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Résumé 

Mots clés : Lipidomique, Eicosanoïdes, Chromatographie liquide, Spectrométrie de masse, 

Athérosclérose 

L'athérosclérose est une maladie immuno-inflammatoire multifactorielle aboutissant à une réduction 

de la lumière des artères due notamment au dépôt de lipides et de macrophages gorgés de cholestérol. 

La seule possibilité qu’ont ces cellules de se débarrasser du cholestérol en excès est de le céder à des 

accepteurs extracellulaires. Cet efflux du cholestérol est la première étape du transport inverse du 

cholestérol qui rapporte le cholestérol au foie, le seul organe capable de le dégrader. Des travaux 

récents dans l’unité interdisciplinaire Lip(Sys)² ont permis de montrer que des modifications 

chroniques de la composition en acides gras (AG) des phospholipides de la membrane des 

macrophages J774 et THP-1 par incorporation d’AG polyinsaturés, influencent la variation de l’efflux 

du cholestérol et semblent également dépendre de la lignée cellulaire. Parmi les pistes d’explorations 

du mécanisme moteur de cette variation d’efflux sont évoqués les eicosanoïdes qui impacteraient la 

phosphorylation des résidus sérine de la protéine d’efflux ABCA1 et modifieraient son 

fonctionnement. Les eicosanoïdes sont des molécules structurellement complexes, avec de 

nombreuses fonctions labiles. Leur détection et leur quantification constituent un défi du fait qu’elles 

sont présentes à l’état de trace dans les matrices biologiques. L’objectif de cette étude est de 

développer des méthodes en chromatographie liquide et en spectrométrie de masse pour la 

quantification des eicosanoïdes dans des modèles de macrophages (J774 et THP-1) dans différentes 

conditions inflammatoires mimant l’athérosclérose.  

La séparation chromatographique a été développée sur sept colonnes sélectionnées sur la base du 

modèle de soustraction hydrophobe. Une comparaison des performances chromatographiques en RP-

HPLC via différents descripteurs a révélé que Accucore C30 semble appropriée pour la séparation 

des isomères et isobares d’eicosanoïdes. La méthode en RP-HPLC couplée au LTQ-Orbitrap® Velos 

Pro en mode DDA (Data Dependent Acquisition) a permis d’analyser l’ensemble des eicosanoïdes. 

Une segmentation du profil chromatographique et une optimisation des énergies de collision par HCD 

pour chaque eicosanoïde ont permis d’augmenter significativement la fréquence d’acquisition et le 

seuil de détection : de l’ordre de 2 pg pour quelques prostanoïdes et de 0.02 à 2 pg pour certains 

leucotriènes et espèces oxydées. Cette approche constitue une alternative à la détection des 

eicosanoïdes sur un spectromètre de masse en mode MRM. Cette nouvelle méthode a permis de suivre 

spécifiquement environ 24 eicosanoïdes et d’identifier des espèces sécrétées par les macrophages 

J774 et THP-1. Les profils quantitatif et qualitatif montrent une variation des eicosanoïdes dépendant 



6 
 

 

du type cellulaire et du temps de stimulation. Une corrélation entre l’efflux du cholestérol et la 

variation entre les différentes familles d’eicosanoïdes a été mise en lumière au travers de quatre 

potentiels biomarqueurs, offrant ainsi des pistes pour la compréhension du développement de 

l’athérosclérose. 
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Abstract 

Keywords: Lipidomic, Eicosanoids, Liquid Chromatography, Mass Spectrometry, Atherosclerosis 

Atherosclerosis is a multifactorial immuno-inflammatory disease leading to a reduction of the 

arteries lumen due to the lipid and foam macrophages deposit. The only way to remove the excess 

accumulated cholesterol from foam macrophages is to transfer it to extracellular acceptors. This 

cholesterol efflux is the first step of the reverse cholesterol transport pathway that delivers 

cholesterol to the liver, the sole organ able to break it down. Recent work in the interdisciplinary 

unit Lip(Sys)² has shown chronic modifications of the phospholipids fatty acid (FA) composition 

in the membrane of J774 and THP-1 macrophages by incorporating polyunsaturated FAs influence 

the cholesterol efflux variation and would depend on the cell line. Among the driving mechanism 

of this efflux variation, eicosanoids would impact the serine residues phosphorylation of the 

ABCA1 efflux protein and affect its function. Eicosanoids are structurally complex molecules with 

many labile functions. Their detection and quantification are challenging because they are present 

at trace amounts in biological matrices. This study aims to develop liquid chromatography-mass 

spectrometry methods to quantify eicosanoids in macrophage models (J774 and THP-1) under 

different inflammatory conditions to mimic atherosclerosis. 

We developed chromatographic separation on seven columns based on the hydrophobic 

subtraction model. A comparison of the chromatographic performance in RP-HPLC through 

different descriptors revealed Accucore C30 as suitable for the eicosanoids’ isomers and isobars 

separation. RP-HPLC method coupled to LTQ-Orbitrap® Velos Pro in DDA (Data Dependent 

Acquisition) mode permitted to monitor all eicosanoids of the study. A segmentation of the 

chromatographic profile and optimization of the collision energies by HCD for each eicosanoid 

increased the acquisition frequency significantly and the detection threshold: around 2 pg for some 

prostanoids and 0.02-2 pg for some leukotrienes and oxidized species. Thus, this approach 

constitutes an alternative for eicosanoids detection on Mass Spectrometry in MRM mode. This 

novel method monitored 24 eicosanoids and identified species released by J774 and THP-1 

macrophages. The quantitative and qualitative profiles exhibited eicosanoids fluctuations 

depending on the cell type and the stimulation time. A correlation between cholesterol efflux and 

different eicosanoid families was highlighted through four potential biomarkers, thus offering 

leads for the understanding of atherosclerosis development. 
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MRM : Multiple Reaction Monitoring 

MS/MS : Spectrométrie de masse en tandem 

NADPH : Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 
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nCEH : neutral cholesteryl ester hydrolase  

NE-OTf : 2-(2,3-naphtalimino)ethyl trifluoromethanesulfonate  

NP-HPLC : Chromatographie liquide haute performance à polarité de phases normale. 

OS : oxystérols 

PA : Acide Phosphatidique 

PC : Phosphatidyl-choline 

PE : Phosphatidyl-éthanolamine 

PI : Phosphatidyl-inositol 

PG : Prostaglandine 

PGE2 : Prostaglandine E2 

PGE3 : Prostaglandine E3 

PGF1α : Prostaglandine F1α 

PGF2α : Prostaglandine F2α 

PKA : Protéine Kinase A. 

PLS : Partial Least Squares Discriminant Analysis 

PL : Phospholipides 

PPARs α/γ : Peroxisome proliferator-activated receptors α et γ 

PS : Penicilline-Streptomycine 

PS : phosphatidyl-sérine  

P2X : Purinoreceptor 

P2Y: Purinergic G protein-coupled receptors 

QSRR: Quantitative Structure−Retention Relationships 

QTOF : Quadrupole Time-Of-Flight 

R: Rendement reel d’extraction 
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RA: Rendement apparent 

RP-HPLC : Chromatographie liquide haute performance à polarité de phases inversée. 

Sans-GPI : Sans Groupement Polaire Intégré 

SLE : Supported Liquid Extraction 

SM: Spectrométrie de masse 

SOAT : Sterol O-acyltransferase (acyl-Coenzyme A: cholesterol acyltransferase)  

SPE: Extraction en phase solide 

SREBP : Sterol regulatory element-binding protein 

SRM: Selected Reaction Monitoring 

SR-BI : Scavenger receptor class B type 1 

SVF : Serum de Veau Fœtal 

TIC : Total Ion Chromatogram 

TLR4 : Toll-Like Receptor 

TX: Thromboxane 

TXB1 : Thromboxane B1 

TXB2 : Thromboxane B2 

UHPLC : Chromatographie Liquide Ultra Haute performance 

VLDL : Very Low Density Lipoprotein 
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Préambule 

L’athérosclérose est une pathologie due au dépôt de plaque d’athérome dans l’intima des artères. 

Il en résulte à moyen et long terme une hypertension artérielle, des maladies cardio-vasculaires à 

savoir des crises cardiaques, des accidents vasculaires cérébraux, etc.  L’athérosclérose représente 

la principale cause de mortalité dans le monde. Il s’agit de la deuxième cause de mortalité en 

France après le cancer, occasionnant de lourdes dépenses pour le système de santé. Malgré les 

nombreuses avancées dans la compréhension de cette pathologie, nous sommes encore loin de 

vaincre cette maladie. Par abus de langage, il est courant d’entendre dire que « l’athérosclérose est 

due au dépôt de cholestérol dans les cellules ». En réalité, le cholestérol ne s’accumule pas 

directement dans les artères mais ce sont des cellules immunitaires gorgées de cholestérol qui 

forment la plaque d’athérome. De l’accumulation du cholestérol dans les cellules jusqu’à la rupture 

d’une plaque d’athérosclérose, plusieurs acteurs sont impliqués, dont les macrophages qui feront 

l’objet de notre étude. En effet, il s’agit de cellules jouant un rôle d’intermédiaire entre l’immunité 

innée et l’immunité adaptative. De nombreux travaux basés sur des modèles de macrophages ont 

permis à ce jour de lever des zones d’ombres sur cette maladie notamment en ce qui concerne les 

facteurs nucléaires et moléculaires impliqués dans la cascade de signalisation cellulaire. Parmi les 

facteurs moléculaires, il semble que les eicosanoïdes impactent la phosphorylation de la protéine 

d’efflux ABCA1, et ce faisant altèrent son fonctionnement normal. Les eicosanoïdes sont des 

molécules lipidiques structurellement proches, impliquées dans plusieurs maladies 

inflammatoires. Le caractère redondant ou d’opposition en termes de rôle de ces molécules lors du 

développement de processus inflammatoire, complique l’exploration des mécanismes 

moléculaires impliqués en étudiant un nombre limité d’espèces d’eicosanoïdes. La complexité et 

la ressemblance structurale des eicosanoïdes implique des stratégies particulières pour les analyser. 

Nombreuses méthodes en techniques séparatives permettent d’analyser de manière simultanée 

l’ensemble du lipidome en eicosanoïdes de différentes matrices mais se trouvent limitées en termes 

de quantification d’isobares co-élués et/ ou d’espèces minoritaires. L’évaluation quantitative des 

eicosanoïdes est complexe en raison de leur diversité biologique et de leur similarité structurale. 

Le mode d’acquisition MRM couramment utilisé pour la quantification des eicosanoïdes n’est pas 

suffisant lorsque des isobares partageant les mêmes fragments spécifiques ne sont pas séparés en 

amont du spectromètre de masse. A cela, il faut ajouter que les eicosanoïdes sont présents à l’état 

de traces dans les matrices biologiques, se dégradent et s’oxydent très facilement en d’autres 

dérivés lors de la préparation d’échantillons.  
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Les objectifs généraux de cette thèse de doctorat de l’Université Pars-Saclay sont de proposer une 

approche analytique permettant de : 

- résoudre les difficultés en termes de sélectivité de séparation des nombreux isobares et isomères 

d’eicosanoïdes par la chromatographie liquide et la spectrométrie de masse 

- de tenter de relier la variation d’efflux de cholestérol des macrophages (étudié par les membres 

de l’équipe de biologie de l’unité interdisciplinaire Lip(Sys)²) à la variation quantitative 

d’eicosanoïdes. 

Pour mener à bien ce projet, notre stratégie s’articule en 3 grandes parties 

- Après un état de l’art sur l’analyse des eicosanoïdes et leur implication dans les processus 

inflammatoires, nous avons établi l’inventaire des méthodes analytiques utilisées à ce jour pour le 

prétraitement d’échantillons contenant des eicosanoïdes, leur extraction et leur analyse par 

différentes techniques séparatives et leur détection. 

-Notre deuxième partie dévolue aux travaux expérimentaux, se subdivise en 5 chapitres : 

 Un premier chapitre est consacré à l’optimisation de la séparation chromatographique en 

RP-HPLC couplé au détecteur d’aérosol chargé (Corona CAD®) dans le but de résoudre 

les problématiques liées à la séparation d’isobares et d’isomères d’eicosanoïdes au travers 

d’un choix de phase stationnaire adaptée. Sur la base du modèle de soustraction 

hydrophobe de Snyder, 7 phases stationnaires de sélectivité différente ont été 

sélectionnées. Il s’en est suivi une optimisation de la séparation à partir de 26 standards 

(24 eicosanoïdes et 2 acides gras polyinsaturés) sur chaque phase stationnaire différant de 

par leur chimie de greffage, la nature de la silice ainsi que la longueur de la chaîne greffée. 

 Le deuxième chapitre nous a permis d’explorer les performances de 4 phases stationnaires 

à polarité de phases normale pour la séparation des eicosanoïdes et d’évaluer la 

complémentarité entre la NP-HPLC et la RP-HPLC pour la séparation de certaines espèces 

de ces médiateurs lipidiques.  

 Le troisième volet de la partie II a consisté à développer une méthode de quantification des 

eicosanoïdes par RP-UHPLC-MS/MS (LTQ-Orbitrap® Velos Pro) en mode DDA comme 

alternative à une analyse par le mode MRM disponible sur un spectromètre de masse de 

type triple quadripôle.  
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 Il s’en est suivi l’optimisation de la préparation d’échantillons (Chapitre 4). Nous avons de 

ce fait réalisé un screening de 7 cartouches SPE différant de par la nature du matériel, leur 

chimie, la taille des particules ainsi que la quantité de phase. Cette optimisation a permis 

de sélectionner la cartouche qui a permis de réaliser l’extraction des eicosanoïdes sécrétés 

par des macrophages J774 et monocytes THP-1 (différenciés en macrophages) dans 

différentes conditions de culture et de stimulation pour mimer le développement de 

l’athérosclérose.  

 Le dernier chapitre de cette partie illustre l’application des méthodes développées sur des 

échantillons cellulaires. Ainsi, une étude comparative de deux modèles cellulaires J774 et 

THP-1 a été réalisée et a permis de mettre en lumière un profilage en eicosanoïdes 

dépendant du type cellulaire. Il s’en est suivi d’une analyse quantitative en eicosanoïdes 

relargués par les deux modèles de macrophages aboutissant à relier l’efflux du cholestérol 

constaté à la variation de certains eicosanoïdes.  

- La troisième partie a été consacrée à la discussion de nos résultats et à une conclusion générale 

suivie des perspectives.
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Partie I:   De la compréhension du 

développement de l’athérosclérose à 

l’analyse de médiateurs lipidiques
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Chapitre 1:  L’athérosclérose  
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I.  Définition 

Selon un rapport de 1958 de l’OMS, l’athérosclérose a été définie comme une association variable 

de remaniements de l’intima des artères de gros et moyen calibre, consistant en une accumulation 

focale de lipides, de glucides complexes, de sang et de produits sanguins, de tissu fibreux et de 

dépôts calcaires, le tout s’accompagnant de modifications de la média [1]. Son développement est 

en général silencieux, restant longtemps asymptomatique et ce n’est que la rupture de la plaque 

d’athérosclérose qui se traduit par un accident vasculaire aigu et les complications qui s’y 

rattachent. 

 

II.  Genèse de la plaque d’athérome 

La physiopathologie de l’athérosclérose est aujourd’hui bien décrite dans la littérature [2–4]. La 

caractérisation des stades évolutifs histologiques de l’athérosclérose est importante pour 

comprendre les mécanismes qui interviennent dans la formation des plaques.  

1.  La formation des cellules spumeuses 

La membrane d’une artère est composée de trois couches : l'intima (comprenant l'endothélium et 

l'espace sous-endothélial), la média et l'adventice. La première étape de l'athérosclérose est 

l'accumulation des lipoprotéines de basse densité (LDL) dans l'intima. Ce phénomène est influencé 

par la concentration du LDL-Cholestérol plasmatique. Ces lipoprotéines athérogènes passent dans 

l’espace sous-endothélial par transcytose où elles sont retenues et subissent une modification 

oxydative par différents mécanismes notamment enzymatiques [2]. L’oxydation des LDL est une 

étape essentielle de conversion des particules lipidiques en particules athérogènes. Les 

macrophages, les cellules endothéliales et les cellules musculaires lisses peuvent promouvoir 

l’oxydation des LDL. Les mécanismes expliquant l’oxydation des LDL mettent en jeu la 

production d’espèces radicalaires de l’oxygène et certaines enzymes qui contribuent fortement à 

l’oxydation des lipoprotéines, telles que des lipoxygénases (LOs), myéloperoxydase (MPO), nitric 

oxide synthase (iNOS) et NADPH oxidases [4,5]. Il existe des preuves solides de l'implication du 

12/15-LO dans la formation de LDL oxydées (oxLDL) et dans le développement de 

l'athérosclérose dans des modèles animaux. Cette dernière conclusion a été faite sur la base 

d’expériences évaluant les effets du gain et de la perte d'activité de 12/15 LO chez des Souris 
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sujettes à l’athérosclérose [5]. Paradoxalement, la surexpression de 15-LO chez le lapin réduit 

l’athérosclérose. Les inhibiteurs d’oxydation des LDL sont donc une piste thérapeutique [6]. 

Les oxLDL sont à l’origine d’une activation des cellules endothéliales qui produisent des facteurs 

chimiotactiques et des molécules d’adhésion à leur surface aboutissant au recrutement des 

monocytes et lymphocytes T circulants. Ces derniers migrent dans l’espace sous-endothélial [5]. 

Les monocytes se différencient ensuite en macrophages qui expriment des récepteurs épurateurs « 

scavenger ». Ces récepteurs permettent l’internalisation des lipoprotéines oxydées [4]. 

L’expression de ces récepteurs, contrairement aux récepteurs au LDL natives, n’est pas régulée 

par le contenu intracellulaire en cholestérol. Ainsi, les macrophages captent les oxLDL en forte 

quantité ce qui aboutit à la formation de cellules gorgées de cholestérol appelées cellules 

spumeuses.  

2.  Les stries lipidiques 

Elles sont caractérisées par un plus grand nombre de cellules spumeuses. Les stries lipidiques sont 

d’origine essentiellement macrophagique mais proviennent aussi de quelques cellules musculaires 

lisses gorgées de lipides formant de petits amas visibles à l’œil nu. Il s’agit d’un stade réversible. 

3.  Formation de la plaque mature 

L’évolution se poursuit par l’accumulation de dépôts lipidiques extracellulaires dûs à la mort des 

cellules spumeuses et formant des agrégats. Le regroupement des lipides extracellulaires et 

intracellulaires constitue le cœur lipidique de la plaque (athérome ou plaque simple). Ce cœur 

lipidique est ensuite isolé de la lumière artérielle par la formation d’une chape fibreuse constituée 

de mucopolysaccharides, d’élastine, de fibrine, de collagènes et de cellules musculaires lisses 

(CML) [2]. La formation de ce tissu fibreux est exclusivement assurée par les CML migrant de la 

media vers l’intima. Le cœur lipidique (athérome) entouré de la chape fibreuse (sclérose) 

représente le stade de la plaque d’athérosclérose défini par l’OMS. Cette chape fibreuse est un 

facteur de stabilité de la plaque d’athérome.  

À terme, le danger des plaques d’athérosclérose réside dans les éventuelles complications 

(hémorragies intra-plaques, ulcération, rupture…) qui augmentent le volume de la plaque et/ ou 

sont responsables des accidents aigus potentiellement dramatiques. La recherche est extrêmement 

orientée vers la compréhension des mécanismes conduisant à la fragilisation d’une plaque et à sa 

rupture. Dans ce projet, nous nous intéressons au stade précoce de la formation des cellules 

spumeuses pour comprendre les mécanismes impliqués dans la formation de ces cellules. Pour 
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cela, nous allons aborder brièvement dans le paragraphe qui suit, le trafic du cholestérol et les 

anomalies possibles décrites quant à la réduction de sa sortie. 

4.  Les diverses voies de transport plasmatiques du cholestérol 

Le foie joue un rôle central dans le métabolisme du cholestérol. Dans sa revue sur le métabolisme 

des HDL (High Density Lipoprotein), Gautier, et al. [7] distinguent trois principales voies du 

métabolisme des lipoprotéines en mettant le foie au centre des trafics : 

- la voie entéro-hépatique : transport des lipides exogènes de l’intestin vers le foie, 

- la voie d’apport qui assure le transport centrifuge des lipides du foie vers les tissus 

périphériques. Comme évoqué plus haut, cette voie permet d’alimenter les cellules en 

cholestérol pour leurs différents processus métaboliques. 

- la voie du transport inverse du cholestérol , permettant un transport centripète du 

cholestérol des tissus périphériques vers le foie. Cette voie permet le maintien de 

l’homéostasie puisque le cholestérol en excès des tissus extra-hépatiques est ramené au 

foie, seul organe capable de l’éliminer. Notre problématique de thèse tourne autour de cette 

dernière voie d’efflux 

 

III.  L’efflux du cholestérol 

1.  Régulation du cholestérol cellulaire 

Le cholestérol est un élément constitutif essentiel des membranes cellulaires. Outre son rôle dans 

la construction des cellules, le cholestérol est nécessaire pour la production d’hormones, de 

vitamine D et des acides biliaires. Le mode de vie d’un individu ainsi que des facteurs génétiques 

peuvent conduire à une production et une accumulation de cholestérol dans les artères aboutissant 

aux maladies cardio-vasculaires.  

Les réactions de synthèse, d'absorption et d’élimination du cholestérol cellulaire sont régulées de 

manière complexe par deux systèmes de récepteurs nucléaires principaux: les protéines de liaison 

aux éléments régulateurs du stérol (SREBP : Sterol Regulatory Element Binding Protein) et les 

récepteurs X du foie (LXR : liver X receptor) [8].  

L'activation des SREBP augmente la transcription des gènes impliqués dans la synthèse des lipides 

dont le cholestérol cellulaire. En revanche, l'activation de LXR permet notamment l’expression 
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des gènes codant des protéines impliquées dans la sortie ou efflux du cholestérol qui est la première 

étape du transport inverse du cholestérol. Les SREBP dont il existe trois isoformes (SREBP 1a, 1c 

et 2) sont de véritables senseurs situés dans le réticulum endoplasmique (RE) et activés par une 

cascade protéolytique en cas de diminution du cholestérol intracellulaire [9]. Ceci permet d’obtenir 

la partie active NH2-terminale des SREBP qui entre dans le noyau pour activer l’expression des 

gènes ayant une séquence SRE dans leur promoteur. Ces gènes sont notamment ceux codant une 

enzyme clé de la synthèse endogène de cholestérol (HMG-CoA réductase) et le récepteur LDL 

(LDL-R) qui permet aux cellules de capter le cholestérol porté par les LDL circulantes [5]. A 

l’inverse, quand la concentration de cholestérol cellulaire augmente au-delà d’un certain seuil, ces 

activations via les SREBP cessent.  

Il existe une autre voie de régulation de l’homéostasie du cholestérol médiée par les récepteurs 

LXR-α et LXR-β. LXR-α et LXR-β appartiennent à la superfamille des récepteurs nucléaires qui 

sont des facteurs de transcription qui agissent sur leurs gènes cibles quand ils sont activés par des 

petits ligands hydrophobes tels que les oxystérols (OS) (Fig.1). Le LXR-β a un profil d’expression 

ubiquitaire tandis que le LXR-α présente un haut niveau d’expression dans les tissus ayant un 

métabolisme lipidique élevé comme le foie, l'intestin et les macrophages surchargés en cholestérol. 

Une fois activés par les OS, les LXR doivent former des hétérodimères avec les récepteurs X du 

rétinoïde (RXR) pour se lier à des éléments de réponse spécifiques dans les promoteurs ou les 

amplificateurs des gènes cibles [8]. Ainsi, les LXR déclenchent l’activation de nombreux gènes 

cibles [5] dont ceux codant pour des protéines permettant l’efflux du cholestérol à l’instar de 

ABCA1. Ce rôle régulateur est primordial pour les cellules des tissus périphériques qui ont un 

excès de cholestérol puisqu’elles sont incapables de le dégrader. Il est donc indispensable qu’elles 

puissent le céder à des accepteurs extracellulaires qui le rapporteront au foie, seul organe capable 

de l’éliminer tel quel ou sous forme d’acides biliaires. 

Les LXR induisent l’expression de transporteurs, les ABC (ATP Binding Cassette) A1 et G1 qui 

cèdent le cholestérol libre (CL) en excès à des accepteurs extracellulaires qui sont les HDL matures 

pour l’ABCG1 et les préβ-HDL (apoA ou apoE faiblement lipidées) pour l’ABCA1. On sait que 

ce dernier joue un rôle fondamental chez l’Homme comme en témoignent les patients porteurs de 

mutations du gène de ce transporteur, qui sont responsables de la maladie de Tangier avec 

apparition d’une athérosclérose précoce [5,10,11].. Des expériences de transplantations de moelle 

osseuse déficiente en ABCA1 ont montrées des Souris avec des lésions d’athéroscléroses plus 

poussées par rapport aux Souris sauvages [12,13]. L’importance de ce transporteur ABCA1 dans 



39 
 

 

l’efflux du cholestérol est renforcé par de nombreuses études associant un grand nombre de 

polymorphisme d'ABCA1 à des maladies coronariennes dans la littérature [14]. 

Les LXR induisent aussi l'expression de l'ApoE dans les macrophages qui la libèrent dans le milieu 

extracellulaire afin qu’elle serve d'accepteur du cholestérol transporté par l’ABCA1.  

Enfin, le LXR-α induit la synthèse d’acides gras (AG) qui sont les substrats préférentiels de l’acyl 

coenzyme A: acylcholesterol transferase (ACAT ou connu également sous le nom de SOAT) dans 

les réactions d’estérification du cholestérol. Une cellule ne conserve jamais dans son cytoplasme 

le cholestérol sous forme libre en raison de sa toxicité. Elle l’estérifie grâce à l’action de l’ACAT 

ce qui permet de former des gouttelettes lipidiques (lipid droplets) d’esters de cholestérol dénuées 

de toxicité. Ainsi, ABCA1 et SOAT agissent de concert pour réduire les niveaux de cholestérol 

libre et protéger les cellules de ses effets cytotoxiques (Fig.1). Le cholestérol peut être présent 

dans les macrophages sous forme estérifiée et libre, mais seul le cholestérol libre (CL) peut subir 

l’efflux [9]. Dans les macrophages spumeux, le cholestérol est majoritairement présent sous forme 

estérifié, soit par estérification du CL par l’acyl Coenzyme A cholesterol acyl transferase (ACAT), 

soit provenant directement des LDL oxydées riches en ester de cholestérol. L’hydrolyse des esters 

de cholestérol (EC) en CL est catalysée d’une part à pH acide par l’acide cholesteryl ester 

hydrolase (aCEH) dans les lysosomes lors du phénomène d’endocytose des LDL oxydées (Fig.1), 

et d’autre part à pH neutre par la neutral cholesteryl ester hydrolase (nCEH) connue sous le nom 

de carboxylestérase 1 (CES1) qui hydrolyse les EC stockés dans le cytoplasme sous forme de 

gouttelettes lipidiques. 
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Figure 1: Schéma montrant les mécanismes de régulation du cholestérol dans une cellule [5].  
Les LDL oxydées sont endocytées et dégradées dans le lysosome libérant leur cholestérol dont une partie subit des 

réactions d’oxydation et d’hydroxylation donnant naissance à des oxystérols. Certains de ces oxystérols générés,  

activent LXR–RXR qui entraînent une augmentation de la transcription des gènes cibles codant l'ApoE et l’ABCA1. 

Ces derniers participent à l’efflux du cholestérol cellulaire en le donnant à des accepteurs extracellulaires qui le 

rapportent au foie : c’est le transport inverse du cholestérol.  La Fatty acids synthase (FAS) conduit à la synthèse 

d’acides gras libres (Free Fatty acids : FFA) utilisés pour l’estérification du cholestérol par l’acyl coenzyme A: 

acylcholesterol transferase (ACAT ou SOAT). Les PPAR, comme le PPARγ peuvent stimuler l'efflux du cholestérol 

en induisant l’expression de LXR-α. CE : cholestérol ester. 

 

2.  Les voies d’efflux du cholestérol 

Les cellules des tissus périphériques ne disposent pas de voies du catabolisme de cholestérol. Elles 

dépendent du transport inverse du cholestérol dont la première étape qui est l’efflux du cholestérol, 

est explorée dans le cadre de notre travail de thèse. Il s’agit d’une voie métabolique majeure anti-

athérogène conduisant à la réduction de cholestérol des cellules, et donc empêchant indirectement 

la formation de cellules spumeuses. En effet, les cellules spumeuses pour se débarrasser du 

cholestérol en excès, le cèdent à un accepteur extracellulaire tels que les HDL et /ou à des pré-

HDL [7] : c’est la première étape du transport inverse du cholestérol vers le foie et est considéré 

comme une étape fondamentale dans la cardioprotection  [15,16]. A ce jour, il existe trois voies 

connues assurant l’efflux du cholestérol en excès des cellules [16–18]. Il s’agit : 
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- du processus de diffusion aqueuse non spécifique 

- du transport du cholestérol via le récepteur scavenger classe B type I (SR-BI) de la Souris ou  

CD36 ou CLA-1 chez l’Homme  

- des transporteurs ABC: ABCA1 et ABCG1  

2.1.  La diffusion aqueuse non spécifique 

Le phénomène d'efflux du cholestérol libre des cellules a été démontré pour la première fois 

lorsqu'on a découvert que le cholestérol radiomarqué fait un échange bidirectionnel par transport 

passif entre le cytoplasme d’un globule rouge et le plasma [17,19,20]. Les molécules de cholestérol 

suivant cette voie sortent par diffusion passive en s’adsorbant sur des HDL. Au vu de la structure 

du cholestérol libre, le processus de sortie commence par une désorption du cholestérol à partir 

d’un donneur à l’interface lipide-eau suivie d’une diffusion au travers de la phase aqueuse jusqu’à 

ce que ces molécules de cholestérol rencontrent et s’adsorbent sur un accepteur tel que les HDL. 

Plusieurs études de cinétique d’échange ont été réalisées pour comprendre le mécanisme de sortie 

du cholestérol libre des cellules [21,22]. Une étude d’évaluation du flux bidirectionnel de CL [23], 

a démontré que l’appauvrissement en phospholipides des HDL réduit leur capacité à accepter le 

cholestérol libre cellulaire. Aussi, il semble clair que la sortie du cholestérol n’est pas dépendante 

de la concentration de la molécule acceptrice mais de sa composition [19]. En fait, le cholestérol 

libre passe par un processus de désorption d’un donneur suivant une cinétique lente et son 

adsorption sur la particule HDL avec une cinétique beaucoup plus rapide [17,19]. Ce processus 

d’efflux est dit non spécifique car la nature de l’accepteur est en fait hétérogène : HDL mais aussi 

LDL ou encore in vitro des vésicules de PL ou de l’albumine. En conclusion, la diffusion aqueuse 

est un mécanisme passif d’efflux du cholestérol relativement peu efficace mais qui a l’avantage 

d’exister dans toutes les cellules. Sa contribution au processus global d’efflux est variable d’un 

type cellulaire à l’autre selon qu’il existe ou non des mécanismes supplémentaires médiant la sortie 

du CL membranaire. 

2.2.  L’efflux de cholestérol libre médié par le récepteur SR-BI 

D’abord identifié comme un récepteur épurateur « scavenger » grâce à sa capacité de fixation des 

LDL acétylées [24], le récepteur SR-BI (Scavenger receptor class B, type I), membre de la 

superfamille de récepteur CD36 est surexprimé dans le foie [19] où il intervient dans le transport 

inverse du cholestérol à double titre. En effet, le SR-BI participe à l’efflux du cholestérol en 

favorisant l’ancrage des HDL à la membrane plasmique ou en stimulant la désorption du 
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cholestérol membranaire présent en fortes quantités au niveau des cavéoles où se localise 

préférentiellement le SR-BI. Contrairement à l’ABCA1 qui s’adresse aux préβ-HDL faiblement 

lipidées, le récepteur SR-BI interagit surtout avec des HDL matures [7]. Le cholestérol transporté 

par les HDL retourne au foie en étant capté de manière sélective par le récepteur SR-BI au niveau 

du foie en vue de son élimination. Des Souris déficientes en SR-BI et ApoE montrent des 

caractéristiques sévères d’athérosclérose avec une évidence de rupture de la plaque 

d’athérosclérose [25]. Toutefois, la pertinence physiologique de l’efflux médié par le SR-BI chez 

l’homme n’est pas établie [7]. 

2.3.  Les transporteurs ABC 

Les transporteurs de la famille ABC sont des régulateurs clés de l’efflux du cholestérol des cellules 

et particulièrement des macrophages spumeux. Les transporteurs ABC principalement impliqués 

dans l’efflux du cholestérol sont ABCG1 et ABCA1 qui consomment de l’ATP pour assurer le 

transport de CL et de PL vers l’accepteur. Fort de ses deux domaines de liaisons à l’ATP et deux 

domaines transmembranaires à six hélices, l’ABCA1 est une protéine présente dans la membrane 

des cellules [26]. L’ABCA1 présente une forte affinité pour les préβ-HDL et lie l’apoAI faiblement 

lipidée. L’ABCA1 utilise alors l’ATP comme source d’énergie pour réaliser la translocation de PL 

et de CL au travers de la membrane plasmique vers la préβ-HDL. Celle-ci, par le gain de 

cholestérol et de PL se transforment en HDL matures qui seront acceptrices à nouveau de CL 

cellulaire par l’intermédiaire de l’ABCG1. Il existe ainsi un effet synergique de l’ABCA1 et de 

l’ABCG1 dans l’efflux du cholestérol [27] et de phospholipides (PL) respectivement vers l'apoA-

1 non lipidée grâce à l’ABCA1 puis les HDL matures via l’ABCG1. Il a été montré que des 

macrophages déficients en ces transporteurs présentent une diminution de l’efflux du cholestérol 

associé à un développement accéléré de l’athérosclérose [8]. Nous nous intéresserons plus 

particulièrement au transporteur ABCA1 dans notre travail de thèse du fait de son implication 

démontrée comme biomarqueur possible dont le contrôle pourrait réduire le risque de formation 

de cellules spumeuses [4,5]. En effet, l’efflux ABCA1-dépendant est la voie d’efflux la plus 

importante chez l’Homme. L’importance de ce transporteur est démontrée par l’existence de la 

maladie de Tangier due à une mutation rare de l’ABCA1 [28–30]. Plus de 20 mutations différentes 

ont été trouvées comme cause de la maladie de Tangier [8]. Il s’agit d’une maladie autosomale 

récessive qui se manifeste par une faible concentration circulante de HDL et d’apo A1, de LDL-C 

et une hypertriglycéridémie. Les patients souffrant de cette pathologie ont des amygdales oranges 

et des xanthomes cutanés en raison de l’accumulation excessive de cholestérol dans les 
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macrophages et des complications précoces d’athérosclérose. Des études d’inactivation génétique 

suggèrent qu'ABCA1 et ABCG1 représentent ensemble environ 60 à 70% de l'efflux net de 

cholestérol vers les HDL [31]. Outre le fait que le risque d’athérosclérose est plus élevé chez les 

patients présentant des anomalies du gène ABCA1 [32,33], de nombreux modèles de Souris 

génétiquement modifiées montrent le rôle-clé de cette protéine dans l’efflux du cholestérol et son 

rôle protecteur vis-à-vis de l’athérosclérose [12]. Enfin, comme toute protéine insérée dans la 

membrane plasmique, son activité est influencée par les variations physico-chimiques de la 

membrane, notamment la composition en AG des PL membranaires [16,34]. C’est pourquoi, en 

complément de ces travaux, nous nous sommes intéressés dans cette thèse, plus particulièrement 

à l’étude de l’impact de certains facteurs moléculaires tels que les eicosanoïdes issus des AG des 

PL membranaires sur la capacité des macrophages à céder leur cholestérol à un accepteur 

extracellulaire via l’ABCA1 [11,35]. 

 

IV.  Problématique biologique de l’étude 

Les rapports de l’OMS précisent que l’athérosclérose représente la première cause de décès au 

monde avec 30% de la mortalité [36]. C’est la deuxième cause de mortalité en France après le 

cancer, soit 150 000 morts par an. C’est la principale cause d’infarctus du myocarde, d’accidents 

vasculaires cérébraux (AVC), d’angine de poitrine et d’autres pathologies cardiovasculaires 

pouvant entraîner de lourds handicaps voire le décès. Les maladies cardiovasculaires restent la 

première cause de décès chez les femmes. En France, on dénombre environ 100 000 infarctus du 

myocarde et 80000 AVC [37]. Il s’agit donc d’un grave problème de santé publique au niveau 

mondial.  

Plusieurs thématiques de recherche sur l’athérosclérose font l’objet d’investigation au travers de 

projets pluridisciplinaires [38–40]. Il faut souligner que le facteur biologique identifié comme le 

plus important à ce jour, comme accélérant la genèse de l’athérosclérose est la concentration élevée 

du LDL-C (mauvais cholestérol). Plusieurs cellules de l’organisme notamment les macrophages 

sont impliquées dans le trafic du cholestérol vers le foie, qui est le seul organe capable de le 

dégrader [8,9]. Le rôle athéroprotecteur des HDL [4,41] via le transport du cholestérol 

excédentaire des cellules périphériques spumeuses vers le foie [4,41] est largement décrit dans la 

littérature. Le transfert du cholestérol des cellules spumeuses vers l’apo A1 liant le transporteur 

ABCA1-ATP dépendant pour donner des HDL est la première étape dans le mécanisme de 
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réduction de la formation de la plaque d’athérome [7,11]. La littérature rapporte que des patients 

ayant une protéine ABCA1 mutée présentent des sérums ayant une faible capacité à assurer l’efflux 

de cholestérol, une diminution des HDL et une épaisseur de l’intima-média plus importante [32]. 

Une corrélation significative entre l’efflux du cholestérol et l’expression de la protéine ABCA1 a 

été montrée [42]. Plusieurs facteurs moléculaires tels que les facteurs transcriptionnels impliqués 

dans des cascades de signalisation cellulaire interviennent dans la régulation de l’efflux du 

cholestérol. En effet, il a été montré dans la littérature que l’incorporation d’acides gras dans la 

membrane de macrophages influence la fluidité [43], l’organisation et la fonction des protéines 

transmembranaires [44]. Si certains facteurs telle que l’incorporation d’EPA ont été démontrés 

comme bénéfique à l’efflux du cholestérol [11], d’autres acides gras en revanche font l’effet 

contraire [45]. Ce faisant, l’équipe de biologie de l’unité interdisciplinaire Lip(Sys)² a décidé 

d’initier un thème de recherche sur l’étude de l’impact de la composition en acides gras (AG) des 

phospholipides (PL) membranaires sur l’efflux du cholestérol cellulaire en émettant l’hypothèse 

qu’une modification de cette composition influencerait l’activité des transporteurs du cholestérol 

en modifiant les propriétés physicochimiques des PL affectant ainsi l’organisation des membranes 

et/ ou en modifiant leurs rôles fonctionnels comme sources d’AG servant de seconds messagers 

dans les voies de signalisation lipidique. Ce type d’étude de recherche fondamentale trouve sa 

justification dans le contexte des maladies cardio-vasculaires où la composition en AG circulants 

varie pour des raisons nutritionnelles (par exemple un déséquilibre entre les apports en AGPI 

(Acides gras polyinsaturés) ω-6 et ω-3, ou encore un apport excessif en AG saturés) ou des raisons 

physiopathologiques, une anomalie typique rencontrée chez des patients à risque cardio-vasculaire 

tels que les sujets hypertriglycéridémiques, les patients obèses ou les diabétiques de type 2, étant 

une augmentation des concentrations circulantes des AG libres. Par ailleurs, en dehors même de 

tout contexte pathologique, la période postprandiale s’accompagne aussi d’un afflux d’AG dans 

l’environnement des monocytes-macrophages, AG libérés lors de l’hydrolyse des lipoprotéines 

riches en triglycérides. 

Afin de comprendre les mécanismes fondamentaux qui sous-tendent l’efflux du cholestérol 

ABCA1 dépendant, Hu et al. [11] ont montré que l’incorporation d’EPA dans la membrane de 

macrophage THP-1 surchargés en cholestérol induit une réduction de la phosphorylation des 

résidus sérine de l’ABCA1, se soldant par une dégradation du transporteur. Les auteurs pensent 

donc que la réduction de l’efflux serait liée à une inhibition de la voie de la protéine kinase A 

(PKA) et une diminution du niveau d’AMPc. A partir d’une évaluation de l’expression de 
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l’ABCA1 suite à l’incorporation d’AGPI, l’effet direct de l’EPA sur l’expression de ABCA1 a été 

écarté [11]. L’équipe de biologie de l’unité interdisciplinaire Lip(Sys)² a récemment montré [45] 

que l’incorporation d’acide trans élaïdique et palmitique dans la membrane de macrophages J774 

réduit significativement l’efflux de cholestérol ABCA1-dépendant respectivement de 36% et 22 

%. En revanche, l’incorporation d’acides gras de la série trans dans la membrane des macrophages 

J774 n’a aucun impact sur l’efflux du cholestérol médié par SR-BI ( Scavenger receptor class B 

type 1) et ABCG1 (ATP Binding Cassette de classe G1) [45]. Les mécanismes précis par lesquels 

les acides gras trans modifient la fonction de l’ABCA1 ne sont pas très bien connus ou totalement 

explorés. Des travaux relativement récents [45–47] ont permis de préciser que la diminution de la 

fluidité membranaire par incorporation d’acides gras trans altère la liaison de l’apolipoprotéine AI 

(Apo AI) à l’ABCA1 et/ ou l’activité ATPase de l’ABCA1, les deux processus étant nécessaires à 

l’activité efficiente de la protéine ABCA1. Les expériences de suppression d’ATP dans les 

macrophages J774 ont permis de montrer que la réduction de l’efflux du cholestérol induit par 

l’incorporation d’acide élaïdique est ATP dépendante [45]. Afin de mieux explorer les mécanismes 

qui expliquent cette réduction d’efflux, Fournier, et al. posent une hypothèse suivant laquelle 

l’acide élaïdique réduirait  l’efflux du cholestérol médié par ABCA1 en impactant la composition 

de la population d’eicosanoïdes qui modifieraient la phosphorylation des résidus sérine de ABCA1 

et par conséquent son activité [45]. La même équipe a récemment rapporté en 2016 que 

l’incorporation d’acide eicosapentaénoïque dans les membranes de macrophages HMDM (human 

monocyte-derived macrophages ) surchargés altère les fonctions de l’ABCA1 en diminuant 

l’activité ATPasique du transporteur via la voie de la protéine Kinase A (PKA) [35] confirmant 

ainsi les travaux de Hu et al. [11] dont les travaux ont été réalisés sur une lignée humaine de 

macrophages THP-1 surchargés en cholestérol. En effet, l’incorporation d’acide 

eicosapentaénoïque (EPA) dans la membrane de cellules est associée à de profonds remaniements 

de la composition en acides gras (AG) des phospholipides. Les travaux de Sayet, et al. [48] ont 

permis de constater une diminution des précurseurs des eicosanoïdes notamment l’acide 

arachidonique et l’acide di-homo gamma linolénique, concomitante à une augmentation de l’EPA 

et de son produit d’élongation (l’acide docosapentaénoïque). L’utilisation de l’indométacine 

(inhibiteur de cyclooxygénase) abolit l’effet de l’EPA sur l’efflux du cholestérol dans un modèle 

cellulaire contrairement à l’acide nordihydroguaiarétique (inhibiteur de la lipoxygénase). L’équipe 

de biologie de l’unité interdisciplinaire Lip(Sys)² émet donc l’hypothèse suivant laquelle la 

réduction de l’efflux du cholestérol des macrophages humains en primoculture (HMDM : Human 

Monocyte-Derived Macrophages) serait due à une variation complexe de la population 
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d’eicosanoïdes, notamment les prostaglandines, influençant ainsi le fonctionnement de la protéine 

d’efflux ABCA1. Une variation d’efflux ABCA1 dépendante [35] suite à l’incorporation de 

précurseurs d’oxylipines tel que l’EPA a par ailleurs été montrée comme dépendant du type 

cellulaire [49], confirmant le rôle clé du modèle cellulaire utilisé pour les études d’efflux du 

cholestérol pouvant aussi expliquer l’hétérogénéité des résultats de la littérature portant sur les 

effets des AGPI sur cette fonction des macrophages. Sur la base de ces travaux, que ce soit dans 

un contexte physiologique et nutritionnel ou dans un contexte physiopathologique, on peut 

concevoir qu’une variation chronique de la nature et des concentrations des AG circulants puisse 

avoir une répercussion sur la composition en AG des membranes des cellules. Les modèles 

cellulaires d’étude (J774 et THP-1) dans cette thèse visent à simuler une modification chronique 

de la membrane des macrophages afin d’étudier les conséquences de l’incorporation membranaire 

de différents types d’AG sur l’efflux du cholestérol des macrophages. Les eicosanoïdes font l’objet 

d’études pour leurs propriétés pro ou anti-inflammatoires mais leur impact sur l’efflux du 

cholestérol est encore peu exploré surtout sur des modèles cellulaires tels que les macrophages. 

Afin de faire la lumière sur l’implication ou non des eicosanoïdes sur l’activité de la protéine 

d’efflux ABCA1, notre travail de thèse consistera à développer des techniques séparatives visant 

à quantifier ces molécules dans deux modèles cellulaires J774 et THP-1. A terme, l’objectif sera 

de mettre en lumière les possibles liens entre les fluctuations observées en termes d’efflux du 

cholestérol et les possibles biomarqueurs lipidiques impliqués que sont les eicosanoïdes. 
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Chapitre 2:  Des lipides à la lipidomique  
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La matière vivante est composée d’un ensemble de familles de molécules parmi lesquelles les 

lipides sont d’une importance capitale tant du point de vue structurelle que fonctionnelle. Le 

langage courant prête aux lipides la dénomination de “corps gras”, une considération qui a 

d’ailleurs très vite été relativisée comme le fait remarquer M.E. Chevreul en 1823 en soulignant 

“combien l’expression de corps gras est vague, et l’impossibilité où l’on est d’en donner une 

définition scientifique” [50]. Le terme « Lipides » à ce jour regroupent des substances comme les 

huiles, les graisses, les cires, et bien d’autres composants cellulaires qui ont tous en commun la 

propriété d’être insolubles dans l’eau mais solubles dans les solvants organiques tels que l’éther 

ou le chloroforme [50]. On dénombre environ 180 000 lipides différents [51] répartis dans 8 

catégories de lipides [52]. Les lipides ne sont pas que dotés de propriétés et fonctions biologiques 

mais possèdent aussi différentes propriétés physico-chimiques. De nos jours, de nombreux 

nouveaux médiateurs sont découverts et leurs activités doivent être explorées. Les lipides oxydés 

les plus étudiés sont les eicosanoïdes et comprennent environ 100 médiateurs lipidiques dérivés 

de l’acide arachidonique, acide eicosapentanoïque et acide dihomo gamma linoléique [53]. 

 

I.  Les fonctions biologiques des lipides 

Les lipides contribuent à la dynamique des membranes cellulaires et sont des composés 

fondamentaux des voies de signalisation. Des liens très étroits entre un déséquilibre lipidique et 

certaines pathologies telles que l’athérosclérose, le diabète, la maladie d’Alzheimer, la maladie de 

Tangier ont été démontrés [39,54,55]. Les lipides jouent essentiellement trois rôles majeurs dans 

l’organisme : un rôle énergétique, un rôle structural et un rôle dans la signalisation cellulaire. 

1.  Rôle énergétique 

Le tissu adipeux riche en triglycérides est une réserve énergétique importante dans laquelle puise 

l’organisme en cas de déficit de production d’ATP (Adénosine Triphosphate) issu de la 

phosphorylation oxydative du glucose. L’analyse de la composition en acides gras (AG) ω6 et ω3 

du tissu adipeux est un marqueur biochimique qualitatif des graisses alimentaires. Par le biais de 

réactions biochimiques, les acides gras sont convertis en AG coenzyme A ou acyl coA. Cet acyl 

coA rentre dans la voie d’oxydation pour la production d’ATP. 
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2.   Rôle structural 

D’après le modèle de Singer et Nicolson [56] en 1972, une membrane cellulaire est composée 

d’une double couche phospholipidique avec des protéines et autres structures intégrées de façon 

asymétrique de part et d’autre (Fig.2). Cette asymétrie membranaire est fondamentale dans les 

fonctions (notamment la fluidité membranaire) que remplissent les membranes biologiques. Toute 

perturbation de cette asymétrie par incorporation de molécules d’acides gras impacte directement 

les processus physiologiques cellulaires [43]. Les membranes sont constituées (en poids sec de 

membrane) de 40% de lipides, 52% de protéines et 8% de glucides. Environ 70 à 90% de ces 

lipides membranaires sont constituées de phospholipides. Les lipides contribuent donc à 

l’architecture membranaire en lui conférant sa plasticité. Molécule faisant partie de l’architecture 

membranaire de la cellule (Fig.2), le cholestérol fera l’objet d’étude dans ce travail. En effet, 

l’abondance relative en cholestérol, phospholipides et acides gras contribuent à moduler la fluidité 

des membranes mais constitue le principal facteur de risque de l’athérosclérose. Les lipides 

interagissent avec les protéines membranaires à activité biologique telles que les enzymes, les 

transporteurs membranaires et les récepteurs hormonaux. 

 

 

Figure 2:  Organisation de la membrane plasmique selon un modèle de Singer et Nicolson 

[56] 
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3.  Rôle fonctionnel  

En plus des fonctions structurelles et énergétiques, les lipides interviennent dans de nombreux 

processus moléculaires contrôlées par des protéines associées aux membranes. Aussi leur 

implication dans différentes voies métaboliques et de régulation est indéniable. Les phospholipides 

sont directement impliqués dans la synthèse de médiateurs bioactifs dans la mesure où l’acide 

arachidonique en position 2 des PL est métabolisé via des voies d’oxydation en oxylipines à l’instar 

des eicosanoïdes. Certains travaux [57] ont permis de démontrer l’implication des AG ω-3 dans la 

modulation de l’expression de gènes tel que la régulation de facteurs de transcription qui sont 

nécessaires pour l’homéostasie lipidique. A titre d’exemple, les Peroxisome proliferator-activated 

receptors (PPARs) α et γ sont des régulateurs clés dans l’homéostasie lipidique et sont activés par 

diverses molécules dont les eicosanoïdes [58,59]. 

 

II.  Classification des lipides 

La diversité structurale des lipides [60] reflète leurs nombreuses fonctions biologiques. Les lipides 

remplissent des fonctions structurales majeures notamment dans la genèse des membranes 

biologiques, jouant ainsi le rôle de barrière protectrice et isolante. Même si la classification des 

lipides ne fait pas l’unanimité de la communauté scientifique, la plus utilisée est celle présentée 

sur la plateforme Lipidmaps [52]. Suivant cette classification, ils sont regroupés en huit catégories 

(acides gras, glycérolipides, glycérophospholipides, sphingolipides, stérols, prénols, 

saccharolipides et polycétides) qui sont elles-mêmes composées de classes, puis de sous classes et 

d’espèces moléculaires [52,61]. La ressemblance structurale de chaque catégorie est à la base de 

leur classification. La discrimination de classes est possible grâce à leur différence de polarité, de 

longueur de chaîne et donc de leur hydrophobicité (logP) de plusieurs ordres de grandeurs [62]. 

Nous ne présenterons ici que les glycérophospholipides et les acyles gras. En effet les 

glycérophospholipides de la membrane des cellules sont à l’origine des acides gras polyinsaturés 

dont certains sont eux-mêmes les précurseurs des eicosanoïdes.  

1.  Les glycérophospholipides 

Suivant la classification Lipid Maps, les glycérophospholipides sont également connus sous le 

nom de phospholipides (PLs) du fait de leur structure commune de base qui est le sn-glycérol-3-

phosphate. Les glycérophospholipides, sont constitués d’un glycérol dont les deux fonctions alcool 
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(position sn-1 et sn-2) sont estérifiées par des acides gras (sauf pour les plasmalogènes et les 

plasmanyl-phospholipides) et la troisième par un acide phosphorique lié ou non à d'autres 

molécules (alcools ou acides aminés) qui donnent l’identité et la caractéristique du 

glycérophospholipide. Parmi ces molécules, on trouve la sérine et parmi les alcools on trouve 

l’inositol, l’éthanolamine et la choline. On obtient ainsi la phosphatidylsérine (PS), le 

phosphatidylinositol (PI), la phosphatidyléthanolamine (PE), la phosphatidylcholine (PC) et 

l’acide phosphatidique (PA). Il faut préciser que la position sn-1 est très souvent occupée par des 

acides gras saturés ou monosaturés à la différence de la position sn-2 où on retrouve des acides 

gras polyinsaturés (Fig.3). Les glycérophospholipides sont des composants prépondérants des 

membranes cellulaires chez les bactéries et les organismes supérieurs. Lorsqu’un groupement 

glycérol s’ajoute au motif de base des glycérophospholipides, on obtient des 

glycérophosphoglycérols (PG) et des glycérophosphoglycérophosphates (PGP). En revanche, 

lorsqu’un troisième glycérol acylé en position sn-1’ et sn2’, on parle de 

glycérophosphoglycérophosphoglycéroles communément connu sous le nom de cardiolipides 

(CL).   

 

Figure 3 : Principales caractéristiques structurales des glycérophospholipides des 

membranes cellulaires.  
PA : acide phosphatidique; PC = phosphatidylcholine ; PE = phosphatidyléthanolamine ; PS = phosphatidylinositol ; 

PS = phosphatidylsérine ; X = tête polaire ; L = liaison ; R1 = radical 1; R2 = radical 2. 
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2.  Les acides gras 

Les acides gras (AG) sont une classe de lipides (faisant parti de la catégorie des acyles gras) qui 

renferment une chaîne carbonée et une fonction acide carboxylique (R-COOH) à leur extrémité. 

En effet, il s’agit d’acides carboxyliques caractérisés par une répétition de groupements méthylène 

-CH2- formant une chaîne carbonée. La longueur de la chaîne carbonée est comprise entre 4 et 36 

atomes de carbone avec présence ou non d’insaturations suivant les cas. On distingue en sous 

classes : les acides gras et conjugués, les octadecanoïdes, les eicosanoïdes, les docosanoïdes (les 

alcools gras, les aldéhydes gras), les esters gras, les amides gras (nitriles gras, éther gras, les 

hydrocarbones et hydrocarbones oxygénés) et les glycosyl acides gras (et autres acides gras). Nous 

nous intéresserons plus particulièrement aux eicosanoïdes dans ce travail. 

III.  Les eicosanoïdes 

1.  Généralités 

Les oxylipines désignent de manière générale des lipides oxygénés [63]. Il est donc important de 

préciser que les eicosanoïdes sont un sous-groupe d’oxylipines avec un rôle moteur dans la 

modulation de différents processus biologiques. En effet, Les eicosanoïdes sont des molécules-

signaux lipidiques basés sur un squelette à 20 atomes de carbone, impliqués dans un grand nombre 

de processus physiologique et pathologique (inflammation, douleur…). Ils sont synthétisés à partir 

d’AG polyinsaturés à 20 carbones (en grec eikosa =20) dans presque toutes les cellules de 

l’organisme. Ce sont donc des molécules de 20 atomes de carbone [64], hydroxylés ou non, 

époxydés ou non à différentes positions de la chaîne carbonée avec pour certaines familles, des 

cycles à 5 (prostaglandines) ou 6 carbones (thromboxanes). Ils agissent de manière autocrine et 

paracrine car leur demi-vie est très courte (~min). Les précurseurs des eicosanoïdes sont des acides 

gras de la famille des oméga 3 ou oméga 6 [65] à 20 atomes de carbones à la différence des 

oxylipines qui proviennent à la fois d’acides gras à 18 (acide γ-Linolénique , l’acide α-linolénique 

et l’acide linoléique) et 20 atomes de carbones. L’oxydation non enzymatique de l’acide linoléique 

aboutit à la sous-classe des octadécaénoïques qui regroupent les acides 

hydroxy/epoxyoctadécaénoïques (HODE/EpODE) [66]. Les octadécaénoïques comme les 

eicosanoïdes font tous partie des oxylipines. Le principal précurseur des eicosanoïdes est l’acide 

arachidonique (AA), un oméga 6 à 20 atomes de carbones et 4 doubles liaisons qui est relativement 

abondant dans les glycérophospholipides des membranes cellulaires. C’est un AG synthétisé à 

partir d’un AG essentiel : l’acide linoléique [43] (précurseur des oméga 6). Il peut aussi provenir 
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directement de l’alimentation (poissons, huiles végétales…). L’ampleur de l’implication des 

eicosanoïdes dans divers processus vitaux n’est plus à décrire. 

L’acide arachidonique n’est pas le seul précurseur des eicosanoïdes, il en existe 2 autres : 

- L’acide dihomo gamma-linolénique (DGLA), un oméga-6 à 20 atomes de carbones et 3 

doubles liaisons, dérivé de l’acide linoléique 

- L’acide eicosapentaénoïque (EPA) ou acide timnodonique (car isolé pour la première fois 

à partir du thon), un oméga-3 à 20 atomes de carbone et 5 doubles liaisons, dérivé de l’acide 

alpha-linolénique. 

2.  Fonctions biologiques des eicosanoïdes 

Des découvertes en plein essor ont montré que différentes classes d’eicosanoïdes provoquent des 

réactions inflammatoires opposées agissant soit comme agent anti-inflammatoire, soit comme 

agent pro-inflammatoire [67]. Par exemple, le leucotriène B4 (LTB4) est un médiateur de 

l’inflammation aigüe et un vasoconstricteur tandis que l’acide époxy-eicosatriénoïque agit comme 

vasodilatateur. L’augmentation de l’expression de la cyclooxygénase-2 (COX-2) et des synthases 

de PGE2 ont été systématiquement observées dans les plaques d’athérosclérose, conduisant à une 

production importante des eicosanoïdes [68,69]. La dérégulation de ces médiateurs lipidiques joue 

un rôle critique dans la pathogenèse et la progression de l’athérosclérose. Les eicosanoïdes 

favorisent, suppriment et/ ou résolvent l'inflammation dans de nombreuses conditions 

pathologiques, y compris la douleur, l’asthme, l’athérosclérose, le syndrome métabolique, les 

infections et la polyarthrite rhumatoïde [70–72]. Les prostaglandines sont une sous-famille de 

prostanoïdes, produites par plusieurs types cellulaires à partir de l’acide arachidonique et 

susceptibles d’effets divers sur les cellules productrices comme sur les cellules du 

microenvironnement au cours d’une signalisation cellulaire physiologique et/ ou du 

développement d’une pathologie. Ce sont des médiateurs bioactifs qui se lient au récepteur couplé 

à la protéine G en activant ou inhibant la formation de second messager (l’AMPc) [73], se 

traduisant par une diversité de réponse cellulaire : contraction ou relâchement des muscles lisses, 

agrégation plaquettaire, augmentation ou résolution de la réponse inflammatoire. Les effets 

antagonistes des prostanoïdes sont largement décrits dans la littérature [67]. Wang, et al. [74] ont 

démontré qu'une diminution de la libération de PGE2 vasculaire conduit à une augmentation de la 

production de PGI2 endothéliale, ce qui entrave le développement de l'athérosclérose. 

L’implication de la PGE2 et de la PGI2 dans la régulation du flux de cholestérol cellulaire et des 
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lipoprotéines a été démontrée [75]. A titre d’exemple, la PGE1, la PGE2 et l’iloprost un analogue 

des prostacyclines, réduisent la synthèse du cholestérol et l’activité du récepteur LDL dans des 

leucocytes humains [76]. Une augmentation de l’AMPc cellulaire grâce à des inducteurs tels que 

la PGE1 et d’autres analogues de la prostacycline tel que l’iloprost, a pour conséquence une 

augmentation de l’efflux du cholestérol par les HDL3 dans un modèle de fibroblaste humain [75]. 

En revanche, une stimulation via la PGF2α sur le même modèle est sans effet. L’impact de l’EPA 

sur une modification quantitative des prostanoïdes a été montré dans une lignée de macrophage 

murin RAW 264.7, avec une diminution de la PGE2 et une augmentation des PGE3 et PGD3 

[38,55]. Certains médicaments anti-inflammatoires à l’instar de l’aspirine ciblent depuis des 

décennies de façon sélective la formation des prostanoïdes. Les eicosanoïdes ont tendance à ne 

produire des réponses que dans les cellules qui les produisent et dans les cellules voisines. 

Contrairement aux eicosanoïdes, de nombreuses autres hormones circulent dans tout l’organisme, 

induisant des effets dans tous les tissus qui présentent des récepteurs appropriés. C’est pourquoi 

on qualifie souvent les eicosanoïdes, de médiateurs locaux plutôt que d’hormones. Le tableau ci-

dessous (Tableau 1) résume les effets des eicosanoïdes en fonction des organes. 

 

Tableau 1: Récapitulatif des fonctions des eicosanoïdes sur divers organes. [77] 

Eicosanoïdes Organes Effets 

PGF2, TXA2, LTC4, LTD4 
Vaisseaux 

Vasoconstriction (hypertension) 

PGI2 (le plus actif), PGE2, PGD4 Vasodilatation (Hypotension) 

PGE, PGI2 
Plaquettes 

Anti-agrégant 

TXA2 Pro-agrégant 

PGF2, TXA2, LTC4, LTD4, LTE4 
Bronches 

Bronchoconstriction 

PGE2, PGI2 Bronchodilatation 

PGE2, PGF2 
Intestin 

Nausées, diarrhées 

PGE2, PGF2 Motilité 

PGE, PGI2 
Estomac 

Inhibition de la sécrétion gastrique 

PGE2, PGF2 Motilité 

PGE2, PGF2, TXA2 Utérus Contraction 

PGH2, PGE1, PGI2 Rein 
Augmentation de la filtration rénale par 

augmentation du débit sanguin. 

PGE1, PGE2 Hypothalamus et 

Hypophyse  

Augmentation de la production d’ACTH, 

et de GNRH 
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3.  Mécanisme d’action des eicosanoïdes 

Les récepteurs des eicosanoïdes sont localisés à la surface des cellules. Les récepteurs sont 

spécifiques à chaque molécule : le récepteur EP1 est spécifique de la PGE1 tandis que EP2 est 

spécifique de la PGE2, et FP2 pour la PGF2. Globalement, leur liaison enclenche soit un 

accroissement, soit un abaissement de la concentration cytoplasmique d’un second messager 

(l’AMPc le calcium intracellulaire), l’activation d’une protéine kinase, ou une modification du 

potentiel membranaire. Les récepteurs des eicosanoïdes sont des récepteurs couplés aux protéines 

G qui déclenchent des réponses dépendantes de l’AMPc et des réponses dépendantes des 

phosphoinositides. 

La liaison de l’eicosanoïde à son récepteur couplé à la protéine G (Gs ou Gi) induit respectivement 

une activation ou une inhibition de la protéine effectrice à l’origine de la réponse biologique. Nous 

allons présenter ici le cas où l’eicosanoïde se lie à un récepteur spécifique lié à la protéine Gs. 

Suite à cette liaison, il y a activation de l’adénylate cyclase et de la phospholipase C. 

-L’adénylate cyclase médie la conversion de l’ATP en AMPc qui stimule la protéine kinase A à 

l’origine de la phosphorylation de la protéine effectrice. 

-La phospholipase C (PLC) hydrolyse le phosphatidyl-inositol 4,5 biphosphate (PIP2) en inositol 

2,4,5 triphosphate (IP3) et diacyl glycérol (DAG). Si le DAG est impliqué dans l’activation de la 

protéine kinase C, l’IP3 pour sa part se lie et active des canaux calciques IP3-dépendants situés 

sur le réticulum endoplasmique (RE). Les récepteurs de l’IP3 localisés sur la face cytoplasmique 

du RE sont des homotétramères qui forment un canal laissant sortir le Ca2+ lorsque chaque 

monomère fixe une molécule d’IP3. Il en résulte une augmentation de la concentration de calcium 

intracellulaire. L’élévation du Ca2+ libre intracytoplasmique entraîne l’activation d’un certain 

nombre de processus Ca2+ dépendants, comme l’activation de la calmoduline. Enfin, le complexe 

Ca2+/Calmoduline active un très grand nombre d’enzymes tels que la MLCK (Myosin light chain 

kinase : à l’origine de la contraction des muscles lisses) ; l’AMPc phosphodiestérase ; la 

phospholipase A2 (à l’origine de l’hydrolyse de la liaison ester qui lie les précurseurs des 

eicosanoïdes en position sn-2 aux glycérophospholipides). Le DAG pour sa part, active la protéine 

kinase C qui provoque divers effets (phosphorylation, différenciation cellulaire…). 
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4.  Nomenclature 

La plateforme Lipid Maps distingue au moins 15 sous-classes d’eicosanoïdes à savoir : les 

prostaglandines (PG), les Leucotriènes (LT), les Thromboxanes (TX), les lipoxines (LX), les 

acides Hydroxy/Hydroperoxyeicosatriénoïque (HETrE), les acides 

Hydroxy/Hydroperoxyeicosatétraénoïque (HETE), les acides 

Hydroxy/Hydroperoxyeicosapentaénoïque (HEPE), les acides epoxyeicotriénoïque (EET), les 

Hepoxylines, les levuglandines, les isoprostanes, les claculones, les isofuranes, les résolvines, les 

eicosa-1,2-dioxolanes et d’autres espèces apparentées. Les deux grandes familles d’eicosanoïdes 

les plus étudiées sont: les prostanoïdes (subdivisés en prostaglandines, prostacyclines et 

thromboxanes) et les leucotriènes. La nomenclature des prostanoïdes est illustrée au travers de la 

figure 4.  

4.1.  Les prostaglandines 

Elles sont caractérisées par un cycle pentagonal à 5 carbones. On les nomme par 2 lettres: PG, 

suivi d’une 3ème : A,B,C,D,E,F,G ou H (selon les groupements cétones ou alcools présents sur le 

cycle) puis un numéro en indice: 1, 2 ou 3 indiquant la série (c’est à dire le nombre de double 

liaisons sur les chaînes latérales) avec comme exemples la PGE3 ou la PGF2. 

