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Première Partie 

La maladie de Gaucher est une maladie de surcharge lysosomale engendrée par une variation 
pathogénique au niveau du gène GBA, ce qui entraîne DORUV�XQH�G\VIRQFWLRQ�GH� O¶HQ]\PH�
glucocérébrosidase. Cette enzyme joue un rôle important au niveau du catabolisme du 
glucosylcéramide (Gb1). Ainsi, un défaut au niveau du fonctionnement de cette enzyme 
résulte généralement en une accumulation de glycolipides au niveau des lysosomes ce qui 
mène, dans certains cas, à G¶LPSRUWDQWHs manifestations cliniques multisystémiques telles que 
GHV�RUJDQRPpJDOLHV��GHV�F\WRSpQLHV��GLIIpUHQWV�W\SHV�G¶DWWHLQWHV�RVVHXVHV�HW��GDQV�OHV�FDV�les 
plus sévères de la maladie, soit les types 3 (forme intermédiaire) et type 2 (forme sévère), 
des atteintes neurologiques. Étant une maladie métabolique très hétérogène au niveau de la 
sévérité des atteintes, le génotype est souvent utilisé pour des fins de pronostic. Toutefois, il 
est fréquent que pour un même génotype, le phénotype puisse être très différent. Au niveau 
des biomarqueurs, le CCL18 ainsi que la chitotriosidase ont des limitations majeures en 
raison de polymorphisme populationnel, alors que le glucosylcéramide (Gb1) et le 
glucosylsphingosine (lyso-Gb1)�� ELHQ� TX¶XWLOHs pour le pronostic et le suivi des patients, 
offrent uniquement une image globale de la sévérité de la maladie, sans toutefois fournir 
d'informations sur les atteintes spécifiques et leur progression. /¶K\SRWKqVH� GH� GpSDUW�
est TX¶LO�H[LVWH�GHV�ELRPDUTXHXUV�SUpVHQWV�GDQV�OHV liquides biologiques des patients atteints 
de la maladie de Gaucher de type 1 qui pourraient mieux corréler avec la sévérité et la 
progression de la maladie. Ainsi, dans le cadre de la présente étude�� O¶REMHFWLI� SULQFLSDO�
consistait à réaliser une étude métabolomique par spectrométrie de masse à haute résolution 
GDQV� OH� SODVPD� HW� O¶XULQH� GH� SDtients Gaucher de type 1 DILQ� G¶LGHQtifier de nouveaux 
biomarqueurs. Ces études ont permis de détecter 21 biomarqueurs potentiels soit 7 dans le 
SODVPD� HW� ��� GDQV� O¶Xrine. Des méthodes de quantification fiables et robustes par 
spectrométrie de masse en tandem ont été développées, puis validées DILQ� G¶pWXGLHU� OD�
distribution des biomarqueurs chez les patients. De plus, ces études quantitatives ont révélé 
des corrélations significatives entre certains biomarqueurs potentiels présents dans le plasma 
et des atteintes viscérales et hématologiques. Pour ce qui est des biomarqueurs potentiels 
UHWURXYpV�GDQV�O¶XULQH��GHV�UpVXOWDWV�SUpOLPLQDLUHV�VHPEOHQW�LQGLTXer une corrélation entre la 
présence des différents marqueurs et la sévérité de la maladie. Toutefois, une cohorte de 
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patients plus diversifiée et plus large sera requise afin de bien comprendre les liens entre ces 
métabolites urinaires et les manifestations cliniques observées chez les patients Gaucher de 
type 1.  

Deuxième Partie 

Les mucopolysaccharidoses sont une classe de maladies lysosomales causées par un défaut 
des enzymes impliquées dans la dégradation des glycosaminoglycans. Ces perturbations dans 
le processus catalytique de ces macromolécules VRQW� j� O¶RULJLQH� G¶XQH� DFFXPXODWLRQ� GH�
substrats au niveau des lysosomes. Celles-ci alors entraîneroQW� G¶LPSRUWDQWHV� DWWHLQWHV�
multisystémiques, qui, dans certains cas, sont irréversibles. Des traitements comme la 
thérapie enzymatique de remplacement et la transplantation de cellules souches 
hématopoïétiques sont disponibles pour les patients atteints de MPS. Bien que ces traitements 
soient efficaces pour altérer la progression naturelle de la maladie, ils ne parviennent pas à 
guérir le patient. De nombrHXVHV� pWXGHV�RQW� GpPRQWUp� OHV� ELHQIDLWV� G¶XQH�SULVH� HQ� FKDUJH�
UDSLGH� HW� G¶XQ� WUDLWHPHQW� SUpFRFH�� 0DOKHXUHXVHPHQW�� au Québec, les MPS ne sont pas 
dépistées de manière systématique chez les nouveau-nés. Toutefois, avec le transfert 
technologique potentiel de O¶DQDO\VH� GHV� ELRPDUTXHXUV� SDU� FKURPDWRJUDSKLH� VXU� FRXFKH�
mince vers la spectrométrie de masse du Programme québécois de dépistage néonatal 
urinaire, il y a lieu de V¶LQWpUURJHU�VXU�OD�SRVVLELOLWp�G¶LQFOXUH le dépistage des MPS pour les 
nouveau-nés à 21 jours de vie. &HOD� SHUPHWWUDLW� GRQF� G¶LGHQWLILHU� OHV� FDV� UDSLGHPHQW� HW�
G¶DGDSWHU�OD�SULVH�HQ�FKDUJH�GX�SDWLHQW��Ainsi, ce projet de recherche évaluative consistait à 
développer et à YDOLGHU�XQH�PpWKRGH�G¶DQDO\VH�GHV�JO\FRVDPLQRJO\FDQV�GDQV�OH�FDGUH�G¶XQ�
dépistage populationnel chez les nouveau-nés par la spectrométrie de masse en tandem. Une 
PpWKRGH�G¶XQH�GXUpH�G¶XQH�PLQXWH�SHUPHWWDQW�OD�TXDQWLILFDWLRQ�DEVROXH�GH�O¶KpSDUDQ�VXOIDWH��
du dermatan sulfate et de la créatinine a été développée puis validée. Cette méthode, 
FRPSDWLEOH�DYHF�OD�FROOHFWH�G¶pFKDQWLOORQs G¶XULQH�VXU�SDSLHU�ILOWUH�XWLOLVpH�DFWXHOOHPHQW�DX�
Programme québécois de dépistage néonatal urinaire permet de dépister 5 différents types de 
MPS, soit la MPS I, II, III, VI et VII. /¶DQDO\VH�GH�����pFKDntillons d¶XULQH�GH nouveau-nés 
a permis de fixer les valeurs moyennes à 34,6 +/-6,2 et 17,3 +/-3,9 mg/mmol de créatinine 
SRXU� O¶KpSDUDQ� VXOIDWH� HW� OH� GHUPDWDQ� VXOIDWH�� UHVSHFWLYHPHQW. 'H� SOXV� O¶DQDlyse 
G¶pFKDQWLOORQs de patients atteints de MPS de différents âges a démontré que la méthode 
SRXUUDLW�pJDOHPHQW�rWUH�XWLOLVpH�GDQV�OH�FDGUH�G¶XQ�GpSLVWDJH�j�KDXW-risque. 
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INTRODUCTION 
 

1 Le lysosome 

1.1 La découverte du lysosome 
Le médecin et biochimiste belge, Christiane de Duve, a été le premier à observer cette 

FRPSRVDQWH�FHOOXODLUH�DXMRXUG¶KXL�FRQQXH�VRXV�OH�QRP�GH�O\VRVRPH�ORUV�GH�VHV�UHFKHUFKHV�

VXU�OH�PpFDQLVPH�G¶DFWLRQ�GH�O¶LQVXOLQH en 1955 (de Duve, 2005). Au cours de ses recherches 

VXU� O¶HQ]\PH glucose-6-phosphatase, Dr de Duve a observé TX¶un pH acide cause une 

SUpFLSLWDWLRQ�LUUpYHUVLEOH�GH�O¶HQ]\PH��&HWWH�REVHUYDWLRQ�D�SHUPLV�DX�biochimiste G¶pPHWWUH�

O¶K\SRWKqVH�TXH�Oe glucose-6-phosphatase est agglutiné avec des membranes cytoplasmiques 

(Sabatini et Adesnik, 2013). Le groupe de recherche du Dr de Duve a donc décidé de tenter 

G¶LVROHU� O¶HQ]\PH� SDU� fractionnement cellulaire selon un protocole impliquant une 

homogénéisation douce visant à consHUYHU� O¶LQWpJULWp�GHV�RUJDQHOOHV (Sabatini et Adesnik, 

2013). Au cours de cette procédure, OH�JURXSH�GH�UHFKHUFKH�GpFLGD�GH�FRQVLGpUHU�O¶HQ]\PH�

phosphatase acide, une enzyme présente dans la majorité des tissus et ayant une très grande 

variété de substrat comme contrôle positif (Sabatini et Adesnik, 2013). 6HORQ� O¶K\SRWKqVH�

émise par Dr de Duve, la phosphatase acide aurait dû se retrouver dans le surnageant suite au 

fractionnement cellulaire à homogénéisation douce, SXLVTXH�O¶HQ]\PH�pWDLW�VROXEOH�GDQV�OHV�

hRPRJpQDWV�SUpSDUpV�j�O¶DLGH�GH�PL[HXU�GH�W\SH�Waring blender, soit une homogénéisation 

plus forte (Sabatini et Adesnik, 2013). 7RXWHIRLV�� DX� JUDQG� pWRQQHPHQW� GH� O¶pTXLSH� GH�

UHFKHUFKH�� O¶HQ]\PH�pWDLW� SUpVHQWH�GDQV� WRXWHV� OHV� IUDFWLRQV� FHOOXODLUHV� HW� SDUWLFXOLqUHPHQW�

dans la fraction granulaire contenant les mitochondries (Sabatini et Adesnik, 2013). En plus 

de cette observation «ௗinusitéeௗª��O¶pTXLSH�GH�UHFKHUFKH�constate également que la somme de 

O¶DFWLYLWp� HQ]\Patique présente dans les différentes fractions était significativement 

supérieure j� O¶KRPRJpQDW� LQLWLDO� TXL�� LPSRUWDQW� GH� OH� UDSSHOHU�� pWDLW� XQH�KRPRJpQpLVDWLRQ�

douce visaQW�j�SUpVHUYHU�O¶LQWpJULWp�GHV�RUJDQHOOHV��(Q�SOXV�GH�FHV�GHX[�pOpPHQWV�GLIILFLOHV�j�

expliquer, Dr de Duve et son équipe constatent lorsque O¶H[SpULHQFH�HVW�UHSURGXLWH en utilisant 

une forte homogénéisation (mixeur de type Waring blender), une activité danV�O¶KRPRJpQDW�

initial fortement augmentée (Sabatini et Adesnik, 2013)��$LQVL��O¶pTXLSH�GH�UHFKHUFKH�GX�'U�

GH�'XYH�GpFLGH�GH� FRQJHOHU� OHV� GLIIpUHQWV� pFKDQWLOORQV�SHQGDQW� TX¶LOV� UpIOpFKLVVHQW� j� XQH�
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hypothèse reliée j� FHV� SKpQRPqQHV�� 3UqV� G¶XQH� VHPDLQH� SOXV� WDUG�� O¶pTXLSH� UpDQDO\VH� OHV�

pFKDQWLOORQV�HW��j�OHXU�JUDQG�pWRQQHPHQW��O¶DFWLYLWp�HQ]\PDWLTXH�D�IRUWHPHQW�DXJPHQWp�GDQV�

OD�WUqV�JUDQGH�PDMRULWp�GHV�IUDFWLRQV�FHOOXODLUHV�HW�SDUWLFXOLqUHPHQW�GDQV�O¶KRPRJpQDW�LQLWLDO 

(Sabatini et Adesnik, 2013). Par la suite, O¶pTXLSH�GX�'U��'H�'XYH�D�GpPRQWUp�TXH�FHW�HIIHW�

de gel/dégel est en réalité une procédure qui a pour effet de détruire les membranes cellulaires 

(Sabatini et Adesnik, 2013). Ainsi, cette dernière observation entraîne ultimement la 

conclusion TXH� O¶HQ]\PH� HQ� TXHVWLRQ� HVW� FRQWHQXe dans une membrane cellulaire ce qui 

empêche ladite HQ]\PH� G¶rWUH� HQ� FRQWDFW� FRQVWDQW� DYHF� OH� VXEVWUDW� (Sabatini et Adesnik, 

2013). En 1955, Dr de Duve nomme cette composante cellulaire «ௗle lysosomeௗ» qui signifie 

corps digestif en grec. Cette découverte, ainsi que celle du peroxysome, a valu à Christian de 

Duve le prix Nobel en physiologie/médecine en 1974 (de Duve, 2005).  

1.2 La biogénèse du lysosome 
La biogenèse du lysosome débute au niveau du réticulum endoplasmique rugueux où les 

ribosomes synthétisent les enzymes (hydrolases acides) qui composent le lysosome (Saftig 

et Klumperman, 2009). Suite à leur synthèse, ces enzymes subiront différentes modifications 

post-traductionnelles telles que le clivage de la séquence signal ainsi que la glycosylation de 

certaines asparagines prédéterminées. Ceci DXUD�SRXU�HIIHW�GH�IDYRULVHU�O¶LQWHUDFWLRQ�HQWUH�OHV�

enzymes nouvellement synthétisées et différents chaperons afin de permettre aux enzymes 

G¶atteindre certaine conformation de manière à être apte pour le transport vers le côté cis de 

O¶DSSDUHLO�GH�*ROJL��Saftig et Klumperman, 2009). Une fois arrivées au Golgi, les hydrolases 

acides qui formeront le futur lysosome se verront ajouter un groupement mannose-6-

phosphate en 2 étapes. En premier lieu, sous O¶DFWLRQ� GH� O¶HQ]\PH� O¶8'3-N-

acétylglucosamine 1-phosphotransférase se produit OH� WUDQVIHUW� G¶XQ� JURXSHPHQW� 8'P-

GlcNAc-1-phosphate sur un carbone en position 6. Puis la N-acétylglucosamine-1-

SKRVSKRGLHVWHU� Į-N-acétyl-JOXFRVDPLQLGDVH� FDWDO\VH� OH� UHWUDLW� G¶XQ� JURXSHPHQW� 1-

DFpW\OJOXFRVDPLQH�WHUPLQDO��FH�TXL�SHUPHW�G¶H[SRVHU�un groupement mannose-6-phosphate 

(Braulke et Bonifacino, 2009). Ce groupement mannose-6-phosphate, qui agit alors comme 

signal de reconnaissance, sera reconnu au niveau du trans-Golgi par les récepteurs mannose-

6-SKRVSKDWH�� ¬� FH� PRPHQW�� OH� FRPSOH[H� FRPSUHQDQW� O¶K\GURO\VH� DFLGH�� OH� JURXSHPHQW�

mannose-6-phosphate et son récepteur sera enrobé dans des vésicules de transport puis 

exporté au niveau du cytoplasme pour fusionner avec des endosomes tardifs (Luzio et al., 
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2014). En raison du pH acide (4,5-5) DX�QLYHDX�GX� OXPHQ�GH� O¶HQGRVRPH�SURGXLW par les 

pompes à proton ATPase présentes à la surface de celui-ci, il y a une dissociation entre le 

groupement mannose-6-phosphate et son récepteur (Saftig et Klumperman, 2009). Ce dernier 

sera de nouveau enrobé daQV�GHV�YpVLFXOHV�GH�WUDQVSRUW�SXLV�WUDQVSRUWp�YHUV�OH�*ROJL�DILQ�G¶y 

être recyclé (Luzio et al., 2014). Ainsi, toutes ces étapes, que ce soit au niveau de la synthèse 

des pré-enzymes, de la maturation de celles-ci, que du transport et de la fusion avec les 

endosomes, se doivent de fonctionner adéquatement sans quoi, peuvent survenir 

G¶LPSRUWDQWHV� PDODGLHV� PpWDEROLTXHs héréditaires connues sous le nom de maladies de 

surcharge lysosomale (ou maladies lysosomales). 

1.3 /¶XWLOLWp�HW�OHV�IRQFWLRQV�GX�O\VRVRPH 
Les lysosomes sont des organites sphériques de 0,2 ȝP�j�0,5 ȝP présents en plusieurs copies 

dans la plupart des cellules végétales et animales (Xu et Ren, 2015; Meyer-Schwesinger, 

2021). Seules les hématies, également connues sous le nom de globules rouges, sont 

dépourvues de lysosomes. Au niveau de la composition, deux classes de protéines sont 

présentes, soit les enzymes et les protéines membranaires. Premièrement, les enzymes, plus 

précisément les hydrolases acides, qui sont activées en raison du pH acide du milieu, sont 

retrouvées au niveau du lumen du lysosome et sont impliquées dans le renouvellement des 

composantes cellulaires ainsi que dans la dégradation des macromolécules. Les protéines, les 

polysaccharides et les lipides complexes sont dégradés en unités de base tels que les acides 

aminés, les monosaccharides et les chaînes G¶DFLGH�JUDV�OLEUH��;X�HW�5HQ�������. À O¶DLGH�GH�

ces enzymes, le lysosome peut remplir ses fonctions de digestion intracellulaire et 

extrallulaire sous la forme G¶autophagie, de phagocytose ou G¶endocytose (Cooper, 2000). 

En plus de celles-ci, les enzymes peuvent être impliquées dans de nombreux autres processus 

cellulaires comme la mort cellulaire programmée (Berruti et Paiardi, 2011ௗ� Tsukamoto et 

al., 2013ௗ� Kavcic et al., 2017ௗ�). L¶DXWUH� FODVVH� GH� SURWpLQHV� REVHUYDEOHV� DX� QLYHDX� GX�

lysosome, soit les protéines membranaires, FRQWU{OH�OH�SDVVDJH�GHV�FRPSRVpV�j�O¶LQWpULHXU�HW�

j� O¶H[WpULHXU� GX� O\VRVRPH�� Parmi ces nombreuses protéines membranaires, les protéines 

«ௗLysosomal Integral Membrane Proteinௗ» (LIMP) et «ௗLysosomal Associated Membrane 

Proteinௗ» (LAMP) représentent près de 50 % des protéines membranaires (Schwake et al., 

2013). Ainsi, SRXU�V¶DVVXUHU�G¶XQ�ERQ�IRQFWLRQQHPHQW�DX�QLYHDX�GH�OD�FHOOXOH��HW�SDU�OH�IDLW�

PrPH�� GH� O¶RUJDQLVPH�� WDQW� OHV� SURWpLQHV� PHPEUDQDLUHV� TXH� OHV� K\GURODVHV� DFLGHV� TXL�
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composent le lysosome doivent être fonctionnelles. 7RXWHIRLV��ORUVTX¶XQH�mutation survient 

et que celle-FL�DIIHFWH�OD�FDSDFLWp�GH�O¶XQH�GHV�GLIIpUHQWHV�K\GURODVHV�j�GpJUDGHU�VRQ�VXEVWUDW�

ou affecte la signalisation de la cellule, surviennent alors de sérieuses maladies métaboliques 

(surcharge lysosomale).   

 

2 Les maladies lysosomales 

2.1 La découverte des maladies lysosomales 
(Q�������O¶RSKWDOPRORJue Warren Tay observe ce qui semble être une tache rougeâtre dans 

O¶°LO�G¶XQ�MHXQH�HQIDQW�kJp�G¶XQ�an, qui en plus de cette tache, présente également des signes 

de dégénérescence du système nerveux centUDO�DLQVL�TX¶XQ�UHWDUG�LQWHOOHFWXHO��.HOOH\���������

Puis, en 1886, le neurologue américain Bernard Sachs observe également ces atteintes chez 

certains patients et conclut TX¶LO� V¶DJLW�G¶XQ�GpVRUGUH� WUDQVPLVVLEOH�GH�PDQLqUH�KpUpGLWDLUH�

particulièrement présHQW�FKH]�OHV�LQGLYLGXV�G¶RULJLQH�MXLYH�G¶(XURSH�FHQWUDOH�HW�G¶(XURSH�GH�

O¶Est (Kelley, 2010). Il observe également que les individus touchés par ce désordre souffrent 

de cécité SUpFRFH��G¶LPSRUWDQWs retards intellectuels HW�TX¶LOV�GpFqGHQW�UHODWLYHPHQW�W{W�GDQV�

O¶HQIDQFH��.HOOH\���������$LQVL��VDQV�OH�VDYRLU�SOHLQHPHQW��OHV�'UV�7D\�HW�6DFKV�RQW�GpFULW�OD�

première maladie lysosomale, soit la maladie de Tay-Sachs (OMIM 272800). Par ailleurs, en 

1882, Philippe Gaucher, un mpdecin franoais décrit pour la première fois la maladie qui porte 

DXMRXUG¶KXL� VRQ� QRP�� VRLW� OD� PDODGLH� GH� *DXFKHU (OMIM 23800) (Mehta, 2006). 

Effectivement, dans une publication intitulée «ௗDe l¶épithélioma primitif de la rate, 

hypertrophie idiopathique de la rate sans leucémieௗ», le docteur Gaucher D�GpFULW�OH�FDV�G¶XQH�

IHPPH� GH� ��� DQV� VRXIIUDQW� G¶XQH� VSOpQRPpJDOLH� j� O¶pSRTXH� TXDOLILpH� G¶LGLRSDWKLTXH�

(Gaucher, 1882). Il a également noté la présence de cellules de taille et de forme inhabituelles 

chez cette patiente. Près de 16 ans plus tard, le dermatologue allemand Johannes Fabry décrit 

OH�FDV�G¶XQ�HQIDQW�GH����DQV�SUpVHQWDQW�GHV�DQJLRNpUDWRPHV��)DEU\������� Mehta et al., 2006). 

Puis, au cours de la même année, un dermatologue anglais, Dr William Anderson, décrit à 

VRQ�WRXU�OH�FDV�G¶XQ�SDWLHQW�GH����DQV�SUpVHQWDQW�GHV�DQJLRNpUDWRPHV��XQH�SURWpLQXUie ainsi 

que des varices. En se basant sur ses observations cliniques, le Dr William Anderson conclut 

que ces symptômes sont probablement tRXV� UHOLpV� HW� TX¶LO� V¶DJLW� G¶XQH� DWWHLQWH�

multisystémique dorénavant appelée la maladie de Fabry (301500) (Anderson 1898, Mehta 

et al, 2006).  
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Ainsi, malgré le fait que les premières maladies lysosomales ont été décrites vers la fin du 

19e siècle, le concept de groupe ou classe de maladies Q¶HVW�DSSDUX�TX¶HQ����3 suite aux 

travaux du mpdecin et chercheur belge Henri-GpU\�+HUV��(IIHFWLYHPHQW��F¶HVW�HQ�pWXGLDQW�OHV�

HIIHWV�G¶XQH�GpILFLHQFH�DX�QLYHDX�GH�O¶DOSKD-glucosidase, O¶enzyme qui entraîne la maladie de 

Pompe, que le Dr Hers en est venu à proposer le concept de maladie de surcharge lysosomale 

en 1963 (Hers, 1963). Actuellement, près de 60 ans après l¶DSSDULWLRQ du concept de maladie 

GH�VXUFKDUJH�O\VRVRPDOH��F¶HVW�SOXV�G¶XQH�FLQTXDQWDLQH�GH�maladies qui se retrouvent dans ce 

groupe (Schielen et al., 2017). Parmi celles-ci, la très grande majorité sont des maladies de 

transmission autosomique récessive. En fait, seulement trois sont liées à une mutation 

pathogénique sur le chromosome X soit la maladie de Fabry, la mucopolysaccharidose de 

type II (MPS II) ou maladie de Hunter (OMIM 309900) ainsi que la maladie de Danon 

(OMIM 300257) (Tanpaiboon, 2019). Globalement, ces maladies sont rares. Effectivement, 

la maladie de Gaucher (OMIM 230800), malaGLH� O\VRVRPDOH� D\DQW� O¶LQFLGHQFH� OD� SOXV�

importante, touche environ 1 personne sur 57ௗ000 (Stirnemann et al., 2017). Toutefois, 

lorsque considérées en tant que groupe, les maladies lysosomales sont relativement 

fréquentes avec 1 cas par 7 700 naissances (Tanpaiboon, 2019). En fait, certaines maladies 

sont particulièrement fréquentes dans certaines régions du monde. Par exemple, une étude de 

dépistage des nouveau-QpV�UpDOLVpH�j�7DSHL�D�UpYpOpH�TXH�O¶LQFLGHQFH�GH�OD�PDODGLH�GH�)DEU\�

était de 1 :1600 (Auray-Blais et al., 2017) 

2.2 Les maladies lysosomales 
/HV�PDODGLHV� PpWDEROLTXHV� KpUpGLWDLUHV� VRQW� JpQpUDOHPHQW� OH� UpVXOWDW� G¶XQH� RX� SOXVLHXUV�

mutations G¶XQ�JqQH�TXL�DXURQW�SRXU�HIIHWV�G¶DOWpUHU�OH�IRQFWLRQQHPHQW�QRUPDO�G¶XQH�SURWpLQH��

Dans le cas des maladies de surcharge lysosomale, ce sont souvent les enzymes impliquées 

dans le catabolisme qui sont touchées, ce TXL�HQWUDvQH�DORUV�O¶DFFXPXODWLRQ�GX�VXEVWUDW��&HV�

substrats ou intermédiaires de réaction SHXYHQW�V¶DYpUHU�WR[LTXHV�SRXU�OD�FHOOXOH��FH�TXL�HVW�j�

O¶RULJLQH�GHV�PDQLIHVWDWLRQV�FOLQLTXHV (Boyer et al., 2015). Toutefois, bien que ce type de 

relation semble relativement simple à comprendre, la réalité sous-jacente de chacune des 

maladies lysosomales est beaucoup plus complexe. Effectivement, les voies métaboliques 

chez les êtres vivants sont toutes interreliées. Ainsi, une voie métabolique affectée touche 

souvent plusieurs autres voies secondaires également (Futerman et Meer, 2004). Il est aussi 
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important de mentionner que ce ne sont pas uniquement des déficiences enzymatiques qui 

VRQW�j�O¶RULJLQH�GHV�PDODGLHV�O\VRVRPDOHV��'LIIpUHQWV�GpIDXWV�WHOV�TXH�GHV�DQRPDOLHV�DX�QLYHDX�

de la biogenèse du lysosome, des défauts post-traductionnels des enzymes lysosomales ou 

PrPH� GHV� GpIDXWV� DX� QLYHDX� GHV� SURWpLQHV� PHPEUDQDLUHV� SHXYHQW� rWUH� j� O¶RULJLQH� G¶XQ�

IRQFWLRQQHPHQW� LQDGpTXDW� G¶XQH� HQ]\PH� O\VRVRPDOH (Sun, 2018). Pour plusieurs de ces 

PDODGLHV�� OHV� OLHQV� HQWUH� O¶DFFXPXODWLRQ� GHV� VXEVWUDWV� DX� QLYHDX� GX� O\VRVRme et les 

PDQLIHVWLRQV�FOLQLTXHV�GHPHXUHQW�QpEXOHX[��/¶XQH�GHV�K\SRWKqVHV�HVW�TXH� O¶DFFXPXODWLRQ�

GHV�VXEVWUDWV�DIIHFWH�OD�VWDELOLWp��O¶LQWpJULWp�HW�OD�SHUPpDELOLWp�GX�O\VRVRPH�FH�TXL�D�SRXU�HIIHW�

de relâcher les hydrolases ainsi que les substrats accumulés dans le cytosol de la cellule. Bien 

que les composantes potentiellement cytotoxiques relâchées à partir du lysosome ne 

représentent qu¶XQH�faible proportion du contenu lysosomal, celles-ci seraient tout de même 

suffisantes pour entraîner des changements dans les processus cellulaires (Lim et al., 2015). 

8QH�DXWUH�K\SRWKqVH�VXJJqUH�TX¶une accumulation de substrat au niveau du lysosome affecte 

le transport cellulaire vers le lysosome ou à partir de celui-ci (Lim et al., 2015). Bref, il existe 

plusieurs hypothèses, mais pas encore de réponses exactes sur les processus biochimiques 

sous-jacents de ces maladies caractérisées par une grande variabilité phénotypique et 

génotypique, de même que des atteintes multisystémiques (Kadali et al., 2014). 

2.3 La classification des maladies lysosomales 
Nos connaissances entourant les maladies lysosomales, les mécanismes pathologiques ainsi 

que les aspects moléculaires demeurent relativement limités. Il y a encore beaucoup 

G¶pOpPHQWV�j�GpFRXYULU�HW�j�FRPSUHQGUH� Effectivement, lorsque nous nous intéressons à la 

chronologie des découvertes des mécanismes moléculaires sous-jacents à la maladie de 

Gaucher par exemple, une maladie qui a pourtant été décrite pour la première fois il y a près 

de 140 ans, il est possiblH� G¶REVHUYHU� TXH� GHV� pOpPHQWV�PDMHXUV� WHOV� TXH� OH� GpILFLW� GH� OD�

JOXFRFpUpEURVLGDVH�j�O¶RULJLQH�GH�OD�PDODGLH�RX�ELHQ�OH�OLHQ�HQWUH�OD�PDODGLH�GH�*DXFKHU�HW�OD�

maladie Parkinson ont été mieux compris que beaucoup plus tard soit en 1965 et en 1996 

respectivement (Brady et al., 1965ௗ� Neudorfer et al., 1996; Do et al., 2019). Ainsi, à partir 

du moment de la découverte et de la compréhension de la composante génétique et plus 

précisément des maladies lysosomales comme classe de maladies métaboliques héréditaires, 

nos connaissances dans ce domaine ont connu une croissance exponentielle. Évidemment, 

ces nouvelles connaissances impliquent inévitablement des changements ou des 
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UpRULHQWDWLRQV�PDMHXUV�HQ�FRXUV�GH�URXWH��&¶HVW�QRWDPPHQW�OH�FDV�DX�QLYHDX�GH�OD�FODVVLILFDWLRQ�

des maladies lysosomales. ¬�O¶RUigine, ces désordres étaient classifiés en fonction du substrat 

accumulé (Futerman et Meer, 2004). Ce type de classification séparait donc les maladies 

lysosomales en 5 groupes distincts soit: 1) les sphingolipidoses qui comprennent notamment 

la maladie de Gaucher, 2) les mucopolysaccharidoses, 3) les oligosaccharidoses et les 

glycoprotpinoses, 4) les maladies causées par un dpfaut des protpines intpgrales 

membranaires et finalement 5) un groupe classifié comme «ௗautresௗ» (Tableau 1) (Futerman 

et Meer, 2004, Eaton et al., 2019). 
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Tableau 1. Classification des maladies lysosomales en fonction du substrat accumulé  

 

 De fait, ce type de classification reflétait en quelque sort la vision que le lysosome a pour 

seule et unique fonction de dégrader les macromolécules (Parenti et al., 2021). Ainsi, en se 

basant sur ce dogme, il était logique que toutes les classes de molécules soient orientées vers 

les aspects biochimiques des différentes maladies. Bien que cette classification permettait de 

regrouper un certain nombre de maladies lysosomales ayant des bases moléculaires 

relativement proches, son défaut principal étDLW�OLp�DX�IDLW�TX¶XQH�TXDQWLWp�WURS�LPSRUWDQWH�GH�

Sphingolipidoses 

Maladies Protéines déficientes Substrats accumulés 

Maladie de Fabry 
Maladie de Gaucher 
Maladie de Niemann-Pick A/B 
GM1 gangliosides  
GM2 gangliosides (Tay-Sachs) 
GM2 gangliosides (Sandhoff) 
 

Į-Galactosidase A  
ȕ-Glucosidase  
Sphingomyélinase 
ȕ-Galactosidase  
ȕ-Hexosaminidase A  
ȕ-Hexosaminidase A/B  

Glycosphingolipides 
Glucosylcpramide  
Sphingomypline  
GM1 ganglioside 
GM2 ganglioside et glycosphingolipides  
GM2 ganglioside et glycosphingolipides 

Mucopolysaccharidoses 

Maladies Protéines déficientes Substrats accumulés 

MPS I (Hurler, Scheie, H-S)͒ 
MPS II (Hunter)͒ 
MPS IIIA (Sanfilippo)  
MPS IIID (Sanfilippo)  
MPS IVA (Morquio-A)  
MPS IVB (Morquio-B)͒ 
MPS VI (Maroteaux-Lamy)  
MPS VII (Sly)  

Į-Iduronidase  
Iduronate-2-sulfatase͒ 
Héparan N-sulfatase 
N-Acetylglucosamine-6-sulfatase  
Galactose-6-sulfatase 
ȕ-Galactosidase  
Arylsulfatase B 
ȕ-Glucuronidase  

Dermatan sulfate et héparan sulfate 
Dermatan sulfate et héparan sulfate  
Héparan sulfate͒ 
Héparan sulfate 
Kératan sulfate et chondroïtine sulfate  
Kératan sulfate͒ 
Dermatan sulfate͒ 
Dermatan sulfate, héparan sulfate et 
chondroïtine sulfate  

Oligosaccharidoses et les glycoprotéinoses 

Maladie Protéines déficientes Substrats accumulés 

Maladie de Pompe  Į-Glucosidase  Glycogène  

Défaut des protéines intégrales membranaires 

Maladies Protéines déficientes Substrats accumulés 

Cystinose͒ 
Maladie de Danon͒ 
Niemann±Pick de type C  

Cystinosine  
LAMP2 
NPC 1 et 2 

Cystine  
Glycogène  
Cholestérol et sphingolipides  

Autres 

Maladies Protéines déficientes Substrats accumulés 

Galactosialidose  
Mucolipidoses type 2 
 
Déficit multiple en sulfatases  
Céroide-lipofusinose neuronale 1  
Céroide-lipofusinose neuronale 2  
Céroide-lipofusinose neuronale 3 

Cathepsine A 
N-acétylglucosamine-1-phosphotransférase 
 
FGE 
Palmitoylthioestérase-1 
CLN2͒ 
7UDQVSRUWHXU�G¶DUJLQLQH 

Sialyloligosaccharides͒ 
Oligosaccharides, glycosaminoglycans et 
lipides͒ 
Sulfatides͒ 
Lipofuscine͒ 
Lipofuscine͒ 
Lipofuscine  
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maladies, sans aucun lien entre elles et ayant des bases moléculaires complètement 

différentes se trouvaient dans la classe dite « Autres » (Futerman et Meer, 2004).  

 

Toutefois, en UDLVRQ� G¶XQH�PHLOOHXUH� compréhension des mécanismes moléculaires sous-

MDFHQWV�DX[�SDWKRORJLHV�O\VRVRPDOHV��F¶HVW�SOXW{W�XQ�VHFRQG�W\SH�GH�FODVVLILFDWLRQ��TXL�WLHQW�

également en compte les défauts moléculaires, qui est davantage utilisé de nos jours 

(Winchester, 2012; Parenti et al., 2021). Ainsi, dans cette nouvelle classification, les 

maladies lysosomales sont plutôt divisées en 8 classes soit les 1) sphingolipidoses ainsi que 

OHV� GpIDXWV� G¶DFWLYDWLRQ� GHV� VSKLQJROLSLGHV�� 2) les mucopolysaccharidoses, 3) les 

glycoprotéinoses et les oligosaccharidoses, 4) les autres défauts enzymatiques dont fait partie 

la pycnodysostose, maladie caractérisée par la GpILFLHQFH�G¶XQH�SURWpDVH�LPSOLTXpH�GDQV le 

clivage des protéines de la matrice osseuse, 5) les défauts post-traductionnels des enzymes 

lysosomales, 6) les défauts des membranes lysosomales et défauts de transport, 7) les 

céroides-lipofusinoses neuronales et finalement, 8) les défauts de la biogenèse du lysosome 

et des organelles reliées au lysosome (Tableau 2) (Aghili et al., 2017).  
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Tableau 2. Classification des maladies lysosomales en fonction du substrat accumulé et du 
défaut moléculaire sous-jacent à la pathologie. 

 

 

 

Sphingolipidoses incluant les défauts des activateurs des sphingolipides 

Maladies Enzyme/protéine déficiente Substrats accumulés 

Maladie de Fabry 
Maladie de Gaucher 
Maladie de Niemann-Pick A/B 
GM1 gangliosides 
Maladie de Tay-Sachs 
Maladie Sandhoff 

Į-Galactosidase A 
Glucocérébrosidase 
Sphingomyélinase 
ȕ-Galactosidase 
ȕ-Hexosaminidase A 
ȕ-Hexosaminidase A/B 

Glycosphingolipides 
Glucosylcpramide 
Sphingomypline 
GM1 ganglioside 
GM2 ganglioside et glycosphingolipides 
GM2 ganglioside et glycosphingolipides 

Mucopolysaccharidoses 

Maladies Enzyme/protéine déficiente Substrats accumulés 

Maladie de Hurler, H-S, Scheie 
Maladie de Hunter͒ 
Maladie de Sanfilippo 
Maladie de Morquio-A 
Maladie de Morquio-B 
Maladie de Maroteaux-Lamy 

Į-Iduronidase 
Iduronate-2-sulphatase͒ 
Héparan N-sulfatase 
Galactose-6-sulfatase 
ȕ-Galactosidase 
Arylsulfatase B 

Dermatan sulfate et héparan sulfate 
Dermatan sulfate et héparan sulfate 
Héparan sulfate͒ 
Kératan sulfate et chondroïtine sulfate 
Kératan sulfate͒ 
Dermatan sulfate͒ 

Oligosaccharidoses et les glycoprotéinoses 

Maladies Enzyme/protéine déficiente Substrats accumulés 

Maladie de Pompe 
Aspartylglucosaminémie 
Fucosidose 
Į-Mannosidose 

Į-Glucosidase 
Aspartylglucosaminidase 
Į -L-Fucosidase 
Į-Mannosidase 

Glycogène 
Glycosyl-asparagines 
Oligos/glycopeptides 
Oligonucléotides 

Autres défauts enzymatiques 
Maladies Enzyme/protéine déficiente Substrats accumulés 
Pycnodysostose Cathepsine K Collagène et protéines du système osseux 

Défauts post-traductionnels des enzymes lysosomales 
Maladies Enzyme/protéine déficiente Substrats accumulés 

Mucolipidose II  Į/E / III Į/E N-acétylglucosamine-1-phosphotransférase Oligonucléotides, GAGs, lipides 

Défaut des protéines membranaires 

Maladies Enzyme/protéine déficiente Substrats accumulés 

Cystinose͒ 
Maladie de Danon͒ 
Maladie Niemann±Pick de type C 

Cystinosine 
LAMP2 
NPC 1 et 2 

Cystine 
Glycogène 
Cholestérol et sphingolipides 

Céroïde-lipofuscinose neuronale 

Maladies Enzyme/protéine défective Substrats accumulés 

Céroide-lipofusinose neuronale 1 
Céroide-lipofusinose neuronale 2 

Palmitoylthioestérase-1 
Tripeptidyl peptidase-1 

Lipofuscine͒ 
Lipofuscine͒ 

Défaut dans la biogenèse du lysosome et les organelles associées au lysosome 

Maladies Enzyme/protéine déficiente Substrats accumulés 
Syndrome de Griscelli type 1 
Syndrome de Griscelli type 2 

Myosine 5A 
Rab27A 

Granules de mélanine 
Granules de mélanine 
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Ce type de classification permet donc de regrouper des maladies qui sont plus similaires au 

QLYHDX�PpFDQLVWLTXH�HQ�SOXV�G¶pYLWHU�GHV�DPELJXwWpV�GDQV�OH�FDV�GH�PDODGLHV�TXL�QH�UpSRQGHQW�

pas totalement aux caractéristiques du groupe auquel elles appartenaient précédemment ou 

qui pourraient potentiellement appartenir à plusieurs groupes. Effectivement, O¶DQFLHQQH�

classification regroupait certaines maladies dont les aspects moléculaires, biochimiques et 

cliniques étaient significativement différents. Citons O¶H[HPSOH de deux maladies comme la 

mucolipidose type 2 neuronale qui VXUYLHQW�HQ�UDLVRQ�G¶XQH�GpILFLHQFH�enzymatique présente 

au niveau du Golgi, empêchant alors OHV�K\GURODVHV�DFLGHV�G¶rWUH�DFKHPLQpHV�DX�QLYHDX�GX�

lysosome (Edmiston et al., 2018)ௗHW la céroïde-lipofuscinose neuronale 1 qui est causée par 

une déficience de la palmitoylthioestérase-1, une enzyme lysosomale impliquée dans la 

dégradation de groupements thioesters (Chandra et al., 2015) appartenaient à la même classe. 

'RQF��VHORQ�O¶DQFLHQQH�FODVVLILFDWLRQ��XQH�PDODGLH�EDVpH�VXU�XQ�Géfaut post-traductionnel des 

hydrolases acides au niveau du GROJL� VH� WURXYH� GDQV� OD�PrPH� FDWpJRULH� TX¶XQH�PDODGLH�

UpVXOWDQW�G¶XQ�GpIDXW�G¶XQH�VHXOH�HQ]\PH�O\Vosomale. Ainsi, avec la nouvelle classification, 

la mucolipidose type 2 (OMIM 252500) DSSDUWLHQW�DX�JURXSH�GHV�PDODGLHV�UpVXOWDQW�G¶XQ�

défaut post-traductionnel des enzymes lysosomales alors que la céroide-lipofuscinose 

neuronale 1 appartient au groupe des céroides-lipofuscinoses neuronales, ce qui est nettement 

plus représentatif des défauts moléculaires à la base de la pathologie. 

 

PARTIE 1 

Étude métabolomique pour la découverte de nouveaux biomarqueurs pour la maladie 
de Gaucher de type 1 

  

3 La maladie de Gaucher 

3.1 Les aspects moléculaires 
La maladie de Gaucher est une maladie héréditaire de transmission autosomique récessive 

FDXVpH�SDU�XQH�GpILFLHQFH�GH�O¶HQ]\PH�glucocérébrosidase suite à une mutation du gène GBA 

(Elstein et al., 2022). Ce gène est localisé sur le chromosome 1 à la position 1q22 et comporte 

11 exons entrecoupés par 10 introns sur une longueur de 7,6 kilobases de séquence génétique 

(Barkhuizen et al., 2017). Au total, plus de 450 variants pathogéniques différents entraînant 

la maladie de Gaucher ont été observés, incluant des mutations non-sens, des mutations de 

changement de cadre de lecture, des mutations faux-sens, de même que des insertions et 
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délétions (Phetthong et al., 2021). Toutefois, les mutations faux-sens p.N370S et p.L444P 

qui sont localisées au niveau des exons 9 et 10 demeurent les substitutions pathogéniques les 

plus fréquemment observées (Lal et Sidransky, 2017). La mutation p.N370S est 

particulièrement fréquente aux États-8QLV��HQ�(XURSH�DLQVL�TX¶HQ�,VUDsO�HW�HVW�H[FOXVLYHPHQW�

associée à un phénotype Gaucher de type 1 (Lal et Sidransky, 2017). La mutation p.L444P 

quant à elle est retrouvée partout à travers le monde et, lorsque présente de manière 

homozygote, elle est souvent associée à une forme neuronopathique de la maladie (Do et al., 

2019). Toutefois, bien que certaines mutations semblent être associées à un phénotype 

SDUWLFXOLHU��LO�HVW�IDX[�GH�FURLUH�TX¶LO�HVW�SRVVible de prédire le phénotype du patient en se 

basant uniquement sur le génotype de celui-ci. Effectivement, pour la mutation 

homozygote p.L444P, bien que celle-ci soit souvent associée à une forme neuronopathique 

de la maladie, des patients dits atténués (Gaucher type 1) ont également été observés (Goker-

Alpan et al., 2005). '¶DLOOHXUV��DX� FRXUV�GH� OD�PrPH�pWXGH��GHV�SDWLHQWV�Dyant les mêmes 

PXWDWLRQV� DYDLHQW� SRXUWDQW� GHV� QLYHDX[� G¶DFWLYLWp� HQ]\PDWLTXH� GLIIpUHQWV� suggérant la 

présence de gènes modificateurs qui influencent le phénotype (Goker-Alpan et al., 2005).   

3.2 Les aspects biochimiques 
La glucocérébrosidase (GCase) est une enzyme composée de 497 acides aminés synthétisés 

au niveau du réticulum endoplasmique rugueux et ne devient active TX¶Xne fois arrivée au 

niveau du lumen acide du lysosome (Elstein et al., 2022). Contrairement à la majorité des 

hydrolases acides, OD�*&DVH�Q¶HVW�SDV�GLULJpH�YHUV�OHV�O\VRVRPHV�YLD�XQ�UpFHpteur mannose-

6-phosphate, mais plutôt par la protéine intégrale LIMP2 associée au lysosome (Do et al., 

2019). Une fois arrivée au lysosome, la GCase doit alors interagir avec une protéine 

activatrice nommée saposine C pour ensuite pouvoir procéder à son activité catalytique visant 

à hydrolyser des groupements glucidiques à partir du glucosylcéramide afin de produire une 

molécule de glucose et une céramide (Liou et al., 2019). 7RXWHIRLV��ORUVTXH�OH�O\VRVRPH�Q¶HVW�

SDV�HQ�PHVXUH�G¶H[pFXWHU�VD� IRQFWLRQ�GH�GpJUadation du glucosylcéramide en raison de la 

GpILFLHQFH�HQ�*&DVH�RX�GH�VRQ�DFWLYDWHXU��OD�VDSRVLQH�&��GHX[�YRLHV�PpWDEROLTXHV�V¶RIIUHnt 

DX� O\VRVRPH�SRXU� WHQWHU�GH�GLPLQXHU� O¶DFFXPXODWLRQ�HQ�JOXFRV\OFpUDPLGH (Gb1). Dans un 

SUHPLHU�WHPSV��LO�HVW�SRVVLEOH�TX¶XQH�FHUWDLQH�TXDQWLWp�GH�Gb1 V¶pFKDSSH�GX�O\VRVRPH�HW�VH�

retrouve dans le cytosol. Celui-FL� GHYLHQW� DORUV� OH� VXEVWUDW� G¶XQH� JOXFRFpUpEURVLGDVH�

cytosolique également connu sous le nom de glucocérébrosidase 2 (GBA2) (Mistry et al., 
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2014). Cette dernière possède une activité hydrolytique très similaire à la GCase lysosomale 

HW�VHUD�GRQF�HQ�PHVXUH�GH�FDWDO\VHU�O¶K\GURO\VH du Gb1 en céramide et en glucose (Mistry et 

al., 2014). Par la suite, selon les besoins de la cellule, la céramide peut être transformée en 

VSKLQJRP\pOLQH�VRXV�O¶DFWLRQ�GH�OD�VSKLQJRP\pOLQH�V\QWKDVH��606��RX�606����Stirnemann 

et al., �������/¶DXWUH�RSWLRQ�TXL�V¶RIIUH�DX�O\VRVRPH�pour tenter de réduire la concentration 

lysosomale de Gb1 est la déacylatiRQ� GH� FH� GHUQLHU� YLD� O¶DF\OVSKLQJRVLQH� GpDF\ODVH� ��

(ASAH1), une enzyme lysosomale. Le produit de cette réaction est le glucosylsphingosine 

ou lyso-Gb1�� (Q� UDLVRQ� GH� O¶K\GURSKRELFLWp� UpGXLWH du lyso-Gb1, celui-FL� V¶pFKDSSH� SOXV�

facilement du lysosome que le Gb1 pour se retrouver dans le cytosol. Une fois au niveau du 

cytosol, le lyso-Gb1 peut être métabolisé en sphingosine sous O¶action de la GBA2 (Mistry et 

al., 2014). Ensuite, selon les besoins cellulaires, cette sphingosine peut être transformée en 

FpUDPLGH�VRXV�O¶DFWLRQ�GH�OD�FpUDPLGH�V\QWKDVH��&(56��RX�HQ�VSKLQJRVLQH-1-phosphate sous 

O¶DFWLRQ�GH�OD�VSKLQJRVLQH�NLQDVH����63+.���(Stirnemann et al., 2017; Kalinichenko et al., 

2018). $LQVL��ELHQ�TX¶LO�H[iste différentes alternatives disponibles pour la cellule afin de tenter 

de réduire les concentrations de Gb1 suite à une déficience de la GCase, il est faux de croire 

que ces autres voies sont suffisantes pour éliminer tout le substrat accumulé (Deevska et 

Nikolova-Karakashian, 2017; Kalinichenko et al., 2018). Effectivement, PDOJUp�O¶H[LVWHQFH 

de ces voies alternatives, le Gb1 demeure augmenté dans les liquides biologiques de patients 

Gaucher, tout comme le lyso-Gb1, la sphingosine et la sphingosine-1-phosphate tel que 

présenté à la Figure 1. Ainsi, FHV�YRLHV�GpPRQWUHQW�TXH�OD�PDODGLH�GH�*DXFKHU�Q¶LPSOLTXH�SDV�

uniquement une enzyme et un substrat. CHWWH�HQ]\PH�GpILFLHQWH�DLQVL�TXH�O¶DFFXPXODWLRQ�GH�

son substrat font en sorte de perturber également G¶DXWUHs voies métaboliques connexes, 

démontrant la complexité des maladies métaboliques (Mistry et al., 2014).  
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Figure 1. Les voies alternatives de dégradation du glucosylcéramide. En rouge sont indiqué 

les substrats des réactions et en bleu les enzymes impliquées.  (Deevska et Nikolova-

Karakashian, 2017; Kalinichenko et al., 2018).  

3.3 Les mécanismes pathologiques 
Un déficit enzymatique au niveau de la glucocérébrosidase entraîne une accumulation de 

glycosphingolipides, et plus particulièrement de glucosylcéramide (Gb1) dans les lysosomes 

des cellules du systqme rpticulo-endothplial et plus spécifiquement au niveau des 

macrophages (Nguyen, 2019). Cette lignée cellulaire est particulièrement touchée puisque 

les macrophages sont impliqués dans la dégradation des cellules érythroïdes ainsi que les 

leucRF\WHV�TXL�FRQWLHQQHQW�G¶LPSRUWDQWHV�TXDQWLWps de glucosylcéramide (Stirnemann et al., 

2017). Cette accumulation de Gb1 GDQV� OHV� PDFURSKDJHV� HQWUDvQH� DORUV� G¶LPSRUWDQWHV�

modifications physiologiques et morphologiques au niveau de ceux-ci. Ces changements ont 
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pour conséquence de transformer les macrophages en cellules Gaucher (Stirnemann et al., 

2017). Ces cellules sont typiquement élargies, elles possèdent un noyau excentré ainsi TX¶Xne 

apparence similaire à du papier mâché (Stirnemann et al., 2017). Ces cellules infiltrent 

différents tissus, dont la moelle osseuse, la rate, ainsi que le foie, ce qui a pour résultat une 

hépatosplénomégalie, une fragilisation osseuse, une modification du microenvironnement 

médullaire DLQVL�TX¶XQH�F\WRSpQLH (Nguyen, 2019). Bien que les voies de signalisation par 

lesquelles se produisent ces mécanismes demeurent nébuleuses à O¶KHXUH� DFWXHOOH, 

O¶K\SRWKqVH la plus répandue HVW�TXH�VXLWH�j�O¶LQILOWUDWLRQ�GHV�FHOOXOHV�*DXFKHU�DX�QLYHDX�GH�

différents tissus, celles-ci relâchent un ensemble de facteurs, soit des cytokines et des 

chimiokines qui créent une boucle inflammatoire en continu ce qui altère ultimement le 

microenvironnement cellulaire. Ceci résulte alors en un déséquilibre des processus cellulaires 

(Mucci et Rozenfeld, 2015). &H�SKpQRPqQH� D�G¶DLOOHXUV�pWp�GpPRQWUp�GDQV�XQH�pWXGH�SDU�

Lecourt et al. en 2012 au cours de laquelle des cellules souches du mésenchyme et des 

monocytes ont été exposées à du conduritol-ȕ-époxide, un inhibiteur de glucocérébrosidase. 

/HV�DXWHXUV�RQW�DORUV�REVHUYp�XQH�DXJPHQWDWLRQ�GH� O¶DFWLYLWp�GHV�RVWpRFODVWHV�DLQVL�TX¶XQH 

augmentation de la résorption osseuse (Lecourt et al, 2012). &HWWH�VWLPXODWLRQ�GH�O¶DFWLYLWp�

des ostéoclastes serait due j�O¶H[SUHVVLRQ�GHV�F\WRNLQHV pro-inflammatoires TNF-Į�DLQVL�TX¶j�

O¶DFWLYLWp�GHV�FHOOXOHV�7�GX�V\VWqPH�LPPXQLWDLUH��0XFFL�et al., 2012). Une autre hypothèse 

HVW�TXH� O¶DFFXPXODWLRQ�GX� O\VR-Gb1, substrat potentiellement toxique produit par une voie 

alternative de dégradation du Gb1, SRXUUDLW� rWUH� j� O¶RULJLQH� GH� O¶DWWHLQWH des cellules 

hématopoïétiques et hépatocytaires DLQVL� TXH� G¶XQH� hyperstimulation lymphocytaire 

HQWUDvQDQW�DORUV�XQH� LPSRUWDQWH� UpDFWLRQ� LPPXQLWDLUH�DLQVL�TX¶XQH toxicité sur les cellules 

osseuses (Nguyen et al����������'¶DLOOHXUV��LO�D�pWp�REVHUYp�TXH�OH� O\VR-Gb1 V¶DFFXPXOH�DX�

niveau du cerveau chez les patients atteints de la forme plus sévère de la maladie avec 

SUpVHQFH� G¶DWWHLQWHs neurologiques (Orvisky et al., 2002). ¬� O¶LQYHUVH�� Fhez les patients 

atteints de la forme plus atténuée de la maladie sans atteinte neurologique, cette accumulation 

Q¶HVW�SDV�REVHUYpe (Elstein et al., 2017). Il est également important de mentionner que les 

FHOOXOHV�*DXFKHU�QH�V¶LQILOWUHQW�SDV�DX�QLYHDX�GX�FHUYHDX��FH�TXL�VHPEOH�SRLQWé vers le lyso-

Gb1 FRPPH�LQLWLDWHXU�G¶XQH�FDVFDGH�SDWKRORJLque DX�QLYHDX�GH�O¶RUJDQLVPH��2UYLVN\�et al., 

2002). 
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3.4 Les manifestations cliniques 
La maladie de Gaucher est une maladie très hétérogène avec un vaste spectre clinique. 

&HUWDLQV�SDWLHQWV�VRQW�DWWHLQWV�G¶XQH�IRUPH�DV\PSWRPDWLTXH�DORUV�TX¶j�O¶DXWUH�H[WUpPLWp�GX�

spectre, la forme infantile de la PDODGLH�SHXW�V¶DYpUHU�OpWDOH en période néonatale (Degnan et 

al., 2019). Il existe 3 formes de la maladie; le type 1 (forme non-neuronopathique) qui 

correspond à la forme atténuée de la maladie et qui comporte peu ou SDV� G¶DWWHLQWHs 

neurologiques, le type 3 (forme neuronopathique chronique) qui correspond à une forme 

intermédiaire de la maladie avec atteintes neurologiques qui apparaissent de manière plus 

tardive et finalement le type 2 (forme neuronopathique aigüe), soit la forme sévère de la 

PDODGLH� DYHF� G¶LPSRUWDQWHs manifestations neurologiques WUqV� W{W� GDQV� OD� YLH� GH� O¶HQIDQW 

(Stirnemann et al., 2017; Schiffmann et al., 2020). Toutefois, ces types ne sont pas tous 

clairement définis. De fait, dDQV�OH�FDV�GH�OD�PDODGLH�GH�*DXFKHU��LO�V¶DJLW�G¶XQH�VHXOH�PDODGLH, 

mais avec un continuum entre ces différents phénotypes (Abdelwahab et al., 2017). 

3.4.1 Les manifestations cliniques de la maladie de Gaucher type 1 
/¶âge médian dH�O¶DSSDULWLRQ�GHV�SUHPLHUV symptômes chez les patients atteints de la maladie 

de Gaucher de type 1 est de 15 ans (0±77 ans) alors que O¶âge médian au moment du 

diagnostic est de 22 ans (0±84 ans) (Stirnemann et al., 2012). /¶LQILOWUDWLRQ� GH� FHOOXOHV�

Gaucher au niveau de la rate et du foie résulte souvent en une splénomégalie (près 90% des 

cas) et une hépatomégalie (près de 80% des cas) (Nguyen et al., 2019). La splénomégalie, 

VRXYHQW�DVVRFLpH�j�XQ�K\SHUVSOpQLVPH��FRPELQpH�j� O¶LQILOWUDWLRQ�pJDOHPHQW�LPSRUWDQWH�GHV�

cellules Gaucher au niveau de la rate entraîne généralement une cytopénie (Linari et 

Castaman, 2015). La thrombopénie (modérée à grave dans 60% des cas) engendre 

O¶DSSDULWLRQ� GH� QRPEUHXVHV� HFFK\PRVHV� DLQVL� TXH� GHV� VDLJQHPHQWV� IUpTXHQWV (Linari et 

Castaman, 2015). Dans certains cas, il est également possible que cette thrombopénie soit 

associée à une altération de la fonction des thrombocytes (thrombopathie), ce qui peut 

aggraver les troubles associés à la thrombopénie (Linari et Castaman, 2015). Les anémies 

sont également fréquentes chez les patients Gaucher (37% des cas) (Nguyen et al., 2019). En 

plus de celle-FL��OHV�SDWLHQWV�*DXFKHU�SUpVHQWHQW�VRXYHQW�G¶DXWUHV�DWWHLQWHV�KpPDWRORJLTXHV�

WHOV� TX¶XQH� coagulopathie, une déficience en vitamine B12 DLQVL� TX¶XQH hyperferritinémie 

(Baris et al., 2014). Au niveau du système immunitaire, les patients Gaucher sont à risque de 

développer des gammapathies monoclonales ainsi que des myélomes multiples (Baris et al., 
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2014). Effectivement, il a aussi été noté que chez les patients Gaucher, le risque de 

développer des myélomes multiples est augmenté par un facteur de 5,9 (Baris et al., 2014). 

'HV�pWXGHV�VXU�XQ�PRGqOH�DQLPDO�RQW�pJDOHPHQW�UpYpOp�TXH�O¶LQFLGHQFH�GHV�PDODGLHV�DXWR-

immunitaires semble augmentée chez les patients Gaucher (Rosenbloom et al., 2005). Au 

niveau des atteintes osseuses, plus de 63% des patients présentent différents types de douleurs 

associées à ceux-ci et dans plus de 33% des cas, ces atteintes osseuses se transforment en 

crises douloureuses (Baris et al., 2014). Des radiographies révèlent souvent une déformation 

des fémurs en forme de flacon Erlenmeyer en raison G¶XQ� élargissement au niveau 

mptaphysodiaphysaire des os longs dus à un défaut de remodelage osseux (Baris et al., 2014). 

Des atteintes secondaires telles qu¶XQH� Rstéo-arthrite, un infarctus médullaire, une 

ostéopénie, O¶Rstéoporose ou des problèmes de croissance sont tous des complications que 

peuvent développer les patients Gaucher en raison des atteintes osseuses primaires (Baris et 

al., 2014). '¶DLOOHXUV�� LO� HVW� LPSRUWDQW� GH� PHQWLRQQHU� TXH� PrPH� FKH]� OHV� SDWLHQWV�

asymptomatiques, des atteintes osseuses, bien que non contraignantes, peuvent être 

observées en imagerie (Baris et al., 2014). )LQDOHPHQW�� ELHQ� TX¶HQ� WKpRULH� OHV� SDWLHQWV�

Gaucher de type 1 QH�SUpVHQWHQW�SDV�G¶DWWHLQWHs neurologiques, il est tout de même important 

GH� PHQWLRQQHU� TX¶HQWUH� ��� j� ��� GHV� SHUVRQQHV� DWWHLQWHV� GpYHORSSHURQW� OD� PDODGLH� GH�

Parkinson DYDQW�O¶kJH�GH����DQV�DORUV�TXH�9% à 12% GpYHORSSHURQW�OD�PDODGLH�DYDQW�O¶kJH�GH 

80 ans (Baris et al., 2014). Ainsi, les patients Gaucher ont donc 26 fois plus de chance de 

développer la maladie de Parkinson que la population générale (Riboldi et Fonzo, 2019). Il 

est également important de prendre note que la sévérité de O¶atteinte au niveau de chacun des 

différents organes est WUqV� YDULDEOH� G¶XQ� SDWLHQW� j O¶DXWUH�� PrPH� SRXU� GHV� SDWLHQWV� TXL�

partagent un bagage génétique relativement similaire tels que des frères ou des V°XUV 

(Nguyen et al., 2019).  

3.4.2 Les manifestations cliniques de la maladie de Gaucher type 2 
Le type 2 de la maladie de Gaucher correspond à la forme périnatale létale de la maladie. 

Généralement, les nouveau-nés exhibent une importante hépatosplénomégalie, une 

pancytopénie ainsi que différentes atteintes neurologiques sévères comme une paralysie 

oculomotrice horizontale ou des troubles de la déglutition (Baris et al., 2014). À ceux-ci 

SHXYHQW� V¶DMRXWHU� GHV� DWWHLQWHV� PXVFXORVTXHOHWWLTXHV� WHOOHV� TXH� OH trismus (qui est une 

contraction constante et involontaire des muscles de la mâchoire), une hypertonie pyramidale 
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(contraction musculaire involontaire des muscles agonistes et antagonistes) DLQVL� TX¶XQH 

rigidité extrapyramidale (tremblements ou mouvements rares et généralement lents) 

(Stirnemann et al.,2017). Les nouveau-nés atteints de cette forme de la maladie décèdent 

JpQpUDOHPHQW�DYDQW�OD��H�DQQpH�GH�YLH�j�FDXVH�G¶XQH�JUDYH�DWWHLQWH�SXOPRQDLUH��1JX\HQ�et 

al., 2019). Dans certains cas exceptionnellement rares de la maladie, les nouveau-nés peuvent 

GpFpGHU�j�OD�QDLVVDQFH�RX�PrPH�LQ�XWHUR�HQ�UDLVRQ�G¶DWWHLQWH�VSpFLILTXH�WHOOH�TXH�O¶anasarque 

I°WR-placentaire (Nguyen et al., 2019). 

3.4.3 Les manifestations cliniques de la maladie de Gaucher type 3 
La maladie de Gaucher de type 3 correspond à une forme intermédiaire de la maladie avec 

un début des symptômes HQWUH� OD�MHXQH�HQIDQFH�HW�O¶DGROHVFHQFH (Lal et Sidransky, 2017). 

7RXWHIRLV��pWDQW�XQH�PDODGLH�WUqV�KpWpURJqQH�HW�YDULDEOH�G¶XQ�FDV�j�O¶DXWUH��LO�HVW�SRVVLEOH�TXH�

chez certains SDWLHQWV�O¶DSSDULWLRQ�GHV�VLJQHV�HW�V\PSW{PHV�VH�SURGXLVH�EHDXFRXS�SOXV�WDUG 

(Schiffmann et al., 2020). Pour certains patients Gaucher de type 3, il est possible que les 

seules manifestations cliniques soient une organomégalie faible à modérée combinée à une 

pSLOHSVLH�P\RFORQLTXH�DORUV�TXH�G¶DXWUHV�VRXIIULURQW�G¶LPSRUWDQWHV�PDQLIHVWDWLRQV�YLVFpUDOHV��

de sévères atteintes osseuses ainsi que de paralysie supranucléaire progressive (Schiffmann 

et al., 2020). De manière générale, les capacités non verbales sont plus touchées alors que les 

capacités dites verbales semblent être épargnées par la maladie (Lal et Sidransky, 2017). 

Ainsi, un syndrome cérébelleux, une encéphalopathie progressive, des troubles du 

comportement, de la démence, des difficultés G¶DSSUHQWLVVDJH�� une capacité intellectuelle 

sous la moyenne ainsi qu¶XQ retard de développement sont tous des atteintes neurologiques 

pouvant être observées chez les personnes atteintes de la maladie de Gaucher de type 3 (Lal 

et Sidransky, 2017). En plus de ces atteintes neurologiques, il est également possible, pour 

les patients atteints de la forme neuronopathique de la maladie de Gaucher de souffrir 

G¶K\SHUWHQVLRQ� SXOPRQDLUH� DLQVL� TXH� G¶DWWHLQWHV� FDUGLDTXHV� WHOles que la calcification de 

O¶DRUWH�RX�ELHn la calcification des valves cardiaques (Baris et al., 2014). 

3.5 /¶ppidémiologie 
/¶LQFLGHQFH�GH� OD�PDODGLH�GH�*DXFKHU�HVW� WUqV�YDULDEOH�j� WUDYHUV� OH�PRQGH� Toutefois, des 

études épidémiologiques estiment celle-ci aux alentours de 1/40 000 à 1/60 000 naissances, 

FH� TXL� FRUUHVSRQG� j� O¶LQFLGHQFH� OD� SOXV� pOHYpe parmi toutes les maladies lysosomales 

(Stirnemann et al., 2017; Motta et al., 2021). Ce qui est particulièrement étonnant avec la 
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maladie de Gaucher est le fait que son incidence peut grimper jusqu¶j�������QDLVVDQFHV�FKH]�

les Juifs ashkénazes, une communauté particulièrement touchée par la maladie (Stirnemann 

et al., 2017). '¶DLOOHXUs, le taux de porteur de la maladie dans cette communauté est estimé à 

1 :17 (Dinur et al., 2022).  

 

De plus, il H[LVWH�XQH�IRUWH�GLVSDULWp�HQWUH�O¶LQFLGHQFH�GH�FKDFXQH�GHV�GLIIpUHQWHV�IRUPHV�GH�

la maladie. Effectivement, 95% des cas de maladie de Gaucher sont de type 1, près de 5% 

sont de type 3 et finalement, moins de 1% des patients sont affectés par le type 2 (Stirnemann 

et al., 2017; Motta et al., 2021). 

3.6 Les marqueurs biochimiques de la maladie de Gaucher 
$YDQW� G¶pODERUHU� VXU� OHV� PDUTXHXUV� biochimiques reliés à la maladie de Gaucher, il est 

LPSRUWDQW� GH� VDLVLU� FH� TXH� VRQW� OHV� ELRPDUTXHXUV� HW� FH� TX¶LOV� QRXV� DSportent comme 

LQIRUPDWLRQ��7RXW�G¶DERUG��OH�WHUPH�ELRPDUTXHXU�IDLW�UpIpUHQFH�j�XQH�VRXV-classe de signes 

médicaux objectifs pouvant être quantifiés de manière juste et reproductible. Ces marqueurs 

biologiques peuvent être des indicateurs de plusieurs éléments tels que des procédés 

ELRORJLTXHV�FRQVLGpUpV�QRUPDX[�SRXU�O¶RUJDQLVPH��GHV�SURFpGpV�SDWKRORJLTXHV�RX�PrPH�GHV�

UpSRQVHV�VXLWH�j�XQ�WUDLWHPHQW��%LRPDUNHU�:RUNLQJ�*URXS���������/¶2UJDQLVDWLRQ�PRQGLDOH�

de la santé (OMS) quant à elle considère les biomarqueurs comme étant « toute mesure 

SRXYDQW�rWUH�OH�UHIOHW�G¶XQH�LQWHUDFWLRQ�HQWUH�XQ�V\VWqPH�ELRORJLTXH�HW�XQ�GDQJHU�SRWHQWLHO��

TX¶LO�VRLW�FKLPLTXH��SK\VLTXH�RX�ELRORJLTXH » (OMS, 1993). Certains biomarqueurs sont plus 

fiables TXH�G¶DXWUHV�SXLVTX¶LOV�VRQW�SOXV sensibles, plus représentatifs de la maladie et simples 

à quantifier��'¶DLOOHXUV, certains groupes de recherche se sont interrogés à savoir quelles 

pWDLHQW�OHV�FDUDFWpULVWLTXHV�G¶XQ�ELRPDUTXHXU�LGpDO��&HX[-ci sont arrivés à la conclusion que 

le biomarqueur idéal doit pouvoir être quantifié de manière rapide, fiable, reproductible et 

peu dispendieuse. Il doit être présent à un stade précoce de la maladie et ce, dans une matrice 

qui peut être facilement accessible et de manière non invasive. Ce biomarqueur idéal doit 

pJDOHPHQW� FRUUpOHU� DYHF� OD� VpYpULWp� GH� O¶DWWHLQWH� afin de fournir une image juste et 

UHSUpVHQWDWLYH�GH�O¶pWDW�GH�O¶RUJDQLVPH��GX�WLVVX�RX�GH�Oa cellule (Cox, 2006). Ce ne sont pas 

tous les biomarqueurs qui répondent à toutes ces conditions, ce qui fait en sorte que pour 

FHUWDLQHV�PDODGLHV��ORUVTX¶LO�H[LVWH�SOXVLHXUV�ELRPDUTXHXUV� certains sont davantage utilisés 

TXH�G¶DXWUHV. Les biomarqueurs associés à la maladie de Gaucher ne font pas exception à 
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cette règle. $XVVL��LO�IDXW�VH�UDSSHOHU�TX¶LO�H[LVWH�DXVVL�GHV�ELRPDUTXHXUV�UHOLpV�DX[�RUJDQHV�

atteints chez les patients Gaucher (Simpson et al., 2014; Hughes et al., 2019. Mais, dans le 

cas qui nous concerne et dans le but visé par cette thèse, nous nous attarderons principalement 

aux biomarqueurs biochimiques de la maladie de Gaucher. 

 

Depuis 1994, le biomarqueur le plus souvent utilisé pour la maladie de Gaucher est la 

chitotriosidase. Celle-ci est directement sécrétée par les cellules Gaucher (macrophages) qui 

VRQW�j�O¶RULJLQH�GH�OD�PDODGLH (Raskovalova et al., 2017). Toutefois, ce biomarqueur comporte 

de nombreuses lacunes bien documentées notamment au niveau de la spécificité ainsi que de 

son utilité diagnostique (Smid et al., 2016). Effectivement, dans certaines pathologies, dont 

O¶DWKpURVFOpURVH��OHV�FDQFHUV�HW�PrPH�OH�SDOXGLVPH��OD�SUpVHQFH�GH�PDFURSKDJHs activés peut 

entraîner une modification de O¶H[SUHVVLRQ�GH�OD�chitotriosidase (Kaddah et al., 2017; Thein 

et al., 2017; Yap et al., 2020). Bien que ces niveaux soient généralement plus faibles que 

FKH]�OHV�SDWLHQWV�*DXFKHU��OD�SUpVHQFH�GH�FH�FRPSRVp�Q¶HVW�SDV� spécifique à la maladie de 

Gaucher. /¶DXWUH� problématique avec la chitotriosidase provient de la variabilité de 

O¶H[SUHVVLRQ� GH� FHOOH-ci en raison de polymorphismes présents dans la population. 

Effectivement, certains polymorphismes tels que p.Glu74Lys, p.Gly102Ser, p.Gly354Arg, 

p.Ala442Val sont connus pour modulHU� O¶DFWLYLWp� GH� OD� FKLWRWULRVLGDVH� WRXW� FRPPH� OD�

duplication de la région 1049 à 1072 qui lorsque présente de manière homozygote, entraîne 

OD�SHUWH�LQWpJUDOH�GH�O¶DFWLYLWp�enzymatique de celle-ci (Giraldo et al., 2018)��'¶DLOOHXUV��FHWWH�

GXSOLFDWLRQ�HVW�SUpVHQWH�j�O¶pWDW�KRPR]\JRWH�FKH]����GH�OD�SRSXODWLRQ�(Raskovalova et al., 

2021). Il existe donc une JUDQGH�YDULDELOLWp�GH�O¶DFWLYLWp�EDVDOH�GH�FHWWH�HQ]\PH�DX�QLYHDX�GH�

la population ce qui limite son utilité diagnostique. Malgré tout, une fois le taux basal établi 

FKH]�XQ�SDWLHQW��O¶DFWLYLWp�GH�OD�FKLWRWULRVLGDVH�SHXW�V¶DYpUHU�rWUH�XQH�DLGH�SUpFLHXVH�SRXU�OH�

suivi des patients (Giraldo et al., 2018). 

 

Le CHI3L1 est un ELRPDUTXHXU� G¶LQIODPPDWLRQ� GRQW� OD� FRQFHQWUDWLRQ� DXJmente lors de 

pathologies de types auto-immunes (Jian et al., 2018). Cette glycoprotéine impliquée dans la 

YRLH� GH� VLJQDOLVDWLRQ� $7.� VWLPXOH� O¶H[SUHVVLRQ� GH� PpGLDWHXUV� SUR-inflammatoires qui 

pourraient potentiellement être impliqués dans la régulation de certaines fonctions au niveau 

des macrophages (Jian et al., 2018). Ainsi, le CHI3L1 pourrait être utile pour le suivi des 
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SDWLHQWV�*DXFKHU�HQ� UDLVRQ�GH� O¶LQIODPPDWLRQ�JpQpUDOLVpH�FKH]�FHX[-ci (Jian et al., 2018). 

Toutefois, en raison de la non-VSpFLILFLWp�GH�O¶H[SUHVVLRQ�GX�CHI3L1, le diagnostic V¶DYqUH�

très difficile. 

