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Introduction 

 

La phénylcétonurie (PCU ; OMIM 261600) est une amino-acidopathie dont la prévalence est 

d’environ 1/16 000 bébés en France. Son évolution clinique s’est fortement améliorée depuis 1972, 

date à laquelle le dépistage systématique a été instauré en France. Cette pathologie est traitable, 

mais la physiopathologie neurologique n’est pas encore parfaitement comprise. 

 Le tryptophane (Trp), acide aminé essentiel, possède une dégradation selon deux voies 

métaboliques principales : celle des kynurénines et celle de la sérotonine. La recherche sur le 

métabolisme du Trp a vu un grand essor au cours des dernières années, et certains éléments nous 

ont permis d’émettre l’hypothèse d’une relation entre la PCU et le métabolisme du Trp. 

Notre objectif était de quantifier dans le plasma de patients 9 molécules de la voie 

métabolique du Trp, grâce à la spectrométrie de masse en tandem, outil diagnostique puissant. 

Après une revue bibliographique concernant la voie métabolique du Trp et la PCU, nous 

aborderons la mise au point technique du dosage en HPLC-MS/MS du Trp et de 8 de ses métabolites. 

Nous détaillerons ensuite la validation de méthode selon la norme NF EN ISO 15189. Puis, nous 

analyserons les résultats obtenus dans la population phénylcétonurique recrutée au sein du CHU de 

Grenoble. Enfin, la discussion nous permettra de faire le point sur cette méthode de dosage, ainsi 

que sur les modifications de la voie métabolique du Trp observées chez les patients atteints de PCU.   
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Chapitre 1 : Le tryptophane 

1. Métabolisme du Trp 

 

Le tryptophane (Trp) est un des 10 acides aminés essentiels, c’est-à-dire apportés uniquement 

par l’alimentation. Les apports nutritionnels du Trp sont capitaux, car il est le précurseur de plusieurs 

métabolites de grande importance, tels que la sérotonine (5HT) ou la mélatonine. Les apports 

nutritionnels conseillés (ANC) en Trp varient selon le sexe et l’âge, allant de 4 mg/kg/j chez l’adulte à 

20 mg/kg/j chez le nourrisson selon les recommandations françaises (1). Le Trp peut être catabolisé 

selon 3 voies métaboliques : la voie des kynurénines, celle du 5HT et celle des indoles (Figure 1).  
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Figure 1 : Métabolisme du Trp chez l’homme. La partie jaune représente la voie des kynurénines, la partie rose celle de la sérotonine, et la partie verte celle des indoles (métabolisme 
bactérien). D’après (2). 
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La voie des kynurénines représente la majorité du catabolisme du Trp (environ 98% de sa 

dégradation) et conduit à la synthèse intracellulaire de nicotinamide (NAD). Le Trp est d’abord 

métabolisé en  kynurénine (KYN), via l’action de deux enzymes hème-dépendantes : l’indoléamine-

2,3-dioxygénase (IDO), ubiquitaire et dépendante du statut inflammatoire (3), et la tryptophane-2,3-

dioxygénase (TDO), essentiellement hépatique. Plus récemment, des chercheurs ont mis en évidence 

une seconde isoenzyme de l’IDO, l’IDO2, dont l’expression semble restreinte aux cellules 

présentatrices de l’antigène, au foie, au rein, au cerveau et au placenta (4). La KYN, métabolite pivot 

de la voie des kynurénines, permet ensuite la synthèse de différentes molécules, telles que les acides 

kynurénique (AK) et anthranilique (AA) ou la 3-hydroxykynurénine (3HK).  

La voie de la sérotonine (5HT) est quantitativement moins importante (environ 2% du 

catabolisme du Trp), mais son métabolisme, en particulier cérébral, ainsi que son implication dans la 

dépression et le sommeil en font une voie primordiale. Le 5HT est en effet impliqué dans la 

contraction du muscle lisse, la régulation de la pression artérielle ainsi que la neurotransmission 

périphérique et centrale (5). La mélatonine, métabolite issu du 5HT, est connue pour son importance 

dans la modulation du rythme circadien et en particulier pour son rôle dans l’induction du sommeil 

(6). 

Enfin, une dernière voie, mineure, existe : la voie des indoles, ou voie des bactéries intestinales. 

Au niveau intestinal, 4 à 6% du Trp ingéré est immédiatement dégradé en différents produits, dont 

l’indole (7). Cette voie, presque anecdotique, ne sera pas développée dans la suite de ce travail. 

 

2. Métabolisme du Trp et clinique : état de l’art 

1. Voie des kynurénines 

 

Depuis la dernière décennie, la recherche concernant la voie des kynurénines est en plein essor.  
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En effet, de nombreux auteurs ont impliqué cette voie dans la pathologie cardiovasculaire, que 

ce soit en tant que facteur de risque (8), modulateur du stress oxydant (9) ou en tant que 

prédisposition génétique à l’hypertension artérielle (10). Différentes données nous ont permis de 

formuler l’hypothèse que cette voie métabolique pourrait être un des facteurs de comorbidité 

cardiovasculaire présente dans le syndrome d’apnée du sommeil (11). En effet, le ratio KYN/Trp se 

trouve augmenté dans l’obésité (12), ainsi que chez les patients souffrant d’une maladie coronaire 

établie (13), tandis que d’autres auteurs le présentent comme prédicteur d’un nouvel évènement 

coronaire (14). Le lien avec l’athérosclérose a été clairement démontré, que ce soit via la corrélation 

entre épaisseur intima/média et activité de l’IDO (15), ou par l’augmentation des concentrations de 

KYN, 3HK et d’acide quinolinique (QA) présentes dans la plaque d’athérome (16). Des études chez le 

rat hypertendu ont montré une surexpression du gène de la kynuréninase (KYNU, permettant la 

synthèse d’AA à partir de la KYN et de 3HA à partir du 3HK) (17) ainsi qu’une diminution de l’activité 

de la kynurénine aminotransférase-1 (KAT, métabolisant la KYN en AK et le 3HK en acide 

xanthurénique (XA)) (18). Un lien entre les concentrations des métabolites de la voie des kynurénines 

et la survie après un arrêt cardiaque a également été démontré (19). A noter que quasiment tous les 

métabolites de la voie des kynurénines possèdent des propriétés pro- (QA, 3HK et 3HA) ou anti-

oxydantes (AK et l’IDO) (9). 

D’autres chercheurs ont clairement montré le lien entre l’IDO et la tolérance immune (20), 

favorisant l’échappement tumoral (21), tandis que le 3HA et QA semblent posséder une toxicité vis-

à-vis des cellules T in vitro (22). Cette relation entre la voie des kynurénines et la cancérogénèse se 

matérialise également par l’activation du récepteur aux arylcarbones par certaines kynurénines (KYN 

et AK surtout), ce récepteur étant connu pour son activité pro-tumorigène (23).  

Enfin, un pan de la recherche concernant le métabolisme du Trp se focalise sur la dépression 

et les maladies neurologiques. En effet, alors que le rôle du 5HT dans la dépression est largement 

connu (24), la voie des kynurénines est maintenant également impliquée dans cette pathologie (25), 
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ainsi que dans plusieurs pathologies neurodégénératives, telle que la maladie d’Alzheimer (26). Cette 

voie est depuis peu également décrite comme modifiée dans la schizophrénie, où une diminution 

cérébrale de AK associée à une augmentation de QA sont présentes (27), tandis qu’une accumulation 

de QA seule a été retrouvée dans l’autisme (28). Dans l’accident vasculaire cérébral, une diminution 

de la concentration de 3HA est fortement corrélée avec la taille de l’infarctus (29), tandis qu’une 

augmentation de la concentration de AK ou d’un de ses analogues semble apporter une 

neuroprotection in-vivo (30), tout comme dans l’épilepsie (31). La toxicité de QA dans la sclérose 

multiple, la sclérose latérale amyotrophique ou la maladie de Huntington a également été avancée 

(32). 

Les tenants et aboutissants de cette voie sont certes de mieux en mieux cernés, mais il existe 

encore de grandes parts d’ombre à élucider. 

2. Voie de la sérotonine 

 

La voie de la sérotonine est impliquée dans de nombreuses pathologies psychiatriques, telles 

l’anorexie (33), l’anxiété (34) ou encore la dépression (35). Un dysfonctionnement de cette voie est 

impliqué dans l’hypertension, la migraine, les arythmies cardiaques, la maladie de Raynaud, les 

syndromes fibrotiques et certains syndromes carcinoïdes (2,36). Depuis peu, cette voie est 

également impliquée dans les troubles du spectre autistique (37) ou encore dans la dépendance 

alcoolique (38) ou la douleur chronique (39). Le ratio 5HT/Trp a même été proposé comme marqueur 

d’agressivité (40). Les inhibiteurs de recapture de la sérotonine, tel que la fluoxétine, sont largement 

utilisés dans les pathologies précitées, en particulier en tant qu’antidépresseurs (41). 

Parmi les métabolites du 5HT, 2 sont de grande importance : la mélatonine et l’acide 5-

hydroxyindoleacétique (5HIAA). Un déficit en mélatonine, communément appelée hormone du 

sommeil, est impliqué dans plusieurs pathologies, comme le cancer, la douleur, le syndrome 

métabolique, le diabète de type 2, la polyarthrite rhumatoïde ou certains troubles de l’humeur (42). 
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Le 5HIAA est quant à lui essentiellement connu pour son rôle de biomarqueur des tumeurs 

endocrines (43). 

Alors que le déficit en décarboxylase des L-acides aminés aromatiques (AADC, permettant la 

métabolisation du 5-hydroxytryptophane (5HTP) en 5HT) commence à être bien connu (cf ci-après), 

le déficit en tryptophane hydroxylase (TpH, permettant la synthèse du 5HTP à partir du Trp) fait 

partie des sujets en cours d’étude. Depuis 2003, 2 TpH ont été découvertes : la TpH1, périphérique, 

et la TpH2, centrale (44). Les modèles animaux de déficience en TpH2 se sont multipliés, permettant 

une avancée dans la compréhension de la physiopathologie de cette voie, mais, aucun déficit humain 

n’est à ce jour répertorié à notre connaissance. 

La voie de la sérotonine est également fortement intriquée avec d’autres voies 

d’importances majeures pour la neuromédiation. Une interconnexion avec la voie du GABA est 

connue, dont les effets dépendent du stade de développement, du circuit neuronal et de la 

localisation cérébrale (45). La voie de la dopamine possède une enzyme commune avec la voie du 

5HT, l’AADC, qui permet la synthèse de dopamine et de 5HT. De plus, certains récepteurs d’une voie 

sont localisés sur les neurones de l’autre voie, et les transporteurs de l’une possèdent également une 

affinité pour l’autre voie (45). Il est donc important de garder à l’esprit qu’une modification de la 

concentration en 5HT cérébrale peut avoir un effet sur la voie du GABA (et donc du glutamate) d’une 

part, mais également sur celle de la dopamine d’autre part. 

3. Maladies héréditaires du métabolisme 

 

La PCU, objet de la présente étude, n’est pas la seule maladie héréditaire du métabolisme 

(MHM) dans laquelle l’étude de la voie du Trp présente un intérêt.  

La maladie de Harntup (OMIM 234500), est une pathologie du transporteur rénal des acides aminés 

neutres B0AT1. Le plus souvent asymptomatique, la clinique peut également être celle d’une 

dermatite photosensible, d’une ataxie cérébelleuse intermittente ou de symptômes psychotiques. 
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Ces symptômes provenant probablement du déficit en Trp, le traitement actuellement donné est la 

niacine, métabolite final de la voie du Trp (46). 

Une autre pathologie importante est le déficit en décarboxylase des L-acides aminés aromatiques 

(OMIM 608643). En effet, l’AADC, permet la transformation du 5HTP en 5HT, mais également la 

synthèse de dopamine (Figure 2). Cette pathologie touche une centaine de patients à travers le 

monde, avec comme symptômes au moment du diagnostic une hypotonie, des crises oculogyres, un 

retard de développement ou d’autres anomalies du mouvement (47). Le traitement 

(supplémentation en vitamine B6 (cofacteur), acide folinique, agonistes dopaminergiques et 

inhibiteur de la monoamine oxydase B) semble peu efficace, avec seulement 19% de réponse 

satisfaisante (48). Une accumulation de 5HTP ayant été relatée dans cette pathologie (49), une 

modification de la voie des kynurénines est probable, dont la physiopathologie reste à explorer. 

 

Figure 2 : Voies métaboliques des amines biogènes. Abréviations : AADC : décarboxylase des L-acides aminés 
aromatiques ; BH2 : 7,8-dihydrobioptérine ; BH4 : tétrahydrobioptérine ; DOPAC : acide 3,4-dihydroxyphénylacétique ; GTP : 
guanosine triphosphate cyclohydrolase I ; HVA : acide homovanillique ; H2NP3 : dihydronéoptérine triphosphate ; NEO : 
néoptérine ; OMD : 3-O-méthyldopa ; SPT : sepiaptérine ; SR : sépiaptérine reductase ; TH : tyrosine hydroxylase ; VLA : 
acide vanillacétique ; 5-http : 5-hydroxytryptophane ; 6-PTP : 6-pyruvoyl-tétrahydroptérine. D’après (47). 

Lors du déficit en monoamine oxydase (MAO) (OMIM 300615), enzyme permettant la dégradation de 

5HT en 5HIAA, les patients peuvent présenter un comportement agressif, un retard mental modéré, 
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des mouvements stéréotypés des mains, ainsi qu’un flush carcinoïde (50). Les inhibiteurs de la MAO, 

permettant de réduire la dégradation des amines biogènes, sont largement utilisés en thérapeutique, 

que ce soit en tant qu’antidépresseur (inhibiteur de la MAO-A) ou comme antiparkinsonien 

(inhibiteur de la MAO-B). 

L’acidurie xanthurénique, ou encéphalopathie par hydroxykynuréninurie, (OMIM 236800) est une 

pathologie dont la prévalence est inférieure à 1/ 1 000 000. Cette pathologie est caractérisée par une 

excrétion massive de XA, de KYN et de 3HK dans les urines, ces excrétions ne diminuant pas malgré 

un apport de vitamine B6. Les symptômes, une pellagre (association d’une dermatite, d’une diarrhée 

et de démence), sont ceux commun à tous les déficits en niacine (51). 

D’autres déficits présumés de la voie des kynurénines ont été décrits ; un déficit de conversion du 

Trp en KYN entrainerait un retard mental avec mouvement d’humeur et hypersexualité (52,53), 

tandis que le déficit en kynurénine-3-monooxygénase (KMO) (54) ainsi que l’hyperactivation de la 

picolinate synthase (qui permet la synthèse d’acide picolinique (PA) à partir du 2-aminomuconate 6-

semialdehyde) (55) donneraient une pellagre. 

 La voie métabolique du Trp peut également avoir une importance dans d’autres MHM de 

manière plus indirecte. 

Dans l’acidurie glutarique de type I (OMIM 231670), la glutaryl-CoA déshydrogénase (l’enzyme 

déficitaire), est également impliquée dans la voie de dégradation du Trp. Il existe une absence de 

corrélation entre la concentration cérébrale d’acide glutarique et le phénotype clinique (56), ce qui 

pourrait être expliqué par une accumulation de kynurénines neurotoxiques (57). Enfin, une 

diététique pauvre en Trp étant préconisée chez ces patients, un suivi de cette voie métabolique 

pourrait se révéler intéressant.  

Le métabolisme du Trp peut également avoir un grand intérêt dans les pathologies de la 

neurotransmission avec ou sans hyperphénylalaninémie. Nous expliciterons ci-après les liens entre la 
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voie du Trp et le BH4, permettant de s’interroger sur l’implication de cette voie dans toute pathologie 

de synthèse ou de régénération du BH4.  

Enfin, le régime cétogène constitue un dernier pan reliant la voie du Trp et les MHM. En effet, ce 

régime, utilisé comme antiépileptique, augmente la concentration en Trp dans le système nerveux 

central, ainsi que la concentration du neuroprotecteur AK (58). Une modulation de la voie du Trp 

pourrait donc constituer un traitement efficace de certaines épilepsies métaboliques. 

 

3. Principes analytiques du dosage du Trp et de ses métabolites : état 

de l’art 

 

1. Dosage du Trp et du 5HT 

 

Le Trp est un zwitterion, dont les pK sont de 2,38 et 9,39 (59). Son dosage est possible lors de 

la réalisation d’un profil des acides aminés plasmatiques. Les méthodes les plus utilisées sont la 

chromatographie par échange d’ions (CEI) couplée à une détection colorimétrique grâce à 

l’utilisation de ninhydrine, et la spectrométrie de masse en tandem, couplée ou non à de la 

chromatographie liquide haute performance (HPLC). Les méthodes de chromatographie en phase 

gazeuse (CPG) ou d’HPLC couplée à une détection fluorimétrique sont plus anecdotiques. Les 

avantages et inconvénients des différentes méthodes utilisées sont regroupés dans le Tableau I. 

. 
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Tableau I : Avantages et inconvénients des différentes méthodes de dosage des acides aminés. Abréviation : ech : 
échantillon. D’après (60). 

 

Le dosage de la sérotonine seule s’effectue classiquement sur sang total ou dans le LCR. Les 

méthodes utilisées sont la chromatographie couplée à une détection électrochimique 

(ampérométrique ou coulométrique), fluorimétrique ou par spectrométrie de masse. Une technique 

immunologique ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay) existe également. Les analyses à l’aide 

de composés radioactifs sont également possibles, mais de moins en moins utilisées. La grande 

majorité des laboratoires utilisent l’HPLC couplée à un détecteur électrochimique (70% des 

laboratoires selon le programme de contrôle externe de la qualité Instand). 