4.2.  Les prostacyclines 

Elles sont caractérisées par un cycle pentagonal à 5 carbones et un cycle pentagonal à 4 carbones 

et 1 oxygène. On les nomme par 2 lettres : PG suivi de la lettre I puis un numéro en indice : 1, 2 

ou 3 pour la série. La plus connue est la PGI2 = Prostaglandine I2 = Prostacycline qui est le plus 

puissant vasodilatateur connu chez l’homme [67]. 

4.3.  Les Thromboxanes 

Ils sont caractérisés par un cycle hexagonal à 5 carbones et 1 oxygène. On les nomme par 2 lettres 

: TX suivi d’une 3ème lettre : A ou B (selon la nature du cycle) puis un numéro: 1, 2 ou 3 pour la 

série. Exemple : TXB2 

En fonction du précurseur, on peut déduire la série à laquelle appartient l’eicosanoïde (Tableau 

2). 
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Tableau 2: Relation entre les précurseurs d'eicosanoïdes et la série des prostanoïdes produits 

Précurseurs Prostanoïdes produits 

Acide dihomo γ-Linolénique (DGLA) Prostanoïdes de la série 1 (1 double liaison) 

Acide arachidonique (AA) Prostanoïdes de la série 2 (2 doubles liaisons) 

Acide eicosapentaénoïque (EPA) Prostanoïdes de la série 3 (3 doubles liaisons) 

 

 

Figure 4: Nomenclature des prostanoïdes montrant la variation du cycle, des groupements 

fonctionnels et leur position.  
La position et la nature du groupement fonctionnel implique la lettre qui vient après PG (prostaglandine) ou TX 

(thromboxane).  

 

4.4.  Les leucotriènes 

Les leucotriènes sont des eicosanoïdes produits par les leucocytes au cours de la réponse 

immunitaire et immuno-allergique [78]. Contrairement aux prostanoïdes, ce sont des dérivés 

d’acides gras à chaîne ouverte. Il n’y a pas de structure cyclique. Le nombre de doubles liaisons 

sur la chaîne hydrocarbonée est variable, tout comme la nature des groupements qui y sont fixés 

(hydroxyles, époxydes, acides aminés). La fonction acide carboxylique à l’extrémité de la chaîne 

est toujours conservée. 

On les nomme par deux lettres : LT suivies d’une 3ème lettre : A, B, C, D, E ou F (selon les 

groupements fixés sur la chaîne hydrocarbonée) puis un numéro en indice : 3, 4 ou 5 indiquant la 

série (nombre de doubles liaisons). On distingue deux types de leucotriènes (Fig.7), selon qu'ils 

comportent une chaîne peptidique (LTC4, LTD4, LTE4) ou non (LTA4 et LTB4) [78]. Tous 

dérivent d'un précurseur commun, époxyde instable, le LTA4 (Fig.7). Le tableau 3 répertorie la 

série du leucotriène en fonction de son précurseur. 
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Tableau 3: Relation entre les précurseurs d'eicosanoïdes et la série des leucotriènes produits 

Précurseurs Leucotriènes produits 

Acide dihomo γ-Linolénique (DGLA) Leucotriènes de la série 3 (3 double liaison) 

Acide arachidonique (AA) Leucotriènes de la série 4 (4 doubles liaisons) 

Acide eicosapentaénoïque (EPA) Leucotriènes de la série 5 (5 doubles liaisons) 

 

5.  Voies de biogenèse  

Au cours de l’inflammation, la phospholipase A2 (PLA2) cytosolique activée par un mécanisme 

de calcium dépendant ou indépendant, hydrolyse l’acide gras polyinsaturé (AGPI) précurseur des 

eicosanoïdes en position°2 des phospholipides membranaires. Il existe plusieurs isoformes de 

PLA2 regroupées en 16 groupes et sous-groupes, avec principalement six principaux sous types 

de PLA2. Tous les types de phospholipases A2 ( sPLA2, cPLA2, iPLA2, PAF-AH, LPLA2, 

AdPLA) ne se retrouvent pas forcément dans tous les types cellulaires et l’expression de certains 

dépend des processus de signalisation cellulaire [79] dans les tissus. L’AGPI libéré en position sn-

2 est ensuite métabolisé par trois voies enzymatiques majeures : voie des cyclooxygénases, voie 

des lipooxygénases et la voie médiée par les enzymes du cytochromes P450 (Fig.5). Même si l’on 

sait que la voie enzymatique est celle prépondérante, il faut souligner que cet AGPI peut subir par 

voie non-enzymatique, une auto-oxydation du fait de son degré élevé d’insaturation et aboutir à 

des molécules comme les isoprostanes et les isofuranes [80–82]. Ces molécules issues de la voie 

non enzymatique sont des marqueurs du stress oxydatif [81] et impliqués dans plusieurs maladies 

comme l’asthme et la mucoviscidose [51]. A noter que ces oxylipines issues de la voie non-

enzymatique sont formées dans l’espace intermembranaire des cellules avant d’être hydrolysées 

et relarguées dans le cytoplasme par la cPLA2 [83]. Les eicosanoïdes peuvent également être 

produits par voie non enzymatique à partir des radicaux libres [80].  

Nous allons décrire brièvement les trois voies enzymatiques.  

5.1.  La voie des cyclooxygénases : 

La cyclooxygénase (COX), protéine en forme de dimère de sous-unités de 70kD, est l’enzyme qui 

contrôle la genèse des prostanoïdes et se localise principalement dans le RE. Il existe deux formes 

de COX : la forme constitutive (COX-1) et la forme inductible (COX-2). A titre d’exemple, la 
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COX-2 peut être induite par les cytokines et le LPS (Lipopolysaccharides des bactéries). Nous 

reviendrons sur les modalités de l’induction de synthèse des eicosanoïdes par le LPS dans des 

modèles cellulaires dans la partie expérimentale de notre travail (Partie II-Chapitre 5).
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Figure 5: Schéma montrant la biogenèse des eicosanoïdes 
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Comme déjà évoqué plus haut, le point de départ est la mise à disposition de l’AA ou d’autres 

précurseurs à la COX. En considérant comme précurseur de départ l’AA, la première étape (Fig.6) 

est la formation d’un groupement hydropéroxyde après cyclisation de l’AA en cycle pentagonal 

avec un pont à 2 oxygènes. On obtient ainsi la prostaglandine G2. La deuxième étape consiste en 

la réduction de l’hydroxypéroxyde en hydroxyde pour donner la PGH2 à partir duquel sera généré 

l’ensemble des eicosanoïdes de la série 2 (Fig.6). 

 

 

Figure 6: Schéma de la biogenèse de la prostaglandine H2 

 

5.2.  La voie des lipoxygénases 

La lipoxygénase (LOX) médie des réactions d’oxygénation et d’oxydation des AGPI. Cette 

réaction est stéréosélective et conduit à la formation d'acides gras hydroperoxydés. A partir de 

l’AA (Fig.7), se forment les acides hydroperoxyeicosatétraénoïques (HpETE). Le HpHETE est 
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ensuite réduit pour donner des acides hydroxyeicosatétraénoïques (HETE). Sous l’action d’une 

lipoxygénase, le HETE subit une époxydation en position 5 pour donner le premier leucotriène 

très instable qui peut donner ensuite les autres leucotriènes (Fig.5 et 7). La littérature rapporte 

différentes isoformes de LOX (5-LOX, 8-LOX, 12-LOX et 15-LOX) sur les voies de biogenèse 

[77,78,84] suivant la position d’ajout de l’hydroxyle ou l’époxyde sur le squelette carboné. La voie 

de la LOX est à l’origine non seulement des leucotriènes (LT) mais aussi des lipoxines (LX), des 

acides dihydroxyeicosatétraénoïques (DiHETE) et d’autres métabolites (Fig.5). Les LT sont des 

triènes conjugués formés initialement par l’action de 5-LOX. Selon le nombre d’insaturation du 

précurseur, les LT sont divisés en séries. A titre d’exemple, l’AA génère les LT série 4. La voie 

de la 5-LOX conduit à des 5-HpETE (9,14). Ces derniers peuvent être convertis en 5-HETE par 

l'action d'une enzyme hydroperoxydase ou en LTA4 par l'action d'une enzyme déshydrase. Le 

LTA4 forme par la suite le LTB4 par hydrolyse ou le LTC4 par conjugaison avec une molécule 

de glutathion (γ-glutamyl-cystéinyl-glycine) en C6. Le LTC4 subit à son tour une série de réactions 

impliquant des enzymes du cycle γ-glutamyl. Ses réactions conduisent à la formation des LTD4 

(cystéinyl-glycine), LTE4 (cystéine) et LTF4 (γ-glutamyl-cystéine) (21), (Fig. 7). 
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Figure 7: Schéma de la biogenèse de leucotriènes à partir de l'acide arachidonique
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5.3.  La voie du cytochrome P450 

Les enzymes du cytochrome P450  produisent principalement des HETE, des DiHETE et des 

acides époxyeicosatriénoïques (EET) [66,82]. Les EET peuvent être hydrolysés par l'époxyde 

hydrolase soluble (sEH) pour donner des acides dihydroxyeicosatriénoïques (DHET) [66]. 

6.  Stratégies de stimulation pour la production d’eicosanoïdes 

Un tour d’horizon rapide de la littérature permet de se rendre compte que les eicosanoïdes sont 

impliqués dans la régulation de processus physiologiques et physiopathologiques médiés par 

les macrophages [72,85–87]. En effet, les eicosanoïdes sont produits par plusieurs types 

cellulaires [88] et leur variation quantitative et qualitative varie non seulement en fonction des 

cascades de signalisations cellulaires enclenchées mais aussi en fonction du type cellulaire. Afin 

de stimuler la production d’eicosanoïdes pour améliorer la fiabilité du dosage, plusieurs auteurs 

ont recours à une induction de l’activité phospholipase par des ionophores et/ ou une activation 

de l’activité cyclooxygénase par des endotoxines (LPS, KLA…) [40,85,89,90]. La plupart des 

modèles cellulaires se fondent sur les mécanismes médiés par la cPLA2 [40,85] à activité 

calcium dépendante mais aussi la iPLA2 dans plusieurs cellules circulantes de l’organisme [91]  

à activité calcium indépendante. Il existe donc à ce jour deux voies de stimulation : une première 

via des inducteurs de flux calcique intracellulaire et l’autre par des endotoxines. 

6.1.  Voie stimulée par les inducteurs du flux calcique intracellulaire 

L’activité de la cPLA2 étant calcium dépendante, son activité n’est effective que si est atteint 

un niveau seuil de calcium intracellulaire. L’ATP active les canaux cationiques du récepteur 

ionotropique P2X, aboutissant à une augmentation du Ca2+ intracellulaire entraînant la 

translocation de la cPLA2 aux membranes nucléaires d’où une libération de l’AA [38]. 

L’activation de TLR4 (Toll-Like Receptor) nécessite plusieurs heures pour l’induction de la 

COX-2 et donc pour une production ultérieure d'eicosanoïdes [38,85] tandis que la libération 

d’AGPI et la production d’eicosanoïdes après stimulation par l’ATP est rapide et prend 10 à 30 

minutes [85,89]. Pour cette raison, on parlera de stimulation rapide par les ionophores à l’instar 

de l’ATP et de stimulation retardée comme avec le LPS [85] (Fig.8). L’AA est ensuite soit 

métabolisé par la 5-LOX en générant des métabolites de la 5-LOX ; soit par COX-1 et la COX-

2 qui conduisent à une production de prostanoïdes. En résumé, l’augmentation du flux calcique 

intracellulaire permet indirectement une libération plus importante d’AA et donc par ricochet 

des eicosanoïdes. La biosynthèse des eicosanoïdes peut être stimulée par des agents 
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pharmacologiques [40] tels que: les agonistes naturels (fMLP : Formylmethionine-leucyl-

phenylalanine); les ionophores calciques (ionomycine, A23187); les inhibiteurs de la Ca2+ 

ATPase (thapsigargine). Il est important de préciser que le A23187 et la thapsigargine agissent 

suivant différents mécanismes de stimulation cellulaire. Les ionophores tels que A23187 

conduisent à une augmentation durable de la concentration de Ca2+ intracellulaire, ce qui induit 

une translocation massive des deux enzymes 5-LO et cPLA2 du cytoplasme à l'enveloppe 

nucléaire. En revanche, la thapsigargine inhibe le Ca2+ ATPase endomembranaire et provoque 

une libération de Ca2+ à partir des réserves intracellulaires ; entraînant ainsi un afflux massif de 

Ca2+ extracellulaire par les canaux calciques.  En ce qui concerne le mécanisme, toutes ces 

molécules pharmacologiques stimulent la cellule en se fixant sur des récepteurs ionotropiques 

(P2X : récepteurs canaux) et les récepteurs aux purines et pyrimidines (P2Y : des récepteurs 

couplés aux protéines G). Les récepteurs P2Y sont impliqués dans la sécrétion des cytokines et 

par conséquent dans le développement des maladies inflammatoires. L’activation des récepteurs 

P2Y induit, par l’intermédiaire des protéines Gi ou Gs, deux voies de signalisation : l’induction 

d’une libération calcique intracellulaire et/ ou la répression ou la production d’AMPc. 

L’hétérogénéité des isoformes des récepteurs P2Y implique qu’il faut des agonistes spécifiques 

pour déclencher efficacement l’activité PLA2. Les récepteurs P2Y1, 2, 4, et 6 sont impliqués 

dans l’activation de la PLC et l’induction de l’IP3. Par conséquent, ils génèrent une libération 

de calcium dans le cytoplasme à partir du RE. Au contraire, l’activation des récepteurs P2Y12, 

13 et 14 inhibe l’adénylate cyclase ce qui bloque la production d’AMPc. Toutefois la libération 

des AGPI des membranes cellulaires tel que AA, EPA, DHA est dépendant de la stimulation de 

P2X7 [89]. 
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Figure 8: Mécanisme de formation de quelques eicosanoïdes induite par la stimulation des 

récepteurs inflammatoires dans les macrophages [89].  
A : La stimulation retardée par le lipopolysaccharide (LPS) aboutit à une activation de la cPLA2 et du facteur 

transcriptionnel NFκB. La cPLA2 induit la libération de l’acide arachidonique qui est ensuite métabolisé en 

différents eicosanoïdes par la cyclooxygénase. Le NFκB stimule la surexpression de la COX-2. B : La stimulation 

rapide induite par l’ATP sur le récepteur P2X7 aboutit à une mobilisation plus importante du calcium. Ce calcium 

est impliqué dans la surexpression de la 5-LOX et l’activation de la cPLA2. Il en résulte un métabolisme orienté 

vers plus de molécules issues de l’action de la 5-LOX. 

 

6.2.  Voie déclenchée par l’action des endotoxines 

La stimulation de macrophages RAW 264.7 [85,86,92] par des endotoxines (LPS ou KLA) 

induit une activation de l’activité cyclooxygénase et aussi, dans une certaine mesure, celle de 

la PLC à l’origine indirectement d’une augmentation du calcium intracellulaire. Ce calcium lié 

à la calmoduline déclenche l’activité de la PLA2. Des corrélations significatives ont été établies 

entre l’activité de la COX-2 et la liaison du LPS à la membrane de macrophage RAW 264.7 

[85] et J774 [93,94]. La liaison du LPS sur le récepteur TLR induit la liaison du facteur 

transcriptionnel nucléaire NF-κB sur une zone de la région promotrice du gène codant pour la 

COX. Il s’agit de l’étape qui déclenche l’expression de la COX-2. Des travaux de stimulations 

de macrophages J774 avec du LPS pour comprendre le mécanisme d’expression de la COX-2 

montrent que le clivage protéolytique de l'inhibiteur I-kB-α est l’une des conditions nécessaires 

à l’activation de NF-kB [95]. L’incorporation des AGPI dans la membrane de macrophages 

J774 a pour conséquence une augmentation de la liaison du LPS [93]. Cette liaison stimule 

l’activité de la COX-2 impliquée dans la genèse des prostaglandines. Certaines prostaglandines 

à l’instar de la PGE2 ont un effet rétrocontrôle négatif sur l’expression de la COX-2 [94]. La 

liaison du LPS induit non seulement l’activité de la COX-2 mais aussi celle de la iNO synthase 

aboutissant ainsi à une augmentation de produits nitrés formés (peroxynitrite, NO2). En effet, 
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l’expression et l’activité de la COX-2 est réprimée par la PGE2 de façon dose dépendante 

[94,96] mais aussi par les produits de l’iNOs [97]. Des expériences de stimulations de 

macrophages  RAW 264.7 pour mimer les processus inflammatoires ont permis à Matthew W. 

Buczynski [85] et à Paul Norris [38] de montrer que la stimulation de  P2X7 et TLR4 produisent 

un effet synergique (Fig.9). En somme, une stimulation rapide (par les ionophores exemple : 

l’ATP) suivie d’une stimulation retardée (par les endotoxines à l’instar du LPS) permet de 

produire plus d’eicosanoïdes.  

 

Figure 9: Voies de synthèse des eicosanoïdes sous stimulation par des endotoxines (vert) 

et/ ou des agonistes favorisant un afflux transitoire de calcium (en rouge) ou un afflux 

durable de calcium (en jaune). 

 

Les eicosanoïdes dont il est question dans ce travail, sont des molécules lipidiques complexes 

et leur importance indirecte dans l’homéostasie est indéniable. Cependant il est difficile 

d’expliquer les différents mécanismes moléculaires en raison des rôles redondants des uns et 

des autres, ou d’opposition dans les processus biologiques. Pour tenter de relier la variation 

observée au sein d’une population complexe de lipides et les fluctuations au cours de processus 

inflammatoire, il est courant de recourir à la lipidomique. Il s’agit d’une approche en interface 

chimie-biologie qui tente d’établir non seulement la biogenèse des lipides mais aussi 

d’expliquer leur implication dans les réseaux cellulaires complexes quelle que soit l’origine.  
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IV.  La lipidomique 

1.  Historique et considérations générales 

Comme déjà évoqué plus haut, pour avoir une vue la plus exhaustive possible sur les lipides et 

leur implication dans les processus biologiques, on fait recours à la lipidomique. 

La lipidomique est une approche globale dans l’accession à une connaissance exhaustive des 

molécules lipidiques présentes dans le domaine du vivant. Autrement dit, c’est l’étude à grande 

échelle des espèces moléculaires de lipides, visant à aborder l'identification, la distribution 

cellulaire et tissulaire des lipides ainsi que leur implication dans la signalisation cellulaire et des 

voies métaboliques [60,98–100]. Parlant de la nuance entre la lipidomique et la lipidologie, il 

faut préciser que la lipidologie est littéralement la science des lipides, tandis que la lipidomique 

contient en elle une vision d’objectifs qui consiste à vouloir accéder à la détermination de 

l’ensemble des structures lipidiques existantes et leurs fonctions. Autrement dit, c’est l’étude 

des comportements physico-chimiques des lipides, de leurs interactions avec les autres 

molécules du vivant comme les protéines par exemple, leur métabolisme et enfin leur 

implication dans l’ensemble des processus biologiques. Si l’on peut se réjouir de la grande 

diversité du lipidome naturel en lien avec les multiples fonctions biologiques associées, leur 

analyse représente un véritable défi analytique [60] comme en métabolomique. En 2005, Serhan 

définit la lipidomique comme étant “le décodage systématique de l’information liée aux lipides 

dans les systèmes biologiques”[101]. En somme, la lipidomique est une branche de la 

métabolomique qui permet de caractériser la structure des lipides potentiellement importants 

pour le suivi d’une pathologie ou processus cellulaire[102], la prévention et/ ou la thérapie 

d’une maladie. 

En fonction des orientations sur la quantification spatio-temporelle des lipides, deux volets se 

dégagent : une lipidomique membranaire (c’est-à-dire l’identification et le profilage des lipides 

membranaires) et une lipidomique dite des médiateurs qui prend en compte l’identification et 

le profilage des molécules dérivées des lipides membranaires dont les eicosanoïdes.  

Suivant les approches impliquées pour la recherche d’une ou de molécules lipidiques connues 

ou non, on distingue : la lipidomique ciblée et la lipidomique non ciblée. Chacune de ces deux 

approches de la lipidomique a ses caractéristiques, ses avantages et ses inconvénients.  
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- La lipidomique ciblée est utilisée lorsqu’on souhaite étudier des lipides ou classes de 

lipides spécifiques en ciblant les ions précurseurs d’un lipide spécifique et ses ions 

fragments produits [98,100,103] après fragmentation dans un spectromètre de masse 

équipé d’un analyseur de type triple quadripôle, et en utilisant un mode MRM (Multiple 

Reaction Monitoring) ou SRM (Selected Reaction Monitoring) [99] qui permet d’avoir 

une haute sensibilité et une bonne sélectivité. Une alternative à ce mode détection en 

passant par un mode DDA (Data Dependent Acquisition) a été développée dans cette 

thèse. 

- En revanche, la lipidomique non ciblée permet d’analyser une large gamme de 

métabolites de façon concomitante sans à priori. Dans ce cas, un spectromètre de masse 

haute résolution (HRMS) est nécessaire pour déterminer la masse exacte et discriminer 

de façon précise chaque espèce lipidique et les espèces isobares. Plusieurs analyseurs 

sont utilisés pour l’analyse des lipides par approche non ciblée dans les échantillons 

biologiques. Entre autre, nous pouvons citer : le temps de vol (QTOF), l’Orbitrap® ou 

résonnance cyclotronique à transformée de Fourier [99,100]. 

Le terme Lipidomique a été ajouté sur la plateforme PubMed pour la première fois en 2003 

[104] et la recherche en lipidomique a connu une forte expansion à partir de 2014 pour dépasser 

la barre des 1000 publications en 2019 (Fig.10). La lipidomique est devenue de nos jours une 

approche incontournable dans la découverte rapide de biomarqueurs lipidiques et/ ou de 

méchanismes permettant d’expliquer le développement de pathologies à l’instar des maladies 

cardiovasculaires. D’ailleurs, une évolution exponentielle de la lipidomique appliquée aux 

maladies cardiovasculaires est observée depuis les années 2013 avec une fréquence dépassant 

les 100 publications par an depuis 2017 (Fig.10). Enfin, la lipidomique appliquée à 

l’athérosclérose représente plus de quart des articles traitant de la lipidomique appliquée aux 

maladies cardio-vasculaires, montrant l’ampleur de l’intérêt à la compéhension de cette 

maladie. 
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Figure 10: Evolution de l'expansion de la lipidomique dans la recherche en général et dans 

les maladies cardiovasculaires tel que l'athérosclérose.  
Les histogrammes représentent le nombre de publications par année faisant usage de la lipidomique. Ces données 

ont été extraites de PubMed. 

 

La lipidomique nécessite à la fois des outils d’analyse en biologie et en chimie. Nombre de 

techniques de dosages sont décrites dans la littérature dans le but d’explorer les maladies 

inflammatoires ou d’identifier des biomarqueurs tels que les eicosanoïdes. 
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Chapitre 3:  Les méthodes d’analyse des 

eicosanoïdes  
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I.  Historique et évolution dans l’analyse des eicosanoïdes 

Les eicosanoïdes comme définis plus haut sont des médiateurs bioactifs avec des rôles 

redondants ou d’opposition, aboutissant le plus souvent à une réponse ciblée qui n’est que la 

résultante de toute une cascade de signalisation cellulaire issue des actions des uns et/ ou des 

autres. En somme, c’est l’équilibre global entre différentes espèces oxygénées d’AGPI qui 

semblent moduler de nombreux processus biologiques. En effet, il est difficile d’expliquer les 

mécanismes moléculaires impliqués dans les différents processus biologiques en étudiant un 

nombre limité d’espèces d’eicosanoïdes, chose que font jusqu’alors les techniques de dosages 

immunologiques. Bien que ces techniques de dosage permettent une quantification avec une 

haute sensibilité [105,106], elles sont néanmoins confrontées à une disponibilité limitée des 

anticorps spécifiques, des problèmes de sélectivité et de spécificité des anticorps disponibles 

[40,51,66,107]. Il en résulte des problèmes de reproductibilité lors des dosages des eicosanoïdes 

[108]. 

Face à une disponibilité limitée d’anticorps dirigés contre les eicosanoïdes et des problèmes de 

spécificité, la séparation en chromatographie gazeuse couplée à la spectrométrie de masse 

[77,109] rendue possible en passant par une étape de dérivatisation des AGPI, a permis de 

couvrir une gamme plus importante d’eicosanoïdes avec des seuils de détection de l’ordre du 

pg/mL [84,110,111]. En revanche, les EET ne peuvent être dosés par GC-MS, idem pour les 

eicosanoïdes mixtes à l’instar des peptido-leucotriènes car il n’y a pas de stratégie de 

dérivatisation connue pour ces molécules [112,113], excepté qu’elles soient désulfurées avant 

la dérivatisation[114]. Autrefois, la caractérisation du LTC4 qui est un sulfidopeptide 

leucotriène passait par la dégradation de la molécule en d’autres composés analysables par 

spectrométrie de masse en utilisant diverses réactions biochimiques pour remonter à sa structure 

réelle [114]. Malgré les résultats encourageant de dosage des eicosanoïdes par chromatographie 

gazeuse pour comprendre certaines pathologies [110,111], les trois fonctions labiles des 

eicosanoïdes (carboxylique, hydroxyle et cétone) complexifient l’analyse puisqu’il faut passer 

par l’étape de dérivatisation. Cette dernière étape est non seulement chronophage, mais se fait 

avec de potentiels risques de perte d’échantillons et surtout de dégradations de ces molécules. 

L’électrophorèse capillaire a été aussi utilisée comme technique de quantification des 

EETs/DHETs [115] mais se révèle insuffisante en termes de performances de séparation. 

Pour pallier tous les problèmes sus-cités, des méthodes en chromatographie liquide haute 

performance (CLHP) couplée à la spectrométrie de masse en tandem ont été utilisées pour 
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l’identification et la quantification des eicosanoïdes avec un gain de temps considérable, une 

meilleure sensibilité et spécificité, et surtout couvrant une plus large gamme de médiateurs 

d’intérêts. L’essor de la chromatographie liquide et l’amélioration des méthodes de traitement 

d’échantillons et/ ou de détection des eicosanoïdes [40,51,65,82,116–120] a permis de réelles 

avancées dans des approches pluridisciplinaires pour la compréhension du développement de 

plusieurs pathologies [40,51,65,118,121], entre autres l’athérosclérose [39,40], la maladie 

d’Alzheimer [54], le cancer [122], l’asthme, le diabète [123] etc. La plupart des techniques en 

chromatographie développées à ce jour pour l’analyse des eicosanoïdes, ont été réalisées en 

chromatographie liquide à polarité de phases inversée (RP-HPLC) couplée à la spectrométrie 

de masse en tandem équipée d’une source d’ionisation électrospray (ESI) fonctionnant en mode 

négatif et une analyse en mode « multiple reaction monitoring » (MRM). L’ESI-MRM a été 

utilisée pour la première fois en 1996 par Isakson, et al. [124] pour l’analyse de 14 eicosanoïdes 

dans un échantillon biologique. 

 

II.  Les techniques de préparation d’échantillons 

La préparation d’échantillon consiste à extraire les analytes d’une matrice complexe. Elle est 

très chronophage avec plusieurs étapes suivant la technique utilisée et sources d’erreurs 

entachant le résultat de l’analyse. Une bonne préparation d’échantillon influe directement sur 

la limite de détection, la reproductibilité et la répétabilité de l’analyse. Elle conditionne donc la 

qualité des résultats. Il convient de bien optimiser cette étape pour simplifier la complexité des 

échantillons cellulaires afin d’améliorer le rendement d’extraction. 

1.  La chromatographie par immuno-affinité 

La chromatographie d'affinité permet de séparer les composants d'un mélange en se basant sur 

les propriétés d'interactions biologiques. De toutes les molécules d’un mélange complexe, seuls 

les composés d’intérêts vont se lier de manière réversible à des ligands spécifiques fixés sur la 

phase stationnaire. Après élution des autres interférents, on détache le ou les composés 

d’intérêts. Le choix du ligand spécifique en fonction de la structure des molécules est très 

important pour obtenir une bonne purification. 

La chromatographie par immuno-affinité peut être utilisée comme une technique de préparation 

d’échantillons [125] pour ne retenir que les composés d’intérêts dans un échantillon complexe. 
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Une étude comparative entre la chromatographie sur couche mince (TLC) et la chromatographie 

par immuno-affinité en amont de la GC-MS/MS a permis de démontrer la spécificité en termes 

d’extraction de la technique d’immuno-affinité et permis de conclure quant à l’hétérogénéité en 

termes d’isoformes de 8-iso-PGF2α présent dans l’urine [110]. En effet, par sa grande 

spécificité dérivant de l’usage d’anticorps spécifiques immobilisés sur la phase stationnaire et 

dirigés contre des eicosanoïdes spécifiques, ce type de chromatographie se trouve limitée par la 

disponibilité de colonnes spécifiques sur le marché et par le nombre restreint d’eicosanoïdes 

pouvant être analysés simultanément.  La SPE (Solid Phase Extraction) et la LLE (Liquid 

Liquid Extraction) sont de nos jours les méthodes les plus utilisées pour extraire les 

eicosanoïdes [108] dans des échantillons cellulaires ou fluides biologiques. Pour s’affranchir 

des problèmes de seuil de détection de molécules dans des matrices complexes, il est courant 

de procéder par préconcentration de l’échantillon. 

2.  L’extraction liquide-liquide  

L’extraction liquide-liquide (LLE) repose sur la différence de partage d’un soluté entre une 

phase aqueuse et une phase organique non miscible. Cette partition est basée sur le coefficient 

de partage de l’analyte entre la phase aqueuse et un solvant organique à une température donnée. 

Le coefficient de partage dépend de la solubilité de l’analyte dans chacune des deux phases. Le 

rendement d’extraction dépend de plusieurs paramètres à savoir :  propriétés physico-chimiques 

des molécules à extraire, le nombre d’extractions successives et la solubilité de l’analyte dans 

les différents solvants utilisés. La LLE n’exige non seulement pas d’équipement particulier, 

mais aussi elle n’est pas sélective et requiert de grandes quantités de solvants organiques non 

miscibles à l'eau (chloroforme, hexane, l'éther diéthylique, l'acétate d'éthyle). Certaines 

extractions liquide-liquide réalisées à base d’hexane/isopropanol spécifiques à l’extraction 

d’eicosanoïdes dans le cerveau sont courantes dans la littérature [108]. Certains solvants comme 

l’hexane malgré leur capacité d’extraction, sont très toxiques et sont de nos jours abandonnés 

dans les protocoles d’analyses. La très faible diversité structurale des eicosanoïdes implique des 

interactions spécifiques à prendre en compte pour le choix des solvants des méthodes LLE. 

Les méthodes de LLE couramment utilisées pour les eicosanoïdes sont la méthode suivant Folch 

et celle suivant Bligh Dyer [108]. La procédure d’extraction suivant Folch utilise un protocole 

basé sur du chloroforme/méthanol dans un rapport de 2 :1 ajouté à 20 fois la quantité 

d’échantillon. Ensuite un ajout d’eau est utilisé pour favoriser le déphasage [126]. Il est courant 

de recourir aux sels à cette dernière étape pour favoriser une plus grande solubilité de certains 
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composés d’intérêts vers la phase organique. En utilisant un protocole modifié suivant Folch, 

Basselin, et al. ont démontré que l'activité cérébrale de cPLA2 augmente chez les Souris 

déficientes en transporteur de la sérotonine à la différence de l'activité cyclooxygénase et les 

concentrations de prostaglandine PGE2,PGF2α et de thromboxane TXB2 qui étaient réduites 

[127]. En ce qui concerne l’extraction suivant Bligh and Dyer, une solution respectant un 

rapport 2:2:1,8 chloroforme/méthanol/eau doit être utilisée pour extraire les lipides en général 

dans la couche inférieure (organique). Le chloroforme et l’eau sont utilisés dans la dernière 

étape suivant Bligh et Dyer pour obtenir la séparation en deux phases. En regardant de près 

l’extraction suivant Folch, on remarque que Bligh et Dyer ont en réalité adapté la procédure 

définie par Folch pour diminuer la quantité de solvant utilisé ainsi que le temps d'extraction et 

d'analyse. L’extraction des eicosanoïdes suivant Bligh & Dyer est la plus utilisée pour 

l’extraction des eicosanoïdes [66]. D’autres méthodes alternatives implique l’éther, 

acétone/chloroforme, hexane-isopropanol et éthyl acétate/ethanol [66,128] ou encore l’acétate 

d’éthyle acidifiée [129]. La LLE par mélange avec un autre solvant non miscible tel que 

l’acétate d’éthyle, le dichlorométhane et l’hexane-acétate d’éthyle montrent un bon rendement 

pour les PGs, HETEs, et EETs mais pas pour les composés hydrophiles comme le cystéinyl-

leucotriène [51]. L’analyse de produits d’oxydation d’eicosanoïdes pour explorer le lipidome 

de cerveaux de Souris dans le cadre de la maladie d’Alzheimer ont permis de montrer que les 

composés d’intérêt se retrouvaient majoritairement dans la phase aqueuse malgré le fait qu’en 

général, la phase organique est celle qui est analysée après évaporation [54]. Des rendements 

d’extraction en eicosanoïdes  allant de 17 à 54 % avec des coefficients de variation de l’ordre 

de 12-46 % ont été obtenus par LLE dans une étude de recherche de biomarqueurs impliqués 

dans l’athérosclérose [39]. L’évaluation des performances de la LLE et de l’extraction en phase 

solide à partir d’un mélange de 7 eicosanoïdes (Tetranor PGE-M, 2,3-Dinor-8-iso-PGF2α, 8-

iso-PGF2α ; 2,3-dinor-TXB2 ; 11-dehydro TXB2 ; LTE4 et 12-HETE) pour une analyse ciblée 

sur des urines, a montré de meilleurs rendements par la LLE pour certains eicosanoïdes 

(Tetranor PGE-M, 11-dehydro-TXB2 et le 12-HETE) [130]. Une influence du pH sur le 

rendement obtenu en LLE a été mis en lumière dans cette étude [130]. Enfin la LLE est le plus 

souvent utilisée pour l’extraction d’eicosanoïdes de tissus, d’urine, de plasma humain [87,108] 

et très rarement sur des surnageants cellulaires. Une étude comparative des performances 

d’extraction des eicosanoïdes entre la LLE et la SPE sera présentée dans le chapitre 4 de la 

partie II de notre travail. Même si l’efficacité de la LLE pour extraire une population 
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hétérogène de lipides n’est plus à démontrer, elle semble moins performante pour l’extraction 

des eicosanoïdes [39]. 

3.  L’extraction en phase solide ou SPE  

Les composés à extraire par SPE sont immobilisés sur une phase stationnaire contenue dans une 

cartouche puis récupérés lors de l'élution. Les mécanismes de rétention impliqués lors de 

l’extraction en phase solide (SPE) sont ceux de la chromatographie liquide. Plusieurs types de 

chromatographie peuvent donc être réalisés par SPE en fonction de la nature de la phase 

contenue dans la cartouche. Au vu des propriétés physico-chimiques et de la structure des 

eicosanoïdes, nous n’aborderons ici que les cartouches remplies de phases stationnaires de 

chromatographie liquide à polarité de phases inversée. Très souvent, les études d’extractions 

des eicosanoïdes sont menées dans la littérature par des cartouches remplies de phases 

stationnaires à polarité de phases inversée ( C8, C18 avec ou sans endcapping) [40,131–133] et 

par des cartouches à base de polymères  à l’instar du styrène divinylbenzène [85] ou issu d’une 

copolymérisation de divinylbenzène avec un monomère polaire ( le N-vinylpyrolidone) pour la 

phase Oasis HLB (HLB : Hydrophilic–Lipophilic Balance) [39,134,135]. Très peu d’études ont 

eu recours à des cartouches SPE d’échanges d’ions pour l’extraction des eicosanoïdes [130]. Le 

développement de supports à base de polymères a pour but d’amplifier les mécanismes de 

rétention basés sur des interactions hydrophobes mais aussi polaires par augmentation non 

seulement de leur surface spécifique mais aussi l’incorporation de groupements polaires 

intégrés ou groupements fonctionnels. Cependant, ces interactions ne sont pas suffisamment 

sélectives conduisant à une forte rétention de composés pouvant interférer au cours de l’analyse 

chromatographique.  

La SPE est une technique analytique qui se déroule en plusieurs étapes (Fig.11) qui sont : 

- Le conditionnement et l’équilibration de la cartouche :  

Cette étape permet de se débarrasser d’interférents de synthèse encore présent sur la 

cartouche afin de favoriser les interactions entre l’analyte et la phase stationnaire. Elle 

permet aussi une meilleure mouillabilité des frittés. En chromatographie liquide à polarité 

de phases normale, le conditionnement se fait généralement avec l’hexane, l’heptane, ou le 

dichlorométhane et en chromatographie liquide à polarité de phases inversée, on a plutôt 

recours au méthanol ou à l’acétonitrile. L’étape d’équilibration avant chargement de 
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l’échantillon doit respecter quelques critères : le solvant utilisé doit être miscible et très 

proche du solvant dans lequel se trouve l’échantillon. L’eau est le solvant le plus utilisé. 

- Le chargement de l’échantillon :  

L’échantillon est déposé et les analytes d’intérêts comme les interférents vont interagir avec 

la phase stationnaire. Les impuretés n’ayant aucune affinité avec l’adsorbant ne sont pas 

retenues mais il existe un risque que les analytes ne soient pas retenus. A part le solvant de 

chargement et la nature de la phase stationnaire, un autre paramètre qui influe sur la 

rétention du composé d’intérêt est la vitesse d’écoulement.  

- Le lavage  

Cette étape consiste en l’élimination d’impuretés et de composés interférents par ajout d’un 

solvant de lavage. En réalité, les interférents seront éliminés en utilisant un solvant qui 

permet de les solubiliser sans rompre les interactions spécifiques ou non entre les analytes 

d’intérêt et la phase stationnaire. De nos jours, il existe des cartouches pour lesquelles, à 

cette étape, seuls les analytes sont élués, les interférents restant accrochés pendant le lavage. 

Le choix de ce solvant conditionne aussi les pertes éventuelles ou non en analytes d’intérêts 

- Le séchage 

Cette étape permet l’élimination de traces de solvant de lavage avant l’élution. Même si 

cette étape rallonge le temps d’analyse, elle permet de se débarrasser des traces du solvant 

de lavage [108,136,137]. Il s’agit d’une étape qui est très souvent omise. Au cours de l’étape 

d’extraction, les eicosanoïdes sont des molécules capables de s’oxyder en d’autres 

métabolites et ceci à n’importe quelle étape de la procédure. L’impact de cette étape sur le 

rendement d’extraction n’a donc pas fait l’objet d’étude dans notre protocole qui sera 

présenté dans le chapitre 4 de la partie II. D’ailleurs dans une étude de dosage de 

prostanoïdes par GC-MS/MS, les auteurs ont souligné le fait que les concentrations de 

TXB2 importantes obtenues dans le plasma seraient probablement dues à sa production ex-

vivo au cours de l’échantillonnage et des étapes d’extractions [111].  

- L’élution 

Cette étape permet d’éluer les composés d’intérêt avec un solvant ou mélange de solvant 

adéquat. Ce dernier doit avoir le maximum d’interactions avec les analytes et le moins possible 

avec les autres interférents qui peuvent rester adsorbés.  
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- L’évaporation et la resolubilisation de l’extrait 

Après évaporation de l’éluat, il est courant de minimiser le volume de resolubilisation afin 

d’obtenir un important facteur de concentration. Le solvant de resolubilisation doit être 

compatible avec la méthode d’analyse en chromatographie et/ ou en spectrométrie de masse. 

 

Figure 11: Schéma récapitulatif des étapes d'une extraction en phase solide. 

 

La quantité d'analytes dans l’éluat dépend de la complexité de la matrice. Dans diverses 

matrices telles que le cerveau, les métabolites de l'acide arachidonique existent à des 

concentrations extrêmement faibles. Par conséquent, une extraction est nécessaire pour 

augmenter la spécificité et la sensibilité de détection des molécules à doser [108]. La diminution 

du pH par acidification permet d’augmenter l’efficacité mais il est important de souligner que 

les eicosanoïdes peuvent être altérés au cours de la procédure d’extraction. Des pH extrêmes 

devront donc être évités [138]. Différents prétraitements de l’échantillon tel que le broyage et 

l’homogénéisation peuvent aussi altérer les eicosanoïdes aboutissant le plus souvent à d’autres 

espèces d’oxylipines. Afin de limiter ce phénomène, certains antioxydants tels que du BHT 

(butylatedhydroxyl toluene) [38,121,134], des inhibiteurs de métalloenzymes tels que l’EDTA 

(ethylenediaminetetra-acetic acid) [97,139], ou des inhibiteurs de la cyclooxygénase tel que l’ 

indomethacine sont systématiquement rajoutés à l’échantillon [118,121]. La préparation de 

l’échantillon se fait aussi sur de la glace pour limiter les réactions oxydatives. La rétention sur 

une phase stationnaire à polarité de phases inversée C18 est basée sur l'hydrophobicité globale 
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des eicosanoïdes mais aussi sur d’autres interactions polaires. Pour un bon rendement en 

eicosanoïdes, nombres de cartouches de SPE sont utilisées avec des performances diverses et 

dépendant de la complexité de l’échantillon à extraire. En utilisant une cartouche de type C18 

Sep-Paks®, avec un échantillon aqueux contenant 15 % de MeOH, un lavage avec 15% MeOH 

et l’éther de pétrole, et un solvant d’élution à base de formiate de méthyle ou MeOH, Powell a 

démontré qu’il faut un solvant d’élution contenant au moins 10% d’eau pour augmenter le 

rendement d’extraction en prostaglandines [131]. Dans cette même étude, un pourcentage élevé 

de l’ordre de 80% en AA est obtenu avec un solvant d’élution composé au moins de 30% d’eau. 

Une autre étude conduite avec un solvant d’élution à base d’acétonitrile et d’acétate d’éthyle 

sur une cartouche Oasis HLB®, a permis d’atteindre des rendements compris entre 72,13 et 

99,56 % avec des coefficients de variations de l’ordre de 14% [136]. En utilisant la même 

cartouche, une autre étude ciblée basée sur 18 eicosanoïdes pour la recherche de biomarqueurs 

impliqués dans l’athérosclérose a démontré que la SPE était plus performante que la LLE avec 

des rendements compris entre 61-97% contre 17-54% pour la LLE [39]. Selon cette étude, la 

LLE s’est avérée très peu efficace pour l’extraction des prostanoïdes avec des rendements de 

l’ordre de 20%. A l’aide de la cartouche Strata-C18® et le formate de méthyle comme solvant 

d’élution, Masoodi, et al. ont réussi à obtenir des rendements en prostanoïdes et isoprostanes 

allant de 83 à 116 % [140]. Les protéines de par leur structure sont susceptibles de séquestrer 

les eicosanoïdes via des interactions ioniques et polaires très fortes, impactant ainsi le 

rendement d’extraction. De nombreuses études ont recours à certains solvants de précipitation 

des protéines comme le méthanol [140], l’acétonitrile et l’isopropanol [139] pour déprotéiniser 

l’échantillon en amont de son extraction. Une acidification de l’échantillon permettrait aussi 

d’améliorer le rendement d’extraction pour un échantillon solide comme les tissus [140,141]. 

Somme toute, la SPE est une technique très utilisée de par sa spécificité, sa capacité à concentrer 

les échantillons permettant de gagner en sensibilité. Il en résulte de meilleurs rendements 

d’extraction, sa bonne reproductibilité, une réduction considérable en solvant utilisé.  

Le tableau 4 présente un état de l’art non exhaustif sur les méthodes d’extraction des 

eicosanoïdes développées dans la littérature. Après extraction, les eicosanoïdes sont séparés par 

chromatographie gazeuse ou liquide avant d’être détecté par spectrométrie de masse [87] et très 

rarement par un détecteur de fluorescence [121,136,142] ou encore par l’UV pour certaines 

molécules après dérivatisation avec un agent chromophore [143].    
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Tableau 4: Quelques méthodes d'extractions et d'analyse des eicosanoïdes 

Auteur/Référence Echantillons 
Type 

d’extraction 

Cartouche 

utilisée 
Etapes/Solvant 

Molécules 

extraites 
LOD 

Méthode 

utilisée 

Alon Margalit et al. 

[124] 

Sang périphérique 

de volontaires et de 

rat 

SPE Bond Elut C18 

Cartridges 

Conditionnement : 2 mL 

MeOH + 2 mL Eau 

Lavage : 2 mL Eaiu, 2mL 

Ether de pétrole 

Elution : 1mL Formate de 

methyle 

TXB2, 

PGE2,PGE1, 

PGF1α, PGF1α, 

PGD2, LTC4, 

LTB4, 6-Céto 

PGF1α 

0.5-10 pg GC-MS/MS 

(HP5988 

quadripôle) 

Leonardo A. Moraes et 

al. [142] 

Plaquettes 

sanguines 

LLE — Acétate d’éthyle - Eau TXB2, 12-R-

HETE, 12-S-

HHTrE,  

AA 

1 ng/mL RP-HPLC- FP-

920 fluorescence 

Benjamin H. Maskrey 

et al. [144] 

Plaquettes 

sanguines et 

Monocytes 

humaines 

 

LLE — Double extraction 

A.acétique/Isopropanol/hexane 

(2 :20 :30) suivant un ratio de 

2.5ml de solvant pour 1 ml 

d’échantillon 

Phospholipides, 

HETEs 

— NP-HPLC-UV 

pour 

phospholipides, 

RP-HPLC-MS/MS 

(QTRAP) pour 

phospholipides et 

HETEs et espèces 

oxydées 

Deems et al. [133] Surnageants 

cellulaires, liquide 

spinal de rat 

SPE Strata® X Conditionnement : 2mL 

MeOH, 2mL Eau 

Lavage : 10%MeOH 

oxylipines variées 1-50 pg RP-HPLC-MS/MS 

(QTRAP) 
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Elution : 1 mL MeoH, 

Mojgan Masoodi et al. 

[145] 

Surnageants 

cellulaires 

SPE Strata C18-E Conditionnement : 20mL 

MeOH + 20 mL Eau 

Lavage : 20mL de 

15%MeOH, 20mL Eau et 20 

mL hexane 

Elution : 15mL Formate de 

methyle 

Eicosanoïdes et 

autres lipides 

bioactifs 

10-30 pg RPUHPLC-

MS/MS (LTQ-

Orbitrap® et 

QTRAP)) 

Dumlao et al. [107] Liquide cérébro-

spinal 

SPE Strata®-X-3µm Conditionnement : 3.5 mL 

MeOH, 3.5 mL Eau 

Lavage : 3.5 mL 10%MeOH 

Elution : 1 mL MeoH, 

oxylipines variées 0.1-1 pg RP-HPLC-MS/MS 

(4000 QTRAP 
hybrid, triple 
quadripôle, 

linear ion trap) 

C. Ferreiro-Vera et al. 

[65] 

Serum humain SPE Hysphere C8 

(EC) 

Conditionnement : 1 mL 

MeOH, 2 mL Eau 

Lavage : 1 mL 10%MeOH 

Elution: mode isocratique 

avec eau-Acétonitrile 

66:34 (v/v) contenant 

0.02% formic acid 

Equilibration: MeOH, Eau 

TXB2, PGE3, 

PGF2α, PGE2, 15-

Céto PGF2α, 

PGE1, PGD2 

2.3-63.3 pg Online SPE–LC–

MS/MS (Agilent 

6410 triple 

quadripôle) 

Linda Kortz et al. [82] Plasma humain SPE Strata-X ((20 × 2 mm 

i.d., 25 µm) 

Conditionnement : 

10%MeOH contenant A.F 

Gradient allant de 0 à 90% de 

2-propanol - acetonitrile 50:50 

v/v) 

23 oxylipines dont 

14 eicosanoïdes,  

AGPI 

10-1000 

pg/mL 

On-line SPE-LC–

MS/MS (5500 

QTrap) 

Rago et al. [39] Plasma humain et 

de singe 

SPE Oasis HLB® 96 

puits 

Solvant de chargement : 95% 

MeOH + 0.1%AF 

18 eicosanoïdes 

(prostanoïdes, 

0,25 ng/mL RPUPLC-MS/MS 

(QTRAP) 
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Conditionnement : 300µL 

éthyle acétate,300µL MeOH, 

Lavage : solvant de lavage 

Elution : 100µL MeoH, 

100µL ethyle acétate 

L’élution se fait dans une 

plaque contenant 10µL de 

30% Glycérol dans MeOH 

LTB4, HETEs, 

DiHETEs, EETs) 

Karen A.Massey et 

Anna Nicolaou [146] 

Pancréas, tumeur 

bénigne de 

l’endomètre 

SPE Strata-C18E 

(500 mg, 6 ml) 

Conditionnement : 20mL 

MeOH + 20 mL Eau 

Echantillon acidifié (HCl) 

Lavage : 20 mL de 

15%MeOH, 20mL eau, 10 mL 

hexane 

Elution : 12 mL Formate de 

methyle 

PGE2, 12-HETE 

Autres eicosanoïdes 

0.1-20 pg/µL RP-HPLC-MS/MS 

et 

chromatographie 

chirale-MS/MS  

Colas et al. [72] Rate, nodule 

lymphatique, serum 

et plasma humain 

SPE C18 cartridges Conditionnement : 3mL 

MeOH + 6 mL Eau 

Echantillon acidifié 

Lavage : 4mL Eau 

Elution : 15mL hexane + 9 

mL Formate de methyle 

Résolvines, 

prsotanoïdes, 

leucotriènes, 

lipoxines, 

maresnines 

0.22 pg RP-HPLC-MS/MS 

(QTRAP 6500) 

Jafar Sadik B. Shaik et 

al. [147] 

Cerveau de rat SPE Oasis HLB® Conditionnement : 1 mL 

MeOH, 1 mL Eau 

Lavage : 1 mL 5%MeOH 

Elution : 1 mL MeoH, 

11 prostanoïdes - RP-UPLC-MS/MS 

(TSQ Quantum 

Ultra triple 

quadripôle) 
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Eluat additionné de 15µL de 

0.1%A acétique dans MeOH 

avant évaporation, 

resolubilisation ensuite dans 

125 µL MeOH-Eau (80 :20) 

 

Xu Zhang et al. [137] Plasma 

Tissus aortique de 

Souris 

SPE 

LLE 

Oasis-HLB pour 

SPE 

SPE 

Conditionnement : 1 mL 

MeOH, 1 mL Eau 

Lavage : 1 mL 5%MeOH 

Séchage pendant 20 min 

Elution : 1 mL MeoH, 

LLE 

Homogénéisation du tissu 

avec MeOH acidifié contenant 

BHT, vortex, centrifugation 

Extraction du surnageant avec 

Eau et Acétate Ethyle 

Environ 45 

Eicosanoïdes 

0.2-2 pg RPUPLC-MS/MS 

(QTRAP 5500) 

Alyne Fávero Galvão et 

al. [40] 

Sang de patient sain 

et anémié 

SPE Sep-Pak C18 

cartridges 

Précipitation de protéines 

par methanol/acetonitrile (1:1, 

v/v) 

Conditionnement : 2 mL 

MeOH, 2 mL Eau acidifiée 

Lavage : 2 mL eau acidifié 

Elution : 2 mL MeoH,acidifié 

 

TXB2,PGD2, 

PGE2, LTB4, 

Trans LTB4, 

LTD4, LTE4, 

5-HETE, 12-HETE, 

15-HETE, 5-oxo-

ETE, 

5,6-DiHETE 

5 ng/mL pour 

LOQ 

RPUPLC-MS/MS 

(Xevo TQ-S mass 

spectrometer) 
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English et al. [141] Larmes humaines SPE Isolute C18 SPE 

500 mg cartridges 

(Biotage, 

Charlotte, 

NC USA), 

Conditionnement : 3mL 

MeOH + 6 mL Eau 

Lavage : Eau et hexane 

Elution : Formate de methyle 

Résolvines, 

Lipoxines, 5S,15S-

diHETE, PGF2α, 

PGE2, PGD2, 

LTB4,14- HDHA, 

17-HDHA, 18-

HEPE 

  

Carlos Artério Sorgi et 

al. [148] 

Poumon 

Surnageants 

cellulaires 

 

SPE Hypersep C18-500 

mg, 3mL) 

Homogénéisation du tissus 

dans MeOH/H2O (1:1, v/v) 

Précipitation dans 

MeOH/ACN (1:1, v/v) 

Conditionnement : 4 mL 

MeOH, 4 mL Eau 

Lavage : 4 mL Eau 

Elution : 1 mL MeoH, 

Eicosanoïdes Environ 0.05 

pg comme 

LOQ 

RPUHPLC-

MS/MS (Triple 

TOF 5600+ Mass 

Spectrometer) 

Guan-yuan Chen & 

Qibin Zhang [149] 

Plasma humain 

SRM1950 

SPE HLB Oasis (30 mg) 

96 puits 

Conditionnement : 1 mL 

MeOH, 1 mL Eau 

Lavage : 1.5 mL 5%MeOH 

Elution : 1.2 mL MeoH, 

35 oxylipines + 

AGPI 

0.49-19.53 pg RPUHPLC-

MS/MS (TSQ 

Quantiva) 
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III.  La chromatographie gazeuse pour l’analyse des 

eicosanoïdes. 

La chromatographie en phase gazeuse (CPG) repose sur l'équilibre de distribution des analytes 

entre une phase stationnaire et une phase mobile gazeuse. L’hélium, l’azote ou l’hydrogène 

servent couramment de gaz vecteur. La CPG a pour intérêt d’analyser des composés gazeux ou 

susceptibles d’être volatilisés par chauffage, sans décomposition. Historiquement la 

chromatographie en phase gazeuse a joué un rôle central dans l’identification et la quantification 

des eicosanoïdes dans les échantillons biologiques [150]. Suite à l’indisponibilité d’anticorps 

spécifiques pour les dosages immuno-enzymatiques et face au défi de couvrir une large gamme 

d’eicosanoïdes dans une même analyse, l’essor de la chromatographie gazeuse (GC) dans les 

années 90 a permis d’améliorer les dosages.  

L’analyse et la quantification des eicosanoïdes par GC/MS requiert un certain nombre d’étapes: 

l’ajout systématique d’étalons aux échantillons à doser, l’extraction est suivie de la 

dérivatisation et la purification des molécules. Pour augmenter la volatilité et assurer la stabilité 

thermique des molécules lipidiques telles que les acides gras [151] ou de la 

phosphoethanolamine [152] à analyser, on procède à leur dérivatisation. A partir de l’analyse 

de lipides de viandes, la méthode de dérivatisation par le triméthylsilyl-diazométhane [151] a 

été démontrée comme  approche alternative pour l’analyse de l’ensemble acides gras des tissus 

de ruminants. Après dérivatisation des HETEs par méthylation et triméthyl-silylation et 

transformation des EETs en esters de bromure de pentafluorobenzyle, Shivachar C. Amruthesh 

et ses collaborateurs ont réussi à démontrer que les métabolites provenant de l’epoxygénase 

notamment le 5,6-EET produit par le cerveau est responsable de la dilatation artérielle [129].  

Après dérivatisation de prostanoïdes avec 3 agents (pentafluorobenzyle, méthoxime, 

triméthylsilyle) et comparaison de leur profil d’intensité, le dérivé du pentafluorobenzyl 

répondait mieux en SM et a été utilisé pour le suivi des ions de 4 prostanoïdes issu d’un plasma 

de sang veineux [111]. Les analyses d’eicosanoïdes par GC sont structures-dépendantes. A titre 

d’exemple, pour l’analyse des cystéinyl-leucotriènes, il faut passer par une réduction catalytique 

de leur double liaison suivie de la désulfurisation de la fonction thiol ester pour donner le 

métabolite hydroxylé en position 5 [150]. La GC/MS a permis de discriminer des patients non-

fumeurs par rapport aux patients fumeurs via le dosage du 15(S)-8-iso-PGF2α avec un ratio de 

l’ordre de 10 fois sur un échantillon du liquide bronchoalvéolaire après extraction par 
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chromatographie d’affinité [110,150]. Au travers d’une étude de dosage de prostanoïdes de 

plasma de 5 volontaires, la GC/MS/MS a permis de quantifier 4 métabolites (PGE2, PGF2α, 6-

Céto- PGF1α et TXB2) avec des concentrations allant de 2 à 45 pg/mL [111]. 

Les multiples étapes de prétraitement d’échantillons impliquent non seulement des méthodes 

très longues mais aussi très peu répétables et reproductibles. La disponibilité d’agent de 

dérivatisation et l’impossibilité de l’appliquer directement pour certains eicosanoïdes comme 

les cystéinyl-leucotriènes affectent de nos jours la fiabilité de cette méthode de séparation. Enfin 

les multiples fonctions labiles des eicosanoïdes sont autant de facteurs qui font que de nos jours, 

l’on a plutôt recours à la chromatographie liquide pour leur analyse. 

 

IV.  La chromatographie liquide pour l’analyse des 

eicosanoïdes 

La ressemblance structurale des eicosanoïdes complique leur séparation en chromatographie 

liquide. Le long squelette carboné des eicosanoïdes, ainsi que leurs insaturations et fonctions 

(hydroxyles, cétones, carboxyliques) impliquent des interactions diverses avec la phase 

stationnaire et la phase mobile pour aider à leur séparation. Parmi ces interactions, on peut citer 

entre autres : les interactions hydrophobes, les interactions polaires de type liaisons hydrogènes 

et d’échanges d’ions. Cette dernière même si elle existe semble moins importante pour aider à 

la séparation des eicosanoïdes. En effet, l’état protoné ou non des eicosanoïdes joue peu dans 

leur séparation à l’exception des cystéinyl-eicosanoïdes dont l’ionisation varie 

considérablement en fonction du pH de la phase mobile. Au vu de la complexité et ressemblance 

structurale des eicosanoïdes, nous nous sommes penchés sur l’exploration de la 

chromatographie liquide à polarité de phases normale et à polarité de phases inversée pour tenter 

de résoudre les difficultés de séparation des isobares et isomères d’eicosanoïdes. 

 

1.  La chromatographie liquide à polarité de phases normale 

La chromatographie liquide à polarité de phases normale est une technique de chromatographie 

dans laquelle la phase stationnaire est de nature polaire et la phase mobile apolaire. La 

chromatographie liquide haute performance à polarité de phases normale (NP-HPLC) présente 

quelques avantages non négligeables à savoir une faible viscosité des solvants permettant de 
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travailler à des pressions relativement faibles et des solvants faciles à évaporer. Couramment 

utilisée pour la séparation en classes des lipides de diverses origines [153], la NP-HPLC a 

permis de réduire les effets de suppression d’ion et d’améliorer la sensibilité d’une méthode 

bidimensionnelle en ligne NP-RP-HPLC-QTOF [154]. Les données d’analyse des eicosanoïdes 

par NP-HPLC dans la littérature sont très rares.  La NP-HPLC a été utilisée dans d’autres études 

pour purifier l’extrait obtenu après extraction et dérivatisation des eicosanoïdes pour analyse en 

GC-MS/MS [111]. Pour évaluer l’implication de certains isomères de EET dans la 

physiopathologie des artères [129], cette technique a permis d’améliorer la purification du 5,6-

EET  sur une cartouche de silice µPorasil Radial-Pak A (10 cm x 8 mm, 4µm). A ce jour, il 

n’existe qu’une seule méthode de séparation en NP-HPLC des eicosanoïdes qui non seulement 

est très longue (2h au total) mais restreinte à quelques eicosanoïdes [143].  A partir d’une phase 

mobile à base d’hexane et d’isopropanol, une colonne de silice Rosil (300 x 4.6 mm , 5µm), 

Powell a réussi à séparer deux isomères trans du LTB4 vis à vis du LTB4 mais aussi d’autres 

espèces monohydroxylés [143]. En revanche, la largeur des pics de la TXB2, du 6-céto PGF1α 

mal résolus vis-à-vis de la PGE2, ainsi que la qualité du chromatogramme affecterait la 

précision et la répétabilité des analyses. Afin d’améliorer davantage cette séparation, la 

chromatographie liquide à polarité de phases inversée (RP-HPLC) couplée en amont du SM est 

la méthode par excellence pour le dosage des eicosanoïdes.   

 

2.  La chromatographie liquide à polarité de phases inversée 

La littérature rapporte que les eicosanoïdes sont de nos jours séparés en chromatographie liquide 

à polarité de phases inversée principalement sur une phase stationnaire greffée C18 [87,141]. 

La chromatographie liquide à polarité de phases inversée est basée sur une phase mobile polaire 

et une phase stationnaire qui se distingue par son caractère apolaire. 60 à 80% des séparations 

d’analytes sont réalisées par chromatographie à polarité de phases inversée [155]. Les composés 

ionisés sont moins retenus dans ce type de chromatographie, d’où l’usage d’un acide pour 

baisser le pH et ainsi maintenir les composés ionisables dans leur état non ionisé. Une maîtrise 

des différents paramètres et acteurs qui entrent en jeu sont nécessaires au cours du 

développement d’une méthode chromatographique. Parmi ces paramètres, on distingue entre 

autres le choix de la phase stationnaire, la composition de la phase mobile, les interactions 

soluté-phase stationnaire et phase mobile, le pH de la phase mobile, la température. 
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Le choix de la phase stationnaire est un préalable à tout développement de méthode de 

séparation en chromatographie liquide. Même si le développement de phases stationnaires a 

connu un grand essor pour s’adapter aux difficultés de séparations de molécules diverses et aux 

conditions d’analyses, un problème demeure : choisir la colonne adéquate à la séparation des 

analytes d’intérêts. En RP-HPLC, la phase stationnaire est représentée la plupart du temps, par 

des silices greffées avec des chaînes carbonées de différentes longueurs, le plus souvent de 8 

ou 18 carbones [65], mais pouvant aller de 1 carbone [156] à 34 carbones [157]. Le choix d’une 

colonne adaptée à la séparation de métabolites passe dans un premier temps par une 

compréhension des caractéristiques physico-chimiques de ces phases stationnaires tels que la 

nature du silanols, les greffages et les dimensions des particules de ces phases. 

2.1.  Nature-chimie des silanols 

La silice utilisée en chromatographie est une silice amorphe et poreuse. Il est particulièrement 

important de connaître et comprendre la structure/la chimie des silanols car d’eux dépendra 

notamment des interactions spécifiques avec le soluté et aussi des possibilités de greffage pour 

améliorer la sélectivité de séparation. Afin de choisir une phase stationnaire équivalente en RP-

HPLC, Borges a montré que les interactions d’échange d’ions et de liaisons hydrogènes entre 

les silanols libres des phases stationnaires et les solutés sont à la base de différences de 

performances en termes de sélectivités de phases stationnaires C18 de même caractéristiques 

[158]. Suivant plusieurs travaux, la contamination aux métaux  semble être la principale source 

d’activation des silanols, de l’hétérogénéité de réactivité des silanols ainsi que la variabilité 

dans les procédures de greffage avec des chaînes [159–161]. En effet, plus il y aura de métaux 

dans la silice de base, et plus on aura des groupements silanols très acide. Avant les années 

2000, l’une des approches pour réduire cette activation est de réduire le contact avec les métaux 

au cours de procédures de synthèses [161]. Cependant, pour se débarrasser des métaux, il faut 

utiliser des pièces métalliques dépourvues de métaux, chose qui est impossible. La teneur en 

métaux dépend donc du procédé de fabrication. A ce jour, on distingue deux types de silice : 

une silice de type A (silice traditionnel contenant une grande teneur en impuretés métalliques) 

et une silice de type B (silice ultrapure qui est récente, contenant une très faible teneur en 

impuretés métalliques) [160]. L’asymétrie de pics de composés basiques et la perte en efficacité 

observées au cours d’analyse de composés basiques sur des phases stationnaires à polarité de 

phases inversée synthétisées avec des silices de types A s’expliquent par une forte acidité de 

ces dernières [161–163]. De plus, l’hétérogénéité de distribution des silanols des silices de type 
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A serait à l’origine de sites d’énergies hétérogènes. Une désactivation de la silice de base avant 

greffage est effectué par plusieurs fabricants par lavage à l’acide minéral [161]. De nos jours, 

des silices ultrapure de type B contenant de très faible teneur en métaux sont obtenus par 

polymérisation avec un organosilane tel que le tétraethoxysilane [161,164]. D’autres études ont 

montré une réduction de l’acidité des silices par endcapping [161,164,165] ou par des 

groupements polaires intégrés dans les chaînes [166] . Malgré cette dernière procédure de 

synthèse, plus de 50% des silanols ne peuvent être greffés avec de petits groupements à chaîne 

courte du fait de la résistance stérique opposés par les chaînes alkyles de type C18 par exemple. 

Les groupements OH présents sur les silanols ont des caractéristiques physico-chimiques 

différentes en fonction du pH du milieu dans lequel ils se trouvent. En milieu aqueux à pH 

acide, l’oxyde de silicium est protoné pour donner du Si-OH2
+. Cette molécule va donc pouvoir 

entrainer des phénomènes d’échange d’anions au cours d’une analyse en chromatographie 

liquide. En revanche dans des conditions basiques (pH > pI), le silanol perd un proton et devient 

du Si-O- et donc susceptible d’induire des phénomènes d’échanges de cations. Les mécanismes 

impliqués dans ce type de chromatographie sont ceux d’échanges d’ions. La conséquence de 

ces interactions c’est qu’il y a une traînée de pic chromatographique qui nuit à la qualité de 

l’analyse. Donc pour l’analyse de composés possédant des groupements COOH comme les 

eicosanoïdes, il est souhaitable donc de baisser le pH de la phase mobile afin de réduire ou 

d’empêcher ces interactions silanol-analyte. A ce titre, l’acide acétique et l’acide formique sont 

les plus utilisés pour l’analyse des eicosanoïdes [39,40,54,65,82,107,118,119,147]. Aussi, la 

silice offre des possibilités de greffage de type alkyle pour obtenir un caractère hydrophobe de 

la phase stationnaire exploitable en chromatographie liquide à polarité de phases inversée. 

