Iso-, Neuroprostanes : des lipides hioactifs
marqueurs du stress oxydant.

Les acides gras polyinsaturés, constituants majeurs des membranes cellulaires, sont aussi des précurseurs
de nombreux métabolites générés enzymatiquement ou par un mécanisme oxydatif initié par des radicaux
libres. La peroxydation radicalaire des acides arachidonique et docosahexaénoique conduit, in vivo,
a la formation des isoprostanes et des neuroprostanes. Ces lipides oxygénés possedent un large spectre
d’activités biologiques. Les isoprostanes sont a présent considérées comme les marqueurs du stress oxydant
cellulaire les plus significatifs utilisés en clinique. Dans cette revue, certaines des techniques d’analyse sont

présentées.

Les auteurs exposent également leur derniére stratégie de synthése organique multi-étapes pour obtenir

ces lipides oxydés.
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INTRODUCTION

Les isoprostanes (IsoP) dérivent de la peroxydation
radicalaire de l'acide arachidonique (AA, C20:4 wé) 41,
Chez les mammiféres, cet acide gras est présent sous
forme estérifiée majoritairement dans les phospholipides
des membranes cellulaires. Laugmentation du taux
des IsoP est mise en évidence dans de nombreuses
pathologies comme par exemple celles générées par une
ischémie/reperfusion, les maladies neurodégénératives,
les maladies cardiovasculaires ™. La quantification du stress
oxydatif lipidique est alors effectuée par la mesure du taux
des IsoP, a présent considérées comme les marqueurs
standards de la peroxydation lipidique [,

La peroxydation radicalaire de lacide docosahexaénaique
(DHA, C22:6 ®3), particuliérement concentré dans le
cerveau humain et en particulier dans la matiére grise,
conduit a la formation des neuroprostanes (NeuroP) qui
pourraient également devenir des marqueurs spécifiques du
stress oxydatif neuronal "', Dans le cerveau, chez le primate
et chez lhomme, la peroxydation de lacide adrénique (AdA,
C22:4 wb) présent dans la myéline, composant principal
de la matiere blanche, conduit aux dihomo-isoprostanes
(dihomo-IsoP] (Schéma 1) I,

En 1990, Morrow et al ont mis en évidence la formation in
vivo chez lhomme des IsoP, isoméres de prostaglandines
(PG), par un mécanisme non enzymatique impliquant la
peroxydation radicalaire de [AA 112131,

Afin de déterminer si les IsoP possédaient des activités
biologiques intrinseques, la 15-F,-IsoP a été injectée dans
le rein de rat, dans une veine périphérique ou directement
dans le rein, avec comme conséquence la réduction de
la pression sanguine et du taux de filtration. Les IsoP ont
donc des activités biologiques qui leur conferent un role de

médiateur dans un contexte de stress oxydatif, en outre,
du fait de leur fonction de marqueur, leur quantification
dans l'urine et le plasma permet une mesure précise,
non-invasive et représentative de la peroxydation lipidique
chez lhomme 5141,
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SCHEMA 1
Métabolites dérivant de la peroxydation radicalaire de différents acides gras
polyinsaturés (EOR : espéces oxygénées réactives)

Ces métabolites oxygénés possedent différentes spécificités,
ils sont des marqueurs des attaques oxydantes et ils
possédent des propriétés biologiques. Dans cette revue,
nous présenterons les différentes techniques utilisées pour
les quantifier, les différentes activités biologiques mises
en évidence a ce jour, ainsi que notre derniére stratégie de
syntheése.
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BIOSYNTHESE DES METABOLITES CYCLIQUES
DES ACIDES GRAS POLYINSATURES

Le bon fonctionnement de l'organisme dépend de l'équilibre
entre un systeme de défense d'anti-oxydants endogenes ou
amenés par lalimentation, et les espéces capables de produire
des espéces oxygénées réactives (EOR] et de propager une
attaque oxydante visant les lipides, protéines, acides nucléiques
ausein des cellules. A ['état naturel la forme stable du dioxygéne
est l'oxygéne triplet qui est un diradical. La faible réactivité
des radicaux de loxygéne, comme l'anion superoxyde (02-7),
leur confére leur qualité de régulateurs de certaines fonctions
biologiques "%, Cependant, certaines espéces radicalaires ou
non (H,0,), plus réactives encore sont générées par réactions en
cha'ne de la peroxydation, en particulier les radicaux hydroxyle
(HO') ou peroxyle (HOO').

