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INTRODUCTION




La source premiére de toute énergie, chez les étres vivants,
provient de différentes radiations solaires. L'assimilation chlorophylienne
est 3 la base de toute énergie potentielle que le régne végétal offre au
monde animal. C'est & partir de ses constituants organiques que les ani-
maux édifient a Teur tour des tissus en utilisant 1'énergie accumulée lors

de la synthése chlorophylienne.

"Toutes Les découvertes de La physique et de La chimie
biologique conduisent a La conclusion qu'il n'existe pas pour Les orga-
nismes d'autres sources d'énergie et qu'il y a Zguivalence entre La
somme des Znergies de modes divers (chaleur, Travail musculaire...)
dépensées par L'étrne vivant pendant un temps donné, et La quantité
d'énengie correspondant aux métamorphoses chimiques qui se sont accom-

plies dans Les tissus de L'étrne pendant Le méme temps" (LAMBLING).

La notion de 1'énergie chimique de la chaleur animale remonte
a 1'expérience classique de LAVOISIER et LAPLACE. "Un cobaye introduit
dans un calornimetre & glace fait fondre, par La chaleun qu'il dégage,
un ceﬁzaén poids de glace pendant un temps donné ; LL exhale pendant Le
meme Zemps une quantité de C0, comrespondant & un poids de carbone dont
La combuéiion dans Le calonimeitnre ferait gondre un polds de glace égal

a celul qui a &tZ efpectivement mesurni”.

Si la doctrine de la combustion respiratoire s'est révélée
erronée, le principe de 1'origine chimique de 1'énergie chez les étres

vivants, défini par LAVOISIER, demeure cependant intact.




Le principe de 1'équivalence calorifique des transformations
chimiques a conduit BERTHELOT 3 énoncer le théoréme suivant : "La chaleur
développie par un etne vivant qui ne hrecodlt Le concowrs d'aucune Enengdle
Etrangere a celle de ses aliments et qui n'effectue aucun thavaill extérnieur
pendant La dunie d'une période a La f4in de Laquelle L'etre se retrouve
Ldentique & ce qu'il était au commencement, est Zgale d La difgérence
enthe La chaleur de combustion de ses aliments et celle de ses excrétions”.

Cette chaleur de combustion,mesurée & 1'aide de 1a bombe
calorimétrique, montre que les lipides sont les plus énergétiques puis-
qu'ils Tibérent 9,5 kcal par gramme (39,7 kd), alors que les glucides et
les protides ne libérent respectivement que 4,2 kcal (17,5 kJ) et

5,8 kcal (24,2 kJ) par gramme.

I1 faut cependant remarquer que ces mesures calorimétriques ne
tiennent pas compte de la quantité réelle de nutriments utilisables par
1'organisme. I1 convient donc, en premiére correction, de faire intervenir
le coefficient d'utilisation digestive (C.U.D.) pour chacun des trois types
de nutriments. Le C.U.D. des lipides &tant de 1'ordre de 95 %, leur valeur

calorique réelle pourra donc étre estimée a 9 kcal/g (38 kd/g).

La ration alimentaire devra apporter d 1'organisme, non seule-
ment 1'Bnergie nécessaire d ses diverses activités, mais aussi les maté-
riaux nécessaires d'une part.,d compenser les pertes de substances catabo-

Tisées et éliminées au cours du métabolisme intermédiaire et d'autre part,




d 1'édification de cellules nouvelles. Les protides jouent & cet égard un
réle de premier plan ; cela explique qu'ils ont été pendant longtemps
désignés sous le nom d'aliments plastiques, les glucides et les lipides‘
constituant.les aliments énergétiques. Cette distinction est d'ailleurs
assez théorique, car les protides peuvent parfaitement couvrir une partie
des besoins énergétiques et les glucides et les lipides étre utilisés pour
‘la réparation ou 1'é@laboration de tissds. Toutefois, 1'expérience montre
que, si les uns et les autres peuvent se remplacer dans une trés large
mesure, la suppression compléte de 1'un des nutriments n'est pas compati-
ble avec le fonctionnement normal de 1'organisme. Actuellement, il est
classiquement admis que,dans un régime équilibré de type occidental, les
protéines doivent constituer 12 & 15 % de 1'apport énergétique total, les
glucides 50 & 55 % et les lipides 30 & 35 %. Or, pour un grand nombre de
Frangais, la part des lipides est de 42 % ou méme davantage. Au cours des
dix derniéres années,la consommation de lipides a augmenté d'environ 1,1 %
par an. I1 convient également de noter que cette augmentation porte surtout
sur les lipides riches en acides gras saturés et ce.,au détriment des glu-
cides et surtout des glucides d'adsorption lente alors qu'inversement;1a‘

quantité de glucides d'adsorption rapide s'accroit.

L'appbrt global de lipides est certes un facteur déterminant
dans 1'équilibre de 1a ration alimentaire mais ne déit pas étre seul pris
en compte. La nature des acides gras présents dans les triglycérides des
corps gras de 1'alimentation doit également retenir 1'attention. En 1929,V

les travaux de BURR et BURR (1) ont pour la premiére fois démontré que




d'une part 1'absence totale de lipides dans 1'alimentation de rat entrainait
chez ces animaux un arrét de la croissance, 1'apparition de lésions cutanées
(desquamation, chute des poils, épaississement et nécrose de la queue) ainsi
que des troubles des fonctions de rebroduction et que d'autre part certains
acides gras avaient un effet préventif et curatif sur ces lésions (2). Ces
acides gras dits "essentiels" sont représentés par des acides gras poly-
insaturés tels 1'acide linol&ique [A 9.12 (18:2)] et 1'acide a-linolénique

[A 9.12.15 (18:3)].

L'activité de ces deux acides gras essentiels, considérés
pendant trés longtemps comme des vitamines liposolubles (vitamines F),
est trés différente tout au moins en ce qui concerne leur pouvoir curatif

d'une carence induite expérimentalement chez 1'animal.

Suivant ce critére, le A 9.12.15. (18:3) apparait dix fois moins
efficace que le A 9.12 (18:2) ; de plus, ce dernier est le précurseur du
A 5.8.11.14 (20:4) qui a 1a méme activité que le A 9.12 (18:2) eh tant
qufacide gras essentiel. Compte tenu de ces activités différentes, les
nutritionnistes ont donc surtout focalisé leur attention sur le A 9.12
(18:2) lors de la détermination des standards nutritionnels nécessaires &
la couverture des Besoins. I1 existe d'ailleurs un écart trés important
entre les quantitéds nécessaires pour éviter 1'apparition de sfgnés de ca-
rence et les quantités jugéés pleinement satisfaisantes. L'apport en
A 9.12 (18:2) dait &tre au minimum de 1 % de 1'apport énergétique total,

ce qui correspond chez 1'adulte & environ 3 g par jour. Les quantités




jugées pleinement satisfaisantes sont,par contre,beaucoup plus &levées :
15 3 25 g par jour pour 1'homme adulte, ce qui représente 5 & 8 % de 1'ap-
port énergétique global. Cet apport conseillé s'inscrit dans un objectif
plus large qui vise a diminuer la place actuellement trop importante des
lipides riches en acides gras saturés dans la ration alimentaire journa-
liére en Teur substituant des lipides & teneur &levée en acides gras

polyinsaturés essentiels.

La plupart des recherches centrées sur les acides gras essen-
tiels ont &té axées sur 1'étude des acides gras en n-6, les travaux concer-
nant le rdéle nutritionnel du A 9.12.15 (18:3) et ses homologues supérieurs
sont encore trés fragmentaires. Cet acide gras est certes essentiel puis-
qu'il ne peut pas étre synthétisé par les mammiféres ; mais est-il réelle-
ment indispensable au maintien de 1'organisme en bonne santé ? La réponse
est encore actue]lement difficile & donner. Cette incertitude est lige §
deux types dfobservations : d'une part,au fait que le A 9.12.15 (18:3) peut
restaurer une croissance normale chez le rat dont le régime est carencé en
acides gras essentiels sans toutefois faire disparaitre les autres symtdmes
de caréncé,te]s les dermites et 1finferti1ité et,d'autre part a 1'effet
inhibiteur exercé par cet acide gras sur les conversions de la famille des
acides gras en n-6 (3). (Cette interdépendance métabolique sera développée
ﬁ]térieurement)m La plupart des travaux concernant le métabolisme des
acides gras essentiels (A.G.E.) ont &té réalisds au niveau hépatique. or,
si & ce niveau "1'indispensabilité” de 1'acide a-linolénique est trés contro-

versée, il apparait actuellement que cet acide gras joué un réle important




au cours du développement cérébral. Quel est 1'apport minimal en période
pré- et post-natale pour le jeune animal et pour la mére ? Existe-t-il un
seuil supérieur qu'il est conseillé de ne pas franchir ? Quels sont les
critéres physiologiques permettant d'évaluer ce besoin optimal ? Quel est
le r6le joué par le métabolisme intrahépatique intermédiaire dans 1'apport
d'acides gras polyinsaturés au cerveau ? Les &tapes clé&s de la régulation
du métabolisme des A.G.E. sont-elles les mémes au niveau du tissu cérébral

et du tissu hépatique ?

Nous n'avons pas la prétention, dans ce travail, d'apporter une

réponse définitive d chacune de ces questions, mais simplement de formuler

des hypothéses & la lumiére des résultats présentés.
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A 9.12 (18:2) : Acide gras & 18 atomes de carbone et 2 doubles liaisons.
La premiére étant localisée sur le neuviéme carbone &

partir du groupement carboxyle.

CHy - (CHy), = CH = CH - CHy - CH = CH - (CH,), - COOH
13 12 10 9 1

A 9.12.15 (18:3) : Acide gras & 18 atomes de carbone et 3 doubles liaisons.
La premiére étant localisée sur le neuviéme carbone &
partir du groupement carboxyle.

CH3 - CH2 - CH = CH - CHZ - CH =CH - CH2 - CH = CH - (CH2) - COOH

7
16 15 13 12 10 9 1

Cette nomenclature ne permet pas de définir la famille d'appar-
tenance (n-x), toutefois celle-ci s'obtient aisément en retranchant du nom-

bre de carbonesle numéro de T1a derniére double l1iaison.

- Acide oléique, 18:1 n-9; A9 (18:1) -+ 18 - 9 =9 > famille n-9

- Acide linoléique, 18:2 n-6;A9.12 (18:2) » 18 - 12 = 6 > famille n-6

- Acide o-1inolénique,18:3 n-3; A9.12.15(18:3)>18 - 15 = 3 -~ famille n-3

La nomenclature (A n) sera adoptée pour la désignation de tous

les acides gras.




PREMIERE PARTIE

LES ACIDES GRAS ESSENTIELS

REVUE GENERALE
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A - METABOLISME

Les voies cataboliques des acides gras polyinsaturés sont iden-

-~

tiques @ celles des acides gras saturés. Comparant les vitesses d'oxydation

de trois acides gras marqués au 14

C sur le groupement carboxyle : stéarique
(18:0), oléique [A 9 (18:1)] et linoléique [A 9.12 (18:2)], Mead et coll.

(4) montrent que chez la souris, au bout de six heures, 20 & 30 % des

acides gras ingérés ont été oxydés. L'acide stéarique et 1'acide linoléique
étant d'ailleurs plus rapidement dégradés que 1'acide oléique chez la

souris soumise & un régime iipidoprive. I1 n'y a pas de discrimination entre
acides gras saturés et polyinsaturés au niveau des systémes enzymatiques
mitochondriaux d'oxydation des acides gras. Par contre, les acides gras
polyinsaturés s:iincorporent plus rapidement dans les phospholipides au sein
de structures lipoprotéiques. De ce fait, ils seront plus difficilement mobi-

lisables & des fins énergétiques.

I - VOIES DE SYNTHESE DES ACIDES GRAS POLYINSATURES

Lymen a mis en évidence dans les levures une particule d'environ
200 - 250 R de diamétre, capable de synthétiser 1'acide palmitique. Cette
particule est un complexe enzymatique comprenant 7 enzymes. Un complexe de
méme type a &té préparé i partir de foie de pigeon. Ce complexe doit étre

intact pour étre actif. Ces'particules possédent un groupement thiol central
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qui fixe le malonyleet un groupement thiol périphérique qui fixe 1'acétyle.
Les réactions de combinaison et de réduction prennent place sur la particule
aboutissant & un acylegras & 4 carbones. Ce radical butymyle est transféré
sur le groupement thiol périphérique, une nouvelle molécule de malonyle se
fixe alors sur le groupement thiol central et 1a réaction continue avec
addition de 2 carbones. La chaine se poursuit jusqu'a 1'obtention de 1'aci-

de palmitique (16:0) qui est 1ibéré de la particule.

Que ce soit dans le régne animal ou Te régne végétal, le
palmitate peut subir une &longation pour donner le stéarate (18:0) qui
Tui-méme , sous 1'action d'une A 9 désaturase, conduit & 1'oléate A9 (18:1).
IT peut &galement &tre désaturé en A 9 pour donner le palmitoléate A 9

(16:1).

Les plantes ont la possibilité de désaturer les acides gras en
9-10, 12-13, 15-16, d'ol la synthése du Tinoléate A 9.12 (18:2) et du
linolénate A 9.12.15 (18:3) & partir d'oléate (Figure 1). De trés rares
végétaux, comme les oenothéres,ont la double potentialité de désaturer les

acides gras de part et d'autre de 1a position A 9.