2. Dosage simultané de plusieurs molécules de la voie du Trp 

 

Le dosage en mutliplexage de la voie métabolique du Trp a connu un grand essor depuis les 

années 2000.  

Des publications rapportent le dosage de certains métabolites de la voie de la KYN 

uniquement, par HPLC couplée à un spectromètre de masse en tandem (MS/MS), dans le plasma 
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(2,61–67), l’urine ou le surnageant de culture cellulaire (68), dans le sérum en HPLC-MS (69), ou 

encore au niveau du striatum à l’aide de la CPG couplée à un MS/MS (70). D’autre auteurs ont mis au 

point une méthode de quantification en HPLC avec détection UV (71–73), ou à l’aide de 

chromatographie capillaire couplée à de la spectrométrie de masse (74,75).  

D’autres publications se focalisent sur la voie du 5HT uniquement. Parmi celles-ci, une relate 

le dosage simultané de 5HT et du 5HTP en HPLC couplée à une détection fluorimétrique (76), une 

autre permet le dosage du 5HTP, du 5HT et du 5HIAA grâce à l’utilisation de l’extraction en phase 

solide (SPE) en ligne (77). Une troisième, utilisant l’HPLC couplée à une détection coulométrique, 

permet le dosage des dérivés indoles, de 4 catécholamines, du Trp et de la KYN (78). 

Le dosage des 2 voies du Trp en simultané est plus rare. Certains auteurs quantifient le Trp 

associé à quelques rares métabolites des deux voies en HPLC couplée à une détection dans 

l’ultraviolet (UV) ou en fluorescence dans le sérum (79), l’urine (80) ou encore dans les tissus (81). Un 

autre auteur a mis au point une méthode en UPLC-MS/MS haute résolution (HRMS /MS) pour la 

quantification de quelques molécules dans l’urine (82). Une seule publication relate une méthode 

contenant également le 5HTP (2), mais celle-ci ne permet pas le dosage de XA. D’autres publications 

relatent une quantification de Trp, KYN, AK et du 5HIAA (80), ou de Trp, KYN, 5HT et QA (83). 

La très grande majorité des méthodes permettant un dosage simultané des 2 voies dans le sang 

utilise des tubes EDTA, avec un mode opératoire pré-analytique variable. Parmi les plus populaires se 

trouvent la déprotéinisation par du méthanol (MeOH) (2), de l’acide trichloroacétique (TCA) (64,84), 

de l’acétonitrile (ACN) (75,85), de l’acide perchlorique (74,86) ou de l’acide trifluoroacétique (TFA) 

(62) parfois accompagnée d’une évaporation. D’autres utilisent la SPE (61,63). 

D’autres méthodes, telles la métabolomique à l’aide d’UPLC-TOF par exemple, ont également 

permis de mettre en évidence l’importance de ces molécules (87). Une autre approche consiste à 

quantifier les acides aminés neutres (Trp, Tyr, Phe), en UPLC couplée à une détection UV (88). Un 
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autre auteur rapporte la quantification des acides aminés neutres (LNAA) ainsi que les métabolites 

de la voie du Trp et le 5HT grâce à de l’UPLC-MS/MS (mais sans réussir à quantifier XA et 3HA dans le 

plasma humain) (85). 

Malgré cette diversité de méthode, aucune publication à notre connaissance ne relate un 

dosage permettant la quantification de toutes nos molécules dans le plasma humain. En effet, 5HTP 

et XA en particulier sont rarement quantifiés.   
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Chapitre 2 : La phénylcétonurie 

1. Introduction 
 

La phénylcétonurie (PCU ; OMIM 261600) est une maladie génétique liée à un déficit dans la voie 

du métabolisme de la phénylalanine (Phe). La première étape de cette voie consiste en une 

hydroxylation de la Phe en tyrosine (Tyr), par la phénylalanine hydroxylase hépatique (PAH ; EC 

1.14.16.1), étape irréversible de ce catabolisme et dont le déficit est à l’origine de la PCU (Figure 3). 

Cette maladie causant un profond retard mental a d’abord été découverte par le Dr Folling (89), 

avant d’être plus amplement explorée par le Dr Bickel qui proposa un traitement diététique par 

régime restreint en Phe (90). La PCU étant une maladie récessive autosomique répondant aux 

critères de Wilson et Jungner (91), un dépistage systématique de la population générale a été 

instauré. Pour cela, le Dr Guthrie a mis au point un test à partir de sang séché déposé sur papier 

buvard dans les années 1960, nommé plus tard papier Guthrie (92). Le dépistage néonatal de la PCU 

sera progressivement généralisé, et accessible en France dès 1972. Le dépistage de masse a permis 

de déterminer la prévalence de la maladie, qui varie en fonction des ethnies de 8 (Japon) à 385 

(Turquie) cas par million d’habitants (93). En France, la prévalence de la PCU est d’environ 1/16 000 

bébés, avec 1867 malades dépistés (PCU classiques et atypiques) entre 1972 et 2012 (94). 
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Figure 3 : Métabolisme de la phénylalanine. D’après (95). 
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2. Biochimie 

 

Sur le plan biochimique, la PAH nécessite un coenzyme ptérine obligatoire, la 

tétrahydrobioptérine (BH4), pour synthétiser la Tyr. Le BH4 est formé à partir du guanosine 

triphosphate et régénéré par deux enzymes, la dihydroptéridine réductase (DHPR) et la ptérine-4a-

carbinolamine déhydratase (PCD). Ainsi, une hyperphénylalaninémie peut être causée par un déficit 

de la PAH, de la production de BH4 ou de son recyclage. Un schéma de cette voie métabolique est 

représenté en Figure 4.  

 

Figure 4 : Métabolisme de la voie des ptérines et enzymes ptérines-dépendantes. Abréviations: BH2: dihydrobioptérine ; 
DHPR : dihydroptéridine réductase ; GTP : guanosine triphosphate ; GTPCH : guanosine triphosphate cyclohydrolase ; NO : 
oxyde nitrique ; NOS : oxyde nitrique synthase ; P : phosphate ; PAH : phénylalanine hydroxylase ; PCD : ptérine-4a-
carbinolamine dehydratase ; PTPS : pyruvoyl-tetrabioptérine synthase ; SR : sepiaptérine réductase ; TrpH : tryptophane 
hydroxylase ; TyrH : tyrosine hydroxylase. D’après (96). 

 

Sous apports protéiques conformes aux ANC, nous pouvons distinguer la PCU classique 

(concentration sanguine de Phe supérieure à 1200 µM), l’hyperphénylalaninémie (HPA) ou PCU 

atypique (concentration sanguine de Phe comprise entre 600 et 1200 µM), l’HPA modérée 
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(concentration sanguine de Phe comprise entre 120 et 600 µM), tandis que les déficits du 

métabolisme des bioptérines, initialement appelés PCU (ou HPA) maligne, sont maintenant nommés 

selon l’enzyme déficiente (96). La répartition mondiale des différentes formes de PCU retrouvées est 

représentée en Figure 5. Parmi les différentes formes de déficit en BH4, la maladie de Segawa (déficit 

en guanosine triphosphate cyclohydrolase (GTPCH)) et le déficit en sépiaptérine réductase (SR) sont 

les seuls ne donnant pas d’HPA. 

 A  B  

Figure 5 : A : Répartition des phénotypes de PCU à travers le monde référencés dans la base de données BIOPKU, 2016. 
D’après (97) B : Répartition des déficits mondiaux de la voie du BH4 répertoriés dans la base de données BIODEF, 2012 
(n=657). D’après (98). Abréviations : PKU : phénylcétonurie ; HPA : hyperphénylalaninémie ; DHPR : dihydroptéridine 
réductase ; GTPCH : guanosine triphosphate cyclohydrolase ; PCD : ptérine-4a-carbinolamine dehydratase ; PTPS : pyruvoyl-
tetrabioptérine synthase ; SR : sepiaptérine réductase.  

 

La PAH est une enzyme essentiellement hépatique, bien qu’une activité résiduelle ait été 

retrouvée au niveau rénal (99). Chez l’homme, la PAH est un mélange de tétramères et de dimères, 

dont le monomère comprend 452 acides aminés (100). Son activité est régulée par différents 

facteurs, parmi lesquels la concentration sanguine de Phe (101). Le gène de la PAH se situe sur le 

chromosome 12 et contient 13 exons, pour un cDNA d’environ 2,4 kb (102). Plus de 500 mutations de 

la PAH ont été répertoriées, dont la majorité se trouve être des mutations faux-sens (62%). Un 

aperçu des mutations les plus fréquentes est représenté en Figure 6. 
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Figure 6 : Cartographie des principales mutations connues dans la phénylcétonurie. D’après (103). 
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La Phe, acide aminé essentiel, a une importance cruciale, que ce soit pour la synthèse 

protéique, ou en tant que précurseur de la tyrosine et de ses dérivés, comme la dopamine, la 

noradrénaline ou encore la mélanine (101). Une forte concentration en Phe entraine cependant des 

dommages protéiques, lipidiques et de l’ADN, ainsi qu’une diminution des défenses anti-oxydantes 

(95). Certains métabolites toxiques de la Phe s’accumulant dans la PCU, tels que les acides 

phénylpyruvique, phényllactique et phénylacétique, perturbent l’homéostasie redox en modifiant les 

activité des enzymes antioxydantes (104). Pour ce qui est des neurotransmetteurs, l’action néfaste 

de la Phe n’est plus à prouver, que ce soit par la saturation du transporteur des acides aminés 

neutres à travers la barrière hématoencéphalique (BHE) (voir ci-après), ou par l’action de la Phe ou 

de ses métabolites sur les enzymes permettant la synthèse de neurotransmetteurs (105). De plus, 

une exposition soutenue à une forte concentration de Phe est corrélée à une diminution de 

l’intégrité de la microstructure de la substance blanche (106). Le métabolisme cérébral est également 

affecté, avec entre autre une diminution de l’activité des complexes mitochondriaux dans cette 

pathologie (107). Enfin, l’homéostasie calcique est également dérégulée dans cette pathologie (95). 

Le cerveau des patients PCU non traités possède par ailleurs une diminution de l’arborisation des 

dendrites, une synaptogénèse incomplète et une myélinisation perturbée. 

3. Clinique 

 

L’évolution naturelle de la PCU consiste en l’installation de troubles neurologiques graves et 

irréversibles durant l’enfance. Les signes cliniques les plus fréquents chez les patients non traités 

sont un retard mental sévère (QI <50), une microcéphalie, des troubles neurologiques (épilepsie, 

tremblements, électroencéphalogramme anormal, hypertonie et pseudo-parkinsonisme), des 

troubles cutanées (eczéma, absence de pigmentation) et une alopécie. Cette évolution se voit de plus 

en plus rarement dans les pays où le dépistage néonatal a été mis en place. Les patients adultes dont 

le traitement a été interrompu peuvent également montrer un changement comportemental avec 

hyperactivité, mouvements involontaires, agressivité, anxiété et repli social (96). 
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Le devenir à long terme des patients traités dès la naissance commence à être connu grâce au recul 

des dernières décennies. Il est à noter que ces adultes ont une intelligence normale, mais un 

raisonnement abstrait, une capacité d’attention et une fonction exécutive inférieures à la population 

générale tandis que le temps de réaction est significativement augmenté (108). De plus, une 

diminution de la sociabilité est observable chez les adultes PCU, corrélée à leur taux de Phe avant 12 

ans (109). A l’heure actuelle, aucune détérioration neurologique n’a été relatée chez les adultes PCU 

traités dès la naissance, mais il est à noter que nous ne pouvons exclure totalement la possibilité que 

cela apparaisse lors du vieillissement de cette population (110). Les patients PCU présentent de plus 

un risque accru de carence en vitamine B12 (111), en vitamine B6, en acide folique ou encore en fer 

de par leur régime alimentaire, ainsi qu’un risque accru d’ostéoporose (112). 

Nous pouvons également noter qu’un élargissement de la diététique chez les patients PCU traités 

engendre des anomalies de la substance blanche à l’imagerie à résonnance magnétique (IRM), 

régressant lors de la réintroduction d’un régime strict (113) (ces anomalies étant considérées par 

certains comme un indicateur de perte de myéline) (114). De plus, des problèmes comportementaux 

ont été rapportés lors de discontinuité du régime, à titre de dépression, anxiété, comportement 

déplacé, agoraphobie, diminution de l’estime de soi ou névrose (115–119). Ces données soulèvent le 

problème du traitement des patients adultes pour lequel aucun consensus international n’existe à 

l’heure actuelle (120). La différence à travers le monde des seuils au-delà desquels un patient doit 

être traité est illustrée par le Tableau II. 

 

Tableau II : Exemple des seuils tolérés de phénylalanine au-delà desquels un traitement doit être mis en place selon les 
pays. D’après (121). 
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Chez la femme enceinte, l’hyperphénylalaninémie maternelle possède de lourdes 

conséquences sur le fœtus : pouvoir tératogène, mais également retard mental, dysmorphie faciale, 

microcéphalie, retard de croissance intra-utérin, retard de développement et cardiopathie 

congénitale (122). L’effet de la concentration de Phe sur le fœtus étant documentée (123), un suivi 

strict du taux de Phe sanguin de la femme enceinte ou souhaitant concevoir un enfant est primordial, 

accompagné obligatoirement d’un régime diététique. 

En ce qui concerne les déficits en BH4 avec HPA, les symptômes prédominants sont une 

hypotonie musculaire, un retard mental et des troubles du mouvement (98). Dans les déficits en BH4 

sans HPA, la maladie de Segawa est caractérisée par une dystonie des membres inférieurs, qui se 

généralisera rapidement, tandis que le déficit en SR possède une clinique d’encéphalopathie sévère 

(96). Le Tableau III reprend les différents types de déficits en BH4 ainsi que les biomarqueurs utilisés. 

 

Tableau III : Déficits en BH4 et biomarqueurs. Abréviations : 5HIAA : acide 5-hydroxyindoleacetique ; Bio : bioptérine ; HVA : 
acide homovanillique ; Neo : néoptérine ; Phe : phénylalanine ; Pri : primaptérine ; sep : sepiaptérine. D’après (124). 

 

4. Diagnostic 

 

En France, comme dans la plupart des pays occidentaux, le diagnostic de la PCU a 

généralement lieu suite à un dépistage néonatal positif au 3ème jour de vie, sur sang total recueilli sur 

papier Guthrie (il existe cependant des variations selon les pays concernant le jour du dépistage (de 

J1 à J10), la technique utilisée (principalement fluorimétrie et spectrométrie de masse) et le seuil de 

la concentration sanguine de Phe nécessitant une investigation (96)). En France, le dépistage sera 

considéré comme positif si la concentration sanguine de Phe est supérieure à 180 µM (3 mg/dL). Si 
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l’anomalie est confirmée (possibilité de faux positifs notamment en cas de prématurité ou de 

perfusion d’acides aminés), l’enfant sera pris en charge médicalement, avec test au BH4 lors d’un 

taux de Phe de contrôle supérieur à 480 µM (93). L’analyse des bioptérines (dosage urinaire de la 

néoptérine, bioptérine et primaptérine, associé à la détermination de l’activité de la DHPR sanguine) 

permettra le diagnostic différentiel des déficits du métabolisme du BH4, tandis qu’une 

chromatographie des acides aminés plasmatiques (chromatographie liquide par échange d’ion ou 

spectrométrie de masse) permettra un suivi nutritionnel. L’analyse moléculaire est recommandée 

lors d’une confirmation de PCU car il existe une corrélation génotype-phénotype, avec des activités 

résiduelles différentes (97) permettant une prédiction de sensibilité au BH4 (125). Chez les patients 

présentant une analyse des bioptérines anormale, l’analyse des amines biogènes, des ptérines et des 

folates dans le liquide céphalorachidien (LCR) permettra de distinguer les différentes étiologies de 

déficit en BH4 (98). La Figure 7 reprend les différentes étapes du diagnostic différentiel d’une HPA. 

 

Figure 7 : Algorithme pour le diagnostic différentiel des hyperphénylalaninémies. Abréviations : DHPR : déficit en 
dihydroptéridine réductase ; GTPch : déficit en GTP-cyclohydrolase I ; PCD : déficit en ptérine-4a-carbinolamine ; Phe : 
phénylalanine ; PKU/HPA : phénylcétonurie/hyperphénylalaninémie ; PTPS : déficit en 6-pyruvoyl-tetrahydroptérine 
synthase. D’après (126). 
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5. Prise en charge 

 

L’harmonisation de la prise en charge des patients PCU constitue un des enjeux de ces dernières 

années. En effet, les pratiques de prise en charge des patients PCU, notamment à travers l’Europe, 

sont diverses (127), et ce dû en particulier à l’absence de recommandations européennes (128,129). 

Il existe cependant quelques recommandations, notamment françaises (93,130) ou américaines 

(131,132).  

Le traitement repose sur plusieurs possibilités, la plus largement utilisée à travers les différents 

pays étant la prise en charge diététique.  