La peroxydation lipidique a partir de UAA débute par labstraction
d'un atome d’hydrogene par des espéces telles que HO" ou HOO:,
alune des 3 positions bis-allyliques C-7, C-10, C-13 (Schéma 1).
Le radical pentadienyle formé réagit avec une molécule de
dioxygéne moléculaire pour former un radical peroxyle qui subit
alors une réaction de cyclisation intramoléculaire, appelé double
exotrig, pour former un endoperoxyde et un cycle a 5 carbones.
Le radical allylique généré réagit avec une deuxieme molécule de
dioxygéne, ce qui termine la séquence réactionnelle en cha'ne.

SCHEMA 2
Synthéses des IsoP/NeuroP
a partir du céto-époxyde 1
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Finalement la réduction de lendoperoxyde et de hydroperoxyde
allylique conduira a 4 régioisomeres/séries d'lsoP %€l Morrow
et al ont montré que les séries 5 et 15 sont prépondérantes ['”1,
Par le méme mécanisme, le DHA conduit a 8 régioisoméres/
séries de NeuroP dont les séries 4 et 20 prédominent ' alors
que UAdA conduit a 4 régioisomeéres/séries de dihomo-IsoP ol
les séries 7 et 17 sont les plus abondantes.

NOMENCLATURE

La premiere classe d'lsoP découverte a été la série F,
leur nomvient du fait que le squelette carboné (cycle a5 carbones,
cha'nes latérales), est analogue a celui des PG. Cette analogie
a conditionné la nomenclature utilisée pour les nommer, en
particulier, lalcool allylique est par convention de configuration
absolue S pour décrire les IsoP. Lépimere de cette position,
conduira a une configuration absolue R et le terme « épi » sera
mentionné dans le nom de la molécule.

La principale différence entre les IsoP et les PG est structurale.
En effet, dans le cas des IsoP, les cha'nes latérales sont orientées
encis lune par rapporta lautre, alors que pour les PG Lorientation
esttrans ™. Une autre différence est liée au fait que les IsoP sont
formées in situ principalement estérifiées aux phospholipides
et sont ensuite libérées dans les fluides biologiques par une
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phospholipase " alors que les PG sont générées a partir de
[AA libre. En outre, la biosynthése enzymatique des PG, via les
cyclooxygénases, génére des métabolites énantiomériquement
purs alors que la peroxydation radicalaire conduit a de nombreux
stéréo- et régioisomeres d'lsoP sous forme racémique.

Deux nomenclatures ont été décrites dans la littérature, celle
de Rokach et al ' et celle de Taber et al 2" qui a été reconnue
par [IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry),
et qui sera utilisée dans cette revue. La cha'ne o est la cha'ne
qui porte l'acide carboxylique, alors que la position de lalcool
allylique donne le numéro de la série.

SYNTHESES TOTALES DES ISOP ET NEUROP

Notre équipe s'est attachée a la synthese totale des métabolites
d’AGPI, énantiomériquement enrichis, depuis presqu’une
vingtaine d'années. Durant cette période plusieurs stratégies ont
été développées, et ont convergé vers une plus grande flexibilité
permettant la synthése d'un grand nombre de métabolites
lipidiques.

Par ailleurs, différentes stratégies de synthése des IsoP et
NeuroP ont été décrites dans la littérature, par d'autres équipes
de chimistes et sont résumées dans une revue publiée en
2008 B, Nous développerons succinctement dans cette revue
notre derniére stratégie mise au point récemment (Schéma 2).