La A 9 est la seule désaturase commune aux deux régnes
(Figure 1bis). Chez les animaux, les désaturations n'existent que du coté
carboxyle d'ol 1'impossibilité de synthése du linoléate et du linolénate

qui sont des acides gras essentiels pour ce régne.
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A9
A9 A6
Procaryotes
Eucaryotes
(siphomycétes)
SPECIALISATION

'VEGETAUX r// ANIMAUX

AlS - Al2 - A9

7

A9 - 86 - A5 - A4

CARNIVORES

A5 - A4
82 - a9 - 46

Survivance
Oenothera

Figure 1(bis)

SCHEMA DE LA PLYLOGENESE W




Chez 1'animal, les voies de biosynthése des acides gras longs
et polyinsaturés & partir des acides gras essentiels ont été trés bien étu-
diGes au niveau du tissu hépatique. Cette synthése se traduit par une alter-
nance de désaturation (introduction d'une Tiaison éthylénique entre celle
préexisténte et le groupement carboxyle) et d'élongation (adjonction d'un
fragment 3 2 carbones). Chaque élongation et désaturation se font du cdté
carboxy]e,(la nouvelle molécule conserve donc toujours le méme nombre de
carbones entre le groupement méthyle et 1a premiére double liaison. Cette
particularité permet de définir différentes familles d'acides gras insaturés
(n-9 ou w9, n-6 ou w6 et n-3 ou w3). Les interconversions d'une famille a
1'autre sont impossibles (5, 4). Deux voies possibles &taient avancées
pour 1'initiation de la synthése des acides gras polyinsaturés de chaque
sérid 3 partir de leur précurseur réciproque [A 9.12 (18:2) et A 9.12.15
(18:3)1 (Figure 2).

Pour certains auteurs (5, 6),1'étape initiale serait 1'élonga-
tion des acides gras essentiels conduisant respectivement 4 1'obtention du
A 11.14 (20:2) et du A 11.14.17 (20:3). Inversement, pour Marcel et coll. (7)
et Mead (8), la voie princinale de biosynthése commence par une désaturation

en A6 du précurseur.

Dans la premiére hypothése, 1'é&tape suivante c'est-d-dire la
désaturation du A 11.14 (20:2) en A 8.11.14 (20:3) et du A 11.14.17 (20:3)
en A 8.11.14.17 (20:4) nécessite 1'activité d'une A8 désaturase. Or des

- @tudes ultérieures plus précises (9, 10) n'ont pas permis de mettre en
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évidence une activité A8 désaturase dans le foie de rat, que ce soit chez
1'animal carencé ou non en lipides et ce "in vivo" ou "in vitro". Cette

observation n'est pas spécifique du foie puisque 1'absence d'activité A8
désaturase a également été mentionnée par Dhopeswarker et coll. (11) dans

le cerveau de rat en développement.

La A6 daésaturation est incontestablement la voie privilégiée
empruntée pour 1'initiation de la biosynthéée des acides gras polyinsaturés,
mais on ne peut exclure la formation d'acides gras plus longs par élongation
d partir soit des précurseurs [A 9.12 (18:2), A 9.12.15 (18:3)], soit des
intermédiaires métaboliques. Cés acides gras ainsi formés ne seraient pas
tous des "impasses métaboliques" puisque certains subiraient une rétro-
conversion (Figure 3). Cette voie de rétroconversion a &té démontrée dans

les microsomes de foie de rat a partir notamment des produits d'élongation

tels :
-~ le A 11.14 (20:2) qui conduit au A 9.12 (18:2) (12)
- le A 11.14.17 (20:3) " A 9.12.15 (18:3) (10)
- le A 10.13.16 (22:3) " A 8.11.14 (20:3) (13)
- le A 7.10.13.16 (22:4) _ u ‘A 5.8.11.14 (20:4) (14)

Mais également & partir des acides gras terminaux de chaque série provenant

d'une A4 désaturation, c'est le cas :

- du A 4.7.10.13.16 (22:5)  qui conduit au A 7.10.13.16. (22:4) (15,16)
- du A 4.7.10.13.16.19 (22:6) " A 7.10.13.16.19 (22:5) (17)
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Les acides gras essentiels ne sont pas les seuls précurseurs
des acides gras longs et polyinsaturés. Sprecher (13) a notamment étudié
"in vitro” les voies d'é@longation désaturation des acides gras saturés tels
1'acide stéarique et 1'acide palmitique mettant ainsi en évidence la pré-
sence de deux autres familles d'acides polyinsaturés : la famille des n-9

et la famille des n-7.

Les différentes voies métaboliques &tudiées "in vitro" sont

représentées pour chaque famille dans les figures 3, 4, 5 et 6.

L'étude plus détaillée des différents systémes enzymatiques et
de leur régulation sera effectuée ultérieurement. Toutefois, 1a lecture de
ces schémas métaboliques nous permettra de présenter les voies principales
et les voies secondaires ainsi que les différentes possibilités de rétro-
conversion annoncées précédemment. I1 faut également remarquer que les
acides gras intermédiaires mentionnés dans ces figures sont retrouvés en
proportionstrés différentes dans les tissus, certains sont méme totalement
absents des extraits lipidiques tissulaires. I1 est donc permis de penser
que certaines voies métaboliques observées "in vitro" n'existent pas

"in vivo".

II - LES SYSTEMES ENZYMATIQUES MIS EN JEU

Dans le foie de rat, qui fut 1'organe le plus étudié quant au
métabolisme des acides gras polyinsaturés, &longation et désaturation sont

associées 3 la fraction microsomale (18, 19).
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L'@longation microsomale 3 partir d'un acide gras activé
(acy1-CoA) requiert la présence de nucléotides réduits (NADH et NADPH),
d'adénosine triphosphate (ATP) et de malonyl-CoA (source d'unité & deux

carbones).

Les études "in vitro" & partir de microsomes de foie de rat
n‘ont pas permis de mettre en &vidence de systéme enzymatique spécifique
d chaque acide gras. Pourtant,récemment,Maeda et coll. (20) émettent 1'hypo-
thése, & partir de culture de cellules de mammiféres, qu'il existerait plus
d'un systéme enzymatique d'élongation des aéides gras. L'élongation du
A 9.12 (18:2) ne se ferait pas par toutes les lignées cellulaires qui sont
aptes & réaliser 1'é@longation du A 6.9.12 (18:3) et du A 9.12.15 (18:3).
Le mécanisme exact des réactions d'@longation des acides gras polyinsaturés

est encore imparfaitement connu "in vivo".

La biosynthése des acides gras saturés a longue chaine i partir
du palmityl-CoA ou du stéaryl-CoA est,par contre,beaucoup mieux connue. Des
études comparatives au niveau des mitochondries de foie, de rein et de cer-
veau (21) ont permis de montrer qu'il n'y avait pas de différence entre
1'allongement du palmity1-CoA et du stéaryl-CoA dans ces différents organes.
Un méme systéme enzymatique est donc impliqué dans 1'allongement des acyl-
CoA & plus de 16 atomes de carbone dans les mitochondries avec,toutefois,un
pourcentage d'allongement plus faible dans les mitochondries de cerveau. La
situation est par contre totalement différente dans les microsomes ; i1 a
été en effet montré que dans ces organites cellulaires, deux systémes enzy-

matiques existaient : 1'un spécifique du palmity1-CoA et 1'autre du
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stéaryl1-CoA. Deux systémes semblent &galement exister dans le foie et le
rein, chacun d'eux étant probablement soumis & une régulation spécifique.
Le systéme d'allongement mitochondrial requiert de 1'acétyl-CoA comme
donneur de carbone, du NADH et du NADPH comme donneursd'hydrogéne. Au con-
traire dans les microsomes, les deux atomes de carbone sont fournis par

Te malony1-CoA et seul,le NADPH est nécessaire.

Les systémes enzymatiques de dasaturation requiérent également
de 1'énergie et des nucléotides réduits (NADPH et/ou NADH). Par différence
avec la précédente étape, les désaturations sont des réactions aérobies
nécessitant donc de 1'oxygéne (22). Quatre systémes enzymatiques ont été

différenciés :

A9 désaturase qui insert une double liaison entre les

carbones 9 et 10 & partir du groupement carboxyle,

A6 désaturase qui insert une double 1iaison entre les

carbones 6 et 7 & partir du groupement carboxyle,

A5 désaturase qui insert une double liaison entre les

carbones 5 et 6 & partir du groupement carboxyle,

A4 désaturase qui insert une double liaison entre les

carbones 4 et 5 & partir du groupement carboxyle.

L'activité de ces systémes a &té mise en évidence 3 partir de
préparation de microsomes de foie de rat (23, 24, 25) et de cultures de

cellules (26, 27, 20).
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De tous ces systémes, c'est Ta A6 désaturase qui a &té la mieux
étudiée. Selon Brenner (25), - Catala et coll. (28), ce systéme serait
constitué de deux sous-unités : 1'une fortement liée au réticulum endoplas-

mique et 1'autre faiblement 1iée et apparentée a une lipoprotéine.

" La désaturation des acides graé n'intervient que sur des acides
gras préalablement activés en acyl-CoA. L'énergie d'activation est en géné-
ral fournie par 1'hydrolyse de 1'ATP ; cependant Brenner (29) a montré que
lTors d'incubations de microsomes de foie de rat, i1 obtenait la conversion
du A 9.12 (18:2) libre en A 6.9.12 (18:3) en présence,certes, de NADH, de
CoA et de Mg++a mais également soit d'ATP, de GTP ou de CTP (Tableau I).

Ces résultats suggérent que, directement ou indirectement, le

GTP et le CTP sbnt capables de fournir 1'énergie nécessaire a la conversion
du A 9.12 (18:2) en A 6.9.12 (18:3). Le systéme de désaturation trés forte-
ment 1ié au réticulum endoplasmique nécessite, outre la présence d'énergie,
d'oxygéne, de NADPH ou NADH, la proximité d'une chaine de transporteurs
d'électrons 1nc1uant une flavoprotéine, un facteur cyano sensible attribué
d une hémoprotéine et le cytochrome bg (29). Un schéma réactionnel d'un
couplage du systéme transporteur d'électrons et de la désaturation du

1inoléy1-CoA a été proposé par Brenner (Figure 7).

L'activité de l1a chaine de transporteurs d'électrons dépend de
1'intégrité de la structure lipoprotéique de l1a membrane du réticulum endo-

plasmique. En effet, Torsque les microsomes ont subi une extraction




TABLEAU I

EFFET DES DIFFERENTS NUCLEOTIDES SUR LA CONVERSION
DU A9.12 (18:2) EN 46.9.12 (18:3)
D'APRES BRENNER (29)

Nucléotide % Conversion
ATP 11,0
GTP 12,9
CTP 10,3
AMP 3,3

T
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acétonique, il y a perte de 1'activité désaturase de ces organites. L'acti-
vité peut &tre retrouvée aprés addition d'un mélange approprié de phospho-

lipides, de triglycérides et d'acides gras libres.

ITI - VITESSES DE CONVERSION

Les études cinétiques ont montré que 1'activation des acides
gras en acyl-CoA dans les microsomes de foie de rat ne représentait pas un
facteur limitant du métabolisme des acides gras polyinsaturés puisque le
taux d'activation d'un acide gras est supérieur 3 la vitesse d'élongation
eu de désaturation de 1'acyl-CoA correspondant. Ce n'est pas non plus
1'incorporation des produits métabolisés dans les différentes classes de
Tipides qui est 1'étape limitante puisque Holman (31) a montré que la
vitesse de transfert des acyl-CoA 1ibérés est identique voire méme supé-

rieure 3 la vitesse d'activation.

Les différentes é&tapes métaboliques empruntées par les acides
gras de la série n-6 ont fait 1'objet d'une étude systématique & partir
d'incubations de microsomes de foie de rat. Dans ce travail, Sprecher (13)
a pu ainsi quantifier chaque étape afin de rendre compte de 1'importance
relative de chacune d'elles dans la régulation de la composition en acides
gras'polyinsaturés du foie. Les résultats obtenus par cet auteur
(Figures 8, 9, 10) permettent de constater que chaque é&tape d'élongation
s‘effectue plus rapidement que 1'étape de désaturation précédente quelle

que soit la famille d'acides gras polyinsaturés considérée.
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L'absence de A 6.9.12 (18:3) dans les lipides hépatiques
s'explique en grande partie par sa rapide transformation en A 8.11.14 (20:3).
Ce dernier peut étre soit transformé en A 10.13.16 (22:3) par élongation,
soit incorporé dans les lipides ou désaturé en A 5.8.11.14 (20:4). "In vivo",
il est impossible d'évaluer 1'intensité de 1'étape d'élongation dans le foie

de rat, puisque lorsque le A 10.13.16 (22:3) est apporté dans 1'alimentation

de 1'animal, i1 est transformé en A 8.11.14 (20:3) par rétroconversion.

L'incorporation du A 8.11.14 (20:3) dans les lipides est égale-
ment trés faible puisque sa teneur dans les phospholipides de foie de rat
n'excéde pas 0,5 % des acides_gras totaux. La voie métabolique préférentielle
empruntée par cet acide gras semble donc.étre la désaturation en A 5.8.11.14
(20:4) qui peut lui-méme étre transformé en A 7.10.13.16 (22:4) puis en
A 4.7.10.13.16 (22:5). Or, bien que la vitesse d'élongation du 20:4 n-6
soit supérieure & celle de la désaturation précédente, le A 5.8.11.14 (20:4)
représente une part trés importante des acides gras polyinsaturés des phos-
pholipides hépatiques alors que le A 7.10.13.16 (22:4) et le A 4.7.10.13.16
(22:5) ne sont présents qu'a faible teneur. Aprés synthése, ces acides gras
ne seraient pas incorporés dans les phospholipides tissulaires mais trans-
formés en A 5.8.11.14 (20:4) par rétroconversion. Cet équilibre entre les
vitesses d'élongation-désaturation et rétroconversion est régulé de fagon
différente suivant les tissus pour une méme famille d'acides gras poly-
insaturés. Par exemple, les lipides des testicules sont riches en
A 4.7.10.13.16 (22:5), le cerveau renferme &galement des taux importants de
A 7.10.13.16 (22:4) et de A 4.7.10.13.16 (22:5). (Une comparaison du métabo-
lisme des acides gras polyinsaturés entre le foie et le cerveau fera

d'ailleurs 1'objet d'une &tude plus détaillée ultérieurement).
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"In vivo" lorsque les rats regoivent un régime &quilibré en
acides gras essentiels, les lipides du foie sont dépourvus d'acides gras
polyinsaturés de la famille de 1'oléate; par contre,dans le cas d'un régime
lipidoprive,on note 1'apparition du A 5.8.11 (20:3). L'étape cl1é du métabo-
lisme des acides gras de la famille des n-9 parait essentiellement liée a
T'activité etd Ta régulation de la A6 désaturase. Les résultats obtenus par
Sprecher (Figure 9) montrent que les activités enzymatiques en aval de la
A6 désaturase sont trés voisines dans les deux séries. Le A 8.11 (20:2)
est désaturé a la méme vitesse que le A 8.11.14 (20:3) ; par contre, le
A 6.9.12 (18:3) est converti en A 8.11.14 (20:3) 1,4 fois plus rapidement
que ne T'est 1e A 6.9 (18:2) en A 8.11 (20:2). Ces études enzymatiques font
également apparaitre une derniére étape possible dans la série n-9 qui con-
duirait & 1a formation de A 7.10.13 (22:3) ; or, "in vivo", cet acide gras
n'est pas présent dans les tissus. Si cet acide gras est réellement synthé-
tisé dans le cas,notamment,de-régimes carencés en acides gras essentiels,il

doit étre transformé rapidement en A 5.8.11 (20:3) par rétroconversion.

