinib.

1.3.2 Leucémie aigué lymphoblastique

Les leucémies aigués lymphoblastiques (LAL) sont des néoplasies dues a la prolifération clonale
de cellules lymphoides immatures. La LAL est la plus fréquente des leucémies de I'enfant, elle est
rare chez 'adulte (3).

En 2012, 810 nouveaux cas de leucémie/lymphome lymphoblastique ont été recensés en France.
L’incidence standardisée sur la population mondiale est de 1,9 pour 100 000 personnes/année
chez 'homme et de 1,2 pour 100 000 chez la femme, soit un rapport hommes/femmes de 1,6 (1).

La symptomatologie des LAL est liée a I'expansion médullaire, sanguine et extramédullaire des
cellules leucémiques. Cette expansion est responsable d'un syndrome d'insuffisance médullaire se
traduisant le plus souvent par une tricytopénie : anémie responsable d'une asthénie et d'une pa-
leur cutanéomuqueuse, thrombopénie responsable d'un syndrome hémorragique, et neutropénie
responsable de fievre et d'infection. L'envahissement médullaire peut étre responsable de douleurs
osseuses (surtout chez I'enfant), principalement aux membres inférieurs. L'expansion extramédul-
laire est responsable d'un syndrome tumoral clinique associant polyadénopathie et hépatospléno-
mégalie. L'expansion tissulaire est également fréquente, principalement dans les reins et la peau
(leucémides cutanées), le systéme nerveux central (SNC) (essentiellement LAL-B en rechute), le
médiastin (LAL de la lignée T [LAL-T]) et les testicules (essentiellement chez I'enfant) (6).
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Les leucémies aigués constituent une urgence a la fois diagnostique et thérapeutique. Il n’existe
pas de signe spécifique de leucémie aigué. Le diagnostic est suspecté lors d’'une complication
clinique d’une ou des cytopénies (altération de I'état général, syndrome anémique, syndrome hé-
morragique, état infectieux) et/ou devant un hémogramme faisant suspecter une atteinte médul-
laire (pancytopénie, blastose...) (3).

La démarche diagnostique est basée sur :

e linterrogatoire : il permet de préciser les antécédents personnels et familiaux et de rechercher
les symptdmes pouvant faire évoquer une leucémie aigué. Il est important pour le diagnostic de
retrouver des hémogrammes antérieurs permettant notamment d’évoquer I'existence d’un syn-
drome préleucémique ;

o I'examen clinique : il compléte l'interrogatoire ; I'objectif est de rechercher les manifestations
tumorales, les signes infectieux, hémorragiques et d’'anémie ;

e |es examens de biologie : hémogramme avec frottis sanguin, myélogramme, immunophénoty-
page des blastes, caryotype médullaire, biologie moléculaire sur moelle osseuse (MO).

Il existe deux classifications pour les leucémies aigués: la classification franco-américano-
britannique qui distingue les LAL en fonction des lignées concernées (T, B ou mixte), et la classifi-
cation de 'OMS qui prend en compte les caractéristiques génétiques et qui répertorie ainsi une
leucémie aigué/lymphome lymphoblastique B avec t(9;22)(q34;q11.2) ; BCR-ABL1, et une leucé-
mie aigué de lignée ambigué de phénotype mixte avec (9;22)(g34;q11.2) ; BCR-ABL1.

Le géne de fusion BCR-ABL est 'anomalie chromosomique la plus fréquente dans les LAL de
I'adulte (30 % des cas) ; le chromosome de Philadelphie est retrouvé dans 3 a 5 % des LAL de
'enfant.

L’existence d’'un chromosome de Philadelphie (Ph) ou d’un transcrit de fusion BCR-ABL doit étre
connue dans les huit premiers jours du diagnostic car elle oriente précocement la prise en charge.
Celle-ci se fait alors de facon spécifique avec un inhibiteur de tyrosine kinase associé a des chi-
miothérapies (3). En effet, les ITK ont nettement amélioré le pronostic des LAL Ph+; a titre
d’exemple, le taux de survie globale a quatre ans des patients sous imatinib inclus dans I'étude
GRAAPH est de 52 % versus 20 %.

1.4 Différentes techniques utilisées pour larecherche du géne BCR-
ABL

La recherche ou quantification du transcrit de fusion BCR-ABL est réalisée dans deux situations
distinctes :

e en vue de confirmer le diagnostic en présence de signes faisant suspecter une LMC ou une
LAL ;
e dans le cadre du suivi thérapeutique, chez les patients traités (notamment par les ITK).

La mise en évidence du géne de fusion BCR-ABL peut étre réalisée par analyse cytogénétique ou
par les techniques de biologie moléculaire.

1.4.1 Cytogénétigue (caryotype)

Le caryotype permet I'observation et la classification des chromosomes. Leur analyse est effec-
tuée sur des cellules cultivées et bloquées en mitose au cours de cycles cellulaires ou les chromo-
somes sont bien individualisés et peuvent étre visualisés au microscope. Cette observation se fait
apres l'utilisation de colorations et de marquage chromosomique. La classification des chromo-
somes ou caryotype est basée sur des criteres morphologiques et des critéres de coloration. Il est
a noter que dans le cadre de la recherche du gene de fusion BCR-ABL, 'analyse cytogénétique se
fait sur biopsie ou aspiration de moelle osseuse.
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Cet acte est inscrit a la NABM sous le libellé suivant : « caryotype oncologique : sang, moelle ou
tissus avec cellules hématopoiétiques », code 0906.

La cytogénétique moléculaire, notamment I'hybridation in situ (FISH : fluorescence in situ hybridi-
zation), peut également étre réalisée pour la recherche du gene de fusion BCR-ABL. Dans ce cas,
'analyse peut se faire sur un prélévement sanguin. Cette technique peut étre privilégiée dans le
cas ou I'analyse sur moelle osseuse n’est pas faisable (7).

1.4.2 Biologie moléculaire par RT-PCR

La recherche des transcrits du géne de fusion BCR-ABL est réalisée par RT-PCR. Cette technique
repose sur I'extraction des acides nucléiques, la transformation de 'ARN en son ADN complémen-
taire (ADNc) grace a une transcriptase inverse, puis I'amplification par PCR de 'ADNc. La RT-PCR
peut étre qualitative ou permettre de faire des mesures quantitatives : il s’agit de la RT-QPCR
(Quantitative Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction).

L’analyse par RT-PCR se fait sur un prélevement sanguin. Il s’agit de la technique la plus sensible
pour la recherche du géne BCR-ABL ; elle est capable de détecter une cellule leucémique parmi
plus de 100 000 cellules normales (7).

1.5 Evaluation de la réponse au traitement

Les inhibiteurs de la tyrosine kinase constituent le traitement de premiére ligne des LMC ; ils peu-
vent également étre indiqués dans certaines situations pour le traitement des LAL Ph+ en associa-
tion a d’autres chimiothérapies. Les patients traités pour une LMC par ITK en phase chronique
présentent un taux de survie globale a cing ans de 90 % (4). Néanmoins, des échecs au traitement
peuvent étre constatés, ils sont plus fréquents en phase avancée. Plusieurs mécanismes biolo-
giques sont a l'origine de la résistance aux ITK. En cas d’échec d’un traitement de premiére ligne,
le changement d’ITK est nécessaire. Il est donc fondamental de surveiller la réponse au traitement
de maniére réguliere. Cette surveillance passe par I'évaluation de différents paramétres.

1.5.1 Evaluation de la réponse hématologique

La réponse hématologique est considérée comme compléte (RHC) si : leucocytes < 10 000/mm?,
basophiles sanguins < 5 %, plaquettes < 450 000/mm?®, absence de myélocytes, promyélocytes,
myéloblastes et blastes circulants, rate non palpable.

1.5.2 Evaluation de la réponse cytogénétique (caryotype)

Le caryotype est considéré comme la méthode standard pour le suivi de la réponse aux ITK.
L’analyse est réalisée sur des biopsies ou aspiration de moelle osseuse (7). La réponse cytogéné-
tique peut étre considérée comme (8) :

complete si Ph1=0;

partielle si1 % < Ph1<35%;
majeure si0 % < Ph1<35 % ;
mineure si 36 % < Phl1<65 % ;
minimale si 66 % < Phl1 <95 % ;
absente si Phl > 95 %.

1.5.3 Evaluation de la réponse moléculaire (RT-QPCR)

La quantification du transcrit de fusion BCR-ABL se fait par RT-QPCR. L’analyse est réalisée sur
un prélevement sanguin. Dans le cadre du suivi thérapeutique, les résultats sont exprimés en
valeur du ratio BCR-ABL/ABL selon une échelle internationale (International Scale : IS) établie par
un panel d’experts du National Institutes of Health en vue de standardiser les pratiques (9). Ainsi,
une réduction de 10 %,1 %, 0,1 %, 0,01 %, 0,0032 % et 0,001 % correspondent a une baisse
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respective de 1, 2, 3, 4, 4.5, et 5 log. La réponse moléculaire peut étre considérée comme pré-
coce, majeure ou profonde (ou compléte selon le National Comprehensive Cancer Network) en
fonction du résultat obtenu.

1.6 Conditions actuelles de prise en charge par I’Assurance maladie

En France, seule la recherche du chromosome de Philadelphie par cytogénétique est inscrite a la
NABM sous le libellé suivant : « caryotype oncologique : sang, moelle ou tissus avec cellules hé-
matopoiétiques », code 0906. Ce test peut étre utilisé dans le cadre du diagnostic et du suivi.

En ce qui concerne I'évaluation de la réponse au traitement, en plus de I'évaluation par la cytogé-
nétique, la réponse hématologique par hémogramme est également inscrite a la NABM
(code 1104).

La recherche des transcrits de fusion BCR-ABL par biologie moléculaire est répertoriée dans la
liste complémentaire des actes de biologie médicale et d’anatomocytopathologie hors nomencla-
ture sous le libellé suivant « Recherche ou quantification du transcrit de fusion BCR-ABL1 par RT-
PCR », code N407.

Pour 'année 2016, 55 957 actes ont été réalisés en France dans le cadre du financement par la liste
complémentaire. Les hématologues et les biologistes disposent donc d’un recul important avec cet
acte.
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2.

Méthode d’évaluation

Conformément a la feuille de route adoptée en juin 2017 (10), la méthode retenue pour le traite-
ment de I'auto-saisine s’articule autour des points suivants :

recherche et analyse de la littérature synthétique incluant les rapports d’évaluation technolo-
gique, les recommandations de bonne pratique (RBP), et les revues systématiques de la littéra-
ture avec ou sans méta-analyse ;

recueil du point de vue argumenté des professionnels concernés par le sujet (les hémato-
logues), via I'envoi d’un questionnaire a leur organisme professionnel ;

interrogation de 'INCa concernant les questions relatives aux conditions de réalisation, étant
donné que le test est actuellement réalisé par les plateformes de génétique moléculaire labéli-
sées par I'INCa ;

compilation de ces éléments dans un argumentaire court, soumis directement au Collége de la
HAS pour validation.

2.1 Champ et problématique

Le champ de I'évaluation couvre les points suivants :

évaluer ['utilité clinique de la recherche ou la quantification du transcrit de fusion BCR-ABL dans
le cadre du diagnostic et du suivi thérapeutique des LMC et des LAL Ph+;

définir la place occupée par la RT-PCR utilisée pour la recherche ou la quantification du trans-
crit de fusion BCR-ABL, par rapport aux techniques existantes, dans la prise en charge dia-
gnostique et le suivi thérapeutique des LMC et des LAL Ph+;

évaluer les conditions de réalisation en laboratoire de la RT-PCR utilisée pour la recherche ou
la quantification du transcrit de fusion BCR-ABL.