2.2.  Les différents types de greffage 

Quatre types de greffage peuvent être envisagés : Si-O-C, Si-C, Si-N, et Si-O-Si. Pour des 

raisons de stabilité (hydrolyse en milieu aqueux ou hydroorganique), seul celui reposant sur la 

création de pont siloxane s’avère utilisable via le départ du chlore issu du réactif de greffage 

[159,167]. Nous nous limiterons dans le cadre du développement de la première partie de notre 

méthode (Partie II-Chapitre 1) à présenter des stratégies de greffage des phases stationnaires 

dédiées à l’analyse en RP-HPLC. La figure 12 représente le principe de base pour le greffage 

d’une chaîne alkyle sur un silanol. 
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Figure 12: Réaction de greffage sur un silanol 
R = groupement alkyle, X = groupement partant 

 

L’appellation monofonctionnel, difonctionnel ou trifonctionnel du silane fait référence 

respectivement à la présence d’un, de deux, ou de trois groupes partants. Ceci donne lieu à 

plusieurs possibilités de greffages pour arriver ainsi à augmenter le pourcentage de carbone 

dans la phase stationnaire, un des critères clés dans le choix d’une phase stationnaire. En effet 

une grande teneur en carbone est considérée comme prédictive d’une rétention élevée.  

La présence ou absence d’eau permet dans les conditions opératoires d’avoir différents types 

de greffages à savoir : un greffage monomérique, un greffage polymérique (Fig.13) et un 

greffage oligomérique. En absence de toute trace d’eau, l’emploi de greffons mono-, di- ou 

trifonctionnel aboutit à un greffage de type monomérique. Il existe deux techniques pour obtenir 

une greffage polymérique : une polymérisation verticale et une polymérisation horizontale 

(Fig.13) [168].  

- Suivant la polymérisation verticale qui s’effectue en solution, il peut soit se former un 

pont siloxane entre le greffon et le silanol, soit le greffon réagit avec l’eau, générant un 

groupement silanol à la place d’un groupement partant sur le greffon. Le silanol qui en 

résulte peut être impliqué dans une réaction avec un autre greffon, aboutissant ainsi à 

une polymérisation verticale orientée. Il en résulte une phase stationnaire de type 

multicouche à l’origine de mécanismes de rétention plus complexes que ceux sur une 

silice greffée monomérique. Une reconnaissance de forme plus importante des phases 

polymériques provenant de la rigidité des greffons par rapport aux phases 

monomériques a été rapportée dans les travaux de Sander et Wise sur la séparation de 

molécules aromatiques polycycliques [169]. Nous reviendrons sur ce facteur de 

reconnaissance stérique dans le chapitre 1 de la partie II de ce travail de thèse. 

- La polymérisation horizontale repose sur une polymérisation contrôlée s’opérant 

uniquement en surface de la silice préalablement hydratée par de l’eau [170].  
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Figure 13: Schémas d'un greffage par A) polymérisation verticale et par B) 

polymérisation horizontale [168]. 

 

Les phases stationnaires polymériques sont plus difficiles à produire de manière uniforme. Des 

problèmes de reproductibilité aboutissant à une rétention et une sélectivité variable par rapport 

aux phases monofonctionnelles sont décrits dans la littérature [168]. Dans cette thèse, nous 

n’aborderons que les phases de type monomériques pour la séparation en RP-HPLC. 

Les chaînes octadécyles sont les plus utilisées pour la séparation de composés tant dans le 

domaine pharmaceutique qu’en métabolomique. Les greffages à chaînes courtes sont utilisées 

pour la séparation des protéines tandis que ceux plus longs c’est-à-dire plus de 18 carbones sont 

dédiés pour des composés de types caroténoïdes [157], les eicosanoïdes [39,65,72,82,87], 

différentes classes lipidiques [171] et autres composés qui nécessitent une reconnaissance de 

forme plus importante. A tout cela, il faut ajouter qu’il existe également des phases greffées 

avec des groupements phényles, fluorés (qui permet une sélectivité particulière vis-à-vis des 

composés halogénés), ou cyano, ou l’adjonction de groupement polaire [168] sur la chaîne 

octadécyle. L’asymétrie des pics de composés basiques analysés à pH acide a poussé au 

développement de phases avec groupements polaires intégrés (GPI) [168,172,173]. Une variété 

de GPI tels que les amides, les carbamates, sulfamides et urées peuvent être soit incorporés 

entre la chaîne alkyle à greffer et le silanol, soit servir pour le endcapping. Ces phases 

stationnaires présentent souvent des pics symétriques et une meilleure efficacité pour les 

composés polaires, notamment pour les solutés ionisables. Un autre avantage de la plupart des 
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colonnes avec des phases stationnaires de groupe polaire incorporées est qu'ils peuvent être 

utilisés avec des phases mobiles hautement aqueuses.  

2.3.  D’une phase stationnaire HPLC vers une phase de type UHPLC 

Les différentes stratégies de polymérisation ont permis d’augmenter le pourcentage de greffage, 

de couvrir les silanols via des ponts siloxane et donc d’obtenir des phases stationnaires plus 

hydrophobes. La chimie du silanol a beaucoup évolué et a permis de concevoir des phases 

stationnaires améliorées par plusieurs stratégies : 

-End-capping [174]: il s’agit d’un greffage supplémentaire par un organosilane 

d’encombrement réduit – typiquement un C1, qui pourra réagir avec les groupements silanol 

peu accessibles à des greffons à chaîne plus longue pour des raisons stériques. Les organosilanes 

les plus utilisés sont : (triméthylchlorosilane (TMCS) ou d’hexaméthyldisilazane (HMDS)) 

[175]. Ces groupements organosilanes ont pour but d’empêcher l’accès des analytes aux silanols 

afin d’améliorer l’efficacité des pics par réduction des interactions secondaires. 

Pour obtenir un nombre maximal de plateaux théoriques N dans une colonne, il convient de 

définir les conditions optimales où la hauteur de plateau réduite h est minimale. L’étude des 

différents mécanismes d’élargissement d’une bande de soluté au cours de sa progression au sein 

d’une colonne chromatographique et l’influence de chacun de ces facteurs permet de mieux 

définir la hauteur réduite nécessaire pour obtenir une séparation optimale. L’étalement d’une 

bande d’élution suivant les différents modèles développés à ce jour, semblent provenir de trois 

origines : la dispersion des molécules par diffusion longitudinale, l’existence de « chemins 

multiples » dus au remplissage (anisotropie d’écoulement) et la résistance au transfert de masse 

dans chacune des deux phases. Parmi les nombreuses théories et modèles issus de la théorie 

dynamique de la chromatographie [176], pour définir les mécanismes et caractéristiques qui 

contribuent à expliquer l’élargissement des bandes d’élution de pics liés à différents facteurs 

physico-chimiques, la plus utilisée dans la littérature est celle de Van Deemter. L’équation de 

Van Deemter [177] issue d’un modèle de la mécanique des fluides a été mis au point par J.J. 

Van Deemter (physicien) en 1956. Cette équation provient de la théorie de cinétique 

macroscopique qui permet de décrire les différents processus de déséquilibre qui conduisent à 

l'élargissement de la bande d’élution des molécules. Il s’agit d’une équation qui relie l’efficacité 

d’une colonne caractérisée par sa hauteur équivalente à un plateau théorique (HEPT) aux 

caractéristiques physiques de la colonne et de la phase mobile. En prenant en compte les 
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phénomènes de convection et de dispersion [177], la hauteur équivalente à un plateau théorique 

(HEPT) d’une colonne peut être définie comme suit :  

𝑯𝑬𝑷𝑻 =  
𝟐𝑫𝒍

𝒖
+

𝟐𝒖

𝒌𝒎
′ 𝑭

(
𝒌

𝟏+𝒌
)

𝟐
                                                                    Equation 1   

Avec  

𝒌 = 𝒂𝑭 

𝐅 =  
(𝟏−𝛆)

𝛆
 :  le ratio de phase et  ε correspond à la porosité totale 

𝑫𝑳 : Coefficient de dispersion axial 

𝒖 : Vitesse linéaire de la phase mobile 

𝒌𝒎
′  : Coefficient apparent de transfert de masse 

𝒌 : facteur de retention 

Van Deemter et al [177] ont démontré que le coefficient de diffusion axial (DL) peut être calculé 

par la somme de la diffusivité moléculaire et la dispersion turbulente. 

𝑫𝑳  = 𝜸𝑫𝒎 + 𝝀𝑫𝒑𝒖                                                                        Equation 2   

En combiant l’équation 1 et 2, on peut déduire l’équation globale de la hauteur équivalente à 

un plateau théorique (HEPT) : 

𝑯𝑬𝑷𝑻 = 𝑨 + 
𝑩

𝒖
+ 𝑪𝒖                                                                    Equation 3 

Avec 

𝐴 = 2𝜆𝐷𝑝   ;    𝐵 = 2𝛾𝐷𝑚   ;      𝐶 =  
2

𝑘𝑚
′ 𝐹

(
𝑘

1+𝑘
)

2
 

A : Diffusion turbulente en lien avec l’homogénéité de remplissage des phases stationnaires. 

B : Diffusion longitudinale en lien avec la dispersion du soluté à cause de la diffusion 

différenciée du soluté dans la colonne dépendant de la vitesse linéaire de la phase mobile. 
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C : Résistance au transfert de masse en lien avec la taille des pores, la viscosité et le coefficient 

de diffusion dans la phase mobile. Ce terme est dû par exemple au fait que certaines molécules 

ont des difficultés d’accès aux pores quand leur taille est trop importante par rapport à ceux-ci, 

ce qui ralentit les échanges du soluté entre les phases mobiles et stationnaires. 

-Modification de la structure de la particule sur laquelle est greffée la chaîne carbonée. En effet, 

de nouveaux supports chromatographiques ont été commercialisés utilisant des particules de 

silice superficiellement poreuses [178–180]. Ces supports ont été développés par Horváth puis 

par Kirkland [168]. Il s’agit de colonnes remplies avec des particules « core shell sub-2 µm » 

de moins de 2µm de diamètre. Il faut préciser que l’idée de diminuer la taille des particules pour 

travailler à haute pression a été proposée pour la première fois dans les années 1970 par 

Giddings, qui a montré qu’on améliore l’impédance de séparation en diminuant la taille de 

particules [181]. Des temps d'analyse plus courts, notamment en liaison avec l'utilisation de 

colonnes de diamètre interne réduit, permettent de réaliser des économies considérables sur le 

coût des solvants de la phase mobile et de leur élimination [178,182]. Les équipements UHPLC, 

notamment les colonnes induisent non seulement une haute pression et faible volume mort 

permettant d’obtenir de bonnes performances analytiques mais aussi génèrent des problèmes de 

chauffage par friction et des modifications de la rétention des composés à séparer. Ces dernières 

années, les particules partiellement poreuses « core-shell » ou simplement « shell » sont 

devenues de plus en plus populaires [178] et accompagnent ainsi les progrès en matière de 

méthodes de préparation, de performances et de comparaison avec les colonnes de particules 

totalement poreuses. Les particules superficiellement poreuses ont la particularité d’offrir une 

rapidité d'analyse tout en maintenant l'efficacité de la séparation, ce qui est d'une importance 

capitale lorsqu'un grand nombre d'échantillons doit être analysé. En effet, une particule 

superficiellement poreuse “core shell” peut être définie comme une couche poreuse entourant 

une particule non poreuse “core”, ce qui limite la pénétration du soluté [178]. Ces supports sont 

constitués d’un cœur (core) non poreux sur lequel vient se fixer une enveloppe (shell) de silice 

poreuse. Ces colonnes ont une efficacité proche des colonnes sub-2 μm avec une perte de charge 

beaucoup plus faible [178,183]. Gritti et Guiochon ont démontré que la bonne performance des 

colonnes en core shell résulte d'un terme B plus petit (en raison de la non porosité du noyau, ce 

qui donne un volume de lit compact et une réduction de l’accessibilité à la diffusion) et d'un 

terme A très réduit (compte tenu de l’homogénéité de remplissage mais aussi de la forme 

régulière des particules core shell préalablement constituées) [180,184,185]. La grande 
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contribution de la diffusion turbulente (terme A) de l’équation de Van Deemter provient des 

effets de couches de bordures trans-colonnes et/ ou des parois de la colonne [178,183]. Entre 

une colonne de diamètre 4,6 mm et 2,1 mm, celle de 2,1 mm sera plus efficace puisque la 

diffusion du soluté est beaucoup plus réduite du centre vers la paroi (la distance du centre à la 

bordure étant manifestement plus grande pour une colonne de 4,6 mm) [178]. Guiochon, et al. 

[184,186] ont aussi fait le lien entre une étroite distribution de la taille des particules et une 

augmentation de l’efficacité. La distribution de la taille des pores est beaucoup plus réduite pour 

les core shell contrairement aux particules totalement poreuses. L’augmentation de la taille des 

pores des particules de 80 à 120 Ǻ conduit à une amélioration de l’efficacité des colonnes dans 

le cadre de l’analyse des peptides et de petites protéines [187,188]. L’on peut donc déduire que 

plus la taille des pores est adéquate pour la molécule à analyser, plus on gagne en efficacité de 

séparation. Une extrapolation réfléchie en comparant les peptides aux eicosanoïdes en termes 

de taille nous emmènerait à prédire l’utilisation de colonnes dont la taille des pores n’excède 

pas 120 Ǻ. Pour de grosses molécules comme les protéines, une particule de diamètre des pores 

beaucoup plus grand est requise. La finesse de l’épaisseur du shell (couche qui entoure le core) 

et aussi le diamètre des pores influencent fortement l’efficacité des colonnes dans la séparation 

de petites molécules comme grandes [178]. Des travaux de Langsi, et al. [189], il en ressort que 

la hauteur réduite minimale d’un plateau théorique pour une colonne conditionnée avec des 

particules de diamètre 1,5 ; 1,7 et 1,9 recouvert par avec une fine épaisseur de shell de 50 nm 

est de l’ordre de 4, alors qu’elle est largement supérieure lorsqu’on utilise une colonne de 1,7 

mm recouvert par un shell de 150 nm.  

En ce qui concerne les mécanismes qui expliquent la rétention sur une phase stationnaire à 

polarité de phases inversée, deux théories sont proposées : la théorie solvophobe de Horwath 

en 1976 [155] et celle des réseaux de Dill en 1987 [190,191]. 

La théorie solvophobe décrit la rétention comme un processus d'association réversible entre un 

ligand hydrocarboné (phase stationnaire) et la molécule de soluté. Plus la surface de contact 

sera importante entre la phase stationnaire et le soluté et plus la rétention sera importante. En 

réalité, les interactions hydrophobes entre le soluté et la phase stationnaire suivant cette théorie, 

proviennent d’une répulsion nette entre la phase mobile et le ligand apolaire (phase stationnaire) 

ainsi que le fragment apolaire du soluté. La tendance de l'eau à réduire la surface non polaire 

des molécules en contact avec le solvant est alors principalement responsable de leur 

association. Autrement dit, c'est principalement le solvant qui force (repousse) les solutés à 
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s'amarrer (s’associer) plutôt que l'attraction qui les lie. La phase stationnaire n’a donc qu’un 

rôle passif dans ce mécanisme de la rétention [155]. En revanche, la théorie des réseaux [191] 

stipule que la phase stationnaire joue un rôle actif dans le mécanisme de la rétention. Le transfert 

de soluté d’une phase à l’autre est sous contrôle de la phase stationnaire. Le mécanisme de 

rétention est basé sur la différence d’affinité chimique du soluté entre la phase stationnaire et la 

phase mobile. Ceci fait donc appel à des mécanismes de partage ou d’absorption entre les deux 

phases. 

Suivant les deux théories, pour éluer le soluté, il faudrait que la force éluante soit suffisante 

pour solubiliser le soluté. De ce fait, la rétention est corrélée à l’énergie nécessaire pour créer 

une sorte de cavité pour permettre l’insertion du soluté au sein de la phase mobile. Cette énergie 

dépend à la fois des paramètres physico-chimiques de la phase mobile (sa tension de surface et 

sa constance diélectrique) et de la taille du soluté [155,190,192]. Les interactions entre le soluté 

et la phase mobile sont spécifiques et vont jouer un rôle majeur dans la rétention et la sélectivité 

de la séparation. Mis à part la sélectivité, il existe d’autres descripteurs de performance 

chromatographiques que nous allons aborder dans le paragraphe 2.4 et 2.5 qui suivent. 

 

2.4.  Les critères de descriptions des performances chromatographiques des 

phases stationnaires 

2.4.1.  Les paramètres caractérisant la rétention 

Comme le montre le chromatogramme ci-dessous, un analyte d’intérêt est caractérisé par son 

temps de rétention tR (qui correspond au temps écoulé entre l’instant de l’injection et celui qui 

correspond sur le chromatogramme au maximum du pic qui lui est lié). En pratique, on définit 

un temps de rétention réduit qui correspond à la différence entre le temps de rétention et le 

temps mort (tm : qui est le temps que met la phase mobile pour traverser la colonne). 

 



97 
 

 

 

Figure 14: Chromatogramme type d'un soluté quelconque [193] 

 

Le facteur de rétention ou encore facteur de capacité défini par k est un paramètre très important 

de la chromatographie et rend compte de la faculté plus ou moins grande de la colonne à retenir 

chaque composé. 

 𝐤 =  
𝐭𝐑−𝐭𝐦

𝐭𝐦
                                                                                          Equation 4 

Il est courant de définir dans certains cas le temps de rétention réduit tR’ par la relation :          

𝐭𝐑′ = 𝐭𝐑 − 𝐭𝐦                                                                                    Equation 5 

En effet, le temps de rétention dépend de trois facteurs [194] : le facteur de rétention du soluté, 

les dimensions de la colonne, le débit de la phase mobile. Seul le facteur de rétention est 

influencé par les processus physico-chimiques qui ont lieu au cours de la séparation. Ce sont 

ces différents processus notamment les types d’interactions entre les trois acteurs (phase 

stationnaire, soluté, phase mobile) au cours du processus chromatographique qui définissent 

donc la sélectivité de la séparation. 

2.4.2.  Les paramètres liés à l’efficacité d’une colonne chromatographique 

L’efficacité d’une colonne chromatographique, dont dépend l’étalement des pics, est mesurée, 

pour chaque composé, par le nombre de plateaux théoriques N de la colonne [195]. La théorie 

des plateaux est née de la recherche d’un modèle statistique permettant de décrire le 

fonctionnement d’une colonne chromatographique. Il s’agit d’une progression par transfert 

successif de la phase mobile qui finit par se mettre en équilibre avec la phase stationnaire entre 

deux transferts, ce qui permet de découper la colonne de manière abstraite en un certain nombre 
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de zones où les équilibres sont réalisés et que l’on appelle plateaux théoriques. On appelle donc 

plateau théorique la portion de phase stationnaire dans laquelle un soluté est en équilibre de 

répartition entre les phases mobile et stationnaire.  

La théorie des plateaux stipule que les pics d’élution de composé peuvent être assimilés à des 

courbes de Gauss, dont l’écart type est lié au nombre de plateaux théoriques parcourus par la 

relation [194,195]: 

  𝛔𝟐 =
𝐭𝐑

𝟐

𝐍
                                                                                            Equation 6                                                                  

La largeur du pic ω à une ordonnée déterminée est reliée au carré de l’écart-type ou variance σ2 

par l’équation : 

𝛚𝟐 = 𝐚𝛔𝟐                                                                                           Equation 7 

Des équations 4 et 5, on peut déduire l’efficacité de la colonne N. 

𝑵 = 𝒂(
𝒕𝑹

𝝎
)𝟐                                                                                         Equation 8 

La constante « a » varie en fonction des différentes méthodes de calculs suivant la hauteur à 

laquelle a été mesurée cette largeur comme indiqué dans le tableau 5 [195].  

Tableau 5: Récapitulatif des différentes largeurs d'un pic gaussien pour le calcul de 

l'efficacité d'une colonne chromatographique 

ω a Méthode 

ωi 4 Points d’inflexion 

ωh 5,54 Largeur à mi-hauteur δ 

ω3σ 9 3σ 

ω4σ 16 4σ 

ω5σ 25 5σ 

ωtan 16 Des tangentes 

 

Les méthodes les plus utilisées pour le calcul de N sont celles de la largeur à mi-hauteur et celles 

de 4σ (Largeur mesurée à 13,4% de la base du pic.). Le logiciel d’intégration des données 

chromatographiques (Chromeleon™) utilisé dans le cadre de cette étude utilise la méthode de 
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largeur mesurée à mi-hauteur. Ceci donc permet de déduire l’équation suivante à partir de 

l’équation 8 : 

𝑵 = 𝟓, 𝟓𝟒(
𝒕𝑹

𝜹
)𝟐                                                                                  Equation 9 

 

Figure 15: Pic gaussien avec les différentes méthodes d'intégration pour le calcul de 

l'efficacité [195] 

 

Pour exprimer l'efficacité d'une colonne de longueur L et de N plateaux théoriques, on définit 

la hauteur H équivalent à un plateau théorique HEPT suivant l’équation ci-dessous : 

𝐇𝐄𝐏𝐓 =
𝐋

𝐍
                                                                                          Equation 10 

On sait en théorie que la HEPT d’une colonne efficace est globalement égale à 2-3 fois le 

diamètre des particules. Dans la théorie des plateaux, la HEPT déduite de la variance du pic 

d’élution [195] n’apparaît que comme une mesure globale de l’influence de tous les paramètres 

mis en jeu, mais elle ne permet pas de préciser la part revenant à chaque paramètre (diamètre et 

nature des particules de la phase stationnaire, nature et vitesse de la force éluante, nature du 
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soluté, homogénéité de remplissage de la colonne) dans l’étalement du pic au fur et mesure de 

sa progression dans la colonne.  

Afin de préciser la contribution de chaque paramètre à la HEPT globale, et de permettre une 

optimisation aisée des conditions d’analyse, il est courant de calculer des grandeurs réduites 

(adimensionnelles) telle que la hauteur à un plateau théorique réduit h. C’est une grandeur 

fondamentale permettant de comparer plusieurs systèmes chromatographiques en faisant 

abstraction de la géométrie de colonne et du remplissage. Elle représente le nombre de couches 

de particules par plateau théorique. Le facteur h permet de comparer entre elles les efficacités 

intrinsèques de colonnes remplies avec des particules de taille différente. A titre d’exemple, une 

colonne intrinsèquement efficace utilisée au voisinage des conditions optimales a une hauteur 

de plateau réduite comprise entre 2 et 4. Le h est en quelque sorte la constante 2 à 3 fois définie 

comme le coefficient qui multiplie le diamètre des particules pour retrouver la HEPT. 

𝐡 =
𝐇𝐄𝐏𝐓

𝐝𝐩
                                                                                             Equation 11 

avec dp : diamètre des particules 

 

2.4.3.  Les paramètres liés à la séparation 

2.4.3.1.  Le facteur de séparation ou sélectivité entre deux pics 

La sélectivité (α) est définie comme étant le rapport des facteurs de rétentions entre deux pics 

consécutifs. Elle fait partie des critères qui rendent compte de la qualité de séparation.  

∝=
𝐤𝟐

𝐤𝟏
=

𝐭𝐑𝟐′

𝐭𝐑𝟏′
                                                                                       Equation 12 

Au début des années 1990, la rétention en RP-HPLC [196] a été attribuée aux interactions 

solvophobique dans lesquelles l’ampleur de la rétention du soluté en chromatographie liquide 

est déterminée par l’équilibre énergétique de l’éluant-phase stationnaire et de l’interaction 

soluté-éluant [155]. La solvatation du soluté explique uniquement la rétention relative. 

Différents modèles illustratifs des interactions soluté-phase stationnaire s’ajoutent aux 

interactions dans le modèle solvophobe pour expliquer la sélectivité différentielle entre 

plusieurs composés ionisés ou non.  Plusieurs systèmes de sélection de colonnes sont décrits 
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dans la littérature et constituent des bases de raisonnement dans le choix de colonnes adaptées 

à des séparations de solutés pour diverses applications.  

2.4.3.2.  Système de sélection de colonnes 

Le mécanisme de rétention en RP-HPLC repose sur plusieurs facteurs et est fortement lié à des 

phénomènes moléculaires entre la phase stationnaire, la phase mobile et les solutés. En réalité, 

la structure des molécules implique des interactions particulières qui doivent être considérées 

avant de choisir la phase stationnaire appropriée. À ce jour, la base de données « Column 

Selectivity Database » [197] rapporte environ 751 colonnes RP-HPLC avec de différentes 

sélectivités. La plupart d'entre eux diffèrent très peu en termes de sélectivité, mais cette 

différence est souvent suffisante pour obtenir la séparation requise [198]. La colonne 

susceptible d'être sélectionnée dépend donc de la structure des molécules. Pendant des années, 

plusieurs approches ont été proposées dans la littérature pour classer et discriminer les colonnes 

en fonction de leurs performances chromatographiques [198,199]. 

Plusieurs systèmes de sélection de colonnes (CSS) ont été développés et ont guidé les 

chromatographes en séparation de molécules environnementales, biologiques, 

pharmaceutiques, etc. La plupart d'entre eux évaluent les performances des phases stationnaires 

à travers un rapport entre le facteur de rétention d'une molécule donnée et une molécule de 

référence qui représente l'interaction se produisant lors du processus chromatographique. Sur la 

base du rapport du facteur k entre les analytes polaires ou basiques et les composés de référence, 

le système de sélection de colonne d'Engelhardt a fourni des informations intéressantes sur 

l'accessibilité du silanol [198]. S'inspirant d'Engelhardt, Tanaka, et al. [200] ont développé un 

autre système qui met en évidence des interactions supplémentaires telles que la sélectivité liée 

aux liaisons hydrogène et la sélectivité de forme. Pour sélectionner une colonne appropriée avec 

groupement polaires intégrés (GPI) pour les solutés acides ou basiques, le modèle de Layne et 

al. [201] semble approprié. De 26 à 8 composés de référence, Euerby a modifié le système 

suivant Tanaka et a défini le facteur de différence de colonne (CDF) comme la distance 

euclidienne entre une colonne donnée et une colonne de référence choisie a priori [198]. Le 

modèle précédent n’a pas fait l’objet d’étude dans notre travail car il est difficile de prédire 

quelle phase stationnaire peut être choisie comme colonne de référence pour la séparation des 

isomères et des isobares des eicosanoïdes. En effet, la taille, la polarité, la rigidité, la planéité 
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et le degré d'insaturation dus à la structure des eicosanoïdes rendent difficile le choix d'une 

colonne de référence.  

En 1970, une approche quantitative pertinente pour la prédiction de la rétention 

chromatographique à partir de la structure moléculaire est apparue et était connue sous le nom 

de relation quantitative structure-rétention (QSRR). Dérivé de la théorie solvophobe, le modèle 

LFER (Linear Free Energy relationships) est un modèle QSRR introduit par Abraham et qui a 

permis de prédire les facteurs de rétention chromatographiques pour des phases stationnaires 

[198]. Même si force est de constater que les systèmes de sélection de colonnes sont soit 

incomplets, soit développés pour compléter un autre système de sélection, le HSM est un 

modèle faisant consensus dans la communauté scientifique, comme en témoigne de nombreux 

travaux d’applications pharmaceutiques [202,203], de compréhension de la dégradation de 

phases stationnaires [198], de recherche sur l’amélioration de la sélectivité de phases 

stationnaires [203] et de sélections de phases stationnaires de sélectivité similaire [204]. Nous 

allons détailler dans le paragraphe qui suit les modèles QSRR car il s’agit de modèles qui 

prennent en compte le plus d’interactions moléculaires ayant lieu au cours du processus 

chromatographique. 

2.4.3.2.1.  Le modèle de solvatation dans la rétention en RP-HPLC [205] 

Ce modèle est défini par l’équation suivante : 

𝐥𝐨𝐠𝐤 =  𝐂𝟏 + 𝐫𝐑𝟐 + 𝐬𝛑𝟐
𝐇 + 𝐚 ∑ 𝛂𝟐

𝐇 + 𝐛 ∑ 𝛃𝟐 + 𝐯𝐕𝐱               Equation 13 

                 i         ii        iii           iv             v           vi 

C1 est une constante indépendante du soluté, 

r, s, a b et v sont déterminés par le choix de la colonne et des conditions de séparation, 

R2, π2
H , ∑ α2

H  ,∑ β2, et Vx représentent des propriétés du soluté donné, 

(ii), (iii), (vi) déterminent l’interaction hydrophobique entre les solutés et les phases 

stationnaires, 

(iv) décrit les effets des liaisons hydrogènes entre un soluté acide (donneur) et des groupements 

basiques incorporés dans la colonne, 
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(v) représente la contribution de la liaison hydrogène entre les solutés basiques et les 

groupements acides de la colonne à l’instar des silanols résiduels. 

D’après ce modèle, dans les conditions constantes de séparation, les valeurs de r, s, a b et v 

caractérisent partiellement la sélectivité de la colonne. En effet ce modèle de solvatation néglige 

d’autres paramètres qui contribuent à la rétention tels que : la sélectivité liée à la forme et la 

géométrie de la molécule à séparer, les interactions ioniques de type échange de cations et les 

phénomènes de complexation π- π. Ce modèle n’est donc pas suffisamment précis pour prédire 

la rétention chromatographique de molécules. Le modèle de soustraction hydrophobe vient 

élargir la compréhension de la rétention et la sélectivité en prenant en compte toutes les 

interactions susceptibles d’avoir lieu au cours d’une séparation de solutés en chromatographie 

liquide à polarité de phase inversée. 

2.4.3.2.2.  Le modèle de soustraction hydrophobe 

Il s’agit d’un modèle développé par Jack Kirkland et repris par Snyder en 2004. Ce modèle de 

soustraction hydrophobe [206] est basée sur le principe de soustraction de l’hydrophobicité 

apportée par les greffons pour en déduire l’effet des autres types d’interactions ayant lieu pour 

contribuer à la sélectivité entre les composés. 

𝐥𝐨𝐠𝛂 ≡ 𝐥𝐨𝐠 (
𝐤

𝐤𝐄𝐁
) = 𝛈′𝐇 − 𝛔′𝐒∗ + 𝛃′𝐀 + 𝛂′𝐁 + 𝛋′𝐂             Equation 14 

                                           i           ii            iii         iv          v 

k est le facteur de rétention du composé à analyser 

kEB est le facteur de rétention du soluté apolaire de référence (éthylbenzène est souvent utilisé 

à cause de l’absence de liaisons hydrogène, ioniques ou autres interactions polaires).  

H : mesure de l’hydrophobicité de la phase stationnaire, 

S : Résistance stérique de la phase stationnaire à l’insertion de molécules, 

A : une mesure de l'acidité des liaisons hydrogène de la phase stationnaire 

B : une mesure de la basicité des liaisons hydrogène de la phase stationnaire 

C : est l’interaction de type échange de cation de groupements de la molécule à analyser avec 

les silanols ionisés. Ce paramètre va donc varier en fonction du pH. 
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η’ : paramètre mesurant l’hydrophobicité d’un soluté donné, 

σ’ : évalue l’encombrement stérique de la molécule 

β’ : évalue la basicité de la liaison hydrogène du soluté  

α’ : mesure de l’acidité de la liaison hydrogène du soluté 

κ’ : c’est l’état d’ionisation de la molécule. Ce paramètre mesure la charge approximative 

globale de la molécule. 

D’une part, les facteurs H, S, A, B, C sont des paramètres propres à chaque colonne et d’autre 

part les facteurs η’, σ’, β’, α’, κ’ sont spécifiques à chaque soluté en fonction respectivement de 

leur hydrophobicité, configuration ou géométrie spatiale de la molécule et la présence de 

groupements acides et/ ou basiques. Aussi, il faut préciser que les termes (i), (iii), (iv) et (v) 

expriment des interactions attractives donc positives tandis que le terme (ii) relate une 

interaction répulsive donc négative.  

Les différentes interactions en RP-HPLC qui sont à l’origine de la rétention et donc de la 

sélectivité entre les solutés telles que définies dans l’équation 12 sont représentées ci-dessous 

sur la figure 16. 
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Figure 16: Représentation schématique des cinq différentes interactions soluté-phase 

stationnaire de l'équation 13 [207].  
L’interaction B varie en fonction du type de colonne 

 

2.4.3.3.  La résolution 

La résolution est définie entre deux pics consécutifs comme suit [194]: 

𝐑𝐒 =
𝟐∆𝒕𝒓

(𝝎𝟏+𝝎𝟐)
                                                                                     Equation 15       

Par conséquent la résolution entre deux pics est égale à 1 si la distance entre les deux pics est 

égale à la moyenne de leur largeur. 

La résolution Rs entre deux pics est définie très souvent par la formule de Purnell [195] : 

𝐑𝐒 = 𝟐
(𝐭𝐑𝟐−𝐭𝐑𝟏)

(𝛚𝟐+𝛚𝟏)
                                                                                 Equation 16 

ω1 et ω2 sont les largeurs à la base, déterminées ci-haut par les tangentes aux points d’inflexion 

des pics avec la ligne de base. En utilisant la largeur à mi-hauteur, on définit Rs par l’équation : 
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𝐑𝐒 = 𝟏, 𝟏𝟖
(𝐭𝐑𝟐−𝐭𝐑𝟏)

(𝜹𝟐+𝜹𝟏)
                                                                          Equation 17 

δ1 et δ2 sont les largeurs à mi-hauteur  

Pour deux pics très proches, ω1=ω2= ω et en posant tR1 = tR2, l’équation 16 devient :  

𝐑𝐒 =
𝐭𝐑𝟐−𝐭𝐑𝟏

𝛚
                                                                                       Equation 18 

En considérant la méthode 4σ, l’équation 8 peut s’écrire comme ci-dessous : 

𝑵𝟐 = 𝟏𝟔 (
𝜟𝒕𝑹𝟐

𝜟𝝎
)𝟐                                                                               Equation 19 

 

On peut ainsi déduire que                 
𝟏

𝛚
=

𝟏

𝟒
√𝐍𝟐

𝟏

𝐭𝐑𝟐
                  Equation 20 

 

En introduisant l’équation 20 dans 18, on obtient :   

Rs =
1

4
√N2

tR2−tR1

tR2
              ; or on sait que tR2 = tm(1 + k2) 

 

D’où,              𝐑𝐬 =
𝟏

𝟒
√𝐍𝟐

𝐭𝐑𝟐−𝐭𝐑𝟏

𝒕𝒎(𝟏+𝒌𝟐)
                                                 Equation 21 

En multipliant l’équation 21 par 
tR2−tm

tR2−tm
 ; on obtient                                                

 Rs =
1

4
√N2 ×

tR2−tR1

tm(1+k2)
×

tR2−tm

tR2−tm
 

 

Rs =
1

4
√N2 ×

tR2−tR1

tR2−tm
×

tR2−tm

tm(1+k2)
                     Or    

tR2−tm

tm
= k2 

Donc          Rs =
1

4
√N2 ×

tR2−tR1

tR2−tm
×

k2

1+k2
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Aussi  
t2−t1

t2−tm
=

t2

t2−tm
−

t1

t2−tm
=

t2−tm

t2−tm
−

t1−tm

t2−tm
= 1 −

1

∝
=

∝−1

∝
        

On en déduit l’équation globale de Rs : 

𝐑𝐬 =
𝟏

𝟒
(

∝−𝟏

𝛂
)(

𝐤𝟐

𝟏+𝐤𝟐
)√𝐍𝟐                                                                                                      Equation 22 

                                 

En suivant la même démarche à partir des équations 9 et 17, on trouve l’équation suivante de 

la résolution : 

𝐑𝐬 =
𝟏,𝟏𝟖

𝟐
(

∝−𝟏

𝛂
)(

𝐤𝟐

𝟏+𝐤𝟐
)√

𝐍𝟐

𝟓,𝟓𝟒
                                                                                             Equation 23 

En règle générale, on parle d’une résolution satisfaisante entre deux pics lorsque Rs ≥ 1,5. 

Toutefois, il est possible de définir une valeur seuil en fonction de la complexité de la matrice 

à séparer pour parler d’une séparation satisfaisante. 

Il existe d’autres expressions de la résolution. En combinant l’équation 6 et 15, on a  

RS =
∆tR

2(σ1+σ2)
           or       𝜎 =

𝑡𝑅

√𝑁
 

D’où         𝐑𝐬 =
𝐭𝐑𝟐−𝐭𝐑𝟏

𝐭𝐑𝟐+𝐭𝐑𝟏
×

√𝐍

𝟐
                                                            Equation 24 

En exprimant l’équation 24 en fonction du temps de rétention réduit, on obtient : 

Rs =
(tR2′+t0)−(tR1′+t0)

(tR2′+t0)+(tR1′+t0)
×

√N

2
                                                                

 

𝐑𝐬 =
𝐭𝐑𝟐′−𝐭𝐑𝟏′

𝐭𝐑𝟐′+𝐭𝐑𝟏′+𝟐𝐭𝟎
×

√𝐍

𝟐
                                                                    Equation 25 

En divisant chaque facteur de l’équation 25 par le temps mort t0 on obtient : 

𝐑𝐬 =
𝐤𝟐−𝐤𝟏

𝐤𝟐+𝐤𝟏+𝟐
×

√𝐍

𝟐
                                                                           Equation 26 

En multipliant chaque terme de la fraction par 𝑘2 + 𝑘1, l’équation 26 devient : 
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𝐑𝐬 =
𝐤𝟐−𝐤𝟏

𝐤𝟐+𝐤𝟏
×

𝐤𝟐+𝐤𝟏

𝐤𝟐+𝐤𝟏+𝟐
×

√𝐍

𝟐
                                                            Equation 27 

On définit ensuite par 𝑘̅ le facteur de rétention moyen (k̅ =
k2+k1

2
)  

Sachant que  α − 1 =
k2−k1

k1
       et     α + 1 =

k2+k1

k1
 , on peut simplifier l’équation 27 : 

𝐑𝐬 =
𝛂−𝟏

𝛂+𝟏
×

𝐤̅

𝐤̅+𝟏
×

√𝐍

𝟐
                                                                        Equation 28 

 

2.4.4.  La capacité de pic d’une colonne chromatographique 

En général, la qualité d’une séparation de mélanges complexes est appréciée par la résolution 

entre le couple de pics difficile à séparer. Cette grandeur ne permet pas en réalité de déduire ou 

qualifier à juste valeur les performances d’une séparation puisque le calcul se limite qu’entre 

deux pics consécutifs du chromatogramme. En effet, la grandeur chromatographique permettant 

la mesure du pouvoir de séparation sur l’ensemble du domaine de séparation est la capacité de 

pics introduite par J Calvin Giddings [208] puis reprise par C.G. Horvath [209] en 1967. 

La capacité de pics est la mesure du nombre de pics qui peuvent être contenus dans une fenêtre 

de temps d’élution [210] t1 à t2 avec une résolution fixée. En d’autres termes, c’est l’expression 

du temps de rétention mesuré en unité de largeur de pics. Cette résolution est généralement 

fixée à 1 ce qui correspond à une valeur de 4 fois l’écart-type du pic. Dans le cas où la largeur 

du pic change avec le temps de rétention tr , la capacité de pic[210] est exprimée sous la forme 

de :  

𝐧𝐜 = 𝟏 + ∫
𝟏

𝟒𝛔

𝐭𝐫

𝐭𝟎
𝐝𝐭                                 Equation 29                                      

t0 étant le temps de rétention du composé non retenu. On considère que le gradient commence 

immédiatement en tête de colonne après l’injection.  

La largeur de pic est une fonction du facteur de rétention ke au point d’élution et du nombre de 

plateaux théoriques N.                                                                                                               

 𝛔 =
𝐭𝟎

√𝐍
(𝐤𝐞 + 𝟏)                                                                              Equation 30 

L’équation 29 et 30 permettent d’obtenir la capacité de pic en gradient sous la forme[210] : 
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𝐧𝐜 = 𝟏 +
√𝐍

𝟒
∫

𝟏

𝐭𝟎

𝐭𝐫

𝐭𝟎

𝟏

𝐤𝐞+𝟏
𝐝𝐭                            Equation 31 

Le facteur de rétention au point d’élution est une fonction du facteur de rétention en gradient 

kg tel que définie par Neue[210].  

𝐤𝐠 =
𝐭𝐫

𝐭𝟎
− 𝟏                                                                                        Equation 32 

On peut ainsi exprimer la capacité de pic en fonction du facteur de rétention en gradient [210]: 

 

𝐧𝐜 = 𝟏 +
√𝐍

𝟒
∫

𝟏

𝐤𝐞(𝐤𝐠)+𝟏

𝐤𝐠

𝟎
𝐝𝐤𝐠                         Equation 33 

Dans le cas de séparation en mode isocratique, σ n’est pas constant et varie selon l’équation 

suivante [208]: 

𝛔 =
𝐭

√𝐍
                                                                                                 Equation 34 

En combinant les équations 29 et 34, en intégrant de t0 (temps mort) à tr (temps de rétention du 

dernier pic), on obtient l’équation suivante [13]: 

𝐧𝐜 = 𝟏 +
√𝐍

𝟒
∫

𝐝𝐭

𝐭

𝐭𝐫

𝐭𝟎
= 𝟏 +

√𝐍

𝟒
𝐥𝐧(𝐤 + 𝟏)                                       Equation 35 

Il est important de préciser que la capacité de pic en mode isocratique est relativement faible 

lorsqu’on souhaite des temps d’analyse raisonnables. 

Dans le cas du mode gradient, en supposant la largeur des pics du chromatogramme constant, 

l’intégration et la simplification de l’équation 35 donne :  

𝐧𝐜 = 𝟏 +
𝐭𝐠

(
𝟏

𝐧
) ∑ 𝛚𝐧

𝟏

                                                                               Equation 36          

Avec tg le temps que dure le gradient, n le nombre de pics sélectionnés sur le chromatogramme 

et ω la largeur de chaque pic du chromatogramme. En effet, la largeur des pics dépend le plus 

souvent du type de chromatographie utilisée, de la nature des solutés du mélange et aussi de 

différents paramètres chromatographiques. Ce faisant, il est courant de se retrouver avec une 

hétérogénéité de largeur de pic sur le chromatogramme. Les pics choisis pour le calcul de la 



110 
 

 

capacité du pic ne doivent pas surestimer les largeurs de pic plus fréquentes sur le 

chromatogramme. Comme c’est le cas en chromatographie à polarité de phases inversée et 

d’échanges d’ions où la largeur des pics augmente avec la rétention dans une analyse en mode 

gradient linéaire, il est conseillé de choisir le premier et le dernier pic du chromatogramme. En 

somme, les pics sélectionnés pour le calcul doivent être représentatifs [210] de la distribution 

de la largeur du pic sur l’ensemble du chromatogramme. 

Selon Schoenmakers, la capacité de pic ne peut être déterminée par la seule considération du 

temps de gradient [194] mais en prenant en compte aussi tous les pics présents et leurs 

caractéristiques. La capacité de pic peut ainsi être calculée comme suit :  

𝐧𝐜 =
√𝐍

𝟒𝐑𝐬
𝐥𝐧 (

𝟏+𝐤𝛚

𝟏+𝐤𝛂
) + 𝟏                                                                   Equation 37 

Où kα et kω sont facteurs de rétentions respectivement du premier et dernier pic du 

chromatogramme et Rs la résolution entre chaque pair de pics successifs. 

2.4.5.  Autres critères d’optimisation de la séparation 

Il existe d’autres critères d’optimisation de la sélectivité tels que développés par Schoenmakers 

[194] et repris par Peeters [211] et Vanbel [212]. Parmi le panel de critères, le temps minimal 

requis pour la séparation d’analytes ([tne]f,d : Time needed) et le nombre de plateau requis (Nne) 

pour avoir une résolution donnée seront examinés dans ce travail. 

𝐍𝐧𝐞 = (
𝐑𝐬,𝐧𝐞

𝐑𝐬,𝐦𝐢𝐧
)

𝟐

𝐍𝐜                                                                            Equation 38 

Avec Rs,min la résolution minimale de séparation sur le chromatogramme, Rs,ne la résolution 

requise ou définie pour une séparation satisfaisante et Nc le nombre de plateaux théorique de la 

colonne.  

Le temps minimal requis ([tne]f,d ) s’exprime en fonction du facteur de rétention et de la 

sélectivité minimale comme suit (à débit ‘f’ et diamètre des particules ‘d’ constant): 

[𝐭𝐧𝐞]𝐟,𝐝 =
𝟏+ 𝐤𝛚

𝐒𝐦𝐢𝐧
𝟐                                                                                   Equation 39 

Avec kω : facteur de rétention du dernier pic du chromatogramme, 

et 𝑆𝑚𝑖𝑛
2  : facteur de séparation ou sélectivité minimale du chromatogramme.  
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En chromatographie liquide, la composition de la phase mobile est déterminante car d’elle 

dépendra la solubilisation et donc l’élution des composés d’intérêts. 

2.5.  La phase mobile 

La RP-HPLC utilisée pour l’analyse des eicosanoïdes [39,40,54,65,107,119,147] a été effectuée 

avec des phases aqueuses contenant ou non des solvants organiques de type acétonitrile et 

isopropanol. Les eicosanoïdes sont séparés en fonction du volume hydrocarboné, de la présence 

ou non de groupements polaires, du nombre et de la position des insaturations [87]. Afin de 

solubiliser l’analyte, différentes interactions s’établissent entre les molécules du solvant et le 

soluté pour rompre d’une part les liaisons non spécifiques avec la chaîne greffée octadécyle et 

le soluté et d’autre part les liaisons spécifiques (type liaison hydrogène avec les silanols libres). 

L’usage de l’acétonitrile dans tous les travaux antérieurs pour l’analyse des eicosanoïdes peut 

se justifier par la présence de ses électrons π, et donc des interactions π-π qui seront induites 

avec les électrons des insaturations des eicosanoïdes plus précisément les HETE. L’analyse des 

eicosanoïdes se fait couramment en mode gradient du fait de leur ressemblance structurale. A 

ce jour et à notre connaissance, il n’existe qu’une seule étude d’analyse des eicosanoïdes en 

mode isocratique pour l’exploration de 4 eicosanoïdes utilisés pour l’exploration de l’activation 

et l’inhibition de la voie des COX sur les plaquettes sanguines [142]. Même si cette analyse a 

été réalisée en mode isocratique, le profil des pics obtenus ne laisse pas entrevoir des espoirs en 

ce qui concerne une séparation efficiente d’isobares et d’isomères, qui est l’un des objectifs de 

notre travail. Le tableau 6 présente un état de l’art non exhaustif des démarches analytiques et 

les conditions chromatographiques pour l’analyse des eicosanoïdes réalisées à ce jour. Il faut 

préciser que les proportions de chaque solvant dans la composition de la phase mobile influent 

énormément sur la séparation des eicosanoïdes [51]. 
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Tableau 6: Récapitulatif non exhaustif des méthodes publiées en chromatographie liquide à polarité de phases inversée pour l'analyse des 

eicosanoïdes 

 

Auteur 
 

 

Année Titre Méthode développée Phase Stationnaire Phase Mobile 

Ran Furman 

[54] 

2018 

 

Analysis of eicosanoid oxidation products 

in Alzheimer brain by LC-MS with 

uniformly 13C-labeled internal standards 

LC/MS/MS (MRM) 

-ESI mode négatif 

-Potentiel de déclustérisation : 

- 70V 

-Energie d’ionisation :  -

4500V. 

 -Température gaz de séchage 

: 200°C. 

-Gaz de collision : nitrogène à 

7 psi. 

 

1×250mm Zorbax 300SB 

5 μm C18 column 

 

A : Eau/acétonitrile/acide formique (92 :8 

:0.1, v/v/v) 

B : Acétonitrile/acide formique (100 :0.1, 

v/v) 

 

Débit : 0.1 mL/min. 

Volume inj =20 µL 

Alyne Fávero 

Galvão [40] 

2016 Plasma eicosanoid profiles determined by 

high-performance 

liquid chromatography coupled with 

tandem mass spectrometry 

in stimulated peripheral blood from 

healthy individuals and sickle 

cell anemia patients in treatment 

UPLC-MS/MS (Xevo TQ-S) 

ESI mode négatif 

Optimisation des conditions 

d’acquisitions MRM par 

infusion de standards dissous 

dans méthanol/eau/ acétate 

d’ammonium (70 :30 :0.1, 

v/v/v) 

C18 SPE 

Ascentis 

Express C18 column 

(100×30mm, 2.7 μm 

particle size) 

 

A : Eau/acétonitrile/acide acétique 

(69.98:30 :0.02, v/v/v) 

B : acétonitrile/isopropanol (70 :30, v/v) 

 

Débit : 0.6 mL.min-1 

Solvant d’injection : Méthanol 

 

Tania Petta 

[119] 

2015 Versatility of tandem mass spectrometry 

for 

focused analysis of oxylipids 

UPLC-MS/MS 

MRM mode 

ESI mode négatif 

C18 column (Supelco, 

Ascentis Express) with 

dimensions of 

100 × 3.0mm, 2.7 μm 

A : Eau/acétonitrile/acide acétique (69.98 : 

30 : 0.02, v/v/v)  

B : acétonitrile/isopropanol (70 :30, v/v) 

 

Débit : 0.6 mL/min 

Solvant d’injection : Méthanol 

 

Ali Aghazadeh-

Habashi, 

Waheed 

2015 Simultaneous determination of selected 

eicosanoids by reversed-phase HPLC 

method using fluorescence detection and 

Méthode améliorée de 

séparation et de quantification 

C18 columns (2 columns 

of 100X 4.6 mm i.d., 3 m 

connected as series) 

A : Eau/acide formique (100 :0.05, v/v) 

B : Acétonitrile/acide formique (100 :0.05, 

v/v) 



113 
 

 

Asghar, 

Fakhreddin 

Jamali [121] 

application to rat and human plasma, and 

rat heart and kidney samples 

en LC couplée à un détecteur 

de fluorescence (LC-FL) 

SPE (Conditionnement et 

lavage avec 3 mL d’eau et 1 

mL de 10% MeOH ; élution 

des eicosanoïdes retenus par 2 

mL d’acétonitrile anhydre)  

guarded with a security 

Guard Cartridge C18(4.0 

mm × 3.0 mm i.d.)  

 

Débit : 0,8mL/min 

Volume injecté :  

Température : 30°C 

Détection à : 260 nm et 396 nm 

Solubilisation dans l’éthanol 

Pedro Araujoa 

[118] 

 

 

 

2014 

 

Development and validation of an 

extraction method for the determination 

of pro-inflammatory eicosanoids in 

human plasma using liquid 

chromatography–tandem mass 

spectrometry 

Liquid chromatography–ion-

trap mass spectrometry 

Beck-man Ultrasphere 

C18 250 mm × 4.6 mm, 5 

µm 

T° = 40°C 

A : Eau/acétonitrile/acide formique (63 :37 

:0.02, v/v/v) 

B : Acétonitrile/isopropanol (50 :50, v/v) 

 

Débit : 0.5 mL/min. 

Volume inj =25 µL 

Raquel Martin-

Venegasa [51] 

2014 Liquid chromatography-tandem mass 

spectrometry analysis of eicosanoids and 

related compounds in cell models 

--- --- Phase mobile basée sur du méthanol 

acidifié ou acétonitrile acidifié 

Débit : 0.2 mL/min. 

Volume inj =2 à 10 µL 

Jafar Sadik B. 

Shaika, Tricia 

M. Millera 

[147] 

2014 Rapid and simultaneous quantitation of 

prostanoids by UPLC–MS/MS in rat 

brain 

UPLC-MS/MS (Triple 

quadripôle)  

ESI négatif  

Mode SRM  

BEH C-18, 1.7 µm (2.1 

mm × 150 mm) reverse-

phase column (Waters, 

Milford, MA) protected 

by a guard column (2.1 

mm × 5 mm; Waters, 

Milford, MA) of the same 

packing material. 

T° = 55°C 

A : Eau/acide acétique (100 :0.005, v/v) 

B : Acétonitrile/acide acétique (100 :0.005, 

v/v) 

 

Débit : 0.4 mL/min 

Volume inj =7.5 µL 

Solubilisation dans :  80 :20 Méthanol-

water 

Brian Rago, 

Cexiong Fu 

[39] 

2013 Development of a high-throughput ultra 

performance liquid 

chromatography–mass spectrometry 

assay to profile 18 eicosanoids-

atherosclerosis 

UPLC–MS/MS (QTRAP) 

ESI mode négatif 

MRM 

(SPE, Oasis HLB) 

Phenomenex 

Synergi Fusion-RP 

column, (2.1 mm× 

100 mm, 2.5 µm) 

T° = 45°C 

 

A : Acétate d’ammonium/acide formique 

(100 :0,1, v/v) 

B : Acétonitrile/Acétate d’ammonium/acide 

formique (90 :10 :0.1, v/v/v) 

 

Débit : 0.5 mL/min 

 

Solubilisation dans : Méthanol 

 

Karen A. 

Massey, Anna 

Nicolaou [146] 

2013 Lipidomics of oxidized polyunsaturated 

fatty acids 

LC/ESI–MS/MS 

Mode MRM 

C18 Luna column A : Eau/acétonitrile/acide acétique glacial 

(55 : 45 : 0.02, v/v/v)  
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B : Acétonitrile/eau (90/10/0.02 ; v/v/v). 

Débit : 0.2 mL/min. 

Volume inj =10 µL 

Solubilisation dans :  80 :20 Méthanol-

water 
 

Linda Kortz 

[82] 

2013 Fast liquid chromatography–quadrupole 

linear ion trap-mass spectrometry analysis 

of polyunsaturated fatty acids and 

eicosanoids in human plasma 

On-line SPE-LC–MS/MS 

analysis 

 

MRM-LC/MS/MS (QqLIT) 

For on-line SPE a Strata-X 

extraction column (20 × 2 

mm i.d., 25 µm, 

Phenomenex, Aschaf-

fenburg, 

Germany).                   

 LC separation core–shell 

LC column (Kinetex C18, 

100 × 2.1 mm i.d., 2.6µm, 

Phenomenex, 

Aschaffenburg, Germany) 

A : Eau/acétonitrile/acide acétique (63 :37 

:0.02, v/v/v) 

B : acétonitrile/isopropanol (50 :50, v/v) 

 

 

Débit : 0,5 mL/min 

Volume injecté : 200 µL en SPE 

Température : 35°C 

 

Solubilisation Méthanol et conservation à -

80°C 

C. Ferreiro-

Vera [65] 

2011 Automated method for targeting analysis 

of prostanoids in human serum by 

on-line solid-phase extraction and liquid 

chromatography–mass spectrometry in 

selected reaction monitoring 

SPE–LC–MS/MS (QqQ) 

ESI mode négatif 

Hysphere C8 (EC) (end-

capped silica-based 

octadecyl phase) for SPE 

C18 (3µm, 

150mm×4.6mm) 

T° = 25°C 

Mode isocratique 

Phase mobile :  

Eau/Acétonitrile/acide formique (66 :34 

:0,02, v/v/v) 

  

Débit : 1.0 mL/min 

Solubilisation dans : Ethanol 

Darren S. 

Dumlao [107] 

2011 High-throughput lipidomic analysis of 

fatty acid derived eicosanoids 

and N-acylethanolamines 

HPLC-MS/MS (QTRAP 

hybrid, triple quadripôle) 

Synergi reverse-phase 

C18 column (2.1×250 

mm ; Phenomenex, 

CA) 

T° = 50 °C. 

 Méthodes eicosanoïdes  

Solvant A : eau/acétonitrile/acide acétique 

(70 :30 :0.02 ; v/v/v) 

Solvant B : acétonitrile/ alcool 

isopropylique (50 :50, v/v) 

 Méthodes pour NAE 

Solvant A : eau/acétonitrile/acide acétique 

(70 :30 :0,1 ; v/v/v) + 1g/L d’acétate 

d’ammonium 
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Solvant B :  acétonitrile/alcool 

isopropylique/acide acétique (45 :45 :10 ; 

v/v/v) + 1g/L d’acétate d’ammonium. 

Débit : 300 µL/min 

Volume inj = 40 µL 

Solubilisation dans : 90µL de solvant A. 

 

Sandra Rinne 

et al. [213] 

2007 Fast and simple online sample preparation 

coupled with capillary LC-MS/MS for 

determination of prostaglandins in cell 

culture supernatants 

Online 2-D strong cation 

exchange (SCX)–RP capillary 

liquid chromatographic(cLC) 

method with IT mass 

spectrometric (IT-MS/MS) 

detection for the simultaneous 

Determination of prostaglandin 

SPE(SCX) :(0.3 mm (id) 

650mm,5µm 

polysulfoethylaspartamide 

(PolyLC,Columbia, 

USA).  

RP-LC colonne: 1 mm 

(id)65 mm Tracy 

trap column packed with 

5 lm Kromasil C18 

particles 

(G&T Septech) ;  0.3 mm 

(id)6100 mm, 

3.5 µm Kromasil C18 

(Eka-Nobel, Bohus, 

Sweden) analytical 

Column 

Phase mobile SPE (SCX): 1 mM NH4FA 

(pH 3.0) – EtOH (70:30 v/v) ; Débit: 10 

µL/min 

Débit utilisé pour la dilution 20 µL/min 

 

Phase mobile RP-HPLC: A 30 mM 

NH4FA (pH 2.8), B ACN–MeOH (95:5 v/v) 

Débit: 5 µL/min. 

Alon 

Margalit,Kevin 

L. Duffin,and 

Peter C. 

Isakson [124] 

1996 Rapid Quantitation of a Large Scope of 

Eicosanoids in Two 

Models of Inflammation: Development of 

an Electrospray 

and Tandem Mass Spectrometry Method 

and Application 

to Biological Studies 

SPE 

GC-MS/MS 

ESI-MRM-MS/MS( TQ) 

SPE : Bond Elut C18, 

Analytichem    

Phase stationnaire: 30-m 

DB-5 capillary column.  

Un programme de température passe de 

180°C pendant 5 min, ensuite à 300°C 

pendant 10 min, Elution des eicosanoïdes 

entre 20 et 30 min 

Débit: 10°C/min, 
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3.  La chromatographie en fluide supercritique pour l’analyse des 

eicosanoïdes 

La chromatographie supercritique au-delà de son gain en économie de solvant, se révèle de nos 

jours être très performante pour de nombreuses applications que ce soit pour des molécules 

pharmaceutiques comme les phospholipides [214]. Il bénéficie d’une gamme relativement large 

de phases stationnaires à polarité soit de phases inversée, soit de phases normale ou encore 

spécifique à la SFC. Sur des critères de sélectivité, la phase stationnaire 2-PIC a été sélectionnée 

parmi sept colonnes testées et a permis ainsi de doser 5 prostanoïdes présents dans des 

échantillons humains [215]. Une étude comparative entre la UHPSFC et la UHPLC pour séparer 

les eicosanoïdes a permis de montrer que même si la UHPSFC se démarque par sa rapidité 

d’analyse, l’UHPLC permet de séparer plus d’isobares et d’isomères d’eicosanoïdes avec un 

gain non négligeable en sensibilité [214]. 

 

V.  Les détecteurs pour l’analyse des eicosanoïdes 

L’analyse des lipides en chromatographie liquide est complexe à cause de leur diversité 

structurale et l’absence de chromophores exploitables. Les détecteurs universels à l’instar du 

DEDL (Détecteur Evaporatif à Diffusion de Lumière) ou du Corona® CAD sont le plus souvent 

utilisés pour l’analyse de lipides [216,217]. En 1978, Charlesworth a présenté le DEDL comme 

un détecteur de « masse » dont la réponse sera fonction de sa capacité à diffuser la lumière. 

[218]. Ces détecteurs DEDL et Corona® CAD ne peuvent servir qu’à une quantification de 

métabolites connus d’avance et ne fournissent pas d’informations structurales dans le cadre de 

l’analyse de matrice biologique. A ce jour, aucune méthode développée pour la séparation des 

eicosanoïdes n’a été mise au point avec ces détecteurs. Le Corona® CAD dérive de travaux 

effectués sur le DEDL. Notre développement en RHPLC pour le choix de phase stationnaire 

adaptée à l’analyse des eicosanoïdes a été réalisé sur le détecteur d’aérosols chargés (Corona 

CAD®) car ce dernier semble plus sensible aux faibles concentrations par rapport au DEDL 

[216]. En effet, le DEDL surestime la réponse et permet d’avoir des pics plus fins aux fortes 

concentrations. Toutefois, l’on sait que la réponse de ces deux détecteurs varie en fonction de 

la structure du soluté [219]. Nous n’aborderons que le Corona® CAD dans ce travail de thèse. 
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1.  Le détecteur d’aérosols chargés (Corona® CAD) 

Le corona® CAD a été développé par Dixon et Peterson [220] dans les années 2002. Il s’agit 

d’un détecteur universel capable d’analyser des molécules non volatiles ou semi-volatiles. Il est 

le plus souvent utilisé pour détecter des composés dépourvus de chromophore et donc qui 

n’absorbent pas en UV. Le principal avantage de détecteur Corona est d’avoir une meilleure 

sensibilité à basse concentration par rapport au DEDL. Il s’agit d’un détecteur masse-dépendant 

dont la réponse ne dépend pas de propriétés spectrales de la substance à analyser. 

1.1.  Principe de fonctionnement du Corona® CAD 

Ce détecteur est conçu pour la détection d’aérosols chargés et offre une compatibilité parfaite 

avec les applications HPLC et UHPLC. Pour la détection d’aérosols chargés, un aérosol de 

particules d’analytes désolvatées est formé après nébulisation de l’éluant de colonne. Il s’en suit 

une ionisation de ces particules désolvatées via une décharge corona. Le détecteur mesure 

ensuite la charge. La charge mesurée est proportionnelle à la quantité d’analyte dans 

l’échantillon. Le principe de fonctionnement se subdivise en 4 étapes (Fig.17) : 

-une nébulisation de l’effluent chromatographique 

-une évaporation de la phase mobile 

-l’ionisation des particules par l’intermédiaire d’un gaz inerte ionisé par décharge corona 

-la détection des particules chargées 
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Figure 17: Schéma du fonctionnement du détecteur Corona® CAD 

 

1.1.1.  La nébulisation de l’effluent chromatographique 

L’éluat provenant de la colonne entre dans le détecteur et est nébulisé par un nébuliseur 

pneumatique à l’aide d’un gaz inerte. Au laboratoire, un système de compression d’air couplé 

à un générateur d’azote permet de délivrer l’azote au détecteur à une pression de 35 psi. La 

taille des particules d’aérosol primaire formé suit l’équation décrite par Nukiyama et Tanasawa 

[221]. A cette étape, seules les fines gouttelettes sont acheminées jusqu’au tube d’évaporation, 

les plus grosses étant évacuées par un drain et recueillies dans un réservoir. 

1.1.2.  L’évaporation de la phase mobile 

Les gouttelettes fines sont évaporées grâce à un tube d’évaporation chauffé. A cette étape, les 

solvants qui accompagnent l’éluant sont donc évaporés pour donner une particule de taille Dp 

qui dépend du diamètre Do des gouttelettes de l’aérosol primaire, de la concentration C du soluté 

et de densité du soluté. 

𝒅𝒑 = 𝑫𝟎(𝑪/𝝆𝒔)𝟏/𝟑                                                                          Equation 40 
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1.1.3.  L’ionisation des particules par l’intermédiaire d’un gaz inerte ionisé 

par la décharge corona 

Vers la fin du tube d’évaporation, les particules d’aérosol résultantes entrent dans la chambre 

d’ionisation, où elles entrent en collision avec un second flux de gaz ionisé (Fig.17, n° 3) ayant 

traversé la décharge corona (2500V). Chaque particule d’aérosol désolvatée est soumise à une 

charge de diffusion superficielle, où le niveau de charge de la particule est proportionnel à la 

taille de cette dernière, et la charge cumulée de la population est liée à la quantité d’analyte. 

1.1.4.  La détection 

Dans le piège à ions, les ions présentant une plus grande mobilité et les particules de plus petites 

charges sont éliminés. Les particules chargées de mobilité moindre passent vers un filtre 

conducteur et la charge d’agrégat est mesurée avec un électromètre. Le signal est traité par la 

carte d’électromètre et envoyé au système de gestion de données de chromatographie.  

2.  La spectrométrie de masse 

La spectrométrie de masse introduit en 1910 par le britannique Joseph John Thomson, est un 

appareil d’analyse à des fins qualitatives, pour identifier un composé, établir sa masse 

moléculaire, sa formule brute ou sa structure moléculaire [222]. Elle sert beaucoup de nos jours 

à la quantification de molécules dans des matrices complexes. C’est le détecteur par excellence 

utilisé en littérature pour la quantification des eicosanoïdes dans les échantillons cellulaires 

comme les matrices complexes [51,66,87]. En effet, une introduction directe dans le 

spectromètre de masse ou un couplage par HPLC en amont permet de discriminer les 

eicosanoïdes, mais aussi fournit énormément d’informations structurales très utiles pour la 

précision dans la quantification. 

2.1.  Principe général de fonctionnement d’un spectromètre de masse 

Tous les spectromètres de masse partagent quatre caractéristiques communes à savoir : 

l’introduction de l’échantillon, l’ionisation, la séparation des ions par des analyseurs et la 

détection. L’introduction de l’échantillon dans le spectromètre de masse est un paramètre 

important et dépendant de l’étape de développement, de l’analyse envisagée et du type 

d’ionisation. Après ionisation des molécules, les ions sont séparés selon leur rapport 

masse/charge et le nombre d’ions de chaque « unité » masse/charge est enregistré sous la forme 

d’un spectre. 
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2.1.1.  Les techniques d’ionisation 

Il existe plusieurs techniques d’ionisation en spectrométrie de masse telles que l’ionisation en 

phase gazeuse, l’ionisation par désorption et l’ionisation par évaporation. Nous nous 

intéresserons uniquement à l’ionisation par évaporation car elle est la mieux adaptée pour nos 

molécules d’intérêt. Les deux modes d’ionisation par évaporation qui seront abordées dans ce 

travail de thèse sont l’electrospray ou électronébulisation et l’APCI (Atmospheric pressure 

chemical ionization). Il faut préciser que l’ionisation est un paramètre important car de lui 

dépendra l’intensité de la réponse au niveau du détecteur. Tout développement de méthode en 

spectrométrie de masse passe donc par un choix approprié de la source d’ionisation et une 

optimisation des paramètres de source et de transmission des ions (focalisation-accélération) 

vers l’analyseur. 

2.1.1.1.  L’ionisation chimique à pression atmosphérique (APCI) 

L’APCI (Atmospheric Pressure Chemical Ionization) est une technique d’ionisation en phase 

gazeuse, basée sur le transfert d’espèces chargées d’un ion réactif à une molécule d’analyte. Le 

principe est le suivant : le solvant est vaporisé par chauffage suivi d’un transfert de charge entre 

le cation radical azote et le solvant, enfin il y a transfert de charge entre le solvant ionisé et les 

molécules d’intérêts. En résumé, après ionisation des molécules de solvant, ces derniers vont 

ioniser à leur tour les molécules d’analyte. L’APCI a permis de nombreuses applications en 

lipidomique pour l’analyse de phospholipides [153,223] et d’eicosanoïdes [113,224]. 

