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Introduction

La plante Cannabis sativa, mieux connue sous les noms de marijuana ou de
cannabis, longtemps utilisait en médecine humaine. Les plus anciens documents
rapportant cet usage (en Chine, il y a environ 5000 ans) concernent le traitement de
la douleur (1). Le siecle dernier a été celui de la découverte de la substance active
principale, le  A-9-tetrahydrocannabinol  (A-9-THC), parmi 70  autres
phytocannabinoides (2,3).

Mais le cannabis, a I'’heure actuelle et d’'un point de vue plus général, est surtout la
substance illicite la plus consommeée dans le monde (4). En 2017, en France, 44,8 %
des adultes agés de 18 a 64 ans déclarent avoir déja consommé du cannabis au
cours de leur vie (4). Cette consommation semble toucher plus particulierement les
jeunes adultes puisque la tranche d’age 18-25 ans constitue 26,9% des
consommateurs sur l'année 2017 en France (4). Si le nombre d’utilisateurs
occasionnels a augmenté, le nombre de consommateurs quotidiens est également
en hausse.

Lors d’'un usage occasionnel, I'intoxication aigué au cannabis se caractérise par des
troubles de [I'état de conscience avec désorientation temporelle et troubles
mnésiques, perturbations sensorielles (vision, ouie,...), troubles thymiques et
dissociatifs : euphorie, anxiété, hallucinations. Ces effets sont variables selon la
dose, le teneur en THC et la tolérance du sujet (5).

Les recherches sur les effets du cannabis sur 'organisme ont permis de découvrir
les récepteurs cannabinoides (CB1, CB2) et des substances endogenes agonistes
de ces récepteurs (endocannabinoides) qui constituent un systéme de régulation dit
«systeme des endocannabinoides ». L’exposition au A-9-THC est généralement
accompagnée de modifications de la fonctionnalité de ce systeme endocannabinoide
(SEC) (6).

Le SEC est donc un systeme endogéne complexe composé de récepteurs, de leurs
ligands et des enzymes nécessaires a leur synthése et leur dégradation. Les
endocannabinoides sont des dérives d’acides gras polyinsaturés. Depuis
I'identification des récepteurs aux cannabinoides et de leurs ligands, de nombreuses
études ont été menées pour comprendre les fonctions du SEC (Figure 1). Elles ont

notamment permis de montrer I'implication du SEC dans les régulations de la
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balance énergétique au niveau central et périphérique, de la réponse au stress ou
encore de la plasticité cérébrale.
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Figure 1: Nombre de publications dans PubMed portant sur les endocannabinoides en
fonction de I’année de parution (Mars,2021).

L’objectif de ce travail de these est :

e de présenter le systeme endocannabinoide,

e d’exposer I'intérét de la mise en place d’'une méthode de dosage plasmatique
des endocannabinoides,

e de décrire les méthodes de dosage existantes pour les quatre substances
endocannabinoides et endocannabinoides-like dont les propriétés biologiques
sont les plus connues : AEA, PEA, 2AG et OEA,

e et de présenter mon travail personnel de mise en place et de validation d’une

méthode de dosage plasmatique de ces endocannabinoides.
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RAPPELS

A- Le systeme endocannabinoide

A-1 Introduction

Le systéme endocannabinoide ou endocannabinoidome est un systéme endogéne
complexe puisqu’il est composé par les récepteurs cannabinoides CB1 et CB2, CB3
(GPR55), GRP119, TRPVL1 (transient receptor potential vanilloid 1) et PPAR a et vy,
les ligands de ces récepteurs (ECs) c’est a dire les molécules endocannabinoides et
les molécules endocannabinoides-like, et les enzymes nécessaires a leur synthese

et leur dégradation (7-9).

A-2 Récepteurs du systeme endocannabinoide

Le récepteur CB1 (cannabinoid receptor 1) est un récepteur couplé avec une
protéine Gi (inhibition de la voie de signalisation de l'adénylate cyclase) avec
signalisation de 'AMP cyclique et activation de la voie de MAP (mitogen-activated
protein) kinase. Le géne codant pour le récepteur CB1 (CNR1) se situe sur le
chromosome 6q14-15 (10). Ce géne code pour une protéine comportant 472 acides
aminés. Le CB1 posséde des propriétés de modulation des canaux ioniques,
inhibant des canaux calciques, et stimulant les récepteurs potassiques (11).
L’activation du CB1l est a lorigine de propriétés anxiolytigues, analgésiques,
neuroprotectrices et antiémétiques (12,13). Il a été démontré dans les études
animales que le A9-THC et les cannabinoides synthétiques ont des propriétés anti-
nociceptives dans des modeles de pathologies liees a la douleur,
neurodégénératives et inflammatoires (14).

Le récepteur CB2 (cannabinoid receptor 2) est codé par un gene CNR2 situé en
1p34-p35 et codant pour une protéine comportant 360 acides aminés. Ce récepteur
ne présente que 44% d’homologie de séquence en nucléotides avec CB1 (15). Chez
'homme, il a été identifié 2 isoformes de CB2 (16). La distribution du récepteur CB2
est associée principalement avec le systeme immunitaire (17). CB2 régule la
libération des cytokines et la migration des cellules immunitaires (18).

Le récepteur GPR55 (CB3) est composeé de 319 acides aminés avec le gene qui se
situe sur chromosome 2937 (19). Celui-ci possede 14 a 15% d’homologie de
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séquence avec CB1 et CB2 (20). Le récepteur GPR55 ne présente pas de site de
liaison classique aux cannabinoides (21) mais I'anandamide et le virodhamine ont
une activité d’agoniste partiel sur ce récepteur (22). Le ligand naturel du récepteur
GPR55 est le L-a-lysophosphatidylinositol (LPI) (20). Il a été démontré l'implication
du récepteur GPR55 dans linflammation, les douleurs neuropathiques, certains
désordres métaboliques, le développement osseux et les pathologies cancéreuses
(23).

Le récepteur GRP119 est composé de 335 acides aminés avec le gene qui se situe
sur le chromosome Xp26.1 (24). Ce récepteur est trés répandu dans le pancréas et il
est capable d’agir comme récepteur a l'insuline et a la stimulation par les différents
métabolites des lipides exogenes mais aussi endogenes (25). Le N-
oleoyléthanolamine (OEA) et le 2-monoacylglycérol possedent une activité agoniste
sur ce récepteur (26). Les recherches récentes sur les agonistes et antagonistes
exogénes du récepteur GRP119 ont démontré ['utilisation potentiel de ce récepteur
comme cible dans le traitement du diabéte et de I'obésité (27).

La sous-famille des récepteurs TRPV (transient receptor potential vanilloid) est
composée de 6 récepteurs et est organisée en 4 groupes : TRPV1/TRPV2, TRPV3,
TRPV4, et TRPV5/TRPV6 (28). TRPV1, TRPV2, TRPV3 et TRPV4 sont modérément
perméables pour les ions calcium (Ca2+) et les récepteurs TRPV5 et TRPV6 sont
tres sélectifs pour les ions calcium (Ca2+) (29). Le récepteur TRPV1, aussi connu
comme le récepteur a la capsaicine, a été le premier récepteur découvert et cloné de
la sous famille des récepteurs TRPV1 (30). TRPV1, composé de 828 acides aminés,
est codé par un géne se situant sur le chromosome X. Ce récepteur posséde une
structure quaternaire avec 6 domaines transmembranaires (31). L’activation de
TRPV1 permet un influx extracellulaire de Ca2+. Cette activation est impliguée dans
plusieurs mécanismes physiologiques comme la libération des neurotransmetteurs,
I'excitabilité membranaire et la contraction musculaire (32). La similarité structurale
entre la capsaicine et I'arachidonoyléthanolamide a permis de déterminer I'activité
activatrice de I'arachidonoyléthanolamide sur ce récepteur (33).

Les récepteurs activés par les proliférateurs de peroxysomes (PPAR) appartiennent
a la grande famille des récepteurs nucléaires d’hormones qui est composée des
récepteurs PPAR-a, PPAR-B/d et PPAR-y. Les récepteurs PPAR impliqués dans le
systeme endocannabinoide sont PPAR-a et PPAR-B qui sont codés par les génes
NR1C1 (chromosome 22) et NUC1/NR1C2 (chromosome 6), respectivement (34).

Ces récepteurs sont impliqués dans la régulation de la transcription protéique, du
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métabolisme lipidique et de la thermogénese (34). L’'anandamide en se fixant sur les
récepteurs PPAR affecte de facon significative la transcription (35).

A-3 Les quatre molécules endocannabinoides et
endocannabinoides-like

L’identification et le clonage du récepteur CB1 ont permis de découvrir le premier
agoniste endogéne de ce récepteur, I'arachidonoyléthanolamide (anandamide ou
AEA) dans le cerveau porcin en 1992 (36). Au cours de ces recherches, il a été
démontré que 'AEA ne permet de reproduire que partiellement les effets du THC sur
l'organisme. Cette molécule possede une activité d’agoniste partiel sur les
récepteurs CB1 et CB2. Ces observations ont mené a la découverte du 2-
arachidonoylglycérol (2-AG), une autre substance importante dans le systeme
endocannabinoide (37,38). Le 2-AG a démontré une activité d’agoniste complet sur
les récepteurs cannabinoides. Ces deux endocannabinoides sont actuellement les
plus étudiés, mais il y a environ 13 autres molécules décrites qui ont des propriétés
activatrices ou inhibitrices sur les récepteurs cannabinoides (39). La représentation
structurale du THC, de 'AEA et de 'OEA est montrée dans la Figure 2.

H

Figure 2 : Structures chimiques de THC et des endocannabinoides (A: THC; B: AEA; C: 2-
AG).

Les autres molécules qu’il est nécessaire d’aborder sont des médiateurs
endocannabinoides-like. Ces médiateurs comportent la classe des N-acyle-amides a
longues chaines qui inclue les N-acyle-taurines, N-acyle-sérotonines, N-acyle-
dopamines, les amides primaires des acides gras et les N-acyle acides aminés.

Chacun de ces médiateurs possede une action sur sa propre cible ainsi que sa
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propre voie métabolique. Ces voies métaboliques et ces récepteurs sont souvent
partagés avec les molécules endocannabinoides, ce qui justifie le nom porté par ce
complexe de signalisation : endocannabinoidome (40). Dans ce travail, nous allons
plus particulierement nous intéresser aux deux molécules endocannabinoides-likes
suivantes : N-oleoyléthanolamine (OEA) et N-palmitoyléthanolamide (PEA). Ce choix
est justifié par le nombre croissant de publications (surtout pour le PEA) en particulier
dans le domaine de la recherche clinique (figure 3).
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Figure 3 : Nombre de publications dans PubMed portant sur PEA et OEA en fonction de

I'année de parution (Mars,2021).
La N-oleoyléthanolamine a été découverte en 1963 dans lintestin gréle et dans le
tissu adipocytaire de cobaye albinos (41). La production d’OEA s’effectue a la
demande dans les entérocytes, et, elle est stimulée par l'alimentation (42). Cette
substance n’a pas d’activité directe sur les récepteurs cannabinoides. L’OEA a une
action agoniste sur les récepteurs PPAR-a permettant I'activation de TRPV1 et une
action agoniste sur les récepteurs GPR55 et GPR119 (43). Le N-
Palmitoyléthanolamide (PEA) a été isolé pour la premiere fois en 1958 dans le soja,
le jaune d’ceuf et la farine d’arachide (44). Les propriétés biologiques principales de
cette molécule, comme l'effet anti-inflammatoire et analgésique, sont secondaires a
I'activation des récepteurs PPAR-a, CB2, TRPV1 et GPR55 et a linhibition de
I'hydrolase des amides d'acides gras (FAAH) et la cyclooxygénase de type 2 (COX-
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2). Les recherches actuelles sont en particulier dirigées vers les propriétés
antalgiques du PEA (45).

Cfx\t g ~A

A B

Figure 4 : Structures chimiques de FOEA (A) et du PEA (B).

A-4 Métabolisme des endocannabinoides

L’AEA comme I'OEA et le PEA sont des molécules appartenant a la classe des N-
acyléthanolamines (NAE). L’AEA est produit & la demande a partir de N-acyle-
phosphatidyléthanolamine (NAPE) par la NAPE-spécifique phospholipase D (2). La
dégradation se fait par une oxydation et/ou une hydrolyse au niveau intracellulaire.
L’AEA est dégradée par la FAAH vers I'éthanolamine et I'acide arachidonique (46).
Le 2-AG est produit a partir du diacylglycérol par la DAG lipase alpha ou beta (46).
Aprés production dans [I'espace intracellulaire, 'AEA et le 2-AG diffusent
passivement a travers la membrane cellulaire grace a leurs propriétés hydrophobes.
Le 2-AG est majoritairement hydrolysé par la monoacylglycérol lipase (MAGL) vers
I'acide arachidonique et le glycérol (47).

L’OEA et le PEA sont principalement produits a la demande, comme AEA, a partir de
la NAPE par la NAPE-spécifigue phospholipase D sur la surface des membranes
phospholipidiques (48,49). L'OEA est métabolisé en éthanolamine et acide oléique
par la FAAH ou acylethanolamine-hydrolysing acid amidase (NAAA) (50,51). Le
métabolisme du PEA en acide palmitique et éthanolamine s’effectue par la FAAH et
la NAAA (50,52)).