Cette stratégie est basée sur lobtention d'un intermédiaire
clé, un bicyclo [3.3.0]octéne céto-époxyde 1?4 3 partir duquel
les syntheses divergent afin d'obtenir les différentes séries
d'lsoP/NeuroP. Le 1,3-cyclooctadiéne, commercial, subit
une monoépoxydation suivie d'une réaction d'insertion dans
un CH conduisant a un alcool bicyclique. Ce composé est
déracémisé en présence de lipase Amano AK et les deux alcools
énantiomériquement enrichis sont obtenus avec de trés bons
rendements.

L'alcool bicyclique est oxydé en énone en présence d'IBX suivi
d’une époxydation régiosélective de 'énone pour obtenir le
céto-époxyde 1 (Schéma 2). Aprés plusieurs étapes, réduction
chimiosélective, protection, ozonolyze/réduction et protection
régiosélective, les cha'nes latérales sont introduites par réaction
de Wittig et d’'Horner-Wadworth-Emmons. Des modifications
et protections orthogonales ont permis lobtention des 15-F, -,
15-D,,- et 15-E,,-IsoP, ent-7-F,-dihomo-, 17-F,,-dihomo-IsoP et
de lent-4-F, -NeuroP 22,
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QUANTIFICATION DES ISOP ET ANALOGUES DANS
LE PLASMA, LURINE ET AUTRES FLUIDES BIOLOGIQUES

La quantité d'IsoP présentes dans les fluides biologiques dépend
de nombreux facteurs dont, l'age, le sexe et les variations
physiopathologiques dues a différentes maladies. De plus des
facteurs exogenes comme le régime alimentaire, la pratique
de sport, le statut de fumeur affectent également le taux basal
d’lsoP.

Un grand nombre de méthodologies sont a présent disponibles
pour le dosage des IsoP.%¢l | a chromatographie gazeuse
couplée a la spectrométrie de masse (GC-MS) en ionisation
chimique en mode négatif est de loin la plus couramment
utilisée, lidentification et la quantification au moyen d’'un étalon
interne ont été largement validées. La fonction acide de UlsoP est
dérivée en ester pentafluorobenzylique, et les alcools en éther
de triméthylsilyle. Lionisation chimique conduit a des spectres
de masse présentant peu de fragments. Les étalons internes
sont majoritairement des IsoP deutérées commercialement
disponibles. Cependant, en 2008 nous avons publié Lutilisation
de la 4-F -NeuroP synthétique, comme étalon interne pour
doser les F,-IsoP. Cette molécule présente des caractéristiques
physicochimiques trés similaires a celle des F,-IsoP mais une
masse molaire plus élevée, ce qui réduit les interférences car les
fragmentations caractéristiques de la 4-F, -NeuroP présentent
des valeurs de m/z différentes 241,

De la méme facon que pour [AA, lattaque oxydante des radicaux
libres sur le DHA conduit a la formation des NeuroP 1%, Etant
donné que le DHA est l'acide gras polyinsaturé majoritaire dans
les neurones, la quantification des NeuroP peut représenter
un index de peroxydation neuronale. La quantité de F,-NeuroP
par GC-MS-NICI dans les tissus du lobe temporal de patients
décédés des suites de la maladie d’Alzheimer est le double de
celle issue d’'un cerveau sain. Montine et al ™ ont détecté des
quantités élevées d’lsoP, de NeuroP et d'isofuranes (IsoF) dans
les zones lésées de cerveau de patients décédés apres avoir
développé la maladie d’Alzheimer ou la maladie de Parkinson.
Dans le fluide cérébrospinal les quantités de ces métabolites
sont en augmentation dés les premiers stades de la maladie.
Cependant le dosage des IsoP dans les urines et le plasma ne
montre aucune différence par rapport au témoin.

Les analyses par chromatographie liquide couplée a la
spectrométrie de masse (LC-MS) utilisées pour le dosage des
IsoP utilisent la LC en phase inverse et lelectrospray ESI/MS en
mode positif. Les échantillons biologiques peuvent étre purifiés
par colonne d'immuno-affinité (IAC) puis ensuite sur phase
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inverse avant lanalyse par ESI/MS. Les dosages par LC-MS en
tandem ESI/MS/MS ont permis la discrimination des épiméres
sur le carbone portant la fonction alcool allylique d'un méme
IsoP. Les métabolites de la 15-F ,-IsoP ont également été dosés
par cette méthode.