Chaque patient possède un besoin minimum en Phe au-dessous duquel il risque une dénutrition 

protéique, et une tolérance en Phe, qui correspond à la quantité maximale de Phe que le patient 

peut consommer tout en maintenant son taux de Phe sanguin dans les limites préconisées (93). La 

prise en charge diététique est donc à adapter à chaque patient et peut évoluer dans le temps. Le but 

consiste à diminuer les apports en Phe, en excluant de l’alimentation les produits riches en protéines 

(schématiquement viande, poissons, œufs, produits laitiers, légumineuses et oléagineux) (Figure 8), 

avec mise en place d’un système de parts (1 part correspondant à 20 mg de Phe). La restriction 

protéique est telle qu’il est nécessaire d’apporter une diététique semi-synthétique pour assurer les 

apports nutritionnels adéquats (96), associée à un mélange d’acides aminés, de vitamines et de sels 

minéraux. La tyrosine, qui fait partie des mixtures d’acides aminés, fera l’objet d’un suivi particulier 

car cet acide aminé devient essentiel dans les PCU sévères. 
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Figure 8 : Répartition des aliments naturels lors des régimes des patients PCU. De haut en bas : aliments autorisés en 
quantité limitées selon la tolérance en Phe (légumes et fruits), les aliments interdits (viande, poisson, œuf, charcuterie, 
fromage, laitage, pain, gâteaux, semoule, pâtes…) et les aliments autorisés à volonté (sucre, miel, confiture, jus de fruit, 
huile, beurre…). D’après (133). 

 

Le régime strict chez l’adulte (134) ou l’adolescent (127) possédant une compliance médiocre, il est 

parfois proposé un élargissement du régime. Les recommandations diététiques sont variables à 

travers le monde, avec un taux maximal de Phe sanguine préconisé chez l’adulte oscillant de 240 à 

1300 µM (135). Certains auteurs ont proposé un seuil de 500 µM de Phe dans le sang en se basant 

sur le stress oxydant, le métabolisme du monoxyde d’azote (NO), celui des oxystérols, sur les statuts 

en vitamines B, l’état osseux et l’IRM, seuil au-delà duquel ils ont décelé une toxicité cérébrale (136). 

Ce seuil devrait être repris dans les recommandations européennes en cours d’écriture (137). Le 
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manque de données sur le devenir à long terme de ces patients devrait être en partie comblé grâce à 

l’étude ECOPHEN, étude observationnelle française s’intéressant entre autre à la physiopathologie de 

la maladie chez les adultes (138). 

 

D’un point de vue thérapeutique médicamenteuse, le traitement par BH4 (dichlorhydrate de 

saproptérine, Kuvan®) a reçu l’autorisation de mise sur le marché (AMM) en France dans le cadre des 

HPA de l’adulte et de l’enfant de plus de 4 ans atteints de PCU et répondeurs au BH4, ainsi que dans 

les déficits en BH4 (139,140). Il vient récemment d’obtenir l’AMM européenne pour les enfants de 

tous âges. Ce médicament, disponible uniquement en administration orale, possède une posologie 

allant généralement de 5 à 20 mg/j/kg en une administration journalière (139). Il ne possède pas 

d’effet indésirable notable (141). Le Kuvan®, pour lequel 30 à 50% des patients sont répondeurs 

(142), permet une augmentation de la tolérance en Phe, augmentant ainsi la qualité de vie et 

l’adhésion du patient au régime diététique (132). Afin de vérifier la sécurité et l’efficacité de ce 

relativement nouveau médicament, un registre observationnel multicentrique (KAMPER) a été mis 

en place, répertoriant pour l’instant 325 patients (143). 

Parmi les thérapies alternatives se trouvent la supplémentation en acides aminés neutres 

(LNAA : Tyr, Trp, méthionine, isoleucine, thréonine, valine, leucine, histidine, lysine et arginine) (144), 

les glycomacropeptides (GMP) (120) et la transplantation hépatique. Les LNAA ne sont pas 

recommandés à l’heure actuelle en France, mais sont proposés aux Etats-Unis pour les patients qui 

ne sont pas stables sur le plan métabolique ou qui n’adhèrent pas aux autres thérapeutiques (145). 

Cette supplémentation permet de diminuer l’absorption de Phe au niveau intestinal et méningé 

(146) en saturant un transporteur commun (147), mais nécessite cependant des investigations, en 

particulier sur l’efficacité à long terme (148). L’utilisation de GMP (apports protéiques pauvres en 

Phe, Tyr, histidine, leucine, Trp et arginine) semble efficace en complément des substituts d’acides 

aminés, mais ne peut les remplacer (149). 
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L’enzymothérapie par phenylalanine-ammonia lyase (PAL, catalysant la Phe en acide 

transcinnamique, sans nécessité de cofacteur) (150), la thérapie génique (151) et l’utilisation de 

probiotiques (152) sont encore à l’état de recherche (120).  

Dans le cas d’un déficit en BH4 avec HPA, une thérapie substitutive par BH4 (sauf pour le 

déficit en DHPR) ou un régime pauvre en Phe (déficit en DHPR) est souvent mis en place, associé à 

des précurseurs des neurotransmetteurs (L-dopa et 5HTP), avec ajout d’acide folinique dans le cas du 

déficit en DHPR (98). Parfois, l’utilisation d’inhibiteurs enzymatiques ou d’agonistes est également 

bénéfique (97). 

Le planning de suivi des patients PCU est variable selon l’état et l’âge du patient. Les rendez-vous 

cliniques sont mensuels la première année, puis trimestriels jusqu’à l’âge adulte et enfin annuels, et 

permettent la surveillance de la croissance staturo-pondérale, du périmètre crânien et l’évaluation 

du développement psychomoteur, ainsi qu’une évaluation nutritionnelle. Le suivi biologique consiste 

en des dosages de Phe sanguine de façon plus rapprochée (mais dont le prélèvement peut être 

réalisé à domicile) et un bilan nutritionnel annuel complet (93).  Le Tableau IV reprend les différentes 

modalités de ce suivi. 

 

Tableau IV : Modalités de suivi lors des visites des patients PCU.  
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Chapitre 3 : Tryptophane et PCU : état de l’art 
 

Plusieurs points rapprochent le métabolisme du Trp à celui de la Phe.  

Tout d’abord, le Trp nécessite le transporteur des L-acides aminés de type 1 (LAT1) pour franchir 

la BHE (153). Or ce transporteur est quasiment saturé à l’état physiologique (154) et possède une 

affinité bien plus élevée pour la Phe que pour le Trp. Une augmentation des concentrations 

sanguines de Phe entraine ainsi une diminution du passage des autres acides aminés au niveau de la 

BHE (155). Chez les patients PCU, une diminution de la concentration cérébrale de Trp a d’ailleurs été 

retrouvée lors d’autopsie (156). De plus, une diminution de 5HTP (157) et des métabolites du 5HT 

dans le LCR ont été rapportées, cette dernière étant réversible sous traitement diététique pauvre en 

Phe (158). Il est donc envisageable que les problèmes d’humeur présents en cas d’augmentation de 

la Phe sanguine soient provoqués par une diminution de synthèse de 5HT au niveau méningé (117). 

Ceci est corroboré par le fait que chez des adultes, une supplémentation en Trp et Tyr entraine une 

amélioration de la concentration, de l’humeur, et de réponse aux stimuli extérieurs (159).  

En ce qui concerne l’origine de ce déficit en 5HT dans le LCR des patients PCU, plusieurs hypothèses 

existent (160). Celle que nous venons de citer engendre une diminution de la concentration 

cérébrale en Trp par saturation de LAT1 par la Phe (155), et est corroborée par le fait que 

l’administration de LNAA chez la souris PCU entraine une augmentation de 5HT au niveau cérébral 

(146). Une autre hypothèse consiste en une inhibition de la TpH lors d’une forte concentration de 

Phe, ce qui a été montré in vitro (161) mais également chez la souris (157,162). A noter que dans le 

modèle murin, l’activité de la TpH a été restaurée par une restriction en Phe. Une autre publication 

évoque une inhibition de la 5HTP décarboxylase par les métabolites de la Phe (105). 

Ces hypothèses, dont les effets peuvent s’ajouter, sont basées sur des propriétés connues du 5HT. 

Elles permettraient d’expliquer le fait que certains adultes atteints de PCU présentent des 

dysfonctions neuropsychologiques inexpliquées par leur taux de Phe sanguin (163).  
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L’autre point rapprochant le métabolisme du Trp à celui de la Phe est le BH4, cofacteur 

indispensable de la PAH, et également indispensable à une autre enzyme de la voie du Trp : la TpH, 

qui synthétise le 5HTP à partir du Trp (Figure 4) et qui est l’enzyme limitante de la synthèse de 5HT. 

Chez la souris PCU, l’administration de BH4 entraine une augmentation de 5HIAA cérébral, 

métabolite issu du 5HT (164), montrant une activation du métabolisme du 5HT par le BH4.  

La voie du Trp pourrait également agir sur la synthèse de BH4. En effet, une étude récente prête à la 

molécule AX la capacité d’inhiber la sépiaptérine réductase (SR), une des enzymes nécessaires à la 

synthèse du BH4 (165).  

En ce qui concerne l’implication de la voie des kynurénines dans la PCU, très peu de données 

sont connues. Quelques travaux ont été effectués dans les années 1960 par un groupe allemand, 

mais dont la traduction n’a pas été réalisée (166,167), ainsi que par une équipe française (168). Le 

seul élément à notre disposition est le fait que sous régime pauvre en Phe, les patients PCU excrètent 

une quantité anormalement élevée d’AK dans les urines (169), tandis que le profil urinaire des 

métabolites du Trp semble modifié chez certains patients PCU non traités (167). Plus tard, une autre 

équipe a montré une diminution de la concentration sanguine de Trp chez 3 patients atteints de PCU 

cliniquement atypiques (170). 

Nous avons vu ci-dessus que dans la PCU, la concentration cérébrale en 5HT semble diminuée. Or la 

principale régulation de la synthèse de 5HTP (et donc de 5HT) réside dans la disponibilité de son 

substrat, le Trp (171). Comme nous l’avons vu précédemment, celui-ci est métabolisé 

majoritairement en KYN et l’IDO, enzyme limitante de la voie, peut être positivement régulée par 

certains facteurs, notamment l’inflammation (3). L’activité de l’IDO modifie la biodisponibilité du Trp 

et donc potentiellement l’activité de la TpH. Ces relations entre la voie de la KYN et celle du 5HT sont 

la raison de l’approche métabolomique de cette étude. Une étude récente montre d’ailleurs ces 

relations étroites entre Phe, 5HT et kynurénines, une surproduction de la voie des kynurénines et de 

la Phe étant observée chez la souris déficiente en TpH2 (172). 
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Enfin, certains mécanismes physiopathologiques entrainant l’atteinte cérébrale de cette 

pathologie restent à ce jour insuffisamment compris. Une des voies à explorer davantage est 

l’accumulation cérébrale de métabolites neurotoxiques. Or, plusieurs kynurénines possèdent des 

propriétés neuroactives, que ce soit par l’action neurotoxique du 3HK et du 3HA, ou par l’action 

neuroprotectrice de AK (173).  

Ces différentes données nous ont donc conduits à nous interroger sur les modifications du 

métabolisme du Trp (voie des kynurénines et voie du 5HT) dans la PCU. 
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Chapitre 4 : Spectrométrie de masse : principe  
 

La spectrométrie de masse est une méthode d’analyse permettant la détermination de la 

structure et des masses moléculaires des composés analysés ainsi que leur quantification. Le principe 

réside en la formation d’ions dans une source d’ionisation, ces ions provenant de la molécule à 

analyser. Ils sont ensuite séparés et détectés. Actuellement, la spectrométrie de masse est 

facilement couplée à des méthodes séparatives telles que la chromatographie en phase gazeuse ou 

liquide. 

Le spectromètre de masse comprend différents modules placés en série, qui permettent 

successivement l’évaporation du solvant et l’ionisation des molécules de l’échantillon (source), 

l’accélération des ions formés ainsi que leur séparation en fonction des rapports masse sur charge 

(m/z) (analyseur) et enfin leur détection (174).  

Concernant la source, plusieurs méthodes d’ionisation sont disponibles, le choix dépendant 

des propriétés physico-chimiques des molécules à étudier et des renseignements désirés. L’ionisation 

par impact électronique et l’ionisation chimique à pression réduite sont réservées aux composés 

facilement volatilisables et de faible masse moléculaire, et sont souvent couplées à la 

chromatographie en phase gazeuse. La désorption et l’ionisation par impulsion laser assistées par 

une matrice (source MALDI) sont utilisées pour les molécules à masse moléculaire élevée (> 500 Da) 

et sont fréquemment couplées à un spectromètre de masse à temps de vol (TOF). Les méthodes 

d’ionisation à pression atmosphérique, à savoir l’électro-nébulisation ou électrospray (ESI) et 

l’ionisation chimique à pression atmosphérique (APCI), sont idéalement utilisées en couplage avec la 

chromatographie en phase liquide pour les molécules ionisables et polaires, en particulier de faible 

masse moléculaire. 

L’ionisation par électro-nébulisation, représentée en Figure 9, consiste en la pulvérisation d’une 

solution à faible débit et en l’ionisation des espèces qu’elle contient grâce à l’utilisation d’un champ 
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électrique en sortie du capillaire (nébuliseur). L’échantillon est pulvérisé sous forme de gouttelettes 

qui vont se charger et diminuer de taille car le solvant est progressivement évaporé à l’aide d’un gaz 

neutre à contre-courant (azote chauffé). Les ions formés entrent ensuite dans le spectromètre de 

masse. Le choix du solvant, le débit de phase mobile et la différence de potentiel sont donc 

primordiaux, car ils influent sur la qualité du nébulisât. 

 

Figure 9 : Source d’ionisation à pression atmosphérique par électro-nébulisation en mode positif. D’après (174). 

 

 L’analyseur de masse permet la séparation des ions formés dans la source en fonction de leur 

rapport m/z. Plusieurs types sont disponibles, mais nous nous focaliserons ici uniquement sur le filtre 

quadripolaire, dont le fonctionnement repose sur le mouvement d’ions dans un champ électrique 

oscillant. Cet analyseur est constitué successivement d’un préfiltre, série de lentilles électroniques 

permettant la convergence et l’accélération des ions sortant de la source, puis d’un quadripôle (le 

plus souvent 4 barres entre lesquelles sont établies des différences de potentiel), le tout débouchant 

sur un détecteur. Les changements de potentiels appliqués à ces barres permettent l’oscillation des 

ions de différentes masses jusqu’au détecteur. 

Plusieurs quadripôles peuvent être couplés entre eux en série, constituant ainsi un spectromètre de 

masse en « tandem » (MS/MS) (Figure 10). Le premier quadripôle (Q1) permet de sélectionner un 

ion, le deuxième (Q2) de le fragmenter, et le troisième (Q3) d’analyser les ions fils issus de la 
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fragmentation. Q1 et Q3 sont des quadripôles permettant la séparation des ions. Q2, appelé cellule 

de collision, n’a pour rôle que de focaliser les ions au centre des barres, lieu de formation des ions 

fragments par collision, grâce à l’introduction d’un gaz de collision. Plusieurs configurations peuvent 

être mises en œuvre en fonction du réglage de Q1 et Q3, suivant que l’on utilise le mode statique 

(potentiel fixe, ne permettant de détecter qu’un ion à un rapport m/z donné), ou le mode balayage 

(détection de tous les ions dans une gamme de rapport m/z prédéfinie). La procédure « Multiple 

Reaction Monitoring » (MRM) ou « Selected Reaction Monitoring » (SRM) utilise Q1 et Q3 en mode 

statique. Q1 sélectionne exclusivement l’ion parent, tandis que Q3 se focalise sur l’ion fils choisi. 

Cette double sélection, permettant de diminuer le bruit de fond, est particulièrement utilisée 

lorsqu’une quantification est souhaitée. 

 

Figure 10 : Schéma d’un spectromètre de masse en tandem. D’après (175). 

 

 Les 9 molécules que nous souhaitons quantifier dans cette étude sont toutes polaires et 

ionisables, rendant l’utilisation de l’ionisation à pression atmosphérique possible. Nos molécules sont 

également hydrosolubles, la chromatographie liquide est donc la méthode séparative de choix. Le 

mode MRM utilisé permet la quantification de chacune. L’utilisation de l’HPLC-MS/MS avec 

ionisation par électro-nébulisation est donc la technique utilisée dans notre étude.  
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Chapitre 1 : But de l’étude  
 

L’objectif principal de cette étude est la mise au point du dosage des 9 métabolites présentés 

en Figure 11 en HPLC-MS/MS, ainsi que la validation de cette méthode selon la norme NF EN ISO 

15189. Le deuxième objectif consiste en l’exploration de cette voie métabolique dans une population 

phénylcétonurique, afin de démontrer une éventuelle modification de ce métabolisme dans cette 

pathologie. 
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Figure 11 : Le métabolisme du tryptophane via les voies des kynurénines et de la sérotonine. Abréviations des enzymes : IDO : indoleamine 2,3-dioxygénase ; KAT : kynurénine 
aminotransférase ; KMO : kynurénine monooxygénase ; KYNU : kynuréninase ; TDO : tryptophane 2,3-dioxygénase ; TpH : tryptophane hydroxylase ; 5HTP DC : 5-hydroxytryptophane 
décarboxylase. 
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Chapitre 2 : Matériel  
 

1. Standards 

 

Les standards de Trp, KYN, AA, AK, 3HK, 3HA, XA, 5HT et 5HTP proviennent de Sigma-Aldrich 

Chimie (Lyon, France). Les références et puretés de chaque poudre sont disponibles en annexe 1. 

Pour chaque standard, une solution aqueuse a été réalisée à 10 mM, 1,7 mM, 225 µM, 50 µM, 

100 µM, 65 µM, 48 µM, 5,6 mM et 100 µM respectivement, et conservées à -75°C +/- 15°C jusqu’à 

utilisation. Ces différentes solutions ont été diluées extemporanément pour réaliser les solutions de 

travail. 