A-5 Systeme nerveux central (SNC) et périphérique (SNP)

La microscopie électronique et la microscopie de haute résolution ont permis de faire
des progres majeurs dans la définition de la structure de répartition des récepteurs
cannabinoides au niveau du systéme nerveux central (SNC) et de ses implications
dans la régulation de 'homéostasie. La localisation majoritaire du récepteur CB1 au

niveau du SNC se situe au niveau présynaptique des neurones excitateurs et
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inhibiteurs (53). L’autre point important est la présence de la diacylglycérol lipase
(DAGL) (enzyme impliquée dans la biosynthése de 2-AG) au niveau de la
membrane post-synaptique et de la MAGL (enzyme responsable de la dégradation
de 2-AG) au niveau des terminaisons axonales. Cette découverte a permis de mettre
en évidence un systeme d’inhibition antérograde de la biosynthése des
endocannabinoides, particulierement pour le 2-AG (54) et de définir I'application des
endocannabinoides dans les processus d’excitation et d’inhibition de la
neurotransmission, de la potentialisation et de la dépolarisation neuronale (55). De
récentes études ont souligné le role important du SEC dans la plasticité cérébrale a
court et long terme. Tout d’abord, le SEC, et plus particulierement les CB1, sont
impliqués dans la neurogénese et dans la régulation du Brain-derived neurotrophic
factor (BDNF). Ce facteur de croissance facilite la survie et le fonctionnement des
neurones (56). En effet, des souris CB17 montrent des niveaux de BDNF dans
I'hippocampe significativement plus bas que celui de souris sauvages en condition
de repos et en réponse a un stress (57). De plus, une activation chronique des CB1
peut induire une augmentation du contenu en BDNF dans certaines zones du
cerveau (58). Deuxiemement, les cellules progénitrices neurales expriment
abondamment le CB1 capable de favoriser in vitro la différenciation et la maturation
neuronale des cellules astrocytaires par une inhibition de la voie de signalisation
impliquant Extracellular signal-regulated kinases % (ERK1/2) (59). En conséquence
de cela, il a été montré I'effet de la concentration importante d’AEA dans le SNC qui
est corrélée avec une augmentation de l'activité des CB1 dans I'hippocampe
permettant une neurogenese hippocampique (60,61). L’expression des CB1 ne se
limite pas aux neurones pré-synaptiques, mais concerne également les neurones
post-synaptiques. Les CB1 post-synaptiques possedent une activité sur
I'interneurone du néocortex qui modifie I'expression des peptides responsables du
contrOle de l'appétit (62).

Une forte expression du CB1 est observée dans le bulbe olfactif, I'hnippocampe, les
noyaux gris centraux et le cervelet. Une expression modérée de CB1 est observée
dans le cortex cérébral, le septum, I'amygdale et I'hypothalamus. Une faible
expression est observée au niveau de la corne ventrale de la moelle épiniere (63).
Au niveau du systeme nerveux périphérique, le CB1 est exprimé au niveau des
terminaisons nerveuses sympathiques (64). Le CB1 est observé dans le ganglion du
nerf trijumeau, les ganglions dorsaux et les terminaisons des nerfs cutanés

(régulation de la nociception a partir des nerfs afférents) (65).
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De nombreuses études démontrent un réle majeur des CB2 dans la régulation
immune du SNC avec une expression de ce récepteur sur les cellules microgliales.
La stimulation des CB2 diminue l'effet pro-inflammatoire des cytokines libérées a
partir des microglies dans la maladie d’Alzheimer (66). Comme le récepteur CB1, le
récepteur CB2 est impliqué dans la neurogénése et la formation de la barriére
hématoencéphalique (67,68).

L’'implication des autres récepteurs de I'endocannabinoidome au niveau du SNC a
également été étudiee. Il a été démontré I'implication de TRPV1 dans la plasticité
synaptique a court et long terme avec une implication au niveau de la mémoire, de
'humeur, de la peur, de I'alimentation et du développement visuel et de la locomotion
(69). L’activation des récepteurs PPAR-a et PPAR-y présents sur les astrocytes, les
cellules microgliales et les neurones, produit une activité anti-inflammatoire et
neuroprotectrice (70).

L’AEA, par potentialisation des effets de la sérotonine sur les récepteurs 5-HT1la a
89% et I'inhibition de 5HT2a a 36%, permettrait une action pharmacologique dans le
traitement des migraines aigués et chroniques (71).

Aprées la premiere démonstration des propriétés anxiolytiques des
phytocannabinoides en 1981 par Fabre et McLendon (72), de nombreuses études
ont été menées pour étudier I'impact du systeme endocannabinoide dans les
maladies psychiatriques. Néanmoins, les connaissances dans le mécanisme exact
du processus pathologique demeurent mal connues (73). Une diminution du taux
d’AEA a été observée chez des patients souffrant de maladies psychiatriques liées
au stress, incluant une dépression majeure et un syndrome post-traumatique (74).
Chez des souris avec une déplétion génétique en DAGL et une réduction de la
signalisation, une augmentation de l'anxiété a été observée (75). L’augmentation du
taux d’AEA et de PEA a été observée chez des patients souffrant de schizophrénie
dans les cellules du liquide cérébrospinal (76). Ce résultat est corrélé avec la
concentration sanguine d’AEA qui est significativement augmentée (2,71 +/- 0,17
ug/L contre 0,9 +/- 0,1 pg/L dans la groupe témoin, p-value 4,5 * 108 ) dans la
schizophrénie aigué avec une normalisation pendant la rémission ( 1,35 +/- 0,25 ug/L
contre 0,9 +/- 0,1 pg/L dans la groupe témoin, p-value 0,16) (77). Néanmoins, une
autre étude menée ne présente pas les mémes résultats d’augmentation du taux
d’AEA (1,1 +/- 0,2 pg/L contre 1,1 +/- 0,4 pg/L dans le groupe témoin), cette méme
étude ne démontre également pas d’augmentation de 'OEA (1,6 +/- 0,7 pg/L contre
1,3 +/- 0,4 pg/L dans la groupe témoin) (78).
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L’autre aspect important a aborder dans le domaine de la psychiatrie est I'exposition
aux substances exogénes psychoactives et les troubles addictifs. Etant donné que la
production des endocannabinoides se fait a la demande, et est associée a une
tonalité de signalisation modeste, I'hypothése émise est que I'exposition aux
xénobiotiques psychoactifs peut étre associée a une augmentation de la production
des molécules endocannabinoides (77). Les données de la littérature montrent une
augmentation d’AEA et de 2-AG dans les cultures cellulaires neuronales
hippocampiques exposées a 2 g/L d’alcool (79). Ces données ont été confirmées par
une autre publication avec des cellules neuronales de noyau accumbens (80). Cette
stimulation du SEC par I'éthanol semble dépendre de la zone du cerveau et agir en
tant qu’inhibiteur lors d’une exposition aigué a I'éthanol (81). De la méme maniére
gu’avec l'alcool, les injections répétées de nicotine chez des rats sont associées
avec une augmentation du taux d’AEA dans la zone limbique et dans le tissu du
striatum, mais avec une diminution des taux d’AEA et de 2-AG dans le tissu cortical
(82). L’exposition des rats aux opiacés montre une augmentation d’AEA et une
diminution 2-AG dans le striatum, la zone limbique et I'hippocampe (81). Enfin,
I'exposition de rats a la cocaine provoque une diminution de la concentration de 2-
AG au niveau du cortex frontal et tissu hippocampique (83-85).

Chez 'homme, une diminution du taux plasmatique d’AEA et d’'OEA a été observée
dans le cas de troubles addictifs (cannabis, alcool, cocaine) par I'équipe de
Desfosses : concentration moyenne d’AEA de 0,7 +/- 0,2 ug/L (& comparer avec le
groupe témoin 1,1 +/- 0,4 pg/L ; p-value a 0,001) et celle d’OEA de 1,0 +/- 0,5 pg/L (
a comparer avec le groupe témoin 1,6 +/- 0,7 pg/L) (78). L’autre molécule qui joue un
réle important dans la neuroprotection et la promotion de la consolidation de la
mémoire est 'OEA via le PPAR—-a (86).

A-6 Systeme gastro-intestinal

L’endocannabinoidome joue un réle au niveau du tube digestif dans la modulation de
la mobilité gastro-intestinale, la sécrétion de l'acide gastrique, les hormones, les
neurotransmetteurs, la perméabilité de I'épithélium intestinal, et dans I'expression
des microbiotes. A partir de I'hypothalamus, il permet une régulation de I'appétit et de
la balance énergétique. L’action des ECS est largement médiée par I'action sur CB1
(87). Il y a une régulation par 'AEA, le 2AG et 'OEA, de la prise alimentaire et de la
sensibilité pour les lipides (88). L'OEA régule en particulier 'absorption des acides

gras par une activation de deux voies homéostatiques vagales des nerfs afférents
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(89) et I'activation de CB2 normalise la motilité gastriqgue. Les ECs sont importants
dans le systeme anti-inflammatoire permettant la réduction de la toxicité gastrique et
de linflammation intestinale en conduisant a un blocage du développement des
colites (90).

L’AEA joue un role dans la physiopathologie du syndrome du cdlon irritable dans
lequel il a été démontré une augmentation du nombre des récepteurs TRPV1 au
niveau du colon. Une hypothése d’application du cannabidiol (CBD) dans la prise en
charge des colites consiste en une augmentation du niveau d’AEA par le CBD, ce qui
permettrait une désensibilisation de TRPV1 avec une diminution des symptémes.
(76,91).

A-7 Systeme hépatique

L’expression de 'ARN messager codant pour CB1 au niveau hépatique est faible,
mais peut étre induite au cours d’'une stéatose hépatique. L’activation des CB1 dans
les hépatocytes induit la voie de la lipogenése (92,93) et contribue a
I'hyperinsulinisme. Ce récepteur a une activité au niveau de la signalisation de
I'insuline (IRS1 et Akt-2) avec comme résultat, une activation de la glycogénese (94).
Une activation du récepteur CB1 provoque la croissance de tissu conjonctif et le
développement de fibrose (95). En phase de cirrhose, ce récepteur induit une
vasodilatation hépatique, provoquant une prédisposition dans la formation d’ascite et
des varices cesophagiennes (96).

Il a été démontré un rbéle des CB2 dans les propriétés anti-fibrogéniques par I'action
sur les myofibroblastes et les cellules stellaires. Le traitement par JWH-133, agoniste
de CB2, de rats prétraités par tétrachlorométhane induisant une fibrose du foie, a
démontré une réduction de la pression portale. L’activité des CB2 sur les fibroblastes
diminue la production d’IL-17 et de Th1l7 lymphocytaire (97). Les propriétés anti-
inflammatoires des CB2 (dans l'inflammation hépatique) s’effectuent par induction de
'némeéoxygénase-1 et une diminution de I'accumulation des acides gras par effet
indirect sur la diminution de I'lL-13 (98).

Apres transplantation hépatique, il a été démontré chez des rats un role de CB2 dans
la diminution de [linfiltrat inflammatoire et des cytokines pro-inflammatoires et
I'induction de I'expression des molécules d’adhésion sur les cellules endothéliales du
foie (99).

La production des endocannabinoides, notamment de 'AEA et du 2-AG, au niveau

hépatique est assurée par les hépatocytes et les cellules endothéliales (95). Des
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études récentes ont démontré des liens entre le systtme endocannabinoide, le
métabolisme hépatique, la stéatose hépatique et la cirrhose (95). Dans ces études, |l
a été mis en évidence une augmentation de la concentration plasmatique d’AEA et
de 2-AG chez des patients avec une stéatose hépatique non alcoolique, quel que
soit leur IMC. Ce processus semble étre associé a plusieurs fonctions hépatiques
(100). Au stade de cirrhose, I'AEA périphérique reste augmenté avec une
augmentation de 'OEA et du PEA. Le taux de 2-AG reste inchangé (101).

L’élévation des endocannabinoides et endocannabinoides-like s’effectue en réponse
a I'événement pathologique. Il a été démontré que 'AEA posséde une activité anti-
fibrogénique avec une inhibition de la prolifération des cellules conjonctives (102). Et
parallelement, les propriétés anti-inflammatoires de PEA sont associées a I'activation

du récepteur PPARa avec une inhibition de la réponse immunitaire (33).

A-8 Systeme immunitaire

L’endocannabinoidome joue un rdle dans la signalisation des cellules immunitaires,
en particulier dans la réponse immunitaire adaptative (103). Le 2-AG en activant le
récepteur CB2, inhibe la réponse immunitaire et la migration des cellules
immunitaires (104). L’AEA inhibe la production des cytokines pro-inflammatoires, et
provogue une diminution des niveaux d’IL6 et IL8. En activant le récepteur de CB2,
'AEA diminue une libération d’'IL-2, de TNF alpha et d'INF gamma par les
lymphocytes T activés périphériques (105).