Les conversions métaboliques des acides gras de la série n-7
(Figure 10) se caractérisent surtout par une trés faible activité de toutes
les désaturases (A6, A5 et A4) alors que les vitesses d'élongation sont
comparables d& celles des autres séries. Cette trés faible activité des désa-
turases explique en grande partie 1'absence d'acides gras polyinsaturés de

la famille de 1'acide palmitoléique dans les lipides tissulaires.

Ces résultats présentés par Sprecher confirment en partie les

travaux de Mead en 1968 (8). Cet auteur avait observé une augmentation des
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vitesses d'élongation quand 1a longueur de la chaine carbonée diminuait et
quand 1'insaturation du substrat augmentait. Cet effet devenait trés net
lorsque les acides gras atteignaient 20 & 22 atomes de carbone. Des incuba-
tions de microsomes de foie de rat avec du A 9.12 (18:2), du A 9.12.15 (18:3)
ou des esters d'acides gras & 20 atomes de carbone avaient permis &galement
de montrer que 1'activité A6 désaturase augmentait lorsque 1'insaturation

augmentait et diminuait quand le nombre de carbones du substrat diminuait.

IV - REGULATION DES CONVERSIONS METABOLIQUES DES AGPI

Une des grandes difficultés de 1'étude des différentes étapes
mises en jeu dans la synthése des AGPI provient du fait qu'aucun des systé-
mes enzymatiques n'a pu étre\iso]é et que chaque acyl-CoA est un substrat po-
tentiel pour un grand nombre de réactions possibles : incorporation dans les
lipides, désaturation, élongation ou rétroconversion mais encore g-oxydation.
De plus Tes acides gras & 20 atomes de carbone [A 8.11.14 (20:3),

A 5.8.11.14 (20:4), A 5.8.11.14.17 (20:5)] fixés sur les phospholipides
peuvent étre, aprés libération par une phospholipase, utilisés comme précur-
seurs dans la synthése des prostaglandines des différentes séries. Les condi-
tions "in vivo" sont différentes dés conditions "“in vitro". La disponibilité
du substrat,qui est progressivement fourni & la cellule et mis en contact
avec une concentration enzymatique élevée, peut modifier complétement les
effets observés Tors d'expérimentatiors "in vitro" dans lesquelles des concen-
trations élevées de substrat sont mises en contact avec de faibles concen-

trations enzymatiques.
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Pour toutes ces railsons, on ne peut déduire gu'une cinétique

approximative de ces systimes enzymatiques.

Depuis les travaux de Brenner et Peluffo en 1966 (32), 1'exis-
tence de 5 désaturases (A9, A7, A6, A5, A4) communes pour toutes les familles
d'acides gras est admise. Leur activité dépend par contre de nombreux fac-
teurs tels le substrat, la nature et la concentration des autres acides gras
polyinsaturés, 1'environnement nutritionnel, le tissu considéré, 1'espéce
étudiée et enfin le stade de développement de 1'animal. La plus étudiée fut
incontestablement 1a A6-désaturase a partir d'incubations de microsomes de

foie de rat.

L'existence d'un seul systéme enzymatique capable de désaturer
les acides gras en A6 a &té cependant remis en cause par Maedj et coll. en
1978 (20). A partir des résultats obtenus sur des cultures de cellules, ces
auteurs émettent 1'hypothése que les A6 et A5 désaturases impliquées dans la
série linoléate sont différentes des A6 et A5 miées en jeu dans le métabo-

lisme des acides gras de la série linolénate.

1) Influence du substrat, de la nature et de la concentration

des acides gras polyinsaturés

L'affinité de 1'enzyme pour le substrat au niveau de la A6
désaturation dépend essentiellement de 1'insaturation du substrat. L'affini-

-

té pour le A 9.12.15 (18:3) est supérieure & celle pour le A 9.12 (18:2) qui
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est elle-méme plus grande que celle pour le A 9 (18:1). D'aprés Brenner (25),
cette différence d'affinité de 1a A6 désaturase en fonction de 1'insatura-
tion du substrat résulte de 1'intensité des 1iaisons enzyme-substrat qui

croit avec le nombre de doubles 1iaisons.

"In vitro", la A6 désaturation du linoléate par les microsomes
de foie de rat est inhibée par le A 6.9.12 (18:3), le A 8.11.14 (20:3), le
A 5.8.11.14 (20:4), le A 4.7.10.13.16 (22:5) et trés fortement par le
A 4.7.10.13.16.19 (22:6) c'est-d-dire par les homologues supérieurs de la
méme série, mais &galement par les acides gras polyinsaturés terminaux de la

série linolénate.

La rétroinhibition due au A 4.7.10.13.16.19 (22:6) est plus
importante que celle exercée par le A 4.7.10.13.16 (22:5) que ce soit sur

la série linoléate ou la série linolénate (33). -

Inversement, pour de faibles concentrations, Marcel et coll. (7)
observent une induction de la A6 désaturation du linoléate par le A 6.3.12
(18:3), et les acides gras polyinsaturés & 20 ou 22 atomes de carbone. Tou-
jours & faibles concentrations,cet auteur note une trés faible augmentation
de 1'activité A5 désaturation du A 8.11.14 (20:3) par le a 9.12 (18:2), le
A 6.9.12 (18:3) et Te A 11.14 (20:2). L'effet activateur du Ao 9.12 {18:2)
et du A 6.9.12 (18:3) & faible concentration sur la désaturation du
A 8.11.14 (20:3) est probablement une des raisons principales de 1a traés

faible teneur en A 8.11.14 (20:3) des lipides tissulaires.
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Les phases d'élongation ne représentent certes pas, comme nous
1'avons vu, des &tapes limitantes dans la synthése des acides gras poly-
insaturés, mais 1‘activité des élongases n'en est pas moins régulée par les
différents produits formés au sein d'une méme famille. Comme pour les désatu-
rases, le rapport des concentrations des acides gras en présence est détermi-
nant. Pour de faibles concentrations de 1'acide gras compétitif, Marcel et
coll. (7) rapportent une activation de la vitesse d'é@longation du substrat
alors qu'a haute concentration,ces auteurs observent une inhibition compéti-
tive. La nature de 1'acide gras intervient également, puisque les deux pre-
miers métabolites de 1'acide linoléique c'est-d-dire le A 6.9.12 (18:3) et
le A 11.14 (20:2) ont des effets inverses & faible concentration sur les

réactions d'élongation des acides gras de la série n-6.

2) Influence de 1'apport alimentaire

Une étude trés détaillée des effets de 1'état nutritionnel et
de 1'état hormonal du rat sur le métabolisme des acides gras essentiels a
8té réalisée par Brenner et coll. (34) au niveau-des microsomes de foie

(Figure 11).

Ces auteurs ont notamment montré que 1'apport de protéines ou
d'amino-acides dans la ration alimentaire stimulait 1'activité de la A6

désaturase mais aussi,d un degré moindre,celle de 1a A5 désaturase. Par

contre,les protides semblent n'avoir aucun effet sur les étapes d'élongation.
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Le glucose et les produits intermédiaires du métabolisme gluci-
dique induisent par contre une inhibition de-1'activité A6 désaturase et ce,

indépendamment des médiateurs hormonaux (35, 36).

Un régime carencé en acides gras essentiels stimule 1'activiteé

A6 désaturase, alors que ce méme régime est sans effet sur la A5 désaturase.

La suppiémentation d'un régime avec des acides gras essentiels
conduit & une augmentation des acides gras polyinsaturés résultant de la
conversion des composés initiaux. L'addition du A 9.12 (18:2) provoque une
accumulation du A 5.8.11.14 (20:4) et du A 4.7.10.13.16 (22:5) alors que
1'apport du A 9.12.15 (18:3) éléve les taux des A 5.8.11.14.17 (20:5),

A 7.10.13.16.19 (22:5) et A 4.7.10.13.16.19 (22:6). L'amplitude des varia-

tions dépend du tissu considéré.

Holman (3) a étudié les effets d'un accroissement du Tinolénate
dans le régime sur le métabolisme du Tinoléate et vice-versa. Le linolénate
est un inhibiteur beaucoup plus efficace que le linoléate. Pour quantifier
ces diverses inhibitions, les auteurs ont calculé le taux d'acide gras né-

cessaire dans le régime pour réduire de 50 % les vitesses de conversion.

Conversion réduite de 50 % Inhibition % _calorique
A9(18:]) ey A5.8.11(20:3) A9.12.15(18:3) 0,2
A9(18:]) ey A5.8.11(20:3) A9.12(18:2) 0,6
A9(18:1) ey A5.8.11(20:3) A5.8.11.14(20:4) 0,25
A9.12(18:2) emmmmemed A7.10.13.16.19(22:5) A9(18:1) 70
A9.12.(18:2) wmmemwy A7.10.13.16.19(22:5) A9.12.15(18:3) 0,1
A5.8.11.14(20:4) —y A7.10.13.16.19(22:5) A9.12.15(18:3) 0,6

£9.12.15(18:3) ——3 £4.7.10.13.16.19(22:6) A9.12(18:2) 3,2
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Le jeline diminue certes 1'activité A6 désaturase ; toutefois
elle est trés faiblement restaurée aprés apport de glucose. Cette observa-
tion semble en contradiction avec 1'effet inhibiteur du glucose mentionné
précédemment. Selon Brenner (25), la stimulation de la A6 désaturase par
la réalimentation glucidique aprés un jeline serait directement liée a des

variations du taux d'insuline plasmatique.

En effet, 1'activation de la A6 désaturase par 1'insuline a été
confirmée par Brenner (34) en culture cellulaire et par Mercuri et coll.
(37, 38) dans le diabéte induit par 1'alloxane. Inversement, le glucagon,
1'adrénaline et la thyroxine inhibent cette désaturase (34, 39, 40). La
régulation hormonale de la A6 désaturase semble s'effectuer par le biais de
1'AMP cyclique. Par contre, aucune action hormonale ne parait s'exercer sur
la A5 désaturase. Enfin,la gestation stimule 1'activité A6 désaturase des
microsomes de foie de rat trés probablement 13 aussi par régulation hormo-

nale (41).

3) Influence de 1'espéce animale

Chez Tes crustacés et les mollusques, le taux de A 5.8.11.14.17
(20:5) est généralement plus élevé que le taux de A 4.7.10.13.16.19 (22:6),
c'est le cas notamment du crabe, de 1fhu1tre. Chez la crevette, au contraire,
c'est le A 7.10.13.16.19 (22:5) qui est prépondérant. Pour cette derniére,

les acides gras polyinsaturés de la série n-3 sont plus efficaces pour
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obtenir une croissance optimale que les acides gras de la série n-6. Toute-
fois, aucune des études ne permet de fixer le besoin en A 9.12.15 (18:3)

chez les crustacés et les mollusques.

De fagon globale, les lipides des poissons d'eau douce contien-
nent plus d'acides gras de la série n-6 que ceux des poissons de mer ;
toutefois, la plupart des poissons renferment des taux élevés de

A 5.8.11.14.17 (20:5) et surtout de A 4.7.10.13.16.19 (22:6).

Le besoin en acides gras essentiels a &té étudié chez de nombreux
poissons, mais c'est surtout la truite arc-en-ciel qui a fait 1'objet du plus
grand nombre de travaux. Pour ce poisson, les acides gras de la série linolé-
nate sont indispensables pour obtenir une croissance optimale, les acides
gras de la série linoléate n'ont que peu d'effet (42). De plus,les acides
gras polyinsaturés & longue chaine comme le A 4.7.10.13.16.19 (22:6) sont

plus efficaces que le A 9.12.15 (18:3).lui-méme.

Chez les animaux & sang chaud, le A 4.7.10.13.16.19 (22:6) est
le plus représentatif des acides gras de la famille n-3 et i1 est généra-
lement concentré dans la phosphatidyléthanolamine et 1a phosphatidyl-
sérine des lipides tissulaires. Le taux de cet acide gras reste toutefois
assez faible dans les lipides des animaux & sang chaud et ne dépasse géné-
ralement pas 5 % des acides gras totaux des phospholipides tissulaires,
excepté pour les mammiféres marins et les oiseaux dont 1'alimentation est
riche en poissons. Les acides gras polyinsaturés des mammiféres sont donc

essentiellement représentés par la famille n-6 et notamment par le

A 5.8.11.14 (20:4).




Une étude comparative de 1'aptitude des différentes expéces a
former du A 5.8.11.14 (20:4) & partir du A 9.12 (18:2) administré "per os"
a montré que la capacité du foie de rat était quatre fois plus grande que

celle du foie de cobaye, de lapin ou de singe (43).

Les félins sont incapables de désaturer le A 9.12 (18:2) et le
A 9.12.15 (18:3); i1 ne semble pas exister, chez eux, de A6 désaturase.
D'autre part, 1'élongation du linolénate apparait possible alors que pour
le linoléate cette voie n'existerait pas (44). Certains auteurs mettent

également en doute 1'existence d'une A5 désaturase chez le chat (45).

Les grands herbivores ont,dans le foie et les muscles,des taux
importants de A 7.10.13.16.19 (22:5) par rapport au A 4.7.10.13.16.19 (22:6)
suggérant une faible activité de la A4 désaturase ; inversement,les petits

herbivores accumulent des taux importants de A 4.7.10.13.16.19 (22:6) (46).