2.2 Recherche documentaire

2.2.1 Stratégie de recherche bibliographique et résultats

Conformément a la méthode d’évaluation retenue, seule la littérature synthétique (rapports
d’évaluation technologique, recommandations de bonne pratique [francaises, européennes ou
internationales], méta-analyses et revues systématiques) a été recherchée. La recherche docu-
mentaire a été conduite de la maniéere suivante (Tableau 2).

Tableau 2. Stratégie de recherche bibliographique.

Sources interrogées

Medline, Embase, Cochrane Library, Pascal, la Banque de données en santé
publique (BDSP), la base de données Lissa (Littérature scientifique en santé).

Recherches
complémentaires

Sites internet d’agences d’évaluation de technologies de santé ; sites internet
d’organismes professionnels frangais et étrangers ; références des publications
identifiées.

Période de recherche

Recherche de janvier 2012 & mai 2017 ; veille documentaire jusqu’en octobre
2017.

Les équations de recherche, les mots-clés utilisés et la liste des sites internet consultés figurent en
Annexe 1.

Cette recherche documentaire a permis d’identifier 73 documents (recherche initiale et recherche
complémentaire manuelle, puis veille).
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2.2.2 Sélection des documents identifiés

Une premiére sélection, sur titre et résumé, des 73 documents identifiés par la recherche (sur base
et manuelle) a permis d’écarter les documents sans lien avec le sujet et les revues générales. Ont
ainsi été écartés 58 documents.

Cette recherche et sélection a abouti in fine a retenir :

e six recommandations de bonne pratique ; il s’agit de trois recommandations pour la prise en
charge des LMC et trois recommandations concernant la prise en charge des LAL Ph+:

» Chronic myeloid leukemia: ESMO Clinical Practice Guidelines for diagnosis, treatment and follow-
up, European Society for Medical Oncology, 2017 (11),

» Recommendations for the management of chronic myeloid leukemia, European LeukemiaNet,
2013 (8),

» Chronic myeloid leukemia, National Comprehensive Cancer Network, 2017 (7),

» Acute lymphoblastic leukaemia in adult patients: ESMO Clinical Practice Guidelines for diagnosis,
treatment and follow-up, 2016 (12),

» Acute lymphoblastic leukemia, National Comprehensive Cancer Network, 2017 (13),

» Adult acute lymphoblastic leukemia treatment, National Institutes of Health, 2017 (14) ;

e deux consensus d’experts :

» Monitoring CML patients responding to treatment with tyrosine kinase inhibitors: review and rec-
ommendations for harmonizing current methodology for detecting BCR-ABL transcripts and ki-
nase domain mutations and for expressing results, 2006 (9),

» Harmonization of molecular monitoring of CML therapy in Europe, 2009 (15).

e le guide ALD « Leucémies aigués de I'adulte » diffusé par la HAS et 'INCa en 2011 a été rete-
nu dans le cadre du présent rapport (3).

Par ailleurs, 'INCa a proposé quinze documents supplémentaires en lien avec le sujet, deux RBP
répondant aux critéres de sélection ont été intégrés au présent rapport, il s’agit de :

» Acute lymphoblastic leukaemia, Alberta Health Services, 2016 (16),
» Management of chronic myeloid leukemia, Alberta Health Services, 2015 (17).

2.2.3 Recherche complémentaire

La recherche initiale n’ayant pas permis d’identifier des méta-analyses et des rapports d’évaluation
technologique rentrant dans le champ de I'évaluation, la HAS a décidé de prendre en compte dans
le cadre de cette analyse les études de développement des ITK et d’évaluer ainsi la place de la
RT-PCR dans le cadre du suivi thérapeutique. Cing références ont ainsi été retenues :

e Ponatinib versus imatinib for newly diagnosed chronic myeloid leukaemia: an international,
randomised, open-label, phase 3 trial, Lipton et al., 2016 (18) ;

e Tolerability-adapted imatinib 800 mg/d versus 400 mg/d versus 400 mg/d plus interferon-a in
newly diagnosed chronic myeloid leukemia, Hehimann et al., 2011 (19) ;

e Dasatinib versus imatinib in newly diagnosed chronic-phase chronic myeloid leukemia,
Kantarjian et al., 2010 (20) ;

¢ Nilotinib versus imatinib for newly diagnosed chronic myeloid leukemia, Saglio et al., 2010 (21) ;
Frequency of major molecular responses to imatinib or interferon alfa plus cytarabine in newly
diagnosed chronic myeloid leukemia, Hughes et al., 2003 (22).
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Figure 2. Diagramme de sélection des références hibliographiques.

HAS

FIAUTE AUTORITE DE SANTE

Recherches sur

bases Recherches - g Publications transmises par les
Recherche initiale : n = 50 complémentaires v professionnels consultés
Veille documentaire : n = n=23 b Saisine, n = 18

Sélection sur titre et résumé
n=73

Publications non sélectionnées : n =58
(hors sujets ou dans un format d’article
non approprié ou doublon)

Publications non sélectionnées : n = 15

Inclusion sur publications in extenso
n=18

Publications non incluses: n =2

PUBLICATIONS INCLUSES : n =16

Recommandations professionnelles: n = 8
Etude contrdlées randomisées: n =5
Consensus d’experts : n =2

Guide ALD :n=1
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2.3 Recueil du point de vue des professionnels

2.3.1 Organismes consultés

La HAS a sollicité le Conseil national professionnel d’hématologie (CNPH), et I'Institut national du
cancer (INCa).

2.3.2 Modalités de consultation

Le CNP d’hématologie a été sollicité en tant que partie prenante au sens du décret n°2013-413 du
21 mai 2013", dans le cas présent comme groupe professionnel concerné en pratique par les con-
séquences de ce rapport, c’est-a-dire par la réalisation ou la prescription des actes évalués dans
ce rapport. Il devait a ce titre représenter et exprimer I'intérét général de ses membres. Cette solli-
citation a été menée conformément a la procédure de consultation des parties prenantes mise en
place par la HAS?.

En pratique, le président de I'organisme a été directement sollicité afin que le groupe professionnel
qu’il représente exprime son point de vue argumenté. Il lui a été adressé a cette fin un question-
naire ouvert standardisé rédigé par la HAS, ainsi qu’'un exemplaire de travail du document de la
HAS contenant une présentation du contexte et I'analyse bibliographique.

Cette sollicitation a été envoyée le 15 septembre 2017. Le CNP d’hématologie avait jusqu’au
29 septembre 2017 pour répondre au questionnaire. La réponse est parvenue dans le délai impar-
ti. Le point de vue émis par le CNP est présenté in extenso en Annexe 2.

2.4 Recueil du point de vue de I'INCa

L’INCa a également été sollicité en tant que relecteur d’'un exemplaire de travail. La HAS a égale-
ment transmis un questionnaire ouvert standardisé. Le point de vue émis par I'INCa est présenté in
extenso en Annexe 3.

Les contributions du CNP d’hématologie et de 'INCa sont synthétisées par la HAS dans les parties
3.4 et 3.5 de ce rapport.

! Décret n°2013-413 du 21 mai 2013. Le quatriéme alinéa de ce décret dispose que : « La décision peut s'appuyer, si
I'objet de I'expertise le justifie, sur la prise en compte des points de vue des « parties prenantes » (ou « parties intéres-
sées »), c'est-a-dire des personnes ou groupes concernés ou susceptibles de I'étre, directement ou indirectement, par
les conséquences de cette décision, notamment des milieux associatifs et des acteurs économiques ou professionnels,
ou qui représentent l'intérét général de groupes concernés par ces conséquences ».
http://legifrance.gouv.fr/affichTexte.do?cidTexte=JORFTEXT000027434015&categorieLien=id

2 procédure de consultation des parties prenantes de la HAS, juin 2014.
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3. Reésultats de I’évaluation

3.1 Utilité cliniqgue de la RT-PCR

3.1.1 Utilité clinique de la RT-PCR dans le cadre du diagnostic de la LMC

Quatre recommandations de bonne pratique ont été analysées dans le cadre de ce rapport (7, 8,
11, 17). Les recommandations liées a la prise en charge diagnostique ne sont pas gradées.

Trois de ces quatre recommandations préconisent de rechercher le transcrit de fusion BCR-ABL
par une RT-PCR, il s’agit des recommandations de TESMO (11), celles du NCCN (7) et celles de
'Alberta Health Services (17). Les auteurs précisent que le test doit étre combiné avec d’autres
examens dont la cytogénétique sur prélévement de MO. Le NCCN précise que la RT-PCR est la
technique la plus sensible pour détecter le géne BCR-ABL ; elle est capable de détecter une cel-
lule leucémique dans un échantillon de plus de 100 000 cellules saines (7).

Il est a noter que les recommandations de 'European LeukemiaNet analysées dans le cadre de ce
rapport sont une actualisation de recommandations antérieures (8). Dans cette actualisation, les
auteurs font un focus sur les modalités de surveillance thérapeutique, la stratégie de prise en
charge diagnostique n’est pas détaillée.

Il est important de souligner qu'il existe une divergence quant au choix d’une technique qualitative
ou quantitative a ce stade de la prise en charge. Les recommandations de 'ESMO publiées
en 2017 (11) préconisent la recherche des transcrits du géne BCR-ABL par RT-PCR. Les auteurs
précisent qu’'une RT-QPCR a ce stade (diagnostic initial) n’est pas nécessaire. Alors que, les au-
teurs des recommandations du NCCN (7) et celles de I'Alberta Health Services préconisent de
réaliser une RT-QPCR (quantitative) d’'emblée au moment du diagnostic (17).

3.1.2 Utilité clinique de la RT-PCR dans le cadre du diagnhostic de la LAL Ph+

Quatre recommandations de bonne pratique ont été analysées dans le cadre de ce rapport (12-14,
16). Les recommandations liées a la prise en charge diagnostique ne sont pas gradées.

L'ensemble de ces RBP préconise de rechercher le géne de fusion BCR-ABL au moment du dia-
gnostic ; a cet effet, la RT-PCR est citée dans les RBP parmi les options possibles sans préciser
s’il s’agit de la technique qualitative ou quantitative.

Dans le guide ALD « Leucémies aigués de I'adulte » publié par la HAS et 'INCa en 2011 (3), il est
préconisé de rechercher le géne BCR-ABL dans les huit jours suivant le diagnostic sans en préci-
ser la technique.

3.1.3 Utilité clinique de la RT-PCR dans le suivi thérapeutique des ITK

» Conclusions des recommandations de bonne pratique

Les inhibiteurs de la tyrosine kinase constituent le traitement de premiere ligne des LMC ; ils peu-
vent également étre indiqués dans certaines situations pour le traitement des LAL Ph+ en associa-
tion a d’autres chimiothérapies. Les patients traités pour une LMC par ITK en phase chronique
présentent un taux de survie globale a cinq ans de 90 % (4).

Les huit recommandations de bonne pratique citées retenues dans ce rapport ont été analysées
pour cette partie. L'ensemble des RBP préconise d'utiliser la RT-QPCR (réponse moléculaire)
dans le cadre du suivi thérapeutique (recommandations non gradées). Il est a souligner que les
quatre recommandations de bonne pratique pour la prise en charge des LAL ne détaillent pas les
modalités de suivi thérapeutique des ITK.

