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Liens d’intéret
• Financement de congrès par Sanofi, Takeda, Orchard
• Honoraires pour des présentations, participation à des Board (Takeda, 

Orchard, Sanofi, Chiesi)
• Soutien financier pour la plateforme LysoDiag par Takeda



NOUVEAUX OUTILS DIAGNOSTIQUES DES MALADIES LYSOSOMALES

Généralités Activité 
enzymatique biomarqueurs biologie 

moléculaire
Questions et 

réponses
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+ protéines solubles
+ protéines membranaires

LIMPs, LAMPs, acidification (pompe à protons 
H+/ATPase),  transporteurs (cystinosine, 
sialine,…), 
+ lipides (composition spécifique)

Morphologie:  
●  Limité par une membrane simple 
●  Sphérique, ovoïde, parfois tubulaire
●  Matrice dense amorphe,  osmiophile  
●  Taille < 1μm à plusieurs μm 

Le Lysosome 

Organelle intracytoplasmique riche 
en enzymes =

hydrolases acides
Lysosome

Terme issu du grec luein : dissoudre, 
et sôma : corps

pH 5 
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Physiopathologie des maladies lysosomales

Parenti G, et al. EMBO Mol Med 2021;13(2):e12836 Pu J et al. J Cell Sci. 2016 Dec 1;129(23):4329-4339. 

Les multiples fonctions du lysosome sont 
influencées par sa position et sa mobilité 
dans la cellule à travers le cytoplasme

L'accumulation de substrats non dégradés (primaires et 
secondaires) déclenche de multiples événements impliqués 
dans la physiopathologie des maladies lysosomales

Maladies lysosomales = déficit en une enzyme (ou 
protéine) lysosomale impliquée dans la 
dégradation de molécules complexes



Synthèse Catabolisme

Normal 

SUJET NORMAL

Maladies lysosomales : concept général

Lysosome

MALADIECatabolisme
Bloqué

Efflux   bloqué

Déficit enzymatique / transporteur

Oligosaccharides
Sphingolipides
Mucopolysaccharides …

Oligosaccharides
Sphingolipides
Mucopolysaccharides …

Les maladies de surcharge lysosomale 
= maladies héréditaires du métabolisme 

regroupant environ 70 pathologies 
transmission le plus souvent 

autosomique récessive (sauf Fabry 
Danon Hunter liées X)

incidence globale est estimée à 
1:5000 naissances
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Sévérité des signes cliniques des maladies lysosomales

• Pour une même maladie lysosomale

Sévérité des 
signes cliniques

Activité
enzymatique résiduelle

Fœtus      Nouveau- né          Enfant  Adulte          Age de révélation

Hétérogénéité clinique +++ 
inter-individuelle
intrafamiliale
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Maturation anormale de 
l’enzyme

Gène muté

Molécules chaperonnes

Thérapie génique

Absence de 
synthèse d’enzyme

Thérapie substitutive 
(enzymothérapie)

Voie de biosynthèse

Inhibiteurs / modulateurs 
de la synthèse de substrat

Greffe de cellules 
Souches

Greffe de moelle 
osseuse

Substrat ProduitXenzyme

GénéralitésApproches thérapeutiques spécifiques



Xgène

Substrat ProduitXenzyme

3-analyse moléculaire

2- mesure d’activité enzymatique1-dosage des métabolites

Fluides biologiques: plasma, taches de 
sang sur buvard, urine, liquide amniotique, 
LCR…

NGS +++ Sanger
Panel de gènes
Exome
Génome

Tache de sang sur buvard, leucocytes, 
plasma, liquide amniotique, cellules cultivées, 
biopsies… 
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Maladies lysosomales : démarche diagnostique

Tests d’orientation
Frottis sanguin : lymphocytes vacuolés / 
cellules de surcharge

 Gangliosidose à GM1
 Mannosidose
 ISSD
 Sialidose
 ML II
 GSD II
 Wolman
 CLN 3 

La biologie moléculaire ne sert généralement 
PAS  au diagnostic initial

• Confirmer le diagnostic
• Possibilité de Diagnostic Prénatal
• Étude familiale (recherche des hétérozygotes)
• Conseil génétique
• Corrélation phénotype/génotype