 

Le « CC chemokine ligand 18 », XQ� DXWUH� PDUTXHXU� G¶LQIODPPDWLRQ� initialement nommé 

« Pulmonary and Activation-Regulated Chemokine » (CCL18/PARC), est une chimiokine 

produite par les lymphocytes T et les monocytes. Il a été observé que la variation de 

O¶H[SUHVVLRQ�GX CCL18/PARC est similaire à celle de la chitotriosidase (Boot al., 2004). Il 

est toutefois important de mentionner que la chitotriosidase est un biomarqueur plus sensible 

j� UHIOpWHU� OHV� HIIHWV� G¶XQ� WUDLWHPHQW� que le CCL18/PARC (Giraldo et al., 2018). 

Effectivement, dans une étude publiée par Giraldo et al., en 2011, les auteurs ont observé que 

dans un groupe de 23 patients Gaucher�� ��PRLV� DSUqV� O¶DUUrW� G¶XQ� WUDLWHPHQW� SDU� WKpUDSLH�

enzymatique de remplacement (TER), les niveaux de chitotriosidase avaient augmenté de 

135% alors que les niveaux de CCL18/PARC avaient augmenté de seulement 8% (Giraldo 

et al., 2011). Au cours de la même étude, les auteurs ont observé que chez les patients dont 

la TER a été réduite de moitié pour une période de 6 mois, les niveaux de chitotriosidase 

avaient augmenté de 43% alors que les niveaux de CCL18/PARC sont demeurés 

sensiblement les mêmes (Giraldo et al., 2011). Toutefois, même si la chitotriosidase semble 

être un meilleur biomarqueur pour évaluer les effets du traitement, le CCL18/PARC aurait 

O¶DYDQWDJH�G¶rWUH�H[SULPp�FKH]�OHV�SDWLHQWV�GpILFLHQWs DX�QLYHDX�GH�O¶activité enzymatique de 

la chitotriosidase. Également, la mesure du CCL18/PARC par ELISA peut être plus 

facilement standardisée à travers les différents laboratoires cliniques (Raskovalova et al., 

2017). 

 

La ferritine peut également être utilisée comme biomarqueur pour la maladie de Gaucher 

(Koppe et al., 2016). Cette protéine a pour fonction de réguler le métabolisme du fer dans 

O¶RUJDQLVPH� De manière plus précise, elle emmagasine le fer sous une forme non toxique 

poXU�O¶RUJDQLVPH, puis le transporte vers les tissus ou les cellules où il est requis (Stein et al., 

2010)��/¶KRPpRVWDVLH�GX�IHU�HVW�FHSHQGDQW�FRQWU{OpH�SDU�O¶hepcidine, une hormone hépatique 

GRQW�O¶H[SUHVVLRQ�HVW�FRQWU{OpH�SDU�GHV�F\WRNLQHV�LQIODPPDWRLUHV (Ueda et Takasawa, 2018). 

Chez les patients Gaucher, O¶H[SUHVVLRQ�GH�FHV�F\WRNLQHV�LQIODPPDWRLUHV�HVW�SHUWXUEpH�SDU�OHV�
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cellules Gaucher ce qui ultimement affecte le métabolisme du fer (Regenboog et al., 2016). 

,O�HVW�GRQF�SRVVLEOH�G¶REVHUYHU�XQH�IRUWH�DXJPHQWDWLRQ�GX�WDX[�GH�IHUULWLQH��K\SHUIHUULWLQpPLH��

chez les patients Gaucher. Toutefois, il est important de mentionner que contrairement au 

&&/���3$5&�RX�j�OD�FKLWRWULRVLGDVH��O¶K\SHUIHUULWLQpPLH�Q¶HVW�TXH�OH�Uésultat sous-jacent du 

processus inflammatoire observé par la maladie de Gaucher (Giraldo et al., 2018). IO�QH�V¶DJLW�

SDV�G¶XQH�FRPSRVDQWH�H[SULPpH�SDU�OHV�FHOOXOHV�*DXFKHU�TXL�VRQW�j�O¶RULJLQH�GH�OD�SDWKRORJLH 

(Giraldo et al., 2018). Il est donc impossible de diagnostiquer la maladie de Gaucher en se 

basant uniquement sur le taux de ferritine sanguin (Giraldo et al., 2018). 

 

« /¶Angiotensin-Converting Enzyme » (ACE) est une protéine membranaire qui joue un rôle 

important au niveau de O¶KRPpRVWDVLH�GH�OD�SUHVVLRQ�DUWpULHOOH��Bernstein et al., 2018). Chez 

un individu dit sain, cette protéine se retrouve normalement présente au niveau de la surface 

des cellules endothéliales. Celle-ci peut également se retrouver dans certains liquides 

bioORJLTXHV�VXLWH�j�O¶DFWLYLWp catalytique de O¶enzyme ACE secrétase (Danilov et al., 2018). 

$LQVL��OHV�QLYHDX[�G¶ACE sont relativement stables dans la population saine alors que chez 

les patients Gaucher, OHV�QLYHDX[�G¶ACE VRQW�DXJPHQWpV�G¶XQ�IDFWHXU�GH��[�j 5x au niveau 

du plasma. Il est toutefois important de mentionner que comme bien des biomarqueurs pour 

OD�PDODGLH�GH�*DXFKHU�� O¶ACE Q¶HVW�SDV�VSpFLILTXH�j� OD�PDODGLH�SXLVTX¶LO�D� pWp�GpPRQWUp�

TX¶XQH�pOpYDWLRQ�GH�FHOOH-ci survient également chez les patients atteints d¶DXWUHV�PDODGLHV��

dont la sarcoïdose (Danilov et al., 2018).  

 

La « Tartrate-Resistant Acid Phosphatase 5b » (TRAP5b) est quant à elle un biomarqueur lié 

j� O¶DFWLYLWp� RVVHXVH� �van Dussen et al., 2011). Effectivement, cette enzyme joue un rôle 

important au niveau de la résorption osseuse, plus précisément lors de la dégradation du 

collagène de type 1 par les ostéoclastes (Lv et al., 2015). Toutefois, les niveaux de cette 

enzyme augmentent pJDOHPHQW�SRXU�G¶DXWUHV�SDWKRORJLHV telles que la maladie de Niemann-

Pick (Giraldo et al., 2018). Également, il est important de mentionner que la réabsorption 

RVVHXVH�SHXW�rWUH�DIIHFWpH�SDU�XQ�JUDQG�QRPEUH�G¶pOpPHQWV�WHOV�TXH�O¶DOLPHQWDWLRQ��OH�U\WKPH�

circadien, le cycle menstruel, O¶Dctivité physique ou la médicamentation. Ainsi tous ces 

pOpPHQWV�SHXYHQW�JpQpUHU�XQH�JUDQGH�YDULDELOLWp�ELRORJLTXH�G¶XQ�LQGLYLGX�j�O¶DXWUH��FH�TXL�
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SHXW�UHQGUH�H[WUrPHPHQW�FRPSOH[H�O¶LQWHUSUpWDWLRQ�GHV�UpVXOWDWV�G¶DQDO\VHs (Giraldo et al., 

2018). 

 

Finalement, le glucosylcéramide (Gb1) ou la forme déacylée de celui-ci, le 

glucosylsphingosine (lyso-Gb1), sont des substrats accumulés suite à la déficience de la 

glucocérébrosidase. $X� QLYHDX� GH� OD� VWUXFWXUH�� OH� JOXFRV\OFpUDPLGH� HVW� FRPSRVp� G¶XQH�

PROpFXOH�GH�JOXFRVH�DWWDFKp�j�XQH�VSKLQJRVLQH�DLQVL�TX¶j�XQH�FpUDPLGH��Pour ce qui est du 

lyso-Gb1, LO�V¶DJLW�G¶XQH�PROpFXOH�GH�JOXFRVH�UHOLpe à une sphingosine (Figure 2). 

 

 
Figure 2. Structure chimique du: A) glucosylcéramide (Gb1); et B) du glucosylsphingosine 

(lyso-Gb1). Il est à QRWHU�TXH�OD�ORQJXHXU�GH�OD�FKDvQH�G¶DFLGH�JUDV�SHXW�YDULHU� 

 

Contrairement aux biomarqueurs précédemment décrits qui sont majoritairement des 

ELRPDUTXHXUV� G¶LQIODPPDWLRQ�� OH� *E1 ainsi que le lyso-Gb1 sont des biomarqueurs plus 

spécifiques de la maladie de Gaucher (Hurvitz et al., 2019). ,O�D�DXVVL�pWp�UDSSRUWp�TX¶HQ�SOXV�

de cette spécificité, le lyso-Gb1 pourrait directement être impliqué dans la pathologie et donc 

la quantification de celui-ci pourrait fournir un pronostic beaucoup plus précis que les 

biomarqueurs précédemment décrits (Rolfs et al., 2013; Revel-Vilk et al., 2020; Stiles et al., 

2021). Alors que le Gb1 Q¶HVW�TX¶DXJPHQWé de manière modeste au niveau de plasma, les 

niveaux de lyso-Gb1 semblent particulièrement élevés dans la même matrice chez les patients 

Gaucher (Vlugt et al., 2008). De plus, d¶DXWUHV�pWXGHV�comparatives ont révélé TX¶LO�V¶DJLW�

G¶XQ� ELRPDUTXHXU� EHDXFRXS� SOXV� VHQVLEOH� HW� VSpFLILTXH� TXH� OH� &&/���3$5&� HW� OD�
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chitotriosidase (Revel-Vilk et al., 2020). '¶DLOOHXUV� une étude de Rolfs et al. publiée en 2013 

a révélé que les tests de dosage du lyso-Gb1 plasmatique avaient une sensibilité et une 

spécificité à 100% pour une valeur seuil établie à 12 ng/ml alors que la sensibilité et la 

spécificité du dosage de la chitotriosidase étaient évaluées à 91,7% et 86,1%, respectivement, 

SRXU�OH�PrPH�JURXSH�G¶pFKDQWLOORQs. Par ailleurs, le dosage du CCL18/PARC présentait des 

valeurs de sensibilité et de spécificité de 76.2% et de 79.4%, respectivement, pour les mêmes 

patients (Rolfs et al., 2013). Des études subséquentes ont également révpOp�TX¶LO�H[LVWH�XQH�

corrélation entre la concentration du lyso-Gb1 dans le plasma et la sévérité de la maladie 

(Hurvitz et al., 2019). (IIHFWLYHPHQW��WHO�TX¶REVHUYp�SDU�+XUYLW]�et al. en 2019, il existe une 

différence significative entre les taux plasmatiques de lyso-Gb1 chez les patients Gaucher de 

type 1 avec des manifestations cliniques plus atténuées (en moyenne 64 ng/ml de plasma) et 

les patients Gaucher de type 3 (100 ng/ml de plasma) (Hurvitz et al., 2019).  En comparaison, 

les niveaux contrôles de lyso-Gb1 étaient près de 1.5 ng/ml de plasma (Hurvitz et al., 2019). 

Au cours de la même étude sur le lyso-Gb1, Hurvitz et al. se sont intéressés au pouvoir 

pronostic potentiel du lyso-Gb1. Ainsi, de manière rétrospective, les auteurs ont consulté les 

dossiers de patients traités et non traités lors des premières visites de ceux-ci j�O¶K{SLWDO. Ils 

ont alors observé que ceux qui ont été traités avaient des taux plasmatiques moyens de lyso-

Gb1 à 262.5 ng/ml alors que les enfants qui finalemeQW�Q¶RQW�SDV�HX�EHVRLQ�GH� WUDLWHPHQW�

avaient un taux plasmatique moyen de lyso-Gb1 mesuré à 61.5 ng/ml, confirmant alors la 

SHUWLQHQFH�GH�GRVHU�FHWWH�PROpFXOH�ORUV�GH�O¶pYDOXDWLRQ�FOLQLTXH�GHV�SDWLHQWV (Hurvitz et al., 

2019). Ainsi, lorsque comparé aux biomarqueurs précédemment décrits, le lyso-Gb1 possède 

un avantage marqué au niveau de la spécificité, SXLVTX¶LO� HVW� DXJPHQWp� GH� PDQLqUH�

significative seulement chez les patients Gaucher, il corrèle avec la sévérité de la maladie et 

la quantification de celui-ci est un outil précieux pour les cliniciens lors du choix du 

traitement, ainsi que pour le monitoring et suivi de leurs patients. (Murugesan et al., 2016). 

Des pWXGHV�RQW�G¶DLOOHXUV�UpYpOp�TX¶j�OD�VXLWH�du GpEXW�RX�G¶XQH�LQWHUUXSWLRQ�GH�WUDLWHPHQW, 

les taux plasmatiques de lyso-Gb1 ont tendance à varier plus rapidement que les taux 

plasmatiques de chitotriosidase, suggérant que lyso-Gb1 est un indicateur plus précoce que 

tous les autres biomarqueurs GHV�YDULDWLRQV�GH�O¶pWDW�GH�OD�PDODGLH��*LUDOGR�et al., 2018).  
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3.7 Les traitements  
En raison du large spectre clinique associé à la maladie de Gaucher, ce ne sont pas tous les 

cas qui seront traités (Degnan et al., 2019). De plus, pour les cas nécessitant un traitement, 

tous ne seront pas traités de la même façon et aux mêmes doses (Degnan et al., 2019). 

Effectivement, les médecins se basent sur leur évaluation clinique pour décider si un patient 

doit recevoir un traitement ou bien si celui-ci Q¶HVW�SDV�QpFHVVDLUH��/HV�FOLQLFLHQV�VH�EDVHQW�

typiquement sur le taux de plaquettes (généralement ���� g/dl), le WDX[� G¶KpPRJORELQH�

(généralement ����J�Gl���OD�VpYpULWp�GH�O¶RUJDQRPpJDOLH�HW de O¶DWWHinte osseuse (Nguyen et 

al., 2019). Répondre à ces conditions ne signifie pas V\VWpPDWLTXHPHQW� O¶REOLJDWLRQ� GH�

recevoir un traitement. IO�V¶DJLW�SOXW{W�Ge paramètres qui peuvent orienter le médecin traitant 

(Degnan et al., 2019). Au niveau des SDWLHQWV�SRXU�OHVTXHOV�OH�WUDLWHPHQW�V¶DYqUH�QpFHVVDLUH��

plusieurs options sont offertes telles que la thérapie enzymatique de remplacement, la 

thérapie de réduction de substrat, la thérapie par chaperons, ainsi que la thérapie par 

LQKLELWHXUV�G¶KLVWRQHV�déacétylases (Mistry et al., 2017). 

3.7.1 La thérapie de remplacement enzymatique 
Avant la disponibilité des thérapies enzymatiques de remplacement, seuls des traitements 

symptomatiques comme la splénectomie ou la transfusion sanguine étaient disponibles 

(Hughes et al., 2007)�� &HV� WUDLWHPHQWV� SRXYDLHQW� DORUV� HQJHQGUHU� G¶LPSRUWDQWHV�

complications pour le patient. Effectivement, la transfusion sanguine notamment pouvait 

accélérer la progression naturelle de la maladie en raison GH� O¶DFFXPXODWLRQ de 

glycosphingolipides issus de la membrane cellulaire des cellules sanguines infusées (Mistry 

et al., 2018). Ainsi, les différentes complications résultantes de ces traitements 

symptomatiques pouvaient entraîner une mortalité précoce (Mistry et al., 2018).  

 

En 1991, la thérapie de remplacement enzymatique, un type de thérapie visant à infuser au 

SDWLHQW�XQH�HQ]\PH�DQDORJXH�j�O¶HQ]\PH�déficiente afin de dégrader les substrats accumulés 

et donc G¶éliminer les substrats potentiellement toxiques fait sont apparition (Zimran et 

Elstein, 2014; Beshlawy et al., 2019; Oto et al., 2021). L¶DOJOXFpUDVH (Ceredase®; Genzyme, 

Cambridge, MA, USA), une version PRGLILpH�GH�OD�ȕ-glucocérébrosidase extraite à partir de 

placenta humain��D�G¶DLOOHXUV�pWp une percée majeure pour le traitement des patients Gaucher. 

3HX� GH� WHPSV� DSUqV�� O¶LPLJOXFpUDVH (Cerezyme®; Genzyme, Cambridge, MA, USA), une 
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enzyme similaire à alglucérase, mais obtenue à partir de cellules eucaryotes génétiquement 

modifiées (protéine recombinante) a été développée (Mistry et al., 2017). Ainsi, au cours des 

années 1991 à 2009, O¶imiglucérase et O¶alglucérase étaient les deux seules thérapies 

enzymatiques de remplacement approuvées pour le traitement de la maladie de Gaucher 

(Mistry et al., 2017). 3XLV�� HQ� ������ HQ� UDLVRQ� G¶XQH� SpQXULH� G¶LPLJOXFpUDVH� VXLWH� j� XQH 

FRQWDPLQDWLRQ�YLUDOH�GX�ELRUpDFWHXU�SURGXLVDQW�O¶HQ]\PH��OD�FRPSDJQLH�6KLUH�D�GpYHORSSé sa 

propre thérapie enzymatique de remplacement nommée Velaglucerase-alfa (Vpriv®; Shire 

Human Genetic Therapies, MA, USA) qui est produite j�SDUWLU�G¶une lignée cellulaire de 

fibrosarcome (HT-1080) (Mistry et al., 2017). Puis, peu de temps après, la Taliglucerase 

(Elelyso®; Protalix Biotherapeutics, Carmiel, Israel), une enzyme qui est exprimée à partir 

G¶XQH�OLJQpH�FHOOXODLUH�GH�UDFLQHs de carotte, a été développée (Mistry et al., 2017). Ainsi, 

l¶DSSDULWLRQ�GH�OD�WKpUDSLH�G¶enzyme de remplacement, un type de thérapie visant à infuser 

DX� SDWLHQW� XQH� HQ]\PH� DQDORJXH� j� O¶HQ]\PH� déficiente afin de dégrader les substrats 

accumulés et donc G¶éliminer les substrats potentiellement toxiques, a eu un impact majeur 

pour les patients Gaucher (Zimran et Elstein, 2014; Beshlawy et al., 2019; Oto et al., 2021). 

(IIHFWLYHPHQW��ORUV�GHV�HVVDLV�FOLQLTXHV�UpDOLVpV�SRXU�pYDOXHU�O¶HIILFDFLWp�GH� O¶imiglucérase, 

OHV�FOLQLFLHQV�RQW�pWp�HQ�PHVXUH�G¶REVHUYHU�XQH�DPpOLRUDWLRQ�VLJQLILFDWLYH�DX�QLYHDX�GH�O¶pWDW�

des patients (Brady, 2006; Stirnemann et al., 2015). Parmi les effets positifs, les cliniciens 

ont observé une diminution LPSRUWDQWH� GH� O¶KpSDWRsplénomégalie, de la cytopénie, et de 

O¶RVWpRSpQLH, particulièrement chez les patients plus jeunes (Stirnemann et al., 2015).  

Cependant, un problème persiste avec ce type de traitement. En effet, étant un composé de 

taille considérable, l¶HQ]\PH� LQIXVpH� QH� SDUYLHQW� SDV� j� IUDQFKLU� OD� EDUULqUH�

KpPDWRHQFpSKDOLTXH�HW�GRQF�V¶DYqUH�LQHIILFDFH�SRXU�OHV�DWWHLQWHV�QHXURORJLTXHV�GRQW�SHXYent 

souffrir certains patients Gaucher.  

 

Pour ce qui est de la procédure associée au traitement, le patient reçoit une dose initiale de 

60 U par kg de poids de manière intraveineuse sur une période de 1 à 2 heures, à tous les 14 

jours (Takeda Pharmaceuticals, 2020)��6XLWH�j�OD�VWDELOLVDWLRQ�RX�j�XQ�FKDQJHPHQW�GH�O¶pWDW�

du patient, il est possible de modifier le dosage ou le temps entre les infusions (Deegan et 

Cox, 2012). 
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3.7.2 La thérapie de réduction de substrat 
La thérapie de UpGXFWLRQ�GH�VXEVWUDW�YLVH�j�LQKLEHU�RX�j�UpGXLUH�O¶DFWLYLWp�HQ]\PDWLTXH�GHV�

enzymes impliquées dans la synthèse des substrats accumulés via de petites molécules 

(Coutinho et al., 2016)��'DQV�OH�FDV�GH�OD�PDODGLH�GH�*DXFKHU��O¶HQ]\PH�FLEOpH�SDU�OD�WKpUDSLH 

GH� UpGXFWLRQ� GH� VXEVWUDW� HVW� OD� FpUDPLGH� JOXFRV\OWUDQVIpUDVH� VRXV� O¶DFWLRQ� GH� OD� 1-butyl-

deoxynojirimycin (NB-DNJ) également connu sous le nom de miglustat (Zavesca®; Actelion, 

Basel, Suisse), un médicament consommé oralement (Mistry et al., 2017). De manière 

générale, la thérapie de réduction de substrat est surtout utilisée pour les individus ne pouvant 

pas avoir recours à la thérapie enzymatique de remplacement en raison notamment de 

réactions anaphylactiques ou de problèmes au niveau de la tolérance aux médicaments 

(Revel-Vilk et al., 2018). Il est cependant à noter que la NB-DNJ possède une constante 

G¶LQKLELWLRQ médiane (IC50) assez élevée de ��ȝ0 (Mistry et al., 2017). De plus, son action 

Q¶HVW�SDV�VSpFLILTXH�j�OD�FpUDPLGH�JOXFRV\OWUDQVIpUDVH�(Mistry et al., 2017). Effectivement, la 

NB-DNJ affecte également des disachaccaridases intestinaux FH�TXL�SHXW�V¶DYpUer toxique 

SRXU�O¶RUJDQLVPH�VXU�XQH�SpULRGH�SURORQJpH (Mistry et al., 2017). Toutefois, au niveau de 

O¶HIILFDFLWp�GX� WUDLWHPHQW��GHV�pWXGHV�FOLQLTXHV�RQW�FRQILUPé les bienfaits de la thérapie de 

réduction de substrat qui atteint globalement les mêmes objectifs thérapeutiques que la 

thérapie enzymatique de remplacement (Biegstraaten et al., 2018). Cependant, il a été 

observé que ce ne sont pas tous les patients qui bénéficient des effets thérapeutiques de la 

thérapie de réduction de substrat, car pour certains patients des manifestations cliniques 

associées à la maladie ont semblé s¶DJJUDYHU (Cox et al., 2012). Des compagnies 

pharmaceutiques ont subséquemment tenté de développer de nouvelles molécules pouvant 

PRGXOHU� O¶DFWLYLWp� GHV� HQ]\PHV��Le médicament Eliglustat® HQ� HVW� XQ� H[HPSOH�� &¶HVW� un 

dérivé du 1-phényl-2-décanoylamino-3-morpholino-1-propanol développé par la compagnie 

Sanofi Genzyme (Cambridge, MA, USA)�� /¶Éliglustat est également un inhibiteur de 

céramide glucosyltransférase, mais contrairement au Miglustat, il ne possède que très peu 

G¶LQWHUDFWLRQV�QRQ�VSpcifiques. (Mistry et al., 2017) 

3.7.3 La thérapie par chaperons pharmacologiques 
/¶REMHFWLI�GH�OD�WKpUDSLH�SDU�FKDSHURQV�SKDUPDFRORJLTXHs consiste à lier une protéine ou une 

enzyme spécifique et à stabiliser sa structure tridimensionnelle de manière à augmenter son 

activité catalytique, éviter sa dégradation précoce ou même modifier sa translocation (Parenti 
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et al., 2015)��'DQV�OH�FDV�GH�OD�PDODGLH�GH�*DXFKHU��O¶ambroxol, un médicament également 

utilisé pour soigner des atteintes respiratoires telles que des bronchites, une toux ainsi que 

des sinusites, est également un inhibiteur mixte à pH dépendant de la glucocérébrosidase 

(Istaiti et al., 2021). Bien que cette molécule soit un inhibiteur de la glucocérébrosidase, il 

est à noter que son activité inhibitrice est optimale à un pH neutre, alors que cette même 

activité est non détectable dans un environnement acide, comme celui présent au niveau du 

lysosome (Maegawa et al., 2009). En fait, à un pH de 4.3, O¶DPEUR[RO� GHYLHQW� SOXW{W� XQ�

activateur de la glucocérébrosidase (Maegawa et al., 2009). Contrairement au traitement par 

thérapie enzymatique de remplacement ou à la thérapie de réduction de substrat, le traitement 

par chaperons est plus sécuritaire, il comporte moins d'effets secondaires potentiels et il est 

moins invasif (Han et al., 2020)��eJDOHPHQW��SXLVTXH�O¶ambroxol est une petite molécule, le 

composé peut franchir la barrière hématoencéphalique et donc potentiellement augmenter 

O¶DFWLYLWp�HQ]\PDWLTXH�GH�OD�JOXFRFpUpEURVLGase au niveau du cerveau (Narita et al., 2016). 

Ceci peut donc contribuer à retarder l'apparition des atteintes neurologiques (Narita et al., 

2016)��&HSHQGDQW��O¶XWLOLVDWLRQ�GH�FKDSHURQV�SKDUPDFRORJLTXHV�UHTXLHUW�certaines conditions 

comme une activité enzymatique minimale initiale chez le patient DILQ� G¶Dvoir un effet 

bénéfique (Narita et al., 2016). 

3.7.4 Le traitement par inhibiteurs G¶histones acétylases 
Des chercheurs ont été en mesure que prouver que pour les deux mutations pathogéniques 

les plus fréquemment observées chez les patients Gaucher, soit les variants pathogéniques 

p.Lys444Pro et p.Asn370Ser�� O¶HQ]\PH� UpVXOWDQWH� Q¶DXUDLW� SDV� XQ� déficit au niveau de 

O¶DFWLYLWp�FDWDO\WLTXH�GH�Oadite enzyme, mais plutôt un défaut au niveau de la stabilité et de la 

conformation de celle-ci (Lu et al., 2011). Ainsi, ce type de défaut augmente alors la 

SUREDELOLWp�TXH�O¶HQ]\PH�VRLW�UHFonnue par les ligases E3 puis dégradée via le protéasome 

(Lu et al., 2011). Des études in vitro subséquentes ont toutefois permis de démontrer que de 

petites molécules pouvaient LQKLEHU�O¶DFpW\ODWLRQ�GX�GRPDLQH�FHQWUDO�GH�Hsp90, un chaperon 

impliqué dans la reconnaissance de la glucocérébrosidase mutante. Cette inhibition de 

l'acétylation aurait pour fonction G¶DIIHFWHU�OHV�WkFKHV�GH�UHFRQQDLVVDQFH de Hsp90, résultant 

ultimement en une diminution de la dégradation GH�O¶HQ]\PH mutante (Yang et al., 2012). Il 

est WRXWHIRLV�j�QRWHU�TXH�FH�W\SH�GH�WUDLWHPHQW�Q¶HVW�TXH�WUqV�SHX ou pas utilisé pour la maladie 

de Gaucher malgré les effets bénéfiques potentiels au niveau des atteintes neurologiques. 
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Actuellement, le médicament Vorinostat (Zolinza®; Merck & Co., Kenilworth NJ, USA) un 

inhibitHXU�G¶KLVWRQH�DFpW\ODVH��HVW�SOXW{W�XWLOLVp�HQ�RQFRORJLH�SRXU�GHV�O\PSKRPHV�DLQVL�TXH�

des myélomes multiples (Mistry et al., 2017). 

3.7.5 Le traitement par thérapie génique 
Actuellement, la thérapie génique AVR-RD-02 pour les patients Gaucher est au stade des 

essais cliniques chez les humains (clinicaltrials.gov, 2019). Le concept de la thérapie génique 

consiste à : 1) Prélever des cellules souches chez le patient; 2) Enrichir les cellules extraites 

DILQ�G¶rWUH�HQ�PHVure de sélectionner un type cellulaire en particulier soit les cellules CD34+; 

3) Introduire un vecteur viral qui va corriger les mutations présentes sur le gène du patient; 

et 4) Infuser au patient ses propres cellules CD34+ corrigées (Dahl et al., 2015). Comme 

SRXU�GH�QRPEUHXVHV�DWWHLQWHV�G¶RUigine génétique, ce type de traitement constitue en quelque 

sorte le traitement novateur « idéal » SXLVTXH�O¶REMHFWLI�HVW�GH�FRUULJHU�OH�SUREOqPH�j�OD�EDVH��

F¶HVW-à-dire là où sont OHV� PXWDWLRQV� j� O¶RULJLQH� GH� OD� pathologie. Ce type de traitement 

pourrait avoir des effets bénéfiques pour les atteintes neurologiques V¶LO�Q¶DYDLW�SDV�G¶HIIHWV�

secondaires ou de réactions immunitaires indésirables (Dahl et al., 2020). De plus, cette 

approche thérapeutique serait plus simple et rapide pour le patient, FDU�LO�Q¶DXUDLW�SDV�EHVRLQ�

GH�VH�UHQGUH�j�O¶K{SLWDO�IUpTXHPPHQW�SRXU�UHFHYRLU�VRQ�WUDLWHPHQW ou recevoir à toutes les 2 

semaines à la maison la thérapie enzymatique de remplacement (Dahl et al., 2020).  '¶DXWUHV�

thérapies sRQW�j�O¶pWXGH�FRPPH�O¶pGLWLRQ�JpQRPLTXH�TXL�vise à corriger le gène directement 

dans les cellules du patient j�O¶DLGH�GX�V\VWqPH�&5,635�&DV�� (Pavan et al., 2020) 

4 La présentation du projet de recherche 
Actuellement, de nombreuses molécules peuvent être dRVpHV�DILQ�GH�FRQILUPHU�RX�G¶LQILUPHU�

OHV�VXVSLFLRQV�G¶XQ�FOLQLFLHQ�IDFH�j�XQ�FDV�SRWHQWLHO�GH�OD�PDODGLH de *DXFKHU��/¶$&(�� OH�

TRAP5b, le CCL18/PARC ainsi que la ferritine sont des molécules qui peuvent fournir des 

LQIRUPDWLRQV�LQWpUHVVDQWHV�VXU�O¶pWDW�Jpnéral du patient, mais ne sont malheureusement pas 

spécifiques à la maladie de Gaucher. En particulier, l¶H[SUHVVLRQ�GH� OD� FKLWRWULRVLGDVH� HVW�

sujette à une grande variabilité au sein de la population. Heureusement, des études ont permis 

G¶LGHQWLILHU�OH�O\VR-Gb1��XQ�ELRPDUTXHXU�VHQVLEOH�HW�VSpFLILTXH�j�OD�PDODGLH�GRQW�O¶H[SUHVVLRQ�

semble corréler à la sévérité de la maladie de Gaucher (Dinur et al., 2022). Cependant, en 

raison de la grande hétérogénéité génotypique et phénotypique de la maladie, il est 

impossible, en se basant uniquement sur le taux plasmatique de lyso-Gb1, de déterminer le 
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W\SH�G¶DWWHLQWHs et les manifestations cliniques précises. En V¶DSSX\DQW sur les caractéristiques 

G¶XQ�ELRPDUTXHXU�LGpDO��LO est possible de conclure qu¶LO�UHVWH�HQFRUH�SODFH à de la recherche 

scientifique pour arriver à trouver un biomarqueur ou un profil de biomarqueurs probants 

pour la maladie de Gaucher. Effectivement, les biomarqueurs actuels manquent de 

VSpFLILFLWp��F¶HVW-à-GLUH�TX¶LOV�VRnt présents pour de nombreuses autres pathologies que la 

maladie de Gaucher ou bien ils manquent de sensibilité. Alors que le lyso-Gb1 est 

SUREDEOHPHQW� OH� FRPSRVp� TXL� VH� UDSSURFKH� GDYDQWDJH� GH� OD� GpILQLWLRQ� G¶XQ� ELRPDUTXHXU�

LGpDO��LO�HVW�SRVVLEOH�TX¶XQH�VRus-classe de métabolites reliés au lyso-Gb1 puisse apporter un 

FRPSOpPHQW�G¶LQIRUPDWLRQ�FOLQLTXH�HVVHQWLHO�DX[�PpGHFLQV�traitants.  

 

Effectivement, des études métabolomiques réalisées par O¶pTXLSH�GH� OD�SURIHVVHXUH�Auray-

Blais sur la maladie de Fabry, une sphingolipidose dont le mécanisme est relativement 

similaire à la maladie de Gaucher, ont révélé la présence de nouveaux biomarqueurs, soit les 

analogues du lyso-Gb3 (Auray-Blais et al., 2012). De fait, le lyso-Gb3 représente la forme 

déacylée du substrat principal, le globorioasylcéramide ou Gb3, qui est accumulé suite à la 

GpILFLHQFH� HQ]\PDWLTXH� GH� O¶Dlpha-galactosidase A. Ces analogues du lyso-Gb3 sont très 

similaires au lyso-Gb3 présentant certaines modifications chimiques au niveau de la 

sphingosine. Ces modifications peuvent être des ajouts ou des pertes de différents 

groupements représentées par les formules empiriques suivantes: +H2O3, +H2O2, +H2O, +O, 

-H2, -C2H4. Des études quantitatives subséquentes de ces analogues RQW�SHUPLV�G¶pWDEOir des 

associations entre la concentration de certains de ceux-ci, plus précisément les analogues +O, 

+H2O3 et +H2O2 et des atteintes cardiaques chez les patients Fabry (Auray-Blais et al., 2017). 

La découverte des analogues du lyso-Gb3 a donc suscité un intérêt chez des groupes de 

UHFKHUFKH� WUDYDLOODQW� VXU� G¶DXWUHV� PDODGLHV, dont la maladie de Gaucher. Un groupe de 

recherche a G¶DLOOHXUV mis en évidence la présence de certains analogues du lyso-Gb1 dans le 

plasma de patients Gaucher. ,O�V¶DJLW�LFL�GHV�DQDORJXHV�-H2, +CH2 et +OH (Mirzaian et al., 

2015). À notre connaissance��DXFXQH�pWXGH�GH�FRUUpODWLRQ�HQWUH�OD�SUpVHQFH�G¶DQDORJXHs du 

lyso-Gb1 et des atteintes spécifiques de la maladie Q¶D�pWp�faite à ce jour. Également, puisque 

relativement peu d'études métabolomiques ont été réalisées pour la maladie de Gaucher, il 

est possible que de nouvelles molécules pas nécessairement associées au Gb1 ou au lyso-Gb1 

V¶DYqUHnt être des biomarqueurs plus robustes et fiables que ceux actuellement connus.  
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4.1 /¶Kypothèse 
L¶K\SRWKqVH�du présent projet de recherche est TX¶LO�Hxiste des biomarqueurs dans les liquides 

biologiques de patients Gaucher de type 1 qui pourraient mieux corréler avec les 

manifestations cliniques et la progression de la maladie. 

4.2 Les objectifs 
/¶REMHFWLI�SULQFLSDO�GX�SURMHW�GH�UHFKHUFKH�FRQVLVWH�j�Srocéder à des études métabolomiques 

non ciblées dans les liquides biologiques de patients Gaucher utilisant une approche en 

spectrométrie de masse en temps de vol afin de découvrir de nouveaux biomarqueurs qui 

corrèlent avec la sévérité et la progression de la maladie. De manière plus précise, nous 

souhaitons réaliser une étude métabolomique dans deux types de matrices différentes, soit 

O¶XULQH�HW�OH�plasma. Ainsi, un total de deux études métabolomiques distinctes seront produites 

dans le cadre de ce projet visant la découverte de nouveaux biomarqueurs. Les objectifs 

secondaires consistent à: 1) élucider la structure des biomarqueurs qui seront identifiés suite 

aux études métabolomiques; 2) développer et valider des méthodes de quantification 

sensibles et robustes pour ces molécules par spectrométrie de masse en tandem; et 3) analyser 

des échantillons de patients Gaucher traités et non traités afin G¶étudier la distribution desdits 

biomarqueurs HW�G¶ptablir de potentielles corrélations entre la concentration de ceux-ci et les 

manifestions cliniques de la maladie. 

4.3 Les retombées anticipées 
/¶LGHQWLILFDWLRQ� GH� QRXYHDX[� ELRPDUTXHXUV� SHUPHWWUD� GH� GpYHORSSHU� GHV� PpWKRGHV�

G¶DQDO\VHs rapides et fiables pour aider au diagnostic précoce et assurer un meilleur 

monitoring et suivi des patients atteints de la maladie de Gaucher. Les nouveaux 

biomarqueurs permettront potentiellement aux cliniciens G¶DYRLU�XQ�PHLOOHXU�SRUWUDLW�FOLQLTXH�

de leurs patients ce qui pourra ultimement les orienter plus rapidement vers un choix de 

traitement approprié. En plus du développement de méthodes utilisables en clinique, le projet 

offrira XQ�DSSRUW�DX�QLYHDX�IRQGDPHQWDO�SXLVTX¶LO�SHUPHWWUD�G¶RULHQWHU�HW�GH�SRWHQWLHOOHPHQW�

FLEOHU� G¶DXWUHV� YRLHV� PpWDEROLTXHV� DIIectées par la maladie. Le projet permettra donc 

G¶DSSURIRQGLU�OHV�FRQQDLVVDQFHV�GH�OD�ELRFKLPLH�VRXV-jacente à la maladie de Gaucher. 

5 Les mDWULFHV�j�O¶pWXGH 
¬�O¶KHXUH�DFWXHOOH�� les analyses en laboratoire clinique associées à la maladie de Gaucher 

reposent uniquement sur le sang. Considérant la nature des atteintes et plus particulièrement 
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les cytopénies souvent associées à la maladie, de même que la présence des biomarqueurs 

tels que le lyso-Gb1, l¶$&(�� OH�75$35b, le CCL18/PARC, la chitotriosidase ainsi que la 

IHUULWLQH�� LO� HVW� ORJLTXH� G¶XWLOLVHU� OH� VDQJ� FRPPH� PDWULFH� SULQFLSDOH�� $LQVL�� DYHF� XQ� VHXO�

prélèvement, il est SRVVLEOH�G¶pYDOXHU�XQH�PXOWLWXGH�GH�paramètres cliniques. Cependant, bien 

TX¶XQ� VHXO� SUpOqYHPHQW� SHUPHWWH� G¶DQDO\VHU� ces différents paramètres, le prélèvement 

VDQJXLQ�GHPHXUH�XQ�SURFpGp�LQYDVLI�GRQW�SOXVLHXUV�QH�VRQW�SDV�IULDQGV��¬�O¶RSSRVp��O¶XULQH�

V¶DYqUH�rWUH�XQH�PDWULFH� IDFLOH�j�FROOHFWHU et ce, de manière non invasive. Des études ont 

G¶DLOOHXUV� UpYpOp� TX¶LO� HVW� SRVVLEOH� GH�PHVXUHU� O¶DFWLYLWp� DLQVL� TXH� OD� FRQFHQWUDWLRQ� GH� OD�

JOXFRFpUpEURVLGDVH�j�SDUWLU�G¶pFKDQWLOORQV�G¶XULQH�GH�SDWLHQWs (Aerts et al., 1991). Lors de ces 

études, Aerts et al���RQW�pWp�HQ�PHVXUH�G¶observer une différence significative entre O¶DFWLYLWp�

de la glucocérébrosidase des contrôles (n=86) et des patients Gaucher (n=34) (Aerts et al., 

1991).  

 

Une récente étude a révélé la possibilité de doser le lyso-Gb1 HW�VHV�DQDORJXHV�GDQV�O¶XULQH�

grâce à XQH�PpWKRGH�UDSLGH�G¶DQDO\VH�SDU�VSHFWURPpWULH�GH�PDVVH�HQ�WDQGHP (Mirzaian et al., 

2015). '¶DLOOHXUV��DX�QLYHDX�GH�O¶XULQH, la distribution des différents analogues était différente 

de celle dans le plasma (Mirzaian et al., 2015). Effectivement, les chercheurs ont observé 

TX¶DX�QLYHDX�GX�SODVPD��lorsque le lyso-Gb1 et les analogues sont regroupés en une classe de 

molécules, le lyso-Gb1 représente à lui seul près de 92% du groupe « lyso ». Après celui-ci, 

les analogues les plus abondants étaient l¶Dnalogue -H2 ������VXLYL�GH�O¶DQDORJXH��+2O (2%) 

et finalement les analogues -C2H4 et -C2H4 +O qui représentent quant à eux moins de 1% du 

lyso-Gb1 plasmatique total (Mirzaian et al����������¬�O¶RSSRVp��le lyso-Gb1 au niveau urinaire 

ne représente que 3% GX�WRWDO��/¶DQDORJXH� OH�SOXV�DERQGDQW�HVW�OH��&+2 (près de 50% du 

lyso-Gb1 + analogues totaux�� VXLYL�GH� O¶DQDORJXH��2+�������� -C2H4 +O (6%), -H2 (3%),  

-C2H4 �����HW�ILQDOHPHQW�O¶DQDORJXH��+2O2 qui représente quant à lui environ 0,5% du lyso-

Gb1 urinaire total (Mirzaian et al., 2015). Ainsi, pour une même maladie avec des 

échantillons plasmatiques et urinaires provenant des mêmes patients, un profil totalement 

GLIIpUHQW�G¶H[SUHVVLRQ�GHV�biomarqueurs est observé. Tel que mentionné précédemment, il 

est possible que la présence ou O¶Dbsence de certains de ces analogues oriente le clinicien 

responsable vers une atteinte plus spécifique. eJDOHPHQW�� LO� HVW� ORJLTXH� GH� V¶LQWHUURJHU� j�

savoir si des biomarqueurs autres que le lyso-Gb1 peuvent être présents dans un type de 
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PDWULFH�HW�DEVHQW�GDQV�O¶DXWUH. Il est donc important dans le cadre de ce projet de recherche 

visant à trouver de nouveaux biomarqueurs pour la maladie de Gaucher de considérer 

diverses matrices possibles. Considérant que le sang est actuellement utilisé pour procéder 

aux DQDO\VHV�UHTXLVHV�SRXU�OHV�SDWLHQWV�*DXFKHU�HW�SXLVTXH�O¶XULQH�HVW�XQH�PDWULFH�IDFLOHPHQW�

accessible de manière non invasive qui est fréquemment utilisée dans le cadre de différentes 

analyses cliniques pour un grand nombre de maladies, il fut logique de considérer ces deux 

matrices dans le cadre de ce projet de recherche.  

6 La préparation des échantillons 
De nombreuses composantes telles TXH� O¶albumine, les globulines, le fibrinogène, les 

protéines inflammatoires et les acides aminés sont entre autres présents de manière abondante 

dans les échantillons de plasma (Benjamin et McLaughlin, 2012). Ainsi, malgré le IDLW�TX¶j�

la base le plasma soit une matrice obtenue par une centrifugation des échantillons de sang à 

2 0��J�SRXU�XQH�SpULRGH�GH����PLQXWHV��LO�Q¶HQ�GHPHXUH�SDV�PRLQV�TXH�OH�SODVPD�HVW�XQH�

matrice très riche (Söderström et al., 2016). Aussi�� O¶XUpH�� OHV� HQ]\PHV�� OHV� JOXFLGHV�� OHV�

hormones, les acides gras, les phospholipides ainsi que les protéines sont tous des 

composantes TXL�FRQWULEXHQW�j�IDLUH�GH�O¶XULQH�XQH�PDWULFH�ULFKH en biomarqueurs (Sarigul et 

al., 2019).  Une étape de préparation des échantillons est donc nécessaire afin de concentrer 

OHV� DQDO\WHV�� UpGXLUH� O¶HIIHW� GH� PDWULFH� HW� pYLWHU� GHV� EORFDJHV� GDQV� OH� V\VWqPH� GH�

chromatographie liquide à ultra performance couplée à la spectrométrie de masse en temps 

de vol (UPLC-QTOF) ou en tandem (UPLC-MS/MS). Avant de poursuivre sur la préparation 

des échantillons��LO�HVW�LPSRUWDQW�GH�ELHQ�GpILQLU�FH�TXL�FRQVWLWXH�O¶HIIHW�GH�PDWULFH�SXLVTX¶LO�

V¶DJLW� Oj� G¶XQH� QRWLRQ� LPSRUWDQWH� j� ODTXHOOH� font face toutes personnes qui utilisent un 

spectromètre de masse couplé à un chromatographe liquide.  

 

/¶HIIHW� GH�PDWULFH� HVW� XQ� SKpQRPqQH� pour lequel les différentes composantes endogènes 

G¶XQH PDWULFH� GH� O¶pFKDQWLOORQ� DOWqUHQW� O¶LRQLVDWLRQ� G¶XQH� PROpFXOH� G¶LQWpUrW (Raposo et 

Barcelo, 2021). /HV�QRWLRQV�G¶HIIHWV�GH�PDWULFH�VHURQW�GDYDQWDJH�GLVFXWpHV�GDQV la section 

sur la chromatographie et les effets de matrice. Par contre, ce qui est toutefois important de 

se rappeler HVW�TX¶XQH�PDWULFH�SXULILpH�HVW�VRXYHQW�V\QRQ\PH�G¶XQ�HIIHW�GH�PDWULFH�UpGXLW��

Afin de démontrer ce phénomène, il est possible de regarder comment se comporte un analyte 

dans une matrice complexe telle TX¶XQ�WLVVX HW�XQH�PDWULFH�SXULILpH�j�������F¶HVW-à-dire un 
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solvant ou un mélange de solvants purs. /RUV�G¶Xne étude récente portant sur la distribution 

GH�O¶KpSDUDQ�VXOIDWH�HW�GX�GHUPatan sulfate dans les tissus de souris MPS II��O¶HIIHW�GH�PDWULFH�

lors de la quantification de O¶KpSDUDQ�VXOIDWH�HW�GX�GHUPDWDQ�VXOIDWH�GDQV�OHV�WLVVXV engendrait 

une suppression du signal variant de 15 à 85% ORUVTX¶XQ�VWDQGDUG�LQWHUQH�GHXWpUp�Q¶pWDLW pas 

utilisé (Menkovic et al., 2019). Évidemment, pour les échantillons préparés sans matrice, 

F¶HVW-à-GLUH�GDQV�O¶HDX��FHW�HIIHW�Q¶pWDLW�SDV�REVHUYDEOH (Menkovic et al., 2019).  Ultimement, 

les auteurs ont dû avoir recours à une purification physique par filtres à seringue pour éviter 

OHV�EORFDJHV�DX�QLYHDX�GH�O¶DSSDUHLO. Toutefois, cette étude démontre à quel point une matrice 

peut avoir un effet important non seulement sur les molécules à doser, mais également sur 

les appareils analytiques.  

 

Ainsi, dans le cadre de la présente étude DILQ�GH�UpGXLUH�O¶HIIHW�GH�PDWULFH��XQH�SXULILFDWLRQ�

par extraction en phase solide (SPE) a été employée. %LHQ�TX¶LO�H[LVWH�Gifférentes méthodes 

pour la purification des échantillons pour une étude métabolomique, la purification par SPE 

est rapide, simple et reproductible. Le lyso-Gb1 est une molécule faiblement basique 

composée G¶XQH�XQLWp�GH�VXFUH�HW�G¶XQH�sphingosine (Rolfs et al., 2013). Cette molécule, de 

PrPH� TXH� G¶DXWUHV ayant des propriétés physico-FKLPLTXHV� VLPLODLUHV�� F¶HVW-à-dire une 

molécule faiblement basique avec une région hydrophobe, peuvent facilement être purifiées 

j�O¶DLGH�GH�FRORQQH�GH�W\SH�© Mixed Mode Strong Cation Exchange » (OASIS MCX, Waters 

Corp.). Effectivement, cette FRORQQH�G¶H[WUDFWLRQ�HVW�FRPSRVpH�GH�JURXSHPHQWs sulfonates 

ainsi que de régions hydrophobes (Arsenault, 2012). Ainsi, les groupements protonés des 

molécules basiques interagiront avec les groupements sulfonates chargés négativement alors 

que les groupements hydrophobes des analytes interagiront avec des régions hydrophobes de 

la matrice de la colonne SPE pour assurer la rétention des composés au sein de la cartouche 

de purification (Figure 3). 
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Figure 3. Structure chimique du polymère présent dans les colonnes OASIS MCX (Waters) 

utilisées GDQV�OH�FDGUH�GX�SURMHW�DILQ�GH�SXULILHU�OHV�pFKDQWLOORQV�G¶XULQH�HW�GH�SODVPD��:DWHUV��

2010). 

Au niveau du protocole expérimental, la procédure de purification consiste initialement à 

FRQGLWLRQQHU�OD�SKDVH�VWDWLRQQDLUH�j�O¶DLGH�GH�PpWKDQRO����Pl) et d¶XQe solution de H3PO4 3% 

(1 ml) de manière à activer la résine présente dans la cartouche (Arsenault, 2012). Une fois 

la cartouche conditionnée, O¶pFKDQWLOORQ��VRLW�����µl de plasma RX�G¶XULQH auquel auront été 

ajoutés 500 µl H3PO4 3% et 500 µl de méthanol afin de protoner les composés basiques pour 

TX¶LOV puissent se lier au groupement sulfonate chargé négativement et qui sont présents au 

niveau de la matrice, sera chargé sur la colonne. Ensuite viennent deux étapes de lavage. Un 

premier lavage à O¶DLGH�GH���Pl G¶XQH�VROXWLRQ�G¶DFLGH�IRUPLTXH����SHUPHWWUD�G¶éluer les 

composés polaires et neutres VXLYL�G¶XQ�VHFRQG�ODYDJH�j�O¶DLGH�GH���Pl G¶XQH�VROXWLRQ�G¶DFLGH�

formique 0,2% dans le méthanol qui SHUPHWWUD�G¶pOXHU�OHV�FRPSRVpV�K\GURSKREHV�QHXWUHV�HW�

acides. Finalement, la dernière étape de la purification par SPE esW� O¶pOXWLRQ�TXL�FRQVLVWH�j�

EULVHU�O¶LQWHUDFWLRQ�HQWUH�OHV�DQDO\WHV�HW�OD�SKDVH�VWDWLRQQDLUH�SRXU�UpFROWHU�FHX[-ci. Ainsi, un 

solvant basique, soit du NH4OH 2% dans du méthanol, est utilisé afin de déprotoner les 

molécules liées aux groupements sulfonate de la phase stationnaire et briser les interactions 

hydrophobes entre la phase stationnaire et les analytes. Il est à noter que les différents 

YROXPHV� GH� VROXWLRQ� RX� G¶pFKDQWLOORQ� RQW� pWp� DGDStés en fonction de la concentration de 

O¶pFKDQWLOORQ�ORUV�GH�O¶pWXGH�PpWDERORPLTXH�GDQV�O¶XULQH��&HW�DMXVWHPHQW�DYDLW�SRXU�EXW�GH�

normaliser la concentration de tous les échantillons analysés en fonction de la concentration 

de la créatinine, un composé préVHQW�GH�PDQLqUH�HQGRJqQH�GDQV�WRXV�OHV�pFKDQWLOORQV�G¶XULQH��

Plus précisément, la créatinine est un produit de dégradation résultant du catabolisme de la 
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créatine au niveau des muscles squelettiques et du cerveau, où cette dernière est utilisée dans 

le but de WUDQVIpUHU�O¶pQHUJLH�DX�PXVFOH�VRXV�IRUPH�G¶$73 (Taegtmeyer et Ingwall, 2013). 

3RXU�UHYHQLU�j�OD�SUpSDUDWLRQ�GH�O¶pFKDQWLOORQ��XQH�IRLV�O¶pOXDW�UpFROWp��FHOXL-ci est évaporé 

VRXV�MHW�G¶D]RWH�SXLV�UHVXVSHQGX�GDQV�����ȝl G¶XQH�VROXWLRQ�GH�����$&1�������0eOH / 

2,5% H22�����P0�GH�IRUPDWH�G¶DPPRQLXP�contenant �����G¶DFLGH�IRUPLTXH��&HWWH�VROXWLRQ�

a été sélectionnée SXLVTX¶HOOH�HVW�FRPSDWLEOH�DYHF�OH�W\SH�GH�FKURPDWRJUDSKLH�VpOHFWLRQQpH��

F¶HVW-à-GLUH�TX¶HOOH�QH�FRQWLHQW�SDV�GH�VROYDQWV�IRUWV�TXL�ULVTXHQW�GH�QXLUH�j�O¶DGVRUSWLRQ�GHV�

analytes à la colonne UPLC. Il est à noter que cette solution de resuspension a été optimisée 

GDQV� OH� EXW� G¶REWHQLU� OH� PHLOOHXU� VLJQDO� SRVVLEOH� FRPELQp� j� des séparations 

chromatographiques adéquates pour tous les composants. À cet effet, en plus de la solution 

GH� UHVXVSHQVLRQ� GH� EDVH�� XQ� DMRXW� GH� GLIIpUHQWV� YROXPHV� G¶HDX�� GH� PpWKDQRO� RX� GH�

diméthylsulfoxyde a été étudié (Tableau 3). 

 

Tableau 3��2SWLPLVDWLRQ�GH�OD�VROXWLRQ�GH�UHVXVSHQVLRQ�j�O¶DLGH�GH�VWDQGDUG�GH�O\VR-Gb1 pour 

un même échantillon donné. 

Solution de resuspension 
Signal mesuré 

(Aire sous la courbe) 

 Lyso-Gb1 SPC** NPOPCS*** 

250 ȝl Phase mobile A* 660 526 280 104 7 586 622 

240 ȝl Phase mobile A + 10 ȝl H2O 754 366 281 983 6 624 237 

225 ȝl Phase mobile A + 25 ȝl H2O 677 277 271639 5 519 837 

200 ȝl Phase mobile A + 50 ȝl H2O 548 797 239 822 5 015 928 

240 ȝl Phase mobile A + 10 ȝl MeOH 724 157 305 162 7 096 634 

225 ȝl Phase mobile A + 25 ȝl MeOH 744 917 274 483 6 703 672 

200 ȝl Phase mobile A + 50 ȝl MeOH 610 890 250 059 5 719 765 

240 ȝl Phase mobile A + 10 ȝl DMSO 398 1730 250 648 5 759 082 

225 ȝl Phase mobile A + 25 ȝl DMSO 296 557 247 556 5 617 656 

200 ȝl Phase mobile A + 50 ȝl DMSO 233 300 209 738 4 392 785 

*Phase mobile A: 94,5:2,5:2,5:0,5 ACN:MeOH:H2O: HCOOH+ 5 mM ammonium formate 
**SPC : Sphingosylphosphorylcholine 
***NPOPCS : N-palmitoyl-O-phosphocholine sérine 
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IO�D�pWp�REVHUYp�TXH�GHV�DMRXWV�j�OD�VROXWLRQ�GH�UHVXVSHQVLRQ�GH�EDVH�Q¶aident pas à augmenter 

significativement OH�VLJQDO�HW�RX�O¶DSSDUHQFH�GH�OD�FKURPDWRJUDSKLH��$LQVL��pour des raisons 

de simplicité, seule la solution de resuspension de base sans ajout, F¶HVW-à-dire la même 

solution qui est utilisée comme phase mobile organique, a été employée pour resuspendre les 

échantillons. 

Il est important de mentionner que dans le cadre de la présente étude, la colonne MCX a été 

sélectionnée en raison d¶expériences antérieures DX�QLYHDX�G¶XQH�DXWUH�VSKLQJROLSLGRVH��VRLW�

la maladie de Fabry. En effet, ces études métabolomiques ont UpYpOp�O¶H[LVWence de nombreux 

analogues du biomarqueur globotriaosylsphingosine (également connu sous le nom de lyso-

Gb3) DX�QLYHDX�GX�SODVPD�HW�GH�O¶XULQH�GH�SDWLHQW (Dupont et al., 2013; Auray-Blais et al., 

2012). Comme mentionné précédemment, certains analogues présentent des associations 

avec certaines manifestations cliniques spécifiques de la maladie (Auray-Blais et al., 2017). 

Il fut GRQF�ORJLTXH�GDQV�OH�FDGUH�GX�SUpVHQW�SURMHW�G¶XWLOLVHU�XQH�FRORQQH�SPE de type MCX 

DILQ� G¶LVROHU� FHV� LQWHUPpGLDLUHV� GH� réaction qui pourraient potentiellement fournir 

G¶LPSRUWDQWHV� LQIRUPDWLRQV� DX[� FOLQLFLHQV� eYLGHPPHQW�� LO� HVW� SRVVLEOH� TX¶XQ� H[FHOOHQW�

biomarqueur pour la maladie de Gaucher ne soit pas une molécule basique et hydrophobe et 

GRQF�TX¶LO�QH�VRLW�SDV�SRVVLEOH�GH�SXULILHU�HW�G¶DQDO\VHU�FHWWH�PROpFXOH�GDQV�OHV�FRQGLWLRQV�

utilisées dans la présente étude. Il est donc possible de faire plusieurs études avec différents 

types de colonnes SPE GH�PDQLqUH�j�V¶DVVXUHU�G¶LGHQWLILHU�XQ�YDVWH�QRPEUH�GH�ELRPDUTXHXUs 

potentiels pour la maladie et ce peu importe leurs propriétés physico-chimiques.  

 

6.1 Le standard interne 

Pour les méthodes de quantification, nous avons utilisé trois différents standards internes soit 

le lyso-Gb1 marqué au carbone 13 (utilisé dans O¶XULne et le plasma), la créatinine deutérée 

(utilisée dans O¶urine) et la sphingosylphosphorylcholine deutérée (utilisée dans le plasma). 

&HV�VWDQGDUGV�UHPSOLVVHQW�GHV�IRQFWLRQV�WUqV�LPSRUWDQWHV�DILQ�GH�V¶DVVXUHU�de la fiabilité des 

résultats. De façon plus précise, les standards internes peuvent corriger les variabilités qui 

surviennent lors des étapes de préparation des échantillons, ORUV� GH� O¶LRQLVDWLRQ� DLQVL� TXH�

O¶HIIHW�GH�PDWULFH��-HDQQH�'LW�)RXTXH�et al., 2018). Dans le cas des méthodes présentées dans 

cette thèse, le standard interne corrige pour les pertes possibles lors de la préparation de 

O¶pFKDQWLOORQ�� GH� OD� purification par SPE ainsi que lors du transfert des échantillons 
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resuspendus GDQV� O¶LQVHUW� XWLOLVp� SRXU� O¶DQDO\VH� SDU� VSHFWURPpWULH� GH� PDVVH�� (Q� HIIHW��

considérant que les standards internes ont des propriétés physico-chimiques généralement 

très similaires aux molécules analysées, les pertes occasionnées lors des étapes de préparation 

devraient se refléter sur les concentrations du standard interne également. Ceci est également 

YDODEOH�ORUV�GH�O¶LRQLVDWLRQ�GHV�DQDO\WHV��6L�SRXU�XQH�UDLVRQ�quelconque O¶LRQLVDWLRQ�SRXU�XQ�

échantillon spécifique devait engendrer un signal supérieur ou inférieur aux autres 

échantillons du même type, cette augmentation devrait également paraître au niveau du signal 

PHVXUp�SRXU�OH�VWDQGDUG�LQWHUQH��$LQVL��OD�UpSRQVH��F¶HVW-à-GLUH�O¶DLUH�VRXV�la courbe mesurée 

SRXU� O¶DQDO\WH� GLYLVpe par O¶DLUH� VRXV� la courbe mesurée pour le standard interne devrait 

permettre de comparer les différents échantillons sans ce type de biais analytique. Au niveau 

GH�O¶HIIHW�GH�PDWULFH��FHOXL-ci sera entièrement corrigé par le standard si le temps de rétention 

est identique pour le standard et le standard interne puisque les deux composés sont exposés 

au même effet de matrice. Cette situation devient toutefois plus complexe lorsque des 

standards internes idéals ne sont pas GLVSRQLEOHV� FRPPH� F¶HVW� OH� FDV� SRXU� OHV� PpWKRGHV�

présentées aux Articles 2 et 4. Évidemment, puisque les analogues du lyso-Gb1 ont des 

propriétés physico-chimiques relativement similaires à ceux du lyso-Gb1, nous supposons 

que le standard interne marqué au carbone 13 du lyso-Gb1 pourra compenser pour des 

YDULDELOLWpV�DX�QLYHDX�GH�OD�SUpSDUDWLRQ�GHV�pFKDQWLOORQV�HW�GH�O¶LRQLVDWLRQ��7RXWHIRLV��HQ�UDLVRQ�

de la variabilité au niveau de temps de rétention du lyso-Gb1 13C et des différents analogues, 

le standard interne nH�SDUYLHQW�SDV�WRWDOHPHQW�j�FRUULJHU�O¶HIIHW�GH�PDWULFH��&¶HVW�G¶DLOOHXUs 

pour cette raison que les méthodes chromatographiques pour la quantification relative ont été 

optimisées DILQ�G¶avoir un effet de matrice similaire. 

7 La chromatographie liquide 
La chromatographie liquide est une méthodologie employée pour séparer les différents 

FRQVWLWXDQWV� G¶XQ� pFKDQWLOORQ� HQ� IRQFWLRQ�GHV�GLIIpUHQWV� SDUDPqWUHV� SK\VLFR-chimiques de 

ceux-FL��&RQFUqWHPHQW��OHV�FRPSRVDQWHV�GH�O¶pFKDQWLOORQ�VRQW�WUDQVSRUWpHV�j�travers une phase 

stationnaire grâce à une phase mobile (Hermawan et al., 2017). Pour les molécules ayant plus 

G¶DIILQLWp�SRXU�OD�SKDVH�VWDWLRQQDLUH��FHOOHV-ci DXURQW�SOXV�G¶LQWHUDFWLRQV�DYHF la matrice de la 

colonne entraînant alors une certaine rétention de ces molécules. ¬�O¶RSSRVp les molécules 

D\DQW�SOXV�G¶DIILQLWp�SRXU�OD�SKDVH�PRELOH�WUDYHUVHURQW�OD�FRORQQH�FKURPDWRJUDSKLTXH�VDQV�

ou avec SHX�G¶LQWHUDFWLRQs avec celle-ci (äXYHOD�et al., 2019). Cette méthode permet ainsi 
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G¶isoler ou de séparer les analytes et les contaminants potentiels présents GDQV�O¶pFKDQWLOORQ�

GH�PDQLqUH�j�DXJPHQWHU�OD�VHQVLELOLWp�GH�OD�PpWKRGH�G¶DQDO\VH��Hermawan et al., 2017). 

7.1 La séparation chromatographique 
La chromatographie implique un transfert de matière entre une phase mobile et une phase 

stationnaire (Hermawan et al., 2017). La phase mobile quant à elle peut être une phase liquide 

RX�ELHQ�JD]HXVH�TXL�WUDQVSRUWH�OHV�FRPSRVDQWHV�GH�O¶pFKDQWLOORQ�j�WUDYHUV�OD�SKDVH�VWDWLRQQDLUH�

qui consiste en une phase solide ou liquide ou liée chimiquement à un support solide (Coskun, 

2016). La mobilité des composantes lors du passage dans la phase stationnaire dépend de 

O¶DIILQLWp� GHVGLWHV� FRPSRVDQWHV GH� O¶pFKDQWLOORQ avec la phase stationnaire. Plus O¶DIILQLWp�

HQWUH�O¶DQDO\WH�HW� OD�SKDVH�VWDWLRQQDLUH�DXJPHQWH��SOXV�O¶LQWHUDFWLRQ�HW�GRQF�OD�UpWHQWLRQ�GX�

composant sur la phase stationnaire sera importante (äXYHOD�et al., 2019). Ainsi, la vitesse de 

PLJUDWLRQ�GHV�GLIIpUHQWHV�FRPSRVDQWHV�G¶XQ�pFKDQWLOORQ� sera affectée en fonction de leurs 

propriétés physico-chimiques. Au niveau de la chromatographie liquide plus précisément, il 

existe différents types de colonnes pouvant être utilisées afin de séparer des molécules en se 

basant sur différents paramètres tels que la polarité avec les colonnes de type «ௗhydrophilic 

interactions liquid chromatography (HILIC)ௗª�� O¶K\GURSKRELFLWp� DYHF� OHV� FRORQQHV aux 

phases stationnaires  composées de groupement à 8 ou 16  carbones (colonnes C8 et C16), la 

taille avec les colonQHV�G¶H[FOXVLRQ�Vtérique et même le pKa avec les colonnes échangeuses 

G¶LRQs (López-Ruiz et al., 2019). Dans la présente étude, une colonne de type HILIC a été 

utilisée. Dans ce type de chromatographie, la phase stationnaire peut être composée de 

différents groupements polaires tels que des groupements cyanopropyl, aminopropyl, diol et 

amide. Certaines colonnes HILIC peuvent également avoir une matrice à base de silice. 

(Buszewski et Noga, 2012���'¶XQ�SRLQW�GH�YXH�PpFDQLVWLTXH��FH�W\SH�GH�FKURPDWRJUDSKLH�D�

recours à des phases organiques PRELOHV�FRPSRUWDQW�XQ�PLQLPXP�GH���j����G¶HDX��(Q�HIIHW��

OD� SUpVHQFH� G¶HDX� HVW� essentielle au bon fonctionnement de la chromatographie HILIC 

puisque celle-ci forme une mince couche qui tapisse les particules de la phase stationnaire, 

VpSDUDQW�FHWWH�GHUQLqUH�GH�OD�SKDVH�RUJDQLTXH�PRELOH��&HWWH�FRXFKH�G¶HDX�SHUPHW�QRWDPPHQW�

de solubiliser les composés polaires favorisant alors le transport des composés et permettant 

GLIIpUHQWV�W\SHV�G¶LQWeractions avec la phase stationnaire (Buszewski et Noga, 2012). Ce type 

de chromatographie a été privilégiée en raison de sa capacité à séparer différents isomères de 

structure au niveau des sucres. En effet, lors de la revue de littérature, il a été observé que le 



 

 

40 

40 

galacostsylsphingosine, une molécule qui est un isomère de structure du lyso-Gb1, est 

fortement augmenté chez les patients atteints de la maladie de Krabbe (Sidhu et al., 2018). 

Ainsi, il est importaQW�G¶rWUH�HQ�PHVXUH�GH�ELHQ�VpSDUHU�FHV�PROpFXOHV�pour pouvoir identifier 

avec certitude la structure des nouveaux biomarqueurs qui seront identifiés et qui seront 

apparentés à cette classe de molécules (par exemple des analogues du glucosylsphingosine). 

Nous avons également observé la présence de galactosylsphingosine dans les échantillons 

contrôles, ainsi que dans la matrice utilisée pour préparer la courbe de calibration pour les 

méthodes de quantification qui ont été développées suite aux études métabolomiques. Ainsi, 

pour éviter les biais potentiels liés à ces contaminants, il est bien important de séparer ces 

LVRIRUPHV� GH� PDQLqUH� j� V¶DVVXUHU� GH� TXDQWLILHU� OD� ERQQH� PROpFXOH� HW� XQLTXHPHQW� FHWWH�

molécule. De plus, pour les méthodes de quantification ayant pour but de faire une détection 

précoce et le suivi des patients Gaucher, il est LPSRUWDQW�G¶rWUH�HQ�PHVXUH�GH�VpSDUHU�FHV�

PROpFXOHV�DILQ�G¶pYLWHU�GH�PDXYDLV�résultats��%LHQ�TXH�OH�FKRL[�G¶XQH�FRORQQH�GH�W\SH C8 ou 

C16 peut, à première vue, sembler un FKRL[� ORJLTXH� SRXU� OD� VpSDUDWLRQ� G¶pYHQWXHOV�

ELRPDUTXHXUV�LVVXV�G¶XQH�VSKLQJROLSLGRVH��FH�W\SH�GH�FKURPDWRJUDSKLH�QH�SHUPHWWUDLW�SDV�OD�

séparation pour des molécules étant des isomères de structure au niveau des sucres. Ainsi, 

afin de permettre ce type de VpSDUDWLRQ��XQH�YDULpWp�G¶LQWHUDFWLRQV�SHXYHQW�FRQWULEXHU�j� OD�

rétention des molécules polaires sur la colonne HILIC. Effectivement, les matrices à base de 

silice, G¶aminopropyl ou de diol par exemple peuvent toutes engendrer des interactions ion-

dip{le, dip{le-dip{le, dip{le-dip{le induit, dip{les temporaires, forces de Van der Waals, 

ponts hydrogène et interactions donneur-accepteur (Greco et Letzel, 2013). Évidemment, la 

nature de la phase mobile, les propriétés physico-FKLPLTXHV�GH�O¶DQDO\WH�HW�GH la matrice de 

la colonne dicteront la force de ces interactions et donc par le fait même la séparation entre 

OHV�FRPSRVDQWHV�GH�O¶pFKDQWLOORQ (Jandera et Hájek, 2018). En plus de la nature chimique de 

la colonne, les paramètres physiques peuvent également jouer un rôle important sur le 

SRXYRLU�GH�VpSDUDWLRQ�G¶XQH�FRORQQH�FKURPDWRJUDSKLTXH��(IIHFWLYHPHQW��OH�GpELW��OD�ORQJXHXU�

GH�OD�FRORQQH��O¶DMRXW�GH�VHOV�RX�OH�FKDQJHPHQW�GH�WHPSpUDWXUH�VRQW�WRXV�GHV�IDFWHXUV�SRXYDQW�

jouer un rôle crucial au niveau de la chromatographie (Greco et Letzel, 2013).  

3UHPLqUHPHQW��SRXU�FH�TXL�HVW�GH�OD�ORQJXHXU�GH�OD�FRORQQH�HPSOR\pH��LO�HVW�pYLGHQW�TX¶XQH�

FRORQQH�SOXV�ORQJXH�LPSOLTXH�GDYDQWDJH�G¶LQWHUDFWLRQV�SRWHQWLHOles HQWUH�O¶DQDO\WH�HW�OD�SKDVH�
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stationnaire. Cette UHODWLRQ� SHXW� G¶DLOOHXUV être représentée sous la formule mathématique 

suivante: 

(1) tR = L/Ɋx 

o� tR représente le temps de rétention, L représente la longueur de la colonne et Ɋx est le taux 

GH�PLJUDWLRQ�GH�O¶DQDO\WH�GDQV�OD�FRORQQH��Barth, 2018).  

Ainsi, pour deux colonnes de longueurs différentes ayant exactement la même phase 

stationnaire, deux analytes aux propriétés physico-chimiques similaires (tels que des 

isomères de structure par exemple) et donc qui ont des valeurs théoriques de Ɋx similaire, la 

longueur de la colonne (L) peut faire la différence entre une bonne séparation ou non des 

deux composés d'intérêt. /RUVTX¶LO� HVW� TXHVWLRQ� GH� FKURPDWRJUDSKLH�� O¶pTXDWLRQ� GH� 9DQ�

Deemter permet GH�FRPSUHQGUH�O¶LQIOXHQFH�GH�GLIIpUHQWV�SDUDPqWUHV�VXU�OD�UpVROXWLRQ�G¶XQH�

séparation chromatographique. Ainsi, la relation peut être décrite par la formule 

mathématique : 

(2) H = A + B/u + Cu 

où +�FRUUHVSRQG�DX�SRXYRLU�GH�UpVROXWLRQ�G¶XQH�FRORQQH��$�IDLW�UpIpUHQFH�j�OD�GLIIXVLRQ�

axiale, B correspond à la diffusion longitudinale, C est en lien avec la notion de résistance 

au transfert de masse alors et finalement, u correspond au débit linéaire de la phase mobile 

(Barth, 2018). Les différents paramètres pouvant affecter les différentes composantes de 

O¶pTXDWLRQ�GH�9DQ�'HHPWHU�VRQW�SUpVHQWpV�DX�Tableau 4. 

Tableau 4��/HV�SDUDPqWUHV�TXL�LQIOXHQFHQW�O¶pTXDWLRQ�GH�9DQ�'HHPWHU 

*Fait référence aux particules de la phase stationnaire 

Équation de Van Deemter 

Paramètres 

A B C 

Forme des particules* Débit de la phase mobile Taille des particules 

Taille des particules* Composition de la phase mobile Porosité des particules* 

Distribution des particules*  Épaisseur de la phase stationnaire 
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'H�SOXV��LO�HVW�pJDOHPHQW�LPSRUWDQW�G¶DERUGHU�OD�notion de plateaux théoriques. En fait, cette 

notion fait référence au fait que lorsque le soluté se déplace au niveau de la colonne, il se 

crée une succession G¶équilibres entre les composés présents au niveau de la phase mobile et 

de la phase stationnaire dans les différents plateaux théoriques (Barth, 2018). Ainsi, un plus 

grand nombre de plateaux est souhaitable. Ce terme est employé pour comparer le pouvoir 

de séparation ou performance de différentes colonnes chromatographiques (Barth, 2018). 

Plus le nombre de plateaux théoriques est élevé, plus la séparation chromatographique sera 

bonne. Pour une colonne chromatographique donnée, il est possible de calculer le nombre de 

plateaux théoriques par la formule: 

                                                   (3) N =16 ( ௧ೝ
మ

௪೟మ
)   

où tr FRUUHVSRQG�DX�WHPSV�GH�UpWHQWLRQ�G¶XQ�DQDO\WH�GRQQp�HW�Zt correspond à la largeur du 

pic chromatographique de ce dernier (Barth, 2018). Différents paramètres, dont la longueur 

de la colonne ainsi que la composition de la colonne peuvent affecter le nombre de plateaux 

théoriques pour une colonne donnée. En effet, en plus du nombre de plateaux, la hauteur de 

ceux-ci peut influencer la séparation chromatographique (Barth, 2018). Il est possible de 

calculer la hauteur des plateaux théoriques par la formule: 

                                                    (4) H=L/N  

Où L = longueur de la colonne, N = nombre de plateaux et H = la hauteur du plateau 

(Barth, 2018).  