Le NCCN souligne que la RT-QPCR constitue le seul outil capable de suivre I'évolution de la ma-
ladie méme apres l'obtention d’'une réponse cytogénétique compléte pour la surveillance de la
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maladie résiduelle (minimal residual disease : MRD). Ainsi, les auteurs recommandent la réalisa-
tion d’'une RT-QPCR tous les trois mois a 'ensemble des patients traités par ITK ; une fois la ré-
ponse cytogénétique compléte obtenue, la RT-QPCR est recommandée tous les trois mois les
deux premieres années puis tous les trois a six mois les années suivantes (7).

Par ailleurs, le NCCN précise qu’une trés forte corrélation a été mise en évidence entre les résul-
tats obtenus sur des prélévements de MO et ceux obtenus sur des prélévements sanguins. Ce qui
constitue un avantage majeur pour la RT-QPCR, permettant ainsi d’instaurer une surveillance via
la réponse moléculaire sans devoir réaliser des prélevements de MO (7).

L’ESMO préconise de réaliser une RT-QPCR tous les trois mois dans le cadre du suivi thérapeu-
tique. Les auteurs soulignent qu’il s’agit de la technique la plus sensible ; elle est particulierement
utile pour la surveillance de la maladie résiduelle. A noter que ces intervalles peuvent étre espacés
a six mois si une réponse moléculaire majeure est obtenue de maniére durable. A l'inverse, ces
intervalles doivent étre rapprochés a quatre a six semaines en cas d’arrét de traitement (11).

L’European LeukemiaNet recommande de suivre I'évolution de traitement par la réalisation d’'une
RT-QPCR tous les trois mois jusqu’a I'obtention d’'une réponse moléculaire majeur ; la surveillance
doit étre poursuivie tous les trois a six mois (8).

L’ensemble des recommandations analysées préconise d’exprimer les résultats selon I'échelle
internationale établie dans le cadre des réunions de consensus. Ainsi, en fonction du résultat obtenu
par la RT-QPCR, la réponse moléculaire est exprimée de la maniére suivante selon lESMO (11) :

e réponse moléculaire majeure (RMM) niveau du transcrit BCR—ABL < 0,1 % (IS) ;
e réponse moléculaire profonde :

» RM?* BCR-ABL niveau du transcrit BCR-ABL < 0,01 % (IS), ou absence du transcrit sur au moins
10 000 transcrit ABL ou 24 000 GUS® ;

» RM*® BCR-ABL niveau du transcrit BCR-ABL < 0,0032 % (IS), ou absence du transcrit sur au
moins 32 000 transcrit ABL ou 77 000 GUS.

Dans le cadre du suivi thérapeutique, la prise de décision est basée sur les résultats des réponses
hématologique, cytogénétique et moléculaire. Les modalités de suivi proposées par 'TESMO (11),
I’European LeukemiaNet (8) et le NCCN (7) sont présentées dans les tableaux suivants :

Tableau 3. Evaluation de la réponse au traitement selon les recommandations de PESMO, 2017 (11).

Leucocytes < 10_10°/L

Réponse Absence de granulocytes immatures
hématologique Basophiles <5 %
compléte Plaquettes < 450_10°%/L

Rate non-palpable

Compléte Ph+=0 ou < 1 % du taux de nucléide BCR-ABL+ par iFISH sur = 200 cellules
Réponse Maje_ure s? 0%=<Ph1=<35%
cytogénétique Pz_irtlelle S| 1%<Ph1<35%
(CyR) Mineure si 36 % < Ph1 <65 %
Minimale si 66 % < Ph1 <95 %
Absente si Phl > 95 %

Réponse moléculaire majeure (RMM) : niveau du transcrit BCR-ABL < 0,1 % (IS)
Réponse moléculaire profonde :

Réponse MR* BCR—ABL niveau du transcrit BCR—ABL < 0,01 % (1S), ou absence du transcrit
moléculaire (MR) | sur au moins 10 000 transcrit ABL ou 24 000 GUS

MR*® BCR-ABL niveau du transcrit BCR-ABL < 0,0032 %, ou absence du transcrit
sur au moins 32 000 transcrit ABL ou 77 000 GUS

}GuUs B-glucoronidase : enzyme utilisée comme géne rapporteur.
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Tableau 4. Evaluation de la réponse au traitement selon les recommandations de IPEuropean
LeukemiaNet, 2013 (8).

Echéance Réponse Alerte Echec

Risque élevé s'il existe des
Au diagnostic NA anomalies cytogénétiques NA
additionnelles

BCR-ABL (IS) < 10 % BCR-ABL (IS) = 10 %

Trois mois Pas de RHC et/ou Ph+> 95 %

et/ou Ph+ <35 % et/ou Ph+ 36-95 %
Six mois BCR-ABL (IS) =<1 % BCR-ABL (IS) 1-10 % BCR-ABL (IS)> 1%
et/ou Ph+=10 % et/ou Ph+ 1-35 % Ph+>0%
Anomalies cytogénétiques Perte de RCH ou RCyC, perte
Ultérieurement RMM de RMM, mutation, anomalies

additionnelles/Ph-

cytogénétiques additionnelles

En cas d’alerte, 'European LeukemiaNet préconise de procéder a des controles rapprochés (tous
les mois). En cas d’échec, il est recommandé de rechercher la présence d’autres mutations (8).

Tableau 5. Evaluation de la réponse au traitement selon les recommandations du NCCN, 2017 (7).

BCR-ABL (IS) Trois mois Six mois Douze mois Ultérieurement
>10 % Jaune
1%-10%
0,1%-<1%
<0,1%

Tableau 6. Suite de la prise en charge en fonction de la réponse de traitement selon les
recommandations du NCCN, 2017 (7).

Considérations cliniques Options thérapeutiques
o évaluer l'observance et les interac- | * remplacer par autre ITK
tions médicamenteuses e ¢évaluer la possibilité d’'une greffe de
e rechercher d’autres mutations moelle
e remplacer par autre ITK ou
e poursuivre le traitement avec le méme
e évaluer I'observance et les interac- ITK ou
JeL e tions meédicamenteuses e augmenter la dose de I'imatinib ou
e rechercher d’autres mutations e évaluer la possibilité d’'une greffe de
moelle

_ Poursuivre la surveillance Poursuivre le traitement avec le méme ITK

» Conclusions des études issues de larecherche complémentaire

La recherche réalisée par la HAS n’a pas permis d’identifier des études d’évaluation de ['utilité
clinigue de la RT-PCR dans le diagnostic et le suivi thérapeutique des LMC et des LAL Ph+.
Néanmoins, plusieurs études établissant une corrélation entre la réponse moléculaire par QPCR et
les critéres cliniques (survie sans progression et survie globale) ont été identifiées (23-32).
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Il s’agit notamment d’études évaluant I'efficacité des ITK ainsi que des études recherchant une
corrélation entre la réponse moléculaire et les critéres cliniques. Il est a noter que ces derniéres
sont majoritairement des études rétrospectives analysant les données issues des études de déve-
loppement des ITK.

En effet, dans le cadre du développement des premiers ITK, I'efficacité (critéres de jugement prin-
cipaux) était évaluée soit par la réponse clinique (survie globale ou survie sans progression), soit
par les réponses hématologiques et/ou cytogénétiques. C'est le cas de I'étude IRIS dont les résul-
tats ont permis d’établir I'efficacité de I'imatinib, ITK de premiere génération (33).

Les données recueillies et analysées en post-hoc dans le cadre de ces études ont été exploitées
pour étudier la corrélation entre la réponse moléculaire quantifiée par RT-QPCR et les critéres
cliniques (survie globale, survie sans progression)”.

A titre d’exemple, Hughes et al. ont publié une étude rétrospective (analyse en post-hoc) réalisée
sur les données issues de I'étude IRIS. Cette étude a mis en évidence une corrélation entre la
réponse moléculaire, la réponse cytogénétique et les critéres cliniques (34).

Dés lors, la réponse moléculaire a été considérée comme un critére intermédiaire biologique ; elle
a été intégrée comme critere de jugement principal dans le cadre du développement de certains
ITK de 2° et de 3° générations. C’est le cas par exemple du nilotinib ; a ce titre, la Commission de
la transparence (CT) a mentionné que la supériorité du nilotinib sur I'imatinib a été démontrée sur
un critére biologique (réponse moléculaire) et qu’il n’a pas été observé de différence entre les deux
trait%ments sur les critéres clinigues, notamment la survie sans progression et la survie
bale> (35).

Dans ce contexte, il est a noter que, dans ses recommandations concernant les schémas d’essais
cliniques en vue du développement des médicaments de la LMC, I'European Medicines Agency
(EMA) cite la réponse moléculaire par QPCR parmi les tests permettant d’évaluer la réponse thé-
rapeutique (36).

3.2 Place de la RT-PCR dans la stratégie de prise en charge

La recherche documentaire de la HAS n’a pas permis d’identifier des méta-analyses ou des études
cliniques évaluant la place de la RT-PCR dans la stratégie de prise en charge par rapport aux
autres technigues existantes (comparaison entre une prise en charge basée sur la recherche cyto-
génétique a une stratégie basée sur la recherche par RT-PCR). Ainsi, seules les recommandations
de bonne pratique précédemment citées ont été retenues et analysées.

L’ensemble des RBP recommande le recours a la RT-PCR dans le cadre du diagnostic et du suivi
thérapeutique. Dans le cadre du suivi thérapeutique, la réponse moléculaire est d’ailleurs présen-
tée par les auteurs comme étant le test le plus sensible, car capable de détecter la présence de
maladie résiduelle. Le NCCN précise que, par rapport a la cytogénétique qui est réalisée sur des
prélevements médullaires, la RT-QPCR présente I'avantage de pouvoir réaliser le test sur des
prélévements sanguins (7). Néanmoins, toutes les RBP analysées dans le cadre de ce rapport
recommandent de recourir a plusieurs techniques (cytogénétique et moléculaire) dans le cadre du
diagnostic initial et de suivre la réponse thérapeutique par I'appréciation des réponses hématolo-
gique, cytogénétique et moléculaire. Ainsi, aucune des recommandations analysées ne procede a
une hiérarchisation entre les trois méthodes.

4 L’objectif de ces études est la mise en évidence d’'une corrélation entre la réponse moléculaire (incluant les moments
de mesure) et les critéres cliniques, permettant d’avoir une valeur pronostique précoce de la QPCR.

®LaCTa également précisé qu’une année de recul parait donc insuffisante pour évaluer la supériorité du nilotinib par
rapport a l'imatinib.
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3.3 Conditions de réalisation

En ce qui concerne les conditions de réalisation, deux consensus d’experts ont été analysés en
plus des RPB précédemment citées.

Les consensus d’experts analysés avaient pour objectif, sur la base d’'une revue de la littérature,
d’émettre des recommandations a I'attention des laboratoires en vue d’harmoniser les pratiques. Il
s’agit d’'une réunion organisée en 2005 au National Institutes of Health (NIH) (9), ainsi qu’une réu-
nion d’un panel d’experts européens qui s’est tenue en 2009 et a laquelle plusieurs représentants
francais ont participé (15).

Les recommandations établies a l'issue de ces deux réunions concernaient aussi bien le volet
pratique (volume de sang a prélever, modalités de conservation, assurance qualité, choix du géne
de contrdle...) que le volet de I'expression de résultats.

