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RESUME

Les acides gras de la série n-3 et notamment I’acide docosahexaénoique (DHA)
jouent un réle important dans la prévention des maladies cardiovasculaires. Un de ces
métabolites, la protectine DX (PDX), qui est un isomére de la protectine D1 (PD1)
(Chen P et al., 2009), inhibe I’agrégation des plaquettes sanguines. D’autres composes
similaires appelés "poxytrins”, qui posseédent aussi un triene conjugué avec une
géométrie E,ZE, ont également été synthétisés a partir d'autres acides gras
polyinsaturés (AGPI) via la 15-lipoxygeénase de soja (SLOX). Ces composés présentent
des propriétés anti-agrégantes en inhibant la cyclo-oxygénase plaquettaire et le
récepteur du thromboxane A, (Chen P et al., 2011).

Dans cette these, nous décrivons de nouveaux composés di-hydroxylés synthétises
par la sSLOX a partir de I’acide alpha-linolénique (ALA ou acide octadécatriénoique,
18:3n-3), un acide gras polyinsaturé indispensable consommé au niveau du gramme
chez I’Homme adulte. Il est converti en acides gras mono-hydroxylés et di-hydroxylés.
Ces composés ont été séparés par chromatographie liquide a haute performance
(HPLC) en phase inverse et caractérisés par chromatographie gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse (GC-MS) apres dérivation adéquate. Un acide gras mono-
hydroxylé, majoritaire, I’acide 13(S)-hydroxy-octadécatrienoique (13(S)-HOTE) et
quatre acides gras di-hydroxylés ont été détectés. Ces derniers présentent tous un
spectre UV caractéristique avec une absorption maximale a 270 nm et deux
épaulements a 260 et 280 nm. Les spectres UV de deux d'entre eux sont superposables
a celui de la PDX, ce qui suggere une géométrie E,Z,E des doubles liaisons de leur
triene. La caractérisation complete de ces composés a été réalisée par résonance
magnétique nucléaire (RMN) a haut champ et par GC-MS. Ce sont les acides
9(R),16(S)-dihydroxy-octadéca-10E,12E,14E-triénoique, 9(S),16(S)-dihydroxy-
octadéca-10E,12E,14E-triénoique, 9(S),16(S)-dihydroxy-octadeca-10E,12Z,14E-
trienoique et 9(R),16(S)-dihydroxy-octadéca-10E,12Z,14E-triénoique. Ils sont
également synthétisés par la 15-lipoxygénase (15-LOX) recombinante humaine de

type 2.
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Ces composés di-hydroxylés 9,16-diHOTES ont été testés sur les plaquettes isolées
a partir du sang humain. Nous avons observé que seules les molécules ayant la
géométrie E,Z,E du triéne conjugué inhibent l'agrégation plaquettaire induite par le
collagene et inhibent la cyclooxygénase-1 (COX-1) de mouton. Les propriétés anti-
inflammatoires de ces produits ont également été étudiées. Tous les isomeéres 9,16-
diHOTEs, possédant un triene conjugué avec une géométrie E,Z,E, inhibent la
cyclooxygénase-2 (COX-2) recombinante humaine et seul I’acide 9(R),16(S)-
dihydroxy-octadéca-10E,12Z,14E-triénoique inhibe la 5-LOX des leucocytes
polymorphonucléaires (PMN), siege de la synthese des leucotrienes issus de I’acide
arachidonique.

En conclusion, les composés dihydroxlés possédant un triéne conjugué E,Z,E, issus
de I’ALA, ainsi que la PDX, inhibent I’activité des COX-1 et COX-2, et seraient anti-
agrégants et anti-inflammatoires. Ces résultats donnent des perspectives
pharmacologiques aux recommandations nutritionnelles promouvant la consommation

d’acide alpha linolénique.

MOTS-CLES: Acide octadéca-triénoique, Acide-9,16-dihydroxy-octadéca-triénoique,
15-lipoxygénase de soja (sLOX), Chromatographie liquide a haute
performance (HPLC), Spectrométrie de masse, Reésonance
magnétique nucléaire (RMN), Agrégation plaquettaire, Leucocytes

humains
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SUMMARY

N-3 fatty acids, especially docosahexaenoic acid (DHA), play an important role in
the prevention of cardiovascular diseases. One metabolite of DHA, protectin DX
(PDX), an isomer of protectin D1 (PD1) (Chen P et al., 2009), inhibits blood platelet
aggregation. Similar compounds called "poxytrins"”, which have a conjugated triene
with a E,Z,E geometry, have also been synthesized from other polyunsaturated fatty
acids (PUFA) by soybean lipoxygenase. They have anti-aggregating properties by
inhibiting platelet cyclooxygénase and thromboxane A, receptor (Chen P et al., 2011).
In this thesis, we describe new dihydroxy compounds synthesized by the soybean
15-lipoxygenase from alpha-linolenic acid (ALA ou octadecatrienoic acid, 18:3n-3),
an essential PUFA that is consumed in the gram range in human adults. It is converted
into mono-hydroxylated and dihydroxylated derivatives. These compounds were
separated by reverse-phase high performance liquid chromatography (RP-HPLC) and
characterized by gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) after appropriate
derivatization. A main mono-hydroxylated fatty acid, 13(S)-hydropxy-octadecatrienoic
acid (13(S)-HOTE) and four dihydroxylated fatty acids were detected. The last ones
have all a characteristic UV spectrum with a maximum absorbance at 270 nm with two
shoulder peaks at 260 and 280 nm. The UV spectra from two of them are
superimposable to that of PDX, suggesting a E,Z,E geometry for their conjugated
triene. The complete characterization of these compounds was performed by high field
nuclear magnetic resonance (NMR) and by GC-MS. These are the 9(R),16(S)-
dihydroxy-octadeca-10E,12E,14E-trienoic, 9(S),16(S)-dihydroxy-octadeca-
10E,12E,14E-trienoic,  9(S),16(S)-dihydroxy-octadeca-10E,12Z,14E-trienoic  and
9(R),16(S)-dihydroxy-octadeca-10E,12Z,14E-trienoic acids. They can also be
synthesized by the (type 2) 15 human recombinant lipoxygenase.
These dihydroxylated compounds (9,16-diHOTES) were tested on isolated human
blood platelets. We observed that only molecules containing a conjugated triene with a
E,Z,E geometry are able to inhibit platelet aggregation induced by collagen, and inhibit

sheep cyclooxygénase-1 (COX-1). The anti-inflammatory properties of these products
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were also studied. All 9,16-diHOTEs isomers having a conjugated triene with a E,Z,E
geometry, inhibit human recombinant cyclooxygénase-2 (COX-2) and only
9(R),16(S)-dihydroxy-octadeca-10E,12Z,14E-trienoic acid inhibits polymorphonuclear
leukocytes (PMN) 5-lipoxygenase which is involved in the leukotriene synthesis from
arachidonic acid.

In conclusion, the E,Z,E dihydroxlated compounds from 18:3n-3, as well as PDX,
inhibiting the COX-1 and COX-2 activities, appear to be anti-aggregatory and anti-
inflammatory agents. These results provide pharmacological perspectives to nutritional
recommendations promoting the intake of alpha-linolenic acid.

KEY WORDS: Octadecatrienoic acid, 9,16-dihydroxy-octadecatrienoic acid,
Soybean 15-lipoxygenase, High performance liquid chromatography
(HPLC), Mass spectrometry, Nuclear magnetic resonance (NMR),

Platelet aggregation, Human leukocytes
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AA acide arachidonique ou 20:4n-6
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B-TG B-thromboglobuline

CCM chromatographie sur couche mince
COX cyclooxygénase

diHOTE acide dihydroxy-octadecatriénoique
DIPE N-éthyl diisopropylamine

DHA acide docosahexaénoique ou 22:6n-3
DPA acide docosapentaénoique ou 22:5n-3
EETs acides epoxy-eicosatriénoiques

EPA acide eicosapentaénoique ou 20:5n-3
FLAP “5-lipoxygenase-activating protein”
GC chromatographie en phase gazeuse
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PGs prostaglandines
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Pl phosphatidylinositol
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PLA, phospholipase A,

PLC phospholipase C
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Poxytrins “PUFAs oxygenated trienes”
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Les acides gras polyinsaturés (AGPI) de la série n-3 qui régulent de nombreuses
fonctions physiologiques in vivo ont été trés étudiés au cours de ces derniéres années.
Il est bien connu que les AGPI & longues chaines de la série n-3 ont des effets
bénefiques sur les maladies cardiovasculaires (Mozaffarian D & Wu JH, 2011; Kris-
Etherton PM et al., 2002), la polyarthrite rhumatoide (Rennie KL et al., 2003; McCann
K, 2007; Venkatraman JT & Chu WC, 1999), le contrdle de la pression artérielle et
I'nypertension cardiaque (Holm T et al., 2001 ; Weisinger HS et al., 2001). Les AGPI
de la série n-3 peuvent aussi prévenir et réduire la gravité des maladies et jouent des
réles importants dans la prévention de I’athérosclérose et de la maladie d'Alzheimer
(James MJ et al., 2000; Furse RK et al., 2001; Song C et al., 2003; Conquer JA et al.,
2000). Plus récemment, de nouveaux médiateurs lipidiques dérivés des acides
eicosapentaénoique (EPA) et docosahexaénoique (DHA) ont été décrits. Parmi eux, les
résolvines sont des molécules oxygénées qui dérivent de I’EPA (série E) et du DHA
(série D) (Serhan CN et al., 2000; Serhan CN, 2007; Serhan CN et al., 2008). En plus
des réesolvines de la série D, le DHA est aussi converti en protectine D1 via un
mécanisme qui implique un intermédiaire époxyde (Serhan CN et al., 2006), ainsi
qu’en marésine par les macrophages (Serhan CN et al., 2006). Ce composé a été décrit
comme étant une molécule anti-inflammatoire puissante sans effet anti-agrégant
(Serhan CN et al., 2006; Dona M et al., 2008). En revanche, la protectine DX (PDX),
isomere de la PD1, qui dérive du DHA via un mecanisme de dioxygénation, possede
des propriétés anti-agrégantes. La PDX inhibe la cyclooxygénase-1 (COX-1) et est un
antagoniste du récepteur du thromboxane A, (Chen P et al., 2009). Les composés di-
hydroxylés appelés poxytrines, synthétisées a partir d’AGPIs en C20 et en C22 via la
sLOX et qui possédent le méme motif triene conjugué E,Z,E, comme la PDX, sont
tous des agents anti-agrégants (Chen P et al., 2011).

Cependant, trés peu d’études sont disponibles concernant le métabolisme oxygéné
de I’acide alpha linolénique (ALA). Pourtant, les études relatives a I’ALA sont
particulierement pertinentes car cet acide gras est consommé en grande quantité (1-2
g/jour chez les adultes humains), ne s'accumule que tres peu dans le plasma ce qui
suggere un métabolisme trés actif. De plus, sa conversion en EPA et DHA est

relativement limitée. Une conversion de I'ALA en DHA est de I’ordre de 1% chez les
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hommes (Hussein N et al., 2005) et de 2% chez les jeunes femmes (Burdge GC &
Wootton SA, 2002).

La formation des isomeéres de I’acide 9,16-dihydroxy-octadécatriénoique par la
sLOX a partir de I’ALA ont déja été décrits en 1984 pour la premiére fois par Feiters
et al (Feiters MC et al., 1984). Ces auteurs n’ont pas établi la configuration des
doubles liaisons ni la stéreochimie des atomes de carbones asymétriques. D'autres
études rapportées par Sok et Kim (Sok DE & Kim MR, 1990; Sok DE & Kim MR,
1994) décrivent quatre isoméres mais leur caractérisation n'a pas été entierement
résolue et en particulier celle des isomeres tout trans. En 1991, Grechkin et al.
(Grechkin AN et al., 1991) ont montré que la lipoxygenase des tubercules de pomme
de terre qui produit principalement I’acide 9(S)-hydroperoxy-octadéca-10E,12Z,15Z-
trienoique (9(S)-HpOTE) a la différence de la sSLOX qui synthétise principalement
I’acide 13(S)-hydroperoxy-octadéca-9Z,11E,15Z-triénoique (13(S)-HpOTE). Les deux
isomeres (9,16-di-HOTE 10E,12Z,14E) détectés ont bien été caractérisés, mais la
stéréeochimie du carbone 16 reste indeterminée. Aucun isomere 9,16-di-HOTE tout
trans n’a été detecté. En outre les propriétés biologiques de ces dérivés di-hydroxylés
n'ont pas encore été étudiées. On sait que dans l'alimentation humaine I’ALA est le
plus abondant des AGPI de la série n-3 aussi il est pertinent d'étudier plus a fond son
métabolisme oxygéné par sLOX, et de comparer l'activité biologique de ses
métabolites a celle de la PDX.

Le travail de cette these porte sur la caractérisation compléte des métabolites
oxygénés dérivés de I'ALA via la sLOX, et sur I’étude de leurs effets anti-
inflammatoires et anti-agrégants. Les isoméres ont été préparés en incubant I’ALA
avec la sLOX.

Dans une premiere partie nous avons caracterisé leurs structures en utilisant
I’HPLC, la GC-MS et la RMN a haut champ. Nous avons ainsi déterminé la position
des groupements hydroxyles, la stéréochimie des carbones oxygénés et la géométrie de
chaque liaison de leur triene conjugué.

Dans une deuxieme partie nous avons montré que les acides 9(R),16(S)-
dihydroxy-octadeca-10E,12Z,14E-trienoique et  9(S),16(S)-dihydroxy-octadéca-
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10E,12Z,14E-triénoique possedaient des activités biologiques en utilisant des enzymes
COXs commerciales et aussi des plaguettes sanguines isolées a partir de sang humain.

Nous avons aussi recherché si ces composés pouvaient étre synthétises par la 15-
LOX humaine recombinante de type 2 et étudié les propriétés anti-inflammatoires de
ces métabolites en utilisant les globules blancs humains isolés comme modéle. En effet
ces cellules possedent une 5-LOX capable de produire des leucotrienes lorsqu’elles

sont activeées.
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Chapitre 1 :

Rappels sur les acides gras polyinsatureés et leur métabolisme
oXygeéne

I. Acides gras polyinsaturées (AGPIs)

Les acides gras (AG) sont des acides carboxyliques a chaine aliphatique qui sont
présents dans les graisses animales, dans les huiles végeétales et dans les cires, sous
forme d'esters. Le groupement carboxyle (COOH) est porté par le carbone 1. lls
possédent une chaine linéaire hydrocarbonée de 4 a 36 atomes, rarement au-dela de 24
carbones. La nomenclature utilisée pour caractériser les acides gras (AG) désigne le
nombre d’atomes de carbone et le nombre de doubles liaisons. La famille
d’appartenance est donnée par la position de la derniere double liaison par rapport a
I’extrémité N terminale (groupement méthyle) (Fig. 1). Les AG existent rarement a
I’état libre dans la cellule. lls peuvent étre saturés, monoinsaturés avec une double

liaison ou polyinsaturés lorsqu’ils possedent au moins deux doubles liaisons.

HooC — — — CH,

3
L’acide alpha-linolénique (acide octadécatriénoique, ALA, C18:3n-3)

W/\/\/CHS
HOOC — —

L’acide linoléique (acide octadécadiénoique, LA, C18:2n-6)

HOOCWWCHs

9
—>Positiondela derniére
L'acide oléique (acide octadécénoique, OA, C18:1n-9) double liaison
Nombre d’atomes Nombrede
decarbone doubles liaisons

Figure 1: Structure et nomenclature des acide gras polyinsaturés

27

Cette thése est accessible a I'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2013ISAL0059/these.pdf
© [M. Liu], [2013], INSA de Lyon, tous droits réservés


http://fr.wikipedia.org/wiki/Graisse_animale
http://fr.wikipedia.org/wiki/Huile_v%C3%A9g%C3%A9tale
http://fr.wikipedia.org/wiki/Cire
http://fr.wikipedia.org/wiki/Ester

Les acides gras polyinsaturés (AGPIs) sont présents dans les membranes
biologiques et ont des fonctions importantes notamment comme précurseurs de
nombreux composés oxygeénes biologiquement actifs.

Il existe deux familles d’AGPI essentiels : n-6 et n-3 encore nommés -6 et -3
qui ne sont pas interconvertibles (Fig. 1). Les familles n-6 et n-3 d’AGPIs dérivent
respectivement des acides linoléique (LA, 18:2n-6) et a-linolénique (ALA, 18:3n-3).
Ces deux acides gras sont indispensables. Ils ne sont pas synthétisés par I’Homme et
doivent étre apportés par I’alimentation. Les animaux et I’Homme sont capables de

désaturer et d’allonger ces deux acides gras (Fig. 2).

AB E AS E E A6
Famille n-6 18:2 — 18:3 — 20:3 — 20:4 — 22:4 —> 24:4 —> 24:5
linoleate v-linolénate dihomo- arachidonate adrénate lB‘OX
y-linolénate
22:5
docosapentaénoate
Ab E A5 E
Famille n-3 183 — 184 — 20:4 — 20:5 — 225
o-linolénate  stéaridonate eicosapentaénoate
arachidonate
[(-ox AB
22:6 < 24:6 < 24:5
docosahexaénoate

Figure 2: Voies métaboliques des acides gras essentiels
A, E: étapes catalysées respectivement par une désaturase, une élongase et f-ox : j-
oxidation (Vrinten P et al., 2007)

Les processus de désaturation et d’élongation du LA conduisent notamment a la
synthése de I’acide arachidonique (AA, 20:4n-6). Il est localisé principalement dans
les membranes, estérifié en position sn-2 des phospholipides. Il représente environ
25% des acides gras présents dans les membranes (Marcus AJ et al., 1969). Pour étre
métabolisé en produits actifs, il doit étre libéré des phospholipides par une
phospholipase A, (PLA,) qui hydrolyse principalement les phosphatidyl-cholines (PC)

et -éthanolamines (PE) et aussi par une phospholipase C (PLC) qui clive
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préférentiellement les phosphatidylinositols (PI) pour former un diglycéride qui est
substrat d’une diglycéride lipase (Guichardant M & Lagarde M, 1980; Hofmann SL &
Majerus PW, 1982; Hofmann SL & Majerus PW, 1983; Yang HC et al., 1996).

La nature des acides gras présents dans les phospholipides membranaires modifie
les propriétés physiques des membranes et notamment leur viscosité et par la méme
parfois I’activite de certaines protéines membranaires (enzymes, transporteurs,
récepteurs). lls sont également impliqués dans I’activation de certains facteurs de
transcription nucléaires, dans la transduction de signaux et dans la production
d’eicosanoides (Spector AA, 1999).

Les étapes de désaturation et d’élongation de I’ALA conduisent a la formation de
deux acides gras majeurs, les acides eicosapentaénoique (EPA, 20:5n-3) et
docosahexaénoique (DHA, 22:6n-3) que I’on retrouve principalement dans les produits

d’origine marine.

I1. Oxygénation des acides gras polyinsaturés (AGPIs) et notamment de
I’acide arachidonique (AA)

Les AGPIs, et plus particulierement I’AA, libérés des phospholipides
membranaires par I’action des phospholipases peuvent étre métabolisés par différentes
voies (Needleman P et al., 1986):

1) par la voie de la COX qui conduit a la synthese des prostanoides.

2) par la voie des lipoxygénases (LOXs) qui conduit a divers produits bioactifs :
biosynthese des acides hydroperoxy-eicosatétraénoiques (HpETES), hydroxy-
eicosatétraénoiques (HETES) et des leucotriénes a partir d’AA.

3) par des voies mineures : des époxygénases et des cytochromes P45 oméga- et
omega-1-oxygénases qui forment respectivement les acides

époxyeicosatétraénoiques 20- et 19-hydroxyeicosatétraénoique.
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I1.1 Voie de la COX

Il existe deux formes principales: une forme constitutive, la COX-1 et une forme
inductible, la COX-2.