3RXU�FH�W\SH�GH�FDOFXO��LO�HVW�VRXKDLWDEOH�G¶DYRLU�XQH�IDLEOH�KDXWHXU�GH�SODWHDX��HW�XQ�QRPEUH�

élevé de ceux-ci pour une meilleure séparation. Dans le cas de la présente étude, une colonne 

de longueur supérieure, soit de 150 mm, a été employée WDQW�SRXU�O¶pWXGH�PpWDERORPLTXH�TXH�

pour les méthodes de quantification afin de séparer adéquatement le glucosylsphingosine du 

galactosylsphingosine. Pour être plus précis, tant pour les méthodes de quantification que 

pour les études métabolomiques nous avons utilisé une colonne Halo HILIC produit par la 

compagnie « Advanced Materials Technology ». En plus de sa longueur, la colonne de type 

Halo possède une phase stationnaire unique qui permet de réduire grandement la diffusion 

des analytes dans la colonne, engendrant alors une meilleure résolution au niveau de la 

chromatographie (Kirkland et al., ND). En effet, les colonnes Halo HILIC ont une phase 



 

 

43 

43 

stationnaire à base de silice enrobée G¶XQe coquille semi-poreuse. Ainsi, les trajets que 

peuvent prendre les différents analytes dans ce type de colonne sont grandement limités 

comparativement aux colonnes ayant les phases stationnaires à base de particules totalement 

poreuses (Kirkland et al., ND). Cela réduit DORUV�OD�GLIIXVLRQ�GH�O¶DQDO\WH�GDQV�OD�FRORQQH. 

'¶XQ�SRLQW�GH�YXH�WKpRULTXH��FHWWH�DSSURFKH�TXL�XWLOLVH�GHV�SDUWLFXOHV�SDUWLHOOHPHQW�SRUHXVHV�

réduit les composantes A et B dans la formule de Van Deemter dont il a été question 

précédemment (Kirkland et al., ND). Lors du développement des méthodes quantitatives, des 

HVVDLV�RQW�pWp�IDLWV�j�O¶DLGH�GH�GLIIpUHQWHV�FRORQQHV�83/&�GH�W\SH�+,/,&�SRXU�WHQWHU�GH�VpSDUHU�

le glucosylsphingosine et le galactosylphingosine (Figure 4) soit la Halo HILIC ainsi que la 

CORTECS HILIC. Toutefois, seule la colonne Halo HILIC a été en mesure de séparer les 

deux isomères de sucres. Au niveau des phases stationnaires, la colonne CORTECS HILIC 

HW�+DOR�+,/,&�VRQW�WRXWHV�GHX[�GHV�FRORQQHV�j�EDVH�GH�VLOLFH��&¶HVW�WRXWHIRLV�DX�QLYHDX�GX�

revêtement de cette silice que les deux colonnes sont différentes. En effet, les deux colonnes 

possèdent des coques semi-poreuses ce qui limite les voies pouvant être utilisées par les 

analytes pour interagir avec la phase stationnaire (Waters, ND). La nature ou la structure de 

la coTXH�XWLOLVpH�Q¶HVW�WRXWHIRLV�SDV�VSpFLILpH�SDU�OHV�GLIIpUHQWHV�FRPSDJQLHV��'H�SOXV��LO�HVW�

important de mentionner que la taille des deux colonnes testées est significativement 

différente (150 mm pour la Halo HILIC comparativement à 50 mM pour la CORTECS 

HILIC). Cet élément peut également jouer un rôle significatif dans la séparation de certains 

composés.
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Figure 4. Tentative de séparation du lyso-Gb1 du galactosylsphingosine avec la colonne 

CORTECS HILIC (2,1 x 50 mm, taille des particules de 1,7 ȝP) en (A) et Halo HILIC (4,6 

x 150 mm, taille des particules de 2,7 ȝP) en (B). Malgré une diminution de débit à 0,3 ml 

HW� O¶XWLOLVDWLRQ�G¶XQ�JUDGLHQW�FRPSRVp� j������GH�SKDVH�PRELOH�$�������������������$&1��

0H2+��+�2��+&22+�����P0�IRUPDWH�G¶DPPRQLXP���LO�Q¶D�MDPDLV�pWp�SRVVLEOH�GH�VpSDUHU�

les 2 isomères de sucres avec la colonne CORTECS HILIC (A). Une tentative a été réalisée 

j�O¶DLGH�G¶XQH�FRORQQH�%(+�$PLGH (2,1 x 50 mm, taille des particules de 1,7 ȝm). Toutefois, 

les résultats ont été très semblables à ceux obtenus avec la colonne CORTECS HILIC. La 

colonne HALO HILIC (B) a quant à elle été en mesure de bien séparer les deux composés. 

Deuxièmement, au niveau des sels, ceux-ci ont pour effets de fixer le pH grâce à un effet 

tampon et de réduire les interactions électrostatiques entre les analytes et la phase 

stationnaire. Une diminution de ces interactions peut engendrer une amélioration au niveau 

de la forme des pics chromatographiques observés (Greco et Letzel, 2013). Un exemple de 

ceci est présenté à la Figure 5. 
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 Figure 5��2SWLPLVDWLRQ�GH�OD�FKURPDWRJUDSKLH�SRXU�O¶DQDORJXH�����Da j�O¶DLGH�G¶DPPRQLXP�

formate. Différentes concentrations de sels comprises entre 0 et 20 mM ont été testées. 

7RXWHIRLV��OHV�FRQFHQWUDWLRQV�VXSpULHXUHV�j���P0�Q¶HQJHQGUHQW�SDV�G¶DPpOLRUDWLRQV�PDUTXpes 

DX�QLYHDX�GH�O¶DSSDUHQFH�GX�SLF�FKURPDWRJUDSKLTXH RX�GH�O¶DLUH�VRXV�OD�FRXUEH. En A) un 

exemple du pic chromatographique obtenu sans ajout de sels et en B) un exemple du pic 

FKURPDWRJUDSKLTXH�REWHQX�HQ�DMRXWDQW���P0�G¶DPPRQLXP�IRUPDWH� 

Cette H[SpULHQFH�DYDLW�SRXU�EXW�G¶pYDOXHU�VL�O¶DMRXW�RX�OH�UHWUDLW�GH�VHOV�SRXYDLW�DPpOLRUHU�OD�

forme du pic chromatographique pour le lyso-Gb1 +16 Da. Ainsi, différentes concentrations 

G¶DPPRQLXP�IRUPDWH�DX�QLYHDX�GHV�SKDVHV�PRELOHV allant de 0 à 20 mM ont été testées afin 

G¶pYDOXHU�O¶LQIOXHQFH�GHV�VHOV�VXU�OD�FKURPDWRJUDSKLH��,O�a été observé que pour les analyses 

avec des phases mobiles sans sels, le pic chromatographique représentant le lyso-Gb1 +16 Da 

D�SOXW{W�OD�IRUPH�G¶XQH�WUDînée en raison G¶LQWHUDFWLRQV�pOHFWURVWDWLTXHV��3RXU�FH�TXL�HVW des 

analyses avec des phases mobiles avec différentes concentrations de sels, des pics plus clairs 

et définis sont observés. Il est toutefois important de mentionner que sur le plan technique, 

O¶XVDJH�G¶XQH�importante concentration de sels augmente les risques de blocages au niveau 

GX�FKURPDWRJUDSKH�OLTXLGH�RX�GH�OD�VRXUFH�G¶LRQLVDWLRQ�GX�VSHFWURPqWUH�GH�PDVVH�HW�il peut 

engendrer un effet de supression ionique. Il est donc important de trouver un bon compromis 

pour la concentration de sels à utiliser. Dans le cadre de la présente étude, une amélioration 

marquée au niveau de la forme des pics associés aux différents analytes a été observée lorsque 

des phases mobiles auxquelles une concentration de 5 mM G¶DPPRQium formate a été 

ajoutée (voir la Figure 5B) par rapport à des analyses où des phases mobiles sans sels ont été 
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utilisées (voir la Figure 5A). Toutefois, une augmentation de la concentration de sels à 

12.5 mM ou 20 mM de sels dans les phases mobiles Q¶D� SDV� HQJHQGUé G¶DPpOLRUDWLRQ�

marquée par rapport aux résultats obtenus à 5 mM de sels DX�QLYHDX�GH�O¶DSSDUHQFH�du pic 

chromatographique ou GH� O¶DLUH� VRXV� OD� FRXUEH. Ainsi, une concentration finale de 5 mM 

G¶DPPRQLXP� IRUPDWH� a été ajoutée aux phases mobiles utilisées pour les méthodes de 

quantification. 

7URLVLqPHPHQW��O¶LQIOXHQFH�GH�OD�WHPSpUDWXUH�VXU�OD�FKURPDWRJUDSKLH�VHUDLW�OLpH�j�O¶HQWKDOSLH�

DVVRFLpH�DX� WUDQVIHUW�G¶DQDO\WHs entre la phase mobile et la phase stationnaire (Hao et al., 

2008). Effectivement, des hypothèses ont été émises à savoir que le transfert des analytes à 

partir de la composante organique de la phase mobile vers la couche aqueuse tapissant les 

matrices de la colonne HILIC est un processus exothermique (Greco et Letzel, 2013). Ainsi, 

O¶DXJPHQWDWLRQ�GH�OD�WHPSpUDWXUH�D�SRXU�HIIHW�GH�UHQGUH�FH�SURFHVVXV�SOXV�GLIILFLOH�HQ�UDLVRQ�

GH�O¶DXJPHQWDWLRQ�GH�O¶pQHUJLH�FLQpWLTXH�GHV�DQDO\WHV��FH�TXL�OLPLWH�GRQF�OHV�LQWHUDFWLRQV�HQWUH�

O¶DQDO\WH et la phase stationnaire. La Figure 6 GpPRQWUH�G¶DLOOHXUV�l¶influence que peut avoir 

OD�WHPSpUDWXUH�ORUV�GX�GpYHORSSHPHQW�G¶XQH méthode de séparation chromatographique. Le 

EXW� GH� O¶H[SpULHQFH� SUpVHQWpH� j� cette Figure pWDLW� G¶RSWLPLVHU� O¶DSSDUHQFH� GX� SLF�

chromatographique liée au lyso-Gb1 +16 Da. La même méthode chromatographique réalisée 

à différentes températures a été utilisée pour analyser le même échantillon. 
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Figure 6. &KDQJHPHQW� GH� O¶DSSDUHQFH� GHV� SLFV� FKURPDWRJUDSKLTXHV� FRUUHVSRQGDQW� j�

O¶DQDORJXH�����'D�PHVXUpV�GDQV�OH�SODVPD�j����&��$������&��%��HW����&��&���/H�WHUPH�&36�

fait référence aux comptes par seconde, qui correspond au signal en spectrométrie de masse 

et le terme « Température » indique la température à laquelle la séparation 

chromatographique par UPLC a été réalisée. 

 

Ainsi, il est possible de constater TX¶DYHF� OHV�PrPHV�SKDVHV�PRELOHV�HW� OD�PrPH�FRORQQH�

chromatographique, la température joue un rôle important au niveau de la rétention du 

composé d'intérêt. Le changement de température chDQJH�FRQVLGpUDEOHPHQW�O¶DSSDUHQFH�GHV�

SLFV�FKURPDWRJUDSKLTXHV�REVHUYDEOHV�SRXU�O¶DQDORJXH��16 Da comme montré à la Figure 6 

pour la température à 60oC. Évidemment, un usage prolongé de la colonne 

chromatographique à des conditions dites plus extrêmes peut avoir des effets néfastes sur la 

GXUpH�GH�YLH�GH�OD�FRORQQH��,O�HVW�GRQF�ELHQ�LPSRUWDQW�G¶RSWLPLVHU�DGpTXDWHPHQW�le paramètre 

de température de manière à obtenir une bonne séparation chromatographique tout 

maximisant la durée de vie de la colonne. 
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7.2 /¶HIIHW�GH�PDWULFH 
/RUV�GX�GpYHORSSHPHQW�G¶XQH�PpWKRGH de quantification HQ�VSHFWURPpWULH�GH�PDVVH��O¶XQ�GHV�

HQMHX[�PDMHXUV�FRQVLVWH�j�UpGXLUH�DX�PD[LPXP�O¶HIIHW�GH�Patrice. Comme décrit par Panuwet 

et al., en 2016, O¶HIIHW�GH�PDWULFH�IDLW�UpIpUHQFH�j�OD�GLIIpUHQFH�DX�QLYHDX�GH�OD�UpSRQVH�REWHQXH�

par spectrométrie de masse pour un analyte en solution standard comparativement à la 

réponse obtenue pour un même analyte, mais dans une solution biologique telle TXH�O¶XULQH��

le plasma ou le sérum (Panuwet et al., 2016). Cet effet de matrice peut grandement affecter 

OD� VHQVLELOLWp� HW� OD� VpOHFWLYLWp� G¶XQH� PpWKRGH� DQDO\WLTXH� GRQQpH� �3DQXZHW� et al., 2016). 

&RQFUqWHPHQW��O¶HIIHW�Ge matrice est issu GH�O¶LQWHUDFWLRQ�des composés qui sont présents dans 

OD�PDWULFH�GH�O¶pFKDQWLOORQ�WHOs TXH�GHV�VHOV��GHV�JOXFLGHV��GHV�DPLQHV��O¶XUpH��GHV�OLSLGHV��GHV�

SHSWLGHV�HW�GHV�PpWDEROLWHV�TXL�SHXYHQW�DOWpUHU�O¶LRQLVDWLRQ�Ges analytes G¶LQWpUrW, entraînant 

alors un phénomène de suppression ou de rehaussement ionique (Panuwet et al., 2016). En 

HIIHW�� ORUV� GX� SURFHVVXV� G¶LRQLVDWLRQ�� LO� H[LVWH� XQH� FHUWDLQH� OXWWH� HQWUH� OHV�PROpFXOHV� SRXU�

capter ou retirer des protons. La présence de substances interférentes qui coéluent avec les 

LRQV� G¶LQWpUrW peut influencer la viscosité ainsi que la tension de surface des gouttelettes 

REWHQXHV�VXLWH�DX�SURFHVVXV�G¶LRQLVDWLRQ��FH�TXL�SHXW�DORUV�FRPSOLTXHU�OH�WUDQVIHUW�GHV�LRQV�

G¶LQWpUrW�YHUV�OD�SKDVH�JD]HXse qui pénètre au niveau du spectromètre de masse (Panuwet et 

al., 2016). Il est également important de mentionner que, dans certains cas, il est possible que 

les substances interférentes co-précipitent avec des substances non volatiles telles que des 

macrRPROpFXOHV� FH� TXL� DIIHFWHUD� pJDOHPHQW� OH� WUDQVIHUW� GHV� LRQV� G¶LQWpUrW� YHUV� OD� SKDVH�

gazeuse (King et al., 2000). ,O�HVW�GRQF�LPSRUWDQW�GH�GRFXPHQWHU�O¶HIIHW�GH�PDWULFH�SUpVHQW�

SRXU�XQH�PpWKRGH�DQDO\WLTXH�GRQQpH�HW�G¶XWLOLVHU�GHV�PpWKRGHV�GH�SXULILFDWLRQ�DGéquate telle 

que la purification par SPE employée dans le cadre de ce projet de recherche pour réduire au 

maximum cet effet de matrice.  

 

Plusieurs moyens peuvent être utilisés DILQ�G¶pYDOXHU� O¶LPSDFW�GH� O¶HIIHW�GH�PDWULFH�VXU� OD�

méthode. Par exemple, lorsque des standards commerciaux des molécules à analyser sont 

disponibles, LO�HVW�SRVVLEOH�G¶pYDOXHU�O¶HIIHW�GH�PDWULFH�SDU�OD�PpWKRGH�GH�IRUWLILFDWLRQ��&HWWH�

PpWKRGH�FRQVLVWH�j�DMRXWHU�XQH�FRQFHQWUDWLRQ�FRQQXH�G¶XQ�VWDQGDUG�j�XQH�PDWULFH�G¶LQWpUrW�

puis à évaluer la différence entre la concentration théorique et la valeur obtenue 

expérimentalement (Raposo et Barceló, 2021). Une valeur théorique supérieure à la valeur 

H[SpULPHQWDOH� HVW� LQGLFDWLYH� G¶XQ� SKpQRPqQH� GH� VXSSUHVVLRQ� LRQLTXH� DORUV� TXH� O¶LQYHUVH�



 

 

49 

49 

indiquH�XQ�SKpQRPqQH�GH� UHKDXVVHPHQW� LRQLTXH��/¶DYDQWDJH�PDMHXU�GH� FHWWH�PpWKRGH� HVW�

TX¶HOOH�LQGLTXH�SUpFLVpPHQW�O¶Lnfluence que peut avoir une PDWULFH�VXU�OD�TXDQWLILFDWLRQ�G¶XQ�

analyte donné en termes de pourcentages. Toutefois, cette méthode requiert des standards 

commercialement GLVSRQLEOHV�� FH� TXL� Q¶HVW� SDV� WRXMRXUV� OH� FDV�� VSpFLDOHPHQW� SRXU� GH�

nouveaux biomarqueurs comme ceux présentés dans le cadre de ce projet de doctorat. Pour 

ce type de situations, LO�HVW�SRVVLEOH�G¶DYRLU�UHFRXUV�j�O¶pYDOXDWLRQ�GH�O¶HIIHW de matrice par 

O¶LQIXVLRQ�SRVW-colonne. Cette méthode implique en simultané O¶injection G¶XQ�pFKDQWLOORQ�

contenant de la matrice, PDLV�GpSRXUYX�GH�O¶DQDO\WH�G¶LQWpUrW�DLQVL�TXH de O¶LQIXVLRQ�FRQVWDnte 

GX�VWDQGDUG�G¶LQWpUrW�RX�G¶XQH�PROpFXOH�DX[�SURSULpWpV�SK\VLFR-chimiques similaires (Raposo 

et Barceló, 2021���$LQVL��ORUV�GH�O¶DQDO\VH��LO�HVW�SRVVLEOH�GH�VXLYUH�HQ�WHPSV�UpHO�OHV�YDULDWLRQV�

du signal de la molécule infusée. Pour un même débit et une même phase mobile, une chute 

ou une hausse du signal de la molécule infusée par rapport au niveau basal est indicatif G¶XQ�

effet de matrice. Ce phénomène est G¶DLOOHXUV�LOOXVWUp à la Figure 7 qui correspond aux tests 

G¶pYDOXaWLRQ�GH�O¶HIIHW�GH�PDWULFH�réalisés dans le cadre du développement de la méthode de 

quantification des biomarqueurs dans l¶XULQH et qui se retrouve publier dans le cadre du 5e 

Article associé à cette thèse de doctorat.  
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Figure 7. Infusion post-colonne de standard de lyso-Gb1-(13C6) à une concentration de 1 

µg/ml et un débit de 0,15 µl/min VLPXOWDQpH�j�O¶LQMHFWLRQ�G¶XQ�pFKDQWLOORQ�GH�FRQWUôle.  

 

'DQV�OH�FDGUH�GH�O¶H[SpULHQFH�SUpVHQWpH�j�OD�)LJXUH�7, un standard de lyso-Gb1 marqué au 

FDUERQH����j�XQH�FRQFHQWUDWLRQ�GH���ȝJ�PO�D�pWp�LQIXVp�j�XQ�GpELW�FRQVWDQW�GH������ȝO�PLQ��

Un gradient linéaire a été utilisé pour la région entre 0 et 6 minutes. Celui-ci variait de 96% 

de phase mobile A (correspondant à 94,5:2,5:2,5 :0,5 ACN:MeOH:H2O:HCOOH + 5 mM 

IRUPDWH�G¶DPPRQLXP��j�7� ���PLQ�MXVTX¶j��0% de phase mobile A à T = 6 min. Ainsi, il est 

possible de constater à 1,72 min un important gain au niveau du signal (rehaussement du 

VLJQDO��VXLYL�G¶XQH�LPSRUWDQWH�SHUWH�GH�VLJQDO��VXSSUHVVLRQ�LRQLTXH��TXHOTXHV�VHFRQGHV�SOXV�

tard. Ces variations du signal sont causées par des composés qui éluent à ce moment précis. 

&HW�HIIHW�SHXW�rWUH�DWWULEXDEOH�j�GHV�FRPSRVpV�SUpVHQWV�GDQV�OD�PDWULFH�GH�O¶pFKDQWLOORQ�TXL�

relâchent une importante quantité de H+ FH� TXL� D� SRXU� HIIHW� GH� IDYRULVHU� O¶LRQLVDWLRQ� GHV�

composés ayant des temps de rétention similaires. Évidemment, ce type de phénomène 

entraîne un biais important lors de la quantification relative des biomarqueurs ciblés, 

SXLVTX¶LO peut être interprété comme une augmentation de la concentration de O¶DQDO\WH�DORUV�
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TX¶HQ�UpDOLWp�LO�V¶DJLW�G¶XQ�FKDQJHPHQW�DX�QLYHDX de O¶LRQLVDWLRQ�GH�FHOXL-ci (et donc sans lien 

avec la concentration). 

 

Toutefois, dans le cadre de la présente étude pour la région où élue le lyso-Gb1 ainsi que les 

différents analogues, il est possible G¶REVHUYHU� TXH le signal basal demeure relativement 

stable (Article 2 pages 151 et Article 4 page 231). La hausse du signal observé préalablement 

ORUV�GH�OD�FKURPDWRJUDSKLH�Q¶D�GRQF�DXFXQ�LPSDFW�VXU�O¶DQDO\VH�GHV�PROpFXOHV�G¶LQWpUrW��En 

fait, puisque le signal demeure stable pour toute cette région, le standard interne sera en 

PHVXUH�GH�FRUULJHU�O¶HIIHW�GH�PDWULFH�SRXU�OHV�PROpFXOHV�G¶LQWpUrW�ORFDOLVpHV�GDQV�FHWWH�UpJLRQ�

en plus des variations pouvant survenir lors de la préparation des échantillons. Évidemment, 

O¶XWLOLVDWLRQ�G¶XQ�VHXO�VWDQGDUG�LQWHUQH�SRXU�XQ�JURXSH�GH�PROpFXOHV�D\DQW�GLIIpUHQWV�WHPSV�

GH�UpWHQWLRQ�Q¶est pas une solution idéale puisque ce standard interne ne sera pas en mesure 

GH�FRUULJHU�GHV�YDULDWLRQV�SRXYDQW�VXUYHQLU�ORUV�GH�O¶pWDSH�G¶LRQLVDWLRQ��7RXWHIRLV��FRPSWH�

tenu de la non-disponibilité de standard interne pour les nouveaux biomarqueurs découverts 

ORUV�GH�O¶pWXGH�PpWDERORPLTXH��LO�V¶DJLW�G¶XQ�FRPSURPLV�DFFHSWDEOH�GDQV�OHV�FLUFRQVWDQFHV� 

Donc, suite aux différentes pWDSHV�G¶Rptimisation des paramètres chromatographiques, les 

paramètres suivants ont été utilisés pour la méthode de séparation chromatographique pour 

les études métabolomiqueV�GDQV�OH�SODVPD�HW�GDQV�O¶XULQH (Tableau 5) et pour la méthode de 

quantification dans le plasma HW�GDQV�O¶XULQH (Tableaux 6-7). Ces paramètres ont également 

été présentés dans les Articles 1 à 4 aux pages 124 (Article 1), 145 (Article 2), 188 (Article 

3) et 226 (Article 4). 
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Tableau 5. Méthode de séparation chromatographique en UPLC utilisée pour la séparation des 

constituants plasmatiques et urinaires lors des études métabolomiques non-ciblées respectives 

(Menkovic et al., 2021; Menkovic et al., 2022) 
 

Paramètres Description  

Colonne chromatographique Halo HILIC 2,7  

Dimension de la colonne 4,6 x 150 mm  

Taille des particules 2,��ȝP  

Température de la colonne 30°C  

Solvant « Weak Wash » 94,5:2,5:2,5:0,5 ACN: MeOH: H2O: HCOOH 
+ 5 mM IRUPDWH�G¶DPPRQLXP 

 

Solvant « Strong Wash » ACN  

9ROXPH�G¶LQMHFWLRQ ���ȝl  

7HPSpUDWXUH�GH�O¶pFKDQWLllonneur 10°C  

Phase mobile A 94,5:2,5:2,5:0,5 ACN: MeOH: H2O: HCOOH 
+ 5 mM ammonium formate 

 

Phase mobile B 10:89,5:0,5 ACN: H2O: HCOOH 
+ 5 mM IRUPDWH�G¶DPPRQLXP 

 

Débit 0,5 ml/min  

Gradient (% phase mobile B) 

0,0 o 5,0 min: 0%  

5,0 o 20,0 min: 0-10% (gradient linéaire)  

20,0 o��5,0 min: 10%  

25,0 o 35,0 min: 10-60% (gradient linéaire)  

35,0 o 40,0 min: 60%  

40,0 o������min: 0%  

 

LRUV�GX�GpYHORSSHPHQW�GH�OD�PpWKRGH�FKURPDWRJUDSKLTXH�SRXU�O¶pWXGH�PpWDERORPLTXH��OHV�

contraintes étaient beaucoup moins importantes que lors du développement de la méthode 

chromatographique pour la méthode de quantification des biomarqueurs. En fait, la seule 

FRQWUDLQWH� pWDLW� G¶rWUH� HQ� PHVXUH� GH� ELHQ� VpSDUHU le glucosylsphingosine du 

JDODFWRV\OVSKLQJRVLQH��eJDOHPHQW��GDQV�OH�EXW�GH�UpGXLUH�O¶HIIHW�GH�PDWULFH�DX�PD[LPum afin 

G¶REVHUYHU� OHV� PDUTXHXUV� GH� SOXV� IDLEOH� DERQGDQFH� TXL� SRXUUDLent potentiellement être 

masqués par cet effet de matrice, une méthode chromatographique assez longue de 45 

minutes avec un changement de gradient très lent et à haute teneur en solvant organique a été 

XWLOLVpH��,O�Q¶\�D�WRXWHIRLV�SDV�GH�PR\HQs, à ce stade-ci, de V¶DVVXUHU�TXH�WRXWHV�OHV�PROpFXOHV�
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G¶LQWpUrW� DVVRFLpHV� j� OD�PDODGLH�Q¶DXURQW� SDV�G¶HIIHWV� GH�PDWULFH� VLJQLILFDWLIV� SXLVTXH� FHV�

PROpFXOHV�Q¶RQW�SDV�HQFRUH�pWp�LGHQWLILpHV�� 

 

Tableau 6. Paramètres chromatographiques en UPLC utilisés pour la méthode ciblée de  

quantification des biomarqueurs urinaires associés à la maladie de Gaucher  

(Menkovic et al., 2022). 
 

Paramètres Description  

Colonne chromatographique Halo HILIC 2,7  

Dimension de la colonne 4,6 x 150 mm  

Taille des particules 2,��ȝP  

Température de la colonne 24°C  

Solvant « Weak Wash » ACN  

Solvant « Strong Wash » ACN  

9ROXPH�G¶LQMHFWLRQ 4 ȝl  

Débit 0,85 ml/min  

7HPSpUDWXUH�GH�O¶pFKDQWLllonneur 10°C  

Phase mobile A 94,5:2,5:2,5:0,5 ACN: MeOH: H2O: HCOOH 
+ 5 mM IRUPDWH�G¶DPPRQLXP 

 

Phase mobile B 10:89,5:0,5 ACN: H2O: HCOOH 
+ 5 mM IRUPDWH�G¶DPPRQLXP 

 

Débit 0,85 ml/min  

Gradient (% phase mobile B) 

0,0   o 9,5 min: 12.5%  

9,5   o 11,0 min: 70.0%  

11,0 o���,0 min: 12.5%  
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Tableau 7. Paramètres chromatographiques en UPLC utilisés pour la méthode de 

quantification des biomarqueurs plasmatiques associés à la maladie de Gaucher (Menkovic 

et al., 2022). 

Paramètres Description 

Colonne chromatographique Halo HILIC 2,7 

Dimension de la colonne 4,6 x 150 mm 

Taille des particules 2,��ȝP 

Température de la colonne 60°C 

Solvant « Weak Wash » ACN 

Solvant « Strong Wash » ACN 

9ROXPH�G¶LQMHFWLRQ ��ȝl 

Température de O¶pFKDQWLOORQQHXU 10°C 

Phase mobile A 94,5:2,5:2,5:0,5 ACN: MeOH: H2O: HCOOH 
+ 5 mM IRUPDWH�G¶DPPRQLXP 

Phase mobile B 10:89,5:0,5 ACN: H2O: HCOOH 
+ 5 mM IRUPDWH�G¶DPPRQLXP 

Débit 0,85 ml/min 

7HPSpUDWXUH�GH�O¶pFKDQWLOORQQHXU 10°C 

Gradient (% phase mobile B) 

0,0   o 1,0 min: 15% 

1,0   o 6,0 min: 15% 

6,0   o��,0 min: 60% (Gradient linéaire) 

7,0   o 10,0 min: 60% 

10,0 o 12,0 min: 15% 
 

Contrairement à la méthode chromatographique développée pour les études métabolomiques, 

il était important de produire une méthode relativement courte pour les méthodes de 

TXDQWLILFDWLRQ� FRQVLGpUDQW� OH� QRPEUH� G¶pFKDQWLOORQV� à analyser�� 'H� SOXV�� O¶RSWLPLVDWLRQ�

chromatographique des méthodes quantitatives était beaucoup plus complexe puisque nous 

GHYLRQV� WHQLU� FRPSWH� GH� O¶LQIOXHQFH� GH� O¶HIIHW� GH� PDWULFH, car LO� V¶DJLW� GH� PpWKRGHV� GH�

quantification relative pour certaines molécules et de quantification absolue pour le lyso-Gb1. 

Les séparations chromatographiques associées à ces paramètres sont présentées en détail aux 
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Figures ��HW���GH�O¶Article 2 aux pages 150 et 153 ainsi à la Figure ��GH�O¶Article 4 à la page 

230. 

8 La spectrométrie de masse 
Le premier spectromètre de masse a été construit en 1912 par Joseph John Thomson (Yates, 

2011). Quelques années plus tard, F.W Aston et A. J. Dempster, des étudiants de Thomson, 

ont par la suite été en mesure de développer des versions plus avancées du spectromètre de 

masse (Yates, 2011). Cet appareil a été utilLVp�SRXU�GpPRQWUHU�O¶H[LVWHQFH�GHV�LVRWRSHV non 

radioactifs par Aston en 1920 avec la découverte du 20Ne et du 22Ne (Yates, 2011). Vers les 

années 1940, bien que les spectromètres de masse soient commercialement disponibles, le 

fonctionnement de ceux-ci demeure très peu compris. Ainsi, son usage était limité à certains 

domaines précis comme O¶LQGXVWULH� SpWUROLqUH� DILQ� G¶pYDOXHU� O¶DERQGDQFH de petits 

hydrocarbures (Griffith, 2008). En 1980, alors que les petites molécules organiques sont 

analysées de routine par spectrométrie de masse, les macromolécules telles que les acides 

nucléiques, les glucides ou les protéines ne peuvent toujours pas être analysées en raison de 

problèmes liés aux méthodes G¶LRQLVDWLRQ�qui étaient utilisées j� O¶pSRTXH (Griffith, 2008). 

3OXV�SUpFLVpPHQW��SRXU�OHV�PDFURPROpFXOHV��LO�Q¶pWDLW�SDV�SRVVLEOH�GH�SURGXLUH�GHV�LRQV�HQ�

phase gazeuse sans fragmentation trop importante GH�O¶LRQ�PROpFXODLUH��*ULIILWK���������&¶HVW�

finalement grâce au GpYHORSSHPHQW� GH� O¶LRQLVDWLRQ� par électronébulisation (« electrospray 

ionization, ESI ») par John Fenn, SUqV�G¶XQH�GL]DLQH�G¶DQQpHV�SOXV� tard, que le problème 

G¶LRQLVDWLRQ� GHV�PDFURPROpFXOHV� D� pWp� UpVROX� (Griffith, 2008). Ces travaux ont G¶DLOOHXUV 

mérité à Fenn le prix Nobel conjoint de chimie en 2002 (avec Tanaka qui a travaillé sur 

l¶LRQLVDWLRQ�SDU�GpVRUSWLRQ laser assistée par matrice) (Steckel et Schlosser, 2019). De nos 

jours, la spectrométrie de masse est utilisée dans différents domaines pour un large éventail 

G¶DSSOLFDWLRQV et ce, sans limitations par rapport aux composés à analyser.  

8.1 Les principes de bases 
$XMRXUG¶KXL��OD�VSHFWURPpWULH de masse est un outil technologique très versatile qui permet 

G¶LGHQWLILHU� de quantifier et de caractériser un ou un ensemble de composés dans différentes 

matrices. Évidemment, les spectromètres de masse ont grandement évolué pour en arriver à 

ce point. Toutefois, malgré toute cette pYROXWLRQ�HW�O¶DSSDULWLRQ�GH�QRXYHOOHV�WHFKQLTXHV��TXH�

FH�VRLW�DX�QLYHDX�GX�PRGH�G¶LRQLVDWLRQ��GH�O¶Dnalyseur de masse ou du détecteur, les principes 

de bases du fonctionnement des spectromètres de masse sont demeurés sensiblement les 
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mêmes�� /¶XVDJH� G¶XQ� VSHFWURPqWUH� GH�PDVVH� LPSOLTXH� LQpYLWDEOHPHQW : 1) La production 

G¶LRQV�HQ�SKDVH�JD]HXVH�j partir de O¶pFKDQWLOORQ�j�DQDO\VHU; 2) La séparation des ions gpnprps 

en fonction de leurs rapports masse sur charge (m/z); et finalement: 3) La détection des ions 

(Rockwood et al., 2018). '¶DLOOHXUs il est important de bien comprendre la notion de m/z 

SXLVTX¶LO� V¶DJLW� Oj� G¶XQ� FRQFHSW� IRQGDPHQWDO� HQ� VSHFWURPpWULH� GH� PDVVH�� &HOXL-ci fait 

UpIpUHQFH� j� OD� PDVVH� G¶XQ� FRPSRVp� GLYLVp� SDU� OD� FKDUJH� GH� FHOXL-ci. Par exemple, si un 

métabolite possède une masse de 300 Da et une charge de +1, son rapport masse sur charge 

est égal à (300 + 1 proton) /1charge donc 301. Dans le cas où la même molécule de 300 Da est 

doublement chargée, sont rapport masse sur charge devient alors (300 + 2 protons) /2charges = 

151. Si la même molécule est triplement chargée, m/z = (300 + 3protons) /3charges = 101 et ainsi 

de suite. Le gain de masses et de charges SHXW�pJDOHPHQW�rWUH�JpQpUp�SDU�OD�SUpVHQFH�G¶DGGXLWV�

métalliques comme le sodium (+23 unités de masse; +1 charge). Par exemple une molécule 

de lyso-Gb1 protonée aurait un rapport m/z de 462 Da alors que cette même molécule aurait 

un rapport m/z de 484 avec un adduit sodium soit (461 + 23unités de masse) /1charge. Ce phénomène 

HVW�pJDOHPHQW�SRVVLEOH�G¶DXWUHV�W\SHV�G¶DGGXLW�FRPPH�XQ�DPPRQLXP������XQLWpV�GH�PDVVH��

+1 charge). Il est aussi important de mentionner que O¶LRQLVDWLRQ�SHXW�pJDOHPHQW�VH�IDLUH�HQ�

mode négatif DYHF�OD�SHUWH�G¶XQ�SURWRQ��-1 unité de masse; charge -���RX�DMRXW�G¶XQ�DGGXLW�

chargé négativement comme le Cl- (+35 unités de masse; charge -1). Également, il est 

important de mentionner le cas où certains atomes, qui sont normalement présent sur la 

molécule acquièrent une charge (ex : ammonium quaternaire). Dans ces situations bien 

précises��O¶LRQ�SUpFXUVHXU�DFTXLHUW�XQH�FKDUJH��PDLV�OD�PDVVH�GHPHXUH�LQFKDQJpH��En fait, le 

W\SH�G¶LRQLVDWLRQ�j�IDYRULVHU�GpSHQGDQW�JUDQGHPHQW�GHV�propriétés physiques et chimiques 

des analytes. 

Au niveau de la structure générale, les spectromètres de masse ont les mêmes types de 

composantes comme démontré à la Figure 8 (Smith et Thakur, 2010). Évidemment, pour 

chacune de ces composantes, il existe différentes options disponibles ce qui peut faire en 

VRUWH�TX¶XQH�PRGDOLWp�VRLW�PHLOOHXUH�TX¶XQH�DXWUH�GDQV�OH�FDGUH�G¶XQ�W\SH�G¶DQDO\VH�SUpFLV� 
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Figure 8��&RPSRVDQWHV�SULQFLSDOHV�G¶XQ�VSHFWURPqWUH�GH�PDVVH��Gross et Roepstorff, 2014).  

Premièrement, pour ce qui est de O¶LQWURGXFWLRQ�GH�O¶pFKDQWLOORQ�DX�QLYHDX�GX�VSHFWURPqWUH�

de masse, il existe différentes approches possibles. Dans le cas d¶XQ�échantillon pur, liquide 

RX� JD]HX[�� O¶LQMHFWLRQ� GLUHFWH� RX� O¶XWLOLVDWLRQ� G¶XQH� VRQGH� G¶LQVHUWLRQ� GLUHFWe peut être 

HPSOR\pH� �6PLWK� HW�7KDNXU�� �������7RXWHIRLV�� ORUVTXH� O¶pFKDQWLOORQ� LPSOLTXH�XQH�PDWULFH�

FRPSOH[H� FRPPH�FH� IXW� OH� FDV� GDQV� OH� FDGUH�GH� FH�SURMHW� GH� UHFKHUFKH� DYHF� O¶XULQH� HW� OH�

SODVPD�� LO� HVW� LPSpUDWLI� G¶XWLOLVHU� O¶DSSURFKH� G\QDPLTXH� TXL� LPSOLTXe une séparation de 

O¶pFKDQWLOORQ�HQ�VHV�GLIIpUHQWHV�FRPSRVDQWHV�DYDQW�O¶pWDSH�G¶LRQLVDWLRQ��&HWWH�VpSDUDWLRQ�SHXW�

être réalisée j� O¶DLGH� G¶XQ� FKURPDWRJUDphe de type HPLC (High Performance Liquid 

Chromatography), UPLC (Ultra Performance Liquid Chromatography) ou même GC (Gas 

Chromatography) (Smith et Thakur, 2010). Dans la présente étude, un chromatographe de 

W\SH� 83/&� D� pWp� XWLOLVp� WDQW� SRXU� O¶pWXGH� PpWDERORPLTXH� que pour la méthode de 

quantification. 8QH�IRLV� O¶pWDSH�GH�VpSDUDWLRQ�FRPSOpWpH�� OHV�FRPSRVDQWHV�GH� O¶pFKDQWLOORQ�

VRQW� WUDQVIpUpHV� YHUV� OD� VRXUFH� G¶LRQs du spectromètre de masse qui, comme son nom 

O¶LQGLTXH��DXUD�SRXU�IRQFWLRQ�GH�JpQpUHU�GHV�LRQV�j�SDUWLU�GHV�FRPSRVDQWHV�GH�O¶pFKDQWLOORQ��

Encore une fois, plusieurs options sont disponibles en fonction des visées et des propriétés 

physico-chimiques des molécules ou des matrices à analyser. Au niveau du mode 

G¶LRQLVDWLRQ��LO�HVW�LPSRUWDQW�GH�PHQWLRQQHU�OHV���JUDQGV�W\SHV�G¶LRQLVDWLRQ�VRLt O¶LRQLVDWLRQ�

dite douce qui génère des ions moléculaires VWDEOHV�j�QRPEUH�SDLU�G¶pOHFWURQs (par exemple : 

O¶plectronébulisation, la désorption/ionisation laser assistée par matrice (MALDI), ou 

EntrĠe de 
l'Ġchantillon

Source 
d'ions

Analyseur 
de masse DĠtecteur

Pression 
AtmosphĠrique

(1000 mbar)

Sous vide (10-5 ă 10-9 mbar)

Systğme de donnĠes
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O¶LRQLVDWLRQ�FKLPLTXH�j�SUHVVLRQ�DWPRVSKpULTXH) HW�O¶LRQLVDWLRQ�GLWH�GXUH�TXL�SURGXLW�GHV�LRQV 

radicaux (par exempOH�� O¶LRQLVDWLRQ� SDU� LPSDFW� pOHFWURQLTXH��� eYLGHPPHQW� FKDTXH� W\SH�

G¶LRQLVDWLRQ�D�VHV�SURSUHV�DYDQWDJHV�HW�GpVDYDQWDJHs��/¶LRQLVDWLRQ par impact électronique 

génère un nombre important de fragments, ce qui peut être utile pour confirmer la présence 

G¶XQH�molécule (Wang et al., 2018). En revanche, il peut être très difficile de reconstruire 

XQH� PROpFXOH� LQFRQQXH� j� SDUWLU� GHV� IUDJPHQWV� REWHQXV� VXLWH� j� O¶LRQLVDWLRQ� SDU� LPSDFW�

électronique (Portolés et al., 2011; Steckel et Schlosser, 2019).  Ainsi, compte tenu des visées 

du présent projet, une ionisation de type douce était à privilégier. Nous avons donc opté pour 

O¶XVDJH�GH�O¶pOHFWURQpEXOLVDWLRQ�GDQV�OH�FDGUH�GH�FH�SURMHW�HQ�UDLVRQ�GH�OD�JUDQGH�YHUVDWLOLWp�

de ce mode (Garcia-Ac et al., 2011). 

8.2 /¶électronébulisation 
&H� W\SH�G¶LRQLVDWLRQ�D�pWp�XWLOLVp�SRXU� OHV�PpWKRGHV�GH�TXDQWLILFDWLRQ�DLQVL�TXH� OHV�pWXGHV�

méthabolomiques. ,QWURGXLW� HQ� ������ O¶LRQLVDWLRQ� SDU� électronébulisation (ESI) est une 

PpWKRGH�G¶LRQLVDWLRQ douce fréquemment utilisée en spectrométrie de masse pouU�O¶DQDO\VH 

de composés biologiques tels que des protéines, des acides nucléiques ou autres 

PDFURPROpFXOHV��%DQHUMHH�HW�0X]XPGDU���������&H�W\SH�G¶LRQLVDWLRQ�HVW�TXDOLILp�G¶LRQLVDWLRQ�

GRXFH�SXLVTXH�UHODWLYHPHQW�SHX�G¶pQHUJLH�UpVLGXHOOH�HVW�FRQVHUYpH�SDU�OHs différents analytes 

VXLWH�j�O¶LRQLVDWLRQ�HW��GH�IDoRQ�JpQpUDOH, LO�Q¶\ a pas ou très peu de fragmentation subséquente 

GHV�DQDO\WHV�VXLWH�j�O¶pWDSH�G¶LRQLVDWLRQ��%DQHUMHH�HW�0X]XPGDU��������� 

$X�QLYHDX�GX�SURFHVVXV�G¶LRQLVDWLRQ��O¶(6,�LPSOLTXH�OH�SDVVDJH�G¶XQH�VROXWLRQ�FRQWHQDQW�OHV�

analytes à travers un capillaire auquel est appliqué une différence de potentiel afin de 

SURGXLUH�XQ�FKDPS�pOHFWULTXH��&¶HVW� DORUV�TXH�VH�SURGXLW�XQH� UpDFWLRQ�G¶R[\GR-réduction, 

F¶HVW-à-GLUH�OH�WUDQVIHUW�G¶pOHFWURQV�YHUV�RX�j�SDUWLU�GX�FDSLOODLUH�YHUV�OH�VROYDQW�RX�O¶LQYHUVH�

selon la polarité à laquelle le système est utilisé (Gross et Roepstorff, 2014���&¶HVW�DORUV�TXH�

les éléments chargés produisent un mouvement des charges de manière à sélectionner une 

polarité en particulier SXLV�j�GLULJHU�FHV�FKDUJHV�YHUV�OD�VXUIDFH�GX�OLTXLGH�j�O¶H[WUpPLWp�GX�

capillaire. Ultimement, ces mouvements de charges combinés à la tension de surface créent 

j�O¶DSH[�GX�FDSLOODLUH�OH�F{QH�GH�7D\ORU��Gross et Roepstorff, 2014). Lorsque la répulsion 

coulombienne entre les ions de même polarité surpasse la tension de surface du liquide, des 

gouttelHWWHV�FKDUJpHV�G¶LRQV�VHURQW�H[SXOVpeV�j�SDUWLU�G¶XQ�MHW�LVVX�GX�F{QH�GH�7D\ORU�SRXU�
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être dirigées vers une contre-électrode qui consiste en un capillaire chauffé (Banerjee et 

Muzumdar, 2012). 6XLWH�j�O¶pMHFWLRQ�GX�F{QH�GH�7D\ORU��OHV�JRXWtelettes sont soumises à de 

hautes WHPSpUDWXUHV� DLQVL� TX¶j� GHV� JD]� QpEXOLVDQWV�� &HV� GHX[� pOpPHQWV� DXURQW� SRXU� HIIHW�

G¶pYDSRUHU�XQH�SDUWLH�GX�VROYDQW�MXVTX¶j�FH�TXH�OH�FKDPS�électrique devienne tellement fort, 

qu'il se produit un second phénomène de cône de Taylor qui éjectera de plus fines gouttelettes 

chargéeV��&H�SURFHVVXV� HVW� UpSpWp� MXVTX¶j�REWHQWLRQ�G¶LRQs en phase gazeuse uniquement 

(Wilm 2011; Banerjee et Muzumdar, 2012). Ce sont donc ces ions produits qui seront séparés 

SDU� O¶DQDO\VHXU� GH� PDVVH� SUpVHQW� DX� QLYHDX� GH� O¶LQVWUXPHQW� Un exemple schématisé de 

O¶LRQLVDWLRQ�SDU�pOHFWURQpEXOLVDWLRQ�HVW�SUpVHQWp�j�OD�)LJXUH�9. 

 

Figure 9�� ([HPSOH� VFKpPDWLVp� GH� O¶pOHFWURQpEXOLVDWLon en mode positif (adapté de 

Hendrickson, 2021).  

Pour ce qui est des analyseurs de masse, plusieurs options existent et chacune de ces 

modalités possède ses avantages et ses désavantages. En effet, différents paramètres tels que 

O¶pWHQGXH�GH�m/z à analysHU��OD�PDVVH�GH�O¶DQDO\WH��OH�SRXYRLU�GH�UpVROXWLRQ�UHTXLV��OD�FDSDFLWp�

à conjuguer un analyseur de masse j�XQH�VRXUFH�G¶LRQs particulière et finalement la limite de 

détection à atteindre (Gross et Roepstorff, 2014). Ainsi, pour répondre aux visées du projet 

de recherche nous avons dû avoir recours à deux différents analyseurs de masse soit : 1) le 
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quadripole-temps de vol (QTOF), un instrument hybride à haute résolution pour la 

découverte des biomarqueurs en raison de son haut pouvoir de résolution de masse et de sa 

grande sensibilité en mode balayage qui seront très utiles pour le processus de découverte 

des biomarqueurs et pour leur élucidation structurale; et 2) le triple quadripôle pour la 

méthode de quantification en raison de sa sensibilité accrue en mode «Multiple Reaction 

0RQLWRULQJ��050�ª�DILQ�G¶rWUH�HQ�PHVXUH�G¶DWWHLQGUH�GH�SOXV�IDLEOHs limites de détection. 

8.3 La spectrométrie de masse en temps de vol 
Le temps de vol a uniquement été utilisé pour les études métabolomiques. Ce type 

G¶analyseur de masse qui comprend un SXOVHXU� G¶LRQV ainsi TX¶un tube de temps de vol. 

Certains spectromètres de masse comprennent également un PLURLU�G¶LRQV�pJDOHPHQW�DSSHOp�

réflectron qui aide à augmenter la résolution des m/z mesurés (Agilent, 2016). Les ions 

arrivent DX�QLYHDX�GH�O¶DQDO\VHXU�GH�PDVVH�HW�SOXV�SUpFLVpPHQW DX�SXOVHXU�G¶LRQV à un angle 

de 90° puis, une pulsation de haute tension de même polarité que les ions est appliquée dans 

OH�EXW�G¶DFFpOpUHU�OHV�LRQV�YHUV�OH�WXEH�GH�WHPSV�GH�YRO��Les ions auront une vitesse variable 

en fonction de leur rapport masse sur charge respectifs. C¶HVW�GRQF�OD�durée du parcours au 

niveau du tube de temps de vol qui servira à déterminer le rapport masse sur charge G¶XQ ion 

précis (Gross et Roepstorff, 2014). Les principes derrière le temps de vol peuvent être 

décortiqués SOXV�HQ�GpWDLO�j�O¶DLGH�GH�O¶pTXDWLRQ�G¶pQHUJLH�FLQpWLTXH suivante : 

    (5) Epot = qU = ezU 

    (6) = Ecin = ½mv2 

où Epot FRUUHVSRQG�j� O¶pQHUJLH�SRWHQWLHOOH��T� j� OD�FKDUJH�HW�8�DX�YROWDJH�� H au nombre de 

charges, z à la charge. Dans (6) Ecin FRUUHVSRQG�j�O¶pQHUJLH�FLQpWLTXH��P�FRUUHVSRQG�j�OD�PDVVH�

et v à la vitesse de la particule. 'DQV�O¶DQDO\VHXU�GH�PDVVH�GH�W\SH�WHPSV�GH�YRO��O¶pQHUJLH�

potentielle conférée aux ions est FRQYHUWLH� HQ� pQHUJLH� FLQpWLTXH��&H�TXL� SHUPHW� G¶REWHQLU�

O¶pTXDWLRQ�VXLYDQWH : 

    (7) Epot = ezU= ½mv2 = Ecin 

À partir de la formule présentée en (7���,O�HVW�SRVVLEOH�G¶LVRler la variable de la vitesse (v) 
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    (8) v = ටଶ௘௭௎
௠

 

De plus, ���������ǯ��������dère la formule de distance : 

    (9) v = d/t 

oî� �� ����������� ��� �����ǡ� �� �� ��� ��������� ��� �� �� ��� �������Ǥ� ��� ���� ��������� �ǯ���±����

�ǯ±��������8 ������ǯ±��������9 pour obtenir : 

    (10)   ටଶ௘௭௎
௠

= d/t 

Finalement, il est possible de réarranger la formule (10�� DILQ�GH� O¶H[SULPHU� HQ� WHUPHV�GH�

rapport m/z 

    (11) m/z = 2eUt2 / d2 

À partir de la formule présentée en (11), il est possible de réarranger la formule afin 

G¶H[SULPHU�OH�WHPSV��W��HQ�IRQFWLRQ�GX�UDSSRUW�m/z avec la formule suivante : 

ݐ (12)     ൌ ௗ
ξଶ௘௎

ට௠
௭

 

3XLVTXH�O¶pQHUJLH�FLQpWLTXH�DSSOLTXpe SDU�OH�SXOVHXU�G¶LRQV�HVW�OD�PrPH�SRXU�WRXV�HW�TXH�OD�

distance parcourue (d) dans le tube de temps de vol est constante, le rapport masse sur charge 

(m/z��GH�O¶LRQ�HVW�GLUHFWHPHQW�OLpH�DX�WHPSV��W��UHTXLV�j�O¶LRQ�SRXU�WUDYHUVHU�OH�WXEH�GH�WHPSV�

de vol pour se rendre au niveau du détecteur (Gross et Roepstorff, 2014). Ainsi, en se basant 

sur ces formules, il est possible de déduire que plus un ion a un faible rapport masse sur 

charge (m/z), plus le temps de vol sera court. /H�PLURLU�G¶LRQs ou réflectron quant à lui a pour 

fonction de ralentir, arrêter puis réfléchir des ions vers une direction opposée (Hamid et 

Mirzaei, 2016). Ce changement de trajectoire pour les ions au sein du tube de temps de vol 

aura SRXU�HIIHW�G¶DOORQJHU�OD�GLVWDQFH�GH�YRO�HW�SDU�OH�IDLW�PrPH�G¶DPpOLRUHU�OD�UpVROXWLRQ��

F¶HVW-à-GLUH�OD�FDSDFLWp�GH�O¶DSSDUHLO�j�GLVWLQJXHU�GHV�LRQV�GH�PDVVH�WUqV�VLPLODLUH��eJDOHPHQW��

cet effet « trampoline » corrigera OHV� YDULDWLRQV� G¶pQHUJLH� FLQpWLTXH (Gross et Roepstorff, 
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2014). Effectivement, si deux ions de même masse acquièrent une énergie cinétique 

GLIIpUHQWH��O¶LRQ�D\DQW�SOXV�G¶pQHUJLH�SpQpWUHUD�GDYDQWDJH�OH�FKDPS�pOHFWURVWDWLTXH�SUpVHQW�DX�

QLYHDX�GX�UpIOHFWURQ�DYDQW�G¶rWUH�UpIOpFKL�comparé à un iRQ�D\DQW�PRLQV�G¶pQHUJLH�FLQpWLTXH��

&HWWH�FRUUHFWLRQ�SHUPHWWUD�XOWLPHPHQW�DX[�LRQV�GH�PrPH�PDVVH�G¶DUULYHU�HQ�PrPH�WHPSV�DX�

niveau du détecteur. Un schéma du temps de vol est présenté à la Figure 10. 

Figure 10. Coupe schématique G¶XQ�DQDO\VHXU�GH�masse en temps de vol��/¶LRQ�YHUW�HW�O¶LRQ�

rouge sont des ions de même m/z qui ont toutefois des énergies cinétiques légèrement 

différentes en raison du positionnement des ions. Le réflectron parvient toutefois à corriger 

ces variations afin que les deux ions touchent le détecteur au même moment. 

$LQVL��OD�WHFKQRORJLH�GH�WHPSV�GH�YRO�SHUPHW�G¶DWWHLQGUH�XQ�KDXW�QLYHDX�GH�UpVROXWLRQ��F¶HVW-

à-dire la capacité de distinguer deux ions ayant des rapports m/z similaires. Cette haute 

résolution (pouvoir de résolution = 8000)��QRWDPPHQW�SRXU�GHV�LRQV�QRQ�FLEOpV��V¶DYqUH�rWUH�

un atout indispensable pour la découverte HW� O¶pOXFLGDWLRQ� GHs structures de nouveaux 

biomarqueurs (Rochat, 2018). Effectivement, grâce à cette haute résolution, il sera possible, 

j� O¶DLGH� GH� ORJLFLHO�� GH� FDOFXOHU� OD� FRPSRVLWLRQ� pOpPHQWDLUH� G¶XQ� LRQ� RX� G¶XQ� IUDJPHQW�

G¶LQWpUrW�� &HWWH� FRPSRVLWLRQ� VHUYLUD� DORUV� j� pOXFLGHU la VWUXFWXUH� G¶XQH�PROpFXOH� RX� G¶XQ�

fragment, comme ce fut le cas dans la présente étude. 'DQV� O¶H[HPSOH� GHV� WHVWV� GH�

fragmentatioQ��O¶DSSDUHLO�VHUD�XWLOLVp�GDQV�XQ�PRGH�K\EULGH�VRLW�HQ�PRGH�TXDGULS{OH-temps 

Zone d͛accĠlĠration:
Les ions sont accĠlĠrĠs par 
un pulseur d͛ions

Temps de vol:
Les ions parcourent une certaine 
distance jusqu͛au rĠflectron

La vitesse des ions dĠpend de leur 
rapport m/z  

DĠtecteur:
DĠtection des ions 

RĠflectron:
Ralentit, arrġte puis rĠflĠchit les ions 
dans le sens inverse vers le dĠtecteur

Champ Ġlectrique

Champ Ġlectrique

Champ Ġlectrique
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GH�YRO��/D�FRPELQDLVRQ�GH�FHV�GHX[�PRGHV�G¶DQDO\VH�SHUPHW�G¶LVROHU�XQ�LRQ�FLEOp�DX�QLYHDX�

GX�TXDGULS{OH��SXLV�GH�PRQLWRUHU�OHV�LRQV�LVVXV�GH�OD�IUDJPHQWDWLRQ�GH�O¶LRQ�SUpFXUVHXU�avec 

XQ�KDXW�QLYHDX�GH�SUpFLVLRQ�DX�QLYHDX�GHV�PDVVHV�H[DFWHV�j�O¶DLGH�GX�VSHFWURPqWUH�GH�PDVVH�

HQ�WHPSV�GH�YRO��3DU�H[HPSOH��ORUV�GH�O¶pOXFLGDWLRQ�GH�OD�VWUXFWXUH�GX�O\VR-Gb1, le quadripôle, 

XQ�W\SH�G¶DQDO\VHXU�GH�PDVVH�GRQW�OH�IRQFWLRQQHPHQW�VHUD�DERUGp�dans la prochaine section, 

D�pWp�HPSOR\p�GDQV�OH�EXW�G¶LVROHU�XQ�LRQ�SUpFXUVHXU�j����������'D��3XLV��XQH�UDPSH�G¶pQHUJLH�

de collision allant de 15 à 25 volts a été utilisée au niveau de la cellule de collision localisée 

entre le quadripôle et le temps de vol afin de produire les différents fragments visibles. Les 

différences entre les deux valeurs sont exprimées en ppm sous la structure. Les formules 

FKLPLTXHV�SURSRVpHV�SRXU�FKDFXQ�GHV�IUDJPHQWV�FRUUHVSRQGHQW�j�O¶XQH�GHV�WURLV�SUHPLqUHV�

compositions élémentaires proposées par le logiciel MassLynx (Water Corp.). '¶DLOOHXUs, il 

est important ici de faire une brève parenthèse sur le terme « ppm », sa signification ainsi que 

VRQ�XWLOLWp��7RXW�G¶DERUG��OH�WHUPH�SSP�HQ�VSHFWURPpWULH�GH�PDVVH�HVW�XWLOLVp�SRXU�quantifier 

O¶pFDUW�PHVXUp�HQWUH�OHV�PDVVHV�H[DFWHV�WKpRULTXHV�HW�OHV�YDOHXUV�REWHQXHV�H[SpULPHQWDOHPHQW 

(Brenton et Godfrey, 2010). Afin de calculer O¶HUUHXU�GH� MXVWHVVH�GH�PDVVH�HQ�SSP�� LO�HVW�

SRVVLEOH�G¶XWLOLVHU�OD�IRUPXOH�VXLYDQWH : 

 

  (13) ሺ௠೐ೣ೛ି௠೟೓±೚

௠೟೓±೚
ሻ x 106 ppm = O¶HUUHXU�GH�MXVWHVVH�GH�PDVVH�HQ�SSP 

où mexp est la masse mesurée par le spectromètre de masse pour une molécule donnée et mthéo 

correspond à masse exacte pour cette même molécule. Il est à noter ici que cette différence 

de masse peut être positive ou négative. Ainsi, ce qui est souhaité ici sont des valeurs en ppm 

qui sont le plus près de 0 possible. 

 

8Q�H[HPSOH�G¶pOXFLGDWLRQ�GH� VWUXFWXUHs suite aux tests de fragmentation est présenté à la 

Figure 5 GH�O¶Article 1 à la page 114. Il est à noter que cette méthodologie a été utilisée dans 

le cadre des études métabolomiques dans lH�SODVPD�HW�GDQV�O¶urine. Cette approche a donc 

SHUPLV�G¶pOXFLGHU�OD�VWUXFWXUH�G¶XQ�QRPEUH�LPSRUWDQW�GH�ELRPDUTXHXUV�SRWHQWLHOs en se basant 

uniquement sur le spectre de fragmentation ainsi que la masse exacte des différents fragments 

observés. Il est bien évident que sans cette grande précision possible grâce au temps de vol, 

O¶pOXFLGDWLRQ� GH� VWUXFWXUHs des biomarqueurs mis en évidence par l¶pWXGH�PpWDERORPLTXH 

aurait été significativement plus complexe. ,O�V¶DJLW�GRQF�Oj�G¶XQ�DWRXW�WUqV�LPSRUWDQW�SRXU�
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nos études. En ce qui concerne la spectrométrie de masse en temps de vol, un calibrant de 

masse en continue (standard externe) est également utilisé. Dans le cas des études présentées 

aux Articles 1 et 3, la terfénadine a été utilisée comme calibrant de masse. Nous avons opté 

SRXU�FH�SURGXLW�SXLVTX¶LO�HVW�UHODWLYHPHQW�SHX�GLVSHQGLHX[��VWDEOH��IDFLOHPHQW�LRQLVDEOH�SDU�

électronébulisation en polarité positive et puisque son m/z (472.3215) se situe 

DSSUR[LPDWLYHPHQW� DX� PLOLHX� GH� O¶pWHQGXH� GH� PDVVH� FRQVLGpUpH� VRLW� ��� j� ����� 'D� La 

terfénadine HVW�GRQF�LQIXVpH�HQ�PrPH�TXH�OHV�pFKDQWLOORQV�VRQW�DQDO\VpV�HW�O¶DSSDUHLO�DOWHUQH�

entre les 2 éléments soit lH�FDOLEUDQW�HW�O¶pFKDQWLOORQ��&H�W\SH�GH�FDOLEUDWLRQ�HQ�FRQWLQXH�HVW�

essentiel pour obtenir des résultats précis quant aux rapports m/z mesurés pour les différents 

métabolites ou leurs fragments (dans le cas des tests de fragmentation). 

Cependant, bien que dotée G¶XQH�JUDQGH�UpVROXWLRQ (résolution = 8000) au niveau des masses 

mesurées��OD�VHQVLELOLWp�GH�FH�W\SH�G¶DSSDUHLO�SHXW�rWUH�XQH�FRQWUDLQWH�PDMHXUH�GDQV�FHUWDLQs 

cas. Effectivement, dans le cas de la quantification de certaines molécules ciblées, il est 

SUpIpUDEOH�G¶XWLOLVHU�XQ�DXWUH�W\SH�G¶DSSDUHLO�comme un spectromètre de masse en tandem de 

type triple quadripôles (QqQ).  Lorsque nous comparons la sensibilité du Xevo TQ-S (Waters 

Corp.), un spectromètre de masse de type QqQ utilisé en laboratoire, au Synapt G1, un 

spectromètre de masse de type QTOF��LO�HVW�SRVVLEOH�G¶REVHUYHU�XQH�VHQVLELOLWp�VXSpULHXUH�GH�

O¶RUGUH�GH�����j������IRLV�pour le Xevo TQ-S SRXU�O¶DQDO\VH�GHs molécules ciblées (Figure 

11).   
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Figure 11. Appareils utilisés dans le cadre de ce projet de doctorat. À gauche, le Synapt G1, 

un spectromètre de masse QTOF utilisé pour les études métabolomiques et la découverte de 

biomarqueurs. À droite, le Xevo TQ-S, un spectromètre de masse QqQ utilisé pour les études 

de quantification des biomarqueurs. 

Cette sensibilité DFFUXH� SHUPHW� G¶DYRLU� GH� PHLOOHXUHV limites de détection et limites de 

TXDQWLILFDWLRQ�SRXU�OHV�PDUTXHXUV�G¶LQWpUrW��8Q�H[HPSOH�GH�O¶DSSRUW�SRWentiel de ce gain a 

G¶DLOOHXUV�SX�rWUH�REVHUYp�ORUV�GH�O¶pWDSH�GH�YDOLGDWLRQ��6XLWH�j�O¶pWXGH�PpWDERORPLTXH��SRXU�

les échantillons contrôles, aucun échantillon ne présentait des traces de lyso-Gb1 DORUV�TX¶HQ�

UpDOLWp��VHORQ�FH�TXL�D�pWp�REVHUYp�VXLWH�j�O¶Dnalyse du même échantillon par Xevo TQ-S, une 

concentration moyenne de 1,22 nM a été observée.  

Ceci valide l'approche expérimentale privilégiée dans le cadre de ce projet G¶XWLOLVHU� XQ�

spectromètre de masse QqQ afin de produire une méthode de quantification hautement 

sensible et robuste. 

8.4 La spectrométrie de masse QqQ 
Les spectromètres de masse de type QqQ sont les plus utilisés pour les analyses quantitatives 

ciblées. De manière individuelle, un quadripôle est composé de 4 tiges métalliques pairées 

en parallèle et interconnectées par un circuit électrique. Parmi ces 4 tiges, deux tiges sont 

chargées positivement alors que les deux autres sont chargées négativement. 6XLWH�j�O¶DMRXW 

Synapt G1 (Waters Corp.) Xevo TQ-S (Waters Corp.)
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simultané G¶XQ�courant électrique continu (DC) et d¶XQ�FRXUDQW�DOWHUQDWLI��$&� précis, il se 

crée un champ électrique dans lequel seuls les ions de rapport m/z sélectionnés auront une 

trajectoire stable et donc parviendront à traverser le quadripôle (Gross et Roepstorff, 2014). 

De manière plus précise, il est possible de décrire le voltage appliqué aux tiges métalliques 

par la formule mathématique : 

(12) 8�9�FRV�ȦW 

où U est la contribution du DC alors 9�FRV�ȦW est la contribution du courant AC (Gross et 

Roepstorff, 2014). 'DQV�IRUPXOH�GpFULYDQW�OH�YROWDJH�JpQpUp�SDU�O¶$&��9�FRUUHVSRQG�j�

O¶DPSOLWXGH��Ȧ j�OD�IUpTXHQFH�DQJXODLUH�HW�ILQDOHPHQW�W�UHSUpVHQWH�OH�WHPSV��&¶HVW�FHWWH�

combinaison du DC et de l'AC qui aura pour effet de créer un champ électrique dynamique 

sur les axes X et Y dans lequel seul un ion ayant un m/z précis aura une trajectoire stable. 

Les autres ions, en raison de leurs trajectoires instables, seront éventuellement déviés vers 

O¶XQH�GHV�WLJHV�GH�SRODULWp�LQYHUVH�SRXU�rWUH�QHXWUDOLVpV��)LJXUH��2) (Gross et Roepstorff, 

2014) 

Figure 12. Coupe schématique G¶XQ quadripôle. Le potentiel électrique généré par les tiges 

de polarité opposée crée un champ électrique dans lequel seuls les ions de m/z sélectionnés 

auront une trajectoire stable (en vert) lors du passage de ceux-FL�DX�QLYHDX�GH�O¶DQDO\VHXU�GH�

masse. /HV�LRQV�QRQ�VpOHFWLRQQpV��HQ�URXJH��VHURQW�pYHQWXHOOHPHQW�GpYLpV�YHUV�O¶XQH�GHV�

-

-
-

+

+

-(U+V cos ʘt) 

+(U+V cos ʘt) 

Potentiel Ġlectrique
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tiges de polarité inverse pour être neutralisés et éliminés par les pompes à vide. (Gross et 

Roepstorff, 2014). 

Ainsi, FH�VRQW�XQLTXHPHQW�OHV�LRQV�G¶LQWpUrW (analytes) qui seront en mesure de se rendre au 

niveau de la cellule de collision (dans le cas des ions précurseurs qui traversent le premier 

quadripôle) ou bien au détecteur (dans le cas des ions produits qui traversent le second 

quadripôle). Pour ce qui est du Xevo TQ-S, celui-ci comprend 2 quadripôles séparés par une 

cellule de collision. (IIHFWLYHPHQW�� GDQV� OH� PRGH� G¶DQDO\VH� © monitoring de réactions 

multiples (MRM) » qui a été employé dans le cadre des analyses réalisées pour ce projet, le 

SUHPLHU�TXDGULS{OH�D�SRXU�IRQFWLRQ�G¶LVROHU�XQ�LRQ�SUpFXUVHXU�LVVX�GH�OD�VRXUFH�G¶LRQs. Cet 

ion pénètre dans la cellule à collision avec une énergie variable où il est fragmenté suite à 

des collisions avec un gaz inerte tel O¶DUJRQ��XWLOLVp�GDQV�FH�SURMHW��présent à une pression de 

10í� à 10í� mbar de manière à générer des ions produits (également appelés ions filles) 

(Lindon et al., 2010). Tous ces ions sont guidés par des radiofréquences pour maintenir une 

trajectoire stable lors du passage dans la cellule à collision vers le second quadripôle (Lindon 

et al., 2010). Ce 2e quadripôle quant à lui opère de façon similaire DX�SUHPLHU��F¶HVW-à-dire 

TX¶LO�LVROH�XQ�LRQ�G¶intérêt SUpFLV�LVVX�GH�OD�IUDJPHQWDWLRQ�GH�O¶LRQ�SUpFXUVHXU. Il est possible 

G¶XWLOLVHU� GLIIpUHQWV�PRGHs de balayage au premier ou au deuxième quadripôle. Même si 

plusieurs options VRQW�GLVSRQLEOHV�TXDQW�DX[�GLIIpUHQWV�PRGHV�G¶DQDO\VH��GDQV� OH�FDGUH�GH�

cetWH�pWXGH��QRXV�DYRQV�SULYLOpJLp�O¶DQDO\VH�SDU�monitoring de réactions multiples (« Multiple 

Reaction Monitoring, MRM »). *UkFH�j�FH�PRGH�G¶DQDO\VH��QRXV�QRXV�DVVXURQV�G¶DYRLU�XQ�

haut degré de sensibilité puisque le quadripôle est fixé sur une masse précise (il n'a donc pas 

besoin de faire un balayage, ce qui diminue rapidement la sensibilité) et de spécificité puisque 

O¶LRQ�PROpFXODLUH�HW�XQ�IUDJPHQW�LVVX�GH�FHW�LRQ�VRQW�DQDO\VpV��ª. Une coupe schématique du 

triple quadripôle opéré en mode MRM utilisé pour les méthodes de quantification est 

présentée à la Figure 13. 
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Figure 13. )RQFWLRQQHPHQW�GH�O¶DQDO\VH en mode MRM. Des ions précurseurs ayant un m/z 

précis sont isolés au niveau du premier quadripôle. Ces ions sont ensuite transportés vers la 

FHOOXOH�j�FROOLVLRQ�R��LOV�VHURQW�IUDJPHQWpV�j�O¶DLGH�G¶XQ�JD]�LQHUWH��DUJRQ���8Q�LRQ�SURGXLW�

VXLWH�j�O¶pWDSH�GH�IUDJPHQWDWLRQ�VHUD�DORUV�LVROp�GDQV�OH�VHFRQG�TXDGULSôle. 

/µLRQ�SUpFXVHXU�HVW�LVROé au niveau du premier quadripôle. Cet ion est ensuite transféré au 

niveau de la cellule à collision où il sera fragmenté suite à des collsions avec un gaz inerte 

FRPPH�O¶DUJRQ��Un ion produit par ces collisions sera alors isolé dans le second quandripôle. 

Cet ion produit va éventuellement se rendre au détecteur afin de produire un signal. 

Les différentes molécules identifiées lors des études métabolomiques plasmatique et urinaire 

puis analysées par des méthodes quantitatives selon leurs transitions sont indiquées au 

Tableau 8. En plus de trouver les transitions adéquates pour chacun des différents 

ELRPDUTXHXUV�� LO� HVW� LPSRUWDQW� G¶RSWLPLVHU� OHV� SDUDPqWUHV� G¶LRQLVDWLRQ� HW� G¶pQHUJLH� GH�

IUDJPHQWDWLRQ�GDQV�OH�EXW�G¶REWHQLU�XQH�PpWKRGH�VHnsible et robuste. Il est donc impératif 

G¶RSWLPLVHU�FHUWDLQV�SDUDPqWUHV OLpV�j�O¶LRQLVDWLRQ�HW�OD�IUDJPHQWDWLRQ�GHV�ELRPDUTXHXUV tels 

que la tempprature de dpsolvatation, le voltage du c{ne, OH�YROWDJH�GX�FDSLOODLUH��O¶pnergie de 

la cellule j collision�� OD� UDPSH�G¶pQHUJLH�GH�FROOLVLRQ ainsi que le voltage de la lentille de 

radiofrpquence (RF)��$ILQ�G¶pYDOXHU�FHV�GLIIpUHQWV�SDUDPqWUHV��LO�HVW�SRVVLEOH�GH�SUHQGUH�XQ�

pFKDQWLOORQ� D\DQW� GHV� QLYHDX[� DERQGDQWV� GHV� GLIIpUHQWV� ELRPDUTXHXUV� SXLV� G¶pYDOXHU� OD�

variation du signal en fonction des différentes modifications au niveau des paramètres. Dans 

le cadre de la présente étude, puisque des standards ne sont pas commercialement disponibles 

SRXU�WRXV�OHV�ELRPDUTXHXUV�G¶LQWpUrW��XQ�pFKDQWLOORQ�GH�SDWLHQW�D�pWp�Sréparé selon le protocole 

puis analysé avec différentes énergies de collision. 

Argon

Argon

Quadripƀle 1:
SĠlection des ions prĠcurseurs

Cellule ă collision:
Fragmentation des ions sĠlectionnĠs au Q1

Quadripƀle 2:
SĠlection des ions produits
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Tableau 8. Transitions MRM des molécules ciblées comme biomarqueurs potentiels suite 

aux études métabolomiques dans le plasma et dans O¶XULQH. 

*Les notations (A)/(B) font référence à la SUpVHQFH�G¶DQDORJXHV�D\DQW�XQH�PDVVH�VLPLODLUH 

 (< 0,04 Da de différence), mais une formule empirique différente. Plus précisément, pour 

les analogues -12 (A) et (B), la masse exacte varie de 0,0305 Da alors que pour les analogues  

-16 (A) et (B), une différence de masse de 0,0349 Da a été observée. 