A-9 Systeme musculaire

Dans le tissu musculaire, l'activation des récepteurs cannabinoides provoque une
diminution de la sensibilité a l'insuline (106) et I'entrée du glucose dans la cellule
(107). La stimulation des CB1 dans le tissu adipeux induit la lipogenése (108). De
nombreuses recherches s’intéressent actuellement a [I'association entre
'endocannbinoidome et I'exercice physique. Celles-ci ont mis en évidence
'augmentation des concentrations d’AEA suite & un exercice physique (109). Koltyn
et al. ont complété ces résultats et ont constaté une élévation d’autres
endocannabinoides et endocannabinoides-like tels que le PEA, 'OEA (106), le
docsahexaenoylethanolamide (DEA) et le 2-oleoylglycerol (2-OG) (110). Ainsi, la
stimulation du systeme endocannabinoide aurait un effet néfaste lors des

adaptations induites par I'exercice physique.
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La premiere partie bibliographique de ce manuscrit présente I'implication de systéme
endocannabinoides dans les nombreuses fonctions de l'organisme. Au bilan, le
panorama actuel des connaissances du systéme endocannabinoide justifie l'intérét
potentiel de méthodes de dosages plasmatiques des substances endocannabinoides
et endocannabinoides-like autant dans les futures études fondamentales que dans
les projets de recherche (et applications potentielles) cliniques (diagnostic et suivi).
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B- Techniques chromatographiques et outils utilisés pour

le dosage des endocannabinoides

A T'heure actuelle, les méthodes les plus courantes de dosage des
endocannabinoides sont basées sur la technique de chromatographie liquide avec
détection par spectrométrie de masse en tandem (CL-SM/SM). Mais différentes
approches techniques (certaines plutot historiques et aujourd’hui obsolétes) ont été
utilisées dans les dosages des principaux endocannabinoides étudiés : 2-AG et AEA.
Les techniques référencées dans la littérature sont donc (111) :
1. La chromatographie gazeuse couplée avec détection par spectrométrie de
masse (CG-SM et CG-SM/SM)
2. La chromatographie liquide avec détection UV par barrette de diodes (CL-
UV/BD)
3. La chromatographie liquide avec détection par fluorimétrie (CL-Fluo)
4. La chromatographie liquide avec détection par spectrométrie de masse (CL-
SM et CL-SM/SM)

B-1. Chromatographie gazeuse couplée au spectrometre de
masse

L'utilisation des techniques de chromatographie gazeuse implique une étape
préalable de dérivation permettant une sensibilité et spécificité suffisantes dans le
dosage des endocannabinoides (111). L’étape de dérivation permet en effet
d’augmenter la stabilité et la volatilité de ces substances. Néanmoins, Maccarrone et
al. rapportent la possibilité d’utilisation de la chromatographie gazeuse sans
dérivation pour le dosage d’ECs dans les cellules tumorales humaines et les cultures
de cellules humaines. Cette application est probablement possible en raison de la
grande quantité de ces endocannabinoides dans ces matrices (112). L’avantage de
la dérivation est plus marqué dans I'electron-capture negative-ion chemical ionization
(ECNICI) permettant une génération de quelgues ions majoritaires et de haute
sensibilit¢ par attachement de groupement chimique ou d’atome avec une forte

capacité d’attraction d’électrons. (111).
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B-2 Chromatographie liquide avec détection par barrette de
diodes et par fluorescence

Compte tenu des propriétés structurales des ECs et de l'absence de structure
chromophore et fluorophore, la dérivation chimique est également nécessaire pour
leur détection en UV ou par fluorescence. Les deux méthodes décrites dans la
littérature permettent (i) le dosage de I'AEA aprés une dérivation avec le chloride de
dansyl absorbant en UV (113), et (ii) le dosage de 'AEA et du 2-AG en fluorescence
apres la dérivation avec du 4-(N — chloroformylmethyl — N — methyl ) amino — 7 - N,N
— dimethylaminosulphonyl - 2,1,3 benzoxadiazol (114). Les limites de ces méthodes
de dosage sont une sensibilité faible et une étape spécifique préalable de dérivation

pour I'analyse.

B-3 Chromatographie liquide avec détection par spectrométrie
de masse

La chromatographie liquide (en phase inverse) couplée a la spectrométrie de masse
est devenue la technique de référence pour le dosage des endocannabinoides en
raison de ses grandes sensibilité et spécificité. Elle est adaptée aux faibles
concentrations de ces molécules et a leurs propriétés physicochimiques. A I'heure
actuelle, de nombreuses méthodes chromatographiques en CL-SM/SM sont
développées pour les dosages des ECs dans différentes matrices : urine, foie, lait,
liquide cérébrospinal, cellules cultivées in vitro, sang totale, plasma, sérum, cheveux

et tissu cérébral.

B-3.1 Principe de la chromatographie liquide et principe de la phase
inverse

L’échantillon a analyser en solution est poussé a travers une colonne séparative par
un liquide (la phase mobile). La phase stationnaire, polaire (phase normale) ou
apolaire (phase inverse), est placée dans la colonne et permet la rétention plus au
moins importante des composés dans I'échantillon. Ces composeés sont élués de la
colonne par les différentes phases mobiles en fonction de leurs propriétés
hydrophiles et donc en fonction de leur partage entre les phases solides et liquides.

L’élution peut se faire soit en mode isocratique (sans changement de la composition
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de phase mobile au cours de la chromatographie) soit en mode gradient (avec la
modification de la constitution des phases mobiles au cours de la chromatographie).

La chromatographie en phase inverse utilise des colonnes séparatives avec des
chaines alkyles hydrophobes (C8 ou C18) greffées sur une phase stationnaire au
niveau des groupes silanols (SI-OH) et [l'élution utilise des phases mobiles

hydrophiles.

B-3.2 La spectrométrie de masse

B-3.2.1 Principe de I’électrospray

Les molécules d’intérét dans la phase mobile traversent un tube capillaire porté a un
haut potentiel électrique. Le champ électrique appliqué dans le céne de Taylor
provogue alors la formation de gouttelettes chargées de gros diameétre a la sortie du
cbne. Sous linfluence d’'un gaz de désolvatation a haute température, la phase
mobile « s’évapore », provoquant la diminution du diametre des gouttelettes
chargées jusqu’a l'obtention des ions libres, chargés selon le mode d’ionisation
(positif ou négatif). Ces ions sont ensuite dirigés, a l'aide de différences de potentiels
électriques, sur la contre électrode dans le céne de I'échantillonneur. Durant le
parcours, les ions subissent I'effet des collisions avec les molécules de gaz et la
pression élevée permet leur désolvatation complete. La tension au niveau du coéne
échantillonneur permet une variation de collision des ions moléculaires, et de ce fait,
une fragmentation plus au moins importante de ces ions. Ce phénomene est appelé
dissociation par collision induite. La représentation schématique du principe de

I'électrospray est montrée dans la Figure 5.
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Figure 5: Principe de I’électrospray (ESI)

B-3.2.2 Techniques de détection par spectrométrie de masse
Les spectrométres de masse séparent les ions en fonction de leurs masses divisées

par leurs charges (m/z). Les différentes techniques de spectrométrie de masse se
différencient par leurs capacités de résolution : basse résolution (quadripéle, trap
ionique) et haute résolution [Time of Flight (TOF), détecteur par résonance
cyclotronique ionique a transformée de Fourier et I'Orbitrap]. Les analyseurs de
basse résolution permettent de mesurer avec précision les masses nominales (100
mDa) des ions, et les appareils de haute résolution permettent de mesurer la masse
exacte des molécules avec la précision de quelqgues mDa. Les principales
techniques de détection utilisées dans les méthodes de dosage des
endocannabinoides répertoriées dans la littérature (Figure 6) sont les suivantes :

e Triple quadripble

e Qtrap

e (TOF (quadripdle couplé a I'analyseur Time of Flight)

e Orbitrap
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Figure 6 : Les appareils pouvant étre utilisés pour le dosage des endocannabinoides. (A)
Waters XEVO® qTOF-XS ; (B) Waters XEVO TQ-S; (C) Sciex Qtrap 6500+®, crédit photo du
fabricant (115); (D) Thermofisher Q Exactive® UHMR Hydrid Quadrupole-Orbitrap crédit photo

du fabricant (116).
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TRAVAIL PERSONNEL

Introduction

Lors de linitiation de ce projet (mise en place d’'une méthode de dosage des
endocannabinoides et endocannabinoides-like sanguins), le choix de la technique de
détection a été réalisé sur la base de I'obtention d’une sensibilité suffisante. L outil
disponible dans le laboratoire pouvant donner une sensibilité et une précision
suffisante sur les concentrations trés basses des endocannabinoides était le XEVO
® TQ-S ® (Waters, USA) basé sur la technique de triple-quadripdle.

Un quadripOle est composé de quatre électrodes cylindriques paralleles et utilise la
stabilité des trajectoires pour séparer les ions selon leur m/z. Ces quatres électrodes
sont associées deux par deux pour que les électrodes opposées soient au méme
potentiel. Un potentiel sinusoidal appliqué sur les électrodes permet de focaliser les
ions : schématiquement, si le potentiel de I'électrode change avant que l'ion ne se
soit déchargé sur elle, il changera de direction et entrera en résonance. Ainsi, I'ion
traversera l'analyseur (117). Cette séparation permet (i) une élimination des ions
sans intérét en dehors du quadripdle et le passage des seuls ions d’intérét, et (ii) en
conséquence, d’augmenter la sensibilité et de diminuer les ions interférents.
L’association des quadripbles en tandem permet d’établir des transitions (ion

moléculaire vers le fragment d’ion).

A- Rationnel de I'analyse des ECS (AEA, 2-AG, OEA et PEA)
Les échantillons biologiques sont des matrices complexes composées de multiples
substances telles que les protéines, les lipides, les acides aminés et les
phospholipides pouvant présenter des interférences lors des dosages (118). La mise
au point d'une méthode de dosage plasmatigue de molécules telles que les
endocannabinoides est particulierement complexe a cause des propriétés de ces
substances :
e des concentrations sanguines physiologiques trés basses, nécessitant une
sensibilité de détection performante,
e une faible stabilité de ces molécules a la température ambiante ainsi qu’une
une isomérisation spontanée,
e un volume d’échantillon biologique faible,

¢ des interférences analytiques telles que :
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o un bruit de fond avec l'effet de suppression d’ions diminuant la
sensibilité de la méthode ;
o une co-élution avec d’autres molécules endogénes et/ou exogenes
nécessitant 'adaptation des conditions chromatographiques.
L’ensemble de ces difficultés implique la nécessité d’une étape de purification preé-
analytique pour éliminer un maximum de substances indésirables pouvant interférer
dans le dosage, et ainsi, permettre d’améliorer la sensibilité et de minimiser I'effet de
matrice (119). Le Tableau 1 représente I'ensemble des méthodes répertoriées dans
la littérature sur la période de 2010 a 2020 (inclus). Précédemment, une telle revue
de la littérature a été réalisée par I'équipe de Zoerner et al. avec une synthése
bibliographique de 1998 a 2010 (111) et par I'équipe de Marchioni et al. de I'année
2010 a 2017 (120).
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Tableau 1 : Méthodes chromatographiques de dosage des endocannabinoides publiées depuis I'année 2010 [Ext. : type d’extraction ; R. : Références ; SPE :
I'extraction en phase solide ; LLE : I'extraction liquide-liquide ; SLE : I'extraction solide- liquide ; u-SPE : micro I'extraction en phase solide ; « Column switching » :
l'utilisation d’'une seconde colonne de purification ; MLME : microextraction par liquide magnétique AEA : arachidonoylethanolamide ; O-AEA : virodhamine ou O-
arachidonoylethanolamine ; 2-AG : 2-arachidonoylglycerol ; 1-AG : 1l-arachidonoylglycerol ; OEA: N-oleoylethanolamine ; PEA :N-palmitoylethanolamide ; SEA :
stearoylethanolamide ; 2-AGE : 2-arachidonyl glycerol ether ; NADA : N-arachidonoyl dopamine ; LEA : dihomo-y-linolenoyl ethanolamide ; DHEA : docosahexaenoyl
ethanolamide ; LNEA : N-a-linolenoylethanolamide ; DEA : docosatetraenoyl ethanolamide ; NAGly : N-arachidonylglycine ; EPEA : N-eicosapentaenoylethanolamide ;
POEA : palmitoleoylethanolamide ; 2-LG : 2-linoleoylglycerol ; OLDA : N-oleoyldopamine ; NASer : N-arachidonylserine ; AA : acide arachidonique ; PGE2 :
prostaglandine E2 ; THB B2 : tetrahydroberberine B2 ; STERDA : N-stearoyldopamine ; DGLEA : N-dihomo-y-linolenoylethanolamide ; DHA : acide
docosahexaénoique ; PG : palmitoyl glycerol; OG : oleoyl glycerol; DHG : docosahexaenoyl glycerol; EPG : eicosapenaenoyl glycerol; EG : eicosenoyl glycerol ; 11-

DHC

. 11- dehydrocortisone

;DHT

dihydrotestosterone LC :

chromatographie liquide ; HPLC :

chromatographie liquide de ultra-performante ; MS : spectrométrie de masse.]

chromatographie liquide de haute performance ; UPLC :

Molécules recherchées et . . . P
, Matrices Extraction Colonne et phases mobiles Méthode Ref
dosées
. . Phase stationnaire BEH C18
Tissus de Fappareil A. Eau + 2 mM d’acétate d’ammonium + 0,1% d’acide UPLC-MSIMS (Quattro
AEA reproducteur SPE ' formique e Premier tandem mass | (121,122)
féminin, Plasm e . . rometer, Water:
¢ , riasma B. Aceétonitrile + 0,1% d’acide formique spectromete aters)
Plasma, sérum,
lasm rdon Ph ionnaire BEH C1
Erzi)iliacaldeu Czr(ijr?e aS;StaltE:u +a2 ?nM d’zi:é?ate d’ammonium + 5% d’acétonitrile + UPLC-MS/MS (Quattro
AEA, OEA, PEA et SEA . | SPE ' . . ° Premier tandem mass | (123)
salive, liquide 0,1% d’acide formique spectrometer, Waters)
amniotique, lait, B. Acétonitrile + 0,1% d’acide formique P '
liquide péritonéal
AEA, 2-AG, O-AEA, 2- Cellules cérébrales Phase stationnaire Zorbax Eclipse XDB-C18 UPLC-MS/MS (Agilent
AGE, NADA, LEA, humaines et de rat SLE e Chromatographie isocratique avec de 33% d’eau, 67% | 6410 Triple quadripole | (124)
DHEA, PEA et OEA d’acétonitrile et acide formique 0,1% MS)
Phase stationnaire BEH C18
A. Eau+ 2 mM d’acétate d’ammonium + 5% d’acétonitrile + | UPLC-MS/MS (XEVO
2-AG et AEA Plasma LLE 125
0,1% d’acide formique TQ MS, Waters) (125)
B. Méthanol + 2 moles d’acétate d’ammonium
AEA. PEA. LEA. OEA., | Plasma et le foie du Phase stationnaire Klnete>.( XB C1§ UI_:’LC-MS/MS (Quattro
DHEA. LNEA rat de blé SPE et LLE A. Eau+ 0,1% d’acide formique micro API mass | [111]
' B. Acétonitrile + 0,1% d’acide formique spectrometer, Milford)
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AEA, 2-AG, DHEA, LEA,