La COX-1 est une enzyme bifonctionnelle qui possede un groupe heme. Cette
protéine constitutive de 70 kDa comporte 600 acides aminés (DeWitt DL & Smith
WL, 1988). Elle est codée par un géne porté par le chromosome IX. Elle est fortement
exprimée dans les plaquettes sanguines, dans les cellules endotheliales vasculaires,
dans I’estomac et dans les reins. Elle est fixée a la membrane du réticulum
endoplasmique et a I’enveloppe nucléaire et fonctionne en homo-dimeére. Sa structure
tridimensionnelle est composée de trois domaines distincts: un domaine de liaison a la
membrane composé de quatre hélices o dans lequel se loge I’AA ou les Anti-
Inflammatoires Non Stéroidiens (AINS), un domaine EGF-like formé de deux doubles
feuillets B, et un domaine catalytique bifonctionnel. Elle est capable de convertir I’AA
en endoperoxyde cyclique, la prostaglandine G, (PGG,) (activité COX). Cette derniere
est ensuite transformée en PGH, (activité hydroperoxydase) (DeWitt DL, 1991). Le
site actif est composé d’acides aminés essentiels en raison de leurs groupements
fonctionnels ou de leurs positions spatiales. L’un d’entre eux la sérine 530 peut étre
acétylé par I’aspirine, inhibant ainsi son activité (Vane JR et al., 1998)

La COX-2 est un site d’action majeur des anti-inflammatoires non stéroidiens
comme I’aspirine et I’indométhacine (Herschman HR, 1999; Raz A et al., 1988). Elle
n’est pas presente dans les plaquettes sanguines. La COX-2 est exprimée dans les
cellules endothéliales vasculaires et rénales et au niveau du systeme nerveux central.
Elle est codée par un géne localisé sur le chromosome 1. Elle comporte 604 acides
aminés et sa masse molaire est de 70 kDa (Kujubu DA et al., 1991). La COX-2
posséde de fortes homologies avec la COX-1: 60% des acides aminés sont identiques.
Certaines régions protéiques sont tres conservées, en particulier les sites catalytiques
(COX et peroxydase). Les principales différences entre les deux isoformes: COX-1 et
COX-2, sont la présence d’une extension du coté C-terminal sur COX-2 et d’un site de
liaison aux AINS qui est plus grand que celui de la COX-1. De ce fait, la COX-2 n’est

que partiellement inhibée par I’aspirine (acétylation de la sérine 516) (Kurumbail RG
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et al., 1996). Cette différence entre les sites catalytiques des deux isoformes a été
utilisée pour produire des inhibiteurs spécifiques de chacune de ces deux isoformes.

La COX-2 est inductible notamment par les cytokines pro-
inflammatoires (Interleukine-1 (IL-1) et par le facteur nucléaire kappa B (NFkB)).
Elle joue un réle essentiel dans la synthése a long terme des prostanoides (Smith WL
et al., 1996; Kawaguchi H et al., 1994; Kwon O et al., 2002).

Une COX-3 constitutive a été trouvée au niveau du cerveau. C’est une isoforme de
la COX-1 (Chandrasekharan NV et al., 2002) qui est codée par le méme gene que la
COX-1, avec la différence que la COX-3 conserve un intron qui n’est pas présent dans
la COX-1.

Les COXs convertissent I’acide arachidonique en prostanoides qui regroupent les
prostaglandines (PG) et les thromboxanes (Tx) (DeWitt DL, 1991) (Fig. 3).
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0 TXB,

Figure 3: Métabolisme oxygéné de I’acide arachidonique - voie de la COX

La PGH, est ensuite métabolisée selon la voie de la prostaglandine synthase, la

voie du thromboxane A, et la voie de la formation du dialdéhyde malonique

11.1.1 La voie des prostaglandines

L’endoperoxyde PGH, est transformé en prostaglandines E,, D,, I, et F,, par
différentes prostaglandines synthases spécifiques (Halliwell RJ et al., 2004).

Les prostaglandines sont présentes dans la plupart des tissus et organes. Ce sont
des médiateurs lipidiques autocrines et paracrines qui agissent entre autres sur les
plaguettes sanguines, I'endothélium, l'utérus et les mastocytes. Elles agissent sur des

récepteurs membranaires couplés aux protéines G. L’activation des protéines G peut
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activer ou inhiber la formation d'adénosine monophosphate cyclique (AMPc) selon le
type de cellules. Cette activation peut aussi activer la voie de signalisation des
phosphoinositols et ainsi induire la libération du calcium intracellulaire. D’autres
agissent sur des récepteurs nucléaires au niveau du noyau en activant le ligand
“peroxisome proliferator activating response” (PPAR) et aussi des facteurs de
transcription comme par exemple: I’activation de la protéine-1 (AP-1), du facteur
nucléaire des cellules T activées (NFAT), NFkB (Alfranca A et al., 2006).

Les prostaglandines E, et D, sont utilisées comme marqueurs de I’inflammation.
En effet, ces deux prostaglandines sont formées a partir de I’acide arachidonique par
I’activation de la COX-1 mais surtout de la COX-2 qui est surexprimée en réponse aux
cytokines lors de I’inflammation (Singer Il et al., 1998). Ainsi par exemple la COX-2
est exprimée a la surface des cellules épithéliales ainsi que dans les cellules
immunitaires de la lamina propria de patients atteints au cours des périodes actives
d’inflammation (Hendel J & Nielsen OH, 1997; Singer Il et al., 1998). Elle est
également induite dans les modeles expérimentaux d’inflammation colique (Wang L et
al., 2008). L augmentation de la COX-2 lors de I’inflammation aigué se traduit par une
augmentation du taux de PGE, (Okayama M et al., 2007; Sheibanie AF et al., 2007).
Les prostanoides sont impliqués dans de nombreux processus physiopathologiques
comme: la modulation des réactions inflammatoires, I’ulcération gastrointestinale,
I’angiogenese (Wang L et al., 2008).

La PGE, exerce des activités pro-inflammatoires interviennent dans la formation
de tumeurs, l'artériosclérose, I’induction de la fievre et la suppression de la douleur.
Elle active des récepteurs présents dans les fibroblastes synoviaux et augmente
I’expression d’un facteur d’angiogénese puissant ‘‘vascular endothelial cell growth
factor’” (VEGF) (Ben-Av P et al., 1995). La PGE, facilite I’initiation de la thrombose
artérielle et aggrave I’athérothrombose en activant EP3 qui est I’un des quatre types de
récepteurs de la PGE, présents sur les plaquettes sanguines, impliqués dans
I’agrégation plaquettaire (Gross S et al., 2007).

Cependant, la PGE, présente parfois des propriétés anti-inflammatoires via la
stimulation de I’AMPc (Kast RE, 2001) et/ou en inhibant la production de certaines

interleukines et d'autres cytokines et en supprimant la prolifération des lymphocytes
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(Menger MD & Vollmar B, 2004). Elle inhibe également I'action de la 5-LOX et
diminue la synthése des leucotrienes (Harizi H et al., 2003) et stimule l'activité des
lipoxines anti-inflammatoires. Ainsi la PGE, joue un rdle dans la genése de
hypertrophie du ventricule gauche (Frias MA et al., 2007) et a un rdle protecteur

contre I'ischémie myocardique (Xiao CY et al., 2004; Degousee N et al., 2008)

11.1.2 La voie du thromboxane A, (TXA,):

Le thromboxane A, (TXA;) est un puissant inducteur de la vasoconstriction et de
I’agrégation plaquettaire (Majerus PW, 1983). Il est formé via l'action de la
thromboxane synthase a partir de la prostaglandine H, (voir Fig. 3). Cette enzyme
bifonctionnelle posséde un cytochrome P450, un ligand thiolate, un domaine de liaison
a I’oxygene ainsi qu’un domaine permettant la liaison d’un ligand hydrophobe (Hsu
PY et al., 1999). Elle catalyse aussi la production d'un acide gras hydroxylé, I'acide
12(S)-hydroxy-heptadéca-5Z,8E,10E-triéenoique (HHT) qui inhibe I’agrégation
plaquettaire (Croset M & Lagarde M, 1983) et du dialdéhyde malonique (MDA) par
coupure du cycle cyclopentane de la PGH,.

Le TXA, est trés instable avec une durée de vie 30 secondes en solution aqueuse,
Il est hydrolysé en thromboxane B,, biologiquement inactif. 1l est aussi impliqué dans
la modulation de la cytotoxicité des cellules, dans la croissance des tumeurs et des
métastases, dans I’athérogénése et la néovascularisation (Nakahata N, 2008).

Le TXA, est produit par les thrombocytes (plaguettes sanguines) activés et est doté
de propriétés prothrombiques : il stimule I'activation de nouveaux thrombocytes en
augmentant I'aggrégation plaquettaire et est aussi impliqué dans les mécanismes
d’adhésion des plaquettes avec les neutrophiles (Chlopicki S et al., 2003).

Le TXA, est aussi un vasoconstricteur qui joue un réle important dans
I'inflammation des tissus blesses. Il est également considéré comme responsable de
I'angor (Ohmori M et al., 1987).
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11.2 Voie des LOXs

11.2.1 Mécanisme général des LOXs

Les LOXs sont des protéines enzymatiques constituées de 665 acides aminés (76
kDa). Elles contiennent un atome de fer non héminique fixé a des résidus histidine et
isoleucine (Kuhn H et al., 2005). Elles sont naturellement présentes dans les plantes et
les animaux (Mack AJ et al., 1987; Brash AR et al., 1997; Grechkin A, 1998; Kiihn H
& Thiele BJ, 1999). Leur implication dans les mécanismes d’oxydation est connue
chez les plantes depuis plus de 70 ans (André E & Hou K, 1932). La voie de la LOX
chez les plantes est équivalente a celle de I’AA chez les animaux (Helmer ME et al.,
1979; Buchanan MR et al., 1985; Buchanan MR et al., 1986; Grossi IM et al., 1989;
Benincasa C et al., 2003). Cette voie est activee par une blessure ou a une agression

des tissus par des pathogénes ou par un stress chimique ou mécanique.

Elles sont spécifiques. Ainsi elles fixent une molécule d’oxygéne sur les carbones
C5 (5-LOX), C12 (12-LOX) ou C15 (15-LOX) de I’AA (Spector AA et al., 1988;
Kihn H & Thiele BJ, 1999). Les LOX sont généralement cytosoliques. Elles
catalysent la peroxydation des AGPIs ayant au moins un motif 1,4-cis, cis-pentadiene
et forment une large variété de composés (Hamberg M, 1980). Les LOX acceptent
comme substrats les AGPIs libres ou estérifies dans les phospholipides membranaires
ou présents dans les lipoprotéines ou dans les endocanabinoides (Woodward DF et al.,
2008).

Le mécanisme d’action des LOX est divisé en trois étapes (Kihn H & Thiele BJ, 1999;
Kihn H & Borchet A, 2002) (Fig. 4).

- 1 1l est initié par un atome de fer (Fe*") du site actif de la LOX qui capture un
électron d’un groupe méthyléne bis allylique appartenant a une structure 1-cis,4-cis-
pentadiéne d’un AGPIs. Ce dernier cede alors un proton a un groupe basique de
I’enzyme et devient un radical alkyle. La stéréospécificité de I’abstraction (R ou S)

dépend de I’enzyme. Les LOX animales ont généralement une stéréospécificité S.
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- 2 Apreés réarrangement, I’O, s’additionne a ce radical alkyle libre pour former un
radical hydroperoxyle caractérisé par la présence d’un diéne conjugué cis-trans qui
absorbe a Anyay 235 nm.

- 3 Le radical hydroperoxyle forme est ensuite réduit sous forme hydroperoxyde et
I’enzyme est régénérée sous forme active. L’hydroperoxyde est ensuite hormalement
réduit par la glutathion peroxydase en acide gras mono-hydroxylé correspondant. Cette

enzyme requiert du sélénium comme cofacteur et du glutathion comme coenzyme.

LOX-Fe**
I
activation par des peroxydes

b

LOOH
(lissociatio.n abstraction
de produit d'hydrogéne
LOX-Fe?"
LOO L
transfert insertion

1 . ., [P |
d'électrons d‘oxygene O

LOX-Fe?* /

LOO

(8]

Figure 4: Métabolisme oxygeneé des acides gras polyinsatures par les LOXs
LH = acides gras polyinsaturés, L' = radical alkyle; LOO "= radical peroxyle. Le fer

non héminique change de valence au cours de la réaction (Kihn H & Borchet A,
2002).
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11.2.2 Voiede la 12- LOX

Les 12-LOX ont été découvertes pour la premiére fois chez I’animal dans les
plaquettes sanguines humaines (Hamberg M & Samuelsson B, 1974) et bovines
(Nugteren DH, 1975). Elles sont distribuées dans de nombreux tissus tels que le
cerveau, I'hypothalamus, I'hippocampe et la ganglia de certains mammiféres
(Yamamoto S, 1992). Elles sont impliquées dans de nombreuses maladies comme les
syndromes myéloprolifératifs, I'hypertension artérielle, I'hypertrophie prostatique
maligne, le diabéte, la polyarthrite rhumatoide et le cancer de l'utérus. Les patients
avec un deéficit de 12-LOX ont tendance a avoir des épisodes hémorragiques
(Yoshimoto T & Takahashi Y, 2002).

Il existe deux isoformes de 12-LOX chez les mammiferes: la 12(S)-LOX
plaquettaire (Chen XS et al., 1994) et la 12(S)-LOX leucocytaire (Yoshimoto T &
Takahashi Y, 2002). Trois nouvelles isoformes ont été découvertes dans I'épiderme :
une 12(S)-LOX (Kinzig A et al., 1997), une LOX-3 (uniquement chez la souris) et une
12(R)-LOX (Sun D et al., 1988; Firstenberger G et al., 2007).

La 12(S)-LOX plaquettaire est présente essentiellement dans les plaquettes et
I’épiderme (Hamberg M & Samuelsson B, 1974; Nugteren DH, 1975). Elle est
localiseée dans le cytoplasme et aussi dans les microsomes des kératinocytes. Elle est
transloquée a la membrane lors de I’activation des plaquettes (Ozeki Y et al., 1999;
Funk CD et al., 1992; Yoshimoto T & Takahashi Y, 2002).

La 12-LOX utilise préférentiellement I’AA comme substrat. Elle catalyse la
fixation d’une molécule d’oxygene sur le carbone 12 de I’AA et convertit ’AA en
acide 12(S)-hydroperoxy-eicosatétraénoique (12-HpETE) qui est normalement réduit
en acide 12(S)-hydroxy-eicosatétraénoique (12-HETE) par la glutathion peroxydase.
La 12-LOX est activée par de faibles quantités d”hydroperoxydes lipidiques (Kihn H
& Borchert A, 2002). Le métabolisme oxygéné de I’AA via la 12-LOX est présenté
dans la Figure 5 (Fig. 5). Le 12-HpETE et le 12-HETE ont des actions variables sur

I’agrégation plaquettaire. Ils ont été considéres comme des inhibiteurs de I’agrégation
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induite par les PGG,/H, et par le TXA, (Croset M & Lagarde M, 1983). Le 12-HpETE
active sa propre synthese en augmentant l'activité de la 12-LOX plaquettaire humaine
(Croset M & Lagarde M, 1985). 1l a été également montré que de fortes concentrations
d'’hydroperoxydes lipidiques (5 uM) inhibent la COX (Siegel Ml et al., 1979) tandis
gue de faibles concentrations (1 puM) l'activent (Calzada C et al., 1997). En cas de
déficience en glutathion et/ou en présence d’hémine, des hépoxilines (HXSs):
I’hépoxilines A; (HXA3) (acide 8(x)-hydroxy-11(S),12(S)-époxy-eicosa-5Z,9E,14Z-
triénoique) et Bs(acide  10(x)-hydroxy-11(S),12(S)-époxy-eicosa-5Z,8Z,14Z-
triénoique) (Pace-Asciak CR et al., 1983), peuvent étre formées a partir du 12-
H(p)ETE. Les HXs sont des acides gras mono-hydroxylés époxydeés. Elles ont des
propriéetes pro-inflammatoires dans la peau, et anti-inflammatoire dans les neutrophiles
polynucléaires. En outre, la HXA; synthétisée en réponse a une infection bactérienne
est maintenant connue pour étre un important régulateur de l'inflammation des

muqueuses. (Nigam S et al., 2007) (Fig. 5).

La 12(S)-LOX leucocytaire est similaire a la 15-LOX-1 (voir § 11.2.3). On la
trouve chez la souris, le rat, le lapin, le chien, le porc et le veau. L’Homme n’exprime
pas cette 12-LOX particuliere, mais posséde une 15-LOX-1 (Yoshimoto T &
Takahashi Y, 2002). La 12(S)-LOX leucocytaire a été tres étudiée. Elle intervient dans
les processus d’oxydation des lipoprotéines de basse densité “low density lipoprotein”
(LDL) qui conduit a I'athérosclérose (Takahashi Y et al., 2005).

La 12(R)-LOX et la 12(S)-LOX de I’épiderme jouent un rdle dans la protection de
la peau des mammiferes. Elles sont exprimées dans la peau des murins et sont peu
efficaces comparées a celles des plaquettes. Elles préférent les esters méthyliques de
I’AA et de l'acide linoléique (LA) comme substrat. Elles sont capables de convertir
I’AA en 12-HETE et LA en acide 13-hydroxyperoxy-octadécadiénoique (13-HpODE)
(Siebert M et al., 2001). La 12(R)-LOX joue un rble dans l'expression de
MUCS5AC (une mucine importante des voies respiratoires) par les cellules épithéliales
respiratoires (Garcia-Verdugo | et al., 2012). La 12(R)-LOX est aussi localisée dans la

peau psoriasique et les amygdales, le poumon, les testicules, les glandes surrénales,
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I'ovaire et la prostate. Elle est trés active dans le psoriasis et dans les dermatoses
prolifératives (Baer AN et al., 1995; Boeglin WE et al., 1998). Son expression est
diminuée dans les tumeurs épidermiques chez des souris Naval Medical Research
Institute (NMRI) (Miller K et al., 2002).
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gy

Figure 5: Métabolisme oxygéné de I’acide arachidonique- voie de la 12-LOX

conduisant a la synthése des hépoxilines

11.2.3 Voie de la 15-LOX

Il existe deux isoformes de 15-LOX (15-LOX-1 et 15-LOX-2). Elles sont
présentes dans de nombreuses cellules, telles que les réticulocytes, leucocytes,
monocytes, macrophages, cellules épithéliales. La structure de la 15-LOX de lapin
cristallisée a été élucidee (Stinson AM et al., 1991; Gillmor SA et al., 1997). Elles
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possédent en position C-terminale un grand domaine catalytique contenant du fer non
héminique et un petit domaine en tonneau béta a I’extrémité N-terminale. Le site
catalytique renferme des acides aminés hydrophobes qui interagissent avec le substrat
et determinent la spécificité de I’enzyme. Leur remplacement par des acides aminés
avec des chaines moins encombrantes, comme I’alanine, transforme la 15-LOX en une
enzyme fonctionnant comme une 12-LOX (Sloane DL et al., 1991; Borngréber S et
al., 1999). A I’entrée du site actif, on trouve aussi de I’arginine positivement chargée
qui interagirait avec le groupement carboxylique de I’acide gras (Gan QF et al., 1996).
La 15-LOX transforme I’AA en acide 15(S)-hydroperoxy-eicosatétraénoique (15(S)-
HpETE) qui est le précurseur des lipoxines et I’acide linoléique (LA) en acide 13(S)-
hydroperoxy-octadecadienoic (13(S)-HpODE) qui est ensuite réduit.

La 15-LOX-1 joue un role dans la disparition des mitochondries et des autres
organelles des réticulocytes (Pallast S et al., 2009). Elle est exprimée aussi dans les
éosinophiles, les macrophages, les cellules de I’épithélium trachéobronchial, la peau et
le colon (Funk CD, 1996; Kamitani H et al., 1998). Elle est impliquée dans plusieurs
types de cancer comme celui de la prostate ou elle métabolise préférentiellement LA
plutdt que I’AA. Ainsi on retrouve beaucoup de 13(S)-HODE dans le cancer de la
prostate (Kelavkar U et al., 2006; O'Flaherty JT et al., 2012).

La 15-LOX-2 est une LOX qui a été clonée a partir de radicelles de cheveux
humains (Brash AR et al., 1997). Sa séquence présente seulement 40% d'identité avec
celle de la 15-LOX-1. En revanche, elle convertit préférentiellement I’AA plutot que le
LA et synthétise principalement du 15-HpETE. Le métabolite (acide 15-hydroxy-
eicosatétraénoique (15-HETE)) qui est souvent absent dans le cancer de la prostate sert
d’indicateur de la sévérité de la maladie (Brash AR et al., 1999; Jack GS et al., 2000;
Kelavkar U et al., 2006)

La 15-lipoxygénase de soja

La 15-lipoxygénase de soja (sLOX), decouverte en 1932, contient au moins 4
isoenzymes : L-1, L-2, L-3a et L-3b (Andre E & Hou KW, 1932; Fauconnier ML &
Marlier M, 1997). Trois nouvelles isoenzymes (L-4, L-5, L-6) ont été isolées a partir

de graines germées (Kato T et al., 1992).
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L’isoforme L-1 se différencie facilement des autres isoformes du fait de son pH
optimum qui est de 9-9,5 au lieu de 6-7. Elle est spécifique de la position n-6 tandis
que les autres isoformes L-2 et L3 sont moins spécifiques. Elle produit & partir de
I’acide linoléique majoritairement des dérivés 13-hydroperoxydes (97,5% a pH 9) en
insérant une molécule d’oxygéne en position n-6 de la chaine mais aussi des 9-
hydroperoxydes produits (25% a pH 6) (oxygénation en position n-9). Cette faible
spécificité est confirmée par le fait que ces LOXs sont capables de faire des
dioxygénations. Ainsi la LOX-1 de soja est capable de former de I’acide 5(S),15(S)-
dihydroperoxy-6E,8Z,11Z,13E-eicosatétraénoique (5(S),15(S)-diHpETE) a partir de
I’AA (Bild GS et al., 1977). Cette sSLOX-1 est utilisée comme modele pour la 15-LOX
humaine en raison de leurs similitudes mécanistiques dans le métabolisme de I’AA
avec la production de 15-HpETE, et de leurs grandes similitudes structurelles a la fois
dans les domaines hélice alpha (catalytique) et du tonneau béta (association aux
membranes) (Prigge ST et al., 1996; Minor W et al., 1996). En outre, la sLOX-1
utilise préférentiellement I’AA plutdt que LA (Wecksler AT et al., 2008; Ruddat VC
et al., 2004).

