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Programme québécois de dépistage néonatal urinaire

Bl Début

B Dépistage

B Collecte d’urine
B Consentement
H But

B Age au dépistage
B Analyses/an

1973-2023

= 1971 (analyses débutées en 1973)

= Volontaire

= Parents

= Libre et éclairé

= Médecine génétique préventive

= 21 jours (depuis 1981)

= ~ 66 000 a 70 000 (pour les 5 dernieres années)




Neécessaires remis aux mamans et confidentialite

Neécessaires remis aux mamans
(1 commanditeé)

Rappels aux parents

Feuillet avec carte RAMQ
du nouveau-né

Biobanque et
confidentialité




Collaboration volontaire des parents

1973 a 2024
Varie de 84% a 93%
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Diagramme du processus d’analyses
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Etapes au laboratoire

Numérotage des papiers filtres
et formulaires

Visualiser sous lampe UV

Auray-Blais C. et al JIMD 2007



Elution de I’échantillon: 500 analyses/jour

Auray-Blais C. et al JIMD 2007



Dépot des urines sur
plaques de chromatographie Migration dans bains de solvant
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Auray-Blais C. et al JIMD 2007



Programme urinaire actuel
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Acidurie glutarique type |
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Auray-Blais C. et al JIMD 2007



Programme urinaire actuel
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Auray-Blais C. et al JIMD 2007



Maladies ciblées au Programme urinaire selon MSSS

1) Maladies du métabolisme des acides aminés
La citrullinémie classique
L’hyperargininémie
La citrullinémie de type Il
Le syndrome du Triple H
2) Maladies du métabolisme des acides organiques
L'acidurie méthylmalonique
'acidurie propionique
Le 3-méthylcrotonyl glycinurie de type |
3) Maladies de transport des acides aminés
La cystinurie complete
La cystinurie incompléte (cys+>300 umoles/mmole créat.)

Programme québécois de dépistage néonatal sanguin et urinaire — Cadre de référence, Octobre 2023



Programme québeécois de déepistage néonatal urinaire
1973-2023

Nombre de nouveau-nés participants

> Acides aminés = 3637 182

» Acides organiques
Acide méthylmalonique = 3 569 282
Autres aciduries organiques = 1 642 214 (Depuis 2000)




Programme québeécois de dépistage néonatal urinaire
Cas référeés et confirmeés de 1973-2023

Maladies Cas confirmes
Acidurie méthylmalonique 103
Acidure méthylmalonique déf. vit.B,;, mat. 18
Acidurie argininosuccinique 19
Citrullinémie, classique 7
Citrullinémie type Il 4
Hyperglycinémie cétotique 4
Hyperargininémie 5
Meéthylcrotonylglycinurie 12
Acidurie glutarique type | 1
Syndrome du HHH 1
Oxoprolinurie 5
Total 179

Incidence globale 1: 20 300




Programme queébécois de déepistage néonatal urinaire
Cas reéférés et confirmeés de 1973-2023

Troubles de transport Cas confirmes
Cystinurie complete (seuil homozygote) 234
Cystinurie incomplete (seuil hétérozygote) 1 120
Total 1 354

Incidence globale 1: 2 700




Bl Rehaussement technologique du
@ Programme québécois de dépistage
Wl néonatal urinaire vers la spectromeétrie

2018-2024
| INITIATIVE DE RECHERCHE PERSONNELLE




But principal de cette recherche
évaluative

Evaluer la faisabilité, la pertinence et I'utilité clinique
de faire un transfert technologique du Programme
guebeécois de dépistage neonatal urinaire actuel
vers la spectromeétrie de masse en tandem




Objectifs et procédures

Rehaussement technologique du Programme québécois de
dépistage neonatal urinaire
\ 4
Cesser la chromatographie sur couche mince = Implanter la
spectrométrie de masse

\ 4
Proceder a un projet de recherche évaluative de 3-5 ans




Pourquoi cette recherche evaluative?

