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1 Introduction

Les acides époxyeicosatriénoiques (EETs) sont des médiateurs lipidiques
synthétisés a partir de l'acide arachidonique (ARA) (20:4 ®-6) par les cytochromes
P450 (CYP450) de type époxygénases, principalement au niveau de l'endothélium
vasculaire (Morisseau et Hammock, 2013; Bellien et al., 2011; Imig, 2012). Il existe 4
régioisomeres d'EETs en fonction de la position de l'insaturation sur laquelle est greffé
le groupement époxyde. Ces EETs possedent de nombreuses propriétés bénéfiques sur
le plan vasculaire en induisant la natriurése et l'angiogenése tout en prévenant
l'inflammation, l'apoptose et les processus thrombotiques (Morisseau et Hammock,
2013; Bellien et al., 2011; Imig, 2012). Une fois synthétisés, les EETs sont rapidement
incorporés dans les phospholipides (PL) des membranes cellulaires par un mécanisme
d'estérification dépendant de l'acyl-Coenzyme A (Klett et al., 2017), constituant un pool
de stockage pouvant étre libéré sous l'action des phospholipases de type A (PLA, et
PLA:). Sous leur forme libre, les EETs sont rapidement dégradés en acides
dihydroxyeicosatriénoiques (DHETS), dérivés possédant une activité plus faible voire
opposée aux EETs, par une enzyme appelée époxyde hydrolase soluble (sEH)
(Morisseau et Hammock, 2013; Bellien et al., 2011; Imig, 2012).

Les expérimentations animales ainsi que I'é¢tude des polymorphismes génétiques
du géne EPHX2, codant la sEH chez I'homme, ont permis de démontrer que la sEH
pouvait étre une cible pharmacologique potentielle dans le traitement des maladies
cardiovasculaires. Le développement et l'utilisation d'inhibiteurs pharmacologiques de
la sEH ayant la capacité¢ de promouvoir les effets vasculoprotecteurs des EETs ont
montré des résultats prometteurs dans des modeles murins de diabéte ou d'hypertension

artérielle (HTA) essentielle ou le catabolisme des EETs semble accru (Bellien et al.,
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2011; Roche et al., 2015 ; Duflot et al., 2014; Morisseau et Hammock, 2013; Bellien et
al., 2012). Ainsi, disposer d'une méthode analytique fiable et robuste de quantification
des EETs et DHETSs permettrait d'évaluer 1'activité de la SEH (caractérisée par le ratio
DHETS/EETs) dans les processus vasodilatateurs et son rdle dans les maladies
cardiovasculaires. L'incorporation rapide de ces lipides dans les structures plus
complexes tels que les glycérophospholipides et les lipoprotéines rend difficile leur
quantification sous leur forme libre (Karara et al., 1991; Karara et al., 1992).

Des méthodes enzymatiques basées sur l'utilisation de PLA, synthétique ont
démontré leur efficacité pour la libération des EETs et DHETS estérifiés en position sn-
2 des phospholipides (Goulitquer et al., 2008) mais ces composés peuvent ¢galement
étre situés en position sn-1 (Fang et al., 2003). Ainsi, l'utilisation d'une méthode
chimique basée sur la saponification des échantillons plasmatiques a l'aide de soude
(NaOH) ou de potasse semble plus efficace et moins coliteuse pour libérer les EETs et
DHETs estérifiés (Fang et al., 2003; Schuchardt et al., 2013). Il existe ¢galement des
techniques de dosage radioimmunologiques (RIA) et immunoenzymatiques (ELISA)
faciles a utiliser pour la quantification de ces composés mais ces méthodes ont
l'inconvénient d'avoir une faible spécificité (risque de réactions croisées) a l'origine de
faux positifs en relation avec la forte homologie de structure existante entre différents
composés lipidiques proche des EETs et des DHETs (Tsikas et Zoemer, 2014). Au
cours des dernicres décennies, 'utilisation de la chromatographie gazeuse (CG) couplée
a la spectrométrie de masse (SM) a été largement utilisée mais nécessite des étapes de
dérivation pouvant s'avérer fastidieuse, colteuse et chronophage (Goulitquer et al.,
2008; Tsikas et Zoemer, 2014).

Ainsi, une méthode de chromatographie liquide haute performance (CLHP)

couplée a la spectrométrie de masse en tandem (SM/SM) pourrait étre plus rapide et
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sensible pour détecter et quantifier les EETs et DHETs mais il n'existe a 1'heure actuelle
ni standardisation du mode opératoire ni validation analytique des différentes méthodes
utilisées précédemment. Dans ce contexte, le but de ma thése a été de développer et de
valider une technique de CLHP-SM/SM permettant la quantification simultanée des 4
régioisomeres des EETs et des DHETSs plasmatiques avant et aprés chauffage cutané
distal, technique utilisée en recherche clinique pour la stimulation de la fonction

endothéliale et induisant une vasodilatation de I'artére radiale (Bellien et al., 2006).

2 Revue générale de la littérature

2.1 Les acides époxyeicosatriénoiques (EETSs)

2.1.1 Formation des EETSs

L'ARA circulant sous forme libre peut étre métabolisé par les lipoxygénases
(LOX), les cyclooxygénases (COX) et les CYP450, une superfamille d'hémoprotéines
participant au métabolisme oxydatif des composés exogénes et endogenes (Figure 1)
(Liu et al, 2005). Les LOX convertissent I'ARA en acides
hydroperoxyeicosatétraénoiques, forme instable rapidement transformés en acides
hydroxyeicosatétraénoiques (HETE) tandis que les COX métabolisent 'ARA en
prostaglandines et thromboxanes. Les CYP450 intervenant dans le métabolisme de
I'ARA peuvent étre de type époxygénase (CYPIA, 2B, 2C, 2E et 2J) catalysant la
formation d'EETs avec la participation du nicotinamide adénine dinucléotide réduit
(NADP) ou de type hydroxylase (CYP4A et 4F) permettant la formation de 20-HETE,
puissant agent vasoconstricteur des artérioles cérébrales, rénales, mésentériques et du
muscle squelettique (Morisseau et Hammock, 2013; Bellien et al., 2011; Imig, 2012;

Daikh et al., 1994; Alonso-Galicia et al., 1999).
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Figure 1 : Vue d'ensemble du métabolisme de l'acide arachidonique (ARA).

L'ARA peut étre converti par les cyclooxygénases (COX) en prostaglandines (PGs) et
thromboxanes (TxA;) et par les lipoxygénases (LOX) en acides hydroxyeicosatéraénoiques
(HETE). La troisieme voie de métabolisation de I'ARA est réalisée par les cytochromes P450
(CYP450) de type hydroxylase (CYP4A et CYP4F) formant lacide 20-
hydroxyeicosatétraénoique (20-HETE) et de type époxygénase (CYPIA, 2B, 2C, 2E et 2J)
produisant 4 régioisomeres d'acides époxyeicosatriénoiques (EETs). Les EETs sont soit
incorporés dans la membrane des phospholipides par un mécanisme impliquant l'acyl-
Coenzyme A, constituant ainsi un pool de réserve susceptible d'étre libéré grace a l'action des
phospholipase A, et A (PLA, et PLA>), soit rapidement métabolisé par ['époxyde hydrolase
soluble (sEH) en dérivés diols; les acides dihydroxyeicosatriénoiques (DHETS) (d’aprés Duflot
etal., 2017).

I1 a été démontré que les CYP2C et 2J sont les principaux CYP450 participant a
la synthése d'EETs dans le systeme cardiovasculaire (Morisseau et Hammock, 2013;
Bellien et al., 2011; Imig, 2012; Daikh et al., 1994). Ces CYP450, localisés au niveau

du réticulum endoplasmique (RE), catalysent le transfert d'un groupement époxyde sur
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l'une des quatre insaturations de 1'ARA, permettant la synthése de 4 régioisomeres
d'EETs de configuration cis- possédant chacun 2 énantiomeéres threo : (5R,65)-EET,
(5S5,6R)-EET, (8R,95)-EET, (8S,9R)-EET, (11R,12S5)-EET, (11S,12R)-EET, (14R,15S5)-
EET et (14S,15R)-EET, le pourcentage de chaque énantiomére dépendant de l'isoforme
du CYP450 impliquée. Il existe par ailleurs des composés trans-EETs, présents
principalement dans les globules rouges (GR), provenant de réactions radicalaires et
possédant des propriétés similaires et parfois plus puissantes que les cis-EETs (Jiang et
al., 2005). 11 existe une variabilité inter-espece des différentes isoformes de CYP450
époxygénases. Ainsi, la souris exprime les CYP2C29, CYP2C38 et CYP2C44 dans les
vaisseaux sanguins alors que le rat posséde majoritairement les CYP2C11 et CYP2C23.
Dans les arteres et artérioles humaines, les principales isoformes exprimées sont les
CYP2C8 et 2C9 et produisent majoritairement le 11,12-EET, considéré comme le
principal facteur hyperpolarisant dérivé de l'endothélium (EDHF) (Morisseau et
Hammock, 2013; Bellien et al., 2011; Imig, 2012). D'autre part, le CYP2J2 est la
principale isoforme responsable de la synthése du 14,15-EET, plus particuli¢rement du
14,15(R,S)-EET dans le cceur, les reins, les poumons, les ilots pancréatiques et les

cellules circulantes humaines.

2.1.2 Propriétés physiologiques des EETs

Les EETs sont des médiateurs lipidiques participant a de nombreuses voies de
signalisation cellulaire, bien qu'aucun récepteur spécifique n'ait été clairement identifié.
Ils possédent des propriétés vasodilatatrices, anti-inflammatoires, thrombolytiques, pro-
angiogéniques et anti-apoptotiques. Au sein du service de Pharmacologie du CHU de
Rouen, la capacité des EETs a induire une vasodilatation des artéres de conductance in

vivo chez I'homme a été largement étudiée (Bellien ef al., 2006; Bellien et al., 2012). En
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effet, les EETs sont synthétisés dans les cellules endothéliales en réponse a la fixation
d'agonistes (bradykinine, acétylcholine) sur leurs récepteurs endothéliaux ou en réponse
a l'augmentation du débit sanguin et donc des forces de cisaillement s’appliquant a
I’endothélium. Les 4 régioisomeres d'EETs sont des EDHF responsable de la relaxation

des cellules musculaires lisses (CML) vasculaires via différents mécanismes (Figure 2).

Endothelial cel Epoxyeicosatrienoic acids
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Figure 2 : Les différents mécanismes impliqués dans la vasodilatation dépendante des EETs.
A : Activation des canaux TRPV4 situés sur la CML et responsables de sparks calciques
provenant du réticulum endoplasmique. Ces sparks activent les canaux potassiques calcium-
dépendant de large conductance (BKc,) permettant !'hyperpolarisation de la membrane
plasmique de la CML. B : Les EETs, en activant les canaux TRP des cellules endothéliales,
permettent l'activation des canaux potassiques calcium-dépendants de petite et moyenne
conductance (SKc, et IKc,) induisant l'hyperpolarisation de la membrane plasmique de la
cellule endothéliale. Cette hyperpolarisation est ensuite transmise a la CML via les "gap"
jonctions. C: Les EETs se fixent un récepteur au niveau de la CML, activant une protéine
kinase permettant la fuite de potassium par les BK c, et les canaux potassiques ATP dépendants

(Karp) (d'apres Imig et al., 2012).
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La capacité¢ des EETs a diffuser passivement a travers la membrane plasmique
des cellules endothéliales leur permet d'activer les canaux potassiques calcium-
dépendants de large conductance (BKc,) situés sur les CML. Ce sont également des
molécules autocrines capables d'activer les canaux potassiques calcium-dépendants de
petite et moyenne conductance (SKc. et IKc.) des cellules endothéliales.
L'hyperpolarisation des cellules endothéliales est alors transmise aux CML par
l'intermédiaire des jonctions communicantes (gap junctions) et le potassium libéré peut
¢galement activer 'ATPase Na'/K" sensible a la ouabaine participant également a
I'hyperpolarisation des CML. Cette hyperpolarisation a pour finalit¢ de réduire la
probabilité que les canaux calciques voltage-dépendants, responsables de la contraction,
soient en état « ouvert » induisant ainsi la relaxation de ces cellules. Il existe par ailleurs
une étroite relation entre les EETs et la voie du monoxyde d'azote (NO) (Hercule et al.,
2009). En effet, les EET ont la capacité d'accroitre 1'expression et l'activité de la NO
synthase endothéliale (eNOS) augmentant ainsi la concentration en monoxyde d'azote,
principal facteur vasodilatateur provenant de 1'endothélium. Le NO libéré va a son tour
réduire 'activité des CYP2C et donc la synthése d'EETs (Bellien ef al., 2011). Ainsi, la
baisse du NO en pathologie entraine une augmentation de 1’activité des CYP450 et une
libération compensatrice des EETs, permettant de maintenir une réponse vasodilatatrice
a certains stimuli (Bellien et al., 2011). Paradoxalement, les propriétés des EETs au
niveau pulmonaire sont complétement opposées a celles de la circulation systémique.
Ainsi, les EETs induisent sur les vaisseaux pulmonaires une action vasoconstrictrice
directe par l'intermédiaire des canaux TRPC6 (Transient receptor potential cation
channel, subfamily C, member 6) (Loot et Fleming, 2011).