Les hydroperoxydes obtenus sont ensuite réduits en acide gras mono-hydroxylés

correspondants par la glutathion peroxydase (Fig. 6).
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Figure 6: Métabolisme oxygene de I’acide arachidonique - voie de la 15-LOX

11.2.4 Voie de la 5-LOX

La 5-LOX contient un atome de fer non héminique lié a 3 résidus histidine. Elle
catalyse la formation des leucotrienes (LTs) et est une cible d'intervention
pharmaceutique dans un certain nombre de maladies. Les LTs sont de puissants
médiateurs de I'inflammation et des réactions allergiques (Ford-Hutchinson AW et al.,
1980; Werz O, 2002 ; Murphy RC & Gijon MA, 2007).

La 5-LOX est activée par la proteéine “5-lipoxygenase-activating protein” (FLAP)
de 18 kDa qui est liée et transloquée du cytoplasme a la membrane. La FLAP facilite
la liaison des AGPIs a la 5-LOX (Plante H et al., 2006)

La 5-LOX métabolise I’AA en I’acide 5-hydroperoxy-eicosatétraénoique (5(S)-
HpETE) en insérant une molécule d’oxygene sur le carbone 5 de I’AA. Le 5(S)-
HpETE peut étre réduit en acide 5(S)-hydroxy-eicosatétraénoique (5(S)-HETE) via la
glutathion peroxydase ou deshydraté en acide 5(S),6(S)-époxy-eicosa-7E,9E,117,14Z-
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tétraénoique ou leucotriéne A, (LTA,) qui est instable (demi-vie de 10 sec) (Radmark
Oetal., 1980).
Le LTA, est alors rapidement converti en leucotriene B, (LTB,) et en leucotriéne
C4 (LTC,) selon deux voies enzymatiques (Fig. 7) :
1) la voie de la LTA, hydroxylase qui hydrolyse I’époxyde et conduit a la
formation de [P’acide 5(S),12(R)-dihydroxy-eicosa-6Z,8E,10E,14Z-
tétraénoique ou leucotriene B4 (LTB,).
2) la voie de la LTC,4 synthase (ou glutathion transférase I1) qui fixe un
glutathion Glu-Cys-Gly sur le carbone 6 du LTB,.
Le résidu glutamate du glutathion fixé sur le LTC,4 est ensuite clivé par la y-
glutamyltransférase pour former le leucotriene D4 (LTDy). LTE, dérive du LTD, par la

perte du résidu glycine (Lewis RA et al., 1990).
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Figure 7: Métabolisme oxygéné de I’acide arachidonique - voie de la 5-LOX

La 5-LOX peut aussi métaboliser I’AA en lipoxines (LXs) (voir Fig. 9 dans § I11.1).
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11.2.5 La voie des époxygénases et des cytochromes P450 m-ou ®-1-
oxygénases

Les époxygénases sont des hémoprotéines qui catalysent une monooxygénation a
partir du dioxygéne (un atome d'oxygene est transféré sur I’acide gras et l'autre est
réduit en eau). Les cytochromes P45, sont localisés principalement dans le réticulum
endoplasmique et les mitochondries.

Les époxygénases sont des enzymes dont la principale fonction est de catalyser la
formation d’époxydes (Fig. 8). Les acides époxy-eicosatriénoiques (EETS) synthétisés
a partir d’AA sont ensuite hydrolysés par des époxydes hydrolases en acides
dihydroxy-eicosatriénoiques. Quatre acides époxy-eicosatrienoiques (5,6-, 8,9-, 11,12-
, et 14,15-EETSs) ont été décrits par Spector A.A (Spector AA, 2009).

L'AA peut aussi étre métabolisé par les cytochrome-Pssy w-ou ®-1-0xygénases
respectivement en acide 20-hydroxy-eicosatétraénoique (20-HETE) ou 19-hydroxy-
eicosatétraénoique (19-HETE) (Schwartzman ML et al., 1986; Takahashi K et al.,
1990).

Les époxydes formés par les époxygénases sont des médiateurs lipidiques capables

d’affecter les processus cellulaires de fagon aigué ou chronique.
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I11. Métabolites oxygénés particuliers: les “specialized pro-resolving
mediators” (SPM)

De nouveaux médiateurs lipidiques derivés des acides gras polyinsatures ont été
récemment identifiés. lls contrdlent la réponse inflammatoire aigué en activant des
programmes de résolution locale. Ces médiateurs spécialisés dans la pré-résolution
des phénomeénes inflammatoires “specialized pro-resolving mediators” (SPM)
possédent deux grandes fonctions: ils contrdlent I’inflammation auto-limitée et
promeuvent la résolution en temps opportun (Recchiuti A & Serhan CN, 2012). Les
SPM comprennent les lipoxines (LX), les résolvines (Rv), les protectines (PD) et les
maresines (MaR). lls sont tous synthétises enzymatiquement lors de la résolution de

I'inflammation et ont des propriétés anti-inflammatoires.

I11.1 Les lipoxines

Les lipoxines (LX), decrites par Serhan, sont des acides gras trinydroxylés dérives
de I'AA qui possédent quatre doubles liaisons conjuguées (Serhan CN et al., 1984).
Leur synthése implique I’intervention consécutive de deux LOXs.

L’AA est transformé via la 15-LOX en acide 15-hydroperoxy-eicosatétraénoique
(15-HpETE) ou via la 5-LOX en acide 5-hydroperoxy-eicosatétraénoique (5-HpETE)
qui sont ensuite convertis en LTA, via par la 5-LOX. Le LTA, est ensuit transformé en
I’acide-5(S),6(S)-époxy-15(S)-hydroxy-eicosatétraenoique par la 12- et/ou la 15-LOX.
Cet intermédiaire peut aussi étre formé directement a partir du 15-HpETE via la 5-
LOX. Il est ensuite métabolisé par des hydrolases spécifiques en lipoxine A,ou acide
5(S),6(R),15(S)-trihydroxy-eicosa-7E,9,E,11Z,13E-tétraénoique ou en lipoxine B, ou
acide 5(S),14(R),15(S)-trihydroxy-eicosa-6E,8Z,10E,12E-tétraénoique (Fig. 9).
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Figure 9: Métabolisme oxygéné de I’acide arachidonique conduisant a la synthese

des lipoxines (Serhan CN et al., 1984)

Une autre voie de biosynthése des LX transcellulaires a été identifiée (Claria J &

Serhan CN, 1995). Cette voie implique la COX-2 acétylée qui convertit I’AA en

15(R)-HpETE qui ensuite hydrolysé par la 5-LOX en 15-épi-lipoxine A, ou acide
5(S),6(R),15(R)-trihydroxy-eicosa-7E,9,E,11Z,13E-tétraénoique (Fig. 10).
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Le mécanisme de biosynthese transcellulaire joue un rdle clé dans leur production.
Ainsi, les lipoxines peuvent étre formées a partir du LTA, produit par les neutrophiles
et les LXB, via lI'action de la 15/12-LOX plaquettaire.

Les lipoxines dérivées de I’AA ont des propriétes anti-inflammatoires. Elles
stimulent la génération de I’anion superoxyde (O,) et la dégranulation a des
concentrations submicromolaires. Elles sont aussi puissantes que le LTB,. Elles

stimulent aussi le chimiotactisme des leucocytes polynucléaires (PMN) et la
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mobilisation du calcium (Chiang N et al., 2005). Elles contrdlent la résolution de
I'inflammation dans des pathologies telles que I'asthme, l'arthrite, les troubles
cardiovasculaires et les affections gastro-intestinales. Elles jouent un réle de régulateur
dans la réponse immunitaire provoquée par une infection parasitaire (Serhan CN,
2005). Des analogues stables, synthétiques de LXs et la 15-épi-LXA,s sont utilisés

comme anti-inflammatoires (McMahon B et al., 2001).

I11.2 Les résolvines (Rv)

Le terme “résolvine” (Rv) a été proposé par Serhan CN et son équipe. Ces
composés ont été découverts dans les exsudats inflammatoires lors de la phase de
résolution (Serhan CN et al., 2000). Les résolvines sont des molécules di- et tri-
hydroxylées formeées a partir des AG de la série n-3. Elles sont produites par la COX-2
et permettent de diminuer, de prévenir ou d’éliminer les phénomeénes inflammatoires et
la migration des PMN ainsi que la production d'interleukine-12 (Serhan CN et al.,
2002). Les composés dérivés de I'EPA et du DHA sont appelés respectivement

résolvines E et résolvine D.

111.2.1 Les resolvines E (RVE)

Les résolvines E sont synthétisées in vivo dans des exsudats murins au cours de la
phase de résolution et dans des systemes de cellules isolées humaines comme par
exemple, lors de I’interaction des cellules endothéliales avec des leucocytes ou dans le
sang total. La stéréochimie des résolvines E (RVE1), a été etablie comme étant I’acide
5(S),12(R),18(R)-trihydroxy-eicosapenta-6Z,8E,10E,14Z,16E-énoique (Arita M et al.,
2005).

Dans les cellules endothéliales vasculaires, la COX-2 acétylée par I’ASA
métabolise I’EPA en I’acide 18(R)-hydroperoxy-eicosapentaenoique (18(R)-HpEPE)

qui est rapidement capté par les leucocytes activés pour étre converti en RVE1 et RVE2
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(Fig. 11). Il a été aussi observé que le 18(R)-HpEPE était plus présent que le 18(S)-
HpEPE dans le plasma humain provenant d’hommes en bonne santé ayant consommeés
de ’EPA (Oh SF et al., 2011). Par contre, les patients traités par de I’ASA avait plus
de 18(S)- que 18(R)-HpEPE, ce qui indique que l'aspirine favorise la production du
18(S)-HpEPE. Le 18(S)-HpEPE peut aussi étre converti en épimere RVE1 et RVE2 via
I’action concertée de la 5-LOX recombinante et de la LTA4 hydrolase (Oh SF et al.,
2011). La RvVEL est aussi formée via le cytochrome P4so in vivo par une voie
indépendante de I'aspirine (Serhan CN et al., 2000). En outre, 18-HEPE est converti
par la 12/15-LOX présent dans des eosinophiles ou des macrophages en 8,18-diHEPE,
11,18-diHEPE, 12,18-diHEPE, et 17,18-diHEPE (RVE3) qui est un nouveau composé
anti-inflammatoire endogéne (Isobe Y et al., 2012) (Fig. 11).

Au moins deux récepteurs couplés a la proteine G (RCPG) : le ChemR23 et le
récepteur du LTB, BLT1 (“LTB, receptor 1”) sont impliqués dans la mediation de
I’action de RvVE1 (Arita M et al., 2005; Arita M et al., 2007). Ces chercheurs ont
montré que le ChemR23, spécifique de la RvVEL, diminuait le facteur nucléaire NF-«xB
et que le complexe RVE1-BLT1 n’était pas formé avec des souris déficientes en BLTL1.
En plus, le RVE1L et le 18(S)-RVEL peuvent partager le méme site de liaison spécifique
au ChemR23 et au BLT1.

51

Cette thése est accessible a I'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2013ISAL0059/these.pdf
© [M. Liu], [2013], INSA de Lyon, tous droits réservés



PR Lo

Cytochrome Pygq

et m-1-hydroxylase lCOX—2+ Aspirine

EPE (Résolvine E2) TN NN /ﬁ TS
5-LOX
/ 12/15-LOX
# N
5(S),6-époxy-18-HEPE - . 3 18 dIHEPE
5(S),12(R),18(R)- Y e e '
(Résolvine E1) RN L L

11,18-diHEPE

17,18-diHEPE
TN (Résolvine E3)

Figure 11: Schéma montrant la biosynthése des resolvines E

111.2.2 Les résolvines D (RvD)

Les études sur les exsudats de souris ayant consommees du DHA et traitées par de
I'aspirine dans la phase résolution fournissent la premiére preuve de nouvelles voies
endogénes qui conduisent a la formation des résolvines D. La COX-2 acétylée par
I’ASA convertit dans les cellules hypoxiques endothéliales humaines le DHA en
17(R)-hydroxy-DHA qui est capté par les neutrophiles humains. Ce dernier est
transformé en deux séries de produits di-hydroxylés et trihydroxylés. Le mécanisme

implique une oxygénation au niveau des carbones 4 et 7 (Serhan CN et al., 2002).
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Les composés : 17(S)-, 17(R)-RvD1, et RvD2 ont été caractérisés par synthése
chimigue comme étant respectivement les acides 7(S),8(R),17(S)-trihydroxy-docosa-
47Z,9E,11E,13Z,15E,19Z-hexaénoique, 7(S),8(R),17(R)-trihydroxy-docosa-
47,9E,11E,13Z,15E,19Z-hexaénoique pour la (17(R)-RvD1 ou AT-RvD1) (Sun YP et
al., 2007) et 7(S),16(R),17(S)-trihydroxy-docosa-4Z,8E,10Z,12E,14E,19Z-
hexaénoique (Spite M et al., 2009) (Fig. 12).

D'autres membres de cette famille ont été identifiés (de RvD3 a RvD6). Leurs
voies de biosynthéses s’effectuent de facon similaire a celles décrites pour RVE1 sauf
pour RvD5 (Pacide 7(S),17(S)-dihydroxy-docosa-4Z,8€E,10Z,13Z,15E,19Z-
hexaénoique) et pour RvD6 (’acide 4(S),17(S)-dihydroxy-docosa-
5E,77,10Z,13Z,15E,19Z-hexaénoique) mais leurs structures sont différentes. Leurs
propriétés biologiques n’ont pas encore été étudiées (Chiang N et al., 2012).

Les RVE1 et RvD1 ont été identifiées dans le sang circulant de donneurs sains par
Psychogios N et al., 2011. Les RvD1 et AT-RvD1 génerées par les PMN humains et
murins (Serhan CN et al., 2002) s’infiltrent dans le liquide péritonéal de souris de
facon dose-dépendante. Elles bloguent la transcription de I’IL-1p induite par le “tumor
necrosis factor a” TNF-a dans les cellules microgliales (Hong S et al., 2003).

Les RvDs réduisent les Iésions du rein dans un modéle d’ischémie rénale chez la
souris (Duffield JS et al., 2006).

RvD1 active son propre récepteur couplé aux protéines G (RCPG) mais n'active
pas le récepteur ChemR23 de RVE1 démontrant ainsi la grande sélectivité de ces
ligands pour leur RCPG spécifique (Krishnamoorthy S et al., 2010). La capacité de
RvD1 a réduire les interactions cellulaires humaines (PMN-cellules endothéliales)
dépend de la présence de récepteur spécifiqgues ALX/FPR2 et DRV1/GPR32 dans les
cellules (Norling LV et al., 2012). L’ALX/FPR2 est présent sur les leucocytes et sur
les cellules résidentes (marcrophages, fibroblastes synoviaux, cellules endothéliales et
épithéliales). Le DRV1/GPR32 est abondant sur les PMN, les monocytes et les
macrophages et est également présent sur les cellules endothéliales vasculaires
(Krishnamoorthy S et al., 2010). Les récepteurs ALX/FPR2 et GPR32 ont aussi été

trouves dans le tissu adipeux humain et murin (Claria J et al., 2012).
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Figure 12: Schéma montrant la biosynthése des résolvines D

111.3 Les protectines

Le DHA est aussi un précurseur d'une famille de molécules appelées Protectines
(PD). Elles sont caracterisees par la présence d’un triene conjugué et de deux
groupements hydroxylés. Le nom de «protectine » a été donne a cause de leurs actions
de protection observées dans les tissus neuronaux et dans le systeme immunitaire, le

préfixe neuro indique la localisation tissulaire.
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111.3.1 La protectine D1 (PD1)

Le DHA une fois libéré des phospholipides membranaires, est converti en 17(S)-
OH-22:6n-3 et en acides gras di-hydroxylés par la 15-LOX. La protectine D1 (PD1) a
été mise en évidence pour la premiére fois dans le cerveau et dans les cellules
mononuclées activées (Serhan CN et al., 2002; Hong S et al., 2003). Sa structure a été
caractérisée comme I’acide 10(R),17(S)-dihydroxy-docosa-4Z,7Z,11E,13E,15Z,19Z-
hexaénoique (Serhan CN et al., 2006).

La PD1 métabolisée a partir du DHA endogene protege les cellules de I'épithélium
pigmentaire de la rétine contre le stress oxydant (Hong S et al., 2003; Mukherjee PK et
al., 2004; Qin Q et al., 2008; Bazan NG, 2005). La PD1 est aussi un signal de contre-
régulation dans l'inflammation allergique des voies respiratoires en modulant
I'inflammation dans les poumons de patients asthmatiques (Levy BD et al., 2007). Elle
inhibe P’infiltration des leucocytes, le NF-«xB, et I’induction de la COX-2. Elle
contrecarre aussi une blessure mediée par des leucocytes ainsi que l'induction de genes
pro-inflammatoires.

La PD1 est impliquée dans la protection de I'ischémie-reperfusion (Marcheselli
VL et al., 2003). Elle favorise la survie des cellules du cerveau par l'induction de
programmes d'expression génique de l'anti-apoptose et neuroprotecteur en supprimant
la neurotoxicité induite par les B-peptides amyloides: Abeta42 dans la maladie
d'Alzheimer (Lukiw WJ et al., 2005; Bazan NG, 2009). La PD1 joue un role
protecteur des lésions nécro-inflammatoires hépatiques en réduisant sensiblement
I’expression de la COX-2 (Gonzéalez-Periz A et al., 2006).

la PD1 est un puissant anti-inflammatoire plus efficace que ses isomeéres :
10(S),17(S)-diHDoHE, 4(S),17(S)-diHDoHE, 7(S),17(S)-diHDoHE, et que le 22-
hydrox-10,17(S)-docosatriene (un produit d’inactivation putatif de la PD1), ce qui
laisse penser que la stéréochimie du carbone 10 pourrait jouer un réle important dans
son activité ( Serhan CN et al., 2002; Hong S et al., 2003).

Le mécanisme de la synthése de la PD1 est présenté dans la Figure 13 (Fig. 13).
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Le DHA est catalysé par une enzyme LOX-like en acide 17(S)-hydroperoxy-
docosahexaénoique (17(S)-H(p)DoHE) qui est ensuite converti en un intermédiaire:
16,17-époxyde. Cet époxyde est alors transformé en PD1 par des étapes enzymatiques
spécifiques. La formation du 16,17(S)-epoxyde a été confirmée par le piégeage d’un
intermédiare avec deux diols vicinaux (Hong S et al., 2003; Serhan CN et al., 2006).
La formation de cet époxyde ne ferait pas intervenir une cytochrome P50 époxydase
(Graham-Lorence S et al., 1997) comme cela a été rapporté pour la synthése des
résolvines (Hong S et al., 2003). Le mécanisme de la synthése de la PD1 est similaire
a celui qui a été montré pour la synthese des leucotrienes via la LTA, hydrolase
(Rudberg PC et al., 2002; Haeggstrom JZ, 2004). L’époxyde intermédiaire s’hydrolyse
en milieu aqueux et forme un cation carbonium intermédiaire. Cette étape est suivie

d’un réarrangement de la molécule et d’une hydroxylation.
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— N o o o coon 17(S)-HpDoHE
(é)()H
epoxydase
— é N o o coor 16,17(S)-
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.....
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Figure 13: Schéma montrant la biosynthese de la protectine D1
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Récemment, la biosynthese d’un épimére (17(R)) de la PD1 (AT-PD1) produit par
la COX-2 en présence d’aspirine a été rapporté (Marcheselli VL et al., 2003). Sa
structure a été caractérisee comme [I’acide 10(R),17(R)-dihydroxy-docosa-
47,7Z,11E,13E,15Z,19Z-hexaénoique. La PD1 et I’AT-PD1 réduisent l'infiltration des
leucocytes dans la péritonite murine, la transmigration des PMN avec des cellules
endothéliales, et renforcent I’efferocytose par des PMN apoptotiques et par des
macrophages (Serhan CN et al., 2006).

111.3.2 La protectine DX (PDX)

Récemment, Chen P a caractérise un isomere de la protectine D1 (PD1) ou acide
10(S),17(S)-dihydroxy-docosa-4Z,7Z,11E,13Z,15E,19Z-hexaénoique (PDX) qui est
synthétisé a partir du DHA via la sSLOX (Chen P et al., 2009) (Fig. 14). La PDX peut
aussi étre synthétisée a partir du 17(S)-HDoHE avec la sLOX.