Le D5-Tryptophane 2’, 4’, 5’, 6’, 7’ (D5-Trp) a été obtenu auprès de CDN Isotopes (Québec, 

Canada), tandis que la [13C6]-L-Kynurénine (13C-KYN), l’acide [U-Ring-13C6]-anthranilique hydrochloride 

(13C-AA), l’acide [2H5]-kynurénique (D5-AK), la [U-Ring-13C6]-3-hydroxykynurénine (13C-3HK), l’acide 

[13C6]-3-Hydroxyanthranilique hydrochloride (13C-3HA), l’acide [13C6]-xanthurénique (13C-XA) et la 

[2H4]-5-hydroxytryptamine (D4-5HT) ont été commandés chez Alsachim (Illkirch, France). Chaque 

poudre a été reconstituée avec la phase organique recommandée par le fournisseur, puis a été 

conservée à -75°C +/- 15°C. Un mélange de standards internes (SI) a été réalisé dans de l’eau milliQ, 

contenant 1,8 mM de D5-Trp, 40 µM de 13C-KYN et entre 0,6 et 1 µM des autres SI. Ce mélange a 

ensuite été aliquoté et conservé à -75°C +/- 15°C jusqu’à utilisation. 

2. Autres consommables et petit matériel 

 

L’acide formique (AF), le méthanol (MeOH), l’acétonitrile (ACN) et l’acide trifluoroacétique 

(TFA) étaient de qualité analytique, selon l’appel d’offre en cours. L’acide ascorbique (ASC) et le 

sulfate de zinc ont été fournis par Sigma-Aldrich. Nous avons également eu recours à de l’eau milliQ, 

des tubes type eppendorf, des tubes à hémolyse en plastique, des pipettes et cônes de différents 

volumes, des filtres 0,22 µm (Merck Milipore), des flacons avec insert et des plaques 96 puits selon 
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les appels d’offre en cours, ainsi qu’un évaporateur à sec sous azote (Biotage, Suède) et un vortex de 

paillasse. 

3. Equipement HPLC-MS/MS et conditions chromatographiques 

 

Nous avons travaillé sur un système de chromatographie liquide à haute performance Dionex 

Ultimate 3000 (ThermoFischer, Waltham, USA) couplé à un spectromètre de masse en tandem 

API 4000 (SCIEX, Canada). Les données ont été acquises grâce à l’utilisation du logiciel Analyst 

(v.1.5.2).  

La colonne HPLC utilisée était une Kinetex C18 100A (2,1 x 100 mm, diamètre interne de 

5 µm) (Phenomenex, Torrance, USA). Deux phases mobiles ont été utilisées en gradient : AF 0,1% 

dans de l’eau (phase A) et AF 0,1% dans de l’ACN (phase B).  

4. Echantillons plasmatiques 

 

Les échantillons utilisés sont des plasmas prélevés sur EDTA. Le sang total prélevé sur tube 

EDTA doit être mis dans la glace immédiatement après le prélèvement, et transporté ainsi à l’abri de 

la lumière jusqu’au laboratoire. Une centrifugation est ensuite réalisée le plus rapidement possible 

(2500 g à environ +4°C pendant 15 min), permettant l’obtention d’un plasma pauvre en plaquettes. 

Celui-ci est ensuite aliquoté et congelé à -75°C +/- 15°C jusqu’à analyse. 

Les patients PCU de cette étude ont été recrutés dans le cadre de leur visite annuelle au CHU, 

préconisée par le protocole national de diagnostic et de soins (PNDS). Cette étude a fait l’objet d’une 

déclaration de conservation et préparation à des fins scientifiques d’éléments du corps humain 

(accusé de réception en annexe 2). Les 30 sujets-sains, permettant l’établissement des valeurs de 

référence, ont été recrutés lors d’un prélèvement au centre de consultation et d’anesthésie du CHU. 

Dans les 2 cas, les sujets devaient être à jeun (> 12h pour les adultes) et le pré-analytique 
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correspondre aux exigences (tube EDTA mis dans la glace et à l’abri de la lumière dès le prélèvement 

et acheminement rapide au laboratoire pour prise en charge selon le protocole ci-dessus). 

  



56 
 

Chapitre 3 : Méthodes  

1. Préparation de la gamme et des échantillons 

 

La préparation pré-analytique de chaque plasma a constitué en une déprotéinisation. A 

190 µL de plasma sont ajoutés 10 µL du mélange de SI et 700 µL d’une solution de méthanol / sulfate 

de zinc à 79 g/L dans de l’eau (80/20 v/v) + 0,05 % TFA. Les échantillons sont ensuite mélangés, puis 

mis à +5°C +/- 3°C pendant 15 min. Après centrifugation (15 min à 10 000g à environ +4°C), 700 µL de 

surnageant sont repris et mis à évaporer sous azote. Le résidu sec est dissout dans 30 µL d’eau + 

0,08% d’ASC. Cinq µL sont ensuite injectés en HPLC-MS/MS. Les différentes étapes sont représentées 

sur la Figure 12. 

 

Figure 12 : Préparation pré-analytique des échantillons. Abréviations : SI : standard interne ; ASC : acide ascorbique. 

 

La gamme est effectuée à partir d’une matrice plasmatique. Un pool de plasma humain a été 

traité avec du charbon activé (DARCO®) (Sigma-Aldrich), selon un protocole adapté de la 
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littérature (176), afin d’éliminer le Trp et ses métabolites endogènes. Cinq mL de plasma sont mis au 

contact de 280 mg de charbon sous agitation pendant 2h. Après centrifugation, le surnageant est 

alors filtré puis aliquoté et stocké à -23°C +/- 5°C jusqu’à utilisation. 

Les droites de calibrations sont réalisées en utilisant 180 µL de « plasma free » surchargé 

avec 10 µL d’un mélange contenant toutes les molécules d’intérêt à différentes concentrations et en 

ajoutant 10 µL du mélange de SI. La gamme de calibration s’étend de 0 à 160 µM pour le Trp, 0 à 

4,2 µM pour la KYN et de 0 à maximum 70 nM pour les autres molécules d’intérêt. Les 

concentrations de SI ont été choisies pour correspondre approximativement aux concentrations 

physiologiques (c'est-à-dire environ 90 µM pour le D5-Trp, 2 µM pour la 13C-KYN et entre 28 et 50 nM 

pour les autres). Les courbes de calibration sont réalisées en se basant sur le ratio de l’aire du pic de 

l’analyte rapportée à l’aire du pic du SI correspondant (analyte/SI) et en les comparants aux 

concentrations connues d’analyte. Le 5HTP n’ayant pas de SI propre (production à façon 

uniquement), nous avons utilisé la 13C-KYN comme SI, ce choix étant justifié par une proximité 

chromatographique, et approuvé au vu des résultats obtenus.  

2. Contrôles internes de qualité 

 

Afin de garantir le bon déroulement pré-analytique et analytique de notre dosage, et 

également afin de vérifier la fidélité intermédiaire de celui-ci, nous avons mis en place des contrôles 

internes de qualité (CIQ). Ceux-ci ont été réalisés à partir d’un pool de « plasma free » auquel nous 

avons ajouté un mélange contenant toutes les molécules d’intérêt. Après avoir homogénéisé le tout, 

des aliquots de 300 µL ont été réalisés puis stockés à -75 °C +/- 15°C. Deux niveaux ont été réalisés 

afin d’encadrer les valeurs de références décrites dans la littérature. Ces deux niveaux de CIQ sont 

ajoutés à chaque série, le pré-analytique étant réalisé en même temps que celui des échantillons et 

de la gamme.  
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3. Paramètres HPLC et MS/MS 

 

Le gradient de phases mobiles, les débits et la température de la colonne ont été optimisés 

afin d’obtenir la meilleure séparation des pics possible tout en conservant des pics fins. Pour 

conserver une bonne sensibilité malgré le grand nombre de transitions utilisées, nous avons 

fractionné le chromatogramme en 3 périodes. La première période contient ainsi le 3HK, le 5HT, la 

KYN, le 5HTP et le 3HA, ainsi que les SI correspondants. La deuxième période est exclusivement 

dédiée au Trp et à son SI, tandis que la 3ème période recherche les transitions de XA, AA, AK ainsi que 

celles de leurs SI. Un exemple de chromatogramme obtenu est présenté en Figure 13. 

 

Figure 13A 
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Figure 13B 

 

Figure 13 : Exemple de chromatogramme obtenu, représentant la somme de toutes les transitions recherchées pour 
chaque période (A), et exemple de pics obtenu pour AA (haut) et son SI (bas) lors de l’extraction de leurs transitions (B). 

 

Le Trp étant présent à des concentrations sanguines bien supérieures à celles des autres 

molécules, il n’a pas été possible de le quantifier de la même façon que celles-ci. Afin de pallier ce 

problème, nous avons mis en place une division de l’échantillon en sortie d’HPLC par un split. Cela 

permet de diminuer considérablement la quantité de Trp arrivant à l’entrée du spectromètre de 

masse (4% de l’échantillon initial), et donc d’éviter la saturation du détecteur. Cependant, l’utilisation 

du split engendre une grande perte de pression, ayant pour effet de ralentir l’arrivée du Trp au 

spectromètre de masse, et donc d’élargir considérablement le pic ainsi obtenu. Pour éviter ce 

phénomène, nous avons augmenté le débit de phase et décidé de dévier le flux de phase mobile afin 

qu’il ne passe pas dans la colonne analytique à ce moment-là (i.e. le débit de phase mobile est dévié 

en amont de la colonne). Cela permet d’une part de préserver l’intégrité de celle-ci au cours du 

temps, et d’autre part de diminuer les contre-pressions appliquées au système. Le montage ainsi 

réalisé est représenté par la Figure 14. 
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Figure 14A 

 

Figure 14B 

 

Figure 14 : Schémas représentant le montage effectué lors du run : flux de la phase mobile et de l’échantillon lors des  
périodes 1 et 3 (A), et lors de la période 2 pour le Trp (B). 
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La séquence ainsi mise au point comprend un gradient de phase allant de 0% à 100 % de 

phase ACN + 0,01% AF, et des débits de 0,35 à 2,5 mL/min. La température du four contenant la 

colonne a été fixée à 25°C, celle du passeur d’échantillon à 6°C. Le descriptif de la séquence ainsi 

mise au point est représenté par la Figure 15.  

 

Figure 15 : Descriptif des pourcentages des phases mobiles et du débit lors de la séquence. Phase A : eau + 0,01% d’acide 
formique, phase B : acétonitrile + 0,01% d’acide formique. En ordonnées se trouve le pourcentage de chaque phase (axe de 
gauche) et le débit (axe de droite), en abscisses le temps de la séquence (en minutes). 

 

Chaque molécule a été optimisée individuellement par spectrométrie de masse en tandem. 

Pour cela, une solution à 2 µg/mL dans de l’eau à 0,1% d’AF a été réalisée pour chacune, et infusée 

directement dans le spectromètre de masse en utilisant le mode d’ionisation par électrospray en 

mode positif avec une tension d’ionisation fixée à 4500 V. Deux transitions ont été sélectionnées 

pour chaque molécule. Ces transitions correspondent aux deux ions fils les plus intenses obtenus à 

partir de l’ion parent [M+H+], sauf pour le Trp pour lequel nous avons éliminé l’ion fils le plus intense 

au profit des 2ème et 3ème ions fils (afin de diminuer la saturation du détecteur), et la KYN pour 

laquelle nous avons choisi le 3ème couple le plus intense comme couple quantifiant (afin d’améliorer 

notre linéarité autour des valeurs physiologiques). Les paramètres optimisés pour chaque molécule 

sont : le potentiel de déclusterisation (DP), le potentiel d’entrée (EP), l’énergie de collision (CE),  le 

potentiel de sortie (CXP) et le dwell time (Dt = temps d’acquisition des ions). Ces paramètres sont 

rapportés dans le Tableau V. Les paramètres de la source ont été ajustés grâce à l’injection d’un 

mélange contenant toutes les molécules à 0,2 mg/mL dans de l’eau + 0,1% d’AF. Les différents 
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paramètres sources communs à toutes les molécules ont été choisis comme suit : gaz rideau à 25 psi, 

gaz nébulisateur à 45 psi, gaz de séchage à 50 psi et température de la source à 450 °C. 

 

Tableau V : Paramètres MS/MS de chaque molécule d’intérêt. Pour chaque molécule, la 1
ère

 ligne correspond à la 
transition quantifiante, la 2

ème
 à la qualifiante. Abréviations : Q1 : masse de l’ion parent ; Q3 : masse de l’ion fils ;              

DP : potentiel de déclusterisation, EP : potentiel d’entrée de la cellule de collision ; Dt : dwell time ; CE : énergie de 
collision ; CXP : potentiel de sortie de la cellule de collision. 

 

4. Paramètres de validation de méthode  

 

Cette méthode de dosage du Trp et de 8 de ses métabolites a été validée selon les 

recommandations du Cofrac (177) et de la norme NF EN ISO 15189 (178) pour les méthodes 

quantitatives, ainsi que selon une publication de Peters concernant la spectrométrie de masse (179). 
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1. Reproductibilité de la gamme 

 

La reproductibilité de la gamme consiste à analyser les gammes obtenues dans des 

conditions différentes en faisant varier au moins un des facteurs de variabilité, ces facteurs pouvant 

être l’opérateur, le temps, les lots réactifs etc… Dans notre cas, nous avons analysé 3 gammes en 

faisant varier le facteur temps (période de 1 mois) et l’opérateur (2 opérateurs différents). Les 

résultats ont été exploités selon la moyenne et le coefficient de variation (CV), selon la formule 

suivante : 

𝐶𝑉 (%) =  
é𝑐𝑎𝑟𝑡 − 𝑡𝑦𝑝𝑒 (𝑠)

𝑚𝑜𝑦𝑒𝑛𝑛𝑒 (𝑚)
 𝑥 100 

 

2. Répétabilité 

 

L’essai de répétabilité consiste à analyser le même échantillon dans les mêmes conditions 

(i.e. même opérateur, lot de réactif, instrument, étalonnage et délai d’analyse le plus court possible). 

Nous avons évalué la répétabilité sur 2 niveaux (20 échantillons pour chaque niveau), à l’aide d’un 

« plasma free » surchargé.  Les niveaux choisis étaient 73 et 136 µM pour le Trp, 2 et 3,6 µM pour la 

KYN, et entre 15 et 32 nM et entre 30 et 59 nM pour les autres molécules. Dans notre cas, la 

répétabilité englobe la phase pré-analytique et analytique, une déprotéinisation ayant été effectuée 

pour chacun des échantillons. L’exploitation des résultats consiste à calculer le coefficient de 

variation (CV) des valeurs obtenues, selon la formule précitée. 

 

3. Fidélité intermédiaire 

 

L’essai de fidélité intermédiaire, ou reproductibilité intra-laboratoire, consiste à analyser un 

même échantillon dans des conditions différentes en faisant varier au moins un des facteurs précités. 

Pour ce paramètre, nous avons utilisé les résultats de nos CIQ. Nous avons ainsi évalué la fidélité 

intermédiaire grâce à 20 échantillons, en faisant varier les facteurs temps, opérateur, étalonnage 
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et/ou lot de réactif pour chaque CIQ. L’exploitation des résultats a été réalisée par le calcul du CV des 

valeurs obtenues. 

4. Limites de détection (LOD) et de quantification (LOQ) 

 

En spectrométrie de masse couplée à de la chromatographie, la limite de détection (LOD) est 

souvent définie comme la plus petite concentration d’analyte donnant un signal/bruit (S/N) de 3, 

tandis que la limite de quantification (LOQ) correspond à un S/N de 10. Les LOD et LOQ ont été 

définies techniquement par le passage de « plasma free » surchargé à différentes concentrations. 

Nous avons ensuite analysé les rapports S/N afin de déterminer les concentrations correspondant à 

un S/N de 3 et de 10 pour chaque analyte. 

5. Limite de linéarité haute 

 

La limite de linéarité haute (LL) correspond à la plus forte concentration qu’il est possible 

d’analyser avec une exactitude satisfaisante. Nous l’avons déterminée par l’analyse en duplicat 

d’échantillons de « plasma free » surchargés à différentes concentrations (dilution d’une solution de 

surcharge très concentrée). Selon les publications, plusieurs critères peuvent être utilisés pour définir 

la LL, celle recommandée par la Food and Drug Administration préconisant un biais < +/- 20% (180). 

Nous avons choisi de définir notre LL comme la concentration testée nous donnant un biais < +/-10% 

(moyenne des duplicats) par rapport à la concentration théorique estimée pour tous les analytes, et 

+/-15% pour ceux dont le CV de fidélité intermédiaire est > 10 % (i.e. KYN, 5HTP, 5HT, AK et XA).  

6. Contamination 

 

La contamination inter-échantillons a été analysée par le passage de 3 échantillons à 

concentration élevée (H) suivi de 3 échantillons à concentration basse (B), cet enchainement ayant 

été réalisé 4 fois de suite. Nous avons utilisé les 2 niveaux de CIQ pour réaliser cet essai. Les résultats 

ont ensuite été analysés selon la formule suivante :  
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𝐶𝑜𝑛𝑡𝑎𝑚𝑖𝑛𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛 (%) =  
(𝑚𝐵1 − 𝑚𝐵3)

(𝑚𝐻 − 𝑚𝐵3)
 𝑥 100 

Où :  m : moyenne 

B1 : 1ers échantillons bas de chaque enchainement 

B3 : 3èmes échantillons bas de chaque enchainement 

H : échantillons hauts 

 

7. Stabilités : standards, CIQ, sang total, résidu sec, résidu sec 

solubilisé, plasma lors de congélations successives 

 

L’essai de stabilité consiste à vérifier l’intégrité de nos molécules d’intérêt dans le temps. 