Cox et al J Pathol 2012; 226: 241–254 



Sphingolipidose : Maladie de Fabry

• Déficit en alpha-galactosidase A
• Transmission liée à l’X mais les femmes peuvent être atteintes
• Accumulation progressive de glycosphingolipides neutres (globotriaosylcéramide ou Gb3 surtout) dans 

les lysosomes de différents types cellulaires: cellules endothéliales surtout, épithéliales, périthéliales, 
cellules musculaires lisses

• Maladie multisystémique
• Incidence: ~1/60.000 naissances
• Maladie panethnique

Gal Gal Glc

a-GalA
+ Saposine B

- Céramide - Céramide+

(Gb3)

Gal Glc

(Gb2)



Maladie de Fabry : 
présentation clinique

Formes variants ou 
later onset 
Variants cardiaques/ 
rénaux

= formes atténuées avec 
un tableau clinique 
incomplet 

Forme Classique

surcharge multiorgane, = 
manifestations algiques, 
dermatologiques, gastrointestinales, 
cochléaires dès l’enfance

 puis de lésions viscérales, rénales, 
cardiaques, vasculaires et 
neurologiques dès l’âge adulte jeune 
entraînant une morbi-mortalité 
élevée

Atteinte des 
cellules 
VASCULAIRES



Sphingolipidose : Maladie de Gaucher
• Déficit en Glucocérébrosidase
• Transmission autosomique récessive
• Accumulation progressive de glycosphingolipides neutres (glucosylceramide) dans les 

macrophages : cellules de GAUCHER
• Infiltration RATE FOIE OS POUMON 
• Production de cytokines, élévation enzyme de conversion de l’angiotensine,  de la ferritine, de la 

chitotriosidase
• Juifs ashkénazes +++
• Maladie multisystémique
• Incidence: ~1/60.000 naissances

Glucose

Glucocerebrosidase
+ Saposine C

- Ceramide Ceramide+
Glucose

Ernest Gaucher

Diagnostic par mesure de l’activité Glucocérébrosidase 
(leucocytes, tache de sang)



Maladie de Gaucher : présentation clinique
Fœtus      Nouveau- né          Enfant  Adulte          Age de révélation

Cholestase néonatale, 
ictère, cytolyse, 
hépatosplénomégalie

Anasarque, 
immobilisme 
foetal

Retard de 
croissance
Hépatospléno-
mégalie
Cytopénie(s)

(Hépato)splénomégalie
Cytopénie(s)
Atteintes osseuses  
(infarctus, ostéonécroses, 
fractures, diminution de la 
densité osseuse)

Pas d’atteinte 
neurologique pour le 

type I

En 2015, 502 patients 
vivants sont enregistrés 
dans le registre français : 
444 adultes et 58 enfants. 

1% des cas 
Décès < 2 ans

<5 % des cas

apraxie oculomotrice,
 épilepsie, ataxie 



• Définition interne du 
cadre

• Formalisation du cadre 
de partenariat avec les 
CHUs

Cadrage projet • Boards « Biologistes » : trois rencontres 
initiées par Takeda pour discuter de la 
poursuite des initiatives de dépistage 
avec le soutien des réseaux locaux. 

Boards avec les biologistes ML

Lettre CETL 
• Lettre envoyée aux directions des 

laboratoires impliqués dans les ML pour 
demander l’arrêt du diagnostic des ML 
à l’étranger 

Q4
2016

20172018  
2020

Le projet de kits DBS français, le fruit de 6 ans de travail collaboratif

2021 
-

2023• CHU de Rouen: Audit externe
février 2021, contrat signé
septembre 2021; Lancement en
mars 2022

• CHU Lyon : Audit externe en
novembre 2021, contrat signé juin
2023; Lancement en oct 2023

Validation finale & 
déploiement du projet

• Sélection par l’ensemble des 
biologistes présents de 2 sites: CHU 
Rouen & CHU Lyon 

LysoDiag Rouen 
Mars 22

LysoDiag Lyon
Oct 2023

Centogene, Allemagne
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Buvard Information 
Consentement

Mode d’emploi Enveloppe LysoDiag

1

3

2

4

S. BEKRI – LBM – CHU Rouen

En quoi consiste le kit LysoDIAG?
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Sang sur papier buvard : étape préanalytique critique !

