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Analyse van plasmatryptofaan, -kKynurenine en -3-hydroxykynurenine met
behulp van XLC-MS/MS

W.H.A. de JONG, R. SMIT, E.G.E. de VRIES* en [.P. KEMA

Inleiding

Serotonine is een representant uit de groep van bioge-
ne aminen, die via enkele gelijkende stappen gevormd
worden uit essentiéle aminozuren en betrokken blijken
te zijn bij vele fysiologische processen. Het aminozuur
L-tryptofaan wordt in ons lichaam voor het grootste ge-
deelte gebruikt voor eiwitsynthese. Een klein variabel
percentage wordt gebruikt als voorloper van seroto-
nine. De belangrijkste metabole route van tryptofaan
is de kynurenine-’pathway’. De eerste stap in deze
route, vorming van kynurenine, wordt gekatalyseerd
door twee heem-athankelijke enzymen, tryptofaan-
2,3-dioxygenase (TDO; EC 1.13.11.11) en indoleami-
ne-2,3-dioxygenase (IDO; EC 1.13.11.17). TDO komt
vrijwel alleen in de lever voor terwijl IDO in de peri-
ferie en het centraal zenuwstelsel aanwezig is. De ver-
houding tussen tryptofaan en kynurenine weerspiegelt
de IDO-activiteit en daarmee de beschikbaarheid van
tryptofaan. Pro-inflammatoire stimuli als interferon-y
induceren IDO-expressie (1-3). Een belangrijke cyto-
toxische metaboliet van kynurenine is 3-hydroxykyn-
urenine. De concentraties van deze stof in plasma zijn
veel lager dan die van tryptofaan en kynurenine.
Variatie in tryptofaanconcentratie door IDO/TDO-
inductie beinvloedt de productie van serotonine. Ana-
lyse van tryptofaan en de kynureninemetabolieten is
daarom belangrijk voor onderzoek naar pathofysio-
logische condities waarbij serotonine een belangrijke
rol speelt, zoals carcinoidtumoren met excessieve
serotonineproductie, stemmingsstoornissen zoals de-
pressie met een verminderde serotonine beschikbaar-
heid, ontsteking, immuunactivatie, transplantatie en
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zwangerschap (1, 2). Om de (patho)fysiologische me-
chanismen van dit metabolisme te kunnen bestuderen
is het belangrijk dat tryptofaan en zijn grootse afbraak-
product (i.e. kynurenine) gemakkelijk kunnen worden
gekwantificeerd in kleine volumina met hoge juistheid
en precisie.

Deze studie beschrijft een sensitieve, specifieke, en
geautomatiseerde high-throughput-methode bestaan-
de uit onlinevastefase-extractie gekoppeld aan vloei-
stofchromatografie (LC) met tandem-massaspectro-
metrische (MS/MS) detectie (XLC-MS/MS) voor de
simultane extractie, concentratie, scheiding, en massa-
selectieve detectie van tryptofaan en zijn metabolie-
ten kynurenine en 3-hydroxykynurenine in plasma.
De tryptofaan-kynurenineratio in plasma wordt o.a.
gebruikt bij onderzoek naar leukemie (4) en prostaat-
kanker (5). Omdat bij gebruik van deze markers in de
diagnostiek, naast analytische variatie, ook de biologi-
sche variatie van belang is, hebben we in deze studie
de biologische intra- en interdagvariatie van trypto-
faan, kynurenine en hun ratio bepaald.