Récemment, C de Felice, a montré que les dihomo-IsoP sont des
marqueurs spécifiques de la dégradation de la myéline dans le
stade 1(0a 18 mois) du syndrome de Rett, maladie rare (1/10000
naissances), ayant pour particularité de ne toucher que les filles,
en raison de sa cause génétique #7. En effet, dans le stade 1,
l'attaque oxydante est a son paroxysme, le taux plasmatique de
dihomo-IsoPs est de185,9 pg/ml (par rapport a celui d'un sujet
sain de 1,2 pg/ml) pour diminuer au stade 2 & 3,75 ; au stade 3
a 2,65 et enfin au stade 4 a 2,53 pg/mL. Un nourrisson porteur
de la maladie (anomalie du géne MEPC2) naitra apparemment
en bonne santé, il ne développera les premiers signes cliniques
visibles liés au développement de graves troubles neurologiques,
psychomoteurs, gastriques et pulmonaires, qu’entre 6 et 18
mois. Cependant son taux plasmatique en dihomo-IsoP donne
déja linformation de lévolution de la maladie. Apres linstallation
de ces dégradations au stade 1, le processus semble irréversible.
En collaboration avec [équipe du neuropédiatre italien spécialiste
de cette maladie, C. de Felice, ces molécules de synthése ont
été utilisées comme standard en dosage par GC/MS et validées
comme marqueurs spécifiques et précoces de la maladie de
Rett.

ACTIVITES BIOLOGIQUES DES ISOP ET NEUROP

En obtenant ces métabolites oxygénés purs et en quantité
suffisante, les chimistes permettent aux biologistes et cliniciens
de réaliser de nombreuses études sur lactivité biologique
potentielle de tels lipides dans différents modeéles in vivo ou in
vitro B, Dans la littérature sont décrites de nombreuses études
menées sur la 15-F,-IsoP, commercialement disponible, dés la
découverte de ces IsoP. En outre, la détection et lidentification
de ces lipides dans les fluides, comme le plasma et l'urine,
apportent des informations sur les tissus qui subissent les
attaques oxydantes, car certains AGPI sont concentrés dans des
tissus spécifiques, comme le DHA dans les neurones, [AdA dans
la myéline, et bien entendu sur la gravité de cette attaque.
Notre collaboration avec différents collégues biochimistes,
cliniciens a permis de mettre en évidence les activités biologiques
de ces métabolites lipidiques synthétisés. Celles-ci seront
discutées dans cette revue.

De par leur stabilité, les IsoP sont des marqueurs de la
peroxydation lipidique en particulier dans les maladies
cardio-vasculaires. Chez les patients atteints de troubles
coronariens, l'angiogénése est un processus crucial pour
réacheminer le sang vers les zones ou les cellules cardiaques
pourraient évoluer vers la nécrose en raison de lischémie.
Or dans ces zones du myocarde en hypoxie, les IsoP s'accumulent
et leurs activités biologiques propres pourraient jouer un role
dans linhibition de la reconstruction des capillaires.

Benndorf et al 1 ont étudié les effets in vitro de plusieurs IsoP
sur la migration du facteur de croissance de l'endothélium
vasculaire (VEGF),sur la formation des vaisseaux par les cellules

de lendothélium humain ECs ainsi que sur la croissance des
vaisseaux capillaires dans les modéles cardiaques d'angiogénese.
Enfin, lactivité angiogénique a été testée, sur l'angiogénese
déclenchée par les facteurs de croissance VEGF sur la membrane
d’embryon de poulet. Les 15-F -, 15-E,-, 15-A,-IsoP inhibent la
migration des facteurs de croissance VEGF,la formation des
micro-vaisseaux par les cellules de lendothélium humain ECs
ainsi que la croissance des vaisseaux capillaires cardiaques
in vitro, de méme que langiogénése in vivo via l'activation des
récepteurs des thromboxanes A, (TXA Jdont ils constituent des
ligands stables par opposition aux TXA, dont la durée de vie
n'excéde pas 30 secondes in vivo.