Les experts réunis en 2005 ont proposé une échelle internationale (International Scale-IS) en vue
d’harmoniser le suivi thérapeutique (9). Dans cette IS, la valeur initiale d’avant traitement est une
valeur médiane du transcrit BCR-ABL mesuré sur 30 patients présentant une LMC inclus dans le
cadre de I'étude IRIS (33) ; cette valeur correspond au 100 % (100 % des cellules présentes le
géne BCR-ABL). Au cours de cette réunion, la réponse moléculaire majeure est définie comme
une réduction de 3-log par rapport a la valeur initiale, soit 0,1 %. Les auteurs soulignent qu'une
réponse cytogénétique complete est corrélée a une réduction de 2-log (1 % sur IS) de la réponse
moléculaire (9).

En 2009, les experts européens ont adopté I'lS proposée en 2005 comme moyen d’exprimer les
résultats ; ils ont jugé que I'lS constituait un bon moyen pour harmoniser les résultats. Afin de
permettre aux laboratoires de convertir leurs résultats en pourcentage correspondant a I'lS, le
panel d’experts a préconisé de calculer un coefficient de conversion a partir d’'une série
d’échantillons (15).

Concernant les conditions de réalisation, les recommandations analysées traitent principalement
du mode d’expression des résultats ; les parties liées aux conditions de réalisation et au contrble
qualité ne sont pas abordées. L'ensemble des recommandations analysées préconise d’exprimer
les résultats selon I'lS proposée en 2005, I'objectif étant d’harmoniser les pratiques et de permettre
une comparabilité entre les différents laboratoires.

Néanmoins, le NCCN précise que la RT-PCR n’est pas répandue dans beaucoup de laboratoires
du fait du processus lourd et chronophage. Compte tenu de la difficulté d’exprimer les résultats
avec I'lS, le NCCN propose dans ses recommandations une solution alternative (7). Il s’agit, pour
le laboratoire, d’estimer sa valeur de départ (d’avant traitement) en se basant sur un nombre im-
portant d’échantillons, et d’exprimer les résultats par la réduction (-log) par rapport a la valeur de
départ.

Comme décrit plus haut, les conditions de réalisation et 'assurance qualité sont abordées sommai-
rement par les recommandations de bonne pratique. Elles sont détaillées dans les deux réunions
d’experts identifiées, mais il s’agit de références anciennes publiées en 2005 et 2009. Ainsi, la
HAS a fait le choix, concernant les conditions de réalisation, de s’appuyer sur les réponses des
parties prenantes et de I'INCa.
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En résumé, concernant I'utilité clinique de la RT-PCR dans la recherche du transcrit de fu-
sion BCR-ABL, la sélection de la littérature a abouti a analyser huit RBP (quatre pour la prise
en charge des LMC et quatre pour la prise en charge des LAL), et un guide ALD réalisé par
la HAS et I'INCa. Ces recommandations ne sont pas gradées.

Le recours a la RT-PCR pour le diagnostic initial de la LMC est recommandé dans trois des
guatre RBP analysées. Les recommandations du NCCN et de I'Albertha Health Services
préconisent la réalisation d'un test quantitatif par une RT-QPCR, alors que 'ESMO recom-
mande une RT-PCR qualitative pour poser le diagnostic initial d'une LMC.

L’ensemble des RBP pour la prise en charge des LAL recommande de rechercher le géne
de fusion BCR-ABL ; a ce titre, la RT-PCR (qualitative ou quantitative) est citée parmi les
techniques préconisées.

L'ensemble des RBP analysées dans le cadre de ce rapport recommande d’évaluer la ré-
ponse au traitement par la réalisation d’'une RT-QPCR. Il existe une convergence entre les
différentes RBP concernant les modalités de suivi. Durant les deux premiéres années de
traitement, il est recommandé de réaliser une RT-QPCR tous les trois mois. Ces intervalles
peuvent étre rallongés ou rapprochés en fonction de la réponse observée. Il est a noter que
les RBP pour la prise en charge des LAL ne détaillent pas les modalités de suivi pour les pa-
tients LAL Ph+ traités par un ITK.

Des études de développement des ITK dans le traitement de la LMC ont également été ana-
lysées dans le cadre de ce rapport. Cette analyse permet de constater que la RT-QPCR peut
étre choisie comme critére de jugement dans le cadre de ces études en substitution des cri-
téres cliniques (survie globale et survie sans progression). Cela fait suite a la mise en évi-
dence d’une corrélation entre la réponse moléculaire estimée par RT-QPCR et les critéres
cliniques.

L’analyse des documents retenus permet d’établir I'utilité clinique de la RT-PCR pour
rechercher du transcrit de fusion BCR-ABL, aussi bien dans le cadre du diagnostic ini-
tial que dans le cadre du suivi thérapeutique (RT-QPCR dans le cadre du suivi).

Les données analysées dans le cadre de ce rapport ne permettent pas de définir la place de
la RT-PCR dans la stratégie de prise en charge par rapport aux autres techniques existantes
(cytogénétique). En effet, la recherche documentaire de la HAS n’a pas permis d’identifier
d’études comparatives entre différentes stratégies de prise en charge. Les RBP retenues
préconisent le recours a la RT-QPCR dans le cadre du suivi thérapeutique. Les auteurs
précisent que la RT-QPCR présente des avantages par rapport a la cytogénétique, no-
tamment la possibilité de réaliser I'analyse sur des prélévements sanguins, ainsi que
la capacité de la QPCR a détecter la maladie résiduelle a des seuils non détectables
par la cytogénétique. Néanmoins, les RBP n'établissent pas de hiérarchisation entre
les différentes techniques.

En plus des huit RBP, deux réunions de consensus ont été analysées pour définir les condi-
tions de réalisation de la RT-PCR. Les conditions de réalisation et I'assurance qualité sont
abordées sommairement par les RBP analysées ; les auteurs ont détaillé les modalités pour
'expression des résultats puisqu’ils préconisent d’utiliser I'échelle internationale établie en
2005.
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3.4 Avis des professionnels

Dans le cadre de sa contribution, le CNP d’hématologie indique que linscription de la RT-PCR
pour la recherche du transcrit BCR-ABL a la NABM simplifierait les modalités de prise en charge
de cet acte.

Le CNP d’hématologie indique que ['utilité clinique de la RT-PCR est avérée. Il souligne que le
diagnostic initial de la LMC s’appuie fortement sur la RT-PCR, notamment pour éliminer le dia-
gnostic de LMC sans recourir a un examen médullaire. Le CNP d’hématologie indique que la RT-
PCR occupe une place importante dans la stratégie de prise en charge diagnostique des LAL
puisqu'il est indispensable de vérifier la fusion des génes BCR-ABL (FISH ou RT-PCR) et de typer
les transcrits exprimés par RT-PCR pour les quantifier ultérieurement.

Le CNP d’hématologie précise que la RT-QPCR est utilisée actuellement dans la pratique cou-
rante pour le suivi des patients traités par ITK (LMC ou LAL Ph+). Le CNP d’hématologie souligne
gue les deux objectifs de réponse poursuivis par le traitement, & savoir la réponse moléculaire
majeure a 12 mois et la réponse moléculaire profonde aprés quelgques années de traitement, ne
sont accessibles que par RT-QPCR. Il ajoute que la recherche de la MRD repose sur la mesure
des transcrits BCR-ABL.

Concernant la place de la RT-PCR dans la stratégie de prise en charge par rapport aux autres
techniques existantes, le CNP d’hématologie souligne que les examens sont complémentaires et
gue chacun présente une utilité a des moments différents du diagnostic et du suivi de la maladie.

Par ailleurs, le CNP d’hématologie a apporté quelques précisions de terminologies utilisées dans
'argumentaire ; ces précisions ont été prises en compte dans le présent rapport. Enfin, le CNP
d’hématologie a signalé que 'lESMO a publié des recommandations en 2017. Ces recommanda-
tions ont été intégrées dans le présent rapport en remplacement de celles de 2013 retenues initia-
lement.

3.5 Réponses de I'INCa

L’INCa a mentionné des références complémentaires pouvant étre intégrées aux documents rete-
nus initialement. Parmi les références proposées, deux répondent aux criteres de sélection, elles
ont été intégrées au présent rapport.

Concernant I'utilité clinique de la RT-PCR, I'INCa précise que le test est indispensable, non seule-
ment au diagnostic positif, mais surtout au diagnostic d’élimination de la LMC. L'INCa indique que
le recensement de l'activité des plateformes hospitalieres de génétique moléculaire des cancers
réalisé par ses soins montre un volume de 8 800 tests BCR-ABL au diagnostic en 2016 ; 16,7 %
des tests étaient positifs. Ainsi, 83 % des tests réalisés ont permis d’éliminer le diagnostic de LMC.
L’INCa précise que la technique de RT-PCR utilisée permet de dépister plusieurs transcrits, y
compris les plus rares. Ainsi, la détermination par RT-PCR du type de transcrit est cruciale pour
préparer le suivi par RT-QPCR. L’INCa souligne que la réalisation directement d'une RT-QPCR
revient a s’exposer a des faux négatifs en présence de transcrits rares. Selon I'INCa, dans le cadre
du diagnostic différentiel, la RT-PCR est 'examen de choix et la RT-QPCR n’a pas lieu d’étre a ce
stade. Ainsi, la RT-QPCR sera réalisée des la confirmation du diagnostic, et utilisée comme point
de départ dans le cadre du suivi thérapeutique.

L’INCa précise que la pratique frangaise en matiére de suivi thérapeutique correspond aux re-
commandations de 'ESMO ; elle est basée sur un caryotype (a trois et a six mois, puis tous les
six mois) et une RT-QPCR tous les trois mois (a noter, ces intervalles peuvent étre ajustés en
fonction de la réponse au traitement). Dans le cadre des LAL Ph+, la RT-QPCR permet également
d’effectuer un suivi de la maladie résiduel des patients traités par ITK.
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Concernant la place de la RT-PCR dans la stratégie de prise en charge par rapport aux autres
techniques existantes, I'INCa souligne que ces examens sont complémentaires, chacun présente
une utilité a des moments différents du diagnostic et du suivi de la maladie.

Sur le point de 'harmonisation des résultats selon I'échelle internationale, 'INCa souligne que la
RT-QPCR est une technique quantitative trés précise, mais la diversité des méthodes existantes
conduit & une forte variabilité inter-laboratoires. L’échelle internationale permet d’aligner tous les
laboratoires réalisant ce test sur un laboratoire de référence situé a Mannheim, afin de standardi-
ser les résultats rendus. L'INCa indique qu'en Europe, un réseau de laboratoires de référence
nationaux s’est constitué pour organiser I'alignement des laboratoires réalisant les tests BCR-ABL
sur cette échelle. Pour la France, ce travail est organisé par le laboratoire d’hématologie de
I'hépital Saint-Louis (AP-HP). L’INCa précise que l'alignement sur I'échelle internationale fait dé-
sormais partie de la pratique courante pour les laboratoires francgais réalisant ces tests. Par ail-
leurs, il existe maintenant des automates de laboratoires calibrés par les fabricants sur cette
échelle.

En France, le GBMHM (Groupe des biologistes moléculaires des hémopathies malignes) s’est
structuré depuis la mise en place du STIC RUBIH 2004 pour mettre en place des campagnes
nationales d’évaluation de la qualité pour ce test. Ce réseau a été retenu dans le cadre d’'un appel
d’offres organisé par 'INCa en collaboration avec TANSM en 2011 (CCP n°C32DAFQS11) et or-
ganise régulierement des campagnes d’évaluation externes de la qualité en France. Celles-ci sont
reconnues et conformes aux exigences des normes. Ce réseau organise également I'alignement
des laboratoires francais sur I'échelle internationale et tous les laboratoires participant aux cam-
pagnes d’évaluation externes de la qualité utilisent le pourcentage normalisé (IS).