Précipitation

Phase stationnaire BEH C8
A. Eau 40% -+ méthanol 40% + acétonitrile 20% + d’acide

UPLC-MS/MS (XEVO

Plasma ,. formique 0,1% (126)
OEA, PEA et SEA proteique B. Me¢éthanol 70% + acétonitrile 30% + d’acide formique TQ-S, Waters)
0,1%
Précipitation Phase stationnaire Kinetex XB C18 HPLC-MS/MS (API
2-AG et AEA Plasma protéique et p-SPE A. Eau 2000, PE Sciex) (127)
B. Méthanol + 2,5 mM d’acide formique '
2.AG. AEA. LEA DHEA Phase stationnaire Zorqu Ecllpse .XDB—018 UPLC-MIS/MS (Agllent
PEA et OEA Cerveau SLE e Chromatographie isocratique avec de 33% d’eau, 67% | 6410 Triple quadripole | (124,128)
d’acétonitrile et acide formique 0,1% MS)
Phase stationnaire Zorbax C18 UPLC-MS/MS (API
2-AG et AEA Plasma LLE A. Eau avec SmM de formiate d’ammonium 4000 triple quadripole, | (129)
B. Méthanol PE Sciex)
AEA, 2-AG, O-AEA, 2-
AGE, NADA, PEA, OEA, | Lait, Plasma, Phase stationnaire BEH C18 UPLC-MS/MS
DEA, NAGIly, EPEA, | Cellules de culture, | SPE A. Eau avec 5mM de formiate d’ammonium (Micromass Quattro | (130)
DHEA, POEA, LEA, SEA, | tissus B. Meéthanol Ultima)
2LG.
AEA, PEA, OEA, LEA, |Plasma, urine, Phase stationnaire HSST3 C18 UPLCGTOF-MS  (AB
LNEA, EPEA culture cellulaire | > A. Eau+0,1% d"acide formique Sciex 5600 tripleToF) | 31
' B. Acétonitrile 95% + eau 5% + 0,1% d’acide formique
Colonne 1 : Phase stationnaire Poroshell 120 EC-C18 :
A. Eau + 5mM de formiate d’ammonium + 0,1% d’acide
formique
B. Acétonitrile + 0,1% d’acide formique « Column switching »
. SPE et «Column | (avec une élution isocratique) UPLC-MS/MS (Agilent
NADA et OLDA Cerveau de souris switching » Colonne 2 : Phase stationnaire Poroshell 120 EC-C18 : 6460 triple-quadrupole (132)
A. Eau + 5mM de formiate d’ammonium + 0,1% d’acide | MS-MS)
formique
B. Acétonitrile + 0,1% d’acide formique
(avec une élution en gradient)
1-AG, 2-AG et AEA, NAE, | Plasma LLE Phase stationnaire Zorbax C18 LC-MS/MS (triple- | (133)
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NAGIy, NASer A. Eau + acide formique 0,1% quadrupole mass
B. Acétonitrile 90% + Isopropanol 10% + acide formique | spectrometer TSQ
0,1% Vantage, Thermo Ficher
Scientific)
Phase stationnaire Multospher 120 C18 HPLC-MS/MS
. A. Eau + acide formique 0,2% (Micromass Quatro
AEA, 2-AG, PEA et OEA Culture ceflulaire LLE B. Acétonitrile 60% + Isopropanol 40% + acide formique | Micro API mass (134)

0,2%

spectrometer, Waters)

AEA, LEA, 2-AG, DHEA,

T Phase stationnaire Reprosil-PUR C18 HPLC-MS/MS (API
OEA, PEA, progesterone, Précipitation ] ; . . .
. Plasma . A. Eau+2mM acétate d’ammonium + acide formique 0,1% | 4000 Qtrap mass | (135)
SEA, testosterone, cortisol, proteique + SPE B. Méthanol + 2mM acétate d’ammonium spectrometer, AB Sciex)
AA, PGE2, THB B2 . ¢thano acétate d’ammoniu p ,
Oxylipides et
endocannabinoides (AEA, | Plasma, Tissus Phase stationnaire BEH C18 UPLC-MS/MS (API
2-AG, PEA, OEA, DEA, | d’abats, Cultures | SPE A. Eau + acide acétique 0,1% 6490 triple quadripole, | (136,137)
NAGIly, EPEA, DHEA, | cellulaire, Lait B. Acétonitrile 90% + isopropanol 10% PE Sciex)
POEA, LEA, SEA)
Tissu hépatique et Phase stationnaire Kinetex LC C18 UPLC-MS/MS  (LTQ-
2-AG, AEA, OEA, PEA les adi osF;tesq SPE A. 75% méthanol + 24,9% de I’eau + 0,1% d’acide acétique | Orbitrap, ThermoFisher | (138)
P B. M¢éthanol + 0,1% d’acide acétique Scientific)
:fj'stt': dg'°“t i, | Phase stationnaire Poroshell 120 SB-C18 UPLC-MS/MS  (API-
AEA, O-AEA Plasma liquid extract?on » e 65% Eau + 35% acétonitrile + 0,1% acide formique | 5500 Qtrap, Applied | (139)
(SALLE) (élution isocratique) Biosystems)
. Phase stationnaire Kinetex C18 UPLC-MS  (Shimadzu
Plasma et tissue . ”
AEA et 2-AG sortique LLE, SPE et SLE A. Eau+ 0,2% d’acide acétique IT-TOF) (140)
q B. Acétonitrile + 0,1% d’acide formique
Colonne 1 : Phase stationnaire Atlantis-dC18 :
A. Eau+ 0,1% d’acide formique
Plasma des ours e . .
AEA, 2-AG, 1-AG, LEA et . . .. | LLE et «Column B. Acétonitrile + 0,1% d’acide formique HPLC-MS/MS (XEVO
noir de Virginie (141)

PEA

(Etats Unis)

switching »

Colonne 2 : Phase stationnaire BEH C18 :
A. Eau+ 0,1% d’acide formique
B. Acétonitrile + 0,1% d’acide formique

TQ-S, Waters)
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AEA  2AG et les Phase stationnaire Dikma ODS C18 HPLC-MS/MS  (Qtrap
Iucc;cortico'l' des Cheveux SPE e 10% Eau + 90% Méthanol + 2mM d’acétate d’ammonium | 3200, Applied | (142)
g + 0,1% acide formique (Elution isocratique) Biosystem)
Colonne 1 : Phase stationnaire RP-8 ADS
e [’cau (Elution isocratique)
AEA et 2-AG Plasma ) C?olu.mn Colonne 2 : Phase stationnaire Kinetex C18 HPLC-MSIMS (XEVO (143)
switching » . . . TQ-D, Waters)
e 30% Eau + 70% acétonitrile + 0,5% acide formique
(Elution isocratique)
Phase stationnaire BEH C18 UPLC-MS/MS
: t  flui MLME . .
AEA,PEA, OEA, 2-AG | Scrum et fluide | MLME avec une | " ", g 1og dracide formique (Shimadzu 8040 triple | (144)
folliculaire dérivation chimique e .
B. Acétonitrile quadripole)
AEA DEA DHEA . . . . . .

' ’ ’ Phase stationnaire Agilent Polaris-HR-Chip 3 C18: UPLC-MS/MS (Agilent
NADA, DGLEA, 2AG, 2- | Cellules  souches | |, - A. Eau+ 10 mM d’acide formi 6460 triple quadripole | (135)
AGE, LEA, O-AEA, SEA, | foetales 5 Ai‘étomtr”e acide formique MS) ple quadrip
OEA, PEA '

SEA, DHEA, STEARDA
' ' ' Ph i ire P hell 120 EC-18: .
NAGly, OEA, PEA, O- AT u 6410 triple quadrupole)
B. Acétonitrile
AEA
Dosage de 24
endocannabinoides Phase stationnaire Kinetex Core Shell C18
. . . . UPLC-MS/MS API
endocannabinoide-like et | Plasma LLE A. 65% Eau + 35% 2-propanol + 0,05% d’acide acétique Qtrap, AB Sciex) ( (146)
leurs précurseurs B. Acetonitrile + 0,05% d’acide formique P,
phospholipidiques
AA, DHA, EPA, AEA . . . UPLC-MS/MS TS
Phase stationnaire Agilent Zorbax SB-CN C18 ( . Q
PEA, OEA, DHEA, EPEA, Lait SPE A. Eau+ 10mM d’acétate d’ammonium Quantum Ultra _ triple (147)
EEA, 2-AG, PG, 2-0G, 5 M;hanol " quadrupole,  Thermo
DHG, EPG, EG ' Electron)
Phase stationnaire BEH C18
AEA, PEA, 2-AG, OEA | Plasma LLE A. Eau+0,0025% d’acide formique :SJSPO%E-I\S/l(ile '\):')S (QUrap | 145
B. Acétonitrile + 0,0025% d’acide formique '
AEA, 2AG, OEA, cortisol, . LLE (plasma) et | Phase stationnaire BEH C18 UPLC MS/MS
Plasma, salive (149)

progestérone

précipitation

A. Eau+2mM d’acétate d’ammonium (pH 4,5)

(XEVO TQ, Waters)
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protéique (salive)

B. Acétonitrile

Phase stationnaire de SPE online (Chromolith®Speed ROD RP-
18°)

AEA, 2-AG, 1-AG, PEA, SLE avec . . . UPLC-MS/MS tra
Cheveux , . .V Phase stationnaire de colonne (Shim-pack XR-ODS LC column) . (Qtrap (150)
OEA et SEA I’extraction en ligne , 6500, AB Sciex)
A. Meéthanol
B. Eau+ 2 mM d’acétate d’ammonium
AEA, 1-AG, aldosterone,
11-DHC, estradiol, . Phase stationnaire : Platisil ODS C18 :
. ! Plasma et les poils | SPE (plasma) et ] ] ) UPLC — MS/MS (Qtrap
androstenedione, DHT, . . e  Mcéthanol 90% + eau 10% + 2mM d’acétate d’ammonium . (151)
. des souris SLE (poils) 3200, Sciex)
cortisol, testosterone, (pH 4,5)
progesterone
ALEXANDR GISH / DES BIOLOGIE / THESE PHARMACIE 2021 44




A-1 Endocannabinoides

A-1.1 Structure et chimie des endocannabinoides
Les structures et les données de solubilité des molécules endocannabinoides sont
présentées dans les Figure 2, Figure 4, et le tableau 2 (152). Les quatre molécules

sont solubles dans I'éthanol (153).

Tableau 2 : Données des masses exactes et des coefficients de partage. Source:
« Chemspider » (153)

Coefficient de
Molécule Masses exactes (masses partage entre
molaires) (g/mol) octanol/eau

(expérimental)
AEA 347,2824 7.43
2-AG 378,2770 7.28
PEA 299,2824 6.65
OEA 325,2980 7.27

A-1.2 Concentrations sanguines des endocannabinoides
La mise en oeuvre du dosage plasmatique des endocannabinoides nécessite la prise
en compte des particularités intrinseques de chaque molécule. En premier lieu, les
concentrations sanguines usuelles compilées a partir de 15 études cliniques
différentes (154) vont

e de 0,2 a5,0 ug/L pour AEA,

e de 1,2 a53 ug/L pour OEA,

e de 1,4 a 125 ug/L pour PEA

e etde 0,6 a 15 pg/L pour 2-AG.
Ces concentrations ont été mesurées dans le plasma et le sérum, et peuvent étre
biaisées par l'effet de la matrice ainsi que les différentes méthodes de traitement pré-
analytique des échantillons. Ainsi, les données disponibles concernant les
concentrations de 2-AG ne précisent pas si les mesures ont été réalisées sur le pic
chromatographique du 2-AG seul, ou si les mesures ont éte faites avec la somme de
2 pics (2-AG et 1-AG).
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A-1.3 Particularités d’ionisation en fonction du tampon utilisé dans
la phase mobile de chromatographie

Le tampon utilisé en CL-SM/SM joue un rble important dans lionisation des
molécules et donc sur les masses (exactes ou nominales) des molécules rapportées
a leur charge électrique. La désolvatation dans I'électrospray permet d’obtenir les
ions désolvatés, par exemple [MH]*; [MH] ; [MNa]*; [MK]*. Les ions chargés
positivement ou négativement sont recherchés en fonction du type d’ionisation
choisie (positive ou négative).

L’ensemble des molécules endocannabinoides et endocannabinoides-like
auxquelles nous nous sommes intéressées dans ce travail ont une meilleure réponse
dans l'ionisation positive en formant 3 ions majoritaires : [MH]*, [MNa]*, [MK]* (125).
L’ensemble des données bibliographiques disponibles indiquent un choix préférentiel
sur l'utilisation d’ion [MH]".