Plusieurs stabilités ont été vérifiées : 

 Stabilité des standards : Afin de vérifier la stabilité de nos standards au cours du temps, nous 

avons regardé l’évolution de la pente de la droite de calibration. La stabilité a été considérée 

comme correcte si le CV obtenu était < 15 % pour KYN, 5HTP, 5HT, AK et XA, et < 10% pour 

les autres molécules. 

 

 Stabilité des CIQ : Afin de vérifier la stabilité de nos CQI congelés, nous avons regardé 

l’évolution du CV au cours du temps. La stabilité a été considérée comme correcte si le CV 

obtenu était inférieur ou identique à celui de la fidélité intermédiaire. 

 

 Stabilité du sang total : afin de déterminer nos exigences pré-analytiques, nous avons testé la 

stabilité de nos analytes dans le sang total. Pour cela, nous avons travaillé à partir de 2 

prélèvements de sang total sur tube EDTA issus de 2 sujets-sains. Pour chacun, la 

centrifugation a été effectuée immédiatement après le prélèvement, après 15 minutes, 30 

minutes, 1h, 2h et 4h. Le plasma ainsi obtenu a été immédiatement aliquoté et congelé à       

-5°C +/- 15°C jusqu’à analyse des échantillons. Nous avons testé deux modalités de 

conservation du sang total : à température ambiante et abri de la lumière, ou à 5°C +/- 3°C à 

l’abri de la lumière (correspondant à un acheminement au contact de la glace). La stabilité du 
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sang total a été considérée comme acceptable si la moyenne des concentrations obtenues 

pour chaque analyte était conforme à la valeur obtenue à T0 (écart de concentration < 15% 

pour KYN, 5HTP, 5HT, AK et XA et < 10% pour les autres). 

 

 Stabilité du résidu sec : la phase pré-analytique constitue une étape critique, et l’évaporation 

du déprotéinisat en est l’étape la plus longue et la plus contraignante. En effet, nous n’avons 

à notre disposition qu’un seul évaporateur, ce qui nous permet une évaporation 

concomitante de 50 échantillons maximum. De plus, le temps de l’évaporation dépend du 

débit d’azote, celui-ci étant réparti en fonction du nombre d’échantillons. Il est donc difficile 

d’estimer avec précision le temps de cette évaporation (dépendant du nombre d’échantillons 

et de l’ajustement du débit d’azote à chaque instant) qui peut varier de moins de 2h à plus 

de 5h. Nous avons donc voulu tester la stabilité du résidu sec, afin de permettre plus de 

souplesse technique. En effet, un résidu sec stable nous permettrait de préparer la partie de 

la manipulation la plus chronophage en amont de l’injection.  

Pour cela, nous avons testé deux conditions de conservation du résidu sec différentes : la 

température ambiante à l’abri de la lumière (correspondant à des échantillons évaporés et 

laissés dans l’évaporateur) et une conservation dans des tubes eppendorf bouchés à -23°C 

+/- 5°C à l’abri de la lumière.  Pour chaque condition, nous avons analysé les 2 niveaux de CIQ 

en triplicat. Le premier jour, nous avons réalisé 15 résidus secs pour chaque niveau, 3 étant 

solubilisés et analysés immédiatement, le reste étant stocké à température ambiante ou à     

-23°C +/- 5°C. La solubilisation et l’analyse de 3 échantillons de chaque niveau ont été 

réalisées à J1 et J4. Un schéma reprenant le protocole est présenté Figure 16.  

Le résidu sec a été considéré comme stable si la moyenne des concentrations obtenues en 

triplicat pour chaque analyte était conforme à la valeur obtenue à J0 (écart de concentration 

< 15% pour KYN, 5HTP, 5HT, AK et XA et < 10% pour les autres). 
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Figure 16 : Protocole utilisé pour tester la stabilité des résidus secs. Abréviation : TA : température ambiante 

 

 Stabilité du résidu sec solubilisé : selon la même idée que pour le résidu sec, mais également 

pour pallier à un problème ponctuel non prévisible de l’HPLC-MS/MS, nous avons souhaité 

connaitre la stabilité du résidu sec une fois repris par les 30 µL d’eau + 0,08% d’ASC. Un 

résidu sec solubilisé stable permet d’une part de réaliser entièrement la préparation pré-

analytique en amont, mais également de pouvoir réinjecter un échantillon pour lequel la 

phase analytique aurait posé problème. Nous n’avons testé cette fois qu’une seule condition 

de température (entre 2 et 8°C à l’abri de la lumière), qui correspond non seulement à une 

conservation au réfrigérateur, mais également à des échantillons laissés sur le passeur de 

l’analyseur. Nous avons effectué cette démarche avec des échantillons mis en plaque, mais 

également en flacons. Les 2 niveaux de CIQ, à chaque fois manipulés en triplicats, ont été 

injectés à J0, J1, J4 et J14. 
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L’échantillon solubilisé a été considéré comme stable si la moyenne des concentrations 

obtenues en triplicat pour chaque analyte était conforme à la valeur obtenue à J0 (écart de 

concentration < 15% pour KYN, 5HTP, 5HT, AK et XA et <10% pour les autres). 

 

 Stabilité du plasma lors de cycles de congélation/décongélation successifs : afin de vérifier la 

stabilité de nos molécules d’intérêt dans le plasma lors de congélations successives, nous 

avons réalisé 3 cycles de congélation/décongélation de 2 plasmas de sujets-sains. La stabilité 

du plasma à la congélation a été considérée comme acceptable si la concentration obtenue 

pour chaque analyte était conforme à la valeur obtenue avant les cycles de 

congélation/décongélation (écart de concentration < 15% pour KYN, 5HTP, 5HT, AK et XA et 

< 10% pour les autres). 

8. Exactitude 

 

L’exactitude de notre dosage n’a pu être évaluée que pour le Trp et le 5HT, ceci étant dû à 

l’absence de contrôles externes de la qualité (CEQ) ou de CIQ externalisés pour les autres molécules. 

Pour le Trp, l’exactitude a été vérifiée grâce à l’utilisation d’un CIQ externalisé (ClinChek Control, 

level 1 de RECIPE, Allemagne). Pour le 5HT, l’exactitude a été vérifiée à l’aide de 2 CEQ (Instand 

EQAS, Allemagne). L’exactitude a été considérée comme satisfaisante si le résultat obtenu se situait 

dans les limites préconisées par le fournisseur. 

9. Effet matrice et efficacité d’extraction 

 

L’effet matrice est un terme employé en spectrométrie de masse pour désigner toute 

augmentation ou baisse de l’ionisation de l’analyte d’intérêt due à un composé co-éluant. Cet effet 

peut affecter plusieurs paramètres de la méthode (LOD, LOQ, linéarité, biais), c’est pourquoi il est 

important de connaitre l’effet matrice pour chacune de nos molécules. 
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L’efficacité d’extraction correspond au pourcentage d’analyte initialement présent dans 

l’échantillon que l’on arrive à extraire selon notre procédure pré-analytique. Ce paramètre permet de 

déterminer l’étendue des concentrations mesurables dans la matrice d’intérêt avec la procédure pré-

analytique mise en place.  

Plusieurs approches existent pour déterminer ces deux paramètres. Nous avons choisi une 

méthode publiée par Matuszewski (181), basée sur la comparaison de trois types d’échantillons 

différents. Le premier (A), est constitué d’une solution des molécules d’intérêt dans la phase de 

reprise (eau + 0,08% d’ASC), en triplicat ; le deuxième (B) est représenté par différents lots de 

« plasmas free », déprotéinisés, évaporés, et surchargés (i.e. avec ajout des molécules d’intérêt et 

des standards) après l’extraction ; enfin, le dernier type (C), est constitué des mêmes « plasmas 

free » mais dont la surcharge est réalisée dès le début de la phase pré-analytique, avant extraction. 

Nous avons réalisé cette manipulation sur 3 « plasmas free » et 1 pool de « plasmas free » différents, 

à deux concentrations différentes (une haute et une basse). Nous avons ensuite comparés les 

différents ratios surface de l’analyte/surface du SI obtenus selon les formules ci-dessous : 

𝐸𝑓𝑓𝑒𝑡 𝑚𝑎𝑡𝑟𝑖𝑐𝑒 (%) =  𝑚𝑜𝑦𝑒𝑛𝑛𝑒 (
𝐵

𝐴
) 𝑥 100  

𝐸𝑓𝑓𝑖𝑐𝑎𝑐𝑖𝑡é 𝑑′𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑐𝑡𝑖𝑜𝑛 (%) = 𝑚𝑜𝑦𝑒𝑛𝑛𝑒 (
𝐶

𝐵
) 𝑥 100 

Où :  A : molécules d’intérêt dans la phase de reprise 

B : « plasmas free » déprotéinisés, évaporés et surchargés après l’extraction 

C : « plasmas free » surchargés puis déprotéinisés et évaporés  

 

 

 

10. Valeurs de référence 

 

Les valeurs de référence ont été obtenues à partir de 30 plasmas issus de patients non 

atteints de pathologies graves (personnes venant pour un bilan lipidique au centre de prélèvement) à 
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jeun, considérés comme sujets-sains. L’âge, le sexe, l’indice de masse corporelle (IMC) et les 

traitements en cours ont été relevés. La phase pré-analytique a été effectuée conformément au 

protocole (tubes EDTA). Les valeurs de référence ont été calculées comme étant la moyenne obtenue 

+/- deux écarts-types. 

Nous avons également analysé 16 plasmas issus de donneurs de l’établissement français du 

sang (EFS) non à jeun, pour lesquels le pré-analytique était conforme au protocole décrit ci-dessus 

(tubes EDTA). 

11. Comparaison du type de tube de prélèvement 

 

Nous avons dosé les 9 molécules d’intérêt dans le plasma de 28 sujets-sains prélevés sur 

tubes héparinés et tubes EDTA. La comparaison entre ces 2 types d’anticoagulants a été réalisée 

selon les recommandations du COFRAC (177) : un graphique des différences a été créé (différence de 

chaque point (EDTA-hépariné) en fonction de la valeur obtenue pour l’analyte sur EDTA), avec 

comme limite de suivi +/- 4,24 écart-type de la fidélité intermédiaire obtenue à partir des CIQ.  

12. Variabilité intra-individuelle 

 

Afin d’étudier la variabilité intra-individuelle, un sujet-sain a été prélevé 3 jours consécutifs 

selon les recommandations pré-analytiques. La variabilité intra-individuelle a été objectivée en 

comparant le CV de chaque molécule à la valeur indiquée dans la littérature (tables de Ricos (182)). 

13. Variabilité inter-opérateur 

 

Afin d’étudier la variabilité inter-opérateur, nous avons analysé les résultats de fidélité 

intermédiaire obtenus pour chaque opérateur. Cette étude a été menée uniquement sur la partie 

pré-analytique, le post-analytique (intégration des données) ayant toujours été réalisé par le même 

opérateur. Nous avons ainsi analysé la moyenne et le CV obtenus pour l’opérateur 1 (n=11) et 

l’opérateur 2 (n=8). La variabilité inter-opérateur a été considérée comme acceptable en l’absence 
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de différence significative entre les deux opérateurs (différence < 15% pour KYN, 5HTP, 5HT, AK et XA 

et < 10% pour les autres). 

5. Autres méthodes de dosages utilisées 

 

Afin de pouvoir interpréter le plus judicieusement possible les résultats obtenus chez les 

patients PCU, nous avons mis en œuvre un certain nombre de dosages dans cette population. Le 

dosage de la Phe et de la Tyr ont été réalisés selon le protocole en vigueur au laboratoire, par 

chromatographie échangeuse d’ions à l’aide d’un Hitachi L8800 à partir d’un plasma hépariné. Les 

dosages des vitamines B1 et B6 ont été effectués sur sang total issu d’un tube EDTA grâce à 

l’utilisation d’un kit Chromsystems B1-B6 (chaîne HPLC Shimadzu Prominence), selon les protocoles 

en vigueur au laboratoire. 

6. Analyses statistiques 

 

Les analyses statistiques ont été effectuées à l’aide de StatView version 5.0 (tests non 

paramétriques de Mann et Whitney, seuil de significativité fixé à 5%). 
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Partie 3 : Re sultats 
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Chapitre 1 : Validation de méthode 

1. Reproductibilité de la gamme 

Le Tableau VI reprend les différentes concentrations et CV retrouvés pour chaque point de 

gamme tandis que la Figure 17 illustre ces résultats. Les CV du point de gamme 1, correspondant la 

plupart du temps à des concentrations proches de la limite de quantification (cf I.A.4 Limites de 

détection (LOD) et de quantification (LOQ)) sont plus élevés, mais ne dépassent jamais 20%. Les 

autres CV sont inférieurs à 10%, sauf le point 2 du 5HTP, et sont toujours inférieurs aux CV de fidélité 

intermédiaire. De plus, le coefficient de détermination de la droite (R2) comparant les valeurs 

théoriques et mesurées est supérieur à 0,998 pour chaque paramètre, sauf pour la KYN (supérieur à 

0,995) et le 5HTP (supérieur à 0,997). La reproductibilité de la gamme est donc tout à fait acceptable. 



74 
 

 

Tableau VI : Reproductibilité de la gamme (n=3). Abréviation : CV : coefficient de variation. 
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Figure 17 : Reproductibilité de la gamme (n=3). Les barres représentent le coefficient de variation obtenu pour chaque 
point. Abréviation : R

2
 : coefficient de détermination de la droite 

 

2. Répétabilité 

 

La répétabilité a été évaluée sur 20 échantillons pour chaque niveau de CIQ, encadrants les 

valeurs de référence. Les résultats obtenus, synthétisés dans le Tableau VII, montrent un CV tout à 

fait acceptable. Il est inférieur à 9% pour chaque molécule, hormis le 5HTP (12%). Cette répétabilité 

un peu plus élevée du 5HTP peut s’expliquer par l’absence de SI dédié à cette molécule. 
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Tableau VII : Répétabilité du dosage des différentes molécules (n=20 pour chaque niveau). 

 

3. Fidélité intermédiaire 

 

La fidélité intermédiaire, ou reproductibilité intra-laboratoire, a été évaluée sur 20 

échantillons, techniqués par 3 opérateurs différents sur une période de 3,5 mois. Les résultats 

obtenus, synthétisés dans le Tableau VIII, montrent une fidélité intermédiaire tout à fait acceptable, 

car inférieure à 15 % pour toutes les molécules sauf le 5HT pour lequel un niveau est légèrement 

supérieur à 15%. 
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Tableau VIII : Fidélité intermédiaire du dosage des différentes molécules (n=20 pour chaque niveau) 

 

4. Limites de détection (LOD) et de quantification (LOQ) 

 

Les limites de détection (LOD) et de quantification (LOQ), déterminées de manière 

expérimentale, sont synthétisées dans le Tableau IX. Les plus grandes dynamiques se retrouvent 

schématiquement pour les molécules à fortes concentrations (i.e. Trp et KYN), tandis que les 

molécules dont la concentration plasmatique est de l’ordre du nM ont une dynamique plus faible. Il 

est important de noter que les valeurs physiologiques de chaque molécule sont comprises dans notre 

étendue de mesure, sauf pour 5HT, 5HTP et AA pour lesquelles nos valeurs physiologiques 

s’étendent au-delà de notre LOQ (cf 11.1 Sujets à jeun prélevés sur tube EDTA). 
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Tableau IX : Limites de détection (LOD), de quantification (LOQ) et de linéarité haute. 

 

5. Limite de linéarité haute 

 

Les limites de linéarité haute sont présentées dans le Tableau IX. Un exemple des biais 

obtenus pour le 5HT est représenté en Figure 18, montrant la répartition des biais observés pour 

chaque concentration théorique testée. 

 
Figure 18 : Exemple de biais retrouvés lors de l’essai de limite de linéarité haute pour la sérotonine (5HT) (en duplicat 
pour chaque point). 
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6. Contamination inter-échantillon 

 

La contamination a été calculée pour chaque molécule, et est synthétisée dans le Tableau X. 

Le CV calculé est inférieur à celui de la répétabilité pour chaque molécule, sauf pour le 3HA pour 

lequel le CV est comparable. Une contamination inter-échantillons peut donc être exclue. 

 
Tableau X : Contamination calculée (%) pour chaque molécule selon le test de contamination recommandé par le 
COFRAC (178) (n=24). 

 

7. Stabilités : standards, CIQ, sang total, résidu sec, résidu sec 

solubilisé, plasma lors de congélations successives 

1. Stabilité des standards 

 

La stabilité des standards a été analysée sur 4,5 mois. Les coefficients de variation de la pente 

de la droite de calibration sont synthétisés dans le Tableau XI. Nos standards sont considérés comme 

stables selon notre protocole de conservation au cours de ces 4,5 mois. Une attention particulière 

devra être maintenue concernant ce paramètre, en particulier pour le 3HK pour lequel le CV de la 

pente est très légèrement supérieur à nos exigences.  
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Tableau XI : Coefficient de variation (%) calculé pour la pente de la droite de calibration de chaque molécule au cours des 
4,5 mois. 

 

2. Stabilité des CIQ 

 

La stabilité des CIQ a été évaluée grâce au coefficient de variation de la fidélité intermédiaire 

sur 4,5 mois. Ces résultats sont colligés dans le Tableau XII. Les CV étant tous inférieurs ou égaux à 

ceux obtenus lors de l’essai de fidélité intermédiaire (réalisé pendant 3,5 mois), la stabilité des CIQ 

pendant 4,5 mois dans les conditions de conservation de notre protocole est acceptable. 
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Tableau XII : Coefficients de variation (%) obtenus pour les niveaux 1 et 2 de chaque molécule sur 4,5 mois. 

 

3. Stabilité du sang total 

  

La stabilité du sang total a été effectuée sur 2 sangs totaux issus de 2 sujets-sains. 

