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Conclusion
La méthode de quantification des 16 métabolites nécessite de développer deux 
gammes étalons afin de couvrir la quantité de chaque métabolite dans les différentes 
matrices. La validation de cette méthode a été initiée avec l’étude de la répétabilité et 
la stabilité des échantillons après un mois à -20°C.
Après validation, cette méthode permettra un suivi longitudinal de la voie des 
kynurénines au cours de la transplantation en parallèle d’un calcul du score clinique 
de risque de perte du greffon développé au sein du CR2TI. In fine, cela permettra de 
discriminer ou non les patients avec un très faible risque de perte du greffon afin 
d’adapter leur traitement au cours de leur suivi après la transplantation rénale.

Préparation d’échantillons
SÉRUM & PLASMA

• 30 µL d’échantillon de plasma/sérum + 150 µL d’isopropanol
• Centrifugation 500g à 4°C pendant 20 min
• Récupération du surnageant 
• Centrifugation 500g à 4°C pendant 20 min
• 100 µL du surnageant dans un vial + 10 µL de iSTD à 1 ng/µL
• Evaporation sous azote & Reprise dans 100 µL H2O/ACN
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Essai préliminaire : Comparaison de la méthode 
d’extraction par Bligh & Dyer (B&D) et celle par 
Isopropanol (IPA) – Exemple du Tryptophane (TRP)

URINES
• 30 µL d’urines, dilution x10 H2O ultrapure dans tube Eppendorf à 

filtre 10 kDa
• Centrifugation 12 000g à 4°C pendant 10 min
• Evaporation sous azote de 10 µL de iSTD à 1ng/µL dans un vial
• Ajout de 100 µL du surnageant dans le vial

Essai préliminaire : Comparaison des préparations 
d’échantillons d’urines à différentes dilutions avec 
et sans borate* – Exemple du Tryptophane (TRP)

*L’ajout de l’acide borique dans les urines permet une 
durée de conservation plus longue des urines à 
température ambiante
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Développement & Validation

Injections d’urines, plasma et sérum de sujets sains afin de déterminer la 
gamme de concentration de chaque métabolite dans les trois matrices

EXEMPLE DE L’ACIDE KYNURÉNIQUE (KA)

couverture des 3 matrices
 plus de précision 

y	=	147.7x2 +	11.085x	+	0.0005
R²	=	0.9925
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y	=	-1.8051x2 +	14.077x	+	0.065
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Validation de méthode

Spécificité  2 transitions suivies (ratio) 
   Standard interne KA-d5 
Linéarité  R² > 0,99

Précision  CV < 3% 

Justesse  

Effet matrice 

Stabilité  1 mois à -20°C

Construction de 2 gammes
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Introduction

Méthode LC-MS/MS
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Colonne ACQUITY UPLC® BEH 
(2,1 x 500 mm; 1,7µm)

T°colonne = 40°C
Débit : 0,6 mL/min
Solvant A : Eau ultra pure + 0,2% acide acétique 
Solvant B : Acétonitrile + 0,2% d’acide acétique

QTRAP® 6500+ System SCIEX 
Ion source : ESI+
Curtain Gas = 35 psi
IonSpray Voltage : 3000 V
Température : 550°C
Ion Source Gas 1 : 50 psi
Ion Source Gas 2 : 60 psi

L’enrichissement en métabolites de la voie des kynurénines chez des patients 
transplantés rénaux qui présentent une tolérance opérationnelle spontanée à leur 
greffon après une transplantation rénale a été démontré par une étude métabolomique 
non supervisée sur des urines humaines. L’activation de la voie IDO1 particulièrement 
associée à la tolérance immunitaire serait responsable de cet enrichissement. A 
l’heure actuelle, peu de données sont disponibles concernant le lien entre la tolérance 
allo-immune et les changements métaboliques de la voie des kynurénines suite à 
l’activation de la voie IDO1. 
Afin de mieux investiguer ces changements métaboliques, une méthode quantitative 
ciblée en LC-MS/MS est développée dans le but de quantifier 16 métabolites de la voie 
des kynurénines sur des matrices humaines d’intérêt (sérum, plasma, urines). 

Chromatogramme obtenu avec Skyline après injection des 16 standards
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