" CooH

DHA
15-LOX
de soja
’”\\7‘/'”‘\;,/”‘iz;}/’/:‘\v/ — \\”/:\\*’/‘,\‘\COOH
Eon 17(S)-HpDoHE
15-L0X Glutathion Glutathion
de soja peroxydase peroxydase
15-LOX
S P de soja e
o B i - e e T TR T T ~GOOH
OH ol ol
'acide 10(S),17(S)- 17(5)-HDOHE

dihydroxy-docosa-
47,77,11E,137,15E,1927-
(PDX)

Figure 14: Schéma montrant la biosynthese de la PDX

57

Cette thése est accessible a I'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2013ISAL0059/these.pdf
© [M. Liu], [2013], INSA de Lyon, tous droits réservés



Cette molécule differe de la PD1 au niveau de la stéréochimie du carbone 10 qui
est S pour la PDX et R pour la PD1. La géométrie des doubles liaisons du triéne
conjugué est E/Z/E dans la PDX est E/E/Z dans la PD1 (Fig. 15). La synthese de la
PDX implique une double oxygénation alors que celle de la PD1 fait intervenir un
mécanisme avec un epoxyde intermédiaire.

Les travaux de Chen P compléte la caractérisation de la PDX décrite par Butovich
(Butovich IA, 2005; Butovich IA, 2006) et montre clairement que la PDX est formée

par un mécanisme de dioxygénation.

PDX PDI1 (Protectin D1)
Pacide -10(8),17(S)-dihydroxy-docosa- Pacide-10(R),17(S)-dihydroxy-docosa-
4777 1E137,15E,197-hexaénoigue 47,77 1E13E 157,197 -hexaénoigque
HO "z z-
5 l\.
108
OH Z =
T C
Fz 178 E 2
CHy
double lipoxygenation epoxidation/hydrolysis
ChenP et al., 2009 SerchanCN etal., 2006

Figure 15: Structure de la PDX et de la PD1

Nous avons récemment montré que la PDX inhibe I’agrégation plaquettaire a des
concentrations submicromolaires. Elle inhibe la COX-1 mais pas la 12-LOX
plaquettaire. La PDX diminue la production des prostaglandines PGE, et D,
synthétisées respectivement par la COX-1 commerciale et par la COX-2

recombinante humaine. Elle inhibe la dégranulation des neutrophiles et la libération
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de la myeloperoxydase (MPO). Elle inhibe l'activité de la NADPH oxydase et
diminue les espéces réactives dérivées de l'oxygéne (“reactive oxygen species”
ROS) (Liu M et al., 2013, Lipids, soumis a publication).

La géométrie E/Z/E des doubles liaisons du triene conjugué est indispensable pour
inhiber I’agrégation plaquettaire. Les acides gras di-hydroxylés qui contiennent un
motif triene Z/E/E ou E/E/E sont inactifs. Pour cette raison, la PDX et les autres
produits oxygenés formés a partir d'acides gras polyinsaturés d’intérét nutritionnel,
avec un triene conjugué E/Z/E ont été collectivement nommeées poxytrines (PUFAs
oxygenated triénes) (Chen P et al., 2011).

I11.4 Les marésines

Récemment, une nouvelle famille de “specialized pro-resolving mediators”
(SPM) synthétisée par des macrophages a été découverte par Serhan et al. (Serhan CN
et al., 2009). Ces molécules appelées "marésines” présentent des propriétés anti-
inflammatoires “proresolving”. La plus abondante est la marésine 1 (MaR 1) ou acide
7(R),14(S)-dihydroxy-docosa-4Z,8,10,12,16Z,19Z-hexaénoique qui a été montrée
inhiber I"infiltration des PMN et stimuler la phagocytose des macrophages.

Le schéma de la synthése des marésines est présenté dans la Figure 16. Le DHA
est converti en acide 14(S)-hydroperoxy-docosahexaenoique (14(S)-H(p)DoHE). Le
14(S)-H(p)DoHE est alors converti enzymatiquement en 13,14-époxyde intermédiaire.
Ceci a été démontré par l'utilisation d’oxygéne 18 (**0). Le mécanisme proposé est
identique a celui proposé pour la synthése de la PD1 (Serhan CN, 2009).

Un nouvel isomeére de MaR 1 le 7(S),14(S)-diHDHA est formé par un mécanisme
de double dioxygénation identique a celui décrit pour la synthese de la PDX (Serhan
CN et al., 2009).
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Figure 16: Schéma montrant la biosynthese de la marésine 1

IV. Les métabolismes oxygénés de I’ALA

L’ALA constitue environ 57% des acides gras totaux du lin (Morris DH, 2007).
Cet acide gras essentiel appartient a la famille des AGPIs de la série n-3. Chez
I’Homme, I’ALA représente < 1% des acides gras totaux dans les phospholipides du
plasma (Fretts AM et al., 2013).

Chez les mammiferes, la transformation de I’ALA ingéré en EPA et DHA est
relativement faible avec des taux de conversion d’environ 5% pour I'EPA et < 0,5%
pour le DHA (Plourde M & Cunnane SC, 2007).

Les différentes voies métaboliques de I’ALA sont détaillées ci-dessous :
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V.1 B-oxydation

Le métabolisme de I’ALA est principalement dirigé vers la p-oxydation pour
produire de I’energie. 1l concerne environ 60-85% de I'ALA (Cunnane SC & Anderson
MJ, 1997; Poumes-Ballihaut C et al., 2001) et atteint environ 67% dans le cerveau
(Demar JC Jr et al., 2005) alors que seulement 30% de AA est p-oxydé dans ce
compartiment (Golovko MY & Murphy EJ, 2006 ; Golovko MY et al., 2007 ; Murphy
EJ et al., 2005). La p-oxydation n'est pas limité & I'ALA. Ainsi environ 50% des
AGPIs de la série n-6 sont 3-oxydés ainsi qu’environ 65% du DHA (Poumes-Ballihaut
C et al., 2001). La p-oxydation de I’ALA est plus faible chez les femmes que chez les
hommes (Burdge G, 2004).

Il est aussi recyclé dans les tissus pour la production d'autres acides gras, d’acides
aminés, et de stérols, notamment dans le cerveau et le foie. Ainsi, la biosynthése de
novo du cholestérol a partir de I’ALA a été rapportée chez des singes (Sheaff Greiner
RC et al., 1996; Cunnane SC et al., 2003). Ce métabolisme est rapide. Dans le foie et
le cerveau, le recyclage des carbones des AG prend de 5 a 10 min (Demar JC Jr et al.,
2005).

IVV.2 Voies de la désaturation et d’élongation de I’ALA

L’ALA est transformé en acides gras a longue chaine par une succession de
désaturations et d’élongations alternées. Toutes les réactions ont lieu au niveau du
réticulum endoplasmique a I'exception de la réaction finale pour former le DHA qui a
lieu dans les peroxysomes. La premiére étape dans le métabolisme de I’ALA est sa
désaturation, catalysée par la delta-6-desaturase, suivie par [’addition de 2
groupements méthylene (ou 2 -CH,-). Elle est suivie d’une étape de désaturation pour

former I’acide eicosapentaénoique (EPA) (voir § 1.1 Fig. 2). Cette derniere est
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cinétiquement limitante et est particulierement affectée par des facteurs nutritionnels et
hormonaux (Cunnane SC et al., 2003). Les étapes de désaturation sont lentes, tandis
que les étapes d’élongation sont rapides. Pour cette raison, la concentration d’acide
stéaridonique (18:4n-3) mesurée dans les tissus est généralement faible: il est formé
lentement par désaturation et est rapidement allongé (Horrobin DF & Manku MS,
1990). L’EPA est ensuite converti en acide docosapentaénoique (DPA) par élongation.
La synthese de DHA exige une élongation supplémentaire pour former I’acide
tétracosapentaénoique (24:5n-3) qui est suivie d’une désaturation (enzyme AG6-
désaturase) pour former 24:6n-3. La synthese de DHA implique la translocation de
24:6n-3 a partir du réticulum endoplasmique vers les peroxysomes ou il est converti en
acide docosahexaénoique (DHA) par -oxydation. La complexité de la conversion du
DPA en DHA peut représenter une étape de contr6le métabolique (Sprecher H, 2000).
Cet auteur suggere que la synthese du DHA puisse étre régulée indépendamment de
celle de I'EPA et du DPA. Récemment, il a aussi été montré que les A5- et A6-
désaturases hépatiques sont activées avec un régime riche en ALA. Ce dernier conduit
a I’laugmentation des AGPI a longue chaine de la série n-3 et notamment du DHA dans
le cerveau et le cceur (Blanchard H et al., 2013).

Divers facteurs influent sur le taux de transformation de I’ALA: le sexe (les jeunes
femmes transforment plus d’ALA en AG n-3 & longue chaine (Pawlosky R et al.,
2003; Burdge GC, 2003), le tabagisme (réduction de la transformation de I’ALA en
EPA et DHA) (Marangoni F et al., 2004). Chez I’Homme, un régime riche en acide
linoléique réduit aussi jusqu’a 40 % la transformation de I’ALA (Emken EA, 1994).

V.3 Métabolisme oxygéne de I’ALA par les LOXs

L’ALA est oxydé par I’enzyme sLOX majoritairement en acide 13-hydroperoxy-
octadécatriénoique (13-HpOTE) et un peu en acide 9-hydroperoxy-octadécatriénoique
(9-HpOTE) en inserant une molécule d’oxygéne respectivement en position n-6 et n-9

de la chaine carbonée de I’ALA (Fig. 17). Ces hydroperoxydes sont ensuite réduits par
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une glutathion peroxydase en leurs acides gras mono-hydoxylés correspondants: 13-
HOTE et 9-HOTE.

/EWWCOOH
Acide linolénique (ALA, 18:3n-3)

/ 15-lipoxygénase de soja \
OOH
\/%/\/\/\/\

COOH MWCOOH

OOH
13-HpOTE 9-HpOTE

Glutathion peroxydase l
OH i

\/Z\)\/\Z/\/\/\/\COOH — — X

COOH
OH

13-HOTE 9-HOTE

Figure 17: Schéma montrant le métabolisme de I’ALA par sLOX

La sLOX est une dioxygénase qui oxyde I’AA en 15-HpETE. Ce dernier est
ensuite converti en 8,15-diHpETE et en 5,15-diHpETE (Bild GS et al., 1977; Van Os
CP et al., 1981). En outre, la sSLOX a été rapportée convertir le 5,15-di-HpETE en
lipoxine pour former deux isoméres A et B (Sok DE et al., 1988).

Sok et Kim ont aussi montré que la sLOX pouvait former quatre isomeres 9,16-di-
HOTE a partir de I’ALA (Sok DE & Kim MR, 1990). Ces isomeres 9,16-di-HOTE
peuvent aussi étre formés a partir de I’acide 9(S)-hydroxyoctadécadiénoique (9-
HODE) par la lipoxygenase de pomme de terre. Cette derniére utilise
préférentiellement le 9-HODE comme substrat (Grechkin et al., 1991). Cependant la
caracterisation des isomeres 9,16-di-HOTE n’a été que partiellement décrite et les

effets biologiques de ces isoméres n’ont pas été etudiés.
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Voie conduisant a la formation de I’acide jasmonique

L'acide jasmonique est synthétisé a partir de I’ALA par la voie lipoxygénase en
passant par un dérivé hydroperoxyde. L’hydroperoxyde de ALA pourrait étre converti
en un acide gras cyclique avec 18 carbones, I’acide 12-0x0-10Z,15Z-phytodiénoique
(12-ox0-PDA), par I’alléene oxyde cyclase. Trois étapes de B-oxydation successives
qui enlevent six carbones de la chaine latérale du 12-oxo-PDA (Fig. 18) (Vick BA &
Zimmerman DC, 1984; Mueller MJ, 1997) conduisent a I’acide jasmonique.

La signalisation de I’acide jasmonique est nécessaire pour la résistance des
plantes aux organismes nuisibles, tels que les agents pathogénes nécrotrophes et les
insectes herbivores. Lorsque les plantes sont attaqueées, elles répondent en libérant
I’acide jasmonique, qui active I’expression d’inhibiteurs de protéases. Ces derniers
bloguent I’activité protéolytique des protéases digestives des insectes (Kreft S et al.,
1997; Van Wees SC et al., 2013).
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Figure 18: Biosynthése de I’acide jasmonique
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IVV.4 Métabolisme de I’ALA en phytoprostanes

L’ALA est un acide gras majeur dans les membranes cellulaires des plantes. Sa
peroxydation initiée par les radicaux libres non enzymatique conduit a une série
d’isoprostanes a 18 carbones (C18-1soPs) ou phytoprostanes (PhytoP) (Parchmann S &
Mueller MJ, 1998; Durand T et al., 2009). Contrairement aux prostaglandines
animales produites via la voie de la cyclooxygénase (COX-1 et COX-2), les PhytoPs
résultent d’un processus radicalaire non enzymatique similaire a celui qui engendre les
IsoPs. (Imbusch R & Mueller MJ, 2000; Durand T et al., 2009).

Le mécanisme de formation des PhytoPs comporte I’abstraction initiale d’un
atome d’hydrogeéne et I’insertion d’une molécule d’oxygéne (Fig. 19). Il existe deux
familles de PhytoPs. Elles résultent de I’abstraction de I’hydrogene lié au carbone 14
et donne des PhytoPs de type | (16-PhytoPs) ou de I’hydrogéne lié au carbone 11 pour
former les PhytoPs de type 1l (9-PhytoPs) (Durand T et al., 2009).

Les PhytoPs possédent des activités biologiques dans diverses especes végétales.
Elles peuvent induire des réponses adaptatives en agissant sur I'expression des genes
et sur le plan physiologique (Durand T et al., 2009; Durand T et al., 2011). Cette
réponse adaptative pourrait fournir a la plante un avantage de survie, par détoxification
des produits de peroxydation lipidique obtenus dans des conditions de stress oxydatif.
Les PhytoPs présentent également plusieurs activités biologiques dans des modéles
animaux. E;-PhytoP inhibe in vitro la production de I’'lL-12 des cellules dendritiques
et augmente la polarisation des cellules T helper (Th) 2 (Mariani V et al., 2007).In
vivo, E;-PhytoP et Fi-PhytoP inhibent partiellement la production des cytokines Thl et
Th2 (Gutermuth J et al., 2007).
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Figure 19: Mécanisme de formation des phytoprostanes
L’oxydation de I’ALA catalysée par des radicaux libres donne deux régioisoméres
endoperoxydes bicycliques (PPG; types | et Il), qui sont convertis en différents
régioisomeres: F-PhytoPs, E;-PhytoPs et D;-PhytoPs.
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Chapitre 2 : Rappels sur les plaquettes sanguines et les leucocytes
polynucléaires neutrophiles (PMNs)

I. Les plaquettes sanguines
I.1 Origine et structure

Les plaquettes sont des cellules hématopoiétiques anucléées de forme discoide
avec un diametre 2 a 4 um. Elles jouent un rdle majeur dans les mecanismes de
I’némostase, de la coagulation et de la thrombose. Elles se forment par
fragmentation cytoplasmique des mégacaryocytes dans la moelle osseuse. La
numeration normale plaquettaire chez une personne saine est entre 150 000 et 400
000 plaquettes / pl de sang. Leur durée de vie est d’environ 8 a 10 jours. Environ 2/3
des plaquettes circulent dans le sang (130 000 a 400 000 plaquettes / pl), le reste est
séquestré de facon réversible dans la rate. Les plaquettes agées sont phagocytées par
les macrophages de la moelle osseuse et également par le foie et la rate (Blache D,
1992; Kuwahara M et al., 2002; Willoughby S et al., 2002).

1.1.1 La membrane

La membrane plaquettaire est constituée de 2 feuillets de phospholipides. Il
existe un systéeme canaliculaire connecté a la surface correspondant a des
invaginations profondes de la membrane externe. Il permet I’expulsion des granules
lors de I’activation plaquettaire.

La membrane comprend majoritairement des phospholipides (65-70%). Les
phosphatidylcholines (PC) et les sphingomyélines (SM) sont majoritairement
confinées sur le feuillet externe, tandis que les phosphatidyléthanolamines (PE), les
phosphatidylsérines (PS) et les phosphatidylinositols (PI) sont principalement sur le
feuillet interne ou ils peuvent servir des substrats a différentes phospholipases. Les PE
et PC constituent des réservoirs important d’AA. La membrane plasmique contient
également des lipides neutres (20-25%) (cholestérol et acides gras non estérifiés) et

des glycoprotéines (2-5%).
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Le systeme tubulaire dense est un systéme de membranes non connecté a la surface
qui est I’équivalent du réticulum endoplasmique lisse résiduel du megacaryocyte. Il
contient les réserves de calcium et de magnésium pour la régulation du transport du
Ca”" intracellulaire ainsi que les enzymes du métabolisme lipidique impliquées dans la

synthese de prostaglandines.

I.1.2 Cytosquelette

Le cytosquelette est composé d’un faisceau de 8 a 24 microtubules (tubuline) en
périphérie interne de la plaquette (Italiano JE Jr & Shivdasani RA, 2003). Il stabilise la
bicouche lipidique et maintient la structure discoide de la plaquette au repos
(désassemblage lors de I’activation). Il comporte aussi un réseau de microfilaments
d’actine partant dans le cytoplasme, et de petits filaments d’actine reliés a la
membrane externe qui interviennent dans la contraction, la dégranulation, la rétraction
du caillot et I’émission des pseudopodes. Il est composé de filaments intermédiaires de
vimentine qui jouent un réle important dans le soutien et I'ancrage des organites dans

le cytoplasme.

I.1.3 Cytoplasme

Le cytoplasme des plaquettes contient un grand nombre d’organites: des
mitochondries, des grains de glycogeéne, des lysosomes, des peroxysomes et plusieurs
types des granules dont des granules a et des granules dense qui sont des granules de
stockage speécifiques des plaquettes. Ils sécretent leur contenu lors de I’activation. Les
granules o contiennent des protéines comme le fibrinogéne (acquis par endrocytose),
le facteur plaquettaire 4 (PF-4) (synthétisés par les mégacaryocytes), la B-
thromboglobuline (B-TG), le facteur de croissance "Platelet Derived Growth Factor"
(PDGF), la fibronectine, la thrombospondine, PAI-1 et le facteur von Willebrand
(VWEF). lls contiennent des antiprotéases, des facteurs de coagulation et un facteur

mitogéne (capable d’activer la prolifération). Les granules denses sont riches en
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adénosine diphosphate (ADP) qui renforce I’agrégation et les réactions de coagulation,

adénosine triphosphate (ATP), sérotonine, pyrophosphate, calcium et magnésium.

1.2 Physiologie

Les plaquettes jouent essentiellement un réle dans la coagulation, en intervenant
dans le plasma, a la suite de la rupture d’un vaisseau sanguin ou d’une Iésion au niveau
de leur endothélium. Les plaquettes circulent dans le sang sans adhérer a
I’endothélium vasculaire lorsqu’elles ne sont pas activées. Lorsqu’il existe une breche

vasculaire, les plaguettes adherent au sous-endothélium.

1.2.1 Adhésion

La rupture de Iintégrité de I’endothélium vasculaire mobilise différents
composants vasculaires: différents types de collagénes, du facteur von Willebrand
(VWF), de la fibronectine, du fibrinogéne, de la laminine, de la fibuline et de la
thrombospondine.

Le facteur VWF est essentiel a I’étape d’adhésion initiale. Il joue le réle d’une
«colle» entre le sous-endothélium et les glycoprotéines de la membrane plasmique. Sa
liaison au collagene entraine un changement conformationnel qui lui permet
d’interagir avec le récepteur plaquettaire GP Ib-1X. Le complexe GP Ib-1X est exprimé
de facon constitutive a la surface des plaquettes au repos, il se lie au facteur VWF
qu’apres son interaction avec la matrice sous-endothéliale. Cette liaison aboutit a une
activation des filaments d’actine et la contraction des plaquettes avec la formation de

pseudopodes, la mobilisation du calcium membranaire et la libération des granules.

1.2.2 Activation

Apres adhésion, le processus d’hémostase exige le recrutement d’autres plaquettes
pour former un clou hémostatique. L'hémostase est un processus qui permet

I'interruption d'un saignement lors d’une lésion vasculaire (Ferguson JJ, 2006). Les
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plaquettes, activées par le collagéne sous-endothélial et la thrombine générée a leur
surface, libérent et produisent de nombreux médiateurs autocrines et paracrines :
L’ADP, stocké dans les granules denses est libéré. Il active d’autres plaquettes au
niveau de la lésion vasculaire (Tobelem G, 1989). De plus, nombreux agents, tel que le
thromboxnae A, (TXA,), la sérotonine, I’épinéphrine et le “ platelet activating factor *’
(PAF) sont aussi libérés par les plaquettes activées. Ils provoquent I’agrégation des
plagquettes nouvellement recrutées. L’activation plaquettaire entraine un changement
conformationnel du complexe GP llb-1lla, qui est le récepteur du fibrinogéne,
responsable de I’agrégation plaquettaire (Shattil SJ, 1999). Le fibrinogene circulant
forme des ponts interplaquettaires de fibrine reliant ainsi les plagquettes agrégées pour
former le caillot. La thrombine est aussi un puissant activateur plaquettaire. Elle est
générée a la surface des plaquettes activées a partir de la prothrombine circulante et
clive le fibrinogéne en fibrine (Heemskerk JW et al., 2002).