Cytopénies : risque de 
valeurs enzymatiques 
abaissées (jusqu’à 20% 
des cas Gaucher)

2-4 taches traversantes 
Séchage 3h à température ambiante

Stabilité : délai 
d’acheminement 
< 7 jours à température 
ambiante

PREANALYTIQUE DBS
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Algorithmes de la plateforme lysodiag : 
Diagnostic des maladies de Fabry et Gaucher
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α-gal A activity GLA gene sequencing 
+ lyso-Gb3 levels

GLA gene sequencing

Fabry
disease lyso-Gb3 levels

Patient results to 
physician

Gaucher
disease

GBA
activity

GBA gene sequencing 
+ lyso-Gb1 levels

Patient results 
sent

to physician

Women

Men



S. BEKRI – LBM – CHU Rouen

Formulaire demande kit DBS 

Envoi des échantillons sur DBS (Lyon ou Rouen)

Etablissement signataire d’une convention 
donation Takeda

<<<<<
Rendus des résultats (1 seul échantillon DBS)

Enzymes / biomarqueurs : 3-4 semaines
Génotypage:     2-3 mois

LysoDIAG en pratique
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Présentation du laboratoire des maladies métaboliques du CHU de Lyon
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Hospices Civils de 
Lyon 
LBMMS
Service de biochimie 
et biologie moléculaire

Recrutement national 
70-80% des échantillons hors HCL

Diagnostic et suivi de plus de 500 Maladies
Héréditaires du Métabolisme

Accréditation NF EN ISO 15189:2012

Laboratoire de Biologie médicale de 
Référence (LBMR)

Agrément pour le prénatal

Centre constitutif des MHM

UF Maladies Héréditaires du Métabolisme (MHM)

CERLYMM – Dr Guffon Dr Fouilhoux



1- Mesures d’activités enzymatiques en multiplex sur tache de sang par MSMS

• Diagnostic 
- Gaucher
- Fabry hommes 
(Fabry femmes : 30-40% faux négatifs)
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α-gal A activity
GLA gene 
sequencing 
+ lyso-Gb3 levels

GLA gene sequencing

Fabry
disease

lyso-Gb3 levels

Patient results 
sent

to physician

Gaucher
disease

GBA
activity

GBA gene sequencing 
+ lyso-Gb1 levels

Patient results 
sent to physician

Women

Men

Plateforme lysoDIAG



3,2 mm

Kit NeoLSD™MSMS, Perkin-Elmer

Incubation IS/Substrat 19h

Extraction liquide liquide
FIA MS/MS

Elliot et al Mol Genet Metab 2016

Analyse des 
données

Produit formé 
µmol/L/h

Dried blood spot

MULTIPLEX
Fabry, Gaucher, Niemann-Pick 

A/B, MPS I, Pompe, Krabbe

Mesures d’activités enzymatiques sur tache de sang (DBS)

API 4500 Q-Trap (AbSciex©) 
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Produit de la réaction 384.5 > 264.3
IS   391.5 > 271.3

Normal

Gaucher

Courbes obtenues par MS/MS
FIA mode MRM

Molécule substrat

IS

produit

IS

produit
substrat XGlucocérébrosidase

substrat
Produit
384.5 > 264.3

Glucocérébrosidase

Exemple de résultat MSMS : maladie de Gaucher

Produit
384.5 > 264.3

Temps (min)

Intensité (cps)

Mesures d’activités enzymatiques sur tache de sang (DBS)
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Exemple de Résultats : maladie de Gaucher

Hétérozygotes

Malades

A investiguer  / contrôler 
Hétérozygotes ? Malades ? 
Leucopénie ?

Activité témoin haute 
responsable d’un ratio bas 
avec activité normale

Activité diminuée, ratio normal 
(leucopénie ? Qualité de 
l’échantillon ? Hémodilution ?)

