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Mise en place d’'une méthodologie analytique basée sur I’'HPTLC
pour I'étude des médiateurs lipidiques bioactifs
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@88 Meédiateurs lipidiques bioactifs : Les Eicosanoides

* Lipides capables de moduler de nombreuses activités cellulaires

* Eicosa = 20 carbones

* |ssus pour la plupart de la métabolisation de I'acide arachidonique = AA

* Activité biologique contrblée par des récepteurs membranaires

* Demi-vie de courte durée

/\

Physiologie

Réponse immunitaire
Systéme CV / rénal / nerveux

Eicosanoides

Physiopathologie

Allergies
Désordres vasculaires
Cancérisation



@88 Acide Arachidonique

Généralités

* Acide gras polyinsaturé (4 doubles liaisons)

* 20 carbones — C20:4

* Généralement en position 2 des glycérophospholipides
 Acide gras essentiel (ceufs, gras de viande)

* Acide arachidonique = Acide eicosatétraénoique = ETA

 Autre source d’eicosanoides = Acide eicosapentaénoique = EPA



@88 Acide Arachidonique, EPA: voie de synthese

AA (w6) :

Provient de la
métabolisation
de lI'acide
linoléique w6 =

Acide gras
indispensable
(huile de
tournesol, pépins
de raisin, onagre)

Acide inoléique
18:2n-6

Acide arachidonique
20.4n.6

Figure 4 : Voies de synthése des omega-3 et des oméga-6

Acide a-linolénique
18:3n-3

D6 désaturase

Elongase

20:4n-3

DS désaturase

Acide
eicosapentaénoique
205n.3

Elongase

D4 désaturase

Acide
docosahexaénoique
22:6n-3

EPA (w3) :

Métabolisation
de l'acide
linolénique w3 =

Huiles végétales
(colza, soja, noix)
et huiles de
poissons
(saumon, thon,
hareng...)



@88 Acide Arachidonique

Membrane cellulaire cytoplasmique

Les Phospholipases A2

4 grandes catégories : différences structures, pH optimum, dépendance au Ca?*,
localisation, spécificité substrat, susceptibilité a I'inhibition pharmacologique

La cPLA2 (cytosolic, Ca’*-dependent)

* Forte sélectivité pour les GPL contenant I’acide arachidonique, donc production de
la plupart des eicosanoides

* Activée par stimuli conduisant a 'augmentation du calcium intracellulaire et a
I’activation de kinases (cytokines, hormones, stress, oxydation, UV...)



@88 Acide Arachidonique

La cPLA2 (cytosolic, Ca’*-dependent)

Hirabayashi T and Shimizu T, BBA (2000)

Acide Arachidonique
C20:4 n-6 Cyclooxygénases (COX)

AAlibéré — > Lipoxygénases (LOX)

~

Cytochrome p450 monooxygénases (CYP450)

Eicosanoides produits : signalisation extracellulaire autocrine/paracrine (récepteurs),
signalisation intracellulaire (PPARs)



@88 Les Eicosanoides : génération

C20:4 n-6 EPA

COX-2 5-LOX
12/15-
LOX
5-LOX
PGG2/PGH2 12-HETEs 5-HETEs 12/15-LOX
15-HETEs ¢
PGES PGDS
LTA,
LTA4
12/15-LOX hvdrol
oGE B ydrolase
\ Lipoxines LTB,
15d-PGJ
2 (LXA,) v
Résolvines

Pro-inflammatoire Anti-inflammatoire



@88 Les Eicosanoides : Réole dans I'inflammation

Phase
inflammatoire

Stimuli
Neutrophiles

acrophages M1

Cytokines / Chimiokines :
TNF-a /IL1-8/ IL-6 /IL-8

Médiateurs lipidiques
pro-inflammatoires
(PGE2 / LTBA4...)

COX-1/COX-2
PGEs
5-LOX
LTA4H

Temps



@88 Les Eicosanoides : Réole dans I'inflammation

Phase
inflammatoire

Stimuli
Neutrophiles

acrophages M1

Cytokines / Chimiokines :
TNF-a /IL1-8/ IL-6 /IL-8

Médiateurs lipidiques
pro-inflammatoires
(PGE2 / LTBA4...)