Nom du composé Matrice 
Temps de 
rétention 

(min) 

Ion 
précurseur 

(m/z) 

Ion 
produit 

(m/z) 

Lyso-Gb1 
Plasma 

Urine 

3.80 

4.65 
462.34 282.28 

Analogue +32 Da Urine 6.88 494.33 296.26 

Analogue +30 Da Urine 5.34 492.32 294.24 

Analogue + 18 Da Plasma 4.02 480.36 318.30 

Analogue +16 Da (A)/(B)* 
Plasma 

Urine 

4.40/4.60 

5.43/5.97 
478.34 280.26 

Analogue +14 Da 
Plasma 

Urine 

3.74 

5.30/5.53 
476.36 296.26 

Analogue +2 Da Urine 5.79 464.29 284.22 

Analogue -2 Da Plasma 3.89 460.32 280.25 

Analogue -12 Da (A)/(B)* 
Plasma 

Urine 

4.47 

5.92/6.53 
450.31 252.23 

Analogue -26 Da Urine 6.42 436.25 238.18 

Analogue -28 Da 
Plasma 

Urine 

3.99 

4.91 
434.31 254.25 

Analogue Polycyclique 362 Da Urine 7.16 362.18 164.11 

 Analogue Polycyclique 366 Da Urine 9.26 366.18 168.11 

Analogue Polycyclique 390 Da Urine 6.22 390.21 192.14 

 Analogue Polycyclique 394 Da Urine 7.76 394.21 196.13 

Sphingosylphosphorylcholine Plasma 8.86 465.34 184.05 
N-Palmitoyl-O-Phosphocholine 

Sérine 
Plasma 8.55 509.33 104.44 
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La Figure 14 GpPRQWUH�XQ�H[HPSOH�G¶RSWLPLVDWLRQ�SRXU�OHV�SDUDPqWUHV G¶pQHUJLH�GH�FROOLVLRQ�

et de voltage du cône sur le Xevo TQ-S lors du développement de la méthode de 

quantification des biomarqueurs plasmatiques pour le biomarqueur SPC. Lors de cette 

H[SpULHQFH�G¶RSWLPLVDWLRQ��QRXV�DYRQV�IL[p�O¶XQ�GHV�GHX[�SDUDPqWUHV��VRLW�OH�YROWDJH�GX�F{QH�

RX� O¶pQHUJLH� GH� FROOLVLRQ�� HW� QRXV� DYRQV� IDLW� YDULHU� O¶DXWUH� SDUDPqWUH�� eYLGHPPHQW��

O¶pFKDQWLOORQ analysé, la méthode UPLC et les autres paramètres demeurent les mêmes pour 

toutes les analyses faisant partie de cette expérience d'optimisation.  

 

Figure 14. Exemples G¶RSWLPLVDWLRQ�GHV�SDUDPqWUHV�LQGLYLGXHOV�G¶pQHUJLH�GH�FROOLVLRQ�HW�GX�

voltage du cône pour le sphingosylsphosphorylcholine (SPC) ainsi que le lyso-Gb1.  

Ainsi, il est possible de constater une importante variation du signal mesuré en fonction de 

O¶pQHUJLH� GH� FROOLVLRQ ou du voltage du cône pour un même échantillon. Ce type de 

distribution est plutôt préYLVLEOH� SXLVTX¶j� GH� IDLEOHV� pQHUJLHV�� O¶pQHUJLH� de collision est 

LQVXIILVDQWH�SRXU�IUDJPHQWHU�O¶LRQ�SUpFXUVHXU�DORUV�TX¶j�O¶DXWUH�H[WUrPH��O¶pQHUJLH�GH�FROOLVLRQ�

est tellement puissante que la collision génère plusieurs ions produits de très faible masse. À 
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la Figure 15, HVW� SUpVHQWp� XQ� H[HPSOH� G¶RSWLPLVDWLRQ� GH� SDUDPqWUHV� TXL� V¶DSSOLTXHQW� j�

O¶HQVHPEOH�GHV�DQDO\WHV�GH�OD�PpWKRGH. 

 

Figure 15. Optimisation des paramètres de voltage du capillaire et de température de 

GpVROYDWDWLRQ��/RUV�GH�O¶RSWLPLVDWLRQ�GH�FHV�SDUDPqWUHV��QRXV�Q¶DYRQV�SDV�REVHUYp�XQ�VRPPHW�

clair comme ce fut le cas pour les paramètres à la Figure 14. Il est cependant possible 

G¶REVHUYHU�XQ�FHUWDLQ�SODWHDX pour les deux paramètres.  

 

Il est donc très important lors du développement des différentes méthodes GH�V¶DVVXUHU d'avoir 

des paramètres optimaux pour obtenir une sensibilité adéquate. Il est toutefois à noter que les 

données présentées ci-haut ne représHQWHQW�TX¶XQH�SRUWLRQ�GHV�SDUDPqWUHV�j�RSWLPLser afin 

G¶REWHQLU�XQ�VLJQDO�DGpTXDW��Le Tableau 9 présente les différents paramètres pouvant affecter 

le signal mesuré en spectrométrie de masse pour les différents analytes. 

 

Tableau 9. Paramètres en spectrométrie de masse à optimiser pour augmenter la sensibilité 

de la méthode 

Paramètre individuel pour chaque analyte 3DUDPqWUH�G¶HQVHPEOH�SRXU�OD�PpWKRGH 

Voltage du cône Voltage du capillaire 

Énergie de collision Température de désolvatation 

Transitions Température de la source 

7HPSV�G¶DQDO\VH�© Dwell Time »  
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9 /¶Dnalyse et le traitement des données 
Lorsque la spectrométrie de masse est utilisée à des fins quantitatives, le travail associé au 

traitement des données est souvent plus court et simple que lors des études métabolomiques. 

De fait, iO�V¶DJLW�GH�YpULILHU�OD�OLQpDULWp�GH�OD�FRXUEH�GH�FDOLEUDWLRQ�HW�GH V¶DVVXUHU�G¶DYRLU�XQH�

intégration reproductible pour tous les pics. Lorsque ces éléments sont appliqués 

correctement, nous obtenons alors des mesures de concentrations qui peuvent être utilisées à 

différents escients SRXU�GLYHUVHV�pWXGHV��7RXWHIRLV��GDQV�OH�FDGUH�G¶pWXGHs métabolomiques 

utilisant la spectrométrie de masse en temps de vol, le traitement des données est 

généralement beaucoup plus long et complexe. En fait, plusieurs étapes de traitement des 

données doivent être optimisées afin de pouvoir visualiser les composés exprimés 

différemment GDQV� OHV� JURXSHV� j� O¶pWXGH�� 'DQV� XQ� SUHPLHU� WHPSV�� VXLWH� j� O¶DQDO\VH� GHV�

échantillons, il est important de mettre au point les SDUDPqWUHV�G¶DOLJQHPHQW�GHV�GRQQpHV�  

9.1 /¶Dlignement des données 
Cette étape consiste à regrouper les différents pics chromatographiques détectés dans les 

échantillons en fonction de leur temps de rétention ainsi que de leur rapport m/z (Figure 16).  

Figure 16. &DSWXUH� G¶pFUDQ� GH� O¶pWDSH� G¶DOLJQHPHQW� GHV� GRQQpHV (logiciel Markerlynx, 

Waters Corp.). Les temps de rétention, les m/z DLQVL�TXH�O¶DERQGDQFH�GHV�PDUTXHXUV�GDQV�OHV�

échantillons est encadrée en rouge. 

$LQVL��j�O¶DLGH�GHV�pFKDQWLOORQV�GH�FRQWU{OH�GH�TXDOLWp (échantillon préparé en mélangeant 20 

ȝO�GH�FKDFXQ�GHV�pFKDQWLOORQV�DQDO\VpV�ORUV�GH�O¶pWXGH�PpWDERORPLTXH��LQMHFWpV de manière 

SpULRGLTXH�DX�FRXUDQW�GH�O¶pWXGH�PpWDERORPLTXH��LO�HVW�SRVVLEOH G¶pYDOXHU�HW�pYHQWXHOOHPHQW�

G¶RSWLPLVHU la fenêtre de tolérance au niveau des m/z et du temps de rétention. Si ces 

paramètres ne sont pas bien adaptés aux valeurs expérimentales, il serait possible de manquer 

certains biomarqueurs potentiels dans le cas où le seuil choisi est trop faible. Cela pourrait 

Temps de 
rĠtention m/z Aire sous la courbe (abondance du marqueur)
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suggérer au logiciel la présence de deux molécules différentes dans différents échantillons 

DORUV�TX¶HQ�UpDOLWp�LO�QH�V¶DJLW�TXH�G¶XQH seule et même molécule, ce qui a pour effet de réduire 

OD� SHUWLQHQFH� G¶XQ� ELRPDUTXHXU� SRWHQWLHO. $LQVL�� DYDQW� PrPH� OH� GpEXW� GH� O¶pWXGH�

métabolomique nous avons évalué la variabilité de la chromatographie et des masses 

mesurées en injectant un même échantillon de plasma à répétition DX� FRXUV� GH� O¶pWXGH�

métabolomique. Les résultats obtenus ont alors révélé une variabilité de 0,03 min au niveau 

du temps de rétention et une différence 0,0154 Dalton pour le lyso-Gb1 entre les deux 

échantillons QC qui présentaient le plus grand écart au niveau de paramètres de m/z et du 

temps de rétention (Figure 17). À la lumière de ces données, les paramètres présentés au 

7DEOHDX���RQW�pWp�XWLOLVpV�SRXU�O¶pWDSH�G¶DOLJQHPHQW�GHV�GRQQpHV� 

Figure 17. Variation du temps de rétention et de la masse exacte observés pour le lyso-Gb1 

ORUV� GH� O¶pWXGH�PpWDERORPLTXH dans le plasma VXLWH� j� O¶DQDO\VH� GX�PrPH� pFKDQWLOORQ� de 

contrôle de qualité (QC) à près de ��K�G¶LQWHUYDOOH� Il est à noter que les différences entre 

QC1 et QC2 représente le plus grand écart enregistré au niveau de la différence de masse pour 

O¶HQVHPEOH�GHV�pFKDQWLOORQs QC analysés ORUV�GH�O¶pWXGH�PpWDERORPLTXH��Ces variations sont 

XWLOLVpHV�SRXU�pWDEOLU�OHV�YDOHXUV�VHXLOV�ORUV�GH�O¶pWDSH GH�O¶DOLJQHPHQW�GHV�GRQQpHV� 
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Tableau 10. 3DUDPqWUHV� GH� O¶DOLJQHPHQW� GHV� GRQQpHV� RSWLPLVps grâce aux réplicats de 

O¶échantillon de contrôle de qualité (QC). Les mêmes paramètres ont été utilisés pour les deux 

études métabolomiques 

 

Face au choix des différents paramètres présentés au Tableau 8, nous avons considéré 

XQLTXHPHQW�OHV�FRPSRVpV�D\DQW�XQ�WHPSV�GH�UpWHQWLRQ�FRPSULV���HW����PLQXWHV�DILQ�G¶H[FOXUH�

les composés non retenus par la colonne HILIC. Une étendue de masse entre 50-1000 Da a 

été séOHFWLRQQpH�DILQ�GH�FLEOHU�GHV�PpWDEROLWHV�G¶XQH�FHUWDLQH�WDLOOH�WRXW�HQ�FRQVHUYDQW�XQH�

ERQQH�VHQVLELOLWp�ORUV�GHV�DQDO\VHV��(Q�HIIHW��GDQV�O¶pYentualité où une plus vaste étendue de 

masse aurait été sélectionnée, ce choix aurait inévitablement entraîné une perte de sensibilité 

HW�GRQF�QRXV�DXULRQV�SRWHQWLHOOHPHQW�SX�PDQTXHU�XQ�PpWDEROLWH�G¶LQWpUrW��/H�VHXLO�D�pWp�IL[p�

à 5 comptes afin de détecter les métabolites peu abondants sans toutefois inonder nos données 

avec des marqueurs qui sont en réalité du bruit de fond. Finalement, les paramètres de 

tolérance de masse et de temps de rétention ont été fixés en fonction de la variabilité de ces 

deux paramètres observés avec les échantillons de QC comme présentés à la Figure 16. 

Ainsi, après O¶RSWLPLVDWLRQ�GHV�GLIIpUHQWV�SDUDPqWUHV�G¶DOLJQHPHQW�GHV�GRQQpHV��XQ�WRWDO�de 

91197 pics chromatographiques ont pWp� REVHUYpV� ORUV� GH� O¶pWXGH�PpWDERORPLTXH� GDQV� OH�

plasma et 129 181 pics chromatographiques dans O¶XULQH�� 

Paramètre Description 

7\SH�G¶DQDO\VH Détection de pics 

Temps de rétention initial 5 min 

Temps de rétention final 45 min 

Étendue de masse 50 ± 1000 Da 

Seuil du nombre de comptes 5 

Tolérance de masse 0,05 Da 

Tolérance du temps de rétention 0,2 min 

Retrait des isotopes Non 
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9.2 La mLVH�j�O¶pFKHOOH�GHV�GRQQpHV 
(Q�SOXV�GH�O¶DOLJQHPHQW�GH�GRQQpHV��OD�VpOHFWLRQ�G¶XQH�PLVH�j�O¶pFKHOOH�HVW�XQH�pWDSH clé pour 

mettre en évidenFH�FHUWDLQHV�PROpFXOHV�TXL�RQW�OH�SRWHQWLHO�G¶rWUH�GHV�ELRPDUTXHXUV� Tout 

G¶DERUG��LO�HVW�LPSRUWDQW�GH�FRPSUHQGUH�TX¶XQ�ERQ�ELRPDUTXHXU�SHXW�rWUH�XQH�PROpFXOH�TXL�

Q¶HVW� SDV� QpFHVVDLUHPHQW� OD� SOXV� DERQGDQWH� GDQV� OHV� pFKDQWLOORQV� DQDO\VpV�� 8Q� ERQ�

biomarqueur peut, par exemple, être faiblement abondant dans les échantillons Gaucher et 

QRQ�GpWHFWDEOH�GDQV� OHV� pFKDQWLOORQV� FRQWU{OHV�� ,O� HVW� GRQF� LPSRUWDQW� G¶rWUH� HQ�PHVXUH�GH�

donner un poids statistique à ces molécules faiblement abondantes, mais qui pourraient 

s¶DYpUHU�rWUH�GHV�ELRPDUTXHXUV�GH�FKRL[��/¶XQH�GHV�VWUDWpJLHV�GLVSRQLEOHV�SRXU�\�SDUYHQLU�HVW�

OD�PLVH�j�O¶pFKHOOH�GHV�GRQQpHV j�O¶DLGH�G¶XQ�DOJRULWKPH�PDWKpPDWLTXH. Il existe différents 

W\SHV�GH�PLVH�j�O¶pFKHOOH�SRXYDQW�rWUH�HPSOR\pe selon les visées des projets. Par exemple, la 

PLVH� j� O¶pFKHOOH� © Unit Variance » ou UV permet de donner davantage de poids aux 

molécules de faible abondance grâce à un ajustement des concentrations mesurées par la 

formule mathématique suivante : 

(1) UV=࢞ ି ࢞�ഥ
ࡰࡿ

 

où ݔ�et ݔҧ correspondent à la concentration G¶XQH�PROpFXOH mesurée dans un échantillon et à 

la moyenne des concentrations mesurées pour une molécule donnée. Le terme SD quant à lui 

représente la déviation standard de la concentration de la même PROpFXOH�GDQV�O¶HQVHPEOH�

des échantillons analysés (van den Berg et al., 2006)��&H�W\SH�G¶DMXVWHPHQW�SHUPHW�GH�GRQQHU�

XQ� SRLGV� pTXLYDOHQW� j� WRXV� OHV� PDUTXHXUV� DYHF� SHX� G¶LQIOXHQFH� SDU� UDSSRUW� j� OHXU�

concentration respective (van den Berg et al., �������/D�PLVH�j�O¶pFKHOOH�© Pareto », quant à 

elle, peut être décrite par la formule mathématique : 

(2) Par =࢞ ି ࢞�ഥ
ξୗୈ

 

où, encore une fois, ݔ�et ݔҧ correspondent à la concentration G¶XQH�PROpFXOH�PHVXUpH�GDQV�XQ�

échantillon et à la moyenne des concentrations mesurées pour une molécule donnée alors que 

ξ�� représente la racine carrée de la déviation standard de la concentration de la même 

PROpFXOH�GDQV�O¶HQVHPEOH�GHV�pFKDQWLOORQV�DQDO\VpV (van den Berg et al., 2006). La mise à 

O¶pFKHOOH� Pareto quant à elle permet de favoriser les métabolites de concentration 
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intermédiaire (van den Berg et al., 2006). Finalement, il est également possible de ne pas 

IDLUH�GH�PLVH�j�O¶pFKHOOH��'DQV�FHWWH�VLWXDWLRQ�ELHQ�SUpFLVH� les composés de hautes valeurs de 

concentration auront un poids considérable face aux molécules de plus faibles concentrations 

(van den Berg et al., 2006). En plus de ces différentes PLVHV� j� O¶pFKHOOH�� LO� HVW� SRVVLEOH�

G¶XWLOLVHU� RX� QRQ� XQH� FRUUHFWLRQ� ORJDULWKPLTXH� GH� PDQLqUH� j� UpGXLUH� O¶hétéroscédasticité 

présente dans les données observées (van den Berg et al., 2006). Ce type de transformation 

des données aura ultimement pour effet de donner encore davantage de poids aux molécules 

de plus faibles abondances. 

Ainsi, parmi ces différentes options, toutes ont leurs forces et faiblesses qui permettront de 

mettre en évidence des molécuOHV�G¶DERQGDQFHV�YDULDEOHV. Il est donc important de tester ces 

trois PRGHV�GH�PLVH�j� O¶pFKHOOH� DILQ�GH� trouver TXHOOHV�RSWLRQV�SHUPHWWHQW�G¶LGHQWLILHU� OHV�

marqueurs les plus intéressants. Dans le cas du présent projet, les trois PLVHV�j�O¶pFKHOOH�RQW�

été testées avec et sans transformation logarithmique. Ultimement, OD�PLVH�j� O¶pFKHOOH�89�

avec transformation logarithmique a été sélectionnée pour les deux études métabolomiques 

soit dans le plasma et GDQV� O¶XULQH�� (IIHFWLYHPHQW�� FHWWH� PLVH� j� O¶pFKHOOH� FRPELQée à la 

transformation logarithmique a pWp� OD� VHXOH� FRPELQDLVRQ� FDSDEOH� G¶LGHQWLILHU� OH� O\VR-Gb1 

comme marqueur G¶LQWpUrW, une molécule qui est considérée comme un biomarqueur de choix 

pour le suivi et le pronostic des patients Gaucher (Hurvitz et al., 2019) et qui fut en quelque 

sorte un contrôle positif dans le cadre des différentes études métabolomiques. 

9.3 Les tests statistiques 
$SUqV� O¶RSWLPLVDWLRQ�des différents paramètres d¶alignement et de la mise à O¶échelle des 

données, O¶pWDSH� subséquente consiste à faire différents tests statistiques dans le but de 

V¶DVVXUHU� GH� OD� UHSURGXFWLELOLWp� GHV� DQDO\VHV�pour ensuite pouvoir mettre en évidence des 

molécules exprimées différemment dans les deux JURXSHV�G¶pFKDQWLOORQV�HW�GRQF�de cibler 

les biomarqueurs potentiels. Il est à noter que le logiciel EZinfo (Umetrics, Umeå, Suède) a 

été utilisé pour le traitement des données. 

9.3.1 L'analyse de composantes principales (PCA) 
Les études métabolomiques peuvent impliquHU� O¶DQDO\VH� G¶XQ� QRPEUH� LPSRUWDQt 

G¶pFKDQWLOORQV� DLQVL� TXH� GHV� FKURPDWRJUDSKLHV� DVVH]� ORQJXHV� afin de séparer de façon 

efficiente un grand nombre de composants dans les différents échantillons. Il est donc 
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SRVVLEOH� TX¶DX� FRXUV� G¶XQH� VpULH� G¶DQDO\VHs, il y ait une certaine variabilité au niveau du 

temps de rétention, au niveau des masses mesurées et, dans une certaine mesure, une 

YDULDELOLWp�DX�QLYHDX�GH�OD�VHQVLELOLWp�GH�O¶DSSDUHLO��,O�HVW�GRQF�LPSRUWDQW�GH�V¶DVVXUHU�TXH�OHV�

YDULDWLRQV� REVHUYpHV� ORUV� GH� O¶pWXGH� PpWDERORPLTXH� VRQW� DWWULEXDbles à une variabilité 

métabolique inter-LQGLYLGXV�HW�QRQ�j�XQH�LQVWDELOLWp�GX�V\VWqPH�G¶DQDO\VH ou une mauvaise 

programmation de l'alignement des données avec des paramètres inadéquats. Grâce à 

O¶DQDO\VH�G¶XQ�pFKDQWLOORQ�GH�FRQWU{OH�GH�TXDOLWp�LQMHFWp�GH�manière périodique au cours G¶XQH�

PrPH�VpULH�G¶DQDO\VHs, ainsi qu¶j l¶XWLOLVDWLRQ�GX�test statistique par « Principal Component 

Analysis » ou PCA, il HVW�SRVVLEOH�GH�V¶DVVXUHU�TXH�OHV�YDULDWLRQV�HQWUH�OHV�pFKDQWLOORQV�QH�

sont pas liées à une instabilité du spectromètre de masse ou du chromatographe liquide. Le 

PCA vise à réduire la dimension des métabolites analysés en tenant pour acquise une certaine 

corrélation entre les métabolites analysés (Kherif et  Latypova, 2020) ��(Q�G¶DXWUHV�PRWV��OH�

3&$� UpGXLW� OH� QRPEUH� GH� YDULDEOHV� DX� VHLQ� G¶XQ� HQVHPEOH� GH� GRQQpes ce qui permettra 

ultimement de comparer des échantillons pour établir un degré de similitude entre les 

pFKDQWLOORQV�TXL�FRPSRVHQW�O¶HQVHPEOH�GRQQp��,O�VHUD�SRVVLEOH grâce au PCA de visualiser 

des tendances, des relations entre certaines variables ainsi que des données aberrantes en 

fonction de la position des différents points représentant les échantillons analysés sur un 

graphique (Blasco et al., 2015). Au cours de la présente étude, les échantillons de contrôle 

de qualité utilisés sont en réalité un seul échantillon injecté périodiquement (12 réinjections 

au minimum par étude métabolomique). De plus, cet échantillon est obtenu en mélangeant 

un volume de 20 µl GH�FKDTXH�pFKDQWLOORQ�LQFOXV�GDQV�O¶pWXGH�PpWDERORPLTXH��/HV�SRLQWV�

représentant ces analyses de contrôles de qualité devraient, en théorie, se regrouper au centre 

du graphique. Ces deux paramètres suggèrent une reproductibilité des analyses et une 

similitude comparable aux différents échantillons analysés. /HV�UpVXOWDWV�GH�O¶DQDO\VH�3&$�

sont montrés à la Figure 2 GH�O¶Article 1 à la page 110. 

9.3.2 L¶DQDO\VH�GLVFULPLQDQWH�SDU�OHV�PRLQGUHV�FDUUpV�SDUWLHOV�RUWKRJRQDX[, le S-plot et le 
graphique de tendance 
/¶DQDO\VH�GLVFULPLQDQWH�SDU�OHV�PRLQGUHV�FDUUpV�SDUWLHOV�RUWKRJRQDX[�ou OPLS-DA » est un 

test statistique multivarié, supervisé qui cherche à cibler des différences dans deux groupes 

de données afin de partitionner les données en deux groupes distincts (Blasco et al., 2015). 

6XLWH�j�OD�PLVH�HQ�pYLGHQFH�GH�FHV�YDULDEOHV��LO�VHUD�SRVVLEOH�G¶pYDOXHU�OD�FDSDFLWp�GX�PRGèle 
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à distinguer les deux W\SHV� G¶pFKDQWLOORQV� JUkFH� j une représentation graphique 

communément appelée un « OLPS-DA Score Plot ». Comme présentée dans les articles 

portant sur les études métabolomiques plasmatiques (Article 1, Figure 3 à la page 111) et 

urinaires (Article 3, Figure 1 à la page 192) dans le cadre de ce projet de recherche, une 

variation intergroupe indiquée par une séparation VXU�O¶D[H�GHV�DEVFLVVHV�GHV�GHX[�JURXSHV�j�

O¶pWXGH�pWDLW�FODLUHPHQW�YLVLEOH��$LQVL��VXLWH�j�O¶REWHQWLRQ�G¶XQ�PRGqOH�DGpTXDW��LO�HVW�SRVVLEOH�

de visualiser de manière individuelle les variations mises HQ�pYLGHQFH�SDU�O¶23/6-DA grâce 

au S-plot. Cette dernière représentation graphique est en quelque sorte un classement des 

GLIIpUHQWV�PDUTXHXUV�REVHUYpV�ORUV�GH�O¶pWXGH�PpWDERORPLTXH�HQ�IRQFWLRQ�GH�OHXU�DSSRUW�DX�

modèle statistique en termes de corrélation, de covariance et de fiabilité (Wiklund et al., 

2008). Ainsi, il est possible de facilement cibler les molécules qui ont une corrélation positive 

et négative avec la maladie de Gaucher. Les marqueurs qui ont une corrélation positive avec 

OD� PDODGLH�� F¶HVW-à-dire les marqueurs qui augmentent chez les patients Gaucher 

comparativement aux contrôles, VH�UHWURXYHQW�j�O¶H[WUpPLWp�VXSpULHXUe droite du S-plot alors 

que les marqueurs qui ont une corrélation négative se retrouvent à O¶H[WUpPLWp� LQIpULHXUe 

gauche. Pour ce qui est du niveau de O¶DSWLWXGH�des différents marqueurs à discriminer les 

patients Gaucher des contrôles��SOXV�XQ�PDUTXHXU�VH�SRVLWLRQQH�ORLQ�j�O¶H[WUpPLWp��SOXV�FHOXL-

ci est fiable pour la séparation des deux JURXSHV�G¶pFKDQWLOORQV�pWXGLpV��,O�HVW�GRQF�IDFLOH�GH�

FLEOHU� OHV� PDUTXHXUV� TXL� RQW� OH� SOXV� GH� SRWHQWLHO� G¶rWUH� GHV� ELRPDUTXHXUV potentiels et 

probants. Un exemple de S-plot TXL�D�pWp�REWHQX�DYHF�XQH�PLVH�j�O¶pFKHOOH�3DUHWR est présenté 

à la Figure 18. Il est à noter que ces données ne se sont toutefois pas avérées probantes 

SXLVTX¶DYHF� FHV� SDUDPqWUHV�� QRXV� Q¶DUULYLRQV� SDV� j� FLEOHU� OH� O\VR-Gb1 comme métabolite 

G¶LQWpUrW� 
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Figure 18. S-SORW�REWHQX�DYHF�XQH�PLVH�j�O¶pFKHOOH�Pareto. Ces données ne se sont toutefois 

pas avérées SUREDQWHV�SXLVTX¶DYHF�FHV�SDUDPqWUHV��QRXV�Q¶DUULYLRQV�SDV�j�FLEOHU�OH�O\VR-Gb1 

FRPPH�PpWDEROLWH�G¶LQWpUrW� 

Il est possible de voir les S-plot obtenus à la Figure 4 GH�O¶Article 1 (page 112��SRXU�O¶pWXGH�

métabolomique dans le plasma ainsL�TX¶j�OD�)LJXUH�2 GH�O¶Article 3 (page 193��SRXU�O¶pWXGH�

PpWDERORPLTXH�GDQV�O¶XULQH. 

Toutefois, compte tenu du nombre important de marqueurs identifiés lors des études 

PpWDERORPLTXHV�� LO� HVW� IRUW� SUREDEOH� TX¶XQ� PDUTXHXU� VHPEOH� DYRLU� XQH� FRUUpODWLRQ�

relatiYHPHQW�IRUWH�DYHF�OD�PDODGLH�GH�*DXFKHU��PDLV�HQ�UpDOLWp�LO�QH�V¶DJLW�que G¶XQ�KDVDUG�OLp 

DX�IDLW�TX¶XQ�QRPEUH� UHODWLYHPHQW� OLPLWp�G¶pFKDQWLOORQV ont été analysés. Il est donc bien 

LPSRUWDQW�G¶DQDO\VHU�OH�JUDSKLTXH�GH�WHndance associé à chaque marqueur G¶LQWpUrW�SRXU�YRLU�

la variabilité dudit composé dans les différents échantillons. Dans le cas du présent projet, 

nous avons fixé deux FULWqUHV�SRXU�FLEOHU�OHV�PDUTXHXUV�G¶LQWpUrt. Comme première condition, 

le marqueur doit être plus abondant GDQV�XQ�JURXSH�SDU� UDSSRUW� j� O¶DXWUH� �*DXFKHU�RX�ou 

contrôle). De plus, il doit être détectable dans au moins �����GHV�pFKDQWLOORQV�G¶XQ même 

JURXSH��'DQV�OH�FDV��SDU�H[HPSOH��G¶XQH�PROpFXOH�augmentée significativement et sans raison 

explicable chez 3 contrôles par rapport aux autres échantillons contrôles HQ� SOXV� G¶rWUH�

augmentée FKH]�WRXV�OHV�SDWLHQWV�*DXFKHU��FHWWH�PROpFXOH�Q¶pWDLW�SDV�FRQVLGpUpH�FRPPH�XQ�

PDUTXHXU�G¶LQWpUrW��(QVXLWH��FRPPH�seconde condition, pour un marqueur présent dans les 

échantillons Gaucher, le composé en question doit être présent dans les échantillons de 

différentes provenances. Cette mesure vise à éliminer des composés pouvant être des produits 
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de dégradation ou des contaminants qui RQW� pWp� LQWURGXLWV� ORUV� GH� O¶pWDSH� GH� FROOHFWH��

préparation ou entreposage des échantillons dans un site par rapport à un autre. Également, 

nous nous assurons que les différentes molécules identifiées ne sont pas des artéfacts 

métaboliques présents uniquement dans un type de population. Comme mentionné 

précédemment, la maladie de Gaucher est une maladie qui se présente sous un large spectre 

clinique. Il est donc normal que dans la cohorte de patients Gaucher analysée, certains 

patients soient plus faiblement atteints TXH� G¶DXWUHV. Une faible concentration de 

biomarqueurs est donc anticipée chez ces patients. Il est également possible que cette 

concentration soit en dessous des limites de détection de O¶DSSDUHLO�� FH� TXL� SHXW� GRQQHU�

O¶LPSUHVVLRQ�TXH�OD�PROpFXOH�Q¶HVW�SDV�SUpVHQWH�FKH]�OH�SDWLHQW�DORUV�TX¶HQ�UpDOLWp�FHOXL-ci est 

faiblement atteint et les niveaux de biomarqueurs sont trop faibles pour être détectés par 

spectrométrie de masse en temps de vol. '¶DLOOHXUV��FH�SKpQRPqQH�pWDLW�FODLUHPHQW�YLVLEOH�

ORUV�GH�O¶DQDO\VH�GX�O\VR-Gb1 SDU�VSHFWURPpWULH�GH�PDVVH�HQ�WHPSV�GH�YRO�DX�FRXUV�GH�O¶pWXGH�

PpWDERORPLTXH�HW�GH�O¶DQDO\VH�GH�FHOXL-ci par spectrométrie de masse ciblée en mode MRM, 

tel que soulevé précédemment. En plus du triage de différents marqueurs en fonction des 

critères de sélection, les adduits métalliques et les isotopes identifiés par un temps de 

rétention et une forme de pic identique ont été retirés manuellement. Ainsi, ce sont 

ultimement 7 mDUTXHXUV�TXL�UpSRQGDLHQW�DX[�FULWqUHV�IL[pV�SRXU�O¶pWXGH�PpWDERORPLTXH�GDQV�

le plasma et 14 marqueurs qui répondaient à ces mêmes FULWqUHV�SRXU�O¶pWXGH�PpWDERORPLTXH�

GDQV� O¶XULQH� La structure de ces différents biomarqueurs a ensuite été élucidée grâce à la 

masse exacte GHV�FRPSRVpV�DLQVL�TX¶j�des tests de fragmentation. 

10 /D�YDOLGDWLRQ�G¶XQH�PpWKRGH�G¶DQDO\VH�SDU�VSHFWURPpWULH�GH�PDVVH 
Après le développement de la méthode de quantification en multiplexe pour les différents 

ELRPDUTXHXUV��O¶pWDSH�VXLYDQWH�Fonsiste à valider la méthode. La validation consiste à faire 

XQ� JUDQG� QRPEUH� G¶DQDO\VHs avec des échantillons ayant des concentrations connues des 

GLIIpUHQWHV� PROpFXOHV� j� DQDO\VHU� GDQV� OH� EXW� G¶pYDOXHU� OHV� SHUIRUPDQFHV� GH� OD� PpWKRGH�

développée. De fait��HQ�V¶LQWpUHVVDQW�j�GLIIpUHQWV�SDUDPqWUHV�WHOV�TXH�OD�SUpFLVLRQ�LQWUD-jour et 

inter-jours, la linéarité, la limite de quantification, la limite de détection, la justesse, la 

UREXVWHVVH�� O¶HIIHW� GH�PDWULFH�� O¶DGKpVLRQ� DX� YHUUH� HW� DX� SODVWLTXH� DLQVL� TXH� OD� VWDELOLWp� j�

différents temps et à différentes températures, il devient possible de bien cerner les forces et 

les faiblesses de la méthode développée et G¶DIILUPHU que ladite méthode est juste, robuste et 
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que les résultats obtenus grâce à celle-ci sont fiables. La validation est également une étape 

HVVHQWLHOOH�ORUVTXH�O¶REMHFWLI�HVW�GH�SXEOLer OD�PpWKRGH�SXLVTX¶XQH�ERQQH�YDOLGDWLRQ�GpPRQWUH�

que la méthode proposée peut être facilement reproduite dans des conditions données par 

d'autres opérateurs et sur d'autres spectromètres de masse. Il est évident que certaines 

PpWKRGHV� SHXYHQW� V¶DYpUer SOXV� FRPSOH[HV� TXH� G¶DXWUHV� FH� TXL� SHXW� HQWUDvQHU� GHV� GpILV�

pDUWLFXOLHUV��7RXWHIRLV��LO�H[LVWH�XQ�FHUWDLQ�VHXLO�G¶DFFHSWDELOLWp�j�DWWHLQGUH�SRXU�OHV�GLIIpUHQWV�

paramètres au cours de la validation pour démontrer que la méthode proposée est robuste 

(Honour, 2011). Ces différents paramètres sont présentés au Tableau 11. 

Tableau 11. Critères de validation de méthodes quantitatives en spectrométrie de masse 

proposés SDU� O¶DJHQFH�JRXYHUQHPHQWDOH� DPpULFDLQH�)ood and Drug Administration (FDA 

(FDA, 2020) 

Paramètres &ULWqUHV�G¶DFFHSWDELOLWp 

Facteur de corrélation de la courbe de calibration R2 > 0,995 

Justesse Biais < 15% 

Précision (intrajour et interjour) Déviation standard relative < 15% 

Stabilité (24h, 48h, 1 semaine, 1 mois à 

différentes températures) 
Variation < 15% par rapport aux 

résultats initiaux 

Stabilité dans O¶autoéchantillonneur Variation < 15% par rapport aux 
résultats initiaux 

Adhésion au verre et au plastique Variation < 15% 

Effet de matrice À documenter 

Taux de récupération À documenter 

« Carryover » 0,1% 

Limite de quantification 10 x G¶XQ�pFKDQWLOORQ�UpLQMHFWp����
fois de suite 

Limite de détection 3 x G¶XQ�pFKDQWLOORQ�UpLQMHFWp����
fois de suite 

Au niveau de la linéarité, les points de la courbe de calibration doivent chacun avoir moins 

de 15% de biais par rapport aux valeurs théoriques de concentrations assignées aux différents 

points. Également, cette courbe de calibration doit avoir un coefficient de corrélation (r2) 
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supérieur à 0,995. Le facteur de corrélation de la courbe est évalué sur 5 jours différents en 

même temps que la justesse et la précision intrajour et interjours.  

'¶DLOOHXUV��Du niveau de la justesse et de la précision, les échantillons doivent avoir un biais 

et un coefficient de variation inférieurs à 15% par rapport aux valeurs théoriques. Ces valeurs 

théoriques sont FDOFXOpHV�j�O¶DLGH�G¶pFKDQWLOORQV�GH�FRQWU{OHV�GH�TXDOLWp (QC)��F¶HVW-à-dire des 

échantillons préparés en ajoutant une concentration connue de standard. Ainsi��j�O¶DLGH�GH�FHV�

échantillons QC de 3 concentrations différentes préparés en quintuplicata (pour la variation 

intra-jour) ou en triplicata et analysés sur plusieurs jours (pour la variation inter-jours), il sera 

SRVVLEOH�G¶pYDOXHU�OD�FDSDFLWp�GH�OD�PpWKRGe G¶analyse à fournir des résultats justes et précis 

DX�VHLQ�G¶XQH�PrPH�VpULH�G¶DQDO\VHs HW�pJDOHPHQW�G¶XQH�VpULH�G¶DQDO\VHs j�O¶DXWUH� 

3RXU�FH�TXL�HVW�GH�OD�VWDELOLWp��GHV�pFKDQWLOORQV�VRQW�SUpSDUpV�j�SDUWLU�G¶DOLTXRWV�FRQVHUYpV�

pour une durée de 24 h, 48 h, 72 h, 1 semaine et 1 mois à des températures de -30°C, 4°C et 

température pièce. Pour être jugés stables, les différents échantillons doivent avoir moins de 

15% de biais par rapport aux valeurs obtenues à t0��'DQV�O¶pYHQWXDOLWp�R� un biais inférieur à 

����Q¶HVW�SDV�DWWHLJQDEOH��LO�HVW�FRQVLGpUp�TXH�O¶pFKDQWLOORQ�Q¶HVW�SOXV�VWDEOH�j�FHV�FRQGLWLRQV� 

Au niveau GH� O¶Ddhésion au verre et au plastique, des échantillons sont préparés puis un 

certain volume est transféré dans des inserts en verre ou en plastique. Ces échantillons sont 

ensuite transférés 3 autres fois dans un autre insert du même matériel. Face à ces étapes de 

transfert, les échantillons transférés et non transférés sont analysés puis comparés. S'il y a 

une grande différence HQWUH� OHV� GHX[� JURXSHV�� LO� HVW� SRVVLEOH� GH� FRQFOXUH� TX¶LO� \� D� XQH�

DGKpVLRQ�DX�YHUUH�HW�RX�DX�SODVWLTXH�VHORQ�OH�W\SH�G¶LQVHUW�XWLlisé. 

)LQDOHPHQW��DX�QLYHDX�GHV�OLPLWHV�GH�TXDQWLILFDWLRQ�RX�GH�GpWHFWLRQ��LO�Q¶H[LVWH�SDV�UpHOOHPHQW�

G¶REMHFWLI� PLQLPDO� j� DWWHLQGUH�� WRXWHIRLV�� QRXV� FKHUFKRQV� j� DWWHLQGUH� OHV� OLPLWHV� GH�

quantification et les limites de détection les plus basses possibles, tout en considérant 

O¶pWHQGXH� GH� FRQFHQWUDWLRQV� GHV� pFKDQWLOORQV� j� DQDO\VHU� SRXU� SHUPHWWUH� OD� PHLOOHXUH�

quantification possible. De plus, il est important de bien documenter les paramètres afin 

d'identifier les seuils auxquels les résultats de quantification sont fiables. Ainsi, pour calculer 

la limite de détection��TXL�FRUUHVSRQG�j�OD�SOXV�IDLEOH�FRQFHQWUDWLRQ�G¶DQDO\WH�SRXYDQW être 

observée sans nécessairement être quantifiée, il faut injecter un échantillon de très faible 
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concentration à répétition (n=10). Par la suite, il suffit de calculer la déviation standard de 

ces différentes analyses et de multiplier le résultat par 3 pour obtenir la limite de détection 

théorique alors que pour la limite de quantification théorique, qui correspond à la plus faible 

FRQFHQWUDWLRQ�G¶DQDO\WH�SRXYDQW�rWUH�TXDQWLILpe de manière fiable et reproductible, il suffit de 

multiplier la déviation standard par un facteur 10.  

Dans le cadre de la présente étude, tous ces paramètres ont été évalués et documentés pour 

tous les biomarqueurs afin de démontrer que les méthodes de quantification développées sont 

fiables et robustes.  

PARTIE 2 
 

Méthode de dépistage urinaire populationnel de glycosaminoglycans 

11 Les mucopolysaccharidoses 
Les mucopolysaccharidoses (MPSs) représentent un ensemble de maladies lysosomales 

caractérisées par une déficience au niveau des enzymes impliquées dans la dégradation de 

molécules de sucres connues sous le nom de glycosaminoglycans (GAGs) (Zanetti et al., 

2019). Ainsi, lesdites molécules non dégradées V¶DFFXPXOHUont progressivement au niveau 

des lysosomes présents dans les différents tissus, occasionnant à moyen et à long terme 

G¶LPSRUWDQWV� GRPPDJHV� WLVVXODLUHV� TXL� DIIHFWHQW� JUDQGHPHQW� OH� fonctionnement de ces 

derniers (Ferreira et Gahl, 2017). Au total, ce sont 7 différents types de MPS, causés par la 

déficience de 11 hydrolases qui ont été décrites à ce jour (Bigger et al., 2018). Chacun de ces 

types HVW� FDUDFWpULVp� SDU� O¶DFFXPXODWLRQ� G¶Xn ou plusieurs glycosaminoglycans selon 

O¶HQ]\PH� GpILFLHQWH�� Plus précisément�� FHV� JO\FRVDPLQRJO\FDQV� SHXYHQW� rWUH� O¶KpSDUDQ�

sulfate, le dermatan sulfate, le chondroïtine sulfate, le NpUDWDQ� VXOIDWH� RX� O¶K\DOXURQDQ 

(Colmenares-Bonilla et al., 2018). ,O�HVW�j�QRWHU�TX¶LO�Q¶\�D�SDV�GH�036�GH�W\SH�V puisque la 

maladie de Scheie, qui auparavant correspondait à la MPS V, a été reclassifiée comme une 

forme plus atténuée de la MPS I (OMIM 607014). Dans le cas de la MPS VIII��LO�V¶DJLW�G¶XQH�

erreur diagnostic et donc OD�PDODGLH�Q¶H[LVWH�WRXW�VLPSOHment pas (Coutinho et al.,2012). Les 

différents types de MPS, les enzymes déficientes ainsi que le(s) substrat(s) accumulé(s) sont 

présenté(s) au Tableau 12. 
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Tableau 12. Classification des mucopolysaccharidoses VHORQ�O¶HQ]\PH�GpILFLHQWH�HW�OH�
substrat accumulé pour chacune. 
 

Mucopolysaccharidoses 

Type  Maladie Enzyme déficiente Substrats accumulés 

Type I Maladie de Hurler, H-S, Scheie Į-L-Iduronidase  Dermatan sulfate et héparan 
sulfate 

Type II Maladie de Hunter͒ Iduronate-2-sulphatase͒ Dermatan sulfate et héparan 
sulfate  

Type III (A) Maladie de Sanfilippo A Héparan N-sulfatase Héparan sulfate͒ 
Type III (B) Maladie de Sanfilippo B Į-N-acetyl glucosaminidase Héparan sulfate͒ 
Type III (C) Maladie de Sanfilippo C Į-glucosaminide Héparan sulfate͒ 
Type III (D) Maladie de Sanfilippo D N-acetylglucosamine 6-sulfatase Héparan sulfate͒ 

Type IV (A) Maladie de Morquio-A N-acetylgalactosamine-6-sulfatase Kératan sulfate et chondroïtine 
sulfate  

Type IV (B) Maladie de Morquio-B ȕ-D-galactosidase Kératan sulfate et chondroïtine 
sulfate  

Type VI Maladie de Maroteaux-Lamy N-acetylgalactosamine-4-sulfatase Dermatan sulfate 

Type VII Maladie de Sly ȕ-glucuronidase Kératan sulfate, dermatan sulfate 
et héparan sulfate 

Type IX Déficience en Hyaluronidase Hyaluronidase Hyaluronan 
 

12 La structure et les fonctions des glycosaminoglycans. 

Les glycosaminoglycans sont des chaînes de sucres sulfatés jointes de façon linéaire. Au 

QLYHDX�GH�OD�FRPSRVLWLRQ��FHV�PDFURPROpFXOHV�VRQW�FRPSRVpHV�G¶XQLWp�DOWHUQDWLYH�G¶DFLGH�

XURQLTXH�� HQ� O¶RFFXUUHQFH� GH� O¶DFLGH� ȕ-d-glucuronique (GlcA) ou O¶DFLGH� Į-l-iduronique 

�,GR$��HW�G¶XQLWps GH�VXFUHV�WHOV�TXH�O¶Į-d- ou le ȕ-d-glucosamine (GlcN), présent au niveau 

GH� O¶KpSDUDQ� VXOIDWH� RX� OH N-acétyl-ȕ-d-galactosamine (GalNAc), présent au niveau du 

dermatan sulfate et du chondroïtine sulfate (Figure 19) (Pomin et Mulloy, 2018).  
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Figure 19. Structure moléculaire de : A): O¶KpSDUDQ�VXOIDWH�HW�B): le dermatan sulfate 

&RQWUDLUHPHQW�j�O¶KpSDUDQ�VXOIDWH�HW�DX�GHUPDWDQ�VXOIDWH��OH�NpUDWDQ sulfate ne contient pas 

G¶XQLWp�G¶DFLGH�XURQLTXH��&HOXL-FL�HVW�SOXW{W�FRPSRVp�G¶XQLWps alternatives de N-acétyl-ȕ-d-

galactosamine et de galactose. 'H� IDoRQ� VLPLODLUH�� O¶K\DOXURQDQ� QH� FRQWLHQW� SDV� G¶XQLWp�

G¶DFLGH�XURQLTXH�DORUV�TX¶LO�HVW�FRPSRVp�G¶XQLWps alternatives de ȕ-d-glucuronique et de N-

acétyl-ȕ-d-galactosamine (Pomin et Mulloy, 2018). 

Ces différents glycosaminoglycans sont importants pour la cellule puisque ceux-ci sont 

impliqués dans un grand nombre de processus cellulaires. Premièrement, dans le cas de 

O¶KpSDUDQ�VXOIDWH��FH�GHUnier est impliqué dans plusieurs voies de signalisation impliquant des 

morphogènes ORUV�GH� O¶HPEU\RJHQqVH (Yin et al., 2018). Effectivement, les protéoglycans 

G¶KpSDUDQ� VXOIDWH�� F¶HVW-à-GLUH� OD� FKDvQH� GH� VXFUH� FRPSRVDQW� O¶KpSDUDQ� VXOIDWH� OLpH� j� XQH�

protéine, sont impliqués dans la voie de signalisation de « Wnt, Hedgehog, transforming 

growth factor-ȕ » également connus sous le nom de TG-ȕ� HW� ILQDOHPHQW� OHV� « fibroblast 

growth factor » connus sous le nom de FGF (Lin, 2004). En plus de jouer un rôle clé lors de 

O¶HPEU\RJeQqVH�� O¶KpSDUDQ sulfate est une composante importante de la matrice 

extracellulaire qui est également impliquée dans différents mécanismes que ce soit au niveau 

GH� O¶DGKpVLRQ� FHOOXODLUH�� O¶LQILOWUDWLRQ� GHV� FHOOXOHV� LPPXQLWDLUHV� HW� PrPH� O¶DQJLRJHQqVH�

(Nagarajan et al., 2018). Le dermatan sulfate et la chondroïtine sulfate jouent des rôles 

importants ORUV� GH� OD� SUROLIpUDWLRQ�� OD� PLJUDWLRQ� HW� O¶DGKpVLRQ� FHOOXODLUH�� la réparation de 

plaies, au niveau des GLIIpUHQWV�SURFHVVXV�G¶DQWLFRDJXODWLRQ�HW�ILQDOHPHQW��OD�FURLVVDQFH�GHV�

neurites (Purushothaman et al., 2007). Le kératan sulfate quant à lui est impliqué dans la 
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croissance des neurites, la régulation de la fibrillogénèse du collagène, la régulation des 

cytokines inflammatoires et facteur de croissance, ainsi que dans la prolifération et la 

signalisation cellulaire (Caterson et Melrose, 2018). Bref, toutes ces molécules participent 

aux SURFHVVXV� HVVHQWLHOV� GH� O¶RUJDQLVPH� HW� GRQF�� XQH� GpUpJXODWLRQ� DX� QLYHau de ceux-ci 

entraîne inévitablement de lourdes conséquences. 

13 Le catabolisme des glycosaminoglycans  
Les glycosaminoglycans sont des molécules complexes composées des chavnes linpaires de 

sucres comprenant notamment des unités de N-acptylglucosamine, de N-

acpW\OJDODFWRVDPLQH�� G¶DFLGH� JOXFXURQLTXH� DLQVL� TXH� G¶DFLGH� LGXURQLTXH (Lindahl et al., 

2017). En fonction des unités qui composent leur structure, les différents 

glycosaminoglycans peuvent être séparés en cinq sous-classes : 1) soit le dermatan sulfate 

(également appelé chondroïtine B sulfate); 2) le chondroïtine sulfate; 3) O¶Kpparan sulfate; 4) 

le kpratan sulfate; et 5) O¶K\DOXURQDQ� 'DQV�OH�FDGUH�GX�SUpVHQW�SURMHW��XQH�PpWKRGH�G¶DQDO\VH�

de deux glycosaminoglycans, soit O¶KpSDUDQ� VXOIDWH� HW� OH� GHUPDWDQ� VXOIDWH�� SRXYDQW�

diagnostiquer cinq différentes mucopolysaccharidoses a été développée. /¶K\DOXURQDQ��036�

IX) et le kératan sulfate (MPS IV, maladie de Morquio) ne sont pas des molécules incluses 

GDQV� OD�SUpVHQWH�PpWKRGH�HQ� UDLVRQ�GH� O¶LQFRPSDWLELOLWp�GH� OD�PpWKRGH�GH�SUpSDUDWLRQ�GHV�

échantillons (méthanolyse) avec ces deux composés. 

 

7RXW�G¶DERUG�� O¶Kpparan sulfate est un composé qui s¶DFFXPXOH�FKH]�OHV�LQGLYLGXV� touchés 

par la mucopolysaccharidose de type I (OMIM 607014, 607015, 607016), II (OMIM 

309900), III (OMIM 252900, 252920, 252930, 252940) ou VII (OMIM 253220). La longue 

chavne de molécules de sucre est compospH�G¶Į-D-JOXFRVDPLQH�HW�G¶DFLGH�XURQLTXH� �E-D-

JOXFRURQLTXH� RX� G¶DFLGH� D-L-iduronique). Celle-ci est dégradée SDU� O¶HQWUHPLVH� GH� neuf 

enzymes différentes. 'H�PDQLqUH�VLPSOLILpH��OD�GpJUDGDWLRQ�GH�O¶KpSDUDQ�VXOIDWH�VH�SURGXLW�HQ�

deux étapes clés, soit le retrait d¶XQ� JURXSHPHQW� VXOIDWp� G¶XQH� XQLWp� GH� VXFUH� SUpVHQW� j�

O¶H[WUpPLWp�GH�OD�PROpFXOH�VXLYLe du clivage de cette unité de sucre de la chaîne principale de 

la molécule. Ces deux pWDSHV�VRQW�DORUV�UpSpWpHV�SOXVLHXUV�IRLV�HQ�IRQFWLRQ�GX�QRPEUH�G¶XQLWps 

de molécules de sucre (Kowalewski et al., 2012). 
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Le GHUPDWDQ�VXOIDWH�V¶DFFXPXOH�FKH]�OHV�SDWLHQWV�DWWHLQWV�GH�036�I, II, VI (OMIM 253200) 

et VII. Ce sont cinq enzymes qui dégradent la chaîne de molécules de sucre à base de N-

acétyl JDODFWRVDPLQH� HW� G¶DFLGH� JOXFuronique. 7RXW� FRPPH� SRXU� O¶KpSDUDQ� VXOIDWH�� OD�

dégradation du dermatan sulfate est réalisée en deux étapes, soit encore une fois, le retrait 

G¶XQ�JURXSHPHQW�VXOIDWH�VXLYL�GX�FOLYDJH�G¶XQH�XQLWp�GH�VXFUH (Fenzl et al., 2015). Ainsi, un 

GpIDXW�GDQV�O¶XQH�GHV�HQ]\PHV�LPSOLTXpHV�GDQV�OD�GpJUDGDWLRQ�HQWUDvQH�XQ�EORFDJH�DX�QLYHDX�

de la voie métabolique, suivie GH� O¶DFFXPXODWLRQ� GH� O¶XQ� HW�RX� O¶DXWUH� GH� FHV� deux 

macromolécules dans les différents tissus et liquides biologiques. À moyen et long terme, ces 

DFFXPXODWLRQV�DXURQW�G¶LPSRUWDQWV�HIIHWV�DX�QLYHDX�GX�IRQFWLRQQHPHQW�QRUPDO�des différents 

organes ciblés entraînant alors une atteinte multisystémique. 

14 Les manifestations cliniques des mucopolysaccharidoses  
Les mucopolysaccharidoses sont des désordres génétiques qui présentent une atteinte 

multisystémique�� %LHQ� TX¶HQ� WDQW� TXH� JURXSHV� GH� GpVRUGUHs issus de la même voie 

métabolique, les mucopolysaccharidoses ont certains éléments en commun, il y a également 

GHV�GLIIpUHQFHV� VLJQLILFDWLYHV�QRQ� VHXOHPHQW� G¶XQ type j� O¶DXWUH��PDLV� pJDOHPHQW� SRXU�XQ�

même type. Par exemple, pour la mucopolysaccharidose de type I, il existe trois types de la 

maladie, soit Scheie (forme atténuée), Hurler-Scheie (forme intermédiaire), et finalement 

Hurler (forme sévère) (Hampe et al., 2020). Bien que ces conditions soient causées par une 

RX�GHV�PXWDWLRQV�TXL�DIIHFWHQW�O¶HQ]\PH�Į-L-iduronidase (OMIM 252800), les manifestations 

cliniques, le pronostic ainsi que la prise en charge et le traitement des patients peuvent varier 

considérablement (Kubaski et al., 2020). Les différentes manifestations cliniques qui sont 

fréquemment observées pour chaque type de MPS sont présentées au Tableau 13 (Fenzl et 

al., 2015; Zhou et al., 2020; Kubaski et al., 2020). Le tableau ne tient toutefois pas en 

considération O¶pWHQGXH�SKpQRW\SLTXH�DVVRFLpH�j�FKDTXH�FRQGLWLon. 
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Tableau 13. Signes et manifestations cliniques associés aux différents types de 

mucopolysaccharidoses (Fenzl et al., 2015; Zhou et al., 2020; Kubaski et al., 2020)  

Signes et symptômes 
Type de MPS 

I II III IV VI VII 
Céphalique et 

cervical               

  Faciès atypique + + + + + + 
  Hypertrichose + + + - + + 
  Perte de l'audition + + + + + + 
  Macrocéphalie + + + - + + 
  Opacité cornéenne + - - + + + 
  Dentition anormale + + + + + + 

Ostéoarticulaire               
  Petite taille + + - + + + 
  Raideur des articulations + + + - + + 
  Dysplasie des hanches + + + + + + 
  Déformation des mains + + - - + + 
  Syndrome du tunnel carpien + + - - + + 

Cardiovasculaire               

  Épaississement des valves 
cardiaques + + + + + + 

  Hypertrophie du ventricule 
gauche + + + + + + 

Neurologique               
  Retard de développement + + + - - + 
  Ventriculomégalie + + + - + + 

  Dilatation des espaces 
périvasculaires + + + - + - 

Respiratoire               
  Infections respiratoires  + + + + + + 

  Obstruction des voies 
respiratoires + + - + + + 

Abdomen               
  Organomégalie + + + - + + 
  Hernie inguinale/ombilicale + + + - - + 
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Tel qu'indiqué au Tableau 13, seules les MPSs où la dégradation de O¶KpSDUDQ�VXOIDWH�HVW�

affectée impliquent des atteintes neurologiques. '¶DLOOHXUV, ce phénomène a été étudié dans 

OH�FDGUH�G¶XQ�SURMHW�GH� UHFKHUFKH�SUpFpGHPPHQW�SXEOLp�SDU�QRWUH�JURXSH�HQ 2019 intitulé  

« Distribution of heparan sulfate and dermatan sulfate in mucopolysaccharidosis type 2 

mouse tissues pre- and post-enzyme replacement therapy determined by UPLC-MS/MS » 

(Menkovic et al., 2019). 'DQV�FHWWH�pWXGH�YLVDQW�j�pYDOXHU�O¶DFFXPXODWLRQ�GH�O¶KpSDUDQ sulfate 

et du dermatan sulfate dans les tissus et les liquides biologiques de souris atteintes de la MPS 

II��LO�D�pWp�REVHUYp�TXH�VHXO�O¶KpSDUDQ�VXOIDWH�V¶DFFXPXOH�DX�QLYHDX�GX�FHUYHDX. Par ailleurs, 

les niveaux de dermatan sulfate au niveau du cerveau ne sont augmentés que de 1,6 fois chez 

les souris MPS II comparés aux souris contrôles (Menkovic et al., 2019). Cette étude suggère 

GRQF� TXH� O¶KpSDUDQ sulfate est une molécule neurotoxique et son accumulation engendre 

G¶LPSRUWDQWHV�DWWHLQWHV�QHXURORJLTXHV (Bigger et al., 2018; Menkovic et al., 2019). 

Pour ce qui est de la MPS IX (OMIM 601492)�� PDOJUp� O¶DEVHQFH� GH� QRPEUHX[� VLJQHV�

observables pour les autres MPSs��LO�HVW�IDX[�GH�FURLUH�TX¶LO�V¶DJLW�G¶XQH�036�GLWH�SHX�VpYqUH 

(Kyikim et al., 2016). (Q�IDLW��LO�V¶DJLW�GH�OD�SOXV�UDUH�GHV�036�DYHF�VHXOHPHQW�WUqV�SHX�GH�

patients diagnostiqués à ce MRXU�� ,O� HVW� GRQF� GLIILFLOH� SRXU� FH� W\SH� G¶DYRLU� GHV� données 

probantes et représentatives (Puckett et al., 2021). 

15 Les traitements pour les mucopolysaccharidoses  
,O�H[LVWH�GLIIpUHQWHV�DSSURFKHV�SRXU�WUDLWHU�OHV�SDWLHQWV�DWWHLQWV�GH�O¶XQ des différents types de 

MPSs�� /¶DSSURFKH� SULYLOpJLpe dépend bien évidemment du type de MPS ainsi que de la 

situation particulière de chaque patient. De manière générale, trois types de traitements sont 

actuellement utilisés, soit les traitements symptomatiques, la thérapie enzymatique de 

remplacement (TER) et la transplantation de cellules souches hématopoïétiques. À elles 

seules, ces approches peuvent s'avérer inefficaces pour certains types de MPSs ou certaines 

atteintes spécifiques. Ainsi, certaines compagnies pharmaceutiques travaillent activement 

pour développer de nouveaux traitements tels que la thérapie génique ou de nouvelles 

approches pour rendre les traitements actuels plus efficaces. 

15.1 Les traitements symptomatiques 
7RXW� G¶DERUG, les traitements symptomatiques ont pendant longtemps été le seul type de 

traitements disponibles pour patients atteints de MPSs ('¶$YDQ]R�et al., 2020). Ceux-ci sont 
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utilisés pour diminuer les complications associées aux signes et symptômes qui découlent de 

O¶XQ�GHV�GLIIpUHQWV� W\SHV�GH�036s VDQV�SRXU� DXWDQW� V¶DWWDTXHU� DX�SUREOqPH�j� O¶RULJLQH�GH�

ceux-FL��F¶HVW-à-GLUH�O¶DFFXPXODWLRQ�GH�VXEVWUDW�WR[LTXH�HQ�UDLVRQ�GH�O¶LQFDSDFLWp�GH�OD�FHOOXOH�

à dégrader ledit substrat. Ces traitements peuvent, par exemple, être des chirurgies ou des 

antiinflammatoires pour soulager les patients présentant des atteintes respiratoires 

observables pour les cas de MPS I, II, IV et VII (Stapleton et al., 2017).  

15.2 La thérapie enzymatique de remplacement 
Cette intervention vise à infuser au patient l¶HQ]\PH� SRXU� ODTXHOOH� LO� HVW� GpILFLHQW�� &HWWH�

LQWHUYHQWLRQ�WKpUDSHXWLTXH�FRQVLVWH�HQ�XQH�LQIXVLRQ�KHEGRPDGDLUH�GH�O¶HQ]\PH�DQDORJXH�HQ�

fonction du poids du patient (Concolino et al., 2018). Pour un grand nombre de MPS, la TER 

constitue OH�WUDLWHPHQW�GH�FKRL[�SRXU�V¶DWWDTXHU�DX�SUREOqPH�j�O¶RULJLQH�GHV�PDQLIHVWDWLRQV�

cliniques. En effet, la TER demeure un traitement très efficace pour bien des patients atteints 

de MPS (Concolino et al., 2018���'¶DLOOHXUV, O¶pWXGH�SXEOLpe en 2019 par notre groupe de 

recherche démontre clairement à quel point la thérapie enzymatique de remplacement est 

efficace pour réduire la concentration des substrats accumulés dans la très grande majorité 

des tissus (Menkovic et al., 2019). ¬� O¶KHXUH� DFWXHOOHPHQW�� FH� W\pe de traitement est 

disponible pour les MPSs I, II, IVA, VI et VII (Chen et al., 2019���/¶XQe des problématiques 

majeureV� GH� OD� 7(5� HVW� O¶LQFDSDFLWp� GH� O¶HQ]\PH� DQDORJXH� j� traverser la barrière 

hématoencéphalique afin de produire une action thérapeutique au niveau du cerveau (Parini 

et Deodato, 2020). Malgré tout, différentes approches sont présentement sous étude afin de 

produire une enzyme analogue ou développer une approche qui serait en mesure de franchir 

cet obstacle.  

15.3 La transplantation de cellules souches hématopoïétiques 
Cette approche vise à WUDQVIpUHU�GHV�FHOOXOHV�VRXFKHV�j�SDUWLU�G¶XQ�GRQneur sain vers un patient 

atteint de MPS. Ainsi, ces cellules souches vont se différencier en macrophages qui seront 

HQ�PHVXUH�GH�VpFUpWHU�O¶HQ]\PH�LQLWLDOHPHQW�GpILFLente chez le patient. Plus précisément, cette 

enzyme sera sécrétée dans le sang puis elle sera captée par les différentes cellules du patient. 

Ces cellules auront alors la capacité de dégrader les GAGs accumulés. Contrairement à la 

TER, la transplantation hétérologue de cellules souches hématopoïétiques serait 

potentiellement HQ�PHVXUH� GH� V¶DWWDTXHU� DX[� SUREOqPHV� QHXURORJLTXHV� GDQV� XQH� FHUWDLQH�

mesure. Pour certaines MPSs comme la MPS I, ce traitement HVW�G¶DLOOHXUV utilisé de manière 
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relativement fréquente (Taylor et al., 2019��DORUV�TXH�SRXU�G¶DXWUHV�W\SHs de MPSs, ce genre 

G¶LQWHUYHQWLRQ�HVW�optionnel et moins fréquemment utilisé. La raison principale pour éviter 

FH�W\SH�G¶LQWHUYHQWLRQ�pWDLW�OH�manque de connaissances liées aux concepts de comptabilité 

HQ�GRQQHXU�HW�DFFHSWHXU�GH�JUHIIH��FH�TXL�j�O¶pSRTXH��entraînait un taux de mortalité très élevé 

UHOLp�j�OD�PDODGLH�GX�JUHIIRQ�FRQWUH�O¶K{WH (Taylor et al., 2019). De nos jours, bien que nos 

connaissances dans le domaine DLHQW�SURJUHVVp�HW�TXH�FH� W\SH�G¶LQWHUYHQWLRQ�SRXUUDLW�rWUH�

utilisé pour différentes MPSs, nous avons relativement peu de données quant aux effets à 

long terme de celle-ci et ce, pour plusieurs MPSs (Guffon et al., 2021). Contrairement à la 

TER, la transplantation de cellules souches hématopoïétiques serait potentiellement en 

PHVXUH�GH�V¶DWWDTXHU�DX[�SUREOqPHV�QHXURORJLTXHV�GDQV�XQH�FHUWDLQH�PHVXUH�FHSHQGDQW�elle 

comporte malgré tout certains risques (Guffon et al., 2021). 

15.4 La thérapie génique 
En théorie, la thérapie génique consiste à fournir via un vecteur, une version de type naturel 

GX�JqQH�PXWp�j� O¶RULJLQH�GH� OD�PXWDWLRQ��¬� O¶LQYHUVH�GH� la thérapie par transplantation de 

cellules souches hpmatopowptiques, les cellules du patient sont utilisées pour ce type 

G¶LQWHUYHQWLRQ��FH�TXL�UpGXLW�JUDQGHPHQW�OH�ULVTXH�GH�UHMHW��(Q�HIIHW��OHV�FHOOXOHV�VRXFKHV�VRQW�

prélevées chez le patient, corrigées ex vivo via la thérapie génique, puis réinjectées au patient 

(Fraldi et al., 2018), ce qui permettrait au patient de produire lui-PrPH�O¶HQ]\PH�GpILFLHQWe.  

Au niveau des avantages, cette transplantation autologue possède un effet à long terme sans 

les risques associés à une transplantation hétérologue de cellules souches. Également, 

O¶HQ]\PH�SURGXLWe par le patient serait en mesure de franchir la barrière hématoencéphalique 

comme chez les individus sains (Fraldi et al., 2018). Une autre approche, in vivo celle-là, 

DYHF�O¶XVDJH�G'un vecteur viral est également à l'étude (Fraldi et al., 2018). Contrairement à 

O¶DSSURFKH�H[ vivo, cette approche in vivo consiste à injecter au patient un vecteur viral qui 

DXUD�SRXU�REMHFWLI�G¶LQIHFWHU�OHV�FHOOXOHV�GX�SDWLHQW�SXLV�GH�OHXU�WUDQVIpUHU�XQH�YHUVLRQ�QRUPDOH�

du gène en question. Différents types de vecteurs viraux ont été étudiés au niveau de modèles 

animaux (souris). Toutefois, le vecteur AAV (Adeno-Associated Virus) est généralement 

privilégié pour des raisons de sécurité et de la grande expression du transgène (Fraldi et al., 

2018). ¬� O¶KHXUH actuelle�� OD� WKpUDSLH� JpQLTXH� Q¶HVW� SDV� XQ� WUDLWHPHQW� RIIHUW�

systématiquement. En effet, cette approche thérapeutique est actuellement au stade des essais 

cliniques HW�GHYUDLW�rWUH�GLVSRQLEOH�G¶LFL�TXHOTXHV�DQQpHV��Fraldi et al., 2018).  
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15.5 La thérapie de réduction de substrat 
Des études ont démontré que certaines substances telles que la génistéine, un composé 

DSSDUWHQDQW�j�OD�FDWpJRULH�GHV�IODYRQRwGHV��SHXW�PRGXOHU�OD�SURGXFWLRQ�GH�O¶KpSDUDQ�VXOIDWH�

(Tomatsu et al., 2014). En effet, des études in vitro sur des cultures de fibroblastes de patients 

atteints de la MPS I, II ou III ont révélé que la génistéine LQKLEH� OD�V\QWKqVH�GH�O¶KpSDUDQ�

sulfate (Piotrowska et al., 2006). Une étude subséquente a par la suite confirmé ces résultats 

en plus de démontrer O¶DSSOLFDELOLWp�GX�WUDLWHPHQW�FKH]�OHV�SDWLHQWV avec une amélioration au 

niveau de différents signes et symptômes, dont au niveau des fonctions cognitives chez les 

patients atteints de MPS IIIA (Piotrowska et al., 2008). Ainsi, cette approche peut présenter 

certains avantages par rapport à des thérapies telles que la TER ou la transplantation de 

cellules souches hématopoïétiques en termes de simplicité de traitement, de coûts et même 

au niveau des effets bénéfiques sur les fonctions cognitives (Piotrowska et al., 2006). 

Toutefois, ce type de WUDLWHPHQW�Q¶HVW�SDV�DGDSWp�j�WRXV�SXLVTX¶LO�UHTXLHUW�XQH�FHUWDLQH�DFWLYLWp�

enzymatique de base. En effet, la génistéine LQKLEH�OD�V\QWKqVH�GH�O¶KpSDUDQ�VXOIDWH�YLD�XQH�

cascade réactionnelle médiée par des facteurs de croissance épidermaux, ou « Epidermal 

Growth Factor » ou EGF (Jakóbkiewicz-Banecka et al., 2009). Cette diminution de synthèse 

Q¶HVW� FHSHQGDQW pas V\QRQ\PH� G¶pOLPLQDWLRQ� GX� FRPSRVp�� Il est donc important que les 

SDWLHQWV� WUDLWpV� SDU� FH� W\SH� G¶DSSURFKH� WKpUDSHXWLTXH� SRVVqGHnt une activité enzymatique 

résiduelle. La thérapie de réduction de substrat pourra alors créer un certain équilibre entre 

la synthèse et la dégradation du composé. 

Bref, il y a plusieurs options qui sont disponibles pour les cliniciens afin de traiter leurs 

patients. Bien que ces approches soient différentes puisque chacune possède ses avantages et 

ses LQFRQYpQLHQWV��FHV�PpWKRGHV�RQW�FRPPH�SRLQW�FRPPXQ�OH�IDLW�TX¶XQ�WUDLWHPHQW�précoce 

DPpOLRUH�JUDQGHPHQW�OH�GHYHQLU�GX�SDWLHQW�HQ�UHWDUGDQW�O¶DSSDULWLRQ�de signes et symptômes 

graves et irréversibles (Muenzer, 2014; Al-Sannaa et al., 2015; Giugliani et al., 2021; 

Horovitz et al., 2021���'¶DLOOHXUV, des différences frappantes en termes de manifestations 

cliniques de la maladie ont été observées HQWUH�OHV�HQIDQWV�G¶XQH�PrPH�IDPLOOH�R��O¶XQ�D�pWp�

diagnostiqué et traité tardivement GDQV� O¶HQIDQFH� FRPSDUDWLYHPHQW� j� la fratrie qui a été 

diagnostiquée à la naissance puis traitée très rapidement (Gabrielli et al., 2016).  Ladite étude 

GpPRQWUH�FODLUHPHQW�OD�QpFHVVLWp�G¶DYRLU�des méthodes analytiques permettant un dépistage 
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rapide des enfants afin de pouvoir les identifier rapidement et débuter le traitement 

précocément afin de prévenir O¶DSSDULWLRQ�GH�VLJQHV�HW�V\PSW{PHV�JUDYHV�HW�LUUpYHUVLEOHV� 

16 La présentation du projet de recherche  
/HV�H[SHUWV�V¶HQWHQGHQW�SRXU�GLUH�TX¶LO�HVW�LPSRUWDQW�GH�GpSLVWHU�UDSLGHPHQW�OHV�FDV�GH�036�

afin de fournir un traitement précoce et efficace DX�SDWLHQW�GDQV�OH�EXW�G¶pYLWHU�O¶DSSDULWLRQ�

de manifestations cliniques graves et irréversibles (Muenzer, 2014; Al-Sannaa et al., 2015; 

Giugliani et al., 2021). Bien que certaines organisations telles que la « Recommanded 

Uniform Screening Pannel ou RUSP » qui est une agence gouvernementale américaine qui 

recommande le dépistage de la MPS I (RUSP, 2020), il en est différent pour la situation au 

Québec. De fait, QRXV�Q¶DYRQV�DXFXQH�PpWKRGRORJLH�HQ�SODFH�SRXU�IDLUH�XQ�GpSLVWDJH�SUpFRFH�

de ces maladies à grande échelle. CRQVLGpUDQW�OHV�ELHQIDLWV�JUDQGHPHQW�GRFXPHQWpV�G¶XQH�

intervention précoce, il est nécessaiUH� G¶pWXGLHU� HQ� SURIRQGHXU� OD� faisabilité G¶LQFOXUH�XQH�

méthode de dépistage populationnel des MPSs (MPS I, II, VI et VII) qui est compatible avec 

les méthodes et la plateforme technologique disponible au Programme québécois de 

dépistage néonatal urinaire au Québec. En effet, depuis son introduction en 1971, les parents 

de nouveau-nés, sur une base entièrement volontaire, prélqYHQW�XQ�pFKDQWLOORQ�G¶XULQH�VXU�

SDSLHU�ILOWUH�GH�OHXU�EpEp�j����MRXUV�GH�YLH�TX¶LOV�HQYRLHQW�au laboratoire de dépistage néonatal 

urinaire situé à Sherbrooke au &,8666�GH�O¶(VWULH-&+86��&HV�pFKDQWLOORQV�G¶XULQH�VRQW�pOXpV�

j�O¶DLGH�de 3 ml de NH4OH à 0,01M puis analysés par chromatographie sur couche mince 

pour le dépistage de différentes maladies par le dosage des acides aminés et acides organiques 

urinaires (Auray-Blais et al., 2003; Auray-Blais et al., 2007). Plus récemment, une recherche 

évaluative visant le WUDQVIHUW� WHFKQRORJLTXH�GH� O¶DQDO\VH G¶pFKDQWLOORQV G¶XULQH� VXU� SDSLHU�

filtre par chromatographie sur couche mince vers la spectrométrie de masse en tandem ouvre 

SRWHQWLHOOHPHQW� OD� SRUWH� j� O¶DMRXW� GH�QRXYHOOHs méthodes. Ce rehaussement technologique 

pourrait être en mesure de fournir des données probantes sur la faisabilité de dépister de 

nouvelles maladies métaboliques héréditaires (Auray-Blais et al., 2021). En effet, cette 

QRXYHOOH�DSSURFKH��FRPELQp� j�XQH�SUpSDUDWLRQ�G¶pFKDQWLOORQ�DGaptée, pourrait, en théorie, 

SHUPHWWUH�G¶DQDO\VHU�FHUWDLQHV�PROpFXOHV, comme les GAGs. IO�HVW�GRQF�SHUWLQHQW�G¶pWXGLHU�

la faisabilité G¶LQFOXUH� OH� GpSLVWDJH� GHV�036� FRPPH� recherche évaluative en utilisant la 

spectrométrie de masse en tandem.  
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16.1 /¶K\SRWKqVH 
Quelle est la faisabilité d¶LPSODQWHU�XQ�GpSLVWDJH�SRSXODWLRQQHO�SRXU�O¶DQDO\VH�LQGLYLGXHOOH�

des glycosaminoglycans urinaires chez les nouveau-nés en utilisant la spectrométrie de masse 

en tandem et une réaction de méthanolyse? 