Par ailleurs, 'INCa indique que I'évaluation des différentes techniques RT-QPCR disponibles a été
réalisée depuis une quinzaine d’années par le GBMHM. Ainsi, les techniques disponibles succes-
sivement sur le marché ont été évaluées et confrontées de maniéres multicentriques incluant les
choix d’amorces et de sonde, choix des génes contrdles, différentes technologies/marques de
thermocycleurs, ainsi que les automates, d’apparition plus récente. Selon I'INCa, ce travail s’est
concrétisé au fil des années par un contréle de qualité externe dont la mise en place a précédé les
obligations de l'accréditation 15189. L’INCa souligne qu’en I'absence de contrble national de la
qualité, et conformément aux exigences de I'accréditation et de la norme ISO 15189, les labora-
toires doivent participer & des comparaisons inter-laboratoires, a 'image de celles organisées dans
le cadre de campagnes d’évaluation externes de la qualité.

En ce qui concerne les conditions de réalisation des tests BCR-ABL, I'INCa indique qu’il est né-
cessaire que les laboratoires suivent les dispositions habituelles pour I'utilisation de la technique
de PCR en routine clinique, afin d’éviter tout risque de contamination. Ces dispositions doivent étre
validées dans le cadre de I'accréditation des laboratoires de biologie. Selon I'INCa, les tests de
biologie moléculaire BCR-ABL peuvent étre effectués avec des automates CE-IVD, ou par des
techniques mises au point localement par les laboratoires. Dans tous les cas, les laboratoires
doivent se conformer a I'obligation d’accréditation des tests. Les tests développés localement
doivent également faire I'objet d’une validation de méthode conforme aux exigences de
I'accréditation selon les standards définis par la norme de laboratoire ISO 15189.

Il est & noter que la recherche du transcrit BCR-ABL et sa quantification sont mentionnées parmi
les examens a réaliser dans le cadre du diagnostic des LMC. La RT-QPCR est citée parmi les
tests a réaliser dans le cadre du suivi. La recherche du géne de fusion BCR-ABL est également
citée dans le guide parmi les tests a réaliser dans le cadre du diagnostic et du suivi des LAL.
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En résumé, les consultations externes réalisées par la HAS confirment I'utilité clinique de la
RT-PCR dans le cadre du diagnostic initial des LMC et des LAL. L’examen initial, qui permet
de confirmer ou d’exclure le diagnostic d’'une hémopathie maligne, doit étre capable de re-
chercher différents types de transcrit, une RT-PCR (qualitative) est ainsi indiquée a ce stade.
Selon les parties consultées, la RT-QPCR est 'examen de choix pour le suivi thérapeutique
des patients traités par des ITK. Elles entérinent les modalités de suivi proposées par les
RBP, notamment celle de 'TESMO.

Concernant la place de la RT-PCR dans la stratégie de prise en charge par rapport aux
autres techniques existantes, les parties concernées indiquent que les différents examens
sont complémentaires et que chaque examen posséede une utilité a des moments différents
du diagnostic et du suivi de la maladie.

Par ailleurs, les réponses de 'INCa indiquent que les conditions de réalisations de la RT-
PCR pour la recherche ou la quantification du transcrit de fusion BCR-ABL sont actuellement
bien cadrées en France, notamment par les exigences de l'accréditation et de la norme
ISO 15189. En France, le GBMHM (Groupe des biologistes moléculaires des hémopathies
malignes) s’est structuré depuis la mise en place du STIC RUBIH 2004 pour mettre en place
des campagnes nationales d’évaluation de la qualité pour ce test. Ce réseau a été retenu
dans le cadre d’'un appel d’offres organisé par I'INCa en collaboration avec TANSM en 2011
(CCP n°C32DAFQS11) et organise régulierement des campagnes d’évaluation externes de
la qualité en France. Celles-ci sont reconnues et conformes aux exigences des normes. Ce
réseau organise également I'alignement des laboratoires francais sur I'échelle internationale
et tous les laboratoires participant aux campagnes d’évaluation externes de la qualité utili-
sent le pourcentage normalisé (IS).
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Conclusion

Le géne de fusion BCR-ABL, aussi appelé gene de Philadelphie ou chromosome Phl, est le résul-
tat d’'une translocation réciproque entre les chromosomes 9 et 22. Le géne de fusion BCR-ABL
code pour une protéine de fusion possédant une activité tyrosine kinase dérégulée, entrainant
ainsi I'activation de divers mécanismes qui entrent en jeu dans la multiplication cellulaire.

Le géne BCR-ABL est retrouvé dans I'ensemble des LMC, dans 3 a 5 % des LAL de I'enfant, et
entre 15 a 30 % des LAL de I'adulte.

Le géne de fusion BCR-ABL est mis en évidence par cytogénétique (caryotype), cytogénétique
moléculaire (FISH), ou par RT-PCR. Le transcrit de fusion BCR-ABL peut également étre quantifié
par RT-QPCR.

Actuellement, seule la recherche du géne de fusion BCR-ABL est inscrite a la NABM. La re-
cherche ou quantification des transcrits BCR-ABL par RT-PCR est répertoriée dans la liste com-
plémentaire des actes de biologie médicale et d’'anatomocytopathologie hors nomenclature.

La HAS s’est autosaisie afin évaluer la pertinence de la recherche ou quantification des transcrits
du géne BCR-ABL par RT-PCR, d’en définir les modalités et les conditions de réalisation en vue
de son inscription a la NABM.

L’objectif de ce travail était :

o d’évaluer I'utilité clinique de la RT-PCR : (i) pour la recherche des transcrits de fusion BCR-ABL
dans le cadre du diagnostic initial de la LCM et de la LAL, (ii) pour la quantification du transcrit
de fusion BCR-ABL dans le cadre du suivi thérapeutique et d’en définir les modalités ;

e de situer la place dans la stratégie de prise en charge de la recherche et la quantification des
transcrits de fusion BCR-ABL par RT-PCR ;

e d’évaluer les conditions de réalisation de la RT-PCR utilisée pour la recherche ou la quantifica-
tion des transcrits de fusion BCR-ABL.

Les données recueillies sont composées de la littérature synthétique identifiée, constituée de re-
commandations de bonne pratique et de consensus d’experts. Ces données de la littérature syn-
thétique ont été complétées par I'analyse d’études de développement des ITK. Par ailleurs, la HAS
a également recueillie les positions du Conseil national professionnel d’hématologie et de I'Institut
national du cancer.

Sur cette base, la HAS conclut :

1 - La recherche du transcrit de fusion BCR-ABL par RT-PCR est indiquée pour le diagnostic
initial des LCM et des LAL.

2 - La quantification du transcrit de fusion BCR-ABL par RT-QPCR est indiquée pour le suivi
des patients traités par ITK. La premiére quantification du transcrit de fusion BCR-ABL par
RT-QPCR doit étre réalisée dés la confirmation du diagnostic et servir de base de départ
pour le suivi thérapeutique.

Dans le cadre du suivi, une RT-QPCR tous les trois mois est indiquée. A noter que ces inter-
valles peuvent étre espacés a six mois si une réponse moléculaire majeure est obtenue de
maniere durable. A l'inverse, ces intervalles doivent étre rapprochés a quatre a six semaines
en cas d’arrét de traitement.

3 - Aucune hiérarchisation entre la RT-PCR et la cytogénétique n’est possible, chaque tech-
nique apporte une utilité clinique dans la stratégie de prise en charge.

HAS / Service évaluation des actes professionnels / Novembre 2017
27



Recherche ou quantification géne de fusion BCR-ABL par RT-PCR - Argumentaire

Enfin, compte tenu du recul important acquis avec la RT-PCR, les conditions de réalisation
sont bien cadrées en France, grace notamment aux exigences de I'accréditation des labora-
toires et de la norme ISO 15189. Il est a noter qu’'un Groupe des biologistes moléculaires
des hémopathies malignes a été constitué. Ce réseau a été retenu dans le cadre d’'un appel
d’offres organisé par I'INCa en collaboration avec TANSM en 2011 ; il organise régulierement
des campagnes d’évaluation externes de la qualité en France.
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Annexe 1. Recherche documentaire

Bases de données bibliographiques

Type d’étude / Sujet Période de ALl
. recherche références
Termes utilisés trouvées
Recommandations, conférences de consensus 01/2012-10//2017 Paiode
Meta-analyses, revues systématiques 01/2012-10/2017 .
résultats
Suivi des leucémies myéloides chroniques 01/2012-10/2017

leukemia, myelogenous, chronic, BCR-ABL positive/de OR ((chronic
myeloid leukemia/de OR (chronic myeloid leukemia OR chronic
myeloid leukaemia OR chronic myelogenous leukemia OR chronic

Etape 1 myelogenous leukaemia)/ti) AND (bcr-abl/ti,ab OR (fusion proteins,
ber-abl OR BCR ABL protein OR philadelphia chromosome OR
philadelphia 1 chromosome)/de))

ET

(drug monitoring OR disease management OR disease progression
OR monitoring, physiologic OR cytogenetic analysis OR disease
Etape 2 course)/de OR (cytogenetic* OR monitoring OR management OR
managing)/ti OR (molecular response OR molecular monitoring OR
molecular testing OR follow-up)/ti,ab

ET

consensus OR guideline* OR position paper OR recommendation*
OR statement*)/ti OR (Health Planning Guidelines OR Consensus
Etape 3 Development OR Practice Guideline)/de OR (Consensus
Development Conference OR Consensus Development Conference,
NIH OR Guideline OR Practice Guideline)/pt

Suivi des leucémies aigués lymphoblastiques 01/2012-10/2017

((precursor cell lymphoblastic leukemia-lymphoma OR acute
lymphoblastic leukemia)/de OR (acute PRE lymphocytic PRE
leukemia OR acute PRE lymphocytic PRE leukaemia OR acute
Etape 4 PRE lymphoblastic PRE leukemia OR acute PRE lymphoblastic
PRE leukaemia)/ti) AND ((bcr-abl/ti,ab OR (fusion proteins, bcr-abl
OR BCR ABL protein OR philadelphia chromosome OR philadelphia
1 chromosome)/de)

ET Etape 2 ET Etape 3

RQ-PCR pour la quantification du géne BCR-ABL dans les LMC 01/2012-10/2017

Etape 1

ET

(RQ-PCR OR RT-gPCR OR gRT-PCR)/ti,ab OR ((real-time
polymerase chain reaction/de OR (real PRE time)/ti,ab) AND
(reverse transcriptase polymerase chain reaction/de OR

Etape 5 (((polymerase PRE chain PRE reaction OR PCR) AND (reverse
PRE transcription OR reverse PRE transcriptase OR
quantitative))/ti,ab)))

ET

Etape 3

ou
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Type d’étude / Sujet Période de N,or,nbre de
_ recherche références
Termes utilisés trouvées

meta analys* OR meta-analys* OR metaanalys* OR systematic
literature search OR systematic* literature review* OR systematic*
Etape 6 overview* OR systematic* review*)/ti OR (Meta-Analysis OR
Systematic Review)/de OR Meta-Analysis/pt OR (Cochrane
Database Syst Rev)/so

RQ-PCR pour la quantification du gene BCR-ABL dans les LAL 01/2012-10/2017

Etape 4 ET Etape 5
ET
Etape 3 OU Etape 6

de:descripteur ; ti:titre ; ab:résumé ; pt:type de document ; *:troncature.