Une autre propriété intéressante des EETs sur le plan vasculaire est sa capacité a

diminuer les processus inflammatoires. En effet, les EETs réduisent l'expression des
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molécules d'adhésion aux cellules vasculaires (VCAM-1) et 1'adhésion des leucocytes
au lit vasculaire en réponse aux stimuli inflammatoires par l'intermédiaire de I'inhibition
de la kinase IkB puis du facteur nucléaire kB (NF-«B) et (Node et al., 1999). Les effets
anti-inflammatoires des EETs sont également transmis par les récepteurs activés par les
proliférateurs de péroxysomes (PPAR) et la diminution de l'expression de la COX-2
inductible (Bellien et al., 2011). Par ailleurs, le 11,12-EET est le seul régioisomeére
possédant des propriétés anti-migratoires et antiprolifératives sur des CML mises en
culture par un mécanisme faisant intervenir 1'adénosine monophosphate cyclique
(AMPc) et la protéine kinase A (PKA) (Liu et al., 2005, Sun et al., 2002).

D'autre part, les EETs sont connus pour étre impliqués dans l'angiogenese en
agissant sur la voie de signalisation du facteur de croissance de I'endothélium vasculaire
(VEGF) (Webler et al., 2008). De plus, les 5,6- et 8,9-EETs contribuent a la migration
des cellules endothéliales en induisant la dégradation de la matrice extracellulaire, un
pré-requis nécessaire au processus angiogénique. Les autres voies de signalisation
impliquées dans la régulation de l'angiogenéese et faisant intervenir les EETs incluent
l'activation de la eNOS, des protéines kinases activées par la mitose (MAPK) et de la
phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) (Bellien et al., 2011). Concernant la régulation de
I'hémostase, les trans-EETs stockés dans les GR peuvent étre libérés sous 1'action de la
PLA, et participer a la vasodilatation, l'inhibition de I'agrégation plaquettaire et aux
processus de résolution de l'inflammation (Morisseau et Hammock, 2013; Bellien ef al.,
2011; Imig, 2012).

De plus, les EETs ont également la capacité d'accroitre l'expression et la
libération de certaines enzymes fibrinolytiques dans les cellules endothéliales humaines,
telle que l'activateur tissulaire du plasminogene (t-PA) (Node ef al., 2001; Giannarelli

et al., 2009). Concernant la régulation de la fonction cardiaque, le role des EET n'a pas
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¢té¢ clairement élucidé, bien que leur réle bénéfique dans la prévention des 1ésions
d'ischémie-reperfusion soit indiscutable. En effet, ils ne semblent pas altérer la
contractilité¢ cardiaque dans des modéles d'animaux sains bien que régulant 1’activité des
canaux ioniques présents sur la membrane des cardiomyocytes (Moffat et al., 1993).
Plus précisément, les EETs permettent I'ouverture des canaux sodiques et des canaux
potassiques dépendant de I'ATP (Karp) dans les cardiomyocytes murins (Xiao, 2007).
Parallélement a leurs effets cardiovasculaires, ils semblent jouer un role important sur le
plan métabolique. Dans les cellules pancréatiques, le 5,6-EET semble promouvoir la
libération d'insuline tandis que les 8,9- 11,12- et 14,15-EET permettent la libération de
glucagon (Falck et al., 1983). Ils peuvent également moduler la sensibilité a l'insuline
en diminuant la phosphorylation de la kinase c-Jun et en promouvant la phosphorylation
du récepteur a l'insuline au niveau des hépatocytes (Skepner et al., 2011). La
modulation de l'activit¢ des PPAR par les EETs semble également participer a la
régulation de la lipogénese par la surexpression de certaines protéines impliquées dans
le transport et le métabolisme des acides gras (AG) ou des triglycérides (TG)

(Morisseau et Hammock, 2013; Bellien et al., 2011; Imig, 2012).

2.2 L'époxyde hydrolase soluble (sEH)

2.2.1 Structure de I'époxyde hydrolase soluble (sEH)

La sEH appartient avec I'époxyde hydrolase microsomale (mEH) a une catégorie
d'enzyme appelée o/f hydrolase. La transcription et la traduction des génes EPHX]I et
EPHX?2 résultent respectivement en la synthése de la mEH et de la sEH (Morisseau et
Hammock, 2013). EPHX2, qui a été cloné et caractérisé pour la premiére fois en 1993
(Beetham et al., 1993), est un géne de 60 kilobases incluant 19 exons composés de 27 a

265 paires de bases et encodant une protéine de 555 acides aminés (AA) (Beetham et
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al., 1993). Chez 'homme, le géne EPHX?2 est localisé sur la région chromosomique
8p21-ql2. Chez les mammiféres, la sEH est une enzyme homodimérique ubiquitaire
consistant en deux monomeres de 62 kilos Daltons (kDa) chacun et arrangés de maniere
antiparallele (Decker et al., 2009). La sEH est principalement localisée dans le cytosol
et les peroxysomes des cellules et posséde 2 activités enzymatiques situées sur 2
domaines structuraux distincts (Beetham et al., 1993; Gomez et al., 2004; Bernstein et

al., 1977) (Figure 3).

K55R

C154Y

Domaine N-terminal Phosphatase

Domaine C-terminal Epoxide Hydrolase

Figure 3 : Représentation cristallographique d'un monomere de l'époxyde hydrolase soluble
(sEH).Les principaux polymorphismes génétiques (SNP) ayant un impact clinique sont
représentés en rouge (d'apres Duflot et al., 2014). Image modifiée a partir de RCSB PDB
(www.resb.com) du PDB ID 1880 (Gomez et al., 2004).

L'activité époxyde hydrolase de la sSEH humaine est localisée sur le domaine C-

Terminal (C-TI) de 35 kDa (de I'AA 235 a 555) et posséde une forte homologie avec
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une enzyme bactérienne appelée haloalkane déhalogénase. L'activité phosphatase de la
sEH est quant a elle située sur le domaine N-Terminal (N-TI) de 25 kDa (de I'AA 1 a
224) et est similaire a celle de 1'haloacide déhalogénase. Ces deux domaines sont reliés
par un peptide de dix AA riche en proline (Gomez et al., 2004; Srivastava et al., 2004;
Newman et al., 2003; Cronin et al., 2003). Sous sa forme dimérique, la partie hydrolase
d'un monomere de la sEH est relié a la partie phosphatase du deuxiéme monomere et
l'arginine située en position 287 joue un rdle prépondérant dans la structure quaternaire
de la protéine (Srivastava et al., 2004). En effet, il existe une liaison ionique
intermonomérique entre Glu254 et Arg287 indispensable a la dimérisation et a l'activité
de la sEH (Nelson et al., 2013). Asp333, His523 et Asp495 forment la triade catalytique
de l'enzyme nécessaire a l'activité hydrolase de la sEH (Figure 4) (Arand et al., 1996).
L'activité¢ de la sEH est prépondérante dans le foie, puis dans le rein et a un moindre

degré dans les autres tissus extra-hépatiques.
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Figure 4 : Interactions clés entre la triade catalytique de la sEH et un substrat époxydeé
( trans-f-methylstyrene oxide), permettant son hydrolyse en diol (d'aprés Arand et al.,
1996).
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2.2.2  Activité enzymatique de la sEH

Les a/B hydrolases sont une famille d'enzyme catalysant la conversion des
groupements époxydes en diols. Alors que la mEH est une enzyme clé de la
détoxification de certains contaminants environnementaux, la sEH est la principale
enzyme intervenant dans le métabolisme des EETs, les cis-époxydes mono- et di-
substitués étant ses substrats préférentiels (Decker et al., 2009). Cependant, ces
composés peuvent également suivre différentes voies métaboliques tels que la beta-
oxydation, 1'¢longation de la chaine hydrocarbonée ou encore le métabolisme par les
COX (pour le 5,6-EET uniquement). Apres action de la sEH, chaque régioisomere
d'EET synthétis¢ a partir de 1'époxydation de 'ARA est converti en DHET sous forme
de 2 énantiomeéres érythro (R,R ou S,S) (Morisseau et Hammock, 2013; Bellien et al.,
2011; Imig, 2012). L'activité hydrolase de la sEH n'est pas exclusivement limitée aux
dérivés de I'ARA et de nombreux lipides époxydés intervenant dans la régulation de
I’homéostasie cardiovasculaire sont également des substrats de la sEH. Parmi eux, on
distingue particulicrement les dérivés de l'acide linol¢ique (LA) convertis en dérivés
pro-inflammatoires, les acides dihydroxyoctadécénoiques, dont l'inhibition de la
syntheése pourrait contribuer aux effets bénéfiques des inhibiteurs de la sEH. De plus, les
AG époxydeés appartenant a la famille des ®-3 (dérivés de 1 'acide docosahexaénoique
ou DHA et de l'acide eicosapentaénoique ou EPA), formés par l'action des CYP
époxygénases, sont également des substrats de la sSEH (Morisseau et Hammock, 2013;
Bellien ef al., 2011; Imig, 2012; Ulu et al., 2013; Morisseau et al., 2010). La conversion
des EETs en DHETS est régiosélective et la vitesse d'hydrolyse du groupement époxyde
est plus faible lorsqu'on se rapproche du groupement carboxylique de 1'AG. Ainsi, le
14,15-EET est le substrat préférentiel de la sEH avec le K, le plus faible et la Vi la

plus élevée, suivi du 11,12-EET, du 8,9-EET et enfin du 5,6-EET (Morisseau et
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Hammock, 2013; Bellien et al., 2011; Imig, 2012; Ulu et al., 2013; Morisseau et al.,
2010). 11 a été démontré que la sEH hydrolyse préférentiellement les dérivés trans- par
rapport aux dérivés cis- et que les lipides époxydés en -3 sont de meilleurs substrats
que les ®-6 (Morisseau et al., 2010).

La fonction phosphatase de la sEH a été caractérisée prés de 30 ans apres la
fonction hydrolase et son role biologique n'a toujours pas été €lucidé. Des études in
vitro suggerent que la partie phosphatase pourrait étre impliquée dans la régulation de
l'activité de la eNOS (Newman et al., 2003; Cronin et al., 2003) et dans le métabolisme
de précurseurs pyrophosphates du cholestérol tels que le géranylgéranyl pyrophosphate,
le géranyl pyrophosphate et le farnesyl pyrophophate, ainsi que de certains dérivés des
PL, les acides lysophosphatidiques (LPA) (Enayetallah et al., 2006; Tran et al., 2005;
Morisseau et al., 2012).