16.2 Les objectifs du projet de recherche 
LH�EXW�GX�SUpVHQW�SURMHW�HVW�G¶pWXGLHU�OD�IDLVDELOLWp�G¶LQFOXUH�XQ�WHVW�GH�GpSLVWDJH�GHV�036V�

compatible avec la méthodologie ainsi que la plateforme technologique en place du 

Programme québécois de dépistage néonatal urinaire avec une méthode courte et robuste 

SHUPHWWDQW�G¶DQDO\VHU�j�OD�IRLV�O¶KpSDUDQ�VXOIDWH��OH�GHUPDWDQ�VXOIDWH��OD�FKRQGURwWLQH�VXOIDWH�

et la créatinine. CHWWH� PpWKRGH� G¶DQDO\VH� UDSLGH� devrait non seulement identifier les cas 

potentiels de MPS, mais elle devrait également préciser le type de MPS dont le nouveau-né 

est atteint. De manière plus précise, la méthode développée devrait être en mesure de dépister 

les MPS I, II, IIIA-D, VI et VII en fonction du DS et HS. Une fois développée, la méthode 

sera validée DILQ�G¶pYDOXHU�GLIIpUHQWV�SDUDPqWUHV�OLpV�j�OD�UREXVWHVVH��OD�MXVWHVVH�HW�OD�ILDELOLWp�

de celle-ci. De plus, des valeurs de référence seront établies en analysant 500 échantillons 

G¶XULQH� FROOHFWpV� VXU� SDSLHU� ILOWUH� GH� QRXYHDX-nés à 21 jours de vie. Finalement, des 

échantillons de patient atteints de différentes MPSs seront analysés pour évaluer la capacité 

de la méthode à identifier les cas positifs. 

16.3 Les retombées anticipées du projet 
Comme mentionné précédemment, la période à laquelle un traitement est initié influence 

grandement le pronostic. Ainsi, avec un dépistage populationnel��LO�VHUDLW�SRVVLEOH�G¶LGHQWLILHU�

rapidement les nouveau-nés atteints de MPSs pour leur fournir un traitement adapté à leur 

condition. Cette prise en charge rapide aura ultimement pour effet de prévenir O¶DSSDULWLRQ�

de manifestations cliniques liées à la maladie et donc de fournir une meilleure qualité de vie 

au patient. De plus, un patient présentant moins de complications liées à la maladie signifie 

également un fardeau plus faible pour le système hospitalier. 

 

17 Le Dépistage des MPS 
En 1968, James Maxwell Glover Wilson et Gunnar Jungner ont publié un important ouvrage 

intitulé « Principles and Practice of Screening for Disease ». Dans cette publication les 

DXWHXUV�PHQWLRQQHQW� ��� FULWqUHV� VXU� OHVTXHOV� VH� EDVHU� DILQ�G¶LQFOXUH�XQH�PDODGLe dans un 
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programme de dépistage (Wilson et Jungner, 1968). Plus précisément, les critères Wilson et 

Jungner stipulent que : 

1. La maladie dépistée doit être un problème de santé important  

2. Un traitement doit être disponible 

3. Les moyens de diagnostic et de traitement doivent être disponibles  

4. La maladie doit être détectable à un stade précoce 

5. Un test de dépistage adéquat doit être disponible 

6. Le test doit être jugé acceptable par la population 

7. /¶KLVWRLUH�QDWXUHOOH�GH�OD�PDODGLH�GRLW�rWUH�HVW connue 

8. Des critères préétablis pour les patients qui nécessitent un traitement  

9. Le coût du dépistage doit être équilibré par rapport au coût global des soins médicaux 

10. Le dépistage doit être une procédure continue et non ponctuelle  

Bien que ces recommandations aient été élaborées il y a plus de 50 ans, celles-ci sont tout de 

PrPH� XWLOLVpHV� DXMRXUG¶KXL� DILQ� G¶LQFOXUH� RX� QRQ� XQH� PDODGLH� GDQV� XQ� SURJUDPPH� GH�

dépistage. Il est important de mentionner que certaines MPS, comme la MPS I ou la MPS II 

UpSRQGHQW� DX[� FULWqUHV� GpFULWV� SDU� :LOVRQ� HW� -XQJQHU�� '¶DLOOHXUV�� FHV� PDODGLHV� VRQW� VRLW�

incluses dans les programmes de dépistage des nouveau-nés ou bien leur dépistage est très 

fortement recommandé par les instances chargées de faire les recommandations. Aux États-

Unis par exemple, la MPS de type I est parmi les maladies principales à dépister chez la 

population selon le « Recommended Uniform Screening Panel (RUSP) » (Burton et al., 

2020). Cette maladie est dépistée dans de nombreux États américains comme la Californie, 

O¶,OOLQRLV�� OH� .HQWXFN\�� OH� 0DVVDFKXVHWWV�� OH� 0LFKLJDQ�� OH� 0LQQHVRWD�� OH� 0LVVRXUL�� OH�

1HEUDVND��1HZ�<RUN��O¶2KLR��O¶2UHJRQ��OD�3HQQV\OYDQLH��OH�5KRGH�,VODQG��OH�7HQQessee, le 

9HUPRQW�HW�OD�9LUJLQLH��/¶,OOLQRLV�HW�OH�0LVVRXUL�VRQW�GHX[�eWDWV�TXL�GpSLVWHQW�pJDOHPHQW�OD�

MPS II (Burton et al., 2020; Arunkumar et al., 2020). Ailleurs à travers le monde, différents 

SD\V�GRQW�7DLZDQ��OH�%UpVLO�HW�O¶,WDOLH�PqQHQW�DFWXHOOHPHQW soit des études pilotes ou bien 

dépistent les MPSs de façon routinière chez les nouveau-nés. Dans la littérature, de 
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QRPEUHXVHV�SXEOLFDWLRQV�GpFULYHQW�OHV�ELHQIDLWV�HW�O¶LPSDFW�PDMHXU�TXH�SHXW�DYRLU�XQH�SULVH�

en charge rapide et un traitement précoce chez les patients atteints de MPS (Gabrielli et al., 

2010; Kingma et Jonckheere, 2021; Giugliani et al., 2021; McBride et Flanigan, 2021). 

En 2001, le groupe de Chamoles et al. a démontré la faisabilité de produire des essais 

HQ]\PDWLTXHV�j�SDUWLU�G¶pFKDQWLOORns de sang séché sur papier filtre (Chamoles et al., 2001). 

¬� O¶pSRTXH�� GHV� PpWKRGHV� IOXRULPpWULTXHV� pWDLHQW� XWLOLVpHV� SRXU� UpDOLVHU� FHV� WHVWV�

HQ]\PDWLTXHV��&KDPROHV�HW�DO����������'H�QRV�MRXUV��F¶HVW�SOXW{W�OD�VSHFWURPpWULH�GH�PDVVH�

qui est utilisée pour ces tests en raison de la grande sensibilité et versatilité des différents 

systèmes. Ainsi, dans les régions où les MPSs sont dépistées, les laboratoires cliniques 

utilisent principalement des essais enzymatiques dont les résultats sont analysés par 

spectrométrie de masse comme test de première intention (Arunkumar et al., 2020). Les tests 

de seconde intention, utilisés afin de confirmer un diagnostic, impliquent généralement soit 

des analyses moléculaires ou bien une analyse des glycosaminoglycans (Arunkumar et al., 

2020). Ces tests sont également très fiables puisque les taux de faux positifs sont relativement 

faibles soit aux alentours de 0.0037% et 0.108% pour la MPS I et II, respectivement 

(Arunkumar et al., 2020). 

18 La préparation des échantillons élués des papiers filtres 
/¶XQ�GHV�REMHFWLIV� GX�SURMet était G¶DYRLU� XQH�PpWKRGH�d'analyse des glycosaminoglycans 

compatible avec le programme de dépistage urinaire actuel. Cela signifie que les échantillons 

utilisés VRQW�GHV�pFKDQWLOORQV�G¶XULQH�GH�nouveau-nés à 21 jours de vie prélevés sur un papier 

filtre. Une fois reçu, un disque de 5 FP�GH�GLDPqWUH�HVW�FRXSp�HW�O¶XULQH�est éluée à O¶DLGH�Ge 

3 ml de NH4OH à 0,01M. Une portion de cet éluat est utilisée pour le programme de dépistage 

urinaire alors que le restant est disponible pour le test de dépistage des MPSs. /¶XQ�GHV�

SUHPLHUV� WHVWV� j� IDLUH� pWDLW� G¶pYDOXHU� OD� TXDQWLWp� G¶pOXat requis pour obtenir des données 

fiables. Il est cependant important de mentionner que la méthode de préparation des 

échantillons implique une réaction de méthanolyse des glycosaminoglycans. En effet, au 

niveau structurel, les glycosaminoglycans sont très variables PrPH� DX� VHLQ� G¶XQH�PrPH�

classe de molécules. Par exemple, deux PROpFXOHV�G¶KpSDran sulfate peuvent être différentes 

DX�QLYHDX�GH�SURILO�GH�VXOIDWDWLRQ�DLQVL�TX¶DX�QLYHDX�GH�OD�ORQJXHXU�GH�OD�FKDvQH�GH�molécules 

de sucre (Kubaski et al., 2017). Évidemment, ces deux éléments affectent inévitablement le 
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m/z, élément sur lequel le spectromètre de masse se base pour quantifier les composés. Il est 

GRQF�QpFHVVDLUH�GH�QRUPDOLVHU�FHV�PROpFXOHV�DILQ�GH�V¶DVVXUHU�G¶DYRLU�GHV�UpVXOWDWV�justes. La 

méthanolyse, qui sera discutée plus en détail ci-dessous, est une réaction chimique qui vise à 

réduire les longues chaînes de sucres des glycosaminoglycans en disaccharides, donc en plus 

petites chaînes tout en retirant les groupements sulfatés (Auray-Blais et al., 2011). Cette 

XQLIRUPLWp� SHUPHWWUD� GRQF� GH� TXDQWLILHU� O¶HQVHPEOH� des molécules G¶XQH� FODVVH� GRQQpH�

(héparan sulfate, dermatan sulfate, chondroïtine sulfate) et non seulement certaines espèces 

avec une longueur et un profil de sulfatation donné (Auray-Blais et al., 2011). Toutefois, ce 

W\SH�GH�UpDFWLRQ�Q¶HVW�malheureusement SDV�FRPSDWLEOH�DYHF�O¶HDX, soit la solution utilisée 

pour éluer les composantes présentes du papier filtre. En effet, en présence G¶HDX��LO�VH�SURGXLW 

HQ�SDUDOOqOH�XQH�UpDFWLRQ�G¶K\GURO\VH�TXL�altère grandement les résultats obtenus. Il est donc 

SULPRUGLDO�G¶pYDSRUHU�O¶pOXat pour la poursuite du traitement GH�O¶pFKDQWLOORQ��/¶pYDSRUDWLRQ�

GH� O¶HDX� est une étape passablement longue et le paramètre du temps est un élément à 

considérer dans le contexte du développement d¶XQH méthode de dépistage populationnel. Il 

était donc important de trouver un compromis DX�QLYHDX�GX�YROXPH�G¶pOXDW�j�pYDSRUHU�tout 

en ne négligeant pas la sensibilité de la méthode et la durée globale de la préparation des 

échantillons. Par conséquent, différents volumes G¶pOXat variant entre 50 ȝl et 750 ȝl ont été 

testés. Un élément qui a pWp�SULV�HQ�FRQVLGpUDWLRQ�SRXU�OH�FKRL[�GX�YROXPH�G¶pOXat utilisé était 

la concentration de la créatinine pour éviter la saturation du détecteur. En effet, bien que les 

enfants ou nouveau-nés ont des niveaux de créatinine plutôt faibles, nous voulions que le test 

soit également utilisable chez des enfants plus vieux, pour le suivi d¶XQ traitement par 

H[HPSOH��$LQVL��QRXV�DYRQV�REVHUYp�TX¶Dvec les paramètres utilisés, une concentration de la 

créatinine de 20 mM saturait le détecteur pour des volumes G¶pOXat supérieurs à 100 ȝl. De 

SOXV��O¶pWDSH�G¶pYDSRUDWLRQ�pWDQW�UHODWLYHPHQW�ORQJXH�SRXU�GH�KDXWs volumes G¶pOXDW��Qous 

avons alors opté pour un prélèvement initial de 100 ȝl pour optimiser au maximum la 

sensibilité de la méthode ainsi que la durée de préparation des échantillons. Ce volume est 

ensuite évaporé sous MHW�G¶D]RWH�avant de procéder à la méthanolyse. 

18.1 La méthanolyse  
Considérant que GHX[�PROpFXOHV� G¶KpSDUDQ� VXOIDWH� SHXYHQW� YDULHU� HQ� WHUPHV� GH� SURILO� GH�

sulfatation ou de longueur de la chaîne de sucre (Sattelle et al., 2015), ceci implique que ces 

différences peuvent affecter le rapport m/z sur lequel le spectromètre de masse se base pour 
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différencier les composés analysés. Il est donc important de procéder à une réaction chimique 

DILQ�G¶uniformiser les analytes. Cette tâche est réalisée par une réaction de méthanolyse qui 

D�SRXU�EXW�G¶DMRXWHU�GHV�JURXSHPHQWV�K\GUR[\OHV�(OH) à certains endroits bien précis sur la 

molécule. De plus, la réaction de méthanolyse effectue un clivage au niveau de la chaîne de 

sucre afin de produire de plus petites molécules de disaccharides qui seront plus facilement 

analysables en spectrométrie de masse en tandem (Figure 20).  

Figure 20��0pWKDQRO\VH�GH�O¶KpSDUDQ�VXOIDWH�HW�GX�GHUPDWDQ�VXOIDWH��/HV�GLVDFFKDULGHV�LVVXV�

de cette dérivation seront facilement analysables par spectrométrie de masse en tandem.  

 

'¶XQ� SRLQW� GH� YXH� méthodologique, la méthanolyse est réalisée en ajoutant 500 ȝl de 

MeOH/HCl 3 1�j�O¶pFKDQWLOORQ�SXLV�HQ�LQFXEDQW�OH�WRXW�j�XQH�WHPSpUDWXUH�GH����&�SRXU�XQH�

GXUpH� GH� ��� PLQXWHV�� /D� WHPSpUDWXUH� XWLOLVpH� DLQVL� TXH� OD� GXUpH� G¶LQFXEDWLRQ� RQW� pWp�

optimisées dans OH� FDGUH� G¶XQH� pWXGH� SUpFpGHQWe afin d'obtenir la meilleure sensibilité 

possible (Menkovic et al., 2019). ,O�HVW�j�QRWHU�TX¶XQH�UpDFWLRQ�VLPLODLUH�HVW�XWLOLVpe pour 

SURGXLUH�OHV�VWDQGDUGV�LQWHUQHV�GHXWpUpV�G¶KpSDUDQ�VXOIDWH�HW�GH�GHUPDWDQ�VXOIDWH��(Q�HIIHW, en 
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remplaçant le MeOH/HCl standard par du MeOH-D4-DCl, des deutériums seront ajoutés sur 

les disaccharides. Les versions deutérées des analytes ont les mêmes propriétés physico-

chimiques, mais elles sont différenciées par leur rapport m/z, ce qui en fait de bons standards 

internes pour ce type de méthode analytique. 

 

8QH� IRLV� OD� SpULRGH� G¶LQFXEDWLRQ� WHUPLQpH�� OHV� pFKDQWLOORQV� VRQW� pYDSRUpV� j� VHF� VRXV� MHW�

G¶D]RWH� puis resuspendus dans 200 ȝl G¶une solution 90:10 H2O:ACN qui contient les 

standards internes deutérés pour les différents analytes��VRLW�O¶KpSDUDQ�VXOIDWH��OH�GHUPDWDQ�

sulfate ainsi que la créatinine. Finalement, un volume de 4 ȝl G¶pFKDQWLOORQ�est injecté dans 

O¶DSSDUHLO�SRXU�ILQ�G¶DQDO\VH� 

19 La méthode de séparation chromatographique des analytes.  
/¶XQ�des plus grands défis à surmonter lors du développement de la méthode présentée dans 

cette section était de mettre au point une méthode chromatographique rapide, compatible 

avec un contexte de dépistage populationnel et ce, sans compromettre la séparation 

chromatographique des différents composés. En effet, une méthode de 2 minutes ou moins 

pWDLW� QpFHVVDLUH� SRXU� SHUPHWWUH� O¶DQDO\VH� GX� QRPEUH� YLVp� GH� ���� G¶pFKDQWLOORQV� SDU� MRXU 

(Figure 21). 

 
Figure 21�� 6pSDUDWLRQ� FKURPDWRJUDSKLTXH� GHV� PROpFXOHV� G¶LQWpUrW� SRXU� OD� PpWKRGH� GH�

dépistage des MPSs. Il est à noter que la méthode chromatographique présentée ci-haut a 
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davantage été améliorée pour analyser les mêmes composés en 1 minute. Initialement, la 

méthode de 2 minutes présentée à la Figure 20 impliquait un gradient linéaire de 100% à 40% 

de phase mobile A (95:5 ACN:H2O + 0.2% FA + 10 mM CH3COONH4) entre 0 et 1,4 min, 

puis un retour aux conditions initiales (100% phase mobile A) entre 1,4 et 2,0 min. Une 

colonne UPLC BEH Amide a été utilisée pour la séparation chromatographique des analytes. 

$X�QLYHDX�GH�OD�VpSDUDWLRQ�FKURPDWRJUDSKLTXH��LO�pWDLW�LPSRUWDQW�G¶rWUH�HQ�PHVure de produire 

des pics avec une haute résolution pour obtenir des données fiables et reproductibles. De 

plus, il était nécessaire de bien séparer le dermatan sulfate du chondroïtine sulfate, car ces 

deux molécules ont une composition chimique similaire et leurs transitions sont identiques. 

Advenant que ces deux molécules ne soient pas séparées par la chromatographie liquide, la 

problématique majeure vient du fait que le spectromètre de masse ne sera pas en mesure de 

distinguer ces deux composés, entraînant alors une surestimation des résultats, voire des 

résultats erronés. De fait, considérant que le dermatan sulfate et la chondroïtine sulfate sont 

des composés distincts TXL� V¶DFFXPXOHnt dans différents types de MPSs, il est donc 

primordial de bien les séparer pour offrir des résultats justes. Dans ce projet, une méthode 

chromatographique de 1 minute a été développée SRXU�UHVSHFWHU�OHV�FULWqUHV�G¶XQ�GpSLVWDJH�

populationnel. Les paramètres détaillés de ladite méthode sont présentés au Tableau 14  et 

GDQV�O¶Article 5 à la page 265.  
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Tableau 14. Paramètres chromatographiques UPLC employés pour la méthode de 
quantification des glycosaminoglycans (Menkovic et al., 2019). 

 

Paramètres Description 

Colonne chromatographique BEH Amide (Waters Corp) 

Dimension de la colonne 2,1 × 50 mm 

Taille des particules 1,��ȝP 

Température de la colonne 40°C 

Solvant « Weak Wash » 95:5 ACN:H2O + 0,2% HCOOH 

Solvant « Strong Wash » 50:50 MeOH:H2O 

9ROXPH�G¶LQMHFWLRQ 4 ȝl 

7HPSpUDWXUH�GH�O¶pFKDQWLOORQQHXU 10°C 

Phase mobile A 95:5 ACN:H2O + 0.2% HCOOH + 10 mM 
$FpWDWH�G¶DPPRQLXP 

Phase mobile B 10:90 ACN:H2O + 0.2% HCOOH + 10 mM 
$FpWDWH�G¶DPPRQLXP 

Débit 0,80 ml/min 

Gradient (% phase mobile B) 

0,0   o 0,1 min: 10% 

0,1   o 0,5 min: 60% (Gradient linéaire) 

0,5   o��,0 min: 10%  

 

20 La validation de la méthode et O¶évaluation des valeurs de référence  
Les paramètres de validation précédemment discutés dans la première section de cette thèse 

VRQW� OHV� PrPHV� TXL� V¶DSSOLTXHQW� j� WRXWHV� les méthodes développées en spectrométrie de 

masse. Évidemment, bien que certaines méthodes plus complexes ne parviennent pas à 

toujours respecter ces conditions, il est important de bien documenter ces écarts. Dans le cas 

de la méthode présentée dans cette section, tous les critères de validation précédemment 

décrits ont été respectés. La méthodologie utilisée pour la validation ainsi que les résultats 

obtenus sont discutés en détail j�O¶Article 5 à la page 267 et 269. 

 

Une fois la méthode développée et validée, le prochain objectif consistait à établir des valeurs 

GH�UpIpUHQFH�SRXU�O¶KpSDUDQ�VXOIDWH�HW�OH�GHUPDWDQ�VXOIDWH��$ILQ�G¶pWDEOLU�FHV�YDOHXUV, nous 

avons initLDOHPHQW�FRQVLGpUp�DQDO\VHU�����pFKDQWLOORQV�G¶XULQH�prélevés sur papier filtre à 21 
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jours de vie provenant de nouveau-nés. La cohorte de 500 pFKDQWLOORQV� G¶XULQH� a été 

sélectionnée DILQ�G¶pWDEOLU une tendance fiable quant aux niveaux QRUPDX[�G¶KpSDUDQ�VXOfate 

et de dermatan sulfate chez les nouveau-QpV� GDQV� OH� FDGUH� G¶XQ� GpSLVWDJH� SRSXODWLRQQHO. 

eYLGHPPHQW��GDQV�O¶pYHQWXDOLWp�R��FHWWH�WHQGDQFH�Q¶DXUDLW�SDV�pWp déterminante, davantage 

G¶pFKDQWLOORQV�DXUDLent alors été analysés. $ILQ�G¶établir des valeurs de référence, nous avons 

considéré que 5% des contrôles peuvent potentiellement être des cas suspects ou anormaux 

(Katayev et al., 2010).  Évidemment, ce fut là un point de départ. Une réévaluation de ce 

SRXUFHQWDJH� VHUD� IDLWH� DX� ILO� GH� O¶DQDO\VH� G¶XQ� SOXV� JUDQG� QRPEUH� G¶pFKDQWLOORQV�� $XVVL� 

O¶DQDO\VH�GH�FDV�SDWKRORJLTXHV nous permettra de déplacer ce seuil vers le haut pour tenter de 

diminuer le nombre de faux positifs ou vers le bas pour tenter d¶pOLPLQHU�le nombre de faux 

négatifs.  

 

$ILQ�G¶établir les valeurs de référence pour cette méthode��QRXV�DYRQV�FDOFXOp�DSUqV�O¶DQDO\VH�

des 500 échantillons contrôles, une moyenne et un écart-type de �������í�����PJ�PPRO�de 

créatinine SRXU�O¶KpSDUDQ�VXOIDWH�et de �������í�����PJ�PPRO�de créatinine pour le dermatan 

sulfate. À partir de ces données, il fut possible de calculer le 99.7ième percentile en ajoutant 3 

écarts-types aux moyennes calculées pour les biomarqueurs respectifs. Ces valeurs de 

référence devront toutefois être réajustées, selon le cas, VXLWH�j�O¶DQDO\VH�G¶pFKDQWLOORQV�GH�

patients MPSs. En effet, XQH� GHV� OLPLWDWLRQV� GH� FHWWH� pWXGH� IXW� O¶DEVHQFH� G¶pFKDQWLOORQV�

G¶XULQH�de patient MPSs à 21 jours de vie. Malgré tout, pour évaluer la capacité de la méthode 

à distinguer les cas de MPS, des FRQWU{OHV� G¶kJH� et de sexe appariés furent analysés. La 

méthode développée a pu détecter avec succès tous les cas de MPSs en présentant une 

élévation des biomarqueurs appropriés selon la maladie. En conclusion, cette méthode 

SRXUUDLW�rWUH�XWLOLVpH�GDQV�OH�FDGUH�G¶XQ�GpSLVtage populationnel de mucopolysaccharidoses 

de type I, II, IIIA-D, VI et VII. 
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21 ARTICLE 1 
 
Identification of a Reliable Biomarker Profile for the Diagnosis of Gaucher Disease 
Type 1 Patients Using a Mass-Spectrometry-Based Metabolomic Approach 
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Avant-propos:  
Iskren Menkovic a fait la préparation pré-analytique des échantillons, le développement de 

OD� PpWKRGH� G¶DQDO\VH�� le traitement de données, la fragmentation et de O¶pOXFLGDWLRQ� GH�

structures des biomarqueurs ciblés. Il a également rédigé le manuscrit présenté ci-desous. 

Tout le travail réalisé par Iskren a été sous les conseils, les recommandations et la supervision 

des professeurs Michel Boutin et Christiane Auray-Blais.  

 

Mise en contexte:  

Ceci est le premier article en lien avec le projet Gaucher présenté dans la première partie de 

cette thèse. Le but principal des travaux prpVHQWpV� GDQV� FH� SDSLHU� pWDLW� G¶LGHQWLILHU� GH�

nouveaux biomarqueurs pour la maladie de Gaucher. Actuellement, le lyso-Gb1 est en voie 

de devenir le biomarqueur de choix dans les laboratoires cliniques à travers le monde. 

Cependant, bien que le lyso-Gb1 semble corrélé avec la sévérité des atteintes observées chez 

OHV�SDWLHQWV��O¶DQDO\VH�GH�FH�ELRPDUTXHXU�QH�SHUPHW�SDV�G¶RULHQWHU�OHV�FOLQLFLHQV�YHUV�XQ�W\SH�

G¶DWWHLQWH�HQ�SDUWLFXOLHU�SUpVHQW�FKH]�OHXUV�SDWLHQWV��'DQV�OD�OLWWpUDWXUH��LO�H[LVWH�UHODWLYHPHQW�

peu d¶pWXGHV�PpWDERORPLTXHV�TXL�RQW�HX�SRXU�EXW� G¶LGHQWLILHU�GH�QRXYHDX[�ELRPDUTXHXUV�

plasmatiques. Les études présentant de nouveaux biomarqueurs pour la maladie de Gaucher 

RQW�VRLW�G¶LPSRUWDQWHV�ODFXQHV�PpWKRGRORJLTXHV�RX�GHV�UpVXOWDWV�SOXV�RX�PRLQV�FRQFOXDQWs. 

2U��DYHF�OD�PpWKRGRORJLH�SUpVHQWpH�GDQV�O¶$UWLFOH����QRXV�DYLRQV�SRXU�REMHFWLIV�G¶pODERUHU�

XQH�PpWKRGRORJLH�TXL�SHUPHW�G¶LGHQWLILHU�GH�QRXYHDX[�PpWDEROLWHV�SHUPHWWDQW�GH�GLVFHUQHU�

les patients Gaucher des contrôles sains. Ces travaux représentent en quelque sorte les bases 

VFLHQWLILTXHV� XWLOLVpHV� GDQV� O¶$UWLFOH� �� TXL� SRUWH� VXU� OD� TXDQWLILFDWLRQ� GHV� ELRPDUTXHXUV�

GpFRXYHUWV�GDQV�O¶$UWLFOH��. 
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Résumé :  
La maladie de Gaucher est une maladie lysosomale de transmission autosomique récessive 

caractérisée par unH�GpILFLHQFH�GH�O¶HQ]\PH�glucocérébrosidase. De façon plus précise, une 

mutation au niveau du gène GBA localisé sur ledit FKURPRVRPH� HVW� j� O¶RULJLQH� GH� cette 

maladie qui, à ce jour, demeure difficile à diagnostiquer en raison de la grande variabilité 

phénotypique et génotypique. De plus, les biomarqueurs précédemment utilisés ne sont pas 

WRXMRXUV�DGDSWpV�SRXU�OH�GLDJQRVWLF�HW�RX�OH�VXLYL�GH�OD�FRQGLWLRQ�HQ�UDLVRQ�G¶XQ�PDQTXH�GH�

sensibilité ainsi que de la variation des niveaux dits normaux explicable par la présence de 

certains polymorphismes présents dans la population générale. L¶REMHFWLI�SULQFLSDO�GH�FHWWH�

recherche scientifique était de réaliser une étude métabolomique par spectrométrie de masse 

en temps de vol couplée à la chromatographLH�OLTXLGH�GDQV�OH�EXW�G¶LGHQWLILHU�GH�QRXYHDX[�

biomarqueurs plasmatiques pour la maladie de Gaucher. L¶DQDO\VH� GHV� GLIIpUHQWV�

échantillons de patients Gaucher non WUDLWpV�GH�PrPH�TXH�OHV�pFKDQWLOORQV�GH�FRQWU{OH�G¶kJH�

et de genre appariés, des tests statistiques tels le « Principal Component Analysis, PCA », 

« O¶2UWKRJRQDO�3DUWLDO�/HDVW�6TXDUH-Discriminant Analysis, OPLS-DA » et le « S-plot » ont 

permis de mettre en évidence sept biomarqueurs potentiels liés à la maladie. Des tests de 

fragmentations ont par la suite révélé que ces sept biomarqueurs potentiels sont le lyso-Gb1 

ainsi que quatre analogues (-28, -2, +14 et +18 Da), le sphingosylsphosphorylcholine et le 

N-palmitoyl-O-phosphocholine sérine. Des résultats préliminaires semblent également 

indiquer une variabilité au niveau de la distribution des biomarqueurs en fonction de la 

sévérité des manifestations cliniques. CHW� DUWLFOH� VXJJqUH� TXH� O¶XVDJH� G¶XQ� HQVHPEOH� GH�

ELRPDUTXHXUV�VRLW�O¶DSSURFKH�LGéale pour le dépistage précoce des individus à risque ainsi 

que pour le monitoring et le suivi des patients Gaucher. 
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Abstract: Gaucher disease (GD) is a rare autosomal recessive multisystemic lysosomal 

storage disorder presenting a marked phenotypic and genotypic variability. GD is caused 

by a deficiency in the glucocerebrosidase enzyme. The diagnosis of GD remains challenging 

because of the large clinical spectrum associated with the disease. Moreover, GD 

biomarkers are often not sensitive enough and can be subject to polymorphic variations. 

The main objective of this study was to perform a metabolomic study using an ultra-

performance liquid chromatography system coupled to a time-of-flight mass spectrometer 

to identify novel GD biomarkers. Following the analysis of plasma samples from patients 

with GD, and age- and gender-matched control samples, supervised statistical analyses were 

used to find the best molecules to differentiate the two groups. Targeted biomarkers were 
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structurally elucidated using accurate mass measurements and tandem mass spectrometry. 

This metabolomic study was successful in highlighting seven biomarkers associated with 

GD. Fragmentation tests revealed that these latter biomarkers were lyso-Gb1 

(glucosylsphingosine) and four related analogs (with the following modifications on the 

sphingosine moiety: -C2H4, -H2, -H2+O, and +H2O), sphingosylphosphorylcholine, and N-

palmitoyl-O-phosphocholineserine. Based on the plasma biomarker distribution, we suggest 

the evaluation of this GD biomarker profile, which might facilitate early diagnosis, 

monitoring, and follow-up of patients. 

Keywords: Gaucher disease; metabolomics; mass spectrometry; glucosylsphingosine 
(lyso-Gb1), lyso-Gb1 analogs; N-palmitoyl-O-phosphocholineserine; biomarkers; Plasma 
sphingosylphosphorylcholine 

Introduction 

Lysosomal storage disorders (LSDs) are rare inherited metabolic conditions characterized by 

the inability of the lysosomes to process substrate(s), resulting in the accumulation of these 

compounds within the lysosome and ultimately leading to progressive and multisystemic 

clinical manifestations. Gaucher Disease type 1 (GD; OMIM 230800) is the most prevalent 

LSD with approximately 1 case in 40,000 births in the general population and 1 case in 800 

births in the Ashkenazi Jewish population [1]. GD is the result of biallelic mutations in the 

GBA gene (1q22) leading to a deficiency of glucocerebrosidase, an enzyme involved in the 

catabolism of glucosylceramide (Gb1) [1,2]. This enzymatic defect leads to the accumulation 

of Gb1 in the lysosome of reticuloendothelial cells, ultimately resulting in the formation of 

Gaucher cells [3,4]. Cytopenia, hepatosplenomegaly, and bone lesions are usually observed 

LQ�*'�SDWLHQWV�GXH�WR��*DXFKHU�FHOO¶V�LQILOWUDWLRQ�RI�WKH�OLYHU��VSOHHQ��DQG�ERQH�PDUURZ�>���@��

From a clinical perspective, three subtypes of GD can be observed based on the absence, 

presence, and severity of neurological involvement. In Gaucher disease type 1, which is the 

most common form of the disease, representing 90±95% of all GD cases, patients may, in 

some cases, experience milder neurological impairments, whereas in GD types 2 and 3, 

patients experience more severe symptoms, such as abnormal eye movements and seizures, 

along with brain damage [6,7]. Type 2 Gaucher disease is usually observed in infancy, 

whereas type 3 GD is detected in childhood and tends to progress more slowly than GD type 

2 [8]. However, it is worth noting that there are no clear distinctions between the type 2 and 
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type 3 subtypes of GD but rather a phenotypic continuum ranging from horizontal 

ophthalmoplegia as the only neurological involvement in GD type 3 to hydrops fetalis in 

severe cases of GD type 2 [5,9,10]. 

 

While enzyme replacement therapy (ERT) is the most frequently used treatment, substrate 

reduction therapy (SRT) may also be offered to patients [11]. While these treatments are 

effective to different extents, studies have demonstrated that early initiation of treatment, 

when required, will ultimately result in better outcomes for the patients [11]. However, due 

to the large clinical spectrum and heterogeneity of the disease, early detection and 

confirmation of the diagnosis of GD patients remain challenging, thus highlighting the need 

for reliable GD biomarkers. Biomarkers, such as C-C motif chemokine ligand 

(CCL18/PARC), angiotensin-converting enzyme (ACE), tartrate-resistant acid phosphatase 

5b (TRAP5b), and C-terminal telopeptide of type 1 collagen (CTx), may lead to the diagnosis 

of a GD case, but the quantitation of these compounds generally lack sensitivity and most of 

them are not specific to GD [12±16]. Chitotriosidase, an enzyme produced by activated 

macrophages, can be an interesting biomarker for the monitoring and follow-up of patients. 

However, it is not a reliable biomarker for the diagnosis of the disease, due to the high levels 

of polymorphism present in about 6% of the general population. This leads to major 

differences in baseline levels among GD patients, where some do not express chitotriosidase 

at all [17]. 

 

More recently, glucosylsphingosine (lyso-Gb1), a substrate generated following the 

deacylation of glucosylceramide by lysosomal acid ceramidase [18], has been observed in 

the plasma of GD patients and has since gained interest in the medical and scientific 

community [19±21]. Unlike most of the previously mentioned biomarkers, lyso-Gb1 is 

specific to GD and is potentially involved in the pathogenesis of the disease, more 

specifically regarding the immune system, as well as the skeletal and neurological systems 

[22]. Studies also tend to demonstrate that levels of lyso-Gb1 can be useful biomarkers for 

the diagnostic, prognostic, monitoring, and follow up of GD patients [23]. Previous studies 

revealed that lyso-Gb1 in matrices such as dried blood spot or plasma can be reliable 

biomarkers for treatment efficiency and follow-ups of treated and untreated GD patients [24]. 
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In fact, lyso-Gb1 has been evaluated for a median range of 22 years as part of a long-term 

follow up of a large cohort of GD patients [25]. While lyso-Gb1 appears to be a promising 

biomarker, we believe, based on research previously done by our group, that there might be 

other interesting biomarkers for GD patients that reflect the severity and progression of the 

disease in all GD patients. Indeed, previous metabolomic studies performed for Fabry 

disease, another lysosomal storage disorder, revealed that globotriaosylsphingosine (lyso-

Gb3) is not a unique biomarker for Fabry disease patients. Our studies showed that analogs 

of lyso-Gb3, which are lyso-Gb3 molecules with modified sphingosine moieties, are present 

in both plasma and urine of Fabry patients and are relevant to the disease [26±29]. We 

therefore suggest that a similar GD pattern may occur, since both GD and Fabry disease are 

involved in the same metabolic pathway. Mirzain et al., hypothesized in 2015 that the 

chemical modifications observed on lyso-Gb3 to generate the analogs in Fabry disease 

(which were discovered by Auray-Blais et al.) may also be present on lyso-Gb1 to generate 

the analogs in Gaucher disease [30]. Their hypothesis proved to be correct, and this led to the 

identification and quantification of some lyso-Gb1 analogs in GD plasma and urine 

specimens [30]. However, the compounds quantified by Mirzaian et al. were not 

characterized by mass spectrometry as being lyso-Gb1 analogs, since no fragmentation 

studies were performed. Moreover, the chromatographic method proposed by Mirzaian et al. 

was not able to separate lyso-Gb1 from galactosylsphingosine (psychosine), the latter being 

a biomarker for Krabbe disease [31]. Furthermore, compounds quantified by Mirzaian et al. 

were not subject to prior metabolomic studies, leading us to believe that other insightful 

molecules might be reliable biomarkers for GD. 

 

The main objective of this study was to perform a semi-targeted plasma metabolomic study 

using ultra-performance liquid chromatography (UPLC) coupled to time-of-flight (TOF) 

mass spectrometry (MS) in order to identify a profile of sensitive and specific GD biomarkers 

that could be used for early detection, prognosis, monitoring, and follow up of affected 

patients. The secondary objective targeted the structural elucidation of biomarkers using 

accurate mass measurements and tandem mass spectrometry. 
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Results and Discussion 

Before the development of the chromatographic separation method, we were aware of the 

existence of psychosine, a biomarker increased in Krabbe disease [32] which might interfere 

with the quantitation of lyso-Gb1 considering that it is a molecule with physical and chemical 

properties similar to lyso-Gb1 [33]. Therefore, in order to properly characterize the compound 

identified and better understand the physiopathology of Gaucher disease, a separation of 

psychosine and lyso-Gb1 is preferred. Since the two compounds are differentiated only by 

the conformation of one hydroxyl group, normal phase chromatography was chosen for their 

separation, as shown in Figure 1. Based on the retention times of these two compounds, it 

was possible to extrapolate the retention times of the lyso-Gb1 analogs based on their relative 

polarity, hence confirming that the analogs analyzed were from lyso-Gb1 and not psychosine. 

 
Figure 1. Chromatographic separation of glucosylsphingosine (lyso-Gb1����ȝJ�RQ�FROXPQ��

UHWHQWLRQ� WLPH�� ������PLQ�� DQG� SV\FKRVLQH� ��� ȝJ on column, retention time: 24.36 min) 

commercial standards analyzed by time-of-flight mass spectrometry (MS-TOF) with a mass 

window of 0.05 Da. Peaks associated with each compound were confirmed by individual 

analysis of each standard. ES+ = positive electrospray. 

 

Data mining steps with the use of MarkerLynx (version 4.1), following the analysis of 16 

untreated GD patients and 16 age- and gender-matched healthy controls, yielded a total of 

91,197 markers, which were aligned based on the retention time and accurate mass. Data 
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were then imported in EZinfo for further multivariate statistical analyses. First, the system 

stability was evaluated using principal component analysis (PCA). Briefly, the PCA score 

plot allowed an evaluation of how similar or different samples were in terms of compositions 

according to their respective position on the score plot. Based on their chemical 

compositions, the more similar two samples were, the closer they appeared on the PCA score 

plot. Considering that quality controls (QCs) were replicate injections of a single sample, it 

was expected that QCs should be closely positioned on the PCA score plot. As shown in 

Figure 2, QCs (n = 8) (represented in red) were indeed very close, confirming that the system, 

as well as the samples were stable for the entire duration of the study. This also indicates that 

variations observed in metabolite concentrations in the samples analyzed were not system-

related but rather due to biological reasons. Proximity in the location of QCs also indicates 

that data alignment parameters were adequate for the study. Moreover, considering that QCs 

were obtained by sampling and mixing equal volume (20 ȝL) from each healthy control and 

GD patient sample, it was expected that QCs should be located in the center of the PCA score 

plot, as shown in Figure 2, also confirming the reliability of the analyses done during this 

study. 

 

Figure 2. A principal component analysis (PCA) score plot derived from the 

metabolomic analysis of plasma samples from untreated Gaucher disease (GD) patients 

(n = 16), age- and gender-matched healthy controls (n = 16), and quality control (QC) 

replicate injections (n = 8). The ellipse corresponds to the Hotelling T2 range with a 

significance level of p = 0.05. 
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Once the system stability was confirmed, an orthogonal partial least-square discriminant 

analysis (OPLS-DA) was performed to identify compounds that would allow to separate 

the two groups under investigation. As shown in Figure 3, complete segregation of GD 

SDWLHQWV¶�VDPSOHV�DQG�KHDOWK\�FRQWURO�VDPSOHV�ZDV�DFKLHYHG��,W�LV�LPSRUWDQW�WR�QRWH�WKDW�

based on the OPLS-DA chart, one patient was considered an outlier since he was plotted 

outside the Hotelling T2 range with a significance level of p = 0.05. This patient was 

affected with a mild form of GD type 1, which led to the system qualifying him as an 

outlier. However, he was not excluded from this study. 

 

Figure 3. An orthogonal partial least-square discriminant analysis (OPLS-DA) score 

plot, resulting from the metabolomic analysis of plasma samples from untreated GD 

patients (n = 16) and age- and gender-matched healthy controls (n = 16). The ellipse 

corresponds to the Hotelling T2 range with a significance level of p = 0.05. 

The metabolites which contributed most to the segregation of the two sample groups on 

the OPLS-DA score plot were detected using an S-plot (Figure 4). The more a compound 

was abundant in GD samples compared to healthy control samples, further it was 

positioned in the upper right-side corner of the graph. Conversely, the more a compound 

was abundant in healthy control samples compared to GD samples, further it was 

positioned in the lower left-side corner of the graph. Metabolites showing the highest 

separation power were located at the extremities of the S-plot graph. While both sides of 

the graph were investigated to identify potential biomarkers for GD using trend plot 

charts (Figure A1), as well as a visual inspection of the chromatographic peak associated 
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with the compound, only some metabolites located in the upper right-side corner of the 

graph ultimately resulted in potential GD biomarkers. Markers observed in less than 50% 

of GD samples, or that were present only in GD samples collected from one hospital or 

detected at higher concentration in one or some control samples, compared to GD 

samples, were automatically discarded. Ultimately, 7 compounds with mass to charge 

ratios (m/z) of 434.3074, 460.3227, 462.3426, 465.3428, 476.3633, 480.3553, and 

509.3335 were selected as potential GD biomarkers and further investigated using 

fragmentation tests to identify their structures (Figure 4). 

 

Figure 4. S-plot showing the correlation in function of the covariance for the metabolites 

used to segregate GD patients and age- and gender-matched healthy controls in the 

OPLS-DA score plot. Specific positions of biomarkers (lyso-Gb1; lyso-Gb1 DQDORJV�í���

'D�� í�� 'D�� ���� 'D�� DQG� ���� 'D�� 1-palmitoyl-O-phosphocholineserine; and 

sphingosylphosphorylcholine) are zoomed in the lower part of the figure. Exact positions 

are indicated by a red square and an arrow. Accurate mass measured, as well as their 

respective retention times (RTs) in min, are indicated for each biomarker. 

To ensure that fragmentation tests would produce fragments of sufficient intensity to 

obtain their accurate mass, samples were further concentrated. While sample purification 

UHPDLQHG� WKH�VDPH��VDPSOHV�ZHUH� UHVXVSHQGHG� LQ�����ȝ/� LQVWHDG�RI�����ȝ/� WR�SURYLGH�D�
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concentration factor of 2.5 for structural elucidation of all potential biomarkers, except 

DQDORJV�í���DQG������ZKLFK�ZHUH�IXUWKHU�FRQFHQWUDWHG�ILYH�WLPHV�WR�REWDLQ�D�FRQFHQWUDWLRQ�

factor of 12.5. Based on its m/z, the compound m/z 462.3426 was suspected to be lyso-Gb1, 

which was later confirmed based on the fragmentation pattern. It was also observed that 

metabolites m/z 434.3074, 476.3633, 480.3553, and 460.3227 had very similar fragmentation 

patterns to lyso-Gb1, suggesting that these four metabolites are analogs of lyso-Gb1. Based 

on the mass difference from lyso-Gb1, it is believed that these four potential biomarkers are, 

in fact, lyso-Gb1��ZLWK�DQ�H[WUD�GRXEOH�ERQG��ZKLFK�DFFRXQWV�IRU�WKH�ORVV�RI���+��í��'D��IRU�

metabolite m/z 460.3227, a loss of C2H4 �í���'D� for metabolite m/z 434.3074, and a loss of 

2 H but a gain of O (+14 Da) for metabolite m/z 476.3633, and, finally, metabolite m/z 

480.3553 possesses a hydrated sphingosine instead of a double-bond, which accounts for the 

gain of 18 Da. According to the fragmentation spectra obtained, all those proposed structural 

modifications were located on the sphingosine. In a recent study by Mirzaian et al. [30], the 

authors previously identified and quantified the following lyso-Gb1 DQDORJV�í���'D��í��'D��

and +14 Da, which were also highlighted in this study. However, the lyso-Gb1 analog at +18 

Da has never been described in the literature. The fragmentation pattern for each molecule 

and a general fragmentation mechanism for lyso-Gb1 is shown in Figure 5. 
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Figure 5. Fragmentation test results for compounds with m/z 462.3426 (A), 460.3227 

(B), 480.3553 (C) 434.3074 (D), and 76.3633 (E), with a collision energy ramp of 10±

30 V. In each spectrum, (1) corresponds to the precursor ion, (2) indicates a loss of a 

water molecule from the previous fragment, and (3) represents a loss of a molecule of 

glucose. A fragmentation mechanism for lyso-Gb1 (m/z 462.3227) is proposed in (F). 
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Following fragmentation tests, it was observed for biomarkers m/z 465.3428 and 

509.3335 that a phosphocholine (PC) head group was present in both of these 

compounds based on the typical fragmentation pattern of PC heads, resulting in 

fragments with m/z at 184.072, 125.000, and 104.110. However, excluding the PC head, 

the two aforementioned molecules had different fragmentation patterns, suggesting that 

they may not be as closely structurally related. Fragments from biomarker m/z 509 

confirmed that it is a biomarker previously known as lyso-sphingomyelin-509 (lysoSM-

509) (Figure 6). 

 

Figure 6. Fragmentation tests of compounds with m/z 509 with a collision energy 

ramp of 10±25 V (A) and a fragmentation mechanism previously proposed by Sidhu 

et al. [30], with theoretical masses and measured mass errors in parts per million 

(ppm) (B). 
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Recently, Sidhu et al. proposed a structure for lysoSM-509 based on products obtained 

following precise chemical derivatization, aimed at confirming the presence of specific 

functional groups [34]. Ultimately, Sidhu et al. suggested that lysoSM-509 could be N-

palmitoyl-O-phosphocholineserine. Fragments of the previously mentioned compound 

matched fragments observed in this study, confirming that the biomarker at m/z 509.3383 is 

N-palmitoyl-O-phosphocholineserine. However, Sidhu et al. also observed N-palmitoyl-O-

phosphocholineserine in Niemann±Pick disease patients, suggesting that this latter biomarker 

is not a specific biomarker for Gaucher disease but rather an indicator of a sphingolipidosis 

[34,35]. 

Finally, the biomarker at m/z 465 was structurally elucidated based on the accurate mass 

measured and the fragmentation patterns (Figure 7). The proposed structure was ultimately 

confirmed by comparing fragments and their relative abundance, as well as the retention time 

of biomarker m/z 465 with fragments of a standard of sphingosylphosphorylcholine (SPC) 

(d18:1). 
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Figure 7. Fragmentation test results of compounds with m/z 465, with a collision energy 

ramp of 15±25 V (A). Fragmentation test results of a standard of 

VSKLQJRV\OSKRVSKRU\OFKROLQH� �G������ ���� ȝJ� RQ� FROXPQ�� �B) and a proposed 

fragmentation mechanism with theoretical and experimental exact mass differences (C). 

Studies have demonstrated that SPC is a constituent of lipoproteins and a potentially 

important lipid mediator of cell type-specific functions in certain tissues. In fact, Thomas 

et al., KDYH� VKRZQ� HYLGHQFH� WKDW� 63&� LQ� UDWV� ³is a powerful vasoconstrictor of 

intrapulmonary arteries (IPA) and the novel finding that SPC-induced vasoconstriction 
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in IPA is dependent on activation of a Ca2+´ is important, since it can mediate certain 

cell mechanisms, such as contractility and cell proliferation [36]. Moreover, SPC may 

also be implicated in chronic vascular disease with involvement in processes such as 

proliferation and migration of vascular smooth muscle cells by acting as a pro-

inflammatory mediator by activating p38 mitogen-activated protein kinases [36]. This is 

consistent with inflammation being involved in the pathogenesis of GD [37]. However, 

SPC (similar to N-palmitoyl-O-phosphocholineserine) is not specific to Gaucher disease. 

Indeed, significantly increased concentrations of SPC were observed in patients with 

acid sphingomyelinase deficiency such as Niemann±Pick type A and type B [38,39]. 

However, this metabolomic study showed the importance of SPC quantitation, even in 

GD patients considering the segregation power of the biomarker based on its position in 

the S-plot graph (Figure 4). More specifically, the increase of each potential biomarker 

identified during this metabolomic study is shown in Figure 8 for each GD patient. These 

potential biomarkers were not detected in healthy control samples. 

Figure 8. Bee-plot distribution (A) and cumulative concentrations (B) of potential GD 

biomarkers highlighted in the current metabolomic study. SPC and NPOPCS. The line 

in (A) represents the median value for each potential biomarker.  
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Our results show that N-palmitoyl-O-phosphocholineserine (G in Figure A2) was the only 

marker to be elevated in all GD samples. An increase in the concentration of lyso-Gb1, a 

biomarker known for its diagnostic utility, as well as its monitoring performance in GD, was 

observed in all samples analyzed, except for one patient (ID 14), who was affected with a 

more attenuated form of the disease. [40,41]. While N-palmitoyl-O-phosphocholineserine 

seems to be a sensitive biomarker for GD, it is not specific to the disease, but is rather an 

indicator of a sphingolipidosis. N-palmitoyl-O-phosphocholineserine is also a biomarker for 

Niemann±Pick type C disease, while SPC is a biomarker for Niemann±Pick type A and type 

B diseases [38,39,42]. Therefore, a diagnostic of GD only based on that compound would 

not be possible. 

Additionally, lyso-Gb1 was significantly more abundant than all the other analogs in 

plasma. In terms of distribution, lyso-Gb1 represents over 91.4% of the total lyso-Gb1 content, 

LQFOXGLQJ� WKH� DQDORJV��0HDQZKLOH�� WKH� DQDORJV� DW� í��� 'D�� í�� 'D�� ����'D�� DQG� ���� 'D�

represent approximately 1.6%, 2.9%, 0.9%, and 3.2% of the total lyso-Gb1 + analogs, 

respectively. The recovery of lyso-Gb1 after solid phase extraction (SPE) was evaluated using 

D�SODVPD�VDPSOH�VSLNHG�ZLWK����ȝJ of lyso-Gb1 commercial standard, either pre (n = 3) or 

post-SPE (n = 3) purification. The recovery rate for lyso-Gb1 was calculated to be over 92%, 

thus suggesting that sample preparation was not a major source of lyso-Gb1 analog loss. 

While lyso-Gb1 seems to be a more abundant biomarker than its analogs in plasma for GD 

patients, we strongly believe that lyso-Gb1 and its related analogs should all be evaluated and 

quantified, since these analogs may correlate with certain specific clinical manifestations in 

GD, as found in Fabry disease [43]. There seems to be a correlation between the bone marrow 

burden (BMB) score observed by MRI and the levels of lyso-Gb1 and its analogs. Moreover, 

IRU�VRPH�SDWLHQWV��WKH�OHYHOV�RI�WKH�DQDORJ�DW�í��'D�ZHUH�KLJKHU�WKDQ�WKRVH�PHDVXUHG�IRU�WKH�

analog +18 Da, while, for other patients, it was the opposite. Regarding SPC, an elevation of 

the biomarker was observed in all patients, except patient ID 14, who presented a less severe 

form of the disease and lower levels of lyso-Gb1 (see Table 1, Figure A2). Unlike lyso-Gb1 

and its analogs, as well as N-palmitoyl-O-phosphocholineserine, increased levels of SPC did 

not correlate with a more severe form of the disease. In fact, GD patient ID 16 had a 

particularly high BMD score, as shown in Table 1, compared to all other GD patients, yet his 

SPC levels were not significantly more elevated than other patients. Other compounds, such 
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as glucosylceramide, a substrate normally catabolized by the enzyme glucocerebrosidase, 

which is deficient in GD patients, may potentially be an interesting biomarker for the disease. 

However, in order to investigate the relevancy of glucosylceramide and other similar 

compounds, a different sample preparation approach will be required 
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Table 1. Demographics, mutations, treatment, and signs and symptoms of GD patients.  

For bone marrow burden: lower limb (LL) and spine (S) score on 8. Düsseldorf Gaucher Score (DGS) score on 8. Non-applicable 

(N/A); not evaluated (N/E); (x) = sign or symptom observed in GD patient; (-) = sign or symptom not observed in GD patient; 

female (F); male (M). It should be noted that the samples sent from different hospitals had different evaluation tests and procedures 

for their respective patients. Moreover, certain tests, such as bone marrow burden, were not assessed for all patients 

Patient ID 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 
Age 62 49 43 62 22 47 49 70 63 71 62 43 70 53 24 44 

Gender F F F F F M F F M M F F F F M F 
Age at diagnosis 28 40 36 16 N/E 12 40 42 19 21 3 36 N/E 44 13 27 

Mutations N370S 
N370S 

N370S 
N370S 

N370S      
L444P 

N370S        
N370S 

N370S      
W184 

N370S     
L444P 

N370S   
N370S 

N370S      
L444P 

N370S      
R120W 

N370S      
W378G 

L444P       
L444P 

N370S     
N370S 

N370S      
L444P 

N370S       
R496H 

N370S                          
L444P 

L444      
84GG 

Treatment No No No No No No No No No No No No No No No No 
Bone disease 

Bone pain - Mild Moderate Mild - Moderate - - - Mild Moderate Mild Moderate - - Mild 
Bone crisis - - - - - Moderate - - Moderate - - - - - - - 

Erlenmeyer flask deformity x - - - -  - - - -   - x x - - x 
Bone marrow infiltration x x x x - x - - - x - x x - x x 

Osteopenia - - - - - x - - x x x - x x - - 
Infarction - - - - - x - - x - - - x - - x 

Avascular necrosis - - - - - x - - - - - - - - - - 
New fractures - - - - - - - - - - - - - - - - 
Lytic lesions x - - - - - - - x - - - - - - - 

Decreased bone mineral 
density - - - - - x - - - x - - - x - - 

Bone marrow burden DGS 5 LL 5            
S 6-7 N/E LL 4             S 3 N/E LL 4            

S 3 N/E LL 7            
S 5 DGS 7 N/E N/E LL 4            

S 5-6 DGS 7 LL 2            
S 3 N/E LL 7             

S 7 
Hematological and visceral manifestations   

Anemia - - x - - - - - x - x x - - - - 
Hemoglobin (g/L) 125 125 118 140 127 149 122 132 103 140 110 113 123 117 124 127 

Thrombocytopenia and 
 coagulopathy - x x x - - x - x - - x x - x x 

Platelet counts (/L) 156 87 65 95 123 197 117 144 63 182 185 82 130 254 103 71 
Splenomegaly Mild Mild Mild - - - x N/A Moderate N/A N/A - N/A - - N/A 
Hepatomegaly - Mild Mild Mild - Mild - Mild Moderate N/E Mild Moderate Mild Moderate Severe - 

Splenectomized - - - - - - - x - x x - x - - x 
Gammopathies and 

 malignancy - - - - - - - - - x - - - - - - 

Pulmonary disease 
Elevated arterial pressure - - - - - - - - - x x - - - - - 

Severe pulmonary 
hypertension - - - - - - - - - - - - - - - - 

Hepatopulmonary syndrome - - - - - - - - - - - - - - - - 
Respiratory failure - - - - - - - - - - - - - - - - 

Other - - - - - - - - - - - - - - - - 
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Materials and methods 

Ethics Approval 

This project was approved by the Research Ethics Board (REB) of the Faculty of Medicine 

and Health Sciences of the Centre Hospitalier Universitaire de Sherbrooke (CHUS: Project 

ID MP-31-2017-1414, Sept 28th���������DV�ZHOO�DV�WKH�5(%�RI�0RQWUHDO¶V�-HZLVK�*HQHUDO�

Hospital (Project ID MEO-31-2020-1937, Nov 22nd, 2019) and Centre Hospitalier 

Universitaire Sainte-Justine as a multicentric evaluation (Project ID MEO-31-2021-2782, 

Sept 28th, 2016 ). Informed consent from all GD patients and healthy controls were obtained. 

Patients and Controls 

Blood samples were collected from 16 untreated patients previously diagnosed with GD (age 

range: 22±71 years old; 4 males, 12 females) and 16 age- and gender-matched controls (age 

range: 26±66 years old; 5 males, 11 females). Adult men and women with a confirmed 

diagnosis of GD type 1 were included in this study. Treated GD type 1 patients, as well all 

GD type 2 and type 3 patients, were excluded from this study. Controls recruited did not have 

any LSDs or other comorbidities. The diagnosis was confirmed for each GD patient by 

demonstrating marked enzyme deficiency of ȕ-glucosidase in peripheral blood leukocytes 

and sequencing of the GBA gene. Only untreated GD patient samples were considered for 

this metabolomic study to ensure that a significant increase of potential GD biomarkers 

would be observed. 

Clinical Features and Biochemical Parameters 

*'�SDWLHQWV¶� GHPRJUDSKLFV��PXWDWLRQV�� WUHDWPHQW�� DQG� VLJQV� DQG� V\PSWRPV� DUH� VKRZQ� LQ�

Table 1. Some patients had comorbidities, such as diabetes (patients 4 and 11), ovarian 

adenocarcinoma (patients 8 and 13), and hypercholesterolemia (patients 4 and 10). Patient 6 

had unconjugated hyperbilirubinemia, while patient 9 was suffering from minor beta 

thalassemia and multiple cystic lesions in the liver and spleen. 
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Whole Blood and Plasma Specimen Collection and Processing 

8VLQJ�D���ௗ*�EXWWHUIO\�QHHGOH��ZKROH�EORRG�VDPSOHV�ZHUH�FROOHFWHG�LQWR�%'�9DFXWDLQHU�WXEHV�

with sodium citrate as an anticoagulant. Plasma was immediately extracted by centrifugation 

at 2000 g for 10 min and transferred into 15 mL Falcon tubes. Plasma samples were stored 

DW�í����&�XQWLO�WKH�PHWDERORPLF�VWXG\�ZDV�SHUIRUPHG� 

Reagents 

Glucosylsphingosine (lyso-Gb1; >98%) and galactosylsphingosine (Psychosine; >98%) were 

purchased from Matreya (Pleasant Gap, PA, USA). LC-MS grade acetonitrile (ACN) and 

HPLC grade methanol (MeOH) were purchased from EMD Chemicals Inc. (Darmstadt, 

Germany), while Optima LC-MS grade water, American Clinical Society (ACS) grade 

ammonium formate (Amm. Form.), o-phosphoric acid (H3PO4; 85%), and ammonium 

hydroxide (NH4OH; 28% - 30% purity) were obtained from Fisher Scientific (Fair Lawn, NJ, 

USA). ReagentPlus grade dimethyl sulfoxide (DMSO�� �������� DQG� WHUIHQDGLQH� ZHUH�

obtained from Sigma±Aldrich (St. Louis, MO, USA), and, finally, formic acid (FA; >99%) 

was purchased from Acros Organics (Morris Plain, NJ, USA). 

 Sample Preparation 

Untreated GD patients or healthy control plasma samples were vortexed for 10 s, and 200 ȝL 

of plasma was then transferred into 2 mL Eppendorf plastic tubes. A total of 500 ȝL of H3PO4 

(2% in water) and 500 ȝL of MeOH were added to the plasma sample, followed by 10 s of 

mixing (vortex). Sample mixtures were transferred to mixed-mode cation-exchange 

cartridges (Oasis MCX, 30 mg, 60 ȝm, Waters Corp., Milford, MA, USA), previously 

conditioned with 1000 ȝL of MeOH and 1000 ȝL of 2% H3PO4 using a glass pipette. 

Cartridges were washed with 1000 ȝL of 2% FA in H2O solution, followed by 1000 ȝL of 

0.2% FA in MeOH solution. Analytes were then eluted into glass tubes using 600 ȝL of 2% 

ammonium hydroxide in MeOH solution. Eluates were evaporated to dryness under a stream 

of nitrogen. Finally, samples were resuspended in 250 ȝL of the resuspension solution (50 

ȝL DMSO mixed with 200 ȝL of 94.5:2.5:2.5:0.5 ACN:MeOH:H2O:FA + 5 mM Amm. 

Form) and transferred into glass inserts fitted into 2 mL glass vials. A total of 10 ȝL of the 

sample was injected into the UPLC-TOF/MS system for analysis. A quality control (QC) 
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sample was prepared by mixing together 20 ȝL of each sample from GD patients (n = 16) 

and healthy controls (n = 16) analyzed in the study. 

Instrumentation and Parameters 

The metabolomic study was performed using the Synapt G1 QTOF (Waters Corp., Milford, 

MA, USA) mass spectrometer coupled to an Acquity UPLC system (Waters Corp). 

Chromatographic separation of plasma components was achieved in a 45-min method using 

a HPLC Halo HILIC column (4.6 × 150 mm, 2.7 ȝm particle diameter) from Advanced 

Materials Technology (Wilmington, DE, USA), with a constant flow rate set at 0.5 mL/min 

and an operating temperature of 30 °C. Chromatographic mobile phase A was 

94.5:2.5:2.5:0.5 ACN:MeOH:H2O:FA + 5 mM Amm. Form., while chromatographic mobile 

phase B was 10:89.5:0.5 ACN:H22�)$�����P0�$PP�� )RUP�� 7KH� ³ZHDN´� DQG� ³VWURQJ´�

needle wash solutions were Phase A and 100% ACN, respectively. The gradient and in-depth 

parameters used to separate sample components are presented in Table 2. 

Table 2. Ultra-performance liquid chromatography (UPLC) parameters for the 
separation of the plasma samples analyzed during the metabolomic study. 

Parameters Description 
Column Halo HILIC 2.7 
ID x Length 4.6 x 150 mm 
Particle size ����ȝm 
Column temperature 30°C 

Weak Wash solvent 94.5:2.5:2.5:0.5 ACN:MeOH:H2O:FA + 5 mM 
Amm. Form. 

Strong Wash solvent ACN 
Injection volume ���ȝL 
Injection mode Partial Loop 
Autosampler temperature 10°C 

Mobile phase A 94.5:2.5:2.5:0.5 ACN:MeOH:H2O:FA + 5 mM 
Amm. Form. 

Mobile phase B 10:89.5:0.5 ACN:H2O:FA + 5 mM Amm. Form. 
Flow rate 0.5 ml/min 

Gradient (% mobile phase B) 

0.0   to 0 min: 0% 
5.0   to 20.0 min: 0 to 10% (Linear gradient) 
20.0 to 25.0 min: 10%  
25.0 to 35.0 min: 10 to 60% (Linear gradient) 
35.0 to 40.0 min: 60 
40.0 to 45.0 min: 0% 
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The parameters for data acquisition, lock mass calibration, and MS-TOF are presented 

in Table 3. In order to maintain a high level of mass accuracy throughout the entire duration 

of the metabolomic run analysis, a standard solution of terfenadine (500 nM, ACN 5%, FA 

0.2%), used for real-time calibration, was continuously infused throughout the analysis, using 

a lock mass probe connected to an isocratic pump model 515 (Waters Corp.). The flow rate 

of the isocratic pump was set at 1 ml/min. However, since a T splitter was used in the system, 

linking the pump to the lock mass probe, the actual flow rate of calibrant used was 

DSSUR[LPDWHO\����ȝl/min. 

Table 3. Mass spectrometry (MS) parameters for the quantitation of compounds 
present in the plasma samples analyzed during the metabolomic study. 

Parameters Description 
Scan Mode MS-TOF 
Ionization Mode Electrospray Ionization 
Polarity Positive 
Analyzer Mode V 
Dynamic Range Extended 
Capillary Voltage 1.4 kV 
Sampling Cone Voltage 10 V 
Extraction Cone Voltage 5.0 V 
Source Temperature 150 °C 
Desolvation Temperature 450 °C 
Cone Gas Flow 30 L/h 
Desolvation Gas Flow 700 L/h 
Trap Collision Energy 4.0 V 
Transfer Collision Energy 2.0 V 
Data Format Centroid 
Mass Range 50±1000 Da 
Scan Time 0.1 s 
Lock mass 
Compound Terfenadine (500 nM) 
Exact Mass 472.3215 Da 
Solvent 94.5:5:0.5 H2O:ACN:FA 
Scan Time 0.5 s 
Interval 5.0 s 
Sampling Cone Voltage 5 V 
Trap Collision Energy 10 
Mass Window ��í�����'D 
Scan Average 3 
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Following the UPLC-TOF/MS analysis, the peaks detected were processed using the 

software MarkerLynx XS (Waters Corp., Version 4.1) in order to align markers detected in 

samples based on their UPLC retention times and mass to charge ratios (m/z) and to evaluate 

their peak areas. Markers with a mass below 50 Da and above 1000 Da were also excluded 

in this step. Based on data obtained from the QC samples analyzed periodically throughout 

the metabolomic run in alternance with GD patient samples and healthy control samples, the 

mass window and the retention time window were set at 0.05 Da and 0.20 min. The intensity 

threshold was set at 5 counts. Data from over 91,000 different peaks detected in the samples 

analyzed were then transferred to EZinfo, a software of Umetrics (Umeå, Sweden) integrated 

to the Extended Statistics Tools Box of MassLynx v4.1 (Waters Corp.), for multivariate 

statistical analysis in order to identify compounds expressed differently in the GD patients 

group compared to the healthy control group. The Unit Variance (UV) and Pareto scaling 

algorithms, with and without logarithmic transformation, were tested.  

Ultimately, UV scaling with logarithmic transformation was selected, since all the most 

promising biomarkers highlighted with the other scaling methods were also detected with 

this algorithm. UV scaling is expressed by the equation UV = ௫�ି�௫ҧ
ௌ஽

, where ݔ is the area under 

the curve for a marker in a specific sample, whereas ݔҧ  and SD are the average and the 

standard deviation of the areas under the curve for the same marker measured in all samples, 

respectively. UV scaling reduces the emphasis of more abundant compounds while 

increasing the contribution of less abundant compounds, making all metabolites similarly 

important regardless of their respective abundance [44]. Logarithmic transformation, on the 

other hand, is used in order the correct the heteroscedasticity observed in the analyses [44]. 

Once an optimal scaling method was selected, the system stability throughout the study was 

inspected by evaluating the distribution of QC sample replicate injections (n = 8) performed 

periodically during the metabolomic run in a principal component analysis (PCA) chart. 

Following PCA analysis, an orthogonal partial least-square discriminant analysis (OPLS-

DA) was used to target compounds with differential expression in the two groups under 

investigation. Finally, an S-plot was used to select metabolites contributing the most to the 

GLVFULPLQDWLRQ�EHWZHHQ� WKH�*'�SDWLHQWV¶� VDPSOHV� DQG� WKH�KHDOWK\� FRQWUol samples during 

OPLS-DA. Based on the trend plot chart distributions, metabolites that were expressed 

differently in the two groups were selected and further investigated. 
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Fragmentation tests using UPLC-quadrupole time-of-flight (QTOF) mode were 

performed to structurally elucidate the compounds of interest. These compounds were 

isolated in the quadrupole and fragmented in the collision cell, and the produced fragments 

were analyzed using the TOF analyzer to obtain their accurate masses. Main source 

ionization parameters and UPLC parameters remained unchanged for this procedure, while 

lock mass sampling cone voltage was increase to 12 to obtain a good signal for terfenadine 

Conclusion 

The current metabolomic study has successfully identified and characterized seven potential 

biomarkers in the plasma of untreated GD patients using rapid SPE purification followed by 

a UPLC-TOF/MS analysis. As previously mentioned, some were already identified but not 

characterized by fragmentation studies. In summary, out of the 91,197 markers observed in 

plasma samples of GD patients and age- and gender-matched controls, lyso-Gb1 and four 

UHODWHG� DQDORJV� �í��� 'D�� í�� 'D�� ���� 'D�� DQG� ���� 'D��� 63&�� DQG� 1-palmitoyl-O-

phosphocholineserine were highlighted as relevant to the disease by multivariate statistical 

analyses, such as OPLS-DA and S-plot charts. The lyso-Gb1 analog +18 Da has never been 

described in the literature, while lyso-Gb1 DQDORJV�í���'D��í��'D��DQG�����'D�KDYH�QHYHU�

been characterized using chromatographic separation or mass spectrometry fragmentation 

tests. 

Although lyso-Gb1, SPC, and N-palmitoyl-O-phosphocholineserine have previously been 

observed in GD plasma samples, the metabolomic study has demonstrated the importance of 

evaluating a group of potential biomarkers to achieve a high level of sensitivity for a potential 

GD diagnostic test. Indeed, patient ID 14 did not have significantly elevated plasma levels 

of lyso-Gb1 or its related analogs. However, he did have increased levels of N-palmitoyl-O-

phosphocholineserine. Therefore, a potential diagnostic test based solely on lyso-Gb1 would 

have provided a false negative result for this latter patient. This emphasizes the importance 

of having a diagnostic test based on a profile of biomarkers to be analyzed rather than only 

one biomarker. Considering that two biomarkers are not specific for GD (SPC and N-

palmitoyl-O-phosphocholineserine) since they can be detected in other LSDs, we strongly 

recommend that these seven biomarkers be part of a biomarker profile for GD diagnosis, thus 

improving the overall specificity. In fact, having biomarkers that are not specific for GD 
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highlights the importance of performing the enzyme analysis or molecular testing to confirm 

the diagnosis. However, the suggestion to use a profile of biomarkers might help for the early 

detection of GD patients. Potential test results, where N-palmitoyl-O-phosphocholineserine 

and SPC are increased, while lyso-Gb1 and its related analogs are not detected, might lead to 

a false differential diagnosis. While biomarker quantitation analysis is often the first test 

performed for potential GD patients, a thorough enzyme activity testing and molecular 

genetics analyses are necessary to confirm the diagnosis. Future perspectives will involve the 

development of a novel validated method for the quantitation of these biomarkers using a 

tandem mass spectrometry approach to thoroughly investigate potential correlations between 

biomarker concentrations and age, as well as clinical manifestations in treated and untreated 

GD patients for additional insights into the pathophysiology of the disease. 

 Study Limitations 

Study limitations include the small number of untreated GD patients, as well as a low number 

of different mutations. 
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Figure A1: Trend plot charts for lyso-Gb1 (A), lyso-Gb1 analogs ± 28 Da (B���í��'D�
(C), + 14 Da (D), +18 Da (E), N-palmitoyl-O-phosphocholineserine (F), and 
sphingosylphosphorylcholine (G). G = Gaucher patient, C = healthy control. 

 

 

 
Figure A2. Areas under the curve are shown for lyso-Gb1 (A), lyso-Gb1 analog +18 Da 
(B), lyso-Gb1 DQDORJ�í��'D��&���O\VR-Gb1 DQDORJ�í���'D��'���O\VR-Gb1 analog +14 Da 
(E), sphingosylphosphorylcholine (F), and N-palmitoyl-O-phosphocholineserine (G).  