L'ionisation dans des conditions APCI est initiée par le cation radicalaire N2
•+ formé par 

collision entre l’azote gaz et des électrons de haute énergie issus de la décharge corona (Fig.18) 

[225]. Les électrons de faible énergie générés dans l’APCI ont été démontrés comme appropriés 

à l’ionisation de dérivés pentafluorobenzène d’eicosanoïdes (PGF1α, 11-dehydrothromboxane 

B2), analysés ensuite en mode SRM sur un triple quadripôle de type TSQ 7000 Finnigan [226]. 

Ce mode d’ionisation s’appelle l’APCI par capture d’électron ou ECPCI (Electron capture-

atmospheric pressure chemical ionization). Comparé à la méthode d’ionisation conventionnelle 

par APCI, la ECAPCI permet un gain en sensibilité de l’ordre de 25 à 100 fois pour l’analyse 

des eicosanoïdes [226,227]. Une étude d’exploration des mécanismes de fragmentations 

d’eicosanoïdes issus de la voie du cytochrome P450 que ce soit à partir de l’AA ou l’acide 

linoléique a montré des résultats similaires pour une ionisation par ESI comme APCI [228]. 

L’ion spécifique  de m/z 193 obtenu par fragmentation de la PGF2α après ionisation en ESI est 

le même que celui obtenu après une ionisation du dérivé pentafluorobenzène de la PGF2α suivie 
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de fragmentation [113]. En réalité, la source d’ionisation APCI est rarement utilisée pour 

l’ionisation des eicosanoïdes. La source d’ionisation par électronébulisation (ESI) est la plus 

utilisée pour l’analyse des eicosanoïdes [113].  

 

 

Figure 18: Mécanisme d'ionisation par electron capture-APCI/MS [226].  
La décharge corona interagit avec l’azote pour générer des cations radicaux et des électrons thermiques de faible 

énergie. Ces derniers entraînent une dissociation du complexe PFB-éther avec la formation d'un ion négatif intense 

pour l'estrone à m/z 269. Dans des conditions APCI positives conventionnelles, on obtient un ion moléculaire 

protoné de m/z 451. 

 

 

2.1.1.2.  L’ionisation par electrospray des eicosanoïdes 

L'électrospray, fruit des travaux d’Iribarne et Thomson puis de Fenn [229,230] consiste en la 

désolvatation d'ions générés sous l'influence d'un champ électrique intense appliqué à la surface 

d'un liquide. Il s’agit d’une ionisation à pression atmosphérique. En effet, le ou les analytes sont 

introduits dans la source d'ionisation au travers d'un capillaire métallique. Sous l'effet d'un 

champ électrique, le solvant est vaporisé en un fin brouillard de gouttelettes chargées. Ces 

gouttelettes sont ensuite progressivement évaporées par l'azote chauffé qui circule à contre-

courant. La taille des gouttelettes diminue au fur et à mesure de l’évaporation jusqu'à ce que la 

limite de Rayleigh soit atteinte de façon que les répulsions électrostatiques entre charges de 

même signe à leur surface soient telles qu'il y ait explosion coulombienne de ces gouttelettes 

[229]. D'explosion en explosion les ions désolvatés sont finalement émis en phase gazeuse 

(Fig.19). Enfin, une série de lentilles placées sous vide permet de focaliser le faisceau d'ions à 

l'entrée de l'analyseur ce qui permet leur détection à l'état gazeux. L’ESI présente l’avantage 
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d’introduire des analytes en solution permettant le couplage à la chromatographie en phase 

liquide. L’ionisation est relativement douce et produit peu d’ions fragments. En revanche, le 

principal inconvénient de la source ESI est une baisse de sensibilité avec la présence de sels 

dans la phase mobile. Elle présente également des difficultés à ioniser des molécules peu 

polaires tels que les lipides non polaires, les molécules solubles dans des solvants tel que 

l’heptane ayant une faible affinité protonique [230]. 

 

Figure 19: Diagramme schématique d'un ion moléculaire par électronébulisation [229]. 
La création de fines gouttelettes chargées est le fruit de l’électrospray appliqué sur le liquide contenant les analytes 

(= nébulisat). Il s’en suit une évaporation progressive jusqu’à désorption des ions. 

 

De la nature du solvant va dépendre le type de source à choisir pour l’analyse. En effet, la nature 

des solvants adaptée à la source influence la section efficace des molécules et donc leur 

conformation. En couplage à la chromatographie à polarité de phases inversée, la source ESI 

(electrospray ionisation) est celle utilisée pour l’analyse des eicosanoïdes. Du fait de la 

possibilité de déprotonnation de la fonction carboxyle des eicosanoïdes, leur analyse est 

préférentiellement réalisée en mode d’ionisation négative [107,133,139,231]. L’optimisation 

des paramètres d’ionisation en ESI (mode positif et négatif) par injection directe de standards 

avec différents agents d’ionisation (acide formique, acide acétique, acétate d’ammonium, 
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formate d’ammonium) et trois tensions de focalisation dans la gamme 2,600-3,6 kV montre une 

meilleure réponse des prostanoïdes en mode négatif avec une tension de source de 2,7 kV [65]. 

Suivant cette étude, l’acide formique a permis d’obtenir une intensité de réponse 

significativement plus importante comparé à d’autres agents comme l’acide acétique, l’acétate 

d’ammonium et le formate d’ammonium [65]. Nous n’utiliserons donc que la source ESI dans 

les différents développements présentés plus loin (Partie II-Chapitre 3).. 

2.1.2.  Les analyseurs 

L’analyseur a pour rôle de séparer les ions suivant leur rapport m/z. C’est également à ce niveau 

qu’à lieu la fragmentation si besoin pour des études de quantification ou de caractérisation. Si 

la résolution est le paramètre le plus connu pour un analyseur, il en existe d’autres à l’instar de : 

la vitesse d’acquisition, la gamme de rapport m/z et la précision de masse. La résolution se 

définit comme l’aptitude d’un analyseur à séparer l’ion M de l’ion M+ΔM. 

𝑹 =
𝑴

∆𝑴
                                                                                           Equation 41 

A titre d’exemple, un analyseur de résolution 2000 est capable de discriminer deux ions de 

masses 200 et 200.1 ou 20.00 et 20.01. La différence entre la masse mesurée ou expérimentale 

Mexp et la masse théorique ou exacte Mth correspond à l’erreur de mesure ou exactitude 

(exprimée en ppm : partie par million) selon l’équation suivante :  

𝑬𝒙𝒂𝒄𝒕𝒊𝒕𝒖𝒅𝒆 =
𝑴𝒆𝒙𝒑−𝑴𝒕𝒉

𝑴𝒕𝒉
× 𝟏𝟎𝟔                                                  Equation 42 

Il existe une variété d’analyseurs disponibles sur le marché. Le choix dépend des applications 

que l’on souhaite réaliser. Le tableau 7 résume les analyseurs disponibles, les avantages et 

inconvénients ainsi que la gamme de masse. 

La structure, la présence de fonctions labiles et les quantités traces d’eicosanoïdes dans les 

échantillons biologiques et/ ou cellulaires contraint à orienter leur analyse et leur détention avec 

des méthodes rapides et hautement sensibles tel un spectromètre de masse en tandem. Les 

principaux types d’analyseurs pouvant être utilisé pour l’analyse des eicosanoïdes sont les 

suivants : le triple quadripôle (TQ), la trappe ionique ainsi que des spectromètres de masse haute 

résolution tels que le spectromètre de masse quadripolaire à temps de vol (QTOF) et le LTQ-

Orbitrap®. Nous n’aborderons que ces analyseurs dans les lignes à suivre. Même si l’on sait 

que le triple quadripôle est le SM le plus utilisé pour la quantification des eicosanoïdes, nous 
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avons réalisé notre développement sur le LTQ-Orbitrap® Velos Pro et exploré dans quelle 

mesure il peut être utilisé comme une alternative au triple quadripôle dans le chapitre 3 de la 

partie II.  
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Tableau 7: Différents types d'analyseurs [232] 

Analyseur de 

masse 

Gamme de masse 

(m/z) 

Pouvoir de 

résolution 
Sensibilité Avantages Inconvénients 

Secteur 

magnétique 
1-15000 

Haute 

résolution 

(104-105) 

Faible Haute résolution 

Faible sensibilité 

Très chère 

Forte expertise technique 

Faible résolution 

Gamme de masse limitée 

Quadripôle 1-5000 
Basse 

résolution 
Grande 

Facile à utiliser 

Bon marché 

Grande sensibilité 

Faible résolution 

Gamme de masse limitée 

Trappe ionique 1-5000 
Basse 

résolution 
Grande 

Facile à utiliser 

Bon marché 

Grande sensibilité 

SM tandem (SMn) 

Faible résolution 

Gamme de masse limitée 

TOF (Time-of 

flight) 
500000 

Ultrahaute 

résolution 
Grande 

 

Gamme de masse 

Simplicité de 

concept 

Très chère 

Orbitrap® 5000 
Ultrahaute 

résolution 
Grande 

Haute résolution 

Gamme de masse 

Très chère 

Forte expertise technique 
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2.1.2.1.  Le quadripôle 

En 1953, Paul et Steinwedel décrivaient pour la première fois le principe de l’analyseur 

quadripolaire [233]. Un quadripôle se compose de quatre barreaux cylindriques parallèles entre 

eux, placés aux sommets d’un carré. On applique une tension continue modifiée par une 

radiofréquence aux barreaux. Pour chaque combinaison de tension continue et de modulation à 

la fréquence appropriée, seuls les ions d’un m/z donné auront une trajectoire stable et arrivent à 

traverser le quadripôle pour atteindre le détecteur. Tous les ions de m/z différents ont des 

trajectoires instables ou erratiques et percutent un des barreaux ou sortent du quadripôle 

(Fig.20). En d’autres termes, tous les ions entrent d’un côté mais seuls les ions d’un m/z donné 

sortent de l’autre côté. Cet analyseur sépare donc les ions en fonction de leur m/z en utilisant la 

stabilité des trajectoires dans un champ électrique. La trajectoire (stable et instable) des ions 

dépend d’une part des valeurs de ces tensions et d’autre part de leur rapport m/z. 

 

 

Figure 20: Représentation schématique d'un"filtre de masse"quadripôle ou séparateur 

d'ion 

 

Un champ quadripolaire est le résultat de l’application de deux potentiels (Fig.21) : un potentiel 

(Φ0 =U-V cos ωt) est appliqué sur les deux barres diamétralement opposées tandis qu’un 

potentiel opposé (-Φ0=-U+V cos ωt) est appliqué sur l’autre paire (Fig.21), U étant une tension 

continue, V l’amplitude de la tension radiofréquence et ω représente la fréquence angulaire. 
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Quand U est nulle, tous les ions sont transmis et le mode est appelé « RF only ». Dans ce mode, 

le quadripôle peut être utilisé comme un guide d’ion ou une cellule de collision quadripolaire. 

Parmi les modes d’acquisition disponible sur un quadripôle, il y a le mode SIM : Single Ion 

Monitoring. Suivant ce mode, on maintient les valeurs U et V constantes et un seul rapport m/z 

est transmis. A ce titre, on qualifie le quadripôle comme étant un filtre de masse réglable pour 

une quantification. 

 

 

 

Figure 21: Représentation d'un quadripôle suivant Hoffmann et Stroobant [234].  

 

2.1.2.2.  Le triple quadripôle (QqQ) 

Le triple quadripôle (QqQ) ou (TQ) comprend deux analyseurs quadripolaires (Q1 et Q3) 

séparés par un quadripôle q fonctionnant en mode « RF only » qui sert de cellule de collision 

suivant la figure 22. 
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Figure 22: Schéma d'un triple quadripôle 

 

Le LCMS-8060 de chez Shimadzu que nous avons utilisé pour un profilage comparatif dans 

notre travail est un triple quadripôle doté d’une vitesse de balayage de 30,000 u/msec et une 

vitesse de changement de polarité de 5 msec, ce qui permet de suivre un nombre élevé de 

molécules en une seule acquisition sans perdre en sensibilité. Pour la quantification, ce TQ peut 

être programmé en mode SRM (Single/Selected Reaction Monitoring) ou MRM (Multiple 

Reaction Monitoring) dans lequel le premier quadripôle Q1 fonctionne comme un filtre de 

masse afin de sélectionner un m/z, l’ion sélectionné est fragmenté dans la cellule de collision 

q2 puis un fragment (SRM) ou plus (MRM) sont sélectionnés dans le troisième quadripôle Q3 

qui fonctionne comme un filtre de masse. Ce mode d’analyse permet de quantifier des composés 

avec une très grande sensibilité en minimisant le bruit de fond. Il en résulte une meilleure 

sélectivité. Le TQ est le spectromètre de masse le plus utilisé pour doser les eicosanoïdes dans 

des matrices complexes [116]. L’un des critères importants pendant le développement sur un 

TQ est l’optimisation du dwell-time qui correspond au temps d’acquisition d’un pic. Nous 

reviendrons sur cet aspect dans le chapitre 3 de la partie II.  

Il existe d’autres modes d’acquisitions sur un TQ : le balayage des ions précurseurs et le 

balayage de perte de neutre. Le balayage d’ions précurseurs consiste à choisir un fragment 

spécifique pour déterminer les précurseurs. Dans cette expérience, Q2 est configuré pour ne 

transmettre que les ions précurseurs d'un ion m/z sélectionné. Par conséquent, les ions dans Q1 

ne seront détectés que si, après CID dans la cellule de collision q, ils proviennent de l'ion 

précurseur présélectionné. En analyse de perte neutre, seuls les ions qui subissent des pertes de 

molécules neutres présélectionnées peuvent être détectés. Ces techniques de balayage sont 

particulièrement bien adaptées pour explorer des substituants sur des molécules et des ions 
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fragments. Appliquée aux lipides, cette approche est connue sous le nom de lipidomique 

focalisée. La combinaison de balayage spécifique des ions précurseurs et des pertes neutres 

s’applique particulièrement à l’identification ciblée de phospholipides appartenant à une classe 

ou à une sous-classe spécifique [119]. Des travaux de fragmentation d’oxylipines sur un Xevo 

TQ-S en mode de balayage perte de neutre, ion précurseur et MRM ont permis à Petta, et al. de 

conclure qu’une oxylipine ayant sur son spectre de fragmentation, un ion de m/z 115 correspond 

à une molécule hydroxylée ou époxydée sur le carbone C5 [119]. Le mode MRM est le mode 

d’analyse plus couramment utilisé pour l’analyse des oxylipines [107,119,141,235], car il 

permet d'identifier et de quantifier les espèces cibles avec un minimum d'interférences et une 

excellente sensibilité. Des études de quantification d’eicosanoïdes par MRM sur différents 

modèles cellulaires (A549, Caco-2, PC-3-S…) à l’état basal ou stimulé, rapportent des quantités 

de l’ordre de 10 à 500 pg/mg de protéine [51]. A partir d’une méthode en online SPE-RP-HPLC-

MS/MS (TQ6410) en mode SRM permettant de suivre 7 eicosanoïdes, une limite de détection 

de l’ordre de 2.3 à 63.3 pg a été atteinte et a permis de réaliser un profilage des prostanoïdes du 

plasma de 26 individus obèses avec un IMC compris entre 30 et 40 kg/m2 [65]. L’utilisation du 

mode MRM sur un triple quadripôle suivi du choix du fragment d’ion intense sur la base d’une 

carte de chaleur, a permis d’atteindre des seuils de détection allant de 1 pg à 20 pg pour des 

eicosanoïdes [149]. Une méthode développée à partir de 27 prostanoïdes et d’isoprostanoïdes 

sur un QqQ (triple quadripôle Quattro Ultima de chez Waters) en mode MRM avec un dwell 

time de 0.2 s a permis d’atteindre une limite de détection allant de 2 à 100 pg [140]. 

2.1.2.3.  Le spectromètre de masse en tandem de type quadripôle-temps de 

vol 

L’analyseur à temps de vol (TOF: Time of Flight) a été décrit pour la première fois par Wiley 

et McLaren en 1955 [236]. C’est un analyseur séparant les ions en fonction de leur temps 

d’arrivée au niveau du détecteur. Les ions sont accélérés par une différence de potentiel V 

appliqué à la sortie de la source d’ions. En effet, les ions arrivent avec leur énergie cinétique 

dans une zone libre de champ. Les plus légers sont les premiers détectés tandis que les plus 

lourds sont lents. L’aspect critique de cet instrument est la nécessité de produire les ions à des 

positions et temps initiaux connus. Ces contraintes limitent les spectromètres TOF à des 

techniques d’ionisation pulsées, dont la désorption laser et plasma (MALDI). 
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Figure 23 : Schéma du principe de fonctionnement d'un analyseur TOF équipé d’un 

réflectron 

 

La figure 24 montre le couplage d’une source continue comme l’ESI avec le Q-TOF. Ce 

couplage est devenu possible grâce au développement de la technique d’injection orthogonale 

[237]. Un modulateur est mis en place avant l’entrée du tube de vol afin de stocker puis 

d’injecter de façon pulsée les ions dans le TOF. C’est le cas du Qq-TOF qui est un instrument 

hybride composé de deux analyseurs, un quadripôle couplé orthogonalement à un TOF. Les 

ions sont sélectionnés dans le premier quadripôle et puis fragmentés dans le deuxième 

quadripôle q transformé en chambre de collision. Ensuite, les ions fragments sont refocalisés 

en paquets et injectés orthogonalement dans le TOF.  

Un développement en chromatographie bidimensionnelle « on-line » (NPHPLCxRPHPLC) 

couplée au QTOF a permis de réaliser un profilage de lipides de la couche péritonéale de rat 

[154] et du plasma humain [238]. La haute résolution d’une méthode RP-HPLC couplée au Q-

TOF (Fig.24) a permis de différencier diverses espèces d’isomères associées à différentes 

classes de lipides retrouvés dans du plasma sanguin [239]. Une autre étude d’identification et 

de quantification par Q-TOF (6540 MS) d’oxylipines dérivées de l’acide linoléique retrouvées 

dans le plasma de rat a différencié aisément les isomères de l’acide octadécaénoïque qui sont 

des dérivés hydroxylés en utilisant les spectres de fragmentations MS/MS et les ions spécifiques 

extraits par MRM [240]. 
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Figure 24: Schéma du principe de fonctionnement d'un Q-TOF 

 

2.1.2.4.  Le LTQ-Orbitrap® Velos Pro 

Il s’agit d’un analyseur mixte composé d’une trappe ionique linéaire en amont d’une trappe 

orbitale (Orbitrap®). Notre développement en spectrométrie de masse a été principalement 

réalisé sur le LTQ-Orbitrap® Velos Pro. La trappe linéaire permet d’effectuer des analyses en 

basse résolution à la différence de l’Orbitrap® qui permet de différencier des espèces isomères 

et isobares avec des pouvoirs de résolution pouvant aller jusqu’à 500000 pour m/z 200  suivant 

la technologie.  

Le piège linéaire est constitué de quatre barres d’un quadripôle fermé par deux plaques de 

piégeage d’entrée et de sortie qui assurent le confinement des ions de façon axiale à l’intérieur 

du quadripôle [232], en appliquant une tension continue positive pour piéger les ions positifs et 

de polarité inverse pour les ions négatifs. Ce type d’analyseur permet d’éjecter les ions de deux 

façons: radiale ou axiale [234].  
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L’Orbitrap® est le fruit en 2000 des travaux de Alexander Makarov [241]. La figure 25 montre 

que l’Orbitrap® est formé d’une électrode externe en forme d’olive coupée en deux parties 

égales séparées par un espace étroit et d’une électrode interne coaxiale en forme de fuseau. Les 

ions sont injectés tangentiellement, par l’espace séparant les deux moitiés de l’électrode externe, 

dans le champ électrique existant entre les électrodes et sont piégés car leur attraction 

électrostatique vers l’électrode interne est contrebalancée par la force centrifuge [241,242]. Le 

principe de l’Orbitrap® est le suivant : chaque ion entrant dans l’Orbitrap® aura un mouvement 

de rotation autour de l’électrode et un mouvement axial le long de l’électrode. La fréquence 

axiale des ions est dépendante de leur rapport m/z. La détection dans l’Orbitrap® se fait par 

mesure du courant induit par le déplacement latéral des ions suivi d’une transformation de 

Fourier du signal. 

 

 

Figure 25: Schéma d'un Orbitrap® 

 

Quand la trappe linéaire est couplée avec un Orbitrap® (LTQ-Orbitrap®) (Fig.26), l’éjection 

des ions, sélectionnés à basse résolution dans la trappe, de façon radiale permet leur détection 

par un double détecteur situé sur deux des côtés du piège linéaire. L’éjection axiale permet 
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d’envoyer les ions vers un autre analyseur, comme l’Orbitrap®, afin d’effectuer une analyse en 

haute résolution. On distingue quatre modes de fonctionnement pour le piège à ions qui sont : 

1) le piégeage des ions  

 2) la mesure de la masse des ions accumulés  

 3) l’isolement d’un ion  

 4) la fragmentation d’un ion par CID (Collision Induced Dissociation) 

 Pour réaliser un spectre MS, les étapes 1 et 2 sont enchaînées et pour un spectre MS2, l’ordre 

des étapes correspond à 1, 3, 4 et 2. Les pièges permettent de reproduire plusieurs fois les étapes 

3 et 4. Cette propriété permet de réaliser n fois des expériences MS/MS, c’est-à-dire de réaliser 

des MS/MS de MS/MS de MS/MS (n fois). Ceci permet donc d’établir des filiations au cours 

de la fragmentation successive des ions obtenus et sélectionnés dans le cadre de l’exploration 

de la structure d’une molécule inconnue. 

Le LTQ-Orbitrap® Velos Pro (Fig.26) est le spectromètre de masse sur lequel nous avons 

réalisé notre développement pour la quantification des eicosanoïdes. Il s’agit d’un spectromètre 

de masse équipé d’une source HESI-II, d’un piège à ions linéaire et de l’Orbitrap® qui permet 

des mesures de masses précises à haute résolution (jusqu’à 100000). La fragmentation des ions 

est possible soit dans le piège à ions de façon résonante, soit dans la cellule de collision HCD 

(Higher Energy Collision Dissociation) dans un mode non résonant.  

Le piège à ions linéaire est composé de deux cellules quadripolaires de pressions différentes. 

La cellule à « relativement » haute pression est optimisée pour capter le maximum d’ions, et 

permet de fragmenter les ions précurseurs dans le mode CID résonant (Collision-Induced 

Dissociation CID). La deuxième cellule à plus basse pression permet un balayage rapide des 

ions fragments [243]. Dans le mode HCD, les ions sont d’abord accumulés dans la C-trap avant 

d’être fragmentés dans la celslule HCD pour être analysés à haute résolution par l’Orbitrap®. 

Il est important de préciser que sur le LTQ-Orbitrap® Velos Pro, il est possible de fragmenter 

en HCD ou CID avant une détection des ions en haute résolution. En revanche, en basse 

résolution, on ne peut détecter que les fragments issus d’une fragmentation par CID. Les deux 

modes CID et HCD sont des techniques de fragmentation qui reposent sur le même principe à 

savoir la collision de molécules avec un gaz inerte. Pendant le processus d’excitation, les ions 

entrent plusieurs fois en collision avec le gaz inerte. Chacune de ces collisions peut "chauffer" 



134 
 

 

ou "refroidir" l'ion. En excitation résonante seuls les ions précurseurs sont accélérés et se 

fragmentent en ions fils. Les ions fragments sont quant à eux « thermalisés » lorsqu’ils entrent 

en collision avec le gaz. Contrairement au mode CID de la trappe ionique, les ions fils produits 

restent excités et ne subissent pas suffisamment de collisions pour les « refroidir », ce qui 

signifie que s'ils entrent en collision avec des molécules de gaz, ils peuvent se fragmenter par 

la suite. En terme clair, dans le mode résonant (CID) du piège à ion, seul l’ion parent 

(précurseur) est excité contrairement au mode non résonant du HCD où l’ion parent ainsi que 

les ions fils sont excités. Pour tenter d’expliquer les différentes modes de fragmentations dans 

une étude lipidomique de médiateurs lipidiques, Masoodi, et al. [145] rapporte que ces 

différences peuvent s’expliquer par différents modes d’activation dans les deux régions 

différentes à savoir une activation par résonance sélective de l’ion précurseur dans le CID versus 

une activation par collision multiple non sélective pour l’HCD. 

Le LTQ-Orbitrap® est un instrument hybride qui combine la sensibilité et vitesse du LTQ avec 

les hautes précision de mesure de masse et résolution de l'Orbitrap [244,245]. Le piège à ion 

linéaire est dotée d’une vitesse d’acquisition plus grande par rapport à l’Orbitrap®. Les spectres 

de fragmentation par HCD des eicosanoïdes sont similaires à ceux obtenus sur un triple 

quadripôle [145]. Pour tirer parti des performances des deux analyseurs, nous avons mis à profit 

dans cette thèse la grande vitesse d’acquisition de la trappe ionique pour sélectionner et isoler 

les ions les plus intenses (les deux ions les plus intenses dans cette étude), ensuite après 

fragmentation par HCD, les ions fragments sont analysés par l’Orbitrap®. Nous reviendrons en 

détail sur ce développement dans le chapitre 3 (Partie II) de notre travail de thèse. 
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Figure 26: Représentation schématique du LTQ-Orbitrap® Velos Pro 

 

Des formats de spectromètre de masse en tandem de type Q-TRAP sont également disponibles 

sur le marché et sont utilisés pour répondre aux problèmes de quantification d’isobares 

d’eicosanoïdes.  Des travaux récents de Rago, et al. réalisées en RP-HPLC couplée à la 

spectrométrie de masse en tandem équipée d’un analyseur type piège à ions à quadripôle 

(QTRAP) pour la séparation des eicosanoïdes suivi d’outils chimiométriques ont permis 

d’effectuer une classification par clustering (partitionnement de données) de patients suivant 

l’état d’évolution de leur athérosclérose [39]. Les travaux de Dumlao, et al. réalisés sur une 

QTRAP 4000 ont permis de suivre 141 eicosanoïdes par MRM et d’atteindre une LOD de 

l’ordre de 0,1 à 1 pg [107]. En revanche ceux de Kortz, et al. effectués sur une QTRAP 5500 a 

permis de suivre 123 molécules et d’atteindre une LOD de l’ordre de 200 à 1000 ng/mL [82]. 

Un dwell-time de 25 ms a permis d’obtenir 9 points par pic et permis de suivre environ 70 

eicosanoïdes sur une Q-TRAP 4000 ABSciex dans le cadre de la quantification de médiateurs 

lipidiques impliqués dans les processus inflammatoires dans le système nerveux de rat [133]. 

L’optimisation de ce dwell-time est particulièrement déterminant pour obtenir une fréquence 

d’acquisition satisfaisante. 

2.1.2.4.1.  Différentes stratégies d’acquisitions en spectrométrie de masse 

pour la quantification des eicosanoïdes. 



136 
 

 

 Le mode MRM (Multiple Reaction Monitoring) 

La MRM est réalisée en isolant l'ion précurseur dans le premier quadripôle (Q1), en le 

fragmentant dans Q2 et en surveillant les ions fragments les plus intenses à l'aide de Q3. Le 

mode SRM est basé sur le même principe à la différence qu’un seul ion fragment est suivi au 

niveau du Q3. Autrement dit, on va focaliser l’analyseur après fragmentation sur un ion 

d’intérêt. La sélectivité et la spécificité sont obtenues grâce à une combinaison de deux 

facteurs : le premier analyseur (qui isole uniquement les ions précurseurs dans une fenêtre de 

masse étroite) et un deuxième analyseur Q3 (qui suit les ions fragments spécifiques 

correspondant aux ions précurseurs). La sélectivité augmente généralement lorsque plusieurs 

transitions sont surveillées pour le même ion précurseur. La sensibilité de détection est 

améliorée par rapport à d'autres modes de balayage car les deux analyseurs sont maintenus à 

une tension constante, faisant de la MRM un mode de choix pour la quantification. La MRM 

est la principale méthode d'analyse utilisée pour l'analyse des oxylipines, car elle permet 

d'identifier et de quantifier les espèces cibles avec un minimum d'interférences et une très bonne 

sensibilité [87,116,119,148]. Le mode SRM a permis de suivre un ensemble de prostanoïdes 

dans le cerveau de rat [147], dans le sérum humain [65] et pour la quantification de 7 isoformes 

de PGF2α chez des femmes enceintes [246]. Nous avons réalisé un développement en mode 

MRM sur le LCMS-8060 qui sera présenté dans le chapitre 5 de la partie II. 

 Le mode SIM (Single Ion Monitoring) 

A la différence du mode MRM qui permet de suivre plusieurs ions simultanément dans une 

même fenêtre, le mode SIM ne permet de suivre qu’un seul ion. Le mode SIM sur une méthode 

en GC-MS/MS pour le suivi de quatre prostanoïdes a permis de comparer le plasma de 5 

personnes saines [111]. Une autre méthode de quantification des eicosanoïdes sur un système 

Agilent 1100-series LC–MSD équipé d’un simple quadripôle associé à une détection sélective 

de masse [247] a permis de suivre 23 eicosanoïdes par SIM sur un profil divisé en 4 segments, 

atteignant des LOD de l’ordre de 1.6 à 15.7 pg pour les prostanoïdes et de 10 pg pour les 

DiHETE et HETEs.  

 Le mode Data Dependent Acquisition (DDA) 

En mode DDA, le spectromètre de masse sélectionne les ions les plus intenses à partir d’un 

balayage en full scan. Ces derniers sont ensuite fragmentés et analysés pour renvoyer un spectre 

MS/MS par ion précurseur sélectionné dans le full scan. Pour que les ions en full scan soient 

sélectionnés pour une fragmentation, il faut qu’ils dépassent un certain seuil d’intensité 
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préalablement défini dans la méthode d’acquisition [248–250], ou autres critères tels que le 

défaut de masse ou une perte neutre [249]. Dans ce mode, les précurseurs sont sélectionnés dans 

une fenêtre d’isolement étroite, en général inférieure ou égale à 1 Da pour obtenir des spectres 

de très bonne qualité et informatifs [251]. Defossez, et al. [252] ont rapporté récemment huit 

critères à prendre en compte au cours du développement d’une méthode en mode DDA. 

Théoriquement, tous les spectromètres de masse en tandem sont capables d’effectuer des 

acquisitions en mode DDA mais très souvent, les travaux effectués à base de DDA sont 

effectués sur des Q-TOFs et l’Orbitrap® [252]. Au vu de la complexité structurale des 

eicosanoïdes, très peu d’études font recours au mode DDA pour l’analyse des eicosanoïdes. 

Après catégorisation en 12 groupes d’oxylipines sur la base de leur masse exacte pour en établir 

une liste d’inclusion, une acquisition en mode DDA en fragmentant les 5 ions les plus intenses 

sur le LTQ-Orbitrap® (full scan avec une résolution de 30000 suivi d’un MS/MS et détection 

des ions fragments avec une résolution de 7500) a permis de réaliser un profilage de médiateurs 

lipidiques dans un modèle cellulaire de leucémie lymphocytaire chronique [145]. Une autre 

étude en approche protéomique et lipidomique conduite sur une Q Exactive Orbitrap® en mode 

DDA (MS/MS et détection des ions fragments avec une résolution de 17500) en fragmentant 

les 6 ions les plus intenses, a permis de réaliser un profilage des eicosanoïdes de fibroblastes 

humains dépendant de l’action de la dexamethasone [253]. Notre développement en mode DDA 

a été effectué sur un spectromètre de masse en tandem de type LTQ-Orbitrap® Velos Pro. Parmi 

les critères à optimiser pour une acquisition en mode DDA [252], une attention particulière a 

été portée sur l’optimisation des énergies de collisions de chaque molécule ciblée, sur le nombre 

d’expériences MS/MS par cycle pour obtenir une fréquence d’acquisition satisfaisante pour 

notre quantification, et sur la définition du seuil. En revanche, certains critères comme 

l’exclusion dynamique, la définition d’une liste d’exclusion et la fenêtre d’isolement mis par 

défaut à 1 uma n’ont pas fait l’objet d’étude approfondie. Nous reviendrons sur ces différents 

aspects dans le développement de notre méthode de détection sur le LTQ-Orbitrap® Velos Pro 

(Partie II-Chapitre 3). L’un des inconvénients du mode DDA, est que très souvent, les 

molécules de faible intensité qui sont des molécules biologiques potentiellement importantes 

ne sont pas détectées [249,251]. Pour une analyse non-ciblée, le mode data independent 

acquisition a été utilisé pour la découverte et l’identification structurale de molécules inconnues 

[251]. 
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 Le mode Data Independent Acquisition (DIA) 

En mode DIA, le spectromètre de masse va fragmenter tous les ions retrouvés dans une fenêtre 

d’isolement plus large de l’ordre de 10 à 50 Da [251] sans seuil d’intensité prédéfini [248]. En 

effet, pour chaque cycle de DIA, le spectromètre de masse va se concentrer sur une zone donnée 

et fragmenter ainsi tous les précurseurs détectés. L’un des avantages de ce mode est qu’il permet 

la fragmentation de plusieurs ions précurseurs simultanément dans une fenêtre d'isolement plus 

grande quelle que soit leur intensité. Il en résulte un spectre très complexe à interpréter [249]. 

L’annotation des pics aussi devient très difficile et nécessite souvent des outils chimiométriques 

et des bases de données. Toutefois, ce mode est très utilisé dans des analyses non ciblées et a 

été démontré comme complémentaire au DDA dans une étude métabolomique non ciblée [251]. 

Du fait de la faible vitesse de balayage, fruit de l’acquisition simultanée d’expériences MS et 

MS/MS de plusieurs ions, les analyses DIA ne sont souvent pas conduites pour des études 

d’analyses de traces sur un spectromètre de masse haute résolution à l’instar de l’Orbitrap®. 

Etant donné que nous sommes en approche ciblée dans ce travail de thèse, nous n’avons pas 

exploré le mode DIA. 

2.1.3.  Le détecteur 

Les ions en provenance des analyseurs sont ensuite détectés par un système capable de 

transformer un signal ionique en un signal électrique mesurable. Le détecteur le plus utilisé est 

un multiplicateur d’électrons. Il sert à mesurer le nombre d’électrons et à amplifier le signal 

pour atteindre une bonne sensibilité. Ensuite le signal est enregistré et un spectre de masse est 

produit. 

 

3.  Autres détecteurs pour l’analyse des eicosanoïdes 

Un détecteur de fluorescence [121,142] a été utilisé pour l’analyse des eicosanoïdes mais de 

nombreuses difficultés subsistent. En effet, l’HPLC avec détection par fluorescence requiert 

une dérivatisation préalable. Avec une longueur d’onde de 365 et 411 nm, une étude de 

quantification des eicosanoïdes de plaquettes sanguines avec un détecteur de fluorescence a été 

rendue possible grâce à une dérivatisation avec un agent ADAM (9-Anthryl diazomethane) 

[142]. Une étape de dérivatisation par adjonction du 2-(2,3-naphtalimino)ethyl 

trifluoromethanesulfonate (NE-OTf) à la fonction hydroxyle des eicosanoïdes (Fig.27) permet 

d’augmenter la sensibilité de détection par fluorescence [121,254]. Les longueurs d’onde 
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d’excitation et d’émission qui étaient respectivement de 260 et 396 nm n’ont pas permis de 

donner d’informations structurales sur certains pics inconnus. Néanmoins, ces travaux ont 

permis de montrer que le profil quantitatif et qualitatif en métabolites issus de l’acide 

arachidonique est tissus-dépendant (plasma, cœur, rein) [121]. Les inconvénients de ce type de 

détection sont l’allongement du temps de préparation d’échantillons et des difficultés pour la 

dérivatisation de certaines molécules. 

 

 

Figure 27: Schéma de dérivatisation de la PGD2 par le 2-(2,3-naphtalimino)éthyl 

trifluoromethanesulfonate (NE-OTf) [254]. 

 

La détection des eicosanoïdes par UV  n’est pas spécifique en raison du fait que plusieurs 

eicosanoïdes partagent les mêmes longueurs d’onde d’absorption [143]. En raison de l’absence 

de chromophores exploitables sur les eicosanoïdes, le développement de notre méthode 

chromatographique a été réalisé avec un détecteur d’aérosol chargé Corona CAD. Cependant, 

pour accéder aux informations structurales sur des échantillons cellulaires, un couplage à la 

spectrométrie de masse reste nécessaire. 

 

VI.  Problématique liée à l’analyse des eicosanoïdes 

L’instabilité des eicosanoïdes liée à leur structure est rapportée dans plusieurs études 

[84,121,247,255]. Une étude de stabilité a permis de montrer l’existence de différents degrés 

de stabilité dépendant de la structure: certains sont stabilisés par la présence d’ovalbumine [132] 

et d’autres dans du solvant organique acidifié [256]. Cao, et al. [92] ont démontré que la PGE2 

était dégradée dans le milieu de culture après conservation pendant 24 h à température ambiante 
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ou pendant 4 semaines à -20°C en milieu de culture. L’instabilité tient également son origine 

du nombre élevé d’insaturations sur les dérivés de l’EPA et la présence d’acides aminés sur les 

peptido-leucotriènes. De plus, les eicosanoïdes circulants dans le sang sont généralement 

métabolisés par bêta ou oméga oxydation. Il existe donc un fort risque que ces molécules 

s’oxydent en d’autres molécules, compliquant ainsi les processus de quantification. Les 

eicosanoïdes et leurs métabolites sont dans le sang à l’état de traces, de l’ordre du picomolaire 

au nanomolaire. En résumé, quelle que soit la technique de dosage utilisée, l’analyse des acides 

gras polyinsaturés (AGPI) oxygénés se trouve confrontée à trois problèmes majeurs : 

- Ils sont présents à des concentrations extrêmement faibles dans les tissus biologiques. 

- Ils ne sont pas stockés dans les tissus mais formés transitoirement à la demande d’un 

processus biologique particulier à un moment précis et ont donc une stabilité limitée. 

- Ces AGPI précurseurs des eicosanoïdes peuvent être oxydés en différentes positions de 

la chaîne alkyle, conduisant ainsi à plusieurs isomères, chacun avec un rôle métabolique 

spécifique. 

L’évaluation quantitative de ces métabolites est complexe, principalement en raison de leur 

diversité biologique et de leur similarité structurale. A titre d’exemple, la PGE2 et la PGD2 sont 

deux métabolites de la voie des COX ayant la même formule moléculaire et se différent l’un de 

l’autre par la présence d’une fonction cétone ou hydroxyle en position 9 et 11. L’analyse d’un 

mélange contenant ces deux métabolites en MS/MS produit les mêmes ions fragments en raison 

de leur ressemblance structurale [107]. De ce fait, une séparation suffisante en amont par HPLC 

permettrait de mieux distinguer ces espèces structurellement proches. Le mode MRM du triple 

quadripôle est couramment utilisé pour le suivi des eicosanoïdes plus précisément les isomères 

et isobares dans les échantillons biologiques [1,2]. Ces modes d’acquisitions MRM en 

spectrométrie de masse [82,107] permettent de surmonter la difficulté de la séparation et la 

quantification des espèces très proches comme les HETE et HODE (ces métabolites produisant 

plusieurs ions fragments identiques même s’ils n’ont pas un même nombre de carbone de base). 

Cependant, la grande spécificité de la MRM peut limiter la détection d'espèces dont les 

transitions m/z ne sont pas couvertes par la méthode. De plus, ce mode d’acquisition n’est pas 

suffisant lorsque des isobares partageant les mêmes fragments spécifiques ne sont pas séparés 

en amont du spectromètre de masse. Aussi l’analyse des méthodes de séparation des 

eicosanoïdes dans la littérature révèle que de nombreux problèmes de séparation d’espèces 

minoritaires et de co-élutions subsistent [39,82,87,133]. À la lumière des rôles mécanistiques 
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clés des eicosanoïdes dans la pathogenèse de l'athérosclérose, une séparation fiable des 

eicosanoïdes pourrait être bénéfique pour la sélection de biomarqueurs de précision dans un but 

de faciliter le diagnostic, l'évolution de la maladie et l'évaluation pharmacodynamique des 

processus inflammatoires. 

Dans le but de mieux comprendre la variation d’efflux du cholestérol suite à l’incorporation de 

l’EPA dans la membrane de macrophages [35], les objectifs spécifiques de ce projet sont 

subdivisés en trois.  

- Primo, il s’agira de développer et optimiser une méthode de séparation des eicosanoïdes 

en chromatographie liquide pour résoudre les problématiques liées à la coélution 

d’isobares et d’isomères d’eicosanoïdes du fait d’une sélectivité non satisfaisante des 

phases stationnaires utilisées dans la littérature 

- Secundo, développer une méthode de détection des eicosanoïdes par spectrométrie de 

masse LTQ-Orbitrap® en mode DDA  

- Tertio, une quantification des eicosanoïdes (relargués par des macrophages J774 et 

THP-1 dans différentes conditions inflammatoires) par RP-HPLC-MS/MS (LTQ-

Orbitrap® Velos Pro). Le but ici est de tenter de relier la variation d’efflux du 

cholestérol à la variation au sein de la population d’eicosanoïdes. 
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Partie II:  Travaux expérimentaux-

Développement de méthodes 

séparatives et de détection pour 

l’analyse des eicosanoïdes cellulaires  
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Chapitre 1:  Développement de méthodes de 

séparation des eicosanoïdes par 

chromatographie liquide à polarité de phases 

inversée  
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L’évaluation quantitative des eicosanoïdes est complexe, principalement en raison de leur 

diversité biologique et de leurs similarités structurales [87,101,116]. Nombre de méthode de 

dosage des eicosanoïdes dans les matrices biologiques font appel à la RP-HPLC en amont de la 

spectrométrie de masse en mode MRM [87,257]. Cependant, le mode MRM ne permet pas de 

suivre deux isobares co-élués et partageant les mêmes spectres de fragmentation. De plus, les 

phénomènes de suppression d’ions d’espèces minoritaires et les difficultés de séparation des 

isomères et isobares d’eicosanoïdes en RP-HPLC compromettent la fiabilité du dosage. Pour ce 

faire, une meilleure sélectivité de séparation par un choix de phase stationnaire appropriée 

permettrait d’améliorer le suivi de ces molécules dans les échantillons biologiques. L’objectif 

de cette étude est de proposer une stratégie aboutissant au choix de phase stationnaire à polarité 

de phases inversée appropriée à la séparation des oxylipines sur la base du modèle de 

soustraction hydrophobe. 

 

I.  Matériel et Méthodes 

1.  Matériel 

1.1.  Solvants et standards 

L’eau et l’isopropanol de qualité HPLC-MS ont été obtenus respectivement auprès de VWR et 

Biosolve. L’acétonitrile et le méthanol de qualité HPLC ainsi que l’acide formique utilisés pour 

le développement en RP-HPLC ont été fournis par Sigma Aldrich. 

Au total 29 molécules y compris les oxylipines et les AGPI ont été obtenus auprès de CAYMAN 

chemical (Ann Arbor, MI, USA). Il s’agit de : 6-keto-PGF1α, PGI2, TXB1, TXB2, PGE3, 

PGF2α, PGE2, PGD2, LXA4, (±)14(15)-DiHETE, LTB4, LTD4, (±)5(6)-DiHETE, (±)5-

HEPE, (±)20-HDHA, (±)9-HODE, (±)15-HETE, (±)12-HETE, (±)11-HETE, (±)8-HETE, (±)5-

HETE, (±)8(9)-EET,  CTA2, (±)14(15)-EET, acide eicosapetaénoïque ou EPA, l’acide 

arachidonique ou AA, l’acide palmitique, l’acide linoléique et l’acide oléique. Pour les besoins 

du développement, nous nous sommes procurés également un mélange de prostanoïdes 

composés du 6-Céto-PGF1α, TXB2, PGF2α, PGE2 et PGD2 et un deuxième mélange de 

HETEs ((±)15-HETE, (±)12-HETE, (±)11-HETE, (±)8-HETE, (±)5-HETE. L’ensemble des 

oxylipines ainsi que les précurseurs ayant servi au développement en chromatographie liquide 

à polarité de phases inversée sont répertoriées dans le tableau 8.



145 
 

 

Tableau 8: Tableau résumant les noms des standards de l’étude, leur structure et quelques caractéristiques 

Systematic name Synonym Lipidmaps ID Formula 
Exact 

mass 
Structure 

6-oxo-9α,11α,15S-

trihydroxy-prost-13E-

en-1-oic acid 

6-Keto-

PGF1α 
LMFA03010001 C20H34O6 370.2355 

 

6,9α-epoxy-11α,15S-

dihydroxy-prosta-

5Z,13E-dien-1-oic acid, 

monosodium salt 

PGI2 LMFA03010087 C20H32O5 352.2250 

 

9S,11,15S-trihydroxy-

thrombox-13E-enoic 

acid 

TXB1 LMFA03030008 C20H36O6 372.2512 

 

9S,11,15S-trihydroxy-

thromboxa-5Z,13E-dien-

1-oic acid 

TXB2 LMFA03030002 C20H34O6 370.2355 

 

https://www.lipidmaps.org/data/LMSDRecord.php?LMID=LMFA03010001
https://www.lipidmaps.org/data/LMSDRecord.php?LMID=LMFA03010087
https://www.lipidmaps.org/data/LMSDRecord.php?LMID=LMFA03030008
https://www.lipidmaps.org/data/LMSDRecord.php?LMID=LMFA03030002
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9-oxo-11R,15S-

dihydroxy-5Z,13E,17Z-

prostatrienoic acid 

PGE3 LMFA03010135 C20H30O5 350.2093 

 

9S,11R,15S-trihydroxy-

5Z,13E-prostadienoic 

acid 

PGF2α LMFA03010002 C20H34O5 354.2406 

 

9-oxo-11R,15S-

dihydroxy-5Z,13E-

prostadienoic acid 

PGE2 LMFA03010003 C20H32O5 352.225 

 

9S,15S-dihydroxy-11-

oxo-5Z,13E-

prostadienoic acid 

PGD2 LMFA03010004 C20H32O5 352.225 

 

https://www.lipidmaps.org/data/LMSDRecord.php?LMID=LMFA03010135
https://www.lipidmaps.org/data/LMSDRecord.php?LMID=LMFA03010002
https://www.lipidmaps.org/data/LMSDRecord.php?LMID=LMFA03010003
https://www.lipidmaps.org/data/LMSDRecord.php?LMID=LMFA03010004
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5S,6R,15S-trihydroxy-

7E,9E,11Z,13E-

eicosatetraenoic acid 

LXA4 LMFA03040001 C20H32O5 352.225 

 

5S-hydroxy-6R-(S-

cysteinylglycinyl)-

7E,9E,11E,14Z-

eicosatetraenoic acid 

LTD4 LMFA03020006 C25H40N2O6S 496.2607 

 

5S,12R-dihydroxy-

6Z,8E,10E,14Z-

eicosatetraenoic acid 

LTB4 LMFA03020001 C20H32O4 336.2301 

 

(+/-)-14,15-dihydroxy-

5Z,8Z,11Z,17Z-

eicosatetraenoic acid 

14,15-

DiHETE 
LMFA03060077 C20H32O4 336.2301 

 

5S,6R-dihydroxy-

7E,9E,11Z,14Z-

eicosatetraenoic acid 

5S,6R-

DiHETE 
LMFA03060017 C20H32O4 336.2301 

 

https://www.lipidmaps.org/data/LMSDRecord.php?LMID=LMFA03040001
https://www.lipidmaps.org/data/LMSDRecord.php?LMID=LMFA03020006
https://www.lipidmaps.org/data/LMSDRecord.php?LMID=LMFA03020001
https://www.lipidmaps.org/data/LMSDRecord.php?LMID=LMFA03060077
https://www.lipidmaps.org/data/LMSDRecord.php?LMID=LMFA03060017
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(+/-)-5-hydroxy-

6E,8Z,11Z,14Z,17Z-

eicosapentaenoic acid 

5-HEPE LMFA03070027 C20H30O3 318.2195 

 

9-hydroxy-10E,12Z-

octadecadienoic acid 
9-HODE LMFA02000151 C18H32O3 296.2351 

 

(±)20-hydroxy-

4Z,7Z,10Z,13Z,16Z,18E-

docosahexaenoic acid 

20-HDHA 
Item Cayman : 

33750 
C22H32O3 344.2351 

 

15-hydroxy-

5Z,8Z,11Z,13E-

eicosatetraenoic acid 

15-HETE LMFA03060087 C20H32O3 320.2351 

 

11-hydroxy-

5Z,8Z,12E,14Z-

eicosatetraenoic acid 

11-HETE LMFA03060085 C20H32O3 320.2351 

 

https://www.lipidmaps.org/data/LMSDRecord.php?LMID=LMFA03070027
https://www.lipidmaps.org/data/LMSDRecord.php?LMID=LMFA02000151
https://www.lipidmaps.org/data/LMSDRecord.php?LMID=LMFA03060087
https://www.lipidmaps.org/data/LMSDRecord.php?LMID=LMFA03060085
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8-hydroxy-

5Z,9E,11Z,14Z-

eicosatetraenoic acid 

8-HETE LMFA03060086 C20H32O3 320.2351 

 

12-hydroxy-

5Z,8Z,10E,14Z-

eicosatetraenoic acid 

12-HETE LMFA03060088 C20H32O3 320.2351 

 

5-hydroxy-

6E,8Z,11Z,14Z-

eicosatetraenoic acid 

5-HETE LMFA03060084 C20H32O3 320.2351 

 

14,15-epoxy-

5Z,8Z,11Z-

eicosatrienoic acid 

14,15-EET LMFA03080005 C20H32O3 320.2351 

 

9α,11α-methylene-15S-

hydroxy-11a-deoxy-11a-

methylene-thromba-

5Z,13E-dien-1-oic acid 

CTA2 
Item Cayman : 

19010 
C22H36O3 348.5 

 

https://www.lipidmaps.org/data/LMSDRecord.php?LMID=LMFA03060086
https://www.lipidmaps.org/data/LMSDRecord.php?LMID=LMFA03060088
https://www.lipidmaps.org/data/LMSDRecord.php?LMID=LMFA03060084
https://www.lipidmaps.org/data/LMSDRecord.php?LMID=LMFA03080005
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8,9-epoxy-5Z,11Z,14Z-

eicosatrienoic acid 
8,9-EET LMFA03080003 C20H32O3 320.2351 

 

5Z,8Z,11Z,14Z,17Z-

eicosapentaenoic acid 
EPA LMFA01030759 C20H30O2 302.2246 

 

5Z,8Z,11Z,14Z-

eicosatetraenoic acid 
AA LMFA01030001 C20H32O2 304.2402 

 

 

 

 

https://www.lipidmaps.org/data/LMSDRecord.php?LMID=LMFA03080003
https://www.lipidmaps.org/data/LMSDRecord.php?LMID=LMFA01030759
https://www.lipidmaps.org/data/LMSDRecord.php?LMID=LMFA01030001
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1.2.  Les phases stationnaires 

Sept phases stationnaires différentes de par leur chimie ont été testées. Les phases Accucore™ 

C30, Accucore™ C18, Accucore™ C18 Polar Premium et Hypersil Gold™ C18 ont été 

fournies par Thermo Scientific Thermo Fisher Scientific (Langerwehe, Germany). La phase 

Cortecs Shield C18 nous a été fournie par Waters (Milford, PA, USA). Les phases Zorbax 

Bonus RP et Nucleodur ISIS C18 proviennent respectivement de Agilent (Little Fall, NJ, USA) 

et Machery Nagel (Düren, Germany). Les caractéristiques de toutes les phases sont répertoriées 

dans le tableau 9.  Au total sept phases stationnaires à polarité de phases inversée dont trois 

(03) avec groupement polaire intégré (GPI) ont été utilisées dans le cadre de cette étude. Parmi 

les 7 phases, quatre sont des phases de type core shell (Accucore™ C30, Accucore™ C18, 

Accucore™ Polar Premium, Cortecs Shield C18).
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Tableau 9: les charactéristiques des 7 phases stationnaires utilisées pour le développement en RP-HPLC 

Supplier Thermofisher 

Scientific 

Thermofisher 

Scientific 

Thermofisher 

Scientific 

Waters  Agilent Machery 

Nagel 

Thermofisher 

Scientific 

 

 

Columns 

Partially porous silica 
 

Fully porous silica 

Accucore™ 

C30 

Accucore™ 

C18 

Accucore™ C18 

Polar 

Cortecs Shield RP 

18 
 Zorbax BONUS-RP 

Nucleodur 

C18 Isis 

Hypersil 

Gold™ C18 

Packing Material 
Solid core 

particle. C30 

Solid core 

particle. C18 

Solid core particle. 

C18. Embedded 

amide group 

Solid core particle. 

C18. Embedded 

carbamate group 

 

Bonus-RP with an 

embedded amide linkage 

in the C14-alkyl chain 

C18. 

Ultrapure 

Silica 

C18. Ultrapure 

Silica 

Pore size (Å) 150 80 150 90  80 110 175 

Particule size (µm) 2.6 2.6 2.6 1 .6  3.5 1.8 3 

Inner diameter (mm) 2.1 2.1 2.1 2.1  2.1 2.0 2.1 

Length (mm) 100 100 100 100  50 50 50 

Surface area (m²/g) 90 130 90 100  180 340 220 

Carbone load (%) 5 9 9 6.4  9.5 20 11 

End capped Yes Yes Yes Yes  Triple Yes Yes 

 

Tableau 10: Les valeurs de sélectivité prédite suivant le modèle de soustraction hydrophobe pour chaque phase stationnaire 

Name Silica type H S* A B C (pH 2.8) C (pH 7.0) 

Accucore C30 B 0.978 -0.02 -0.143 -0.002 0.321 0.462 

Accucore C18 B 1.09 0.054 0.055 -0.04 0.072 0.095 

Accucore Polar Premium EP 0.871 0.103 -0.567 0.217 -0.207 0.787 

Cortecs UPLC Shield RP18 EP 0.869 -0.023 -0.28 0.1 -0.19 0.096 

Zorbax Bonus RP EP 0.65 0.1 -1.04 0.37 -2.97 -1.1 

Nucleodur Isis B 1.02 0.05 -0.07 -0.02 -0.01 0.15 

Hypersil GOLD™ C18 B 0.88 0 -0.01 0.03 0.16 0.47 
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1.3.  Préparation des échantillons 

Dès réception, tous les standards sont évaporés sous flux d’azote et repris dans un volume 

équivalent de méthanol pour obtenir une concentration de 50 µg/mL. Ils sont ensuite stockés à 

– 80 °C. Un mélange 1 d’AGPI (acide eicosapentaénoïque, acide palmitique, acide linoléique, 

acide arachidonique et acide oléique) à 50 µg/mL est préparé pour des évaluations préliminaires 

de performances des différentes colonnes en mode isocratique. Ensuite, un mélange 2 

comprenant l’ensemble des eicosanoïdes commandés et les précurseurs, est préparé par 

évaporation et resolubilisation dans du méthanol pour avoir la concentration souhaitée (50 

µg/mL). Le mélange 2 a servi au développement de la méthode de séparation en RP-HPLC. 

 

2.  Méthodes : conditions chromatographiques 

Les échantillons ont été analysés par un système de chromatographie liquide ultra haute 

performance (Thermo Scientific, Dionex Ultimate 3000) équipé d'un auto-échantillonneur, 

d'une pompe quaternaire de distribution de solvant avec un dégazeur intégré. Notre UHPLC 

était couplée à un détecteur d’aérosols chargés corona CAD® avec les paramètres suivants : 

pression du gaz (Azote), 35 Psi; total flow, 1.53; flow ratio, 0.39; température de l’électromètre 

= 35 °C; tension du corona, 2.34 kV; Icor, 1.00Ua; IonT, 20.4 V; gamme, 100 pA. Le Corona 

CAD® était couplé à un générateur d’azote (Esa Nitrogen generator, Model N2-4000-L1252). 

Sur la base du modèle de soustraction hydrophobe, sept phases stationnaires différentes en 

termes de sélectivité prédite ont été sélectionnées puis comparées par différents descripteurs de 

performances chromatographiques tels que la sélectivité, le facteur de rétention, l’efficacité, le 

« time needed » et la capacité de pic. Pour cela, toutes les colonnes ont d’abord été évaluées en 

mode isocratique (avec débit de 0,5 mL/min avec une phase mobile acétonitrile-eau (70 :30, 

v/v) contenant 0,04% d’acide formique) à partir d’un mélange d’AGPI à 50µg/mL. Ensuite, un 

gradient linéaire (Annexe I.1 et I.3)) et un gradient optimisé suivi d’une phase mobile optimisée 

(Annexe I.2 et I.3) ont permis de comparer les performances des phases stationnaires. Enfin 

une étude de l’influence du pH, de la température et du MeOH sur la séparation des eicosanoïdes 

a été réalisée sur la phase stationnaire sélectionnée. 
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II.  Résultats et Discussion 

En chromatographie liquide, sélectionner la phase stationnaire appropriée parmi les plus de 751 

disponibles commercialement constitue un défi d’autant plus difficile à relever que le mélange 

à séparer est complexe. Un tour d’horizon sur le panel de méthodes déjà développées en 

littérature permet de se rendre compte que même si ces méthodes semblent relativement rapides, 

plusieurs espèces d’eicosanoïdes sont co-éluées, notamment les acides 

hydroxyeicosatétraénoïques, les acides epoxyeicosatétraénoïques, et parfois les prostaglandines 

[39,82]. La littérature propose de nombreux tests dédiés à la caractérisation des phases 

stationnaires pouvant guider le chromatographiste pour le choix de la phase stationnaire. 

Cependant, ces tests ne font pas l’unanimité au sein de la communauté scientifique.  

Les phases les plus utilisées pour l’analyse des eicosanoïdes sont celles à chimie de greffage 

C18 et avec groupement polaire intégrés [39,51,116]. La diversité de phases stationnaires 

complique le choix de phases à sélectionner dans le cadre d’un développement. Il faut donc une 

stratégie de choix rationnel de phases stationnaires en tenant compte de l’étude à réaliser. Dans 

notre étude, au total sept phases stationnaires dont quatre de type core shell à savoir Cortecs 

Shield, Accucore Polar Premium, Accucore C18 et Accucore C30 ont été testés. La polarité 

relativement diversifiée des eicosanoïdes nous a pousser à inclure trois colonnes avec GPI car 

ces GPI présenteraient des interactions polaires intéressantes qui peuvent aider à leur séparation. 

Aussi, la chaîne carbonée des eicosanoïdes nous a orienté vers le test de colonnes à greffage 

C18 et de phases avec un greffage à chaîne plus longue tel que C30. Le modèle de soustraction 

hydrophobe (HSM) a ensuite été utilisé pour comparer les sept phases stationnaires 

sélectionnées. 

1.  Le modèle de soustraction hydrophobe (HSM) pour le choix des 

phases stationnaires 

Les modèles de sélection de colonnes allant de celui d’Engelhardt en passant par Tanaka jusqu’à 

Dolan [198] utilisent des composés de référence qui représentent une interaction donnée pour 

déduire une sélectivité donnée. Les composés de référence dans les systèmes de sélection de 

colonnes, sont volatils et ne peuvent pas être détectés par Corona CAD® sur lequel est conduit 

notre développement. Pour toutes ces raisons, la comparaison de la sélectivité prédite des 

colonnes à travers la plupart des CSS pour la séparation des eicosanoïdes n’est pas possible. Le 

modèle HSM utilisé dans ce travail, a été décrit pour le choix de phases stationnaires de 
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sélectivité différente ou pour sélectionner des colonnes de remplacement qui donneront la 

même séparation [258]. Du fait de la ressemblance structurale et la faible diversité des 

interactions des eicosanoïdes en RP-HPLC, le modèle HSM a été utilisé dans ce travail pour 

choisir sept phases stationnaires de sélectivité différente.  

Le tableau 10 montre les valeurs de sélectivité prédite (H, S*, A, B, C) [197] permettant de 

calculer le paramètre de sélectivité Fs [258,259] pour chaque phase stationnaire suivant le 

modèle HSM. L’interaction d’échange de cation à pH 7 n’a pas été prise en compte dans notre 

développement étant donné que notre phase mobile A était tamponnée à pH 3. Le facteur Fs 

suivant l’équation 43 se définit comme une distance euclidienne entre deux colonnes dans un 

espace à 5 dimensions prenant en compte chaque interaction du HSM (H, S*, A, B, C). Chaque 

sélectivité ou interaction ne contribue pas suivant la même importance à la résultante finale du 

Fs. En conséquence, il est courant d’utiliser des facteurs poids qui ne sont que le reflet de la 

différence de contribution de chaque interaction à la sélectivité globale qui en résulte. Il faut 

préciser aussi que cette contribution est fonction de la structure des molécules à séparer et aussi 

principalement des interactions de type liaison hydrogène basique (B) et de type échange de 

cation (C). A l’exception des peptido-leucotriènes dont l’ionisation peut varier drastiquement 

en fonction du pH, l’ionisation des eicosanoïdes est très peu influencée par le pH. Nous avons 

choisi le poids par défaut de chaque interaction pour le calcul de Fs. Les valeurs par défaut 12.5, 

100, 30, 143 et 83 respectivement pour H, S*, A, B, C représentent la différence 

d’hydrophobicité, d’interactions stériques, d’acidité des liaisons hydrogène, basicité des 

liaisons hydrogène et interaction d’échange de cation. 

FS = √(12.5(H1 − H2))
2

+ (100(S1
∗ − S2

∗))
2

+ (30(A1 − A2))
2

+ (143(B1 − B2))
2

+ (83(C2.81
− C2.82

))
2

 

Equation 43 

En règle générale, une valeur de Fs inférieure à 3 implique des colonnes de sélectivité similaire 

tandis qu’une valeur de Fs supérieure à 3 indique des colonnes de sélectivité différente. Les 

valeurs de Fs calculé sont répertoriées dans le tableau 11. Suivant le tableau 11, les deux 

Accucore™ C18 et C30 sont proches, et similaires à Hypersil Gold™ C18. Hypersil Gold™ 

C18 étant proche de Nucleodur, on s’attendrait à ce que Nucleodur Isis soit similaire à 

Accucore™ C30 : ce qui n’est pas le cas puisque le Fs entre les deux est de 4.90. Les phases 

avec GPI se distinguent par des Fs très élevés vis-à-vis des 4 phases précédentes en particulier. 

La Zorbax bonus, une C14 avec groupement amide, est très différente de toutes les autres phases 
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y compris des deux autres avec GPI. La Cortecs Shield RP18 et l’Accucore™ Polar Premium 

seraient relativement proches l’une de l’autre avec un Fs=3.02. Le facteur Fs étant le reflet de 

la position de deux colonnes l’un par rapport à l’autre dans un espace à 5 dimensions, il est 

possible qu’une valeur élevée d’une interaction donnée d’une phase stationnaire conduise à une 

visualisation biaisée loin de la sélectivité réellement induite. Par exemple, suivant ce facteur, la 

phase Accucore™ C18 et Nucleodur Isis donnerait des séparations équivalentes, idem entre 

Accucore™ C30 et Hypersil Gold™ C18. 
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Tableau 11: Paramètre Fs calculé pour l’ensemble des sept colonnes testées deux à deux 

Manufacturer Stationary phases 
Accucore 

C30 

Accucore 

C18 

Accucore 

Polar 

Cortecs 

Shield 

RP18 

Zorbax 

Bonus RP 

Nucleodur 

Isis C18 

Hypersil GOLD™ 

C18 

Thermo/Hypersil Accucore C30 0 
      

Thermo/Hypersil Accucore C18 3.61 0 
     

Thermo/Hypersil Accucore Polar 18.52 14.1 0 
    

Waters Cortecs Shield RP18 11.93 6.53 3.02 0 
   

Agilent  Zorbax Bonus RP 472.82 415.35 322.15 335.66 0 
  

Macherey Nagel Nucleodur Isis C18 4.90 0.57 9.61 3.44 389.57 0 
 

Thermo/Hypersil Hypersil GOLD™ C18 1.49 1.15 13.27 6.55 431.58 1.67 0 

Les valeurs de Fs ont été calculées à partir des valeurs de sélectivités prédites du tableau 10 extraites de la base de donnée HPLC [197].  
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Afin d’évaluer la contribution de chaque type de sélectivité (H, S*, A, B, C) à la sélectivité 

globale prédite pour chaque phase stationnaire, nous avons réalisé une représentation en radar 

plot (Fig.28) des valeurs de sélectivité pour chaque colonne suivant le modèle HSM. L’analyse 

des radar plots combinés (Fig.28) permet de se rendre compte que les phases avec GPI sont non 

seulement moins hydrophobes mais aussi susceptibles d’induire une faible résistance stérique à 

la pénétration dans les greffons. Les phases avec GPI de type amide (Accucore™ Polar 

Premium et Zorbax Bonus RP) se distinguent par une interaction de type liaison hydrogène 

basique plus importante que celle avec carbamate (Cortecs Shield RP18). En effet, le GPI de 

type amide est plus basique qu’un carbamate [204]. Ces deux phases qui induisent la plus forte 

basicité, sont prédisposées à opposer la plus grande résistance à la pénétration des solutés dans 

les greffons. Contrairement au facteur Fs, l’analyse d’un radar plot combiné de l’ensemble des 

sept phases stationnaires montre que les phases stationnaires Accucore™ C18 et Nucleodur Isis 

peuvent être différenciées en termes de comportement chromatographique par leur 

hydrophobicité et leur aptitude à induire des liaisons hydrogènes (la phase Accucore™ C18 

prenant le dessus dans les deux types d’interactions). Hormis la sélectivité liée à l’échange de 

cation, Accucore™ C30 et Hypersil Gold™ C18 suivant le radar plot donneraient des 

séparations différentes. Nous montrons donc ici les limites du facteur Fs en ce qui concerne son 

utilisation pour le choix de phases stationnaires équivalentes puisque certaines conclusions 

faites sur sa base sont nuancées par les radar plots. Enfin, l’ensemble des radar plots pris 

isolément (Fig.28) montre l’hétérogénéité en termes de sélectivité de nos sept phases 

stationnaires. 
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Figure 28: Représentation des sélectivités prédites suivant le modèle de soustraction hydrophobe pour les sept phases stationnaires sous 

forme de radar plots.   
H, hydrophobicité ; S*, sélectivité stérique ; A, Liaisons hydrogène acides ; B, Liaisons hydrogènes basiques ; C, le degré d'ionisation du silanol ou interaction d’échange de 

cations. Toutes les valeurs pour chaque colonne suivant {Citation} sont normalisées à la valeur la plus élevée. 
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2.  Choix des eicosanoïdes dans le contexte « athérosclérose » 

Tous les eicosanoïdes choisis sont directement en rapport avec la pathogenèse de 

l’athérosclérose. De plus, les oxylipines incluses dans cette étude permettent d’explorer les 

problématiques liées à la séparation des isomères et isobares d’eicosanoïdes. Chaque sous-

famille des eicosanoïdes et leurs membres sont structurellement distincts et présentent des 

actions stéréospécifiques et des mécanismes biosynthétiques spécifiques. Au total 26 molécules 

ont été incluses dans notre mélange complexe 2 (tel que défini dans la partie matériel et 

méthodes) pour l’optimisation de la séparation en RP-HPLC. A titre d’exemple, la PGE2 et la 

PGD2 d’une part, la 14,15-DiHETE et la 5,6-DiHETE d’autre part, sont des isomères et isobares 

d’eicosanoïdes. La PGE2 et la PGD2 partagent le même profil MS/MS après fragmentation, 

compliquant donc leur dosage sans séparation préalable en RP-HPLC. Vu que des processus de 

chimiotactisme ont lieu au cours du développement de la plaque d’athérome, nous avons inclus 

des eicosanoïdes comme les HETEs jouant ce rôle. Certaines molécules choisies ont des effets 

opposés. La PGF2α agit comme vasoconstricteur tandis que la PGI2 est un vasodilatateur par 

relaxation des cellules musculaires lisses, mais aussi par inhibition de l’agrégation plaquettaire 

et inhibition de l’adhésion des leucocytes aux cellules endothéliales. La demi-vie très courte de 

la PGI2 dans les échantillons cellulaires [247,260] nous oblige à inclure son produit d’hydrolyse 

la 6-Céto PGF1α. La dégradation de la PGI2 en 6-Céto PGF1α a été constatée au cours de notre 

développement et était difficilement gérable malgré la conservation à -80°C. En revanche, nous 

ne nous sommes pas penchés sur la cinétique de dégradation à partir du moment où nous 

pouvons par extrapolation dire que la 6-Céto PGF1α est possiblement un marqueur de la 

présence de la PGI2. Deux précurseurs des eicosanoïdes à savoir l’AA et l’EPA nous aideront 

à mieux comprendre les possibles variations de nos molécules dans les échantillons cellulaires. 