Les LPA sont impliqués dans différentes voies de signalisation par le biais de
récepteurs couplés a une protéine G, suggérant leur participation dans différents
processus physiopathologiques (Figure 5) (Lin et al., 2010). Ils proviennent de 1'action
des PLA, et PLA;sur les PL, de 'action de I'autotaxine et de la lysophospholipase D sur
les lysoPL, de l'acylation du glycérol-3-phosphate par la glycerophosphate acyl-
transférase ou encore de la phosphorylation des monoacylglycérols par Ia
monoacylglycérol kinase (Lin et al., 2010). Il existe une grande variét¢ de LPA en
fonction de la nature des AG et de la position du carbone sur lequel ils sont estérifiés sur
le « squelette carboné » du glycérol. Cette particularité permet aux LPA de posséder une
affinité plus ou moins grande sur les différents sous-types de récepteurs qu'ils peuvent
activer (Fig. 6) (d’aprés Lin et al., 2010 et Yung et al., 2014). Sur le plan vasculaire, les

LPA sont des facteurs d'activation plaquettaire et peuvent induire un remodelage
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vasculaire qui pourrait favoriser la survenue d'événements thrombotiques

athéromateux (Smyth et al., 2008).
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Pulmonary Osteoarthritis
Renal Cholera toxin-induced Diarrhea
Hepatic

Figure 5 : Maladies impliquant une dérégulation de la voie des LPA (d'apres Lin et al., 2010)

L'utilisation d'agents pharmacologiques inhibant la synthese des LPA ou bloquant
certains de ses récepteurs ont ainsi permis de diminuer l'inflammation et la fibrose
pulmonaire induite par la bléomycine chez la souris (Gierse ef al., 2010; Swaney et al.,
2010). La partie phosphatase de la sEH, en permettant la dégradation des LPA, pourrait
ainsi jouer un role protecteur sur le plan cardiovasculaire et en particulier au niveau
pulmonaire. En effet, des souris knock-out pour la sEH, donc sans activité hydrolase ni
phosphatase, ont une augmentation du remodelage pulmonaire en réponse a une hypoxie

chronique alors que la simple inhibition pharmacologique de la partie hydrolase n'a pas

d'impact (Keserti ef al., 2010).
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Figure 6 : Les différentes voies de synthese et de signalisation des LPA (d'aprées Yung et al.,
2014)

2.2.3 La sEH en physiologie et physiopathologie

De nombreuses fonctions biologiques semblent étre régulées par la sEH. Tout
d'abord, la sEH joue un rdéle majeur dans le contréle du tonus vasculaire, plus
précisément dans la régulation du débit sanguin et de la pression artérielle, grace a sa
capacité a hydrolyser les dérivés époxydés du LA et de 'ARA. En effet, 'augmentation
de la disponibilité des EETs dans une lignée de souris knock-out pour le géne EPHX2
codant la sEH est associée a une diminution de la pression artérielle (PA) (Sinal et al.,
2000). Cependant, cette diminution de la PA n'a été détectée que chez les souris males,

suggérant un role des cestrogenes dans la diminution de 1'expression et de 'activité de la
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sEH (Zhang et al., 2009). Par ailleurs, certaines données expérimentales ont permis
d'affirmer que dans certains modeles murins d'HTA (rats spontanément hypertendus et
HTA induite par l'angiotensine-II ou Ang-II), l'expression de la sEH était augmentée,
contribuant ainsi a une hydrolyse plus importante des EETs en DHETs au niveau
vasculaire et rénal (Yu et al., 2000; Imig et al., 2002; Zhao et al., 2004; Gao et al.,
2011). Sur le plan mécanistique, I'Ang-II est capable d'augmenter I'expression et la
quantité circulante de sEH en suractivant le promoteur du géne EPHX?2 par la fixation
sur les sites AP-1 de c-Jun et c-Fos, via l'action de 1'Ang-II sur son récepteur AT, (Ai et
al., 2007). En accord avec ces données, les patients présentant une HTA rénovasculaire
ont un ratio DHETS/EETs augmenté, suggérant une plus forte activité¢ de la sSEH (Minuz
et al., 2008). Par ailleurs, l'altération de la dilatation endothélium-dépendante en
réponse a 1’augmentation du débit sanguin au niveau des artéres de conductance chez
les patients présentant une HTA essentielle est notamment due a une diminution de la
disponibilité¢ des EETs (Bellien ef al., 2012). La sEH pourrait également jouer un role
dans la physiopathologie de l'insuffisance cardiaque (IC) puisque l'augmentation de
l'activité de la sEH induite par I'Ang-II est également observée au niveau cardiaque,
contribuant au remodelage ventriculaire par la suppression de 1'effet anti-hypertrophique
des EETs et par inhibition du facteur nucléaire kB (NF-kB). De plus, une altération de
la voie des EETs dans le développement de I'IC sans HTA a également ét¢ observée sur
une lignée de rats spécifiquement sélectionnée pour son taux élevé de sEH circulante
(Monti et al., 2008). La sEH intervient ¢galement dans le métabolisme du glucose et des
lipides et favorise 1’insulino-résistance (Roche et al., 2015; De Taiye et al., 2010). La
sEH semble aussi étre impliquée dans le métabolisme du cholestérol avec une
diminution de sa concentration plasmatique de 1'ordre de 25% chez les souris knock-out

comparées aux souris sauvages. Ainsi, une surexpression de la sEH dans un contexte
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physiopathologique pourrait favoriser le développement de l'athérosclérose en
dérégulant le métabolisme du cholestérol et le ratio entre les lipides époxydés anti-
inflammatoires et leurs dérivés diols pro-inflammatoires. Curieusement, les deux
activités (hydrolase et phosphatase) de la sEH semblent jouer un rdle dans la régulation
du cholestérol (EnayetAllah et al., 2008). En effet, lorsque la partie phosphatase est
inactivée (mutation sur le site catalytique de la phosphatase), le cholestérol total
diminue, tandis qu'une inactivation de la partie hydrolase entraine une augmentation de
40% des concentrations en cholestérol dans des mode¢les de cultures cellulaires (cellules
HepG2) (EnayetAllah ef al., 2008). Ces différences peuvent s'expliquer par le fait que la
partie hydrolase de la SEH diminue 1'expression de 'hydroxyméthylglutaryl Coenzyme
A réductase (HMG-CoA), enzyme limitante de la synthése du cholestérol, alors que la
partie phosphatase permet la surexpression de cette enzyme par la régulation de certains
facteurs nucléaires (PPAR—a et Liver X Receptor) controlant la biosynthése du
cholestérol (EnayetAllah et al., 2008). Enfin, la SEH possé¢de d'autres fonctions moins
¢tudiées incluant la régulation du flux sanguin cérébral, la libération des
neurotransmetteurs (Sura et al., 2008), la fertilité¢ (Luria ef al., 2009) ou encore le tonus

vasculaire au niveau pulmonaire (Keserii ef al., 2010).

2.2.4 Polymorphismes génétiques du géne EPHX?2

L'hypothese selon laquelle des facteurs génétiques seraient susceptibles d'altérer
l'activité de la sEH a été émise au début des années 1990. En effet, le gene EPHX?2 est
hautement polymorphique avec plus de 100 mutations génétiques (Single Nucleotide
Polymorphism ou SNP) décrites. Certains de ces SNP sont dits non-synonymes car ils
induisent une variation de la séquence en AA de la protéine responsable d'une

modification de son activité (Srivastava et al., 2004; Enayetallah et al., 2006; Zordoky
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et al., 2010; Przybyla-Zawislak et al., 2003). Les SNP non-synonymes Lys55Arg
(rs41507953), Cys154Tyr (rs57699806), Arg287GIn (rs751141) et le double mutant
Argl03Cys/Arg287GIn (rs17057255 et rs751141) modulent significativement l'activité
de la sEH (Przybyla-Zawislak et al., 2003). Plus précisément, les polymorphismes
rs41507953 et rs57699806 sont responsable d'une diminution de I'activité phosphatase
et les SNPs rs751141 et rs17057255 sont associés a une augmentation de cette activité
par rapport aux alléles sauvages (Gomez et al., 2004; Bernstein et al., 1977). Ainsi,
certains de ces SNP sont associés a une augmentation du risque de maladies
cardiovasculaires bien que les résultats de ces études soient controversés et discordants
selon les ethnies (Tableau 1) (Zordoky et al., 2010; Przybyla-Zawislak et al., 2003;
Fornage et al., 2004; Lee et al., 2006; Lee et al., 2011; Burdon et al., 2008).
A T'heure actuelle, deux SNP ont particuliérement été étudiés :

Le SNP rs41507953 : La mutation Lys55Arg posséde une fréquence allélique
de 15% au sein de la population générale (Srivastava et al., 2004). Elle est associée a
une augmentation du ratio hydrolase/phosphatase car ce SNP est responsable d'une
augmentation de l'activité hydrolase et d'une diminution de l'activité phosphatase. Il en
résulte une diminution de la disponibilité des EETs associée a une incidence plus élevée
de maladies coronariennes (Lee et al., 2006). De plus, il a ét¢ montré chez les
américains caucasiens mais pas chez les afro-américains que la présence de ce SNP est
associée a une diminution de la dilatation des artéres de résistance dépendante de
I'endothélium (Lee ef al., 2011).

Le SNP rs751141 : La mutation Arg287GIn est présente chez 10 a 15 % de la
population générale (Burdon et al., 2008). Elle est associée a une activité hydrolase
diminuée (Srivastava et al., 2004), une localisation subcellulaire altérée et une

augmentation de l'activit¢ phosphatase in vitro. (EnayetAllah et al., 2008). Ce
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polymorphisme entraine un changement de la structure quaternaire de 1'enzyme en
diminuant la stabilit¢ de la liaison ionique inter-monomeére. Etonnamment, malgré
'augmentation attendue de la disponibilité des EETs, ce SNP est associ¢ a un risque
accru de calcification coronaire (Fornage et al., 2004). Cependant, aucun lien n'a été
clairement établi entre la présence de ce SNP et la survenue de maladies coronariennes
(Fornage et al., 2004). Ces effets pourraient donc s'expliquer par l'impact de cette
mutation sur l'activité phosphatase de la sEH pouvant jouer un role important dans
I'homéostasie lipidique et glucidique. Effectivement, la mutation Arg287GIln est
associée a une augmentation de l'insulino-résistance chez les patients diabétiques de
type 2 (DT2) (Ohtoshi et al., 2005) mais également a des concentrations plasmatiques
de cholestérol et de triglycérides supérieures a la moyenne (Sato et al., 2004). Enfin,
contrairement a la mutation Lys55Arg, les afro-américains porteurs de cette mutation
montrent une augmentation de la capacité vasodilatatrice des artéres de conductance qui
n'est pas retrouvée chez les américains d'origine caucasienne. Par ailleurs, une mutation
fréquente située sur la portion 3' non traduite (3' Untranslated Region ou 3'UTR), le
SNP rs1042032, semble étre associée au devenir de la fonction rénale chez des patients
transplantés rénaux (Lee et al., 2008). Plus précisément, étre porteur de cette mutation
semble avoir un role protecteur sur le greffon rénal (Lee et al., 2008).

A l'heure actuelle, il est difficilement prédictible de savoir si cette mutation
posséde un effet propre ou si elle est en déséquilibre de liaison avec d'autres SNP
susceptibles de modifier certaines fonctions de 1'organisme. Finalement, la présence de
SNP dans les zones non codantes (introns, 3' et 5' UTR) pourrait jouer un role dans
l'activité de la sEH ou son expression par des phénoménes d'épissage alternatif ou de
modification de la vitesse de transcription et/ou de traduction. En effet, chez les

participants de I'é¢tude Diabetes Heart Study (Burdon et al., 2008), ces mutations sont
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susceptibles d'étre associées a une augmentation de l'incidence des maladies
cardiovasculaires (accidents ischémiques, calcifications aortiques et coronariennes,
diminution de 1'épaisseur intima-media carotidienne) (Fornage et al., 2004;
Gschwendtner et al., 2008).

Tableau 1 : Principaux polymorphismes du gene EPHX2 étudiés dans les maladies

cardiovasculaires.
. . . Impact sur 'activité de la Impact sur les maladies
Localisation | Mutation p . . p. . ..
sEH in vitro cardiovasculaires in vivo

Augmentation du risque de

TActivité hydrolase coronaropathies chez les

Exon 2 Lys5SArg | Activité phosphatase

Caucasiens

T Activité hydrolase e

Exon 3 Argl03Cys I Activité phosphatase Non étudié
Exon4 |Cysl54Tyr I Activité hydrolase Non étudié

| Activité phosphatase

- Augmentation du risque de
calcifications coronariennes chez
les afro-américains
- Augmentation du risque

| Activité hydrolase d"insulino résistance
T Activité phosphatase - Augmentation du taux de
triglycérides et de cholestérol
- Augmentation de la dilatation
endothélium-dépendante chez les
afro-américains

Exon 8 Arg287GIn

2.3 Inhibiteurs pharmacologiques de la sEH

D'apres les résultats obtenus a partir d'expérimentations animales et en lien avec
I'impact des polymorphismes génétiques chez I'homme, il est maintenant clairement
¢tabli qu'augmenter les quantités circulantes d'EETs par le biais d'agents
pharmacologiques inhibant la sEH est une stratégie thérapeutique d'intérét dans la prise
en charge des maladies cardiovasculaires. Depuis le début des années 2000, le
développement et la syntheése d'inhibiteurs pharmacologiques possédant une forte

affinit¢ pour la sEH et des propriétés pharmacocinétiques favorables permettant une
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administration par voie orale est en plein essor (Figure 6). Beaucoup d'efforts ont été
réalisés pour inhiber spécifiquement l'activité époxyde hydrolase de I'extrémité C-Tle de
la sEH sans interagir avec la partie phosphatase (Kim et al., 2004; Morisseau et al.,
1999). Les premicres familles d'inhibiteurs de la sEH sont les trans-3-phénylglycidols et
les chalcone-oxydes, possédant une forte homologie structurelle (Dietze et al., 1991).
Ensuite, des études approfondies du site actif de la sEH ont permis le développement
d'inhibiteurs de nouvelle génération dérivés de l'urée et plus récemment des

benzoxazolones substituées en position 4 et des sulfoxydes.
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Figure 7 : Principaux inhibiteurs pharmacologiques de la sEH.