Zoerner et al. rapportent une particularité d’ionisation en fonction du tampon dans la
phase mobile utilisée pour le dosage de 2-AG et 1-AG. Leur étude rapporte une
prévalence de formation d’adduit [MNa]* par rapport aux [MH]* et [MK]® avec
I'utilisation de formiate d’ammonium comme tampon de phase mobile. Cet ion
moléculaire possede une stabilité élevée et ne peut pas étre fragmenté sur
l'intervalle d’énergie de collision testé entre 0 et 120 eV. Ainsi, 'utilisation de 'acétate
d’ammonium a 2 mM est alors proposée par les auteurs car elle permet de changer
I'équilibre de formation des ions vers [MH]* pouvant étre fragmentés a une énergie
de collision de 15 eV sur 'appareil XEVO TQ-MS™ (Waters) (125).

A-1.4 Problemes des isomeres

A-1.4.1 Isomérisation in vitro de 2-AG vers 1-AG

Le 2-AG représente un élément essentiel dans le systéme endocannabinoide et c’est
'endocannabinoide le plus abondant dans le SNC. L’'isomérisation spontanée in vitro
par une migration de groupement acyle de 2-AG vers 1-AG, composé inactif (155)
est bien connue. Cette isomérisation (Figure 7 : Isomérisation in vitro du 2-AG vers le
1-AG. est provoquée et influencée par les différents solvants organiques utilisés
dans les méthodes d’extraction en phase liquide, la présence de sérum albumine
dans I'’échantillon, des hautes valeurs de pH et la température élevée lors de

préparation pré-analytique des échantillons (125,156). En prenant en compte cette
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particularité, certains auteurs préconisent I'évaluation des concentrations sanguines
de 2-AG en utilisant la somme des réponses de 2-AG et 1-AG (157).

Figure 7 : Isomérisation in vitro du 2-AG vers le 1-AG.

A-1.4.2 Co-élution des isoméres d’OEA

La difficulté de dosage d’OEA réside dans I'existence de molécules interférentes ne
pouvant pas étre discriminées par la seule spectrométrie de masse. Les études
récentes démontrent que les molécules suivantes peuvent correspondre a un
isomere de OEA : I'éthanolamide cis-vaccénique (VEA), I'éthanomide élaidique
(EEA), I'éthanolamide trans-vaccénique (tVEA), I'éthanomide pétroselinique (PeEA)

et 'éthanomide trans-pétroselinique (t-PeEA) (Figure 8) (158).
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Figure 8 : Séparation entre 'OEA et ses isoméres : I'éthanolamide cis-vaccénique (VEA),
I’éthanomide élaidique (EEA), I'éthanolamide trans-vaccénique (tVEA), I'éthanomide
pétroselinique (PeEA) et I’éthanomide trans-pétroselinique (t-PeEA) (158).

Le VEA représente un probléeme majeur avec le dosage de 'OEA en raison de la
concentration similaire de cette molécule et de celle de 'OEA dans les échantillons
biologiques. Le fait que le VEA soit un isomére d’OEA implique qu’il posséde la
méme masse d’ions moléculaires [MH]* et le méme spectre de fragmentation
qu'OEA. La discrimination de ces 2 molécules ne peut étre réalisée que par une
séparation chromatographique (146,148,158). Roéhrig et al. proposent 2 possibilités
de séparation entre OEA et VEA en chromatographie liquide :

o L’utilisation de gradient lent (Tableau 3) entre 2 phases mobiles : (A) eau avec
0,1% d’acide formique et (B) l'acétonitriie avec une utilisation de colonne
Kinetex® Core Shell C18 UHPLC column (Phenomenex) 1,7 um, 150 x 2,1
mm. (158).
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Tableau 3: Gradient de séparation de ’OEA et de ses isomeéres (VEA, tVEA, EEA, PeEA, et
tPeEA) avec en (A) eau avec 0,1% d’acide formique, et en (B) I’acétonitrile avec le débit a 0,5
mL/min, selon Rohrig et al. (158).

Temps (min) Pourcentage de phase A Pourcentage de phase B (%)
0 45 55
8,0 20 80
8,1 0 100
11,9 0 100
12,0 45 55
15,0 45 55

e L’utilisation de gradient lent (Tableau 4) entre 2 phases mobiles (A) 65%

d'eau, 35% de 2-propanol et 0,05 % d’acide acétique et (B) I'acétonitrile et

0,05 % d’acide acétique avec une utilisation de colonne Kinetex® Core Shell
C18 UHPLC column (Phenomenex) 1,7 um, 150 x 2,1 mm. (146).

Tableau 4 : Gradient permettant la séparation d’OEA et ses isoméres (VEA, tVEA, EEA, PeEA et
tPeEA) avec en (A) 65% d’eau, 35% 2-propanol et 0,05 % d’acide acétique, et en (B)
I’acétonitrile et 0,05 % d’acide acétique avec le débit a 0,25 mL/min, selon Rohrig et al. (146).

Temps (min) | Pourcentage de phase A (%) | Pourcentage de phase B (%)
0 55 45
1 55 45
19 30 70
24 10 90
24,5 0 100

Néanmoins, la séparation chromatographique compléte (résolution supérieure a
95%) des pics d’'OEA et de VEA n’a pas été totalement démontrée avec ces 2

méthodes.

A-1.4.3 Co-€élution d’un isomére de ’AEA

La mise en place d’'une méthode de dosage d’AEA nécessite la prise en compte de
I'existence d’'un isomére de I'AEA, I'O-arachidonoyl éthanolamine (O-AEA ou
virodhamine) ne pouvant pas étre discriminé par la spectrométrie de masse, mais
I'étant par la séparation chromatographique. La virodhamine, découverte et décrite
pour la premiere fois en 2002 (Figure 9), possede des propriétés d’antagoniste
partiel des récepteurs CB1 et d’agoniste complet des récepteurs CB2 (159). La
séparation de ces deux molécules ne présente pas une grande difficulté analytique
en chromatographie liquide en phase inverse avec l'utilisation d’une colonne C18

compte tenu de l'affinité moins importante de ’O-AEA pour la phase stationnaire par
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rapport a 'AEA. La séparation de 'AEA et de 'O-AEA est alors réalisable en élution

isocratique ou en mode gradient.

Figure 9 : Formule développée de AEA (A) et son isomere O-AEA (B)

A-1.5 Endocannabinoides et endocannabinoides-like dans les
élements figurés du sang et influence de la vitesse de
centrifugation

La vitesse de centrifugation est un paramétre crucial dans I'activation plaquettaire
(160). Il a été démontré que l'augmentation de la vitesse de centrifugation peut
influer sur une libération de 1-AG et 2-AG dans le plasma (161). Gurke et al.
démontrent une augmentation des concentrations de ces 2 molécules
proportionnellement a la vitesse de centrifugation, laissant supposer que I'activation

plaquettaire influe sur la méthode de dosage (Figure 10) (148).

A-1.6 Stabilité

A-1.6.1 Stabilité du 2-AG et du 1-AG

Il a éeté demontré une faible stabilité du 2-AG et de son isomere 1-AG a température
ambiante et a 4°C dans le sang total, avec une diminution, a court terme, des
concentrations sanguines. La méme étude réalisée dans le plasma a démontré une
augmentation significative des concentrations en 2-AG et 1-AG a température
ambiante (Figure 10). L’augmentation des concentrations de 1-AG est supérieure a
celle de 2-AG et ne peut pas étre expliquée par une transformation de 2-AG vers 1-
AG in vitro. En conséquence, le dosage de 2-AG avec l'utilisation de la somme de 2-

AG et 1-AG est critiqguable (148). L'isomérisation significative en 1-AG est observée
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également dans les échantillons plasmatiques gardées a -80°C apres 20 jours de
stockage (155). Compte tenu des données de stabilité, il est théoriquement possible
que l'acheminement rapide des échantillons dans la glace puisse stabiliser les

concentrations de ces 2 molécules dans I'échantillon.

ALEXANDR GISH / DES BIOLOGIE / THESE PHARMACIE 2021 51



05
— //"‘\.
EO‘ \‘ \v
2 . '-::—"'"Aﬁ-ﬂ\'" ‘‘‘‘‘
\ .- Ci— -
So3 ™% N
§ | ™ =2
S ————————
! ———
< EO" \Z\-‘.- ________
i § . i PO e S
t l o001 =
()
0 0s 1 15 2
storage tme (hours)
- PR RT e P4 W Fil = = P2 WE RT
e PR WG TR = = = PAVEI BT MIWeIra
12
by
8
O | ;
< ¥
L3
N §
3
©
00
u 05 1 15 2

storage vime (hours)
- PIVERT e FIWH PR = = = P2 W

—— P2 WEFH = = = PIVWE HT s T3 WS IR

Figure 10 : Stabilité du 2-AG et du 1-AG : (A) stabilité dans le sang total et (B) et le plasma de 3 échantillons (P1 ;P2 ;P3) a température ambiante (RT) et a

concontration (ng'mL)
[ o o = oh o
) 3. o o™ o (53

o
o

-
- ’,—‘
e BB R
i ‘ﬁ____'_'.,_/""'
'Hf, "_- L ——————
2 PR e——
W
0 1 2 3 4
storage time (hours)
w =P PRT e PP FR = = = M PAT
s PP PIR = = =« PIPRY e PN
= PP T0 S0 S Gy Sl 45 4 Gn e . _‘;"""
/ R
, _pume
l—-— L —
LA
-

’ -~‘\ - -
0 1 2 3 4
storage thne (hours)
wmwMPR eIV IR = =2PNY
v PP PR = w0 = PO P RT s 73 PR

4°C (RF), et (C) variation en fonction de la vitesse de centrifugation, selon Gurke et al. (148);

ALEXANDR GISH / DES BIOLOGIE / THESE PHARMACIE 2021 52

concantration (ng'mi.}

concontration (ng'mL)

=]

o
w

o
o

=)
-

o
om

(=3
w

o
3

<
rar

o
~n

o
-

=
=

[

©

»

»n

©

o
£l

o
«

o
o

0z

00

C

2000 g 3000 g 4000 g 2000 g 3000 g 4000 g 2000 ¢ 3000 p 4000 Q
Preband 1 Proband 2 Proband 3

2000 g 3000 g 4000 g 2000 g 3000 g 4000 g 2000 9 3000 g 4000 g
Proband 1 Proband 2 Proband 3



A-1.6.2 Stabilité de ’AEA, du PEA et de ’'OEA dans le sang total et le
plasma

La stabilité des molécules endocannabinoides et endocannabinoides-like a été
étudiée dans plusieurs publications. Il a été démontré une augmentation des
concentrations d’AEA, de PEA et d’'OEA en fonction du temps dans les échantillons
sanguins, pouvant étre expliquée par une libération a partir des cellules sanguines
(Figure 11) (148,162). Gurke et al. ont démontré une augmentation significative de
ces 3 molécules dans le sang total lors d’'une étude de stabilité menée sur 3
échantillons. Il a été également démontré une augmentation des concentrations a la
température ambiante et a 4°C. Aucune augmentation ou dégradation n'a été
observée dans le plasma, ainsi que l'absence d’influence de la vitesse de
centrifugation sur les concentrations. Certains auteurs proposent l'utilisation de
phénylméthylsulnoyl hydrolase (PMSF) comme un inhibiteur non spécifique de la
FAAH et de la MAGL pour prévenir la dégradation des endocannabinoides
(148,163). L’autre moyen de prévenir la dégradation de ces molécules est la

conservation de longue durée des échantillons biologiques a -80°C.
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Figure 11 : Stabilité de I’AEA, du PEA et de 'OEA. (A) stabilité dans le sang total et (B) du plasma de 3 échantillons (P1 ;P2 ;P3) a la température ambiante
(RT) et a 4°C dans le réfrigérateur (RF) (C) variation en fonction de la vitesse de centrifugation, selon Gurke et al. (148).
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A-1.7 Contamination de PEA et OEA

Enfin, un autre probléme décrit pour le PEA et 'OEA est la présence d'un signal
important dans le blanc d’échantillon (sans ajout d’étalon interne et sans les
molécules). La présence de ce signal peut étre expliquée par 'OEA et le PEA eux-
mémes, ou par un contaminant, autre que ces 2 molécules, utilisé dans le traitement
du matériel et possédant des propriétés chimiques similaires. L’étude menée pour
déterminer la provenance de cette contamination a démontré la présence de PEA
dans la verrerie utilisée dans la méthode pré-analytique, notamment dans les
pipettes Pasteur en verre (154). Cette interférence ne peut pas étre éliminée et doit
étre prise en compte. La conséquence, lors de la mise en place de méthode le signal

observé dans le blanc pour PEA et OEA doit étre pris en compte (148).

A-2 Méthodes de préparation des échantillons

A-2.1 Introduction
Différentes méthodes de prétraitement des échantillons sont rapportées dans la
littérature (120) :
1. Des méthodes « conventionnelles » :
a. La simple précipitation protéique
b. L’extraction liquide-liquide (LLE)
c. L’extraction en phase solide (SPE)
2. De « nouvelles » méthodes d’extraction :
a. L'utilisation d’'une deuxiéme colonne de purification (column-switching
LC- MS/MS)
b. La micro-SPE

c. La microextraction par liquide magnétique (MLME)

A-2.2 Les méthodes de prétraitement conventionnelles

A-2.2.1 Précipitation protéique
La méthode de précipitation protéique avec les solvants organiques (notamment

I'acétonitrile) des échantillons biologiques représente I'approche la plus simple de
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prétraitement des échantillons (126,164). L'utilisation des solvants organiques
miscibles dans I'eau telle que I'acétonitrile et le méthanol permet la déshydratation
des surfaces protéiques. Ces surfaces protéigues déshydratées sont capables de
s’associer par les forces de Van der Waals en des particules de tailles élevées (défini
par les champs de cisaillement) qui vont précipiter. La technique de précipitation par
I'acétonitrile est réalisée a basse température pour prévenir la dénaturation protéique
qui est favorisée par les températures élevées. Ce phénomene est expliqué par le
fait que [I'hydratation des groupements non polaires des protéines est
thermodynamiquement favorable (165). La précipitation protéique est donc une
approche non sélective. Les phospholipides sont solubles dans les solvants
organiques provoquant la majoration de I'effet de suppression d’ions et la saturation
de la phase stationnaire de colonne. Les phospholipides affectent constamment la
performance analytique chromatographique et la détection par la spectrométrie de
masse (120,166).