3.  Comparaison des performances chromatographiques de sept 

phases stationnaires en mode isocratique 

3.1.  Analyse du profil de séparation du mélange 1 sur les sept phases 

stationnaires. 

Notre mélange 1 était composé de l’acide arachidonique (C20 :4), l’acide eicosapentaénoïque 

(C20 :5), l’acide linoléique (C18 :2), l’acide palmitique (C16 :0) et de l’acide oléique (C18 :1). 

Le calcul du nombre de carbone équivalent des 5 molécules [261,262] donne respectivement 

10-12-14-16-16. Globalement, on s’attendrait donc à une co-élution ou une faible résolution de 

séparation entre l’acide palmitique et l’acide oléique. 
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Une analyse rapide des profils de séparation d’AGPI sur les 7 phases stationnaires (Annexe I.4) 

permet de se rendre compte que seules les colonnes Accucore™ C18, Accucore™ C30, Cortecs 

Shield C18 et Hypersil Gold™C18 séparent les 5 composés avec une résolution supérieure à 

1,5. On note une co-élution des deux derniers composés (C 16:0 - C 18:1) pour Accucore™ 

Polar premium. Sachant que nous sommes dans des conditions acides de phase mobile, cette 

co-élution serait probablement due à des interactions secondaires de type liaison hydrogène 

entre les analytes et les groupements polaires intégrés de type amide.  

3.2.  Evaluation du facteur de rétention des phases stationnaires en mode 

isocratique 

La Figure 29 illustre les logarithmes des facteurs de rétention pour chaque AGPI évalué en 

mode isocratique sur les sept phases stationnaires. Cette première analyse permet de catégoriser 

nos phases en deux groupes : les plus rétentives dont Accucore™ Polar Premium et Nucleodur 

ISIS, et les moins rétentives telles que Accucore™ C30 et Hypersil Gold™C18. Globalement, 

la colonne Accucore™ C30 est la moins rétentive parmi les colonnes core shell avec le plus 

faible pourcentage de carbone de l’ordre de 5%. Cette rétention semble corrélée avec le 

pourcentage de greffage. Le faible taux de greffage d’Accucore™ C30 serait probablement dû 

à l’encombrement stérique pour un greffage à chaîne longue (C30). En revanche en termes de 

surface spécifique, on remarque que l’Accucore™ Polar Premium ayant une surface spécifique 

de 90 m2/g nettement inférieure à l’Hypersil Gold™C18 se retrouve plus rétentive. Ceci serait 

dû à la présence de GPI responsables d’interactions polaires secondaires. Aussi, la rétention de 

nos phases stationnaires semble corrélée au pourcentage de carbone à l’exception de 

Accucore™ Polar Premium et Hypersil Gold™ C18. De l’analyse de toutes ces données, il 

paraît clair que la rétention de nos phases stationnaires ne semble pas lier uniquement à la 

surface spécifique. En effet, plusieurs paramètres liés à la chimie de greffage, à la silice de base, 

et aux caractéristiques des particules interviennent pour expliquer les performances de rétention 

différenciées des colonnes. On remarque également que le Logk en fonction du nombre de 

carbone équivalent ne semble pas très linéaire pour nos phases stationnaires. En effet, les 

facteurs impliqués dans la rétention de molécules lipidiques sont multiples. Mise à part la 

présence ou non de GPI et de chimie de greffage qui sont source de rétention, la position et le 

nombre d’insaturations dans les AGPI influencent la rétention. Il est bien établi que le 

logarithme de la rétention est directement lié à la surface de contact des solutés avec la phase 

stationnaire [263]. Du fait de la dérivation quasi identique du Logk de l’acide linoléique par 

rapport à la pente de chaque phase stationnaire, l’on pourrait penser que l’acide linoléique a une 
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interaction moléculaire différente vis-à-vis des phases stationnaires par rapport aux autres 

solutés. Les deux insaturations dans la molécule lui impliqueraient donc une géométrie spatiale 

particulière lorsqu’elle interagit avec les greffons des phases.  

 

 

Figure 29: Evaluation de la rétention des sept phases stationnaires  en mode isocratique. 
Les performances de rétention ont été évaluées à partir du mélange 1 composé de 5 AGPI (C 20:5 ; C 20:4 ; C 

18:2 ;C 16:0 ; C 18:1). Phase mobile: (Eau:ACN, 70:30,v/v) contenant 0,04% HCOOH. Débit = 0.5 mL/min ; T = 

30°C ; Concentration du mélange = 50µg/ mL ; Vinj = 1µL. En orange : Accucore™ Polar Premium, en vert clair : 

Nucleodur Isis C18, en bleu : Accucore™ C18, en noir : Zorbax Bonus RP, en or : Cortecs Shield RP18, en rose : 

Accucore™ C30, en vert : Hypersil Gold™ C18. 

 

3.3.  Evaluation de l’efficacité des phases stationnaires 

Le détecteur utilisé (Corona® CAD) ne possède pas un profil de réponse linéaire contrairement 

au détecteur UV par exemple. Le signal obtenu n’est donc pas le reflet exact du profil de 
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concentration de l’analyte sous-jacent au tracé du pic chromatographique. Et donc, l’efficacité 

calculée ici correspond à une efficacité apparente. 

La figure 30 montre l’évaluation de la hauteur équivalente à un plateau théorique (HEPT) pour 

chaque colonne. Comme attendu, les colonnes de type core shell (Cortecs Shield C18 et 

Accucore™ C18, Polar premium et C30) montrent une meilleure efficacité apparente (avec 

environ 8 µm en HEPT). Cette valeur semble normale au vu du fait que la HEPT d’une colonne 

est en théorie égale à 2 ou 3 fois le diamètre des particules. Toute valeur au-delà de cette plage 

laisse supposer que la colonne ne serait pas suffisamment efficace pour des applications de 

séparation de mélange complexe. 

 

Figure 30 : Evaluation de l'efficacité apparente de sept phases stationnaires en mode 

isocratique. 
Phase mobile : A (Eau : ACN, 70:30, v/v) contenant 0,04% HCOOH; B(Acétonitrile,100,v) contenant 

0,04%HCOOH ; Débit = 0.5 mL/min ; T = 25°C ; Concentration du mélange de standards = 50µg/ mL ; Vinj = 

1µL. Les résultats sont exprimés en moyennes de HEPT ± coefficient de variation, n=10. Les coefficients de 

variation sont matérialisés par les barres d’erreurs. 

 

Le paramètre h a ensuite été calculé pour faire abstraction de l’influence du diamètre des 

particules constituantes les 7 colonnes afin de comparer leur performance entre elles. En 

pratique, des valeurs de h plus élevées, par exemple supérieures à 3 [195], sont l’indice d’un 

mauvais remplissage de la colonne ou d’une répartition granulométrique trop large des 

particules du support. La figure 31 montre l’évaluation de l’efficacité intrinsèque des phases. 

Les phases stationnaires de type Core shell semblent offrir une meilleure efficacité intrinsèque 

par rapport aux autres colonnes classiques. Ces résultats confirment les données de la littérature 

et s’expliquent en partie par le fait que le terme A de Van Deemter [180] et la vitesse linéaire 

de la phase mobile sont réduites dans les phases stationnaire de type core shell, ce qui permet 
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d’avoir une efficacité maximale [182]. Aussi, les colonnes Accucore™ ont entre elles une 

efficacité intrinsèque apparente comparable. Même si les données en ce qui concerne les 

dimensions des « shell : couche poreuse » ne sont pas disponibles, il est très probable que les 

dimensions de nos trois phases Accucore™ soient proches, ce qui expliquerait leur proximité 

en termes d’efficacité apparente intrinsèque. 

 

 

Figure 31 : Evaluation de l'efficacité apparente intrinsèque de sept phases stationnaires 

en mode isocratique.  
Phase mobile : A (Eau:ACN, 70:30,v/v) contenant 0,04% HCOOH; B(Acétonitrile,100,v) contenant 

0,04%HCOOH ; Débit = 0.5 mL/min ; T = 25°C ; Concentration du mélange de standards = 50µg/ mL ; Vinj = 

1µL. Les résultats sont exprimés en moyennes de HEPT ± coefficient de variation, n=10. Les coefficients de 

variation sont matérialisés par les barres d’erreurs. 

 

3.4.  Evaluation de la sélectivité des sept phases stationnaires en mode 

isocratique 

L’acide palmitique et l’acide oléique ont été choisis pour l’évaluation de la sélectivité des 7 

phases stationnaires en mode isocratique. La figure 32 montre que toutes les phases 

stationnaires séparent très bien les deux AGPI avec une sélectivité supérieure à 1.1 à l’exception 

d’Accucore™ Polar Premium. 
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Figure 32: Evaluation de la sélectivité des sept  phases stationnaires en mode isocratique. 
Le mélange 1 composé des 5 AGPI est celui analysé mais la sélectivité a été calculé ici entre l’acide palmitique et 

l’acide oléique. Phase mobile : A (Eau:ACN, 70:30,v/v) contenant 0,04% HCOOH; B(Acétonitrile,100,v) 

contenant 0,04%HCOOH ; Débit = 0.5 mL/min ; T = 25°C ; Concentration du mélange de standards = 50µg/ mL 

; Vinj = 1µL. 

 

4.  Comparaison des performances chromatographiques de phases 

stationnaires à polarité de phases inversée en mode gradient 

Afin de mieux comparer les 7 phases stationnaires pour l’analyse des eicosanoïdes, deux 

approches ont été utilisées : l’évaluation en mode gradient linéaire et en mode gradient optimisé. 

La nécessité de procéder à une comparaison via ces deux gradients se justifie par l’hétérogénéité 

de greffage, de chimie et les procédures de fabrications spécifiques selon les fournisseurs. En 

effet, les bandes de compression des pics ne sont pas similaires en fonction des pentes de 

gradient spécifique développé pour chaque phase stationnaire et oblige donc à explorer aussi le 

mode gradient linéaire. Les gradients d’élution sont largement étudiés dans la littérature [264].  

4.1.  Evaluation des capacités de rétention des phases stationnaires  

Nous avons choisi d’évaluer la rétention des phases stationnaires en compilant les données de 

facteurs de rétention moyens de 4 eicosanoïdes : PGE2, LXA4, 5-HETE, EPA. Ces 4 molécules 

sont représentatives de l’ensemble du profil chromatographique des eicosanoïdes étudiés dans 

ce travail. 

4.1.1.  Analyse en mode gradient linéaire 

La figure 33 illustre l’évaluation des facteurs de rétention moyen des phases stationnaires en 

mode gradient linéaire. La phase Nucleodur C18 ISIS et Zorbax Bonus RP s’avèrent les plus 
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rétentives. Ce résultat semble corrélé avec son pourcentage de greffage en carbone (20%) par 

rapport aux autres colonnes dont la teneur en carbone varie entre 5% et 11%. On remarque 

également que la phase Hypersil Gold™ C18 d’une part et les phases Cortecs Shield C18 et 

Accucore™ C18 Polar d’autre part ont des performances de rétention comparables. Ces valeurs 

de k comparables entre Cortecs Shield et Accucore™ Polar Premium seraient dues à la présence 

de GPI. Enfin, Accucore™ C30 avec un pourcentage de carbone le plus faible (5%) reste la 

moins rétentive. 

 

Figure 33: Moyenne des facteurs de rétention pour quatre eicosanoïdes pour chacune des 

sept phases stationnaires évaluées en gradient linéaire 
Phase mobile : A (Eau:ACN, 70:30,v/v) contenant 0,04% HCOOH; B(Acétonitrile,100,v) contenant 

0,04%HCOOH ; Débit = 0.5 mL/min ; T = 25°C ; Concentration du mélange de standards = 50µg/ mL ; Vinj = 

1µL. Les résultats sont exprimés en moyennes de k ± écart type, n=3. Les écarts types sont matérialisés par les 

barres d’erreurs. 

 

4.1.2.  Analyse en mode gradient optimisé 

Les résultats de l’évaluation des sept phases stationnaires en mode gradient optimisé montrent 

une répartition des phases en deux groupes sur des critères de composition de la phase mobile 

: un premier groupe composé de phases type Core Shell et un deuxième groupe constitué de 

colonnes classiques (Annexe I.3).  

L’évaluation des facteurs de rétention des colonnes de type core shell (Fig.34) montre que 

l’Accucore™ C30 est la moins rétentive et les colonnes core shell avec groupement polaire 
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intégré (Accucore™ C18 Polar et Cortecs Shield C18) ont en moyenne des facteurs de rétention 

comparables. Ces résultats confirment nos résultats expérimentaux que ce soit en mode analyse 

isocratique des AGPI ou en mode gradient linéaire. 

L’analyse du deuxième groupe (phases stationnaires classiques) vient conforter elle aussi les 

résultats en mode isocratique comme en mode linéaire, la Nucleodur C18 ISIS demeure la plus 

rétentive. Zorbax Bonus RP avec un taux de carbone de 9,5% possède un facteur k relativement 

plus élevé que l’Hypersil Gold™ C18 qui a un %C de 11 %. Ceci s’expliquerait par la présence 

d’un GPI de type amide dans Zorbax Bonus RP. Enfin, le pourcentage de phase aqueuse de 

l’ordre de 85% approprié à l’élution des prostanoïdes avec des pics fins montre à quel point ces 

phases classiques sont plus rétentives par rapport aux phases Core Shell (70% phase aqueuse ; 

Annexe I-3). 

 

Figure 34: Moyenne des facteurs de rétention pour quatre eicosanoïdes sur les SEPT 

phases stationnaires en mode gradient optimisé.  
Phase mobile: A (Eau:ACN, 70:30,v/v) contenant 0,04% HCOOH; B(Acétonitrile,100,v) contenant 

0,04%HCOOH ; T = 25°C sauf pour Cortecs Shield C18 Phase mobile: A (Eau:ACN, 70:30,v/v) contenant 0,04% 

HCOOH; B(Acétonitrile :Isopropanol,70 :30,v) contenant 0,04%HCOOH et pour les colonnes classiques : Phase 

mobile: A (Eau:ACN, 85:15,v/v) contenant 0,04% HCOOH; B(Acétonitrile,100,v) contenant 0,04%HCOOH; 

Débit = 0.5 mL/min ; T = 25°C ; Concentration du mélange de standards = 50µg/ mL ; Vinj = 1µL. Les résultats 

sont exprimés en moyennes de k ± écart type, n=3. Les écarts types sont matérialisés par les barres d’erreurs. 

 

4.2.  Evaluation de l’efficacité apparente des huit phases stationnaires en 

mode gradient linéaire 

L’évaluation de l’efficacité apparente des phases stationnaires en mode gradient linéaire (figure 

35 et 36) montre que les colonnes de type core shell semblent plus efficaces que les colonnes 
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classiques. Ces résultats confirment ceux attendus suivant la littérature [178]. Les colonnes 

Accucore™ C30 et Cortecs Shield RP18 se distinguent par une meilleure efficacité. La bonne 

performance des colonnes de type core shell résulte d'un terme B plus petit (en raison de la non 

porosité du noyau, ce qui donne un volume de lit compact réduit accessible à la diffusion) 

[91,92] et d'un terme A très réduit (compte tenu de l’homogénéité de remplissage mais aussi de 

la forme régulière des particules core shell préalablement constituées) [178,265,266]. Les 

phases Accucore™ C30 et Accucore™ Polar Premium partagent la même taille de pore (150) 

mais n’ont pas la même efficacité. Cette différence serait liée à des défauts de conditionnement 

se traduisant par un défaut d’homogénéité de remplissage des particules notamment sur les 

parois de la colonne [178]. A la différence des phases à particules partiellement poreuses, les 

phases stationnaires classiques se caractérisent par des particules totalement poreuses se soldant 

par un terme B plus grand et une résistance au transfert de masse plus importante aboutissant à 

des pics plus larges.  

 

Figure 35: Moyenne des hauteurs équivalentes à un plateau théorique (HEPT) pour sept 

phases stationnaires évaluées en mode gradient linéaire.  
Phase mobile: A (Eau:ACN, 70:30,v/v) contenant 0,04% HCOOH; B(Acétonitrile,100,v) contenant 

0,04%HCOOH ; Débit = 0.5 mL/min ; T = 25°C ; Concentration du mélange de standards = 50µg/ mL ; Vinj = 

1µL. Les résultats sont exprimés en moyennes de HEPT ± coefficient de variation, n=3. Les coefficients de 

variation sont matérialisés par les barres d’erreurs. 
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Figure 36: Moyenne des hauteurs équivalentes à un plateau théorique réduit (h) pour 7 

phases stationnaires évaluées en mode gradient linéaire.  
Phase mobile: A (Eau:ACN, 70:30,v/v) contenant 0,04% HCOOH; B(Acétonitrile,100,v) contenant 0,04% 

HCOOH ; Débit = 0.5 mL/min ; T = 25°C ; Concentration du mélange de standards = 50µg/ mL ; Vinj = 1µL. Les 

résultats sont exprimés en moyennes de h ± coefficient de variation, n=3. Les coefficients de variation sont 

matérialisés par les barres d’erreurs. 

 

4.3.  Comparaison des phases stationnaires par des critères d’optimisation de 

la sélectivité 

La sélectivité dépend des facteurs de rétentions, qui eux-mêmes, sont intimement liés à la 

chimie de greffage. Notre choix de phase stationnaire appropriée à la séparation des 

eicosanoïdes est essentiellement basé ici sur des critères d’optimisation de la sélectivité. Ces 

critères d’optimisation de la sélectivité sont entre autres : la sélectivité, la capacité de pic (Pc) 

et le time needed (TNE).  

4.3.1.  L’évaluation de la sélectivité de séparation des eicosanoïdes 

Sur la base de la chimie de nos phases stationnaires, celles-ci peuvent être regroupées en deux 

types de sélectivité à savoir une sélectivité stérique et une sélectivité fonctionnelle. Toutes nos 

phases stationnaires sont dotées d’une sélectivité stérique à différents degrés du fait de leur 

chimie de greffage différente. La phase Accucore™ C30 a une sélectivité méthylène plus 

importante du fait de sa longueur de chaîne. La sélectivité fonctionnelle caractérise beaucoup 

plus les phases stationnaires avec GPI comme Accucore™ Polar premium, Cortecs Shield RP18 

et Zorbax bonus RP C18. Cette sélectivité fonctionnelle est le plus souvent mise à profit pour 

la rétention et la séparation de composés polaires à l’instar des prostanoïdes.  
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L’analyse de la sélectivité mesurée entre sept couples de prostanoïdes (Fig.37) pour chaque 

phase stationnaire en mode gradient linéaire permet de les catégoriser en deux groupes : d’une 

part les phases à particules partiellement poreuses (Accucore™ C18, Accucore™ Polar 

Premium, Accucore™ C30 et Cortex Shield RP18) et d’autre part celles à particules totalement 

poreuses (Hypersil Gold™ C18, Nucleodur Isis C18 et Zorbax Bonus RP C18). Cette 

catégorisation rejoint celle effectuée sur la base des facteurs de rétentions en mode gradient 

linéaire comme en gradient optimisé des sept phases stationnaires. De ces observations (Fig.33-

34 et 37), les phases avec particules totalement poreuses sont plus rétentives mais moins 

sélectives par rapport aux phases avec particules partiellement poreuses. La similarité de 

comportement entre les colonnes classiques est particulièrement surprenante dans la mesure où 

nous aurions pu nous attendre à plus de diversité en termes de comportement 

chromatographique et au vu de la sélectivité prédite de nos phases stationnaires. Une possible 

explication serait que les prostanoïdes interagissent avec les phases stationnaires de façon très 

similaire. Les colonnes classiques n’offrent pas une sélectivité satisfaisante car trop proche de 

1 à la différence des colonnes core shell dont la sélectivité varie de 1,3 à 2 (Fig.37). Accucore™ 

C18 Polar et Cortecs Shield C18 (phases stationnaires avec GPI) ont une sélectivité comparable 

avec deux co-élutions. 
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Figure 37 : Evaluation de la sélectivité des sept phases stationnaires  pour la séparation 

des prostanoïdes en gradient linéaire. 
Phase mobile : A (Eau:ACN, 70:30,v/v) contenant 0,04% HCOOH; B(Acétonitrile,100,v) contenant 

0,04%HCOOH ; Débit = 0.5 mL/min ; T = 25°C ; Concentration du mélange de standards = 50µg/ mL ; Vinj = 

1µL. 

 

Pour le profil complet des eicosanoïdes par RP-HPLC (Fig.41), des co-élutions supplémentaires 

ont été observées pour les colonnes avec GPI. Ces co-élutions ne seraient pas le seul fruit des 

interactions des GPI. Considérons l’exemple des thromboxanes co-élués TXB1 et TXB2 sur les 

colonnes avec GPI. Ces deux molécules diffèrent uniquement par le nombre d’insaturations. 

Sachant qu’une insaturation ne peut être susceptible d’interactions polaires et en faisant appel 

au modèle de soustraction hydrophobe, on peut déduire que la résistance stérique à la 

pénétration opposée par les greffons des colonnes avec GPI serait à la base de la co-élution de 

TXB1 et TXB2. Ces observations confirment les valeurs de S prédites par le modèle pour les 

phases avec GPI. En revanche, Accucore™ C30 et Accucore™ C18 montrent une seule co-

élution correspondant à la co-élution du 6-céto PGF1α et PGI2. Afin d’illustrer notre explication 
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en ce qui concerne les mécanismes moléculaires impliqués pour la rétention d’AGPI, nous 

avons proposé une représentation schématique (Fig.38). La figure 38 illustre l’insertion de trois 

AGPI C18 :1 C18 :2 et C20 :3 sur une phase greffée C18. Chaque insaturation induirait une 

réduction de la surface de contact entre le soluté et la phase stationnaire impliquant ainsi une 

diminution de la rétention. La diminution de la rétention (surface en vert sur les greffons) 

comme le montre la figure 38 semble proportionnelle au nombre d’insaturations. Cette surface 

de contact soluté-greffon de la phase stationnaire participe donc aussi à la sélectivité entre les 

composés d’intérêt. Le nombre et la position des insaturations impliquent ipso facto une 

géométrie particulière à la molécule se traduisant par une résistance à la pénétration lors de 

l’interaction soluté-phase stationnaire (Fig.38).  

Une question qui pourrait être déduite de nos observations est la suivante : un pourcentage de 

greffage élevé ne serait pas un facteur limitant à la pénétration des solutés polyinsaturés dans 

les greffons? Nombre de travaux ont été réalisés pour tenter de comprendre les interactions 

moléculaires des solutés au contact de la phase stationnaire. Les mécanismes moléculaires 

d’interactions [155,190,206] et de pénétration de solutés tels que les triglycérides [263,267,268] 

dans les greffons des phases stationnaires à polarité de phases inversée ont largement été étudiés 

dans la littérature. Suivant les travaux de Tchapla et Guiochon en 1984, le changement 

d’interaction moléculaire est dépendant de la longueur de chaîne greffée sur les silices [268]. 

En effet, l’évaluation du Logk en fonction de l‘augmentation de la sélectivité méthylène de 

molécules sur des phases monomériques greffées C1, C6, C8, C18 montre une corrélation 

linéaire pour C1 mais un changement de pente à partir d’une certaine sélectivité méthylène pour 

les phases greffées C18 et C8 [263,268]. La discontinuité dans la linéarité de la droite a été 

expliquée par Martin, et al. [263] comme le reflet d’un changement de conformation des 

molécules au cours de leur pénétration dans les greffons des phases stationnaires. Du fait de 

l’encombrement stérique, la tête glycérique se dispose à l’opposé du sens de pénétration dans 

les greffons. Des études spectroscopiques RMN et X-Ray de conformations structurales de 

triglycérides [269] montrent que les deux chaînes de l’extrémité sont orientées dans le même 

sens et la chaîne du milieu en sens opposé. Il se produit donc une pénétration partielle du fait 

de l’encombrement et de la présence de doubles liaisons [263].  
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Figure 38: Schéma illustrant le mécanisme de rétention des acides gras polyinsaturés, la 

résistance stérique à la pénétration et des interactions polaires secondaires sur une phase 

C18 et une phase C18 avec groupements polaires intégrés(GPI). 
a, b et c montrent l’influence du nombre et de la position des insaturations des acides gras polyinsaturés sur leur 

rétention sur une phase stationnaire à polarité de phases inversée. Les flèches en vert indiquent les interactions de 

type liaison hydrogène entre un silanol non ionisé et le groupement carboxyle du soluté ou un groupement donneur 

ou accepteur tel que le carbamate du GPI. Les flèches en bleu montrent les interactions ioniques de type échange 

de cation entre un silanol ionisé et un groupement soit de la phase stationnaire ou des groupements du soluté.  d 

est une illustration d’une phase greffée C18 avec GPI à l’origine de diverses interactions type liaison hydrogène 

ou d’échange d’ions susceptible de se produire au cours d’une séparation chromatographique.  C18 :1 pour acide 

oléique, C18 :2 pour acide linoléique, C20 :3 pour acide homo-gamma-linolénique, GPI pour groupement polaire 

intégré. 

 

4.3.2.  La capacité de pic (Pc) 

Afin de s’affranchir de l’hétérogénéité du temps de gradient entre les analyses en gradient 

linéaire et ceux en gradient optimisé, nous avons défini une capacité de pic par minute. La 

capacité de pic par minute a été définie comme la mesure du nombre de pics qui peuvent être 

contenus dans une fenêtre de temps d’élution d’une minute. 

𝐏𝐜
𝐦𝐢𝐧⁄  =  

𝐏𝐜 

𝐭𝐠
                                                                                           Equation 44 

En combinant l’équation 36 et 44, on déduit une équation globale pour la capacité de pic par 

minute : 

𝐏𝐜
𝐦𝐢𝐧⁄  =  

𝟏+
𝐭𝐠

(
𝟏
𝐧

) ∑ 𝛚𝐧
𝟏

𝐭𝐠
=

1
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+

1

(
𝟏

𝐧
) ∑ 𝛚𝐧

𝟏

                                                         Equation 45 
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La capacité de pic par minute obtenue en mode gradient optimisé est plus élevée que celle en 

mode gradient linéaire (Fig.39). Ceci s’explique par le fait que les pics obtenus dans une analyse 

en mode gradient optimisé bénéficient d’une compression des bandes d’élution des pics [264]. 

Les colonnes « core shell » offrent une plus grande capacité de pic par minute pour l’analyse 

des eicosanoïdes. Enfin, Accucore™ C30 et Cortecs Shield C18 montrent les meilleurs résultats 

avec une capacité de pic par minute d’environ 10 en mode gradient linéaire et de 14 en mode 

gradient optimisé. 

 

Figure 39: Capacité de pic par minute en fonction des phases stationnaires.  
Gradient linéaire (Phase mobile : A (Eau:ACN, 70:30,v/v) contenant 0,04% HCOOH; B(Acétonitrile,100,v) 

contenant 0,04%HCOOH ; Débit = 0.5 mL/min ; T = 25°C; Vinj = 1µL., Gradient optimisé (Annexe I-2) 

 

4.3.3.  Le time needed (TNE) 

Le time needed a été calculé à partir de l’équation 39 précédemment décrite (Partir I-Chapitre 

IV-2.4.5). La figure 40 montre que le temps théorique nécessaire pour séparer tous les 

composés de notre mélange est relativement plus faible pour Accucore™ C30 (de l’ordre de 40 

minutes en mode gradient linéaire à 15 minutes en mode gradient optimisé) par rapport aux 

autres phases stationnaires. 

En résumé, toutes les phases stationnaires type core shell offrent de meilleures performances 

chromatographiques par rapport aux autres. Notre étude permet de souligner que Accucore™ 

C30 même étant la moins rétentive semble offrir une capacité de pic plus élevée et une 

séparation beaucoup plus rapide (Annexe I-5).  
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Figure 40: Evaluation du time needed pour la séparation d'un mélange complexe 

d'eicosanoïdes sur les sept phases stationnaires.  
Gradient linéaire (Phase mobile : A (Eau:ACN, 70:30,v/v) contenant 0,04% HCOOH; B(Acétonitrile,100,v) 

contenant 0,04%HCOOH ; T = 25°C ; V injecté = 1µL ; Débit = 0,5mL/min, Gradient optimisé (Annexe I-2) 

 

4.4.  Comparaison des meilleurs profils chromatographiques des sept phases 

stationnaires à polarité de phases inversée 

L’analyse de l’ensemble des profils montre une séparation en sous-familles d’eicosanoïdes (PG, 

LTB4, DiHETE, EET, HODE et HETE). L’ordre d’élution habituellement obtenu est le suivant 

: PGs, LTs, DiHETE, HEPE, HODE, HDHA, HETE, EET et enfin les précurseurs des 

eicosanoïdes (EPA et AA). Les eicosanoïdes les plus hydrophiles (les plus polaires) tels que les 

PG éluent très vite. En effet, les prostaglandines (PG) avec de multiples groupes hydroxyles et 

un cycle prostane rigide à 5 carbones, constituent la sous-famille la plus polaire des 

eicosanoïdes. Les molécules les plus hydrophobes comme les HETE/EET requièrent une grande 

proportion de solvant organique (acétonitrile ou méthanol) dans la phase mobile pour leur 

élution. L’utilisation de l’isopropanol même en faible proportion (10%) induit une perte 

significative de l’efficacité et donc un élargissement des pics sur toutes les phases stationnaires 

de cette étude à l’exception de Cortecs Shield C18. Ce phénomène s’explique par la viscosité 

trop élevée de l’isopropanol qui augmente la résistance au transfert de masse (Terme C de 

l’équation de Van Deemter) par ralentissement de la cinétique d’échange phase stationnaire-

phase mobile. L’ajout de 30% d’isopropanol dans la phase mobile B pour la phase Cortecs 

Shield C18 permet de mieux séparer les HETE, espèces qui co-éluent dans les travaux antérieurs 

[39,82].  
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L’analyse des différents profils de séparation (Fig.41) permet de se rendre compte que toutes 

les colonnes n’ont pas la même sélectivité de séparation, confirmant ainsi les prédictions suivant 

les radar plots réalisés à partir des données du modèle HSM (Fig.28). Les colonnes avec 

particules superficiellement poreuses (core shell) offrent de meilleurs profils de séparation. Les 

phases stationnaires de type core shell à l’exception de Cortecs Shield C18 offrent non 

seulement une analyse relativement plus rapide (7 minutes) mais une sélectivité satisfaisante 

pour les PG et les HETE. Ces méthodes sont donc nettement plus rapides que celle développée 

dans la littérature avec une colonne Symmetry C18 pour le profilage de 23 oxylipines [247]. Le 

Fs (Annexe I.6) calculé pour la phase stationnaire Symmetry C18 montre qu’elle aurait une 

sélectivité proche de celle de Cortecs Shield RP18 et Nucleodur Isis C18. Les colonnes de type 

core shell avec GPI ne séparent pas les thromboxanes et se distinguent aussi par soit une 

inversion de l’élution des EET (acide epoxy-eicosatétraénoïque) ou soit leur co-élution (cas de 

Cortecs Shield RP18 (Fig.41-c). Ces co-élutions observées pour ces phases avec GPI seraient 

dues aux interactions polaires secondaires entre les GPI et les composés et/ ou les silanols 

(confère les termes A, B, C du modèle de soustraction hydrophobe). Sur la base d’un criblage 

de plusieurs phases stationnaires de différentes chimie (C8, C18, PFP, Polar RP), les travaux 

de Rago, et al. [39] ont permis de sélectionner la phase Synergi-Fusion RP (2.1 x100 mm, 2,5 

µm) qui permet d’obtenir une meilleure résolution globale dans le profilage de 18 eicosanoïdes. 

Ils ont attribué les meilleurs résultats obtenus à la présence du GPI de nature éther phényl dans 

cette phase. Dans notre étude, la phase Accucore™ C30 sépare avec une meilleure sélectivité 

d’une part le 15-HETE et le 8-HETE et, d’autre part, le 14,15-EET et 8,9-EET en comparaison 

au profil issu des travaux de Rago, et al. [39] . Suivant le facteur Fs (Annexe I.6) de Synergi-

Fusion RP vis-à-vis de nos phases stationnaires, seuls Nucleodur Isis C18 et Hypersil Gold™ 

C18 lui sont proches en termes de sélectivité prédictive. Toutefois, il est important de garder à 

l’esprit le fait que les phases utilisées dans les études [247] et [39] n’ont pas les mêmes 

caractéristiques de particules que les nôtres. A l’aide d’une colonne BEH C18 (150 × 2.1 mm, 

1.7 µm), une séparation de 64 oxylipines en chromatographie ultra haute performance en fluide 

supercritique a été réalisée avec une bonne sélectivité globale malgré la co-élution de certaines 

espèces [214]. Le Fs calculé (Annexe I.6) pour cette colonne trifonctionnelle BEH permet de 

se rendre compte qu’elle est attendue à être beaucoup plus proche des colonnes sans GPI de 

notre étude. Suivant nos résultats, la phase stationnaire Accucore™ C30 (Fig.41.c et 46) sépare 

mieux les HETE d’une part, et 14,15-DiHETE vis-à-vis de 5,6-DiHETE d’autre part comparé 

aux travaux de Berkecz, et al. [214]. Enfin, Accucore™ C30 et Accucore™ C18 montrent des 

profils comparables (Fig.41). Au vu des performances décrites plus haut en termes de capacité 
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de pic, de temps d’analyse et de sélectivité, l’Accucore™ C30 semble la plus propice à l’analyse 

des eicosanoïdes [270]. 
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Figure 41: Chromatogrammes obtenus pour des conditions optimales de séparations des 

eicosanoïdes pour les sept phases stationnaires. 
(a) Accucore™ C18; (b) Accucore™ Polar Premium; (c) Accucore™ C30; (d) Cortecs Shield C18; (e) Hypersil 

Gold™ C18; (f) Nucleodur Isis C18; (g) Zorbax Bonus RP. Entouré en pointillé bleu : TXB1, TXB2, PGE3. 

Entouré en pointillé vert : Leucotriènes et 14,15-DiHETE, En rose : les HETEs. En orange : les EETs et CTA2) 

Pour la composition de la phase mobile et les gradients optimisés, voir Annexe I.2 et 4. T = 25 °C; Concentration 

du mélange de standards = 50 µg/mL; V injec = 1 μL; Débit = 0.5 mL/min. 
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4.5.  Evaluation de l’impact du pH et de la température sur la séparation des 

eicosanoïdes 

4.5.1.  Evaluation de l’influence du pH 

Une évaluation de l’influence du pH par ajout de différentes proportions d’acide formique (0 ; 

0,02% ; 0,04% ; 0,08% et 0,1%) a été effectuée.  

L’ajout de l’acide formique semble indispensable à l’élution des prostanoïdes (entourés en bleu 

foncé, Fig.42-a) et déterminant dans la séparation des leucotriènes (Fig.42). Ces résultats 

concernant les leucotriènes sont en accord avec ceux de Mathews, et al. [271] et Powell [272]. 

Les travaux de Mathews, et al [271] ont permis de montrer que les peptido-leucotriènes ont un 

comportement chromatographique différent par rapport aux autres eicosanoïdes et sont 

fortement impactés par la variation du pH. D’après ces travaux, le LTB4 s’avère plus retenu 

que le LTC4 à un pH 6, l’inverse étant vrai dans les conditions acides [271]. Ces observations 

sont contraires à celles de Raquel Martin-Venegas [51] mais confirment ceux de William 

Powell [143]. Si le profil des prostanoïdes en (Fig.42-a) était lié aux interactions secondaires 

indésirables liées aux silanols ionisés, l’on s’attendrait à plus de rétention des prostanoïdes en 

l’absence d’acide formique. Tout se passe comme si les prostanoïdes imposaient leur pH à la 

phase stationnaire en l’absence d’ajout de l’acide formique. Ces interactions avec la phase 

stationnaire se font suivant une cinétique lente expliquant la traînée de pic. Aussi il faut noter 

que le pH n’a aucun impact significatif sur la rétention des HETE/EET. Au vu de nos résultats, 

une proportion de 0,04% correspondant à un pH approximatif de 3 a donc été retenue pour la 

méthode sur Accucore C30. 
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Figure 42: Evaluation du pH de la phase mobile sur la rétention des leucotriènes sur 

Accucore™ C30. 
Phase mobile: A (Eau:ACN, 70:30, v/v), B (Acétonitrile,100,v) conteanant (a) 0% HCOOH; (b) 0.02% HCOOH; 

(c) 0.04% HCOOH; (d) 0.08% HCOOH; T = 25 °C; Concentration du mélange de standards = 50 µg/mL; V injec 

= 1 μL; Débit = 0.5 mL/min. PGs-TX: prostaglandines-thromboxanes; LT: leucotriènes. 

 

4.5.2.  Evaluation de la température 

Une température au-delà de 30°C induit une diminution de la résolution de TXB2 et PGE3 (en 

bleu Fig. 43) aboutissant à leur co-élution à partir de 45°C. Quelle que soit la phase stationnaire 

utilisée, le premier pic correspond à une co-élution du 6-céto PGF1α et de la PGI2. Notons que 

le 6-céto PGF1α est une fome tautomère de la PGF2α. L’augmentation de la température permet 

de réduire l’effet tailing du pic correspondant à la co-élution du 6-Céto PGF1α et la PGI2. Une 

injection de la PGI2 seule permet de déduire que la co-élution serait due à l’existence 

d’interactions polaires secondaires entre la 6-céto PGF1α et la phase stationnaire. Une 

diminution de pH de la phase mobile (Fig. 42) est sans effet sur cette co-élution et permet de 

déduire que la perte d’efficacité du pic serait liée à une interaction de type liaison hydrogène 

entre un hydrogène donneur du silanol et la cétone accepteuse de liaison hydrogène (6-céto 

PGF1α) qui retarde la cinétique d’échange.  
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Figure 43: Effet de la température sur la rétention des eicosanoïdes sur Accucore™ C30. 
Phase mobile: A (Eau:ACN, 70:30,v/v) contenant 0,04% HCOOH; B(Acétonitrile,100,v) contenant 

0,04%HCOOH ; a) T = 30°C ; b) T=35°C ; c) T= 45°C ; Concentration du mélange de standards = 50 µg/mL; V 

injecté = 1µL ; Débit = 0,5mL/min 

 

Dans la mesure où il était particulièrement compliqué de séparer certains isomères (TXB1-

TXB2-PGE3 d’une part et LTB4-14,15-DiHETE-5,6-DiHETE d’autre part), nous nous sommes 

intéressés à l’impact de la température sur la sélectivité de reconnaissance de forme entre ces 

molécules. La co-élution constatée de la TXB2 et PGE3 à partir de 45°C permet de déduire que 

la température influence significativement la sélectivité stérique. La figure 44 traduit 

l’évaluation de la sélectivité entre 4 couples d’eicosanoïdes isomères ou isobares en fonction 

de l’augmentation de la température. Suivant cette figure 44, lorsque la température augmente, 

la reconnaissance de forme diminue ; aboutissant à une co-élution entre TXB2 et PGE3. Ces 

faits confirment les résultats de la littérature [273]. En revanche, l’augmentation de la 

température permet d’augmenter la sélectivité entre le 14,15-DiHETE et le LTB4. On peut 

déduire que l’impact de la température sur la sélectivité est dépendant de la structure de la 

molécule. Au vu de la variation globale de la sélectivité entre TXB2/TXB1, PGE3/TXB1, 

14,15-DiHETE/LTB4 et 5,6-DiHETE/ 14,15-DiHETE, nous avons choisi une température de 
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20°C comme compromis pour l’analyse des eicosanoïdes. Toutefois, il n’y avait pas de 

différence significative entre le profil global des eicosanoïdes à 20 et 25°C. 

 

 

Figure 44: Evaluation de la sélectivité en fonction de l'augmentation de la température 

entre certains isomères d'eicosanoïdes sur Accucore C30. 
Le mélange 1 a été injecté trois fois pour chaque température (10 °C, 15 °C, 20 °C, 25 °C, 30 °C, 35 °C, 40 °C, 

and 45 °C). Les résultats sont exprimés par la moyenne ± écart type. Les autres conditions chromatographiques 

sont les suivants : Phase mobile : A (Eau: Acétonitrile, 70:30, v/v) contenant 0.04% HCOOH; B (Acetonitrile, 100, 

v) contenant 0.04% HCOOH; Concentration du mélange de standards = 50 µg/mL; V injec = 1 μL; flow rate = 0.5 

mL/min. 

 

 

4.6.  Effet de l’acétonitrile et du méthanol sur la séparation des eicosanoïdes 

Le méthanol est un promoteur de liaisons hydrogène tandis que l’acétonitrile solvate les 

analytes d’intérêts via des interactions dipolaires. Suivant nos résultats, la force éluante de 

l’acétonitrile est plus importante que celle du méthanol (Fig. 45 et Annexe I-7) et rejoint les 

observations faites dans une étude de séparation de molécules polyinsaturées [274]. Du fait que 

la séparation des isobares et isomères HETE s’avère difficile, l’effet des deux solvants sur leur 

sélectivité de séparation a été étudié. L’acétonitrile est non seulement plus éluant que le 
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méthanol mais offre une meilleure sélectivité entre les isomères de HETE en mode gradient 

(Annexe I-7). L’analyse en mode isocratique de la séparation des HETE en RP-HPLC a permis 

à Powell, et al. [275] de montrer que le méthanol offre une meilleure résolution de séparation 

des HETE (notamment 15-HETE, 12-HETE, 5-HETE) mais avec des pics larges donc une 

moins bonne efficacité comparativement à l’acétonitrile. En revanche, cette méthode est très 

longue (~1 heure) et limitée à 5 espèces d’HETE et d’EET. L’analyse d’un mélange plus 

complexe d’eicosanoïdes par une phase mobile optimisée à base d’acétonitrile (Fig. 45-a) ou 

de méthanol (Fig. 45-b) comme phase organique montre que l’acétonitrile est plus éluant avec 

une meilleure sélectivité globale que ce soit pour les prostanoïdes (Fig.45- a, bleu foncé) ou 

les HETE et les autres espèces (Fig.45-b, en vert). Contrairement à nos observations selon 

lesquelles l’ajout d’acide formique est un prérequis à l’élution des prostanoïdes par une phase 

organique à base d’acétonitrile, l’élution par une phase mobile à base de méthanol des 

prostanoïdes est indifférente à l’ajout d’un modificateur de pH (Annexe I.8). Cela s’explique 

par le fait que le méthanol masque les interactions secondaires des silanols résiduels dans la 

phase stationnaire. Ce résultat en combinaison avec nos observations en figure.42-a permettrait 

de dire que le profil des prostanoïdes obtenu sur Accucore™ C30 sans modificateur de pH 

s’expliquerait probablement par des silanols résiduels ionisés qui interagissent par échange de 

cation et liaison hydrogène avec les prostanoïdes. La deuxième explication qui pourrait justifier 

cette observation vient du fait que le méthanol soit plus efficient que l’acétonitrile dans la 

compétition avec l’eau qui entoure les groupements hydroxyles des prostanoïdes du fait de ses 

possibles liaisons hydrogènes [275]. Ainsi, au cours d’une séparation en phase hydro-

organique, le méthanol solvaterait mieux les prostanoïdes comparativement à l’acétonitrile en 

l’absence d’un modificateur de pH. La quasi co-élution observée des acides epoxy-

eicosatétraénoïque (8,9-EET et 14,15-EET) pour une séparation à base d’eau-méthanol (Fig.45-

b) serait due à des liaisons hydrogènes entre l’atome d’oxygène (de l’époxy) accepteur de 

liaison hydrogène et l’hydrogène du méthanol aboutissant à une solvatation non différentielle 

des deux isomères. Une phase mobile basée sur l’acétonitrile est suivant nos résultats le meilleur 

solvant pour séparer les espèces isobariques à l’instar des prostaglandines, en accord avec les 

résultats de Powell [272]. Cependant, des solvants plus polaires, tels que le méthanol, sont 

probablement nécessaires pour obtenir des pics plus fins et améliorer la résolution [51].  
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Figure 45: Effet du changement de la phase organique sur la séparation d'un mélange 

complexe d'eicosanoïdes. 
Phase stationnaire : Accucore™ C30(100mm x2,1mm x 2,6µm) ; T=25°C ; Phase mobile a) Phase mobile: A 

(Eau:ACN, 70:30,v/v) contenant 0,04% HCOOH; B(Acétonitrile,100,v) contenant 0,04%HCOOH, , b) Phase 

mobile : A (Eau: MeOH, 50:50,v/v) contenant 0,04% HCOOH; B(MeoH,100,v) contenant 0,04%HCOOH. T = 

25°C ; Concentration du mélange de standards = 50 µg/mL; V injecté = 1µL ; Débit = 0,5mL/min. 

 

Conclusion  

L’importance biologique et physiologique des eicosanoïdes a suscité l’intérêt de développer 

une méthode rapide capable d’analyser les isomères et isobares d’eicosanoïdes. Pour ce faire, 

nous avons eu recours à la chromatographie liquide à polarité de phases inversée. La  RP-HPLC, 

une des techniques couramment utilisées en lipidomique [62,276–279], permet la séparation 

des lipides sur la base de leur hydrophobicité, le nombre et la position des doubles liaisons 

[280]. La ressemblance structurale des eicosanoïdes implique un choix de phase stationnaire 

adaptée à leur séparation. Sur la base du modèle HSM et du facteur Fs [198], sept phases 

stationnaires de chimie et de sélectivité différentes ont été sélectionnées. Des radar plots ont 

ensuite permis de s’assurer de l’hétérogénéité de sélectivité de nos phases stationnaires à 

polarité de phases inversée.  

Une étude comparative sur la base des descripteurs de performances chromatographiques a 

permis de confirmer que les colonnes de type core shell sont plus efficaces [178]. Parmi les sept 

phases stationnaires étudiées, Accucore™ C30 s’avère la phase stationnaire la moins rétentive. 

Les colonnes avec GPI offrent une sélectivité globale meilleure pour les prostanoïdes mais non 
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satisfaisante pour discriminer certains isomères comme les thromboxanes (TX) et les acides 

epoxyeicosatriénoïques (EETs). La sélectivité de séparation des isomères TXB1 et TXB2 nous 

a orienté vers une exploration des mécanismes moléculaires impliqués dans la séparation 

d’isomères de positions des eicosanoïdes en ce qui concerne la sélectivité stérique liée à la 

géométrie spatiale des solutés. Le meilleur profilage des eicosanoïdes obtenu suivant nos 

conditions optimisées (Fig.46) montre que Accucore™ C30 offre une meilleure sélectivité de 

séparation des prostaglandines comparée à des travaux récents [39,107,147]. Malgré son faible 

taux de greffage, Accucore™ C30 se distingue par une meilleure sélectivité, une grande 

capacité de pics et une analyse plus rapide (6 minutes). Enfin, un pH de 3 et une température 

de 20-25°C ont découlé de nos analyses comme propice à l’analyse des eicosanoïdes sur 

Accucore™ C30. Des performances de Accucore™ C30 pour sa capacité de séparation des 

lipides ont été rapportées dans la littérature [281]. Malgré nos optimisations en RP-HPLC et les 

performances de Accucore™ C30, de nombreuses co-élutions persistent : c’est le cas par 

exemple du 6-Céto-PGF1α et la PGI2, le 20-HDHA et le 9-HODE. Aussi une quasi co-élution 

entre le LTB4 et la 14,15-DiHETE est à noter. Pour cette raison, nous avons décidé d’explorer 

les performances de la NP-HPLC pour tenter de résoudre ces co-élutions voire améliorer la 

sélectivité entre d’autres espèces.  
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Figure 46: Profilage de 24 oxylipines et 2 acides gras polyinsaturés par UHPLC à polarité de phases inversée sur Accucore™ C30. 
Phase mobile : A (Eau:ACN, 70:30,v/v) contenant 0,04% HCOOH; B(Acétonitrile,100,v) contenant 0,04% HCOOH. T = 25°C ; Concentration du mélange de standards = 50 

µg/mL;  V injecté = 1µL ; Débit = 0,5mL/min 
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Chapitre 2:  Analyse des eicosanoïdes en 

Chromatographie à polarité de phases 

normale  
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Compte tenu de la présence à l’état de traces et des ressemblances structurales des oxylipines, 

une séparation de toutes les espèces moléculaires en chromatographie liquide est requise pour 

améliorer la fiabilité de leur quantification. Malgré les efforts consentis pour un choix de phase 

stationnaire à polarité de phases inversée adaptée à l’analyse des oxylipines, de nombreuses co-

élutions persistent [270]. Nous évaluons dans ce chapitre les performances de la NP-HPLC pour 

la séparation des eicosanoïdes. 

 

I.  Matériel et Méthodes 

1.  Matériel 

1.1.  Solvants et Standards 

L’isooctane, l’acétone, l’acétate d’éthyle, le chloroforme et l’acide acétique de qualité HPLC, 

ont tous été obtenus auprès de Sigma Aldrich (Saint Louis, USA). Rarement utilisé en NP-

HPLC, l’acétonitrile de qualité HPLC-MS de Sigma Aldrich a également été utilisé pour 

optimiser nos séparations en NP-HPLC. 

Les standards utilisés sont les mêmes que ceux présentés dans le chapitre 1 de la partie II (I.1.1) 

1.2.  Les phases stationnaires testées 

Quatre phases stationnaires à savoir Nucleosil (silice vierge), Kinetex (silice vierge), Hypersil 

Gold™ CN et Luna NH2 ont fait l’objet d’étude. Les caractéristiques ainsi que les fournisseurs 

des différentes colonnes sont référencées dans le tableau 12. 
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Tableau 12: Tableau récapitulatif des phases stationnaires à polarité de phases normale 

testées. 

Fournisseur Machery 

Nagel 

Phenomenex Thermo Fisher Phenomenex 

Nom commercial Nucleosil Kinetex Hypersil GOLD™ 

Cyano 

Luna® NH2 

Chimie Silice Silice CN Aminopropyl 

Longueur (mm) 150 150 100 150 

Diamètre interne (mm) 2 2.1 2.1 2 

Diamètre des particules 

(µm) 

3 2.6 3 3 

% C – – 4% 5 % 

Taille des pores (Å) 100 100 175 100 

Surface spécifique (m2/g) 340 – 220 320 

USP – L3 L10 L8 

 

1.3.  La préparation des échantillons 

Un mélange composé de 24 oxylipines et 2 AGPI (Tableau 8 ou Partie II chapitre I-1.1) 

solubilisés dans du chloroforme pour obtenir une concentration de 50µg/mL ont servi pour nos 

développements chromatographiques. 

2.  Méthodologie en NP-HPLC 

Notre développement a été effectué sur une UHPLC (Thermo Scientific, Dionex Ultimate 3000) 

couplé à un détecteur d’aérosols chargés Corona CAD® avec les paramètres suivants : pression 

du gaz (Azote), 35 Psi; total flow, 1.53; flow ratio, 0.39; electrometer heater, 35 °C; corona 

voltage, 2.34 kV; Icor, 1.00Ua; IonT, 20.4 V; range, 100 pA. Le Corona CAD a été alimenté 

par un générateur d’azote (Esa nitrogen generator, Model N2-4000-L1252). L’isooctane, 

l’acétone, l’acétate d’éthyle, l’isopropanol, le méthanol et l’acétonitrile ont permis d’optimiser 

la phase mobile. L’ajout d’acide acétique a permis de limiter les interactions secondaires. Les 

autres conditions chromatographiques étaient : débit =0,8mL/min, température du four = 20°C, 

volume d’injection = 2 µL. 
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II.  Résultats et discussion 

On peut regrouper nos phases stationnaires en deux grands groupes à savoir celle à silices 

partiellement poreuses (Kinetex) et celles totalement poreuses telles que Nucleosil, Luna NH2 

et Hypersil Gold™ Cyano. Une analyse en mode gradient linéaire et optimisé a été réalisée de 

manière systématique sur toutes les phases stationnaires suivie de leur comparaison via des 

descripteurs de performance chromatographique plus particulièrement la sélectivité. Du fait des 

performances de particules de type core-shell décrites dans la littérature, nous avons choisi de 

commencer notre développement par la colonne Kinetex 

 

1.  Développement d’une méthode de séparation des eicosanoïdes 

sur Kinetex 

1.1.  Optimisation de la phase mobile 

Nous avons dans un premier temps eu recours à l’heptane comme phase mobile apolaire vers 

l’acétone en phase mobile polaire (Fig.47, a). Le résultat montre que quel que soient les 

optimisations effectuées en termes de gradient, ces solvants ne permettent pas de discriminer 

l’ensemble des 26 molécules. Le pic le plus important correspond à la majorité des espèces 

moléculaires sans les prostanoïdes. Les prostanoïdes éluent au milieu et fin de gradient avec 

des pics très larges quasiment confondus avec la ligne de base. L’augmentation de la force 

éluante du solvant B en associant l’acétone et l’isopropanol (Fig.47, b) est sans effet. L’ajout 

de l’isopropanol se traduit par une élution plus rapide des pics co-élués. La diminution de la 

force éluante par une phase B à base d’isooctane et d’isopropanol (Fig.47,c) permet d’améliorer 

la finesse des pics mais est moins adaptée pour distinguer l’ensemble des 26 molécules 

notamment celles co-éluées au cours de notre développement en phase inverse (Fig.46) 

Tous ces résultats nous ont orientés vers un solvant de sélectivité mixte en phase B à base de 

l’isooctane, acétate d’éthyle et d’isopropanol en proportion optimisée (Fig.47,d). En utilisant 

cette phase mobile en gradient linéaire, une meilleure séparation est obtenue même si des co-

élutions subsistent. Cette phase mobile a ensuite été utilisée pour réaliser un développement en 

gradient optimisé suivi de sa comparaison avec le profil en gradient linéaire. 
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Figure 47:  Profils de séparation des eicosanoïdes en NP-HPLC sur Kinetex. 
a) Phase A : Heptane/Acide Acétique (99.96 :0.04, v/v), Phase B : Acétone/ Acide acétique (99.96 :0.04, v/v) ; b) 

Phase A : Heptane/Acide Acétique (99.96 :0.04, v/v), Phase B : Acétone/ Isopropanol/Acide acétique (84.96 :15 

:0.04, v/v/v), c) Phase A : Isooctane/Acide Acétique (99.96 :0.04, v/v), Phase B : Isooctane/ Isopropanol/Acide 

acétique (84.96 :15 :0.04, v/v/v), d) Phase A : Isooctane/Acétate d’éthyle/Acide Acétique (99.46 :0.5 :0.04, v/v/v), 

Phase B : Isooctane/Acétate d’éthyle/Isopropanol/Acide Acétique (19.96 :75 :5 :0.04, v/v/v/v). Tous les profils 

a),b),c) et d) ont été obtenus en mode gradient linéaire. Vinj = 1µL, Débit: 0,8 mL/min, T° : 20°C, Concentration: 

50µg/mL 

 

1.2.  Comparaison de profils d’eicosanoïdes en gradient linéaire et gradient 

optimisé 

Une optimisation de gradient et de phase mobile a été réalisée. Les meilleurs profils sont 

représentés à la figure 48. Une comparaison des meilleurs profils obtenus en gradient linéaire 

versus gradient optimisé (Fig.48) montre une séparation avec un nombre de pics plus important 

pour le gradient linéaire associé à une meilleure sélectivité.  
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Figure 48: Comparaison de profil des eicosanoïdes sur Kinextes avec la meilleure phase 

mobile. 
a) Gradient linéaire, b) Gradient optimisé. Phase A : Isooctane/Acétate d’éthyle/Acide Acétique (99.46 :0.5 :0.04, 

v/v/v), Phase B : Isooctane/Acétate d’éthyle/Isopropanol/Acide Acétique (19.96 :75 :5 :0.04, v/v/v/v). Vinj = 1µL, 

Débit: 0,8 mL/min, T° : 20°C, Concentration : 50µg/mL 

 

2.  Développement de la séparation des eicosanoïdes sur Luna NH2 

2.1.  Optimisation de la phase mobile 

Sur la base des résultats d’optimisation sur Kinetex, le développement sur Luna NH2 a 

commencé par une phase mobile à base d’isooctane et d’acétate d’éthyle. En effet, l’acétate 

d’éthyle est un solvant de polarité moyenne et accepteur de liaison hydrogène. Le premier 

résultat de notre développement sur Luna NH2 (Fig.49) est surprenant dans la mesure où l’on 

aurait pu s’attendre à une meilleure séparation. En superposant ce profil d’eicosanoïdes à un 

profil de blanc (chloroforme injecté), on s’aperçoit que l’isooctane contiendrait des impuretés 

de polarité proche des eicosanoïdes, qui s’accumulent et éluent au fur et à mesure de 

l’augmentation du pourcentage d’acétate d’éthyle. Une double purification de l’isooctane a été 

réalisée au travers de la silice vierge pour réduire le taux d’impuretés. Le profil ci-dessous 

(Fig.49) montre un dédoublement de pic pour le pic du solvant. Ceci serait probablement dû au 

fait que notre solvant d’injection soit plus fort que la phase mobile A.  
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Figure 49: Séparation des eicosanoïdes sur Luna NH2 avec une phase mobile à base 

d’isooctane et acétate d’éthyle.  
Phase A : Isooctane/Acétate d’éthyle/Acide Acétique (97.96 :2 :0.04, v/v/v), Phase B : Acétate d’éthyle/Acide 

Acétique (99.96 :0.04, v/v). Vinj = 1µL, Débit: 0,8 mL/min, T° : 20°C, Concentration : 50µg/mL. En noir : 

Mélange de 26 molécules (eicosanoïdes + AGPI), en orange : blanc (injection de chloroforme). 

 

L’analyse de la figure 50 montre plusieurs pics correspondant à des co-élutions. A titre 

d’exemple, la quasi-totalité des leucotriènes co-éluent avec des impuretés de l’isooctane. 

L’étalement des pics de prostaglandines et thromboxanes (PG-TX) nous a orienté vers 

l’utilisation de l’acétone en proportion 50-50 avec l’acétate d’éthyle (Fig.50-b). L’acétone a 

permis ainsi d’obtenir une meilleure séparation en passant d’un pic à deux pour les prostanoïdes. 

Néanmoins la séparation des isomères et isobares d’HETE ou même de prostanoïdes est 

impossible dans ces conditions de solvant et quelle que soit l’optimisation du gradient. 

L’augmentation de l’acétone dans la phase B n’a aucun effet sur l’efficacité et la résolution des 

pics (Fig.50-c). Ensuite, en utilisant une phase B à base de méthanol et d’acétate d’éthyle, une 

co-élution de l’ensemble des composés d’intérêts et des impuretés est observée (Annexe II.1). 

En revanche, l’ACN est difficilement miscible à l’isooctane. Pour ce faire, nous avons utilisé 

l’acétate d’ethyle comme co-solvant afin d’avoir un mélange miscible et monophasique avec 

l’ACN. Le résultat montre que ni’l’ACN, ni le méthanol ne permettent la séparation des 

eicosanoïdes sur une phase LUNA NH2 (Fig.50- d). 
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Figure 50: Optimisation de phases mobiles pour la séparation des eicosanoïdes sur Luna 

NH2 en gradient linéaire. 
a) Phase A : Isooctane/Acétate d’éthyle/Acide Acétique (97.96 :2 :0.04, v/v/v), Phase B : Acétate d’éthyle/Acide 

Acétique (99.96 :0.04, v/v) ; b) Phase A : Isooctane/Acétate d’éthyle/Acide Acétique (97.96 :2 :0.04, v/v/v), Phase 

B : Acétone/Acétate d’éthyle/Acide Acétique (49.96 :50 :0.04, v /v/v). c) Phase A : Isooctane/Acétate 

d’éthyle/Acide Acétique (97.96 :2 :0.04, v/v/v), Phase B : Acétone/Acétate d’éthyle/Acide Acétique (79.96 :20 

:0.04, v/v/v) ; d) Phase A : Isooctane/Acétate d’éthyle/Acide Acétique (97.96 :2 :0.04, v/v/v), Phase B : Acétate 

d’éthyle/ACN/MeOH/Acide Acétique (74.96 :20 :5 :0.04, v/v/v/v). Vinj = 1µL, Débit : 0,8 mL/min, T° : 20°C, 

Concentration : 50µg/mL 

 

2.2.  Comparaison des profils des eicosanoïdes en mode gradient linéaire et 

gradient optimisé 

Une optimisation d’un gradient en utilisant la phase mobile optimale de Kinetex ne permet pas 

de résoudre les difficultés de séparations d’eicosanoïdes en NP-HPLC. Même si son temps 

d’analyse semble plus long, le gradient linéaire sépare mieux les PG-TX (Fig.51). La phase 
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Luna NH2 qui est une phase aminopropyle, ne semble pas adaptée à la séparation des 

eicosanoïdes. Toutefois, nous avons retenu le profil en gradient linéaire pour le confronter aux 

meilleurs profils des autres colonnes. 

 

Figure 51: Comparaison de profilage d'eicosanoïdes et précurseurs en mode gradient 

linéaire et optimisé sur Luna NH2. 
a) Gradient linéaire ; b) Gradient optimisé. Phase A : Isooctane/Acétate d’éthyle/Acide Acétique (99.46 :0.5 :0.04, 

v/v/v), Phase B : Isooctane/Acétate d’éthyle/Isopropanol/Acide Acétique (19.96 :75 :5 :0.04, v/v/v/v). Vinj =2µL, 

Débi t: 0,8 mL/min, T° : 20°C, Concentration : 50µg/mL 

 

3.  Développement et optimisation de la séparation en NP-HPLC 

sur Nucleosil 

La figure 52 montre les meilleurs profils obtenus sur la phase stationnaire Nucleosil. Les profils 

a et b de la figure 52 montrent que ni l’isooctane, ni l’heptane en association avec l’acétate 

d’éthyle ou encore l’acétone ne permettent d’obtenir une sélectivité globale satisfaisante. En 

revanche, l’isooctane semble mieux séparer les prostanoïdes (les 4 derniers pics) avec une 

meilleure sélectivité (Fig.52-a). Les profils c et d de la figure 52 sont respectivement les profils 

en gradient optimisé et linéaire avec la même phase mobile. Le profil c (Fig.52) se caractérise 

par une sélectivité étroite comparativement au profil d obtenu en gradient linéaire. 
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Figure 52: Comparaison de profils de séparation d'eicosanoïdes et précurseurs sur 

Nucleosil. 
a), b), c) sont obtenus en mode gradient optimisé. d) en mode gradient linéaire. a) Phase A: Isooctane/Acétate 

Ethyle/A. Acétique (99,46: 0,5 :0,04), Phase B : Isooctane/Acétate Ethyle/A.Acétique (85: 15 :0,04%). b) Phase 

A: Heptane/A. Acétique (99.96 :0,04, v/v), Phase B : Acétone/acétate ethyle/A.Acétique (89.96:10 :0,04, v/v/v). 

c) et d) . Phase A : Isooctane/Acétate d’éthyle/Acide Acétique (99.46 :0.5 :0.04, v/v/v), Phase B : Isooctane/Acétate 

d’éthyle/Isopropanol/Acide Acétique (19.96 :75 :5 :0.04, v/v/v/v). Vinj =1µL, Débit : 0,8 mL/min, T° : 20°C, 

Concentration : 50µg/mL. 

 

4.  Développement et optimisation de la séparation en NP-HPLC 

sur Hypersil Gold™ CN 

Les mêmes optimisations de phases mobiles ont fait l’objet d’étude sur HypersilGold Cyano 

dont les meilleurs profils en mode gradient optimisé (Fig.53-a et c) et linéaire (Fig.53-b et d) 

sont rapportés ci-dessous. L’heptane associé à l’acétone (Fig.53-a) aboutit à un profil avec des 
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pics mal résolus. En réalité, nos différents tests effectués ont permis de se rendre compte que 

les impuretés étaient plus abondantes dans l’heptane par rapport à l’isooctane. C’est l’une des 

raisons pour laquelle notre développement a été principalement réalisé avec l’isooctane. En 

mode gradient linéaire (Fig.53-b), l’isopropanol semble offrir une meilleure séparation mais 

présente encore plusieurs co-élutions d’isomères des HETE, des EET, et des prostanoïdes. 