1) Dépister de nouvelles maladies uniquement trouvées dans
I’'urine: marqueurs primaires dans l'urine

2) Améliorer la performance du dépistage sanguin et urinaire
(Complémentarité avec le dépistage sanguin)

= Sang: 2 jours de vie = Urine: 10 jours de vie
\ 4

Perspectives de dépistage de d’autres maladies spécifiques a I'urine




Transition du Programme urinaire actuel vers la

sEectrométrie de masse

Echantlllons d’urine sur plague
AN

Auray-Blais C. et al JIMD 2007



Programme urinaire actuel et futur

Analyses de 500 echantillons/jour
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Transition du Programme urinaire actuel vers la
spectrométrie de masse
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Auray-Blais C, Boutin M, Lavoie P, Maranda B. (2021) Int. J. Neonatal Screen.



Biomargueurs ciblés - Standards internes

Troubles de la
synthése et

Amino

Aciduries

transport de la

créatine

aciduries

Organiques

MS/MS et complémentaire au

Créatinine Créatinine-d, (pour la normalisation)

Guanidinoacetate Guanidinoacétate-d,

Creatine Créatine-d,

Uracile Uracile-15N,

Acide orotique Acide orotique-*°N,

Ui Ornithine-d, Valeur ajoutée par I'urine en
Lysine Lysine-d,

Arginine Arginine-13Cq

Cystine Cystine-dj dépistage sanguin

Citrulline Citrulline-d,

Acide argininosuccinique
Homocystine

Acide méthylmalonique
Acide 3-hydroxypropionique
3-Méthylcrotonylglycine
Propionylglycine

Acide 3-hydroxyglutarique
Acide 3-hydroxyisovalérique
Acide glutarique
N-Isovalérylglycine

Acide 2-méthylcitrique
Acide malonique

Arginine-13C,

Homocystine-dg

Acide méthylmalonique-d,
Acide 3-hydroxypropionique-13C,
3-Méthylcrotonylglycine-d,
Propionylglycine-d,

Acide 3-hydroxyglutarique-dg
Acide 3-hydroxyisovalérique-dg
Acide glutarique-d,
N-Isovalérylglycine-dg

Acide 2-méthylcitrique-d,
Acide malonique-13C,

22 biomarqueurs + 22 standards internes

Auray-Blais C, Boutin M, Lavoie P, Maranda B. (2021) Int. J. Neonatal Screen.



Maladies ciblées

« Syndrome du Triple H (Effet fondateur au Quebec)
 Acidurie argininosuccinique

« Hyperargininemie

 Citrullinémie

e Citrullinémie type Il

 Acidurie méthylmalonique

 Acidurie propionigque

 Acidurie glutarique type 1

« 3-Méethylcrotonylglycinurie

« Homocystinurie

« Cystinurie (complete)

* Troubles de synthese et transport de la créatine

Auray-Blais C, Boutin M, Lavoie P, Maranda B. (2021) Int. J. Neonatal Screen.



M Manifestations cliniques reliées
il aux maladies ciblées




Manifestations cliniques des maladies

Maladies Présentations cliniques

Syndrome du Triple H Encéphalopathie aigué (léthargie, vomissements, troubles comportementaux, convulsions,
(Effet fondateur au Québec) coma, déces)
Atteintes neurocognitives (troubles apprentissage, déficience intellectuelle, ataxie,
coordination)
Dysfonction hépatique pouvant aller a I'insuffisance hépatique sévere, coagulopathie.

Acidurie argininosuccinique Hyperammoniémie, alcalose respiratoire, convulsions, coma, déces
Forme tardive: déficit de I'attention & hyperactivité, troubles d’apprentissage, retard global du
développement, convulsions, hépatite, cirrhose du foie, hypertension systémique, trichorrhexis
nodosa.

Hyperargininémie Episodes d’hyperammoniémie (variable), retard de croissance, régression cognitive, perte de la
marche, perte du controle intestinal et vésical, convulsions, déficience intellectuelle sévere.

Citrullinémie Hyperammoniémie, léthargie, difficulté a se nourrir, pression intracranienne, augmentation
tonus neuromusculaire, décompensation hépatique aigue, convulsions, coma, déces.

Citrullinémie type Il Faible poids a la naissance, retard de croissance, cholestase intrahépatique transitoire,
hépatomégalie, infiltration hépatique, hypoprotéinémie, déficience des facteurs de
coagulation, anémie hémolytique, parfois hypoglycémie.

Acidurie méthylmalonique Léthargie, tachypnée, hypothermie, difficultés a se nourrir (tube gavage), hypotonie,
convulsions, retard de croissance, encéphalopathie hyperammoniémie coma, déces.
Réf:https://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim

Auray-Blais C, Boutin M, Lavoie P, Maranda B. (2021) Int. J. Neonatal Screen.