La 15-F,-IsoP inhibe l'agrégation plaguettaire dans le sang
humain, activité partiellement médiée par les récepteurs TP
du thromboxane. Les 15-F,-IsoP et 15-E, -IsoP présentent
des activités sur différents tissus vasculaires artériels incluant
laorte, la carotide, les arteres pulmonaires, rénales, coronaires,
cérébrales, ombilicales, rétiniennes... 2% qui sont également
partiellement médiées par les récepteurs TP. Récemment,
différents auteurs dont Janssen et al, ® ont montré que
ces activités pourraient impliquer d'autres récepteurs de
prostanoides, incluant ceux spécifiques de la PGE, et de la
PGFZQ, récepteurs EP et FP respectivement. Il est intéressant de
souligner qu'il existe tout de méme une forte probabilité pour
que les IsoP possedent leurs récepteurs spécifiques. Dans la
plupart des études, la 15-E,,-IsoP semblerait plus active que la
15-F,-IsoP.

Limplication des IsoP dans les maladies neurodégénératives a
largement été documentée, et laugmentation de la formation de
ces IsoP a été associée en particulier a la maladie de Huntington,
la maladie de Creutzfeldt-Jacob et la maladie d’Alzheimer.
Dans ce dernier cas, différentes classes d'IsoP sont formées ;
les E,/D,-IsoP sont majoritaires. Ces composés sontinstables et
se décomposent in vivo pour donner les A,/J,-IsoP, hautement
neurotoxiques provoquant lapoptose des neurones.

CONCLUSION

Les voies enzymatiques (cyclooxygénases, lipoxygénases) de
la cascade arachidonique fournissent un nombre important
de métabolites oxygénés cycliques et acycliques dont les
prostaglandines biologiquement actives ont été décrites a laube
des années 30.

La biosynthese des IsoP, dérivant d'une peroxydation de [AA,
non enzymatique catalysée par l'action des radicaux libres a
été mise en évidence chez lhomme dans les années 1990 et
a ouvert l'ére des IsoP. Par la suite, [étude de la peroxydation
des différents AGPI a longue cha'ne a conduit a décrire les
NeuroP (DHA) et les F,-dihomo-IsoP (AdA). Grace a la synthese
organique, ces métabolites oxygénés cycliques, ont pu étre
détectés dans différents fluides biologiques. Durant cette période
il a été établi que ces métabolites sont d'excellents marqueurs du
stress oxydant lipidique. La contribution du chimiste, pourvoyeur
en molécules pures a déja permis d’attribuer des activités
biologiques aux IsoP et NeuroP. La collaboration entre chimistes,
biochimistes et cliniciens devrait permettre dans les prochaines
années de confirmer ces résultats.
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CONGRES / EVENEMENTS

Journée annuelle Benjamin

Delessert - Nutrition et Santé
Systéme digestif et cerveau : quel dialogue
au cours de la prise alimentaire ?

Les omégas 3 : des données scientifiques
aux recommandations pratiques

3 février 2012
Lieu : Paris, France

Site : www.jabd.fr/opencms/sites/fr/index.
htmt

ApoE Alzheimer’s and
Lipoprotein Biology

26 février-2 mars 2012

Lieu : Mar del Plata, Argentine
Organisateur : Keystone Symposium on

Molecular and Cellular Biology
Site : www.keystonesymposia.org/12Q5

Journées Internationales de
Médecine d’Art et Bien Etre
5-12 mars 2012

Lieu : Cap Town , Afrique du Sud
Site : http://www.congres-medical.com/

4™ ISLS : International Singapore
Lipid Symposium

13-16 mars 2012

Organisateur : Markus R Wenk - National
University of Singapore

Lieu : Singapour, Malaisie

Site : www.lipidprofiles.com/index.php?id=18

6™ Colloque Alpin de Soins
Palliatifs

Alimentation, nutrition et hydratation en
soins palliatifs : désir, partage et pratiques
16 mars 2012