Le changement de forme des plaquettes, d’une forme discoide a sphérique, est la
réponse initiale des plaguettes aux agonistes tels que la thrombine, I’ADP ou le TXA,.
Ce changement de forme induit par des concentrations d’agonistes inférieures a celles
requises pour la dégranulation et I’agrégation, est considéré comme un pré requis pour
une secrétion efficace du contenu des granules.

Les phospholipases catalysent le clivage des phopholipides (PL) membranaires et
génerent a partir de I’AA des messagers qui participent a la transduction de signaux
intracellulaires. L’ AA est clivé des PL par deux voies majeures :

1) la voie de la phospholipase A, (PLA;): (Apitz-Castro RJ et al., 1979) la PLA,
hydrolyse spécifiqguement la liaison ester en position sn-2 des PL pour libérer un acide
gras libre et un lysophospholipide. Des concentrations submicromolaire de Ca®* sont
nécessaires pour leur activité.

2) la voie de la phospholipase C (PLC) (Banno Y et al., 1995) fait intervenir les
acyl-glycérol lipases et elle est activée par des protéines G ou par des tyrosines kinases.

Les molécules proagrégantes (endoperoxydes cycliques de prostaglandines et
thromboxane A;) sont synthétisées a partir de ’AA par la COX-1 au cours de
I’activation (voir § I1.1 dans Chapitre 1).

L activation plaquettaire et I’activation de la cascade de coagulation sont des
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processus complémentaires trés imbriqués. La sécrétion plaquettaire fournit des
facteurs de coagulation additionnels telle que le fibrinogéne. Les plaquettes
contribuent a la formation de la thrombine par le complexe prothrombinase lors d’une
activation forte. L’exposition de la phosphatidylsérine sur le feuillet externe de la
membrane plasmique des plaquettes est essentielle a leur activité procoagulante
(Heemskerk JW et al., 2002).

1.2.3 Agrégation

L’ agrégation est I’étape qui conduit a I’accumulation de plaquettes formant le
thrombus blanc. Cette accumulation est basée sur de multiples interactions
plaguettes/plaquettes et est médiée par des substrats d’adhésion liées aux membranes
des plaquettes.

Il existe plusieurs mécanismes distincts pouvant initier I’agrégation plaquettaire
en fonction des conditions de vitesses de cisaillement: Par exemple, a des vitesses
inférieures & 1000 s™, le fibrinogéne engagé a la surface des plaquettes adhérentes
interagit avec le récepteur GPIIb/Illa des plaquettes circulantes pour former des ponts
interplaquettaires. Les agonistes solubles produits permettent un changement de forme
et une augmentation de I’activation de GPIIb/llla qui stabilise ainsi le thrombus.
L’agrégation plaquettaire est réegulée dans sa phase finale par I’activation du récepteur

GPIIb/111a quel que soit I’élément déclencheur (ADP, thrombine, collagene ou VWF).

1.3 Métabolisme de I’acide arachidonique dans les plaquettes

L’AA est un AGPI majeur des membranes plaquettaires. 1l représente 20% de la
totalité des acides gras (Marcus AJ, 1969) et joue un réle important dans I’hémostase
en tant que précurseur des eicosanoides de la série 2. Apres sa désacylation des
phospholipides, il est rapidement métabolisé en divers composés biologiquement
décrits dans le chapitre 1 § 1.1 et 11.2.2.
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I1. Les leucocytes polynucléaires neutrophiles (PMNs)

I1.1 Les différentes classes de leucocytes

Les leucocytes ou globules blancs sont des cellules du systeme immunitaire. lls
sont produits dans la moelle osseuse et sont présents dans le sang, la lymphe, les
organes lymphoides et dans de nombreux tissus conjonctifs de I'organisme. Dans le
sang ils sont sphériques alors qu’ils sont déformes par leurs mouvements amiboides

dans les tissus.

Les leucocytes sont classés en granulaires et en agranulaires, en fonction de la
présence ou de I'absence de granules cytoplasmiques spécifiques. lls sont aussi classés
en mononucléaires et en polynucléaires, en fonction de la forme de leur noyau: les
mononucléaires ont un noyau massif. Ils sont agranulaires et comprennent deux types
de cellules:

1) les "monocytes”, cellules macrophagiques circulantes et les "lymphocytes”,
support de I'immunité et de la mémoire immunitaire

2) les polynucléaires ont un noyau multilobé. Ils sont granulaires et classés en trois
catégories d'aprés [I’affinité tinctorielle de leurs granulations spécifiques :
les polynucléaires neutrophiles, les polynucléaires éosinophiles et les polynucléaires

basophiles.

Les adultes en bonne santé possedent, normalement, entre 4,5 et 13,5 milliards de
globules blancs par litre de sang. Chez les humains, on compte normalement 40 a 75%
de polynucleaires neutrophiles, 1 a 5% de polynucléaires éosinophiles, moins de 1%
de polynucléaires basophiles, 25 a 40% de lymphocytes et 2 a 10% de monocytes. Le
nombre de leucocytes circulant augmente en cas d'infection ou de réaction

inflammatoire.
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I1.2 Morphologie et origine des polynucléaires neutrophiles

Les polynucléaires neutrophiles sont de taille moyenne. Leur diamétre est de 10 a
14 um. Leur noyau est formé de 2 a 5 lobes réunis par de fins étranglements. Le
cytoplasme est finement granulaire et contient des grains azurophiles appelés granules
primaires qui contiennent la myélopéroxydase et des agents bactéricides,
la cathepsine G. Le cytoplasme contient aussi de nombreux granules spécifiques ou
secondaires qui renferment de la lactoferrine, du lysozyme, de la phosphatase alcaline,
et le cytochrome b558.

Les polynucléaires neutrophiles sont formés dans la meelle osseuse aprés la
maturation d'un myeloblaste. Il se spécialise au fur et a mesure de leurs divisions. Le
nombre de polynucléaires neutrophiles est normalement compris entre 2000 a 7500

polynucléaires neutrophiles par mm? de sang.

I1.3 Fonctions principales des polynucléaires neutrophiles

Les polynucléaires neutrophiles sont répartis en deux secteurs dans le sang :

1) le secteur circulant, qui est le seul mesuré directement lors de la prise de sang
pour numeération. lls sont présents dans les gros vaisseaux sanguins et dans le courant
axial des petits vaisseaux

2) le secteur marginal, qui n'est pas mesuré bien qu'il représente une quantité
égale au secteur circulant. En I’absence d’inflammation, le secteur marginal comporte
les granulocytes transitoires arrétés dans les poumons et dans les capillaires. Cette
rétention physiologique des neutrophiles dans les capillaires n'implique pas leur
adhésion (Doyle NA et al., 1997).

A l'inverse, au niveau des sites d’inflammation, le trafic des neutrophiles implique
leur sequestration au niveau des capillaires et des veinules post-capillaires via une
sélectine et une intégrine (Adams DH & Shaw S, 1994; Springer TA, 1994).

Les deux fonctions des neutrophiles (surveillance immunitaire et élimination in

situ des micro-organismes ou des débris cellulaires) exigent une transition rapide entre
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les formes non-adhérentes et adhérentes des neutrophiles, ce qui leur permet de
migrer dans les tissus en cas d’inflammation. Le premier événement est I'apparition de
nouvelles molécules d'adhésion sur I'endothélium adjacent au niveau du site de
I'inflammation. Ces derniéres sont induites par des médiateurs inflammatoires libérés
dans les tissus endommagés. Elles permettent I’extravasation locale des leucocytes.

Les neutrophiles se déplacent a travers I'endothélium et dans les tissus pour
atteindre la cellule cible ou les bactéries, guidés par des gradients de molécules
chimiotactiques libérées par les cellules endothéliales ou par les cellules stromales
activées (Fig. 20). Arrives en contact avec les cellules cible ou les bactéries, les
neutrophiles vont émettre des pseudopodes qui vont les entourer et les inclure dans le
corps cellulaire des neutrophiles. Des vacuoles contenues dans les neutrophiles
fusionnent alors avec la vacuole de phagocytose et les détruisent grace aux substances
bactéricides ou aux enzymes (lysozyme, hydrolase, phosphatase) présentes dans les
phagocytes. Ce processus entraine la mort du neutrophile par épuisement de leur stock
en glucose. (Foxman EF et al., 1999; Witko-Sarsat V et al., 2000).
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Figure 20: Schéma de la migration chimiotactique des leucocytes vers un site
d'inflammation (Witko-Sarsat V et al., 2000)

I1.4 Les médiateurs de I'inflammation produits par les polynucléaires
neutrophiles

En plus de ses fonctions primaires, les polynucléaires neutrophiles sont aussi

capables de sécréter des médiateurs servant a communiquer avec les cellules
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environnantes. Ils sont souvent impliqués en premier lieu dans la réaction
inflammatoire ou ils déclenchent la réponse immunitaire avec le recrutement d’autres
neutrophiles sur le site d’inflammation grdce a la production de médiateurs

peptidiques et lipidiques.

I1.4.1 Médiateurs peptidiques: cytokines et chimiokines

Les cytokines sont des peptides de faible masse moléculaire sécrétée par les
cellules inflammatoires activés comme les macrophages et les polymorphonucléaires
neutrophiles. Au moins 15 différentes cytokines sont connues et impliqués dans le
déclenchement, [Pinitiation, I’amplification et la régulation de la réponse
inflammatoire. Elles déclenchent également la synthese et la recharge dans le plasma
des protéines de l'inflammation aigué et sont associées a d’autres molécules de
signalisation intra- et extra-cellulaire comme les glucocorticoides ou le monoxyde
d’azote.

Lors d’une inflammation les polynucléaires neutrophiles agissent sur les cellules
environnantes grace aux cytokines et chimiokines produites. Elles ont de puissants
effets pro-inflammatoires, en particulier I'lL-1p (Cassatella MA, 1995; Dinarello CA,
1996).

Les polynucléaires neutrophiles peuvent aussi produire du TNF-o (Tumor necrosis
factor) qui peut ausssi étre produit par d’autres cellules notamment par les monocytes
ou les macrophages. L'induction du TNF-a initie le recrutement et a l'activation des
cellules inflammatoires, I’expression des molécules d'adhésion sur I'endothélium,
I’induction de I'explosion oxydative chez les leucocytes, la production de
médiateurs inflammatoires comme les prostaglandines PGl,, le PGE,, I'IL-1 et
d’autres cytokines (Driscoll KE, 2000).

L'IL-8, ou CXCLS8, est secrétée en grande quantité par les polynucléaires
neutrophiles. Elle peut également étre produite par les monocytes, les fibroblastes
et les cellules endothéliales, épithéliales ou synoviales. Elle induit un changement de
forme, une migration dirigée des polynucléaires neutrophiles, une dégranulation et une

libération des protéines ainsi qu'une explosion oxydative des polynucléaires
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neutrophiles. Son effet chimioattractant peut durer jusqu'a 10 heures (Baggiolini M &
Clark-Lewis I, 1992).

Les MIP-1a et MIP-1B (Macrophage Inflammatory Protein), ou CCL3 et
CCL4 (Chemokine (C-C motif) ligand) sont produites respectivement par les
polynucléaires neutrophiles et inductibles dans la plupart des cellules
hématopoiétiques matures. Elles peuvent agir sur plusieurs types cellulaires: cellules
NK (cellules Nature Killer), lymphocytes T, monocytes, basophiles, plaquettes,
cellules dendritiqgues immatures et neutrophiles qui expriment fortement le CCR1
(chemokine (C-C motif) receptor). Cependant, MIP-1B a des effets plus faibles que
MIP-1a sur les NK et les monocytes, et n’agit pas sur les neutrophiles ni sur les
basophiles. En plus de ces actions elles peuvent également augmenter le calcium
intracellulaire et moduler la production des cytokines (Menten P et al., 2002).

MIP-2a est un puissant chimioattractant pour les polynucléaires neutrophiles et les
monocytes (Fahey TJ 3rd et al., 1990). Elle peut étre produite par les macrophages, les
neutrophiles, les cellules épithéliales et les fibroblastes (Driscoll KE et al., 1993). Les
MIP-3 sont impliquées dans le trafic des cellules dendritiques vers les organes
lymphoides et les muqueuses, mais elles sont mieux connues pour leurs effets
chimiotactiques sur les lymphocytes, et plus particulierement sur les lymphocytes B et
les T mémoire dans le cas de MIP-3a (CCL20) (Scapini P et al., 2001).

I1.4.2 Médiateurs lipidiques

Les principaux éicosanoides issus du métabolisme de I’AA géneérés par le
neutrophile sont le LTB, (Ford-Hutchinson AW et al., 1980), la PGE, (Zurier RB,
1976) et le thromboxane A, (TXA,) (Goldstein IM et al., 1978). Les LTB, agissent au
niveau des sites inflammatoires en augmentant I'adhésion aux cellules endothéliales et
la perméabilité vasculaire. Ils activent les neutrophiles et sont de puissants
chimioattractants (Rosenberg HF & Gallin JI, 1999). La PGE, présente des actions
pro- et anti-inflammatoires, en fonction de I’état de la cellule et de son récepteur. Le
TXA,; a des effets généralement pro-inflammatoires et vasoconstricteurs (James MJ et
al., 2001).
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Lors de l'activation le neutrophile produit une élévation du calcium intracellulaire
et I'enzyme cPLA2 se retrouve transloquée majoritairement a la membrane nucléaire.
Elle clive préférentiellement les phospholipides ayant I’AA en position sn-2. L’AA
libéré peut étre utilisé principalement par deux voies métaboliques conduisant a la

formation des leucotrienes et des prostanoides (voir 8 11.2.4 et 11.1 dans Chapitre 1).
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Chapitre 1 : Matériels

|. Produits

- Acétonitrile, éther diéthylique, hexane: SDS

- Acide acétique, chloroforme, dichlorométhane, éthanol, acétate d’éthyle,
méthanol: CarloErba

- Acide arachidonique (AA), Acide alpha octadécatriénoique ou acide o-
linolénique, (ALA): Sigma-Aldrich

- Acide-9(S)-hydroxy-10(E),12(Z),15(Z)-octadécatrienoique(9(S)-HOTE):
Interchim

- Acide 4-(2-hydroxyéthyl)-1-pipérazine (HEPES): Merck

- Albumine bovine: Sigma-Aldrich

- Borohydrure de sodium (NaBH,): Sigma-Aldrich

- Collagene : Nycomed

- COX-1 de mouton (E.C. 1.14.99.1): Sigma-Aldrich

- COX-2 recombinante humaine (E.C. 1.14.99.1): Sigma-Aldrich

- Diméthylsulfoxyde (DMSO) : Sigma-Aldrich

- lonophore calcique (A23187): Enzo

- Leucotriene B4, 12-épi leucotriene B, 6-trans-leucotriene By, 8(S),15(S)-
diHETE: Cayman

- sLOX (EC 1.13.11.12, Type 1-B): Sigma-Aldrich

- 15-LOX-2 recombinante humaine: Cayman

- Oxyde de platine (PtO,) : Sigma-Aldrich

- N,O-Bis(triméthylsilyl)-trifluroroacétamide (BSTFA): Sigma-Aldrich

- Prostaglandines E, (PGE,), Prostaglandines D, (PGD,), Prostaglandin E,-d,4
(PGE,-d,), Prostaglandin D,-d4 (PGD,-d,): Cayman

- 13(S)-HOTE and 9(S)-HOTE : Interchim
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Il. Appareils

- Agrégometre: Dual Aggro-meter, Chrono-log

- Balance : Mettler, Denver Instrument

- Cartouches C18 ; Chromabond-C18 : Macherey-Nagel

- Centrifugeuse : GR 4.11, Jouan.

- Chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC-
MS) : Agilent Technologies

- Chromatographie liquide a haute performance, Series 1100 (HPLC): Agilent
Technologies,

- Colonne Xbridge™ C18: (3.5um, 4,6 x 150 mm): Waters

- Enregisteur, Linseis L250E

- Evaporateur rotatif: Rotavapor RE111: Biichi.

- Incubateur : Bioblock Scientific.

- pH-meétre , HANNA Ph 210 : Bioblock Scientific

- Plaques de chromatographie sur couche mince (silica gel G60) (200x200x0,25
mm) : Merck.

- Spectrometre résonance magnétique nucléaire (RMN): Bruker-Biospin

- SPE Vacuum Manifold Visiprep™ DL Supelco.
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Chapitre 2 : Méthodes

I. Biosynthese des acides gras mono- et di-hydroxyleés

1.1 Biosynthése des acides 9,16-dihydroxy-ALA

Les acides 9,16-dihydroxy- et 13-monohydroxy-linoléniques sont préparés a partir
de l'acide a-linolénique (ALA).

Les substrats (ALA) sont évaporeés a sec sous azote et repris par 100 pl d’éthanol et
48 ml de tampon borate de sodium 0,02 M, pH 9 a 0 °C. La réaction est catalysée par
environ 10 mg d’enzyme (sLOX (E.C. 1.13.11.12, type 1-B)) en solution dans 2 ml de
tampon borate.

L’enzyme est ajoutée au milieu réactionnel contenant les acides gras solubilisés
dans le tampon borate. La réaction s’effectue a 0 °C pendant 60 min. Elle est arrétée
par I’addition de 10 mg de borohydrure de sodium (NaBH,) apporté dans 2 ml de
tampon borate. La réduction dure 15 min dans la glace sous agitation. Le melange
réactionnel est alors acidifie a pH 3 avec de I’acide acétique avant I’extraction des

métabolites.

1.2 Extraction en phase solide des métabolites oxygénés

L’échantillon acidifié a pH 3 est déposé sur une cartouche de silice greffée C18
préalablement lavée successivement avec 5 ml d’éthanol afin d’éliminer les
contaminants éventuels et 10 ml d’eau acide (pH 3) afin d’équilibrer la colonne avant
le déepdt. Les acides gras mono- et di-hydroxylés sont élués avec 10 ml d’éthanol.
L’échantillon est séché sous azote. Le résidu repris par 200 ul d’éthanol est stocke

sous azote a -20 °C.
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1.3 Extraction liquide/liquide des métabolites oxygénes

L’échantillon est acidifié a pH 3 par de I’acide acétique puis extrait par trois
volumes d’éthanol et par six volumes de chloroforme. Apres décantation, on récupére
la phase organique inférieure. Une dexiéme extraction de la phase aqueuse est réalisée.
Les phases organiques sont réunies puis évaporées sous vide. Le résidu est repris par

1 ml d’éthanol et stocké sous azote a -20 °C.

1.4 Analyse par chromatographie sur couche mince (CCM) des acides gras

mono- et di-hydroxylés

Les acides gras mono- et di-hydroxylés sont repris par 2 fois 200 pl d’un mélange
éther diéthyligue/méthanol (9:1, v/v) puis déposés sur une plaque de silice (silica gel
60, 20x20 cm). L’élution est réalisée avec un meélange de solvants : hexane/éther
diéthylique/acide acétique (25:75:1; v/v/v). Les standards de migration et les produits
lipidiques sont révelés en UV apres pulveérisation de la plaque avec une solution de
dichlorofluorescéine (2 mg dans 100 ml d’un mélange éthanol/eau (95:5; v/v)). Les
lipides apparaissent sous la forme de taches jaunes fluorescentes. Les zones de silice
contenant les acides gras mono-hydroxylés (OH) et di-hydroxylés (diOH) sont grattées
séparément puis les métabolites sont extraits 3 fois par 2 ml de méthanol. Les
échantillons sont centrifugés a 600 g durant 5 minutes a température ambiante sous

azote. La phase liquide est prélevée et évaporée a sec sous azote.

1.5 Analyse par HPLC des acides gras mono- et di-hydroxylés

Les acides gras mono- et di-hydroxylés sont séparés par chromatographie liquide a
haute performance (HPLC) sur une colonne de silice greffée C18 (Waters Xbridge™,

4,6x250 mm, 3,5 um) thermostatée a 50 °C dans un four. L’élution utilise un gradient
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constitué de deux solvants A et B a un débit de 1 ml/min. L’eluant A est un mélange
acetonitrile/eau (1:9; v/v) acidifié a pH 3 par de I’acide acétique. L’éluant B est de
I’acétonitrile de qualitt HPLC. Un gradient a été mis en ceuvre pour séparer
correctement les métabolites di-hydroxylés dérivés de ALA. Pour separer les acides
gras 9,16-di-hydroxylés dérivés de I’ALA, I’éluant A est pompé pendant 5 min, puis il
est progressivement remplacé par I’éluant B pour atteindre 20% a 10 min, 30% a 30
min, 60% a 50 min et 100% de B a 65 min. L’élution se poursuit avec I’éluant B seul
pendant 15 min puis la colonne est rééquilibrée avec le solvant A. Les acides gras
mono- et di-hydroxylés sont detectés avec un détecteur a barrette de diodes
respectivement A = 234 nm (longueur d’onde correspondant au Ays des diénes
conjugués) et 270 nm (longueur d’onde correspondant au Anay des triénes conjugués).