Cependant, l’isopropanol semble trop éluant en mode gradient optimisé aboutissant à des 

molécules (AGPI, EETs, et quelques HETEs) qui éluent presque dans le temps mort. Suivant 

d’autres tests réalisés, une diminution de ce pourcentage d’isopropanol permet d’augmenter 

légèrement la rétention mais ne semble pas améliorer la sélectivité. Le meilleur profil a été 

obtenu avec le mélange des trois solvants (isooctane, acétate d’éthyle et isopropanol) en phase 

B. Il faut préciser qu’un profil similaire est observable en mode gradient linéaire. 
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Figure 53: Optimisation des profils de séparation des eicosanoïdes sur Hypersil Gold™ 

CN. 
a) Phase A : Heptane/Acide Acétique (99.96 :0.04, v/v), Phase B : Acétone/ Acide acétique (99,96 :0,04, v/v). b) 

et c) A: Isooctane/Isopropanol/A. Acétique (99,46 :0,5 :0.04, v/v/v), Phase B: Isooctane/isopropanol/A.Acétique 

(84,96 :15 :0,04 , v/v/v). d) Phase A : Isooctane/Acétate Ethyle/A. Acétique (99,46 :0,5 :0,04, v/v/v), Phase B : 

Isooctane/Acétate Ethyle/isopropanol/A.Acétique (20 :75 :5 :0,04, v/v/v/v). a) et c) sont obtenus en mode gradient 

optimisé. b) et d) sont obtenus en mode gradient linéaire. 

 

5.  Comparaison des profils de séparation d’eicosanoïdes obtenus 

sur les 4 phases stationnaires. 

Par comparaison des meilleurs profils obtenus pour chaque phase stationnaire, la phase Hypersil 

Gold™ Cyano semble offrir la meilleure sélectivité globale. Pour des profils non montrés ici, 

les impuretés étaient plus retenues par certaines colonnes comme Luna NH2 que d’autres 

notamment Hypersil Gold™ CN. 



199 

  

Suivant le tableau 13, les phases stationnaires diffèrent entre elles sur des critères de chimie et 

de géométrie de particules. En revanche, il est difficile de corréler ou expliquer l’hétérogénéité 

des profils de séparation d’eicosanoïdes sur les différentes colonnes avec leurs caractéristiques. 

Afin d’expliquer le meilleur résultat obtenu sur Hypersil Gold™ CN, nous nous sommes 

penchés sur une analyse de la chimie de toutes ces phases avec les interactions qui s’y rattachent 

(tableau 13). 

Tableau 13: Résumé des phases stationnaires avec les interactions 

Phases 

statioonaires 

Hypersil Gold™ 

CN 

Kinetex Luna NH2 Nucleosil 

Chimie 

Interactions 

d’échange 

d’ions et 

liaisons 

hydrogènes,  

Interactions 

hydrophobes 

Interactions 

dipolaires 

fortes 

Interactions 

π-π faibles 

 

Interactions 

d’échanges 

d’ions et 

liaisons 

hydrogènes 

 

Interactions 

d’échange 

d’ions et 

liaisons 

hydrogènes, 

Interactions 

hydrophobes  
 

Interactions 

d’échanges 

d’ions et 

liaisons 

hydrogènes 

 

Interactions 

possibles 

    

 

La structure des eicosanoïdes implique pour leur séparation des interactions de type 

hydrophobes, de type liaisons hydrogène, de type liaisons dipolaires et rarement d’échange 

d’ions. Même si nous sommes dans des conditions acides, il subsiste toujours des silanols 

résiduels susceptibles d’interagir via des interactions polaires avec les eicosanoïdes. Il en résulte 

une perte d’efficacité, expliquant en partie des pics larges pour la plupart des profils décrits ci-

haut. Au vu de leur structure, la largeur des pics des prostanoïdes conforte l’existence de cette 

interaction polaire. Ainsi en plus des interactions hydrophobes, il y a également de fortes 

interactions dipolaires qui sont susceptibles d’avoir lieu avec les insaturations des eicosanoïdes. 
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Ce mécanisme expliquerait donc le meilleur profil de séparation obtenu sur Hypersil Gold™ 

CN (Fig.53-d et 54). 

 

Conclusion 

Il est très rare de recourir à la NP-HPLC pour la séparation des eicosanoïdes. A ce jour et à 

notre connaissance, il n’existe qu’une seule méthode de séparation des eicosanoïdes en NP-

HPLC qui est non seulement très longue mais aussi limitée à quelques espèces [143]. Pour cette 

raison, une exploration des performances de la NP-HPLC pour la séparation des eicosanoïdes 

a été réalisée. Nous l’avons utilisé ici pour évaluer son apport  à la séparation de certains 

isomères et isobares co-élués en RP-HPLC [270]. Par confrontation du profil NP-HPLC 

(Fig.54) au profil RP-HPLC (Fig.46), on voit par exemple que le 6-Céto PGF1α et la PGI2 

jamais séparés en chromatographie liquide à polarité de phases inversée le sont en 

chromatographie liquide à polarité de phases normale. Aussi les isobares 12-HETE et 8-HETE 

d’une part et 14,15-DiHETE et LTB4 d’autre part sont bien séparés en NP-HPLC. La NP-HPLC 

serait donc une alternative pour la séparation de certains isomères en vu de leur quantification 

en spectrométrie de masse. Il en résulterait une meilleure sensibilité de détection pour ces 

espèces co-éluées en RP-HPLC.
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Figure 54: Profilage de 24 eicosanoïdes et 2 acides gras polyinsaturés par HPLC à polarité de phases normale.  
Phase stationnaire : HypersilGold CN (100 mm x 2.1 mm x 3 µm) Phase mobile : A (Isooctane : Acétate d’Ethyle : A. acétique 99.46:0.5 :0.04, v/v/v); B(Isooctane : Acétate 

d’Ethyle : Isopropanol : A. acétique, 20:71:5 :0.04, v/v/v/v)). T = 20°C ; V injecté = 1µL ; Débit = 0,8mL/min
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Chapitre 3:  Développement de méthodes de 

détection par spectrométrie de masse  
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La quantification des eicosanoïdes se fait de nos jours préférentiellement sur un triple 

quadripôle en ESI négatif avec le mode MRM [108,116,257,282]. Notre objectif ici est de 

proposer une méthode alternative d’analyse des eicosanoïdes par un LTQ-Orbitrap® Velos Pro 

en mode DDA dans le cadre d’une approche ciblée. Ensuite, une méthode de détection sur un 

triple quadripôle de type LCMS-8060 en mode MRM a également été développée pour des fins 

d’exploration d’échantillons cellulaires pour une confrontation au profilage obtenu sur un LTQ-

Orbitrap® Velos Pro (Partie II-Chapitre 5). 

 

I.  Développement d’une méthode de détection sur un LTQ-

Orbitrap® Velos Pro 

1.  Choix du mode d’ionisation  

Nombre d’eicosanoïdes ne s’ionisent pas ou très peu en mode positif, confortant ainsi les 

données de la littérature [51,87,108,116] suivant laquelle le mode négatif est le plus approprié 

à leur analyse. A titre d’exemple, le 6 Céto-PGF1, la PGF2α, la PGE2, et l’ensemble des HETEs 

inclus dans cette étude ne s’ionisent que très faiblement ou pas du tout en mode ESI positif. Les 

spectres ci-dessous (Fig.55) représentent les résultats d’un full scan de la TXB2 respectivement 

en mode ESI positif et négatif. En mode ESI positif, on note une absence du pic moléculaire et 

une dispersion de l’intensité du pic moléculaire sous forme d’adduits tels que Na+, K+ et autres 

espèces moléculaires non identifiées. En revanche en mode ESI négatif, le pic moléculaire est 

bien intense et distinguable. Le mode ESI négatif a donc été retenu pour l’analyse des oxylipines 

et AGPI de notre étude. 

 

Figure 55: Acquisition en mode full scan de la TXB2 en ESI positif et négatif sur un LTQ-

Orbitrap® Velos Pro 



204 

  

2.  Les paramètres de source d’ionisation ESI 

Notre méthode RP-HPLC développée avec la phase stationnaire Accucore™ C30 sur l’UHPLC 

Ultimate 3000 a été couplée au LTQ-Orbitrap® Velos Pro équipé d’une source HESI-II (Heated 

Electrospray Ionisation). Il s’agit d’une source qui permet une meilleure désolvatation, ce qui 

augmente la sensibilité des analyses [283]. Après un compromis sur différents paramètres de 

source, une optimisation de la tension de source a fait l’objet d’étude. En effet, mis à part la 

tension de source que nous présenterons ci-dessous (Fig.56), la modification des autres 

paramètres n’influençait pas significativement la réponse du détecteur. Ces paramètres étaient 

définies donc comme suit: heater temperature = 300 °C, sheath gas flow rate = 40 arb, aux gas 

flow rate = 20 arb, sweep gas flow rate = 0 arb, capillary temperature = 350°C, s-lens RF level 

= 60%. Une optimisation de la tension de source par FIA (Flow injection analysis) a été réalisée 

à partir de 5 molécules représentatives du profil chromatographique dans les mêmes conditions 

chromatographiques que celles utilisées avec la phase stationnaire Accucore™ C30 (Fig.56). 

L’analyse de la figure 56-a montre que toutes les molécules ne s’ionisent pas suivant la même 

échelle : l’acide arachidonique répond très faiblement comparer au 15-HETE. Globalement, 

plus la tension de la source augmente, et plus le nombre d’ions moléculaires [M-H]
- formés 

augmente jusqu’à un optimum avant de diminuer. La 15-HETE est la molécule qui s’ionise le 

mieux parmi les 5 molécules. La tension optimale d’ionisation des cinq molécules varie entre 

3800 et 4200 V. Nous avons choisi 3800 V comme compromis pour deux raisons :  

- En raison de sa structure, le 15-HETE se fragmente très peu pour donner l’ion spécifique 

à suivre pour une quantification. Il paraît donc clair qu’il faut choisir une tension 

permettant d’ioniser le maximum de 15-HETE pour espérer améliorer la LOD. 

- La tension maximale recommandée par le fabricant du spectromètre de masse LTQ-

Orbitrap® Velos Pro (Thermofisher) est de 4200 V.  
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Figure 56: Optimisation de la tension de source HESI.  
a) l’aire sous la courbe utilisée est celle de l’ion moléculaire. b) l’aire sous la courbe des ions fragments spécifiques 

de chaque eicosanoïde. 

 

La diversité structurale des eicosanoïdes implique une hétérogénité en termes de mécanisme de 

fragmentation. A titre d’exemple, le 15-HETE malgré son ionisation plus importante en source 

(Fig.56-a), donne un ion fragment spécifique très peu intense (Fig.56-b). L’inverse est vrai pour 

le LTB4. L’acide arachidonique a un très faible coefficient de réponse et un ion spécifique qui 

se résume en une perte de CO2.  

Afin de suivre l’ensemble des 26 molécules avec un mode proche du MRM sur un triple 

quadripôle, le mode SRM au niveau de la trappe ionique a été utilisé. Pour ce faire, nous avons 

optimisé les énergies de collision en CID et choisi des transitions spécifiques. 

 

3.  Le mode SRM pour le suivi des transitions des eicosanoïdes 

3.1.  Optimisation de l’énergie de collision et choix des transitions à suivre 

La complexité et la ressemblance structurale des isomères et isobares d’eicosanoïdes impliquent 

des stratégies particulières pour les quantifier avec précision. La définition de transitions 

spécifiques à chaque eicosanoïde permet de s’assurer de la fiabilité de la quantification. A cette 

fin, une optimisation des énergies de collision a été réalisée et les ions à suivre par molécule ont 

été choisis. Les optimisations ont été réalisées par FIA dans les mêmes conditions de phase 

mobile que celles utilisées avec la phase stationnaire Accucore™ C30. Pour ce faire, 1 µL de 

chaque standard à 50 µg/mL a été injecté et une pompe quaternaire délivrait un solvant 

correspondant au pourcentage de solvant éluant pour chaque eicosanoïde. Après optimisation 

de l’énergie de collision dans une gamme allant de 0 à 150 eV, des transitions ont été définies 

après fragmentation par CID des molécules. Pour définir des transitions à suivre, il est courant 
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de recourir à deux ions fragments de l’ion moléculaire : l’ion d’identification ou ion de 

qualification et l’ion de quantification (ion spécifique). L’ion spécifique correspond à l’ion 

fragment spécifique issu de la fragmentation d’une molécule tandis que l’ion d’identification 

(non spécifique) permet de confirmer l’identité de la molécule. Dans la présente étude, l’ion 

d’identification est défini globalement comme une perte d’eau, ou de CO2 tandis que l’ion de 

quantification est le fruit d’une perte d’aldéhyde ou de CO2. Un diagramme montrant 

l’évolution de l’intensité de l’ion d’identification (en bleu) par rapport à l’ion de quantification 

(en orange) en fonction des énergies de fragmentation a été effectuée pour chacune des 26 

molécules (Annexe III.1). Les valeurs optimales d’énergie sont répertoriées dans le tableau 14 

(Page 215). Une énergie allant de 25 à 60 eV semble être l’énergie optimale de fragmentation 

des eicosanoïdes et AGPI étudiés. En général, on cherche à obtenir l’intensité de l’ion de 

quantification supérieure à celle de l’ion d’identification. A l’exception, de la TXB1, de la 

14 ,15-DiHETTE, l’EPA et l’AA, la fragmentation de nos molécules quelle que soit l’énergie 

ne permet pas d’obtenir l’intensité optimale satisfaisante pour l’ion de quantification. Le 

mécanisme de fragmentation par CID (une cellule de collision) qui fonctionne en mode résonant 

serait à l’origine de ce phénomène. En effet, le CID fonctionne en fragmentant principalement 

l’ion moléculaire. Il en résulte donc des ions de quantification très peu intenses dans le cas où 

ces derniers proviendraient d’autres ions fragments fils. 

3.2.  Optimisation de la fréquence d’acquisition sur la trappe ionique 

Après optimisation de l’énergie de collision et définition des transitions, cette partie traite de 

l’impact des différents paramètres sur la fréquence d’acquisition. L’objectif ici est d’arriver à 

obtenir un minimum de 10 points par pic pour s’assurer d’une quantification fiable. Dans un 

premier temps, une investigation à partir d’un mélange de deux standards à savoir la TXB2 et 

la PGE2 a été menée dans le but d’obtenir un nombre de points suffisants pour définir les pics 

chromatographiques des ions d’intérêt. La figure 57 représente les résultats des différentes 

stratégies menées. L’acquisition d’un full scan associée à un évènement MS2 et le suivi de trois 

transitions par molécules (Fig.57-1) aboutit à environ 7 points (TXB2) avec une fréquence 

d’environ 0,78 Hertz (Hz). Ce résultat montre que le nombre de point pour définir le pic de l’ion 

est insuffisant et nous oriente vers une réduction progressive du nombre d’évènements à réaliser 

de manière synchrone. L’abandon de l’évènement MS2 (Fig.57-2) suivi d’une modification de 

paramètres d’injection dans la trappe (Fig.57-3) sont sans effet sur la fréquence d’acquisition. 

Il semble donc clair qu’un nombre trop élevé d’évènements dans une même analyse se solde 

par une fréquence d’acquisition insuffisante. Fort de tous ces résultats, une réduction du nombre 
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de transitions par SRM à 2 (Fig.57-5) permet d’augmenter significativement la fréquence 

d’acquisition (~ 2,28 Hz pour TXB2) pour obtenir un nombre de point suffisant par pic (environ 

24 points). L’utilisation du mode scan rapide (Fig.57-6) et une réduction du temps d’injection 

dans la trappe à 5 ms (Fig.57-7) ne semblent pas améliorer la vitesse d’acquisition qui est de 

l’ordre de 2.25 Hz. Les conditions d’acquisition à la Figure 57-5 ont ensuite été utilisées en y 

ajoutant les transitions de chacune des 26 molécules (Fig.57-8) suivi d’une segmentation en 4 

voire 6 du profil chromatographique (Fig.57-8 et Annexe III-3). La fréquence maximale de 

l’ordre de deux spectres par seconde obtenue pour suivre deux molécules (Fig.57-5) passe à 

0,56 Hz dans le cadre du suivi de 26 molécules. En résumé, la vitesse d’acquisition de la trappe 

ionique n’est pas suffisante pour suivre un grand nombre de molécules par SRM pour une 

quantification. Une évaluation de la sensibilité (Annexe III.2) effectuée en fonction de ces 

différentes stratégies d’acquisitions montre une perte en sensibilité qui devient significative à 

partir de la méthode d’acquisitions 8 (Fig.57-8) ayant servi à analyser l’ensemble des 26 

molécules par segmentation de profil chromatographique (Annexe III.3). 

Il nous a été donné de constater que lorsque plusieurs transitions sont à suivre de manière 

synchrone, certains pics ne reviennent pas à la ligne de base ou ne sont pas du tout enregistrés, 

montrant ainsi la limite de notre approche.  
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Figure 57: Optimisation de la fréquence d'acquisition sur la trappe ionique linéaire 
Seule la transition par SRM correspondant à l’ion spécifique de chaque molécule est représentée : l’ion 169 (35 

eV @CID) pour la TXB2 et 271 (60 eV @CID)  pour la PGE2. Les différentes méthodes acquisitions sont 

détaillées comme suit : 1 : Full scan en basse résolution suivi d’un MS2 et SRM (3 transitions), 2 : Full scan en 

basse résolution avec suivi de 3 transitions par molécules par SRM, 3 : Full scan en basse résolution + diminution 

du temps d’injection dans la trappe (25 ms à 10 ms) et réduction du nombre de microscans de 4 à 1 ; 4 : 3 transitions 

par molécules + temps d’injection à 10 ms et nombre de microscan à 1 ; 5 : mêmes conditions que précédemment 

avec réduction du nombre de transitions à deux par molécule ; 6 : deux transitions (SRM) par molécule avec 

utilisation du mode scan rapide ; 7 : deux transitions par molécule avec réduction du temps d’injection dans la 

trappe à 5 ms ; 8 : Réduction du nombre de transitions à 1 par molécule pour suivre l’ensemble des 26 molécules 

par SRM et une subdivision du profil chromatographique en 4 segments. 
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Au terme de ce développement au niveau de la trappe ionique, deux problèmes se dégagent : 

une fréquence d’acquisition insuffisante mais aussi une fragmentation par CID ne produisant 

pas l’ion de quantification le plus intense (Annexe III-1). Notre développement a donc été 

orienté vers une acquisition en mode DDA avec une fragmentation par HCD. 

 

4.  Développement d’une méthode d’analyse des eicosanoïdes par 

DDA 

4.1.  Optimisation de l’énergie de fragmentation par HCD 

Dans une étude combinant protéomique et lipidomique, l’énergie normalisée de fragmentation 

par HCD a été fixée à 30 % pour tous les eicosanoïdes pour pouvoir suivre les eicosanoïdes sur 

une Q Exactive Orbitrap® [253]. Cette énergie n’étant pas forcément adaptée à la fragmentation 

optimale de toutes les espèces moléculaires, une optimisation de l’énergie de fragmentation a 

été réalisée. Dans la présente étude, une fragmentation dans la gamme 0 à 130 % par HCD a été 

réalisée pour chaque standard par FIA. 1 µL de chaque standard (50µg/mL) a été injecté dans 

les mêmes conditions chromatographiques que celles développées sur Accucore™ C30. 

Contrairement à une fragmentation par CID, l’analyse des graphes (Fig.58) montre que le 

mécanisme de fragmentation par HCD permet une augmentation progressive de l’ion de 

quantification (en orange, Fig.58) jusqu’à atteindre son optimum avant de diminuer à nouveau. 

En effet, l’optimisation de l’énergie de collision par HCD permet d’obtenir l’ion de 

quantification (courbe en orange, Fig.58) plus intense par rapport à l’ion d’identification 

(courbe en bleu, Fig.58). Il est important que l’ion de quantification soit le plus abondant par 

rapport aux autres ions, car il conditionne la valeur du seuil de détection. Le tableau 14 présente 

les énergies optimales correspondantes à l’intensité optimale pour chaque ion spécifique à 

suivre après fragmentation. A l’exception de la 6-Céto PGF1α et la PGI2 ; les ions spécifiques 

de quantification obtenus par fragmentation CID ou HCD sont identiques. La différence dans 

le mode d’activation par résonnance du CID ou non résonnant de l’HCD expliquerait ce résultat 

[145,249]. Autrement dit sur l’HCD, la dissociation des ions parents donne des ions fragments 

issus d’ions fils, qui eux-mêmes sont le fruit de fragmentation de l’ion moléculaire. 

Contrairement au CID qui a lieu dans un piège à ion linéaire, la fragmentation HCD se déroule 

dans une cellule de collision octopôlaire spécialement conçue, permettant d’augmenter 

l’énergie de fragmentation. Cela entraîne deux conséquences principales : 

Par rapport au CID, on observe moins d’ions fragments non spécifiques sur le spectre. 
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De plus, on s’affranchit d’une limite inhérente au CID : le « low-mass cutoff » [284]. Ce 

phénomène consiste en l’absence des fragments de basse masse (inférieure à un tiers de l’ion 

précurseur) sur les spectres CID classiques [250]. A la différence du CID, le HCD permet donc 

d’observer ces fragments. 

Les spectres de fragmentations de nos standards par HCD correspondant à leur énergie optimale 

de collision sont répertoriés à l’Annexe III-4. La nécessité de fragmenter par HCD suivant 

notre approche pour gagner en sensibilité est illustrée par la figure 58 et 59. 

 

Figure 58: Diagramme d’optimisation de l’énergie de fragmentation par CID (en haut) et 

par HCD (en bas) de la PGE2, la PGF2α et la 15-HETE 

 

Comme rapporté dans la littérature [285], des difficultés de séparation du 8-HETE et du 12-

HETE ont pu être résolues au travers du suivi des ions spécifiques de chaque molécule de m/z 

respectivement 155.07 et 179.11. Contrairement à l’ion m/z 163.11 issu de la fragmentation du 

6-Céto PGF1α, notre optimisation a permis de réaliser que l’ion m/z 245.19 était plus intense 

que m/z 163.11 avec une énergie de collision de 100% par HCD (Annexe III-4). L’ion 245.19 

correspond à une perte de deux molécules d’eau et deux molécules de CO2. L’ion m/z de 145.05 

issu de la fragmentation du 5,6-DiHETE correspond à une perte d’une molécule de CO2 suivi 

d’une perte d’aldéhyde de formule C5H9O2 (2 hydroxy-pentanal) issu du clivage entre le 

carbone 6 et 7 (Fig.60-a). Aucune donnée de la littérature n’a décrit la fragmentation de la 

CTA2. Le spectre de fragmentation de la CTA2 à son énergie optimale par HCD avec un ion 

spécifique de m/z 247.17 est rapporté dans ce travail de thèse. Cet ion correspond à une perte 

d’aldéhyde C6H12O due au clivage entre le carbone ω6 et ω7 (Fig.60-b). L’ion m/z 215 (perte 
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de deux molécules d’eau et d’un aldéhyde C6H12O correspondant au clivage entre le carbone 

ω6 et ω7) décrit en littérature [113] comme étant spécifique à la PGI2 (Fig.61-a) a été retrouvé 

sur son spectre de fragmentation par CID dans notre étude mais très peu intense sur celui issu 

de la fragmentation par HCD (Fig.61-b). La fragmentation par HCD aboutissait à un ion m/z 

143.07 (jamais décrit dans la littérature) correspondant à la perte d’une molécule d’eau, d’un 

aldéhyde C6H12O due au clivage entre le carbone ω6 et ω7 et un radical C7H6 (due à la 

délocalisation de la double liaison en position 5)  (Fig.61-b et Annexe III-4). L’ion m/z 143.07 

était très peu intense sur le spectre MS2 après fragmentation par CID à l’énergie optimale, 

montrant ainsi une différence dans la fragmentation par CID par rapport au HCD qui est plus 

énergétique [284].
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Figure 59: Spectres de fragmentation par a) CID et par b) HCD du 11-HETE sur le LTQ-Orbitrap® Velos Pro.  
Les analyses ont été réalisés par FIA dans les conditions chromatographiques de phase mobile de la phase stationnaire Accucore C30. Concentration = 50 µg/mL; Vinj = 1 µL. 

Le spectre 59) a) a été acquis en basse résolution tandis que celui 59) b) a été acquis à une résolution de 7500. 
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Figure 60: Spectres MS2 issus de la fragmentation par HCD  sur le LTQ-Orbitrap® Velos Pro 
Les spectres a) 5,6-DiHETE et b) CTA2 ont été obtenus par analyse en FIA dans les conditions chromatographiques de la phase satationnaire Accucore™ C30. Concentration 

= 50µg/mL ; V inj = 1 µL. Les spectres ont été acquis à une résolution de 7500. 

 

 

 

 

 

 

 

 



214 

  

 

Figure 61: Spectres MS2 issus de la fragmentation par CID (a) et par HCD (b) de la PGI2 
Les analyses ont été réalisées par FIA. Les ions issus de la fragmentation par CID ont été détectés en basse résolution à la différence de celle par HCD dtéectés en haute 

résolution. Les conditions chromatographiques en termes de pourcentage de phase mobile utilisée sont celles de la phase stationnaire Accucore™ C30. Concentration = 50 

µg/mL ; V inj = 1 µL. Le spectre 61) a) a été acquis en basse résolution tandis que celui 61) b) a été acquis à une résolution de 7500. 
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Tableau 14: Transitions et énergies optimales de fragmentation par CID et HCD des eicosanoïdes sur le LTQ-Orbitrap® Velos Pro. 

Temps de 

rétention 

(min) 

Eicosanoïdes-AGPI Formule brute 
Masse  

(LipidsMaps) 
[M-H]- 

 CID  HCD  

 

Transition 

Energie de 

fragmentation  
 

Ion spécifique 

Energie de 

fragmentation 

(eV)  (%) eV 

1.15 6-Céto-PGF1α C20H34O6 370.2355 369  163.11 45  245.19 100 35 

1.15 PGI2 C20H32O5 352.225 351  215.00 30  143.07 90 31 

1.83 TXB1 C20H36O6 372.2512 371  171.00 60  171.10 65 22 

1.98 TXB2 C20H34O6 370.2355 369  169.00 35  169.09 55 19 

2,21 PGE3 C20H30O5 350.2093 349  269.17 50  269.19 60 21 

2.34 PGF2α C20H34O5 354.2406 353  193.00 60  193.12 95 33 

2.48 PGE2 C20H32O5 352.225 351  271.17 60  271.21 60 21 

2.58 PGD2 C20H32O5 352.225 351  271.17 60  271.21 60 21 

2.76 LXA4 C20H32O5 352.225 351  115.00 25  115.04 55 19 

2.88 LTD4 C25H40N2O6S 496.2607 495  177.00 25  177.03 55 19 

3.49 LTB4 C20H32O4 336.2301 335  195.00 30  195.10 70 24 

3.53 14,15-DiHETE C20H32O4 336.2301 335  207.00 30  207.14 70 24 

3.72 5S,6R-DiHETE C20H32O4 336.2301 335  115.00 25  115.04 55 19 

4.41 5-HEPE C20H30O3 318.2195 317  115.00 30  115.04 70 24 

4.48 9-HODE C18H32O3 296.2351 295  171.00 35  171.10 75 26 

4.51 20-HDHA C22H32O3 344.2351 343  241.17 50  241.20 55 19 

4.6 15-HETE C20H32O3 320.2351 319  219.00 40  219.14 60 21 

4.71 11-HETE C20H32O3 320.2351 319  167.00 40  167.11 85 29 

4.79 12-HETE C20H32O3 320.2351 319  179.00 30  179.11 70 24 

4.83 8-HETE C20H32O3 320.2351 319  155.00 30  155.07 75 26 

4.9 5-HETE C20H32O3 320.2351 319  115.00 30  115.04 75 26 

5.13 14,15-EET C20H32O3 320.2351 319  219.00 30  219.14 60 21 

5.24 CTA2 C22H36O3 348.5 347  247.17 40  247.17 90 31 

5.35 8,9-EET C20H32O3 320.2351 319  155.00 25  155.07 65 22 

5.81 EPA C20H30O2 302.2246 301  257.17 30  257.23 50 17 

6.26 AA C20H32O2 304.2402 303  259.17 30  259.24 50 17 
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4.2.  Le mode DDA pour le suivi des eicosanoïdes 

Pour l’analyse par DDA, l’ensemble des ions quasi moléculaires [M-H]- des molécules d’intérêt 

a été rassemblé dans une liste d’ions à fragmenter (liste d’inclusion). L’énergie spécifique de 

fragmentation a été ajoutée à la liste. L’analyse des isomères et isobares d’eicosanoïdes est 

complexe du fait que certains partagent la même transition ou répondent très peu en présence 

d’un autre isomère. C’est le cas par exemple de la PGE2-PGD2, de la 14,15-DiHETE et 5,6-

DiHETE, et des molécules ayant un m/z de 319. Pour pallier ce problème, trois stratégies ont 

permis d’améliorer les analyses : 

- Une segmentation du profil chromatographique : deux colonnes dans la liste d’inclusion 

ont permis de préciser le temps de début et la fin du pic chromatographique. Il est 

important de préciser que tous les « segments » définis sur le profil chromatographique 

ont tous été analysés dans un même évènement (Annexe III-5) contrairement à la 

segmentation utilisée pendant les expérimentations en mode SRM (Annexe III-3). En 

effet pour un gain en fréquence d’acquisition en mode SRM, plusieurs évènements 

(chaque molécule est analysée dans un seul évènement) sont regroupés sous un seul 

segment, ce qui aboutit à plusieurs segments (4 à 6 dans notre cas) pour prendre en 

compte tout le profil chromatographique. 

- Une énergie commune de fragmentation par HCD (80%) a été attribuée pour les 

isomères de m/z 319 pour s’affranchir de problèmes de pics chromatographiques 

incomplètement balayés. 

- Enfin, lorsque cela est possible, un regroupement d’isomères et d’isobares dans un 

même segment a été réalisé permettant ainsi d’améliorer la fréquence d’acquisition pour 

obtenir un nombre de points suffisant pour définir les pics. C’est le cas du LTB4 et 

14 ,15-DiHETE qui sont mal résolus, des HETE du fait qu’ils ont des énergies de 

fragmentations relativement proches (Tableau 14).  

L’ensemble de ces approches combinées a permis d’atteindre une vitesse de balayage d’environ 

2 Hz (soit deux spectres par seconde pour TXB2, Fig.62) pour une analyse de l’ensemble des 

26 molécules contrairement au mode SRM (Fig.57-8) où une fréquence 0,56 Hz a été 

enregistrée. 
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Figure 62: Analyse d'eicosanoïdes par SRM et DDA. 
Un mélange des 26 molécules avec segmentation du profil chromatographique a été analysé pour les deux modes 

d’acquisitions : SRM et DDA. Les chromatogrammes correspondant au TXB2 et PGE2 ont ensuite été extraits. Le 

chromatogramme du SRM a été acquis en basse résolution et la DDA en hate résolution 7500. 

 

En plus des différents paramètres évoqués ci-dessus, à savoir l’utilisation d’une liste d’ions 

parents avec segmentation du profil chromatographique et des énergies optimales de collision, 

la fenêtre d’isolement pour qu’un ion soit pris en compte et fragmenté a été fixée à 1 uma. 

Globalement, l’acquisition en spectrométrie de masse a été réalisée en mode full scan en basse 

résolution dans une gamme de m/z allant de 230 à 500, suivi d’une fragmentation par HCD des 

deux ions les plus intenses dès qu’ils dépassent un seuil fixe. Les ions fragments obtenus sont 

ensuite détectés en haute résolution à une résolution de 7500 (pour m/z de 200). Une 

augmentation du nombre d’ions les plus intenses à fragmenter au-delà de deux n’a pas permis 

d’améliorer la sensibilité. Au contraire, l’augmentation du nombre d’ions le plus intense à 

fragmenter s’est soldé par une diminution de la fréquence d’acquisition dans la mesure où un 

évènement supplémentaire s’ajoute dans la méthode.  

Quelques difficultés issues de l’analyse en mode DDA sans segmentation du profil 

chromatographique peuvent être répertoriés dans ce travail. Des ions incomplètement balayés 

c’est à dire des pics qui ne reviennent pas à la ligne de base ou dont le début du pic manque 

(TXB1, TXB2, PGE3, LTD4, 20-HDHA, HETEs) ont été observés. Certains isomères donnent 
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des pics informatifs à la différence d’autres qui ne doivent leur présence qu’à des pseudo-pics 

noyés dans le bruit de fond (Annexe III-6).  

La segmentation du profil chromatographique a permis de gagner en fréquence d’acquisition 

mais aussi en sensibilité (Cas du 5,6-DiHETE dont l’intensité absolue est affichée sur la Fig.63). 

Elle a enfin permis de suivre l’ensemble des ions comparativement au mode DDA sans 

segmentation (PGI2 et PGD2 non détectée avec le mode DDA sans segmentation (Fig.63 et 

Annexe III-6). A notre connaissance, il n’existe pas dans la littérature de méthode d’analyse 

des eicosanoïdes en mode DDA avec segmentation du profil LC tel que réalisé ici. 

Malgré la segmentation ayant permis de regrouper la PGE2 et la PGD2 dans un même segment, 

la PGD2 est très peu détectée (Fig.64-b). La réponse des deux espèces PGE2 et PGD2 en full 

scan et après fragmentation a donc été étudiée. Le full scan d’un mélange des deux isobares 

PGE2 et PGD2 (Fig.64-a) montre des profils comparables en termes d’intensité. La 

fragmentation des deux espèces injectées isolément (Fig.64-c et d) montre qu’en réalité la 

PGD2 est très peu fragmentée malgré le fait que l’énergie de collision utilisée lui soit spécifique. 

L’ion spécifique majoritaire issu de la fragmentation de la PGD2 est celui de m/z de 289.22 

correspondant à une perte d’eau et de CO2. Ce défaut de fragmentation de la PGD2 n’a pas pu 

être expliqué. Le full scan de l’ion moléculaire de la PGD2 a permis d’écarter tout problème de 

dégradation éventuel. L’ion de m/z de 289.22 en plus du temps de rétention de la PGD2 a été 

utilisé pour suivre la PGD2 dans les échantillons cellulaires.
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Figure 63:Influence de la segmentation du profil chromatographique sur la détection de certains isobares et isomères sur un LTQ-

Orbitrap® Velos Pro en mode DDA segmenté. 
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Figure 64:Illustration des spectres de fragmentation de la PGE2 et la PGD2. 
Les analyses ont été faites en RP-HPLC-MS/MS en mode DDA avec segmentation du profil chromatographique. Phase stationnaire : Accucore™ C30 (100 X 2.1 mm, 2.6µm). 

Phase mobile : A (Eau:ACN, 70:30,v/v) contenant 0,04% HCOOH; B(Acétonitrile,100,v) contenant 0,04% HCOOH. T = 25°C ; V injecté = 2µL ; Débit = 0,5 mL/min. a) 

correspond au courant ionique total (TIC) d’un mélange de PGE2 et PGD2 à 50 µg/mL ; b) TIC issu de la fragmentation à 60% par HCD d’un mélange PGE2 et PGD2 à 50 

µg/mL ; c) TIC de la fragmentation à 60% par HCD de la PGE2 à 50µg/m injecté tout seul ; d) TIC de la fragmentation à 60% par HCD de la PGD2 à 50µg/m injecté tout seul. 

Les spectres MS2 ont été acquis à une résolution de 7500.
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5.  Validation de la méthode 

Au vu de ce qui précède, le mode DDA avec segmentation du profil LC a permis de suivre 

l’ensemble des 26 molécules. Après acquisition, les ions de quantification sont extraits grâce à 

l’algorithme Genesis disponible sur X-Calibur™. Notre méthode a été validée en termes de 

sélectivité, de limite de détection, de linéarité, d’exactitude et de précision intra et inter-jour.  

5.1.  La sélectivité et la limite de détection  

5.1.1.  La sélectivité 

La sélectivité d’une méthode quantitative est la capacité d’une méthode à mesurer un analyte 

dans un échantillon sans que cette mesure ne soit faussée par d’autres composants de 

l’échantillon [286–288]. Un manque de sélectivité peut être dû, par exemple, à des effets de 

matrice, des interférences spectrales ou des recouvrements de pics en chromatographie. Afin 

d’évaluer la sélectivité de notre méthode, 900 µL de milieu de culture RPMI 1640 supplémenté 

avec de l’albumine et des antibiotiques et surchargé avec 100µL d’un mélange des 26 standards 

à 100 ng/mL a été soumis à une extraction par SPE. Cette procédure a ensuite été réalisée 5 fois 

pour évaluer la sélectivité de notre méthode. Le coefficient de variation (CV) du rapport de 

l’intensité de l’ion de quantification par rapport à l’intensité de l’ion de qualification a ensuite 

été calculé (Annexe III-7). Suivant ces résultats, le coefficient de variation du ratio ion de 

quantification/ion de qualification de chaque ion est inférieur à 10% à l’exception de la PGD2 

(15,51 %), respectant ainsi les seuils tolérés de validation de méthodes bioanalytiques 

[148,286,289]. 

5.1.2.  La limite de détection et la limite de quantification 

A partir d’un mélange des 26 molécules à 2 µg/mL, une dilution en cascade a été réalisée jusqu’à 

atteindre une solution à 0,01 pg/mL. Chacune des solutions a ensuite été injectée trois fois et 

analysée par RP-HPLC-LTQ-Orbitrap® Velos Pro en mode DDA avec segmentation du profil 

LC. La limite de détection (LOD) a été définie comme étant trois fois le rapport signal sur bruit. 

La limite de quantification (LOQ) a été définie comme étant 10 fois le rapport signal sur bruit. 

Les données sont répertoriées dans le tableau 15. Des limites de détection évaluées sont de 

l’ordre de 2 pg pour certains prostanoïdes, de 0,5 pg pour les leucotriènes et de 0.02 à 2 pg pour 

les HETEs et 15 pg pour certaines espèces oxydées comme le 5,6-DiHETE. Ces LOD sont 

équivalentes à d’autres retrouvées dans la littérature et développées sur un triple quadripôle ou 

une QTRAP [65,107,133,149], voire meilleures pour quelques molécules. En effet, la LOD de 

notre méthode est 2 à 10 fois plus faible pour la détection des HETEs, le 6-Céto PGF1α 
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[140,285,290,291], la PGF2α et les HODEs que celle développée sur un triple quadripôle dans 

les travaux de Levison, et al. [290] et de Wang, et al. [291]. Aussi, notre LOD est plus faible 

que celle développée en mode MRM sur un triple quadripôle pour la détection et la 

quantification d’isoprostanes [81]. Globalement, des LOQ de l’ordre du pg ont également pu 

être atteinte et permettront de mesurer les eicosanoïdes de nos échantillons cellulaires. 

5.2.  Domaine de linéarité 

Sur 7 étalons internes obtenus auprès de Cayman Chemistry (6-Céto-PGF1α-D4 ; TXB2-D4 ; 

PGE2-D4 ; LTB4-D4 ; 15(S)-HETE-D8 ; (±)8(9)-EET-d11 ; EPA-D5), trois ont été retenus ( 

6-Céto PGF1α-D4 ; LTB4-D4 ; 15(S)-HETE-D8) pour la quantification. Ces choix ont été fait 

sur la base de certains critères spécifiques à notre étude. Comme évoqué plus haut (Partie II-

Chapitre 3, I-4.2), le suivi des molécules de notre mélange complexe sur le LTQ-Orbitrap® 

Velos Pro se confronte à un problème de fréquence d’acquisition. L’ajout d’étalons internes 

dans la méthode implique un nombre plus important de molécules à suivre, qui se soldera par 

une fréquence d’acquisition insuffisante. Il en résulterait des pics de molécules incomplètement 

balayés. Pour toutes ces raisons, nous avons restreint le nombre d’étalons interne à raison d’un 

étalon interne par famille d’eicosanoïdes (soit trois étalons internes). A cela, il est important de 

préciser que certains étalons internes tels que le (±)8(9)-EET-d11et l’EPA-D5 répondent très 

mal et se fragmentent très peu au cours de nos analyses. 

Des courbes d’étalonnages ont été réalisées à partir de 8 niveaux de quantité correspondant 

respectivement à 2.5 ; 12.5 ; 25 ; 125 ; 250 ; 1250 ; 2500 et 12500 pg (quantité injectée sur 

colonne). A chaque point de gamme, il y a été ajouté 125 pg (quantité sur colonne) d’un mélange 

d’étalons internes (6-Céto-PGF1α-D4; LTB4-D4 ; 15(S)-HETE-D8). Les rapports de surface 

de l’ion de quantification de chaque molécule par rapport à la surface de l’ion spécifique de 

l’étalon interne ont permis de réaliser les courbes d’étalonnage (Annexe III-8). L’évaluation 

des facteurs de pondération (égal, 1/X, 1/X2, 1/Y, 1/Y2) appliqués à chacune de nos courbes a 

permis de choisir le facteur de pondération « égal » qui a permis d’obtenir des coefficients de 

corrélations « R2 » compris entre 0.9951 (15-HETE) et 0.9999 (6-Céto-PGF1α) sauf pour la 

PGD2 avec un R2 de l’ordre 0.9877. Un domaine de linéarité allant de 2,5 à 12500 pg a pu être 

obtenu pour la plupart des eicosanoïdes à l’exception de quelques-uns (PGD2 ; 14,15-EET ; 

AA ; EPA). Les résultats sont rapportés dans le tableau 15. Les courbes d’étalonnage 

regroupées en Annexe III-8 montrent une linéarité dans les domaines étudiés (tableau 15). 
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Tableau 15: Résultats de validation : Limite de détection et linéarité 

Tr (min) 
Eicosanoïdes-

AGPI 

Ion 

spécifique 

LOD 

(pg) 

LOQ 

(pg) 
Etalon interne 

Linéarité 

(pg) 
Equation R2 

1.44 6-Céto-PGF1α 245.19 1 3.3 6-Céto- PGF1α-D4 2.5-12500 Y = 0.94+0.018*X 0.9999 

1.45 PGI2 143.07 100 666.7 6-Céto- PGF1α-D4 -- -- -- 

2.11 TXB1 171.1 50 166.7 6-Céto- PGF1α-D4 25-12500 Y = 0.0013+0.00013*X 0.9998 

2.21 TXB2 169.09 35 116.7 6-Céto- PGF1α-D4 25-12500 Y = 0.0013+0.00014*X 0.9992 

2.29 PGE3 269.19 35 116.7 6-Céto- PGF1α-D4 25-12500 Y = -0.0052+0.00013*X 0.9989 

2.45 PGF2α 193.12 2 6.7 6-Céto- PGF1α-D4 2.5-12500 Y = 0.28+0.0027*X 0.9986 

2.57 PGE2 271.21 20 66.7 6-Céto- PGF1α-D4 2.5-12500 Y = 0.0013+0.00014*X 0.9992 

2.68 PGD2 271.21 250 833.3 6-Céto- PGF1α-D4 250-12500 Y = -0.013+1.47e-005*X 0.9993 

2.83 LXA4 115.04 1 3.3 6-Céto- PGF1α-D4 2.5-12500 Y = 0.20+0.0027*X 0.9975 

2.91 LTD4 177.03 0.5 1.7 LTB4-D4 2.5-12500 Y = 0.052+0.0033*X 0.9985 

3.49 LTB4 195.1 0.5 1.7 LTB4-D4 2.5-12500 Y = 1.17+0.0080*X 0.9979 

3.53 14,15-DiHETE 207.14 0.02 0.1 LTB4-D4 2.5-12500 Y = 0.61+0.027*X 0.9998 

3.75 5,6-DiHETE 115.04 10 33.3 LTB4-D4 2.5-12500 Y = 0.0047+0.00044*X 0.9972 

4.51 5-HEPE 115.04 2 6.7 LTB4-D4 2.5-12500 Y = 0.042+0.0016*X 0.9992 

4.58 13-HODE 195.14 0.5 1.7 15(S)-HETE-D8 2.5-12500 Y = 0.50+0.0057*X 0.9958 

4.6 9-HODE 171.1 0.5 1.7 15(S)-HETE-D8 2.5-12500 Y = 0.37+0.0032*X 0.9978 

4.63 20-HDHA 241.2 5 16.7 15(S)-HETE-D8 2.5-12500 Y = 0.075+0.00087*X 0.9994 

4.71 15-HETE 219.14 2 6.7 15(S)-HETE-D8 2.5-12500 Y = 0.11+0.0016*X 0.9951 

4.81 11-HETE 167.11 0.2 0.7 15(S)-HETE-D8 2.5-12500 Y = 0.44+0.014*X 0.9998 

4.9 8-HETE 155.07 1.5 5.0 15(S)-HETE-D8 2.5-12500 Y = 0.32+0.0023*X 0.9978 

4.91 12-HETE 179.11 1.5 5.0 15(S)-HETE-D8 2.5-12500 Y = 0.20+0.0030*X 0.9993 

5.02 5-HETE 115.03 1.5 5.0 15(S)-HETE-D8 2.5-12500 Y = 0.13+0.0026*X 0.999 

5.25 14,15-EET 219.14 50 166.7 15(S)-HETE-D8 125-25000 Y = 0.0030+0.00018*X 0.9977 

5.37 CTA2 247.17 0.5 1.7 15(S)-HETE-D8 2.5-12500 Y = 0.24+0.0060*X 0.9997 

5.47 8,9-EET 155.07 15 50.0 15(S)-HETE-D8 2.5-12500 Y = 0.011+0.00025*X 0.9996 

5.94 EPA 257.23 100 333.3 15(S)-HETE-D8 125-25000 Y = -0.0041+2.71e-005*X 0.9984 

6.41 AA 259.24 100 333.3 15(S)-HETE-D8 125-25000 Y = 0.0016+1.61e-005*X 0.9966 
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5.3.  L’exactitude et la précision 

L’exactitude et la précision intra-jour et inter-jour ont été évaluées pour deux niveaux de 

quantités en calculant le coefficient de variation du rapport de l’aire sous la courbe entre l’ion 

de quantification de chaque molécule et l’ion spécifique de l’étalon interne. 

L’exactitude et la précision intra-jour ont été obtenues par analyse de trois échantillons préparés 

le même jour puis injectés en triplicat. Trois séries de préparations par jour pendant 3 jours (soit 

au total 9 échantillons) puis injectés 3 fois chacun ont permi d’évaluer l’exactitude et la 

précision inter-jour. L’exactitude a été exprimée en pourcentage de la quantité expérimentale 

par rapport à la quantité vraie ou absolue attendue. En revanche, un coefficient de variation 

(CV) a permis d’évaluer la précision de notre la méthode. 

Globalement, l’exactitude intra-jour de notre méthode (Tableau 16) est comprise entre 88.70% 

(9-HODE) – 113.12% (LXA4) pour le premier niveau de quantité et entre 86.56% (15-HETE) 

– 103.52% (TXB1) pour le niveau 12500 pg. Une valeur moyenne d’exactitude intra-jour de 

mesure de toutes les molécules de l’étude est de l’ordre de 106% pour le premier niveau de 

quantité et de 97% pour le deuxième niveau. L’exactitude inter-jour est comprise entre 89.66% 

et 116%. En revanche, notre méthode est relativement moin exacte pour la mesure de la PGD2 

du fait de son instabilité et des difficultés à le suivre et l’EPA du fait de son faible coefficient 

de réponse en source. Ces valeurs d’exactitudes respectent globalement les normes de 

validations de méthodes bioanalytiques de l’EMA (European Medecines Agency) [289] dans la 

mesure où elles sont dans une fenêtre de 15% par rapport à la valeur réelle attendue. 

Les résultats (Tableau 17) montrent une précision intra-jour avec un coefficient de variation 

inférieur ou égal à 10% (13-HODE) pour une quantité de 250 pg et inférieur ou égale à 5% (20-

HDHA) pour le deuxième niveau de quantité équivalent à 12500 pg. L’analyse de l’ensemble 

des résultats de la précision inter-jour montre un CV inférieur à 15% indépendamment du 

niveau de quantité. En somme, notre méthode est en accord avec les recommandations de 

validation de méthodes bioanalytiques de l’agence européenne du médicament [289]. Suivant 

la norme de l’agence européenne du médicament, une méthode est précise si le CV est inférieur 

à 15%. 
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Tableau 16: Résultats de validation ( Exactitude intra et inter-jour) 

Temps de 

Retention 

(min) 

Eicosanoïdes-

AGPI 

 Niveau 1  Niveau 2 

 
Quantité 

(pg) 

Exactitude 

intra-jour    

(%, n=3) 

Exactitude 

inter-jour    

(%, n=9) 

 
Quantité 

(pg) 

Exactitude 

intra-jour  

(%, n=3) 

Exactitude 

inter-jour    

(%, n=9) 

1.44 6-Céto-PGF1α  250 109.78 109.23  12500 96.96 98.63 

1.45 PGI2  250 --- ---  12500 --- --- 

2.11 TXB1  250 93.36 100.67  12500 103.52 103.52 

2.21 TXB2  250 96.84 100.62  12500 92.40 94.00 

2.29 PGE3  250 102.74 94.27  12500 97.09 98.58 

2.45 PGF2α  250 99.40 99.53  12500 94.50 96.39 

2.57 PGE2  250 118.86 107.59  12500 94.10 96.81 

2.68 PGD2  250 121.78 131.57  12500 104.67 112.93 

2.83 LXA4  250 113.12 108.95  12500 102.69 100.83 

2.91 LTD4  250 108.37 114.93  12500 95.77 97.32 

3.49 LTB4  250 95.98 94.56  12500 99.82 100.56 

3.53 14,15-DiHETE  250 105.82 105.16  12500 96.58 98.31 

3.75 5,6-DiHETE  250 112.22 113.20  12500 99.41 101.29 

4.51 5-HEPE  250 105.85 107.02  12500 93.60 97.11 

4.58 13-HODE  2500 114.98 116.16  12500 105.66 101.37 

4.6 9-HODE  250 88.70 89.66  12500 102.97 102.13 

4.63 20-HDHA  2500 109.76 103.79  12500 97.96 98.76 

4.71 15-HETE  2500 111.90 112.90  12500 86.56 93.19 

4.81 11-HETE  250 104.61 104.66  12500 95.73 96.41 

4.9 8-HETE  250 93.40 94.57  12500 98.12 100.48 

4.91 12-HETE  250 99.49 99.54  12500 99.49 100.24 

5.02 5-HETE  250 105.53 104.84  12500 96.98 97.69 

5.25 14,15-EET  250 106.78 108.62  12500 98.42 97.94 

5.37 CTA2  250 105.19 106.15  12500 99.47 100.70 

5.47 8,9-EET  250 105.31 106.87  12500 98.10 98.82 

5.94 EPA  250 133.38 126.05  12500 95.15 97.95 

6.41 AA  1250 104.95 104.12  12500 95.88 99.66 
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Tableau 17: Résultats de validation ( Précision intra et inter-jour) 

Temps de 

Retention 

(min) 

Eicosanoïdes-

AGPI 

 Niveau 1  Niveau 2 

 
Quantité 

(pg) 

Précision 

intra-jour 

(%CV, n=3) 

Précision 

inter-jour 

(%CV, n=9) 

 
Quantité 

(pg) 

Précision 

intra-jour 

(%CV, n=3) 

Précision 

inter-jour 

(%CV, n=9) 

1.44 6-Céto-PGF1α  250 1.14 7.19  12500 2.12 2.30 

1.45 PGI2  250 --- ---  12500 --- --- 

2.11 TXB1  250 6.75 7.42  12500 1.01 13.30 

2.21 TXB2  250 2.02 5.64  12500 2.69 5.49 

2.29 PGE3  250 4.16 14.35  12500 2.95 3.42 

2.45 PGF2α  250 2.92 7.18  12500 0.42 2.20 

2.57 PGE2  250 4.91 12.92  12500 2.50 4.47 

2.68 PGD2  250 3.98 14.70  12500 2.13 7.51 

2.83 LXA4  250 4.56 6.84  12500 3.44 6.33 

2.91 LTD4  250 2.04 5.80  12500 2.70 3.51 

3.49 LTB4  250 0.69 7.71  12500 2.02 2.06 

3.53 14,15-DiHETE  250 0.51 8.57  12500 2.97 2.14 

3.75 5,6-DiHETE  250 2.43 11.05  12500 1.26 4.21 

4.51 5-HEPE  250 2.19 4.82  12500 3.26 3.71 

4.58 13-HODE  2500 10.57 12.76  12500 3.59 5.68 

4.6 9-HODE  250 3.05 6.93  12500 3.47 2.62 

4.63 20-HDHA  2500 7.16 7.99  12500 5.54 3.72 

4.71 15-HETE  2500 2.55 9.42  12500 3.21 7.73 

4.81 11-HETE  250 1.81 8.13  12500 3.12 2.06 

4.9 8-HETE  250 1.76 6.47  12500 2.54 2.65 

4.91 12-HETE  250 1.69 8.09  12500 2.81 1.97 

5.02 5-HETE  250 1.81 9.90  12500 2.43 2.26 

5.25 14,15-EET  250 1.03 10.32  12500 5.55 3.86 

5.37 CTA2  250 0.55 8.98  12500 1.42 1.94 

5.47 8,9-EET  250 3.45 8.47  12500 3.45 2.33 

5.94 EPA  250 13.01 14.38  12500 0.44 4.32 

6.41 AA  1250 6.17 7.71  12500 3.27 4.78 
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II.  Autres méthodes mises en œuvre pour le suivi des 

oxylipines 

Les performances en termes de sensibilité et de vitesse d’acquisition du triple quadripôle 

(LCMS-8060) [292] en mode MRM ont été mis à profit pour un suivi des oxylipines des 

échantillons cellulaires. Une méthode de suivi par MRM sur un triple quadripôle LCMS-8060 

a été développée à des fins de comparaison du profil en eicosanoïdes cellulaires avec celui 

obtenu sur le LTQ-Orbitrap® Velos Pro en mode DDA. Une autre méthode de détection sur le 

triple quadripôle LCMS-8060 en mode SRM permettant de suivre environ 195 oxylipines a 

ensuite été utilisée pour compléter les possibles médiateurs lipidiques sécrétés par les 

macrophages (de notre étude) et non couvert par notre approche ciblée. L’ensemble des résultats 

d’applications de ces deux méthodes pour l’analyse des échantillons cellulaires sont rapportés 

dans la Partie II-Chapitre 5, I-2). 

 

1.  Développement d’une méthode de détection des eicosanoïdes sur 

le LCMS-8060 en mode MRM 

Un transfert de la méthode chromatographique avec Accucore™ C30 suivi d’une optimisation 

a été effectué sur la chaîne LCMS-8060. Le module d’optimisation automatique de tous les 

paramètres de source et des énergies de collisions (disponible sur le logiciel LabSolutions™ de 

Shimadzu) a été mis à profit pour les essais. 2µL de chaque standard à 100 ng/mL ont été 

injectés dans les conditions chromatographiques avec une phase mobile identique à celle utilisée 

pour la phase stationnaire Accucore™ C30. A l’issu de l’analyse par MRM, ce module propose 

de façon automatique les conditions de source optimales propices à l’ensemble des standards 

analysés ainsi que les transitions et les paramètres qui s’y rattachent. Les paramètres optimaux 

de source étaient les suivants : mode ESI négatif ; tension d’interface = -5 kV ; CID Gas = 230 

kPa ; température d’interface = 300°C ; température de désolvatation = 526°C ; température de 

la ligne de désolvatation =250°C ; CID gaz = 230, débit du gaz de nébulisation = 2,5 L/min ; 

débit du gaz de chauffage = 10 L/min ; Bloc de chauffage = 450°C ; débit du gaz de chauffage 

= 10 L/min. L’argon est utilisé comme gaz de collision pour la fragmentation des molécules 

ciblées sur le premier quadripôle. Après fragmentation par CID, les ions fils sont analysés par 

le troisième quadripôle (Q3) avant d’être envoyé au détecteur. Les résultats des paramètres 

optimaux ainsi que les transitions suivies sont répertoriés en Annexe III-9. 
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Pour atteindre le nombre de points suffisants par pic chromatographique et obtenir des pics 

gaussiens, une réduction du nombre de transitions à une par molécule (sauf pour la CTA2, le 

(±)8(9)-EET-d11 et les AGPI) ainsi qu’une segmentation en 5 du profil chromatographique ont 

été réalisées. Ainsi dans chaque segment, plusieurs évènements peuvent être analysés de 

manière simultanée, chaque évènement correspondant à une transition ici. Ensuite après 

définition du nombre de point souhaité pour un ion et connaissant sa largeur, on déduit le temps 

de cycle (en général 0.043 seconde dans cette étude). Le dwell time optimal est ensuite généré 

automatiquement par le logiciel. N’ayant pas été utilisée pour la quantification des eicosanoïdes 

dans les échantillons cellulaires, cette méthode n’a pas fait l’objet de validation dans notre 

travail de thèse. Les résultats de l’application de cette méthode sont décrits dans la Partie II-

Chapitre 5-I-2. 

 

2.  Méthode d’analyse d’oxylipines sur le LCMS-8060 en mode 

SRM 

Pour l’analyse de molécules qui s’ionisent en mode ESI positive comme négative comme les 

peptido-leucotriènes ou qui répondent en un seul mode, nombre de méthodes de détection en 

spectrométrie de masse consistent à une analyse en différentes acquisitions. Pour l’analyse de 

36 ethanolamides en mode ESI positif et 141 eicosanoïdes en mode ESI négatif, Dumlao, et al. 

ont rapporté une méthode en deux acquisitions différentes [107]. La même approche a été 

utilisée pour l’analyse d’isomères de cystéinyl-leucotriènes [293]. De nos jours, plusieurs 

spectromètres de masse sont équipés d’un système de commutation rapide de l’ordre de 

plusieurs dizaines de millisecondes permettant de basculer entre la polarité positive et négative 

[292]. Le triple quadripôle LCMS-8060 de Shimadzu est équipé d’un système de commutation 

ultrarapide permettant à une seule acquisition d’analyser l’ensemble des molécules en mode 

ESI négatif et positif sans perte de sensibilité, ni de vitesse d’acquisition. Avec un temps de 

changement de polarité de la source de 15 ms, une méthode a permis de suivre environ 137 

oxylipines par SRM en mode négatif et positif sans perte en limite de détection : de l’ordre de 

0.5 à 200 pg [292]. Cette technologie a permis à ce jour à Shimadzu de mettre au point une autre 

méthode d’analyse de 214 molécules (195 médiateurs lipidiques et 19 standards deuteurés) par 

SRM sur son instrument LCMS-8060 avec une vitesse de changement de polarité de 5 ms. La 

chaîne LCMS-8060 nous a permis d’explorer les médiateurs lipidiques non incluses dans notre 

méthode ciblée mais qui seraient potentiellement relarguées par les macrophages THP-1 et J774 
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dans des conditions inflammatoires ou à l’état basal. Une phase mobile à base d’eau contenant 

0.1% d’acide formique (A) et d’acétonitrile (B) délivré à un débit de 0.4 mL/min avec une phase 

stationnaire Kinetex C8 (150 mm L. × 2.1 mm I.D., 2.6 μm), avec une température de 40°C ont 

permis de séparer les 214 molécules en amont du spectromètre de masse. Le gradient utilisé 

était le suivant : 10 %B. (0 min); 25 %B. (5.0 min) ; 35 %B. (10.0 min) ; 75 %B. (20.0 min) ; 

95 %B. (20.1 - 25.0 min). Les paramètres de source sont les suivants : ESI (positif et négatif), 

débit du gaz de nébulisation = 3 L /min, débit du gaz de séchage = 10 L/min, Débit du gaz de 

chauffage = 10L/min, temperature de la ligne de désolvatation = 250°C, Bloc de chauffage = 

400°C, température de l’interface = 300°C, pression du gaz CID = 230 kPa. Les conditions de 

fragmentations ainsi que les transitions sont rapportées dans l’étude de Yamada, et al. [292]. 

Cette méthode a permis de mettre en lumière pour la première fois dans la littérature entre 32 

et 77 médiateurs lipidiques relargués par des macrophages J774 et THP-1 dans différentes 

conditions de stimulations. Ces résulatats ont été représentés sous forme de carte de chaleur 

dans la Partie II-Chapitre 5-I-2.3. 

Conclusion 

Au terme de ce développement, une méthode de détection par LTQ-Orbitrap® Velos Pro en 

mode DDA segmenté a été réalisée pour le suivi des eicosanoïdes suivant une approche ciblée 

(26 molécules). Aussi, les performances du triple quadripôle LCMS-8060 ont permis de 

développer une méthode en mode MRM et d’utiliser une autre méthode en mode SRM 

(développée par Shimadzu). 

Sur le LTQ-Orbitrap® Velos Pro, le mode de fragmentation par CID n’a pas été retenu car il ne 

permet pas d’obtenir l’ion fragment de quantification le plus intense possible. L’acquisition en 

mode SRM au niveau de la trappe ionique n’a pas servi nos objectifs du fait d’une fréquence 

d’acquisition insuffisante. Une fragmentation par HCD et une analyse en mode DDA avec 

segmentation sont le compromis pour à la fois obtenir une fréquence d’acquisition (~2 Hz) et 

des LOD satisfaisants. Enfin, la méthode RP-HPLC couplée au LTQ-Orbitrap® Velos Pro en 

mode DDA segmenté a permis de suivre tous les eicosanoïdes stables. Les limites de détection 

et de quantification de l’ordre du pg injecté sur colonne sont comparables à ceux retrouvés sur 

certains TQ, et nous ont permis de suivre et doser des eicosanoïdes cellulaires (Partie II, 

Chapitre 5-II). Cette méthode a ensuite été validée en termes de sélectivité, de linéarité, de 

LOD, d’exactitude et de précision suivant les normes de validations de méthodes bioanalytiques 

de l’agence européenne du Médicament [289]. En parallèle de notre méthode en RP-HPLC-
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MS/MS (LTQ-Orbitrap® Velos Pro) en mode DDA segmenté, une méthode d’analyse des 

eicosanoïdes par MRM sur une chaîne LCMS-8060 a été développée et a servi pour compléter 

voire élargir le nombre d’oxylipines sécrétées par les macrophages (J774 et THP-1) suivant 

notre approche ciblée. Les résultats issus de l’application de méthodes sur la LCMS-8060 sont 

présentés dans la Partie II-Chapitre 5-I.2. La LCMS-8060 de par sa vitesse de changement de 

polarité très faible, a permis de mieux suivre les molécules qui s’ionisent dans les deux modes 

(positif et négatif) et dont l’analyse requiert une comparaison de leur intensité suivant les deux 

modes tels les peptido-leucotriènes. De plus, grâce à sa technologie et à ses caractéristiques 

intrinsèques, la LCMS-8060 a permis de suivre l’ensemble des molécules de notre mélange 

avec une fréquence nettement supérieure à celle obtenue sur le LTQ-Orbitrap® Velos. 

En effet, il subsiste des difficultés pour obtenir des cadences d’acquisitions satisfaisantes sur le 

LTQ-Orbitrap® Velos Pro pour analyser un grand nombre de molécules en une seule analyse. 

En effet, le temps de cycle du LTQ-Orbitrap® Velos Pro est très long comparativement aux 

autres analyseurs de masse. L’oscillation des ions dans un champ électrique de l’Orbitrap® 

rallonge le temps de cycle d’où la faible fréquence d’acquisition. En revanche, des fréquences 

d’acquisitions quatre fois plus importantes d’une Q Exactive rapportée dans le cadre d’analyse 

de protéine permettrait d’analyser un nombre plus important d’oxylipines [294]. En raison de 

sa haute résolution et de sa grande précision sur la masse, l’Orbitrap® peut analyser aussi bien 

des macromolécules multichargées que de petites molécules comme les eicosanoïdes [145,253] 

et ce avec ds performances proches des autres appareils de spectrométrie de masse tel que le 

triple quadripôle. Même si le mode MRM du LCMS-8060 semble plus spécifique et permet de 

gagner en sensibilité, il est important de préciser que la contribution isotopique peut aboutir à 

des ions fragments spécifiques à certaines molécules et qui ne proviennent pas en réalité des 

molécules d’intérêt. En revanche, le spectre MS2 issu d’une acquisition en mode DDA permet 

de s’assurer et de confirmer l’identité de toute molécule avant toute procédure de quantification. 

Malgré quelques difficultés notamment en termes de fréquence d’acquisition, notre méthode 

développée sur le LTQ-Orbitrap® Velos Pro constitue une possible alternative d’analyse des 

eicosanoïdes dans le cadre d’une approche lipidomique ciblée.  
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Chapitre 4:  Développement d’une méthode 

d’extraction des oxylipines   
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Au vu de la complexité du mélange de molécules que l’on peut retrouver dans un milieu 

cellulaire, une préparation d’échantillon efficiente s’impose avant toute analyse en 

chromatographie ou spectrométrie de masse. L’objectif de cette partie est de développer une 

méthode d’extraction des eicosanoïdes par SPE et de la confronter à la LLE. L’un des facteurs 

clé du développement en SPE est le choix raisonné de la phase stationnaire. 

 

I.  Matériel et Méthodologie globale 

Au total, sept cartouches SPE différentes de par la nature, la masse, la taille des particules, la 

surface spécifique et le endcapping ou non de la phase stationnaire ont fait l’objet d’une 

comparaison de performance. Le tableau 18 présente les caractéristiques de ces cartouches. 

L’ensemble du développement a été effectué sur le module de SPE « VacMaster™ 10» de chez 

Biotage®, qui est un module d’extraction par SPE à pression positive (Annexe IV-1). La 

composition de solvants de lavage et d’élution ont fait l’objet d’optimisation dans le 

développement. Tout ce développement a abouti à un protocole optimisé pour chaque 

cartouche. Ces protocoles optimisés ont ensuite été confrontés entre eux pour choisir une 

cartouche pour l’extraction de nos molécules d’intérêt. La cartouche choisie a été soumise à une 

évaluation de l’influence du pH sur l’extraction des eicosanoïdes. Le milieu de culture cellulaire 

a été utilisé pour mimer l’effet de matrice. Ce milieu est composé de : milieu de culture RPMI 

1640 supplémenté avec 1% Glutamine, 1% HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-

piperazineethanesulfonic acid ) et 1% PS (Penicilline-Streptomycine). Nous l’appellerons 

milieu de culture incomplet (MCI), le milieu complet étant celui auquel est ajouté 10% de SVF 

(serum de veau fœtal). 