Sites consultés

Bibliothéque médicale Lemanissier

Catalogue et index des sites médicaux francophones - CISMeF
Evaluation des technologies de santé pour l'aide a la décision - ETSAD
France intergroupe des leucémies myéloides chroniques
Groupe francophone d'hématologie cellulaire

Haute Autorité de Santé - HAS

Institut national du cancer - INCa

Oncolor

Société francaise de médecine générale - SFMG

Société francaise d'hématologie - SFH

Société francaise du cancer - SFC

Adelaide Health Technology Assessment - AHTA
Agence de la santé publique du Canada

Agency for Healthcare Research and Quality - AHRQ
Alberta Health Services

American Cancer Society - ACS

American College of Physicians - ACP

American Joint Committee on Cancer - AJCC
American Society of Clinical Oncology - ASCO
American Society of Hematology - ASH

Clinical Evidence

British Columbia Cancer Agency - BCCA

British Columbia Guidelines

British Society for Haematology - BSH

California Technology Assessment Forum - CTAF
Canadian Agency for Drugs and Technologies in Health - CADTH
Cancer Australia

Cancer Care Ontario - CCO

Centre fédéral d'expertise des soins de santé - KCE
Centre for Reviews and Dissemination databases
Clinical Practice Guidelines Portal - CPGP

CMA Infobase

Cochrane Library

Department of Health
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European Haematology Association - EHA

European LeukemiaNet

European Society for Medical Oncology - ESMO

Euroscan

Guidelines and Audit Implementation Network - GAIN

Guidelines and Protocols Advisory Committee - GPAC

Guidelines International Network - GIN

Horizon Scanning

International Network of Agencies for Health Technology Assessment - INAHTA
Institut national d'excellence en santé et en services sociaux - INESSS
Institute for Clinical Systems Improvement - ICSI

International Chronic Myeloid Leukemia Foundation - ICMLF
Kaiser Clinical guidelines

Leukemia/Bone Marrow Transplant Program of British Columbia
Medical Services Advisory Committee - MSAC

National Blood Authority - NBA

National Cancer Institute - NCI

National Comprehensive Cancer Network - NCCN

National Guideline Clearinghouse - NGC

National Health and Medical Research Council - NHMRC

National Health Services - NHS

National Institute for Health and Clinical Excellence - NICE
National Institute for Health Research. Health Technology Assessment programme
National Institutes of Health - NIH

New Zealand Guidelines Group - NZGG

NHS Evidence Search

Oncoline

Public Health England

Santé et Services Sociaux Québec - Pratique clinique en oncologie
Scottish Intercollegiate Guidelines Network - SIGN

Singapore Ministry of Health

Standards and Guidelines Evidence - SAGE

Toward Optimized Practice

Tripdatabase
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Annexe 2. Réponses in extenso du Conseil national professionnel
d’hématologie (CNPH)

HAS

HALITE ALLEOIRETE 108 NANTY

RELECTURE DU DOCUMENT PROVISOIRE ET
CONFIDENTIEL INTITULE

« Evaluation de Pacte de quantification du géne BCR-ABL

par RT-PCR dans le diagnostic et le suivi thérapeutique
des leucémies myéloides chroniques et des leucémies

lymphoblastiques aigués »

Septembre 2017

Ce questionnaire vous est envoyé dans le cadre d'une évaluation de la HAS suite a
une autosaisine. Cette évaluation n'a pas pour objectif de définir des
recommandations relatives a la stratégie diagnostique, ni a la prise en charge globale
des leucémies myéloides chroniques et des leucémies lymphoblastiques aigués.
L'objectif de ce questionnaire est de recueillir la position de votre organisme
professionnel en vue d'inscrire I'acte de recherche et de quantification du géne BCR-
ABL par RT-PCR a la nomenclature des actes de biologie médicale (NABM).

Nous nous permettons d'attirer votre attention sur la nécessité d’argumenter vos réponses et
de citer chaque fois que possible les documents sources et de les joindre aux réponses du
questionnaire.

Veuillez noter que I'ensemble des parties prenantes interrogées a regu ce méme
questionnaire, votre organisme peut donc ne pas éire concemé par certaines questions et ne
pas y répondre. La liste des organismes consultés se trouve partie 2.3 du rapport.

Vos réponses seront intégralement reproduites dans le rapport définitif d'évaluation que la
HAS rendra public a lissue de son processus d’évaluation. Jusqu'a cette échéance,
I'argumentaire qui vous a été transmis demeure sirictement configentiel

Nos contraintes calendaires d'évaluation nécessitent que vous nous retoumiez voire réponse
par voie électronique avant le 29/09/2017 (has.seap secretariat@has-sante fr). Au-dela de
cette échéance, nous estimerons que vous n'avez pas d'observations et considérerons votre
absence de réponse comme une validation tacite de notre argumentaire provisoire.

Dans l'attente d’enrichir ce travail par votre relecture, nous demeurons a votre entiére
disposition pour toute précision qui vous serait utile.
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Existe-t-il des recommandations de bonne pratique (RBP) ou rapports
d’évaluation technologiques qui ne sont pas cités dans le rapport
intermédiaire, et qu'il serait pertinent d'inclure dans le rapport ?

C1 Oui il faudrait ajouter

Hochhaus and Sausselle, ESMO 2017, Annal Oncol.

Cross ncp Leukemia 2015. Laboratory recommendations for scoring deep molecular
responses foilowing treatment for chronic myeloid leukemia.

Quel est votre point de vue sur I'extrapolation des recommandations
internationales retenues dans le cadre du rapport a la pratique francaise ?

Certaines recommandations sont erronées -

- Examen moléculaire au diagnostic non recommandé par 'ESMO.

- Confusion entre méthodes de RT-PCR qualitatives et quantitatives

- Confusions sémantiques entre chromosome, géne et protéine, ce qui améne
C2 a des approximations
A noter, en ce qui concerne le paysage francais, que la défection harmonisée des
transcrits BCR-ABL a fait partie de la mise en place des plateformes de biologie
moléculaire au méme titre que celle des mutations de JAK2 avec initialement un
financement INCA. Ce financement devait étre suivi d’une prise en charge financiére
par la mise en place des RIHN et de fa liste complémentaire, mesures qui tardent a
se finaliser. Une inscription a /Ja NABM simplifierait singuliérement ia situation.

En ce qui concerne le diagnostic initial :

Le recours a une RT-PCR dans le cadre du diagnostic initial des LCM et des
LAL n'est pas recommandé dans I'ensemble des RBP analysées.

Quelle est la position de votre organisme par rapport a l'utilisation de la RT-
PCR afin de poser le diagnostic d'une LCM ou d’'une LAL Ph+ ?

Le cas échéant, selon votre organisme, a ce stade de la prise en charge la RT-
PCR doit étre qualitative ou quantitative ?

LMC : le diagnostic initial s’appuie fortement sur la RT-PCR dans le sang.
notamment pour éliminer le diagnostic de LMC devant toute suspicion, sans recourir
C3 a un examen meédullaire (Arber D et al, Classification WHO Blood 2016). Il faut
mettre en ceuvre une méethode de RT-PCR mulfiplexe sensibie aux différents types
de transcnits au diagnostic.

LAL - méme si le caryolype est systématique au diagnostic, il est indispensable de
vérifier la fusion des génes BCR-ABL (FISH ou RT-PCR) et de typer les transcrits
exprimés (RT-PCR) pour étre en mesure de pouvoir les quantifier ultérieurement.
Enfin, les bonnes pratiques imposent de confirmer (dans la mesure du possible) par
2 méthodes différentes, tout diagnostic biologigue induisant des choix majeurs dans
fa prise en charge du patient.
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En ce qui concerne I'examen de suivi thérapeutique :

C4

Cs

Quelle est la position de votre organisme concernant le suivi des patients
présentant une LCM et traités ou pas par inhibiteurs de la tyrosine kinase (ITK)
(les techniques a utiliser et les modalités de suivi) ?

Méthode de RT-QPCR capable damplifier de fagon reproductible 3 copies de
transcrits BCR-ABL

Quelle est la position de votre organisme concernant le suivi des patients
présentant une LAL Ph1 traités ou pas par ITK (les techniques a utiliser et les
modalités de suivi) ?

La recherche de la MRD repose sur la mesure des transcrits BCR-ABL.

En ce qui la place de Ia RT-PCR dans la stratégie de prise en charge :

Cé

C7

La recherche réalisée par la HAS n'a pas permis d'identifier des études
évaluant la place de la RT-PCR dans la stratégie de prise en charge par rapport
aux autres techniques existantes. Les RPB analysées dans le cadre de ce
rapport préconisent les recours a la RT-PCR dans le cadre du suivi sans établir
de hiérarchisation entre les trois tests (réponse hématologique, réponse
cytogénétique et réponse moléculaire).

Quelle est la position de votre organisme concernant ce point ?

Il est actuellement de pratique courante de suivre la réponse au traitement par R7-
PCR et des tests en partie automatisés sont disponibles.

Les 2 objectifs de réponses que les stratégies thérapeutiques poursuivent ne sont
accessibles qu'a la RT-QPCR -

-lareponsemoleculalremajewe(RMMa 12 mois et au dela. Cet objectif est
clairement recommandé dans Baccarani Blood 2013 avec les références associées.
Cet objectif répond a la nécessité d'éviter la progression de la maladie.

- la réponse molécuiaire profonde (= RMM) aprés quelques années de traitement
apparait dans les révisions 2017 de NCCN et ESMO. Cet objectif répond a ja
possibilité d'identifier les patients susceptibles de rester en rémission sans traitement

La RT-PCR est réalisée sur prélévement sanguin, ce point constitue un
avantage par rapport au test cytogénétique réalisé sur MO.

Compte tenu de cet avantage, selon votre organisme, la RT-PCR a-t-elle
vocation a remplacer la cytogénétique ?

Chaque examen a sa place a des moments differents du diagnostic et du suivi de la
maladie. Le positionnement respectif de ces examens est clairement défini dans
Baccarani Leukemia 2013
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Conditions de réalisation et contréle qualité

Cs

Co

C10

C11

L'ensemble des références analysées dans le cadre de ce rapport préconisent
d'exprimer les résultats de la QPCR selon I'échelle internationale validée par
les consensus d'experts.

Quelle la position de votre organisme concernant les modalités
d'harmonisation pour I'expression des resultats ?

Les recommandations internationales sont de régle et assorfies en France d'une

Votre organisme a-t-il connaissance de dispositions particuliéres qui doivent
étre appliquées par les laboratoires afin de pouvoir réaliser la QPCR dans le
cadre du suivi thérapeutique des LMC et des LAL Ph+ ?

Oui.

Quelle est la position de votre organisme concemant les conditions de
réalisation (prélévement, réalisation du test, condition de transport et de
conservation...) ?

Les recommandations sont assez claires sur ce point.

Quelle est la position de votre organisme concernant les mesures du controle
qualité applicables dans le cadre de la réalisation de la RT-PCR pour la
quantification et le dosage du géne BCR-ABL ?

Il existe une position nationale sur ce point.

A3

En matiére de lisibilité et de forme du rapport provisoire, avez-vous des
remarques ou propositions a faire ?

Veuillez préciser dans le cas contraire les éléments a clarifier.

Quelgues remarques sont notifices dans le document, notamment concemnant fa
nomenclature du géne de fusion.