Lieu : Grenoble, France

Organisateurs : Structures de soins palliatifs
et de prise en charge de la douleur de UArc
Alpin
http://colloquealpin2012.comm-sante.com/

Congrés VITAGORA (Golit
Nutrition Santé) : le défi de bien
vieillir

20-21 mars 2012,

Lieu : Dijon, France

Organisateur : Pole de Compétitivité
VITAGORA - Péle de Gérontologie
Bourgogne-Franche-Comté

Site : www.gout-nutrition-sante.com

Congres de la Société
Francophone du Diabéte
20-23 mars 2012

Organisateur : Société Francophone du
Diabete

Lieu : Nice, France

Site : www.congres-sfd.com/

DIETECOM 2012
22-23 mars 2012

Lieu : Paris, France
Site : www.dietecom.com/

Quels aliments pour la femme
enceinte ? Influence des
micronutriments sur nos génes
in utéro et leur déterminisme
dans les maladies d’age adulte
24 mars 2012

Organisateur : Cerden

Lieu : Bruxelles, Belgique

Site : www.cerden.be/formations/
journee-scientifique.html

XVI International Symposium on
Atherosclerosis : ISA 2012
25-29 mars 2012

Organisateur : The Australian
Atherosclerosis Society

Lieu : Sydney, Australie

Site : www.isa2012.com/

Omega-3 - Summit 2012 -
Optimized omega-3 intake from
sustainable sources

23 avril 2012

Organisateur : Health Claims Europe VVZRL
Lieu : Gand, Belgique
Site : http://www.omega3summit.org/

19" European Congress on
Obesity
9-12 mai 2012

Organisateur : EASO (European Association
for the Study of Obesity)

Lieu : Lyon, France

Site : www.ec02012.org/

EURO FED LIPID : 2" European
Symposium on Microbial Lipids
16-19 mai 2012

Organisateur : European Federation for the
Science and technology of Lipids

Lieu : Bern, Suisse

Site : www.eurofedlipid.org/meetings/
bern2012/index.htm

CEFOOD 2012 : 6" Central
European Congress on Food
23-26 mai 2012

Lieu : Novi Sad, Serbie
Site : http://cefood2012.rs/
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10t Congress of the International
Society for the Study of Fatty
Acids & Lipids

26-30 mai 2012

Organisateur : International Society for the
Study of Fatty Acids and Lipids (ISSFAL)

Lieu : Vancouver, Canada
Site: www.issfal2012.com

50°m Journée d’Etudes de
UAssociation Francaise des
Diététiciens et Nutritionnistes
7-9 juin 2012

Organisateur : Association Francaise des
Diététiciens Nutritionnistes (AFDN)

Lieu : St Malo, France
Site : http://je.afdn.org/

The 3™ International Conference
on «The olive oil revolution -
quality, culinary and health»
10-14 juin 2012

Organisateur : TerraOlivo

Lieu : Tel-Aviv, Israél

Site : www.terraolivo.org/con_index.htm

14¢me Entretiens de Nutrition de

Ulnstitut Pasteur de Lille
La fin des régimes : autour de la cuisson et
des épices

14-15 juin 2012

Organisateur : Institut Pasteur de Lille
Lieu : Lille, France

20* International Symposium on
Plant Lipids

8-13 juillet 2012

Organisateur : Instituto de la Grasa (CSIC)
Lieu : Séville, Espagne

Site : www.ispl2012.0rg/

53" International Conference on
the Bioscience of lipids 2012

4-9 septembre 2012

Organisateur : American Society for
Biochemistry and Molecular Biology
(ASBMB])

Lieu : Banff, Canada

Site : www.asbmb.org/ASBMBMeetings/
SpecialSymposia/symposia.aspx?mid=23

10t Euro Fed Lipid Congress :
Fats, Oils and Lipids: from
Science and Technology to Health
23-26 septembre 2012

Organisateur : Euro fed Lipid

Lieu: Cracovie, Pologne

Site : www.eurofedlipid.org/meetings/
cracow/
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