Un rendement apparent (RA) d’extraction a été calculé pour l’optimisation de la phase mobile 

de lavage et d’élution suivant l’équation suivante 

𝐑𝐀 (%) =  
𝑨𝒂𝒑𝒓è𝒔 𝒆𝒙𝒕𝒓𝒂𝒄𝒕𝒊𝒐𝒏

𝑨𝒔𝒂𝒏𝒔 𝒆𝒙𝒕𝒓𝒂𝒄𝒕𝒊𝒐𝒏
 × 𝟏𝟎𝟎.                                                Equation 46 

Avec  

𝐴𝑎𝑝𝑟è𝑠 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑐𝑡𝑖𝑜𝑛 : Aire sous la courbe de l’ion spécifique de quantification après extraction. 

𝐴𝑠𝑎𝑛𝑠 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑐𝑡𝑖𝑜𝑛 : Aire sous la courbe de l’ion spécifique de quantification de l’échantillon à 100 

ng/mL sans extraction préalable. 
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Un rendement réel (R) qui prend en compte l’effet de matrice (Equation 47) a ensuite été 

calculé pour comparer tous les protocoles optimisés, ainsi que l’influence du pH. 

𝐑 (%) =  
𝑨𝒂𝒑𝒓è𝒔 𝒆𝒙𝒕𝒓𝒂𝒄𝒕𝒊𝒐𝒏

𝑨𝑴𝑪 𝒆𝒙𝒕𝒓𝒂𝒊𝒕 𝒆𝒕 𝒔𝒖𝒑𝒑𝒍é𝒎𝒆𝒏𝒕é
 × 𝟏𝟎𝟎                                                   Equation 47 

𝐴𝑀𝐶 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑖𝑡 𝑒𝑡 𝑠𝑢𝑝𝑝𝑙é𝑚𝑒𝑛𝑡é : Aire sous la courbe de l’ion spécifique de quantification d’un 

échantillon obtenu comme suit. 1 mL de milieu de culture incomplet (MCI) est soumis à une 

extraction, et l’extrait sec est repris par 100 µL d’un mélange d’eicosanoïdes à 100 ng/mL dans 

du méthanol. 

L’effet de matrice (ME) a été calculé suivant l’équation ci-dessous : 

𝐌𝐄 (%) =  
(𝑨𝑴𝑪 𝒆𝒙𝒕𝒓𝒂𝒊𝒕 𝒆𝒕 𝒔𝒖𝒑𝒑𝒍é𝒎𝒆𝒏𝒕é−𝑨𝒔𝒂𝒏𝒔 𝒆𝒙𝒕𝒓𝒂𝒄𝒕𝒊𝒐𝒏 )

𝑨𝒔𝒂𝒏𝒔 𝒆𝒙𝒕𝒓𝒂𝒄𝒕𝒊𝒐𝒏
 × 𝟏𝟎𝟎            Equation 48 

L’ensemble des optimisations a été effectué suivant le protocole ci-après. 2 mL de MeOH ont 

servi à activer la cartouche et à éliminer les impuretés de synthèse de la phase stationnaire ; 

suivi de l’équilibration avec 2 mL d’eau.  Après chargement de l’échantillon, un solvant de 

lavage est appliqué suivi du solvant d’élution. Enfin, l’éluat est évaporé sous flux d’azote à 

température ambiante puis resolubilisé dans du MeOH avant analyse par la méthode RP-HPLC 

[270] couplée à celle développée en spectrométrie de masse (LTQ-Orbitrap® Velos Pro) en 

mode DDA avec segmentation du profil chromatographique.
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Tableau 18: Caractéristiques des cartouches de SPE de l'étude 

Fournisseur Nom SPE 

Composition de 

la phase 

stationnaire 

Surface 

(m2/g) 

Masse 

de 

phase 

Taille de 

particules 

Diamètre 

des pores 

charge 

de 

carbone 

Endcapped 

Phenomenex 
Strata™-X 

Styrène-

Divinylbenzène 
720-780 30 mg 33 µm 76-88 Å – – 

Strata™ C18-E C18 / ODS 500 100 mg 55 µm 70 Å 18,00% oui 

Waters Oasis® HLB 

Hydrophilic N-

vinylpyrrolidone and 

lipophilic 

divinylbenzene 

727-889 60 mg 30 µm 80 Å – – 

Supelco 
Supelclean™ LC-

18 
C18 / ODS  475 100 mg 45 µm – 11,5% oui 

Diazem 

Corporation 
Diazem C18 / ODS – 200 mg – – – – 

Varian Bond Elut C18 C18 / ODS – 100 mg 40 µm – – oui 

Varian Bond Elut C18-OH C18 / ODS – 100 mg 40 µm – – non 
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II.  Optimisation de la phase de lavage 

Malgré le développement de nouvelles phases stationnaires à base de polymères connues pour 

mieux retenir les composés relativement polaires [135] tels que les eicosanoïdes ; un risque de 

perte de molécules d’intérêt persiste pendant la phase de lavage. La cartouche est activée avec 

2 mL de méthanol puis équilibrée avec 2 mL d’eau suivie du chargement de l’échantillon. 

Quatre phases de lavage à base d’eau et de méthanol (Annexe IV-2) ont été testées sur chaque 

cartouche. 

Comme le montre la figure 65, l’augmentation de la force éluante de la phase de lavage 

consécutive à l’augmentation du méthanol au détriment de l’eau dans sa composition, provoque 

une diminution du rendement en eicosanoïdes. Cette diminution de rendement est due aux pertes 

pendant la phase de lavage. C’est le cas de certains prostanoïdes et leucotriènes (résultats non 

montrés). En revanche, les HETE, EET, HODE ne subissent pas de perte pendant l’étape de 

lavage pour les 4 compositions de solvant de lavage testées. L’ensemble des résultats 

d’optimisation du solvant de lavage permet de déduire qu’une phase aqueuse (100% Eau) 

semble adaptée à l’étape de lavage des 7 cartouches. 
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Figure 65: Optimisation du solvant pour l'étape de lavage de chaque cartouche.Kd 
L pour lavage ; L1 pour Eau (100, v); L2 pour Eau/MeOH (90 :10, v/v) ; L3 pour Eau/MeOH (80 :20, v/v) ; L4 pour Eau/MeOH (70 :30, v/v). En bleu, sont rapportés les 

rendements apparents en eicosanoïdes obtenus dans la phase de lavage. En orange sont rapportés les rendements apparents en eicosanoïdes obtenus dans la phase d’élution.
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III.  L’élution  

1.  Optimisation du solvant d’élution 

Six phases mobiles ont été testées (Annexe IV-2). Le méthanol et l’acétonitrile sont les solvants 

les plus utilisés en chromatographie liquide pour l’élution des eicosanoïdes. Au vu de la relative 

polarité des prostanoïdes, l’ajout d’une certaine proportion d’eau (de l’ordre de 10%) dans la 

phase d’élution pourrait aider à augmenter le rendement d’extraction pour ces molécules. Du 

fait des différentes interactions possibles, un mélange ACN-MeOH-Eau comme utilisé dans les 

travaux de Araujo, et al. [118] pourrait aussi être un compromis pour éluer l’ensemble des 

eicosanoïdes. La figure 66 montre le rendement d’extraction obtenue en fonction du solvant 

utilisé. L’analyse de la figure 66 permet de regrouper les solvants ou mélange de solvants 

choisis pour chaque cartouche dans le tableau 19. De plus, la figure 66 montre que tous les 

systèmes de solvants de l’étude permettent d’éluer les eicosanoïdes avec le rendement minimal 

de l’ordre de 40%. Globalement, le rendement apparent d’extraction du méthanol (101% en 

rendement de 6-Céto PGF1α pour la cartouche Supelclean™ LC-18) est supérieur à celui avec 

de l’acétonitrile (74 % de rendement en 6-Céto PGF1α pour Supelclean™ LC-18). L’ajout de 

10% d’eau dans l’acétonitrile a permis d’augmenter le rendement apparent d’extraction. Cette 

observation confirme les résultats de Powell [131] où une amélioration du rendement 

d’extraction pour les prostanoïdes a été obtenue avec une phase organique contenant 10% d’eau. 

A titre d’exemple pour Oasis® HLB, le rendement apparent d’extraction en LTD4 était de 

l’ordre de 45% pour une élution à base d’acétonitrile et de 85% pour une élution à base d’eau-

acétonitrile (10-90, v/v). La même tendance est observée pour l’ensemble des cartouches 

testées. Les interactions polaires de type liaison hydrogène de l’eau complètent celles de 

l’acétonitrile pour augmenter la force éluante du mélange eau-acétonitrile (10-90, v/v). En 

revanche, l’ajout d’eau dans le méthanol n’a pas d’influence notable sur le rendement apparent 

d’extraction. Pour des résultats non montrés, cette tendance en variation globale de rendement 

apparent d’extraction est vérifiée pour la majorité des molécules de l’étude.
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Figure 66: Optimisation du solvant pour l'élution de chaque cartouche SPE. 
E pour phase d’élution ; E1 = 2mL MeOH (100,v) ; E2 = 2mL ACN(100,v) ; E3 = 2mL ACN-MeOH(50:50,v/v) ; E4 = 2mL ACN-H2O(90:10,v/v) ; E5 = 2mL MeOH-

H2O(90:10,v/v) ; E6 = 2mL ACN-MeOH-H2O(70:25:5,v/v/v).
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Tableau 19: Récapitulatif cartouches SPE-protocole optimal associé. 

Cartouches 
Activation-

Conditionnement 
Lavage Elution 

Bond Elut-C18 

2 mL MeOH + 

2mL Eau 

100 % 

Eau 

2mL MeOH (100,v) 

Bond Elut- C18-OH 2mL MeOH (100,v) 

Diazem-C18 
2mL ACN-

MeOH(50:50,v/v) 

Supelclean™ LC-18 2mL ACN-H2O(90:10,v/v) 

Strata® C18-E 
2mL ACN-MeOH-

H2O(70:25:5,v/v/v) 

Oasis® HLB 
2mL MeOH-H2O 

(90:10,v/v) 

Strata™-X 2mL ACN-H2O(90:10,v/v) 

 

2.  Comparaison des rendements d’extraction des protocoles 

optimisés  

Afin de choisir une cartouche pour l’extraction des eicosanoïdes relargués par les lignées 

cellulaires de cette étude, une comparaison des performances de chaque cartouche a été réalisée 

en confrontant les résultats de leur protocole optimisé (Tableau 19). Trois cartouches de chaque 

type ont été testées en appliquant leur protocole optimisé suivant le tableau 19. L’éluat de 

chaque extraction a été évaporé sous flux d’azote, resolubilisé dans du MeOH avant d’être 

injecté 3 fois pour analyse par LC-MS/MS (LTQ-Orbitrap® Velos Pro). En parallèle, 1 mL de 

MCI a été extrait par chaque cartouche. L’éluat issu de cette matrice sans eicosanoïdes est 

ensuite évaporé avant d’être resolubilisé dans 100 µL d’un mélange d’eicosanoïdes à 100 

ng/mL. Le rendement d’extraction a ensuite été calculé par rapport à la réponse d’un ion 

spécifique obtenu dans l’échantillon surchargé comme décrit précédemment dans l’équation 

47. Une évaluation de l’effet de matrice sur la réponse de chaque analyte a également été 

réalisée suivant l’équation 48.  

La figure 67 montre un récapitulatif des rendements réels d’extraction de différents 

eicosanoïdes (représentatifs de l’ensemble étudié) en fonction des cartouches utilisées. Un 

rendement de l’ordre 80% pour la cartouche Supelclean™ LC-18 – la moins performante – 

démontre l’efficacité de notre démarche analytique pour l’optimisation en SPE. Quatre 
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cartouches ont des performances proches (Fig.67) : Bond Elut ; Bond Elut-OH ; Oasis® HLB ; 

et Strata™-X. Mis à part quelques différences substantielles en termes de rendement, les 7 

cartouches avaient des performances comparables pour l’extraction des prostanoïdes et la 

LXA4 (Annexe IV-3) : Bond Elut (99 à 109%) ; Bond Elut-OH (82-100%) ; Diazem (82-87%) 

; Supelclean™ LC-18 (82-94%) ; Strata® C18-E (83-93%) ; Oasis® HLB (88-99%) ; et 

Strata™-X (98-108%). Les rendements d’extraction pour les leucotriènes, les HETE et les 

autres espèces oxydées tels que les EET étaient de l’ordre de 80 à 98% avec quelques légères 

variations dépendant des qualités intrinsèques à chaque cartouche. L’ensemble des cartouches 

extraient mieux les prostanoïdes par rapport aux autres molécules de l’étude. Tous ces résultats 

décrits ci-dessus sont répétables dans la mesure où les coefficients de variations (CV) associés 

à ces différents rendements étaient généralement de l’ordre de 1 à 5 % pour l’ensemble des 

cartouches et dépassent rarement les 9 %. L’effet de matrice est plus présent sur les prostanoïdes 

(environ -15%) par rapport aux espèces oxydées à l’instar des HETE et des EET (environ -5%) 

indépendamment de la cartouche (Annexe IV-4). Quelle que soit la cartouche, les rendements 

réels en AGPI étaient de l’ordre de 50 à 70%. Ce faible rendement s’expliquerait par la structure 

de ces molécules qui ne possèdent pas de groupements polaires sur le squelette carboné mis à 

part le groupement carboxyle à l’extrémité du squelette de 20 carbones.  

Un rendement moyen d’extraction en eicosanoïdes a été calculé par cartouche. Ce rendement 

moyen correspond à la moyenne des rendements en oxylipines (AGPI exclus). Il représente 

91.57% pour Bond Elut ; 91.03% pour Bond Elut-OH ; 84.65% pour Diazem ; 78.77% pour 

Supelclean™ LC-18 ; 82.88% pour Strata® C18-E ; 85.43% pour Oasis® HLB ; et 93.09% 

pour Strata™-X. Les rendements de l’ordre de 95% pour les prostanoïdes et de 75% pour les 

HETEs et autres espèces (Annexe IV-3) des cartouches SPE sont comparables à ceux obtenus 

dans une étude d’exploration de biomarqueurs présents dans le liquide cérébro-spinal [295]. La 

comparaison de ces rendements globaux permet de déduire que Strata™-X, Bond Elut et Bond 

Elut-OH présentent des performances comparables et semblent toutes adaptées à l’extraction 

des eicosanoïdes. La cartouche Strata™-X a enfin été choisie pour ses performances 

satisfaisantes et pour des raisons de coût d’analyse. En effet, la cartouche Strata™-X (966 €/500 

cartouches) semble relativement moins onéreuse par rapport à Bond Elut (1588 €/500 

cartouches) et Oasis® HLB (3305 €/500cartouches). Un rendement global après cumul des 

données donne 75% en utilisant la cartouche Oasis® HLB dans des travaux de Rago, et al. [39]. 

Certes, ces travaux ne partagent pas tous les eicosanoïdes de notre étude mais on peut dire que 
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notre approche permet d’obtenir un meilleur rendement global sur Oasis® HLB (85,43%); et 

Strata™-X (93,09%).
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Figure 67: Comparaison des performances des7 cartouches SPE testées avec leur protocole optimisé respectif. 
Les valeurs représentées sont des moyennes ± écart-type avec n = 3 cartouches testées pour chaque type. Les rendements représentés sont des valeurs moyennes.
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IV.  Etude de l’influence de la matrice et du pH sur 

l’extraction 

1.  Etude de l’effet de matrice sur le rendement d’extraction 

Afin d’évaluer l’effet de matrice sur l’extraction, le même protocole décrit précédemment 

(Partie II-Chapitre 4-IV-2) a été réalisé sur la cartouche Strata™-X suivant son protocole 

optimisé (Tableau 19). Trois cartouches Strata™-X ont permis après extraction des 

eicosanoïdes d’un milieu MCI supplémenté en eicosanoïdes de calculer le rendement et 

d’évaluer la répétabilité intra-jour. 

Les résultats répertoriés dans le tableau 20 montrent les meilleurs rendements (supérieurs à 

100%) pour l’extraction des prostanoïdes, le LTB4 et 14,15-DiHETE avec une répétabilité de 

l’ordre de 5%. En revanche, l’extraction semble moins efficiente pour les espèces oxydées telles 

que les HETEs, HODE, HDHA (~80%) et surtout les AGPI précurseurs des eicosanoïdes (40-

60%). Cette méthode montre une très bonne répétabilité intra-jour avec un coefficient de 

variation autour de 5%, donc nettement meilleur qu’un CV de 15% maximum toléré utilisé 

habituellement dans les procédures de validations de méthodes analytiques [286,289]. La 

matrice semble réduire le rendement d’extraction. Cet effet est très ressenti sur les prostanoïdes 

(environ -25%) par rapport aux autres molécules où l’effet est de l’ordre de -15%. Ces résultats 

rejoignent ceux obtenus à l’étape de comparaison des différents types de cartouches avec leur 

protocole optimisé (Annexe IV-4).  
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Tableau 20: Rendemnts d'extraction d'eicosanoïdes et effet de matrice sur Strata™-X 

Molécules Concentration 

(ng/mL) 

 Strata X 

 Rendement (%) CV(%) Effet de matrice (%) 

6-Céto-PGF1α  100  108.89 4.25 -23.15 

TXB2  100  107.36 5.34 -42.40 

PGE3  100  109.70 6.99 -17.62 

PGF2α  100  107.46 3.14 -17.34 

PGE2  100  105.36 5.08 -4.95 

LXA4  100  91.95 15.90 -3.82 

LTD4  100  84.32 6.54 -17.42 

LTB4  100  100.41 4.85 -11.96 

14,15-DiHETE  100  101.77 5.25 -8.93 

5,6-DiHETE  100  96.83 7.66 -14.76 

5-HEPE  100  95.06 5.44 -25.94 

13-HODE 100  88.22 2.59 -15.45 

9-HODE  100  87.65 4.75 -14.26 

20-HDHA  100  80.51 4.94 -13.85 

15-HETE  100  84.18 4.32 -1.68 

11-HETE 100  82.47 5.39 -12.31 

8-HETE 100  76.99 5.52 -9.89 

12-HETE 100  73.18 3.80 -12.15 

5-HETE 100  73.27 5.54 -9.67 

14,15-EET 100  81.82 3.42 -13.04 

CTA2 100  88.79 1.30 -11.97 

8,9-EET 100  73.66 2.05 -10.83 

EPA  100  61.96 5.87 -15.30 

AA  100  41.32 11.51 -17.86 

 

2.  Influence du pH sur le rendement d’extraction 

L’acidification de l’échantillon à extraire est un prétraitement courant dans la littérature 

[39,87,146,235]. Une évaluation de l’influence de l’acidification aux différentes étapes de 

l’extraction par SPE a été réalisée. Pour cela, quatre protocoles ont été testés : un protocole 

standard sans apport d’acide à aucune des étapes, les solvants d’extraction avec 1% d’acide 

formique uniquement, l’échantillon acidifié avec l’acide formique à hauteur de 1% et enfin les 

solvants d’extraction et l’échantillon à extraire sont les tous deux acidifiés à hauteur de 1%. 

Pour chaque protocole, trois cartouches ont été testées. Des rendements d’extraction ainsi que 

l’effet de matrice associé ont enfin été calculés (Fig.68 et Annexe IV-3 et 4). 
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Figure 68: Influence du pH sur le rendement d'extraction 
Les valeurs représentées sont des rendements réels d’extraction ± le coefficient de variation., n=3
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De l’analyse de la figure 68, on peut déduire qu’en moyenne l’ajout de l’acide formique semble 

introduire une variabilité dans la rétention des eicosanoïdes sur Strata™-X. En effet, l’ajout de 

l’acide formique à hauteur de 1% montre une diminution du rendement d’extraction. La même 

tendance a été observée pour l’ensemble des molécules étudiées. En revanche, l’ajout d’acide 

semble réduire l’effet de matrice qui passe de -15% vers environ -5% en moyenne. Cette 

diminution de l’effet de matrice s’expliquerait par la diminution des interactions polaires de 

type échanges d’ions entre les eicosanoïdes et les molécules de la matrice. Tous ces résultats 

permettent également de montrer l’importance des interactions secondaires avec les silanols 

libres pour l’extraction des composés relativement polaires tels que les eicosanoïdes. L’acide 

formique réduirait donc significativement les interactions d’échanges d’ions en protonant aussi 

bien les molécules que les groupements ionisables de la phase stationnaire tels que les silanols.  

 

V.  L’extraction par SPE et l’extraction liquide liquide pour 

l’analyse des eicosanoïdes 

Même si la SPE semble être la méthode de prédilection selon la littérature [39,87,108], les 

eicosanoïdes provenant d’échantillons de lignées cellulaires ont également été extraits par 

l’extraction liquide liquide. La LLE suivant Folch [126] et celle suivant Bligh & Dyer [296] ont 

été effectuées suivant les protocoles en Annexe IV-5. Des rendements réels d’extractions ainsi 

que l’effet de matrice ont ensuite été calculés suivant l’équation 47 et 48. 

Les résultats (Fig.69 et Annexe IV-6) montrent que la SPE est plus efficiente (~93%) que 

l’extraction liquide liquide (~28%) pour l’extraction des eicosanoïdes. L’effet de matrice 

semble réduire d’environ 10% le rendement d’extraction des eicosanoïdes quel que soit le type 

d’extraction (Annexe IV-6).
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Figure 69: Comparaison de l'extraction liquide liquide (LLE) et l'extraction en phase solide (SPE). 
Les valeurs représentées sont des rendements réels d’extraction ± le coefficient de variation., n=3.
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Conclusion 

L'analyse des eicosanoïdes à partir d'échantillons biologiques nécessite l'extraction préalable 

afin de réduire la complexité de l’échantillon à analyser et d’améliorer la sensibilité de détection 

des molécules cibles. Dans un objectif de quantification d’eicosanoïdes de deux lignées 

cellulaires (J774 et THP-1), un développement de méthode d’extraction par SPE a confirmé 

l’efficience de la SPE vis-à-vis de l’extraction liquide liquide pour extraire les eicosanoïdes. La 

cartouche Strata™-X a été sélectionnée pour notre méthode du fait de ses performances 

d’extraction (93%) et pour des raisons de coût d’analyse. En réalité, les phases polymériques 

(Oasis® HLB; et Strata™-X) du fait de leur plus grand caractère hydrohophe et une plus grande 

surface spécifique [135,297] sont attendus à donner de meilleurs rendements. Cependant, les 

cartouches Bond Elut (qui sont des phases à base de silice greffée C18) montrent également 

d’excellents rendements d’extractions pour les eicosanoïdes. Nous reviendrons sur cet aspect 

dans la partie III consacrée à la discussion de notre travail de thèse. L’ajout de l’acide semble 

réduire significativement les rendements d’extraction. Ce dernier résultat même s’il est 

surprenant, est informatif en montrant l’importance de certaines interactions secondaires qui 

contribuent fortement à la rétention en SPE. En effet, si la réduction des silanols résiduels pour 

les phases de chromatographie liquide peut nuire à la sélectivité de certaines séparations de 

molécules, la présence de ces fonctions peut conduire en SPE à des interactions additionnelles 

et favoriser l’extraction de composés polaires. Les interactions hydrophobes restent cependant 

prépondérantes dans le mécanisme de rétention de la SPE.  
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Chapitre 5:  Applications des méthodes 

développées sur des modèles cellulaires   
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Il est important de rappeler l’origine des deux lignées de macrophages puisque le profilage en 

eicosanoïdes est dépendant du type cellulaire [86]. Les cellules THP-1 sont issues du sang d’un 

patient atteint d’une leucémie monocytaire aiguë il y a plus de 30 ans. Cette lignée monocytaire 

humaine THP-1 est largement utilisée pour l’étude de la fonction des monocytes et des 

macrophages, ainsi que dans la recherche sur la leucémie. Les cellules J774 étudiées sont quant 

à elles des macrophages de Souris. Ces deux lignées de macrophages (J774 et THP-1) ont été 

utilisées pour mimer des modèles de développement de cellules spumeuses. Des expériences de 

supplémentations en EPA de la membrane des macrophages THP-1 et J774 ont permis de 

montrer que les variations de l’efflux du cholestérol semble dépendre du type cellulaire 

[35,298]. Une évaluation de l’efflux de cholestérol sur des modèles cellulaires stimulés par le 

LPS sera rapporté dans ce chapitre, en plus de l’évaluation quantitative des eicosanoïdes comme 

potentiellement impliqués dans les fluctuations de cet efflux. 

La méthode couplée RP-HPLC-LTQ-Orbitrap® Velos Pro mais aussi celles sur la LCMS-8060 

seront utilisées dans ce chapitre pour le profilage et la quantification des eicosanoïdes des 

surnageants cellulaires de macrophages J774 et THP-1 dans différentes conditions. L’objectif 

de ce chapitre est de tenter de relier les variations d’eicosanoïdes avec l’efflux du cholestérol 

des macrophages après incorporation de l’EPA dans leur membrane, un des facteurs 

antiathérogènes connus. 

 

I.  Profilage des eicosanoïdes relargués par des lignées 

cellulaires J774 et THP-1 

1.  Matériel et Méthodes 

1.1.  Culture des lignées cellulaires J774 et THP-1 

La lignée cellulaire monocytaire humaine THP-1 et les macrophages J774 ont été obtenus 

auprès de l’American Tissue Culture Collection (ATCC, Manassas, VA Molsheim, France). 

Les monocytes sont décongelés et cultivés en suspension dans du milieu RPMI-1640 (Roswell 

Park Memorial Institute medium) supplémenté avec 10% de sérum de veau foetal (SVF), 1% 

de glutamine, 1% de HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid) et 1% d’un 

cocktail d’antibiotiques (Pénicilline, Streptomycine). Ce milieu sera dénommé milieu de culture 

complet (MCC). Un renouvellement du milieu est réalisé tous les deux à trois jours dans des 

flacons de culture de 75 cm² de surface avec bouchon à membrane filtrante de 0,2 μm. Le 
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renouvellement du milieu de culture sur les monocytes THP-1 est effectué via une 

centrifugation à 1200 rpm pendant 5 minutes à température ambiante. Le culot est suspendu 

dans du milieu frais et les cellules sont comptées avant leur repiquage. Cette étape est nommée 

« passage ». Les cellules au-delà du 20ième passage ne sont pas utilisées dans cette étude. Les 

cellules J774 étant des cellules adhérentes, le renouvellement a lieu tous les 2 à 3 jours en 

aspirant directement le milieu dépourvu de nutriments.  

1.2.  Stimulation par le LPS 

Une différenciation des monocytes THP-1 (flottantes) en macrophages (cellules adhérentes) est 

réalisée en ajoutant 100 nM de phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) (Sigma-Aldrich, Saint-

Quentin-Fallavier, France) au milieu de culture contenant les monocytes THP-1 au jour J0.  

Les cellules sont ensuite ensemencées dans des plaques de 6 puits (4 millions de cellules par 

puits pour les THP-1, 200000 cellules pour les J774) selon les conditions exposées sur le plan 

de plaque (Annexe V-1). Après une confluence minimale à 80% des cellules, une étape 

d’équilibrage de 1h est réalisée en mettant les cellules au contact avec du milieu de culture 

incomplet (MCI : Milieu de culture sans SVF). Ensuite, les cellules sont stimulées ou non par 

du LPS (100 ng/mL) dans du MCC pendant 8h et 24h. En parallèle, 18 réplicats divisés en deux 

(8h et 24h) sont additionnées de PGE2 dans du MCC pour servir de contrôle positif. Les 

différents surnageants sont récupérés dans des tubes à hémolyse contenant du MCI avec 0,005% 

de BHT (m/v) (placé dans de la glace). Les surnageants sont ensuite vortexés puis conservés à 

-32°C. 

1.3.  Prétraitement et extraction par SPE des surnageants 

Après décongélation des surnageants et vortexage, les surnageants sont centrifugés pendant 10 

minutes à 4500 rpm. Cette étape permet ainsi de se débarrasser des débris cellulaires et cellules 

mortes éventuelles récupérés avec le surnageant. Toute la préparation a lieu sur de la glace et à 

l’abri de la lumière. Les surnageants sont ensuite soumis à une extraction par SPE suivant le 

protocole optimisé sur la cartouche Strata™-X. Après équilibration et activation avec 2mL de 

MeOH + 2mL d’eau, 2mL de surnageant sont chargés sur la cartouche. 1mL d’eau a servi à 

l’étape de lavage suivie d’une élution par 2mL d’un mélange Eau-ACN (10 : 90, v/v). L’éluat 

est ensuite évaporé sous flux d’azote à température ambiante puis resolubilisé dans 100 µL de 

MeOH. Cette étape est suivie d’une préconcentration des 9 réplicats de chaque condition pour 

en faire un seul échantillon. 5µL de chaque échantillon sont ensuite analysés par LC-MS/MS 

(LTQ-Orbitrap® Velos Pro) dans les conditions chromatographiques de la phase stationnaire 
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Accucore™ C30 (Phase mobile : A (Eau:ACN, 70:30,v/v) contenant 0,04% HCOOH; 

B(ACN,100,v) contenant 0,04% HCOOH. T = 25°C; débit = 0.5mL/min). Le traitement des 

données a lieu sous X-Calibur™ et a permis d’extraire les ions spécifiques issus de la 

fragmentation des molécules suivant l’approche ciblée. Les mêmes échantillons ont été analysés 

par la méthode développée sur la LCMS-8060 en mode MRM avec la phase stationnaire 

Accucore™ C30. Afin d’établir une liste la plus exhaustive possible d’oxylipines produites par 

les macrophages J774 et THP-1, une autre méthode permettant de suivre environ 195 molécules 

et 19 standards deuteurés par SRM sur la LCMS-8060 (développée par Shimadzu) a été utilisée. 

 

2.  Analyse des eicosanoïdes cellulaires par les deux méthodes 

développées avec Accucore™ C30 sur les deux spectromètres 

de masse (LTQ-Orbitrap® Velos Pro et LCMS-8060) 

Les macrophages sont essentiels aux processus physiologiques y compris la régulation des 

processus de l’immunité innée et adaptative, et acteurs dans le développement de maladies 

inflammatoires. C’est la raison pour laquelle ils servent de modèle in vitro pour étudier de 

nombreuses pathologies. Les macrophages sont des producteurs d’eicosanoïdes et d'autres 

médiateurs lipidiques apparentés au cours de l'inflammation, mais la résultante issue de l’action 

d’une population hétérogène d’eicosanoïdes aux actions opposées est très peu décrite voire très 

peu étudiée dans la biologie des macrophages. Au travers de notre étude, il sera réalisé un 

profilage comparatif de deux modèles de macrophages J774 et THP-1. Ce profilage a pour but 

de fournir une analyse qualitative des eicosanoïdes et du métabolisme des deux types de 

macrophages. 

2.1.  Caractérisation des médiateurs lipidiques par approche ciblée 

Dans ce travail de thèse, l’analyse des eicosanoïdes relargués par des lignées cellulaires THP-1 

et J774 dans différentes conditions de stimulation pour mimer le processus inflammatoire ayant 

lieu au cours de l’athérosclérose a pu être réalisée grâce aux différentes méthodes séparatives 

développées. 

Parmi les molécules relarguées par THP-1 et J774, trois sont des prostanoïdes (TXB2, PGF2α 

et la PGE2), une lipoxine (LXA4), deux HODE (9-HODE et 13-HODE) et cinq HETE (14,15-

DiHETE, 15-HETE, 11-HETE, 12-HETE, 5-HETE) et un précurseur des eicosanoïdes qu’est 

l’AA. Deux molécules initialement non incluses dans notre méthode ciblée ont été mises en 
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lumière : 13-HODE ainsi qu’une molécule dont la caractérisation n’est pas décrite dans la 

littérature (Annexe V-2). Nous rapportons ici l’un des premiers intérêts de la segmentation du 

profil chromatographique pour une analyse par DDA. En effet, deux segments ont été définis 

pour, d’une part, les molécules de m/z [M-H] 295 et, d’autre part celles de m/z [M-H]- 319. Par 

conséquent, il est possible d’identifier des oxylipines ayant ces masses et qui éluent dans ces 

fenêtres. La molécule de m/z de 295 a été identifiée comme étant du 13-HODE (Figure 70-a). 

L’ion 195.14 (m/z) correspond à une perte d’aldhéhyde (C6H12O) issu du clivage entre C12-

C13 comme montré sur la figure 70. L’identification des oxylipines sécrétées par les 

macrophages à été réalisée à partir de notre méthode ciblée avec une exactitude en masse 

inférieure à 5 ppm (Annexe V-3). A ce jour et à notre connaissance, il n’existe pas dans la 

littérature d’études lipidomiques permettant de répertorier des oxylipines produites par les 

macrophages THP-1 et J774 dans différentes conditions de stimulations. Notre approche ciblée 

sur la base des 26 molécules, a permis d’identifier 13 molécules relarguées par les macrophages 

THP-1 et J774 dans différentes conditions de stimulation. 

 

Figure 70 : Identification du 13-HODE relargué par les macrophages. 
a) Spectre MS/MS du 13-HODE retrouvé dans le surnageant du macrophage J774 après 24h de stimulation par le 

LPS (100ng/mL). b) Spectre MS/MS du 13-HODE. Les spectres ont été acquis à une résolution de 7500. 
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2.2.  Analyse qualitative du profil des oxylipines des macrophages J774 et 

THP-1 (LTQ-Orbitrap® Velos Pro) 

La figure 71 montre un profilage de 13 molécules et une molécule inconnue. La plupart des 

molécules sont produites par les macrophages J774 indépendamment de la stimulation par le 

LPS comparativement à la PGE2 et au 15-HETE qui ne semblent produits qu’à l’état stimulé 

par le LPS. La stimulation par le LPS permet d’augmenter globalement la production des 

prostanoïdes (TXB2, PGF2α et PGE2). La TXB2 n’est produite qu’en condition inflammatoire 

et disparaît au bout de 24h. En comparant les niveaux de synthèse de certaines espèces 

moléculaires, le temps d’incubation semble avoir une influence significative sur la production 

des espèces oxydées telles que le 13-HODE, le 9-HODE et le 11-HETE qui augmentent. 

Contrairement à ce à quoi on pouvait s’attendre en condition inflammatoire, on note une 

diminution de production de certaines espèces (9-HODE, molécule inconnue) par comparaison 

de l’état basal avec l’état stimulé. Ces diminutions observées seraient dues à des processus 

d’oxydation et/ ou d’hydrolyse qui aboutissent à la genèse d’autres espèces d’eicosanoïdes 

[67,299,300]. 

 

Figure 71: Profilage global des oxylipines et un précurseur d’eicosanoïde sécrétés par les 

macrophages J774 stimulés ou non par le LPS pendant 8h et 24h et analysés par RP-

HPLC-MS/MS (LTQ-Orbitrap® Velos Pro) 
J774-C-8 et J774-C-24 correspondent aux échantillons de macrophages à l’état basal (sans stimulation) incubés 

respectivement pendant 8h et 24h. J774-LPS-8 et J774-LPS-24 sont les échantillons obtenus après stimulation par 

du LPS (100ng/mL) respectivement pendant 8h et 24h. Les échantillons sont ensuite analysés après extraction par 

RP-HPLC-MS/MS (Orbitrap® Velos Pro). Phase stationnaire : Accucore™ C30 ; Phase mobile : A (Eau :ACN, 

70:30,v/v) contenant 0,04% HCOOH; B(Acétonitrile,100,v) contenant 0,04% HCOOH. T = 25°C ; V injecté = 

5µL ; Débit = 0,5mL/min 

 



255 

  

L’analyse de la figure 72 montre le profilage en eicosanoïdes des THP-1 dans différentes 

conditions de stimulations. Un temps plus long de stimulation par le LPS aboutit à une 

production plus importante de prostanoïdes par les macrophages THP-1. A titre d’exemple, la 

TXB2 voit son niveau multiplié par un facteur 10 entre 8 et 24h de stimulation. En revanche, la 

stimulation par le LPS quel que soit le temps de stimulation ne semble pas influer 

significativement la production des autres espèces. 

 

Figure 72: Profilage des oxylipines et un précurseur d’eicosanoïde sécrétés par les 

macrophages THP-1  stimulés ou non par le LPS pendant 8h et 24h et analysés par RP-

HPLC-MS/MS (LTQ-Orbitrap® Velos Pro). 
THP-1-C-8 et THP-1-C-24 correspondent aux échantillons de macrophages THP-1 à l’état basal (sans stimulation) 

incubés respectivement pendant 8h et 24h. THP-1-LPS-8 et THP-1-LPS-24 sont les échantillons obtenus après 

stimulation par du LPS (100ng/mL) respectivement pendant 8h et 24h. Les échantillons sont ensuite analysés après 

extraction par RP-HPLC-MS/MS (Orbitrap® Velos Pro). Phase stationnaire : Accucore™ C30 ; Phase mobile : A 

(Eau: ACN, 70:30, v/v) contenant 0,04% HCOOH; B (Acétonitrile,100, v) contenant 0,04% HCOOH. T = 25°C ; 

V injecté = 5µL ; Débit = 0,5mL/min 

 

2.3.  Analyse comparative du profil global en eicosanoïdes des macrophages 

J774 et THP-1 

Les données issues de l’analyse de surnageants des deux lignées cellulaires (THP-1 et J774) ont 

ensuite été compilées (Fig.73) afin de mieux comparer les variations en termes d’eicosanoïdes 

produits et de définir une tendance de production des espèces moléculaires majoritaires en 

fonction des deux lignées cellulaires suivant notre approche ciblée. En effet, la production en 

eicosanoïdes dépend des phénotypes de macrophages [86]. Les temps d’incubation et de 

stimulation affectent positivement la production de prostanoïdes (Fig.73). La TXB2 semble être 

produite uniquement par les macrophages THP-1 en condition inflammatoire. A l’état basal 

comme à l’état stimulé par le LPS et indépendamment du temps d’incubation (8h et 24h), les 
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macrophages THP-1 produisent plus de PGF2α et de PGE2 par rapport aux macrophages J774. 

Par conséquent, les macrophages THP-1 produisent plus de prostanoïdes comparativement aux 

macrophages J774 (Fig.73 et Annexe V-4). La variation du niveau de certaines molécules 

comme le 14,15-DiHETE et le 5-HETE sont globalement comparables entre J774 et THP-1. 

Aussi, les macrophages J774 semblent avoir un métabolisme qui permet de produire plus 

d’espèces oxydées (13-HODE ; 9-HODE ; molécule inconnue de m/z 319, 11-HETE) par 

rapport aux macrophages THP-1 (Fig.73 et Annexe V-5). Quel que soit le type cellulaire, le 

LXA4, le 13-HODE et le 9-HODE relargués à l’état basal sont plus importants qu’à l’état 

stimulé. Le LPS ne semble donc pas stimuler la production de ces dernières molécules. Cette 

observation s’expliquerait par le fait que le LPS stimule préférentiellement la voie de la COX 

[38,85,89]. Cette voie est bien décrite dans la littérature [38,66,67] pour aboutir à la production 

des prostanoïdes même si les mécanismes complexes impliqués dans la cascade de signalisation 

peuvent activer la voix de la LOX [85] aboutissant à la production d’autres médiateurs 

lipidiques oxydées tels les HETE et HODE.  

 

Figure 73: Profilage global des oxylipines et un précurseur d’eicosanoïde sécrétés par les 

macrophages THP-1 et J774  stimulés ou non par le LPS pendant 8h et 24h et analysés 

par RP-HPLC-MS/MS (LTQ-Orbitrap® Velos Pro). 
Pour toutes les conditions, C correspond à l’état basal, LPS correspond à l’état stimulé, le dernier chiffre (8-24) 

correspondent aux temps d’incubation et/ ou de stimulation. Les échantillons sont ensuite analysés après extraction 

par RP-HPLC-MS/MS (Orbitrap® Velos Pro). Phase stationnaire : Accucore™ C30 ; Phase mobile : A (Eau: 

ACN, 70:30,v/v) contenant 0,04% HCOOH; B(Acétonitrile,100,v) contenant 0,04% HCOOH. T = 25°C ; V injecté 

= 5µL ; Débit = 0,5mL/min 

 

Les mêmes extraits issus de surnageants de J774 et THP-1 dans différentes conditions (état 

basal versus état stimulé pendant 8 et 24 h) ont été analysés par la méthode développée sur la 

LCMS-8060. L’objectif est d’élargir le spectre de médiateurs lipidiques relarguées par ces 
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macrophages. A la différence de l’acquisition avec la méthode en mode DDA sur le LTQ-

Orbitrap® Velos Pro qui a permis d’identifier de façon systématique 11 oxylipines (Fig.73), la 

méthode développée avec la phase stationnaire Accucore C30 couplée au triple quadripôle de 

la chaîne LCMS-8060 permet de mettre en lumière au total 16 Oxylipines (Fig.74). Cinq 

nouvelles molécules ont donc été détectées à savoir, la PGE3, le LTB4, le 20-HDHA, le 14,15-

EET et le 11,12-EET. Sur la base de ces résultats et compte tenu du fait que de faibles niveaux 

de TXB2 ont été détectés chez les macrophages J774, la LCMS-8060 semble avoir une LOD 

inférieure à celle du LTQ-Orbitrap® Velos Pro. L’augmentation de la production de 

prostanoïdes dépendant du temps d’incubation et de stimulation observée avec la méthode en 

mode DDA se trouve confirmée par celle en mode MRM sur la LCMS-8060. En revanche, des 

niveaux comparables ont été enregistrés pour la PGE3 quelle que soit la condition basale ou 

stimulée. Ceci serait liée à la très faible abondance de la membrane de ces cellules en EPA qui 

est le précurseur direct de la PGE3. On note une diminution de PGE2 produite quel que soit le 

type cellulaire après 8 h de stimulation par le LPS par rapport à l’état basal. Une diminution de 

la production des HODE semble également se produire chez les macrophages J774 après 24 h 

de stimulation par le LPS (Fig.74). La variation globale observée en comparant les profils des 

deux macrophages permet de déduire que les THP-1 produisent plus de prostanoïdes par rapport 

aux macrophages J774 (Fig.74-a). Quelles que soient les conditions d’exposition des deux 

lignées cellulaires, des niveaux comparables de certaines molécules (LTB4 ; 14,15-DiHETE ; 

20-HDHA ; 5-HETE) peuvent être soulignés (Fig.74-b). L’analyse du profil ci-contre (Fig.74-

b) montre globalement que les macrophages J774 produisent plus d’espèces oxydées (9-HODE, 

13-HODE, 20-HDHA, 11-HETE ; 11,12-EET) comparativement aux macrophages THP-1. Ces 

résultats confirment donc ceux déduits précédemment par une analyse en mode DDA sur le 

LTQ-Orbitrap® Velos Pro. 
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Figure 74: Profilage global des eicosanoïdes relargués par les macrophages THP-1 et J774  

stimulés ou non par le LPS pendant 8h et 24h et analysés par RP-HPLC-QqQ (MRM) 

(LCMS-8060).  
a) profilage des prostanoïdes, b) profilage des autres espèces oxydées telles que les LTs, HETEs, HODEs et EETs. 

Pour toutes les conditions, C correspond à l’état basal, LPS correspond à l’état stimulé, le dernier chiffre (8-24) 

correspondent aux temps d’incubation et/ ou de stimulation. Les échantillons sont ensuite analysés après extraction 

par RP-HPLC-QqQ (LCMS-8060) en mode MRM. Phase stationnaire : Accucore™ C30 ; Phase mobile : A 

(Eau:ACN, 70:30,v/v) contenant 0,04% HCOOH; B(Acétonitrile,100,v) contenant 0,04% HCOOH. T = 25°C ; V 

injecté = 5µL ; Débit = 0,5mL/min 

 

La méthode d’analyse des médiateurs lipidiques (développée par Shimadzu) sur la LCMS-8060 

a ensuite été utilisée pour analyser les mêmes extraits que précédemment. 

Au vu du nombre élevé de molécules potentiellement relarguées par ces cellules, les données 

ont été représentées sous forme de carte de chaleur pour faciliter la lecture et l’interprétation du 

profil de sécrétion en oxylipines. Sur les 195 oxylipines de la méthode développée par 

Shimadzu, les macrophages J774 et THP-1 en produisent entre 32 et 42 à l’état basal pendant 

8h et 24h (Tableau 21). La faible variabilité en termes de nombre de molécules produites à 

l’état basal à 8h et 24h montre que le métabolisme qualitatif de base des macrophages semble 

comparable et non influencé par le temps d’incubation (8h et 24h).  La stimulation par le LPS 

permet de multiplier par un facteur deux le nombre de molécules produites à partir des 
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différentes voies de biogenèse (Tableau 21). A titre d’exemple, les macrophages J774 à l’état 

basal pendant 24h relarguent dans le milieu extracellulaire 36 oxylipines contre 77 à l’état 

inflammatoire. Une abondance qualitative et en termes d’intensité des médiateurs produits par 

les macrophages J744 en état inflammatoire pendant 24h comparé à l’état basal est illustrée sur 

la carte de chaleur (Fig.75). En effet, les macrophages J774 à l’état basal produisent plus de 

Lyso PAF ; 15-HETrE ; 13-HODE ; 9-HODE ; 11b-13,14-Dihydro-15-Céto PGF2α ; 13-

KODE et 9-KODE. Si en condition inflammatoire pendant 24h, certaines molécules comme le 

8-iso PGF1α ; le 15-HEDE ; la PGA1 ; la 8-iso PGA1 ; le 11-HETE et le Lyso PAF se 

démarquent par des niveaux élevés ; d’autres (9-HODE, 13-HODE, 9-KODE, 13-KODE) en 

revanche voient leur production baisser voire disparaître laissant probablement place à une autre 

molécule issu d’oxydation ou d’une autre voie métabolique. Nos observations précédentes 

(Fig.75) en ce qui concerne une diminution des niveaux de 9-HODE et 13-HODE à l’état 

inflammatoire se trouve confirmées par cette carte de chaleur. Le Lyso-PAF est une molécule 

retrouvée dans la plupart de fluides biologiques en condition inflammatoire [301]. Les 

macrophages J774 semblent produire une diversité plus importante d’oxylipines en condition 

inflammatoire comme l’indique le tableau 21. En revanche, les macrophages THP-1 produisent 

peu de Lyso-PAF par rapport aux macrophages J774, et ce, même en condition inflammatoire. 

Après stimulation pendant 24h par le LPS, les macrophages THP-1, produisent plus de TXB1 ; 

12-HHT (12-Hydroxyheptadecatrienoic acid) ; LTE4, 13,14-dihydro-15-céto PGF1α que les 

macrophages J774 indépendamment de son état de stimulation (Fig.75). La quantité de PGE2 

semble diminuer dans les échantillons surchargés avec la PGE2 pendant 24h comparativement 

au niveau affiché à 8h. En effet la variation de la quantité de prostanoïdes est également sous le 

contrôle de certaines molécules comme la PGE2 qui agissent par rétrocontrôle négatif sur 

l’expression de la COX [94,96]. Ces données de la littérature expliqueraient donc la diminution 

de production de certains prostanoïdes au fur et à mesure que le temps de stimulation ou 

d’incubation augmente. 
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Tableau 21: Inventaire du nombre de médiateurs lipidiques produits en fonction du type 

cellulaire et des conditions de stimulations 
Pour toutes les conditions, C correspond à l’état basal, LPS correspond à l’état stimulé, le dernier chiffre (8-24) 

correspondent aux temps d’incubation et/ ou de stimulation. 

 

Modèle étudié 

Nombre 

d'oxylipines 

relarguées 

J774-C-8 32 

J774-PGE2-8 43 

J774-LPS-8 59 

THP-1-C-8 42 

THP-1-PGE2-8 45 

THP-1-LPS-8 68 

J774-C-24 36 

J774-PGE2-24 46 

J774-LPS-24 77 

THP-1-C-24 39 

THP-1-PGE2-24 47 

THP-1-LPS-24 71 
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Figure 75: Représentation graphique sous forme de carte de chaleur des surfaces des transitions de médiateurs lipidiques détectés dans les 

surnageants des macrophages J774 et THP-1 par LCMS-8060 en mode SRM (méthode Shimadzu) 
Pour toutes les conditions, C correspond à l’état basal, LPS correspond à l’état stimulé, le dernier chiffre (8-24) correspondent aux temps d’incubation et/ ou de stimulation. Les 

échantillons sont ensuite analysés après extraction par RP-HPLC-QqQ (LCMS-8060) en mode SRM. Phase stationnaire : Kinetex ; Phase mobile : A (Eau:ACN, 70:30,v/v) 

contenant 0,04% HCOOH; B(Acétonitrile,100,v) contenant 0,04% HCOOH. T = 25°C ; V injecté = 5µL ; Débit = 0,5mL/min 
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II.  Analyse quantitative des eicosanoïdes produits par les 

macrophages J774 et THP-1 

Afin de vérifier notre hypothèse de départ en ce qui concerne l’impact des eicosanoïdes sur la 

protéine d’efflux ABCA1, il convient d’évaluer la capacité de notre méthode couplée (RP-

HPLC-LTQ-Orbitrap® Velos Pro en mode DDA segmenté) à quantifier les oxylipines 

relarguées dans les deux modèles cellulaires J774 et THP-1. L’objectif de cette partie sera dans 

un premier temps de mesurer la quantité d’eicosanoïdes relargués par les macrophages THP-1 

et J774, et dans un second temps de tenter d’expliquer les fluctuations d’efflux de cholestérol 

avec la variation quantitative de certaines oxylipines suite à l’incorporation d’EPA dans la 

membrane des macrophages. 

 

1.  Matériel et Méthodes 

1.1.  Matériel 

Le même matériel ainsi que les mêmes lignées cellulaires (J774 et THP-1) pour le profilage ont 

été utilisées pour l’analyse quantitative. Le 22-hydroxy-cholesterol et l’acide 9-cis-retinoïque, 

deux agonistes respectifs de LXR/RXR, et l’EPA ont été obtenus auprès de Sigma Aldrich 

(France).  

1.2.  Méthodes 

1.2.1.  Mesure de l’efflux du cholestérol 

Les cellules J774 (0.04 millions de cellules par puits) et THP-1 (0.8 million de cellules par 

puits) sont ensemencées dans des plaques de 24 puits dans du MCC. 100 µM de PMA ont 

permis de différencier les monocytes THP-1 en macrophages. Après confluence au bout de 72h, 

elles sont supplémentées ou non avec de l’EPA (70µM) dissous dans du MCC contenant du 

BSA (64 mg pour les 100 mL de milieu de culture). Un marquage est réalisé à cette étape en 

rajoutant du cholestérol tritié (2µCi/puit) aux milieux de culture supplémentés ou non en EPA. 

Il s’en suit une étape d’équilibration et de stimulation pendant 20h avec des agonistes de 

LXR/RXR (5 μg/ml 22-hydroxy-cholesterol et 10 μM 9-cis-retinoic acid) et du LPS (100 

ng/mL) dans du MCI contenant 0,2% BSA. Il faut préciser que du PMA est ajouté sur les 

macrophages THP-1 pendant toute cette procédure afin de s’assurer du maintien de la 

différenciation et d’une bonne viabilité cellulaire. Après l’équilibration, les macrophages (J774 

et THP-1) exprimant ABCA1 sont incubées en présence de 15 µg/mL d’apolipoprotéine A1 
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(Sigma AALdrich) pendant 4h. Les surnageants récupérés sont centrifugés à 1200 rpm pendant 

5 min pour éliminer les débrits cellulaires avant ajout de 4mL du liquide scintillant. En parallèle, 

le tapis cellulaire des plaques est incubé avec 600 µL d’isopropanol afin d’extraire tout le 

cholestérol tritié intracellulaire sur lequel est ajouté du liquide scintillant.  

Tous les échantillons ont été analysés en triplicats. Les différentes plaques sont ensuite lues par 

un compteur de radioactivité. L'efflux de cholestérol a été évalué comme le pourcentage de la 

radioactivité dans le milieu par rapport à la radioactivité totale dans le milieu de culture et ceux 

contenant les cellules. Les valeurs d'efflux de cholestérol ont été corrigées par la quantité de 

cholestérol tritié libéré dans le milieu en l'absence d'accepteurs (Apo A1). 

1.2.2.  Dosage d’eicosanoïdes de surnageants cellulaires 

Cette étape est réalisée en parallèle des expériences de mesure d’efflux du cholestérol. Les deux 

lignées cellulaires J774 et THP-1 sont ensemencées dans un MCC respectivement à hauteur de 

200000 cellules par puits et 4 millions de cellules par puits dans des plaques de 6 puits. Au total 

9 puits par condition sont ensemencés et feront l’objet de différents traitements après 

confluence. Il est important de préciser qu’au moment de l’ensemencement, du PMA (100nM) 

est ajouté au milieu de culture des cellules THP-1 pour favoriser leur différenciation en 

macrophages. Après confluence (au bout de 72 h), les cellules sont supplémentées ou non par 

de l’EPA (70µm) dans MCC pendant 30h. Le milieu de culture utilisé pour la supplémentation 

de l’EPA contient du BSA (64 mg pour les 100 mL de milieu de culture) pour faciliter le 

transport de l’EPA dans la membrane des cellules [302]. Ensuite les cellules sont stimulées ou 

non par le LPS (100ng/mL) dans du MCI contenant 0,2% de BSA et des agonistes de LXR/RXR 

(5 μg/ml 22-hydroxy-cholesterol et 10 μM 9-cis-retinoic acid) pendant 24h. En effet, ces 

agonistes permettent une surexpression de ABCA1 [5]. L’objectif est de se rapprocher des 

conditions de traitements appliqués aux cellules pour la mesure de l’efflux du cholestérol 

(Partie II-Chapitre 5-1.2.1). A l’issue des 24h, les surnageants sont ensuite récupérés dans des 

tubes à hémolyse contenant du milieu de culture avec 0.005% de BHT (m/v) puis vortexés avant 

leur congélation à -32°C jusqu’à leur extraction. Les plaques contenant les tapis cellulaires ont 

ensuite servi au dosage des protéines cellulaires suivant le protocole de Peterson [303]. Les 

surnageants après décongélation sont vortexés, puis extrait suivant la méthode optimisée 

développée sur la cartouche Strata™-X. Après préconcentration des extraits et évaporation, ils 

sont repris par 100 µL d’un mélange d’étalon interne à 25 ng/mL (6-Céto PGF1α-D4, LTB4-

D4 et 15(S)-HETE-D8). En parallèle, une gamme d’étalonnage s’étalant sur 8 niveaux de 

concentrations sur colonne correspondant respectivement à 2.5 ; 12.5 ; 25 ; 125 ; 250 ; 1250 ; 
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2500 et 12500 pg. A chaque point de gamme, il a été ajouté 125 pg d’un mélange d’étalons 

internes (6-Céto-PGF1α-D4; LTB4-D4 ; 15(S)-HETE-D8). Chaque point de gamme et 

échantillon ont été analysés en triplicat par notre méthode RP-HPLC couplée à la spectrométrie 

de masse (LTQ-Orbitrap® Velos Pro) en mode DDA segmenté. Après extraction des ions 

spécifiques (ion de quantification) des eicosanoïdes cellulaires sous X Calibur™, la quantité 

obtenue pour chaque eicosanoïde est normalisée par la quantité de protéine correspondante au 

traitement appliqué. 

 

2.  Résultats et Discussion 

2.1.  Evaluation de l’efflux du cholestérol sur deux modèles de macrophages : 

J774 et THP-1 

Nous évaluons ici l’impact de l’incorporation de l’EPA sur l’efflux du cholestérol des 

macrophages (J774 et THP-1) non surchargés en cholestérol. Suivant ces résultats (Annexe V-

6), l’EPA stimule l’efflux de l’ordre de 30% à l’état basal et de 35% en condition inflammatoire 

des macrophages THP-1 non surchargés en cholestérol. L’augmentation de l’efflux du 

cholestérol suite à la supplémentation en EPA a récemment été rapportée chez les macrophages 

THP-1 non surchargés [298]. La réduction de l’efflux de 17% à l’état basal des macrophages 

J774 (Annexe V-6) confirme les résultats rapportés en 2016 [35]. En revanche en condition 

inflammatoire, l’efflux de cholestérol des macrophages J774 est stimulé de l’ordre de 49% 

(Annexe V-6). Le mécanisme qui sous-tend cette augmentation d’efflux n’est pas bien décrite 

dans la littérature. Des expériences de supplémentation en EPA de la membrane de 

macrophages THP-1 non surchargés suivies de différents tests d’inhibition de voies possibles 

ont permis de montrer que l’activité d’ABCA1 serait liée à plusieurs mécanismes [298]. Parmi 

ces mécanismes qu’il est possible d’explorer, il y a l’impact ou non des eicosanoïdes sur la 

phosphorylation de la protéine d’efflux ABCA1. Nous allons donc nous intéresser dans le 

paragraphe ci-dessous à la quantification des eicosanoïdes produits par les macrophages à l’état 

basal ou stimulé par le LPS avant et après incorporation de l’EPA dans leurs membranes. 
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2.2.  Analyse quantitative des eicosanoïdes produits par les macrophages 

J774 et THP-1 non surchargés en cholestérol 

En parallèle de l’évaluation de l’efflux comme décrit ci-dessus, notre méthode couplée RP-

HPLC-MS/MS (LTQ-Orbitrap® Velos Pro) en mode DDA segmenté, a permis de suivre 

spécifiquement et de doser environ 15 molécules (6-Céto PGF1α ; TXB2 ; PGE3 ; PGF2α ; 

PGE2 ; LXA4 ; LTD4 ; LTB4 ; 14,15-DiHETE ; 13-HODE ; 9-HODE, 15-HETE ; 11-HETE ; 

EPA ; AA) suivant les conditions de stimulation. Parmi ces molécules, deux molécules sont 

issues de la voie non enzymatique/COX ayant pour précurseur l’acide linoléique (13-HODE et 

9-HODE), cinq sont des prostanoïdes issus de la voie des COX (6-Céto PGF1α ; TXB2 ; PGE3 ; 

PGF2α ; PGE2), et cinq sont issues de la voie des LOX (LTD4 ; LTB4 ; 14,15-DiHETE ; 15-

HETE ; 11-HETE). L’ensemble des voies de biogenèse possible sont regroupées suivant la 

figure rapportée à l’Annexe V-7.  

Une analyse en composantes principales à partir des données quantitatives des oxylipines 

relarguées par les macrophages J774 et THP-1 a été réalisée (Fig.76). La première (PC1) et la 

deuxième (PC2) composantes de l’ACP représentent environ 70 % de la variance expliquée par 

le modèle. La PC1 (48%) permet de séparer les cellules supplémentées en EPA de celles à l’état 

basal ou uniquement stimulées par le LPS. La PC2 (21%) permet de regrouper les échantillons 

en termes de lignées cellulaires (J774 et THP1). 
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Figure 76: Analyse en composantes principales des données quantitatives des 

macrophages non surchargés en cholestérol dans différentes conditions de culture 
PC1(48%) et PC2 (21%). Les macrophages ont été incubés pendant 24 heures indépendamment du traitement. En 

bleu : les macrophages J774 et THP1 supplémentés par l’EPA uniquement, en vert : les macrophages J774 et THP-

1 supplémentés par l’EPA et stimulés par le LPS (100ng/mL); en café : les macrophages J774 et THP1 stmulés 

uniquement par le LPS (100ng/mL); et en rouge : les macrophages J774 et THP-1 à l’état basal 

 

Sur les 15 molécules détectées dans les surnageants des macrophages J774 et THP-1 non 

surchargés en cholestérol, seules 12 ont pu être quantifiées. Certaines oxylipines ne sont 

produites en quantité significative que sous stimulation du LPS (PGF2α, PGE2,15-HETE, 11-

HETE) tandis que d’autres n’augmentent de manière exponentielle qu’après supplémentation 

avec de l’EPA et/ ou stimulation par le LPS (PGE3, LXA4, LTD4, 14,15-DiHETE) suivant les 

figures 77 et 78. Certaines oxylipines comme le LTB4 et le 5-HETE étaient produits mais à 

une quantité inférieure au LOQ. Après supplémentation par l’EPA et sous stimulation par le 

LPS, on note une diminution de la TXB2, la PGF2α et la PGE2 pour les deux types cellulaires 
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par rapport aux états basaux (état basal et état supplémenté par l’EPA uniquement). En 

revanche, certains eicosanoïdes comme la PGE3, le LXA4, le LTD4 et la 14,15-DiHETE 

augmentent uniquement de façon significative qu’après supplémentation par l’EPA seul ou 

suivi d’une stimulation des deux modèles cellulaires (J774 et THP-1). Pour tenter d’expliquer 

les variations des molécules dosés dans les surnageants, il est nécessaire de les classer par 

précurseur et de comprendre les voies de biogenèse possibles. A l’exception de la PGE3 et de 

la 14,15-DiHETE qui sont issus de la PGE3, tous les eicosanoïdes dosés sont issus de l’AA. 

L’enrichissement de la membrane cellulaire en EPA (pouvant être engagé dans les différentes 

voies de biogenèse des oxylipines) expliquerait donc l’augmentation de la PGE3 et du 14,15-

DiHETE. L’augmentation de la LXA4 et du LTD4 suite à la supplémentation par l’EPA 

contrairement à ce qui pouvait être attendu, serait due au remodelage de Lands [91,304–306] 

qui libérerait de l’AA pour leur production. La comparaison des quantités d’AA des deux 

macrophages (Fig.77 et 78) quel que soit l’état de traitement permet de dire que les 

macrophages J774 semblent plus riches en AA dans leur membrane que les THP-1. Si certaines 

variations de quantités dans différentes conditions de culture cellulaire sont interprétables, 

d’autres en revanche le sont moins (cas des variations du 9-HODE et de 15-HETE chez les 

macrophages THP-1 non surchargés en cholestérol). En effet, les mécanismes de signalisations 

impliqués dans les différentes voies de biogenèse des eicosanoïdes cellulaires sont très 

complexes. 

Comme évoqué dans un précédent paragraphe (Partie II-Chapitre V-2.1), l’EPA stimule 

l’efflux chez les deux types de macrophages J774 et THP-1 après une supplémentation en EPA 

et en condition inflammatoire respectivement de 49% et 35%. Une analyse de l’ensemble des 

résultats (Fig.77 et 78) permet de se rendre compte que seuls quatre eicosanoïdes (PGE3, 

LXA4, LTD4 et 14,15-DiHETE) augmentent après une supplémentation des macrophages J774 

et THP-1 en EPA et sous stimulation par le LPS. Notre analyse quantitative permet donc de dire 

que ces quatre molécules seraient probablement à l’origine de la stimulation de l’efflux du 

cholestérol observé chez les macrophages. En croisant l’ensemble des résultats des deux 

macrophages, l’on pourrait dire que la PGE3, la lipoxine A4, la 14,15-DiHETE et la LTD4 

seraient de possibles biomarqueurs impliqués dans l’effet antiathérogène observé sur l’efflux 

du cholestérol après supplémentation de la membrane des macrophages par l’EPA. Ces 

observations semblent se confirmer au travers du loading plot des données quantitatives des 

deux macrophages dans différentes conditions (Annexe V-8) dans la mesure où l’augmentation 

de l’efflux du cholestérol semble corrélée avec l’augmentation de la PGE3, la LXA4, le LTD4, 
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le 14,15-DiHETE et l’EPA. D’ailleurs, une étude dose-dépendante réalisée sur des 

macrophages THP-1 surchargés en cholestérol a permis de montrer une corrélation directe entre 

l’augmentation de la lipoxine A4 (LXA4) et la surexpression de l’ABCA1 à partir du facteur 

transcriptionnel LXRα [307]. La surexpression de l’ABCA1 se traduit par une sortie plus 

importante de cholestérol, réduisant ainsi la probabilité de formation de cellules spumeuses, 

comme rapporté dans la littérature [5]. 

 

 

Figure 77: Evaluation quantitative des oxylipines et AGPI produits  par les macrophages 

J774 dans différentes conditions de traitements. 
Les quantités de molécules sont rapportées au mg de protéines présent dans la plaque après récupération des 

surnageants. Toutes les cellules ont été incubées à 37°C sous 5 % de CO2 pendant 24h indépendamment du 

traitement appliqué. STD correpond à l’état standard ou basal, LPS correspond à une stimulation par le LPS, EPA 

indique une supplémentation par l’EPA et EPA-LPS correspond à une supplémentation des cellules par l’EPA et 

une stimulation par le LPS. 
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Figure 78: Analyse quantitative des oxylipines et AGPI produits  par les macrophages 

THP-1 dans différentes conditions de traitements. 
Les quantités de molécules sont rapportées au mg de protéines présent dans la plaque après récupération des 

surnageants. Toutes les cellules ont été incubées à 37°C sous 5 % de CO2 pendant 24h indépendamment du 

traitement appliqué. STD correpond à l’état standard ou basal, LPS correspond à une stimulation par le LPS, EPA 

indique une supplémentation par l’EPA et EPA-LPS correspond à une supplémentation des cellules par l’EPA et 

une stimulation par le LPS. 

 

Conclusion 

Notre méthode RP-HPLC-MS/MS (LTQ-Orbitrap® Velos Pro) a permis de réaliser une 

comparaison du métabolisme des eicosanoïdes de deux types cellulaires (J774 et THP-1). Nos 

résultats confirment l’efficacité du LPS pour stimuler la production des oxylipines 

[85,89,93,95]. En effet, la stimulation par le LPS des deux modèles cellulaires J774 et THP-1 

montre une production en oxylipines dépendante du temps de stimulation. Les profilages 

suivant notre approche ciblée sur 26 molécules semblent donner une orientation de type 

cellulaire à choisir en fonction des molécules ciblées pour l’exploration d’une pathologie. Les 

THP-1 semblent avoir un profil en faveur des prostanoïdes mais aussi en espèces oxydées, à la 

différence des macrophages J774 qui orientent leur métabolisme vers plus de LT et espèces 

oxydées apparentés. En résumé, les THP-1 peuvent valablement être utilisés comme modèle 

inflammatoire d’étude des prostanoïdes et les J774 pour l’étude des autres espèces 

d’eicosanoïdes. En revanche, cette observation est à nuancer si l’on prend en compte le large 

panel de médiateurs lipidiques produits par les macrophages J774 et THP-1 et détectés via la 
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méthode Shimadzu développée sur le LCMS-8060. Cette approche sur la base de 195 

médiateurs lipidiques sur la LCMS-8060 a permis de montrer que les macrophages J774 et 

THP-1 produisent entre 32 et 77 médiateurs lipidiques dépendant des conditions de 

stimulations. Les macrophages J774 à l’état stimulé par le LPS pendant 24 heures semblent 

montrer un métabolisme plus actif comparativement aux autres conditions. Enfin, nos résultats 

d’évaluation de l’efflux chez les macrophages J774 et THP-1 confirment ceux de la littérature 

en ce qui concerne l’augmentation de l’efflux suite à l’incorporation de l’EPA dans les 

membranes de macrophages [35,298]. La variation quantitative de certains eicosanoïdes semble 

corrélée à la variation de l’efflux du cholestérol. Sur cette base, quatre eicosanoïdes (la PGE3, 

la LXA4, le LTD4, et le 14,15-DiHETE) seraient impliqués dans l’effet antiathérogène observé 

suite à la supplémentation en EPA. 
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Les eicosanoïdes sont connus depuis très longtemps pour leur implication dans les maladies 

inflammatoires. L’analyse quantitative des eicosanoïdes est un atout majeur pour les cliniciens 

dans l’orientation du diagnostic de plusieurs maladies inflammatoires à l’instar de 

l’athérosclérose. Cependant, l’évaluation quantitative de ces métabolites est complexe, 

principalement en raison de leur diversité biologique et de leurs similarités structurales.  