DCU: N,N'-dicyclohéxylurée, CDU: N-cyclohéxyl-N’-dodécylurée, CUDA: Acide N-
cyclohéxyl-N’-dodécanoique uréique, AUDA: Acide N-adamantanyl-N’-dodécanoique
uréique, APAU.: I-(1-acetypipéridin-4-yl)-3-adamantanylurée, AEPU: [-adamantanyl-
3-(5-(2-(2-éthoxyethoxy)éthoxy)pentyl)urée, t-AUCB: Acide trans-4[4-(3-adamantan-1-
vi-ureido)-cyclohéxyloxy]-benzoique, TPPU: 1-trifluorométhoxyphenyl-3-(1-
propionylpipéridin-4-yl)urée, 4-PCO: 4-phénylchalcone-oxyde (d'apres Duflot et al.,
2014)
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2.3.1 Les trans-3-phénylglycidols

Ces composés sont des inhibiteurs énantiosélectifs de la sEH a fixation lente,
exceptés ceux possédant un groupement hydroxyle. Ces composés ont une
concentration inhibitrice médiane (Clso) de l'ordre du pM et affectent peu la mEH
(Morisseau et al., 1998). Le (28§,35)-3-(4-nitrophényl)glycidol est 750 fois plus puissant
que I'énantiomere (2R,3R). De maniere similaire, le (2R,3R)-1-benzoyloxy-2,3-époxy-3-
(4-nitrophényl)propane est également un meilleur inhibiteur que son antipode, suggérant
une énantiosélectivité importante dans la fixation de l'inhibiteur sur la SEH pour cette

famille de composés (Morisseau et al., 1998)

2.3.2 Les chalcone-oxydes

Les chalcone-oxydes substitués sont des inhibiteurs plus puissants que les trans-
3-phénylglycidols. Leur mécanisme d'action est caractéris€¢ par une liaison covalente
entre l'inhibiteur et 1'enzyme, formant ainsi un intermédiaire stabilisé électroniquement.
L'inconvénient majeur de ces composés est leur instabilité en présence de glutathion
limitant ainsi leur utilisation in vivo (Morisseau et al., 1998). Des essais sur la sEH
recombinante murine et humaine ont permis de démontrer que le potentiel inhibiteur des
chalcone-oxydes augmente avec la substitution en 4 et 4' de groupements n-pentyle, n-
phényle et n-propyle car ces derniers posseédent des contraintes stériques en accord avec

la configuration tridimensionnelle de l'enzyme.

2.3.3 Les dérivés de 'urée

Cette famille comprend de nombreux composés stables et sélectifs de la sEH
possédant une meilleur biodisponibilité que ses prédécesseurs. Ces dérivés sont en effet

de puissants inhibiteurs de la sEH humaine et murine avec une Clso de I'ordre du nM
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pour les derniers composés mis au point de cette famille (Morisseau et al., 1998; Kim et
al., 2005; Morisseau et al., 2002). Le N,N'-dicyclohéxylurée (DCU) a été le premier
inhibiteur utilisé in vivo permettant de démontrer le bénéfice sur le plan cardiovasculaire
d'une inhibition de la sEH (Yu et al., 2000), bien que ses propriétés physico-chimiques
ne soient pas satisfaisantes pour une formulation galénique adaptée. La substitution d'un
groupement cyclohéxyle par une chaine alkyle a 12 carbones pour former le N-
cyclohexyl-N'-dodécylurée (CDU) a permis d'améliorer ces caractéristiques, mais
l'usage de ce composé fut alors limité par la rapidité de sa dégradation par les enzymes
microsomales hépatiques (CYP450 hydroxylase, alcool déshydrogénase et aldéhyde
déshydrogénase), qui transforment ce composé en un dérivé carboxylique hydrosoluble
ayant une activité inhibitrice partielle (Watanabe et al., 2003). Afin d'améliorer
I'hydrosolubilité de cette classe de composés pour son administration par voie orale, un
acide carboxylique a été ajouté en fin de chaine alkyle afin d'obtenir l'acide N-
cyclohéxyl-N'-dodécanoique uréique (CUDA), puis le second groupement cyclohéxyle a
¢été remplacé par un groupement adamantyle afin de former 1'acide N-adamantanyl-N'-
dodécanoique uréique (AUDA) et le I-adamantanyl-3-(5-(2-(2-
¢thoxyéthoxy)éthoxy)pentyl)urée (AEPU). Cependant, ces composés faisaient toujours
l'objet d'un métabolisme intense a cause de la persistance du groupement alkyl. Pour
¢liminer la possibilité de survenue de B-oxydation, la chaine alkyle a été remplacée par
un groupement pipéridine ou phényle possédant une structure conformationnelle proche
formant ainsi le 1-(1-acétypiperidin-4-yl)-3-adamantanylurée (APAU), premicre
molécule utilisée lors d'essais cliniques, et I'acide cis- ou trans-4[4-(3-adamantan-1-yl-
uréido)-cyclohexyloxy]-benzoique (c-AUCB, #AUCB) qui posséde de meilleures
propriétés métaboliques que les précédents composés avec une chaine alkyle (Liu ef al.,

2013). Finalement, le groupement adamantyle a ét¢ remplacé par un groupement 4-
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trifluoro-methoxy-phenyl (TPPU) afin d'améliorer la stabilité et ainsi d’optimiser la
Cls, la demi-vie (ti2) et la concentration maximale (Cma), en faisant un meilleur
candidat que I'APAU pour les essais cliniques (Morisseau et al., 2013; Liu et al., 2013).
Le mécanisme d'action supposé€ met en évidence la formation d'une liaison hydrogene
entre le groupement carbonyle du composé et le groupement hydroxyle des Tyr381 et
Tyr465 de la sEH. Ce composé interagit également avec la GIn382 afin de stabiliser la
charge partielle négative de I'oxygeéne du groupement époxyde. Par ailleurs, les deux
groupements azotés du groupement urée peuvent interagir avec le groupement
carboxylate de 1'Asp335 afin de prévenir l'attaque nucléophile de la sEH sur les EETs

(Figure 8) (Argiriadi ef al. 2000).
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Figure 8 : Représentation par densité électronique du complexe sEH-CDU (d'apres Argiriadi

et al., 2000).

Ainsi, les dérivés urées 1,3-disubstitués possédant un groupement polaire sont de

puissants inhibiteurs de la sEH avec une forte affinité pour celle-ci et réagissant en
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quantité steechiométrique pour permettre d'obtenir une Clso de 1'ordre du nM et un profil

pharmacocinétique favorable en vue de leur administration in vivo.

2.3.4 Les benzoxazolones 4-substituées

Ces nouveaux composés sont des inhibiteurs pharmacologiques de la sEH
prometteurs du fait de la possibilité de les administrer par voie orale (Tang et al., 2013).
Substituer le noyau benzoxazolone par un groupement benzoate ou bésilate, un AA ou
un groupement glycosyle stabilise la structure du pharmacophore tout en assurant
l'efficacité du composé. Le profil pharmacocinétique et toxique de ces molécules ayant
déja été effectué pour leur utilisation comme agent antibactérien ou anti-inflammatoire,
le développement de nouveaux composés possédant ce noyau pour inhiber la sEH fait

l'objet d'une attention particuliere (Tang et al., 2013).

2.3.5 Les sulfoxydes

Les sulfoxydes sont des inhibiteurs compétitifs de la sEH avec en chef de file le
fulvestrant, possédant une CI50 dans les limites basses du nM pour la sSEH humaine
(Morisseau et al., 2013b). Le fulvestrant se fixe sur le site catalytique de la sEH par le
biais d'une interaction entre I'atome de soufre du sulfoxyde et 'Asp335 similaire a celle
observée pour les dérivés de 1'urée (Morisseau et al., 2013b, Schmelzer et al. 2005).
L'atome d'oxygene du pharmacophore peut également établir une liaison avec des AA
clés du site catalytique (Tyr383 et Tyr466) (Morisseau et al., 2013b, Schmelzer et al.
2005). L'originalité du fulvestrant réside dans sa capacité a étre le premier inhibiteur de
la sEH avec un groupement sulfoxyde possédant une puissance d'inhibition similaire a
celle observée avec les dérivés de 1'urée. Tout comme les benzoxazolones, I'utilisation

de cette classe de composés chez 'homme pour le traitement des cancers métastatiques
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du sein HER2-positifs en fait un candidat de choix pour une utilisation future en vue
d'inhiber la sEH (Fakhr et al., 2009). En effet, les chaines alkyles fluorées semblent
occuper la plus petite des deux poches lipophiliques du site actif de la sEH tandis que le
groupement stéroide se place dans la plus grande poche. Le cycle aromatique
cyclopentyle du fulvestrant se place quant a lui a I'entrée du site catalytique de la sSEH

(Figure 9) (Morisseau et al., 2013b).

Figure 9 : Site actif du domaine hydrolase complexé avec le fulvestrant (d'aprés Morisseau et

al., 2013b).

2.4 Effets des inhibiteurs pharmacologiques de la sEH

De nombreuses expérimentations animales ont démontré les bénéfices obtenus
par l'utilisation d'un inhibiteur de la sEH dans différents modeles de maladies
cardiovasculaires (Tableau 2) (Bellien et al., 2011).

En accord avec les propriétés natriurétiques et vasodilatatrices des EETs, il a été prouvé
que l'administration d'une simple dose de DCU induisait une diminution transitoire de la

pression artérielle (PA) chez des rats spontanément hypertendus (SHR) (Yu et al.,
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2000). Les inhibiteurs de la sEH possédent également la capacité de diminuer la PA
dans des modéles d'HTA induite par I'Ang-II. Indépendamment de la baisse de la PA,
l'inhibition de la sEH par 'AUDA est capable de corriger la dysfonction endothéliale
des arteres coronaires (Gao et al., 2011). Cet effet des inhibiteurs de la sEH est trés
important car la dysfonction endothéliale joue un rdle prépondérant dans la morbi-
mortalité cardiovasculaire des patients souffrant d'HTA, et celle-ci n'est pas toujours
prévenue par les antihypertenseurs utilisés actuellement en clinique (Bellien et al.,
2011; Bellien et al., 2012). De plus, les inhibiteurs de la sEH semblent bénéfiques dans
la prévention de la dysfonction et de I'hypertrophie cardiaque secondaires a I’'HTA (Gao
et al., 2011; Loch et al, 2007). La cardioprotection induite par ces composés a
¢galement pu étre vérifiée dans des modeles d'ischémie-reperfusion cardiaque (Motoki
et al., 2008; Chaudhary et al., 2010) et semble passer par la voie PI3/Akt et les Karp,
améliorant la survie des cardiomyocytes (Bellien et al., 2011). Concernant les maladies
métaboliques, la capacit¢ des EETs a augmenter la libération et la sensibilité¢ de
l'insuline parallelement a leurs effets cardiaques en fait de nouveaux candidats
potentiels dans la prise en charge du DT2 (Zhang et al., 2011; Luria et al., 2011).
L'utilisation d'inhibiteurs de la sEH montre une action hypoglycémiante dans des
modeles de diabete de type 1 (DT1) et de DT2 et semble prévenir la perte des cellules 3
du pancréas (Luo et al., 2010; Chen et al., 2013). 1l existe cependant des données
contradictoires sur 1’effet des inhibiteurs de la sEH dans les maladies rénales. D'une
part, l'inhibition de la sEH prévient les dommages rénaux dans le modele d'HTA
sensible au sel et a I'Ang-II et dans le mod¢le de DT1 induit par la streptozotocine (Imig
et al., 2005; Olearczyk et al., 2009; Imig et al., 2005b; Elmarakby et al., 2011). D'autre
part, dans un modéle de néphrectomie 5/6°™ (mimant l'insuffisance rénale chronique

chez 1'homme), le c¢-AUCB augmente I'albuminurie et ne prévient ni la
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glomérulosclérose, ni les 1ésions tubulo-interstitielles. Le mécanisme hypothétique

avancé est que l'utilisation des inhibiteurs de la sEH serait susceptible de favoriser le

métabolisme de I'ARA vers la voie des LOX augmentant la formation de composés pro-

inflammatoires (Jung et al., 2010).

Tableau 2. Principaux effets de l'inhibition de la sEH dans des modéles animaux de maladies.