A-2.2.2 Extraction liquide-liquide

La méthode d’extraction liquide-liquide (LLE) avec les solvants organiques non
miscibles a I'eau pour le dosage des endocannabinoides est basée sur les propriétés
lipophiles de ces molécules. Les différents solvants utilisés sont principalement le
chloroforme, le toluene, le mélange de chloroforme et de méthanol et 'acétate
d’éthyle/hexane (111). L’évaluation de la LLE doit, ici, intégrer la possibilité d’utiliser
différents solvants, une évaluation de [leffet de matrice, le pourcentage
d’'isomérisation du 2-AG vers le 1-AG et la stabilité de 2-AG dans les échantillons
plasmatiques. L’effet de matrice a été évalué avec les mesures des concentrations
de phospholipides extraits aprés LLE par des dosages en CL-SM/SM en ionisation
négative, selon une liste de phospholipides proposée par Xia et al. (167). La
littérature montre que les pourcentages d’extraction avec le toluéne, I'éthyle
aceétate/isohexane 1:1, I'éthyle acétate, et I'éthyle acétate heptane 1:9 sont de 'ordre
de 70 a 80% pour le 2-AG et de 60 a 70 % pour 'AEA (111). La LLE avec le toluene
et la solution d’acétate d’éthyle/isohexane démontre les meilleurs résultats sur I'effet
de matrice (avec 2% pour le toluene et 5% pour I'acétate d’éthyle/isohexane 1:1) et,
pour le toluéne, un plus faible pourcentage d’isomérisation du 2-AG vers le 1-AG.
(125).

Une des variantes de I'extraction liquide-liquide est une extraction liquide-liquide

avec l'utilisation de meélange des sels (Salting-out assisted liquid-liquid extraction :
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SALLE) (magnésium sulfate, acétate d’ammonium, sulfate de zinc et chlorite de
calcium) avec les solvants organiques miscibles dans I'eau (acétonitrile, acétone,
acétate d’éthyle et isopropanol). L'utilisation de ces sels permet et/ou améliore la
séparation des phases (168). Selon les données disponibles, ce type d’extraction
permet de gagner en rapidité, est moins nocif pour I'environnement et présente un

co(t de revient plus faible qu’avec les autres méthodes d’extraction par LLE (120).

A-2.2.3 L’extraction en phase solide

A Theure actuelle, I'extraction en phase solide (SPE) a démontré une grande
sélectivité par rapport a la précipitation protéique ou la LLE. Les SPE avec phase
stationnaire inverse sont de plus en plus utilisées a I'’heure actuelle.

Le principe de la SPE est I'adsorption sur la phase stationnaire (présent dans une
cartouche) des molécules a extraire, suivi d’'une élution de ces composés d’intérét.
L'utilisation de phase stationnaire de type C18 permet la séparation des
endocannabinoides et des molécules interférentes, et donc, de diminuer le bruit de
fond ainsi que I'effet de suppression des ions au niveau du spectrometre de masse.
L’autre possibilité d'utilisation de la SPE est la rétention spécifique des
phospholipides sur la phase stationnaire des cartouches.

Néanmoins, la méthode utilisant la SPE demeure assez complexe avec plusieurs
étapes (conditionnement, un ou des lavages et une élution) et augmente le co(t

d’analyse.

A-2.3 Nouvelle méthodes d’extraction

Les nouvelles techniques de détection développées ont permis de minimiser les
étapes de préparation des échantillons biologiques ainsi que le temps nécessaire a
I'extraction (169).

A-2.3.1 Utilisation d’une seconde colonne de purification («column
switching »)

La méthode de «column switching» en CL-SM/SM pour le dosage des
endocannabinoides a été décrite par Ji D. et al. avec la mise en place d’'une méthode
du dosage du NADA et de 'OLDA dans le cerveau de rats (132). La méthode
présentée décrit I'utilisation d’'une méthode de SPE avec une phase stationnaire C8

et de deux colonnes de séparation chromatographique en phase inverse C18 avec
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I'élution en mode isocratique sur la premiére colonne et une élution en gradient sur la
seconde colonne (Tableau 1). Les résultats des chromatogrammes montrent une
augmentation significative de signal par une diminution du bruit de fond des
molécules lipophiles (Figure 12). Une autre méthode sur la base de « column-
switching » en micro-flow pour le dosage d’AEA, de 2-AG, de 1-AG, de PEA et de
LEA a été développée par Kirkwood et al. dans le plasma des ours noirs (avec

utilisation de la LLE et de 2 colonnes en méthode « column-switching ») (141).

A B

NADA-4, (4741371 ; 4 NADA-d, (447.4—137.1)

NADA (440.3137.2) {
| . NADA (440.3—137.2)

NADA (4403—1542)

OLDA (4183-+137.2) 1" OLDA(4183—1372)

’ l OLDA(4183-<18402)
I’ OLDA (4183—1542)

s o | 1
i ./"""‘-'s-‘lﬁ'.-, o™, U AN, RSP | S W

Figure 12 : Chromatogrammes sans méthode de « column-switching » (A) et avec une méthode
de « column-switching » (B), selon Ji,D et al. A sensitive and accurate quantitative method to
determine N-arachidonoyldopamine and N-oleoyldopamine in the mouse striatum using column-
switching LC-MS-MS: use of a surrogate matrix to quantify endogenous compounds. Anal
Bioanal Chem 2014 (117).

A-2.3.2 Micro-SPE
Les méthodes utilisant la u-SPE consistent en l'utilisation d’embouts de pipettes avec

une phase stationnaire inverse C18 a lintérieur. Cette méthode a été décrite par
M. Sergi et al. : elle est couplée avec une précipitation protéique préalable pour le
dosage de 'AEA et du 2-AG. Les molécules d’intérét sont retenues sur la phase
stationnaire de 'embout de pipette, puis sont éluées avec une solution de méthanol
contenant 10 mM d’acide formique (127). Les méthodes a la base de la p-SPE
permettent de minimiser le temps de préparation des échantillons par rapport aux

méthodes utilisant la SPE conventionnelle (120).

A-2.3.3 Micro-extraction par liquide magnétique
Une innovation des derniéres années en technique d’extraction est la micro-

extraction par liguide magnétique (MLME) qui utilise des liquides magnétiques a
base de nanoparticules de FesOa. L'utilisation de ces nanoparticules diluées dans le

toluene permet une adsorption physique des molécules de toluene et offre alors la
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possibilité d’effectuer une extraction liquide — liquide (Figure 13). Aprés la désorption
des molécules du mélange magnétique de toluene, une étape de dérivation avec du
4-DMABC est proposée pour augmenter la sensibilité. Selon les auteurs, cette
méthode permet : une extraction rapide, des résultats de quantification fiables, une
prévention de I'isomérisation du 2-AG vers le 1-AG et une amélioration considérable
de la sensibilité avec des limites de quantification de 2,7 ng/L pour 'AEA et 20 ng/L
pour le 2-AG (144).

Sample solution Phase qepamtlon

\orte\

Collect Chemical

derivatization

__________________

Figure 13 : Schéma des étapes de la micro-extraction par liguide magnétique (MLME), selon Ding et al.
Investigation of changes in endocannabinoids and N-acylethanolamides in biofluids, and their
correlations with female infertility. 3 Chromatogr A 2017 (129).

B- Développement de la méthode de dosage

B-1 Préanalytique

B-1.1 Choix de la matrice et des anticoagulants

Le 2-AG et le 1-AG sont présents dans les plaquettes et peuvent étre libérés a la
suite d’'une activation plaquettaire. Cela nécessite I'utilisation d’'un anticoagulant dans
les tubes de prélevement permettant d’empécher la formation de caillots et
I'activation plaquettaire. La majorité des publications retrouvées dans la littérature
préconisent l'utilisation de 'EDTA et la majorité des études de stabilité ont été
effectuées avec cet anticoagulant. De ce faite, le tube choisi pour la réalisation du
prélévement sanguin est le BD Vacutainer® K2E (EDTA) REF. 367864.
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L’utilisation du plasma par rapport au sang total a été privilégiée car elle permet une
comparabilité avec les données de la littérature. Les deux autres justifications du
choix du plasma comme matrice sont :

1. I'effet de matrice moins important dans le plasma par rapport au sang total,

2. la présence des endocannabinoides dans les éléments figurés du sang.
Le délai entre le préléevement et I'étape de centrifugation doit étre le plus court
possible. L’augmentation des concentrations sanguines en AEA, PEA et OEA
stockés a température ambiante nécessite idéalement une centrifugation dans un
délai de 30 minutes et un acheminement du prélévement a basse température,
notamment dans la glace.
La libération de 2-AG et de 1-AG a partir des plaguettes peut étre influencée par la
vitesse de centrifugation et nécessite la standardisation de cette vitesse avec
I'utilisation de vitesses basses. La vitesse choisie est de 2000 G pendant 10 minutes
a 4°C. La température de centrifugation a 4°C par rapport a la température ambiante
est justifiée par une dégradation du 2-AG et une libération de 'AEA, du PEA et de
'OEA moins importantes a basses températures.
Enfin, les échantillons de plasma sont stockés a -80°C jusqu’a la réalisation de

analyse.

B-1.2 Extraction

Le choix, parmi les méthodes d’extraction, s’est orienté vers les méthodes classiques
d’extraction : la précipitation protéique, la LLE, et la SPE. Ce choix est expliqué par
le fait que les nouvelles méthodes sont difficles a mettre en place avec les outils
utilisés en routine biologique et en raison de leur colt important. C’est le cas
du « column-switching », des méthodes de USPE et de la MLME.

Parmi les méthodes classiques, les tests sur la précipitation protéique n’ont pas
donné de résultats satisfaisants du fait d’'un effet de matrice important et d’une perte
drastique de sensibilité. Le choix de l'utilisation de la SPE n’a pas été retenu compte
tenu du co(t et du nombre important d’étapes pré-analytiques.

L’extraction liquide-liquide a finalement été choisie avec [l'utilisation du toluéne
comme solvant. La quantification a été évaluée en fonction de la réponse des

molécules deutérées disponibles : le 2-AG-Ds et le PEA-D4 (Tableau 5).
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Tableau 5 : Etalon interne utilisé pour chaque molécule

Molécule Etalon interne
AEA PEA-D4
OEA PEA-D4
PEA PEA-D4

2-AG/1-AG 2-AG-Ds

B-1.3 Préparation des gammes et des controles

Les poudres des standards sont diluées dans le méthanol. Les solutions
méthanoliques sont stockées a -80°C. La matrice de substitution choisie pour
préparer les points de calibration et les contréles est le tampon phosphate salin
(PBS). Ce choix est guidé par les données bibliographiques : il s’agit de la matrice de
substitution la plus utilisée. Le tableau 6 présente une synthése de préparation des

gammes et des controles.

Tableau 6 : Préparation des gammes et des contrbles

V((j)lulme Vol Concentration relative dans
. ela olume & i
Solutlon_s solution de PBS I'échantillon (ug/L)

de tevall | ge travail | utilisé 0 AG/L. | OEA et

o)) Tutise | ) | AEA | TAET | pEA
(uL)

Blanc 0 20 100 0
Calibrant 1 0,5 20 100 0,1 ﬁ
Calibrant 2 1 20 100 0,2 0,2
Calibrant 3 2,5 20 100 0,5 0,5 0,5
Calibrant 4 5 20 100 1 1 1
Calibrant 5 10 20 100 2 2 2
Calibrant 6 25 20 100 5 5 5
Calibrant 7 50 20 100 10 10 10
Calibrant 8 75 20 100 15 15 15
Contréle niveau 1 let5 20 100 0,2 0,2 1
Contréle niveau 2 25 20 100 5 5 5
Contréle niveau 3 50 20 100 10 10 10

B —-1.4 Protocole préanalytique

Dans le volume de 100 pL d’échantillon plasmatique est ajouté 20 uL de solution
d’étalon interne a la concentration de 50 pg/L. Le mélange obtenu est « vortexé »
durant 15 secondes et 800 uL de toluene sont ajoutés. Apres une homogénéisation
par retournement durant 10 minutes, les échantillons sont centrifugés a 14000 G

pendant 14 minutes a 4°C. Par la suite, 750 pL de surnageant sont récupérés et
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séchés a température ambiante sous un flux d’azote. La récupération du résidu sec
s’effectue avec 50 pL de méthanol. La Figure 14 représente le protocole d’extraction
définitif.

- 100 plL PBS ou plasma + 20 pL IS

- Vortexer

- 800 pL de toluéne

- Homogénéisation pendant 10 minutes

- Centrifugation a 14000 G pendant 14 minutes a 4°C

- Récupération 750 pL de surnageant

- Séchage du surnageant sous l'azote

- Récupération avec 50 plL de Méthanol
- Injection de 10 pL dans l'appareil

Figure 14 : Protocole d’extraction

B-2 Chromatographie

Ce développement chromatographique a été mené compte tenu des données
bibliographiques disponibles, des propriétés physico-chimiqgues et des faibles
concentrations.