Témoins

v
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beta-Glucocérébrosidase (µmol/L/h)

beta-Glucocérébrosidase

Kit NeoLSD™MSMS, Perkin-Elmer
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Kit NeoLSD™MSMS, Perkin-Elmer
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Activity (µmol/L/h)

Alpha-Galactosidase A

Controls

Fabry male

Fabry female

cut offs (95th p.)

(n=182)
(n=26)

(n=13)

Inactivation de l’X
(Echevarria et al Clin Genet 2016)
Activité AGALA normale dans 40% des cas chez les femmes

Kit NeoLSD™MSMS, Perkin-Elmer
Exemple de Résultats : maladie de Fabry
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Limite de détection
Limite de 
quantification

Limite supérieure de 
linéarité

Domaine de mesure et valeurs de référence - Kit Perkin Elmer Néo-LSD 

Activités en µmol/L de sang /h

Alpha-
Galactosidase A

0,21                                                          < 1,2

Ratio/Idu > 0,41

Malades hommes (n=49)
Valeurs de référence (5ème-95ème p.) 

1,67 20,30,71
2,65 10,2Ratio/Idu 0,02 – 0,17

Beta-
Glucocérébrosidase 0,17 Ratio/Idu > 0,55

Malades (n=33)
Valeurs de référence (5ème-95ème p.) 

0,37 19,1
3,36 13,4

0,04                                                                                      < 1,13           
Ratio/Idu 0,01 – 0,33

Maltase acide 0,18 Ratio/Idu > 0,48

Malades (n=51)
Valeurs de référence (5ème-95ème p.) 

0,40 24,2
2,90 13,4Ratio/Idu 0,02 – 0,15

0,12                                                                           < 0,86    

Sphingomyélinase 0,21 Ratio/Idu > 0,26

Malades (n=23)

Valeurs de référence (5ème-95ème p.) 
0,52 20,0

1,82 7,60Ratio/Idu 0,01 – 0,25

0,05                                                                                                 < 1,46   

Galactocérébrosidase
0,50 Ratio/Idu > 0,15

Malades (n=25)

Valeurs de référence (5ème-95ème p.) 
1,10 6,10

1,12 4,7Ratio/Idu 0,01 – 0,08

0,08                                        < 0,43

Alpha-L-Iduronidase 0,05 Ratio/Idu > 0,47
Valeurs de référence (5ème-95ème p.) 

0,10 17,2
3,14 14,2Ratio/Idu 0,01 – 0,01

Malades (n=4)0,02                                          <0,05 

EB-ANA-DE-400 -02

Dosage BIOMARQUEURS
ZONE GRISE
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2- Dosage de biomarqueurs
Lysosphingolipides sur taches de sang par MSMS

• Fabry / Gaucher : confirmation et aide au diagnostic 
En confirmation si activité déficitaire
En cas de doute : activité enzymatique diminuée non déficitaire

• Femme Fabry en complément de l’analyse moléculaire

α-gal A activity
GLA gene 
sequencing 
+ lyso-Gb3 levels

GLA gene sequencing

Fabry
disease

lyso-Gb3 levels

Patient results 
sent to physician

Gaucher
disease

GBA
activity

GBA gene sequencing 
+ lyso-Gb1 levels1

Patient results 
sent

to physician

Women

Men
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Plateforme lysoDIAG



LysoSphingolipides  Biomarqueurs des sphingolipidoses

Glucosylceramide

2

LysoGlucosylceramide 
/ Glucosylsphingosine

• LysoSphingolipide (LysoSL) = forme déacylée du sphingolipide
• Biomarqueur des sphingolipidoses (screening, suivi thérapeutique)
• Impliqué dans la physiopathologie de la maladie

Ceramide

- AG
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LysoGb3 : maladie de Fabry LysoHexCer : Maladie de Gaucher

FD fabry disease GD gaucher disease KD Krabbe disease ASMD acid sphingomyelinase deficiency 

Biomarqueurs dans les DBS
POPULATION ETUDIEE

Hommes Fabry n=41
Femmes Fabry n=30
Gaucher  n=30

Témoins  n=265

=> Intérêt du 
génotypage 
chez les 
femmes 



3- Analyse moléculaire sur papier buvard par séquençage haut débit (NGS)