- IT faut tout de méme noter que certains organes ou organites

renferment de fortes teneurs en A 4.7.10.13.16.19 (22:6). Les exemples les

plus connus sont le cerveau, la rétine, les spermatozoides et les testicules.
Chei e poulet, le A 4.7.10.13.16.19 (22:6) est 1'acide gras majeur des
phospholipides du cerveau. Dans la phosphatidyléthanolamine et-la phosphatidyl-
sérine des membranes synaptiques du rat, le A 4.7.10.13.16.19 (22:6) repré-
sente respectivement 30 et 37 % des acides gras totaux. Au niveau des mito-

chondries de cerveau de rat, la teneur en cet acide gras s'accroit avec

- 1'age et i1 devient 1'acide gras polyinsaturé majeur & 90 jours. La

phosphatidyléthanolamine (PE) du cortex cérébral humain s'enrichit en
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A 4.7.10.13.16.19 (22:6) avec 1'age ; cet acide gras représente alors

environ 34 % des acides gras totaux de la PE & 1'age de 80 ans (47).

La rétine est particuliérement riche en A 4.7.10.13.16.19 (22:6)
et ce,chez de nombreuses espéces animales (chien, porc, mouton, boeuf,
lapin et homme) : 22 & 23 % des acides gras totaux de la PE sont représen-

tés par cet acide gras.
Un autre organe dans lequel le taux de n-3 est élevé est repré-

senté par le testicule. Chez 1'homme, le A 4.7.10.13.16.19 (22:6) est 1'aci-

de gras polyinsaturé majeur des phospholipides de ce tissu.

4) Influence de 1'dge

Stroue et Pascaud (48) ont étudié 1'activité A6 désaturase de
microsomes de foie et de cerveau de rat chez des animaux agés de 4 3
30 jours. Pendant toute cette période, 1'activité enzymatique dans le foie
est constante, par contre dans le cerveau,ils observent une trés forte acti-
vité & 4 jours qui décroit trés rapidement jusqu'a 1'dge de 11 jours. Une
&tude similaire a été réalisée par Cook en 1978 (49) sur des homogénats de
cerveau et de foie de rat. I1 a examiné 1'activité de deux systémes enzyma-
tiques : la A6 désaturation du A 9.12 (18:2) et du A 9.12.15 (18:3) et la
A5 désaturation du A 8.11.14 (20:3). Cette &tude a &té réalisée chez les
animaux en période périnatale c'est-a-dire du 18éme jour de gestation au

30éme jour aprés la naissance. Une trés forte activité spécifique de la
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/6 désaturase a &té observée pendant le stade foetal jusqu'au 4&me jour
aprés la naissance. Ensuite cette activité diminue trés rapidement pour

| se stabiliser & de trés faibles valeurs chez 1'adulte. L'activité spécifique
de la /% désaturase par contre, ne subit pas de variations importantes pen-

dant 1a période considérée.

Si 1'on rapporte cette activité spécifique de 1a A6 désaturase
a 1‘hohogénat total du cerveau, la capacité totale de 1'homogénat pour la
désaturation atteint un maximum entre le 4éme et le 20éme joursaprés la
naissance. Cette période correspond & une rapide croissance cérébrale. Par
opposition, la capacité totale de 1'homogénat de foie pour la désaturation
est voisine de celle du cerveau jusqu'a 1'dge de 8 jours. Elle double au
sevrage et augmente ensuite trés rapidement pour atteindre 60 a 100 fois
celle du cerveau. Les études réalisées sur des préparations microsomales
de foie et de cerveau de rats agés de 45 jours montrent que 1'activité A6
désaturase du foie est sept fois plus grande que celle du cerveau alors

qu'en période néonatale les résultats sont inversés.

Chez les mammiféres, le vieillissement s'accompagne d'une réduc-
tion du taux dfacides gras polyinsaturés dans de nombreux tissus. Chez Te
cobaye, dgé de 3 ans, le taux d'acides gras polyinsaturés a 22 atomes de
carbone représente les trois quarts de la valeur observée & 4 mois (50).

La teneur en AGPI de la série n-6 au niveau de la myéline et des phospholi-
pides de la substance blanche atteint un maximum entre 4 et 12 mois chez
1fHommé alors qu'e]]é ne représente plus que les deux tiers de la teneur

initiale & 1'dge de 70 ans. Par contre les phospholipides de la substance

grise s'enrichissent en acides gras de la série n-3 avec 1'dge (47).
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V - COMPARAISON DU METABOLISME DES AGPI ENTRE LE FOIE ET LE CERVEAU

Le tissu cérébral est trés riche en acides gras pofyinsaturés
avec notamment un taux élevé de A 4.7.10.13.16.19 (22:6) essentiellement
localisé dans 1a‘phosphatidy]éthanolamine. Chez le rat,plus de 50 % des
AGPI ont &té accumulés pendant les premiers stades de son développement
(51). La composition en AGPI du cerveau de mammiféres est remarquablement
constante et difficilement modifiée par la nature du régime. De plus, elle
est beaucoup plus résistante aux carences alimentaires en acides gras
essentiels que les autres tissus (52, 53). A 1'inverse, la composition
en AGPI du foie est trés sensible & la nature et au taux des acides gras

essentiels du régime (46).

Les voies de biosynthése des acides gras polyinsaturés dans le
cerveau n'ont pas été &tudiées de fagon si précise et si systématique dans
le foie. I1 apparait,toutefois,que le cerveau soit capable d'élaborer des
acides gras polyinsaturés & longues chaines & partir du A 9.12 (18:2) et
du A 9.12.15 (18:3). Dhopeshwarkar et coll. (54, 55),aprés administration
par voie orale dfacides]ino]éique et linolénique [1-14C],constatent que ces
acides gras ont &té respectivement transformés en A 5.8.11.14 (20:4) et'

A 4.7.10.13.16.19 (22:6) dans le cerveau. Selon ces auteurs, le cerveau
capterait directement les précurseurs [A 9.12 (18:2) et A 9.12.15 (18:3)]

dans 1a circulation sanguine.

La non nécessité du métabolisme hépatique intermédiaire a été

mise en évidence par ces mémes .auteurs aprés administration intracrdnienne
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de Tinoléate et linolénate radioactifs (56). Ils montrent en effet que le
cerveau posséde tout 1'équipement enzymatique nécessaire 3 la synthése

d'acides gras polyinsaturés & partir des acides gras essentiels.

Chez le rat en voie de développement, Cohen et Bernsohn (57)
ont montré que les différents types cellulaires (neurones, astrocytes,
oligoendrocytes) possédaient tous les systémes enzymatiques nécessaires

d 1'élongation et Ta désaturation du linolénate.

La my&line,par contre,ne peut pas synthétiser les AGPI dont
elle a besoin, elle les incorpore tels-quels. Comme nous 1'avons mentionné
pour le foie, Dhopeshwarkar et Subramanian (58) ont &galement signalé

1'absence d'activité A8 désaturase au niveau du cerveau.

Des possibilités de rétroconversion des AGPI semblent également
exister au niveau du cerveau. Elles n'ont é&té mentionnées que pour les pro-
duits d'élongation des acides gras essentiels c'est-d~dire pour le

A11.14 (20:2) et le A 11.14.17 (20:3) (58).

Les travaux de Sprecher (13) sur 1és microsomes de foie avaient
permis de mettre en évidence une trés faible activité de 1a A4 désaturase
par rapport aux autres systémes enzymatiques de désaturation dans cet orga-
ne. Par contre,les taux élevés de A 4.7.10.13.16 (22:5) et surtout de
A 4.7.10.13.16.19 (22:6) dans le cerveau laissent supposer une activité
A4 désaturase importante dans cet organe. Les résultats que nous présente-

rons dans ce mémoire renforcent cette hypothése.
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La nature des acides gras polyinsaturnés captés par Le cerveau
ainsi que Leur mode de transdert a travers La bawiire hématoencéphalique

nestent encore this confus a L'heurne actuelle.

Théoriquement, i1 existe trois sources possibles d'acides

gras polyinsaturés pour le cerveau :

=

- Les AGPI synthétisés "in situ" & partir des précurseurs

[A 9.12 (18:2) - A 9.12.15 (18:3)1.

- Les AGPI synthétisés dans d'autres tissus et transportés

au cerveau.

- Les AGPI présents dans 1'alimentation.

Bien que le cerveau posséde 1'équipement enzymatique pour syn-
thétiser tous les acides gras polyinsaturés nécessaires pour couvrir ses
besoins, Sinclair et Crawford (51, 59) suggérent que le cerveau capte
essentiellement les acides gras polyinsaturés a longue chaine (20 &

22 atomes de carbone).

Ceci expliquerait peut-étre également le fait que les taux
dfacides linolé&ique et linolénique soient trés faibles dans les lipides

cérébraux en comparaison des lipides hépatiques.
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VI - LA A6 DESATURASE, MODELE PROPOSE PAR BRENNER

L'existence d'une double 1iaison entre les carbones 9 et 10,
et 1'introduction d'une autre double liaison en position 6 - 7 sont des
caractéristiques communes aux acides oléique, linoléique et dr]ino]énique.
De plus, le fait que le pourcentage de désaturation augmente avec le nom-
bre de doubles liaisons (Tableau II) a conduit 1'auteur & considérer que
la position 9 - 10 de 1a double 1iaison, la longeur de chaine hydrocarbonée
et Tes autres doubles liaisons en position 12 - 13 et 15 - 16 sont des
paramétres reconnus par la A6 désaturase. Dans le modéle proposé, Brenner
Suppose d'une part que la A6 désaturase est identique pour toutes les
familles d'acides gras insaturés (oléique, iino]éique, a~linolénique) et
d'autre part que 1'enzyme posséde une structure capable de reconnaitre et
de fixer les doubles liaisons de la chaine hydrocarbonée de telle facon que
les carbones 6 et 7 se placent face au "site de désaturation" de 1'enzyme.
De plus, le site de désaturation doit &tre étroitement 1ié& &4 1a chaine de
transporteurs d'électrons du réticulum endoplasmique puisque nous avons vu’
précédemment que la proximité de cette derniére était indispensable i
1factivité A6 désaturase. La présentation de ce modéle impose enfin que la
présence des doubles liaisons 12 - 13 et 15 - 16 augménte 1*affinité
énzyme-substrat permettant ainsi d'expliquer les résultats obtenus "in vitro"
quant aux vitesses de désaturation en fonction du nombre de doubles Tiaisons

[A 9.12.15 (18:3) > A 9.12 (18:2) > A 9 (18:1)].

Le premier mod&le proposé par Brenner (Figure 12) a &té examiné

non seulement pour 1'acide linoléique et 1'acide a-linolénique, mais
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TABLEAU 11

DESATURATION OXYDATIVE DES ACIDES GRAS CIS ET TRANS

(selon BRENNER)

Acides gras

16:0
18:0
cis 18:1 n-9
"trans 18:1 n-9
cis 18:2 n-6
all trans 18:2 n-6

cis 18:3 n-3

Position de la nouvelle % Conversion
double liaison
9 -10 50,0
9-10 32,1
6 -7 6,0
- a
6 -7 13,7
- 0
6 -7 " 39,7

Les mesures sont effectuées d partir de microsomes de foie de rat incubés
20 mn avec 10 nmoles d'acide gras 1 l4c,

\ U,
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également pour la plupart des homologues supérieurs de ces deux séries tels
le 48.11.14 (20:3), le A 4.7.10.13.16 (22:5) et le A 4.7.10.13.16.19 (22:6).
Dans les travaux précédemment rapportés, nous avons vu que ces acides gras
longs et polyinsaturés inhibaient la A6 désaturase. Or le modéle proposé

est en accord avec ces résultats puisqu’'ils recouvrent tout ou partie du

site de désaturation.

Dans le second modéle proposé par Brenner (Figure 13) c'est la
double liaison 1a plus proche du graupement carboxyle qui est reconnue par
le site de désaturation. Cette position correspondant d'ailleurs aux car-
bones 9 et 10 de 1'acide oléique. La structure du second modéle implique
obligatoirement que ce soit e méme systéme enzymatique qui désature tous
les acides gras polyinsaturés.d 18, 20 et 22 atomes de carbone, or ceci.
n‘a jamais &té montré. De plus, le fait que 1'acide linoléique diminue le
taux de désaturation du A 8.11.14 (20:3) n'apporte pas d'é@léments complé-
mentaires dans le choix de 1'un ou 1'autre des modéles. De méme, le fait
que d'une part, le A 4.7.10.13.16 (22:5) inhibe la désaturation de 1'acide
linoléique et que d'autre part, le A 4.7.10.13.16.19 (22:6) soit un inhibi-
teur plus puissant que le A 4.7.10.13.16 (22:5) de la désaturation de 1'aci-
de a-linolénique ne permet pés plus dfargumenter en faveur de 1'une ou

1'autre des hypothéses.

Par contre, le premier modéle (Figure 12) présente un avantage
certain pour interpréter le comportement métabolique des acides gras trans.
D'aprés le schéma proposé, que la double liaison 9 - 10 de 1'acide gras ait

une configuration cis ou trans elle peut &tre liée au site de fixation.
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Dans le cas d'une configuration cis, la liaison 6 - 7 se trouve 3 proximité
du site de désaturation et 1'acide gras peut donc étre désaturé en A6, par
contre,dans le cas d'une configuration trans la liaison 6 - 7 est trop

éloignée du site de désaturation. I1 est ainsi possible d'expliquer :

- que 1'acide &laidique [A 9 trans (18:1)] soit trés

difficilement désaturable ;

- que les acides A 9 trans - 12 trans et 9 trans 12 cis (18:2)

ne soient pas désaturés en A6 alors que le A 9 cis

12 trans puisse 1'étre.

La structure attribuée & Ta A6 désaturase permet également de
prévoir que les acides gras saturés n'auront probablement que peu ou pas

d'effet sur cette activité enzymatique.