Le choix final s’est porté sur une chromatographie liquide de type UPLC en phase
inverse avec une colonne Kinetex® 2,6 um 100A C18 (Phénomenex) d’une longueur
de 15 cm et d’un diametre de 2,1 mm. Le choix de cette colonne s’est justifié par une
séparation adaptée des molécules et des isomeéres, ainsi que par une sensibilité
maximale pour le 2-AG. Les pics chromatographiques sont représentés dans la
Figure 15.

ALEXANDR GISH / DES BIOLOGIE / THESE PHARMACIE 2021 62



A

1-AG

040021_Gamme_PBS_6_5 SmoothiMn, 1:2) 2AG F5:MRM of 3 channels ES=040821_Gamme_PBS_6_5 SmoothiMn, 1:2) OEA FIMRM of 3 channels ES+
B85 794 = 2673 757 J265= 621
3 374e+006 1.006e+007

100 ITE0E 2ac 100 TO3087

8.65
* 276106 b

r"|||-ll-- LB il M l||l|ll Ll el M B Rl AR o rman| O r|r|||||| ERLN LR LRLLE RLLR '. T T min
040921_Gamme_PBS_6_5 Smocih(Mn, 1x2) 2AG FEMRM of 3 channels ES= 040821_Gamme_PBS_6_5 SmosthiMn, 162) QEA FIMRM af 3 channels ES+
B85 17042602 757 A26.5 = 3091
189817 o 21078006 ATITE 6.7280+006

o 5.65
] 158817
o - min

100
“
BLWM — e

040921_GCamme_PBS_E_5 SrmaothiMn, 1x2) PEA F1.MRM of 3 channels ES+
. 7.08 aeD.A = 2830
040921_Gamme_PBS_6_0,1 Smooth{kin, 1:2) AEA F4MRM of 3 channgis ES+ 571353 7 B428+006
644 JHBE5=620 1004
3.002e+005
100 21257
=
*1 ‘
0% T T T T T ' T T . T T T T T T T T min 0 T T T T T T T - ! Y . T T T T T T T | min
040821_Gamme_PES_6_0,1 Smooth{ln, 1x2) AEA F4:MRM of 3 channeis ES+ 040821_Gamme_PB3_6_5 SmaothiMn, 162} PEA F1.MRM of 3 channels ES+
643 3485= 2032 7.08 M01=621
1.348e+005 ATI0E00 6.572e+007
100 a2 100+
%
:I 5,99 ‘_‘A g 675 7.08 ) w®
0 b= = : — = = ’ b= — = = = e ———— ™ mmin
Q..,.....|..|.....|..|....|..'|..| min

Figure 15 : Pics chromatographiques dans le PBS de 2-AG/1-AG (A), OEA (B), AEA (C), PEA (D)
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Le choix des phases mobiles a été adapté en fonction des particularités d’ionisation
des molécules vis-a-vis des tampons utilisés. Les meilleures séparations et
sensibilités ont été obtenues avec :
e en phase mobile A : de I'eau (MiliQ) avec 2 mM d’acétate d'ammonium et 0,1
% d’acide formique (pH 2,8) ;
e en phase mobile B : du méthanol absolu de qualité UPLC.
Le choix du gradient s’est porté vers I'utilisation d’'un gradient lent permettant une
meilleure séparation des isomeres. Le gradient chromatographique est rapporté dans

le Tableau 7.

Tableau 7 : Gradient des phases mobiles

Temps (min) | Pourcentage de phase A (%) | Pourcentage de phase B (%)
0 90 10
1 20 80
8,5 8 92
9,5 0 100
11 0 100
12 90 10

Le débit des phases est de 0,3 mL/min et la température de la colonne de 25°C. Le

volume d’extrait injecté dans I'appareil est de 10 pL.

La mise en place d’une méthode de dosage de 'AEA, du 2-AG et de 'OEA nécessite
la séparation chromatographique des molécules (et isomeres) ne pouvant pas étre
discriminés par la spectrométrie de masse. Les résultats finaux de séparation sont
rapportés dans le tableau 8. La séparation avec une résolution supérieure a 95% a
éte effectuée pour 'AEA et I'O-AEA, le 2-AG et le 1-AG. La séparation partielle a été
effectuée entre 'OEA et le VEA. L'impossibilité de séparation compléte des 2 pics
dans la méthode multiparamétrique est expliquée par la baisse de sensibilité
observée pour le 2-AG en diminuant la vitesse de changement de gradient (Tableau
8).
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Tableau 8 : Séparation des isomeres

Substance Temps de rétention (min)
AEA 6,44
O-AEA 3,63
OEA 7,57
VEA 7,30
2-AG 6,65
1-AG 6,88

B-3 La spectrométrie de masse

La détection est réalisée par un triple-quadripdle en tandem XEVO® TQ-S (Waters,
USA) en mode électrospray positif (ES+). Les conditions optimales déterminées pour
1 kV ;
température de la source : 150 °C ; débit de cbne gaz : 50 L/h ; température et débit
650 °C, 1 000 L/h. Le débit de gaz de collision a 0,15
mL/min. Le retraitement des données a été effectué par un logiciel MassLynx®
(Waters, USA).

Les données sur le temps de rétention et les transitions utilisées présentées dans le

'ensemble des molécules sont les suivantes : tension du capillaire :

de gaz de désolvatation :

Tableau 9.
Tableau 9 : Temps de rétention et les transitions MRM utilisées
Substance Voltage du cone Temps de Masse de l'ion [MH]+ fragments

d’échantillonneur | rétention (min) moléculaire (énergie de
V) [MH]+ collision eV)

AEA 20 6,44 348,4 62,1 (16)
287,3 (14)

203,2 (16)

OEA 60 7,57 326,4 62,0 (30)

69,2 (30)

80,9 (12)

PEA 60 6,94 300,4 62,1 (12)
283,2 (12)

95,0 (12)

PEA-D4 60 6,94 304,3 62,2 (16)
287,3 (14)

48,1 (14)

2-AG [/ 1-AG 30 6,65 379,3 287,1 (16)
269,3 (14)

89,0 (16)

2-AG-Ds 30 6,65 384,2 287,1 (18)
269,1 (18)

203,2 (16)
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B-4 Validation de méthode

La validation d'une méthode en bioanalyse comprend a une succession d’étapes
ayant pour but de démontrer que la méthode utilisée permet de quantifier, avec une
précision/certitude maitrisée, un analyte dans une matrice donnée pour une
application précise.

Différents parameétres permettent de définir I'acceptation d'une méthode analytique :
la linéarité, la sélectivité, la justesse, la fidélité, la répétabilité, la reproductibilité, le
rendement d’extraction, I'accord entre les matrices, la contamination et la stabilité
(dans le sang total prélevé et plasma centrifugé). La validation de méthode a été
réalisée selon les recommandations COFRAC pour la Norme NF EN ISO 15189.

La spécificité, la sensibilité, la linéarité, la précision, les limites de détection et les
limites de quantification ont été définies, dans la validation de méthode, avec un seuil

d’acceptabilité du coefficient de variation (CV) a 15 %.

CV (%) = Ii/l—TxlOO

Avec : (M) la moyenne et (ET) I'écart-type

B-4.1 Concentrations cibles

Les concentrations des quatres ligands du systéme endocannabinoide sont
extrémement variables selon les auteurs. Le choix de la gamme de travail présentée
dans le Tableau 6 pour chaque molécule est basé sur I'étude de R Angelini et al.
(154).

B-4.2 L’effet de matrice

La vérification de I'effet de matrice et la vérification de I'accord entre les matrices ont
éte réalisées par une comparaison des pentes de calibration. Cette étape a consisté
en la préparation de 5 gammes dans une matrice de substitution (PBS) et une
matrice de dosage (plasma). Il fallait ensuite comparer la pente des deux droites. La
différence des coefficients directeurs déterminés est inférieure de 15%. Cela signifie
gue la matrice n’a pas un effet significatif sur I'analyse et que le PBS peut étre utilisé

comme matrice de substitution.
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B-4.3 Robustesse de la méthode

La robustesse d'une méthode est un ensemble de parametres vérifies au moment du

développement, pouvant estimer ou "chiffrer" les performances de la méthode.

B-4.3.1 Linéarité et limites

La linéarité d'une procédure d'analyse est sa capacité (a lintérieur d'un certain
intervalle) & obtenir des résultats directement proportionnels a la concentration de la
substance a examiner dans I'échantillon. Six gammes d’étalonnage ont été réalisées
au cours de 6 jours (une gamme par jour). Les criteres d’acceptabilité ont été
définis & 15% pour chaque point et a 20% pour la limite de quantification et le R —
carré, devant étre supérieur a 0,99.

Des essais de différentes régressions pour chague molécule ont été effectués, et la

régression finalement retenue se présente sous la forme d’une droite d’équation :

y=Ax+B

Avec : B : ordonnée a l'origine ; A : pente ; y : signal ; X : concentration

Les résultats ont permis de confirmer la linéarité des gammes sur le domaine de
mesure, et de déterminer des limites de détection (LOD), des limites basses de
guantification (LOQ) et limites hautes de quantification (ULOQ) de la méthode
(Tableau 10).

Tableau 10 : Limites de détection et de quantification de la méthode [LOD : limite de détection,
LOQ : limite basse de quantification, ULOQ : limite haute de quantification]

Molécule LOD/LOQ (ug/L) ULOQ (ug/L)
AEA 0,1 15
OEA 0,5 15
PEA 0,5 15

2-AG/1-AG 0,2 15

B-4.3.2 Contamination

Cette étape préevoit d'estimer le risque de contamination "inter-échantillon", c’est-a-

dire le risque qu'un échantillon de concentration tres élevée puisse contaminer
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I'échantillon de tres faible concentration qui passerait juste aprés dans la série. Nous
avons réaliseé :

. 3 points a 15 pg/L et 3 points a 0,2 pg/L pour AEA et 2-AG,

. 3 points a 15 pg/L et 3 points a 1 pg/L pour PEA et OEA.

L’étude de la contamination n’a pas rapporté de contamination significative apres le
passage d’'une concentration élevée.

L’autre point important est la présence d’interférence pour OEA et PEA nécessitant
d’étre prise en compte lors du traitement des gammes d’échantillon. Néanmoins, le

signal interférent est négligeable par rapport au signal de LOQ de ces 2 molécules.

B-4.3.3 Fidelité

La fidélité est le reflet de I'accord entre le résultat obtenu et la concentration réelle de
I'échantillon. Elle est notamment caractérisée par la répétabilité et la justesse de la
mesure :
- Une mesure répétable va donner des résultats tres proches les uns des autres
sur des mesures successives.
- Une mesure juste va faire en sorte que la moyenne des valeurs rendues sur

des mesures successives soit proche de la valeur théorique.

Les résultats rapportent la fidélité de la méthode avec une justesse et un coefficient

de variation inférieure a 15%.

B — 4.4 Le rendement d’extraction

L'utilisation de la méthode extraction LLE nécessite de faire une évaluation du
rendement d’extraction. Il correspond au rapport des signaux mesurés, d'une part
apres le traitement de I'échantillon chargé avec une quantité connue, et d'autre part
apres l'injection directe dans le systeme analytique d'une solution de référence

contenant une quantité équivalente de substance a analyser.

La validation de méthode analytique a été réalisée en 7 jours successifs, avec les

résultats présentés dans le Tableau 11.
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Tableau 11 : Tableau de la validation de méthode analytique (sans stabilité) [CV : coefficient de
variation ; R2: R-carré ; CQI : controle qualité interne]

| AEA | OEA | PEA . 2-AGI1-AG
Rang de calibration et linéarité
Gamme de 6 6 6 6
Moyenne pente (a) 0,958 0,613 3,550 1,422
CV (%) 6,4 3,2 9,0 3,7
R2 0,99452 0,99976 0,99699 0,99628
Accord entre les matrices (Plasma)
Effectif 5 5 5 5
Moyenne pente dans
plasma 1,071 0,566 3,35 1,435
CV (%) 6,1 7,662 52 11,2
Ecart entre les
pentes (%) 11,71 -7,66 -3,5 1,97
Rendement d’extraction

0,5 pg/L
Effectif 5 5 5 5
Moyenne (ug/L 80,3 41,4 41,8 64,3
CV (%) 12,8 10,5 14,4 10,0

5 pg/L
Effectif 5 5 5 5
Moyenne (ug/L) 65,0 57,2 60,8 54,5
CV (%) 6,1 9,6 2,5 4,3

10 pg/L
Effectif 5 5 5 5
Moyenne (ug/L) 70,3 64,1 70,3 73,8
CV (%) 3,4 3,5 2,0 3,8

Fidélité

Répétabilité
CQI bas 0,2 pg/L 1 pg/L 1 pg/L 0,2 pg/L
Effectif 6 6 6 6
Moyenne (ug/L) 0,19 0,92 0.92 0,22
CV (%) 3 7 4 3
Biais (%) -3 -8 -8 10
CQIl intermédiaire 5 pg/L 5 pg/L 5 pg/L 5 pg/L
Effectif 6 6 6 6
Moyenne (ug/L) 4,73 5,46 5,21 5,30
CV (%) 3 4 4 1
Biais (%) -5 9 4 6
CQI haut 10 pg/L 10 pg/L 10 pg/L 10 pg/L
Effectif 6 6 6 6
Biais (pg/L) 9,41 9.82 9.69 10.16
CV (%) 5 5 5 1
Justesse (%) -6 2 -3 2
Reproductibilité

CQI bas 0,2 ug/L 1 pg/L 1 pg/L 0,2 ug/L
Effectif 6 6 6 6
Moyenne (ug/l) 0,21 1,02 1.06 0,22
CV (%) 9 13 11 13
Biais (%) 4 2 6 8
CQl intermédiaire 5 ug/L 5 ug/L 5 pg/L 5 pg/L
Effectif 6 6 6 6
Moyenne (ug/l) 4,99 5,26 5,55 5,02
CV (%) 12 13 9 2
Biais (%) 0 5 11 0
CQI haut 10 pg/L 10 pg/L 10 pg/L 10 pg/L
Effectif 6 6 6 6
Moyenne (ug/l) 10,35 10,67 10,56 9,96
CV (%) 13 12 2 4
Biais (%) 3 7 6 0
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B-4.5 La stabilité

L’évaluation de la stabilité des endocannabinoides et endocannabinoides-like est un
élément crucial dans la mise en place de la méthode de dosage. Cette stabilité doit
étre évaluée dans le sang total (cf délai entre le prélevement et la centrifugation)
ainsi que dans le plasma pour évaluer linfluence de la température sur la
dégradation des molécules.
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Figure 16 : Stabilité dans le sang total (tube EDTA) a température ambiante (TA) et dans la
glace (Glace) réalisée sur 3 témoins sains.

