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RESUME

Le but de cette étude était de mettre au point une méthode
rapide, sensible et spécifique de quantification du throm-
boxane B2 (TXB2) par chromatographie liquide haute per-
formance couplée a une interface d’ionisation électrospray
et a une détection par spectrométrie de masse (CLHP-ESI-
SM), a partir de microsomes de levure exprimant la throm-
boxane synthase (CYP5A1) humaine. Ce métabolite est le
produit d’hydratation stable du thromboxane A2 (TXA2)
produit par le CYP5A1 a partir de son substrat, la prosta-
glandine H2 (PGH?2). La quantification du TXB2 a été réali-
sée a l’aide d’un standard interne deutéré, le 6-céto-PGF1 -
d4, ajouté avant une extraction par le diéthyléther. La sépa-
ration chromatographique s’effectue en phase inverse sur
colonne XTerra MS C18. L’élution est réalisée en mode iso-

cratique (60 % acétonitrile contenant 0,05 % d’acide for-

mique - 40 % tampon formiate d’ammonium 5 mM, pH 3,0).
Le mode d’ionisation électrospray négatif a été retenu pour
une meilleure détection du TXB2 et du 6-céto-PGFIa-d4.
Cette technique appliquée avec succes aux microsomes
exprimant le CYP5A 1 sauvage montre une production crois-
sante et linéaire de TXB2 pour la gamme de concentrations
de PGH?2 utilisée (0-120 uM). Cette méthode pourra étre
appliquée a ’analyse de I’activité enzymatique de nouveaux
variants de la thromboxane synthase, récemment mis en évi-

dence au laboratoire, et exprimés dans des microsomes de -

levure.
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Introduction

La thromboxane synthase (CYP5A1, EC 5.3.99.5) est
une isoenzyme appartenant a la superfamille des cyto-
chromes P450 (CYP450) (1). Ces isoenzymes sont
impliquées dans la détoxication- de molécules exo-
genes, comme les médicaments ou les polluants envi-
ronnementaux (2, 3), mais également dans le métabo-
lisme de composés endogénes, comme les stéroides, les
acides biliaires, les acides gras, les leucotrienes, les
prostaglandines et les thromboxanes (4). Le CYP5A1
est le seul représentant de la famille 5 des CYP450. Il
intervient dans la cascade d’activation de ’acide ara-
chidonique par la voie de la cyclooxygénase et cataly-
se I’isomérisation de la prostaglandine H2 (PGH2) en
thromboxane A2 (TXA2). Ce-dernier se décompose
spontanément (demi-vie 30 sec), en métabolite inactif
stable, le thromboxane B2 (TXB2) (Figure 1) (5). Le
TXA?2 joue un réle important dans de nombreux pro-
cessus physiopathologiques. C’est un inducteur de
I’agrégation plaquettaire, de 1’inflammation, de la
vasoconstriction, de la bronchoconstriction et il partici-
pe a la régulation de I’hémostase (6, 7). Produit en
exces, il contribue au développement de pathologies
séveres comme 1’athérosclérose, 1’infarctus cérébral,
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PGH2, and TXB2 production appears to be linear for PGH2
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I’hypertension artérielle pulmonaire et 1’asthme bron-
chique (8, 9). Cliniquement, un déficit d’activité du
CYP5A1 a été rapporté chez des patients présentant
des troubles hémorragiques intestinaux (10-12).
Cependant, ’origine moléculaire de ce déficit n’a pas
été mise en évidence. Récemment, de nouveaux
variants génétiques de la thromboxane synthase ont été
identifiés par notre équipe (13). Dans le but d’analyser
leurs conséquences fonctionnelles sur I’activité throm-
boxane synthase, nous avons utilis€ un systeme
cellulaire hétérologue d’expression, la levure
Saccharomyces cerevisiae. '