A 1'heure actuelle, ce modéle qui n'a pas &té& infirmé reste
encore valable, toutefois i1 n'apporte aucune précision sur 1'identité

de la structure lipoprotéinique probable de ce ou ces complexes enzymatiques.
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B - FONCTIONS DES ACIDES GRAS ESSENTIELS

I - MEMBRANES BIOLOGIQUES ET ACIDES GRAS POLYINSATURES

Comme nous 1'avons déja vu, les lipides n'ont pas seulement un
réle énergétique, ce sont‘des éléments permanents de la structure cellulaire :
constituants de 1fenve]oppe cellulaire (membrane cytoplasmique) ou de 1'enve-
loppe dforganites subcellulaires (mitochondries, réticulum endoplasmique,
etc...). A cdté des lipides neutres, cholestérol et esters de cholestérol, on
y trouve surtout des lipides complexes polaires : les glycérophospholipides

et les sphingolipides.

L'utilisation de différentes phospholipases a permis de montrer
qué la position 2 des glycérophospholipides est préférentiellement occupée

par des acides gras polyinsaturés a longue chaine.

Ljarrangement respectif de ces molécules Tipidiques et des
protéines dans les membranes a donné lieu a de nombreuses hypothéses basées
essentiellement sur les propriétés physi;ochimiques des molécules consti-
tuantes. Ces membranes portent des activités enzymatiques différentes et ont
aussi pour role essentiel de filtrer sélectivement les ions ou les métabo-

lites entre le milieu intérieur et le milieu extérieur.
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Les propriétés physicochimiques des phospholipides sont & la
base d'un modéle membranaire é&laboré i1 y a environ 30 ans. Dans ce modéle,
1'essentiel de la structure membranaire se présente sous la forme d'un feuil-
let bimoléculaire dans lequel les chaines d'acides gras constituent le milieu
interne hydrophobe pouvant fixer le cholestérol et ses esters, et ot les
tétes polaires de chaque phospholipide sont dirigées vers le milieu aqueux
a 1'intérieur et 3 1'extérieur de la membrane. Ces tétes polaires peuvent
s'associer par des liaisons ioniques aux protéines situées de part et d'autre
de ce feuillet (modéle de Danielli et Davson). Mais un tel modéle ne rend pas
compte des propriétés de perméabilité de 1a membrane & des molécules hydro-
philes par exemple ; il ne tient pas compte non plus de 1'existence de ré-
gions particuliérement hydrophobés, c'est-d-dire ayant une certaine affinité
pour les chaines dfacides gras. On a donc &té amené & envisager une structure
un peu différente, en mosalque comportant, outre un feuillet bimoléculaire,
un assez grand nombre de zones dans lesqueilles les protéines sont beaucoup
plus engagées a 1fintérieur du feuillet, pouvant ainsi constituer des com-
'plexes lipoprotéiques fonctionnels responsables des phénoménes de transport

(Figure 14 a et b).

De plus, un fe] modéle met 1'accent sur la fluidité de ces mem-
branes qui, au lieu dfétre figées, sont dans un état d'équilibre thermo-
dynamique tel que toute perturbation physique ou chimique peut entrainer
une redistribution des constituants. Des corrélations entre transport actif
des solutés et structures des lipides ont pu étre établies. Le passage des

lipides de 1'état désordonné & 1'état ordonné se traduit par une agrégation




Figure 14 a

Le modéle en mosaTque : fluide de Sihger. On y a figuré les
protéines globulaires et les lipides avec leur téte polaire
(cercle blanc) et leurs chaines hydrophobes.

6 e
- + S
T - - 7 ey
- Figure 14 b N

Coupe transversale schématique représentant le modéle en mosaique
Tipoprotéique d'une structure membranaire. (S.J. Singer et

Garth L. Nico]sbn, The fluid mosaTc model of the structure of
cell membranes, Science, p. 722-723).
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protéique plus ou moins prononcée suivant 1a nature des acides gras insatu-
rés. Des transitions conformationnelles ordre-désordre, associées aux chai-
nes hydrocarbonges lipidiques et induites par la température sont mises en
évidence dans les membranes par diffraction des rayons X et microcalorimétrie
différentielle. Les caractéristiques et 1a complexité de ces transitions dé-

pend de la nature des acides gras insaturés.

Le renouvellement des acides gras polyinsaturés des membranes

cellulaires peut s'effectuer par trois mécanismes distincts :

- Synthése "de novo" & partir des AGE : cette synthése a lieu
essentiellement dans Te réticulum endopIasmique. Les phospho-
lipides ainsi synthétisés sont exportés vers les autres struc-
tures subcellulaires, soit par 1'intermédiaire de protéines de
transport, soit par diffusion latérale 3 travers les systémes

membranaires.

- Remodelage des phospholipides qui intéresse soit la téte polaire,
soit 1a chaine hydrocarbonée. La premiére voie implique des
mécanismes de trans-méthy]ﬁtion (interconversion PE-PC), de
décarboxylation (PS » PE) ou d'échanges de base (éthanolamine,
sérine). Le second mécanisme encore dénommé cycle déacylation-
réacylation implique trois systémes enzymatiques : phospholipase
Al ou A2, acyl-CoA synthétase, acyl-CoA, lysophospholipidet.acyl-
transférase. Ce second mécanisme est localisé sur le versant
interne des membranes du réticulum endoplasmiqué et des mito-

chondries.




- Echange avec les lipoprotéines plasmatiques : les phospholipides
ainsi captés sont transportés sur le versant interne par un

mécanisme de {Lip-4Lop.

Tous ces mécanismes sont impliqués dans la régulation des
fonctions memb anaires : libération des acides gras précurseurs des prosta-
glandines et des thromboxanes, modulation des fonctions membranaires par
1'intermédiaire de variations de 1'@tat physique : fluidité, ségrégation de

phase et enfin maintien de 1'asymétrie de 1a bicouche.

La nature et le taux d'insaturation des acides gras membranaires
sont des facteurs déterminants pour assurer une fonction correcte de la cel-

lule en maintenant une fluidité optimale de la membrane.

Haefner et Privett (60) ont rapporté que,d'une maniére générale,
le niveau de transfert des ions, mesuré par le gonflement des mitochondries

de foie, est inférieur chez des animaux carencés en acides gras essentiels.

Aprés isolement de T1écithines d'oeufs, de foies de poissors, de
foies de rats carencés ou non en acides gras essentiels, Moore et coll. (61)
réalisent des vésicules phospholipidiques dant ils étudient le comportement.
Dans les conditions utilisé@es, les particules phospholipidiques s'ordonnent
spontanément en sphéres concentriques formées dfune bicouche de phospholi-

pidés semblable & celle des membranes biologiques. A 25° C,]és "membranes”

de 1écithine des rats carencés sont plus perméables aux ions Nat que celles
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obtenues & partir d'animaux dont le régime est équilibré. Chez ces derniers,
la répartition des acides gras des phospholipides est respectivement de
43,6 % pour les acides en n-6 et 2,3 % pour la famille n-3 contre 4,5 % et

-

1 % dans les lécithines obtenues & partir d'animaux carencés.

Pour Seiler et Masselbach (62), la baisse du taux des acides
grés en n-6 et 1'élévation des n-9 en relation avec une carence en acides
gras essentiels induisent.une diminution de la perméabilité membranaire aux
jons calcium. Cette observation a &té réalisée sur des vésicules sarcoplas-
miques extraites d partir de musclesde ratsrecevant une alimentation caren-

cée ou non en acides gras essentiels de la série n-6.

IT - SYNTHESE DES PROSTAGLANDINES

Le role fondamental des acides gras essentiels [A 9.12 (18:2)
et A 9.12.15 (18:3)] dans la synthése des prostaglandines a été parfaitement
démontré par les travaux de Van Dorp et coll. (63) et de Bergstrom et coll.

(64).

1) Classification des prostaglandines (PG)

Toutes les prostaglandines dérivent d'un acide gras théorique
d 20 atomes de carbone possédant un cycle pentagonal et deux chaines ali-

phatiques latérales.
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Les PG se différencient entre elles d'une part par le cycle
pentagonal permettant ainsi de définir six classes de PG : A, B, C, D, E, F
et d'autre part par la nature des chaines latérales qui permet d'individua-

liser trois familles de prostaglandines (séries 1, 2 et 3).

Le & 8.11.14 (20:3) est le précurseur des composés de la
série 1, le A 5.8.11.14 (20:4) de la série 2 et 1e A 5.8.11.14.17 (20:5)
de 1a série 3. La famille des acides gras en n-6 renferme donc les précur-
seurs des prostaglandines de série 1 et 2 alors que la famille des n-3

induit la synthése des composés de la série 3.

Récemment, de nouvelles prostaglandines : les prostacyclines
(PGI) et des composés dérivant des prostaglandines ont é&té mis en évidence :

les thromboxanes (TX).

2) Biosynthése des prostaglandines (Figure 15)

Les PG sont synthétisées dans de trés nombreux organes et
tissus et donc généralement utilisées sur place par la cellule oi elles

sont synthétisées,ou par les cellules voisines.

Les acides gras précurseurs & 20 atomes de carbone ne sont pas
sous forme libre, mais incorporés en position 2 dans les phospholipides

membranaires d'ol ils doivent &tre 1ibérés. Deux mécanismes peuvent étre

envisagés :
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a) Hydrolyse de la liaison ester en position 2 par une
phospholipase A2 conduisant & la libération de 1'acide

gras et d'un lysophospholipide.

b) Par action d'une phospholipase C, il y auraft,dans un
premier temps,formation d'un diglycéride qui,par action
ultérieure d'une lipase,libérerait 1'acide gras fixé en

position 2 et un monoglycéride.

Sous 1'action d'un complexe enzymatique 1ié & 1a membrane,
appelé PG~-synthétase, le A 5.8.11.14 (20:4) par exemple, va fixer deux
malécules d'oxygéne (activité cyclo-oxygénase) pour former un endoperoxyde
en 9, 11 et un hydroperoxyde en 15. La cyclisation entre les carbones 8 et
12 aboutit & l1a perte de deux doubles liaisons (A8, 9 et All, 12). On

obtient alors la 15-hydroperoxy-prostaglandine-R2 ou PGG?.

Aprés réduction de la fonction 15-hydroperoxyde sous 1'action
de la PG synthétase (activité peroxydase) et du glutathion, "in vitro"

tout au moins, on obtient la prostaglandine R2 ou PGHz.

Les destinées de la PGHy sont multiples (Figure 15) :
- une réductase tissulaire peut transformer PGHp en PGF2,,
- une isomérase tissulaire donne PGE,,

- une isomérase sérique peut conduire & la formation de PGDs.
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Nous venons de voir 1a synthése de la PGEp et autres, a partir
du A 5.8.11.14 (20:4), les mécanismes sont semblables dans le cas de la
PGE1 et autres, a partir du A 8.11.14 (20:3) et de la PGE3 et autres, a
partir du A 5.8.11.14.17 (20:5).

Dans certains tissus (rein, par exemple), la PGE2 peut se
transformer en PGA2 par perte d'une molécule d'eau. La PGA2 s'isomérise en
un composé instable PGC2 s'isomérisant lui-méme trés rapidement en PGB2
(Figure 16). Ces deux derniers composés n'ont d'ailleurs aucun rdle physio-

logique.

La synthése de PGI2 d partir de PGH2 se fait par 1'intermédiaire
de la prostacycline-synthétase trés active notamment dans 1'endothélium des

veines et des artéres. *- -

PGHZ PGI synthétase

PGIo

La synthése du thromboxane s'effectue également & partir d'une
thromboxane-synthétase trés active dans les plaquettes sanguines, le poumon,

les polynucléaires et la rate.
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I1 ne semble pas exister de spécificité du complexe enzymatique
(PG synthétase) pour les différents précurseurs. La prédominance des PG de
la série 2 est 1iée au fait que le A 5.8.11.14 (20:4) est quantitativement
le plus important. Si 1'on considére que d'une part, Te taux de
A 5.8.11.14.17 (20:5) est faible dans les phospholipides membranaires et
que d'autre part, cet acide semble un substrat peu recherché par la
PG-synthétase, on peut expliquer le fait que la série 3 soit mineure.!iUne
exception a cependant &té signalée, i1 s'agit des Esquimaux du Groenland
chez qui cette série 3 devient prépondérante du moins en ce qui concerne
Te thromboxane A3 et 1a prostacycline PGI;. Ce phénoméne peut s'expliquer
par-une alimentation tré&s riche en poisson dont les lipides renferment des

teneurs &levées en A 5.8.11.14.17 (20:5).

Par ses études sur la teneur en prostaglandines de la médullo-
surrénale du lapin normal ou carencé en AGE, Van Dorp (65) montre que la

-

carence en AGE est associée d une diminution du taux de prostaglandines.

Cette diminution semble trés probablement 1iée & une chute du taux de

précurseurs disponibles.
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3) Activités biologiques des prostaglandines

Compte tenu d'une part,de la trés grande diversité des travaux
effectués dans ce domaine et d'autre part,des variations d'activité selon
les espéces, ou les tissus pour une méme espéce, i1 est encore trés diffi-
cile i3 1'heure actuelle de classer avec précision les différentes proprié-

tés biologiques des prostaglandines.

I1 semble toutefois que 1'on puisse admettre que les PG agissent
généra]eﬁent par le biais de 1'AMP cyclique en modulant le niveau d'activité
de 1'adényl-cyclase et de 1'ATPase. L‘effet pouvant étre activateur (66) ou
inhibiteur (67). De ce fait, on peut ainsi les considérer comme des modula-

teurs de 1'action de diverses hormones dont le médiateur est ce méme AMPc.

Les PG interviennent dans de trés nombreuses fonctions

physiologiques :

. 1'homéostase,

. la reproduction,

. la digestion,

. 1a lipolyse dans le tissu adipeux,

. la respiration,

. 1'inflammation aigué ou chronique,

. 1'hypertension,

. 1a neurotransmission adrénergique.

Cette liste n'étant pas exhaustive, nous nous limiterons &

lfétude de quelques fonctions.
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Durant le cycle menstruel, la secrétion des prostaglandines
stimulerait les contractions myométrales favorisant la dégénérescence et la
desquamation de 1'endométrium. Pendant 1'accouchement, 1esiprostag1andines
jouent un réle important dans le déclenchement du travail en favorisant les

contractions utérines.