Concernant le 5HT, l’analyse n’a pas pu être menée à bien, les deux sangs totaux utilisés présentant 

des concentrations inférieures à la LOQ lors d’une centrifugation immédiatement après le 

prélèvement. 

La stabilité du sang total conservé à température ambiante à l’abri de la lumière (Figure 19A) 

montre une augmentation significative des concentrations de AA et de 5HTP au cours du temps, et ce 

dès 30 minutes (AA) et 2 heures (5HTP) de délai entre le prélèvement et la centrifugation. La stabilité 

du sang total conservé à 5°C +/- 3°C (Figure 19B) arrive globalement à la même conclusion (instabilité 

de AA au bout de 1 heure au lieu de 30 minutes). Les délais d’acheminement et de prise en charge 

pré-analytique sont primordiaux pour AA et 5HTP, avec une prise en charge < 30 minutes pour 

garantir des résultats fiables. Pour ces 8 analytes, la température de transport ne semble pas être le 

paramètre primordial, aucun biais évident n’étant décelé si le prélèvement est centrifugé en moins 
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de 30 min. Une étude sur une plus grande cohorte serait nécessaire afin de déterminer l’impact de la 

température.  Il est de plus primordial d’évaluer la stabilité du 5HT. 

Nous recommandons donc actuellement une prise en charge technique maximum 30 

minutes après le prélèvement si celui-ci a été transporté à 5°C +/- 3°C, tout en sachant qu’il est 

possible d’accepter un prélèvement acheminé à température ambiante si celui-ci a été prélevé moins 

de 15 minutes auparavant.   
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Figure 19A  

 

Figure 19B  

 

Figure 19 : Stabilité des molécules d’intérêt dans le sang total conservé à l’abri de la lumière à température ambiante (A) 
ou à 5°C +/- 3°C (B). Les points représentés par un losange sont les points pour lesquels le pourcentage de différence avec 
M0 est significatif. Abréviations : M : minutes ; H : heures 
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4. Stabilité du résidu sec 

 

La stabilité du résidu sec a été analysée en triplicat sur 2 niveaux. La Figure 20 représente 

synthétiquement les pourcentages moyens des concentrations de chaque analyte par rapport à sa 

concentration à J0 (tous niveaux confondus).  

Concernant la stabilité du résidu sec conservé à température ambiante (Figure 20A), nous 

remarquons un effondrement total des deux analytes de la voie du 5HT (i.e. 5HTP et 5HT) en 4 jours, 

une différence significative (i.e. un pourcentage par rapport à J0 > 15 %) se retrouvant dès J1. Une 

différence significative est observée pour le 3HK, le Trp et XA à J4. Les concentrations des autres 

molécules sont stables à J4 selon cette modalité de conservation. Les concentrations de l’ensemble 

des molécules d’intérêt du résidu sec conservé à température ambiante ne sont donc pas stables.  

La conservation du résidu sec à -23°C +/- 5°C (Figure 20B) ne montre pas de différence 

significative, hormis pour XA à J4. La stabilité du résidu sec à -23°C +/- 5°C  est donc acceptable sur 1 

jour  
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Figure 20A 

 
 

Figure 20B 

 

Figure 20 : Stabilité du résidu sec conservé à l’abri de la lumière à température ambiante (A) ou à -23°C +/- 5°C (B). Les 
points représentés par un losange sont les points pour lesquels le pourcentage de différence avec J0 est significatif. 
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5. Stabilité du résidu sec solubilisé 

 

La stabilité du résidu sec solubilisé a été analysée en triplicat sur 2 niveaux. La Figure 21 

représente synthétiquement les pourcentages moyens des concentrations de chaque analyte par 

rapport à sa concentration à J0 (tous niveaux confondus). 

Concernant la stabilité du résidu sec solubilisé conservé en plaque (Figure 21A), aucune 

différence significative n’est observée à J1. A J4, nous observons une augmentation significative de 

XA et du 5HTP. A noter que l’analyse à J14 n’a pas pu être réalisée, l’échantillon s’étant évaporé. 

Concernant la stabilité du résidu sec solubilisé conservé en flacon (Figure 21B), nous 

observons une augmentation significative du 5HTP à partir de J4, et une augmentation significative 

de XA à J14. 

La stabilité du résidu sec solubilisé conservé entre 2 et 8°C à l’abri de la lumière est donc 

acceptable à J1, que l’échantillon se trouve en plaque ou en flacon. 
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Figure 21A 

 

Figure 21B 

 

Figure 21 : Stabilité du résidu sec solubilisé conservé à l’abri de la lumière et entre 2 et 8 °C en plaque (A) ou en flacon 
(B). Les points représentés par un losange sont les points pour lesquels le pourcentage de différence avec J0 est significatif. 
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6. Stabilité du plasma lors de cycles de 

congélation/décongélation successifs 

 

Les résultats obtenus lors de l’essai de stabilité du plasma lors de cycles de 

congélation/décongélation successifs sont synthétisés dans le Tableau XIII. Une augmentation 

significative du 5HTP et de AA étant visibles, il est impossible de congeler et décongeler plusieurs fois 

les échantillons. 

 
Tableau XIII : Différences moyennes obtenues lors de 3 cycles de congélation/décongélation (n=2). 

 

8. Exactitude 

 

L’exactitude n’a pu être réalisée que pour le Trp et le 5HT, faute de CIQ externalisé ou CEQ 

pour les autres molécules. Les résultats obtenus concernant le test d’exactitude sont repris dans le 

Tableau XIV. Il faut noter que, pour le 5HT, une dilution des échantillons a dû être réalisée faute de 

volume suffisant (prise d’essai de 80 µL seulement au lieu des 190 µL habituellement prélevés). De 

plus, tous les échantillons ont été analysés une seule fois, et dans la même série. Les résultats 

obtenus montrent un biais inférieur à 30%, avec des résultats compris dans la fourchette des 
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préconisations fournisseurs. L’exactitude de ces 2 molécules est donc acceptable, mais il est 

impératif de confirmer ces résultats à l’aide d’autres échantillons. 

 
Tableau XIV : Résultats obtenus lors du test d’exactitude 

 

9. Effet matrice et efficacité d’extraction 

 

L’effet matrice ainsi que l’efficacité d’extraction ont été évalués sur les 2 niveaux de CIQ. Les 

résultats sont colligés dans le Tableau XV. L’effet matrice est globalement nul pour tous les 

paramètres, sauf le 5HTP. En effet, cette molécule ne possédant pas son propre SI, aucune correction 

de l’effet de la matrice n’a lieu. La même conclusion s’applique également à l’efficacité d’extraction. 

Il n’est donc pas envisageable de quantifier nos molécules sur des gammes aqueuses ou sur des 

gammes ne suivant pas le même processus pré-analytique. 

 
Tableau XV : Effet matrice et efficacité d’extraction de nos 9 molécules (% de ratios) pour les niveaux 1 et 2. n=3 
« plasmas free » et 1 pool de « plasmas free ». 
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10. Interférence 

 

Nous avons pris le parti de ne pas réaliser de test d’interférence. En effet, il ne nous parait 

pas constructif de vérifier l’interférence de l’hémolyse car l’ajout d’hémoglobine va apporter des 

protéines et donc forcément du Trp à notre échantillon. Le même raisonnement s’applique à un 

échantillon lipémique. Tout échantillon hémolysé ou lipémique sera donc considéré comme non 

conforme, et aucune analyse ne sera réalisée sur ce type de prélèvement. D’autres interférences 

sont également à prendre en compte, telles que les interférences médicamenteuses. Une étude 

bibliographique a été effectuée, ne montrant pas d’interférences connues concernant ces différentes 

molécules. Une vigilance particulière doit toutefois être maintenue concernant de possibles 

interférences. 

11. Valeurs de référence 

1. Sujets à jeun prélevés sur tube EDTA 

 

Les résultats obtenus lors de l’établissement des valeurs de référence sur la population de 

sujets-sains sont présentés dans le Tableau XVI. Les résultats obtenus pour chaque sujet sont 

disponibles en annexe 3. Il est à noter que pour le 5HTP, les valeurs de référence ont été mesurées 

sur 29 sujets-sains, un sujet-sain ayant une concentration inférieure à la LOQ. Les résultats des 29 

autres sujets se trouvant proches de cette LOQ, la suppression de cette valeur nous semble plus 

acceptable que de définir une valeur arbitraire. En ce qui concerne la sérotonine, les valeurs de 

référence n’ont pu être déterminées que pour 25 sujets-sains. De plus, 3 sujets-sains possèdent des 

concentrations inférieures à la LOQ, et 5 inférieures à la LOD. La suppression de 8 valeurs, alors que 

l’écart-type de cette molécule est élevé, induirait un biais non négligeable. Nous avons donc décidé 

de remplacer arbitrairement ces valeurs par celles de la LOD (i.e. 2 nmol/L) et de la LOQ (i.e. 

4 nmol/L) pour les 5 et 3 sujets-sains respectivement.  



92 
 

 

Tableau XVI : Valeurs de référence obtenues dans la population de sujets-sains prélevés à jeun. n = 30, sauf pour le 5HTP 
où n=29 et le 5HT où n=25. Dans le cas du 5HT, il s’agit d’une valeur approximative, 5 sujets ayant des concentrations 
< limite de détection dont les valeurs ont été remplacées par 2 nM pour le calcul, et 3 sujet ayant des concentrations 
comprises entre la limite de détection et celle de quantification dont les valeurs ont été remplacées par 4 nM pour le calcul.  

 

2. Sujets  non à jeun prélevés sur tube EDTA 

 

Les résultats obtenus lors des prélèvements des sujets-sains non à jeun sont disponibles en 

annexe 4. Les résultats des valeurs de référence ainsi calculées sont synthétisés dans le Tableau XVII. 

Les valeurs de référence correspondent à celles obtenues à jeun pour toutes les molécules sauf pour 

le Trp et 5HT. Ceci s’explique facilement par le fait que le Trp est un acide aminé essentiel, donc 

exclusivement apporté par l’alimentation. A noter que pour la KYN et le 3HA une différence dans la 

borne haute est notable, due à un écart-type plus important chez nos sujets-sains non à jeun. L’état 

de jeun influe donc sur les valeurs obtenues du Trp et du 5HT, et il n’est donc pas recommandé de 

rendre un résultat pour ces molécules si le patient n’est pas à jeun. 
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Tableau XVII : Valeurs de référence obtenues dans la population de sujets-sains prélevés non à jeun. n = 14. 

 

12. Comparaison du type de tube de prélèvement 

 

Les résultats obtenus lors de la comparaison du type de tube de prélèvement sont repris 

dans la Figure 22. Les résultats bruts obtenus sur tubes héparinés sont disponibles en annexe 5. La 

différence entre ces 2 types de tubes est négligeable pour 7 molécules (quelques points discordants 

légèrement pour certaines molécules, mais concernant des faibles valeurs). Les résultats obtenus 

pour AA et 5HT sont par contre très discordants, avec une forte surestimation en tube hépariné.  Il 

n’est donc pas possible d’accepter un tube hépariné à la place d’un tube EDTA. Une dérogation 

pourrait cependant être envisagée dans le cas d’un prélèvement précieux, mais sans rendu de 

résultat pour AA et 5HT. 
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Figure 22 : Diagrammes de différences obtenus pour chaque molécule. Le cône représente l’écart limite toléré (+/- 4,24  
écart-type du niveau considéré) avec utilisation de droites extrapolées. n = 23 pour le 5HT, n=28 pour les autres molécules. 
Lorsque les résultats obtenus étaient inférieurs à la limite de quantification (LOQ), la valeur obtenue a été remplacée par 
celle de la LOQ. 

 

13. Variabilité intra-individuelle 

 

Les résultats obtenus lors de l’essai de variabilité intra-individuelle sont synthétisés dans le 

Tableau XVIII. Les tables de Ricos (182) proposent une variabilité intra-individuelle de 22,7 % pour le 

Trp, 10,5% pour la Tyr et 6,6% pour la Phe. Notre variabilité intra-individuelle est donc acceptable 

pour ces 3 paramètres, et nous pouvons prendre comme référence la valeur proposée pour le Trp 

pour l’ensemble des molécules de sa voie métabolique. Une très forte variabilité est observée pour le 

5HT, due à la possible activation des plaquettes lors des phases pré-analytique ou de prélèvement (le 

5HT étant environ 100 fois plus concentré dans les plaquettes) (183). Nous notons également une 

différence significative pour AK, AA et XA, qui serait à documenter sur un plus grand nombre de 

sujets. La variabilité intra-individuelle est donc non acceptable pour le 5HT, à investiguer plus 

amplement pour AK, AA et XA, et en accord avec les tables de Ricos pour les autres molécules. 
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Tableau XVIII : Résultats obtenus lors de l’essai de variabilité intra-individuelle sur 3 jours (n=1). 

 

14. Variabilité inter-opérateur 

 

La variabilité inter-opérateur est rapportée dans le Tableau XIX. Aucune différence 

significative n’est observée concernant la cible attendue (écart maximum de 12%) ou le coefficient 

de variation (données non présentées, maximum 7% de différence entre les 2 opérateurs). A noter 

que l’intégration a toujours été réalisée par l’opérateur 2. La variabilité inter-opérateur est 

négligeable, mais il serait judicieux de confirmer ces résultats sur un plus grand nombre 

d’échantillons. 
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Tableau XIX : Variabilité inter-opérateur (n=19 CIQ pour chaque niveau).  
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Chapitre 2 : Modifications du métabolisme du Trp dans une 

population phénylcétonurique 
 

Nos 9 molécules ont été mesurées dans notre population de patients phénylcétonuriques 

(n=8, dont 2 enfants). Les résultats bruts sont disponibles en annexe 6. Notre population d’étude 

étant en nombre réduit et possédant une hétérogénéité non négligeable, nous avons choisi d’étudier 

statistiquement uniquement les patients PCU adultes. La Figure 23 représente les concentrations 

obtenues pour ces 6 patients ainsi que pour notre population de référence. Plusieurs molécules 

possèdent des concentrations différentes dans ces 2 populations. Tout d’abord, le 5HT possède une 

concentration inférieure à notre limite de quantification dans notre population PCU (aucune 

statistique n’a donc pu être réalisée). Ensuite, le 3HK, la KYN et le Trp possèdent des concentrations 

significativement diminuées par rapport à notre population de référence (p-value < 0,05). Les autres 

molécules dosées ne présentent pas de différence significative entre nos 2 groupes. 
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Figure 23 : Différence de concentrations dans notre population de patients PCU adultes (n=6) par rapport à notre 
population de référence (n=30) pour 8 de nos molécules. Dans le cas du 5HTP, il s’agit d’une différence approximative, 1 
sujet ayant une concentration < limite de quantification dont la valeur a été remplacée par 2,3 nM pour le calcul. Les           
p-values sont indiquées lorsque significatives, avec un seuil < 0,05 (*) ou < 0,01 (**). 

 

En ce qui concerne nos 2 patients PCU enfants, EY, le patient le plus jeune (3,5 ans), possède 

des concentrations élevées pour chaque molécule hormis la sérotonine. La patiente la plus âgée, DL, 

17 ans, possède, elle, des concentrations globalement comparables à celles de nos patients PCU 

adultes. 

Les résultats obtenus lors du dosage de la Phe et de la Tyr sont synthétisés en annexe 6. La 

Figure 24 en est une représentation graphique par rapport aux valeurs de référence du laboratoire. 

D’une manière globale, nous pouvons observer une hyperphénylalaninémie chez tous les patients. 

Les résultats obtenus pour la Tyr montrent une tendance à la carence en tyrosine, 2 patients 

seulement ayant des taux physiologiques. Nous reviendrons dans la discussion sur les résultats 

obtenus pour l’enfant EY. 

10

12,5

15

17,5

20

22,5

25

27,5

30

32,5

35
3
H

A
 (

n
M

)

PCU Ref

10

20

30

40

50

60

70

80

90

A
K

 (
n
M

)

PCU Ref

0

5

10

15

20

25

30

A
A

 (
n
M

)

PCU Ref

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

X
A

 (
n
M

)

PCU Ref



101 
 

 
Figure 24 : Concentrations plasmatiques en phénylalanine (Phe) et en tyrosine (Tyr) retrouvées dans notre population 
PCU lors du prélèvement pour l’analyse de la voie du Trp. 

 

Pour ce qui est des facteurs confondant de la voie du Trp, il est à noter qu’un patient adulte 

(PM) possède 2 facteurs : un surpoids ainsi qu’une infection par le VIH, ce qui est connu pour activer 

la voie des kynurénines (184) et l’IDO (185). Les autres patients possèdent des IMC dans la norme. 

Aucune carence en vitamine B1 ou B6 n’a été démontrée chez nos patients.  