Materiaal en methoden

Reagentia, oplossingen en monsters

De gebruikte reagentia en oplossingen waren van
HPLC-kwaliteit. L-tryptofaan, pb,L-kynurenine en D,L-
3-hydroxykynurenine waren van Sigma-Aldrich Ltd.
De gedeutereerde interne standaard L-tryptofaan-
2°.4°,5,6’,7-d5 was van C/D/N Isotopes en L-kyn-
urenine-3’,4°,5°,6’-d4 was van Buchem BV. 3-hy-
droxykynurenine-d2 werd zelfgemaakt (8).
Blancoplasma voor kalibratiecurves werd verkregen
door dialyse van gepoold plasma. Bloed werd afgeno-
men door middel van venapunctie in 10-ml-vacutai-
nerbuizen (Becton Dickinson) met K,EDTA als anti-
coagulans. Plasma werd opgeslagen bij -20°C.
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Monstervoorbewerking bestond uit het verdunnen van
de plasmamonsters (250 pl) met 50 pl interne-stan-
daardwerkoplossing (300 umol/l in verdund azijnzuur
voor tryptofaan en 5 umol/l voor kynurenine en 3-hy-
droxykynurenine) en 200 pl water. 50 pl van elk mon-
ster (equivalent aan 25 ul plasma) werd in het geauto-
matiseerde systeem geinjecteerd.

Instrumentatie

Een Spark Holland Symbiosis® online SPE-systeem
gekoppeld aan LC-MS/MS werd gebruikt voor alle
analyses, zoals eerder beschreven (6, 7). ‘Strong ca-
tion exchange’ Isolute® PRS(propylsulfonylzuur)-car-
tridges van 10 bij 1 mm (Argonaut) werden gebruikt
voor SPE. Voor chromatografische scheiding werd een
Atlantis dC18-kolom (3 pm, 100 mm x 2,1 mm i.d.;
Waters) gebruikt. De tandem-massaspectrometer, een
Quattro® Premier met een Z Spray® ionenbron (Waters)
werd gebruikt in positieve elektrospray-ionisatie.
Gedurende online-SPE werd het monster geladen
met 0,01 mol/l HCI en geélueerd met 300 pl 50 mM
ammoniumformaat, pH 3. Het eluaat werd direct ge-
mengd met de chromatografische mobiele fase. De
binaire gradient bestond uit 0,2% (v/v) mierezuur in
water (mobiele fase A) en acetonitril (mobiele fase
B). Na een isocratische elutie met 100% A (0-1,5 min)
werd een lineaire gradiént toegepast naar 60% A in 2,5
min. Flowsnelheid was 0,30 ml/min. Gedurende de
SPE-elutie met een flow rate van 0,25 ml/min werd
de chromatografische flow rate aangepast tot 0,05 ml/
min om dezelfde totale flow rate van 0,30 ml/min te
kunnen handhaven.

Met positieve elektrospray-ionisatie werden trypto-
faan, kynurenine en 3-hydroxykynurenine (en hun
gedeutereerde interne standaarden) geprotoneerd tot
de volgende [M+H]*-ionen: tryptofaan: m/z 205, tryp-
tofaan-d5: m/z 210; kynurenine: m/z 209, kynurenine-
d4: 213, 3-hydroxykynurenine: m/z 225 en 3-hydroxy-
kynurenine-d2: 227. Door collisie-geinduceerde dis-
sociatie (CID) worden uit deze precursor ionenkarak-
teristieke productionen gevormd van m/z 188, m/z 192,
m/z 94, m/z 98, m/z 110 en m/z 111, respectievelijk.
Voor kwalificatiecontrole hebben we massaovergangen
m/z 205—146 en 205—118 (tryptofaan), 209—192 en
209—146 (kynurenine), en 225—208 en 225— 162
(3-hydroxykynurenine) toegevoegd (8).

Resultaten

De totale analysetijd per monster, van SPE tot detectie,
was 8 min. Door middel van ‘reversed phase’-chroma-
tografie werd volledige scheiding van tryptofaan, kyn-
urenine en 3-hydroxykynurenine verkregen. Vanwege
massaspectrometrische detectie werden gedeutereerde
interne standaarden gebruikt. Chromatogrammen wor-
den hier niet getoond (8). Cartridges kunnen minstens
15 keer worden hergebruikt, zonder dat carryover op-
treedt ( <0,1%).