Aprés perfusion de PGE1 chez 1'Homme pendant 10 minutes,
Bergstrom et coll. (68) observent une chute des pressions systolique et

diastolique et une accélération du rythme cakdiaque.

On peut admettre globalement que les composés du groupe E sont
vasodilatateurs alors que les composés de la série F seraient,pour la plu-
part.,vasoconstricteurs (ceci n'est toutefois pas confirmé pour toutes les

espéces).

Le thromboxane Az,puissant vasoconstricteur, est un puissant
inducteur de 1'agrégation plaquettaire, tandis que la prostacycline 12 a

une action vasodilatatrice et inhibe 1'agrégation plaquettaire.

PGIZ
‘£a~\) Inhibition

AMP¢ —_— )
‘,aff;' Agrégation
TXAp 7@
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Les PGE ont des effets importants sur la neurotransmission
adrénergique. Au niveau présynaptique, les PGE semblent presque toujours
jnhibitrices, avec réduction de la 1ibération de noradrénaline. Au niveau
postsynapfique, 1'effet peut étre soit stimulant, soit inhibiteur selon le

tissu considéré.

II1 - MODIFICATIONS DE LA REPARTITION DES AGPI PENDANT LA GESTATION

ET LA LACTATION

1) Réle du placenta dans le transport des AGPI

Le foetus comme 1'adulte est incapable de synthétiser des acides
graS longs et polyinsaturés sans apport exogéne d'acides gras essentiels.
L'intensité du métabolisme lipidique placentaire d'une part.,et la nature des
échanges entre le sang maternel et le sang du cordon d'autre part,sont dé-

terminants dans 1'apport nutritionnel d'acides gras au foetus.

Globalement, la gestation sfaccompagne d'une élévation du taux
de lipides plasmatiques chez 1a mére, cette lipidémie maternelle é&tant tou-
jours supérieure 3 celle de 1fenfant. Par contre, la répartition des acides
gras polyinsaturés est différente de part et d'autre de la barriére placen-

taire. Le plasma foetal de nombreuses espéces se caractérise par des taux
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plus élevés d'acides gras pol&insaturés,;tel le A 5.8.11.14 (20:4), que
le plasma maternel. Inversement Ta teneur en A 9.12 (18:2) est deux fois

plus grande dans le sang maternel (Figure 17) (69).

L'augmentation de 1a concentration en acides gras polyéniques
dérivant du A 9.12.(18:2) et du A 9.12.15 (18:3) dans le sang foetal peut
étre soit la manifestation d'une captation sélective des acides gras poly-
insatukés d partir de la circulation maternelle et de leur transport dans
la circulation foetale soit le résultat d'une stimulation des processus

d'é]ongation-désaturation dans le placenta ou le foetus.

Une plus grande vitesse de transfert placentaire du
A 5.8.11.14 (20:4) par rapport au A 9.12 (18:2) a été mise en évidence
chez le rat (70).

Au cours de 1'étude des complexes enzymatiques de désaturation
des acides gras eséentiels, nous avons mentionné les travaux de Cook (49)
mettant en évidence une trés forte activité A6 désaturase en période pré-
natale chez le rat. L'activité spécifique de la A5 désaturase,par contre,

ne semblait subir aucune variation importante pendant cette méme période.

Selon Zimmerman et coll. (71), le placenta humain semble étre

trés dépendant du taux de A 5.8.11.14 (20:4) maternel.




Figure 17
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2) Influence du taux et de la nature des acides gras

du régime alimentaire maternel

La nature et le taux des acides gras essentiels apportés a la
mére pendant les périodes de gestation et de lactation n'ont que peu ou pas
d'incidence sur le poids des organes, la teneur en triglycérides ou en
phospholipides des différents tissus du raton. Les modifications les plus
importantes sont observées au niveau de la répartition des acides gras dans
les phospholipides. Globalement on peut considérer qu'un régime carencé en
AGE induit, au niveau des phospholipides tissulaires, une augmentation
d'acide oléique [A 9 (18:1)1, une chute des acides gras polyinsaturés en
n-6 et n-3 et une accumulation de A 5.8.11 (20:3). Chez les rats recevant
une a]%mentation carencée en AGE, le A 5.8.11 (20:3) peut représenter jus-
qu'a 20 % des acides gras totaux des phospholipides hépatiques. La corréla-
tion entre 1'apparition de A 5.8.11 (20:3) et les états de carence en acides
gras essentiels, a conduit Holman (72) & proposer le rapport triéne
[A5.8.11 (20:3}}/tétraéne [A 5.8.11.14 (20:4)] des lipides tissu]aireé comme
index de déficience en acides gras essentiels. Ce rapport doit étre inférieur
ou égal & 0,4. Sun et coll. (73) ont montré que ces modifications de réparti-
tion des acides gras aprés un régime carencé en AGE étaient réversibles
lorsqu'une alimentation équilibrée &tait de nouveau apportée aux animaux.
Toutefois, le retour & la normale dépend de 1'dge mais également de la frac-
tion phospholipidique considérée. Dans 1‘expérimentation de Sun et coll.,
la demi-vie des acides gras en n-9 est respectivement de 3 et 10 jours dans

les microsomes et les synaptosomes de cerveau de souris en cours de
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développement. Par contre, chez 1'adulte, i1 faudra respectivement 10 et

22 jours pour que la moitié du A 5.8.11 (20:3) présent disparaisse dans

les mémes fractions subcellulaires du cerveau. La vitesse de disparition

de cet acide gras dépend également de la classe de phospholipides : le

A 5.8.11 (20:3) présent dans le phosphatidyl-inositol aprés un régime caren-
cé en AGE disparait plus rapidement que dans les autres phospholipides aprés

réalimentation.

IV - MODIFICATIONS DE LA REPARYKITION DES ACIDES GRAS ESSENTIELS

AU COURS DE L'ALIMENTATION PARENTERALE

Chez des enfants soumis & une alimentation parentérale lipi-
doprive, se développent trés rapidement les signes cliniqges et biochimiques
d'une carence en acides gras essentiels (74, 75). Compte tenu des faibles
réserves du tissu adipeux de.]fenfant en acides gras essentiels, 1'appari-
tion d'une rapidé carence en AGE lors d'une alimentation dépourvue de
lipides est inévitable. On pourrait par contre penser qué 1'apport d'émul-
sions 1ipidiqués riches en A 9.12 (18:2) corrige ces troubles. Or, nous
avons montré au cours de travaux antérieurs que 1'administration parenté-
rale dfému]sions 1ipidiques riches en A 9.12 (18:2) induisait une chute des
acides gras polyinsaturés [A 5.8.11.14 (20:4) et A 4.7.10.13.16.19 (22:6)]
au niveau tissulaire chez le mini-porc (76, 77, 78). Cette chute des AGPI
n'était en aucune facon 1iée & un défjcit d'apport global en A 9.12 (18:2)/
puisque le taux de cet acide gras augmentait dans les lipides tissulaires.
Les résultats obtenus seront exposés et commenté@s dans la seconde partie

de ce mémoire.
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Ces observations ne sont pas spécifiques 3 1'espéce animale
.utilisée dans ces expérimentations puisque Friedman et Frolich (79) ont
confirmé ces résultats chez 1'enfant recevant de 1'Intralipid par voie
intraveineuse (Figure 18). Cette diminution du taux de A 5.8.11.14 (20:4)
est corrélée avec une chute de 1'excrétion urinaire des catabolftes des
prostaglandines des séries 1 et 2. Le taux d'excrétion de ces catabolites,
aprés administration d'Intralipid,est identique aux taux trouvés chez les

enfants recevant une alimentation lipidoprive.

Les applications cutanées d'esters de A 9.12 (18:2) et de
A 5.8.11.14 (20:4) ou d'huile de tournesol réduisent les pertes d'eau épi-
dermique'chez le rat carencé et corrigent les perturbations lipidiques de
la peau chez 1'Homme (80). Friedman et coll. (81) ont montré que 1'applica-
tion cutanée dfhui]e de tournesol chez des nouveaux-nés carencés en AGE
restaurait l1a répartition des AGPI dans les phospholipides et augmentait

la biosynthése de prostaglandine E (Tableau III, Figure 19).

Cette thérapeutique hasé@e sur 1'application cutanée d'huile
riche en AGE reste toutefois trés controversée et de plus, il est quasi

impossible de définir le taux exact d'absorption dermique de A 9.12 (18:2).
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COMPOSITION EN ACIDES GRAS DES PHOSPHOLIPIDES CHEZ LES ENFANTS RECEVANT

DE L'INTRALIPID ET CHEZ LES ENFANTS TEMOINS (D'APRES FRIEDMAN ET FROLICH)
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REPARTITION DES ACIDES GRAS DANS LES PHOSPHOLIPIDES PLASMATIQUES
CHEZ LES PATIENTS DEFICIENTS EN A.G.E. APRES SUPPLEMENTATION
PAR RAPPORT AUX SUJETS TEMOINS

PATIENTS
ACIDES GRAS

dég%g%zﬁts supplgggﬁiation Témoins
16:0 33,0 + 0,4 30,9 + 3,2 33,6 + 5,4
16:1 7,1 i‘o,z‘ 6,2 + 0,4 0,8 + 0,4
18:0 9,3+ 1,8 11,9 + 2,3 11,8 + 3,2
18:1 n-9 27,9 + 0,4 12,8 + 1,0 15,4 + 4,9
18:2 n-6 2,8 + 1,9 12,5 + 3,5 12,6 + 3,8
20:3 n-9 11,4 + 0,9 0,1+ 0,1 N D
20:3 n-6 N D3 2,2 + 1,7 2,8 + 0,7
20:4 n-6 4,2 + 2,2 16,0 + 1,1 14,6 + 4,2
H.F.A.4 4,0 + 0,4 2,7 + 0,4 6,4 + 2,5

3 - Taux non détectable

4 - Acides gras 1ohgs avec un nombre de carbone > 20
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COMPARAISON DE L'EXCRETION URINAIRE DE PG E-M
ENTRE LES ENFANTS DEFICIENTS EN A.G.E.
APRES SUPPLEMENTATION ET LES ENFANTS TEMOINS
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C - LES SYNDROMES DE CARENCE EN A.G.E.

L'absence d'AGE dans 1'alimentation est associée & 1'apparition
de troubles spécifiques d'une carence en acides gras essentiels. Elle se
manifeste notamment par une diminution de 1a croissance, des dermatites,
une diminution de la pigmentation de la peau et une baisse du tonus muscu-
laire. Elle se traduit également par des altérations physiologiques comme
les perturbations de la fonction de reproduction, une augmentation du méta-
bolisme de base, une augmentation de la perméabilité cutanée, un déséquili-
bre de 1a balance hydrique et enfin des modifications de 1'é1ectrocardio—

gramme.

I - LA CROISSANCE

L'absence des lipides dans la ration alimentaire est incompati-
ble avec une croissance normale chez le rat. C'est Burr and Burr (1) en 1929
qui décrivent pour la premiére fois des retards de croissance de 20 3 30 %
chez les femelles et 30 & 50 % chez les mdles pour des rats soumis & un

régime lipidoprive dés le sevrage (Figure 20).

Tous les acides gras n'ont pas la méme efficacité pour assurer
une croissance normale. Mohrhauer et Holman (52) montrent que 1'arachidonate

-

assure une croissance supérieure d celle obtenue avec le linoléate qui est
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OBSERVATIONS DE BURR ET BURR (1) SUR LA CROISSANCE
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elle-méme supérieure & celle induite par le linolénate (Figure 21). Dans
cette expérimentation, 1'apport optimal en AGE est estimé & 1,5 % des

calories totales.

L'estimation des besoins basés sur le seul critére de la
croissance est trés critiquable. Or, méme & ce niveau, les valeurs proposées
ne sont pas les mémes. Selon Pudelkewicz et coll. (82), pour obtenir une
croissance optimale chez le rat, 1'apport doit étre de 1,3 % des calories
totales pour le linoléate chez les mdles et 0,5 % chez les femelles. Quant
au linolénate, le besoin serait de 0,5 % de 1'énergie totale pour les deux

sexes.

Le rat ne fut pas la seule espéce animale utilisée dans la
définition des besoins en AGE. Le poulet fit également 1'objet de nombreux
travaux. I1 a &té montré (83) que les graisses renfermant des AGPI é&taient
indispensables & la croissance des volailles ; un:niveau d'apport de 3 %

en poids d'huile de ma7s est jugé satisfaisant.

IT - MANIFESTATIONS CUTANEES

Les altérations cutanées décrites par Burr and Burr (1, 2),
chez le rat carencé en AGE, se caractérisent par une chute des poils et
une nécrose de la queue. La longueur de la portion de queue atteinte par

la nécrose était d'ailleurs utilisée par ces auteurs comme indice de la
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déficience en AGE. Toutefois,1'intensité de ces manifestations dermiques
chez 1'animal dépend du degré hygrométrique dans 1'enceinte ol sont placés
les animaux.\Jorgensen (84) constate une diminution de la pigmentation de la
peau chez les rats carencés ; un apport de linoléate restaure la pigmenta-

tion.

Hansen et coll. (85) ont observé qu'un apport calorique de 1 %
ou plus en A 9.12 (18:2) suffisait chez 1'enfant & faire disparaitre les
atteintes cutanées qui se caractérisaient par une peau séche et fine qui

desquamait trés facilement.

IIT - FONCTION DE REPRODUCTION

Dés 1930, Burr et Burr (2) avaient dé&ja mentionné de profondes
perturbations de la fonction de reproduction des rats carencés en lipides.
On observe notamment un temps de gestation plus long, des hémorragies lors
devla parturition et un nombre &levé de ratons morts-nés (86, 87). De plus,

les survivants atteighent difficilement 1'adge du sevrage.

Les perturbations observées au cours de la parturition chez
les femelles carencées en AGE pourraient en partie s'expliquer par une
diminution du taux de prostaglandines 1iée & la chute du taux des AGPI

précurseurs.
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IV - AUTRES EFFETS

1) Métabolisme de base

Une carence en AGE se traduit par une augmentation du mé&tabo-

lisme de base d'environ 30 & 50 % par rapport.d l1a normale (88).