Les données (Figure 16) obtenues démontrent une augmentation tres rapide de
'AEA, de 'OEA et du PEA dans le sang total. Cette augmentation précédemment
décrite dans la littérature a été préecédemment détaillée [cf. A-1.6.2 Stabilité de 'AEA,
du PEA et de 'OEA dans le sang total et le plasma]. Ce relargage est ralenti avec
une conservation dans la glace mais ne peut pas étre totalement arrété. Les
variations des concentrations de 2-AG et de 1-AG peuvent étre expliquées par une
fluctuation de lisomérisation in vitro du 2-AG vers le 1-AG. La vérification de la
formation de caillot dans le tube a montré que les deux échantillons « Témoin 1 » ont
été coagulés ; ceci peut expliquer 'augmentation des concentrations de 2-AG/1AG a
la suite d’'un relargage de ces molécules a partir des plaquettes. Ces résultats

prouvent la nécessité d'une centrifugation rapide de [I'échantillon aprés le
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préléevement (dans un délai de moins d’une heure) et I'envoi dans la glace de

I’échantillon.

Cette observation, intéressante, de l'augmentation du taux de 2-AG/1-AG dans

I'’échantillon « coagulé » doit étre évaluée lors de prochains essais.
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Figure 17 : Stabilité dans le plasma a température ambiante (TA) et dans la glace (Glace)
réalisée avec 3 témoins sains.

L’évaluation de la stabilité des ligands endocannabinoides dans le plasma (Figure
17) a démontré une augmentation significative (CV > 15%) des concentrations
d’OEA et de PEA dans les deux heures apres la décongélation. Ainsi, un traitement
rapide des échantillons aprés leur décongélation dans le délai d’une heure est

nécessaire.

L’évaluation de la stabilité dans le plasma du 2 -AG démontre une stabilité pendant 2
heures des 5 échantillons dans les 2 conditions. L’augmentation de la concentration
dans I'’échantillon « Témoin 2 » a température ambiante est probablement liée a un

aléa analytique et sera réévalué sur un plus grand nombre d’échantillons.

Le récapitulatif des performances de la méthode analytique est rapporté dans le
Tableau 12.
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Tableau 12 : Tableau récapitulatif des performances de la méthode analytique

AEA OEA PEA 2-AG/1-AG
0,1-15 05-15 05-15 0,2-15
0,99452 0,99976  0,99699 0,99628

Domaine de linéarité (ug/L)

R — carré (moyen)

Limite de détection (ug/L) 0,1 0,5 0,5 0,2
Limite basse de quantification 0.1 0.5 0.5 0.2
(g/L) ’ ’ ’ ’
Répétabilité (%) <5 <7 <5 <5
Reproductibilité (%) <13 <11 <13 <13
Limite haute de quantification (ug/L) 15 15 15 15
0 0,29 0,28 0

Contamination (%)

73
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Discussion

Le systeme endocannabinoide (ou endocannabinoidome) représente un sujet
d’intérét scientifique majeur a I'heure actuelle. Les nombreuses études menées
affirment la complexité majeure de ce systeme mais aussi son implication large dans
des pathologies humaines notamment neurodégénératives, psychiatriques et

inflammatoires.

Différentes études ont permis de mettre en évidence une modification des
concentrations d’ECs dans diverses pathologies notamment dans les pathologies

neurologiques.

Dans la maladie de Parkinson, il est observé d’'une part une augmentation des
concentrations circulantes d’AEA chez des patients non traités et d’autre part une
diminution de ces mémes concentrations chez des patients recevant un traitement a
base de précurseurs de la dopamine et d’agonistes dopaminergiques. Dans une
population de patients atteints de Parkinson, 'AEA dans le liquide cérébrospinal est
situé dans un intervalle de 2,09 a 5,91 ug/L, ce qui parait plus élevé comparé aux
valeurs observées dans la population saine (0,70 a 3,13 ug/L) (120). L’hypothése
émise est que cette augmentation est indirectement liée aux symptébmes de la
pathologie (40). Néanmoins avec les études menées dans un modele murin de
maladie de Parkinson (traité par 6-OH-dopamine), l'utilisation des inhibiteurs de
MAGL et FAAH a démontré un effet bénéfique via la stimulation du récepteur CB2
avec un effet neuroprotecteur des inhibiteurs de MAGL (170) et via la stimulation du
CB1 et/ou CB2 avec un effet sur la motricité par les inhibiteurs de FAAH (171). Un
autre effet bénéfique de linhibition de FAAH, notamment sur la neuro-inflammation
et la neurotoxicité, a été mis en évidence avec une augmentation du PEA, un
endocannabinoide-like, qui exerce son action par une activation de PPARa. L’'autre
agoniste direct du PPARa, I'OEA, posséde des effets antidyskinésiques par
I'activation du TRPV1 (172,173). Des études cliniques dans la maladie de Parkinson
ont été menées avec [utilisation de CBD, de THC, de nabilone (analogue
synthétique du THC) et de PEA, et elles montrent des effets bénéfiques sur la

pathologie (40).

Dans la pathologie d’Alzheimer (MA), les modifications du systeme

endocannabinoide sont directement liées a la progression de la maladie. Dans une
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étude post-mortem de patients atteints d’Alzheimer, la concentration en anandamide
est diminuée dans le cortex frontal et temporal, en corrélation inverse avec
'accumulation de peptide béta-amyloide (174). Cette observation est corrélée avec
une augmentation de I'expression et de I'activité de FAAH dans les astrocytes et les

cellules microgliales (175).

L’autre observation intéressante est une augmentation par le 2-AG de la signalisation
au niveau hippocampique avec une augmentation de I'expression de la DAGL (176).
Ce changement est corrélé a une augmentation plasmatique de 2-AG (Groupe
patients atteints de MA : 5,3 pg/L avec un écart-type +/- 4,8 ug/L ; groupe controle :
3,1 pg/L avec un écart-type 2,5 pg/L ; p-value 0,02) (177). Les conséquences de
I'élévation du 2-AG au niveau cérébral ont été également évaluées dans un modéle
murin atteint de la MA (FAD-mice) en présence dinhibiteur de MAGL. Ces
modifications sont en lien avec des propriétés anti-inflammatoires et une diminution
de la neurodégénérescence (178). De la méme maniere que dans la maladie
d’Alzheimer, dans la maladie de Parkinson, l'inhibition de la FAAH provoque une
augmentation de PEA qui posséde des propriétés anti-inflammatoires via I'activation
de PPARa (179).

Dans la maladie de Huntington (MH), une pathologie héréditaire, associée a la
destruction des neurones dopaminergiques dans le globus pallidus et conduisant a
une déficience locomotrice et mentale, les concentrations lymphocytaires en AEA
chez un patient atteint de MH sont 6 fois supérieures a celles dans une population
lymphocytaire d’un groupe sain (38,2 +/- 12,5 ng/mg de protéine contre 6,3 +/- 1,4
ng/mg de protéine, p-value : 0,0006). Cette modification peut étre expliquée par une

diminution de l'activité de la FAAH dans cette pathologie (180).

Dans la sclérose en plaque, une pathologie inflammatoire chronique du systéme
nerveux central caractérisée par une réponse auto-immune envers la myéline,
certaines études démontrent une activité bénéfique de I'activation des récepteurs
CB1 et CB2 (40). Jean-Gilles L. et al. se sont intéressés a l'impact de cette
pathologie sur les concentrations plasmatiques des endocannabinoides et
endocannabinoides-like. lIs ont démontré une augmentation significative de I'AEA
dans les trois groupes de patients («rémittente — progressive », « progressive
secondaire » et « progressive primaire »), du PEA dans les groupes « rémittente —
progressive » et « progressive secondaire » et de [I'OEA dans le groupe

« progressive secondaire » (Figure 18) (181). Ces données d’augmentation des
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ligands de I'endocannabinoidome suggerent une réponse adaptative de I'organisme
envers la pathologie (40).
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Figure 18: Niveaux des ECs plasmatique aux différents stades de sclérose en plaque par
rapport au groupe de contrble. [RPMS : « rémittente — progressive » ; SPMS :« progressive
secondaire » PPMS : « progressive primaire »] Selon L. Jean-Gilles et al. Plasma
endocannabinoid levels in multiple sclerosis. J Neurol Sci. 15 déc 2009 (181).

Les perturbations des concentrations en endocannabinoides ont été démontrées
dans de nombreuses autres pathologies neurologiques telles que la sclérose latérale
amyotrophique, les lésions cérébrales traumatiques, les accidents vasculaires
cérébraux, les crises épileptigues et I'épilepsie (40). Dans la majorité de ces
pathologies, les études des variations des ligands du systeme endocannabinoide ont

été étudiées dans des modeéles murins.

La difficulté de la mise en place et de la validation d’'une méthode de dosage des
endocannabinoides et des molécules endocannabinoides-like est associée aux
particularités physico-chimiques des molécules décrites précédemment. Ces

difficultés analytiques impliquent (i) une élaboration des fourchettes physiologiques
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usuelles des concentrations, spécifiqguement pour chaque matrice, et (ii) de tenir
compte du délai entre le prélevement et la centrifugation ainsi que les conditions
d’acheminement. La méthode de dosage élaborée dans ce travail tient compte des
connaissances actuelles en termes analytiques. Elle peut, néanmoins, subir un
certain nombre de critiques en termes de séparation des isoméres, notamment de

I'OEA dont la séparation est encore imparfaite.

Une autre question essentielle se pose sur linterprétation des concentrations en 2-
AG et en 1-AG. A I'heure actuelle, il n’existe pas de consensus sur l'interprétation de
la concentration en 2-AG seule, ou tenant compte de son isomere. Dans notre
méthode, il a été choisi d’interpréter la concentration en 2-AG en tenant compte de
'isomérisation de cette molécule vers le 1-AG in-vitro pouvant étre majorée par les
étapes pré-analytiques. Il est important de noter qu’il a été démontré que le 1-AG est
présent dans la circulation en petite quantité et peut légérement, théoriquement,
surestimer les résultats. En pratique, la comparaison entre les matrices (PBS et

Plasma) n’a pas démontré une différence significative (Tableau 11).

L’étude de stabilité des ECs a court terme doit étre également élargie sur un plus
grand nombre d’échantillons. La stabilité dans le plasma a long terme doit également

étre évaluée a -20°C et -80°C.

Dans les perspectives damélioration de notre méthode de dosage des
endocannabinoides, figure l'utilisation de la chromatographie en fluide supercritique
(SFC) couplée a la spectrométrie de masse. Le principe de cet outil séparatif est
I'utilisation de dioxyde de carbone en état fluide comme le constituant principal de la
phase mobile. Avec [Iutilisation, en gradient, des solvants organiques, cette
technique permettrait une meilleure séparation notamment des isomeéres, par rapport

a la chromatographie liquide classique de type UPLC.
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Conclusion

Dans le domaine médical, le systeme endocannabinoide (SEC) est un sujet
d’actualité pour des raisons scientifiques et médiatiques (cannabis, cannabidiol, ...).
Toutefois, la connaissance précise de ses rbles en situation physiologique ou
pathologiqgue demeure imparfaite. Au-dela des implications multiples du SEC, cette
imperfection de compréhension repose surtout sur la difficulté analytique de son
exploration. Les méthodes de dosage des endocannabinoides (et
endocannabinoides-like) sont rares, chronophages et non appliquées en routine pour

le moment.

Le travail mené ici a permis de faire une synthese bibliographique des 10 derniéres
années sur les méthodes de dosage des ligands endogenes du systéme
endocannabinoide, et surtout, la mise en place ainsi que la validation d’'une méthode

d’analyse quantitative par LC-SM/SM.

L’intérét croissant du monde scientifique pour le SEC justifie ce travail et la place de
cette méthode comme un outil important dans les recherches fondamentales et

cliniques (diagnostic et suivi) futures.

Enfin, cette méthode analytique a été élaborée en tenant compte de possibles
optimisations futures et peut étre étendue avec l'ajout des autres molécules

endocannabinoides ou endocannabinoides-like.
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Toutefois, la connaissance précise de ses rbles en situation physiologique ou pathologique
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like assays, and (ii) to perform the development and validation of a method for AEA, 2-AG,
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