COX-1/COX-2
PGEs
5-LOX
LTA4H

Efférocytose

Phase de
résolution

Phagocytose des
PNNs apoptotiques

Macrophages M2

Cytokines/ Chimiokines:
1I-10/ TGF-8/MCP1

Médiateur lipidiques

anti-inflammatoire:
(PGD2 - 15d-PGJ2 /
LXAA4...)

COX-2

PGDs

5-LOX
12/15-LOX

Temps



@88 Les Eicosanoides : Réole dans I'inflammation

Phase
inflammatoire

Stimuli
Neutrophiles

acrophages M1

Cytokines / Chimiokines :
TNF-a /IL1-8/ IL-6 /IL-8

Médiateurs lipidiques
pro-inflammatoires
(PGE2 / LTB4...)

COX-1/COX-2
PGEs

5-LOX
LTA4H

Efférocytose

Phase de
résolution

Phagocytose des
PNNs apoptotiques

Macrophages M2

Cytokines/ Chimiokines:
1I-10/ TGF-8/MCP1

Médiateur lipidiques

anti-inflammatoire:
(PGD2 - 15d-PGJ2 /

Phase de
réparation

Fibroblastes

Kératinocytes

LXA4...)

COX-2

PGDs

5-LOX
12/15-LOX

Cellules épithéliales

COX-2  LTA4H Temps
PGDs
510X  12/15-LOX



@88 LesEicosanoides : Analyse par HPTLC

Développer une technique de dosage et d’analyse des eicosanoides, basée sur ’'HPTLC et
couplée a la spectrométrie de masse :

Avantages
» Technique simple, rapide, peu colteux et reproductible

» Analyse qualitative et quantitative des eicosanoides extraits des liquides biologiques et des tissus
inflammatoires :

v Digitalisation d’une empreinte visuelle des échantillons
v/ Comparaison des empreintes chromatographiques de différentes situations physiopathologiques et
sélectionner les familles de médiateurs a cibler

o — — —_—




@88 LesEicosanoides : Analyse par HPTLC

Développer une technique de dosage et d’analyse des eicosanoides, basée sur ’'HPTLC et
couplée a la spectrométrie de masse :

Contraintes

» La séparation sur plague des médiateurs qui auraient des caractéristiques voisines, en structure et
en polarité (PGE2 / PGD2 & 5-HETEs / 15-HETEs)

1) 0]
““\/\/\AOH
PGE2 N 5-HETE
o
a SN ~ oH
PGD2 < coor 15-HETE

CHs
0 OH &

» la sensibilité de détection de ces médiateurs (sécrétés en trés faibles quantité dans les liquides
biologiques)



@88 LesEicosanoides : Analyse par HPTLC
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ePlaque silice * Mélange : Acétate-éthyl electure a 270 nm (LTB4
Dépét : 20 l / Eau / Isooctane / Acide et LXA4)

acétique

electure a 190 nm (PGs)
eMigration : 7 cm
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Eicosanoides étudiés :

15 HETEs
5 HETEs
PGA2
LTB4
PGD2
PGE2
TXB2
PGF2a
6 Kéto



@88 LesEicosanoides : Analyse par HPTLC

Migration et analyse : PGE,, PGD,, 5-HETEs , 15-HETEs , DHA and EPA

i PGE, i PGD, 5-HETEs :15-HETEs
-
-
L
Critéres de migration :
\\\\\ 1) Nombre de groupe hydroxyle
\*\\\w\ 2) Nombre de double liaison

T— 3) Nombre de groupe carbonyle
4) Position du groupe hydroxyle
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@88 LesEicosanoides : Analyse par HPTLC

Validation de la technique
&
Amélioration de la Sensibilité

e - eSpectrométrie de Spectromeétre de
— masse
=

ePlaque silice * Mélange : Acétate-éthyl eLecture a 270 nm (LTB4
Dépét : 20 l g f:tLilq/ulsooctane / Acide et LXA4)

electure a 190 nm (PGs)
eMigration : 7 cm
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