De identiteit van de componenten werd bevestigd door
standaard additie van het plasmamonster. Detectie-
grenzen in plasmamonsters gemeten bij een signaal-
ruisverhouding van 3 (LLOD) waren 30 nmol/l voor
tryptofaan, 1 nmol/l voor kynurenine, en 5 nmol/l
voor 3-hydroxykynurenine. De grenzen voor kwanti-
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ficering (bij een een signaal-ruisverhouding van 10)
waren 110, 50, en 23 nmol/l, met variatiecoéfficiénten
van 13,4%, 18,8%, en 19,7%, respectievelijk.
Plasmakalibratiecurves en controlemonsters werden
in elke serie meegenomen. Uitstekende lineariteit
werd verkregen in de gebruikte kalibratieranges (0O-
1200 pmol/l voor tryptofaan en 0-45 pmol/l voor
kynurenine en 3-hydroxykynurenine) met correlatie-
coéfficienten (R?) > 0.99 voor alle drie de componen-
ten. Intra-assay-CV’s voor controlemonsters (n=20) in
zowel lage, gemiddelde en hoge concentraties waren
1,7%-3,6% (tryptofaan), 3,8%-7,2% (kynurenine), en
4,3%-8,8% (3-hydroxykynurenine). Interassay-CV’s
(n=20) waren 1,7%-7,0%, 2,9%-5,6%, en 5,3%-8,2%,
respectievelijk. Relatieve recoveries (LC vs XLC van
standaarden) waren 3,3%-4,1%, 37,8%-48,7%, en
30,9%-47,6%, respectievelijk. Plasmamonsters voor
de meting van tryptofaan en kynurenine kunnen sta-
biel worden bewaard gedurende 7 dagen bij 10 °C,
4 °C of bij kamertemperatuur, voor 3-hydroxykyn-
urenine geldt 3 dagen. Monsters zijn stabiel tot drie
vries-dooicycli.

De biologische intradagvariatie werd bepaald uit plas-
mamonsters afkomstig van 26 gezonde personen (13
mannen, 13 vrouwen, in de leeftijd van 21 tot 59 jaar,
mediane leeftijd 38 jaar) afgenomen op 5 tijdstippen
gedurende 1 dag (figuur 1). Tryptofaanconcentraties
zijn afhankelijk van het bloedafnametijdstip. Kynur-
enineconcentratie neemt significant af gedurende de
dag. Hieruit volgt dat de tryptofaan-kynurenineratio
significant toeneemt gedurende de dag. 3-Hydroxy-
kynurenineconcentraties vertonen geen trend. Een-
zijdig gepaarde t-toetsen werden gebruikt om de
significantie (p < 0,05) te bepalen van longitudinale
veranderingen in absolute analietconcentraties, gerela-
teerd aan de basislijnconcentraties en de voorafgaande
concentraties.

Biologische intra-dag-CV’s (n=26) waren 4,4-15,1%
(tryptofaan), 2,4-17,1% (kynurenine), en 33,3-116,7%
(3-hydroxykynurenine). Biologische interdagvariatie
is bepaald door het analyseren van plasma afkomstig
van 16 gezonde personen (12 mannen, 6 vrouwen,
in de leeftijd van 20 tot 56 jaar, mediane leeftijd 35
jaar), op 5 achtereenvolgende dagen (om 09:00 h).
Concentraties bleven constant gedurende de vijf ach-
tereenvolgende dagen (data niet getoond). Biologische
interdag-CV’s (n=16) waren 2,7-10,6%, 5,1-15,7% en
33,3-169,9%, respectievelijk.