2) Effets neurophysiologiques

Des relations entre la teneur en acides gras essentiels de
1'alimentation et les activités neurophysiologiques du systéme nerveux
central ont été décrites. Une carence en AGE pourrait perturber certaines

capacités d'apprentissage chez 1'animal.

Galli et coll. (89) soumettent des souris pendant 1a derniére
semaine de gestation & des régimes différant par le taux d'acides gras
essentiels. Lorsque les auteurs comparent les facultés d'apprentissage
chez les jeunes souris, ils constatent que les performances des souris
nées de méres soumises & un régime carencé en AGE sont nettement plus
faibles que celles observées chez les animaux dont les méres avaient recgu

de 1'huile de mafs.
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CONCLUSION

Les voies de synthése des acides gras longs et polyinsaturés a
partir des acides gras essentiels ont &té surtout mises en évidence au ni-
veau des microsomes hépatiques. Les activités des différents systémes enzy-
matiques mis en jeu ont fait 1'objet de trés nombreuses études "in vitro",
par contre, les analyses lipidiques tissulaires nous permettent de penser
que certaines voies métaboliques observées d partir des préparations de‘
microsomes n'existent pas "in vivo". La difficulté majeure dans ce domaine
provient du fait qu'aucun des systémes enzymatiques n'a pu étre isolé et
que chaque acyl-CoA est un substrat potentiel pour un grand nombre de
réactions possibles. I1 semble toutefois bien &tabli que les différentes
désaturases mises en jeu soient communes pour toutes les familles d'acides
gras et que Teurs activités dépendent de nombreux facteurs tels Te substrat,
la nature et la concentration des autres acides gras polyinsaturés, 1'envi-
ronnement nutritionnel, le tissu considéré, 1'espéce étudiée et enfin le

stade de développement de 1'animal.

De trés nombreux points restent encore obscurs tant au point
de vue qualitatif qufau niveau quantitatif. Le cerveau a é&té incontestable-
ment Iforgane le moins bien &tudié et bien qufi] semble posséder tout
1féquipement enzymatique nécessaire & la synthése des acides gras poly-
insaturés, les avis sont trés partagés quant & la nature des substrats cap-

tés par le cerveau ainsi que le mode de transfert 3 travers la barriére
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hématoencéphalique. Les premiers travaux,réalisés au niveau de cet organe,
ont toutefois permis de reconsidéfer le réle et 1'importance des acides gras
de 1a série n-3. En effet, pour beaucoup de nutritionnistes, seul le lino-
léate était réellement indispensable. Les estimations du besoin en

A 9.12 (18:2) chez 1'Homme ont &té fix&es approximativement & 1 % des calo-
ries totales (environ 2,5 & 3 g). Cette valeur est basée sur 1és observa-
tions cliniques, les ingestas caloriques et Tes taux sériques de diénes,
triénes’et tétraénes (90). I1 semble pourtant que 1 % soit le minimum requis
et que 4 % des calories totales {9 & 11 g de A 9.12 (18:2)] représentent.

la limite supérieure.

L'Amenican Academy of Pediatrnics (91) a recommandé que les laits
maternisés devaient contenir un minimum de 3,3 g de lipides pour 100 kcal
et 300 mg de A 9.12 (18:2) pour 100 kcal (approximativement 2,7 % des calo-
pjégufbtalés) pour que le rapport lipides/glucides soit adéquat. Cet orga-
nisme considére qu'un apport supérieur en A 9.12 (18:2) ne fait qu'induire
la formation de produits de peroxydation et augmenter le besoin en vitamine
'E. Toutefois la limite supérieure n'est pas fixée. Le comité rappelle seule-
ment que,dans le lait maternel, le taux de A 9.12 (18:2) est compris entre
8 et 10 % des acides gras totaux. Quant au A 9.12.15 (18:3), aucune indica-
tion nfa été fournie pour estimer son besoin. Dans le lait maternel, cet
acide gras représente entre 0,5 et 0,8 % des acides gras totaux. Bien que
son apport minimal ne soit pas fixé, il semble & 1'heure actuelle de plus
en plus évident que les acides gras de la série n-3 jouent un rdle métabo-

=

lique non négligeable chez les animaux 3 sang chaud. I1 est connu que le
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1inolénate peut restaurer une croissance normale chez le rat dont le régime
est carencé en AGE sans toutefois faire disparaitre les autres symptdomes de

carence telles les atteintes cutanées et les troubles de reproduction.

Des électrorétinogrammes ont été enregistrés chez des rats
recevant pendant 40 jours soit un régime lipidoprive, soit ce méme régime
supplémenté avec 2 % d'éthyle oléate, d'éthyle 1inoléate ou d'éthyle 1ino-
1énate. Chez les rats recevant le linoléate, on obtient une réponse de plus
grande amplitude que chez les "animaux oléate ou lipidoprive" mais c'est
chez ceux recevant le linolénate que 1'on obtient les plus grandes amplitudes

comparés a tous les autres (92).

La démonstration 1a plus évidente du réle important des n-3 chez
les mammiféres est certainement celle qui a &té donnée par Lamptey et Walker
(93). Ces auteurs nourrissent des rats pendant deux générations avec des
régimes semi-synthétiques contenant soit 10 % d'huile de tournesol (pauvre
en A-9.12.15 (18:3), environ 300 mg/kg de régime), soit 10 % d'huile de soja
(haute teneur en A 9.12.15 (18:3), environ 8 400 mg/kg de régime). Les diffé-
rents régimes n'ont pas d'effet sur la consommation de nourriture, la crois-
sance, la taille du cerveau et 1a distribution des phospholipides dans le
cerveau. Cependant chez les miles de 1a seconde géﬁération, ces auteurs ob-

servent des modifications de 1'activité physique en liaison avec le régime.

L'observation 1a plus intéressante est certainement le fait que
les animaux nourris avec un régime riche en A 9.12.15 (18:3) font de meil-

leures performances dans les tests de discrimination en Y que les rats
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recevant un régime pauvre en cet acide gras. Pour les trois premiers jours
consécutifs de tests, les deux groupes de rats font des performances &quiva-
lentes mais pendant les quatre jours suivants; les rats & haut taux de

A 9.12.15 (18:3) augmentent le pourcentage de réponses correctes alors que
les animaux 3 faible taux de A 9.12.15 (18:3) ne progressent pas. Dans les
phospholipides du cerveau des rats & faible taux de A 9.12.15 (18:3), le
taux de A 4.7.10.13.16.19 (22:6) n'est plus que de 10 & 20 % du taux des
animaux "contrdles". Les auteurs notent que les modifications des phé&noménes
de mémorisation ne sont peut-étre pas uniquement 1iés & des modifications
~de la composition en acides gras du cerveau mais peut-étre aussi au fait
que la fonction "visuelle" peut également étre modifiée par changement de

la composition Tipidique de Ta rétine qui n'a pas été &tudiée dans cette

expérience.

Si 1'apport minimal en AGE est une notion importante pour le
nutritionniste, i1 ne faut pas sous-estimer la notion d'apport maximal. En
effet, la viteése de peroxydation des acides gras semble trés dépendante
du taux d'insaturation des acides gras donc,par conséquent,de 1'apport
alimentaire (94). La peroxydation des acides gras polyinsaturés membranaires
pourrait entre autre étre & 1'origine des corps denses, pigmentés, observés
sur des coupes de cellules nerveuses depuis prés d'un siécle. La formation
de ces pigments dénommés L{pofuscines serait 1iée a 1'dge et plus particu-
Tiérement & 1f&ge physiologique des animaux qui dépend, lui, directement des
conditions de vie (équilibre alimentaire, activité physique, stress

divers, etc...).
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Nom commun Nomenclature systématique Abréviation

Ac. laurique Ac. dodécanoique 12:0

Ac. myristique Ac. tétradécanoique 14:0

Ac. palmitique Ac. hexadécanoique 16:0

Ac. palmitoléique Ac. A9 hexadécénoique 16:1 nf7

Ac. stéarique - Ac. octadécanoique 18:0

Ac. oléique Ac. A9 octadécénoique 18:1 n-9

‘Ac. linoléique Ac. A9-12 octadécadiénoique 18:2 n-6

Ac. a~linolénique Ac. A9-12-15 octadécatriénoique 18:3 n-3

Ac. $-1inolénique Ac. A6-9-12 octadécatriénoique 18:3 n-6

Ac. arachidique Ac. eicosanoique 20:0

Ac. eicosénoique Ac. All eicosénoique 20:1 n-9

Ac. ei;osatriénoique Ac. A5-8-11 eicosatriénoique 20:3 n-9

Ac. di-homo]ino]éhique Ac. A8-11-14 eicosatriénoique 20:3 n-6

Ac. arachidonique Ac. A5-8-11-14 eicosatétraénoique 20:4 n-6

Ac. eicosapentaénoique | Ac. A5-8-11-14-17 eicosabentaénoique 20:5 n-3

Ac. béhénique Ac. docosanoique 22:0

Ac. érucique Ac. Al3 docosénoique 22:1 n-9

Ac. docosatétraénoique | Ac. A7-10-13-16 docosatétraénoique 22:4 n-6

Ac. docosapentaénoique | Ac. A4-7-10-13-16 docosapentaénoique 22:5 n-6
Ac. A7-10-13-16-19 docosapentaénoique 22:5 n-3

Ac. docosahexaénoique } Ac. A4-7-10-13-16-19 docosahexaénoique | 22:6 n-3

Ac. lignocérique Ac. tétracosanoique 24:0

Ac. nérvonique Ac. Al5 tétracosénoique 24:1 n-9
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DEUXIEME PARTIE

TRAVAUX PERSONNELS

——




INTRODUCTION

L'alimentation parentérale exclusive n'est certes pas la voie
idéale d'apport pour couvrir les dépenses énergétiques de 1'organisme, mais
i1 existe des cas pathologiques ol elle reste la seule voie possible. Dans
le cas de réalimentation & long terme, les lipides sont indispensables pour
assurer des apports énergétiques importants sous un faible volume ; de plus,
de par la richesse de ces émulsions en A 9.12 (18:2), e1les devraient>cou-
vrir les besoins en acides gras essentiels. Nous avons, dans ce but, testé
différentes émulsions lipidiques artificielles chez le mini-porc. Les ca-
rences en acides gras essentiels obtenues chez ces animaux ne sont pas
liées & 1'espéce puisque des résultats analogues ont été obtenus chez Tes
nourrissons soumis & ce type d'alimentation or, chez ces trés jeunes en-
fants, le développement cérébral n'est pas terminé. Quelle est 1'incidence
d*'une carence en acides gras essentiels sur le développement cérébral ?

Nos connaissances dans ce domaine sont trés restreintes. Les études concer-
nant Tes besoins en acides gras essentiels de ce tissu en voie de dévelop-

pement sont trés fragmentaires.

I1 nous a semblé que ces problémes nutritionnels &taient primor-
diaux et qu'ils devraient étre éclaircis afin de "repenser” la composition

1fpfdiqué jdéale d'une émulsion artificielle.
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La plupart des recherches centrées sur les acides gras essentiels
ont donc &té axées sur 1'étude des acides gras én n-6, les travaux concernant
le rdle nutritionnel du A 9.12.15 (18:3) sont souvent contradictoires. Cet
acide gras est certes essentiel puisqu'il n'est pas synth&tisé chez les
mammiféres, mais‘est-il réellement indispensable au maintien de 1'organisme
en bonne santé ? Cette incertitude est 1iée & deux types d'observations :
d'une part,au fait que le A 9.12.15 (18:3) peut restaurer une croissance nor-
male chez le rat dont le régime est carencé en acides gras essentiels sans
toutefois faire disparaitre les autres symptdmes de carence et d'autre part,
3 1'effet inhibiteur exercé par le 18:3 n-3 sur les conversions de la famille
des n-6. La plupart des travaux concernant le métabolisme des acides gras
essentiels ont été réalisés au niveau hépatique or,si & ce niveau
"1'indispensabilité” de 1'acide linolénique est trés controversée, il appa-
rait actuellement que cet acide gras joue un rdle important au cours du

développement cérébral.

Quel est 1'apport minimal requis en périodes pré- et post-natales
pour le jeune animal et pour la mére ? Existe-t-il un seuil supérieur qu'il
est conseillé de ne pas franchir ? Quels sont les critéres physiologiques
permettant dféva1uer ce besoin optimal ? Quel est le rdle joué par le méta-
bolisme intrahépatique intermédiaire dans 1'apport d'acides gras polyinsaturés
au cerveau ? Les étapes clés de 1a régulation du métabolisme des acides gras
essentiels sont-elles les mémes au niveau du tissu cérébral et du tissu

hépatique ?
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Ce sont tous ces problémes nutritionnels qui nous préoccupent
tout particuliérement. Sans avoir la prétention d'apporter une réponse a
. toutes ces questions, nous pouvons toutefois, & la Tumiére des résultats
obtenus, confirmer 1'importance du A 9.12.15 (18:3) alimentaire sur la
composition en acides gras polyinsaturés (AGPI) du tissu nerveux et définir
un taux maximal d'apport a partir duquel la répartition des AGPI est cons-
tante. Les études au niveau sérique nous permettent également d'apprécier
1'importance du métabolisme intrahépatique intermédiaire dans 1'apport en
AGPI au cerveau. Couplées & des tests physiologiques, ces études analytiques
nous permettrons une meilleure approche dans l1a définition des besoins
qualitatifs et quantitatifs en acides gras essentiels du cerveau en voie de

développement.
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ETUDE METABOLIQUE DE TROIS EMULSIONS LIPIDIQUES UTILISEES
DANS L'ALIMENTATION PARENTERALE.

I. EXPLORATION 1IN VIVO CHEZ LE MINIPORC

A. NOUVELOT, P. DEWAILLY, J.C. FRUCHART, J. JAILLARD et

G. SEZILLE

Nutrition and Metabolism, 19 : 307-317 (1975)
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Les émulsions lipidiques sont largement utilisées dans 1'alimen-
tation parentérale de par leur caractére hautement énergétique et ont fait
1'objet de nombreux travaux menés chez 1'homme et chez 1'animal afin d'en
étudier la tolérance et 1'efficacité (1 - 6). Ainsi, des accidents de sur-
charge graisseuse et des troubles hématologiques divers ont été décrits au

cours de leur utilisation, jetant un doute sur leur parfaite inocuité (1).