Manifestations cliniques des maladies

Maladies Présentations cliniques

Acidurie propionique Encéphalopathie progressive, léthargie, convulsions, acidose lactique,
cétonurie, hyperammoniémie, cytopénie, retard de croissance et de
développement, régression, cardiomyopathie, coma, déces.

Acidurie glutarique type | Typiquement atteinte bilatérale du striatum, encéphalopathie aigue,
troubles du mouvement, convulsions, maladie rénale.

3-méthylcrotonylglycinurie Généralement asymptomatique. Peut développer une crise
métabolique, convulsions, retard du développement.

Homocystinurie Epilepsie, déficience intellectuelle, dislocation du cristallin, ostéoporose,
thrombose.

Cystinurie (compléte) Calculs rénaux récurrents deés le jeune age, maladie rénale terminale.

Troubles de la synthése et transport de la créatine Déficience intellectuelle, troubles séveres du langage, convulsions,
spasticité, troubles du mouvement, troubles gastrointestinaux, faible
masse musculaire, hypotonie, atrophie cérébrale, arythmie cardiaque,
petite taille, troubles neurologiques et psychiatriques.

https://mwww.ncbi.nim.nih.gov/omim



Cas d’acidurie glutarique de type |

Urine de patient avec acidurie glutarique
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Auray-Blais C, Boutin M, Lavoie P, Maranda B. (2021) Int. J. Neonatal Screen.




Etablir les valeurs normales - Seuil de référence

pmol/mmol créatinine

g2

pmol/mmol créatinine
5888

o &

SEELY

Analyse de 8277 échantillons normaux du dépistage néonatal urinaire
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Auray-Blais C, Boutin M, Lavoie P, Maranda B. (2021) Int. J. Neonatal Screen.




Test de 2¢ intention pour acides amines
et acides organiques




Buts viseés par le test de 2¢ intention

- Pour confirmer les cas détectés a la 1¢'¢ analyse au dépistage urinaire;
= Pour limiter le nombre de rappels aux parents;
= Pour évaluer gquantitativement:
- les aciduries organiques et troubles de synthese et transport de la creatine

(UPLC-MS/MS: 8 minutes)
- les aminoaciduries (UPLC-MS/MS: 9 min)

UPLC-MS/MS: chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse

Auray-Blais C, Boutin M, Lavoie P, Maranda B. (2021) Int. J. Neonatal Screen.



Test de 2¢ intention par UPLC-MS/MS

Echantillonneur Chromatographe liquide MS/MS

Waters Corp.



Test de 2¢ Intention par UPLC-MS/MS
Maladies et biomarqueurs

Argininosuccinic aciduria TArgininosuccinic acid
Homocystinuria THomocystine
Isovaleric acidemia TN-isovalerylglycine, t+3-Hydroxyisovaleric acid
Glutaric aciduria type 1 1Glutaric acid, 13-Hydroxyglutaric acid
Hyperargininemia TArginine

WA Syndrome T “Orotic acd. Uraci
Citrullinemia type | (classical) 1 Citrulline
Citrullinemia (type Il) 1Citrulline
Methylmalonic aciduria tMethylmalonic acid, 12-Methylcitric acid, tMalonic acid
Propionic aciduria 12-Methylcitric acid
3-Methylcrotonylglycinuria type 1 13-Methylcrotonylglycine
Homocystinuria THomocystine
Cystinuria 1Cystine, 1Ornithine, tLysine, and tArginine
Creatine synthesis and transport disorders
GAMT tGuanidinoacetate, |Creatine
AGAT | Creatine, | Guanidinoacetate
CRTR 1Creatine

Syndrome du Triple H: Syndrome d'hyperornithinémie-hyperammoniémie-homocitrullinurie

Auray-Blais C, Boutin M, Lavoie P, Maranda B. (2021) Int. J. Neonatal Screen.



Analyse des acides organiques et autres
Methode developpée et validee en UPLC-MS/MS

100 A: Uracile L H
B: Acide 3-hydroxypropanoique

1| C: Acide 3-hydroxyglutarique

D: Propionylglycine

E: Acide glutarique

|| F: Acide 3-hydroxyisovalérique

G: Acide homogentisique

H: Acide orotique

9.45e5 cps

I: Acide malonique

1| J: Acide méthylmalonique
K: Acide 2-méthylcitrique
L: 3-Méthylcrotonylglycine
1| M: N-Isovalerylglycine

Abondance relative
%
|
(@]
— @)

1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00  Temps (min)

Auray-Blais C, Boutin M, Lavoie P, Maranda B. (2021) Int. J. Neonatal Screen.