Referentiewaarden zijn gebaseerd op de analyse van
120 plasmamonsters met EP Evaluator. Deze monsters
waren afkomstig van gezonde deelnemers (36 mannen,
84 vrouwen, in de leeftijd van 38 tot 83 jaar, mediane
leeftijd 55) deelnemend aan de PREVEND-studie.
Referentie-intervallen waren 45,5 to 83,1 umol/l
(tryptofaan), 1,14 to 3,02 pmol/l (kynurenine),
en <0,13 pmol/l (3-hydroxykynurenine). Tryptofaan-
kynurenineratioreferentiewaarden waren 19,0-49,8.
Deze drie studies met monsters van vrijwilligers zijn
goedgekeurd door de Medisch Ethische Commissie
van ons instituut en uitgevoerd volgend de richtlijnen
van de Declaratie van Helsinki. Alle deelnemers ga-
ven schriftelijke toestemming.
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Discussie

Deze studie toont aan dat tryptofaan, kynurenine en
3-hydroxykynurenine accuraat, precies en snel kun-
nen worden gemeten met online-SPE gekoppeld aan
HPLC met MS/MS-detectie. Daarnaast is aangetoond
dat bloedafname voor tryptofaan- en kynureninediag-
nostiek plaats moet vinden in de ochtend in nuchtere
toestand, omdat beide markers significante biologi-
sche variatie vertonen gedurende de dag. Voor zover
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Figure 1. Biologische intradagvariatie van plasmatryptofaan
(A), kynurenine (B), tryptofaan-kynurenineratio (C) en 3-hy-
droxykynurenine (D) in 26 gezonde personen. Plasmaconcen-
traties (umol/l) zijn weergegeven als gemiddelde concentraties
(n=26) met 95%-betrouwbaarheidinterval op 5 tijdstippen gedu-
rende één dag (8:30, 10:30, 12:30, 14:30 and 16:30 h). De eer-
ste bloedafname vond in nuchtere toestand plaats. Pijlen geven
aan wanneer broodmaaltijden werden genuttigd. *: Significant
verschillend (p < 0,05) van basislijnwaarde (08:30 h); **: signi-
ficant verschillend (p <0, 05) van voorafgaande waarde.
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ons bekend is het afnemen van kynurenineconcentra-
ties gedurende de dag een nieuwe bevinding, terwijl
de biologische variatie in tryptofaan al eerder bekend
was en overeenkomt met onze resultaten (9).

De meeste beschreven HPLC-methoden voor de de-
tectie en kwantificering van tryptofaan en kynurenine
zijn tijdrovend door handmatige voorbewerking en
vereisen hoge monstervolumina (10). Met LC-MS/
MS worden de meeste problemen overkomen, hoewel
er nog steeds ruimte is voor verbetering met name op
het gebied van analysetijd, reproduceerbaarheid en
kosten per monster. Aangezien er nog geen snelle en
gevoelige methode beschikbaar was voor de simul-
tane meting van tryptofaan en kynurenine en er vanuit
de kliniek aanvragen komen voor deze componenten,
was onze opzet hiervoor een methode te ontwikke-
len met online-SPE gekoppeld aan LC-MS/MS. Ook
3-hydroxykynurenine lijkt een veelbelovende mar-
ker voor met name de transplantatiegeneeskunde en
aangezien het vrijwel dezelfde eigenschappen heeft
als kynurenine is deze marker toegevoegd aan de
analysemethode.

De drie componenten zijn zwakke basen met dezelfde
geladen aminogroep, waardoor selectieve SPE met
sterke kation-‘exchangers’ uitermate geschikt is voor
opzuivering. Isolute PRS-cartridges zijn nauwelijks
apolair en hebben een permanente negatieve lading
op het sorbens (propylsulfonylzuur). De gebruikte
elutievloeistof, met hoge ionsterkte voor verdringing
van de analieten, is volledig polair. Dit sluit aan op
de gebruikte ‘reversed phase’-chromatografie, waarbij
100% waterfase wordt gebruikt voor complete schei-
ding van de componenten. De analytische kwaliteit
van de XLC-MS/MS-methode is uitstekend. Een min-
punt is de lage recovery van tryptofaan (<5%), door-
dat de methode geoptimaliseerd is voor kynurenine
en 3-hydroxykynurenine. Echter, tryptofaanconcen-
traties zijn veel hoger dan kynurenine- en 3-hydroxy-
kynurenineconcentraties, waardoor tryptofaan nog
steeds een hogere respons geeft dan beide andere
componenten. Logischerwijs is de LLOQ van trypto-
faan minder laag, hoewel nog steeds lager dan niet-
massaspectrometrische methoden