Diagnostic 
- Femme Fabry
Confirmation du diagnostic 
- Gaucher
- Fabry homme
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α-gal A activity
GLA gene 
sequencing 
+ lyso-Gb3 levels

GLA gene sequencing

Fabry
disease

lyso-Gb3 levels

Patient results 
sent to physician

Gaucher
disease

GBA
activity

GBA gene sequencing 
+ lyso-Gb1 levels1

Patient results 
sent to physician

Women

Men

Plateforme lysoDIAG



Difficultés de la classification des variants : classification ACMG*

Sian Ellard et al 2020, ACGS Best Practice Guidelines for Variant Classification in Rare Disease

*ACMG : American College of Medical Genetics

Algorithme de 
classement

Score de 
pathogénicité

Likely = > 90% probabilité
polymorphisme

Analyse moléculaire par séquençage haut débit
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Analyse moléculaire par séquençage haut débit

27 critères
8 catégories



Exemple de la maladie de Fabry
Difficultés de la classification des variants

Plus de 1 000 variants du gène GLA ont été rapportés, 
la plupart pathogènes mais certains bénins ou encore de 
signification incertaine 
(VUS : Variants of Uncertain Significance).

Le variant définit la forme clinique (classique / later onset).
32

MAIS Articles 
contradictoires

7 exons

??



Germain DP, Clin Genet. 2022 Apr;101(4):390-402. 

Difficultés de la classification des variantsDifficultés de la classification des variants



Cas clinique : Lou… 12 ans

• Hépatosplénomégalie => Envoi kit DBS lysodiag
• ACTIVITE ENZYMATIQUE 

Glucocérébrosidase 0,32 µmol/L/h (N: 3,36-13,40)
Enzyme témoin Idu  3,80 µmol/L/h  (N: 3,14-14,20)
Ratio Gluco/Idu  0,08  (N>0,55)

• BIOMARQUEUR : 
    LysoHexCer :    > 17,4 nmol/L (N <0,84)

Résultats en faveur d’une maladie de Gaucher par déficit en Glucocérébrosidase

• GENOTYPAGE gène GBA : en cours
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Avant LysoDIAG

• Gain de temps pour le 
diagnostic

• Combinaison de tests pour 
un diagnostic fiable

• Cout moindre

1- ENZYME

Avantages des techniques sur papier buvard

2- biomarqueur + bio mol

+ +

1- ENZYME 

2- biomarqueur + contrôle enzyme +/- bio mol

ou BIO MOL 
+ biomarqueur femme Fabry

Faux négatif femmes Fabry 
30-40% cas

Second prélèvement



36

Taille échantillon réduite 1 seul buvard pour analyse 
biochimique ET génotypique

Etudes en multiplex : MS/MS, NGS
Diagnostic différentiel; Plusieurs patients et plusieurs pathologies 
traitées en parallèle
Puissance des techniques NGS : approche multiple 
(x gènes, x patients simultanément) ≠ Sanger : approche 
gène/gène patient/patient.                  

- Facilité de recueil
- Facilité d’envoi
- Stabilité
- Épargne sanguine

Haut débit

Avantages des techniques sur papier buvard



Liens utiles

• Catalogue des examens du CHU de Lyon
http://biobook.chu-lyon.fr/Home
• Liste des laboratoires :
• Orphanet https://www.orpha.net/consor/cgi-bin/index.php
• LBMR JORF n°0167 du 21 juillet 2021
• CETL comité d’évaluation des traitements des maladies lysosomales https://www.cetl.net/

• PNDS https://www.has-sante.fr/
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https://www.orpha.net/consor/cgi-bin/index.php
https://www.legifrance.gouv.fr/jorf/jo/2021/07/21/0167
https://www.cetl.net/
https://www.has-sante.fr/


Unité des Pathologies Héréditaires du Métabolisme et du Globule 
Rouge

Centre de Biologie et de Pathologie Est
Hospices Civils de Lyon
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Merci de votre attention  