Les résultats obtenus montrent donc une diminution significative des concentrations 

sanguines de Trp, KYN et 3HK chez nos patients adultes PCU, et ce en l’absence de facteurs 

confondants. 
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Partie 4 : Discussion 
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Chapitre 1 : Méthode analytique 
 

1. Maitrise des risques 

 

Ce dosage possède plusieurs étapes critiques, pendant lesquelles une erreur peut survenir, 

avec des conséquences non négligeables sur les résultats obtenus. Nous nous sommes donc 

interrogés sur ces risques, afin de modifier si nécessaire nos pratiques. Nous avons volontairement 

laissé de côté tous les risques inhérents à la prise en charge en routine du patient (identitovigilance 

au CHU, circuit du prélèvement par la réception centralisée des prélèvements…), cette méthode 

étant pour l’instant utilisée uniquement à but de recherche (parcours de prélèvement adapté). Les 

risques identifiés, ainsi que la pratique mise en place afin de les maitriser sont synthétisés dans le 

Tableau XX. L’échelle de criticité a été évaluée selon la procédure actuellement en vigueur au 

laboratoire (cf annexe 7). 
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Tableau XX : Risques potentiels inhérents au dosage des métabolites du Trp et pratiques mises en place pour les 
maitriser. Adapté de (177). Echelle de criticité selon la procédure en vigueur au laboratoire (cf annexe7), allant de 1 à 5. 
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Parmi les points clés non entièrement maitrisés, nous pouvons noter l’absence d’évaluation 

de la justesse et de l’exactitude pour 7 de nos molécules. Ceci peut s’expliquer par l’aspect novateur 

de ce dosage. En effet, pour ces 7 molécules, aucun CEQ ou solution titrée précisément n’est 

commercialisé à l’heure actuelle, et nous ne connaissons aucun laboratoire réalisant ce dosage pour 

mettre en place des CIQ externalisés. De plus, aucun autre moyen n’est à notre disposition pour 

titrer avec précision les solutions de standards (spectrophotométrie pas toujours documentée, et de 

précision non satisfaisante). Notre seul pare-feu réside dans le suivi de nos CIQ lors du changement 

de lot de standard, permettant de s’assurer d’une reconstitution correcte. De plus, il est à noter que 

nos valeurs de références ayant était calculées selon cette méthodologie (et globalement conformes 

à la littérature), un léger biais de nos résultats du à nos standards n’entrainerait pas d’erreur 

d’interprétation. 

Le deuxième point critique est la stabilité des solutions utilisées pour réaliser les gammes. 

Afin d’éviter un biais, nous n’utilisons les solutions que pendant un temps donné, pour lequel la 

stabilité a été prouvée par le suivi de la pente de la gamme. Ainsi, à l’heure actuelle, elle n’est que de 

4,5 mois pour l’ensemble des molécules, mais pourrait éventuellement être étendue en fonction de 

la continuité des tests. De plus, la stabilité des CIQ est également à étendre, d’une part pour une 

analyse de stabilité plus fine (nous comparons ici un CV obtenu sur un laps de temps de 4,5 mois à un 

CV fait sur 3,5 mois), et d’autre part pour une utilisation optimale. 

Un troisième point concerne la réalisation du mélange de solutions utilisé lors de la 

réalisation de la gamme. Ce mélange, préparé à chaque manipulation, comprend de nombreuses 

prises d’essai, ce qui entraine d’une part une augmentation de l’incertitude de mesure, mais 

également une source d’erreur humaine non négligeable. Bien que l’erreur soit maitrisée par 

l’utilisation des CIQ, le risque est une perte d’échantillon ainsi qu’une perte de temps. Nous 

envisageons donc de congeler directement un ou plusieurs mélanges de ces solutions, afin de 
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diminuer le risque d’erreur possible. Ces mélanges seront mis en place en fonction de la stabilité des 

analytes en solution, afin d’éviter une surconsommation des poudres d’analytes stables. 

Enfin, un dernier point important qui devra être mis en place est la formation et l’habilitation 

de l’équipe technique et biologique. En effet, nous ne sommes actuellement que 2 à savoir réaliser la 

manipulation et il serait souhaitable d’augmenter le pool technique en fonction des demandes. Pour 

cela, une procédure détaillée et une fiche d’habilitation au format qualité devront être rédigées, et 

une formation mise en place. 

Les autres risques sont globalement bien maitrisés, cela en particulier grâce à l’utilisation de 

matériel et des locaux du CHU qui bénéficient déjà d’une démarche transversale de qualité. 

2. Paramètres de validation de méthode 

 

Nous présentons dans ce travail la méthode que nous avons mise au point et validée. De 

nombreux essais préliminaires ont été effectués, que ce soit concernant les phases pré-analytique ou 

analytique, la phase la plus difficile de cette mise au point étant la phase pré-analytique. Nous avons 

testé plusieurs méthodes de déprotéinisation, notamment celles rapportées dans la littérature 

utilisant du MeOH, du TCA, ou de l’acide perchlorique. Nous avons également testé une 

déprotéinisation par acide sulfosalicylique, utilisée lors du dosage des acides aminés au laboratoire, 

et une méthode d’extraction liquide-liquide. Enfin, nous avons essayé 3 SPE : la HLB (mode mixte 

hydrophile-lipophile) et la MCX  (mode mixte d’échange de cations) de Waters, ainsi que la SLE 

(extraction liquide simplifiée) de Phénomenex. Parmi toutes les méthodes testées, seules 2 

permettaient une quantification de toutes nos molécules selon nos conditions analytiques et pré-

analytiques : la déprotéinisation par MeOH + TFA et la SPE HLB. Devant le coût non négligeable des 

cartouches SPE (2€ par échantillon) et la simplicité d’une déprotéinisation, nous avons choisi la 

méthode MeOH + TFA. Cependant, lors de la validation de méthode, un encrassement inhabituel du 

spectromètre de masse a été mis en évidence, et nous avons préféré modifier notre procédure pré-
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analytique pour une méthode plus efficace. Nous avons donc utilisé la SPE HLB et avons recommencé 

la validation de méthode. Celle-ci nous a cette fois permis de mettre en évidence un problème 

majeur: un manque de reproductibilité de cette technique d’extraction. Bien que ce paramètre soit 

maitrisé par l’ajout de SI, la sensibilité analytique ne nous permettait pas de quantifier toutes nos 

molécules (notamment le 3HK) lorsque l’efficacité de l’extraction était faible. Ces données ont été 

présentées précédemment (186). Nous avons également comparé plusieurs colonnes analytiques 

(notamment une Poroshell d’Agilent et une Alltima de Fischer) avant de faire notre choix pour une 

Atlantis T3 de Waters. L’ensemble de nos composés étant polaires et possédant tous des pKa et pKb 

différents, l’utilisation d’une colonne C18 était la plus judicieuse. 

Un changement d’appareillage (passage d’un API 3000 couplé à une HPLC Agilent 1100 à un API 4000 

couplé à une HPLC Dionex Ultimate 3000) nous a alors ouvert de nouvelles perspectives : celles de la 

SPE en ligne (i.e. intégrée à l’HPLC). Cette technique possède deux avantages non négligeables : une 

partie du pré-analytique est automatisée, entrainant une facilité d’utilisation et un gain de temps 

technique (simple déprotéinisation en amont), mais également une extraction reproductible. Deux 

colonnes SPE en ligne ont été testées : la Poros de ThermoFischer et la HLB de Waters. La Poros ne 

nous a donné aucune satisfaction, la plupart de nos molécules n’étant pas retenues sur la phase 

solide. La HLB par contre était fort intéressante, mais malgré bon nombre d’essais, nous n’avons pas 

réussi à mettre au point cette méthode. En effet, l’ajout d’une HLB en ligne à notre colonne 

analytique de type C18 était incompatible avec nos phases mobiles et nos 9 molécules. La 

déprotéinisation simple par MeOH + TFA était donc la méthode pré-analytique à retenir. L’ajout de 

sulfate de Zn au mélange déprotéinisant a apporté un gain quant à la pureté du surnageant sans 

compromettre l’efficacité de notre analyse. Enfin, le changement d’HPLC a entrainé la possibilité de 

monter en pression (jusqu’à 400 bars sans difficultés), permettant l’utilisation de colonnes 

analytiques dites à noyaux durs. Cette technologie permet d’une part de gagner en résolution (et 

donc d’abaisser nos limites de quantification), et d’autre part de diminuer notre temps d’analyse. 

Nous avons ainsi abandonné l’Atlantis T3 au profit d’une Kinetex. 
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La faisabilité de la méthode ainsi mise au point est tout à fait adaptée : le temps technique 

d’une série est estimé à environ 1h, comprenant uniquement des gestes simples (dilution ou prise 

d’essai et centrifugation), contrairement aux méthodes SPE (61). La performance de notre technique, 

qui dépend du pré-analytique mais également de l’appareillage utilisé et des paramètres HPLC-

MS/MS choisis, répond à notre besoin clinico-biologique. 

Concernant la répétabilité et la fidélité intermédiaire, les résultats obtenus sont globalement 

comparables à ceux issus de la littérature pour une méthode en multiplexage (2,61,64,85). Ils sont 

également satisfaisants selon les critères de la FDA (180). Nos limites de quantification sont en 

revanche globalement plus élevées que celles décrites par ces mêmes auteurs, et nos limites de 

linéarité haute sont plus faibles. Concernant le Trp, notre LOQ et notre LL sont particulièrement plus 

élevées que la plupart des publications, ce qui s’explique par le split mis en place. Nos différentes 

linéarités sont donc moins étendues, mais sont réfléchies par rapport aux analyses que nous 

envisageons. En effet, nos linéarités sont suffisantes pour nous permettre une quantification dans le 

plasma humain en un seul run de nos 9 molécules, contrairement à d’autres auteurs qui sont 

systématiquement obligés de diluer leurs échantillons afin de quantifier le Trp (2). 

Concernant l’effet matrice de toutes nos molécules hormis le 5HTP, nos résultats sont soit 

comparables (2,61,82) soit meilleurs (64,85) que ceux précédemment publiés. Les résultats de l’effet 

matrice et de l’efficacité d’extraction obtenus pour le 5HTP sont en revanche moins bons que ceux 

de la littérature (2,76), ce qui s’explique aisément par l’absence de SI adéquat dans notre méthode. 

Ces résultats ne sont cependant pas rédhibitoires : ils nous imposent seulement de continuer à 

utiliser une gamme plasmatique traitée dans les mêmes conditions que nos échantillons. 

Nos valeurs de référence obtenues sur nos sujets-sains à jeun sont comparables à celles de la 

littérature (2,64,187,188), bien que nos valeurs de Trp soient plus faibles (les valeurs de nos patients 

non à jeun se rapprochent plus de ce qui est décrit dans la littérature). 
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La stabilité des molécules dans le sang total est concordante avec la littérature pour AA (189), mais 

contrairement à cet auteur, nous n’avons constaté aucune diminution de 3HK et de 3HA au cours du 

temps. L’augmentation du 5HTP observée dans le sang total pourrait éventuellement s’expliquer par 

un relargage plaquettaire, comme c’est le cas pour le 5HT (190), ou par une légère dégradation du 

Trp. Deux autres auteurs se sont intéressés à la stabilité des analytes dans la matrice d’injection 

(61,82), montrant peu de différence au cours du temps (maximum 48h). Ces résultats sont 

difficilement transposables, les matrices étant différentes. Une autre étude montre une perte de plus 

de 50% de 3HK et de 3HA en 29 ans dans le sérum congelé à -25°C, tandis qu’une augmentation de 

516% de AA est également visible (191). Ce type d’étude n’a pour l’instant pas été mis en place par 

notre équipe, mais il serait intéressant de le réaliser pour confronter nos résultats. 

L’un des paramètres de validation de méthode essentiel et insuffisamment documenté à 

notre avis est l’exactitude. En effet, nous avons à notre disposition uniquement des données 

d’exactitude concernant le Trp et le 5HT. Les résultats obtenus pour ces 2 molécules sont conformes 

aux attentes des fournisseurs, mais une étude sur un plus grand nombre d’échantillons est 

nécessaire. Concernant les autres molécules, nous pouvons éliminer un biais majeur car nos valeurs 

de références sont globalement identiques à celles de la littérature. Cependant, un biais minime ne 

peut être exclu. Bien que l’impact d’un possible biais soit minimisé par l’utilisation de valeurs de 

référence élaborées dans les mêmes conditions que nos échantillons, nous souhaitons connaitre 

précisément ce biais s’il existe. Cette démarche se heurte à l’absence d’EEQ ou de CIQ externalisés 

pour nos 7 molécules. Nous avons donc pris contact avec un autre auteur réalisant le dosage des 

molécules de la voie des kynurénines (M Midttun, Bergen, Norvège) afin de réaliser un échange de 

CIQ externalisé. 

 Concernant la sérotonine, certaines données importantes nous manquent encore, comme 

par exemple la stabilité de cet analyte dans le sang total. L’utilité du dosage de la sérotonine 

plasmatique est cependant à discuter : en effet, nous avons vu que la variabilité intra- et inter-
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individuelle est non négligeable. De plus, le dosage de 5HT dans le sang total est principalement le 

reflet du 5HT plaquettaire (190,192). Ainsi, une activation plaquettaire lors du prélèvement ou en 

amont de la centrifugation entraine un relargage de 5HT dans le plasma, faussant alors la mesure 

plasmatique. Devant ces différentes sources de variabilité et bien que mise au point par ce travail, 

nous ne recommandons pas la quantification du 5HT dans le plasma.  

Notre méthode est donc conforme à nos attentes clinico-biologique selon le protocole pré-

analytique utilisé. La méthode est validée selon les recommandations COFRAC (177) relatives à la 

norme NF EN ISO 15189 des examens de biologie médicale (178). Nous envisageons cependant 

plusieurs améliorations, en particulier l’allongement des tests de stabilité (standards et CQI) afin de 

permettre une utilisation prolongée de ceux-ci, et la diminution du nombre de prises d’essais lors de 

la réalisation de la gamme. L’étude de l’exactitude de notre dosage est également une de nos 

priorités, et l’échange inter-laboratoire qui se met actuellement en place permettra de répondre à 

cette dernière question.   
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Chapitre 2 : Modifications du métabolisme du Trp dans une 

population phénylcétonurique 
 

Cette étude possède plusieurs limites. Tout d’abord, le nombre de patients ayant pour 

l’instant été recruté est faible (8). Parmi ceux-ci, une grande hétérogénéité est visible, et plusieurs 

groupes pourraient être envisagés : les patients qui suivent un régime et ceux n’en suivant pas, des 

stratifications en fonction de l’âge, ou encore des groupes en fonction des mutations identifiées. Lors 

de cette étude, le faible recrutement ne nous a pas permis de regarder les modifications de la voie 

du Trp dans la population infantile, et aucun adulte suivant un régime de longue date n’a pu être 

inclus. De plus, aucune valeur de référence n’a été établie dans la population pédiatrique. 

L’autre limite de cette étude est la nature de l’échantillon. En effet, afin de s’intéresser à la 

physiopathologie des atteintes neurologiques visibles dans la PCU, l’échantillon le plus judicieux 

serait le LCR. De même, il serait intéressant d’ajouter le dosage de QA à cette méthode, car cette 

molécule est le métabolite le plus neurotoxique connu de la voie du Trp. 

Malgré ces différentes limites, nous avons cependant pu mettre en évidence une diminution 

significative des concentrations plasmatiques de Trp, KYN et 3HK dans la population 

phénylcétonurique adulte. Concernant l’enfant EY, les résultats obtenus se rapprochent plus de la 

population de référence que de nos patients adultes, ce qui est logique étant donné qu’il suit un 

régime alimentaire. Par contre, cet enfant possède lors de ce prélèvement une concentration de Phe 

anormale par rapport à son régime et aux recommandations. Le prélèvement, initialement prévu à 

9h, a finalement été réalisé vers midi, ce qui nous incite à douter de l’état de jeun. Un prélèvement 

de contrôle est donc impératif avant d’inclure ce patient dans les statistiques de cette étude. Les 

dosages obtenus pour l’enfant DL sont eux comparables à ceux de la population PCU adulte non 

traitée. L’hyperphélynalaninémie observée dans cette population s’explique par l’absence de régime 

PCU. Concernant l’adulte suivant un régime PCU, il est à noter que ce régime venait d’être mis en 

place (femme ayant un désir de grossesse), il n’est donc pas aberrant que son taux de Phe soit 
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encore élevé (elle a par ailleurs normalisé ce taux dans les semaines suivantes). Enfin, une tendance 

à l’hypotyrosinémie est observée chez nos patients, ce qui peut s’expliquer par le fait qu’aucun de 

ces patients adultes ne prend de substitut d’acides aminés. En effet, parmi les 4 patients adultes 

suivis régulièrement par la diététicienne s’occupant des patients phénylcétonuriques adultes du 

CHU, seulement un (BB) possède des apports protéiques journaliers à 42 g/j, soit légèrement 

inférieurs à l’apport normoprotidique pour l’âge (entre 50 et 80 g/j). Les autres patients possèdent 

des apports normoprotidiques, permettant donc l’arrêt des substituts d’acides aminés.  

Deux hypothèses peuvent être avancées pour expliquer ces diminutions significatives de 

concentration plasmatique de Trp, KYN et 3HK dans la population phénylcétonurique adulte : une 

diminution de la quantité de Trp atteignant le flux sanguin, ou une augmentation de son catabolisme. 

En effet, une diminution de la concentration de Trp circulant retentirait sur toutes les molécules de 

sa voie métabolique, permettant d’expliquer la diminution significative des concentrations de 

certaines molécules dans la population PCU de notre étude. Une des pistes à explorer pour expliquer 

ce phénomène serait une diminution de l’absorption intestinale de Trp par LAT1, dont le mécanisme 

d’action est identique au transporteur de la BHE. L’autre hypothèse consiste en une augmentation du 

catabolisme de cette voie, ce qui pourrait être exploré par le dosage des métabolites terminaux dans 

le sang, mais également par des dosages dans les matrices d’excrétion telle que l’urine. 

Afin d’explorer plus amplement cette voie métabolique dans la PCU, il est donc essentiel 

d’augmenter notre recrutement. Par ailleurs, l’exploration de ces métabolites dans le LCR 

permettrait d’étayer les hypothèses physiopathologiques, ces études pouvant être envisagées chez la 

souris PCU ENU2/ENU2 (144). La mise en point du dosage de QA serait également judicieuse. 