Een pluspunt van de methode is het lage benodigde
monstervolume van 50 pl, waardoor analyse van mon-
sters afkomstig van neonaten, maar ook van muizen,
ratten of weefsels, mogelijk is. De methode is ook toe-
pasbaar voor liquormonsters waarin alle componen-
ten in voldoende hoge concentraties aanwezig zijn.
De gevonden referentiewaarden komen overeen met
eerder beschreven waarden (3). 3-hydroxykynurenine-
concentraties in plasma van gezonde personen liggen
vaak onder de detectiegrens.

Concluderend, plasmatryptofaan, -kynurenine en
-3-hydroxykynurenine kunnen accuraat, precies en
reproduceerbaar worden gemeten met XLC-MS/MS.
Bloedafname dient plaats te vinden in nuchtere toe-
stand. De werkelijke waarde van deze analyse in de
kliniek moet nog verder worden onderzocht. In ieder
geval maakt deze methode het mogelijk onderzoek te
doen naar de (patho)fysiologie binnen het tryptofaan-
metabolisme.
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Diagnostic utility of multiparameter flow-cytometry analysis in myelodysplastic
syndromes

E.W.M. KEMNA, J. SLOMP, M. de GROOT, J.G. tt MARVELDE*, R. BROEKKAMP and I. VERMES

Introduction

The myelodysplastic syndromes (MDS) are a hetero-
geneous group of bone marrow (BM) disorders char-
acterized by ineffective and dysplastic hematopoiesis
in one or more blood cell lineages, increased apoptosis
and hyper-proliferative BM. Furthermore, MDS has a
high rate of transformation to acute myeloid leukemia
(sAML). The WHO classification of MDS takes into
account both morphologic and cytogenetic features
and divides MDS into 8 subgroups. Currently, classi-
fication relies on combining clinical information with
morphologic and cytogenetic features of peripheral
blood and BM. However, cytogenetic abnormalities
are found in only ~40% of the cases, while morpho-
logic evaluation is subjective. It has been shown that
flow-cytometry (FC) can reveal immunophenotypic
aberrations in MDS compared to normal BM (1-4).

Medisch Spectrum Twente Hospital Group, Enschede en
*Erasmus MC, Department of Immunology, Rotterdam,
The Netherlands

E-mail: e.w.m.kemna@ewi.utwente.nl

232

Furthermore, expansion of the knowledge regarding
apoptosis and proliferation could lead to new insights
in treatment, and may serve as an additional marker
for the diagnosis of MDS. The aim of the present
study was to improve the diagnosis and classification
of MDS by quantitative assessment of hematopoietic
differentiation pathways by multiparameter FC.

Methods

Twenty-five normal BM, obtained from patients
who were subject to hip -or open heart surgery and
31 BM from patients with a suspicion for MDS were
analyzed. Eleven of the 31 MDS suspicious BM were
confirmed as MDS by morphologic and cytogenetic
features. A panel of eight quadruple immunostainings
was developed to characterize erythroid, granulocytic,
monocytic and mono/myeloblasts differentiation path-
ways, according to the protocol of the Dutch working-
group on MDS (chair Dr. Arjan A. van de Loosdrecht).
Shortly, the following 4-colour panel was used; Ery-
throid differentiation: CD71/CD235a/CD34/CD117,
Mono/myeloid blasts: CD34/CD117/CD45/CD13.33
and CD15/HLA-DR/CD45/CD11b; Monocytic differ-
entiation: CD36/CD33/CD45/CD14; Myeloid blasts:
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