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
0

100

200

300

400

Patient ID

 
Ar

ea
 u

nd
er

 th
e 

cu
rv

e

Sphingosylphosphorylcholine

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
0

2000

4000

6000

8000

Patient ID

Ar
ea

 u
nd

er
 th

e 
cu

rv
e

Lyso-Gb1 

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
0

50

100

150

Patient ID

Ar
ea

 u
nd

er
 th

e 
cu

rv
e

Lyso-Gb1 (analog -28)

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
0

50

100

150

200

250

Patient ID

Ar
ea

 u
nd

er
 th

e 
cu

rv
e

Lyso-Gb1 (analog -2)

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
0

20

40

60

80

Patient ID

Ar
ea

 u
nd

er
 th

e 
cu

rv
e

Lyso-Gb1 (analog +14)

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
0

50

100

150

200

250

Patient ID

 
Ar

ea
 u

nd
er

 th
e 

cu
rv

e

Lyso-Gb1 (analog +18)

A) B) C)

D) E) F)

G)

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
0

1000

2000

3000

Patient ID

Ar
ea

 u
nd

er
 th

e 
cu

rv
e

N-Palmitoyl-O-Phosphocholineserine



 

 

137 

137 

22 ARTICLE 2 
 
Quantitation of a Plasma Biomarker Profile for the Early Detection of 
Gaucher Disease Type 1 Patients 
 
 
$XWHXUV�GH�O¶DUWLFOH: Iskren Menkovic, Michel Boutin, Abdulfatah Alayoubi, Filipa 
Curado, Peter Bauer, François E. Mercier, Georges-Étienne Rivard, Christiane Auray-
Blais 
 
 
6WDWXW�GH�O¶DUWLFOH: Publié le 4 février 2022 dans Bioanalysis 21(21), 7869. 
 
 
Avant-propos: Iskren Menkovic a fait la préparation des échantillons, le développement 

et la validation de la méthode, de même que de O¶DQDO\VH�GHV�GLIIpUHQWV�pFKDQWLOORQV. Il a 

également rédigé le manuscrit présenté ci-dessous. Tout le travail réalisé par Iskren a été 

sous les conseils, les recommandations et la supervision des professeurs Michel Boutin et 

Christiane Auray-Blais.  

 

Mise en contexte : /HV� WUDYDX[� SUpVHQWpV� GDQV� O¶$UWLFOH� �� GpFRXOHQW� GLUHFWHPHQW� GHV�

UpVXOWDWV� GH� O¶pWXGH� PpWDERORPLTXH� SUpVHQWpH� GDQV� O¶$UWicle 1. Plus précisément, une 

méthode quantitative sensible, fiable et robuste a été développée puis validée pour étudier 

OD�GLVWULEXWLRQ�GHV�ELRPDUTXHXUV�LGHQWLILpV�ORUV�GH�O¶pWXGH�PpWDERORPLTXH�SUpVHQWpH�GDQV�

O¶$UWLFOH� ��� /¶XVDJH� G¶XQ� VSHFWURPqWUH� GH� PDVVH� GLIIpUHQW� HW� G¶XQH� PpWKRGH�

FKURPDWRJUDSKLTXH� GLIIpUHQWH� SHUPHW� G¶DXJPHQWHU� OHV� OLPLWHV� GH� GpWHFWLRQ� HW� GH�

quantification des différents analytes tout en diminuant significativement la durée des 

DQDO\VHV��8OWLPHPHQW��O¶REMHFWLI�GH�FHW�DUWLFOH�pWDLW�GH�SUoduire des résultats préliminaires 

pour étudier les corrélations entre les nouveaux biomarqueurs identifiés dans le cadre de 

O¶pWXGH�PpWDERORPLTXH�GDQV�OH�SODVPD��$UWLFOH����HW�OHV�PDQLIHVWDWLRQV�FOLQLTXHV�REVHUYpHV�

chez les patients. 

 
Résumé: La maladie de Gaucher est une maladie autosomique récessive causée par un 

GpIDXW�DX�QLYHDX�GH� O¶HQ]\PH� O\VRVRPDOH� ȕ-glucocérébrosidase. Ce déficit enzymatique 

entraîne O¶DFFXPXODWLRQ� GH� glycolipides au niveau des tissus occasionnant des 
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manifestations cliniques chez les patients. 'DQV� OHV� ODERUDWRLUHV� FOLQLTXHV�� O¶XQ� GHV�

biomarqueurs pouvant être utilisés pour le pronostic ainsi que pour le suivi des patients est 

le lyso-Gb1 plasmatique. Toutefois, les études métabolomiques récentes ont révélé la 

présenFH�G¶DXWUHV�ELRPDUTXHXUV�DVVRFLpV�j�OD�PDODGLH��VRLW�GHV�DQDORJXHV�GX�O\VR-Gb1 ainsi 

que deux phosphocholines. Cependant, relativement peu G¶LQIRUPDWLRQ� pWDLW� GLVSRQLEOH�

quant à la signification clinique de ces nouvelles molécules. L¶REMHFWLf principal de cette 

pWXGH�pWDLW�GH�GpYHORSSHU�HW�GH�YDOLGHU�XQH�PpWKRGH�G¶DQDO\VH�TXDQWLWDWLYH�GX� O\VR-Gb1 

ainsi que des analogues 28, -12, -2, +14, +16 et +18 Da, de même que du 

sphingosylsphosphorylcholine et du N-palmitoyl-O-Phosphocholine sérine dans le plasma. 

Une fois la méthode développée, des échantillons de patients Gaucher ont été analysés dans 

OH�EXW�G¶pWDEOLU�GHV�FRUUpODWLRQV�HQWUH�OD�SUpVHQFH�DERQGDQFH�GHV�GLIIpUHQWV�ELRPDUTXHXUV�

et les manifestations cliniques présentes chez les patients. Nos résultats démontrent une 

corrélation significative entre les atteintes viscérales et le lyso-Gb1 de même que les 

analogues -28, -12, -2 +14 et +18 Da. Au niveau des manifestations hématologiques, des 

corrélations significatives ont été observées entre le lyso-Gb1 et les analogues -2, +14 et 

+18 Da. 3DU� DLOOHXUV�� DXFXQH� FRUUpODWLRQ� VLJQLILFDWLYH� Q¶D� pWp� REVHUYpH avec les 

manifestations osseuses. De plus, au niveau des patients traités, une diminution rapide de 

la concentration de la plupart des biomarqueurs fut observée lors du suivi clinique de 3 

mois après le traitement par thérapie enzymatique de remplacement. Cette diminution s¶HVW 

poursuivie 15 mois après le début des traitements.  
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Abstract 

Aim: Gaucher Disease (GD) is caused by a deficiency of the lysosomal enzyme acid beta-

glucocerebrosidase. Recent metabolomic studies highlighted several new metabolites 

increased in the plasma of GD patients. We aimed to develop and validate a UPLC-MS/MS 

method allowing a relative quantitation of lyso-Gb1 and lyso-Gb1 analogs -28, -12, -2, +14, 

+16, and +18 Da in addition to sphingosylphosphorylcholine, N-palmitoyl-O-

phosphocholine to study potential correlations with clinical manifestations. 

Results/methodology: Following solid-phase extraction, plasma samples were evaporated 

and resuspended in 100 ȝl of resuspension solution. Three ȝl are injected into the UPLC-

MS/MS for analysis. Conclusions: All biomarkers studied were increased in GD patients. 

Significant correlations were observed between specific analogs and hematological, and 

visceral complications, as well as overall disease severity. 
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Keywords: Gaucher Disease, Biomarker, Glucosylsphingosine, Lyso-Gb1, Lyso-Gb1 

Analogs, N-Palmitoyl-O-Phosphocholine Serine, Sphingosylphosphorylcholine, Tandem 

Mass Spectrometry, Plasma 

Introduction 

Gaucher disease (GD; OMIM 230800) is a rare inherited lysosomal storage disorder due 

to biallelic mutations in the GBA (1q22.1) gene which encodes for the enzyme acid beta-

glucocerebrosidase (GCase; EC 3.2.1.45) [1]. Enzymatic deficiencies in GCase result in 

the accumulation of sphingolipids such as glucosylceramide and glucosylsphingosine into 

reticuloendothelial cells, and more specifically into macrophages. These cells infiltrate 

numerous tissues such as the spleen, liver, bone marrow, and sometimes the lungs which 

ultimately lead to multisystemic manifestations of the disease [2,3].  

From a clinical standpoint, GD can be separated into 3 different types based on the 

presence, absence, and severity of neurological impairments. More specifically, in GD 

type 1, which represents approximately 95% of all GD cases, neurological impairments are 

either non-existent or mild. GD type 3 is a chronic neuronopathic form of the disease with 

neurological impairments generally appearing in childhood [4]. On the other hand, GD 

type 2 represents the acute infantile neuronopathic form, with an onset occurring in the first 

few months of life and death within the first year or two of life [4]. While there is no cure 

for GD yet, there are treatments like enzyme replacement therapy (ERT) and oral substrate 

reduction therapy (SRT) which can significantly improve the patient's condition and 

quality of life [5-9]. Moreover, past studies have demonstrated the importance and 

numerous benefits of an early intervention with GD patients requiring treatment [10,11]. 

Nevertheless, patients may still experience significant diagnostic delays, and some may 

even be misdiagnosed [12]. Experts have expressed that this can be related to the fact that 

GD is a rare disease with a wide variability in age of onset, severity, as well as the type of 

clinical manifestations observed [13]. While biomarkers such as C-C motif chemokine 

ligand (CCL18/PARC), angiotensin-converting enzyme (ACE), tartrate-resistant acid 

phosphatase 5b (TRAP5b), and C-terminal telopeptide of type 1 collagen (CTx) can assist 

physicians with GD monitoring, they are not systematically tested [13-17]. Moreover, the 
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aforementioned biomarkers are not necessarily the ideal tools used for the diagnosis of GD 

patients as they lack sensitivity, specificity, and/or can be subject to variability in the 

general population [15]. 

 
In 2011, Dekker et al., investigated glucosylsphingosine (lyso-Gb1) as a potential GD 

biomarker [18]. Studies that followed revealed that lyso-Gb1 is indeed a GD biomarker 

with higher sensitivity and specificity than previously used biomarkers. Furthermore, lyso-

Gb1 levels in plasma appear to correlate with the severity of the disease [18,19].  These 

findings subsequently led to more studies on the identification of new potential GD 

biomarkers. Indeed, Mirzaian et al., in 2015 [20], identified 5 molecules related to lyso-

Gb1 known as lyso-Gb1 analogs with different modifications on the sphingosine moiety. 

These compounds were identified using extrapolations from results obtained with 

PHWDERORPLF� VWXGLHV� GRQH� XVLQJ� )DEU\� GLVHDVH� SDWLHQW¶V� XULQH� DQG� SODVPD� VDPSOHV�

performed in our laboratory [20]. The identified compounds were later confirmed to be 

lyso-Gb1 analogs using enzymatic tests [20]. More recently, our group performed a semi-

targeted metabolomic study using a time-of-flight mass spectrometry approach in GD 

SDWLHQW¶V� SODVPD� WR� LGHQWLI\� SRWHQWLDO� *'� W\SH 1 biomarkers. This study highlighted 7 

potential GD biomarkers, namely lyso-Gb1 and 4 related analogs (-28, -2, +14, and +18 

Da), sphingosylphosphorylcholine (SPC), and N-palmitoyl-O-phosphocholineserine 

(NPOPCS) [21]. These latter results suggest that a panel of biomarkers should be 

considered for the early detection of GD. Moreover, these results also suggest that some 

analogs of lyso-Gb1 might potentially be correlated to disease severity. Therefore, the 

objectives of the current study were: 1) to develop and validate a robust method for the 

relative quantitation of lyso-Gb1 and all related analogs previously identified by us [21] 

and others [20] (lyso-Gb1 analogs -28, -12, -2, +14, +16, and +18 Da), SPC, and NPOPCS 

using a tandem mass spectrometry approach; 2) to investigate the correlations between 

these potential GD biomarker levels and clinical manifestations, disease severity, and 

response to treatment.  
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Materials and methods 

Reagents 

Glucosylsphingosine (lyso-Gb1),13C6-glucosylsphingosine (lyso-Gb1-(13C6)), 

sphingosylphosphorylcholine (SPC), and deuterated sphingosylphosphorylcholine (SPC-

(D9)) were purchased from Matreya (Pleasant Gap, PA, USA). HPLC grade acetonitrile 

(ACN) and methanol (MeOH) were obtained from EMD Chemicals Inc. (Darmstadt, 

Germany) while Optima LC/MS grade water, American Clinical Society (ACS) grade 

ammonium formate (Amm. Form.), o-phosphoric acid (H3PO4; 85%), and ammonium 

hydroxide (NH4OH; 28%±30% purity) were obtained from Fisher Scientific (Fair Lawn, 

NJ, USA), and formic acid (FA; >99%) was from Acros Organics (Morris Plain, NJ, USA). 

Dimethyl sulfoxide (DMSO) and fatty acid-free bovine serum albumin (BSA) were 

purchased from Sigma Aldrich (St-Louis, MO, USA). Finally, phosphate buffer saline 

(PBS) was obtained from Wisent Bioproduct (Montreal, QC, CAN). 

Ethics Approval 

This research project was approved by the Research Ethics Board (REB) of the Faculty of 

Medicine and Health Sciences of the Centre hospitalier universitaire de Sherbrooke 

(CHUS) under the project ID MP-31-2017-1414. Collaborating centers REB also approved 

the project for their respective centers. Moreover, patients recruited from Centogene were 

part of the Lyso-Prove project, approved by the Universität Rostock REB under project ID 

A 2015-0025. Informed consent from all patients and healthy controls were obtained.  

Study Population 

Plasma samples from treated and untreated Gaucher disease type 1 patients, as well as 

controls, were obtained from clinical centers from Canada, Albania, Germany, Greece, and 

Israel. All samples were kept at -30°C until analysis. The diagnosis for each GD patient 

was confirmed by demonstrating marked enzyme deficiency of ȕ-glucosidase in peripheral 

blood leukocytes and sequencing of the GBA gene. Samples from untreated male and 

female GD patients were used to investigate potential correlations between the different 

biomarkers and specific clinical manifestations, while treated patient samples were used as 
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part of a longitudinal study to evaluate the biomarker level variability following ERT 

treatment. Healthy controls did not have any LSDs or other comorbidities.  

Calibration Curve and Quality Control Samples Working Solution Preparation 

The lyso-Gb1 stock solution was used to prepare the 11 calibration curve points with 

concentrations of 0, 0.1, 1, 5, 20, 80, 250, 400, 600, 800, and 1 000 nM in 95:5 MeOH: 

DMSO, as well as a low, medium, and high-quality controls (QC) samples with 

concentrations of 30, 250, and 500 nM also prepared in 95:5 MeOH: DMSO, respectively. 

This calibration curve was also used to quantify all lyso-Gb1 analogs. 

Similarly, SPC stock solutions were used to prepare the 11 calibration curve points with 

concentrations of 0, 0.2, 2, 10, 40, 100, 160, 250, 320, 640, and 1 200 nM prepared in 95:5 

MeOH: DMSO as well as a low, medium, and high-quality control (QC) samples with 

concentrations of 60, 500, and 750 nM also prepared in 95:5 MeOH: DMSO, respectively. 

Calibration curve point solutions were sonicated for 1 min and vortexed 30 sec twice before 

use to achieve a uniform solution and accurate concentrations. This calibration curve was 

also used to quantify NPOPCS. 

Internal Standard Stock Solution Preparation 

An internal standard working stock solution at 10 nM of lyso-Gb1-(13C6) and SPC-(D9) was 

prepared in MeOH. This working solution was used for the sample preparation. 

Surrogate Matrix Preparation 

Since lyso-Gb1 and SPC are both found endogenously in plasma from healthy controls, a 

proxy matrix was used to simulate plasma for the calibration curve point samples [22].  

Briefly, the surrogate matrix was obtained by dissolving 75 mg of fatty-acid-free BSA in 

10 ml of PBS.  

Sample Preparation 

Plasma samples (or surrogate matrix) were vortexed for 10 seconds and 200 ȝl was 

transferred into a 2 ml Eppendorf plastic tube. For calibration point samples, 20 ȝl of the 

calibration curve point solution were added to the surrogate matrix mix while 20 ȝl of 

MeOH were added to plasma samples. Five hundred ȝl of an H3PO4 2% solution prepared 
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in water, and 500 ȝl of a MeOH solution containing 10 mM SPC-(D9), and 10 mM lyso-

Gb1-(13C6) were added to each sample. Samples were then vortexed and transferred to 

mixed-mode cation-exchange cartridges (Oasis MCX, 30 mg, 60 ȝm, Waters Corp., 

Milford, MA, USA) previously conditioned with 1 200 ȝl of MeOH and 1 200 ȝl of 2% 

H3PO4 solution prepared in water. MCX cartridges were first washed with 1 200 ȝl of a 2% 

formic acid solution prepared in H2O, followed by a second wash using 1 200 ȝl of 0.2% 

FA solution prepared in MeOH. Finally, adsorbed compounds were eluted from the MCX 

cartridge into 13x100 mm glass tubes using 600 ȝl of 2% ammonium hydroxide solution 

prepared in MeOH. Samples were evaporated to dryness under a stream of nitrogen and 

resuspended in 100 ȝl of the resuspension solution (94.5:2.5:2.5:0.5 ACN: MeOH: H2O: 

FA + 5 mM Amm. Form.). Finally, samples were transferred into glass inserts fitted into 2 

ml glass vials for the UPLC-MS/MS analysis.  

Instrumentation and Parameters 

The quantitation of lyso-Gb1 and 6 related analogs, as well as SPC and NPOPCS, was done 

by a multiplex method using a Xevo TQ-S tandem mass spectrometer (MS/MS) coupled 

to an Acquity I-Class UPLC system (Waters Corp.). The UPLC-MS/MS parameters are 

indicated in Table 1. 
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Table 1. Ultra-Performance Liquid Chromatography-Mass Spectrometry (UPLC-MS/MS) 

Method Parameters 

Parameters Description 
Chromatographic Parameters 

HPLC Column Halo HILIC 2.7  
Advanced Materials Technology (Wilmington, DE, USA) 

Column Dimension 4.6 x 150 mm 
Particle Size ����ȝP 
Column Temperature 60°C 
Weak Wash Solvent ACN 
Strong Wash Solvent ACN 
Injection Mode Partial Loop Injection 
Injection Volume ���ȝO 
Mobile Phase A 94.5:2.5:2.5:0.5 ACN: MeOH: H2O: FA + 5 mM Amm. Form. 
Mobile Phase B 10:89.5:0.5 ACN: H2O: FA + 5 mM Amm. Form. 
Flow rate 0.85 ml/min 

Gradient  
(% Mobile Phase B) 

0.0   to 1.0 min: 15% 
1.0   to 6.0 min: 15% 
6.0   to 7.0 min: 60% (linear gradient from 15% to 60% B) 
7.0   to 10.0 min: 60% 
10.0 to 12.0 min: 15% 

Mass Spectrometry Parameters 
Ionization Mode Electrospray Ionization (ESI) 
Polarity Positive  
Acquisition Monde Multiple Reaction Monitoring (MRM) 
Capillary Voltage 3.2 kV 
Desolvation 
Temperature 550°C 

Desolvation Gas Flow 750 l/h 
Cone Gas Flow 150 l/h 
Source Temperature 150°C 

Analytes 
Compound Transitions (m/z) Cone (V) Collision (V) Dwell (s) 

Lyso-Gb1 -28 Da 434.31 > 254.25 38 18 0.028 
Lyso-Gb1 -12 Da 450.31 > 252.23 38 18 0.028 
Lyso-Gb1 -2 Da 460.32 > 280.26 38 18 0.028 
Lyso-Gb1 462.34 > 282.29 38 18 0.028 
Lyso-Gb1-(13C6) 468.32 > 282.28 38 18 0.028 



 

 

146 

146 

Lyso-Gb1 +14 Da 476.36 > 296.29 38 18 0.028 
Lyso-Gb1 +16 Da 478.34 > 280.31 38 18 0.028 
Lyso-Gb1 +18 Da 480.36 > 318.31 38 18 0.028 
SPC 465.35 > 184.05 18 21 0.028 
SPC-(D9) 474.40 > 193.13 18 21 0.028 
NPOPCS 509.34 > 104.11 18 21 0.028 
 

Relative Quantitation of Gaucher Disease Biomarkers 

Considering that there are no commercially available standards at this time for lyso-Gb1 

analogs and NPOPCS, we thus performed a relative quantitation for these molecules. The 

most abundant fragment was chosen for lyso-Gb1 and related analogs. Lyso-Gb1 analogs 

were quantified based on the response factor obtained with the lyso-Gb1 calibration curve 

while NPOPCS was quantified based on the SPC calibration curve response factor. 

Considering the important variability in concentration levels for the different biomarkers, 

the relative quantitation of the different compounds was achieved using an 11-point 

calibration curve with an extended range of concentrations as stated previously. Moreover, 

a quadratic calibration curve with a weighing 1/x was used for the quantitation. Data 

processing was achieved with QuanLynx software (Waters). 

Method Validation 

Intraday (5 replicates in a day) and interday (5 different days) precision and accuracy 

parameters were evaluated using 200 ȝl of control plasma samples spiked with lyso-Gb1 

and SPC standards to obtain QC samples at 3 different concentrations: low (30 nM and 60 

nM), medium (250 nM and 500 nM), and high (500 nM and 750 nM) for lyso-Gb1 and 

SPC, respectively. Bias percentages (Bias%) and relative standard deviation percentages 

(RSD%) were assessed by spiking control plasma with standards for each analyte and then 

subtracting baseline values measured in the same control plasma but not spiked. RSD was 

evaluated by preparing QC samples at different concentrations and monitoring the 

variability in measured concentrations during intra- and interday assays. 

 

A fresh 11-point calibration curve was prepared for both lyso-Gb1 and SPC for each 

validation day, and the correlation coefficient was monitored each time for both 

compounds. Sample stability for a period of 24 hours, 48 hours, 1 week, and 1 month at      
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-30°C, 4°C, and room temperature (22oC) was evaluated by comparing baseline values of 

spiked plasma samples at 3 different concentrations (low, medium, and high) with values 

obtained for samples stored under the aforementioned conditions. Freeze/thaw bias was 

evaluated by comparing measured levels of lyso-Gb1 and SPC in a sample using a typically 

extraction procedure and samples that went through 3 freeze/thaw cycles before the 

extraction procedure. Finally, glassware and plastic adhesions were assessed by 

transferring resuspended samples 3 times into a different glass or plastic vial. More 

precisely, a plastic tip was used for the transfer to evaluate the plastic adhesion while a 

Pasteur pipette was used to evaluate the glass adhesion. The matrix effect was measured 

by post-column infusion. Briefly, a plasma sample is injected while standards are being 

infused continuously during the analysis. The stability of the matrix effect was evaluated 

for the elution regions of the different metabolites in comparison with the elution of the 

related internal standards. The recovery was evaluated in a previously published study by 

comparing samples spiked with the same concentrations of standards before and after the 

SPE extraction [21]. 

Classification of Patients Severity 

Biomarker levels were quantified in 4 different groups namely treated, untreated GD type 1 

(severe form and attenuated form), as well as healthy controls. All participants were adults. 

The untreated GD patients were separated into 2 different groups (severe and attenuated) 

based on the severity of clinical manifestations. Clinical manifestations regarding bone 

mineral density and bleeding were not evaluated as the clinical information was not 

available for all patients. In case of missing clinical information, data have been normalized 

according to the number of clinical evaluations available. Moreover, data regarding the 

organomegaly was classified as mild, moderate, and severe considering that the 

sonography was not available for all patients. 

Results and Discussion 

Method Development and Validation 

Some methods described in the literature involve the quantitation of total 

hexosylsphingosine rather than the individual lyso-Gb1 and galactosylsphingosine 
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(psychosine) metabolites. This implies that the proposed quantitation methods cannot 

separate lyso-Gb1 from its structural isomer psychosine, which is a biomarker for Krabbe 

disease [23]. For severely affected Gaucher or Krabbe patients having important levels of 

lyso-Gb1 or psychosine, the amount of the other structural isomer may not lead to 

significant changes in biomarker levels. However, when analyzing patient samples with 

lower biomarker levels, the presence of the other isomer may significantly affect the 

quantitation accuracy. To reduce the overestimation and/or misdiagnosis due to the 

presence of a contaminant, some have suggested the use of a 2nd tier test to confirm the 

nature of the analyte and accurately measure its plasma concentration [24]. On the other 

hand, we found that by choosing an appropriate column, such as the HPLC Halo HILIC 

column, we were able to separate lyso-Gb1 from psychosine in 12-minute method 

(Figure 1) thus preventing the need of a 2nd tier test. 

  
Figure 1. Chromatographic separation of lyso-Gb1 (blue, 50 ng on-column, retention time: 

3.80 min) and psychosine (red, 50 ng on-column, retention time: 3.98 min). 

 

The separation of lyso-Gb1 and psychosine is highly important for the method developed 

during this research project, considering that psychosine was found in the surrogate matrix 

used to prepare the calibration curve points. Indeed, it was observed that psychosine is 

present endogenously at an approximate concentration of 0.65 nM. This bias might 
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significantly impact the quantitation of lower concentrations of lyso-Gb1 and related 

analogs, hence the importance of separating both compounds to achieve the highest 

possible accuracy. The other analytes, namely lyso-Gb1 and related analogs, as well as 

NPOPCS and SPC were not found in the surrogate matrix. 

 

The chromatographic separation and relative retention time of lyso-Gb1 and related analogs 

are shown in Figure 2A. As shown in Figure 2B, the proposed chromatographic method 

achieves a relatively stable signal for the entire region where lyso-Gb1 and its related 

analogs elute, without any ion suppression or ion enhancement effects.   
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Figure 2. A) Ion chromatograms of lyso-Gb1 and related analogs. The peaks at analog +16 

Da are structural isomers; B) Ion chromatogram showing the post-column infusion of lyso-

Gb1-(13C6) (1 µg/ml; 0.15 µl/min) during the injection of a plasma sample from a healthy 

control. No significant matrix effect was detected in the elution regions of the biomarkers 

analyzed.  

 

This aspect is essential considering there are no commercially available standards or 

internal standards for lyso-Gb1 analogs and that they are quantified based on the lyso-Gb1 

response factor. Indeed, a significant matrix effect on lyso-Gb1 or its analogs would have 

led to a major overestimation or underestimation value considering that only one internal 

standard was used to quantify all 6 lyso-Gb1 analogs. Regarding the lyso-Gb1 analog +16 

Da specifically, split peaks were visible in the chromatogram as shown in Figure 2A). To 

confirm the nature of these peaks, fragmentation tests with collision energies ranging from 

12 to 27 V were performed. Our tests revealed that both peaks produced identical fragments 

at similar collision energies as shown in Figure 3.  
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Figure 3. Ion chromatograms of the lyso-Gb1 analog +16 Da with different transitions 

using collision energies ranging from 12 to 27 V. C.E represents collision energies used. 

Selected transitions are based on theoretical data obtained when similar compounds are 

fragmented using collision energy ramps from 12 to 27 V. 

 

Moreover, when comparing healthy controls to GD patients, neither peak was found in the 

healthy control samples, whereas both peaks were always observed in GD patients. This 

led us to believe that both peaks are isomers of the lyso-Gb1 analog +16 Da. 

 

Considering that no standard or internal standard was available for NPOPCS, it was 

quantified using the SPC's calibration curve and internal standard. Therefore, the matrix 

effect needed to be similar for both molecules to achieve accurate quantitation based on 

the response factor (area under the curve measured for the analyte divided by the area under 

3.5 4.0 4.5 5.0
0

100

3.5 4.0 4.5 5.00

100

3.5 4.0 5.00

100

3.5 4.0 5.00

100 Analog +16 Da Transition 1
m/z 478.34 > 316.30

7.54e4 cps
C.E: 12 V

4.45
4.24

Analog +16 Da Transition 2
m/z 478.34 > 298.30

1.67e5 cps
C.E: 15 V

4.45

4.25

Analog +16 Da Transition 3
m/z 478.34 > 280.30

5.92e5 cps
C.E: 22 V

4.45

4.25

Analog +16 Da Transition 4
m/z 478.34 > 262.30

1.96e4 cps
C.E: 27 V

4.45

4.25

4.5

4.5

R
el

at
iv

e 
A

bu
nd

an
ce

 (%
)

R
el

at
iv

e 
A

bu
nd

an
ce

 (%
)

R
el

at
iv

e 
A

bu
nd

an
ce

 (%
)

R
el

at
iv

e 
A

bu
nd

an
ce

 (%
)

Time (min)

Time (min)

Time (min)

Time (min)



 

 

153 

153 

the curve measured for the internal standard). Indeed, our results show a variability of 10% 

or less for the regions of elution of the two targeted metabolites (Figure 4). 

 

 
Figure 4. A) Ion chromatograms of SPC and NPOPCS; B) Ion chromatogram showing the 

post-column infusion of SPC-(D9) (1 µg/ml; 0.15 µl/min) during the injection of a plasma 

sample from a healthy control.   

 

Regarding the validation of the method, different parameters were evaluated using lyso-

Gb1 and SPC standards since these were the only commercially available standards for the 

molecules targeted at this time. Considering the chemical similarities, namely similar 

A)

B)
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ionization sites, pKa, and overall structures between lyso-Gb1 and its related analogs, it is 

expected that these compounds will produce comparable signals under identical ionization 

conditions. This assumption was also made regarding NPOPCS and SPC, as we expected 

these molecules to have a similar behavior for the quantitation. Results for each validation 

parameter are shown in Table 2. Intraday and interday precision and accuracy results are 

shown for each QC (LQC, MQC, and HQC) in Supplementary Table 1. Data regarding the 

stability of both compounds are presented in Supplementary Table 2 and 3. 

 

Table 2. Method validation parameters using commercially available standards of lyso-

Gb1 and SPC 

Validation Parameter Results 

Lyso-Gb1 SPC 

Average intraday precision (RSD*) 3.7% 3.8% 

Average intraday accuracy (Bias) 6,5% 12.2% 

Average interday precision (RSD*) 3.1% 3.2% 

Average interday accuracy (Bias) 6.5% 9.6% 

Calibration curve** r2 > 0.998 r2 > 0.997 

Stability*** at -30°C Over a month  Over a month 

Stability*** at 4°C At least 48 hours At least 48 hours 

Stability*** at room temperature At least 24 hours At least 24 hours 

Injector stability At least 24 hours At least 24 hours 

Freeze/Thaw (3 cycles) (Bias) 2.7% 4.1% 

Limit of detection (LOD) 0.0281 nM 0.0621 nM 

Limit of quantitation (LOQ) 0.0936 nM 0.2071 nM 

Recovery 92.7% 86.1% 

Glassware adhesion (Bias)  ������ ������ 

Plastic adhesion (Bias) ������ ������ 

*RSD: Relative Standard Deviation 

**r2 UHIHUV�WR�3HDUVRQ¶V�FRUUHODWLRQ�FRHIILFLHQW 

*** Stability is defined by less than 15% variability from baseline values.  
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Biomarker Distribution in Controls, Treated and Untreated GD Type 1 Patients  

As previously mentioned, some clinical data were not available for all patients. Therefore, 

the scoring system presented by Weinreb et al., in 2010 [25] was adapted to match available 

clinical information of patients included in this study (Table 3).  
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Table 3. Scoring table used to assess the GD severity based on clinical manifestations 

Disease 
Domaine Assessments 

 Disease Severity Score  

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Assessment 
Score 

Bone 

Lytic Lesions, 
Avascular necrosis 

Pathological 
Fractures 

No        Yes   8 

Bone/Joint Pain No  Mild   Moderate   Severe  Extreme 10 
Bone Crisis No  Yes         2 

Bone Marrow 
Infiltration 0 to 4        5 to 8  9 to 16 10 

Decreased Mineral 
Density No          Yes 10 

Hematologic 
Thrombocytopenia >120x103  21 to 120x103  <20x103       4 

Anemia >12 g/dl (M) 
>11 g/dl (F) 

 8 to 12 g/dl (M) 
8 to 11 g/dl (F) 

 < 8 g/dl  
(M & F) 

      4 

Visceral 

Splenomegaly No Mild Moderate   Severe/ 
Splenectomized 

     5 

Hepatomegaly No Mild Moderate  Severe       4 
Pulmonary 

Disease No        Yes   8 
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Figure 5. Distribution of A) Lyso-Gb1, SPC, and NPOPCS; B) Lyso-Gb1 analogs +18, 

+16, +14, -2, -12, and -28 Da in treated (n=10), untreated with severe (n=10) and attenuated 

(n=10) GD type 1 adults, and healthy adult controls (n=10). GD patients were separated 

into 2 different groups (severe and attenuated) based on the severity of the clinical 

manifestations. Treated patients had varying degrees of severity before ERT initiation. 

Plasma biomarker concentrations are expressed in nanomoles per liter (nM). The mean 

biomarker level for each molecule is indicated by a horizontal bar.  
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As shown in Figure 5, lyso-Gb1 is barely detectable (1.22 - 1.44 nM) in healthy controls 

while lyso-Gb1 analogs are not found. However, these molecules were all observed in GD 

patients, with levels matching the severity of the disease. Indeed, lyso-Gb1 and related 

analogs were measured in higher concentrations in patients affected with a more severe 

form of GD type 1 compared to the group of patients with the attenuated form. Patients 

who were treated had a lower concentration of these molecules than untreated patients. 

These latter untreated patients were GD type 1 attenuated or severe patients where samples 

were collected at baseline (therefore not receiving any treatment). This was further 

supported by the Mann-Whitney U test which revealed that lyso-Gb1 and the related analog 

levels are significantly different in controls compared to GD patients. The statistical 

significance was established at p < 0.01 There is a significant difference between attenuated 

and severely affected GD patients for lyso-Gb1 and all related analogs. Moreover, the 

Mann-Whitney U test indicated that treated GD patients had significantly lower levels of 

lyso-Gb1 compared to severely affected patients. Furthermore, regarding treated patients, 

lyso-Gb1 as well as analogs -28, -2, +14, and +18 Da concentrations were deemed 

statistically different from healthy controls. Analogs -12, and +16 Da, however, did not 

differ significantly between treated patients and healthy controls. Therefore, our data 

suggest that lyso-Gb1 and related analogs are metabolites potentially suitable for the 

prognosis and monitoring of patients as the levels increase with the severity of the disease 

and decrease upon ERT treatment.  

 

SPC was observed in both healthy controls and GD type 1 patients. SPC levels did not 

match the severity of the disease with several patients with a severe form of GD having 

less elevated levels of SPC than those with the attenuated form of the disease. This was 

further supported by the Mann-Whitney U test as the differences between severe, 

attenuated, and healthy controls were deemed not significant (p > 0.01). Moreover, the 

Mann-Whitney U test also indicated that patients who received ERT treatment did not have 

significantly lower levels of SPC compared to untreated patients (p > 0.01). This suggests 

that SPC is likely subject to variation within the GD population and specific levels may not 

EH�LQ�GLUHFW�FRUUHODWLRQ�ZLWK�WKH�SDWLHQW¶V�FOLQLFDO�PDQLIHVWDWLRQV�DQG�VHYHULW\�RI�WKH�GLVHDVH��
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Considering that SPC is increased in other diseases such as Niemann-Pick type A and B 

[26], it seems to provide limited information regarding the diagnosis and prognosis of GD, 

and therefore is not a suitable and reliable biomarker for GD patients.  

 

Similar to SPC, NPOPCS was observed in relatively abundant concentrations in healthy 

controls. Moreover, measured levels of NPOCS did not appear to correlate with the severity 

of the disease as the differences in biomarkers levels in the attenuated and severe groups 

were deemed not significant (p > 0.01). Also, there were no statistically significant 

differences between the treated and untreated GD patients, suggesting that NPOPCS is 

likely subject to important variations within the GD population. Moreover, while NPOPCS 

is found in healthy controls with relatively high levels (222 nM - 422 nM), these levels are 

still significantly lower than those seen in patients with an attenuated form of GD type 1 

(419 nM - 1428 nM) as revealed by the Mann-Whitney U test (p < 0.01). Therefore, this 

suggests that, unlike SPC, the plasma increase of NPOPCS found in suspected GD patients 

might be an indicator that the patient is affected with the disease. However, it is important 

to point out that NPOPCS is not specific to GD as it is increased in Niemann-Pick type C 

disease and therefore this biomarker must be used in combination with other more specific 

GD biomarkers such as lyso-Gb1 [27]. The p-values associated with each group are 

summarized in Supplementary Table 4.  

 

Biomarker Levels and Disease Severity 

To evaluate the correlations between disease severity and biomarker levels, 38 patients 

were assigned a Gaucher Severity Score based on their clinical manifestations as shown in 

Table 3 [25]. We would like to emphasize that there was no hemolysis encountered in all 

plasma samples analyzed. The score for each disease domain was plotted with the 

individual concentration for each biomarker. Potential correlations were investigated using 

the Spearman rank-order statistical test. Statistical significance was established at p < 0.01.
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Figure 6. Correlations between each disease domain and individual biomarker 

concentration in an untreated adult GD type 1 patient. Scores were based on clinical 

manifestations and corresponding scores presented in Table 3. Biomarker concentrations 

are expressed in nanomoles per liter of plasma. rs refers to the Spearman correlation factor 

and p refers to the p-YDOXH��$Q�³
´�KLJKOLJKWV�a statistically significant result with a p < 

0.01. 

  

As shown in Figure 6, there were no significant correlations between the targeted markers 

and clinical bone disease manifestations. The lowest p-values and highest rs regarding bone 

disease were observed with SPC at 0.188 and 0.169, respectively, being far from 

statistically significant. Typically, a rs value ± [1 - 0.7] is considered a strong correlation, 

± [0.7 - 0.4] is a moderate correlation, while ± [0.4 - 0.1] is a weak correlation between 2 

variables [28]. Consequently, our results suggest that the severity of bone disease cannot 

be predicted using markers evaluated in this research project. Based on literature data, we 

expected to see relatively strong correlations between lyso-Gb1 and visceral, and/or 

hematological complications for other disease domains [19,29]. As initially hypothesized, 

lyso-Gb1 had the strongest correlation with hematological complications with a rs = 0.554 

and p-value = 0.001. Lyso-Gb1 analogs -2, +14, and +18 Da also had a statistically 

significant correlations with hematological complications at p < 0.01 with rs = 0.496, 0.481 

and 0.549, respectively. Therefore, our data suggest that a patient with a significant 

increase in lyso-Gb1 as well as lyso-Gb1 analogs -2, +14, and +18 Da is more at risk of 

developing hematological complications, namely anemia, and thrombocytopenia than 

patients without significant concentrations of these markers. 

 

Moreover, statistically significant correlations between visceral complications, such as 

organomegaly, and biomarker levels were found for lyso-Gb1 and most analogs, except the 

analog +16 Da (p = 0.073) (Figure 6). The strongest rs value was observed in lyso-Gb1 

(rs=0.576), followed by analogs -12 (rs = 0.525), +14 (rs = 0.518), -2 (rs = 0.516), -28 (rs = 

0.466), and +18 Da (rs = 0.442), respectively. Overall, correlations with visceral 

complications were deemed not statistically significant for NPOPCS, SPC, and the lyso-

Gb1 analog +16 Da. Lyso-Gb1 and analog +14 Da were the only biomarkers with a 
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significant correlation with the overall disease severity at p < 0.01. More precisely, lyso-

Gb1 had the highest correlation with disease severity at rs = 0.494 while the analog +14 Da 

had a rs = 0.460. Therefore, based on the results obtained in this section of the study, we 

believe that lyso-Gb1 as well as analogs -28, -12, -2, +14, and +18 Da should be included 

in any biomarker quantitation assay, as they have highly significant correlations with 

hematological and/or visceral and/or overall disease severity. These data might help 

clinicians assessing the best approach for following each patient. 

3.4 Biomarker Levels and Treatment Follow Up 

Several patients pre-and post-ERT were evaluated to assess the variability in biomarker 

levels following treatment. As shown in Figure 7, a decreasing trend in biomarker levels 

was observed following ERT. Three patients had over a year of longitudinal follow-up but 

only one patient is shown for clarity purposes. All patients displayed a similar biomarker 

reduction pattern following ERT treatment even at the first follow-up visit post-treatment. 
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Figure 7. Biomarker reduction following ERT treatment in a 55-year-old female GD type 

1 patient. A) Decreased levels of SPC, NPOPCS, lyso-Gb1, and lyso-Gb1 analog -2 Da 

post-ERT; B) Decreased levels of Lyso-Gb1 analogs +18, +14, +16, -12, and -28 Da post-

ERT. Patients received their first treatment following timepoint 0 and blood samples were 

collected at each follow-up visit (every 3 months). Biomarker concentrations are expressed 

in nanomoles per liter of plasma. 
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$OVR�� DV� H[SHFWHG�� WKH� UHGXFWLRQ� LQ� ELRPDUNHU� FRQFHQWUDWLRQV� PDWFKHG� WKH� SDWLHQW¶V�

improvement in several systems affected by the condition as shown in Table 4, namely 

hematological and visceral complications. 

 

Table 4. Effects of ERT on hematological and visceral complications in a 55-year-old 

female GD type 1 patient (Same patient as in Figure 7) 

Months 
post-ERT 

Platelet Count 
(x103 mm3) 

Hemoglobin 
(g/dl) 

Liver Volume 
(by MRI*) 

Spleen Volume 
(by MRI*) 

0 94 12.9 1666 976 
3 105 13.3 - - 
6 136 13.0 1200 750 
9 185 13.8 - - 
12 184 13.9 1302 570 
15 124 14.5 - - 

*MRI: Magnetic Resonance Imaging 

 

It should be noted that while the results of only one patient are shown in Figure 7 and Table 

4 for clarity purposes, a similar phenomenon, namely a decreasing trend in biomarker 

levels was observed for all 3 patients with longer term follow-up (See Supplementary 

Figures 1 and 2). Moreover, a decrease in biomarker concentrations at the first clinical 

evaluation following ERT was also noted in most of the 20 ERT-treated patients who were 

part of the study. This decrease in biomarker levels matched improvement in the patient's 

overall condition. Furthermore, our analog quantitation results show that there were no 

major distribution changes observed in patients pre- or post-treatment (after 3, 6, 9, 12 or 

15 months) (Supplementary Figures 3, 4, and 5). Overall, these data suggest that the 

proposed panel of biomarkers used in this study is decreasing upon treatment, and 

improvement in the patient's condition suggests that they are suitable for the patients' 

follow-up. It is, however, important to remember there were no significant differences 

between SPC or NPOPCS and disease severity in treated and untreated patients (Figure 5). 

Therefore, these 2 markers might not be reliable to evaluate the severity of the clinical 

manifestations based on general reference values. These data should only be compared 
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ZLWK� WKH� SDWLHQW¶V� EDVHOLQH� YDOXHV�� LQ� FRPELQDWLRQ�ZLWK� RWKHU� ELRPDUNHUV�� WR� DVVHVV� WKH�

efficacy of a specific treatment over time. 

Conclusion 

In this study, we have developed and validated a new UPLC-MS/MS method to perform a 

relative quantitation of potential biomarkers previously highlighted during a recent plasma 

metabolomic study [21]. We have also investigated potential correlations between 

biomarker levels and clinical manifestations of GD. We have found that all biomarkers 

studied in this research project were significantly elevated in all Gaucher patients compared 

to healthy controls. Our data revealed no correlation between any of the studied markers 

and bone complications associated with GD. However, lyso-Gb1 and most of the related 

analogs, except analog +16 Da, had statistically significant correlations with visceral 

complications such as hepatomegaly and/or splenomegaly. For hematological 

complications, namely anemia and thrombocytopenia, lyso-Gb1 and analogs -2, +14, and 

+18 Da showed statistically significant correlations. Finally, lyso-Gb1 and the lyso-Gb1 

analog +14 Da were the only biomarkers with significant correlations with overall disease 

severity. Longitudinal studies revealed that biomarkers tend to decrease rapidly following 

treatment which is in accordance with the improvement in the overall patients' conditions. 

Therefore, we suggest including lyso-Gb1 and related analogs in a profile of biomarkers 

for GD which might efficiently guide clinicians towards a more precise and accurate 

prognosis assessment of their patients. Unfortunately, for most patients included in this 

study, data on other biomarkers such as CCL18/PARC, ACE, TRAP5b, or chitotriosidase 

were not available.  

Future perspectives 

Future perspectives will involve a comparison between these latter biomarkers and those 

targeted in the current study. This would help to understand the advantages and limitations 

of these biomarkers for the early detection, monitoring, and follow-up of GD patients.  
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Study limitations  

Considering samples from GD patients were collected in different countries, available 

clinical information, as well as clinical evaluations, might have varied from one center to 

the other. A larger cohort would probably have increased the statistical power analysis for 

the correlations between biomarker levels and clinical manifestations. Another limitation 

of this study regards the volume of plasma available from GD patients which did not allow 

XV� WR�SHUIRUP�DQ� H[WHQVLYH�YDOLGDWLRQ�XVLQJ�SDWLHQWV¶� VDPSOHV� Moreover, regarding the 

quantification method itself, only a relative quantification was possible for lyso-Gb1 

analogs and NPOPCS, since standards and internal standards were not available at this time 

for these latter molecules. Also, purity of the standards purchased from Matreya was not 

evaluated by a proton-NMR assay. 

 

Executive Summary 

Background:  

x Biomarkers previously used for GD were not always suitable for diagnosis, monitoring, 

and follow-up of patients as they lack sensitivity, specificity, and/or are subject to 

important variation within the general population.  

x In recent years, a new biomarker, glucosylsphingosine, emerged as the gold standard 

for follow-up and monitoring GD patients.  

x A metabolomic study revealed the presence of other potential biomarkers related to 

GD. The clinical significance of these potential new biomarkers needed further 

investigation. 

Experimental:  

x Plasma is extracted from whole blood samples using a 10-min centrifugation 

procedure.  

x Samples are purified using solid-phase extraction (Oasis MCX, Waters).  

x A 12-min UPLC-MS/MS method was developed and validated to perform an absolute 

quantitation of lyso-Gb1 and 6 related analogs (-28, -12, -2, +14, +16, and +18 Da), as 

well as sphingosylphosphorylcholine, and N-palmitoyl-O-phosphocholine.  

x Correlations were investigated between biomarker concentrations and clinical 

manifestations of GD disease.  
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Results:  

x There are statistically significant correlations between visceral complications 

(hepatomegaly and/or splenomegaly) and lyso-Gb1, as well as lyso-Gb1 analogs -28,     

-12, -2, +14, and +18 Da.  

x Lyso-Gb1 and analogs -2, +14, and +18 Da showed statistically significant correlations 

with hematological complications.  

x The only biomarkers with significant correlations with overall disease severity were 

lyso-Gb1 and lyso-Gb1 analog +14 Da.  

x No metabolite showed a statistically significant correlation with bone disease. 

Conclusions:  

x A robust UPLC±MS/MS method was developed and validated to investigate potential 

correlations between metabolites typically elevated in the plasma of GD patients and 

specific clinical manifestations. 

x This method represents an interesting tool for monitoring and follow-up of GD patients. 
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Supplementary Table 1. Low (LQC), Medium (MQC), and High (HQC) quality control samples precision and accuracy results for 
intra- and interday analyses  
 

 
 
 
 
 
 

 
Supplementary Table 2 Stability of lyso-Gb1 in plasma samples expressed in bias (%) after  24 hours, 48 hours, 1 week and 1 month 
at -30°C, 4°C and 22°C 
 Stability Duration 
Temperature 24 hours 48 hours 1 week 1 month 

 LQC MQC HQC LQC MQC HQC LQC MQC HQC LQC MQC HQC 
-30°C 10.4 7.3 5.9 3.8 2.9 6.3 -12.1 8.7 11.4 14.4 6.2 -8.2 
4°C 4.3 8.1 -4.8 -6.9 5.5 2.0 -19.1 13.4 -14.0 - - - 
22°C 9.1 -3.2 5.1 -18.7 -14.8 11.6 19.7 -14.0 -15.3 - - - 

 
 

Supplementary Table 3. Stability of SPC in plasma samples expressed in bias (%) after at 24 hours, 48 hours, 1 week and 1 month at 
-30°C, 4°C and 22°C 
 Stability Duration 
Temperature 24 hours 48 hours 1 week 1 month 

 LQC MQC HQC LQC MQC HQC LQC MQC HQC LQC MQC HQC 
-30°C 9.5 7.6 13.9 6.7 7.3 5.7 -4.8 17.1 -2.6 11.2 16.4 6.8 
4°C 6.7 5.4 -9.3 21.3 16.4 10.3 26.3 19.2 28.7 - - - 
22°C 9.1 -3.2 5.1 19.2 14.3 30.1 - - - - - - 

 

 Precision (RSD%) Accuracy (Bias%) 
 Intraday (n=5) Interday (n=5) Intraday (n=5) Interday (n=5) 
Analyte LQC MQC HQC LQC MQC HQC LQC MQC HQC LQC MQC HQC 
Lyso-Gb1 4.1 3.2 3.6 4.2 2.7 2.5 9.6 6.8 3.1 5.2 8.1 6.3 
SPC 3.1 3.3 4.8 3.8 2.9 3.0 15.1 13.9 7.7 9.1 9.7 10.1 
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Supplementary Table 4. Calculated p-values in treated, untreated severe and attenuated GD patients as well as healthy controls using 

the non-parametric Mann-Whitney U test. 
Statistical significance was established at p < 0.01 
(*) Shows a statistically significant difference between compared datasets 
 
 
 
 
 
 
 

Group comparison  Biomarker p-values 
 Analog 

-28 Da 
Analog 
-12 Da 

Analog 
-2 Da Lyso-Gb1 Analog 

+14 Da 
Analog 
+16 Da 

Analog 
+18 Da SPC NPOPCS 

Control/Attenuated < 0.001* < 0.001* < 0.001* < 0.001* < 0.001* < 0.001* < 0.001* 0.123 < 0.001* 
Control/Severe < 0.001* < 0.001* < 0.001* < 0.001* < 0.001* < 0.001* < 0.001* 0.075 < 0.001* 
Control/Treated < 0.001* 0.870 < 0.001* < 0.001* 0.003* 0.033 < 0.001* 0.315 0.029 

Severe/Attenuated < 0.001* < 0.001* < 0.001* < 0.001* < 0.001* < 0.001* < 0.001* 0.280 0.023 
Treated/Attenuated < 0.001* 0.013 0.009* < 0.001* < 0.001* 0.042 0.011 0.684 0.739 
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Supplementary Figure 1. Biomarker reduction following ERT treatment in a 55-year-old 

male GD type 1 patient. A) Decreased levels of SPC, NPOPCS, and lyso-Gb1 post-ERT; B) 

Decreased levels of Lyso-Gb1 analogs +18, +14, +16, -2, -12, and -28 Da post-ERT. Patients 

received their first treatment following timepoint 0 and blood samples were collected at each 

follow-up visit (every 3 months). Biomarker concentrations are expressed in nanomoles per 

liter of plasma. 
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Supplementary Figure 2. Biomarker reduction following ERT treatment in an 18-year-old 

male GD type 1 patient. A) Decreased levels of SPC, NPOPCS, and lyso-Gb1 post-ERT; B) 

Decreased levels of Lyso-Gb1 analogs +18, +14, +16, -2, -12, and -28 Da post-ERT. Patients 

received their first treatment following timepoint 0 and blood samples were collected at each 

follow-up visit (every 3 months). Biomarker concentrations are expressed in nanomoles per 

liter of plasma. 
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Supplementary Figure 3. Pie chart distribution of lyso-Gb1 analogs +18, +14, +16, -2, -12, 

and -28 Da pre- and post-ERT in a 55-year-old female GD type 1 patient. 

 

 

10.93%
2.65%

5.07%

67.29%

1.05%
13.01%

12.29%
1.44%

9.85%

62.85%

0.36%
13.19%

11.82%
2.19%

4.08%

68.41%

0.22%
13.28%

8.96%
1.98%

10.15%

63.61%

0.67%
14.64%

12.71%
2.35%

8.75%

62.41%

0.43%
13.35%

13.94%

1.26%

9.83%

61.35%

13.62%

Pre-ERT 3 months Post-ERT

6 months Post-ERT 9 months Post-ERT

12 months Post-ERT 15 months Post-ERT

Analog +18 DaAnalog +16 DaAnalog +14 Da

Analog -2 DaAnalog -12 DaAnalog -28 Da



 

 

180 

180 

 
 

Supplementary Figure 4. Pie chart distribution of lyso-Gb1 analogs +18, +14, +16, -2, -12, 

and -28 Da pre- and post-ERT in a 55-year-old male GD type 1 patient. 
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Supplementary Figure 5. Pie chart distribution of lyso-Gb1 analogs +18, +14, +16, -2, -12, 

and -28 Da pre- and post-ERT in an 18-year-old male GD type 1 patient. 
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Avant-propos: Iskren Menkovic a fait la préparation pré-analytique des échantillons, le 

GpYHORSSHPHQW�GH�OD�PpWKRGH�G¶DQDO\VH��le traitement de données et la fragmentation des 

PROpFXOHV�G¶LQWpUrW�� �0LFKHO�%RXWLQ�HW� ,VNUHQ�0HQNRYLF�RQW�SDUWLFLSp�j� O¶pOXFLGDWLRQ�GH�

structures des molécules ciblées. Iskren a également rédigé le manuscrit présenté ci-

dessous. Tout le travail réalisé par Iskren a été sous les conseils, les recommandations et la 

supervision des professeurs Michel Boutin et Christiane Auray-Blais.  

 

Mise en contexte: /H�EXW�GH�O¶$UWLFOH���pWDLW�G¶LGHQWLILHU�GH�QRXYHDX[�ELRPDUTXHXUV�dans 

XQH�PDWULFH�DXWUH�TXH� OH�VDQJ�SODVPD��VRLW�O¶XULQH��$LQVL��OHV�$UWLFOHV���HW���QH�VRQW�SDV�

GLUHFWHPHQW� OLpV�� /¶XULQH� HVW� XQH� PDWULFH� IDFLOHPHQW� DFFHVVLEOH� LPSOLTXDQW� GHV�

SUpOqYHPHQWV�QRQ�LQYDVLIV��&HFL�UHSUpVHQWH�GRQF�XQH�RSSRUWXQLWp�GH�FKRL[�SRXU�O¶Dnalyse 

de biomarqueurs pour différentes maladies pour des fins de diagnostic, de pronostic, de 

monitoring et de suivi. De plus, considérant la physiopathologie de la maladie, relativement 

SHX�G¶pWXGHV�VH�VRQW�LQWpUHVVpHV�j�O¶H[LVWHQFH�GHV�ELRPDUTXHXUV�XULQaires pour la maladie 

de Gaucher. Cette lacune ouvre donc la porte à de nouvelles découvertes. La méthodologie 

utilisée pour produire cette étude métabolomique est basée sur le développement de la 

PpWKRGH�XWLOLVpH�GDQV�OH�FDGUH�GH�O¶pWXGH�PpWDERORPLTXH�GDQs le plasma (Article 1). Plus 

précisément, les paramètres en lien avec la méthode chromatographique, la méthode 

G¶DQDO\VH�SDU� VSHFWURPpWULH� GH�PDVVH� DLQVL� TXH� OH� SURFHVVXV�GH� WUDLWHPHQW� GHV�GRQQpHV�

XWLOLVpHV�GDQV�OH�FDGUH�GH�O¶pWXGH�PpWDERORPLTXH�GDQV�O¶XUine (Article présenté ci-bas) sont 

OHV�PrPHV�TXH�FHX[�RSWLPLVpV�HW�XWLOLVpV�SRXU�O¶pWXGH�PpWDERORPLTXH�GDQV�OH�SODVPD. 
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Résumé :  

La maladie de Gaucher est une maladie lysosomale causée par une mutation au niveau du 

gène GBA1 TXL�FRGH�SRXU�O¶HQ]\PH�ȕ-glucocérébrosidase��/¶LQFDSDFLWp�GH�FHWWH�HQ]\PH�j�

dégrader son substrat, le glucosylcéramide, entraîne une accumulation de glycolipides au 

niveau des tissus et des liquides biologiques. À plus long terme, ces accumulations 

entraîQHQW� G¶LPSRUWDQWHV� PDQLIHVWDWLRQs cliniques multisystémiques. Au niveau des 

biomarqueurs, le lyso-Gb1 plasmatique a su se démarquer par sa spécificité et la corrélation 

avec la sévérité de la maladie. Cependant, alors que des études métabolomiques se sont 

intéressées à la découverte de nouveaux biomarqueurs au niveau plasmatique en lien avec 

OD�PDODGLH�GH�*DXFKHU��UHODWLYHPHQW�SHX�G¶pWXGHs RQW�FRQVLGpUp�O¶XULQH�FRPPH�une matrice 

source de biomarqueurs potentiels pour la maladie. Par conséquent, O¶REMHFWLI�SULQFLSDO�de 

cet article était de réaliser une étude métabolomique par spectrométrie de masse en temps 

GH� YRO� FRXSOpH� j� OD� FKURPDWRJUDSKLH� OLTXLGH� GDQV� OH� EXW� G¶LGHQWLILHU� GH� nouveaux 

biomarqueurs urinaires pour la maladie de Gaucher. À la suite de O¶pWDSH�G¶DQDO\VH�HW�GH�

WUDLWHPHQW� GHV� GRQQpHV�� ��� PROpFXOHV� G¶LQWpUrW� RQW� pWp� FLEOpHV� FRPPH� ELRPDUTXHXUV�

potentiels. Des tests de fragmentation ont révélé que ces molécules sont en réalité le lyso-

Gb1 ainsi que les analogues +44, +32, +30, +16 (A et B), +15, +2, -12 et -26 Da de même 

TXH� OHV� DQDORJXHV� SRO\F\FOLTXHV� ����� ����� ���� HW� ���� 'D�� '¶DLOOHXUV�� OHV� DQDORJXHV�

polycycliques du lyso-Gb1 Q¶RQW� MDPDLV� pWp� GpFULWV� GDQV� OD� OLWWpUDWXUH�� Les composés 

identifiés dans le cadre du présent projet semblent variés en fonction de la sévérité de 

certaines atteintes observables chez les patients Gaucher. 
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Abstract 

Gaucher disease is a lysosomal storage disorder resulting from a biallelic mutation in gene 

GBA1, leading to deficiencies in the enzyme ȕ-glucocerebrosidase (Gcase). Inabilities of 

the Gcase to catabolize its substrate results in the accumulation of sphingolipids in 

macrophages, which impairs the cell functions and ultimately leads to multisystemic 

clinical manifestations. Important variability in symptoms and manifestations may lead to 

challenging diagnosis and patient care. Plasma glucosylsphingosine (lyso-Gb1) is a 

biomarker frequently used for prognosis, monitoring, and patient follow-up. While lyso-

Gb1 appears to be a valid biomarker, few studies have investigated other matrices for 

potential GD biomarkers were published. Therefore, the main objective of this study was 

to investigate the urine matrix as a potential source of new GD biomarkers by performing 

a metabolomic study using time-of-flight mass spectrometry. The secondary objective 
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involved the structural elucidation of the newly identified biomarkers. Our study 

highlighted a significant increase of 8 urinary lyso-Gb1 analogs with chemical 

modifications on the sphingosine moiety. Our results show a novel class of biomarkers, 

named polycyclic lyso-Gb1 analogs, including 4 novel molecules that were identified. 

These molecules were more elevated than lyso-Gb1 and related analogs in urine specimens 

of Gaucher type 1 patients. Further investigations are warranted to validate the efficiency 

of these newly found biomarkers on a larger cohort of Gaucher patients and to compare 

them with plasma biomarkers currently quantified in clinical laboratories. 

Introduction 

Gaucher disease (GD; OMIM 230800) is an inherited lysosomal storage disorder 

characterized by an impaired glycosphingolipid metabolism [1]. More specifically, 

biallelic mutations in the GBA gene (1q22) lead to an absence or to a functional deficiency 

RI� WKH� O\VRVRPDO� HQ]\PH� ȕ-glucocerebrosidase (EC 3.2.1.45), which is involved in the 

degradation of glucosylceramide [2]. This deficiency results in the accumulation of 

glucosylceramide in macrophages of numerous tissues namely the spleen, the liver, the 

bone marrow, and the lungs, ultimately resulting in progressive and multisystemic clinical 

manifestations [3]. GD patients present a wide spectrum of clinical manifestations where 

3 subtypes can be distinguished. GD type 1 is a more attenuated form of the disease and 

corresponds to approximately 95% of all GD cases [4,5]. Patients can, in some cases, 

experience mild neurological impairments in addition to bone, hematological, visceral, and 

occasionally pulmonary complications. GD type 2 refers to acute neuronopathic GD, is the 

most severe form of the disease, and is associated with an early onset and important 

neurological impairments [6]. It is generally observed in infancy and tends to progress very 

rapidly, ultimately resulting in death within the first 2 years of life [7]. In GD type 3, also 

known as the chronic neuronopathic GD, patients may display neurological impairments, 

however, the progression of the disease is slower than in type 2 [8]. 

Treatments such as enzyme replacement therapy (ERT) and substrate reduction (SRT) are 

available for GD patients [9,10]. Past studies have demonstrated the importance of an early 

initiation of treatment, when required, to avoid severe and irreversible clinical 
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manifestations [11,12]. While biomarkers such as chitotriosidase, C-C motif chemokine 

ligand (CCL18/PARC), angiotensin-converting enzyme (ACE), tartrate-resistant acid 

phosphatase 5b (TRAP5b), or C-terminal telopeptide of type 1 collagen (CTx) can be used 

for follow-up, they are not suitable for diagnostic purposes since they are subject to a lack 

of sensitivity and/or specificity and, in some cases, show variable baseline levels in the 

general population [13-18]. Unlike the aforementioned biomarkers, glucosylsphingosine 

(lyso-Gb1) is more sensitive and specific to GD [19]. Lyso-Gb1 studies have demonstrated 

that its plasma levels correlate with disease severity, and therefore it could be used as a tool 

for clinicians on the type of approach and/or treatment to favor in specific cases [19-20]. 

In recent years, plasma lyso-Gb1 quantitation appears to be accepted as a gold standard 

among clinicians for the prognostic, monitoring, and follow-up of patients [21]. While 

plasma lyso-Gb1 seems to be a valid biomarker, nevertheless and based on our previous 

experiences, we have hypothesized that there might be reliable GD biomarkers in other 

biological matrices such as urine. To our knowledge, there are few studies evaluating urine 

as a possible matrix for GD biomarkers thus, potentially overlooking other biomarkers 

which might have strong correlations with disease severity and specific clinical 

manifestations. Moreover, urine holds some advantages over plasma in terms of collection 

and processing, considering that urine is more accessible and a less invasive matrix to 

obtain. The main goal of the study was to identify new GD biomarkers in urine by using a 

metabolomic approach and a ultra-performance liquid chromatography (UPLC) coupled to 

time-of-flight (TOF) mass spectrometry (MS) technology. The second objective was to 

elucidate the chemical structures of the targeted biomarkers for eventual quantitation.   

Experimental Section 

Ethics Approval 

This study was approved by the Research Ethics Board (REB) at the Faculty of Medicine 

and Health Sciences at the Centre hospitalier universitaire de Sherbrooke (CHUS) under 

the project ID MP-31-2017-1414. REB at the collaborating center in Montreal also 

approved the project (REB Project ID MEO-31-2020-1937). Patients recruited in Europe 

were part of the Lyso-Prove project initiated by Centogene. This latter study was reviewed 
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and accepted by Universität Rostock REB under project ID A 2015-0025. Informed 

consent was obtained from all patients and healthy controls included in the study. 

Sample Collection 

After informed consent was obtained, samples from 15 untreated GD patients were 

collected (6 males, 9 females, age range: 3 to 71 years old, average age: 47.5 years old). 

All patients received a diagnosis of GD confirmed by ȕ-glucocerebrosidase deficiency in 

peripheral blood leukocytes and sequencing of the GBA gene. Age- and gender-matched 

healthy controls were also included in the study (6 males, 9 females, age range: 3 to 72, 

average age: 51.2 years old). Healthy controls did not have any LSDs or other 

comorbidities. Urine samples were collected and kept at -30°C until use. 

Reagents 

Optima LC/MS grade water, American Chemical Society (ACS) grade ammonium 

formate, ammonium hydroxide (NH4OH; 28%-30% purity), and o-phosphoric acid 

(H3PO4; 85%), were purchased from Fisher Scientific (Fair Lawn, NJ, USA). HPLC grade 

acetonitrile (ACN) and methanol (MeOH) were obtained from EMD Chemicals Inc. 

(Darmstadt, Germany) while formic acid (FA; >99%) was purchased from Acros Organics 

(Morris Plain, NJ, USA). Finally, dimethyl sulfoxide (DMSO) and terfenadine were 

obtained from Sigma Aldrich (St-Louis, MO, USA). 

Instrumentation and Parameters 

The analyses were performed using an ACQUITY UPLC coupled to a Synapt G1 from 

Waters Corp. (Milford, MA). Both instruments were linked via a Rheodyne injection valve 

model MXP9900-000 from IDEX Health and Science (Oak Harbor, WA). Moreover, a 

:DVWHU¶V� ���� +3/&� 3XPS� ZDV� FRQQHFWHG� WR� WKH� 6\QDSW� *�� WR� FRQWLQXRXVO\� LQIXVH�

terfenadine, which was used as a lock mass for real-time mass calibration. It should be 

noted that a T-splitter was used and therefore the actual flow rate of the lock mass was 

UHGXFHG�WR����ȝO�PLQ��'HWDLOHG�83/&�DQG�06�SDUDPHWHUV�DUH�SUHVHQWHG�LQ�7DEOH����7KHVH 
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parameters were previously optimized using commercially available standards for lyso-

Gb1 and were successful in identifying novel lyso-Gb1 analogs in plasma samples [23]. 

Table 1. UPLC-TOF MS parameters for the discovery of novel GD type 1 related 
metabolites in urine samples 

Method Parameters 
UPLC Parameters TOF-MS Parameters 

Column Halo HILIC 2.7  
(Advanced Materials Technology) Scan mode MS-TOF 

ID x Length 4.6 × 150 mm Ionization mode ESI 
Particle size ����ȝP Polarity Positive 
Column temperature 30°C Analyzer mode V 

Weak wash solvent 
94.5:2.5:2.5:0.5 
ACN:MeOH:H2O:FA + 5 mM 
Amm. Form. 

Dynamic range Extended 

Strong wash solvent ACN Capillary voltage 1.4 kV 
Injection volume ���ȝO Sampling cône voltage 10 V 

Injection mode Partial Loop Extraction cône 
voltage 5.0 V 

Autosampler 
temperature 10°C Source temperature 150°C 

Mobile phase A 
94.5:2.5:2.5:0.5 
ACN:MeOH:H2O:FA + 5 mM 
Amm. Form. 

Desolvation 
temperature 450°C 

Mobile phase B 10:89.5:0.5 ACN:H2O:FA + 5 
mM Amm. Form. Cone gas flow 30 l/h 

Flow rate 0.5 ml/min Desolvation gas flow 700 l/h 

Gradient  
(% mobile phase B) 

  0 to 5 min: 0% 
  5 to 20 min: 0±10% 
20 to 25 min: 10% 
25 to 35 min: 10±60% 
35 to 40 min: 60 
40 to 45 min: 0 

Trap collision energy 4.0 V 
Transfer collision 
energy 2.0 V 

Data format Centroid 
Mass range 50 to 1000 Da 
Scan time 0.1 s 
Scan mode MS-TOF 

Lock Mass Parameters 
Compound Terfenadine (12.5 nM) 
Exact Mass 472.3215 Da 

Solvent 94.5:5:0.5 H2O:ACN:FA 
Scan Time 0.5 s 

Interval 5.0 s 
Sampling Cone Voltage 5 V 
Trap Collision Energy 10 V 

Mass Window +/- 0.2 Da 
Scan Average 3 

Flow rate 11 µl/min 
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Sample Preparation 

Considering that urine samples are subject to a marked concentration variability, it was 

important to normalize the specimens so that metabolites detected could be compared on 

the same basis. Creatinine was chosen to overcome the variability caused by urine 

concentration [24]. Indeed, before proceeding with the metabolomic study, creatinine was 

measured in all samples using a methodology previously described [25]. Once creatinine 

concentration levels were assessed, the volume of each urine sample analyzed for the 

metabolomic study was normalized to obtain a creatinine concentration corresponding to 

���P0�IRU�����ȝO�RI�XULQH��7KHUHIRUH��WKH�DFWXDO�XVHG�YROXPH�SHU�VDPSOH�DQDO\]HG�UDQJHG�

IURP�����WR������ȝO��2QFH�QRUPDOL]HG��VDPSOHV�ZHUH�SXULILHG�XVLQJ���&&����mg Oasis 

mixed-mode strong cation exchange (MCX, Waters Corp.) solid-phase extraction 

FDUWULGJHV��%ULHIO\�������ȝO of H3PO4 ���LQ�ZDWHU�DQG������ȝO of MeOH were added to a 

����ȝO�RI�XULQH�VDPSOH��$V�SUHYLRXVO\�PHQWLRQHG��WKH�DPRXQW�RI�XULQH�XVHG�IRU�HDFK�Vample 

may vary based on the concentration. The amount of H3PO4 2% in water and MeOH added 

was adjusted accordingly. This mixture was then loaded onto an MCX column previously 

conditioned with 2 ml of MeOH and 2 ml of H3PO4 2%, respectively. Samples were then 

washed using 2 ml of a 2% formic acid solution prepared in H2O and 2 ml of a 0.2% FA 

solution prepared in MeOH. Following wash steps, samples were eluted in a separate glass 

tube with 1 ml of a 2% NH4OH solution in MeOH. Ultimately, eluted samples were 

HYDSRUDWHG�WR�GU\QHVV�XQGHU�D�QLWURJHQ�VWUHDP�DQG�UHVXVSHQGHG�LQ�����ȝO�RI�D�������PRELOH�

SKDVH� $�'062� VROXWLRQ�� 7HQ� ȝO� ZHUH� LQMHFWHG� LQWR� WKH� 83/&-TOF-MS system for 

analysis. QC samples were prepared by VDPSOLQJ����ȝO� IURP�HDFK� VDPSOH� �SDWLHQW� DQG�

control) and pooling it into 1 single sample. This QC sample was injected periodically 

during the study to assess the system stability throughout the study. 

Data Processing 

Thirty samples were analyzed for this metabolomic study (15 GD type 1 patient samples, 

15 healthy controls samples). The QC sample was also injected 15 times throughout the 

analytical sequence. The data obtained were processed by MarkerLynx XS (Waters Corp.). 

The software was used to align metabolites detected based on their respective mass to 
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charge ratio (m/z) and chromatographic retention times. The individual parameters used for 

data alignment, mass range, intensity threshold, and mass window were set at 50-1000 Da, 

5 counts, and 0.05 Da, respectively. The retention time window was set 0.2 min. Data 

processing was performed between 5 ± 45 min. Upon data alignment with MarkerLynx XS 

software, the resulting data were then transferred to EZInfo software (Umeå, Sweden) for 

multivariate statistical analysis. Using lyso-Gb1 as a positive control, it was established that 

the unit variance scaling (UV = ௫ ି ௫ҧ
ௌ஽

) with logarithmic transformation would provide 

optimal results. In this mathematical formula, ݔ represents the area under the curve for a 

single mass spectrometry peak in a specific sample. Whereas ݔҧ  and SD represent   the 

average area under the curve and the standard deviation for the areas under the curve 

corresponding to the same mass spectrometry peak in all samples. This type of scaling is 

typically used to increase the statistical contribution of compounds of lesser concentration 

while reducing the heteroscedasticity in data processed [26]. An assessment of the system 

stability was performed via a principal component analysis (PCA). Markers expressed 

differentially in the GD sample group and healthy control sample group were highlighted 

and then individually visualized via orthogonal partial least square-discriminant analysis 

(OPLS-DA) and S-plot analysis.  

System Stability Assessment 

System stability was evaluated using a PCA score plot and a QC sample injected 15 times 

throughout the metabolomic study. Considering that the QC replicates are in fact only one 

sample prepared by pooling a defined volume of each sample analyzed, it is expected that 

they remain relatively close and centered on the PCA score plot. Results obtained 

confirmed that the system was stable for the duration of the study. Therefore, any 

variability observed between the different samples analyzed is related to biological factors 

rather than instrumental factors.  

Structural Identification of Potential GD Biomarkers 

Metabolites deemed to be potential GD biomarkers by data provided by the S-plot and the 

trendplot were structurally identified by fragmentation tests and accurate mass 
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measurements. These analyses were performed on the same system as the metabolomic 

study. Briefly, precursor ions were isolated in the quadrupole, fragmented into the collision 

trap using an appropriate collision ramp energy, and accurate masses of resulting 

compounds were measured using a time-of-flight mass analyzer. UPLC and MS parameters 

were the same as the ones presented in Table 1.  

Results and Discussion 

Chromatographic Separation of Glucosyl- and Galactosylsphingosine Isomers 

The chromatographic separation method used for this study was developed to efficiently 

separate lyso-Gb1 from its structural isomer galactosylsphingosine (psychosine). 

Considering that psychosine levels are increased in Krabbe disease [23], which is another 

sphingolipidosis, it was important to be able to adequately separate these compounds. As 

shown in Figure S-1, the method described herein achieved this goal, allowing the use of 

the retention time as an indicator when fragmentation tests were inconclusive (i.e., 2 

molecules with identical fragmentation profiles). 