Dans cette étude, un développement a été mené pour tenter de résoudre les difficultés de 

séparation des eicosanoïdes en RP-HPLC telles que rapportées dans la littérature 

[51,87,116,148,257]. La structure proche des eicosanoïdes a orienté notre approche vers un 

choix réfléchi de phases stationnaires (au total sept) de sélectivité prédite différente en se basant 

sur le modèle HSM. Sur la base de critères d’efficacité des phases stationnaires et 

d’optimisation de la sélectivité des 7 phases stationnaires (sélectivité de séparation des 

eicosanoïdes, le « time needed » et la capacité de pic par minute), la phase stationnaire 

Accucore™ C30 s’est montrée la plus adaptée à la séparation des isomères et isobares 

d’eicosanoïdes. En effet, la phase Accucore™ C30 offre une meilleure sélectivité globale entre 

certaines espèces et un temps d’analyse relativement court [270] comparativement à de 

nombreux travaux d’analyse des eicosanoïdes [39,133,214]. Plusieurs autres systèmes de 

sélection de colonnes tels que rapportés dans la littérature auraient pu être utilisées. La plupart 

de ces modèles de sélection de colonnes évaluent la sélectivité des phases stationnaires par 

calcul du facteur de rétention par rapport à une molécule de référence [198]. Ces molécules de 

référence sont volatiles et ne peuvent être analysées par un détecteur d’aérosol chargé (Corona 

CAD®) qui a servi à notre développement de méthodes en chromatographie liquide. Par 

conséquent, un recours a été fait au modèle HSM du fait qu’il s’appuie sur une abondante base 

de données d’environ 751 colonnes avec leur valeur de sélectivité prédite qui s’y rattache [197]. 

La sélectivité prédite globale pour les phases stationnaires suivant le modèle HSM est évaluée 

par rapport au facteur de rétention de l’éthylbenzène. En effet, il s’agit d’une molécule qui 

permet de faire abstraction de l’interaction hydrophobe des phases stationnaires afin de mettre 

en valeur la contribution des autres types d’interactions (interaction liée à l’encombrement 

stérique, liaisons hydrogène, interaction d’échange d’ions) qui contribuent à différencier les 

phases stationnaires du point de vue sélectivité.  

Les phases stationnaires avec GPI de notre étude sont moins performantes à la séparation de 

certains isomères et isobares d’eicosanoïdes du fait de nombreuses co-élutions de molécules à 

l’instar de la TXB1 et la TXB2. La co-élution de TXB1 et TXB2 semble être due à une 

sélectivité stérique insuffisante des phases stationnaires avec GPI pour différencier ces deux 
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molécules. Les facteurs qui sont susceptibles d’intervenir dans la reconnaissance stérique de 

solutés sont : la géométrie et la longueur de la chaîne carbonée d’un soluté, la densité de 

greffage [169], la longueur de la chaîne carbonée greffée [308], la composition de phase mobile 

et la température [273]. Parmi ces facteurs, seule la composition de la phase mobile ne semble 

pas influer significativement sur la reconnaissance de forme [170]. En règle générale, on sait 

que les phases polymériques offrent une meilleure reconnaissance de forme [169,309] du fait 

de leur densité de greffage plus importante [310,311]. Eu égard au fait que les phases 

polymériques ont en général une plus grande densité de greffage induisant un encombrement 

stérique opposé à la pénétration de solutés, les phases monomériques sont qualifiées par une 

sélectivité de forme plus faible par rapport aux phases polymériques [170]. De plus, la 

sélectivité liée à la forme augmente au fur et à mesure que la longueur de la chaîne greffée 

augmente [308]. L’on peut donc aisément imaginer que la reconnaissance stérique serait plus 

importante pour Accucore™ C30 par rapport à nos phases greffées C18. Un autre critère qu’il 

est important de prendre en compte dans la résistance stérique à la pénétration dans les greffons 

est la taille des molécules prises individuellement. Les eicosanoïdes étant des acides gras 

polyinsaturés, cela laisse penser aux multiples conformations que prennent ces derniers au 

contact des greffons. Une séparation efficiente n’est donc possible que s’il y a une 

reconnaissance stérique suffisante par les greffons d’une phase stationnaire. L’inclusion de 

phases polymériques dans cette étude permettrait de conclure en ce qui concerne la sélectivité 

de forme des phases stationnaires (monomériques versus polymériques) vis-à-vis des 

eicosanoïdes.  

Si le nombre d’insaturations est un facteur important pour la discrimination de certains 

eicosanoïdes comme la TXB2 et la TXB1, le mécanisme de rétention semble dépendre 

également de la position de certains groupements polaires tels que les hydroxyles par rapport 

au carboxyle. Une étude de Blewett, et al. a permis de montrer que la rétention augmente au fur 

et mesure que le groupement hydroxyle des HETE est proche du groupement carboxyle [247]. 

Sachant que les HETE ont le même nombre d’insaturations et ne diffèrent que par la position 

des insaturations et surtout de la position de l’hydroxyle, l’on pourrait être amené à penser que, 

plus le groupement hydroxyle de la chaîne carbonée est proche du groupement carboxyle, et 

plus la partie de la chaîne carbonée pouvant interagir avec les greffons est importante. Il en 

résulte une rétention plus importante du 5-HETE par rapport au 15-HETE quel que soit la phase 

stationnaire. En raison de l’encombrement stérique des greffons des phases stationnaires, il est 

exclu que le groupement hydroxyle et carboxyle des HETE puissent interagir simultanément 
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avec deux sites polaires tels les silanols résiduels ou les GPI. En revanche, dans le cas où les 

deux groupements fonctionnels (hydroxyle et carboxyle) sont vicinaux, il est probable que 

l’interaction polaire soit favorisée. Cette potentialité d’interactions polaires favorisant la 

séparation des eicosanoïdes sur les phases stationnaires avec GPI ne s’est cependant pas 

concrétisée dans notre étude.  

Une meilleure sélectivité de séparation des isomères HETE sur Accucore™ C30 a été obtenue 

par rapport à celle réalisée sur une phase stationnaire C18 (2.1 × 250 mm; Grace‐Vydac, 

Deerfield, IL) [133] et sur Luna C18 (150 x 2 mm, 5µm) [285]. Cependant de nombreuses co-

élutions persistent à l’instar de la 6-Céto PGF1α et la PGI2, la 8-HETE et la 12-HETE et bien 

d’autres [270].  

Pour résoudre la séparation des espèces co-éluées en RP-HPLC, les performances de quatre 

phases à polarité de phases normale ont été explorées. Parmi les quatre phases stationnaires de 

chimie différente (Silice, Cyano, NH2), la phase stationnaire Hypersil Gold™ CN a montré une 

meilleure séparation globale des eicosanoïdes. Cette phase stationnaire a permis de séparer 

certaines espèces co-éluées en RP-HPLC comme : le 6-Céto PGF1 et la PGI2 ; le 12-HETE et 

le 8-HETE jamais séparés dans la littérature ; le 14,15-DiHETE et le LTB4. En revanche, la 

sélectivité globale obtenue en RP-HPLC avec Accucore C30™ est nettement meilleure par 

rapport à celle obtenue en NP-HPLC avec Hypersil Gold™ CN. De nombreuses espèces 

moléculaires bien séparées en RP-HPLC sont mal résolues voire co-éluées en NP-HPLC. Notre 

séparation en NP-HPLC est non seulement 10 fois plus rapide mais montre aussi une meilleure 

sélectivité comparée aux travaux de Powell, et al. [143]. Une complémentarité entre la NP-

HPLC et la RP-HPLC dans l’analyse des eicosanoïdes se dégage ainsi de notre étude. Au vu du 

critère impératif de miscibilité des solvants utilisés dans le cadre d’un couplage on-line pour en 

faire une méthode bidimensionnelle en chromatographie liquide, la nature des solvants de nos 

deux méthodes (NP-HPLC et RP-HPLC) oriente vers un couplage en off-line. Cette approche 

permettrait in fine d’améliorer la fiabilité de la quantification de certains isobares mal séparés 

en RP-HPLC mais aussi d’augmenter la sensibilité pour une quantification ciblée de certains 

biomarqueurs présents à l’état de traces. Cependant, ce couplage off-line de la NP-HPLC à la 

RP-HPLC risque de se confronter aux problèmes de perte d’échantillons inhérents aux 

techniques de préparation d’échantillons et des problèmes d’oxydation.  

Des milieux de culture contenant du BSA semblent stabiliser les médiateurs lipidiques [132]. 

Nos protocoles de culture cellulaire contenaient du BSA et nous ont probablement permis de 

stabiliser certaines molécules dosées dans cette étude. Cependant, la différence significative de 
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niveau de stabilité dépend de la structure des molécules [132] : il faudrait des conditions 

particulières lorsque certaines familles de molécules font l’objet d’étude ciblée. En revanche, il 

existe certaines espèces comme la PGI2 et la TXA2 très instables et qui se convertissent très 

rapidement in vivo respectivement en 6-Céto PGF1α et le 11-Déhydro TXB2 utilisés pour la 

validation de méthodes dans les échantillons biologiques [247]. De plus, nombre de molécules 

se dégradent vite et/ ou répondent très mal. Parmi celles qui se dégradent vite, on peut citer 

entre autres : la PGI2 le plus instable au cours de notre développement, la TXB2 et le 5,6-

DiHETE. Toutefois, ces risques d’oxydations liées à la structure des molécules et aux 

techniques de préparation et d’analyse peuvent être minimisés par l’automatisation d’un 

système de récolte de l’éluat en sortie de la NP-HPLC ainsi que l’évaporation sous flux d’azote 

dans un bain marie à atmosphère contrôlé.  

La détection des eicosanoïdes dans les matrices biologiques représente un défi analytique. En 

effet, leur quantité de l’ordre du picomolaire au nanomolaire complique leur détection dans les 

échantillons cellulaires et fluides biologiques [87,108,300]. Le triple quadripôle en mode MRM 

est couramment utilisé pour l’analyse des eicosanoïdes. Malgré la très bonne spécificité et la 

sensibilité qu’offre le mode MRM, quelques insuffisances peuvent être mises en exergue. En 

effet, dans le cadre de l’analyse d’échantillons cellulaires, il est courant de voir sur des TIC 

(Total Ion Chromatogram), plusieurs signaux (pics chromatographiques) à différents temps de 

rétention pour une transition donnée. S’il est relativement simple de faire usage du temps de 

rétention pour extraire l’information souhaitée, cette approche n’est pas pertinente quand la 

matrice de l’échantillon induit une instabilité des temps de rétention. De plus, la contribution 

isotopique peut aboutir dans certains cas à obtenir des signaux correspondant à des transitions 

recherchées au cours de l’acquisition alors que la molécule recherchée n’est pas présente. Pour 

se prémunir d’une mauvaise annotation de pics, il est donc nécessaire d’avoir accès au spectre 

de fragmentation MS2. Contrairement au mode MRM, le mode DDA permet un accès rapide au 

spectre de fragmentation de chaque molécule dans chaque échantillon. Ce spectre de 

fragmentation qui est la signature moléculaire de chaque composé permet de confirmer 

l’identité de la molécule sans ambiguïté. En revanche, le mode DDA est moins sensible que le 

mode MRM. Un suivi des molécules par SRM sur le LTQ-Orbitrap® Velos Pro s’est avéré 

infructueux du fait d’une fréquence d’acquisition et une sensibilité insatisfaisante. Le mode 

DDA avec fragmentation par CID n’a pas fait l’objet d’exploration en raison de sa moindre 

sensibilité. Une segmentation du profil chromatographique et une acquisition en mode DDA 

avec fragmentation par HCD sur le LTQ-Orbitrap® Velos Pro a permis d’atteindre une 
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fréquence d’acquisition satisfaisante de l’ordre de 2 Hz pour suivre l’ensemble des 26 

molécules. Ces limites de détection de l’ordre du pg ont été atteintes et s’avèrent meilleures par 

rapport à certaines [290,291] ou comparables à d’autres obtenues sur un TQ en mode MRM 

[65,133]. Au vu de tous ces résultats, le mode DDA avec segmentation du profil 

chromatographique peut être considéré comme une alternative au MRM pour le suivi d’isobares 

et d’isomères d’eicosanoïdes. En revanche, au vu des difficultés pour obtenir une fréquence 

d’acquisition satisfaisante, la vitesse d’acquisition du spectromètre de masse LTQ-Orbitrap® 

Velos Pro est insuffisante pour suivre un nombre relativement élevé de molécules. Ces 

observations sont en conformité avec celles rapportées dans les travaux de Zubarev et Makarov 

[242] dans lesquels le nombre d’ions suivis par MRM dans les systèmes de type triple 

quadripôle ou Q-TOF est respectivement 2 à 5 fois plus important comparé à un couplage 

quadripôle à l’Orbitrap®. De nouveaux modèles tel que l’Orbitrap® Eclipse Tribrid ou la Q 

exactive offrent une vitesse d’acquisition plus importante [294,312] et permettrait de suivre un 

nombre plus important de molécules. 

La méthode développée en RP-HPLC-LTQ-Orbitrap® Velos Pro a ensuite été utilisée pour 

l’évaluation des performances d’extraction des eicosanoïdes par 7 cartouches de SPE. Ces 

optimisations ont permis de choisir la phase stationnaire Strata™-X du fait de son meilleur 

rendement en oxylipines de l’ordre de 93% et pour des raisons de coût d’analyse. Le caractère 

hydrophobe plus important des phases stationnaires polymériques de SPE (Oasis® HLB et 

Strata™-X) expliquerait ces bons rendements obtenus par rapport aux phases classiques de type 

C18 (Diazem ; Supelclean™ LC-18 et Strata® C18-E). En effet, le taux de greffage des phases 

polymériques est plus important mais se confronte à des problèmes de reproductibilité [168]. 

Certaines phases classiques notamment Bond Elut et Bond Elut-OH se démarquent du reste des 

phases classiques par de bons rendements d’extraction voire comparables à ceux des phases 

polymériques. D’ailleurs, les performances comparables des cartouches Bond Elut, Oasis® 

HLB et Strata™-X pour l’extraction du LTE4 et du 12-HETE, voire du 2,3-dinor TXB2 ont été 

rapportées dans la littérature [130]. Les rendements comparables des cartouches Bond Elut 

(avec endcapping) et Bond Elut-OH (sans endcapping) montrent que l’endcapping n’influence 

pas leur rendement d’extraction en eicosanoïdes.  

L’ajout de l’acide n’a pas amélioré nos rendements d’extractions. Une amélioration du 

rendement en extraction des prostaglandines a été obtenue en faisant abstraction de l’usage 

d’acide dans le protocole [313].  
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Par ailleurs, notre étude montre de meilleurs rendements pour la SPE par rapport à la LLE pour 

l’extraction des oxylipines. En revanche, quelle que soit la phase stationnaire utilisée, nos 

cartouches de SPE présentaient de faibles rendements d’extraction en AGPI allant de 40 à 60%. 

Une alternative pour augmenter le rendement d’extraction en AGPI serait après l’étape de 

lavage, de faire un second lavage avec l’éther de pétrole suivi d’une élution avec un mélange 

d’éther de pétrole-chloroforme (65 :35, v/v) comme réalisé dans les travaux de Powell [314]. 

Aussi, le formiate de méthyle comme solvant d’élution semble donner de meilleurs résultats 

dans divers travaux [141,145,235,285] mais ne semble pas efficient pour l’extraction des 

cystéinyl-leucotriènes [131]. Suivant notre étude, un séchage de la cartouche sous flux d’azote 

avant élution avec le formiate de méthyle en association ou non avec l’acétonitrile ou le 

méthanol permettrait d’améliorer le rendement d’extraction des eicosanoïdes y compris les 

cystéinyl-leucotriènes.  

Enfin, malgré le plein essor de la SLE (Supported Liquid Extraction) [301] comme technique 

d’extraction de médiateurs lipidiques, son mécanisme n’est pas très bien décrit, laissant place à 

la SPE comme la technique efficiente pour l’extraction des eicosanoïdes. 

La cartouche Strata™-X sélectionnée, a permis de réaliser l’extraction des eicosanoïdes 

produits par deux lignées de macrophages J774 et THP-1 dans différentes conditions de 

stimulation. A notre connaissance, il n’existe pas dans la littérature d’étude de profilage 

d’oxylipines produites par les macrophages J774 et THP-1. Les résultats rapportés dans ce 

travail de thèse montrent que le LPS contribue à une production plus importante d’oxylipines. 

L’exploration du profil en oxylipines sur la base de notre approche ciblée sur les 26 molécules 

a permis d’orienter les macrophages J774 vers un modèle approprié pour l’étude de pathologie 

impliquant les espèces oxydées telles que les HETE, les EET, les HODE à la différence des 

THP-1 qui constitueraient un modèle de choix pour l’étude de prostanoïdes comme 

biomarqueurs de certaines maladies inflammatoires. Sur la base d’une méthode en mode SRM 

sur la LCMS-8060, un profilage plus exhaustif en médiateurs lipidiques a été rapporté pour la 

première fois dans la littérature pour les deux lignées de macrophages. En revanche, les 

variations atypiques de production constatées pour certaines molécules comme la PGE3, la 

PGE2 et les HODE pourraient s’expliquer par l’existence de mécanismes complexes impliquant 

un rétrocontrôle négatif [94,96] et les ions superoxydes et radicaux libres (tel que NO) [97]. Ces 

phénomènes sont difficiles à contrôler. Pour ce faire, une étude dose dépendante du LPS en 

parallèle de l’évaluation de la viabilité cellulaire aurait pu être menée pour définir la 

concentration de LPS à utiliser. Cette dernière approche permettrait d’amoindrir la genèse 
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d’ions superoxydes et de radicaux libres mais sera sans impact sur un éventuel rétrocontrôle sur 

l’activité de la cycloxygénase. Une meilleure compréhension du profilage de l’ensemble de ces 

oxylipines passe par une étude cinétique mais les multiples voies possibles pour obtenir chaque 

molécule finale rendrait difficile les interprétations. Notre étude fournit une compréhension sur 

le métabolisme des eicosanoïdes de deux types de macrophages J774 et THP-1. Cette étude 

montre que le profil en eicosanoïdes diffère entre les différents phénotypes de macrophages à 

savoir J774 et THP-1, confirmant ainsi les données de la littérature [86]. De plus, 

l’incorporation d’AGPI notamment l’EPA et la stimulation par le LPS montre la façon dont ce 

métabolisme est impacté. Un modèle chronique de supplémentation en EPA de la membrane 

des macrophages J774 et THP-1 non surchargés en cholestérol montre une augmentation 

significative de l’efflux du cholestérol. Le mécanisme moteur de cette sortie de cholestérol reste 

flou à ce jour dans la littérature. Des expériences d’inhibition des deux principales voies (COX 

et LOX) des eicosanoïdes chez les macrophages non surchargés THP-1 ont permis de déduire 

une absence de lien directe entre la variation d’efflux observée et les eicosanoïdes [298]. En 

revanche, des expériences d’inhibition simultanée des deux voies n’ont pas été menées pour 

écarter complètement cette hypothèse. En effet, c’est la balance globale entre plusieurs espèces 

d’eicosanoïdes [66] à effets d’oppositions et/ ou de redondance qui activent les différentes voies 

de signalisations cellulaires s’il y a lieu [67]. Aussi, Les médiateurs lipidiques sont des 

molécules possédant généralement des actions puissantes à de très faibles concentrations [102], 

donc la seule présence d’une molécule peut déclencher une signalisation cellulaire. De plus, il 

subsiste une voie non enzymatique de biogenèse des eicosanoïdes après inhibition de la voie 

enzymatique. Des eicosanoïdes issus de la voie non enzymatique peuvent dériver en d’autres 

eicosanoïdes qui pourraient être impliqués dans la variation de l’efflux du cholestérol. Aussi, 

suivant une étude rapportée sur des macrophages THP-1 surchargés en cholestérol uniquement, 

des prostanoïdes (PGE2, PGD2) stimulent l’expression de l’ABCA1 et de la cholestérol 27α-

hydroxylase (enzyme-clé de la transformation du cholestérol en acides biliaires) [315]. 

L’impact de l’EPA sur une modification quantitative des prostanoïdes a été montré dans une 

lignée de macrophages murins RAW 264.7 avec une diminution de la PGE2 et une 

augmentation des PGE3 et PGD3 [38,55]. Enfin, quatre potentiels biomarqueurs (PGE3 ; 

LXA4 ; 14,15-DiHETE et le LTD4) ont découlé de nos analyses quantitatives des deux lignées 

de macrophages non surchargés en cholestérol comme probablement corrélés à l’augmentation 

de l’efflux du cholestérol. 
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Nombre d’études peuvent être réalisées à l’issue de ces travaux pour approfondir nos résultats. 

Un développement en RP-HPLC devra être réalisé sur une phase polymérique suivi d’une 

comparaison de ces performances en termes de sélectivité de séparation des eicosanoïdes. 

Aussi, la reconnaissance stérique de ces phases vis-à-vis de la séparation de certains isomères 

et isobares d’eicosanoïdes comme la TXB1 et la TXB2 sera appréciée pour compléter nos 

observations sur les phases monomériques de notre étude. Il serait intéressant dans notre étude 

de voir en quoi la combinaison d’une stimulation rapide par les ionophores et une stimulation 

lente par les endotoxines comme dans les travaux de Buczynsky, et al.[85] peut augmenter les 

quantités d’oxylipines produites par les cellules. En vue d’extrapoler correctement nos 

observations sur l’implication des eicosanoïdes dans l’efflux de cholestérol dans 

l’athérosclérose chez l’Homme, une étude de profilage suivie de dosage des oxylipines des 

macrophages HMDM sera réalisée. L’évaluation de l’efflux sur un modèle de HMDM 

supplémenté par l’EPA puis stimulé par le LPS, en parallèle de la quantification des oxylipines 

permettra de vérifier les possibles biomarqueurs décrits dans ce travail de thèse. Cette première 

étude permettra de valider l’implication ou non des oxylipines comme décrit précédemment. 

Enfin, la même évaluation de l’efflux suivie de dosage des oxylipines devra être réalisée sur les 

trois lignées de macrophages (J774, THP-1 et HMDM) surchargés en cholestérol, supplémentés 

ou non en EPA et avec ou sans stimulation par le LPS. Le croisement de l’ensemble de ces 

données permettra de montrer l’implication ou non d’oxylipines dans l’efflux du cholestérol 

ABCA1 dépendant. Ces possibles biomarqueurs devront ensuite être validées par une étude 

dose dépendante sur l’expression et/ ou l’activité de l’ABCA1. 
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I.  Développement de méthodes en RP-HPLC 

1.  Gradient linéaire évalué sur les 7 phases stationnaires. 
 

Gradient linéaire 

Colonnes Temps A* B* 

Toutes les 

phases 

stationnaires 

0 100 0 

26 5 95 

27 5 95 

28 100 0 

35 100 0 

*Pour la composition de la phase mobile, voir annexe I.4.
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2.  Gradient optimisé pour chaque phase stationnaire. 

Gradients optimisés 
Type de 

colonne 
Colonnes Temps A* B* 

Type de 

colone 
Colonnes Temps A* B* 

S
il

ic
e
s 

p
a
rt

ie
ll

em
en

t 
p
o
re

u
se

s 

A
cc

u
co

re
™

 C
3

0
 0 100 0 

S
il

ic
e
s 

to
ta

le
m

en
t 

p
o
re

u
se

s 

Z
o

rb
a

x
 R

P
 

F
u

si
o

n
 

0 100 0 

1 70 30 1 70 30 

2,5 55 45 4 30 70 

5 15 85 9 5 95 

9 5 95 10 5 95 

10 5 95 11 100 0 

11 100 0 15 100 0 

18 100 0 

N
u

cl
eo

d
u

r 

Is
is

 C
1

8
 

0 100 0 

A
cc

u
co

re
™

 C
1

8
 0 100 0 4,5 55 45 

1 70 30 10 5 95 

2,5 55 45 11 5 95 

5 15 85 12 100 0 

9 5 95 16 100 0 

10 5 95 

H
y

p
er

si
lG

o
ld

 

C
1

8
 -

 3
µ

m
 

0 100 0 

11 100 0 2 60 40 

18 100 0 4 40 60 

A
cc

u
co

re
™

 C
1

8
 

P
o

la
r 

0 100 0 7 10 90 

1 70 30 10 10 90 

2,5 55 45 11 100 0 

5 15 85 15 100 0 

9 5 95      

10 5 95      

11 100 0      

18 100 0      

C
o

rt
ec

s 

S
h

ie
ld

 R
P

1
8

 0 0 0      

3 55 45      

7 5 95      

8 5 95      

9 100 0      

16 100 0      

*Pour la composition de la phase mobile, voir Annexe I.4. 
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3.  Composition de la phase mobile pour tout le développement en RP-HPLC. 

Phases 

stationnaires 
Mode isocratique 

Mode gradient 

linéaire 

 

Mode gradient optimisé 

Accucore™ C30 

Analyse AGPI 

Acétonitrile/Eau/Acide 

formique 

(70 :29,96 :0,04 ; v/v/v) 

 

Phase A :  
Eau/Acétonitrile/Acide 

formique (69,96 :30 

:0,04, v/v/v) 

 

 

 

 

 
Phase B : 

Acétonitrile/acide 

formique (99,96 :0.04, 

v/v) 
 

Phase A : Eau/Acétonitrile/Acide formique (69,96 :30 :0,04, v/v/v) 

Phase B : Acétonitrile/ Acide formique (99,96 :0,04, v/v/v) 

Accucore™ C18 
Phase A : Eau/Acétonitrile/Acide formique (69,96 :30 :0,04, v/v/v) 

Phase B : Acétonitrile/ Acide formique (99,96 :0,04, v/v/v) 

Accucore™ 

Polar Premium 

Phase A : Eau/Acétonitrile/Acide formique (69,96 :30 :0,04, v/v/v) 

Phase B : Acétonitrile/ Acide formique (99,96 :0,04, v/v/v) 

Cortecs Shield 

C18 

Phase A : Eau/Acétonitrile/Acide formique (69,96 :30 :0,04, v/v/v) 

Phase B : Acétonitrile/isopropanol /Acide formique (69,96 :30 :0,04, v/v/v) 

 

ou  

 

Phase A : Eau/Acétonitrile/Acide formique (69,96 :30 :0,04, v/v/v) 

Phase B : Acétonitrile/ Acide formique (99,96 :0,04, v/v/v) 

 

Zorbax Bonus 

RP 

Phase A : Eau/Acétonitrile/Acide formique (84,96 :15 :0,04, v/v/v) 

Phase B : Acétonitrile/ Acide formique (99,96 :0,04, v/v/v) 

 

Nucleodur ISIS 

C18 

Phase A : Eau/Acétonitrile/Acide formique (84,96 :15 :0,04, v/v/v) 

Phase B : Acétonitrile/ Acide formique (99,96 :0,04, v/v/v) 

 

Hypersil Gold™ 

3µm 

Phase A : Eau/Acétonitrile/Acide formique (84,96 :15 :0,04, v/v/v) 

Phase B : Acétonitrile/ Acide formique (99,96 :0,04, v/v/v) 

 

Accucore™ C30 

(test MeOH) 

------ ------ Phase A : Eau/Méthanol/Acide formique (49,96 :50 :0,04, v/v/v) 

Phase B : Méthanol/ Acide formique (99,96 :0,04, v/v/v) 
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4.  Chromatogrammes de l'analyse en mode isocratique d'un mélange de cinq acides gras polyinsaturés 

sur les huit phases stationnaires.  

Phase mobile: A (Eau:ACN, 30:70,v/v) contenant 0,04% HCOOH ; T = 30°C ; V injecté = 1µL ; Débit = 0,5 mL/min 
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5.  Résumé de TNE et la capacité de pic par minute pour l'ensemble des phases stationnaires. 

La composition de la phase mobile ainsi que le gradient optimisé de chaque phase stationnaire sont répertoriés à l’Annexe I-3 et 4. T = 25°C ; V injecté = 1µL ; Débit = 

0,5mL/min ). 
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6.  Tableau des valeurs de Fs calculé pour les sept phases stationnaires et certaines utilisées en littérature 

Fournisseur 
Phases 

stationnaires 

Accucore 

C30 

Accucore 

C18 

Accucore 

Polar 

Premium 

Cortecs 

UPLC 

Shield 

RP18 

Zorbax 

Bonus RP 

Nucleodur 

Isis 

Hypersil 

GOLD 

Acquity 

UPLC 

BEH C18 

Synergi 

Polar-RP 

Symmetry 

C18 

Thermo/Hypersil Accucore C30 0          

Thermo/Hypersil Accucore C18 3.61 0         

Thermo/Hypersil 
Accucore Polar 

Premium 
18.52 14.17 0        

Waters 
Cortecs UPLC 

Shield RP18 
11.93 6.53 3.02 0       

Agilent 

Technologies 

Zorbax Bonus 

RP 
472.82 415.35 322.15 335.66 0      

Macherey Nagel Nucleodur Isis 4.90 0.57 9.61 3.44 389.57 0     

Thermo/Hypersil Hypersil GOLD 1.49 1.15 13.27 6.55 431.58 1.67 0    

Waters 
Acquity UPLC 

BEH C19 
2.19 3.10 9.19 5.54 419.16 2.35 2.08 0   

Phenomenex 
Synergi Polar-

RP 
4.61 4.62 10.87 4.10 400.52 3.32 2.74 2.73 0  

Waters Symmetry C19 16.73 5.81 9.66 3.34 324.34 3.59 9.32 10.34 9.12 0 
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7.  Effet du changement de phase organique sur la séparation des HETEs sur Accucore™ C30. 
Phase mobile a) Phase mobile: A (Eau:ACN, 70:30,v/v) contenant 0,04% HCOOH; B(Acétonitrile,100,v) contenant 0,04%HCOOH, , b) Phase mobile: A (Eau: MeOH, 

50:50,v/v) contenant 0,04% HCOOH; B(MeoH,100,v) contenant 0,04%HCOOH. T = 25°C ; V injecté = 1µL ; Débit = 0,5mL/min ; T=25°C. 
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8.  Evaluation de l’effet de la phase organique sur la rétention des eicosanoïdes sur Accucore™ C30. 

Phase mobile a) Phase mobile: A (Eau:ACN, 70:30,v/v); B(Acétonitrile,100,v), , b) Phase mobile: A (Eau: MeOH, 50:50,v/v); B(MeoH,100,v). T = 25°C ; V injecté = 1µL ; 

Débit = 0,5mL/min , T=25°C  
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II.  Développement en chromatographie liquide à polarité de phases normale 

 

1.  Profil de séparation des eicosanoïdes sur Luna NH2 avec une phase mobile à base d’isooctane, 

méthanol et d’acétate d’éthyle 
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III.  Spectrométrie de masse 

1.  Optimisation de l’énergie de fragmentation par CID 
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2.  Evaluation de la sensibilité au cours du développement sur la trappe ionique 

1 : Full scan en basse résolution suivi d’un MS2 et SRM (3 transitions), 2 : Full scan en basse résolution avec suivi de 3 transitions par molécules par SRM, 3 : Full scan en 

basse résolution + diminution du temps d’injection dans la trappe (25 ms à 10 ms) et réduction du nombre de microscans de 4 à 1 ; 4 : 3 transitions par molécules + temps 

d’injection à 10 ms et nombre de microscan à 1 ; 5 : mêmes conditions que précédemment avec réduction du nombre de transitions à deux par molécule ; 6 : deux transitions 

(SRM) par molécule avec utilisation du mode scan rapide ; 7 : deux transitions par molécule avec réduction du temps d’injection dans la trappe à 5 ms ; 8 : Réduction du nombre 

de transitions à 1 par molécule pour suivre l’ensemble des 26 molécules par SRM et une subdivision du profil chromatographique en 4 segments. 
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3.  Illustration de la segmentation du profil chromatographique pour analyse par le LTQ en mode SRM 

Chaque segment prend en compte plusieurs évènements et chaque évènement permet d’analyser une molécule de m/z donné au travers de ces 

transitions. 
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4.  Spectre de fragmentation à l’énergie optimale de chaque standard par HCD SUR LE ltq-Orbitrap® 

Velos Pro 
Les analyses ont été réalisées par FIA en tenant compte du pourcentage de solvant éluant chaque composé sur la phase stationnaire Accucore™ C30. Concentration = 50µg/mL ; 

Débit = 0,5 Ml/min ; Vinj = 1 µL. Les spectres ont été acquis à haute résolution (avec une résolution de 7500). 
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5.  Illustration de la segmentation du profil chromatographique pour analyse par le LTQ-Orbitrap® 

Velos Pro en mode DDA avec segmentation du profil chromatographique 

Un seul évènement permet d’analyser toutes les molécules. La segmentation en question ici consiste à définir des fenêtres d’élution. Chaque fenêtre 

d’élution correspond à une molécule de m/z donné ou à un groupe d’isomères ou d’isobares de même m/z. Cette subdivision des fenêtres d’élution 

ou « segmentation » réduit aussi le nombre de molécules à suivre en même temps de manière synchrone. Enfin, elle permet ainsi de pourvoir 

attribuer les énergies spécifiques de fragmentation à chaque molécule. 
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6.  Comparaison de l’acquisition en mode DDA sans segmentation et avec segmentation du profil LC 

par RP-HPLC-MS/MS (LTQ-Orbitrap® Velos Pro) 
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7.  Evaluation de la sélectivité de la méthode RP-HPLC-MS/MS (LTQ-Orbitrap® Velos Pro) en mode 

DDA 

Eicosanoïdes-AGPI 
Ion de quantification / Ion de 

qualification 

Rapport d'ion de quantification / Ion de qualification 

Moyenne Ecart type CV 1ère 

Analyse 

2ème 

Analyse 

3ème 

Analyse 

4ème 

Analyse 

5ème 

Analyse 

6-Céto-PGF1α 245.19/163.11 1.25 1.26 1.26 1.26 1.26 1.25 0.0038 0.31 

PGI2 143.07/189.13 0.90 0.87 0.91 0.85 0.93 0.89 0.0306 3.43 

TXB1 171.10/197.12 1.91 1.91 1.95 1.93 1.92 1.92 0.0159 0.82 

TXB2 169.09/195.10 1.48 1.44 1.46 1.46 1.45 1.46 0.0153 1.05 

PGE3 269.19/189.13 2.18 1.82 1.82 2.21 1.91 1.99 0.1970 9.91 

PGF2α 193.12/309.21 0.75 0.76 0.78 0.76 0.77 0.76 0.0110 1.44 

PGE2 271.21/315.20 1.53 1.56 1.60 1.60 1.44 1.55 0.0694 4.49 

PGD2 271.21/315.20 3.32 3.13 2.58 2.27 3.20 2.90 0.4501 15.52 

LXA4 115.04/351.22 0.40 0.36 0.39 0.37 0.43 0.39 0.0271 6.97 

LTD4 177.03/495.25 5.23 5.19 5.47 5.33 5.26 5.30 0.1112 2.10 

LTB4 195.10/335.22 0.97 0.99 0.99 0.94 0.96 0.97 0.0197 2.02 

14,15-DiHETE 207.14/335.22 2.03 1.96 2.02 1.93 1.96 1.98 0.0451 2.28 

5S,6R-DiHETE 115.04/335.22 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.0013 6.47 

5-HEPE 115.04/317.21 0.67 0.71 0.67 0.73 0.73 0.70 0.0321 4.57 

9-HODE 171.10/295.23 0.59 0.61 0.60 0.60 0.61 0.60 0.0072 1.20 

20-HDHA 241.20/299.24 0.54 0.53 0.54 0.53 0.52 0.53 0.0075 1.41 

15-HETE 219.14/319.23 0.21 0.19 0.20 0.21 0.21 0.21 0.0093 4.52 

11-HETE 167.11/319.23 2.32 1.99 2.23 1.85 2.69 2.22 0.3244 14.64 

12-HETE 179.11/319.23 0.78 0.79 0.65 0.77 0.70 0.74 0.0617 8.37 

8-HETE 155.07/319.23 0.49 0.45 0.45 0.41 0.47 0.45 0.0316 6.98 

5-HETE 115.03/319.23 1.17 1.14 1.16 1.18 1.10 1.15 0.0314 2.73 

14,15-EET 219.14/319.23 0.13 0.13 0.14 0.13 0.13 0.13 0.0016 1.16 

CTA2 247.17/347.26 0.21 0.21 0.21 0.21 0.21 0.21 0.0014 0.68 
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8,9-EET 155.07/319.23 0.34 0.33 0.31 0.33 0.32 0.32 0.0097 2.98 

EPA 257.23/301.22 0.06 0.07 0.07 0.07 0.07 0.07 0.0021 3.18 

AA 259.24/303.23 0.03 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.0008 3.55 
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8.  Courbes d’étalonnage pour la quantification des eicosanoïdes 
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9.  Paramètres d’optimisation de source, de fragmentation et les transitions sur la LCMS-8060 

Compound Name 
Precursor 

m/z 

Qarray 

Bias 
m/z1 CE1 

Q1 

Pre 

Bias1 

Q3 

Pre 

Bias1 

Ratio1 m/z2 CE2 

Q1 

Pre 

Bias2 

Q3 

Pre 

Bias2 

Ratio2 m/z3 CE3 

Q1 

Pre 

Bias3 

Q3 

Pre 

Bias3 

Ratio3 

6-Keto PGF1a 369.2 20 163.3 25 10 17 87.01 245.1 26 18 49 100 351.05 18 27 15 35.65 

PGI2 351.1 -40 271.2 16 13 17 86.23 315.15 13 39 36 100 333.2 12 13 23 69.06 

TXB1 371.15 20 171.25 19 10 18 100 197.1 15 27 36 83.27 327.1 11 18 15 29.01 

TXB2 369.15 20 169.25 16 10 18 100 195.05 15 41 33 89.68 289.05 16 18 18 14.71 

PGE3 349.1 20 269.15 14 13 11 100 313.1 11 39 35 78.38 189.3 17 13 18 41.15 

PGF2a 353.15 -80 309.15 18 13 19 100 193.1 24 41 44 69.04 335.25 15 13 35 27.04 

PGE2 351.1 0 271.15 17 13 11 100 333.1 11 26 41 81.98 315.1 10 13 14 91.98 

PGD2 351.1 20 271.15 18 13 17 100 315.15 13 41 37 97.3 233.3 11 13 15 72.67 

LXA4 351.1 -20 235.15 13 13 15 46.6 115.15 16 41 43 100 217.15 19 18 14 73.95 

LTD4 495.15 -40 177.2 16 14 11 100 289.3 26 33 33 9.15 143.15 21 19 28 74.55 

LTB4 335.1 -80 195.3 14 17 13 100 317.2 14 24 36 74.04 123.2 20 24 20 18.19 

14,15-DiHETE 335.1 -80 207.15 16 17 13 100 127.2 16 23 30 9.8 255.2 14 24 11 6.46 

6,5-DiHETE 335.1 0 317.35 13 17 50 60.96 145.05 17 37 24 100 189.4 15 17 36 24.51 

5-HEPE 317 -20 299.15 9 11 13 100 249.15 8 11 50 55.55 115.15 11 11 22 88.81 

9-HODE 295 -40 277.1 15 33 35 100 171.3 15 20 18 51.74 --- --- --- --- --- 

13-HODE 295.1 20 195.3 17 10 13 63.6 277.2 19 35 28 100 113 22 20 10 9.07 

20-HDHA 343 20 281.25 12 13 18 81.31 325.15 11 24 35 100 285.1 10 17 13 50.81 

15-HETE 319.1 -60 301.15 13 11 14 100 219.35 13 37 41 75.46 257.2 12 15 17 79.24 

11-HETE 319.1 -80 167.3 14 36 35 100 301.2 12 17 22 10.41           

8-HETE 319.1 -20 301.15 12 15 13 100 155.05 14 36 37 82.85 127.25 20 17 23 11.89 

12-HETE 319.1 20 301.1 12 22 28 55.89 179.25 13 23 31 100 257.1 14 15 11 56.85 

5-HETE 319.1 20 301.15 11 22 19 100 257.2 14 36 35 87.27 115 13 11 10 78.59 

14,15-EET 319 20 219.15 11 11 13 55.69 257.2 12 35 49 69.86 301.1 10 23 20 100 

11,12-EET 319 -40 167.1 12 15 10 100 179.2 10 39 35 64.04 301.05 11 23 33 63.32 

CTA2 347.2 0 247.15 22 13 17 100 329.25 22 26 23 92.18 113 28 13 11 9.86 

8,9-EET 319 -60 275.25 13 20 27 70.65 127.05 14 23 46 95.62 179.15 10 39 11 100 

EPA 300.9 20 257.2 12 32 31 100 --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- 

AA 303 0 107.1 20 20 22 6.96 259.2 13 15 27 100 --- --- --- --- --- 

6-Keto PGF1a-D4 373.15 20 211.35 21 14 13 54.85 249.15 23 24 27 95.13 167.35 25 26 18 100 

TXB2-D4 373.15 0 173.25 15 14 17 96.86 199.3 14 27 40 100 329.2 10 14 15 23.21 

PGE2-D4 355.15 20 275.15 17 13 50 98.03 337.2 11 24 20 95.81 319.1 12 10 14 100 

LTB4-D4 339.15 -140 183.2 36 23 19 100 197.3 17 39 41 21.19 119 53 13 23 36.56 
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15S-HETE-D8 327.05 -20 226.3 12 17 15 92.83 264.25 15 37 49 45.82 309.25 13 11 10 100 

8,9-EET-D11 330.8 -20 313.05 12 36 35 100 --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- 

 

IV.  Développement d’une méthode d’extraction par SPE 

1.  Module VacMaster-10 utilisé dans l’étude 
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2.  Tableau récapitulatif de l’optimisation de trois facteurs qui influencent le rendement d’extraction 

MCI = Milieu de culture incomplet   

Numéro 

Optimisation de la phase mobile de 

lavage 
Optimisation de la phase mobile d'élution 

Etapes Volume (mL)+solvant Etapes Volume (mL)+solvant 

1 
Activation-

Equilibration 
2mL MeOH + 2mL Eau 

Activation-

Equilibration 
2mL MeOH + 2mL Eau 

2 Chargement 

1mL (900µL DE MCI +100µL 

de mélange eicosanoïdes 

+AGPI (100ng/mL)) 

Chargement 
1mL (900µL DE MCI +100µL de mélange 

eicosonaïdes +AGPI (100ng/mL)) 

3 

Lavage L1 1mL Eau (100,v) 

Lavage L1 1mL Eau (100,v) 
Lavage L2 1mL Eau-MeOH(90:10,v/v) 

Lavage L3 1mL Eau-MeOH(80:20,v/v) 

Lavage L4 1mL Eau-MeOH(70:30,v/v) 

4 Elution 2mL MeOH 

Elution E1 2mL MeOH (100,v) 

Elution E2 2mL ACN(100,v) 

Elution E3 2mL ACN-MeOH(50:50,v/v) 

Elution E4 2mL ACN-H2O(90:10,v/v) 

Elution E5 2mL MeOH-H2O(90:10,v/v) 

Elution E6 2mL ACN-MeOH-H2O(70:25:5,v/v/v) 
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3.  Rendements réels par molécule et par cartouche suivant leur protocole optimisé 

Molécules 

 

Concentration 

(ng/mL) 

Bond Elut C18 
Bond Elut C18-

OH 
Diazem 

Supelclean™ 

LC-18 
Strata C18-E Oasis® HLB Strata™-X 

R (%) 
CV 

(%) 
R (%) 

CV 

(%) 
R (%) 

CV 

(%) 
R (%) 

CV 

(%) 
R (%) 

CV 

(%) 
R (%) 

CV 

(%) 
R (%) 

CV 

(%) 

6-Céto-PGF1α 100 99.78 6.40 99.67 1.37 82.94 1.15 94.24 4.94 93.15 3.68 99.54 3.95 108.15 2.93 

TXB2 100 109.90 9.97 82.09 6.26 84.54 2.80 92.34 10.47 91.97 5.35 95.04 5.34 103.22 15.59 

PGE3 100 102.17 1.73 97.44 3.97 87.14 2.14 93.35 2.73 88.49 2.61 96.03 7.70 104.42 2.27 

PGF2α 100 102.25 6.36 100.70 1.47 87.19 1.64 89.35 6.76 90.80 2.34 99.97 5.23 104.18 0.30 

PGE2 100 99.41 9.67 100.76 3.41 84.12 1.74 82.98 7.99 90.45 5.33 88.92 4.30 98.90 0.88 

LXA4 100 100.56 8.86 94.49 0.70 84.53 1.15 89.48 11.73 83.12 6.06 88.16 10.24 102.67 0.76 

LTD4 100 86.21 8.21 85.11 8.37 83.09 4.87 50.74 11.57 78.85 6.20 87.47 2.54 92.61 3.10 

LTB4 100 97.36 3.85 95.18 3.16 86.27 2.71 85.80 4.00 87.16 1.73 91.88 2.34 98.78 5.05 

14,15-DiHETE 100 98.06 4.87 97.68 3.40 87.66 0.68 85.84 6.80 90.48 1.63 91.97 4.07 97.54 1.69 

5,6-DiHETE 100 94.41 3.46 88.24 4.95 87.84 2.21 76.73 9.48 87.13 2.70 87.07 7.00 96.86 1.30 

5-HEPE 100 94.60 3.52 88.04 8.22 86.94 1.06 80.99 10.66 85.48 5.59 91.32 4.93 98.85 0.66 

13-HODE 100 92.12 6.44 89.63 2.58 81.33 0.97 77.06 7.58 84.16 1.64 86.80 2.35 94.99 2.21 

9-HODE 100 86.70 3.67 90.60 3.98 83.94 0.55 78.18 6.78 83.86 2.79 86.63 2.02 88.73 3.04 

20-HDHA 100 87.20 6.30 91.68 1.78 83.25 1.27 77.36 6.26 80.82 5.13 84.51 3.56 91.44 1.21 

15-HETE 100 89.50 7.72 93.44 4.28 83.34 5.84 79.84 9.33 71.57 18.46 86.12 5.80 94.14 1.61 

11-HETE 100 85.65 4.03 89.05 1.25 87.29 2.81 77.44 5.81 80.07 4.91 81.94 1.29 95.53 2.21 

8-HETE 100 85.61 2.67 90.61 2.60 78.23 3.68 74.44 5.44 77.68 5.36 78.13 1.88 81.87 1.04 

12-HETE 100 83.74 2.21 90.15 3.10 86.19 2.59 73.26 7.71 76.74 6.08 74.94 1.13 79.84 0.82 

5-HETE 100 81.06 0.73 84.81 8.51 78.91 1.21 72.83 4.60 76.88 3.10 75.32 3.98 83.66 2.41 

14,15-EET 100 81.72 6.14 86.72 2.74 86.94 4.41 75.50 3.43 81.89 2.38 73.29 2.72 81.29 0.96 

CTA2 100 75.78 6.01 85.41 4.51 79.56 4.16 66.74 8.82 71.89 5.86 70.02 2.90 72.27 0.47 

8,9-EET 100 89.04 2.64 89.74 2.60 89.36 1.65 73.93 5.45 81.09 3.35 78.51 2.94 93.00 1.93 

EPA 100 69.19 9.37 79.39 5.06 77.76 4.28 58.06 11.83 59.26 7.39 62.29 5.68 69.49 3.82 

AA 100 45.69 13.94 59.29 6.65 52.37 9.52 44.75 7.52 50.69 7.94 49.44 8.07 50.10 1.27 
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Rendement global 

en oxylipines sans 

AGPI 

100 91.57 5.19 91.03 3.90 84.65 2.39 78.77 7.30 82.88 4.70 85.43 4.01 93.09 2.36 
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4.  Evaluation de l’effet de matrice (%) sur le rendement d’extraction présenté en Annexe IV-3 

Molécules 
Concentration 

(ng/mL) 
Bond Elut C18 

Bond Elut C18-

OH 
Diazem 

Supelclean™ 

LC-18 
Strata C18-E Oasis® HLB Strata™-X 

6-Céto-PGF1α 100 -12.22 -14.88 -19.45 -8.34 -5.95 -17.38 -37.74 

TXB2 100 -31.28 -18.29 -34.54 -21.94 -13.76 -37.00 -41.75 

PGE3 100 -21.84 -23.44 -25.08 -7.79 -14.29 -16.11 -17.48 

PGF2α 100 -13.49 -15.97 -14.75 -7.39 -4.41 -9.57 -13.25 

PGE2 100 -13.99 -18.15 -11.06 7.61 -2.39 -0.34 -7.56 

LXA4 100 -20.31 -10.77 -19.08 0.24 2.45 -10.82 -15.32 

LTD4 100 -13.40 -8.94 -6.62 -2.83 -8.59 -6.55 -12.07 

LTB4 100 -12.22 -11.39 -9.29 -1.68 -2.28 -3.29 -8.50 

14,15-DiHETE 100 -7.86 -10.77 -5.60 1.13 -2.21 0.90 -8.36 

5,6-DiHETE 100 -16.92 -13.29 -15.70 3.51 -0.77 -11.32 -11.02 

5-HEPE 100 -15.80 -12.76 -16.84 1.34 3.22 -10.10 -3.97 

13-HODE 100 -10.90 -8.50 -11.21 4.51 -1.69 -2.56 -5.76 

9-HODE 100 -9.20 -5.49 -6.84 4.18 0.42 -5.33 -4.61 

20-HDHA 100 -8.74 -15.26 -17.01 2.15 7.33 -7.44 -20.58 

15-HETE 100 -6.34 -18.28 -16.97 -11.37 9.10 -6.85 -13.47 

11-HETE 100 -8.48 -11.03 -7.97 -3.17 -5.18 -3.93 -7.78 

8-HETE 100 -7.19 -10.81 -8.71 2.36 0.29 0.37 -6.23 

12-HETE 100 -9.80 -10.15 -8.53 -0.17 -2.25 -1.37 -6.11 

5-HETE 100 -6.32 -9.16 -6.07 2.38 8.31 -0.72 -9.61 

14,15-EET 100 -7.48 -3.60 -10.00 -0.85 -4.27 3.10 -5.95 

CTA2 100 -10.08 -13.53 -10.57 -2.10 -4.77 -4.92 -6.63 

8,9-EET 100 -15.29 -11.17 -11.19 -0.96 -1.36 -2.89 -7.47 

EPA 100 -7.27 -7.33 -19.65 -1.47 -10.18 3.63 -5.75 

AA 100 15.83 10.06 -1.09 6.52 -6.24 -3.64 -12.40 
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5.  Protocoles d’extraction suivant Folch et Bligh – Dyer modifié 

Protocole modifié suivant Folch [126] : 

Suivant le protocole Folch, il faut un mélange chloroforme : méthanol 

(2 :1, v/v) à ajouter suivant un volume de telle manière à diluer 20 fois 

l’échantillon. Nous avons adapté le protocole suivant Folch afin de 

réduire les volumes de solvant utilisés tout en respectant les 

proportions finales de 8 :4 :3 correspondant respectivement au 

chloroforme, au méthanol et à l’eau. Le protocole adapté a été effectué 

comme suit : 

NB : Toute la préparation est réalisée sur de la glace et en éteignant la 

lumière dans le laboratoire 

- 1 mL d’un mélange complexe est réalisé en ajoutant 100 mL d’un 

mélange de standards d’oxylipines à 100 ng/mL à 900 mL de milieu 

de culture sans sérum de veau fœtal. L’ensemble est ensuite vortexé. 

- Sur le mélange complexe (1mL) constitué préalablement dans un 

tube à hémolyse, ajouter 2 mL de méthanol puis vortexer 

- Ajouter ensuite 4 mL de chloroforme puis vortexer 

- Pour faciliter la séparation en deux phases, on ajoute 500µL d’eau 

puis vortexer et laisser pendant 10 minutes au repos  

- Centrifuger pendant 10 minutes à 2500 rpm 

- Récupérer la phase organique (phase inférieure) à l’aide d’une 

pipette pasteur et la placer dans un autre tube à hémolyse. 

- Evaporer sous flux d’azote la phase organique récupérée 

- Reprendre l’extrait sec dans 100 µL de Méthanol 

Protocole modifié suivant Bligh-Dyer [291] : 

NB : Toute la préparation est réalisée sur de la glace et en éteignant la 

lumière dans le laboratoire 

- 1 mL d’un mélange complexe est constitué avec du milieu de culture 

sans sérum de veau fœtal en y ajoutant 100 ng/mL d’un mélange 

d’oxylipines de manière à avoir 10% de MeOH dans le volume final. 

- Sur le mélange (1mL) constitué préalablement dans un tube à 

hémolyse, ajouter 2 mL de méthanol puis vortexer 

- Ajouter ensuite 1 mL de chloroforme puis bien mélanger 

- Ensuite, ajouter 1mL de chloroforme puis 1 mL d’eau pour faciliter 

la séparation en deux phases 

- Vortexer puis laisser au repos pendant 10 minutes 

- Centrifuger pendant 10 min à 2500 rpm. 

- Récupérer la phase organique (en bas) à l’aide d’une pipette pasteur 

- Evaporer cette phase organique sous flux d’azote  

- Enfin reprendre l’extrait sec dans 100 µL de méthanol
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6.  Evaluation des performances d’extraction d’eicosanoïdes 

Molécules Concentration 

(ng/mL) 

 LLE   SPE 

 Folch Bligh - Dyer   Strata™-X 

 R (%) CV(%) ME (%) R (%) CV(%) ME (%)   R (%) CV(%) ME (%) 

6-Céto-PGF1α  100  15.99 0.80 -13.64 25.61 2.06 -11.50   96.58 1.16 -4.65 

TXB2  100  7.45 15.77 -26.38 13.44 3.62 -11.29   94.61 4.02 -14.87 

PGE3  100  6.37 5.26 -14.42 17.52 13.72 -13.54   98.32 1.10 -14.16 

PGF2α  100  10.24 3.39 -8.17 13.96 0.93 -6.77   101.14 1.34 -9.33 

PGE2  100  9.84 2.60 -7.78 18.97 0.80 -18.82   99.05 0.23 -16.14 

LXA4  100  21.69 1.60 -7.33 23.95 3.01 -6.53   102.60 0.35 -8.29 

LTD4  100  11.51 3.62 -7.33 13.25 0.92 -16.50   85.84 0.49 -4.17 

LTB4  100  18.48 0.77 -4.85 15.84 0.88 -6.68   92.01 1.82 -7.40 

14,15-DiHETE  100  33.27 4.46 -11.65 36.80 1.80 -4.96   101.00 1.67 -2.86 

5,6-DiHETE  100  27.23 1.70 -5.07 28.03 2.97 -5.63   96.94 0.62 -3.43 

5-HEPE  100  48.00 4.75 -6.34 44.50 2.14 -2.33   96.87 1.87 -4.41 

13-HODE 100  51.02 3.34 -10.01 43.13 2.60 -12.24   94.64 2.12 -16.82 

9-HODE  100  48.52 1.97 -17.30 45.10 1.34 -25.42   91.01 0.23 -19.61 

20-HDHA  100  42.20 3.26 -16.36 45.32 4.50 -12.55   92.20 1.08 -8.69 

15-HETE  100  36.75 4.94 -2.68 32.06 5.30 -4.34   96.90 1.32 -8.43 

11-HETE 100  32.73 2.19 -6.28 26.28 1.88 -13.61   98.17 1.56 -6.40 

8-HETE 100  30.79 0.57 -6.56 23.18 2.93 -11.47   88.70 1.06 -5.21 

12-HETE 100  32.17 0.75 -5.61 25.88 2.80 -5.79   84.97 1.33 -6.45 

5-HETE 100  32.47 1.28 -1.23 23.88 1.14 -3.28   79.03 1.36 -4.91 

14,15-EET 100  41.28 5.98 -9.61 33.91 3.73 -5.80   87.50 0.60 -8.56 

CTA2 100  35.56 0.78 -7.95 30.11 1.63 -6.72   85.09 0.55 -11.29 

8,9-EET 100  45.25 6.74 -11.70 37.98 0.94 -19.93   88.60 3.83 -7.09 

EPA  100  47.80 2.59 -16.59 48.77 3.63 -12.28   55.63 1.15 -10.24 

AA  100  57.47 0.22 -6.91 45.40 6.21 -3.43   58.24 2.77 -1.65 

Rendement global en 

oxylipines sans AGPI 

100  29.04 3.48 -9.47 28.12 2.80 -10.26   93.26 1.35 -8.78 
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V.  Applications des méthodes développées sur des modèles cellulaires  

1.  Plan de plaque pour l’expérience de stimulation des cellules pour un profilage en eicosanoïdes 
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2.  Spectre de fragmentation de la molécule inconnue de m/z de 319.23 produit par les deux lignées de 

macrophages 

Le spectres a été acquis à une résolution de 7500. 
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3.  Récapitulatif des eicosanoïdes cellulaires et exactitude sur leur masse moléculaire 

Tr Molécule identifiée Formule brute Masse moléculaire m/z [M-H] Exactitude en masse (ppm) 

2.04 TXB2 C20H34O6 369.23 1.105 

2.38 PGF2α C20H34O5 353.23 3.305 

2.52 PGE2 C20H32O5 351.21 2.183 

2.74 LXA4 C20H32O5 351.22 3.01 

2.93 LTD4 C25H40N2O6S 495.22 5.716 

3.48 LTB4 C20H32O4 335.22 2.096 

3.56 14,15-DiHETE C20H32O4 335.22 5.383 

4.57 13-HODE C18H32O3 295.23 3.117 

4.59 9-HODE C18H32O3 295.23 3.524 

4.62 Inconnue C20H32O3 319.23 2.319 

4.75 15-HETE C20H32O3 319.23 1.943 

4.8 11-HETE C20H32O3 319.23 3.259 

4.9 12-HETE C20H32O3 319.23 2.225 

5.02 5-HETE C20H32O3 319.23 2.413 

6.43 AA C20H32O2 303.23 1.071 
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4.  Profilage global en prostanoïdes des macrophaes J774 et THP-1 stimulés ou non par le LPS (Analyse 

par RP-HPLC-MS/MS (LTQ-Orbitrap® Velos Pro). 

Pour toutes les conditions, C correspond à l’état basal, LPS correspond à l’état stimulé, le dernier chiffre (8-24) sont les temps d’incubation et/ ou de stimulation. Les échantillons 

sont ensuite analysés après extraction par RP-HPLC-MS/MS (Orbitrap® Velos Pro). Phase stationnaire : Accucore™ C30 ; Phase mobile : A (Eau: ACN, 70:30,v/v) contenant 

0,04% HCOOH; B(Acétonitrile,100,v) contenant 0,04% HCOOH. T = 25°C ; V injecté = 5µL ; Débit = 0,5mL/min 
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5.  Profilage des espèces oxydées des macrophages J774 et THP-1 stimulés ou non par le LPS (Analyse 

par RP-HPLC-MS/MS (LTQ-Orbitrap® Velos Pro). 

Pour toutes les conditions, C correspond à l’état basal, LPS correspond à l’état stimulé, le dernier chiffre (8-24) sont les temps d’incubation et/ ou de stimulation. Les échantillons 

sont ensuite analysés après extraction par RP-HPLC-MS/MS (Orbitrap® Velos Pro). Phase stationnaire : Accucore™ C30 ; Phase mobile : A (Eau: ACN, 70:30,v/v) contenant 

0,04% HCOOH; B(Acétonitrile,100,v) contenant 0,04% HCOOH. T = 25°C ; V injecté = 5µL ; Débit = 0,5mL/min 
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6.  Evaluation de l’efflux du cholestérol de macrophages THP-1 et J774 non surchargés en cholestérol  
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7.  Voie de biogenèse des eicosanoïdes produits par les macrophages THP-1 et J774 suivant différentes 

conditions de traitement 
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8.  Loading plot obtenu par régression des moindres carrés partiels appliquée aux oxylipines (variables 

X)  et à l'efflux du cholestérol (variable Y). 
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HPLC 
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K. Nouwade, S. Tfaili, P. Chaminade. 
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Résumé : L'athérosclérose est une maladie immuno-inflammatoire 

multifactorielle aboutissant à une réduction de la lumière des artères due 

notamment au dépôt de lipides et de macrophages gorgés de cholestérol. 
La seule possibilité qu’ont ces cellules de se débarrasser du cholestérol 

en excès est de le céder à des accepteurs extracellulaires. Cet efflux du 

cholestérol est la première étape du transport inverse du cholestérol qui 
rapporte le cholestérol au foie, le seul organe capable de le dégrader. Des 

travaux récents dans l’unité interdisciplinaire Lip(Sys)² ont permis de 

montrer que des modifications chroniques de la composition en acides 
gras (AG) des phospholipides de la membrane des macrophages J774 et 

THP-1 par incorporation d’AG polyinsaturés, influencent la variation de 

l’efflux du cholestérol et semblent également dépendre de la lignée 
cellulaire. Parmi les pistes d’explorations du mécanisme moteur de cette 

variation d’efflux sont évoqués les eicosanoïdes qui impacteraient la 

phosphorylation des résidus sérine de la protéine d’efflux ABCA1 et 
modifieraient son fonctionnement. Les eicosanoïdes sont des molécules 

structurellement complexes, avec de nombreuses fonctions labiles. Leur 

détection et leur quantification constituent un défi du fait qu’elles sont 
présentes à l’état de trace dans les matrices biologiques. L’objectif de 

cette étude est de développer des méthodes en chromatographie liquide 

et en spectrométrie de masse pour la quantification des eicosanoïdes dans 
des modèles de macrophages (J774 et THP-1) dans différentes conditions 
inflammatoires mimant l’athérosclérose. 

La séparation chromatographique a été développée sur sept colonnes 

sélectionnées sur la base du modèle de soustraction hydrophobe. Une 

comparaison des performances chromatographiques en RP-HPLC via 
différents descripteurs a révélé que Accucore C30 semble appropriée 

pour la séparation des isomères et isobares d’eicosanoïdes. La 

méthode en RP-HPLC couplée au LTQ-Orbitrap® Velos Pro en mode 
DDA (Data Dependent Acquisition) a permis d’analyser l’ensemble 

des eicosanoïdes. Une segmentation du profil chromatographique et 

une optimisation des énergies de collision par HCD pour chaque 
eicosanoïde ont permis d’augmenter significativement la fréquence 

d’acquisition et le seuil de détection : de l’ordre de 2 pg pour quelques 

prostanoïdes et de 0.02-2 pg pour certains leucotriènes et espèces 
oxydées. Cette approche constitue une alternative à la détection des 

eicosanoïdes sur un spectromètre de masse en mode MRM. Cette 

nouvelle méthode a permis de suivre spécifiquement environ 24 
eicosanoïdes et d’identifier des espèces sécrétées par les macrophages 

J774 et THP-1. Les profils quantitatif et qualitatif montrent une 

variation des eicosanoïdes dépendant du type cellulaire et du temps de 
stimulation. Une corrélation entre l’efflux du cholestérol et la variation 

entre les différentes familles d’eicosanoïdes a été mise en lumière au 

travers de quatre potentiels biomarqueurs, offrant ainsi des pistes pour 
la compréhension du développement de l’athérosclérose. 
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Abstract : Atherosclerosis is a multifactorial immuno-inflammatory 

disease leading to a reduction of the arteries lumen due to the lipid and 

foam macrophages deposit. The only way to remove the excess 
accumulated cholesterol from foam macrophages is to transfer it to 

extracellular acceptors. This cholesterol efflux is the first step of the 

reverse cholesterol transport pathway that delivers cholesterol to the 
liver, the sole organ able to break it down. Recent work in the 

interdisciplinary unit Lip(Sys)² has shown chronic modifications of the 

phospholipids fatty acid (FA) composition in the membrane of J774 and 

THP-1 macrophages by incorporating polyunsaturated FAs influence the 

cholesterol efflux variation and would depend on the cell line. Among 

the driving mechanism of this efflux variation, eicosanoids would impact 
the serine residues phosphorylation of the ABCA1 efflux protein and 

affect its function. Eicosanoids are structurally complex molecules with 

many labile functions. Their detection and quantification are challenging 
because they are present at trace amounts in biological matrices. This 

study aims to develop liquid chromatography-mass spectrometry 

methods to quantify eicosanoids in macrophage models (J774 and THP-
1) under different inflammatory conditions to mimic atherosclerosis. 

 

We developed chromatographic separation on seven columns based on 

the hydrophobic subtraction model. A comparison of the 

chromatographic performance in RP-HPLC through different 
descriptors revealed Accucore C30 as suitable for the eicosanoids’ 

isomers and isobars separation. RP-HPLC method coupled to LTQ-

Orbitrap® Velos Pro in DDA (Data Dependent Acquisition) mode 
permitted to monitor all eicosanoids of the study. A segmentation of 

the chromatographic profile and optimization of the collision energies 

by HCD for each eicosanoid increased the acquisition frequency 

significantly and the detection threshold: around 2 pg for some 

prostanoids and 0.02-2 pg for some leukotrienes and oxidized species. 

Thus, this approach constitutes an alternative for eicosanoids detection 
on Mass Spectrometry in MRM mode. This novel method monitored 

24 eicosanoids and identified species released by J774 and THP-1 

macrophages. The quantitative and qualitative profiles exhibited 
eicosanoids fluctuations depending on the cell type and the stimulation 

time. A correlation between cholesterol efflux and different eicosanoid 

families was highlighted through four potential biomarkers, thus 
offering leads for the understanding of atherosclerosis development.  

 

 