Différentes techniques sont proposées pour I’analyse
du TXB2, produit d’hydratation stable du TXA2,
comme la radioimmunologie (RIA) (14), la chromato-
graphie liquide haute performance en détection UV
(CLHP-UV) (15, 16) et la chromatographie phase gaz
couplée a la spectrométrie de masse (CPG-SM) (17,
18) mais elles présentent certaines limites. Celles de la
RIA sont dues a une faible spécificité et a un manque
de sensibilité, ce qui se retrouve pour la CLHP-UV..
Quant a la CPG-SM, de nombreuses étapes de dériva-
tion sont nécessaires et relativement longues a mettre
en oeuvre. Il apparait donc important de développer
une méthode rapide, sensible et spécifique de quantifi-
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Figure 1 : Métabolisme de l’acide arachidonique par la voie de la cyclooxygénase. Le site cyclooxygénase de la prostaglandi-
ne endoperoxyde G/H synthase (PGHS ou COX) catalyse la réaction en (1), le site peroxydase de la méme enzyme catalyse la
réaction en (2). L’endoperoxyde PGH2, eicosanoide pivot, permet la synthése des prostanoides TXA2 et PGI2. Le TXA2 et la
PGI2 se décomposent spontanément en milieu aqueux respectivementy en TXB2 et 6-céto PGF1q, produits d’hydrolyse inactifs.
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cation du TXB2. Dans cette étude, nous décrivons une
méthode par chromatographie liquide haute performan-
ce couplée a une interface d’ionisation électrospray et
a une détection par spectrométrie de masse (CLHP-
ESI-SM). Cette technique pourra ensuite étre appliquée
aux microsomes de levure exprimant les nouveaux
variants du CYP5AL.

Matériel et méthodes

Réactifs

Le substrat (PGH2) de la thromboxane synthase pro-
vient de chez Biomol (Plymouth Meeting, USA). Le
métabolite (TXB2) et le standard interne (6-céto-pros-
taglandine F1o-d4, contenant quatre atomes de deuté-
rium en positions 3, 3’, 4 et 4’) proviennent de chez
Cayman Chemicals (Ann Arbor, USA). L’acétonitrile
Chromasolv (Carlo Erba, Italie), utilisé pour la phase
mobile, est de qualité CLHP. L’acide formique, le for-
miate d’ammonium, ainsi que le diéthyléther, provien-
nent de chez Sigma (St Louis, USA). Les autres réac-
tifs utilisés sont de qualité analytique.

Incubation

Le protocole d’incubation des microsomes de levure
exprimant le CYPSA1 humain a été adapté a partir des
méthodes développées par Hatae et coll. (19) et Wang
et coll. (20). Ainsi 100 picomoles de CYP5A1 sont
mélangées dans 250 pl de tampon Tris-HC1 60 mM, pH
7,4 avec le substrat PGH2 et incubés a 37° C pendant
une minute. La gamme de concentrations en PGH2
s’étend de 0 a 120 pM. La réaction est arrétée par
I’ajout de 25 pl ’HCI1 2N. Apres mélange au vortex et
centrifugation 10 min a 3500 g pour précipiter les pro-
téines, le surnageant est ajusté a pH 4,5 avec une solu-
tion de tampon Tris 1,5 M.

Extraction et quantification

Apres ajout du standard interne 6-céto-PGF1a-d4,
pour une concentration finale de 10 pM et homogénéi-
sation du milieu, le surnageant est extrait par 3 ml de
diéthyléther. L’extrait est évaporé a sec (50-70° C) sous
courant d’azote et repris par 100 ul de phase mobile
(60 % acétonitrile contenant 0,05 % d’acide formique -
40 % tampon formiate d’ammonium 5 mM, pH 3,0),
puis injecté dans le systeme chromatographique.