Data Processing and Multivariate Statistical Analyses 

Following the data alignment step with the MarkerLynx software, a total of 129 181 

markers (mass spectrometry peaks) were observed in the samples analyzed.  An OPLS-DA 

score plot was then used to separate the 2 groups under investigation (healthy controls and 

GD type 1 patients) based on the biochemical composition of their samples. As shown in 

Figure 1, a clear separation between the 2 groups was achieved. This suggests the presence 

of specific markers in samples that allow to clearly separate GD type 1 patients from 

healthy controls in the cohorts under study.  
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Figure 1. Orthogonal partial least square-discriminant analysis (OPLS-DA) score plot 

obtained following the analysis of GD patient samples (n = 15) and age- and gender-

matched healthy controls (n = 15). The ellipse corresponds to the Hotelling T2 range with 

a significance level of p = 0.05. 

There were no outliers in any of the 2 study groups since no samples were plotted outside 

the Hotelling T2 range with a significance level of p = 0.05. Therefore, all patients and 

healthy controls initially included in the study were taken into consideration for the entire 

duration of the study. The separation between the two groups indicates that it is possible to 

discriminate them based on the composition of their samples. 

An S-plot was used to visualize which markers contributed most to the separation of 

healthy controls and GD patients observed in the OPLS-DA score plot. Typically, markers 

located at the extremities have the highest separation power. In this study, markers 

observed in the upper right corner of the S-plot are markers that are increased in the GD 

patient group compared to the healthy control group while markers located on the opposite 

side (lower left corner) are increased in the healthy control group compared to the GD type 

1 group. While both sides were investigated for potential GD biomarkers, all compounds 

deemed of interest were in the upper right corner of the S-plot (Figure 2A and Figure 2B). 

More specifically, selection criteria for potential biomarkers were: 1) more abundant in one 

group compared to the other (Gaucher or control samples) and detected in at least 50% of 
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the samples from the same group; and 2) detected in samples from different collection sites

Figure 2. A) S-plot indicating the correlation in function of the covariance for the 

metabolites used to differentiate GD patients as well as age- and gender-matched healthy 

controls. B) Zoom of the region of interest, with exact positions of potential GD biomarkers 

with experimental m/z 394.2062 (A), 366.1752 (B), 464.2867 (C), 478.3006 (D), 362.1800 

(E), 492.3159 (F), 390.2114 (G), 450.3007 (H), 494.3312 (I), 436.2503 (J), 462.3422 (K), 

476.3199 (L), 478.3357 (M), 506.3300 (N) indicated by red squares. 

Based on their respective position on the S-plot and maker distribution visualized using 

trendplot charts (Figure S-2), markers were selected and deemed as potential GD 

biomarkers. For these 15 markers with m/z of 362.1800, 366.1752, 390.2114, 394.2062, 

436.2503, 450.3007, 462.3422, 464.2867, 476.3202, 478.3006, 478.3357, 492.3159, 

494.3312, and 506.3300 fragmentation tests using parameters previously described were 

done to elucidate their structure. 
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Structural Identification of Potential Novel GD Biomarkers 

Biomarker with m/z 462.3422 was confirmed to be lyso-Gb1 based on the fragmentation 

pattern and its relative retention time [23] (Figure S-3A). In addition to the molecular ion, 

the fragment corresponding to the loss of one water molecule (m/z 444), the loss of the 

sugar unit (m/z 300), and the following losses of one (m/z 282) and two (m/z 264) water 

molecules. Moreover, markers with m/z 506, 494, 492, 478, 476, 464, 462, 450, and 436 

showed a fragmentation pattern similar to the one obtained for lyso-Gb1 (Figure S-3B to 

J). Based on the exact mass and fragmentation patterns, these markers are believed to be 

lyso-Gb1 analogs with modifications on the sphingosine moiety (Table 2).  

Table 2. Lyso-Gb1 analogs flagged as potential biomarkers in urine for Gaucher disease 

Metabolites 
Retention 

Time (min) 

Accurate Mass 

Measured (DA) 

Structural 

Modification* 

Theoretical Mass 

Difference (ppm) 

Analog +44 Da 26.25 506.3300 +C +2O -5.7 

Analog +32 Da 30.21 494.3321 +2O -1.6 

Analog +30 Da 27.92 492.3159 -2H + 2O -2.8 

Analog +16 Da (A) 27.68 478.3388 +O -1.7 

Analog +16 Da (B) 27.04 478.3006 -C -4H +2O -2.1 

Analog +14 Da 26.81 476.3199 -2H +O 3.1 

Analog +2 Da 29.30 464.2867 -2C -6H +2O 1.5 

Analog -12 Da 29.80 450.3007 -2C -4H +O -13.3 

Analog -26 Da 30.04 436.2503 -4C -10H +2O -10.1 

*Refers to changes on the sphingosine moiety from the lyso-Gb1 structure. Only the overall 

elemental composition differences with lyso-Gb1 are indicated. 

It is noteworthy to mention that analogs +44, +32, +30, +2, and -26 Da have never been 

previously mentioned in the literature and they were not detected in plasma. Indeed, a 

metabolomic study recently done by our research group identified 4 analogs in plasma 

samples namely lyso-Gb1 analogs +18, -2, and -28 Da [23]. These 4 analogs were not found 
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amongst the top markers in the S-plot. Based on these results and the data from the 

metabolomic study done in plasma by our group, we would like to emphasize that marked 

differences were observed in the biomarker profile between the urine and plasma matrices 

of GD patients.  

Moreover, potential biomarkers with m/z 362, 366, 390, and 394 had a completely different 

fragmentation pattern than lyso-Gb1 suggesting a discovery of a novel class of biomarkers 

for GD (Figure S-4A-D). Based on the results obtained during fragmentation tests, we have 

hypothesized that metabolites with m/z 362.1800, 366.1752, and 390.2114 might be the 

molecules shown in Figure 3. For these potential biomarkers, according to the number of 

unsaturations and dehydrations observed in the fragmentation spectrum for the structure 

linked to the sugar unit, we believe that a cyclization is likely. To further support this 

statement, fragmentation mechanisms (Figures S-5 to S-9) are proposed for most of the 

peaks detected on the fragmentation spectrum of these molecules (Figure S-4A-D).  

Figure 3. Proposed structures for polycyclic lyso-Gb1 analogs 362 Da (A), 366 Da (B), 

390 Da (C), and 394 Da (D). The structure propositions for these metabolites are based on 

their fragmentation profiles (Figure S5-8) obtained with accurate mass measurements.  
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We have hypothesized that these 4 novel biomarker candidates may be related to 

VSKLQJRVLQH�DQG�³WUDGLWLRQDO´�O\VR-Gb1 analogs as shown in Figure 4. 

 

Figure 4. Potential link between sphingosine and newly identified metabolites based on 

addition and removal of chemical groups previously observed for lyso-Gb1 analogs. 

Upon considering traditional lyso-Gb1 analogs, a loss of a pair number of carbon and twice 

the amount of hydrogen is not unusual. Moreover, the addition of OH groups on the 

sphingosine has been frequently observed in lyso-Gb1 analogs, as well as lyso-Gb3 in Fabry 

disease patients [25,27]. To our knowledge, this novel class of potential biomarkers has 

QHYHU� EHHQ� UHSRUWHG� LQ� WKH� OLWHUDWXUH��:H� WKXV� VXJJHVW� WKH� QDPH� ³3RO\F\FOLF� /\VR-Gb1 

$QDORJ� ;´� ZKHUH� ;� UHIHUV� WR� WKH mass of the specific molecule in Da. The clinical 

significance of this novel group of potential biomarkers and the biological processes 

involved in their metabolization will be further investigated in future studies.  

Potential Biomarker Distribution in GD Type 1 Patients and Healthy Controls 

All potential biomarkers highlighted in this study were not observed in healthy controls. 

Based on these preliminary results and as shown in Figure 5, it appears that polycyclic 

lyso-Gb1 analogs 362, 366, 390, and 394 Da Da have a higher signal than lyso-Gb1 or 

related analogs in samples analyzed during this metabolomic study. Indeed, the area under 

the curve for polycyclic lyso-Gb1 analogs appear to be over 10 times higher than lyso-Gb1 

and related analogs as shown in Figure 5 C) and D). However, since no commercial 

standard is available for these molecules, we do not know if their higher signals are due to 

higher concentrations and/or higher response factors due to increased basicity. Indeed, the 
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presence of a secondary amine (Figure 4, structures A to D)) in their structure increases 

their basicity, but the resonance with a double bond (Figure 4, structures A and C)  

decreases it. 

 

Figure 5. Distributions of: A) lyso-Gb1 and related analogs in GD type 1 patients; B) 

polycyclic lyso-Gb1 analogs in GD type 1 patients. Cumulative potential biomarker areas 

under the curve for the different GD patients are shown in: C) for lyso-Gb1 and related 

analogs; D) for polycyclic lyso-Gb1 analogs. The mean level for each biomarker is 

indicated by a horizontal bar in A) and B). 

These results suggest that this novel class of potential biomarkers may be more sensitive 

biomarkers for GD than lyso-Gb1 itself in urine specimens. Indeed, polycyclic lyso-Gb1 

analogs 366 and 394 were by far those having the highest signals of all potential biomarkers 

highlighted in this study. These were followed by polycyclic lyso-Gb1 analogs 362 and 

390. These 4 markers found to have higher signals than lyso-Gb1 and related analogs in all 

targeted patients considered for this study. Moreover, our preliminary data in urine 
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suggests that patients affected by a more severe form of GD had higher levels of polycyclic 

lyso-Gb1 analogs than patients who had a more attenuated form of the disease. Indeed, as 

shown in Table S-5, patient 10 had a more attenuated form of the disease than patient 9 

while patient 11 had the most severe clinical manifestations based on the bone marrow 

burden score [28]. As expected, in these 3 patients, the highest concentrations of polycyclic 

lyso-Gb1 analogs were observed in patient 11, followed by patient 9, and ultimately patient 

10 where his biomarker levels were below the limit of quantitation. A larger cohort of GD 

patients is necessary to truly evaluate if polycyclic lyso-Gb1 analogs correlate with disease 

severity, and if so, to what extent. Moreover, further comparisons between plasma lyso-

Gb1 and urinary polycyclic lyso-Gb1 analogs are warranted to fully understand the 

relevance of these novel potential GD biomarkers in comparison to lyso-Gb1. Considering 

that this study was limited to untreated GD patients, the reliability of these potential 

biomarkers in correlation with treatment has yet to be investigated. A study involving 

pathological controls with closely affected metabolic pathways will be part of our future 

studies to assess the specificity of lyso-Gb1 analogs in GD. 

Regarding lyso-Gb1 and related analogs in urine, it was observed that several lyso-Gb1 

analogs are more elevated than lyso-Gb1 itself. Based on the mean concentration measured 

in all GD patients included in this study, lyso-Gb1 analogs +44, +32, +30, +16 (A) and (B), 

+14, and -26 Da appear to be more abundant than lyso-Gb1 in urine specimens (Figure 6). 

This emphasizes an important contrast with lyso-Gb1 and related analogs in plasma 

samples where lyso-Gb1 itself represents 90-95% of the total lyso-Gb1 content (analogs 

included) [23]. While the clinical importance of urinary lyso-Gb1 remains to be 

investigated, the distribution profile of lyso-Gb1 analogs in urine strongly supports the use 

of a panel of biomarkers rather than a single molecule for optimal sensitivity. Our 

preliminary results suggest that similar to plasma lyso-Gb1, urinary lyso-Gb1 and related 

analogs appear somewhat correlated with the severity of the disease, with patients more 

severely affected presenting higher levels of lyso-Gb1 and related analogs than those with 

a more attenuated form. While the GD cohort selected for this study is too small to 

investigate correlations between clinical manifestations and novel lyso-Gb1 analogs and or 

polycyclic lyso-Gb1 analogs, it would be important to evaluate correlations between these 
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novel potential GD biomarkers with specific clinical manifestations of the disease. Also, 

lyso-Gb1 and related analogs, as well as polycyclic lyso-Gb1 analogs were not detected in 

healthy controls. Since no pathological controls and/or treated GD patients were evaluated 

in this study, it is not possible at this time to discuss the specificity and/or suitability 

regarding the follow-up of these new potential biomarkers in GD patients.   

Conclusions 

This metabolomic study highlighted 14 compounds increased in urine specimens of GD 

patients. While some of these molecules such as lyso-Gb1 and lyso-Gb1 analogs +16 Da,    

-12 Da, and -28 Da were already mentioned in the literature, this study revealed 4 new 

lyso-Gb1 analogs, namely the analogs +40 Da, +32 Da, +30 Da, and +2 Da. Additionally, 

the current study and a previous one done by our research group revealed marked 

differences for lyso-Gb1 and related analog profiles in plasma and urine. A promising novel 

class of potential urinary biomarkers has been identified. For all these molecules, a 

chemical structure has been proposed based on fragmentation patterns and accurate mass 

measurements. The S-plot revealed that these potential urine biomarkers, namely 

polycyclic lyso-Gb1 analogs 362, 366, 390, and 394 Da had a stronger separation power 

than lyso-Gb1 or previously known analogs to differentiate healthy controls from untreated 

GD patient samples.  

Preliminary results suggest that all these potential urinary biomarkers appear to be 

correlated with the severity of the disease since patients more severely affected by GD have 

higher levels of biomarkers. Future perspective studies will involve the analysis of all 

compounds highlighted during this study in a larger cohort of GD patients to confirm their 

utility and reliability as GD biomarkers and to evaluate correlations with disease severity 

and progression. Pathological controls, as well as treated GD patients, will also be included 

to evaluate the specificity of these markers and the response to treatment. 
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Figure S-1. Chromatographic separation of lyso-Gb1 (5 ȝg on column, retention time: 
25.40 min) and psychosine (5 ȝg on column, retention time: 26.06 min) commercial 
standards analyzed by time-of-flight mass spectrometry (MS-TOF) using positive 
electrospray ionization (ESI+). 
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Figure S-2. Trendplots charts for potential biomarkers with m/z A) 362.18, B) 366.18, C) 
390.21, D) 394.21, E) 436.25, F) 450.30, G) 462.34, H) 464.29, I) 476.32, J) 478.30, K) 
478.34, L) 492.32, M) 494.33, and N) 506.33 Da highlighted during this metabolomic 
study. Decision to further investigate potential biomarkers was based on the trendplot 
chart distribution of the metabolites. 
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Figure S-3. Fragmentation profile results for A) lyso-Gb1 as well as the analogs 
with m/z B) 506.3300, C) 494.3312, D) 492.3159, E) 478.3388, F) 478.3006, G) 476.3199, 
H) 464.2867, I) 450.3007, and J) 436.2503. A collision energy ramp of 10-25 V was used 
for all analogs. Blue triangle indicates the molecular ion, red circle indicated a loss of a 
water molecule (H2O; -18 Da) and a green diamond indicates a loss of a sugar unit 
(C6H10O5; -162 Da). 
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Figure S-4. Fragmentation test results for compounds with m/z A) 394.2062, B) 390.2114, 
C) 366.1750, and D) 362.1800. The collision energy ramp (C.E. Ramp) in volts (V) used 
for each metabolite is indicated in red with the number of counts per second (Cps). The 
experimental masses obtained for each fragment and their attributions are shown in Tables 
S-1-4. 
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Figure S-5. Proposed fragmentation mechanism for polycyclic lyso-Gb1 analog 394 with 
theoretical masses and measured mass errors in part per million (ppm). Accurate mass 
measured are shown in Table S-1 and fragmentation profile is shown in Figure S-4A. 
Structural differences between the molecular ions of the 4 polycyclic lyso-Gb1 analogs are 
shown in red (see A). 
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Figure S-6. Proposed fragmentation mechanism for polycyclic lyso-Gb1 analog 390 with 
theoretical masses and measured mass errors in part per million (ppm). Accurate mass 
measured are shown in Table S-2 and fragmentation profile is shown in Figure S-4B. 
Structural differences between the molecular ions of the 4 polycyclic lyso-Gb1 analogs are 
shown in red (see A).  
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Figure S-7. Proposed fragmentation mechanism for polycyclic lyso-Gb1 analog 366 with 
theoretical masses and measured mass errors in part per million (ppm). Accurate mass 
measured are shown in Table S-3 and fragmentation profile is shown in Figure S-4C. 
Structural differences between the molecular ions of the 4 polycyclic lyso-Gb1 analogs are 
shown in red (see A). 
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Figure S-8. Proposed fragmentation mechanism for polycyclic lyso-Gb1 analog 362 with 
theoretical masses and measured mass errors in part per million (ppm). Accurate masses 
are shown in Table S-4 and fragmentation profile is shown in Figure S-4D. Structural 
differences between the molecular ions of the 4 polycyclic lyso-Gb1 analogs are shown in 
red (see A). 
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Table S-1. Accurate mass of fragments obtained following collisions tests of the 
potential biomarker m/z 394.2102 using a collision ramp energy of 10-25 V. 
 

Potential Biomarker m/z 394 Fragmentation Results 
Fragment m/z Fragment m/z 

A 394.2102  K 292.1535 
B 376.1974 L 280.1553 
C 358.1904 M 256.1567 
D 346.1871 N 232.1572 
E 340.1725 O 214.1450 
F 328.1772 P 196.1331 
G 322.1589 Q 184.1328 
H 310.1698 R 179.1072 
I 304.1597 S 164.1066 
J 298.1674 T 147.0811 

 
 
 
Table S-2. Accurate mass of fragments obtained following collision tests of the potential 
biomarker m/z 390.2113 using a collision ramp energy of 15-30 V. 
 

Potential Biomarker m/z 390 Fragmentation Results 
Fragment m/z Fragment m/z 

A 390.2113 K 294.1737 
B 372.2023 L 288.1617 
C 354.1920 M 276.1597 
D 342.1921 N 258.1462 
E 336.1806 O 210.1506 
F 324.1833 P 192.1389 
G 318.1714 Q 180.1372 
H 312.1792 R 174.1296 
I 306.1683 S 164.1381 
J 300.1625 T 147.1165 
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Table S-3. Accurate mass of fragments obtained following collision tests of the potential 
biomarker m/z 366.1762 using a collision ramp energy of 10-25 V. 
 

Potential Biomarker m/z 366 Fragmentation Results 
Fragment m/z Fragment m/z 

A 366.1762 K 264.1155 
B 348.1667 L 246.1179 
C 330.1554 M 228.1239 
D 318.1529 N 210.1093 
E 312.1422 O 204.1247 
F 307.1305 P 186.1125 
G 300.1486 Q 168.1028 
H 294.1298 R 156.1025 
I 282.1399 S 136.0775 
J 270.1314   

 
 
 
Table S-4. Accurate mass of fragments obtained following collision tests of the potential 
biomarker m/z 362.1808 using a collision ramp energy of 15-35 V. 
 

Potential Biomarker m/z 362 Fragmentation Results 
Fragment m/z Fragment m/z 

A 362.1808 L 242.1333 
B 344.1758 M 224.1296 
C 326.1616  N 218.1151 
D 314.1610 O 206.1157 
E 308.1526 P 200.1291 
F 296.1511 Q 182.1195 
G 290.1379 R 164.1093 
H 284.1518 S 152.1039 
I 272.1249 T 146.0972 
J 266.1448 U 132.0863 
K 260.1290   
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x: Clinical manifestation observed in patient 
+: Mild hepatomegaly and/or splenomegaly 
++: Moderate hepatomegaly and/or splenomegaly 
N/A: Clinical data not available 
F: Female 
M: Male 
LL: Lower limb 
S: Spine

Table S-5. Demographics, mutations, and signs and symptoms of GD patients.  
Patient ID 1  2  3  4  5  6  7 8  9 10  11  12  13 14  15 

Age 45 43 40 69 62 54 3 71 43 53 44 11 71 49 70 
Gender M M F M M F F M F F F M F F F 

Age at diagnosis 13 40 20 66 61 53 16 21 36 44 27 6 50 40 42 

Mutations N370S      
N370S 

N370S      
N370S 

N370S        
N370S 

N370S   
N370S 

N370S      
L444P 

N370S       
D448H 

N370S        
N370S 

N370S      
W378G 

N370S    
N370S 

N370S       
R496H 

L444P       
84GG 

G377S                          
L444P 

N370S    
N370S 

N370S       
N370S 

N370S      
L444P 

Bone disease 
Bone pain - - - - - - x x x - x - x x - 
Bone crisis - - - - - - - - - - - - - - - 

Erlenmeyer flask deformity - - - x - - -  x - x - - - - 
Bone marrow infiltration - - x x - - x x x x x x - x - 

Osteopenia - - - - x - - x - x - - - - - 
Infarction - - - - x - - - - - x - - - - 

Avascular necrosis - - - - - - - - - - - - - - - 
New fractures - - - - - - - - - - - - - - - 
Lytic lesions - - - - - - - - - - - - - - - 

Decreased bone mineral 
density - - - - - - - x - x - - - - - 

Bone marrow burden N/A N/A N/A N/A N/A N/A LL 4/8             
S 3/8 N/A LL 4/8             

S 5-6/8 
LL 2/8             
S 3/8 

LL 7/8             
S 7/8 N/A N/A LL 5/8             

S 6-7/8 
LL 7/8             
S 5/8 

Hematological and visceral manifestations 
Anemia - - - - - - - - x - - x - - - 

Hemoglobin (g/L) 135 138 119 131 130 129 140 140 113 117 127 90 139 125 132 
Thrombocytopenia  x - x x x x x - x - x x - x - 
Platelet counts (/L) 89 124 106 67 94 94 95 182 82 254 71 40 150 87 144 

Splenomegaly - + ++ + ++ - - N/A - - N/A ++ + + N/A 
Hepatomegaly - + + - ++ ++ + N/E ++ + - ++ + + + 
Splenectomized - - - - - - - x - - x - - - x 

Gammopathies and 
malignancy - - - x - - - x - - - - - - - 

Pulmonary disease 
Elevated arterial pressure - - - - - - - x - - - - - - - 
Sulmonary hypertension - - - - - - - - - - - - - - - 

Hepatopulmonary syndrome - - - - - - - - - - - - - - - 
Respiratory failure - - - - - - - - - - - - - - - 

Other - - - - - - - - - - - - - - - 
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6WDWXW�GH�O¶DUWLFOH: Publié dans Diagnostics 2022 (12), 1414. 
 
Avant-propos: Iskren Menkovic a travaillé au niveau de la purification des échantillons, 

GX�GpYHORSSHPHQW�GH�OD�PpWKRGH�G¶DQDO\VH��GH�O¶DQDO\VH�GHV�pFKDQWLOORQV��du traitement 

des données et des résultats. De plus, Iskren a rédigé le manuscrit présenté ci-dessous. Tout 

le travail réalisé par Iskren a été sous les conseils, les recommandations et la supervision 

des professeurs Michel Boutin et Christiane Auray-Blais.  

 

Mise en contexte : /¶$UWLFOH���HVW�XQH�VXLWH�ORJLTXH�GHV�WUDYDX[�SUpVHQWpV�GDQV�O¶$UWLFOH����

Une méthode quantitative par spectrométrie de masse en tandem (triple quadripôle) a été 

GpYHORSSpH�SXLV�YDOLGpH�GDQV�OH�EXW�G¶DQDO\VHU�OHV�ELRPDUTXHXUV�GpFRXYHUWV�ORUV�GH�O¶pWXGH�

PpWDERORPLTXH�GDQV�O¶XULQH�SUpVHQWpH�GDQV�O¶$UWLFOH����&RPPH�SRXU�OD�PpWKRGH�SUpVHQWpH�

GDQV�OH�FDGUH�GH�O¶$UWLFOH����O¶XVDJH�G¶XQ�DSSDUHLO�GLIIpUHQW�SRXU�O¶pWXGH�PpWDERORPLTXH�HW�

pour la méthode quantitative (spectromètre de masse en temps de vol et le triple quadripôle, 

UHVSHFWLYHPHQW��SHUPHW�G¶REWHQLU�GHV�PpWKRGHV�SOXV�FRXUWHV�DYHF�GH�SOXV�EDVVHV�OLPLWHV�GH�

quantification et de détection. Des résultats issus des méthodes quantitatives sont plus 

ILDEOHV�HW�UHSUpVHQWDWLIV�GH�OD�UpDOLWp��SXLVTXH�GLIIpUHQWV�pOpPHQWV�FRPPH�O¶HIIHW�GH�PDWULFH�

RX�OHV�SDUDPqWUHV�G
pOXWLRQ�VRQW�pJDOHPHQW�FRQVLGpUpV��$LQVL��O¶$UWLFOH���DYDLW�SRXU�EXW�GH�

développer et valideU�OD�PpWKRGH�TXDQWLWDWLYH�DYHF�FRPPH�REMHFWLI�G¶pWXGLHU�OD�GLVWULEXWLRQ�

et la variabilité de ces biomarqueurs dans les échantillons provenant de différents groupes, 

soit les patients Gaucher traités, non traités ainsi que les contrôles sains. Éventuellement, 

OD� PpWKRGH� GpYHORSSpH� SRXUUD� rWUH� XWLOLVpH� DILQ� G¶pWXGLHU� OHV� FRUUpODWLRQV� HQWUH� OHV�

biomarqueurs urinaires et les manifestations cliniques observées chez les patients. 
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Résumé:  

La maladie de Gaucher est une maladie lysosomale causée par des mutations bialléliques 

du gène GBA1 ORFDOLVp� VXU� OH� FKURPRVRPH� ��� &HV� PXWDWLRQV� DIIHFWHQW� O¶HQ]\PH� ȕ-

glucocérébrosidase et, par le fait même, engendrent des anomalies au niveau du 

métabolisme des sphingolipides. Alors que les laboratoires cliniques utilisent 

principalement des biomarqueurs présents au niveau du plasma pour le pronostic et le suivi 

des patients, des études métabolomiques récentes par notre groupe ont également révélé la 

présence de biomarqueurs au niveau GH� O¶XULQH� GH� SDWLHQWs Gaucher. Évidemment, 

O¶DYDQWDJH�GH�SRXYRLU�  doser les biomarqueurs dans une matrice qui peut être accessible 

de manière non invasive est très intéressant, particulièrement pour les enfants en bas âge. 

Le but principal de cette étude était de développer et de valider une méthode analytique 

pour être en mesure de quantifier les biomarqueurs précédemment identifiés GDQV�O¶XULQH��

Plus précisément, la méthode analytique avait pour but de quantifier O¶HQVHPEOH� GHV�

ELRPDUTXHXUV�WURXYpV�SDU�O¶pWXGH�PpWDERORPLTXH��\�FRPSULV�le lyso-Gb1 et ses analogues. 
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Abstract 

Aim: Gaucher disease is a lysosomal storage disorder caused by deficiencies in the enzyme 

acid beta-glucocerebrosidase. Metabolomic studies have targeted several new potential 

urinary biomarkers. The main objective of this study was to develop and validate a robust 

UPLC-MS/MS method to study the distributions and variations of these biomarkers in 

patients. Results/methodology: Urine samples were purified using a mixed-mode cation 

exchange solid-phase extraction. Validation assays showed robust results for: lyso-Gb1, 

lyso-Gb1 analogs -28, -26, -12 (A/B), +2, +14, +16 (A/B), +30, and +32 Da, and polycyclic 

lyso-Gb1 analogs 362, 366, 390, and 394 Da in treated and untreated Gaucher patients. 

Conclusions: All quantified biomarkers were increased in Gaucher patients. Biomarker 

levels were significantly reduced 6 months after enzyme replacement therapy. 

 

Keywords: Gaucher Disease Type 1, Urine, Biomarkers, Glucosylsphingosine, Lyso-Gb1, 

Lyso-Gb1 Analogs, Polycyclic Lyso-Gb1 Analogs, Tandem Mass Spectrometry, Ultra-

Performance Liquid Chromatography 
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Graphical Abstract 

 

1. Introduction 

Gaucher disease (GD; OMIM 230800, 230900, and 231000) is an autosomal recessive 

disorder caused by a deficiency in the lysosomal enzyme acid beta-glucocerebrosidase 

(GCase; OMIM 606463) [1] encoded by the GBA gene. This leads to the accumulation of 

several glycosphingolipid species in numerous organs and tissues, namely the spleen, the 

liver, and the bone marrow [2]. This ultimately impairs the natural homeostasis of the tissue 

and results in multisystemic clinical manifestations varying in frequency and severity [3]. 

While GD shows a wide continuum of phenotypes ranging from asymptomatic to early 

death, patients are classified into three subtypes based on the severity of the clinical 

manifestations and degree of neurological involvement [4,5]. GD type 1 (OMIM 230800) 

is the most common form of the disease and represents approximately 90±95% of all GD 

cases [6]. Patients typically exhibit visceral manifestations (hepatomegaly and/or 

splenomegaly) hematological complications (cytopenia) and bone disease.  Neurological 

involvement in this subtype is either mild or absent [6]. GD type 2 represents the most 

severe form of the disease and is commonly referred to as the acute neuronopathic GD. 

Normally, in GD type 2, the neurological involvement appears in the first six months of 

life and leads to death by the age of two [7]. In comparison, GD type 3 or the chronic 

neuronopathic form of the disease may appear months to years after birth. Moreover, in 
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GD type 3 the progression and the severity of the neurological involvement are slower and 

less severe than in GD type 2 [7]. Both GD type 2 and type 3 experience visceral, 

hematological, and bone disease in addition to neurological complications. 

Enzyme replacement therapy (ERT) and substrate reduction therapy (SRT) are some 

of the treatments available for GD patients. These therapies are efficient for clinical 

manifestations related to visceral manifestations, hematological complications, and bone 

disease [8,9]. However, ERT has a limited impact on CNS-related complications since it 

does not cross the blood-brain barrier [10]. Moreover, it is well documented that early 

initiation of treatment reduces the progression of clinical manifestations and improves the 

outcome [11-13]. Unfortunately, due to the important phenotypic variability and wide 

spectrum of severity associated with the disease, a confirmed diagnosis may, in some cases, 

be quite challenging [13]. Biomarkers found in the blood such as angiotensin-converting 

enzyme (ACE), tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP), chitotriosidase, and CCL18 

can be used for routine follow-up of patients [14-18]. However, they are not specific to GD 

[19]. In recent years, lyso-Gb1 has emerged as a key biomarker for the monitoring and 

progression of the disease [20]. Moreover, this biomarker could potentially be used for the 

diagnosis of the disease [21]. Considering the nature of the disease and associated clinical 

manifestations, the blood matrix was mostly investigated as a source of biomarkers related 

to the disease, potentially overlooking biomarkers found in other matrices such as urine. 

Recently, metabolomic studies done by our research group in plasma and urine highlighted 

several different metabolites increased in each matrix [22,23]. More specifically, N-

palmitoyl-O-phosphocholine serine, sphingosylphosphorylcholine, lyso-Gb1 as well as 

lyso-Gb1 analogs -28, -2, +14, and +18 Da were targeted as potential biomarkers in plasma 

specimens. Meanwhile, lyso-Gb1, polycyclic lyso-Gb1 analogs 362, 366, 390, and 394 Da 

in addition to lyso-Gb1 analogs -26, -12, +2, +14, +16 (A) and (B), +30, +32, and +44 Da 

were highlighted as potential biomarkers in urine as shown in Figure 1. 
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Figure 1. Potential GD biomarkers highlighted in urine specimens: A) lyso-Gb1 

chemical structure with structural modifications observed on the sphingosine moiety 

in lyso-Gb1 analogs; B) Polycyclic lyso-Gb1 analog chemical structures [22]. 

These two metabolomic studies also suggested that the distribution of biomarkers 

varies significantly from one matrix to the other. Indeed, some lyso-Gb1 analogs revealed  

more abundant than lyso-Gb1 itself in urine [22]. Moreover, analogs +44, +32, +30, +2, 

and -26 Da were not detected in plasma [23]. Also, the metabolomic study performed in 

urine specimens highlighted a novel class of GD biomarkers called polycyclic lyso-Gb1 

analogs. These latter biomarkers were over 10 times more elevated than lyso-Gb1 itself, as 

well as the related analogs in some urine specimens [22,24].  

In the past, our research group has done several metabolomic studies in urine on Fabry 

disease where a glycosphingolipid accumulation is also involved. These studies led to the 

discovery of novel lyso-Gb3 analogs with different modifications on the sphingosine 

moiety [25,26]. Another study highlighted that several lyso-Gb3 analogs had a significant 

correlation with specific clinical manifestations of the disease [27]. Considering that 

Gaucher disease and Fabry disease have closely related metabolic pathways with 

structurally similar resulting biomarkers, we have hypothesized that some urinary 
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biomarkers observed in GD may also show significant correlations with specific clinical 

manifestations. Therefore, urinary biomarkers highlighted by the GD metabolomic study 

need to be further investigated to evaluate correlations with specific clinical manifestations 

of the disease. Therefore, the main objective of this research project was to develop and 

validate a robust tandem mass spectrometry urine quantitation method for lyso-Gb1 and 

related analogs (-26, -12, +2, +14, +16, +30, and +32 Da), as well as polycyclic lyso-Gb1 

analogs 362, 366, 390, and 390 Da. Upon the validation process, correlations will be 

investigated between biomarker levels and patient-specific clinical manifestations.  

2. Materials and Methods 

2.1. Reagents 

Carbon 13 labelled-glucosylsphingosine (lyso-Gb1-(13C6)) powder (98% purity) was 

acquired from Matreya (Pleasant Gap, PA, USA). Creatinine powder (98% purity) was 

purchased from Sigma Aldrich (Saint-Louis, MO, USA) while deuterated creatinine 

(Creatinine-D3) standard (98% purity) was obtained from CDN Isotopes Inc. (Pointe-

Claire, QC, CAN). Synthetic urine was supplied by BioIVT (Westbury, NY, USA). UPLC 

grade methanol (MeOH) and acetonitrile (ACN) were purchased from EMD Chemicals 

Inc. (Darmstadt, Germany). Optima LC/MS grade water and MeOH, as well as American 

Chemical Society (ACS) grade ammonium formate (Amm. Form.), ammonium hydroxide 

(NH4OH; 28%±30% purity), and O-phosphoric acid (H3PO4; 85%) were obtained from 

Fisher Scientific (Fair Lawn, NJ, USA). Finally, formic acid (FA; >99%) was obtained 

from Acros Organics (Morris Plain, NJ, USA). 

2.2. Ethics Approval 

The research project presented in this paper was approved by the Research Ethics 

Board (REB) of the Faculty of Medicine and Health Sciences of the Centre hospitalier 

universitaire de Sherbrooke (CHUS) under the project ID MP-31-2017-1414. Jewish 

General REB also approved the study (REB Project ID MEO-31-2020-1937). Patients 

recruited from Centogene were part of the Lyso-Prove project, which was approved by 

Universität Rostock REB under project ID A 2015-0025. Informed consent from all 

patients and healthy controls were obtained.  
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2.3. Study Population 

Liquid urine samples from treated and untreated GD type 1 patients were collected 

from different countries, namely Canada, Germany, Israel, and Greece. Males and females, 

minors and adults were enrolled in the study. Upon arrival at our facility, samples were 

kept at -30°C until analysis. For all patients involved in the study, a marked GCase enzyme 

deficiency in peripheral blood leukocytes was demonstrated. Moreover, all patients had 

biallelic mutations of the GBA gene which was revealed by sequencing. Healthy controls 

considered for this study did not have any lysosomal storage diseases (LSDs) or other 

comorbidities. 

2.4. Calibration Curves and Quality Control Samples Preparation 

The lyso-Gb1 powder was dissolved in MeOH to obtain two stock solutions with 

concentrations of 2000 and 20 000 nM. Using these stock solutions, a 9-point calibration 

curve solution with respective concentrations of 0, 2, 20, 45, 75, 125, 250, 500, and 800 

nM in the urine matrix was prepared. Regarding the preparation of quality control (QC) 

samples, spiked samples with concentrations of 10, 187, and 650 nM of lyso-Gb1 were 

used for low, medium, and high QC samples.  

For the quantitation of creatinine, calibration curve points with concentrations of 0, 1, 

2, 5, 7.5, 10, 15, 20, and 30 mM were prepared in water and used for sample quantitation. 

Urine samples from healthy controls with a creatinine concentration of 1.9, 9.5, and 18 mM 

were used as QC samples for creatinine quantitation. 

2.5. Sample Preparation 

Urine samples were thawed at room temperature. Samples were then vortexed for 10 

VHFRQGV�DQG�D�YROXPH�RI�����ȝO was transferred into a 2 ml Eppendorf polypropylene tube. 

$�YROXPH�RI�����ȝO�RI�D�2% H3PO4 solution was added to the sample, followed by a volume 

RI�����ȝO�RI�D�0H2+�VROXWLRQ�FRQWDLQLQJ 10 mM lyso-Gb1-(13C6). Finally, a volume of 10 

ȝO� RI� D� VROXWLRQ� RI� �� mM of creatinine-D3 was added to each sample. Samples were 

afterwards purified using Oasis mixed-mode cation-exchange (MCX) solid-phase 

extraction (SPE) cartridges (Waters Corp. Milford, MA, USA).  Briefly, SPE cartridges 

were conditioned with 1 ml of MeOH and 1 ml of a 2% H3PO4 solution. Sample solutions 
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were then vortexed for 5 seconds and transferred into the cartridges. Loaded cartridges 

were washed with 1 ml of a 2% formic acid solution, followed by a wash using 1 ml of a 

0.2% FA solution prepared in 0H2+��7KH�DQDO\WH�HOXWLRQ�VWHS�ZDV�GRQH�XVLQJ�����ȝO�RI�

2% ammonium hydroxide solution prepared in MeOH. Samples were evaporated to 

GU\QHVV�XQGHU�D�VWUHDP�RI�QLWURJHQ��IROORZHG�E\�D�UHVXVSHQVLRQ�LQ�����ȝO�RI� WKH�PRELOH�

phase A (94.5:2.5:2.5:0.5 ACN: MeOH: H2O: FA + 5 mM Amm. Form.). Samples were 

XOWLPDWHO\�WUDQVIHUUHG�LQWR�D�����ȝO�JODVV�LQVHUW�DGGHG�WR�D���PO�YLDO��$�YROXPH�RI���ȝO�ZDV�

injected into the UPLC-MS/MS system for analysis. 

2.6. Instrumentation and Parameters 

The quantitation of potential GD biomarkers in urine, as well as creatinine, was done 

using an Acquity I-class UPLC system coupled to a Xevo TQ-S tandem mass spectrometer 

(Waters Corp. Milford, MA, USA). Detailed parameters used are shown in Table 1. 
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Table 1. Ultra-performance liquid chromatography coupled to tandem mass 
spectrometry (UPLC-MS/MS) method parameters. 

Parameters Description 
Chromatographic parameters 

HPLC Column Halo HILIC 2.7  
Advanced Materials Technology (Wilmington, DE, USA) 

Column Dimension 4.6 x 1500 mm 
Particle Size ����ȝP 

Column Temperature 24°C 
Weak Wash Solvent ACN 
Strong Wash Solvent ACN 

Injection Mode Partial Loop  
Injection Volume ��ȝO 
Mobile Phase A 94.5:2.5:2.5:0.5 ACN: MeOH: H2O: FA + 5 mM Amm. Form. 
Mobile Phase B 10:89.5:0.5 ACN: H2O: FA + 5 mM Amm. Form. 

Flow rate 0.85 ml/min 

Gradient  
(% Mobile Phase B) 

0.0   ® 9.5 min: 12.5% 
9.5  ® 11.0 min: 70.0% 
11.0  ® 12.0 min: 12.5% 

Mass spectrometry parameters 
Ionization Mode Electrospray Ionization (ESI) 

Polarity Positive  
Acquisition Mode Multiple Reaction Monitoring (MRM) 
Capillary Voltage 3.2 kV 

Desolvation Temperature 550°C 
Desolvation Gas Flow 750 l/h 

Cone Gas Flow 150 l/h 
Source Temperature 150°C 

Analytes 

Compound Transitions (m/z) Cone Voltage 
 (V) Collision Energy (V) Dwell Time  

(s) 
Creatinine 144.07 > 44.05 10 5 0.200 

Creatinine-(D3) 117.09 > 47.07 10 5 0.200 
Lyso-Gb1 -28 Da 434.31 > 254.25 38 18 0.021 
Lyso-Gb1 -26 Da 436.25 > 238.18 38 18 0.021 
Lyso-Gb1 -12 Da 450.31 > 252.23 38 18 0.021 

Lyso-Gb1  462.34 > 282.28 38 18 0.021 
Lyso-Gb1 +2 Da 464.29 > 284.22 38 18 0.021 
Lyso-Gb1-(13C6) 468.36 > 282.28 38 18 0.021 
Lyso-Gb1 +14 Da 476.36 > 296.26 38 18 0.021 
Lyso-Gb1 +16 Da 478.34 > 280.26 38 18 0.021 
Lyso-Gb1 +30 Da 492.32 > 294.24 38 18 0.021 
Lyso-Gb1 +32 Da 494.33 > 296.26 38 18 0.021 

Polycyclic Analog 362 Da 362.18 > 164.11 38 18 0.021 
Polycyclic Analog 366 Da 366.18 > 168.10 38 18 0.021 
Polycyclic Analog 390 Da 390.21 > 192.14 38 18 0.021 
Polycyclic Analog 394 Da 394.21 > 196.13 38 18 0.021 

 



 

 

227 

227 

2.7. Biomarker Quantitation 

Creatinine was quantified using commercially available standard and internal 

standard. Considering that creatinine is a molecule found in all urine samples (even in 

synthetic urine), the calibration curve needed to be prepared in water to avoid 

underestimating creatinine levels in samples. Moreover, to obtain the most accurate and 

precise quantitation possible, a 9-point calibration curve with concentrations ranging from 

0 to 30 mM of creatinine was used. A quadratic curve with a weighing 1/x and the origin 

value included were selected. Data processing was achieved with MassLynx/QuanLynx 

software version 4.2 SCN982 (Waters Corporation, Milford, Massachusetts). Regarding 

lyso-Gb1 and analogs, including polycyclic analogs, quantitation was achieved using a 9-

point calibration prepared in synthetic urine with a commercially available lyso-Gb1 

standard. Considering that no standards or internal standards are available for lyso-Gb1 

analogs, we performed a relative quantitation of these latter metabolites using the lyso-Gb1 

calibration curve and internal standard. Similar to the creatinine, lyso-Gb1 quantitation was 

achieved using a quadratic calibration curve with a weighing 1/x. Data were also processed 

with the MassLynx/QuanLynx software version 4.2 SCN982 (Waters, Milford, 

Massachusetts). 

2.7. Method Validation 

Various concentrations of urine samples were selected for the creatinine assays. The levels 

were measured using a method previously described [28]. Briefly, the method consists of 

successive dilution steps of a urine sample in a 65:35 ACN: H2O +50 mM Amm. Form. 

and 0.5% F.A to achieve a total final dilution factor of 1:4 000. A deuterated internal 

standard (Creatinine-D3��LV�DOVR�DGGHG�WR�LQFUHDVH�WKH�PHWKRG¶V�UHOLDELOLW\��6DPSOHV�ZHUH�

then injected into a UPLC-TOF/MS for quantitation. A 9-point calibration curve with 

concentrations ranging from 1 to 30 mM of creatinine plus including a blank with the 

internal standard only was used. UPLC-MS/MS parameters are shown in Supplementary 

Table 1. The selected urine samples had creatinine concentration levels of 1.9 mM (low 

QC), 9.5 mM (medium QC), and 19.0 mM (high QC). These urine matrices were then 

spiked with lyso-Gb1 standard to obtain QCs with concentrations of 10 nM (low QC), 187 

nM (medium QC), and 650 nM (high QC). Using these prepared QC samples, both intraday 
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(5 replicates per QC per day) and interday (over 5 different days) precision and accuracy 

parameters were evaluated. Considering the limited volume of GD patient urine samples, 

intraday precision assays (5 samples/day) and interday precision assays (3 samples/day for 

5 days) for lyso-Gb1 analogs and polycyclic analogs were evaluated using a HQC (patient 

with the highest concentration of biomarkers in the cohort) and a LQC (patient with 

average biomarker concentrations). The lyso-Gb1 calibration curve correlation factor was 

evaluated for each validation day using a freshly prepared curve. Sample stability for 24 

hours, 48 hours, one week, and one month at -30°C, 4°C, and room temperature (22oC) 

was assessed by comparing stability QCs with their respective baseline values. Glass- and 

plasticware adhesion were evaluated by transferring a resuspended samples three times into 

a vial using either a Pasteur pipette (glassware adhesion) or a regular plastic tip (plastic 

adhesion). Freeze/thaw cycles biases were evaluated by comparing measured levels of 

lyso-Gb1 from aliquots of a patient sample. Half of these aliquots went through three 

freeze/thaw cycles (n=3) while the other half was prepared following a regular protocol. 

The matrix effect was measured by post-column infusion using lyso-Gb1-13C6 at a 

concentration of 1 µg/ml and a constant flow rate set at 0.15 µl/min. Limits of detection 

(LOD) and limits of quantification (LOQ) were calculated using the standard deviation 

obtained by analyzing 10 times the same patient sample. The standard deviation was then 

multiplied by three to estimate the LOD and by ten to estimate the LOQ. 

3. Results and Discussion 

3.1. Chromatographic Separation  

The chromatographic method was developed with 2 main objectives: 1) the separation 

of lyso-Gb1 from its structural isomer galactosylsphingosine (psychosine), and 2) a 

reduction of the matrix effect in the analyte and internal standard elution regions. When 

considering the separation of lyso-Gb1 from psychosine, some may argue that psychosine 

concentration is negligible compared to the concentration of lyso-Gb1 in GD patients. We 

believe that a chromatographic separation of these two structural isomers will allow greater 

applicability of the method described herein. Indeed, the chromatographic separation of 

lyso-Gb1 and psychosine favors the adaptability of the method for biomarker quantitation, 

particularly for Krabbe disease. Moreover, efficient separation of both metabolites 
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eliminates the risk of potential contamination from one metabolite to the other, which could 

affect the accuracy of the results. As shown in Figure 2, the separation of lyso-Gb1 and 

psychosine was achieved using the proposed chromatographic parameters. 

 

Figure 2. Ion chromatogram obtained by multiple reaction monitoring (MRM) of 60 

ng on-column of lyso-Gb1 standard (blue, retention time: 4.65 min) and 10 ng on-

column of psychosine standard (red, retention time: 4.96 min). 

As previously mentioned, the chromatographic separation of lyso-Gb1 and all related 

analogs was achieved using an isocratic separation during the elution of all compounds of 

interest followed by a short linear gradient to wash off the column prior to re-equilibration. 

The resulting chromatography is shown in Figure 3.  
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Figure 3. Chromatographic separation of potential lyso-Gb1 biomarkers and creatinine 

with their respective internal standards. A) Ion chromatograms using a MRM mode 

for lyso-Gb1, lyso-Gb1-(13C6), lyso-Gb1 analogs, as well as creatinine in a GD patient 

urine sample. B) Ion chromatograms obtained by MRM mode of polycyclic lyso-Gb1 

analogs in a GD patient sample. CPS: counts per second. 
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Regarding the matrix effect, there are no commercially available standards or internal 

standards for lyso-Gb1 analogs or polycyclic analogs. Therefore, lyso-Gb1-(13C6) was used 

as an internal standard for all these molecules. To correct the matrix effect, all these 

metabolites need to be compared under the same conditions, targeting a similar matrix 

effect. A relatively stable matrix effect was achieved for the entire duration of the 

chromatographic separation for all analytes using an isocratic gradient. As shown in Figure 

4, there were no regions with a significant ion enhancement or suppression between 3 and 

10 minutes corresponding to the retention time of lyso-Gb1 and related metabolites. More 

specifically, a continuous infusion of lyso-Gb1-(13C6) reveals three regions with high ion 

enhancement effects at 5.39 min, 6.16 min, and 6.74 min. Most analytes do not elute within 

those three regions; hence they are not affected by the ion enhancement effect observed. 

However, lyso-Gb1 analogs +14, +16, and +30 Da do have retention times relatively close 

to 5.39. However, even for those analytes, considering there is some difference in the 

retention time, we are confident that biases in quantitation caused by the matrix effect will 

be less than 15% for all analytes. 

 

Figure 4. Post-column infusion of lyso-Gb1-(13C6) (1 µg/ml; 0.15 µl/min) during the 

injection of a healthy control plasma sample. The matrix effect in the elution regions 

of the biomarkers analyzed was estimated to be < 15% for all analytes. In (1) elution 

region for lyso-Gb1 and lyso-Gb1-(13C6), as well as analogs -28, +14, +16 (A), and + 

30 Da. In (2) elution region for -12 (A), +2, +14, +16 (A), and +16 Da (B). In (3) 

elution region for polycyclic analog 390 Da, analogs -26, and -12 Da (B). In (4) elution 

region for analog + 32 Da. In (5) polycyclic analogs 362 and 394 Da while polycyclic 

analog 366 Da elutes in the region (6). 
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Regarding the lyso-Gb1 analog +14 Da, two peaks were visible in the chromatogram 

(Figure 3A). To assess if both compounds were indeed lyso-Gb1 analogs, fragmentation 

tests were performed using an Acquity UPLC (Waters Corp., Milford, Massachusetts) 

coupled to a time-of-flight mass spectrometer (Synapt G1, Waters Corp., Milford Mas-

sachsetts). The UPLC-MS-TOF parameters used are described in Supplementary Table 2, 

as well as in a previously published paper by our research group [22]. The collision energy 

ramp used specifically for metabolites discussed herein ranges from 15 to 25 V. These tests 

reveal that both compounds were indeed isoforms of the same molecule since both 

metabolites produced similar fragments in almost identical relative abundances (Figure 5). 

Therefore, both peaks were considered as lyso-Gb1 analog +14 Da.  
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Figure 5. Fragmentation of lyso-Gb1 analogs +14 Da: A) fragments obtained from the 

metabolite with a retention time of 5.30 min; B) fragments obtained from the 

metabolite with a retention time of 5.53 min; in both A) and B), the precursor ion is 

indicated by a purple circle, a green triangle shows a loss of a water molecule, and a 

red square indicates a loss of a sugar unit. Parts per million (ppm) refers to the 

difference between experimentally measured masses (accurate mass) and theoretical 

masses (exact mass). CPS refers to the number of counts per second. 

The metabolomic study performed in GD patient urine specimens revealed the 

existence of a metabolite with two similar transitions for lyso-Gb1 analog +16 Da [22]. 

More specifically, for these analogs, accurate masses of 478.3357 Da and 478.3008 Da 
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were obtained. As suspected, fragmentation tests performed on these two molecules 

revealed that they are indeed structurally different [22]. To avoid any confusion when 

referring to these two metabolites, they were distinguished as lyso-Gb1 analog +16 Da (A; 

478.3357 Da; C24H48NO8) and (B; 478.3008 Da; C23H44NO9).  Therefore, this 

nomenclature was used thereafter. As shown in Figure 3A, several peaks with retention 

times from 5.43 to 5.56 min were detected. Fragmentation tests were made to assess if 

these peaks are structural isomers of analog +16 Da (A) or if they are entirely different 

molecules as previously noticed with analog +16 Da (B). UPLC-TOF/MS results are 

shown in Supplementary Table 2. The collision energy ramp used for the fragmentation 

tests ranged from 15 to 25 V. These fragmentation tests showed the same profile for both 

peaks and therefore peaks with retention time [5.43-5.56] min were quantitated as the 

analog +16 Da (A) (Figure 6).  
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Figure 6. Fragmentation of lyso-Gb1 analogs +16 Da. In A) fragments from the 

metabolite with a retention time of 5.43 min; B) fragments obtained from the 

metabolite with a retention time of 5.65 min; in both A) and B), the molecular ion is 

indicated by a purple circle, a green triangle shows a loss of a water molecule, and a 

red square indicates a loss of a sugar unit. CPS: counts per second. Parts per million 

(ppm) refers to the difference between experimentally measured masses (accurate 

mass) and theoretical masses (exact mass). 

Two chromatographic peaks were observed for analog -12 Da as shown in Figure 3A. 

Both peaks were flagged as potential biomarkers for GD during the metabolomic study 

performed in urine. These two metabolites had respective accurate masses of 450.2702 Da 

and 450.3007 Da.  
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Unfortunately, due to its limited concentration in samples and the presence of 

contaminants with similar retention times, it was only possible to find the peak associated 

with this metabolite with an accurate mass of 450.3007 Da when analyzed by MS/TOF. 

Since the precursor ion could not be found for the metabolite of 450.2702 Da, it was not 

possible to perform fragmentation tests for that specific molecule.  

However, the metabolomic study performed previously revealed an increase amongst 

GD patients while the metabolite was not detectable in most healthy controls (see 

Supplemental Figure 1) [22]. To be more specific, there was one healthy control out of 15 

who appeared to have an elevation of this metabolite. However, a more in-depth analysis 

revealed that this increase was caused by a contaminant with a similar mass and retention 

time. Indeed, the accurate mass measured for the contaminant was 450.3189 Da, which 

differs from the accurate mass observed for lyso-Gb1 analog -12 Da (A; 450.2702 Da) and 

(B; 450.3007 Da). These masses for lyso-Gb1 analog -12 Da suggest an elemental 

composition of C21H40NO9 and C22H44NO8, for (A) and (B) respectively, both of which are 

compatible with the lyso-Gb1 analog potential structures. Additionally, accurate masses 

and exact masses differ by -0.2 ppm and -13.3 ppm respectively for metabolites (A) and 

(B). Additionally, both molecules appear to be more increased in patients severely affected 

in our cohort, and it decreases upon treatment by ERT. Hence, we have decided to quantify 

these metabolites individually and refer to them as lyso-Gb1 analogs -12 (A; 450.2702 Da) 

and (B; 450.3007 DaA shoulder peak was also visible for lyso-Gb1 analogs -26 and +30 

Da (Figure 3A). Regarding the analog +30 Da, similar to the analog -12 Da, a second 

metabolite with an accurate mass of 492.3148 Da was flagged during the metabolomic 

study in urine [22]. This is relatively close to the accurate mass measured for the other, 

more abundant metabolite (492.3159 Da) and thus does not suggest different empirical 

formulas for these two molecules. Again, due to its limited concentration level, it was not 

possible to find a peak associated with this metabolite during fragmentation tests. However, 

the quantitation of both metabolites using a more sensitive mass spectrometer instrument 

(Xevo TQ-S, Waters Corp., Milford, Massachusetts) showed that the ratio between the two 

isomers seems relatively constant in samples. We, therefore, decided to include this 

shoulder peak as part of the analog +30 Da. Finally, the potential isomer for the analog -26 

Da, was not observed during the metabolomic study. However, this marker is present in 
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GD samples only, potentially excluding the hypothesis that it may be a contaminant. 

Moreover, its concentration appears related to the abundance of the dominant 

chromatographic peak observed for analog -26 Da. Indeed, in the vast majority of samples 

analyzed, the ratio between the shoulder peak and the peak itself appears relatively 

constant. We have therefore decided to include this potential isomer as part of lyso-Gb1 

analog -26 Da. 

3.2. Method Validation 

The method was validated using urine samples spiked with various concentrations of 

lyso-Gb1. As mentioned previously, there are no commercially available standards or 

isotopically labelled standards for lyso-Gb1 analogs. Therefore, to quantify these 

molecules, we had to select a commercially available standard with similar chemical 

properties such as the pKa of the ionization sites, and overall similar structures. 

Considering the closely related chemical and physical properties of lyso-Gb1 and all related 

analogs, these latter compounds were quantified using the lyso-Gb1 standard. Therefore, 

the method validation was done for all lyso-Gb1 related compounds using lyso-Gb1 

standards, as we expect similar results for both types of molecules. Results obtained for 

each validation parameter are shown in Table 2. Limits of detection and limits of 

quantitation for lyso-Gb1, lyso-Gb1 analogs and polycyclic analogs are shown in Table 3. 

Detailed results regarding intraday and interday precision and accuracy results for QCs and 

the stabilities of all metabolites are shown in Supplementary Tables 3 to 5. Considering 

that creatinine may be quite abundant in some urine samples and that an isotopically 

labelled internal standard (creatinine-D3) was used, parameters such as the limit of 

quantification (LOQ), the limit of detection (LOD), and the recovery were not evaluated. 

The adhesion of lyso-Gb1 analogs and polycyclic analogs to glass- and plasticware was not 

significant considering that the variations from baseline values ranged from -3.7% to 1.2%. 

 

 

 

 

Table 2. Method validation parameters using lyso-Gb1 and creatinine standards. 
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Validation parameter Results 
 Lyso-Gb1 Creatinine 
Average intraday precision (RSD*) (n=15) 2.9% 2.0% 
Average intraday accuracy (Bias) (n=15) 3.8% 3.0% 
Average interday precision (RSD*) (n=15) 5.3% 3.9% 
Average interday accuracy (Bias) (n=15) 4.2% 4.3% 
Calibration curve** (n=5) r2> 0.998 r2> 0.998 
Stability*** at -30°C At least a month At least a month 
Stability*** at 4°C 7 Days 7 Days 
Stability*** at room temperature 48 h 72 h 
Stability in the sample organizer (10°C) 48 h 48 h 
Freeze/Thaw (3 cycles) (Bias) 7.6% 5.3% 
Glassware adhesion (Bias) 4.2% 2.2% 
Plasticware adhesion (Bias) 5.8% 3.1% 
*RSD: Relative Standard Deviation. 
**r2 UHIHUV�WR�3HDUVRQ¶V�FRUUHODWLRQ�FRHIILFLHQW� 
*** Stability is defined by less than 15% variability from baseline values. 

 

Table 3. Method validation results for lyso-Gb1 analogs and polycyclic analogs. 

 Parameters 

Biomarker LOD 
(pM) 

LOQ 
(pM) 

Intraday precision 
(%RSD) 

Interday precision 
(%RSD) 

Recovery 
(%) 

   LQC HQC LQC HQC  
Lyso-Gb1 -28 Da 56 186 ND* 9.5 ND* 14.3 82.5 
Lyso-Gb1 -26 Da 108 360 5.3 10.9 11.9 11.3 87.6 
Lyso-Gb1 -12 Da 106 354 1.8 6.5 10.6 8.2 78.9 

Lyso-Gb1 -12 Da (B) 98 328 11.2 5.3 14.8 11.3 81.3 
Lyso-Gb1 +2 Da 101 337 7.8 6.9 12.2 8.5 82.3 
Lyso-Gb1 +14 Da 84 283 6.2 7.6 8.5 7.2 72.1 
Lyso-Gb1 +16 Da 105 351 6.9 2.1 15.9 11.1 78.9 

Lyso-Gb1 +16 Da (B) 89 296 7.7 10.9 6.7 10.5 85.0 
Lyso-Gb1 +30 Da 95 317 9.7 6.1 11.1 6.5 91.2 
Lyso-Gb1 +32 Da 90 301 5.1 8.6 8.2 13.0 80.0 

Polycyclic Analog 362 Da 105 305 3.3 5.6 6.9 4.7 98.3 
Polycyclic Analog 366 Da 94 314 21.1 12.7 37.9 33.7 51.8 
Polycyclic Analog 390 Da 109 364 5.2 4.2 21.6 15.3 82.8 
Polycyclic Analog 394 Da 91 303 18.3 9.2 23.3 21.4 65.5 

*ND: Not Detected. 
 
 
 

3.3. Biomarker Quantitation 
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Patients and controls were separated into three different groups namely untreated GD 

patients (n=18), treated GD patients (n=9), and healthy controls (n=9) as shown in Figure 

7. Patients in the treated group were under ERT for at least six months. 

 

Figure 7. Distribution of: A) lyso-Gb1 and analogs +32, +30, +16 (A) and (B), 
+14, +2, -12 (A) and (B), -26, as well -28 Da; and B) Distribution of polycyclic 
analogs 394, 390, 366, and 362 Da in untreated (n=18), treated (n=9) and healthy 
controls (n=9). The median concentration for each potential biomarker is indicated 
by a horizontal black bar. 
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All untreated GD patients but two had disease severity that could be qualified as 

"borderline to mild" based on the GD type 1 severity scoring system proposed by Weinreb 

et al. in 2010. The patients (n = 3) who were classified as "moderate or marked" with a 

score ranging from 3-9, did show a higher level of biomarkers, especially for analogs +32, 

+30, +16 (B), +2 Da, as well as polycyclic analogs 394, and 366 Da.  Unfortunately, 

considering the limited number of patients affected by a more severe form of the disease 

in our cohort, it is not possible to confirm if these markers have indeed a significant 

correlation with the overall disease severity. 

 

Biomarker quantitation showed that all proposed biomarkers were either not detected 

or below the limit of quantification in healthy controls. As expected, and confirmed by the 

Mann-Whitney U test, all biomarkers under study had a statistically significant difference 

in both GD groups (treated and untreated) from the control group at p < 0.01. Regarding 

treated and untreated patients, lyso-Gb1, as well as lyso-Gb1 analogs +32, +14, -28 Da, and 

polycyclic analog 394 Da, were the only biomarkers that showed a statistically significant 

difference between treated and untreated patients at p < 0.01. The p-values associated with 

each group are summarized in Supplementary Tables 6 and 7. While these data suggest 

that the aforementioned metabolites may be more sensitive for patient follow-up and 

monitoring, we would like to emphasize that most untreated patients in our cohort had an 

attenuated form of the disease. Based on studies done on other LSDs, it was demonstrated 

that even after treatment with ERT, residual levels of biomarkers are still present in tissues 

and biological fluids [26]. Patients classified as "borderline to mild" typically do not have 

an important concentration of biomarkers, whereas, for patients who are treated, 

biomarkers levels never truly return to baseline values such as those observed in healthy 

controls. This might be the reason why only a few biomarkers had a statistically significant 

difference between treated and untreated patients. A larger cohort with a wider range of 

disease severity would be required to fully investigate this hypothesis and to confirm if 

some metabolites are more reliable for follow-up and monitoring of patients than others. 

Out of the 18 untreated patients in our cohort, two were characterized as having moderate 

disease severity while the rest were characterized as having a very attenuated disease 

severity. More specifically, these patients displayed numerous clinical manifestations such 
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as bone pain, Erlenmeyer flask deformity, infarction, and avascular necrosis. Cytopenia 

and organomegaly were also observed. Both patients did have a bone marrow burden score 

between six and eight for both lower limb and spine. These patients also had significantly 

higher concentration levels of most biomarkers than other patients classified as "borderline 

to mild". In fact, out of the 14 potential biomarkers under study, only two, namely 

polycyclic analogs 366 and 394 Da were not significantly more elevated in these two 

patients compared to other GD patients affected by a less severe form of the disease. 

Unfortunately, while these data suggest that lyso-Gb1 and most analogs could correlate 

with disease severity, it is not possible, at this point, to confirm which metabolite has a 

significant correlation with the severity of GD. A larger cohort of untreated patients with a 

wider range of severity will be needed to fully investigate this. 

3.4. Biomarker Concentrations upon Treatment 

Three patients in our cohort had extended follow-up (15 months, 6 timepoints) post-

ERT. As expected, a decreasing trend in biomarker levels was seen following treatment 

(Figure 8). Clinical data regarding organomegaly and cytopenia associated with each time 

point is shown in Table 4. 
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Figure 8. Biomarker concentration levels post-ERT treatment in a 55-year-old female 

GD type 1 patient with p.N370S/D409H mutations: A) Concentration variation levels 

post-ERT for lyso-Gb1, lyso-Gb1 analogs +32, +30, +16 (A), +16 (B), +14, +2, -12 (A) 

and (B), -26, and -28 Da, as well as polycyclic analogs 390 and 362 Da; B) 

Concentration variation levels post-ERT for polycyclic lyso-Gb1 394 and 366 Da. 
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Table 4. Clinical data for 55-year-old female GD type 1 patient post-ERT. 

Months 
post-ERT 

Platelet Count 
(x103 mm3) 

Hemoglobin 
(g/dl) 

Liver Volume 
(by MRI*) 

Spleen Volume 
(by MRI*) 

0 94 12.9 1666 976 
3 105 13.3 - - 
6 136 13.0 1200 750 
9 185 13.8 - - 
12 184 13.9 1302 570 
15 124 14.5 - - 

*MRI: Magnetic Resonance Imaging. 

While not always linear, a decreasing trend was observed for most biomarkers 15 

months after treatment. The biomarker variation for two other patients with a longitudinal 

follow-up also showed a similar phenomenon, with an overall decreasing trend but not 

necessarily in a constant linear fashion (Supplementary Figures 2 and 3). Studies done on 

other diseases tend to demonstrate a certain variability in urinary biomarker concentration 

levels. For Fabry disease, the authors hypothesized that biomarker level variability can be 

related to physical activity, food intake, and water consumption [29]. Regarding other 

treated patients in our cohort without a longitudinal follow-up (n = 20), a decrease in 

biomarker levels 3 months post-ERT was noticed. However, more data from treated 

patients affected by a wider range of severity will be needed to assess the reliability of the 

biomarkers studied for follow-up purposes. Indeed, considering that our cohort was mostly 

from patients affected by a less severe form of the disease, a decrease in biomarkers may 

have not been as noticeable as in a patient with a more severe form of the disease with 

higher concentration levels of biomarkers. 

Moreover, although plasma quantitation of biomarkers was found to be a reliable 

method for the follow-up of patients, we believe that urine specimens might also be helpful 

for a biomarker evaluation as part of a biochemical profile for GD patients. Indeed, urine 

collection is much less invasive than blood collection. Moreover, collection techniques 

could potentially be developed where patients would use a filter paper to collect a urine 

sample at home and send it by regular mail to the appropriate facility. This would facilitate 

the follow-up of patients without requiring the patient to go to the hospital or collection 

centers. In fact, filter paper methods have already been developed for other LSDs such as 

Fabry disease and mucopolysaccharidoses [30-33]. 
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4. Conclusions 

A metabolomic study allowed us to identify and elucidate the chemical structure of 

these new potential metabolites for GD patients [22]. In this latter study, we used a UPLC-

QTOF, which has a better mass accuracy but is significantly less sensitive for targeted 

analyses than the triple quadrupole mass spectrometer used in the current manuscript. The 

gain in precision during the metabolomic study was a valuable tool for the structural 

elucidation process of the highlighted metabolites. In comparison, the focus of this current 

manuscript was to develop a sensitive and rapid method to quantify the metabolites 

highlighted in the metabolomic study. Following the detection of potential GD biomarkers 

in urine, we have developed and validated a novel UPLC-MS/MS method to perform the 

quantitation of these metabolites of interest. Once validated using available commercial 

standards, this method aimed to investigate potential correlations between biomarker levels 

and clinical manifestations related to GD. Our data revealed that all biomarkers under study 

were significantly elevated in GD patients compared to healthy controls. A significant 

decrease in most biomarkers was noticed at the three or six months visit post-treatment. 

Although these preliminary results are noteworthy, a larger cohort with patients having 

severe clinical manifestations is warranted to fully investigate the correlations between 

biomarker concentration levels and the severity of the disease displayed by patients. 

Regarding the three patients having longitudinal monitored treatment by ERT, a decreasing 

trend (although with variability), in most biomarker concentrations in a relatively short 

time (15 months) was observed, corresponding to an improvement in organomegaly and 

hematologic manifestations. In conclusion, it is strongly suggested to evaluate a profile of 

various types of GD biomarkers (e.g., biochemical and imaging) for efficient monitoring 

and follow-up of patients. 

5. Future perspectives 

The analysis of a larger cohort will be required to study the correlation between 

biomarker concentration levels and clinical manifestations of GD. Furthermore, a 

comparison between plasma biomarkers previously studied and the biomarkers discussed 

herein is needed to assess the strengths and weaknesses of both methods. Finally, different 

sampling collection procedures, such as urine collected on filter paper, will be investigated 
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in the near future considering the advantages for shipment and sample storage compared 

WR�³OLTXLG´�XULQH�VSHFLPHQV� 

6. Study limitations  

The lack of a standard and internal standard is a limitation for the polycyclic analog 

quantification. The use of more appropriate standards would surely improve the accuracy 

of the method regarding these polycyclic analogs as these new standards would better 

reflect the ionization potential and possibly correct the variability related to the sample 

preparation procedure. Another limitation in this study is the narrow range of severity of 

GD patients recruited. This has limited our ability to investigate potential correlations 

between biomarker concentration levels and clinical manifestations of the disease which 

would have increased the statistical power of the study. 

Supplementary Materials: The following are available online at www.mdpi.com/xxx/s1 
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Supplementary Table 1. Creatinine quantification parameters using an Acquity UPLC 
coupled to a Synapt G1 TOF-MS. 

Parameters Description 
Chromatographic parameters 

HPLC Column BEH HILIC 
Column Dimension 2.1x 500 mm 
Particle Size 1���ȝP 
Weak Wash Solvent ACN 
Strong Wash Solvent H2O 
Injection Mode Partial Loop Injection 
Injection Volume 2 ȝO 
Mobile Phase A ACN 
Mobile Phase B 99.5:0.5H2O:FA + 50 mM Amm. Form. 
Flow rate 0.5 ml/min 

Gradient  
(% Mobile Phase B) 

0 o 1 min: 5% 
1 o 3 min: 85% (linear gradiant) 
3 o 5 min: 50% (linear gradiant) 
5 o 6 min: 50% 
6 o 7 min: 5% (linear gradiant) 
7 o��� min: 5% 

Mass spectrometry parameters 
Scan Mode MS-TOF 
Ionization Mode Positive Electrospray Ionization (ESI+) 
Analyzer Mode V 
Dynamic Range Extended 
Capillary Voltage 2.0 kV 
Sampling Cone Voltage 25 V 
Extraction Cone Voltage 5.0 V 
Source Temperature 150°C 
Desolvation Temperature 450°C 
Cone Gas Flow 30 l/h 
Desolvation Gas Flow 700 l/h 
Trap Collision Energy 6.0 V 
Transfer Collision Energy 4.0 V 
Data Format 
Mass Range 50 to 1000 Da 
Scan Time 0.2 s 
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Supplementary Table 2. MS-TOF Parameters used for fragmentation tests of lyso-Gb1 

analogs -12 and +16 Da  

Mass Spectrometry Parameters Lock Mass Parameters 

Scan Mode MS-TOF Compound Terfenadine 
Ionization Mode ESI Concentration 12.5 nM 
Polarity Positive Exact Mass 472.3215 Da 
Analyzer Mode V Solvent 94.5:5:0.5 H2O:ACN:FA 
Dynamic Range Extended Scan Time 0.5 s 
Capillary Voltage 1.4 kV Interval 5.0 s 
Sampling Cone Voltage 10 V Sampling Cone Voltage 5 V 
Extraction Cone Voltage 5.0 V Trap Collision Energy 10 V 
Source Temperature 150°C Mass Window +/- 0.2 Da 
Desolvation Temperature 450°C Scan Average 3 

Cone Gas Flow 30 l/h   

Desolvation Gas Flow 700 l/h   

Transfer Collision Energy 2.0 V   

Data Format Centroid   

Mass Range 50 to 1000 Da   

Scan Time 0.1 s   
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Supplementary Table 3. Low (LQC), medium (MQC), and high (HQC) quality control samples precision and accuracy results for 
intra- and interday analyses  

 
 
 
 
 
 

 
Supplementary Table 4. Stability lyso-Gb1 of in urine samples expressed in bias (%) after 24 hours, 48 hours, 1 week, and 1 month 
at -30°C, 4°C, and 22°C 
 Stability Duration 
Temperature 24 hours 48 hours 1 week 1 month 

 LQC MQC HQC LQC MQC HQC LQC MQC HQC LQC MQC HQC 
-30°C 3.9 6.2 4.1 6.8 1.9 4.8 -4.9 6.7 7.1 5.2 3.4 1.9 
4°C 3.3 -2.7 -3.9 -1.2 3.5 8.8 -11.3 5.7 3.0 - - - 
22°C 6.0 3.9 6.2 8.9 -6.1 4.0 16.1 -12.9 -15.6 - - - 

 
 

Supplementary Table 5. Stability creatinine of in urine samples expressed in bias (%) after 24 hours, 48 hours, 1 week, and 1 month 
at -30°C, 4°C, and 22°C 
 Stability Duration 
Temperature 24 hours 48 hours 1 week 1 month 

 LQC MQC HQC LQC MQC HQC LQC MQC HQC LQC MQC HQC 
-30°C 5.7 3.9 1.2 2.9 4.3 6.1 -4.8 6.9 -2.6 -5.4 -3.2 8.1 
4°C 8.4 -2.7 -0.7 5.5 2.2 7.3 3.9 -4.4 5.2 - - - 
22°C 2.2 4.6 2.1 -7.1 -6.1 3.8 7.8 7.2 -6.3 - - - 

 
 

 Precision (RSD%) Accuracy (Bias%) 
 Intraday (n=5) Interday (n=5) Intraday (n=5) Interday (n=5) 
Analyte LQC MQC HQC LQC MQC HQC LQC MQC HQC LQC MQC HQC 
Lyso-Gb1 0.8 4.2 3.7 7.0 4.4 4.2 4.0 3.7 3.8 5.4 3.7 3.3 
Creatinine 3.1 1.4 1.6 8.2 1.7 1.8 2.6 4.9 1.6 6.6 4.8 1.5 
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Supplementary Table 6. Calculated biomarker p-values in treated, untreated severe, and attenuated GD patients as well as healthy 
controls using the non-parametric Mann-Whitney U test. 

Statistical significance was established at p < 0.01 
(*) Shows a statistically significant difference between compared datasets 
 
 
Supplementary Table 7. Calculated biomarker p-values in treated, untreated severe, and attenuated GD patients as well as healthy 
controls using the non-parametric Mann-Whitney U test. 