Ces longueurs d’onde correspondent au maximum d’absorption de ces molécules.

1.6 Analyse par GC-MS des acides gras mono- et di-hydroxylés

1.6.1 Préparation du diazométhane

La méthylation des groupements carboxyliques libres s’effectue avec du
diazométhane. 10 pastilles d’hydroxyde de potassium (KOH) sont solubilisées dans un
mélange d’éther diéthylique/méthanol (3:6, v/v). Le diazométhane (gaz) est généré par
I’addition d’environ 10 g de N-Nitroso-N-méthyl-4-toluénesulfonamide utilisé comme
précurseur. Sa décomposition en présence de KOH forme du diazométhane gazeux qui
est piégé dans 30 ml d’éther diéthylique stabilise par 10 % de méthanol. La réaction
est stoppée par I’addition d’acide acétique.

La solution saturée en diazométhane peut étre conservée a I’obscurité pendant

environ un mois.

1.6.2 Dérivation des acides gras mono-- et di-hydroxylés

Les 9,16-di-hydroxylés-ALA et 13-HOTE, séparées par HPLC sont collectés et

évaporés a sec sous azote separément. Puis ils sont méthylés pendant 15 min a
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température ambiante par I’addition d’un ml de la solution d’éther diethylique saturée
en diazométhane selon la réaction: RCOOH + CH,;N, => RCOOCH; +N,. Les
échantillons sont ensuite évaporés sous azote et repris par 500 pl de méthanol. Les
molécules sont ensuite hydrogénées avec un flux d’hydrogéne pendant 5 min en
présence de quelques grains d’oxyde de platine (PtO,). On récupere le méthanol apres
une centrifugation de 5 min a 900 g. Le solvant est évaporé a sec sous azote. Le
groupements hydroxylés de la molécule sont dérivés en éthers triméthylsilylés (TMS)
par 100 ul de N,O-bis-(triméthylsilyl)-trifluoroacétamide (BSTFA) pendant 30 min a
60 °C.

1.6.3 Localisation par GC-MS des groupements hydroxyles présents sur la

chaine carbonée.

Les molécules dérivées sont injectées dans un chromatographe en phase gazeuse
couplée a un spectrométre de masse (quadripdle) (GC-MS) Agilent Technologies. 1
pL est injecté via un injecteur split-splitless chauffé a 260 °C dans une colonne DB17-
MS (Agilent Technologies) 60 m x 0.25 mm avec un film de phase stationnaire de
0,25 um. La température du four est maintenue a 55 °C pendant 4 minutes puis elle
augmente régulierement jusqu’a 260 °C a raison de 20 °C/min puis de 260 °C a 300 °C
a raison de 8 °C/min. Elle est maintenue a 300 °C pendant 15 min avant de
redescendre a 55 °C pour une nouvelle analyse. Les molécules sont ioniséss (70 eV),
fragmentées et analysées par spectrométrie de masse (MS) en mode impact
électronique (EI). L’hélium sert de gaz vecteur avec un débit de 1,2 ml/min. La
temperature de la source est de 100 °C et le quadripdle et la ligne de transfert sont
chauffés respectivement a 150 °C et 280 °C. L’acquisition des ions est réalisée sur la

gamme de masses de 100 a 650 unité de masse atomique (uma).
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1.7 Analyse par RMN des 9, 16-diHOTEs

Les spectres de réesonance magnétique nucléaire (RMN) ont été enregistrés sur un
appareil Bruker-Biospin équipé d'une sonde cryogénique a 1000 MHz (*H). Tous les
spectres ont été enregistrés a 298° K dans du CDCI; avec du TMS (tétraméthylsilane)
comme standard interne. Des sequences standard ont eté utilisées pour les spectres 1D,
DQF COSY (Piantini U et al., 1982; Shaka A J & Freeman R, 1983; Derome AE &
Williamson MP, 1990) et résolution J (Aue WP et al., 1976; Nagayama K et al., 1978;
Wider G et al., 1981). La durée d'impulsion *H était de 9,0 ps; des tempsde 1 s et5 s
ont été utilisés comme temps d'évolution pour les spectres de résolution J et COSY.
Afin de simplifier certaines constantes de couplage, un faible découplage sélectif de
270 Hz pendant le temps d’acquisition (900 ms) a ete utilisé lors des expériences de
découplage homonucléaire en 1D. Les spectres 2D COSY DQF ont été enregistres
avec 8 passages et des points réels 2048 x 1024 (F2xF1) avec des temps d'acquisition
de 114 ms et 57 ms pour les dimensions directs et indirects. Les spectres 2D de
résolution J ont été enregistrés avec 16 passages et des points réels 8192 x 256, avec
des temps d'acquisition de 458 ms dans la dimension directe et 1280 ms dans la
dimension indirecte (couplage J). Les Spectres de COSY ont été traités avec une
matrice de points 4096 x 4096 avec les fonctions cosinus carré et sinus carré pour les
dimensions directs et indirects. Les spectres 2D de résolution J ont été traités avec une

matrice de point 8192 x 2018 avec la fonction cosinus carré pour les deux dimensions.

1.8 Préparation du 9(x)-HOTE racémique a partir de I’ALA

5 pumoles d’ALA secs sont chauffés sous atmosphére d’oxygene a 60°C pendant
1h. La réaction est arrétée par I’addition de NaBH,; (10 mg) dans 2 ml de
tampon borate 0.02 M, pH 9.0). La réduction dure 15 min dans la glace sous agitation.
Apres acidification a pH 3 avec de I’acide acetique les métabolites oxygénés formés

sont extraits par 6 ml d’éthanol et 12 ml de chloroforme. Les phases organiques sont
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évaporées a sec sous azote. Le racémique 9(x)-HOTE est analysé par HPLC selon les

procédures décrites au paragraphe 1.5 dans « Matériels et Méthodes » (Fig. 21).
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Figure 21: Exemple de chromatogrammes (HPLC) montrant la séparation du
9(+)-HOTE racémique synthétisé par I’oxygene a partir de ’ALA

Pour les conditions opératoires se reporter au paragraphe 1.5 dans « Matériels et
Méthodes ».

Le racémique 9(x)-HOTE purifié par HPLC a été méthylé au diazométhane,
hydrogéné puis dérivé sous forme d’éther trimétylsilylé selon les procédures décrites
au paragraphe 1.6.2 dans « Matériels et Méthodes » et analysé par GC-MS en mode
d'ionisation impact électronique (EI).

Le spectre de masse du 9(x)-HODE aprés dérivation (Fig. 22) montre des ions
caractéristiques a m/z: 371 (M-15) (perte de CHs), 229 (TMS-O-CH-(CH,)s-CHj, et
259 (TMS-O-CH-(CH,);-COOCH3) et 73 (TMS). Cette fragmentation indique

clairement la présence du groupement hydroxyle sur le carbone 9. Ce résultat nous
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permet d’affirmer que I’ALA a bien été converti par cette méthode en 9(x)-HOTE

racémique.
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Figure 22: Spectre de masse en impact électronique du 9(x)-HOTE racémique
synthétise chimiquement en présence d’oxygéne a partir de I’ALA apres

derivation et hydrogénation

1.9 Incubation de I'ALA et 9(S)-HOTE avec la 15-LOX-2 recombinante

humaine

L’ALA et le 9(S)-HOTE ont été incubés séparément avec la 15-LOX-2
recombinante humaine dans un volume de 500 pl tampon de Tris-HCI (0,05 M, pH 7,2
avec 0,003 % de Tween) a 30°C selon les methodes décrites précédemment par Kihn
H et al et Shappell SB et al (Kiihn H et al., 1993; Shappell SB et al., 2001). La réaction
catalysée par environ 50 pug d’enzyme (15-LOX-2 recombinante humaine) est réalisée
en solution dans 50 pl de tampon Tris-HCI. L’ ALA ou le 9(S)-HOTE sont pré-incubés

pendant 1 min et I’enzyme est ajoutée progressivement. La réaction s’effectue a 30°C
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pendant 30 min. Les hydroperoxydes obtenus sont réduits par NaBH,. Les lipides sont
extraits aprés acidification a pH 3 avec de l'acide acétique et les métabolites di-
hydroxylés sont purifies par I’HPLC (voir le paragraphe 1.5 dans « Matériels et
Méthodes »).

I1. Isolement des plaguettes sanguines humaines

Les plaquettes sanguines humaines sont isolées selon la méthode de Lagarde M. et
al (Lagarde M et al., 1980). Le sang acheté a “Etablissement Francais du Sang” (EFS),
est réparti dans des tubes plastiques de 50 ml et centrifugé a 200 g durant 17 min a
20°C. Le culot contenant les globules blancs et les érythrocytes est conservé pour
isoler les leucocytes polymorphonucléaires (PMN) (voir le paragraphe Il dans
« Matériels et Méthodes »).

Le surnageant, correspondant au plasma riche en plaquettes (PRP) est prélevé puis
acidifié a pH 6,4 par I’acide citrique 0,15 M afin d’éviter I’agrégation spontanée des
plaquettes. Le PRP, réparti dans des tubes a ailettes de 7 mL, est centrifugé a 900 g
pendant 12 minutes a 20°C. Pour chaque tube, le surnageant est enlevé avec
précaution et chaque culot plaquettaire est repris par 5 ml de tampon Tyrodes HEPES
(NaCl 140 mM, KCI 2,7 mM, MgCl, 1,0 mM, NaHCO3; 12 mM, NaH,PO,4 0,41 mM,
HEPES 5 mM, et glucose 5,5 mM, pH 7,35). La suspension plaquettaire (environ 2 a
5 x 10® plaquettes/ml) est conservée & 18°C et les plaquettes restent fonctionnelles

plusieurs heures.

I11. Isolement des leucocytes polymorphonucléaires

10 mL de dextran (0.1 mM) préparé dans du sérum physiologique (154 mM) sont

ajoutés dans chaque tube contenant les culots (globules rouges, leucocytes et
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monocytes) (Maclouf J et al., 1982). IIs sont agités délicatement par une succession de
retournements puis inclinés a 45° pendant une heure et demie a température ambiante
pour sedimenter les globules rouges. La phase supérieure est collectée dans des tubes
plastiques de 50 ml et centrifugée a 400 g pendant 10 min. Le surnageant de chaque
tube est enlevé et les culots de leucocytes et monocytes contaminés par des globules
rouges sont repris séparément par 10 ml de tampon Tyrodes HEPES. La suspension est
ensuite déposée délicatement par fraction de 10 ml sur 10 ml de Ficoll-Paque Plus
(1,077 g/1). Aprés centrifugation a 400 g pendant 20 min, la couche supérieure est
enlevée. Les culots sont ensuite remis en suspension dans 21 ml d'eau distillée et
agités doucement (vortex) pendant 20 s pour lyser les globules rouges. 4 ml d’une
solution de chlorure de sodium (45 g/l) sont immédiatement ajoutés pour restaurer
I’osmolarité de la suspension leucocytaire. La suspension est centrifugée a 200 g
pendant 12 min, et le surnageant est enlevé. Les culots de leucocytes sont repris dans
une solution de Tyrodes HEPES (NaCl 140 mM, KCI 2,7 mM, MgCl, 1,0 mM,
NaHCO; 12 nM, NaH,PO,4 0,41 mM, HEPES 5 mM, CaCl, 2mM et 0,1 % glucose, pH
7,35). Du chlorure de calcium (concentration finale de 2 mM) est ajouté dans la
suspension leucocytaire avant I’incubation. La suspension leucocytaire peut étre

stockée pendant un mois a -20 °C, I’activité 5- LOX est conservée.

IVV. Mesure de I’agrégation des plaquettes sanguines humaines induite par

le collagéne

L’activité plaquettaire est testée en mesurant la capacité des plaquettes a s’agréger
les unes aux autres en présence de I’agent inducteur utilisé: le collagene. L’agrégation
plaguettaire est mesurée avec un agrégometre Chrono-log a double pistes, équipé d’un
enregistreur. Cette technique est basée sur la méthode de Born (Born GV, 1962). Le
changement de transmission de la lumiére est détecté par une cellule photoélectrique.
L’enregistrement du signal permet de suivre la cinétique de I’agrégation.

Les plaquettes sont pré-incubées a 37°C pendant 1 min, puis incubées avec les

molécules a tester pendant 1 min. L’éthanol est utilise comme contrdle. L agrégation
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est déclenchée par I’ajout de collagéne. Le collagene est préparé dans une solution
contenant 5% glucose vendue par le fabricant. Son pH est compris entre 2,7 et 2,9. Le
volume de la solution de collagéne est ajusté pour obtenir pour les plaquettes contréle
environ 70% d’agregation (courbe contréle). La concentration finale de collagéne est
comprise entre 0,05 ng/ul et 0,20 ng/ul selon les donneurs. L’agrégation est mesurée
durant 4 min a 37°C. Le pourcentage d’inhibition est calculé par la différence entre le
pourcentage d’agrégation de la courbe contréle et celui obtenu en présence des

molécules testées.

V. Incubation 9,16-diHOTEs avec des leucocytes polymorphonucléaires

Les leucocytes humains isolés, en suspension dans un tampon de Tyrode-HEPES
(2 ml) contenant 2 mM de Ca®* ont été pré-incubés en présence ou en l'absence de
different isomeres de 9,16-diHOTEs pendant 3 min a 37°C. lls sont ensuite actives
pendant 10 min avec 1 uM d’ionophore A23187 et 10 uM d'acide arachidonique. La
réaction est arrétée par acidification a pH 3 avec de I'acide acétique et 1.5 nmoles de
8(S),15(S)-diHETE sont ajoutés comme standards internes pour la quantification en
HPLC. Les métabolites oxygénés sont ensuite extraits sur une cartouche de silice

greffée C18 (phase solide) et analysés par I’THPLC comme décrit précédemment.

V1. Mesure de marqueurs de I’'inflammation : prostaglandines E; et D,
produites par la COX-1 de mouton et la COX-2 recombinante humaine

incubées avec les acides gras di-hydroxylées synthétisés a partir de I’ALA

V1.1 Biosynthese des prostaglandines E, et D, produites par la COX-1 et la
COX-2
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Les enzymes commerciales COX-1 et COX-2 ont pré-incubées a 37°C pendant 15
min dans un 500 ul tampon Tris-HCI 0,1 M, pH 8.1 en présence ou non de 1 uM des
différents isoméres 9,16-diHOTES puis incubées pendant 10 min avec 10 uM d'acide
arachidonique utilise comme un substrat. De I'albumine est ajoutée (concentration
finale de 45 g/lI) pour améliorer la formation de la prostaglandine D, (PGD,) selon la
méthode décrit par Watanabe T. et al (Watanabe T et al., 1982).

Apres acidification a pH 3 avec de I'acide acétique, 20 ng de PGD, et E, deutériées
(PGD,-d,) et (PGE,-d4) sont ajoutés comme standards internes pour la quantification
en GC-MS. Les prostaglandines sont extraites par 10 volumes acétate d'éthyle.
L’echantillon est centrifugé a 650 g pendant 5 min a température ambiante. La phase
organique supérieure est recupérée dans un tube conique. L’extraction est répétée trois

fois. Les phases organiques sont rassemblées et évaporées a sec sous azote.

V1.2 Deérivation des prostaglandines E, et D,

Les prostaglandines subissent trois dérivations successives :
(1) une méthoxymation des groupements carbonyles
(2) une estérification de la fonction carboxylique

(3) une silylation des groupements hydroxyles

(1) Méthoxymation : Les échantillons secs sont traités a température ambiante

pendant toute la nuit par 50uL de chlorhydrate de méthoxylamine (MOX) a 5
mg/ml dans la pyridine anhydre puis évaporés a sec sous azote. Le
dichlorométhane a ajouté aux échantillons au cours de I’évaporation. Il agit
comme un azéotrope pour éliminer les éventuelles traces d’eau.

(2) Estérification : Les échantillons secs sont repris 60 pl d’acétonitrile, 20 ul de
pentafluorobenzyl bromide (PFB) préparé a 35% dans de I’acétonitrile et 20 pl
de N-éthyl diisopropylamine (DIPE) sert de catalyseur en captant les protons

formes au cours de la réaction qui s’effectue a 37°C pendant 30 min.
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(3) Silylation : Aprés évaporation a sec sous azote les échantillons sont incubés

pendant 60 min a 60°C en présence de 100 pl de N,O-bis(trimethylsilyl)
trifuorocetamide (BSTFA).
Les échantillons ainsi derivés sous forme méthoxy, pentafluorobenzylés et
triméthylsilylés (MO-PFB-TMS) sont évaporés a sec sous azote et repris dans
20 pL d’un mélange hexane anhydre/BSTFA (9:1, v:v) avant leur analyse en
GC-MS.

V1.3 Analyse des prostaglandines par GC-MS

Les prostaglandines dérivées (MO-PFB-TMS) (1 ul) sont injectées avec un
injecteur split-splitless. La colonne capillaire HP-5MS utilisée a une longueur de 60 m
et un diametre de 0,25 mm. Elle est recouverte intérieurement d’un film de phase
stationnaire apolaire de phényl méthyl siloxane de 0,25 pm d’épaisseur. Le gaz
vecteur utilisé est I’hélium avec un débit de 1 ml/min. Les injections sont réalisees a
260 °C, la température du four étant maintenue a 57°C pendant 2 min puis elle
augmente jusqu’a 180°C a raison de 20°C/min et jusqu’a 280°C a raison de 4°C / min.
Cette température est maintenue constante pendant 15 minutes. Les prostaglandines
sont analysées en utlisant le mode d’ionisation chimique négative (NICI, “Negatitive
ion chemical ionization™) et le mode de sélection d’ion (SIM). On mesure les ions [M-
181] correspondant a la perte du groupe PFB soit I’ion @ m/z: 524 pour PGD, et E,

dérivées et m/z: 528 pour leurs standards internes deutériés dérivés correspondant.

VII. Analyse statistique des résultats

Les valeurs présentées dans les figures et dans les tableaux sont la moyenne +
SEM de n expériences indépendantes (n > 4). Les analyses statistiques sont effectuées

a I’aide du test t apparié. Les variations sont considérées comme significatives si la

94

Cette thése est accessible a I'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2013ISAL0059/these.pdf
© [M. Liu], [2013], INSA de Lyon, tous droits réservés



valeur de P est inférieure ou égale a 0,05. One-way ANOVA a été utilisée pour

évaluer les différences entre les groupes.
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I. Caractérisation des métabolites oxygénés dérivés de I’ALA (18:3n-3)

1.1 Analyse chromatographique des métabolites dérivés de I’ALA

Les métabolites formés a partir de I’ALA via la sSLOX ont été extraits puis analysés
par HPLC (Fig. 23) selon les procédures décrites au paragraphe 1.5 dans « Matériels et
Méthodes ».

Le métabolite principal élué a 50,0 min (Fig. 23A) présente un spectre UV
caractéristique des acides gras mono-hydroxylés avec un maximum d’absorption a A =
235 nm qui signe la présence d’un diéne conjugué. Son temps de rétention correspond
a celui du 13(S)-HOTE commercial analysé dans les mémes conditions. Ces résultats
sont en accord avec ceux de la littérature qui rapporte que la sLOX génere presque
exclusivement du 13(S)-HOTE a partir de I'ALA (Van Os CPA, et al., 1981). Il a aussi
été montré que la sSLOX synthétise de I’acide 13(S)-hydroxyoctadécadiénoique (13-
HODE) a partir du 18:2n-6 et de I’acide 15(S)-hydroxyeicosatétraénoique (15-HETE)
a partir de I’AA (Funk MO et al., 1976). Le métabolite mono-hydroxylé formé a partir
de I’ALA est donc du 13(S)-HOTE.