Instruments et conditions

Le systtme CLHP-ESI-SM est composé d’un chroma-
tographe Waters 2690 couplé a un spectrometre de
masse Waters micromass ZQ équipé d’une interface

électrospray et piloté par le logiciel Masslynx v 3.5. La .

séparation chromatographique est réalisée sur une
colonne XTerra MS C18 3,5 um, 150 x 2,1 mm

(Waters), munie d’une précolonne de 10 mm possédant
les mémes caractéristiques et maintenues a une tempé-
rature de 30° C. Apres injection de 10 pl de I’échan-
tillon, I'élution est réalisée a un débit de 0,2 ml/min en
mode isocratique (60 % acétonitrile contenant 0,05 %
d’acide formique - 40 % tampon formiate d’ammo-
nium 5 mM, pH 3,0).

La détection du TXB2 et du 6-céto-PGF10-d4 est réa-
lisée en mode d’ionisation électrospray négatif (ES-)
avec une tension d’ionisation de 3 kV et une tension de
cone de -30 V, associée a un enregistrement en mode
fragmentométrique ou Selected Ion Recording (SIR)
(m/z 369,3 et 373,3 respectivement). L’identification et
la quantification des produits sont réalisées en détermi-
nant le temps de rétention du pic chromatographique,
I’abondance relative de 1’ion majoritaire de quantifica-
tion et la présence des ions de confirmation.

Résultats et discussion

L’identification du TXB2 et du standard interne a été
obtenue apres séparation par CLHP en phase inverse
apres optimisation des paramétres analytiques. Une
premiere détection, en mode «full scan», entre 100 et
650 m/z, réalisée suivant les deux modes ES- et ES+, a
permis de retenir le mode d’1onisation ES-. En effet, ce
mode d’ionisation négatif a entrainé une moindre frag-
mentation de 1’ion moléculaire.

Les caractéristiques analytiques de ces deux composés
se retrouvent aussi bien a partir de solutions standards
que de microsomes. La Figure 2 présente les données
obtenues a partir de microsomes recombinants. Dans le
chromatogramme illustrant le courant ionique total
(TIC), 3 pics distincts sont observés a des temps de
rétention de 3,29 min, 4,33 min et 5,94 min (Figure
2A). Le premier pic correspond au 6-céto-PGF1la-d4
(standard interne) (Figure 2B). Les spectres de masse
des pics observés a 4,33 min et 5,94 min sont iden-
tiques (Figure 2D) et peuvent étre attribués au TXB2
(Figure 2C). En effet ce composé donne lieu a deux
formes chimiques en équilibre coexistant dans les
conditions chromatographiques retenues.

En préalable a la quantification du TXB2 produit par
des microsomes de levure dotés de potentiel enzyma-
tique, une gamme d’étalonnage a é€té réalisée sur des
microsomes n’exprimant pas le CYP5A1. Ces échan-
tillons ont été supplémentés par des concentrations
croissantes de TXB2, de 0 a 1000 ng/ml. Le critere de
quantification retenu est le rapport des aires des pics du
TXB2 au pic du standard interne. Ceci a permis de s’as-
surer de la linéarité de l-’étaloﬁnage (r=0,998)etde pré—
ciser les. limites de détection (2 ng/ml) et de quantifica- .
tion (5 ng/ml) du TXB2. L’analyse dans les conditions
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décrites n’a donné lieu a aucune interférence. Le rende- 100 - 329
ment de ’extraction par le diéthyléther est de 81 %. {A \ TIC

Cette technique de quantification du TXB2 a ensuite : \ / \ 6.3?35-
été appliquée a des microsomes de levure exprimant la o 1 \ i

forme sauvage du CYP5AI1. La Figure 3 montre que le ] .’ \ :
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dans des microsomes de levure (21).
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Conclusion Be o

La technique CLHP-ESI-SM apparait comme une
méthode de choix pour le dosage du TXB2. Le mode
opératoire présenté, validé et appliqué avec succes a T T ~

des microsomes recombinants exprimant le CYP5A1 0+
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Figure 3 : Mesure par CLHP-ESI-SM du TXB?2 produit par
les microsomes exprimant le CYP5A1 sauvage (rapport des
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