Cible Effets de l'inhibition de la sEH Modéeles
- Prévention des Iésions rénales - Mode¢les murins d'hypertension
induite par le sel ou
l'angiotensine-II et de diabete de
type 1 induit par la
Rein streptozotocine
- Augmentation de l'albuminurie sans |- Néphrectomie 5/6°™ chez la
prévenir les Iésions souris
glomérulosclérotiques ni tubulo-
interstitielles
- Correction de la dysfonction - Souris avec hypertension
endothéliale vasomotrice rénovasculaire
- Prévention de la dysfonction et de - Souris avec hypertension induite
I'hypertrophie cardiaque par l'angiotensine II
Coeur |- Cardioprotection lors de lésions - Souris avec diabete de type 2
d'ischémie-reperfusion myocardiques | induit par un régime riche en
graisses
- Prévention et traitement de - Souris avec occlusion coronaire
l'insuffisance cardiaque définitive.
- Amélioration de 'homéostasie - Souris avec diabéte de type 1
glucidique par augmentation de la induit par la streptozotocine et
libération et de la sensibilité a diabéte de type 2 induit par un
Pancréas l'insuline régim§ riche en graisse
- Souris avec diabéte de type 1
- Prévention de la perte et de la induit par la streptozotocine
dysfonction des cellules 3
pancréatiques
- Diminution de la pression artérielle |- Rats spontanément hypertendus,
hypertension induite par
l'angiotensine 11, sténose de
l'artere rénale.
Vaisseau |- Abolition de la dysfonction - Souris avec hypertension induite
endothé¢liale par l'angiotensine II et souris avec
X

- Prévention du remodelage vasculaire

diabéte de type 2 induit par un
régime riche en graisses

- Souris déficiente en
apolipoprotéine E avec injection
d'angiotensine 11
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Dans leur ensemble, les données expérimentales prouvent que les inhibiteurs de
la. sEH n'améliorent pas seulement la fonction endothéliale et les Iésions
cardiovasculaires, mais peuvent également exercer une action bénéfique sur les
maladies métaboliques. Ainsi, ces agents pourraient étre particulierement utiles dans le
traitement et la prévention de ces maladies. L'aboutissement de 2 essais cliniques sont

par ailleurs porteurs de résultats prometteurs (Chen et al., 2012; Lazaar et al., 2016).

3  Matériels et méthodes

3.1 Réactifs

Les acides (%)5(6)-¢époxy-8Z,11Z,14Z-eicosatriénoique (5,6-EET); (£)8(9)-
époxy-5Z,117,14Z-eicosatriénoique (8,9-EET); (x)11(12)-¢époxy-5Z,8Z,14Z-
eicosatriénoique (11,12-EET); (£)14(15)-époxy-5Z,8Z,11Z-¢eicosatriénoique (14,15-
EET); (£)5,6-dihydroxy-8Z,11Z,14Z-eicosatriénoique (5,6-DHET); (£)8,9-dihydroxy-
57,117Z,14Z-eicosatriénoique (8,9-DHET); (¥)11,12-dihydroxy-57,87,14Z-
eicosatriénoique (11,12-DHET); (¥)14,15-dihydroxy-57,87,11Zeicosatriénoique
(14,15-DHET); (+)11(12)-dihydroxy-5Z,8Z,14Z-eicosatriénoique-
16,16,17,17,18,18,19,19,20,20,20 (11,12-DHET-d11); et (+)14(15)-époxy-
57,87,11Zeicosatriénoique-5,6,8,9,11,12,14,15 (14,15-EET-d8) ont été achetés chez
Cayman Chemicals (Ann Arbor, MI). La colonne chromatographique Kinetex C18 2.6
pm (50 x 3 mm) a été fournie par Phenomenex (Le Pecq, France). L'eau et le méthanol
(MeOH) de qualit¢ CLHP ont été fournis par Carlo Erba (Fontenayaux-Roses, France).
L'acide formique (HCOOH; 98-100%), la soude (NaOH), le formiate d'ammonium et le
dichlorométhane (DCM) proviennent de VWR Chemicals (Leuven, Belgium). Le

chlorure de sodium (NaCl) 0,9% provient d'Aguettant (Lyon, France). Les tubes BD
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Vacutainer Citrate (9NC, 3,2%, 3,5 mL), BD Vacutainer EDTA (K2E, 7,2 mg, 4 mL) et
BD Vacutainer Hépariné (LH, 68 IU, 4 mL) proviennent de BD Vacutainer (Plymouth,

UK).

3.2 Instrumentation et conditions opératoires

L'appareillage chromatographique est un systtme UFLC Prominence Shimadzu
avec un dégazeur DGU-20A3, une pompe LC-20AB, un autoinjecteur SIL-20ACHT et
un four pour colonnes chromatographiques CTO-20AC (Shimadzu, Prominence, Kyoto,
Japan). Cette chaine CLHP est couplée a un spectrometre de masse 4500QTRAP équipé
d'une source d'éléctronébulisation utilisée en mode négatif (Sciex, Toronto, Canada). Le
contrdle de l'appareillage et l'intégration des données chromatographiques ont été
réalisés a l'aide du logiciel Analyst v1.6.2. La quantification des différents composés a
¢été réalisée en utilisant le mode "MRM" (Multiple Reaction Monitoring) afin d'étudier
les transitions du précurseur déprotoné (anion moléculaire de 1'ion pere) en produit (ion
fils obtenu aprés fragmentation). Concernant l'optimisation sur le SM, les différents
composés (5,6-EET; 8,9-EET; 11,12-EET; 14,15-EET; 5,6-DHET; 8,9-DHET; 11,12-
DHET; 14,15- DHET; 14,15-EET-d11; et 11,12-DHET-d8) ont été préparés a une
concentration de 10 ng/mL dans le MeOH et introduits individuellement dans l'appareil
par infusion directe a I'aide d'un pousse-seringue programme¢ a un débit de 7 uL/min. Le
rapport masse sur charge (m/z) des 4 EETs et des 4 DHETS étant les mémes (319 et 337
respectivement), nous avons choisi d'utiliser les transitions "ion pere/ion fils"
spécifiques de chaque analyte afin de limiter le risque d'interférence (Figure 10). De ce
fait, la sélectivité de la méthode repose sur la combinaison de ces transitions MRM et de
la séparation chromatographique caractérisée par le temps de rétention des composés.

Les parametres optimaux de la source d'électronébulisation sont récapitulés ci-dessous
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(tableau 3). Les paramétres composés-dépendants (potentiel de déclustérisation ou DP,
énergie de collision ou CE, potentiel de sortie ou CXP) ont quant a eux été optimisés

pour chaque transition MRM (tableau 4).
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Figure 10 : Spectres de fragmentation des EETs et DHETS.
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Tableau 3 : Paramétre du spectromeétre de masse pour l'analyse des EETs et DHETS.

Tension d'électronébulisation -4500 V
Gaz de nébulisation 60 psi
Gaz de désolvatation 50 psi
Gaz rideau 30 psi
Température de la source 500°C
Potentiel d'entrée -13V
Dissociation activée par collision Moyen

Tableau 4 : Parametres d'optimisation des différents composés.

Transition Parametres du MS Temps

Analyte MRM Etalor} i,nterne , de'
m/z m/z DP CE | CXP deutére (IS) rétention

MS1D) | (MS3) | (V) | (V)| (V) (min)

14,15-DHET 337,1 | 207,1 90 | -24 -9 11,12-DHET-d 3,63
11,12-DHET 337,1 167 90 | -26 -9 11,12-DHET-dy; 3,69
8,9-DHET 337,1 185 -80 | -22 | -15 | 11,12-DHET-dy, 3,77
5,6-DHET 337,1 | 1449 =70 | -24 -5 11,12-DHET-dy; 3,91
14,15-EET 319,1 | 219,1 90 | -16 -9 14,15-EET-ds 4,25
11,12-EET 319,1 | 207,9 -70 | -16 -9 14,15-EET-dg 4,36
8,9-EET 319,1 | 126,9 -65 -24 -9 14,15-EET-ds 4,40
5,6-EET 319,1 191 80 | -13 | -14 14,15-EET-dg 4,47
11,12-DHET-d;; | 348,1 | 166,9 | -135 | -28 -5 3,68
14,15-EET-ds 327,1 226 90 | -18 | -18 4,22

La séparation chromatographique a été effectuée a 1'aide d'une colonne Kinetex

C18 (2.6um, 50x3 mm) possédant la technologie core-shell. La température de

l'injecteur a été programmée a +8°C et le four dans lequel est situ¢ la colonne

chromatographique a +30°C, le volume injecté¢ est de 20 pL et le débit des phases

mobiles réglé a 600 pL/min. Les phases mobiles sont du MeOH acidifi¢ a 0,2%

d'HCOOH (phase A) et de l'eau a 2 mM de formiate d'ammonium acidifiée a 0,2%

d'HCOOH (phase B). La méthode a le gradient d'élution suivant : 5% de A et 95% de B

de 0 a 0,5 min puis 80% de A et 20% de B de 0,5 a 1 min puis 90% de A et 10% de B
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de 1 a 4 min puis 95% de A et 5% de B de 4 a 5 min puis retour aux conditions initiales
de 5 a 6 min jusqu'a 7,5 min afin d'équilibrer la colonne avec la composition initiale de

phases mobiles.

3.3 Préparation des solutions standards

Pour la préparation des gammes de calibration et des contrdles internes de
qualité (CIQ), une solution stock (A1) contenant tous les analytes a la concentration de
6 npg/mL a été préparée dans du MeOH. Une solution de travail (A2) a ensuite été
préparée par dilution au 1/10eme de la solution Al. Cette solution A2 est ensuite diluée
pour la préparation du standard a une concentration finale comprise entre 0,25 et 20
ng/mL dans du NaCl a 0,9%. Les CIQ sont préparés dans le MeOH et conservés a
-80°C a 3 niveaux de concentrations : 0,75 ng/mL (CIQ Bas), 6 ng/mL (CIQ Moyen) et
18 ng/mL (CIQ Haut). Selon les recommandations fournisseurs, la stabilit¢ des

solutions stocks des EETs et DHETSs conservés a -80°C est d'au moins 1 an.

3.4 Préparation de I'échantillon

300 pL de NaCl 0,9% ou de plasma sont conditionnés a température ambiante et
enrichis avec 10 pL d'étalons internes deutérés (11,12-DHETdI11 et 14,15-EETdS8 a 200
ng/mL) dans un cone Eppendorf de 1,5 mL. Un mL de MeOH est ajouté¢ afin de
précipiter les protéines et le cone est agit¢ 15 secondes puis centrifugé a 16100 g
pendant 5 min a température ambiante. Le surnageant est ensuite décanté dans un tube
Chromacol® de 5 mL auquel est ajouté 100 uL d'HCOOH a 10%. Les lipides contenus
dans I'échantillon sont ensuite extraits a I'aide de la technique de Bligh & Dyer (Bligh et
Dyer, 1959). Pour ce faire, 500 pL de DCM sont ajoutés deux fois et I'échantillon est

agité apres chaque ajout. Ensuite, 500 pL. d'H,O sont rajoutés, 1'échantillon est agité a
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nouveau et la phase organique est récupérée apres centrifugation a 1690 g pendant 10
min a +4°C puis évaporée a sec sous un flux d'azote. Afin de libérer les EETs et DHETSs
estérifiés, 'extrait sec est soumis au processus de saponification avec ImL de NaOH a
1,25M chauffé¢ a +90°C pendant 20 min et agit¢ 10 secondes toutes les 5 min. La
saponification est ensuite stoppée par refroidissement du tube dans un bain de glace
pendant 5 min et 1 mL d'HCOOH a 10% est introduit dans le tube pour acidifier la
solution. Les EETs et DHETS sous forme libre sont ensuite extraits par 2 mL de DCM.
Apres agitation et centrifugation a 1690 g pendant 10 min a +4°C, la phase organique
est décantée, évaporée a sec sous flux d'azote et 1'extrait sec est remis en solution dans

100 uL de MeOH avant injection.

3.5 Essais de répétabilité et de reproductibilité

Les EETs et DHETS étant des composés endogénes, du NaCl a 0,9% a été utilisé
comme matrice de substitution pour la détermination de la variabilit¢ des essais de
répétabilité et de reproductibilité. La précision des tests de répétabilité a été calculée a
partir de l'analyse des CIQ bas, moyen et haut en 6 réplicats. Les essais de
reproductibilité ont été conduits par le calcul de la précision des CIQ bas, moyen et haut
en duplicat durant 5 jours (6 essais). Les étalons internes deutérés (14,15-EET-ds et
11,12-DHET-d11) ont été introduits dans I'échantillon avant 1'ajout du MeOH utilisé pour
la précipitation protéique. La limite de quantification (LQ) est fixée a 5 fois le signal
d'un échantillon dépourvu d'EETs et de DHETs (signal/bruit >5). Les essais de
répétabilité et de reproductibilité ont été considérés comme satisfaisants si la précision
moyenne était comprise entre 80 et 120 % selon les recommandations de la FDA (Food

and Drug Administration) et de 'EMA (European Medicine Agency).
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3.6 Rendement d'extraction, effet de matrice et efficacité du processus

Le rendement d'extraction, les effets de matrice et l'efficacité du processus ont
¢té évalués en utilisant la méthode utilisée par Matuszewski et al (Matuszewski et al.,
2003). Les courbes de calibration ont été réalisées dans 3 groupes d'échantillons a des
concentrations allant de 0 a 20 ng/mL avec une quantit¢ fixe de 14,15-EET-ds et de
11,12-DHET-d;; (2 ng par échantillon).