Contrairement au DHA, qui est converti en un seul métabolite di-hydroxylé, la
PDX, quatre acides gras di-hydroxylés, élués a 32,1 min, 32,6 min, 33,2 min et 33,5
min, ont été détectés avec le 18:3n-3 en presence de sLOX (Fig. 23B). lls présentent
tous un spectre UV caractéristique avec un maximum d’absorption & A = 270 nm avec
deux d'épaulements a A = 260 nm et A = 280 nm, qui indique la présence d’un triene
conjugué. En outre, on note que les spectres UV de deux d'entre eux (€lué a 33,2 min
et 33,5 min) sont superposables a celui de la PDX avec I’épaulement de gauche qui est
plus élevé que celui de droite. Cette méme dissymétrie est également retrouvée dans
les spectres UV d’autres acides gras di-hydroxylés comme le 8(S),15(S)-diHETE ou le
5(S),12(S)-diHETE qui présentent la méme géométrie E/Z/E des doubles liaisons de
leur triene conjugué (Fig. 24A). Cette observation spectrale suggére que la géométrie
des doubles liaisons du triene conjugué des composeés élués a 33,2 min et 33,5 min est
vraisemblablement E/Z/E. Les métabolites élués a 32,1 min et & 32,6 min ont des

spectres UV identiques au 6-trans LTB, et a son isomére 6-trans-12-épi LTB, qui
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présentent une géométrie E/E/E de leur triene (Fig. 24B). Les epaulements de gauche
et de droite caractéristiques des triénes sont pratiguement au méme niveau (Fig. 24B).
Leurs spectres UV sont quasi superposables avec les spectres UV du 12-épi LTB,
(ZIEIE) (Fig. 24C) et du 6-trans-12-epi LTB4 (E/E/E) (Fig. 24D). Ces resultats
suggerent que la géométrie des doubles liaisons du triene conjugué des métabolites
élués a 32,1 min et a 32,6 min serait tout trans (E/E/E) comme le montreront les études

de RMN décrites dans ce chapitre au paragraphe 1.4.
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Figure 23: Exemple de chromatogrammes (HPLC) montrant les différents
meétabolites synthétisés par la sSLOX a partir de ’ALA

Pour les conditions opératoires se reporter au paragraphe 1.5 dans « Matériels et
Méthodes ». (A) acides gras mono-hydroxylés (1= 235 nm); (B) acides gras di-
hydroxylés (4 =270 nm).
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Figure 24: Comparaison des spectres UV de différents acides gras di-hydroxylés

commerciaux separés par HPLC

1.2 Localisation des groupements hydroxyleés sur la chaine hydrocarbonee

Les acides gras mono- ou di-hydroxylés de I’ALA purifiee par HPLC ont été
méthylés au diazométhane, hydrogénés puis dérivées sous forme d’éthers trimétylsilylés
selon les procédures décrites au paragraphe 1.6.2 dans « Matériels et Méthodes » et
analyses par GC-MS en mode d'ionisation impact électronique (EI).

Le spectre de masse du 13-HOTE aprés dérivation (Fig. 25A) montre des ions
caractéristiques a m/z: 371 (M-15), (perte de CHs), 315 (M-71) qui correspond a la
perte de CHy,-(CH,)s-CHj, et 173 (TMS-O-CH-(CH,)4-CH3). Cette fragmentation

indique clairement la présence du groupement hydroxylé sur le carbone 13. Ce résultat
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nous permet d’affirmer que I’ALA est transformé par la sSLOX aprés la réduction de
I'nydroperoxyde en I’acide-13(S)-hydroxy-9Z,11E,15Z-octadécatriénoique.

Les quatre composes di-hydroxylés dérivés de I'ALA présentent (Fig. 25B) des
spectres de masse identiques avec les ions caractéristiques a m/z: 459 (M-15, perte de
CHg), 445 (M-29, perte de CH,-CHj3), 317 (M-157, perte de CH,-(CH;)e-COOCHj),
259 (TMS-0-CH-(CH,);-COOCHg), 131 (TMS-O-CH-CH,-CHy3) et 73 (TMS) qui
indiquent une oxygénation sur les carbones 9 et 16. Ce résultat nous permet d’affirmer
que tous les composes di-hydroxylés de I'ALA sont des acides 9,16-dihydroxy-
octadecatriénoiques (9,16-diHOTE).
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Figure 25: Spectre de masse en impact electronique des métabolites mono- et di-
hydroxylé dérivés de I’ALA apreés dérivation et hydrogénation

(A) HOTE hydrogéné synthétisé a partir d’ALA par sLOX; (B) diHOTE hydrogéné
synthétisé a partir d’ALA par sLOX.
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1.3 Détermination de la stéréochimie des carbones 9 et 16 des métabolites
di-hydroxylés dériveés de I'ALA

Du 9(S)-HOTE commercial et du 9(x)-HOTE (racémique préparé selon les
procédures décrites au paragraphe 1.8 dans « Matériels et Méthodes ») ont été incubés
séparément avec SLOX. Le 9(S)-HOTE a été métabolisé en un composé principal élué
a 33,4 min (Fig. 26A). Ce metabolite 9(S),16(S)-diHOTE est aussi formé a partir de
I’ALA et est élué avec quasi le méme temps de rétention a 33,2 min (Fig. 27A) (au
glissement des temps de rétention pres). L’autre métabolite issu du 9(x)-HOTE et elué
a 33,7 min (Fig. 26B) n’est pratiqguement pas présent lorsque I’on incube la sSLOX avec
le 9(S)-HOTE (Fig. 26A). Il s’agit donc du 9(R),16(S)-diHOTE. Son temps de
rétention correspond (au glissement des temps de tétention pres) a celui du composé
issu de I’ALA et élué a 33,5 min (Fig. 27A). On en déduit donc que les deux isomeéres
issus de I’ALA élues a 33,2 et 33,5 min (Fig. 27A) sont respectivement 9(S),16(S)-et
9(R),16(S)-diHOTE. En effet, le 9(S),16(S)-diHOTE (Fig. 27A) est retrouvé au méme
temps de rétention que les produits de dioxygénation formés respectivement a partir du
9(S)-HpOTE (Fig. 27B) et du 9(S)-HOTE (Fig. 27C). Le pic elué a 33,5 min (Fig.
27A) ne peut étre que le diastéréoismeére 9(R),16(S)-diHOTE; il n’est pas présent dans
les chromatogrammes (Fig. 27B et 27C) obtenus a partir de I’oxygénation du 9(S)-
HpOTE et du 9(S)-HOTE.
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Figure 26 : Exemple de chromatogrammes (HPLC) montrant les différents
métabolites synthétisés a partir de 9(S)-HOTE et de 9(x)-HOTE via la sSLOX

Les conditions opeératoires sont décrites au paragraphe 1.5 dans « Materiels et
Méthodes ». (A) 9(S),16(S)-diHOTE synthétise a partir de 9(S)-HOTE par la sLOX ;
(B) 9(S),16(S)-diHOTE et 9(R),16(S)-diHOTE synthétisés a partir de 9(x)-HOTE par
sLOX.
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Figure 27: Exemple de chromatogrammes (HPLC) montrant les différents
metabolites synthétisés a partir de I’ALA, du 9(S)-HpOTE et du 9(S)-HOTE via
la sSLOX

Les conditions opératoires sont décrites au paragraphe 1.5 dans « Matériels et
Méthodes ». 9,16-diHOTESs synthétise a partir de L’ALA (A); du 9(S)-HpOTE (B); et
du 9(S)-HOTE (C).

Si la stéréochimie des carbones asymétriques des deus isomeéres avec des triénes
E,Z,E a été assez facile a établir, celle des deux autres isomeres tout trans élués a 32,1
et 32,6 min (Fig. 27A) est moins évidente. En se basant sur les données de la litérature
on peut néanmoins suggérer que I’ordre d’élution de ces composé élués a 32,1 m et
32,6 min soit respectivement 9(R),16(S)-di-HOTE et 9(S),16(S)-di-HOTE. En effet

des études antérieures utilisant des syntheses chimiques de molécules similaires avec
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des stéréochimies bien définies ont montré que le 8(R),15(S)-E,E,E-diHETE était elué
avant le 8(S),15(S)-E,E,E-diHETE (Maas RL & Brash AR, 1983; Maas RL et al.,
1981). De méme, le 5(S),12(R)-E,E,E-LTB, était élué avant le 5(S),12(S)-E,E,E-LTB,
et le 5(S),12(R)-E,E,E-LTBs précédait le 5(S),12(S)-E,E,E-LTBs (Lee CW et al.,
1982; Mencia-Huerta JM et al., 1983; Lee TH et al., 1984).

1.4 Détermination de la géometrie des doubles liaisons par RMN a haut

champ

Les analyses RMN a trés haut champ ont été réalisees par M. Moreno Lelli au
Centre de RMN a Tres Hauts Champs de I’Institut des Sciences Analytiqgues UMR
5280 CNRS/Université Lyon 1/ENS-Lyon en vue de déterminer la configuration cis
(2) ou trans (E) des doubles liaisons des trienes conjugués présents dans les 4 isomeres
9,16-HOTE. Leurs structures ont été vérifiées en examinant I’attribution des protons
liés aux carbones sp” dans les doubles liaisons C=C. La configuration Z ou E des
différentes doubles liaisons a été déterminée en mesurant les constantes de couplage
sachant que les valeurs sont de I’ordre de ~ 17 Hz pour la configuration E et d’environ
10 Hz pour la configuration Z (Silverstein RM & Webster FX, 1998).

De plus, les spectres RMN des acides 9(S),16(S)-dihydroxy-octadéca-
10E,12Z,14E-triénoique et 9(R),16(S)-dihydroxy-octadéca-10E,12Z,14E-triénoique
élués respectivement a 33,2 min et 33,5 min (voir Fig. 23B), qui ne différent que par
I'inversion de la configuration stéréochimique du centre chiral porté par le carbonel®6,
doivent présenter des différences mineures dans les déplacements chimiques et dans
les constantes de couplage J notamment dans la région des triénes.

Sur ces bases, I’inspection des spectres RMN 1D, et en particulier de la région de
résonance triene (4-7 ppm) (Fig. 28 et la Fig. 29) permet de distinguer rapidement
parmi l'ensemble des molécules en fonction de la configuration de leur triene (par
exemple différencier les composés E,E,E élués a 32,1 min et 32,6 min des composes
E,Z,E élués a 33,2 min et 33,5 min (voir Fig. 23B)). L’assignation de résonance a été

déterminée en réalisant une expérience DQF COSY et les constantes de couplage ont
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été mesurées par l'analyse des spectres 2D de résolution. De cette fagon, nous avons
trouvé que la constance de couplage J *H-'H-3entre les protons situés des carbones
10-11 et 14-15 qui était d’environ 15 Hz dans tous les cas examinés, démontrant le
caractere E de ces deux doubles liaisons.

La mesure de la constante de couplage J;,13a été plus difficile & obtenir en raison
de la quasi-équivalence des déplacements chimiques, des effets de second ordre entre
Hy, et Hys et de la superposition des signaux des carbones. Pour simplifier le modeéle,
nous avons observé les résonances des protons des carbones 12 et 13 dans les spectres
1D de I’acide 9(R),16(S)-dihydroxy-octadeca-10E,12Z,14E-trienoique élué a 33,5 min,
(Fig. 23B) en effectuant un découplage sélectif des protons des carbones 11 et 14.
Cette importante simplification du modéle multiplet a permis de mettre en évidence un
couplage Ji,.13 d’environ 10 Hz qui est typique d’une configuration Z. La méme
approche n’a pas pu étre réalisée dans le cas des molécules E,E,E en raison du
chevauchement fort entre les protons des carbones 11,12,13,14 qui ont des
déplacements chimiques trés similaires. Néanmoins, puisque la détermination de la
configuration des doubles liaisons des trienes des molécules E,Z,E a été clairement
établie ci-dessus, nous pouvons attribuer avec certitude par I'exclusion la configuration
des doubles liaisons des triénes des molécules E,E,E sur la base des différences

importante entre les spectres RMN des molécules E,E,E et E,Z,E.
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Figure 28: Techniques de RMN appliquées a I’acide 9(S),16(S)-dihydroxy-
octadeca-10E,12E,14E-trienoique et [I’acide 9(R),16(S)-dihydroxy-octadeca-
10E,12E,14E-triénoique pour la determination de la configuration de la double
liaison

Spectres 1D et J-accouplements pour [I’acide 9(S),16(S)-dihydroxy-octadéca-
10E,12E,14E-triénoique (A) et I’acide 9(R),16(S)-dihydroxy-octadéca-10E,12E,14E-
triénoique (B) I’Assignation du résonance et les constantes de couplages J ont
déterminées a partir de I'analyse d'un COSY DQF et 2D des spectres de résolution
(données non présentées). Les spectres ont été acquis avec 8 scans et 2s de délai de
recyclage, le temps d'acquisition est de 1,8 s.
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Figure 29: Techniques de RMN appliquées a I’acide 9(S),16(S)-dihydroxy-
octadeca-10E,12Z,14E-trienoique et [I’acide 9(R),16(S)-dihydroxy-octadéca-
10E,12Z,14E-triénoique pour la détermination de la configuration de la double
liaison

Spectres 1D et J-accouplements pour I’acide 9(S),16(S)-dihydroxy-octadéca-10E,12Z,
14E-triénoique(A) et I'acide 9(R),16(S)-dihydroxy-octadéca-10E,12Z,14E-triénoique
(B) I’Assignation des résonances et les constantes de couplages J ont déterminées a
partir de I'analyse d'un COSY DQF et spectres 2D de résolution (données non

présentées). Les spectres ont acquis avec 8 scans et 2s de délai de recyclage, le temps
d'acquisition est de 1,8 s.

108

Cette thése est accessible a I'adresse : http://theses.insa-lyon.fr/publication/2013ISAL0059/these.pdf
© [M. Liu], [2013], INSA de Lyon, tous droits réservés



Cette étude RMN permet de conclure que les géométries des doubles liaisons
conjuguées des di-hydroxylés sont 10E,12E,14E, 10E,12E,14E, 10E,12Z,14E et
10E,12Z,14E pour les différents isoméres élués respectivement a 32,1 min, 32,6 min,
33,2 min et 33,5 min, voir Fig. 23B.

Les meétabolites di-hydroxylés formés a partir de I’ALA sont les acides
9(R),16(S)-dihydroxy-octadéca-10E,12E,14E-triénoique, 9(S),16(S)-dihydroxy-
octadéca-10E,12E,14E-triénoique, 9(S),16(S)-dihydroxy-octadéca-10E,12Z,14E-
triénoique et 9(R),16(S)-dihydroxy-octadéca-10E,12Z,14E-triénoique.

1.5 Métabolisme de I'ALA par la 15-LOX-2 recombinante humaine

Cette expérience a éteé realisée afin de vérifier si la 15-LOX-2 humaine
recombinante était capable de synthétiser ces métabolites. A cet effet, I’ALA, le 9(S)-
HOTE et le 9(x)-HOTE ont été incubés séparément avec cette enzyme. Nous avons
trouve que la 15-LOX-2 recombinante humaine pouvait effectivement convertir I’ALA
en 13-HOTE, comme nous I’avons déja montré précédemment avec la sLOX.
Cependant, la 15-liopoxygénase recombinante humaine semble moins efficace que la
sLOX pour métaboliser I’ALA en acide gras di-hydroxylés et les métabolites
principaux observés (Fig. 30B) étaient les isomeres 9,16-diHOTEs avec une
configuration E,E,E, les isoméres E,Z,E étant minoritaires. Par contre et sans doute
plus pertinent sur le plan biologique, le dérivé mono-hydroxylé 9(S)-HOTE est trés
bien métabolisés en 9(S),16(S)-diHOTE (voir Fig. 30A). Le 9(R)-HOTE qui est
produit dans des situations inflammatoires via la COX-2 via un processus de
cyclisation avorté, en particulier aprés un traitement par l'aspirine (Schneider C &
Brash AR, 2000), pourrait aussi étre métabolisé en 9(R),16(S)-diHOTE par la 15-

LOX-2 recombinante humaine.
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Figure 30: Exemple de chromatogrammes (HPLC) montrant les différents
métabolites synthétisés a partir de 9(S)-HOTE et I’ALA via la 15-LOX humaine
recombinante

Les conditions opératoires sont décrites au paragraphe 1.8 dans « Matériels et
Méthodes ». (A) 9(S),16(S)-E,Z,E-diIHOTE synthétisé a partir de 9(S)-HOTE par la
15-LOX humaine recombinante; (B) all trans-9(R),16(S)-diHOTE et 9(S),16(S)-
diHOTE synthétisé a partir de I’ALA par la 15-LOX humaine recombinante.

1.6 Conclusion de I’étude du metabolisme oxygéné de I’ALA

Tous les résultats (chromatographiques, GC-MS, RMN) montrent que les quatre
composés di-hydroxylés synthétisés a partir de I’ALA via la sSLOX sont les acides
9(R),16(S)-dihydroxy-octadéca-10E,12E,14E-triénoique, 9(S),16(S)-dihydroxy-
octadeca-10E,12E,14E-triénoique, 9(S),16(S)-dihydroxy-octadeca-10E,12Z,14E-
triénoique, et 9(R),16(S)-dihydroxy-octadéca-10E,12Z,14E-triénoique.
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I1. Effet anti-agrégant et anti-inflammatoire de 9,16-diHOTES

I1.1 Effet inhibiteur des isomeéres 9,16-diHOTES sur la COX-1 et effets anti-

agrégant

La COX-1 convertit I’acide arachidonique (20 :4n-6) en PGH, qui est ensuite
transformée en prostaglandines F,,, E, et D,. Les PGE, et PGD, sont des
prostaglandines pro-inflammatoires.

Dans notre expérience, l'inhibition de la COX-1 de mouton par les différents
isomeres 9,16-diHOTES a été testée avec 1 UM des différents isomeéres: en mesurant a
la fois de PGE, et PGD, selon la méthode décrite au paragraphe VI dans « Matériels et
Méthodes ».

Tableau 1. Effet de 9,16-di-HOTESs sur la COX-1 de mouton

controle 9(S),16(S)-di-HOTE 9(R),16(S)-di-HOTE
E,ZE E,ZE
COX-1
(PGD,+ PGEy) 134.9 +15.8 96.8+14.0" 83.2+9.0"

La COX-1 de mouton a été incubée séparément avec ou sans 1uM des différents
isoméres de 9,16-diHOTEs et avec 10uM d’acide arachidonique utilisé comme
substrat, respectivement. Les prostaglandines PGD, et PGE, ont mesurées par GC-MS
aprés dérivatisation. Les résultats sont exprimés en ng de PGD, et PGE, et chaque
résultat représente la moyenne + SEM de 4 déterminations. = P<0.01 vs contrdle en
utilisant un test de t apparié.

Les résultats présentés dans le Tableau 1 montrent que 1 UM de I’acide 9(S),16(S)-
dihydroxy-octadeca-10E,12Z,14E-triénoique et 9(R),16(S)-dihydroxy-octadéca-
10E,12Z,14E-triénoique diminuent significativement la synthése des prostaglandines
D, et E, respectivement d’environ 28% et 38%, et les dihydroxylés tout trans sont

inactifs.
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Ces métabolites di-hydroxylés issus de I’ALA semblent donc étre des inhibiteurs
moins puissants que la PDX qui inhibe la COX-1 de mouton d'environ 56% a 0,5 uM
et 62% a 5 pM dans ces mémes conditions (Liu M et al., Lipids, 2013, soumis a

publication).

Ces résultats sont en accord avec ceux de l'agrégation plaquettaire induite par le

collagéne.

Nous avons étudié I’effet des métabolites di-hydroxylés de I’ALA (9,16-diHOTES)
sur I’agrégation plaquettaire induite par le collagene en absence (contrdle) ou en
présence de | uM des différents metabolites di-hydroxylés de I’ALA. L agrégation des
plaguettes initiée par le collagéne et incubées en présence de 1 puM des différents
acides:  9(S),16(S)-dihydroxy-octadéca-10E,12Z,14E-trienoique et  9(R),16(S)-
dihydroxy-octadéca-10E,12Z,14E-triénoique, était inhibée respectivement de 64% et
65% par rapport au contréle (Fig. 31). Les isomeéres tout trans sont inactifs (pas
d’effet sur l'agrégation plaquettaire). Ce résultat confirme des résultats antérieurs
obtenus au laboratoire (Chen P et al., 2011) montrant que seul les acides gras di-
hydroxylés avec des triénes E,Z,E étaient capables d’inhiber I’agrégation plaquettaire,

les dérivés tout trans étant inactifs.
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agoniste

I’acide 9(R),16(S)-dihydroxy-octadeca-10E,12Z,14E-triénoique
I’acide 9(S),16(S)-dihydroxy-octadeca-10E,12Z,14E-triénoique
AT I 10%
contrdle
1 min
«—>

Figure 31: Effet de 9,16-diHOTESs sur I'agrégation plaquettaire induite par le
collagéne

Plaquettes (400 pl) sont pré-incubées pendant 1 min a 37°C puis I’agoniste est ajouté
en présence ou en absence de 1 uM 9,16-diHOTEs. L'agrégation plaquettaire a été
suivie pendant 4 min. Les profils d'agrégations sont représentatifs de 3 experiences

indépendantes. T : transmission.