Souhaitez-vous émettre un commentaire complémentaire ?

La démarche engageée par la HAS de reconnaissance de cet acte par la NABM est plus
que bienvenue dans le contexte actuel de flou concernant la prise en charge de
e ot iRy
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Annexe 3. Réponses in extenso de I'Institut national du cancer (INCa)

HAS

HALTE ALTORITE DF SANTF

RELECTURE DU DOCUMENT PROVISOIRE ET
CONFIDENTIEL INTITULE

« Evaluation de l'acte de quantification du géne BCR-ABL

par RT-PCR dans le diagnostic et le suivi thérapeutique
des leucémies myéloides chronigues ef des leucémies

lymphoblastiques aigués »

Septembre 2017

Ce questionnaire vous est envoyé dans le cadre d'une évaluation de la HAS suite a
une autosaisine. Cette évaluation n'a pas pour objectif de définir des
recommandations relatives a la stratégie diagnostique, ni a la prise en charge globale
des leucémies myéloides chroniques et des leucémies lymphoblastiques aigués.
L'objectif de ce questionnaire est de recueillir la position de votre organisme
professionnel en vue d'inscrire I'acte de recherche et de quantification du géne BCR-
ABL par RT-PCR a la nomenclature des actes de biologie médicale (NABM).

Nous nous permettons d"attirer votre attention sur la nécessité d’argumenter vos réponses et
de citer chaque fois que possible les documents sources et de les joindre aux réponses du
questionnaire.

Veuillez noter que Pensemble des parties prenantes interrogées a recu ce méme

questionnaire, votre organisme peut donc ne pas étre concemé par certaines questions et ne
pas y répondre. La liste des organismes consultés se trouve partie 2.3 du rapport.

Vos réponses seront intégralement reproduites dans le rapport définitif d’évaluation que la
HAS rendra public a lissue de son processus d'évaluation. Jusgu'a cette échéance,
'argumentaire qui vous a été transmis demeure strictement confidentiel.

Nos contraintes calendaires d'évaluation nécessitent que vous nous retoumniez votre réponse
par voie électronique avant le 29/09/2017 (has.seap secretariat@has-sante fr). Au-dela de
cette échéance, nous estimerons que vous n'avez pas d'observations et considérerons votre
absence de réponse comme une validation tacite de notre argumentaire provisoire.

Dans l'attente d’enrichir ce travail par votre relecture, nous demeurons a votre enfiére
disposition pour toute précision qui vous serait utile.
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ONTENU D’EVALUATION

Existetil des recommandations de bonne pratigue (RBP) ou rapports
d'évaluation technologiques qui ne sont pas cités dans le rapport
intermédiaire, et qui serait pertinent d’inclure dans le rapport ?

Réponse argumentée -

L'Institut National du Cancer a effectué une recherche bibliographique et a identifie
15 RBP ou rapports d'évaluation techmologiques citant les technigues de diagnostic
etfou de suivi de la LMC et LAL et non mentionnés dans le document provisoire
adressé par la HAS. La liste des références retrouvées est en PJ1 de nofre mail.
L'Institut n'a pas évalué leur « pertinence =, car cela nécessiterait de socumettre ces
RBP a la grille Agree |l ; ce travail reléve pour ce projet du champ de la HAS et du
C1 | travail d'expertise qu'elle méne.

L'Institut suggére également dinclure les guides de juste prescription du réseau de
biologie innovatrice en cnco-hématologie (Rubih). Ce document a &té publié dans le
cadre du programme STIC04 Rubih finance par le ministére de a santé.

L'Institut a également effectué une recherche bibliographigue et identifié une RBP
citant les techniques de diagnosfic des syndromes myéloprolifératifs. La référence
retrouvée est en PJ1 de notre mail. L'Institut n'a pas évalué sa « pertinence », car
cela nécessiterait de soumetire ces RBP a |a grille Agree [l ; ce travail reléve pour ce
projet du champ de la HAS et du travail d'expertise gu'elle méne.

Quel est votre point de wvue sur lextrapolation des recommandations
internationales retenues dans le cadre du rapport a la pratique frangaise 7

Réponse argumentée

Comme indigué en page 1 du présent document, le questionnaire est unigue pour
C2 | toutes les parties prenantes interrogées. Toutes les guestions ne concement pas
toutes les parties prenantes. Ulnstitut  considére que cefte quesfion s'adresse aux
La réponse & cette guestion par I'Institut impliqgue 1a mise en ceuvre d'un travail
d'expertise comprenant une évaluation de la qualité méthodologique et de |a rigueur
scientifigue des recommandations intemationales et 'avis d'experts cliniciens.

En ce qui concerne le diagnostic initial :

Cs I Le recours 4 une RT-PCR dans le cadre du diagnostic initial des LCM et des
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LAL n'est pas recommandé dans I'ensemble des RBP analysées,

Cuelle est la position de votre organisme par rapport 8 I'utilisation de la RT-
PCR afin de poser le diagnostic d'une LCM ou d'une LAL Ph+ ?

Le cas échéant, selon voire organisme, a ce stade de la prise en charge la RT-
PCR doit étre qualitative ou quantitative 7

Réponse argumentee :

Comme indigué en page 1 du présent document, le guestionnaire est unique pour
toutes les parties prenantes intemogées. Toutes les guestions ne concement pas
toutes les parties prenantes. L'lnstitut considére que cette question s'adresse aux
Sociétés savantes.

La réponse a cette guestion par I'Institut impligue la mise en ceuvre d'un travail
d'expertise comprenant une évaluation de la qualité méthodologique et de la rigueur
scientifigue des recommandations intemationales et I'avis d'experts cliniciens.

L'Insfifut rappelle cependant que les AMM des ITK utilisés dans le fraitement de la
LMC et Ia LAL ne comportent aucune préconisation concemant les tests 3 réaliser
pour le dizgnostic initial (voir PJ 2 synthétisant les données issues des AMM des ITK
relatives aux tests moléculaires et cytogénetigues). Toutefois pour la LMC, la
description des études cliniques dans I'AMM du nilotinib précise que le diagnostic de
la LMC devait &tre confirmé par cytogénétigue.

L'Institut a identifie les publications suivantes :
- Hochhaus et al, 2017 — Chronic myeloid leudasmia - ESMO clinical practice
guidelines for diagnosis, treatment and follow-up
- Arber et al, 2016 - The 2016 revision to the Woarld Health Organization
classification of myeloid neoplasms and acute leukemia

Le guide de honnes pratiques publié par 'ESMO 2017 précise |2 positionnement des
tests par RT-PCR par rapport aux technigues cytogénstigues. Ce document
recommande notamment le recours systématigue a la technique de RT-PCR au
diagnostic, ainsi que la réalisation du caryotype.

En pratigque, pour ce qui conceme le diagnostic de LMC, on observe deux situations
clinigues distinctes -

- 5l la LMC est hautement probable (ie clinique et NFS en faveur), les deux
tests (BCR-ABL sur sang et myelogramme avec caryofype) sont
généralement prescrits d'embdée pour ne pas perdre de temps a llintroduction
des ITK. Le caryotype reste uiile au diagnostic dune LMC pour valider la
translocation classique, rechercher des variants et anomalies additionnelles,
mais peut venir de fait en deuxiéme intention lorsque la RT-PCR BCR-ABL
sur le sang est positive. Néanmoins de rares cas, des LAM Ph+ (1% des LAM
environ) ne correspondent pas toutes & des LMC diagnostiquées d'emblée en
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phase aigué. Les deux tesits (RT-PCR et caryotype) sont utiles aussi dans
cefte situation rare.

- Dans les cas beaucoup plus nombreux ol la LMC est peu probable
(thrombocytose ou  hypereucocytose [ myélémie chronigue  d'origine
indéterminée), le test BCR-ABL est réalisé pour €liminer le diagnostic de
LMC. Dans ces cas, la RT-PCR sur prélévement sanguin pemet déviter le
myé&logramme avec canyotype qui est parfois inufile &t non éthique. Ainsi, les
recommandations du MWNCCN 2017 concemant les  syndromes
myéloprolifératifs recommandent gu'en cas de suspicion de syndrome
myeloprolifératif, un examen de FISH ou de RT-PCR soit effectué sur du sang
périphérique pour détecter BCR-ABL et exclure ainsi un diagnostic de LMC,
en particulier pour les patients avec une leucocytose avec deviation a8 gauche
etiou une thrombocytose avec basophilie.

La RT-PCR BCR-ABL est donc indispensable non seulement au diagnostic positif de
LMC mais surtout au diagnostic d@limination dune LMC. Le recensement de
l'activité des plateformes hospitaligres de géngtiqgue moléculaire des cancers réalise
par I'INCa montre un volume global d"activité de 8 800 tests BCR-ABL au diagnostic
en 2016. 16,7% des tests étalent positifs, cormespondant 3 environ 1 450 patients
porteurs d'une franslocation BCR-ABL. Ainsi, 83% des tests réalisés ont permis
d'éliminer le diagnostic de LMC et rentrent dans c= cas de figure.

Par ailleurs, la technique de RT-PCR utilisée permet de dépister les transcrits M-ber
et m-bcr mais aussi ceux qui sont plus rares, comme le micr-ber. Ainsi, la
détermination par RT-PCR du type de transcrit est cruciale pour préparer le suivi par
RT-QPCR.

Le guide de bonnes pratigues publié par FESMO en 2017 ne recommande pas de
réaliser de quantification de BCR-ABL par QPCR au diagnastic. La technigue de RT-
PCR gualitative permet de dépister les différents types de transcrts y compris ceux
qui sont rares. Faire directement une RT-PCR quantitative revient 3 s'exposer a des
faux négatifs en cas de transcrits rares. Par ailleurs, dans le cas d'un diagnostic
différentiel, la RT-PCR est l'examen de choix et la RT-QPCR n'a pas lieu d'étre.
Toutefois, la RT-PCR guantitative sera généralement réalisée dés la confirmation du
dizgnostic car elle sert alors de point de départ pour mesurer la réponsse au
traitement.

En ce gui concerne I'examen de suivi thérapeutique :

C4 Quelle est la position de votre organisme concernant le suivi des patients
présentant une LCM et traités ou pas par inhibiteurs de la tyrosine Kinase (ITK)
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(les techniques a utiliser et les modalités de suivi) ?

Reéponse argumentée

Comme indigué en page du présent document, le questionnaire est unigue pour
toutes les parties prenantes intermogées. Toutes les questions ne concement pas
toutes les parties prenantes. L'lnstitut considére que cette question s'adresse aux
Socigtés savantes.

La réponse a cette question par l'lnstitut impligue la mise en ceuvre d’'un travail
d'expertise comprenant une évaluation de la gualité méthodologique et de la rigueur
scientifigue des recommandations intemationales et I'avis d'experts cliniciens.

L'Institut précise que la synthése des données des AMM des ITK (PJ 2) montre que

- dans la description des études cliniques, la PCR a eté utilisée pour mesurer
la réponse aux fraitements (critéres secondaires des études ou pour le
nilotinib, critére principal) et était quasiment toujours associée & une mesure
de la réponse hématologique et cytogénétique |

- pour le nilotinib et l2 ponatiniiz, la mesure de I'expression des transcrits BCR-
ABL fait I'objet de préconisations (dans les paragraphes 4.2 posologie et ou
4.4 Mises en garde et précautions demploi) pour définir Iéligibiité des
patients 3 des réductions de dose, un amét du traitement ou leur surveillance
aprés ['amét du fraitement.