Il nous parait également important de souligner que ce dosage pourrait être utilisé dans 

l’exploration d’autres pathologies héréditaires du métabolisme, comme l’acidurie glutarique de 

type I ou les déficits de la neurotransmission. Enfin, si cette voie métabolique possède un intérêt 
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dans le suivi des patients PCU, une mise au point de ce dosage à partir d’un papier Guthrie sera à 

envisager afin d’apporter un confort non négligeable aux patients.  
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THESE SOUTENUE PAR : Mme Lysiane BOULET-LE GOUAR 

 

TITRE : 

MISE AU POINT DU DOSAGE SANGUIN DES METABOLITES DE LA VOIE DU 

TRYPTOPHANE EN HPLC-MS/MS ET PERSPECTIVES DANS LE SUIVI BIOLOGIQUE 

DES PATIENTS ATTEINTS DE PHENYLCETONURIE. 

 

CONCLUSION :  

Nous avons mis au point en HPLC-MS/MS une méthode de dosage du tryptophane et de 8 de 

ses métabolites, en seulement 15 minutes. Le travail de validation de méthode selon la norme NF EN 

ISO 15189 a permis de démontrer la robustesse et la fiabilité de ce dosage, permettant ainsi au CHU 

de Grenoble de proposer cette analyse aux cliniciens.  

Nous avons développé lors de ce travail les éléments rapprochant la phénylcétonurie et la 

voie métabolique du tryptophane, afin d’en souligner les possibles interactions physiopathologiques. 

Grâce à l’analyse mise au point, nous avons dosé ces 9 molécules dans un groupe de patients 

phénylcétonuriques. Nous avons ainsi mis en évidence des modifications du catabolisme du 

tryptophane dans le sang périphérique des adultes phénylcétonuriques non traités par rapport à une 

population de référence, avec une diminution significative des concentrations plasmatiques du 

tryptophane, de la kynurénine et de la 3-hydroxykynurénine dans notre groupe d’étude. 

L’étude des modifications de cette voie reste cependant à explorer plus largement dans la 

phénylcétonurie, mais également dans d’autres pathologies, qu’elles soient innées (comme l’acidurie 

glutarique de type I) ou acquises (comme les pathologies cardiovasculaires par exemple). Dans la 

phénylcétonurie, cette exploration nécessite un recrutement plus important de patients, et un travail 

sur d’autres milieux biologiques, plus à même de répondre aux interrogations physiopathologiques. 

Cela contribuerait de plus à investiguer l’impact de nouvelles thérapies comme celle par L-acides 

aminés neutres. Nous espérons ainsi comprendre plus amplement l’implication du catabolisme du 
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tryptophane, que ce soit via la voie des kynurénines ou celle de la sérotonine, dans les symptômes 

neurologiques des patients phénylcétonuriques. 

VU ET PERMIS D'IMPRIMER 

 Grenoble, le : 01/09/2016 
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Annexes 

 

 
Annexe 1 : Référence et pureté des poudres utilisées comme standard, fournies par Sigma Aldrich. 
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Annexe 2 : Accusé de réception émis par le ministère chargé de la recherche concernant la 

déclaration de conservation et préparation à des fins scientifiques d’éléments du corps humain. 
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Annexe 3 : Résultats obtenus pour nos 30 sujets-sains prélevés à jeun sur tube EDTA. Abréviations : IMC : indice de masse corporelle ; F : femme ; H : 

homme ; ND : non déterminé.   

Code 

anonymat
Sexe

Date de 

naissance
IMC 3HK (nM) KYN (µM) 5HTP (nM) 5HT (nM) 3HA (nM) Trp (µM) AK (nM) AA (nM) XA (nM)

CC01 F avr-72 20 31,4 1,9 4,1 89,7 22,6 43,3 31,1 28,7 15,9

LV02 F mars-82 24 26,2 1,8 5,2 ND 14,8 48,2 27,8 7,1 18,1

LB03 F mai-88 21 18,6 1,4 3,7 ND 14,6 52,2 24,9 7,6 11,2

CB04 F nov-89 19 27,4 1,8 5,6 ND 16,8 56,0 37,5 6,5 21,3

DB05 F janv-56 20 25,4 1,7 3,7 11,6 13,2 40,4 27,9 5,4 14,7

DD06 H avr-80 24 25,0 1,9 3,0 46,7 18,0 55,1 34,6 4,5 13,7

SG07 F nov-80 32 42,1 2,1 ND 36,2 21,6 50,3 36,0 5,3 14,8

MC08 F oct-89 30 29,3 1,6 3,4 53,7 19,7 48,3 24,1 5,1 16,6

AZ09 F avr-84 28 73,9 1,7 5,8 6,3 27,7 40,3 49,7 4,4 36,9

AT10 F janv-93 21 35,5 2,0 5,4 4,0 16,1 52,4 30,1 4,5 14,8

AS11 F juin-87 24 21,5 2,0 4,3 4,8 23,3 50,7 34,6 8,8 10,9

JR12 F févr-54 21 29,8 2,4 3,1 13,9 16,8 48,1 44,5 6,3 16,0

FG13 H mars-91 24 25,1 2,1 4,2 20,5 22,9 65,3 47,8 6,6 30,7

AL14 F févr-81 22 27,8 1,9 4,8 ND 16,5 64,1 42,8 5,5 18,3

AC15 F sept-81 21 48,3 2,3 5,4 10,3 25,7 49,8 46,8 6,8 20,8

PF16 H févr-58 25 39,6 2,4 3,5 2,0 27,0 48,0 48,3 11,8 31,3

HP17 F mars-62 18 27,0 1,8 3,2 2,0 27,6 42,2 38,3 10,0 23,7

VD18 F nov-57 22 37,0 2,5 5,0 2,0 23,1 53,9 46,9 10,7 23,5

MF19 F août-86 18 32,3 2,3 3,7 8,5 12,2 41,5 34,5 6,7 10,1

SV20 F juin-65 34 31,2 1,7 5,1 2,0 18,5 49,3 41,0 7,6 18,9

MP21 H avr-80 29 34,3 1,9 5,1 16,7 34,3 53,7 45,9 5,8 26,4

EG22 F mai-85 19 31,7 1,8 3,3 4,0 17,2 55,5 40,4 7,6 16,9

PF23 H oct-64 25 36,5 2,0 4,1 4,8 26,9 53,5 43,9 8,2 22,0

TW24 H janv-92 20 22,7 2,0 3,7 12,8 20,3 52,2 29,0 7,0 14,3

JM25 H mai-79 22 19,1 1,8 8,4 4,0 24,4 63,6 33,4 8,3 10,8

GH26 F août-75 22 27,1 1,8 8,8 18,2 17,3 47,1 46,5 6,2 22,1

JR27 H sept-81 25 31,5 2,2 5,3 15,5 28,8 59,9 75,7 5,4 29,6

VB28 F juin-70 20 45,0 1,7 5,8 13,5 21,1 59,6 41,6 6,0 15,0

BT29 H janv-65 23 24,2 2,0 8,5 ND 22,2 61,6 50,2 7,9 18,6

JT30 F sept-77 24 35,4 2,1 9,4 2,0 18,5 51,7 61,6 8,6 25,1
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Annexe 4 : Résultats obtenus pour nos  14 sujets-sains prélevés non à jeun sur tube EDTA. Abréviations : IMC : indice de masse corporelle ; F : femme ; H : 

homme. 

Code 

anonymat
Sexe

Date de 

naissance
IMC 3HK (nM) KYN (µM) 5HTP (nM) 5HT (nM) 3HA (nM) Trp (µM) AK (nM) AA (nM) XA (nM)

EFS 1 F avr-72 20 42,1 2,3 3,4 199,0 35,9 64,6 45,1 6,7 28,0

EFS 2 F mars-82 24 25,2 1,8 5,2 72,3 22,5 54,0 24,1 6,9 15,3

EFS 3 F mai-88 21 37,5 3,0 5,8 61,2 30,2 77,8 60,5 8,0 25,0

EFS 4 F nov-89 19 44,2 2,5 4,7 53,3 23,3 64,6 33,9 4,8 28,8

EFS 5 F janv-56 20 17,2 1,7 3,1 32,1 19,5 68,2 33,0 5,2 17,1

EFS 6 H avr-80 24 28,0 1,8 3,2 65,8 24,3 65,4 54,4 3,4 19,2

EFS 7 F nov-80 32 25,1 2,0 5,1 50,5 17,8 64,7 35,9 4,5 18,0

EFS 8 F oct-89 30 56,1 2,2 3,4 67,7 51,4 83,0 44,1 5,5 26,5

EFS 9 F avr-84 28 39,1 1,8 3,5 37,5 24,5 48,8 36,4 7,3 21,9

EFS 10 F janv-93 21 37,9 2,5 6,3 29,5 22,1 64,9 63,1 8,3 30,6

EFS 11 F juin-87 24 22,1 1,7 4,7 62,5 19,5 53,3 41,1 6,0 24,4

EFS 12 F févr-54 21 34,4 2,9 7,1 182,0 53,5 86,3 43,9 11,8 19,0

EFS 13 H mars-91 24 30,5 2,1 7,2 6,9 21,0 75,0 39,7 6,7 16,2

EFS 14 F févr-81 22 36,4 3,4 5,5 4,7 26,5 61,6 53,3 12,0 24,6
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Annexe 5 : Résultats obtenus pour nos  28 sujets-sains prélevés à jeun sur tube hépariné. Abréviations : IMC : indice de masse corporelle ; F : femme ; H : 

homme ; ND : non déterminé.  

Code 

anonymat
3HK (nM) KYN (µM) 5HTP (nM) 5HT (nM) 3HA (nM) Trp (µM) AK (nM) AA (nM) XA (nM)

LV02 26,4 1,9 4,2 ND 16,3 50,3 31,9 8,0 16,7

LB03 19,5 1,5 3,9 ND 14,4 53,8 25,3 6,6 11,2

CB04 23,2 2,1 4,0 ND 21,5 64,4 40,3 8,9 16,7

DB05 23,5 1,6 3,6 117,0 12,5 40,7 28,2 6,0 14,4

DD06 25,2 2,1 4,3 47,5 18,2 59,9 40,6 5,1 20,0

SG07 44,2 2,1 2,6 197,0 19,9 49,8 40,4 6,1 14,7

MC08 24,9 1,4 2,4 55,9 17,7 49,9 21,7 5,1 15,0

AZ09 57,7 1,6 3,7 35,7 29,8 41,8 48,5 4,6 25,3

AT10 25,0 1,9 4,5 34,1 19,3 55,2 34,5 5,4 13,4

JR12 37,6 2,4 7,4 187,0 16,5 56,8 42,1 6,4 13,2

FG13 23,5 1,8 3,3 152,0 18,5 66,5 46,4 7,6 29,5

AL14 26,8 1,8 4,5 ND 15,0 61,0 38,5 5,1 16,2

AC15 50,5 2,3 3,6 19,7 21,3 47,6 40,0 5,9 16,1

PF16 37,4 2,3 4,7 4,0 28,2 50,5 65,1 10,3 25,3

HP17 28,4 1,8 6,2 45,8 17,6 36,2 35,7 20,8 16,6

VD18 48,7 2,4 3,8 88,2 21,9 57,7 56,2 17,9 21,2

MF19 32,5 2,2 5,0 17,8 17,7 42,8 29,5 14,6 7,8

SV20 24,2 1,4 8,2 15,2 16,9 45,9 45,5 14,6 12,8

MP21 31,6 1,8 7,0 35,1 28,6 51,3 50,4 13,9 17,7

EG22 29,2 1,8 5,5 60,6 16,3 53,8 39,8 16,7 13,9

PF23 23,0 1,8 4,2 118,0 26,2 54,4 48,8 13,8 15,7

TW24 21,9 2,1 5,4 177,0 19,3 47,1 29,7 16,3 10,7

JM25 18,8 1,9 11,7 169,0 20,6 60,8 29,4 18,2 10,9

GH26 27,7 1,6 5,0 43,6 18,7 47,7 47,7 13,0 16,4

JR27 24,3 2,0 12,1 34,7 32,3 59,2 69,9 15,3 25,3

VB28 26,6 1,9 6,7 78,9 16,8 53,3 32,4 14,0 10,6

BT29 21,1 1,7 3,9 ND 19,0 51,1 33,6 7,8 13,4

JT30 26,6 1,7 7,7 17,7 21,1 42,7 45,9 13,1 17,3



135 
 

 

 

Annexe 6 : résultats obtenus pour nos 8 patients PCU. 

Abréviations : F : femme ; H : homme ; ND : non déterminé. Le 

pourcentage d’activité a été obtenu selon le site BioPKU.org. 

  

Code anonymat 3HK (nM) KYN (µM) 5HTP (nM) 3HA (nM) Trp (µM) AK (nM) AA (nM) XA (nM) Phe (µM) Tyr (µM)
Vitamine B1 

(nM)

Vitamine B6 

(nM)

10BY 12,4 0,7 6,9 11,7 48,3 23,2 5,5 9,5 1733 36 109 180

12TJ 16,6 0,6 3,8 13,0 30,9 18,5 3,5 19,1 1406 23 82 92

13BB 21,2 1,1 5,5 23,1 48,3 41,1 6,5 16,6 1409 36 140 163

14DL 11,5 0,8 2,4 6,3 30,5 16,8 4,9 5,6 700 27 127 119

15DBK 26,5 1,0 3,7 27,0 39,1 69,4 6,9 28,4 1867 50 126 110

16PM 23,2 0,8 4,4 23,6 32,1 73,7 12,7 29,7 2005 39 155 140

17EY 72,0 2,9 6,0 112,0 81,9 85,4 8,6 44,7 706 304 130 145

18CC 39,3 1,3 4,2 28,2 53,0 82,6 7,8 46,3 1022 52 187 96

Code 

anonymat
Sexe

Date de 

naissance
Sous-groupe Type de PCU

Mutations 

identifiées (%age 

d'activité résiduelle)

10BY H oct-93 Adultes non traités Typique
c.838G>A (2%)                                              

c.838G>A (2%)

12TJ F juin-87 Adulte commençant un régime Typique
c.682G>A (ND)                                        

c.1066-11G>A (5%)

13BB F juin-91 Adultes non traités Atypique
c.143T>C (39%)             

c.1066-11G>A (5%)

14DL F mars-98 Enfant non traité Typique
c.782G>A (44%)               

c.1045T>G (0%)

15DBK F août-93 Adultes non traités Typique
c.1055delG (0%)                                            

c.1055delG (0%)

16PM H janv-89 Adultes non traités Typique

c.526C>T (0%)                          

c.734T>C (50%)                         

c.842C>T (2%)

17EY F déc-12 Enfant suivant un régime Atypique ND

18CC F oct-86 Adultes non traités Atypique
c.204A>T (68%)                        

c.838G>A (2%)
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Echelle de fréquence F 

1 rare Arrive une fois tous les 5 à 10 ans, n'est jamais arrivé 

2 peu fréquent Une fois à quelques fois/an 

3 possible Une fois à quelques fois /trimestre 

4 fréquent Une fois à quelques fois /mois 

5 très fréquent Systématique, tous les jours, toutes les semaines 

 

Echelle de gravité G 

1 conséquence mineure pas ou peu d’effets sur les résultats rendus 

2 conséquence significative résultats rendus en retard 

3 conséquence grave résultat modifié après envoi ou rendu en retard du fait d’une externalisation 

4 conséquence critique absence de résultat rendu, ou rendu faux, ou avec un retard très important 

5 conséquence dramatique met en jeu la vie du patient 

 

Annexe 7 : Echelle d’évaluation de la criticité en vigueur au laboratoire du CHU de Grenoble 



137 
 

 

  



 
 

Lysiane BOULET-LE GOUAR 

 

MISE AU POINT DU DOSAGE SANGUIN DES METABOLITES DE LA VOIE DU 

TRYPTOPHANE EN HPLC-MS/MS ET PERSPECTIVES DANS LE SUIVI BIOLOGIQUE 

DES PATIENTS ATTEINTS DE PHENYLCETONURIE. 

 

RESUME : 

La phénylcétonurie (PCU ; OMIM 261600) est une amino-acidopathie dont la prévalence est 

d’environ 1/16 000 bébés en France. Son évolution clinique s’est fortement améliorée depuis 1972, 

date à laquelle le dépistage systématique a été instauré en France. Cette pathologie est traitable, 

mais la physiopathologie neurologique n’est pas encore parfaitement comprise. 

 Le tryptophane (Trp), acide aminé essentiel, possède une dégradation selon deux voies 

métaboliques principales : celle des kynurénines et celle de la sérotonine. La recherche sur le 

métabolisme du Trp a vu un grand essor au cours des dernières années, et certains éléments nous 

ont permis d’émettre l’hypothèse d’une relation entre la PCU et le métabolisme du Trp. 

Nous avons mis au point, en HPLC-MS/MS, une méthode de quantification de 9 molécules de 

la voie métabolique du Trp. Nous avons également validé ce dosage plasmatique selon la norme NF 

EN ISO 15189. Une comparaison des concentrations de ces différents métabolites dans un groupe de 

patients phénylcétonuriques par rapport à une population de référence a ensuite été effectuée, 

permettant la mise en évidence d’une diminution significative de Trp, kynurénine et 3-

hydroxykynurénine dans notre population phénylcétonurique adulte non traitée. 

L’étude des modifications de ce métabolisme reste cependant à explorer plus largement 

dans la PCU, mais également dans d’autres pathologies, qu’elles soient héréditaires ou non. Nous 

espérons ainsi comprendre plus amplement l’implication du catabolisme du Trp, via la voie des 

kynurénines et de la sérotonine, dans les symptômes neurologiques des patients atteints de PCU. 

MOTS CLES :  

Tryptophane, Kynurénine, Sérotonine, Phénylcétonurie, Spectrométrie de masse en tandem, Maladie 

héréditaire du métabolisme 
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