I1.2 Effet anti-inflammatoire des 9,16-diHOTEs

Apres avoir montré que les isomeéres 9,16-dihydroxy-octadéca-10E,12Z,14E-
triénoiques possédaient des propriéteés anti-agregantes, nous avons voulu savoir si ces
composés di-hydroxylés issus de 18:3n-3 pouvaient aussi avoir des propriétés anti-
inflammatoires. Pour cela, nous avons étudie I’effet des 9,16-diHOTES sur les activités

de la cycooxygénase-2 (COX-2) et de la 5-LOX humaine.
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I1.2.1 Effet des isoméres 9,16-diHOTES sur la COX-2 recombinante

humaine

La cyclooxygénase-2 (COX-2) est impliquée dans de nombreuses maladies
inflammatoires.

L'inhibition de la COX-2 commerciale recombinante humaine par les isomeres
9,16-diHOTEs (1 uM) a été évaluée en mesurant la synthese des prostaglandines E, et
D,. Les résultats rapportés dans le Tableau 2 montrent que 1 puM de I’acide 9(S),
16(S)-dihydroxy-octadéca-10E,12Z,14E-trienoique et 9(R),16(S)-dihydroxy-octadéca-
10E,12Z,14E-triénoique inhibent significativement [I’activitt de la COX-2

respectivement d’environ 9% et 21%.

Tableau 2. Effect de 9,16-di-HOTESs sur la COX-2
humaine recombinante

controle 9(8),16(S)-di-HOTE  9(R),16(S)-di-HOTE
E,ZE E,ZE

COX-2
(PGD,+PGE;)  136.1+11.0 1245+8.8" 107.4+7.2°

La COX-2 recombinante humaine a été incubée separément avec ou sans 1uM des
différents isomeres de 9,16-diHOTEs et avec 10uM d’acide arachidonique utilisé
comme substrat, respectivement. Les prostaglandines PGD, et PGE, sont mesurées
par GC-MS aprés dérivation. Les resultats sont exprimés en ng de PGD, et PGE, et
chaque résultat représente la moyenne + SEM de 4 déterminations.” P<0.05, ™ P<0.01
vs contréle en utilisant un test de t apparié.
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I1.2.2 Effet des isoméres 9,16-diHOTESs sur le métabolisme de I'acide

arachidonique par la 5-LOX des leucocytes polymorphonucléaires humains

Nous avons isolé les leucocytes polymorphonucléaire (PMNSs) en utilisant la
méthode décrite dans paragraphe 111 du chapitre « Matériels et Méthodes ».

L'inhibition de la voie 5-LOX par 1 uM des isomeéres 9,16-diHOTE a été évaluée
en mesurant les métabolites derivés de I’AA: 5(S)-HETE, leucotriéne By (LTB,
5(5),12(R)-Z,E,E-LTBy,) et les 2 isomeres tout trans du LTB, (5(S),12(R)-E,E,E-LTB,
et 5(S),12(S)-E,E,E-LTB,).

Les résultats présentés dans le Tableau 3 montrent que seul I’acide-9(R),16(S)-
dihydroxy-octadéca-10E,12Z,14E-triénoique diminue significativement la formation
des leucotrienes et celle du 5(S)-HETE, respectivement d'environ 10% et 20%. Ces
données suggeérent que cette inhibition ne concerne que la 5-LOX et pas I’hydroxylase
LTA,. Ce résultat différe de celui obtenu pour la protectine DX (PDX) qui est inactive
sur la voie de la 5-LOX, et cela méme a 10 uM (voir le Tableau 4). L’ensemble de ces
données  suggerent que  I’acide-9(R),16(S)-dihydroxy-octadéca-10E,12Z,14E-

triénoique pourait avoir un effet anti-inflammatoire.

Tableau 3. Effet de 9,16-di-HOTEs sur la 5-LOX de leucocytes humains

Controle 9(R),16(S)-di-HOTE (E,Z,E)
LTBus 9.57 £ 0.66 8.78 + 0.78*
5-HETE 0.89 +0.03 0.71 % 0.05*
Produits de la voie 5-LOX 10.46 + 0.68 9.49 + 0.81*

Les leucocytes humains isolés ont été incubés en présence ou en I'absence de 1 uM des
différents isomeres de 9,16-diHOTEs a 37 ° C et avec 10 uM d'acide arachidonique
comme substrat et stimulé par 1 uM d’ionophore A23187. Les métabolites oxygénés
ont ensuite été extraits et quantifiés par RP-HPLC. Les résultats sont exprimés en
nmol de la somme des métabolites synthétisés par la 5-LOX (LTB4 + isomeres LTB4
+5-HETE). lls représentent la moyenne + SEM de 5 déterminations, * p <0,05 vs
contrdle en utilisant un test de t apparié.
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Tableau 4. Effet de la PDX sur la 5-LOX de leucocytes humains

Controle PDX 1 pM PDX 10 uM
LTBss 9.0+1.6 9.0 3.0 9.1+24
5-HETE 08+0.3 06+0.3 0.6 0.4

Les leucocytes humains isolés ont été incubés en présence ou en I'absence de la PDX a
37°C et avec 10 uM d'acide arachidonique comme substrat et stimulés avec 1 uM
d’ionophore A23187. Les métabolites oxygenés ont ensuite été extraits et quantifies
par RP-HPLC. Les résultats sont exprimés en nmol de la somme des métabolites
synthétisés par la 5-LOX (LTB, + isomeéres LTB, +5-HETE). lls représentent la
moyenne * SD de 3 déterminations

I1.3 Conclusion

En résume, les acides 9(S),16(S)-dihydroxy-octadéca-10E,12Z,14E-triénoique et
9(R),16(S)-dihydroxy-octadeca-10E,12Z,14E-trienoique qui possédent des triene avec
des doubles liaisons conjuguées E,Z,E inhibent la voie de la COX-1 et I’agrégation
plaquettaire. Seul [I’acide 9(R),16(S)-dihydroxy-octadéca-10E,12Z,14E-triénoique
présente en plus un effet anti-inflammatoire via I’inhibition des voies COX-2 et 5-
LOX.
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II1. Discussion générale

L'ALA est un acide gras essentiel que I’on retrouve principalement dans les huiles
vegétales. 1l est consommeé au niveau du gramme dans I'alimentation humaine. C’est le
précurseur des acides gras de la série n-3 et en particulier des acides
eicosapentaénoique (EPA) (20:5n-3) et docosahexaénoique (DHA) (22:6n-3),
cependant sa conversion en EPA et DHA est limitée puisqu’elle n’est que
repectivement d’environ 10% et 1% (Brenna JT, 2002; Sinclair AJ et al., 2002). Par
contre, I'ALA est bien B-oxydé (Burdge GC, 2006; Leyton J et al., 1987) ce qui
explique en partie sa faible accumulation dans le plasma et les tissus.

Le voie métabolique que nous décrivons qui implique la 15-LOX que I’on
retrouve dans la plupart des cellules, pourrait aussi expliquer ce taux bas d’ALA
plasmatique.

Dans cette étude, nous rapportons la caractérisation complete de nouveaux
métabolites dérivés de I'ALA, ainsi que leurs effets anti-inflammatoires et anti-
agrégants. Nous avons montré que I'ALA était principalement converti en 13(S)-
HOTE par la 15-lipoxygénase de soja (sLOX). Cependant, une petite quantité de 9(S)-
HOTE a egalement été détectée. Ce dernier est majoritairement produit par la 15-LOX
de pomme de terre (Grechkin AN et al., 1991).

Il est tout d’abord intéressant de noter que contrairement aux autres acides gras
polyinsaturés en C20 ou en C22 qui génerent via un mécanisme de dioxygénation
gu’un seul métabolite di-hydroxylé avec une configuration E,Z,E, I’ALA est converti
en quatre isomeres di-hydroxylés. L’existence de ces quatre produits di-hydroxyles
dérivés de I’ALA avait déja été décrite et leur structure, partiellement caractérisée par
Sok et Kim (Sok DE & Kim MR, 1990; Sok DE & Kim MR, 1994). Cependant, la
stéréochimie des carbones asymetriques C9 et C16 proposée par ces auteurs n’est pas
compatible avec nos résultats expérimentaux. En effet I’incubation du 9(S)-HpOTE ou
du 9(S)-HOTE avec la sLOX génére comme attendu un composé majoritaire identifié
par GC-MS et RMN comme étant du 9(S),16(S)-diHOTE avec une configuration
E,Z,E (Fig. 27). Il est synthétisé via un mécanisme de dioxygenation similaire a celui

qui a déja été mis en évidence en utilisant de I’*?0 dans la synthése de la PDX (Chen P
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et al., 2009). Par contre le fait que le deuxiéme isomeére avec ausssi une configuration
E,Z,E n’apparaisse uniquement que lorsque I’on incube le 9(x)-HOTE ou I’ALA avec
la 15-LOX (Fig. 26 et 27A) implique que les deux acides gras di-hydroxylés (E,Z,E)
ne peuvent étre que le 9(S),16(S)-diHOTE et le 9(R),16(S)-diHOTE et non le
9(S),16(S)-diHOTE et le 9(S),16(R)-diHOTE comme cela a été suggéré par Sok.

La géométrie des doubles liaisons des isomeres dont les spectres UV se
superposent a celui des spectres UV des isomeéres trans des leucotriénes a été
confirmée par RMN. Cependant la stéréochimie des carbones 9 et 16 reste a démontrer
en réalisant la synthese chimique de ces molécules. Néanmoins, nous I’avons définie
par comparaison avec celle déja décrite pour les isomeéres 8(R),15(S)- et 8(S),15(S)-
E,E,.E-dIHETE (Maas RL & Brash AR, 1983; Maas RL et al., 1981) et aussi avec
I'ordre d'élution des diastéreoisomeres 6-trans-LTB, et 6-trans-LTBs (Lee CW et al.,
1982; Mencia-Huerta JM et al., 1983; Lee TH et al., 1984).

Nous concluons que les quatre composes di-hydroxylés issus de I'ALA traité par
la sSLOX sont dans I’ordre d’élution croissant: les acides 9(R),16(S)-dihydroxy-
octadéca-10E,12E,14E-triénoique, 9(S),16(S)-dihydroxy-octadéca-10E,12E,14E-
triénoique, 9(S),16(S)-dihydroxy-octadéca-10E,12Z,14E-triénoique et 9(R),16(S)-
dihydroxy-octadéca-10E,12Z,14E-triénoique. Ces données suggérent qu'il existe deux
mécanismes distincts pouvant expliquer la formation de ces isomeres 9,16-diHOTEs.
Les composés E,Z,E: 9(S),16(S)- et 9(R),16(S)-diHOTE résulteraient d'un mécanisme
de dioxygénation comme cela a déja été montré précédemment pour PDX (Chen P et
al., 2009); les isomeres 9,16-diHOTEs tout trans seraient formés par un autre
mécanisme sans doute similaire a celui qui intervient dans la formation des isomeéres
tout trans des leucotriénes (Shimizu T et al., 1984).

Le métabolisme de I’ALA en acides gras di-hydroxylés par la sSLOX est faible
(3.5%) car il se forme peu de 9(S)-HOTE. L’ALA semble étre un mauvais substrat
pour la 15-LOX recombinante humaine qui par contre convertit efficacement le 9(S)-
HOTE en 9,16-diHOTE en acides gras di-hydroxylés. Ce résultat reste cependant tres
intéressant d’un point de vue biologique car le 9(S)-HOTE peut étre produit par les

COXs comme cela a déja été montré pour le 18:2n-6 (Kaduce TL et al., 1989) et le
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9(R)-HOTE par la COX-2 traitée par I’aspirine, via un processus de cyclisation avorté
(Schneider C & Brash AR, 2000). Un tel mécanisme renforce le rdle anti-
inflammatoire des acides 9(S),16(S)-dihydroxy-octadéca-10E,12Z,14E-triénoique et
9(R),16(S)-dihydroxy-octadeca-10E,12Z,14E-trienoique formés et contribuer ainsi a
réduire I’inflammation.

Par ailleurs, les métabolites di-hydroxylés avec la configuration E,Z,E de méme
que les autres poxytrines sont vraisemblablement responsables pour une part des effets
bénéfiques de I'ALA dans les maladies cardiovasculaires en réduisant la production
des eicosanoides pro-inflammatoires : prostaglandine D, et E, et les leucotrienes By,
C4,.... (RenJetal., 2007; Ishihara K et al., 2002; Cherian G, 2007).

La presente etude montre aussi des effets biologiques des isomeéres di-hydroxylés
9,16-diHOTE (E,Z,E) sur la COX-1. Nous avons observé que les acides 9(S),16(S)-
dihydroxy-octadéca-10E,12Z,14E-triénoique et  9(R),16(S)-dihydroxy-octadéca-
10E,12Z,14E-triénoique diminuent significativent I’activité de la COX-1. De plus, les
isomeres E,Z,E inhibent l'agrégation plaquettaire induite par le collagéne. Cependant,
ces meétabolites dérivés de I’ALA sont, dans les mémes conditions, moins puissants
que la PDX mais valide le fait que toutes les poxytrines caractérisées par un triéne
conjugué E,Z,E sont des inhibiteurs de la COX-1 (Chen P et al., 2011). La PDX inhibe
a la fois la production de thromboxane A, en reponse au collagene et I’agrégation
induite par I’analogue structural de la PGH, (U46619) en agissant sur le récepteur du
thromboxane A, (Chen P et al., 2011).

La COX-2 est une enzyme inductible qui est présente au niveau des sites
dl'inflammation. Elle est augmentée dans divers carcinomes et joue un role central
dans la tumorigenese (Aggarwal BB et al., 2006). L'inhibition de la COX-2 est un
mode majeur d'action visant a réduire I'inflammation (Masferrer JL et al., 1994). Dans
notre étude, nous avons montré que les acides 9(S),16(S)-dihydroxy-octadéca-
10E,12Z,14E-triénoique et 9(R),16(S)-dihydroxy-octadéca-10E,12Z,14E-triénoique
présentent un effet inhibiteur sur la COX-2 humaine recombinante. L'inhibition
observée pour I’acide 9(R),16(S)-dihydroxy-octadéca-10E,12Z,14E-triénoique devrait

donc étre particulierement pertinent puisque 9(R)-HOTE peut étre synthétisé au cours
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de l'inflammation par la COX-2 en présence d’aspirine (Schneider C & Brash AR,
2000).

En outre, I’acide 9(R),16(S)-dihydroxy-octadéca-10E,12Z,14E-triénoique diminue
de facon significative la formation de leucotrienes B, et le 5(S)-HETE formés via la 5-
LOX presente dans les PMN humains incubés avec de I’acide arachidonique et activés
par I’ionophore calcique.

Cette inhibition apparait stéréo sélective. Ceci suggere que I’acide 9(R),16(S)-
dihydroxy-octadéca-10E,12Z,14E-triénoique devrait étre un agent anti-inflammatoire
efficace. Le mécanisme pourait étre une compétition avec le LTB, qui possede une

structure similaire : I’acide 5(S),12(R)- dihydroxy-6Z,8E,10E,14Z-eicosatétraénoique.

En conclusion, il est intéressant de noter que les acides 9,16-dihydroxy-octadéca-
10E,12Z,14E-triénoique presentent des propriétés anti-agrégantes au méme titre que
les autres poxytrines. En outre, I’acide 9(R),16(S)-dihydroxy-octadéca-10E,12Z,14E-
triénoique qui inhibe la COX-2 et la voie de la 5-LOX aurait en plus des propriétés
anti-inflammatoires puisque il peut étre synthétisé a partir du 9(R)-HOTE généré au

cours de I'inflammation en présence d'aspirine.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES
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CONCLUSIONS

La premiére partie de notre travail a permis de caractériser quatre nouveaux
composés di-hydroxylés synthétisés par la sSLOX a partir des acides alpha-linolénique
(18:3n-3). Il s’agit des acides 9(R),16(S)-dihydroxy-octadéca-10E,12E,14E-triénoique,
9(S),16(S)-dihydroxy-octadéca-10E,12E,14E-triénoique, 9(S),16(S)-dihydroxy-
octadéca-10E,12Z,14E-trienoique et 9(R),16(S)-dihydroxy-octadéca-10E,12Z,14E-
triénoiques. L’ALA peut aussi étre converti en acides gras mono-hydroxylé 13(S)-
HOTE. Nous avons aussi montré que I’ALA n’est pas un trés bon substrat pour la 15-
LOX-2 recombinante humaine qui le transforme principalement en dérivés di-
hydroxylés 9,16-diHOTE tout trans. Par contre, les isoméres 9(S)- et 9(R)-HOTE qui
peuvent étre produits par les COXs via différents mécanismes, sont convertis
efficacement en 9(S),16- et 9(R),16-diHOTEs par la 15-LOX-2 recombinante
humaine. Ainsi, I’ALA pourait jouer indirectement un réle anti-inflammatoire.

Dans la deuxieme partie, nous avons montré que seules les molécules s’apparentant
aux poxytrines avec un triéne conjugué E,Z,E inhibent l'agrégation plaquettaire induite
par le collagéne. Seul I’acide 9(R),16(S)-dihydroxy-octadéca-10E,12Z,14E-triénoique
présente un effet anti-inflammatoire via I’inhibition des voies COX-2 et 5-LOX en

diminuant significativement de la formation des leucotrienes et le 5(S)-HETE.

Ces résultats eclairent un peu le role encore mal connu de I’ALA.
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PERSPECTIVES

Le travail effectué avec I’ALA peut étre réalisé avec I’acide gamma-linolénique
(18:3n-6 ou GLA). Nous avons déja reussi a isoler 4 composés di-hydroxylés issus du
GLA incubé avec la 15-lipoxygénase de soja (SLOX). Apres les travaux a cellulaires,
nous allons maintenant rechercher les métabolites des acides linoléniques (n-3 et n-6)
dans des tissus biologiques apres supplémentation puisqu’on a montré que ceux issus

de I’AA pouvaient étre synthétisés par la 15-LOX recombinante humaine.

Nous allons aussi étudier les effets biologiques de ces 4 isoméres di-hydroxylés
issus du GLA. Nous testerons leurs effets anti-agrégants sur |’agrégation des
plaquettes humaines et sur la COX-1 ainsi que leurs effets anti-inflammatoires sur la
COX-2 et la 5-LOX. Nous comparerons le role biologique des métabolites du GLA

avec celui de I’ALA.

Il serait aussi intéressant de connaitre le mécanisme et les intermédiaires formés

au cours de la synthése des métabolites tout trans.

Enfin, les mécanismes d’inhibition du composé 9(R),16(S)-dihydroxy-octadéca-

10E,12Z,14E-triénoique sur I’agrégation et I’inflammation reste a élucider.
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RESUME :

Les acides gras de la série n-3 et notamment I’acide docosahexaénoique (DHA) jouent un rdle important dans la
prévention des maladies cardiovasculaires. Un de ses métabolites, la protectine DX (PDX), qui est un isomere de la
protectine D1 (PD1) (Chen P et al., 2009), inhibe I’agrégation des plaquettes sanguines. D’autres composés similaires
appelés "poxytrins”, qui possedent aussi un triéne conjugué avec une géométrie E,Z,E, ont également été synthétisés a partir
d'autres acides gras polyinsaturés (AGPI) via la lipoxygénase de soja. Ces composés présentent des propriétés anti-agrégantes
en inhibant la cyclo-oxygénase plaquettaire et le récepteur du thromboxane A, (Chen P et al., 2011).

Dans cette thése, nous décrivons de nouveaux composés dihydroxylés synthétisés par la 15-lipoxygénase de soja a partir
de I’acide alpha-linolénique (18:3n-3), un acide gras polyinsaturé indispensable consommé au niveau du gramme chez
I’Homme adulte. 1l est converti en acides gras monohydroxylés et dihydroxylés. Ces composés ont été séparés par
chromatographie liquide a haute performance (HPLC) en phase inverse et caractérisés par chromatographie gazeuse couplée
a la spectrométrie de masse (GC-MS) apres dérivation adéquate. Un acide gras monohydroxylé, majoritaire, I’acide 13(S)-
octadécatriénoique (13(S)-OH-18:3) et quatre acides gras dihydroxylés ont été détectés. Ces derniers présentent tous un
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et par GC-MS. Ce sont les acides 9(R),16(S)-dihydroxy-octadéca-10E,12E,14E-triénoique, 9(S),16(S)-dihydroxy-octadéca-
10E,12E,14E-triénoique,  9(S),16(S)-dihydroxy-octadéca-10E,12Z,14E-triénoique et 9(R),16(S)-dihydroxy-octadéca-
10E,12Z7,14E-triénoique. lls sont également synthétisés par la 15 lipoxygénase recombinante humaine de type 2.

Ces composés dihydroxylés 9,16-diHOTEs ont été testés sur les plaquettes isolées a partir du sang humain. Nous avons
observé que seules les molécules ayant la géométrie E,Z,E du triéne conjugué inhibent l'agrégation plaquettaire induite par le
collagene et inhibent la cyclooxygénase-1 (COX-1) de mouton. Les propriétés anti-inflammatoires de ces produits ont
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cyclooxygénase-2 (COX-2) recombinante humaine et seul I’acide 9(R),16(S)-dihydroxy-octadéca-10E,12Z,14E-triénoiques
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arachidonique.
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