Exemples de préelevements anormaux
d'urine chez les nouveau-nés




Deépistage de Pacidurie méthylmalonique

20200612_P35 Sm (Mn, 2x3) 2: MRM of 24 Channels ES-
100+ 116.93 > 72.94 (Methylmalonic acid)
1 Standard a 250 pM 1.17e6
2] /
O 1 T T T T T | T T T T T 17T | LI | T 1T | T 17T 1T T T
2.00 4.00 6.00

20200612_CAS1 _MMA Sm (Mn, 2x3) 2: MRM of 24 Channels ES-
116.93 > 72.94 (Methylmalonic acid)

100+
] Cas AMM Elévation 78X 1.17¢6
2] /
=
2.00 4.00 6.00
20200612_C6 Sm (Mn, 2x3) 2: MRM of 24 Channels ES-
100- 116.93 > 72.94 (Methylmalonic acid)
1Urine controle 1.17e6
[ | Be—: /
O_IIIIIIII|"II|'[LII|L'III|'III|I"'""Time
2.00 4.00 6.00

Auray-Blais C, Boutin M, Lavoie P, Maranda B. (2021) Int. J. Neonatal Screen.



Dépistage du Syndrome HHH

Analyse de l'uracile urinaire
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Syndrome du Triple H:
Hyperornithinémie, Hyperammoniémie
Homocitrullinurie




Qu’est-ce que le syndrome du Triple H?

= Trouble rare du métabolisme du cycle de l'urée
= Maladie genetique, autosomique recessive caracterisee:
1) soit par une apparition néonatale se manifestant par une lethargie, des
difficultées a s'alimenter, des vomissements et une tachypnee,;

2) soit, dans des cas plus frequents, par une apparition au cours de la
petite enfance, de I'enfance ou a l'age adulte, se manifestant par un déficit
neurocognitif chronique, une encephalopathie aigué et/ou des troubles de
la coagulation ou tout autre dysfonctionnement chronique du foie.

https://www.orpha.net/fr/disease/detail/415




Epidémiologie du syndrome du Triple H

= En raison d'un effet fondateur, une prévalence élevée, de:
1/1 550 naissances vivantes, est retrouvee chez la population du Nord de
la Saskatchewan, au Canada.

= Effet fondateur au Québec également: incidence a 1-5/10 000!

= Dans l'urine: augmentation de I'excrétion d'acide orotique, d'homocitrulline
et d'uracile.

= Sang: normal en ornithine a 2 jours de vie?

https://www.orpha.net/fr/disease/detail/415; 1 Orphanet cité par 'INESSS: INESSS:
https://www.inesss.qc.ca/fileadmin/doc/INESSS/Rapports/Genetique/FicheSynthese HHH.pdff:
2Sokoro et al, JIMD, 2010;33 (Suppl 3): S275-81



https://www.orpha.net/fr/disease/detail/415
https://www.inesss.qc.ca/fileadmin/doc/INESSS/Rapports/Genetique/FicheSynthese_HHH.pdff

Exemple: complémentarité avec les maladies ciblées par PINESSS -
Syndrome du Triple H*

1) Non dépistable dans le sang
2) Incidence : 1-5/10 000*
3) Dépistable dans l'urine ® Biomarqueurs déja ciblés:
Acide orotique et uracile (preuve de concept a été établie)

¥
Atteinte neurologique et hépatique réversible avec traitement

*Hyperornithinémie—hyperammoniémie—homocitrullinurie

1 Orphanet cité par 'INESSS: INESSS: https://www.inesss.qc.ca/fileadmin/doc/INESSS/Rapports/Genetique/FicheSynthese  HHH.pdff



Cas de Triple H - Méethode du déepistage - MS/MS

: @ Controle
uracile ® Cas de HHH
1050
950 «— HHH, 15 M, PF
o
N 850 \
=+
® 70 HHH, 15 M, urine liquide
5 650
e 550
£ , . .
= 450 HHH, Dépistage 21 jrs
e 350
S
= 250 o o
150 o
0 50 100 150 200 250 300 350 400
Sample #

Auray-Blais C, Boutin M, Lavoie P, Maranda B. (2021) Int. J. Neonatal Screen.