Le groupe 1 correspond a une gamme réalisée dans du MeOH (solution de
reconstitution des standards analytiques). Les groupes 2a et 2b sont des échantillons
enrichis apres extraction dans du NaCl 0,9% et du plasma respectivement. Les groupes
3a et 3b sont des échantillons enrichis avant extraction dans du NaCl 0,9% et du plasma
respectivement.

Les effets de matrices (ME), le rendement d'extraction (RE) et l'efficacité¢ du
processus (PE) sont obtenus par le ratio des aires sous la courbe (ASC) entre les
différents groupes calculés pour chaque niveau de concentration (0,25; 0,5;1;2;5;
10 ; 15 et 20 ng/mL) par les formules suivantes : ME = (Groupe 2 / Groupe 1) x 100,
RE = (Groupe 3 / Groupe 2) x 100 et PE = (Groupe 3 / Groupe 1) x 100.

Du fait de la présence d'EETs et de DHETs endogenes, les ASC obtenues a
partir du plasma ont été normalisées par ¢talonnage linéaire (ordonnée a l'origine = 0).
La pente et la linéarité des courbes de calibrations des 3 groupes ont été obtenues en
utilisant le ratio des ASC des analytes sur celui de 1'étalon interne deutéré pour chaque
niveau de concentration. L'absence d'effet de charge a été vérifié¢ par l'injection d'un

¢chantillon blanc apres l'injection successive de 3 CIQ hauts (18 ng/mL).
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3.7 Etude de stabilité

Les concentrations d'EETs et de DHETs d'un pool de plasma humain ont été
mesurées avant et apres 3 cycles de congélation-décongélation en triplicat avec
différents anticoagulants (EDTA, héparinate de lithium et citrate de sodium). Les
¢chantillons plasmatiques ont été conservés a -80°C et décongelés a température
ambiante 3 fois. La stabilité a court terme des échantillons a été évaluée en réanalysant
les échantillons présents dans I'injecteur 48h apres leur premier passage. La stabilité a

long terme a été mesurée en conservant les échantillons un mois a -80°C.

3.8 Quantification des EETs et DHETS : application clinique

Des échantillons de sang ont été prélevés chez 14 volontaires sains et 5 patients
avec HTA non fumeurs inclus dans un protocole de recherche clinique consistant en une
stimulation de 1'endothélium vasculaire. L'étude a été approuvée par le comité d'éthique
local (comité de protection des personnes de l'inter-région Nord-Ouest I) et tous les
patients ont donné leur consentement éclairé. L'étude a ¢été enregistrée sur
https://eudract.ema.europa.eu sous le numéro d'identification RCB: 2013-A01107-38.
Concernant I'étude de la fonction endothéliale, le bras non-dominant du volontaire est
introduit dans une enceinte thermostatée remplie d'eau en utilisant un gant imperméable
fixé sur 'appareil (Figure 11) (Bellien et al., 2012; Joannides ef al., 2002). Le diamétre
ainsi que le débit sanguin de l'artére radiale avant et pendant la stimulation ont été
mesurés en utilisant un appareil d'écho-tracking vasculaire haute résolution couplé a un
systéme Doppler (NIUS 02, Asulab) (Bellien et al., 2012; Joannidés et al., 2002). Des
prélévements sanguins ont été réalisés localement dans des tubes EDTA préalablement
conditionnés dans la glace a 1'état basal a +34°C et lors de la stimulation maximale a

+44°C en utilisant un cathéter 4-F inséré dans la portion distale de la veine antécubitale.
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Figure 11 : Représentation du montage utilisé pour réaliser la stimulation de l'endothélium

vasculaire (d'apres Bellien et al., 2012 et Joannides et al., 2002).

Une fois prélevés, les échantillons ont été immédiatement centrifugés a 1690 g
pendant 3 min a +4°C et le plasma décanté dans un cryotube congelé dans l'azote

liquide avant conservation a -80°C jusqu'au moment de 1'analyse.

3.9 Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées en utilisant le logiciel NCSS (version
07.1.14). Les résultats sont présentés en valeurs moyennes avec leur écart-type (SD). La
linéarité des courbes de calibration a été évaluée a l'aide du coefficient de détermination
(r?). Les variations des parameétres clinico-biologiques au cours du chauffage cutané
distal ont été analysées a 1'aide de tests appariés ¢ de Student.. Le test de corrélation de
Pearson a été utilisé pour déterminer la relation linéaire entre la variation du total EET +
DHET et la variation du flux sanguin au cours du chauffage. Une valeur de P < 0,05 a

été considérée comme statistiquement significative.
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4 Reésultats

4.1 Validation analytique

En utilisant une méthode basée sur la CLHP-SM/SM, nous sommes parvenus a

obtenir une séparation spécifique de chaque analyte dans du MeOH en 7,5 min (Figure

12A). Cependant, le 5.6-EET n'a pas pu €tre détecté aprés traitement de 1'échantillon

(Figure 12B).
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Figure 12: Chromatogramme obtenu par CLHP-SM/SM des EETs, DHETs et étalons internes

deutérés dans le MeOH (A) et dans le NaCl 0.9% apreés traitement de ['échantillon (B).
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Les essais de répétabilité ont mis en évidence un coefficient de variation (CV%)

compris entre 1,8 et 13,2 % pour les CIQ bas, moyen et haut analysés en 6 réplicats

(Tableau 5). La limite de quantification (LQ) des DHETSs est de 0,25 ng/mL (Figure

13A) et celle des EETs est de 0,5 ng/mL (Figure 13B) avec un rapport signal sur bruit

supérieur a 5 (Figure 14). Ces valeurs correspondent respectivement a des quantités de

15 et 30 pg sur la colonne chromatographique.
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Figure 13 : Représentation des chromatogrammes a la limite de quantification a 0,25 ng/mL

pour les DHETs (A) et a 0,5 ng/mL pour les EETs (B).

Les rendements d'extractions, les effets de matrice et 1'efficacité du processus

des différents composés sont résumés dans le Tableau 6, excepté pour le 5,6-EET et son

métabolite, le 5,6-DHET. En effet, le rendement moyen du 5,6-EET est inférieur a 10%
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tandis que celui du 5,6-DHET excéde 100%, suggérant une conversion du 5,6-EET en

5,6-DHET au cours du traitement de 1'échantillon qui empéche donc leur quantification.

Par ailleurs, la méthode possede un rendement d'extraction similaire entre les
matrices NaCl et plasma allant de 60 a 84% pour les DHETS et de 56 a 72% pour les
EETs, en incluant les étalons internes deutérés. Concernant les effets de matrice, il est
intéressant de constater une augmentation importante du signal pour les DHETSs dans le
plasma (158-285%) que 1'on ne retrouve pas dans la matrice NaCl (85-92%). Pour les
EETs, un effet de suppression du signal est observé pour la matrice NaCl (65-90%)
mais aussi pour la matrice plasma (60-94%). Ainsi, l'efficacité du processus est
similaire pour les EETs dans la matrice NaCl (40-51%) et le plasma (50-60%).
Concernant les DHETs, le PE est supérieur dans le plasma (119-214%)
comparativement au NaCl (68-73%) mais ces différences sont compensées lorsque
I'étalon interne deutéré est pris en compte dans le calcul du PE entre la matrice NaCl
(117-126% pour les DHETS et 91% pour les EETs) et la matrice plasmatique (68-122%
pour les DHETSs et 85-101% pour les EETs). La pente et la linéarité¢ des courbes de
calibration pour chaque analyte dans les deux matrices sont présentées dans le tableau 7.
La méthode que nous avons développée démontre une excellente linéarité de 0 a 20
ng/mL avec des valeurs de r*> comprises entre 0,990 et 0,995 pour la matrice NaCl et
entre 0,994 et 0,999 pour la matrice plasmatique. De plus, l'injection d'un échantillon
blanc apres 3 injections du CIQ haut n'a mis en évidence aucun effet de charge. Les
données de stabilit¢ des EETs et DHETs endogénes prélevés sur des tubes contenant
différents anticoagulants sont regroupées dans le Tableau 8. Les tubes EDTA semblent
étre les mieux adaptés pour les cycles de congélation-décongélation et les stabilités a

court et a long terme avec un recouvrement moyen compris entre 80 et 120 %.

Tableau 5 : Validation de la répétabilité et de la reproductibilité de la méthode.
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14,15- 11,12- 8,9- 14,15- 11,12- 8,9-
DHET DHET DHET EET EET EET
Répétabilité
CIQ Bas 0,75 ng/mL
Moyenne 0,71 0,67 0,68 0,75 0,82 0,75
SD 0,05 0,03 0,03 0,01 0,03 0,01
CV (%) 6,9 4,8 3.9 1,8 3.8 1,8
CIQ Moyen 6 ng/mL
Moyenne 5,87 5,94 5,45 6,01 6,02 6,25
SD 0,19 0,67 0,24 0,45 0,29 0,27
CV (%) 3.3 11,3 4,4 7,4 4,8 43
CIQ Haut 18 ng/mL
Moyenne 17,32 17,44 16,65 18,40 18,28 18,46
SD 1,35 2,31 1,3 1,17 1,49 0,75
CV (%) 7,8 13,2 7,8 6,4 8,2 4
Reproductibilité
LQ 0,25 ng/mL 0,5 ng/mL
Moyenne 0,26 0,27 0,25 0,49 0,51 0,50
SD 0,03 0,02 0,02 0,05 0,05 0,04
CV (%) 10,2 6,2 9 9,4 9,8 7,6
CIQ Bas 0,75 ng/mL
Moyenne 0,74 0,75 0,72 0,74 0,77 0,69
SD 0,05 0,02 0,04 0,07 0,07 0,03
CV (%) 7,4 6,2 5.4 8,8 9,3 4,2
CIQ Moyen 6 ng/mL
Moyenne 5,70 5,92 5,81 5,78 5,51 5,85
SD 0,18 0,31 0,19 0,47 0,32 0,22
CV (%) 3,1 5,2 33 8,2 5,7 3.8
CIQ Haut 18 ng/mL
Moyenne 17,55 17,71 17,58 18,23 17,33 17,89
SD 1,25 0,94 0,27 0,56 0,97 0,93
CV (%) 7,1 53 1,6 3,2 5,6 5,2

CIQ : contrdle interne de qualité, SD : écart-type, CV: coefficient de variation, LQ : limite de

quantification.
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Figure 14 : Calcul du rapport signal / bruit a la limite de quantification de chaque composé.

4.2 Quantification des EETs et DHETSs plasmatiques

Les EETs et DHETs plasmatiques ont été¢ quantifiés a I'état basal et apres
stimulation de I'endothélium vasculaire chez 14 sujets sains et 5 hypertendus (tableau
9). Chez les volontaires sains, la concentration plasmatique en 8,9-EET est deux fois
supérieure a celle du 14,15- et du 11,12-EET et le 8,9-DHET est le métabolite
majoritaire suivi du 14,15-DHET et du 11,12-DHET. La stimulation de 1'endothélium
vasculaire par chauffage cutané distal a induit chez le sujet sain une augmentation
similaire de tous les régioisomeres d'EETs (Figure 15). Celle-ci est accompagnée d'une
augmentation des différents DHETSs plasmatiques. Par conséquent, la somme des EETs

et des DHETSs, pouvant étre considérée comme un marqueur de la production d'EETs
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par I'endothélium, s'accroit durant la stimulation endothéliale (de 23,4 + 8,1 4 27,4 + 8,2
ng/mL, P < 0,01), et 'amplitude de cette augmentation est positivement corrélée a
I'amplitude de I’augmentation du débit sanguin (r = 0,57; P=0,03) (Figure 16).