Statistical significance was established at p < 0.01 
(*) Shows a statistically significant difference between compared datasets 
 

 

 

 

 

 

Group comparison   Biomarker p-values 

 Analog 
-28 Da 

Analog 
-26 Da 

Analog 
-12 Da 

(A) 

Analog 
-12 Da (B) 

Analog 
+2 Da 

Analog 
+14 Da 

Analog 
+16 Da 

(A) 

Analog 
+16 Da 

(B) 

Analog 
+30 Da 

Analog 
+32 Da 

Control/Untreated < 0.001* < 0.001* < 0.001* < 0.001* < 0.001* < 0.001* < 0.001* < 0.001* < 0.001* < 0.001* 
Control/Treated < 0.001* < 0.001* < 0.001* < 0.001* < 0.001* < 0.001* < 0.001* < 0.001* < 0.001* < 0.001* 

Treated/Untreated < 0.001* 0.027 0.035 < 0.001* 0.015 0.009* 0.027 0.053 0.023 0.006* 

Group comparison  Biomarker p-values 
 Lyso-Gb1 

Polycyclic Analog 
362 Da 

Polycyclic Analog 
366 Da 

Polycyclic Analog 
390 Da 

Polycyclic Analog 
394 Da 

Control/Untreated < 0.001* < 0.001* < 0.001* < 0.001* < 0.001* 
Control/Treated < 0.001* < 0.001* < 0.001* < 0.001* < 0.001* 

Treated/Untreated  0.004* 0.031 0.047 0.232 0.005* 
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 Supplemental Figure 1. Trendplot analysis of lyso-Gb1 analog -12 Da (A) with a retention 

time of 5.92 min. The red square indicates a GD patient (n=15) and a black square indicates 

a healthy control (n=15). The red line indicates two standard deviations while the green line 

indicates one standard deviation. 
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Supplementary Figure 2. Biomarker level variation following ERT treatment in a 55-year-

old male GD type 1 patient p.N370S/D409H mutation. A) Concentration variation levels 

post-ERT for lyso-Gb1, lyso-Gb1 analogs +32, +30, +16 (A), +16 (B), +14, +2, -12 (A) and 

(B), -26, and -28 Da, as well as polycyclic analogs 390, and 362 Da; B) Concentration 

variation levels post-ERT for polycyclic lyso-Gb1 394 and 366 Da. 
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Supplementary Figure 3. Biomarker level variations following ERT treatment in a 18-year-

old male GD type 1 patient with p.N370S/D409H mutation. A) Concentration variation post-

ERT for lyso-Gb1, lyso-Gb1 analogs +32, +30, +16 (A), +16 (B), +14, +2, -12 (A) and (B), -

26, and -28 Da, as well as polycyclic analogs 390, and 362 Da post-ERT; B) Concentration 

variation levels post-ERT for polycyclic lyso-Gb1 394 and 366 Da. 
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Neonatal Mass Urine Screening Approach for Early Detection of 
Mucopolysaccharidoses by UPLC-MS/MS 
$XWHXUV�GH�O¶DUWLFOH: Iskren Menkovic, Anne-Sophie Marchand, Michel Boutin, Christiane 
Auray-Blais 
 
6WDWXW�GH�O¶DUWLFOH: publié dans Diagnostics 2019, 9, 195. 
 
Avant-propos: Iskren Menkovic a travaillé au niveau de la préparation pré-analytique des 

échantillons, du développement et de la validation de la méthode�� GH� O¶analyse des 

échantillons et du traitement de données. Iskren a également rédigé le manuscrit présenté ci-

dessous. Tout le travail réalisé par Iskren a été sous les conseils, les recommandations et la 

supervision des professeurs Michel Boutin et Christiane Auray-Blais.  

 

Mise en contexte :  

/¶$UWLFOH� �� HVW� HQ� OLHQ� DYHF� OD� �H� SDUWLH� GH� OD� WKqVH�� VRLW� OD� VHFWLRQ� SRUWDQW� VXU� OHV�

mucopolysaccharidoses (MPSs). Considérant la disponibilité des traitements pour la plupart 

des MPSs et les nombreux bienfaits documentés des traitements précoces, de plus en plus de 

spécialistes recommandent de dépister les maladies liées aux désordres du catabolisme des 

glycosaminoglycans. Alors que certains pays/états dépistent ou recommandent de dépister 

FHUWDLQV�W\SHV�GH�036V��LO�Q¶H[LVWH�SDV�DX�4XpEHF�GH�SURJUDPPHV�GH�GpSLVWDJH�SRSXODWLRQQHO�

en place pour cette classe de maladies. Ainsi, avec le support financier du Canadian MPS 

Society, une méthode de quantification des glycosaminoglycans urinaires a été développée 

HW�YDOLGpH�GDQV�OH�FDGUH�G¶XQH�UHFKHUFKH�pYDOXDWLYH��&HWWH�PpWKRGH�TXDQWLWDWLYH�HVW�G¶DLOOHXUV�

DGDSWpH�SRXU�XQ�GpSLVWDJH�SRSXODWLRQQHO�GHV�036V�HW�HOOH�HVW�FRPSDWLEOH�DYHF�O¶LQIUDVWUXFWXUH�

déjà en place au Programme québécois de dépistage néonatal urinaire. 
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Résumé :  

Les mucopolysaccharidoses (MPSs) sont un groupe de maladies lysosomales caractérisées 

par des perturbations au niveau du métabolisme des glycosamiglycans��WHOV�O¶KpSDUDQ�VXOIDWH��

le dermatan sulfate, le chondroïtine sulfaWH�� OH�NpUDWDQ�VXOIDWH��GH�PrPH�TXH� O¶K\DOXURQDQ��

Des accumulations au niveau de différents tissus et de liquides biologiques surviennent et 

pourront occasionner G¶LPSRUWDQWHV manifestations cliniques multisystémiques. La thérapie 

enzymatique de remplacement est un traitement disponible pour la plupart des MPSs. Bien 

que celle-ci ne parvienne pas à guérir complètement les personnes atteintes, elle altère 

considérablement la progression naturelle de la maladie et offre une meilleure qualité de vie 

pour les personnes atteintes. De plus, plusieurs pWXGHV� RQW� GpPRQWUp� OHV� ELHQIDLWV� G¶XQH�

intervention thérapeutique précoce. Il existe donc un besoin pour une méthode de dépistage 

populationnel des MPSs chez les nouveau-nés afin de pouvoir rapidement cibler les cas 

potentiels et leur apporter un traitement approprié. /¶REMHFWLI� SULQFLSDO� GH� FH� SURMHW� GH�

recherche était G¶pYDOXHU� OD� IDLVDELOLWp� de développer et de valider une méthode de 

quantification par spectrométrie de masse en tandem GH� O¶KpSDUDQ� VXOIDWH et du dermatan 

sulfate GDQV� OH� FDGUH� G¶XQ� pYHQWXHO� dépistage populationnel au Québec. Certains critères 

GHYDLHQW� rWUH� UHVSHFWpV�� VRLW� O¶XWLOLVDWLRQ� GH� OD�matrice SURSUH� DX� GpSLVWDJH�� GRQF� O¶Xrine 

prélevée VXU� SDSLHU� ILOWUH� HW� OD� GXUpH� G¶DQDO\VH qui devait être courte (environ 1 min par 

échantillon). Techniquement, ladite méthode permet O¶DQDO\VH� GH� O¶KpSDUDQ� VXOIDWH� HW� Gu 

dermatan sulfate ce qui oriente vers le dépistage de la MPS I, II, III, VI et VII. L¶REMHFWLI�

secondaire de cette étude consistait donc j� DQDO\VHU� ���� pFKDQWLOORQV� G¶XULQH� FRQWU{OHV�

provenant du Programme québécois de dépistage néonatal XULQDLUH�DILQ�G¶pWDEOLU�OHV�YDOHXUV�

de référence. Ultimement, la méthode a été développée, puis une étape de validation a révélé 

une bonne sensibilité. La méthode à permis de cibler des cas de MPSs dans des urines de 

patients plus âgés ce qui représente une preuve de concept importante.  
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Mucopolysaccharidoses by UPLC-MS/MS 

Iskren Menkovic, Anne-Sophie Marchand, Michel Boutin and Christiane Auray-Blais* 
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Abstract: Mucopolysaccharidoses (MPSs) are lysosomal storage disorders caused by 

deficiencies of enzymes involved in the catabolism of glycosaminoglycans (GAGs). Various 

treatments such as enzyme replacement therapy and/or hematopoietic stem cell transplant are 

available for MPSs. Early initiation of treatment improves the outcome and delays the onset 

of symptoms, highlighting the need for newborn screening for MPSs. The main objective of 

this project was to devise and validate a multiplex urine filter paper method for GAG analysis 

using a tandem mass spectrometry (MS/MS) approach to screen newborns for MPSs. Eluted 

urine samples from 21-day-old newborns were evaporated and a methanolysis reaction was 

performed. Samples were resuspended and analyzed using a UPLC-MS/MS system. A one-

minute chromatographic method allowed the absolute quantification of heparan sulfate (HS), 

dermatan sulfate (DS), and creatinine. Method validation revealed high precision (< 9% 

relative standard deviation) and accuracy (< 7% bias) for all analytes. The reference values 

normalized to creatinine obtained by the analysis of five hundred 21-day-old newborn urine 

samples were 34.6 +/-6.2 mg/mmol of creatinine and 17.3 +/-3.9 mg/mmol of creatinine for 

HS and DS, respectively. We present a rapid and efficient method for populational newborn 

urine screening using MS/MS, which could also be applied to high-risk screening. 

Keywords: mucopolysaccharidosis (MPS), newborn screening; heparan sulfate; dermatan 

sulfate; UPLC-MS/MS; dried urine spots (DUS) 

 



 

 

261 

261 

1. Introduction 

Mucopolysaccharidoses (MPSs) are lysosomal storage disorders (LSDs) caused by a deficit 

in the glycosaminoglycan (GAG) catabolism [1]. More specifically, MPS I (Hurler syndrome 

OMIM 607014, Hurler/Scheie syndrome OMIM 607015 and Scheie syndrome OMIM 

607016), MPS II (Hunter syndrome OMIM 309900), MPS III (Sanfilippo A±D syndromes, 

OMIM 252900, 252920, 252930, 252940), MPS VI (Maroteaux-Lamy syndrome, OMIM 

253200), and MPS VII (Sly syndrome, OMIM 253220) are characterized by defects in the 

degradation of heparan sulfate (HS) and/or dermatan sulfate (DS) leading to the accumulation 

of these biomarkers in several tissues and biological fluids. GAG storage results in 

progressive cellular damage [2,3]. The MPSs are characterized by a broad clinical spectrum, 

ranging from severe neonatal forms to attenuated forms diagnosed later on in adults [4]. 

Symptoms generally involve organomegaly, umbilical and inguinal hernias, hearing loss, 

macroglossia, coarse facial features as well as cardiac, respiratory, skeletal and cognitive 

impairments [5,6]. Enzyme replacement therapy (ERT) and/or hematopoietic stem cell 

transplant (HSCT) are available for patients with MPS I, II, VI, and VII [6±8]. 

Previous studies revealed that although affected newborns usually do not clearly exhibit signs 

of the disease, an elevation of GAGs can be measured in human fetuses and placentas [9], 

suggesting that the disease can be detected before the first clinical manifestations occur. 

Considering the irreversible nature of organ damages in MPS patients, experts have agreed 

that an early initiation of treatment may lead to significant delay and/or prevent the onset of 

clinical signs and improved outcomes [6,10±15]. Therefore, it has been recommended that 

newborns be screened for MPSs in the hopes of identifying them early. Moreover, MPS I 

was added in 2015 to the Recommended Uniform Screening Panel for the United States [10±

15]. 

Newborn screening (NBS) methods for LSDs usually involve dried blood spots (DBS) in 

which the enzyme activity is measured [16,17]. While DBSs can be a reliable matrix for 

NBS, urine samples offer major advantages, primarily non-invasive specimen collection, 

particularly in children, which can be performed at home by parents and has easy shipping 

of samples by regular mail in an envelope. The Provincial Neonatal Urine Screening Program 

in Sherbrooke, Quebec, Canada is a unique program (voluntary compliance of parents 
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averages nearly 90%) where 21-day-old babies are screened for inherited metabolic disorders 

using urine samples collected on filter paper (dried urine spots, DUS) and analyzed by thin-

layer chromatography. The following disorders are targeted: urea cycle disorders, and 

organic acidurias [18,19]. More recently, a method allowing the absolute quantification of 

HS and DS in DUS was developed by our group for high-risk screening using a high-

performance liquid chromatography tandem mass spectrometry technology (HPLC-MS/MS) 

[20]. This analytical method is useful for early detection, as well as monitoring and follow-

up of treated patients affected with MPS I, MPS II, MPS VI, and MPS VII. Unfortunately, it 

was not devised for a large-scale newborn urine screening program such as the one in Quebec 

(~70,000 newborns/year). However, the method as published, did not include creatinine 

analysis as part of a multiplex analysis to normalize the GAG levels. The importance of 

creatinine normalization has been shown to improve urine biomarker evaluation [21].  

To our knowledge, there is no rapid and non-invasive multiplex method allowing the absolute 

quantification of GAGs and creatinine using urine samples collected on filter paper, which 

can be used in a population-based newborn screening setting. The project presented herein 

had two main objectives: 1) to develop and validate a rapid high-throughput UPLC-MS/MS 

method suitable for NBS allowing the absolute quantification of HS, DS and creatinine in 

DUS; and 2) to establish normal reference values using five hundred DUS. 

2. Materials and Methods 

2.1. Ethics Approval 

Following the validation of the method, anonymized DUS were used to establish reference 

values before being discarded. After the discussion with the Institutional Review Board from 

our Institution, it was agreed that this development/validation activity was not considered as 

³UHVHDUFK´�DFFRUGLQJ�WR�WKH�DUWLFOH�����RI�WKH�&DQDGLDQ�7&36���7UL-Council Policy Statement 

2), no IRB approval was required. 

2.2. Urine Specimen Collection on Filter Paper 

Five hundred random and anonymized urine samples collected on filter paper (Whatman-GE 

903) from 21-day-old newborns with normal amino acid and organic acid profiles were 
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selected as healthy controls and were used to establish normal reference values. All samples 

were collected and sent by parents by regular postal service. Upon reception, urine filter 

papers were stored at room temperature until analysis. Similarly, DUS from MPS patients 

with ages ranging from 1.7 to 10 years old were collected and analyzed for comparison 

purposes. 

2.3. Reagents 

DS, chondroitin sulfate A (CS), HS, and creatinine standards, as well as methanol-D4 (99.8 

DWRP���'�� DQG� DPPRQLXP� DFHWDWH� ��� ���� SXULW\��ZHUH� SXUFKDVHG� IURP�6LJPD�$OGULFK�

(Saint-Louis, MO, USA). Creatinine-D3 (methyl D3, 99 atom % D) was obtained from CDN 

Isotopes Inc. (Pointe-Claire, QC, CAN). Optima® LC-MS grade water (H2O) was obtained 

from Fisher Scientific (Fair Lawn, NJ, USA). HPLC grade methanol (MeOH) and LC-MS 

grade acetonitrile (ACN) were purchased from EMD Chemicals Inc. (Darmstadt, Germany). 

Methanolic hydrochloric acid (HCl) 3 N was purchased from Oakwood Chemicals (Estill, 

SC, USA). Acetyl chloride was purchased from Fluka (Milwaukee, WI, USA), ammonium 

hydroxide (NH4OH) was obtained from Fisher Chemicals (Hampton, NH, USA), and formic 

acid (FA) was from Acros Organics (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). 

2.3.1. Analyte Stock Solutions 

DS and HS standards were diluted in H2O to make individual stock solutions at 10.0 mg/mL. 

The deuterated creatinine standard was also diluted in H2O to obtain an individual stock 

solution at 56.6 mg/mL. All standards were kept at 4 qC and were stable for at least one year. 

2.3.2. Internal Standard Stock Solutions 

Deuterated internal standards (IS) for HS and DS were prepared in-house by 

deuteriomethanolysis of HS and DS commercial standards, as reported in previous 

publications [5,20,22]. In summary, a 2.0 M MeOH-D4-DCl solution was prepared by adding 

80 µL of acetyl chloride dropwise on ice with continuous stirring to 500 PL of MeOH-D4. A 

volume of 580 PL of this 2.0 M MeOH-D4-DCl solution was then added to 600 Pg of HS or 

DS. The samples were then vortexed for 30 seconds and incubated for 75 minutes at 65 qC. 

Following the incubation, the samples were dried under a stream of nitrogen and resuspended 
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in 1 mL of H2O. These stock solutions at a concentration of 600 µg/mL were kept at 4 qC 

and showed no signs of degradation after 6 months. A stock solution of 20.0 mM of 

creatinine-D3 was prepared for deuterated creatinine. This stock solution was diluted 1:10 in 

water to obtain a 2.0 mM creatinine-D3 solution, which was used for the preparation of the 

resuspension solution. 

2.3.3. Standard Curves and Quality Control Working Solutions 

Eight standard solutions with concentrations of 0, 16, 50, 100, 250, 600, 1500, and 2000 

µg/mL for HS and DS, and 0, 2.7, 5.4, 6.8, 9.0, 13.6 and 18.1 mg/mL for creatinine were 

prepared. Also, low, medium and high-quality control (QC) solutions at 75, 200, and 1000 

µg/mL of HS and DS with 2.8, 5.7 and 11.3 mg/mL of creatinine, respectively, were prepared 

from stock solutions by dilution with H2O. Both QC and standard solutions were kept at 4 

qC and found to be stable for at least 6 months. 

2.3.4. Resuspension Solution 

The resuspension solution was prepared by mixing 9 mL of ACN, 700 PL of H2O, 150 PL 

of deuterated DS IS stock solution, 50 PL of deuterated HS IS stock solution, and 100 PL of 

the 2.0 mM creatinine-D3 stock solution. 

2.4. Sample Processing 

Filter papers were examined under ultraviolet light to confirm that the amount of urine 

required for the analysis was sufficient and a 5-cm disk was punched out. For calibration 

points, 50 PL of each calibration point was added and left to dry at room temperature. The 

5-cm disk was then folded in half and deposited in glass bottles. Extraction of the urine 

sample was done by adding 3.0 mL of 0.01 M NH4OH followed by rotary shaking for 10 

minutes (New Brunswick Scientific Shaker, Edison, NJ, USA). One hundred microliters of 

the extracted urine were transferred into a screw-topped glass tube and evaporated to dryness 

under a nitrogen stream, followed by a methanolysis reaction as previously described [20]. 

Briefly, 500 µL of MeOH/HCl 3 N was added to each tube. Samples were vortexed and 
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incubated at 65 °C for 55 min. Following the incubation, samples were once again evaporated 

to dryness under a nitrogen stream and 200 µL of the resuspension solution was added. 

2.5. Instrumentation and Parameters 

2.5.1. UPLC Parameters 

The chromatographic separation of HS, DS, creatinine and their respective deuterated 

internal standards was performed using a BEH Amide Ultra Performance Liquid 

&KURPDWRJUDSK\��83/&��FROXPQ������î����PP������ȝP�SDUWLFOH�VL]H���:DWHUV�&RUS��Milford, 

MA, USA) on an Acquity H-Class UPLC system (Waters Corp., Milford, MA, USA). The 

method runtime was 1 minute with a gradient ranging between 10% and 60% of mobile phase 

B. Chromatographic parameters are shown in Table 1. 

Table 1. Ultra Performance Liquid Chromatography (UPLC) parameters for the analysis 

of heparan sulfate (HS), dermatan sulfate (DS), and creatinine. 

UPLC Parameters 

Column BEH Amide 

ID × Length 2.1 × 50 mm 

Particle size ����ȝP 

Column temperature 40 °C 

Weak Wash solvent 95:5 ACN:H2O + 0.2% FA 

Strong Wash solvent 50:50 MeOH:H2O 

Injection volume ����ȝ/ 

Injector Flow-through needle 

Autosampler temperature 10 °C 

Mobile phase A 95:5 ACN:H2O + 0.2% FA + 10 mM CH3COONH4 

Mobile phase B 10:90 ACN:H2O + 0.2% FA + 10 mM CH3COONH4 

Flow rate 0.8 mL/min 

Gradient (% mobile phase B) 

0.0 o 0.1 min: 10% 

0.1 o 0.5 min: 60% (linear gradient) 

0.5 o 1.0 min: 10% 
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2.5.2. MS/MS Parameters 

The quantification of HS and DS-derived disaccharides from the methanolysis reaction, as 

well as creatinine and their related internal standards, was performed as a multiplex method 

using a Xevo TQ-S Micro tandem mass spectrometer (Waters). Ionization was performed in 

positive electrospray ionization (ESI+) and the mass spectrometer was operated in multiple 

reaction monitoring (MRM) mode to ensure that a maximum specificity was achieved. 

General MS/MS parameters, as well as the transitions used for each of the analytes and their 

respective deuterated internal standards are shown in Table 2. 

Table 2. Tandem mass spectrometry (MS/MS) parameters and transitions used for the 

quantification of DS, HS, creatinine and their respective deuterated internal standards. 

MS/MS Parameters 

Ionization mode ESI 

Polarity Positive 

Acquisition mode MRM 

Capillary voltage 3.44 kV 

Desolvation temperature 500 qC 

Desolvation gas flow 700 L/h 

Cone gas flow 150 L/h 

Source temperature 

Dwell time 

120 qC 

0.05 s 

Span 0 Da 

Transitions 

Compound Transitions (m/z) Cone Voltage (V) Collision Energy (V) 

DS 426.2 > 236.1 36 12 

DS-D6 IS 432.2 > 239.1 36 12 

HS 384.2 > 161.9 18 18 

HS-D6 IS 390.2 > 161.9 18 18 

Creatinine 113.9 > 86.0 34 10 

Creatinine-D3 116.9 > 89.0 34 10 
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2.5.3. Quantification Parameters 

The quantification of HS, DS and creatinine was performed using an 8-point calibration curve 

with the following concentrations: 0, 0.8, 2.5, 5.0, 12.5, 30.0, 75.0 and 100.0 Pg/mL for HS 

and DS and 0, 0.4, 0.8, 2.0, 3.0, 4.0, 6.0, 8.0 mM for the creatinine. Calibration curves were 

prepared in H2O and the resulting linear curves were forced to the origin for all analytes. 

Data were acquired over a 1-minute timeframe. Quantification was done using the response 

factor and data processing was achieved using TargetLynx® Application Manager, an option 

ZLWK�0DVV/\Q[���YHUVLRQ�����6&1�����6RIWZDUH��:DWHUV�� 

2.6. Method Validation 

The linearity of the 8-point calibration curve for HS, DS and creatinine was evaluated. 

Intraday (5 replicates in a day) and interday (5 different days) precision and accuracy assays 

were evaluated using different concentrations of QC solutions: low (3.8 µg/mL for HS and 

DS, and 1.3 mM for creatinine), medium (10.0 µg/mL for HS and DS, and 2.5 mM for 

creatinine), and high (50.0 µg/mL for HS and DS, and 5.0 mM for creatinine). The method 

accuracy was measured by spiking DUS with 20.0 µL of the previously mentioned QC 

concentrations. Experimental concentrations were then compared with theoretical values 

calculated by subtracting endogenous levels of analytes previously measured to the 

concentration of the spiked QC in order to assess the % bias. All interday analyses for HS, 

DS and creatinine included an 8-point calibration curve, low, medium and high 

concentrations (QCs), as well as a control urine sample. Both QC samples and control urine 

samples were prepared in triplicate for each interday. Adhesion to plastic and glassware was 

evaluated using QC samples which were transferred 3 times in a glass or plastic insert after 

the resuspension step. Control samples were used to establish the limit of quantification 

(LOQ) and the limit of detection (LOD) for all 3 analytes (corresponding to 10× and 3× the 

standard deviation of a control sample injected 10 times, for LOQ and LOD, respectively). 

The recovery following the DUS extraction was evaluated by comparing the area under the 

curve when a 1 mL urine sample was added to a filter paper and then extracted using the 

elution process described previously versus when a 1.0 mL sample was simply diluted in 3.0 

mL of the extraction solution. The freeze/thaw stability of HS, DS and creatinine following 
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the elution step was evaluated by comparing the measured concentration in QC samples 

before and after 3 freeze/thaw cycles. Finally, the stability of HS, DS, and creatinine in the 

elution solution was studied for 48 hours, one week and one month at temperatures ranging 

from ±30 to 25 °C. 

3. Results and Discussion 

3.1. Method Development and Validation 

The BEH Amide UPLC column allowed a good separation of all analytes based on 

hydrophilic interactions in a 1-minute chromatography run (Figure 1). The peak at 0.56 min 

was attributed to CS after confirmation with the corresponding standard (60 µg/mL). 

 

Figure 1. Ion chromatograms of heparan sulfate (HS), dermatan sulfate (DS), and 

creatinine standards (HS and DS at 34 Pg/mL and creatinine at 301 Pg/mL) and their 

deuterated counterparts (deuterated HS at 3.0 Pg/mL; deuterated DS at 9.0 Pg/mL 

and deuterated creatinine at 2.3 Pg/mL). I.S.: Internal standard; Cps: Counts per 

second. 
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Intraday (n = 5) and interday (n = 5) assays revealed that the biases (%) were less than 

7% and the relative standard deviations (RSD %) were less than 9% for HS, DS, and 

creatinine, respectively. An average coefficient of determination (r2) of 0.999 (n = 5) was 

achieved for the calibration curves of all the 3 analytes. There was no evidence of plastic or 

glassware adsorption (bias <3%). LOQs were 13.3 µg/mL, 8.2 µg/mL and 0.1 mM for HS, 

DS, and creatinine, respectively, while LODs were 4.0 µg/mL, 2.5 Pg/mL and 0.03 mM for 

HS, DS, and creatinine, respectively. 

Previous stability experiments performed by our group revealed that DS and HS were 

VWDEOH� RQ�'86� IRU� ��ZHHNV� DW� WHPSHUDWXUHV� UDQJLQJ� IURP���� WR�í��� qC [20]. Our results 

UHYHDOHG�WKDW�WKH�FUHDWLQLQH�LV�VWDEOH�DW�WHPSHUDWXUHV�UDQJLQJ�IURP����WR�í���qC for a 4-week 

period. Results showed good recoveries at 92% 89% and 94% for HS, DS and creatinine, 

respectively. Three freeze/thaw cycles had no impact on HS, DS and creatinine levels. 

Previous results obtained by our group showed that processed samples were stable for at least 

���KRXUV�DW�í����&�����&�DQG�DW�URRP�WHPSHUDWXUH������&��>��@�� 

3.2. Reference Values 

Following the method validation, five hundred DUS from 21-day-old control newborns 

were analyzed to establish reference values. Concentrations measured in DUS varied from 

17.9 to 56.5 mg/mmol of creatinine, and 7.3 to 30.5 mg/mmol of creatinine for HS and DS, 

respectively (Figure 2). We calculated the average + 1 standard deviation (SD) for HS and 

DS concentrations in 21-day-old control newborns as �������í�����PJ�PPRO�RI�FUHDWLQLQH�

DQG��������í�����PJ�PPRO�RI�FUHDWLQLQH��UHVSHFWLYHO\��7KH�OLPLW�IRU�WKH�UHIHUHQFH�YDOXH�ZDV�

thus set as the mean + 3 SD with values for HS at 53.2 mg/mmol of creatinine and for DS at 

29.0 mg/mmol of creatinine (Figure 2). A larger number of samples will eventually be 

required to establish reference values in order to reduce the false-positive rate.  
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Figure 2. HS and DS concentrations expressed in mg/mmol of creatinine measured 

in five hundred dried urine spots (DUS) from 21-day-old control newborns. Cutoffs 

values represented by the dotted line correspond to the average analyte 

concentration + 3 standard deviations. 

3.3. Urine Samples from Confirmed MPS Patients 

Urine samples from confirmed MPS patients (Age range: 20 months to 10 years old) 

were analyzed to evaluate the effectiveness of the proposed multiplex method. Results are 

shown in Table 3. Unfortunately, DUS from 21-day-old MPS patients were not available. 

The values measured in 21-day-old control newborns cannot be used to establish reference 

values for the older MPS patients evaluated because HS and DS urinary levels are known to 

decrease with age [5]. Reference values for HS and DS in children aged 4±9 years old have 

been shown to be more than 3 times lower than the 12-month age group [5]. However, DUS 

from controls with matching age and gender were analyzed to assess the efficiency of the 
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proposed method. As expected, all untreated MPS patients had increased levels of urinary 

HS and/or DS when compared with matching controls (Table 3); the 3 treated patients 

(patients 7 to 9) showed slightly increased levels of HS and DS. Unfortunately, based 

information on the time of initiation of treatment is not available. 

Table 3. Analysis of dermatan sulfate (DS) and heparan sulfate (HS) in urine 

samples collected on filter papers from Mucopolysaccharidose (MPS) patients. 

Patient MPS Type Gender 
Age 

(Years) 
ERT HS* DS* 

Control 

HS* 

Control 

DS* 

1 I (H) M 1.7 U 86.4 42.6 8.4 1.7 

2 I (H/S) M 8.0 U 68.7 36.4 9.7 1.4 

3 I (H/S) F 10 U 48.1 24.2 4.0 1.4 

4 II M 3.0 U 150.3 72.6 10.6 1.3 

5 II M 5.0 U 45.4 15.1 9.6 1.7 

6 II M 5.0 U 47.5 14.9 9.4 0.8 

7 II M 5.0 T 13.4 3.8 7.3 2.3 

8 II M 6.0 T 16.3 4.9 5.8 0.8 

9 II M 7.0 T 12.9 5.2 4.8 1.2 

10 IIIA M 3.0 U 142.1 4.0 8.4 1.8 

11 IIIB F 1.8 U 56.5 1.6 10.2 1.6 

12 VI F 10 U 65.4 46.4 7.7 2.9 

Gender: Male (M) or Female (F), Enzyme Replacement Therapy (ERT): Untreated 

patient (U) or treated patient (T). *Expressed in mg/mmol of creatinine. 

4. Conclusions 

The early identification of MPS affected newborns remains challenging since most of 

them do not exhibit any signs of the disease early in life [23]. However, considering that 

several studies demonstrated that GAGs are elevated as early as 21 weeks of gestation [9,24], 

we strongly believe that newborn screening will be a useful tool to identify patients before 

the onset of irreversible signs and symptoms associated with the disease. We described 

herein, the development and validation of a UPLC-MS/MS multiplex method, which allows 
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an absolute quantification of HS, DS and creatinine, and is suitable for newborn screening of 

MPS I, II, III, VI, and VII using urine DUS from 21-day-old newborns. The proposed method 

is rapid, efficient, and reliable which allows the analysis of 500 samples per day per UPLC-

MS/MS instrument. LC-MS/MS methods for urine GAG quantification have been previously 

published, but none allows the simultaneous quantification of HS, DS and creatinine by a 1-

minute method. Unlike dried blood spots, DUS collection offers major advantages since it is 

non-invasive and easy to collect by parents. It also favors storage and shipping of samples to 

biochemical genetics and metabolic laboratories at low cost by regular mail. Also, previous 

studies have shown that GAG concentrations are more elevated in urine specimens than other 

biological fluids such as blood and plasma, thus favoring urine as a better matrix to quantify 

GAGs for early detection of MPSs [25,26]. A limitation of this study is the unavailability of 

samples from 21-day-old infants affected with various MPSs. A future perspective involves 

the comparison of DUS and DBS glycosaminoglycan methods for MPS screening on the 

same newborn cohort. While this method is intended to screen newborns, it might also be 

suitable for high-risk screening [27] and monitoring treated MPS patients, as long as 

appropriate reference age-related values are established. 
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26 DISCUSSION 
26.1 Les études métabolomiques 

26�����/¶Rptimisation des paramètres UPLC et MS pour les études métabolomiques 
Le but des études métabolomiques réalisées dans le cadre de ce projet de doctorat était, entre 

autres, G¶LGHQWLILHU�GH�QRXvelles molécules pouvant être des biomarqueurs potentiels pour la 

maladie de Gaucher. L¶RSWLPLVDWLRQ�GHV�SDUDPqWUHV�HQ�VSHFWURPpWULH�GH�PDVVH�DLQVL�TXH�ceux 

en chromatographie liquide SHXW�V¶DYpUHU�SOXW{W�FRPSOH[H��FDU�LO�HVW�très difficile G¶DQWLFLSHU�

ce qui sera identifié au préalable en métabolomique. Dans le cas de la présente étude, en 

UDLVRQ�GH�OD�QDWXUH�GH�OD�PpWKRGH�G¶H[WUDFWLRQ�XWLOLVpH��QRXV�QRXV�DWWHQGLRQV�j�ce que le lyso-

Gb1 et ses analogues puissent être ciblés comme biomarqueurs pour la maladie de Gaucher. 

En effet, O¶extraction en phase solide j�O¶DLGH�GH�FRORQQH�« Mixed-Mode Cation Exchange » 

(MCX) cible les molécules faiblement basiques avec une région hydrophobe. De plus, en 

nous basant sur les expériences passées au niveau de la maladie de Fabry, nous savions que 

nous réussirions à isoler cette classe de molécules j� O¶DLGH�GH�FHWWH�PpWKRGH��Considérant 

cette anticipation de certains résultats, nous avons utilisé des standards du lyso-Gb1 pour 

O¶RSWLPLsation des paramètres en spectrométrie de masse et en chromatographie liquide pour 

les études métabolomiques. La phrase ci-haut a été remplacée par la phrase suivante: « De 

IDLW��DX�QLYHDX�GH�OD�FKURPDWRJUDSKLH�SRXU�O¶DQDO\VH�PpWDERORPLTXH�QRQ-ciblée, nous avons 

utilisé une méthode de 45 minutes avec un changement de gradient relativement lent pour 

être en mesure de séparer le lyso-Gb1 de son isomère, le galactosylsphingosine (psychosine), 

tel que décrit dans les Articles 1 et 3 aux pages 109 et 200 respectivement. De plus, 

O¶Xtilisation G¶XQ gradient lent diminue la suppression ionique et favorise la détection d'un 

plus grand nombre de molécules. eYLGHPPHQW��O¶DVSHFW�FKURPDWRJUDSKLque Q¶D�SDV�SX�rWUH�

évalué pour les autres molécules puisque nous ne savions pas, à ce moment, quels métabolites 

seraient identifiés. Pour ce qui est des paramètres de spectrométrie de masse, ceux-ci ont 

pJDOHPHQW� pWp�RSWLPLVpV�j� O¶DLGH�Gu standard de lyso-Gb1��'¶DLOOHXUV, cette optimisation à 

O¶DLGH� GH� FH� VWDQGDUG� V¶HVW� DYpUpH� SDUWLFXOLqUHPHQW� LPSRUWDQWH, car nous avons réussi à 

augmenter considérablement le signal tout en conservant un effet de fragmentation dans la 

source (« in-source fragmentation ») relativement bas. Il est fort possible que pour certaines 

molécules, comme les analogues polycycliques ou les phosphocholines identifiées dans le 



 

 

277 

277 

plasma, ces paramètres ne soient pas optimals. Cependant, il est important de préciser que le 

but visé par O¶pWXGH� PpWDERORPLTXH� HVW� O¶LGHntification des métabolites et non la 

quantification absolue des biomarqueurs. De plus, ORUVTXH� GHV� PROpFXOHV� G¶LQWpUrW� VRQW�

ciblées, il est possible G¶RSWLPLVHU�GLIIpUHQWV�SDUDPqWUHV�en spectrométrie de masse dans le 

EXW�G¶DXJPHQWHU�OH�VLJQDO�ORUV�GHV�des analyses MS/MS pour étudier la fragmentation de ces 

molécules. Dans le cas des deux études métabolomiques présentées, tous les analogues et les 

phosphocholines ciblés étaient très abondants dans les échantillons analysés pour les tests de 

fragmentation. En effet, lors des analyses MS/MS pour étudier la fragmentation de ces 

molécules, nous avons utilisé un échantillon de patient sévèrement atteint qui présentait un 

très haut niveau de biomarqueurs. Ce faisant, nRXV�Q¶DYRQV�GRQF�SDV�HX�EHVRLQ�G¶RSWLPLVHU�

GDYDQWDJH� OHV� SDUDPqWUHV� G¶LRQLVDWLRQ�� 6HXOV� OHV� SDUDPqWUHV� GH� IUDJPHQWDWLRQ� RQW� pWp�

optimisés pour chaque molécule DILQ�G¶REWHQLU un spectre optimal. 

26�����/¶Rrigine potentielle des biomarqueurs identifiés lors des études métabolomiques 
Les deux études métabolomiques réalisées ont SHUPLV�G¶LGHQWLILHU�GH�QRXYHDX[�ELRPDUTXHXUV�

DX�QLYHDX�GX�SODVPD�HW�GH�O¶XULQH� Étant donné la PpWKRGH�G¶H[WUDFWLRQ privilégiée dans le 

cadre de ces études à O¶DLGH� GH� la colonne MCX et des données disponibles sur les 

biomarqueurs existants SRXU�G¶DXWUHV�VSKLQJROLSLGRVHV��QRXV�QRXV�DWWHQGLRQV�j�découvrir des 

molécules apparentées au lyso-Gb1. De plus, nos études métabolomiques ont permis 

G¶REVHUYHU�XQH�YDULDELOLWp�LPSRUWDQWH�DX�QLYHDX�GHs biomarqueurs plasmatiques et urinaires. 

En effet, dans le cas des analogues du lyso-Gb1 par exemple, il est possible de constater que 

les analogues présents au niveau de O¶XULQH�VRQW�JpQpUDOHPHQW�SOXV�SRODLUHV�TXH�FHX[�SUpVHQWs 

dans le plasma. La raison derrière ce phénomène pourrait potentiellement reposer sur les 

mêmes bases que celui du métabolisme des médicaments. En effet, le métabolisme des 

médicaments se produit en 3 phases. /RUV�GH�OD�SKDVH����O¶REMHFWLI�SULQFLSDO�HVW�GH�WUDQVIRUPHU�

le sXEVWUDW� LQLWLDO� HQ� XQ� FRPSRVp� SOXV� SRODLUH� HW� VROXEOH� GDQV� O¶HDX. Ainsi, des réactions 

G¶R[\GDWLRQ��GH�UpGXFWLRQ�HW�G¶K\GURO\VH�VRQW�OHV�SULQFLSDOHV�WUDQVIRUPDWLRQV�HIIHFWXpHV par 

le cytochrome P450 dans le cadre de cette phase 1 (Phang-Lyn et Llerena, 2021). La phase 2 

quant à elle consiste à ajouter des groupements hydrophiles de manière à rendre la molécule 

HQFRUH�SOXV�SRODLUH�HW�VROXEOH�GDQV�O¶HDX�SRXU�IDFLOLWHU�O¶H[FUpWLRQ�GH�FHOOH-ci. Des réactions 

GH� JOXFXURQLGDWLRQ�� G¶DFpW\ODWLRQ� HW� GH� VXOIDWation sont souvent réalisées (Phang-Lyn et 

Llerena, 2021). La phase 3 quant à elle fait plutôt référence au rôle joué par des transporteurs 
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actifs qui auront pour but de diriger les substrats vers différents tissus pour ultimement être 

excrétés tant au niveau de la bile que GDQV� O¶XULQH (Almarzroo et al., 2017). Il est alors 

possible G¶H[WUDSROHU que le lyso-Gb1, une molécule cytotoxique qui est très abondante au 

niveau du plasma des patients Gaucher, soit métabolisé de façon similaire afin de produire 

des composés plus polaires et plus facilement excrétés GDQV� O¶XULQH�� Évidemment, cette 

assertion ne demeure TX¶XQH�K\SRWKqVH��PDLV�SRXUUDLW�HQ�SDUWLH�rWUH�OD�UDLVRQ�GH�O¶H[LVWHQFH�

des analogues du lyso-Gb1. Évidemment, des études mécanistiques devraient être réalisées 

afin de constater si les analogues du lyso-Gb1 sont en effet des produits de dégradation du 

cytochrome P450 dans le but de métaboliser le lyso-Gb1 cytotoxique. Ainsi, cette hypothèse 

pourrait en partie expliquer pourquoi le lyso-Gb1 plasmatique représente ~95-98% du 

contenu en lyso-Gb1 HW�DQDORJXHV�DORUV�TX¶au niveau GH�O¶XULQH�OD�FRQFHQWUDWLRQ�GX�O\VR-Gb1 

est équivalente à celle des analogues dits traditionnels.  

26.1.3 Les analogues polycycliques: des biomarqueurs inattendus 
Pour ce qui est des analogues polycycliques identifiés lors des études métabolomiques dans 

O¶XULQH�� LO� V¶DJLW� G¶XQH� GpFRXYHUWH� IRUW� LQWpUHVVDQWH� SXLVTXH� FHWWH� FODVVH� GH�PROpFXOHs Q¶D�

jamais été rapportée dans la littérature précédemment. Évidemment, avec ce type de 

découverte il y a toujours des TXHVWLRQV� TXDQW� j� O¶RULJLQH� GH� FHV� FRPSRVpV�� 6¶DJLW-il de 

biomarqueurs liés à la maladie ou bien des produits secondaires du métabolisme des 

glycosphingolipides? Nous avons observé une variabilité de la concentration des analogues 

polycycliques en fonction de la sévérité des atteintes et ce, au niveau de certains patients 

Gaucher qui provenaient de différents pays à travers le monde. De plus, bien que notre 

cohorte de patients *DXFKHU�SRXU�O¶pWXGH�XULQDLUH�DLW�pWp�UHODWLYHPHQW�OLPLtée en termes de 

patients ayant des atteintes sévères, nous avons tout de même observé une augmentation des 

analogues polycycliques chez les 3 patients plus sévèrement atteints comparativement au 

reste de la cohorte. Nous avons également observé une diminution au niveau de la 

concentration des analogues polycycliques chez les patients suite à un traitement par thérapie 

enzymatique de remplacement. 

 

La structure chimique des analogues polycycliques également semble suggérée que ces 

molécules sont des biomarqueurs qui proviendraient de UpDFWLRQV�G¶K\GURO\VH��G¶R[\GDWLRQ�

et de cyclisation j� SDUWLU� G¶XQH� VSKLQJRVLQH. Comme décrit précédemment, des réactions 
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G¶K\GURO\VH�HW�G¶R[\GDWLRQ�VH�SURGXLVHQW�IUpTXHPPHQW�ORUV�GH�OD�SKDVH���GX�PpWDEROLVPH�GHV�

médicaments pour rendre la molécule plus polaire afin de pouvoir être excrétée. Ainsi, bien 

que tous les éléments semblent suggérés que les analogues polycycliques soient des 

ELRPDUTXHXUV� G¶LQWpUrW� SRXU� OD� PDODGLH� GH� *DXFKHU� des études avec des cohortes plus 

nombreuses présentant des patients traités et non traités nous permettront de mieux évaluer 

la pertinence de ces biomarqueurs dans le domaine clinique.  

26.1.4 Les cohortes des études plasmatiques et urinaires 
La réusssite G¶XQH�pWXGH�PpWDERORPLTXH�HVW�directement liée à la « qualité » des échantillons 

analysés. En effet, une cohorte comportant des échantillons de patients non traités et qui sont 

sévèrement atteints de la maladie est souhaitable puisque la concentration de biomarqueurs 

devrait, en théorie, être plus élevée dans ces échantillons, ce qui augmente les chances que 

ceux-ci soient détectés lors des analyses non-ciblées par le spectromètre de masse en temps 

de vol. Dans le cadre de ce projet, nous avons utilisé deux types de matrices pour notre étude 

métabolomique��VRLW�O¶XULQH�HW�OH�SODVPD��En ce qui a trait à l¶pWXGH�PpWDERORPLTXH�GDQV�OH�

plasma, nous avons inclus des hommes et des femmes âgés de 18 ans et plus qui Q¶DYDLHQW�

jamais reçu de traitement et qui présentaient des manifestations cliniques sévères de la 

maladie. eYLGHPPHQW��OH�FKRL[�G¶LQFOXUH�XQLTXHPHQW�GHV�SDWLHQWV�non traités repose sur le 

fait que les patients traités ont, théoriquement, une concentration plus faible de biomarqueurs 

dans les échantillons biologiques. Pour FH�TXL�HVW�GH� O¶kJH�PLQLPDO��nous avons choisi de 

FRQVLGpUHU�XQLTXHPHQW�GHV�SDWLHQWV�G¶kJH�DGXOWH�SXLVTX¶LO�SHXW�V¶DYpUHU�GLIILFLOH�GH�UHFUXWHU�

GHV�FRQWU{OHV�G¶kJH�HW�GH�VH[H�DSSDULpV�chez des enfants contrôles FRQVLGpUDQW�O¶DVSHFW�LQYDVLI�

de la prise de sang. 

 

$X�QLYHDX�GH�O¶pWXGH�PpWDERORPLTXH�GDQV�O¶XULQH��QRXV�DYRQV�pWp�SOXV�limités au niveau des 

pFKDQWLOORQV�GLVSRQLEOHV��(Q�HIIHW��SXLVTXH�OH�VXLYL�GHV�SDWLHQWV�Q¶LPSOLTXH�JpQpUDOHPHQW�SDV�

G¶DQDO\VHs urinaires, nous avons dû recruter de nouveaux patients spécialement pour cette 

SDUWLH�GH�O¶pWXGH��&RPSWH�WHQX�GH�OD�VLWXDWLRQ�j�WUDYHUV�OH�PRQGH�DYHF�OD�SDQGpPLH�GH�&29,'-

���� OH� UHFUXWHPHQW� V¶HVW� DYpUp� H[WUrPHPHQW� FRPSOH[H� HW� QRXV� DYRQV� G�� QRXV� UpVRXGUH� j�

inclure des échantillons de patients présentant de faibles manifestations cliniques qui 

provenaient de différents centres à travers le monde qui ont accepté de collaborer au projet. 

&¶HVW� G¶DLOOHXUV� OD� UDLVRQ� SRXU� ODTXHOOH� GHV� FRKRUWHV� GLIIpUHQWHV� RQW� pWp� XWLOLVpHV� SRXU� OHV�



 

 

280 

280 

études métabolomiques dans le plasPD� HW� GDQV� O¶XULQH� 'DQV� OH� FDGUH� GH� O¶pWXGH�

PpWDERORPLTXH�GDQV�O¶XULQH��OH�VHXO�FULWqUH�G¶LQFOXVLRQ�pWDLW�G¶DYRLU�XQ�GLDJQRVWLF�FRQILUPp�

de la maladie et de ne pas recevoir de traitement. Ainsi, contrairement à l'étude plasmatique, 

nous avons inclus des patients pédiatriques GDQV�O¶pWXGH�XULQDLUH DILQ�G¶DYRLU�XQH�SOXV�JUDQGH�

PDUJH� GH� PDQ°XYUH� TXDQW� j� OD� VpYpULWp� GHV� DWWHLQWHV� GHV� SDWLHQWV� LQFOXV� GDQV� O¶pWXGH��

eYLGHPPHQW��OH�IDLW�G¶DYRLU�PDMRULWDLUHPHQW�GHV�pFKDQWLOORQV�GH�SDWLHQWV�DWWpQXpV�SHXW�rWUH�j�

O¶RULJLQH�G¶XQ�FHUWDLQ�ELDLV�GH�VRUWH�TXH�VHXOV�OHV�ELRPDUTXHXUV�OHV�SOXV�DERQGDQWV�RQW�SX�rWUH�

détectés, puis fragmentés adéquatement lors des expériences d'élucidation de structures par 

MS/MS. Bien que nous ayons identifié un certain nombre de biomarqueurs, O¶XQH� GHV�

limitations des études urinaires, tant pour la métabolomique que pour la quantification des 

biomarqueurs��HVW�OH�QRPEUH�OLPLWp�G¶pFKDQWLOORQs de patients sévèrement atteints.  

26.2 Les méthodes quantitatives SRXU�O¶DQDO\VH�GHV�ELRPDUTXHXUV�*DXFKHU 

26.2.1 Les défis et les solutions 
/¶XQ� GHV� GpILV� ORUVTXH� O¶RQ� FKHUFKH� j� GpYHORSSHU� GHV� PpWKRGHV� TXDQWLWDWLYHV� DYHF� GH�

nouveaux biomarqueurs est O¶DEVHQFH� GH� VWDQGDUG� RX� GH� VWDQGDUG� LQWHUQH� GLVSRQLEOH�

commercialement pour ces molécules. Afin de contourner ce problème, il est possible de 

développer des méthodes de quantification relative ce qui implique de quantifier un analyte 

SDU�UDSSRUW�j�OD�UpSRQVH�G¶XQe FRXUEH�GH�FDOLEUDWLRQ�G¶XQH�DXWUH�PROpFXOH��De fait, en ce qui 

concerne les deux méthodes de quantification présentées dans cette thèse, tous les analogues 

du lyso-Gb1 ont été quantifiés par rapport à la réponse de la courbe de calibration du lyso-

Gb1. eYLGHPPHQW��FH� W\SH�G¶DSSURFKH�nécessite le respect de certains paramètres pour en 

arriver à des résultats probants. Il doit y avoir une similarité au niveau des: 1) propriétés 

physico-chimiques des molécules DILQ� G¶REWHQLU un signal semblable en spectrométrie de 

masse; 2) VLWHV�G¶LRQLVDWLRQ��du pKA et de la structure générale des composés quantifiés de 

façon relative; 3) FRQGLWLRQV� G¶pOXWLRQ de toutes les molécules lors de la séparation 

chromatographique. En effet, le solvant utilisé pour O¶pOXWLRQ�SHXW�DYRLU�XQ�LPSDFW�PDMHXU�VXU�

le signal mesuré pour un analyte donné, car OD�SURGXFWLRQ�G¶LRQs HQ�SKDVH�JD]HXVH�V¶HIIHFWXH�

SOXV�IDFLOHPHQW�DYHF�GHV�VROYDQWV�YRODWLOV�WHOV�TXH�O¶acétonitrile RX�OH�0H2+�TX¶DYHF�GH�O¶HDX�

comme solvant. Nous avons donc XWLOLVp�GHV�JUDGLHQWV�VWDEOHV�SRXU�OHV�UpJLRQV�G¶pOXWLRQ�GH�

différents DQDO\WHV��7RXV�FHV�JUDGLHQWV�RQW�pWp�RSWLPLVpV�DILQ�GH�UpGXLUH�DX�PD[LPXP�O¶HIIHW�
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de matrice tout en conservant une haute résolution pour les pics associés aux différents 

analytes en chromatographie liquide.  

 

8Q� DXWUH� REMHFWLI� pWDLW� G¶DVVXUHU� OD� VpSDUDWLon chromatographique du lyso-Gb1 du 

galactosylsphingosine. De fait, lors du développement de la méthode quantitative dans le 

plasma, nous avons observé des traces de galactosylsphingosine dans les échantillons utilisés 

pour établir la courbe de calibration. Il était donc essentiel de séparer les deux isomères de 

sucre, qui faut-LO� OH� UDSSHOHU�� GLIIqUHQW� XQLTXHPHQW� SDU� O¶RULHQWDWLRQ� G¶XQ� JURXSHPHQW�

hydroxyl pour éviter un biais particulièrement pour les analytes de faible concentration. Pour 

ce faire, nous aYRQV�HX�UHFRXUV�j�XQH�FKURPDWRJUDSKLH�G¶LQWHUDFWLRQV�K\GURSKLOH�qui a permis 

sans contredit la séparation chromatographique de ces deux composés qui possèdent 

G¶DLOOHXUV�OH�PrPH�UDSSRUW�m/z. Par ailleurs, la littérature récente fait ressortir la difficulté de 

bien séparer le glucosylsphingosine du galactosylsphingosine (Welford et al., 2014; Mirzaian 

et al., 2017���'H�IDLW��FHUWDLQV�FKHUFKHXUV�IRQW�UpIpUHQFH�j�O¶KH[RV\OVSKLQJRVLQH qui comprend 

les deux molécules non séparées. Néanmoins, il demeure que les méthodes développées 

deviennent des atouts indéniables SHUPHWWDQW�O¶DQDO\VH�HIILFLHQWH�GHV deux biomarqueurs.  

26.2.2 Les corrélations entre les biomarqueurs et les manifestations cliniques 
Les études quantitatives réalisées dans le cadre de ce projet de recherche nous ont permis 

G¶pWDEOLU certaines corrélations entre les biomarqueurs plasmatiques et les manifestations 

cliniques viscérales et hématologiques de la maladie de Gaucher. Malheureusement, il ne fut 

pas possible G¶pWDEOLU�GHV�FRUUpODWLRQV avec les biomarqueurs urinaires puisque les patients 

Gaucher analysés avaient des atteintes atténuées. En effet, la grande majorité des patients 

FRPSRVDQW� QRWUH� FRKRUWH� SRXU� O¶DVSHFW� XULQDLUH� du projet avait une forme atténuée de la 

maladie où près de 80% G¶HQWUH� HX[� Q¶DYDLHQW� SDV� GH� PDQLIHVWations cliniques liées au 

système osseux et relativement peu de patients avaient des atteintes hématologiques et 

viscérales. Par ailleurs, il serait important GH�SRXUVXLYUH�O¶pWXGH�TXDQWLWDWLYH�DX�QLYHDX�GH�la 

matrice urinaire en recrutant un nombre important de patients avec une vaste étendue de 

manifestations cliniques. Une autre perspective serait G¶pYDOXHU�OHV�ELRPDUTXHXUV�DQDO\VpV�

chez les patients Gaucher de type 1 également chez les patients Gaucher de types 2 et 3.  En 

incluant des patients aux extrémités du spectre clinique de la maladie, nous pourrions avoir 
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une meilleure idée quant à la corrélation des différents biomarqueurs et les manifestations 

cliniques, donc la sévérité de la maladie.  

26.2.3 Les biomarqueurs urinaires et les biomarqueurs plasmatiques 
À ce stade-ci, il est trop tôt pour se prononcer à savoir quelle matrice est une source préférable 

de biomarqueurs en raison du manque de données au niveau des biomarqueurs urinaires. 

Cependant, LO�HVW�SRVVLEOH�TX¶XQH�FRPELQDLVRQ�GH�PpWKRGHs analytiques GDQV� O¶XULQH�HW� OH�

plasma soit la meilleure approche pour la prise en charge des patients Gaucher. En effet, avec 

O¶DQDO\VH�G¶pFKDQWLOORQV�GH�SDWLHQWs ayant une forme atténuée de la maladie de Gaucher, il 

nous a été possible de constater que les biomarqueurs tant urinaires que plasmatiques sont 

présents et facilement quantifiables. Ceci suggère donc que les deux matrices sont une source 

de biomarqueurs sensibles et robustes. Cependant, chacune de ces matrices possède des 

avantages et dHV� LQFRQYpQLHQWV�� 'DQV� O¶XULQH�� O¶DVSHFW� QRQ invasif de la collecte de 

prélèvement est un élément majeur, particulièrement pour une clientèle pédiatrique. '¶DXWUH�

part, nos données semblent indiquées que la quantification de biomarqueurs dans le plasma 

comporte un peu moins de variabilité. En effet, bien que le nombre de données soit très limité, 

lorsque O¶RQ�FRPSDUH�OHV�UpVXOWDWV�GHV�VXivis longitudinaux post traitements dans le plasma et 

O¶XULQH�SUpVHQWpV�DX[�Articles 2 (Figures 7, S-1 et S-2 aux pages 165, 177 et 178) et 4 (Figures 

8, S-2 et S-3 aux pages 242, 256 et 257) respectivement, il semble y avoir une diminution 

plus constante DX�QLYHDX�GH�OD�FRQFHQWUDWLRQ�GH�O¶HQVHPEOH�GHV�ELRPDUTXHXUV�SODVPDWLTXHV 

que pour les biomarqueurs urinaires. %LHQ� TX¶XQH� pWXGH� DYHF� XQ� SOXV� JUDQG� QRPEUH� GH�

données/patients sera requise pour confirmer cettte observation, en se basant sur nos résultats, 

une approche envisageable pour le monitoring et le suivi du patient serait de procéder aux 

dosages SODVPDWLTXHV�HW�XULQDLUHV�SRXU�OHV�SUHPLqUHV�VHPDLQHV�GX�GpEXW�G¶XQ�WUDLWHPHQW�SXLV��

lorsque les cliniciens sont en mesure de confirmer que le patient répond bien au traitement, 

OH�VXLYL�SRXUUDLW�rWUH�IDLW�XQLTXHPHQW�GDQV�O¶XULQH��Évidemment, compte tenu de la nature de 

la maladie, des prises de sang seraient nécessaires pour évaluer certains désordres 

hématologiques telles TXH� O¶DQpPLH� RX� OD� WKURPbocytopénie. Toutefois, cette approche 

pourrait réduire grandement le nombre de prises de sang requises en procédant à des analyses 

urinaires. De plus, le patient pourrait procéder lui-même aux prélèvements urinaires, donc 

PRLQV� GH� PRELOLVDWLRQ� GH� UHVVRXUFHV� KRVSLWDOLqUHV� UHTXLVHV�� ,O� V¶DJLW� Oj� GH� TXHOTXHV�

K\SRWKqVHV�VXU�O¶XWLOLVDWLRQ�SRWHQWLHOOH�GHV�deux méthodes quantitatives pour aussi évaluer un 
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profil de biomarqueurs. Plus de données HW� G¶pWXGHV seront toutefois requises pour 

comprendre et évaluer le potentiel que ces méthodes pourraient avoir dans un environnement 

clinique.  

26.2.4 Les méthodes quantitatives et les laboratoires cliniques 
Bien que les méthodes de quantification développées dans le cadre de ce projet ont été 

validées, davantage de données sur les forces et les limitations des méthodes sont nécessaires 

pour procéder à un transfert technologique vers la clinique. De fait, un nombre plus élevé de 

patients Gaucher devrait IDLUH�SDUWLH�G¶XQH�pWXGH�SURVSHFWLYH�afin de comprendre la variation 

et la signification réelle des biomarqueurs identifiés en particulier au niveau de la réponse au 

traitement. '¶DLOOHXUV, LO� VHUDLW� LPSRUWDQW�G¶pYDOXHU� O¶LQIOXHQFH�GH�Fertains paramètres face 

aux biomarqueurs ciblés WHOV�TXH� O¶alimentation, O¶exercice, la médicamentation ou autres. 

Bref, il existe encore des questions à répondre sur les propriétés des différents biomarqueurs 

GDQV� OH� FDGUH� G¶pYHQWXHOOHV� études prospectives. De plus, nos études quantitatives sont 

principalement orientées vers la distribution des biomarqueurs chez les patients. Il serait 

LPSRUWDQW�G¶établir des valeurs de référence chez les contrôles face aux patients de différents 

âges, sexes et ethnies. Néanmoins, les méthodes quantitatives en spectrométrie de masse 

développées et validées pourraient facilement être utilisables dans les laboratoires cliniques, 

FRQVLGpUDQW�TX¶HOOHV�VRQW�fiables et robustes. Il est toutefois important de mentionner que bien 

que les méthodes présentées soient robustes, certaines stratégies auraient pu être utilisées afin 

G¶DPpOLRUHU�OD�VSpFLILFLWp�GH�FHOOHV-FL��(Q�HIIHW��O¶XVDJH�G¶LRQV�UDSSRUWHXUV�SRXUUDLW�DXJPHQWHU�

OD�VSpFLILFLWp�GHV�GLIIpUHQWHV�PpWKRGHV�SXLVTXH�FH� W\SH�G¶DSSUoche utilise deux transitions 

G¶XQH�PrPH�PROpFXOH�DILQ�GH�V¶DVVXUHU�TXH� OD�PROpFXOH�TXDQWLILpH�HVW�SXUH��'DQV�FH� W\SH�

G¶DSSURFKH��XQ�LRQ�©�TXDOLWDWLI�ª�HW�XQ�LRQ�©�TXDQWLWDWLI�ª�VRQW�DQDO\VpV��/H�UDSSRUW�HQWUH�OHV�

GHX[�W\SHV�G¶LRQ�HVW�FRQQX�SRXU�FHUWDLQV�Saramètres définis. Ainsi, un écart face à ce rapport 

VXJJqUH� OD� SUpVHQFH�G¶XQ� FRQWDPLQDQW��&HWWH� DSSURFKH� HVW� UHODWLYHPHQW� VLPSOH� HW� SRXUUDLW�

IDFLOHPHQW�rWUH�XWLOLVpH�SRXU�V¶DVVXUHU�GHV�UpVXOWDWV�SURGXLWV. 

 

26.3 Le dépistage des MPSs 

26.3.1 Le dépistage des MPSs au Québec et ailleurs 
3RXU�TX¶XQH�PDODGLH�VRLW�FRQVLGpUpH�SRXU�XQ�GpSLVWDJH�SRSXODWLRQQHO��HOOH�GRLW�JpQpUDOHPHQW�

répondre à 3 critères soit : 1) une détection précoce de la condition doit être possible; 2) elle 
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doit RFFDVLRQQHU�XQH�DWWHLQWH�LPSRUWDQWH�j�OD�VDQWp�GH�O¶LQGLYLGX; et 3) des traitements sont 

disponibles�� TXL�� ORUVTX¶LQLWLps précocément�� SHUPHWWHQW� G¶DOWpUHU� VLJQLILFDWLYHPHQW� OD�

progression de la maladie (Chan et Petros, 2019). Aux États-Unis, la MPS I fait partie des 

maladies qui sont recommandées à être dépistées en période néonatale (Chan et Petros, 2019). 

De plus, la MPS II est également dépistée au niveau de plusieurs pays dont les États-Unis, le 

Japon et Taiwan, (Burton et al., �������/¶LQFOXVLRQ�GH�FHs maladies au panel de dépistage fait 

suite aux nombreuses preuves publiéeV�TXL�GpPRQWUHQW�O¶LPSRUWDQFH�G¶LGHQWLILHU�OHV�SDWLHQWV�

DWWHLQWV�GH�036�DILQ�G¶RUJDQLVHU�XQH�SULVH�HQ�FKDUJH�HW�XQ�WUDLWHPHQW�UDSLGH��0XHQ]HU������; 

Al-Sanna et al., 2015; Gabrielli et al., 2016). En effet, plusieurs publications décrivent les 

différences significatives au niveau de la progression de la maladie chez des enfants ayant 

reçu un traitement précocément comparativement à ceux ayant reçu un traitement 

tardivement dans O¶HQIDQFH��0XHQ]HU��������$O-Sanna et al., 2015; Gabrielli et al., 2016). 

8Q�IDLW�j�QRWHU�HVW�TX¶DX�Québec, les mucopolysaccharidoses ne sont pas dépistéeV�j�O¶pFKHOOH�

populationnelle. Par contre, considérant le transfert technologique possible du Programme 

québécois de dépistage néonatal urinaire vers la spectrométrie de masse, un ajout au niveau 

des biomarqueurs pour les MPSs pourrait facilement être fait GDQV�OH�FDGUH�G¶XQH�UHFKHUFKH�

évaluative. 

26.3.2 Les biomarqueurs analysés 
La méthode telle que pUpVHQWpH�GDQV�O¶Article 5 permet le dosage de O¶KpSDUDQ�VXOIDWH�HW�du 

dermatan sulfate. Par ailleurs, elle pourrait facilement être adaptée pour inclure également le 

chondroïtine sulfate. En effet, les standards utilisés dans le cadre de cette étude pour doser le 

dermatan sulfate ne sont pas purs à 100%. Il y a toujours une certaine contamination par le 

chondroïtine sulfate. Considérant cette contamination et puisque le dermatan sulfate et le 

chondroïtine sulfate partagent les mêmes transitions, il a été décidé que la séparation 

chromatographique des deux FRPSRVpV� pWDLW� UHTXLVH�� 'RQF�� GDQV� O¶pYHQWXDOLWp� R�� FHWWH�

PpWKRGH�HVW�XWLOLVpH�HQ�FOLQLTXH�HW�TXH�GHV�VWDQGDUGV�SXUV�VRQW�GLVSRQLEOHV�SRXU�O¶KpSDUDQ�

sulfate, le dermatan sulfate ainsi que pour la chondroïtine sulfate, il serait très simple 

G¶LQFOXUH�FH�GHUQLHU�VWDQGDUG�GDQV�OD�FRXUEH�GH�FDOLEUDWLRQ�HW�GH�OH�GRVHU�HQ�PrPH�WHPSV�TXH�

les deux autres biomarqueurs.  
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En ce qui concerne le kératan sulfate qui est augmenté chez les patients atteints des MPS 

,9$��,9%�HW�9,,��OD�PpWKDQRO\VH�Q¶HVW�WRXW�VLPSOHPHQW�SDV�FRPSDWLEOH�DYHF�FHWWH�PpWKRGH, 

car elle dégrade complètement le kératan sulfate. &¶HVW�SRXU�FHWWH�UDLVRQ�TXH les différentes 

méthodes de dosage du kératan sulfate ont recours à une digestion enzymatique par la 

kératanase pour la production de composés analysables en spectrométrie de masse en tandem 

(Auray-Blais et al., 2016; Auray-Blais et al., 2018). 

 

26.3.3 Les valeurs de référence pour les MPSs 
Pour ce qui est de la méthode de dépistage des MPSs développée dans le cadre de ce projet, 

LO� V¶DJLW� Oj� G¶XQH� SUHXYH� GH� FRQFHSW� TXL� SRXUUDLW� IDFLOHPHQW� rWUH� DGDSWpe et utilisable en 

clinique. La méthode est simple, rapide et fiable comme démontrée SDU�O¶pWDSH�GH�validation. 

Toutefois, la limitation majeure de cette étude fut O¶DEVHQFH� G¶pFKDQWLOORQs provenant de 

patients MPSs à 21 jours de vie. Malgré tout, nous avons WHQWp� G¶estimer les valeurs de 

référence SRXU�O¶KpSDUDQ sulfate et le dermatan sulfate en analysant 500 échantillons contrôles 

et en considérant la moyenne + 3 écarts-types. Typiquement, pour un test clinique, les valeurs 

de référence sont fixées au 95e percentile (Katayev et al., 2010). Cela signifie donc que dans 

une cohorte de 100 personnes contrôles, automatiquement 5 individus devraient avoir des 

valeurs dites anormales. Évidemment, pour des tests de dépistage populationnel visant 

70 000 échantillons/an, 5% de faux positifs engendre un nombre considérable G¶DQDO\VHs à 

refaire. Il est donc important de réduire ce nombre de faux positifs, sans augmenter le nombre 

de faux négatifs. En se basant sur des études récentes qui ont démontré une élévation des 

biomarqueurs liés aux MPSs chez les nouveau-nés atteints (Arunkumar et al., 2020), nous 

avons estimé que trois déviations standards au-dessus de la moyenne, comme valeur de 

référence serait mieux adaptée pour FHWWH�PpWKRGH�GH�GpSLVWDJH��eYLGHPPHQW��LO�QH�V¶DJLW�Oj�

TXH�G¶XQH� HVWLPDWLRQ�� Il est donc fort probable que ces valeurs de référence devront être 

réajustées après O¶DQDO\VH� G¶XQ� SOXV� JUDQG� QRPEUH� G¶pFKDQWLOORQs de contrôles et 

éventuellement de patients appartenant à la population cible. Malgré tout, nous avons testé 

cette méthode en analysant des échantillons de patients MPS plus âgés pour comparer à des 

FRQWU{OHV� G¶kJH� HW� GH� VH[H� DSSDULpV�� 1RV� UpVXOWDWV� RQW� été concluants. Nous avons pu 

confirmer que les patients MPS SUpVHQWDLHQW� GHV� DXJPHQWDWLRQV� LPSRUWDQWHV� G¶KpSDUDQ�

sulfate et/ou de dermatan sulfate comparativement aux contrôles.   
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27 CONCLUSIONS 
 
Dans le cadre de la partie touchant la maladie de Gaucher de ce projet de doctorat, nous avons 

été en mesure de cibler un total de 21 molécules qui pourraient potentiellement être des 

biomarqueurs pour ladite maladie. En résumé, notre étude métabolomique dans le sang a 

SHUPLV�G¶LGHQWLILHU ��ELRPDUTXHXUV�SRWHQWLHOV�DORUV�TXH�O¶pWXGH�PpWDERORPLTXH�GDQV�O¶XULQH�

D�UpYpOp����ELRPDUTXHXUV�SRWHQWLHOV��3DUPL� WRXV�FHV�ELRPDUTXHXUV�SRWHQWLHOV�����Q¶avaient 

jamais été décrits dans la littérature. '¶DLOOHXUV�� SDUPL� FHV� QRXYHDX[� ELRPDUTXHXUV�� QRXV�

DYRQV�LGHQWLILp�XQH�QRXYHOOH�FODVVH�GH�PpWDEROLWHV�G¶LQWpUrW�VRLW�OHV�DQDORJXHV�SRO\F\FOLTXHV�

du lyso-Gb1. Nos résultats indiquent également que cette nouvelle classe de molécules est 

VLJQLILFDWLYHPHQW�SOXV�pOHYpH�GDQV� O¶XULQH�TXH� OH� O\VR-Gb1 lui-même et les analogues dits 

« traditionnels » du lyso-Gb1. 

 

L¶LGHQWLILFDWLRQ� GHs biomarqueurs potentiels pour la maladie de Gaucher par les études 

métabolomiques nous a permis de travailler au développement et à la validation de méthodes 

de quantification par spectrométrie de masse en tandem. &HV�PpWKRGHV�V¶DYqUHQW fiables et 

robustes et ont été utilisées DILQ� G¶pWXGLHU� OD� GLVWULEXWLRQ� HW� OHV� LPSOLFDWLRQV� GH� FHV�

biomarqueurs chez des patients traités et non-traités. Ces études RQW� G¶DLOOHXUV� UpYpOp� GHV�

corrélations significatives entre certains biomarqueurs plasmatiques tels que les analogues -

28, -12, -2, +14, +16 et +18 Da et les atteintes viscérales et/ou hématologiques des patients 

Gaucher. De plus, nous avons noté une corrélation significative entre les scores de sévérité 

et certains biomarqueurs. Nos données indiquent également que les biomarqueurs 

plasmatiques diminuent rapidement face au traitement par thérapie enzymatique de 

remplacement, ce qui suggère que lesdits biomarqueurs pourraient être utilisés pour le suivi 

des patients. 'H�SOXV�HQ�SOXV�G¶pWXGHs SURSRVHQW�G¶XWLOLVHU�OH�O\VR-Gb1 plasmatique comme 

outil diagnostique (Hurvitz, 2019). Les résultats obtenus dans le cadre de cette étude semblent 

également montrer que le lyso-Gb1 SRXUUDLW� MRXHU� XQ� U{OH� LPSRUWDQW� GDQV� OH� FDGUH� G¶XQ�

diagnostic précoce puisque des différences significatives sont perceptibles même entre les 

patients atténués et les contrôles. En eIIHW��OHV�UpVXOWDWV�SUpVHQWpV�j�O¶Article 2 suggèrent des 

différences significatives au niveau de la distribution du lyso-Gb1 et les analogues dans le 

SODVPD�FKH]� OHV�SDWLHQWV�DWWHLQWV�G¶XQH� IRUPH� DWWpQXpH�GH� OD�PDODGLH�HW� OHV�FRQWU{OHV��&HV�

données suggèrent donc que les biomarqueurs plasmatiques ciblés sont dotés G¶XQ�JUDQG�
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niveau de sensibilité SXLVTX¶LOV�VRQW�GpWHFWDEOHV�FKH]�GHV�SDWLHQWV�QH�SUpVHQWDQW�TXH�WUqV�SHX�

de manifestations cliniques. 

 

Pour ce qui est des biomarqueurs urinaires, des résultats préliminaires suggèrent que les 

SDWLHQWV�DWWHLQWV�G¶XQH�IRUPH�SOXV�VpYqUH�GH�OD�PDODGLH�VHPEOHQW�DYRLU�GH�SOXV�KDXW�QLYHDX�GH�

biomarqueurs. Il est cependant à noter que cette observation est basée sur un nombre limité 

de patients présentant des atteintes plus sévères (n=3) parmi la cohorte de patients Gaucher 

étudiés GDQV�OH�FDGUH�GX�GpYHORSSPHPHQW�GH�OD�PpWKRGH�TXDQWLWDWLYH�GDQV�O¶XULQH��Article 3) 

De plus, HQ� UDLVRQ� G¶XQH� FRKRUWH� FRPSRVpH� GH� SDWLHQWV� D\DQW� une forme atténuée de la 

PDODGLH��LO�Q¶a pas été pRVVLEOH�G¶pWXGier en détails les corrélations entre les manifestations 

cliniques et les biomarqueurs urinaires.  

 

Finalement, QRXV� DYRQV� PRQWUp� OD� IDLVDELOLWp� G¶LPSODQWHU� GDQV� OH� FDGUH� G¶XQH� UHFKHUFKH�

évaluative éventuelle une méthode de dépistage populationnel des glycosaminoglycans, 

dermatan sulfate et héparan sulfate, pour les MPS I, II, III, VI et VII qui serait compatible 

avec le Programme québécois de dépistage néonatal urinaire en existence au Québec. Cette 

méthode G¶XQH�PLQXWH permet de doser les deux biomarqueurs normalisés à la créatinine. 

Aussi, une fois les valeurs de référence optimisées pour différents âges, cette méthode 

pourrait facilement être transférée en clinique GDQV�OH�FDGUH�G¶XQ�GpSLVWDJH�j�KDXW-risque. 
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