L'Institut précise qu'en France, l'évaluation des différentes techniques de RQ-PCR
BCR-ABL disponibles dans le temps a été réalisée depuis une quinzaine d’années
par l2 GBMHM (Groupe des Biologistes Moléculaires des Hémopathies Malignes)
dans la suite des programme BIOMED1&2 =t EAC. Les techniques disponibles
successivement sur le marché ont &té évaluées et confrontées de maniére
multicentrique, incluant les cholx damorces et de sonde, choix des génes contriles,
différentes technologies/marques de themocycleurs, ainsi que les automates,
d'apparition plus récente. Ce travail s'est concrétisé au fil des années par un contrile
de gualité exteme dont la mise en place a précadé les obligations de I'accréditation
15189,

Concemnant le suivi de la LMC les recommandations de I'ESMO 2017 correspondent
a I'atfitude nationale francaise, 3 savoir :

- Caryotype & 3 et 6 mois, puis fous les 6 mois jusqu'a la réponse compléte
cytogénétique

ET

- RT-OPCR tous les 3 mois. Un espacement tous les 4 ou 6 mois est possible en cas
de frés bonne réponse uniquement. A Finverse, la fréquence des tests peut étre
augmentée toutes les 4 3 6 semaines en cas d'amét du traitement ITK pour réponse
compléte moléculaire.

En cas de LAL avec translocation de BCR-ABL, les RBP recommandent &galement
d'effectuer un suivi de la maladie résiduelle des patients traités par ITK.
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Guelle est la position de votre organisme concernant le suivi des patients
présentant une LAL Ph1 traités ou pas par ITK (les techniques a utiliser et les
madalités de suivi) 7

Réponse argumentee

Comme indigué en page du présent document, le questionnaire est unigue pour
toutes les parties prenantes interrogées. Toutes les guestions ne concement pas
toutes les parties prenantes. LInstitut considére que cette guestion s'adresse aux
Sociétés savantes.

La réponse & cefte guestion par I'nstitut implique la mise en ceuvre dun fravail
d'expertise comprenant une evaluation de la qualité méthodologique et de la rigueur
scientifigue des recommandations intemationales et I'avis d'experts cliniciens.

L'Institut précise que Ia synthése des données des AMM des ITK (PJ2) montre que la
reponse moléculaire faisait partie des modalités de suivi de Pefficacité des
traitements dans les essais cliniques du dasatinib et de 'imatinib sans toutefois faire
'ohjet de préconisations speécifigues concemant les adaptations de traitement.

En ce qui la place de la RT-PCR dans la stratégie de prise en charge :

Cs

La recherche réalisée par la HAS n'a pas permis d'identifier des études
evaluant la place de la RT-PCR dans la stratégie de prise en charge par rapport
aux autres technigques existantes. Les RBP analysees dans le cadre de ce
rapport préeconisent les recours a la RT-PCR dans le cadre du suivi sans établir
de hiérarchisation entre les trois tests (réponse hématologique, réponse
cytogenétique et réponse moléculaire).

Guelle est la position de votre organisme concernant ce point ¥
Réponse argumentee

L'Insfitut a identifié les publications suivantes :
- Etienne et al, 2017 — Long-term follow-up of the franch stop imatinib (STIMA1)
study in patients with chronic myeloid leukemia
- Saussele et al, 2016 — The concept of treatment-free remission in chronic
myeloid leukemia
- Brandford et al, 2012 — BCR-ABL1 doubling times more reliably assess the
dynamics of CML relapse compared with the BCR-ABL1 fold rise :
implications for monitoring and management.
- Hochhaus et al, 2017 — Chronic myeloid leudasmia - ESMO clinical practice
guidelines for diagnosis, treatment and follow-up.
Les recommandations de FELN (European Leukeamia Metwork) préconisent de
quantifier le transcrit de BCR-ABL tous les trois mois et a défini 4 niveaux de réponse
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au traitement en fonction de la réponse moléculaire. Selon ces recommandations,
une réponse mokaculaire majeure comespond 3 un niveau de BCR-ABL = 0,1%. Le
guide de bonnes pratigues publié par 'ESMO en 2017 précise la place des fests par
caryotype, FISH, RT-PCR et RT-QFPCR pour le suivi des patients. Ce document
préconise le recours a la RT-QPCR dans le cadre de suivi en raison de la sensibilité
de cette technique. A Finverse, Iutilisation des techniques de FISH pour le suivi nest
pas recommandeée.

Par ailleurs, les recommandations de prise en charge thérapeutique actuelles sont de
maintenir le traitement sous ITK sans interruption en cas de réponse moléculaire
majeurs.

Toutefois, 'ELM rapporte les résultats d'essais cliniques gui monirent quen cas
d'interruption de traitement, 40% des patients ne rechutent pas. Lardicle de
Brandford suggére également que le monitoring de la réponse profonde en biologie
moléculaire permet didentifier les problémes de compliance au traitement. Dans
cette optique, un suivi régulier des patients par quantification de BCR-ABL permet
une détection précoce et précise des rechutes.

+ yoir réponse 3 la question C4 concemant les préconisations des AMM du nilotinib
et du ponatinit.

La RT-PCR est réalisée sur prélévement sanguin, ce point constitue un
avantage par rapport au test cytogénétique réalisé sur MO,

Compte tenu de cet avantage, selon votre organisme, la RT-PCR a-t-elle
vocation & remplacer la cytogénétique ?

Réponse argumentée -

L'Institut a identifié les sources suivanies :

- Yeung et al, 2012 — Monitoring disease response in chronic-phase chronic
myeloid leukemia : the age of molecular assay ?

- Lafage-Pochitaloff M, 2017 - Value of cytogenetic abnormalities in adults with
Ph-negative B-cell precursor acute lymphoblastic leukemia.

Cr7 La technique de RT-PCR est réalisable indifféremment sur sang ou sur moelle

OSSeUse.

En pratique, dans la LMC, la RT-PCR est souvent réalisée sur sang, mais cette
technique n'a pas vocafion & remplacer la cytogénétique qui apporte des données
complémentaires. En effet, les données de |a érature rapportent que 5 3 10% des
patients présentent des anomalies cytogénétiques supplémentaires. Ces anomalies
ne peuvent &tre recherchées par RT-PCR, et nécessitent de recourr 3 des
techniques de cytogénétique au diagnostic, en complément de la RT-PCR. Dans les
cas de diagnostic particuliérement difficiles, la cytogénétiqgue et la FISH permettent
de rattraper des transcrits rarissimes non dépistés par la RT-PCR consensuelle.

A l'inverse, dans les situations de diagnostic différentiel, le myelogramme n'est pas
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toujours indiqué. Dans ce cas, le caryotype devant éire médullairg, la RT-PCR est
l'examen de choix.

Il est également crucial gue la technigue de RT-PCR ufilisée permette de depister les
transcrits M-ber et m-bor mais aussi plus rares, comme le micr-ber.

Dans la LAL, les anomalies additionnelles en cytogénatique sont fréquentes, rendant
le recours au caryotype indispensable.

Conditions de réalisation et contrdle qualité

Cs

Co

L'ensemble des références analysées dans le cadre de ce rapport préconisent
d'exprimer les résultats de la QPCR selon I'échelle internationale validee par
les consensus d'experts.

Cuelle la position de wvotre organisme concernant les modalités
d'harmonisation pour 'expression des résultats 7

Réponse argumentée :

L'Insfitut a identifig la source suivants :
- Miller et al, 2008 — Harmonization of molecular monitoring of CML therapy in
Europe

La RT-OPCR est une technique quantitative trés précise, mais la diversité des
méthodes existantes conduit & une forte variabilite inter-laboratoires. L'échelle
internationale permet d'aligner fous les laboratoires réalisant ce test sur um
laboratoire de référence situé a3 Mannheim afin de standardiser les résultats rendus.
En Europe, un réseau de laboratoires de référence nationaux s'est constitug pour
organiser I'alignement des laboratoires réalisant les tests BCR-ABL sur cette échelle.
Pour la France, ce travail est organisé par le laboratoire d'hématologie de I'hépital
Saint-Louis {AP-HP). L'alignement sur M&chelle intemationale fait désormais partie de
la pratique courants pour les laboratoires frangais réalisant ces tests. Par ailleurs, il
existe maintenant des automates de laboratoires calibrés par les fabricants sur cette
echelle.

Votre organisme a-tdil connaissance de dispositions particuliéres qui doivent
étre appliquées par les laboratoires afin de pouvoir réaliser la QPCR dans le
cadre du suivi thérapeutique des LMC et des LAL Ph+ ?

Réponse argumentée -

Les travaux consensuels publies en 2006 detaillent un certain nombre de
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recommandations pour la réalisation des tests par QPCR.

La réalisation des tests BCR-ABL nécessitent que les laboratoires suivent les
dispositions habituelles pour l'ufilisation de la technique de PCR en routine clinique
afin d'éviter tout risque de contamination. Ces dispositions doivent étre validées dans
le cadre de 'accréditation des laboratoires de biologie.

Cuelle est la position de votre organisme concemnant les conditions de
réalisation (prélévement, réalisation du test, condition de transport et de
conservation...) #

Reéponse argumentée -

L'Institut précise que certaines AMM, notamment celle du nilotinib décrivent certaines
spécifications des tests diagnostigues quantitatifs validés a utiliser pour le suivi des
patients (cf PJ2)

Les tests de biologie moléculaire BCR-ABL peuvent étre effectués avec des
automates CE-IVD, ou par des fechnigues mises au point localement par les
laboratoires. Dans tous les cas, les laboratoires doivent se conformer a I'obligation
d'accréditation des tests. Par ailleurs, les tests développés localement doivent
egalement faire I'objet d’'une validation de méthode comforme aux exigences de
'accréditation selon les standards définis par la norme de laboratoire 150 15189,

Enfin, l'alignement sur l'échelle intemationale fait désomais partie de la pratique
courante et doit &tre préconisé pour tous les laboratoires réalisant ces tests.

Cuelle est la position de votre organisme concernant les mesures du contrdle
qualité applicables dans le cadre de la réalisation de la RT-PCR pour la
quantification et le dosage du géne BCR-ABL 7

Reéponse argumentée :

En I'absence de contrdle national de la qualité, et conformément aux exigences de
l'accreditation et de la norme 150 15189, les laboratoires doivent participer a des
comparaisons interlaboratoires, telles que celles organisées dans le cadre de
programmes d'évaluation externe de la qualité. En France, le GEMHM (Groupe des
biclogistes moléculaires en hématologie malignes) s'est structuré depuis la mise en
place du STIC RUBIH 2004 pour mettre en place des campagnes nationales
d'évaluation de la qualité pour ce test. Ce réseau a &té retenu dans un appel doffre
organisé par FINCa en collaboration avec 'ANSM en 2011 (CCP n° C32DAFQS11)
et organise réguligrement des campagnes d'évaluation externes de la qualité en
France. Celles-¢ci sont reconnues et conformes aux exigences des nomes. Ce
réseau organise &galement lalignement des laboratoires francais sur l'&chelle
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internationale et tous les laboratoires paricipant aux campagnes d'évaluation
externes de la qualité utilisent le pourcentage normalise (1S).

En matiére de lisibilité et de forme du rapport provisoire, avez-vous des
remarques ou propositions a faire ?

A3 | Veuillez preciser dans le cas confraire les eéléments a clarifier.

Reéponse -

Souhaitez-vous émettre un commentaire complémentaire ?
A2 | Réponse :

10
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