Par ailleurs, étant donné que le 14,15-EET est le substrat préférentiel de la sEH,
nous avons évalué l'activité de la sEH par le ratio 14,15-DHET/14,15-EET et observé
une diminution durant le chauffage chez le volontaire sain (de 0,079 + 0,022 a 0,073 +
0,021, P=0,04). De ce fait, 'augmentation des concentrations en 14,15-DHET apparait
plus faible que celle du 11,12- et du 8,9- DHET (P = 0,08 pour chaque). Chez les
patients hypertendus, caractérisés par une altération de la dilatation endothélium-
dépendante en réponse a I’augmentation du débit sanguin (tableau 9), il n'y a pas de
différence significative des concentrations plasmatiques en EETs et DHETs a I'état
basal comparativement aux sujets sains. Cependant, nous observons une abolition
compléte de la libération d'EETs ou de DHETs au cours du chauffage (Figure 12).
Enfin, le ratio 14,15-DHET / 14,15-EET, reflet de I’activit¢é de la sEH, est plus
important chez les patients hypertendus que chez les volontaires sains a I’état basal (P <
0,05) et ce ratio ne diminue pas au cours de la stimulation endothéliale chez les patients

souffrant d’HTA (de 0,110 + 0,036 2 0,107 + 0,030, P = 0,56).
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Tableau 6 : Rendement d'extraction, effet de matrice et efficacité du processus pour les EETs et les DHETS pour les échantillons dans le NaCl

0.9% et le plasma.

Rendement Efficacité du Efficacité du processus de I'analyte (%) pondéré
Analyte Effets de matrice (%)
d'extraction (%) processus (%) par celui de I'étalon interne deutéré
NaCl Plasma NaCl Plasma NaCl Plasma NaCl Plasma
14,15-DHET 75+5 76 £ 12 91+9 285+19 68 +7 214 +7 117+6 122+ 11
11,12-DHET 84+ 15 84+9 85+ 12 207 £ 15 716 165+ 12 121 +7 98 +7
8,9-DHET 80+ 4 75+ 15 92+7 15811 73+£5 119+9 126 + 13 68 +7
14,15-EET 62+5 56+7 75+ 8 90+ 11 46+ 6 50+6 91 +7 85+9
11,12-EET 61+6 57+ 10 66+ 6 89+ 10 40+ 5 51+6 91 +8 99 + 10
8,9-EET 63+3 72+8 65 +7 60 +8 41 +4 60 +8 91+6 101 £10
11,12-DHETd11  60+3 76 +5 98 £8 231+ 34 59+6 169+ 19 - -
14,15-EETd8 57+3 64 +8 90 + 10 94 + 15 51+5 59+7 - -

Les valeurs sont exprimées en moyenne + SD de toutes les concentrations des courbes de calibration pour chaque analyte. n = 24 pour les DHETS et 21 pour les EETs dans chaque matrice.

71



Tableau 7 : Pentes correspondant au ratio de I'ASC de l'analyte sur celui de l'étalon interne pour chaque analyte préparé dans le méthanol (Groupe 1),

dans le NaCl et le plasma enrichis apres extraction (Groupe 2a et Groupe 2b respectivement) et avant extraction (Groupe 3a et Groupe 3b

respectivement).
Analyte Groupe 1 Groupe 2a Groupe 2b Groupe 3a Groupe 3b
1,31 £0.08 1,28+ 0,16 1,59 £ 0,21 1,59+ 0,14 1,67 £ 0,06
14,15-DHET
2 =0,999 + 0,002 r2=0,998 + 0,001 2 =0,997 + 0,004 2= 0,994 + 0,004 2= 0,994 + 0,006
1,26 £ 0,10 1,18 £ 0,05 1,03 + 0,15 1,59+ 0,16 1,20 £ 0,07
11,12-DHET
> =10,999 + 0,001 r2=0,999 + 0,001 2 =0,997 + 0,004 2= 0,995 + 0,005 2= 0,994 + 0,005
0,22 +0,01 0,23 +£0,02 0,13 +£0,02 0,28 0,03 0,15+0,01
8,9-DHET
2 =0,999 + 0,001 2= 0,996 + 0,005 2 =0,997 + 0,004 2= 0,995 + 0,005 2= 0,994 + 0,005
0,19+ 0,01 0,21 +0,02 0,20 + 0,01 0,20 + 0,01 0,19 + 0,02
14,15-EET
> =10,999 + 0,001 r2=0,999 + 0,001 > =10,999 + 0,001 2= 0,990 + 0,007 r>=0,997 + 0,001
0,119 + 0,005 0,106 + 0,013 0,113 + 0,005 0,108 £ 0,014 0,120 + 0,002
11,12-EET
2= 0,996 + 0,006 2= 0,996 + 0,003 2 =0,999 + 0,001 2 =0,992 + 0,006 2 =0,997 + 0,001
0,084 + 0,001 0,080 = 0,009 0,080 = 0,003 0,085 +0,011 0,091 £ 0,003
8,9-EET

r>=0,997 £ 0,002

r>= 0,997 + 0,004

r>=10,999 + 0,001

r>=10,993 + 0,005

r>=0,999 + 0,001

Les valeurs sont exprimées en moyenne + SD. r? est le coefficient de détermination. n =27 pour les DHETS et 24 pour les EETs dans chaque groupe.
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Tableau 8 : Tableau récapitulatif de l'étude de stabilité.

Anti-coagulant 14,15- DHET 11,12- DHET  8,9- DHET 14,15- EET 11,12- EET 8,9- EET
Concentration plasmatique 0,52+ 0,04 0,31+ 0,03 0,85+ 0,06 3,93+0,44 3,03+0,44 7,17 £0,71
L. 48h autosampler 81,9+5,6 79,9 +10,3 69,9 + 16,5 104,9 + 0,7 98,2 + 8,1 96,8+ 17,3
Héparine
3 cycles de FT 73,2+3,0 91,4+20 98,0+ 6,8 87,4+8,7 86,0 +7,5 87,5+6,5
Stabilité¢ a 1 mois 90,3+ 3,3 110,9 £2,9 93,0+2,2 119,0+ 7,1 103,0£9,5 110,9 £3,6
Concentration plasmatique 0,51 £0,04 0,33 +£0,03 0,84 £ 0,09 4,90+ 0,47 3,99+0,41 8,27+0,74
48h autosampler 93,3+2,1 92,2+3,9 89,9 £ 38,5 101,8 £ 8,8 99,6 + 5,1 97,7+5,4
EDTA
3 cycles de FT 82,2+ 6,9 80,8+ 7,8 84,6 7,2 92,2+6,3 89,8 +4,3 98,2+2.2
Stabilité a 1 mois 99,3+ 11,1 1079 £ 6,4 102,2+ 11,5 108,6 + 13,2 95,0+ 13,7 107,7+ 11,3
Concentration plasmatique 0,40 + 0,02 0,32+ 0,02 0,76 = 0,03 4,67 +0,51 3,74 £ 0,61 7,63 £0,75
) . 48h autosampler 93,9+11,8 88,8+ 7,0 91,3+1,8 99,0 + 3,2 92,1+5,6 99,9 +7,7
Citrate de sodium
3 cyclesde FT 87.4+4,4 76,0+ 2.4 93,0 £20,1 68,5+ 0,6 69,3 +5,7 78,4+5,0
Stabilité a 1 mois 99,1 +£4,0 93,5+73 86,4+ 7,7 86,9+ 3,1 78,0+ 3,9 90,1 +£5.8

Les concentrations plasmatiques sont exprimées en ng/mL + SD, Le recouvrement des différents tests de stabilité est exprimé en pourcentage + CV%. n = 3 pour chaque expérience. FT congélation-

déconggélation.
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Tableau 9 : Données démographiques de la population.

Volontaires sains  Patients hypertendus

Parametres (n=14) (n=5)
Age, années 45+ 12 59 +£12*
Homme (n, %) 9 (64%) 3 (60%)
Indice de masse corporelle, kg/m? 25,0+ 3,0 262 +1,2
Pression artérielle systolique humérale, mm Hg 126 = 10 142 + 14*
Pression artérielle diastolique humérale, mm Hg 75+ 10 86+ 5*
Fréquence cardiaque, bpm 60+9 57+8
Cholesterol total, g/L. 1,74 £ 0,05 1,79 £ 0,02
Glycémie a jeun, g/L 0,89 + 0,09 0,96 £ 0,07
Créatininémie, pmol/L 75+ 11 74 £ 19
Diamétre de l'artére radiale a I'état basal, mm 2,36 £ 0,31 2,28 £0,15
Dilatation débit-dépendante, mm 0,45+0,10 0,33 £0,12*
Flux sanguin de I'artére radiale a I'état basal, mL/min 7,5+3,1 10,4 £6,0
Variation du flux sanguin, mL/min 54,9 + 18,5 43,6 +16,9

Données exprimées en moyenne + SD ou n (%). *P<0,05 vs. volontaires sains.
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Figure 15 : Concentrations plasmatique en EETs et en DHETs a l'état basal (34°C) et pendant
la stimulation endothéliale induite par chauffage cutané distal (44°C) chez les sujets sains

(n=14) et chez les patients atteints d'HTA (n=5).
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Figure 16 : Corrélation entre la variation du total EETs + DHETs et l'augmentation du débit

sanguin lors du chauffage cutané distal chez les sujets sains (n=14).
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5 Discussion

Une méthode rapide et reproductible a ét¢ développée et validée par CLHP-
SM/SM permettant la quantification des différents régioisomeres d'EETs et de DHETSs
dans le plasma humain. Nous avons pu mettre en évidence l'intérét d'étudier cette voie
en conditions physiologiques et physiopathologiques. Depuis plus de 20 ans, de
nombreuses avancées ont été faites pour démontrer le réle majeur des EETs dans le
controle de 1'homéostasie vasculaire et métabolique chez I'homme in vivo. Les
inhibiteurs spécifiques de la partie hydrolase de la sEH sont de plus en plus reconnus
comme un outil pharmacologique prometteur pour le traitement de ’'HTA et du DT2
(Bellien et al., 2011; Duflot et al., 2014; Morrisseau et Hammock, 2013; Bellien ef al.,
2012). Dans ce contexte, nous avons mis au point une méthode analytique permettant la
quantification des EETs et de leurs métabolites dans le plasma. Cette méthode permet la
détection des régioisomeres d'EETs et de DHETSs grace a l'utilisation de transitions "ion
pere > ion fils" spécifiques de chaque composé, excepté le 5,6-EET. Celui-ci n'a pas pu
étre quantifié dans les échantillons saponifi€s, un prérequis nécessaire a la libération de
ces composes liés a des structures lipidiques complexes, du fait de son instabilité et de
sa conversion en 5,6-DHET ou en dérivé lactone (Fulton ef al., 1998). Le caractere
labile du 5,6-EET permet d'expliquer pourquoi le rendement du 5,6-EET est trés faible
et pourquoi celui du 5,6-DHET excede 100%. Cependant, I'absence de données relatives
a ces composeés dans cette étude a probablement un impact limité dans I'é¢tude de la voie
des EETs/DHETs puisque le 5,6-EET est le seul régioisomere connu pour étre
fortement métabolisé par la COX-2 afin d’exercer son activité biologique (Carroll et al.,
1990).

Nous avons tout d'abord validé la méthode analytique sur une matrice NaCl

0,9% apres vérification de la répétabilité, de la reproductibilité, de la linéarité et d'une
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LQ inférieure aux concentrations plasmatiques habituellement observées chez I'"homme
en EETs et en DHETSs. En effet, il n'existe a I'heure actuelle aucune matrice biologique
authentique dépourvue d'EETs et de DHETSs pouvant étre utilisée comme matrice vierge
afin d'y ajouter les standards analytiques (Van de Merbel, 2008). Bien que le charbon
activé soit un outil intéressant pour €éliminer les AG libres du plasma, il ne permet en
revanche pas d'enlever les EETs et DHETSs liés aux lipoprotéines (Van de Merbel,
2008). Par ailleurs, nous aurions pu retirer les EETs et DHETs endogénes en passant
une matrice biologique au travers d'une cartouche contenant des anticorps directement
dirigés contre les EETs et les DHETs, mais cette technique s'aveére coliteuse et
chronophage (Van de Merbel, 2008). Ainsi, en utilisant les formules utilisées par
Matuszewski et al (2003) pour la détermination du PE et les pentes des courbes de
calibration, nous avons obtenus des résultats similaires pour les EETs sur la matrice
NaCl et la matrice plasmatique apres correction par les étalons internes deutérés.

Cependant, il est important de souligner que les différences obtenues pour le 8,9-
DHET et le 11,12-DHET ne sont pas totalement compensées par I'étalon interne
deutéré. Nous avons également étudié¢ la stabilit¢é des EETs et des DHETs dans le
plasma et I'impact des principaux anticoagulants utilisés en pratique clinique. Il est en
effet important de standardiser les pratiques concernant le mode de prélévement et le
traitement de I'échantillon car ces facteurs peuvent profondément influencer Ia
quantification absolue des EETs et des DHETS.