Cas de Triple H - Test de 2¢ intention - MS/MS
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Auray-Blais C, Boutin M, Lavoie P, Maranda B. (2021) Int. J. Neonatal Screen.



Conclusions

= Faisabilité d’analyser 22 biomarqueurs + standards internes pour une
guantification absolue =+ 16 maladies ciblées par une analyse multiplex
pour un dépistage populationnel

= Syndrome du Triple H (Effet fondateur au Quéebec) sera ciblée

= Tests de 2°® intention seront utiles pour la confirmation des cas trouveés
au depistage urinaire et sanguin




Conclusions - Recherche éevaluative en MS/MS
Résume

1) Dépister de nouvelles maladies uniquement trouvées dans l'urine:
marqueurs primaires dans l'urine

2) Améliorer la performance du dépistage sanguin et urinaire
(complémentarité avec le dépistage sanguin)

¥

Perspectives de dépister d’autres maladies spécifiques a I'urine




W Autres maladies décelables dans I'urine
il par une recherche évaluative possible
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Investigation MPS Types I, I, 1I1, IV, VI, VII

Mucopolysaccharidose type | = T dermatan sulfate & T heparan sulfate
(Syndrome de Hurler)

Mucopolysaccharidose type || ™ 1 dermatan sulfate & 1 héparan sulfate
(Syndrome de Hunter)

Mucopolysaccharidose type Il mp T heparan sulfate
(Syndrome de SanFilippo)

Mucopolysaccharidose type IV = 1 kératan sulfate, chondroitin sulfate
(Syndrome Morquio)

Mucopolysaccharidose type VI = T dermatan sulfate
(Syndrome Maroteaux-Lamy)

Mucopolysaccharidose type VII® 1 dermatan sulfate & T héparan sulfate
(Maladie de Sly)

Platt FM, Walkley SU, in: Lysosomal Disorders of the Brain: Recent Advances in Molecular and Cellular
Pathogenesis and Treatment (eds Platt, FM. Walkley SU). Oxford. Oxford Univ. Press. 2004.



Importance d’une détection précoce

= Intervention thérapeutique disponible
= Altérer la progression naturelle de la maladie
= Améliorer le phénotype clinique

= Détection avant I'apparition de symptomes
= Emphase sur la recherche et le développement
= Facilitee par les avancements technologiques

!

Spectrometrie de masse




Mucopolysaccharidose type |
(Maladie de Hurler)

= Chromosome: 4p16.3

= Symptomes cliniques:
- hépatosplénomégalie
- cardiomyopathie
- dysmorphisme
- maladies osseuses
= Glycosaminoglycans A\

- dermatan sulfate
- héparan sulfate

= Sévérité en jeune age

- Greffe de moelle osseuse
Thérapie enzymatique de remplacement

Photo MPS Society



Mucopolysaccharidose type |
(Maladie de Hurler) = Progression rapide

39 mois

22 MOIS 34 mois




Meéthodes en spectrometrie de masse
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Methode deéja développée et validée pour le
deéepistage populationnel des MPSs

o o =
diagnostics 2019 Nov 18;9(4):195. ﬂw\D\Py

Article
Neonatal Mass Urine Screening Approach for Early

Detection of Mucopolysaccharidoses by
UPLC-MS/MS

Iskren Menkovic'”, Anne-Sophie Marchand, Michel Boutin and Christiane Auray-Blais *




Séparation chromatographique de 7-min
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Auray-Blais C et al. Anal Chim Acta, 936 (2016) 139-148



Conclusions

= [a methode multiplex UPLC-MS/MS est robuste et fiable ce qui permet la

guantification des glycosaminoglycans:
O Dépistage a haut-risque des MPS I, II, 1lI, IV, VI et VII;

® Deétection de quantités infimes dans l'urine de patients MPS vs contrdles
avec des biomarqueurs spécifiques (DS, HS, KS, CS);

©® Monitoring de la réponse a la TER pour les patients traités
O Pas de substances interférentes aux temps de retention cibles

© Haute spéecificité

Auray-Blais C et al. Anal Chim Acta, 936 (2016) 139-148
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