Premiérement, le sang doit étre prélevé dans un tube préalablement refroidi dans
la glace, immédiatement centrifugé et congelé en accord avec des études antérieures
soulignant la dégradation ou la formation d'EETs et de DHETS ex vivo (Goulitquer et
al., 2008; Willenberg et al., 2015). Pour cette raison, nous n'avons pas validé notre

méthode sur des prélevements sur sérum avec lesquels un certain délai est nécessaire
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pour permettre la coagulation compléte de 1'échantillon, pouvant interférer avec les
résultats. Deuxiémement, certains facteurs inhérents au processus de saponification
utilis¢ peuvent conduire a des différences dans la libération des AG liés comme par
exemple la concentration de NaOH utilisée, la température, la durée de la saponification
ou encore l'extraction préalable des lipides de I'échantillon primaire, et ces parametres
doivent faire I'objet d'une attention particuliere (Schuchardt et al., 2013; Schebb et al.,
2014; Fang et al., 1995; Levison et al., 2013). Troisiémement, 1'utilisation d'EETs et de
DHETs deutérés est primordial pour quantifier ces eicosanoides dans le plasma par
CLHP-SM/SM, car d'autres composés appartenant également a la cascade de 'ARA, les
HETESs, possedent le méme ion pére, des ions fils similaires a ceux des EETs et
possedent de plus un temps de rétention trés proche de celui des EETs (Figure 17A)
(Levinson et al. 2013). Il est important de noter qu'une analyse de l'extrait lipidique
réalisée sans saponification révele la présence de DHETs mais ne permet pas de
quantifier les EETs présents a des concentrations inférieures a notre LQ (Figure 17B).
Ces résultats confirment le fait que les EETs libres représentent seulement une
faible fraction de la totalit¢ des EETs estimée aux alentours de 1%. Ainsi, de plus
grands volumes de plasma sont nécessaires pour permettre leur détection et leur
quantification (Zhu et al. 2011). Prenant en considération l'ensemble de ces aspects,
nous avons pu démontrer une bonne stabilit¢ des EETs et des DHETSs dans le plasma,
particuliérement lorsque le sang est prélevé sur un tube EDTA et que le plasma est
immédiatement congelé et stocké a -80°C. Grace au développement de cette méthode
analytique, nous avons pu mettre en évidence pour la premiere fois I'évolution des
concentrations en EETs et DHETSs au niveau local durant une stimulation endothéliale

par chauffage cutané distal. Notre laboratoire avait précédemment mis en évidence une
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augmentation des EETSs totaux par une technique utilisant la GC-MS lors du chauffage

contribuant a la vasodilatation débit-dépendante (Bellien et al. 2012).
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Figure 17 : Chromatogrammes représentant un échantillon plasmatique saponifié (4) et non
saponifié (B)

Nous avons approfondi ces résultats en montrant une augmentation pour chaque
régioisomere des EETs chez le volontaire sain au cours de la stimulation endothéliale.
Ces résultats contrastent avec les résultats attendus en prenant en compte la
régiosélectivité des CYP450 intervenant dans 1'époxydation de I'ARA (Capdevila et al.
2000) et des résultats obtenus ex vivo suggérant que le 11,12-EET était le principal
régioisomere libéré permettant la dilatation endothélium-dépendante des arteres
humaines (Archer et al., 2003). De plus, nous avons démontré qu'une partie des EETs
produits au cours de la stimulation est rapidement convertie en DHETs, renfor¢ant

I'intérét d'étudier la somme EETs + DHETs comme un index de la production des EETs.
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Par ailleurs, en accord avec un mécanisme de dilatation endothélium-dépendant, la
production d'EETs s'accroit avec I'amplitude d'augmentation du flux sanguin au niveau
de l'artére radiale.

Bien que ces résultats préliminaires nécessitent de plus amples investigations
afin de garantir leur fiabilité, la diminution du ratio 14,15-DHET / 14,15-EET au cours
du chauffage suggére que non seulement la stimulation endothéliale augmente la
production d'EETs par les CYP450, mais qu'elle diminue également I'activité de la sEH
intervenant dans leur dégradation. Dans ce contexte, nous avons observé chez les
patients hypertendus et donc possédant une fonction endothéliale altérée, comme en
témoigne la diminution de la dilatation débit-dépendante, une abolition compléte de
libération de tous les régioisomeres d'EETs. Ces résultats sont en accord avec de
précédentes études chez des patients hypertendus non traités montrant que le taux total
d'EETs quantifi¢ par CG/SM n'augmente pas au cours du chauffage (Bellien et al.
2012). Dans ce travail, nous avons ¢galement démontré chez les patients atteints d’HTA
une altération de la voie des EETs par deux mécanismes synergiques. D'une part, une
augmentation de l'activité de la sEH représentée par le ratio 14,15-DHET / 14,15-EET,
et d'autre part, une abolition de la production d'EETs comme en témoigne 1'absence
d'augmentation d'EETs et de DHETs au cours du chauffage comparativement aux
volontaires sains. Cette absence de production d'EETs chez les patients HTA pourrait
étre liée a une diminution de l'expression des CYP450 époxygénases dans cette

population comme cela a été montré sur le plan expérimental (Zhao et al., 2003).
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6 Perspectives

A partir de ce travail, trois grands axes de développement semblent intéressants

a explorer. Le premier concerne le développement analytique, le second 1'extension des

explorations vasculaires a d'autres types de pathologies affectant le systéme

cardiovasculaire et le troisieme 1'étude de la partie phosphatase de la sEH. En effet, le

traitement de I'échantillon nécessaire a la quantification des EETs et DHETSs peut étre

étendu a l'ensemble des lipides bioactifs. Nous avons traité dans ce travail uniquement

les dérivés époxydes et diol de 'ARA. Cependant, nous avons vu précédemment qu'il

existe également des dérivés époxydés d'autres acides gras tels que 1'EPA, le DHA ou

encore l'acide linol€ique pouvant étre convertis en diols (Figure 18) (Oni-Orisan ef al.,

2014).

Fatty acids (esterifieq)

w-6 fatty acids

w-3 fatty acids

DHA ‘ | EPA | AA LA
| (free) | | (free) | | (free) | | (free) |
e e s |
< CYP epoxygenase
S | SR |
EDP | | EEQs EETs | | EpOMEs |
e | I e
< soluble epoxide hydrolase >
'DiHDPA| | DHEQ | | DHETs | DHOMEs

Figure 18 : Métabolisme des acides gras époxydeés.
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Ces composés possedent également des propriétés physiologiques intéressantes
sur le plan inflammatoire et vasculaire et leur quantification permettrait d'avoir une
vision plus globale du réle physiologique de la sEH et de son implication dans diverses
pathologies (Askari et al., 2014; Kunisawa et al., 2015; Ulu et al., 2014). D'autre part, la
conversion de I'ARA en EETs ne concerne qu'une petite fraction de I'ARA circulant et
la quantification d'un plus grand nombre de composés produits a partir de ce précurseur
peut s'avérer particuliérement intéressante puisque certains de ces composés,
notamment les HETEs, peuvent étre le reflet de l'inflammation ou du stress oxydant.
L'objectif a terme est d'obtenir un panel lipidique conséquent permettant la réalisation
d'un screening lipidomique large potentiellement applicable dans de nombreuses

pathologies faisant 1’objet d’études cliniques (Figure 19 et 19B) (Astarita et al., 2015).
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Concernant les explorations vasculaires, la technique de chauffage utilisée pour
stimuler l'endothélium vasculaire et les méthodes de mesure du débit sanguin et du
diametre de l'artére radiale sont d'excellents indicateurs de la fonction vasculaire. Bien
que le nombre de sujets malades soit restreint pour cette étude qui ne concerne que des
patients HTA, ces explorations vasculaires et analytiques peuvent étre €élargies a d'autres
pathologies afin d'améliorer notre compréhension des mécanismes impliqués dans la
physiopathologie de la dysfonction endothéliale. Des protocoles de recherche clinique
sont actuellement en cours dans le DT2, l'insuffisance cardiaque associée ou non a
I'hypertension pulmonaire et chez le patient transplanté. Enfin, une étude est
actuellement en cours d'élaboration afin d'étudier la toxicité vasculaire des traitements
anticancéreux.

Enfin, la partie phosphatase de la sEH n'a ét¢ a I'heure actuelle que trés peu
¢tudiée et devrait faire I'objet d'investigations scientifiques plus poussées. Elle pourrait
en effet expliquer certaines divergences obtenues lors d'études utilisant un inhibiteur
pharmacologique spécifique de la partie hydrolase comparativement a 1'étude d'animaux
knock-out pour la sEH et donc dépourvus de toute activité hydrolase et phosphatase,
notamment au niveau pulmonaire. Par ailleurs, les substrats in vivo de la partie
phosphatase n'ont toujours pas été clairement identifiés malgré certaines hypothéses
concernant les précurseurs pyrophosphates du cholestérol et les LPA (Newman et al.,
2003; Cronin ef al., 2003; Morisseau ef al., 2012; Oguro et al., 2012). L'hypothése selon
laquelle les phospholipides des membranes sont métabolisés par la PLA, afin de libérer
les EETs pris en charge par la partie hydrolase de la sEH, et selon laquelle les LPA
obtenus apres action de la PLA, sont des substrats de la partie phosphatase permettant
d'obtenir du 1-monoacylglycérol, semble tout a fait plausible bien que I'effet

physiologique d'un tel métabolisme reste mal connu.
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7 Conclusion

Nous avons mis au point et validé une méthode rapide et robuste pour la
quantification simultanée des différents régioisomeres d'EETs et de DHETs par CLHP-
SM/SM dans le plasma, et démontré son intérét pour I'étude de la fonction endothéliale
chez 'homme. Plus particulierement, nous avons démontré que les 8,9-, 11,12- et 14,15-
EET sont tous libérés dans le méme ordre de grandeur durant la stimulation endothéliale
au niveau des artéres de conductance périphériques chez le sujet sain, et que cette
libération est abolie chez le patient HTA.

Ainsi, ces techniques exploratoires représentent une opportunité intéressante
pour étudier le rdle des régioisomeres d'EETs en physiologie humaine et en cas de
pathologies cardiovasculaires. Enfin, bien que la quantification absolue du 8,9- et du
11,12-DHET ne soit pas réalisable du fait des effets de matrice qui ne sont pas
totalement compensés par les étalons internes deutérés, cette méthode pourra Etre
appliquée pour monitorer l'impact thérapeutique des nouveaux inhibiteurs de la sEH
développés, en utilisant le ratio 14,15-DHET / 14,15-EET. En effet, il existe
dorénavant des inhibiteurs pharmacologiques de la sEH de nouvelle génération
possédant des propriétés physico-chimiques et une formulation galénique favorables a
son administration par voie orale. De nombreuses études expérimentales ont maintenant
démontré les effets bénéfiques de ces inhibiteurs dans diverses pathologies
(hypertension, diabete, maladies inflammatoires). Des essais cliniques comportant un
inhibiteur de la sEH ont été¢ débutés afin d'évaluer la sécurité et 1'intérét de ces composés
dans la prévention et le traitement des maladies cardiovasculaires chez 1'homme, avec

comme objectif de réduire significativement la morbi-mortalité liée a ces maladies.
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acides époxyeicosatriénoiques et dihydroxyeicosatriénoiques par chromatographie liquide
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RESUME: Les acides époxyeicosatriénoiques (EETs) sont des médiateurs lipidiques
vasodilatateurs métabolisés par I'époxyde hydrolase soluble (sEH) en acides
dihydroxyeicosatriénoiques (DHETs). Nous avons développé une méthode analytique permettant
leur quantification dans des prélévements plasmatiques humains avant et aprés stimulation
endothéliale. 14 volontaires sains et 5 volontaires hypertendus ont été prélevés avant et aprés
stimulation endothéliale par chauffage cutané distal induisant une dilatation débit-dépendante
de l'artére radiale. Les lipides du plasma ont été extraits par une méthode de Bligh et Dyer en
milieu acide et saponifiés afin de libérer les EETs et DHETs estérifiés aux phospholipides. Une
seconde extraction liquide-liquide est réalisée afin de concentrer I’échantillon et les échantillons
sont injectés dans le systéme aprés reconstitution dans du méthanol. Nous sommes parvenus
grace a cette méthode a quantifier les 8,9-, 11,12-, 14,15-EET, 8,9-, 11,12- et 14,15-DHET. Le 5,6-
EET, dG a son instabilité chimique n'a pas pu étre détecté dans les échantillons. La limite de
guantification est de 0,25 ng/mL pour les DHETs et de 0,50 ng/mL pour les EETs. L'étude de la
répétabilité et de la reproductibilité a permis de mettre en évidence des coefficient de variations
entre 1,6 et 13,2 %. Le chauffage cutané distal induit une augmentation similaire des
concentrations plasmatiques des différents régioisoméres d’EETs et de DHETs chez les volontaires
sains mais pas chez les patients hypertendus. Nous avons ainsi validé une technique analytique
du dosage des EETs et des DHETs dans le plasma humain et démontré son intérét dans I'étude de
la fonction endothéliale.
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