Du fait de 1'induction fréquente d'une stéatose, notamment hépa-
tique, i1 nous est apparu importapt dfexaminer le devenir métabolique de
telles émulsions dans lforganisme. Pour ce faire, nous avons tout d'abord
déterminé les modifications de la composition lipidique de différents tissus,
chez le miniporc, lors de l'administration'pendant 14 jours de trois types

différents d'émulsion.

MATERIEL ET METHODES

PROTOCOLE EXPERIMENTAL

L'expérimentation a été effectuée sur 10 animaux de méme souche
(Institut de Zootechnie et de Génétique animale de GGttingen, RFA), pesant
une vingtaine de kilogrammes. Les émulsions ont &té administrées en perfu-
sions quotidiennés échelonnées sur 8 h., grace a un cathéter placé a demeure
dans la veine jugulaire externe. Nous avons utilisé, 1'Intralipid & 20 %

(Vitrum) chez 3 animaux, le Lipiphysan a 10 % (Egic) chez 2 animaux et le

Trive 1000 (Egic) chez 3 animaux.
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Ces émulsions se caractérisent essentiellement par la nature
de 1'huile et de 1a 1écithine qui les composent (Tableau I) et par la pré-
sence d'acides aminés (Trive 1000) ; les compositions en acides gras des
huiles de coton et de soja sont cependant similaires et se définissent res-
pectivement par les acides gras suivants : palmitique (22 et 10 %), oléique
(31 et 29 %), linoléique (45 et 51 %), linolénique (0 et 7 %), divers
(2 et 3 %) ; on remarque, en particulier, les fortes teneurs en acide lino-

léique.

Dans le but de standardiser les trois expérimentations sur la
base d'un apport parentéral complet de 2000 kcal/24 h. comportant 3-4 g de
triglycérides (TG)/kg/24 h.,nous avons utilisé diffékentes combinaisons
(Tableau II). Les apports de trophysan glucosé sont destinés a équilibrer
les concentrations en acides aminés et en sorbito]l des trois types de peffu-
sat qui ont, d'autre part, été supplémentés en minéraux de fagon d réaliser
des apports quotidiens de 68 mEq de sodium et 26 mEq de potassium ; 2 ml
d'hydroéo] polyvitaminé Roche ont enfin &té ajout@s aux 3 perfusats soit :
Vit A (5000 UI), Do (1000 UI), E (70 mg), By (2 mg), B> (1,5 mg), Bs (4 mg),
Bg (2 mg), PP (10 mg), C (50 mg). Tous les animaux ont &té perfusés pendant
14 jours & 1'exception d'un recevant du Lipiphysan, mort aprés une semaine
de traitement. Deux animaux ont servi de témoins recevant pendant la méme
période 1 500 ml1 de sérum glucosé & 5 % (300 kcal), le complément de

1 700 kcal é&tant fourni par voie orale sous forme de granulés standard.

Au cours des expérimentations et juste avant la mise en place
des perfusions, des prélévements sanguins ont &té effectués pour 1'analyse

de divers constituants.




- 109 -

METHODES D'ANALYSE

16 h. aprés 1'arrét de 15 derniére perfusion, les animaux ont
&té sacrifiés afin de prélever le foie,yle coeur, le poumon, la rate et le
rein. Des fragments frais de poids connu de ces différents tissus ont é&té
immédiatement hbmogénéisés dans le solvant d'extraction de Folch et al. (7) ;
aprés purification par partage de phase, les extraits lipidiques chloroformi-
ques ont &té conservés 3 - 20° C en présence d'un antioxydant jusqu'a leur

utilisation.

Sur une fraction aliquote d'extrait, on a procédé au dosage des
glycérides totaux par une méthode semi-automatique adaptée & 1‘autoana1yseur
Technicon AA2 (8) et au dosage des phospholipides totaux par une méthode
colorimétrique (9). Les coefficients de variation de ces deux techniques se

situent respectivement & 1,8 et 1 %.

Les TG dfune autre fraction dfextrait‘ont, d'autre part, été
isolé&s par chromatographie sur couche mince de gel de silice G (Merck) avec,
pouf solvant de développement un mélange éther de pétrole:éther éthylique:
acide acétiqué (90:10:1, v/v/v). La séparation des classes majeures de phos-
pholipides (phosphatidyl-&thanolamine [PE] et phosphatidyl-choline [PC]) a
&té effectuée de la méme fagon, en atmosphére contrdlée en humidité, a 1'aide
d'un mélange chloroforme-méthanol-NHq0H 7 N (115:45:7,5, v/v/v). Aprés mi-
gration, les différentes fractions 1ipidiques ont été révélées sous rayonne-
ment ultraviolet aprés pulvérisation d'une solution méthanolique a 0,1 g/1
de rhodamine 6 G et identifises par rapport d des étalons de référence. Aprés

-

grattage des taches, les 1ipides adsorbés sur le gel ont été soumis 3 une
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transestérification en présence de méthanol et d'acide sulfurique pendant

2 h. @ 70° C (10). Les esters méthyliques d'acides gras ainsi obtenus et
extraits par 1'heptane ont été purifiés par chromatographie sur couche mince
de gel de silice G (11). Aprés élution, les extraits contenant ces esters

ont été concentrés et analysés par chromatographie en phase gazeuse & 180° C
sur colonne de DEGS & 10 % sur chromosorb W/AW (colonne d'acier inoxydable

de 3 m de Tongueur et 2 mm de diamétre interne). Pour cette étude comparative,
seuls les acides gras constitutifs majeurs des différentes fracﬁions ont été
retenus pour le calcul des pourcentages ; ils ont été identifiés par rapport

d des &talons de référence. I1 s'agit des acides myristique (14:0), palmitique
(16:0), palmitoléique (16:1), stéarique (18:0), oléique (18:1), linoléique
(18:2), linolénique (18:3), arachidonique (20:4) et des acides gras polyinsa-

turés (22:5 et 22:6).

RESULTATS

Globalement, 1'expérimentation a porté sur 10 animéux répartis
en différents groupes de 2 ou 3 unités. Les calculs statistiques rapportés
dans les différents tableaux n'ont donc qu'une valeur indicative et nous
n'avons fait figurer due les valeurs de p "significatives" malgré le trés

petit nombre de porcs mis en jeu.

Sur un plan pondéral et pour un poids moyen de départ de 21 kg,
on a constaté, en fin d'expérimentation, une augmentation voisine de 1,5 %
chez les témoins ; par contre, des diminutions de 1'ordre de 6 % ont &té

obtenues avec le Trive 1000 ou 1'Intralipid et de 12 % avec le Lipiphysan.
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En ce qui concerne les dosages effectués dans le sang, aucune
modification de 1a triglycéridémie, de 1a cholestérolémie, de 1a glycémie,
de 1'équilibre jonique et du taux d'urée n'a été observé dans les différents
échantillons de sang prélevés tout au long de 1'expérimentation et dans les
différents lots d'animaux. Lors de 1'administration de Lipiphysan et de
Trive 1000 nous avons enregistré une augmentation de transaminases glutamique-
oxaloacétiques (TGO : 34-54 mUI/ml1) et de la bilirubine totale (taux <
50 mg/1) ; 1'Intralipid et 1e Trive 1000 ont déterminé par ailleurs une ané-
mie voisine de - 25 % pour le premier et de - 38 % pour le second. La tolé-
rance a été bonne dans 1'ensemble & lfexception dfun animal mort aprés 7 jours
de perfusion de Lipiphysan dans un tableau dfictére hépatolytique avec pertur-
bation importante des transaminases (TGO : 510 mUI/ml) et de la bilirubinémie

(bilirubine glycuro-conjuguée : 65 mg/1 ; bilirubine 1ibre : 15 mg/1).

Notre propos étant d'étudier au niveau tissulaire le devenir
des lipides introduits dans la circulation,nous n'avons pas effectué d'étude
approfondie des diverses autres modifications pouvant intervenir au niveau

sanguin.

- LIPIDES TISSULAIRES

Les moyennes des concentrations en glycérides et en phospho-
1ipidés totaux ont &té &tablies pour les deux animaux témoins et pour les
trois animaux ayant régu pendant une période identique dé 14 jours, soit
1f1ntralipid,soit le Trive 1000. Le tableau III montre qué la teneur en
glycérides des organes analysés est 1égérément plus forte chez les animaux

recevant ces deux types d'émulsion que chez les témoins. Cette augmentation
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se retrouve chez les animaux ayant regu du Lipiphysan pendant 7 ou 14 jours ;

elle est massive dans le foie, la rate et le poumon.

3y

A 1'inverse des glycérides, le taux global des phospholipides

ne varie pas quel que soit le type d'@mulsion et le tissu examiné.

COMPOSITION EN ACIDES GRAS DES LIPIDES TISSULAIRES

Compte tenu de la similitude des compositions en acides gras
malgré la surcharge glycéridique, des moyennes ont &té également établies
pour Tes 2 animaux ayant regu du Lipiphysan pendant 7 et 14 jours. Dans le
lot d'animaux ayant regu du Lipiphysan, on note d'ailleurs une augmentation
trés importante (Tableau IV), par rapport aux témoins, des pourcentages en
acide linoléique (18:2) dans les TG tissulaires. Le 18:2 étant 1'acide gras
prédominant dans les trois types dfému1sion, cette élavation intervient éga-
lement avec 1'Intralipid et le Trive 1000 ; elle est cependant plus variable

et nettement moins prononcée.

Malgré lfabsence de variation des taux de phospholipides'par
rapport aux témoins (Tableau III), on observe également (Tableaux V, VI)
une incorporation accrue du 18:2 dans les PC et les PE tissulaires sous
1'effet des perfusions. Celle-ci est particulidrement nette au niveau du
foié, du rein, du poumon, de 1a rate et ce, pour les trois types d'émulsion.
Contrairement i ce qui se passe pour les TG, les incorpofations du 18:2 ne
sont pas plus importantés avec le Lipiphysan qu'avec les deux autres émul-
sions. Dans les PE, normalement riches en acides gras polyinsaturés en C20

et C22, on observe, dans tous les cas, une diminution paralléle importante
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des pourcentages en ces-acides gras dans le rein, le foie et 1a rate. Au
niveau hépatique par exemple, et lorsque,dans le tableau VI,on exclut le
18:2 du catcul des pourcentages, on trouve (%) pour 1'ensemble de ces
acides gras pdlyinsaturés : témoins : 39,2 + 4,4 ; Intralipid : 22,3 + 2,4,
p<0,05; Trive 1000 : 29,1 + 1,9, p < 0,05 ; Lipiphysan : 24,9 + 1,3,

p < 0,05.

DISCUSSION

La bonne tolérance aux émulsions utilisées dans cette expérimen-
tation menée chez le miniporc est admise classiquement. Cependant, chez le
chien, Wretlind (5) a constaté des accidents nombreux avec le Lipiphysan et,
si 1'on en juge par les résultats de cet auteur et notre expérience person-
nelle, il semble, en effet, que cette émulsion soit 1a moins bien tolérée de

celles que nous avons expérimentées.

Le devenir métabolique de ces émulsions reste encore mal &lucidé.
La stéatose, a prédominance hépatique, est confirmée par nos résultats qui
mettent 1'accent en particulier sur 1'accumulation glycéridique considérable
observée chez les animaux traités avec le Lipiphysan dans le foie, le pou-
mon et la rate, organes prédisposés a 1'@puration des particules &trangéres

de par leur richesse en cellules du systéme réticulo-endothélial (SRE).

Ceci met en exergue le comportement trés différent des émulsions
choisies. En effet, si les particules de 1'Intralipid ont été assimilées

par bon nombre d'auteurs (12 - 15) & des chylomicrons subissant 1'hydrolyse
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par la lipoprotéine-lipase du tissu adipeux notamment et,éventuellement,par
la TG-1ipase hépatique, le Lipiphysan peui étre considéré comme une émulsion
dont les particules sont essentiellement captées,a 1'état natif, par le SRE
(16). Dé telles différences de mécanismes d'épuration plasmatique rendent
compte de nos résultats obtenus avec le Lipiphysan,susceptible d'induire une
stéatose précoce et trés nettement supérieure & celle constatée lors de
1'utilisation de 1'Intralipid ou du Trive 1000. Les modifications majeures

de la composition en acides gras des TG chez les animaux recevant du
Lipiphysan et caractérisées par un enrichissement important en 18:2 confir-
ment. 1'incorporation essentiellement directe dans les cellules du SRE des
particules de Lipiphysan contenant de 1'huile de coton riche en 18:2. On note
également et & un degré moindre, un enrichissement en cet aciﬂe gras au niveau
des TG chez les animaux recevant de 1'Intralipid ou du Trive 1000, ces deux

émulsions contenant de 1'huile de soja égalément riche en 18:2.

En définitive, les mécanismes intervenant dans cet enrichissement
des TG en 18:2 sont probablement doubles mettant en jeu et & des degrés divers,
soit un transfert direct intratissulaire des TG intacts de 1fému1sion par
1*intermédiaire du SRE, soit une incorporation de 18:2 sous forme libre prove-
nant de 1‘hydr01ysé des TG de 1fémulsion et rejoignant Te “poo1" commun des
‘acides gras libres intracellulaires d partir desquels sont synthétisés les

Tipides cellulaires.

Sur un plan quantitatif, on n'observe pas d'incidence de 1'accu-
mulation des TG sur le taux global de phospholipides qui sont des lipides

structuraux,synthétisés en fonction des besoins. On observe cependant
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également un enrichissement relatif en 18:2, au niveau des deux principaux
glycérophospholipides (PC et PE) ; celui-ci est probablement en rapport avec
1'enrichissement en ce méme 18:2 des acides gras intracellulaires. La diminu-
tion paralléle et relativement importante des acides gras polyinsaturés en
C20 et C22 au niveau des PE du rein, de 1a rate et du foie avec les trois
émulsions ne parait pas pouvoir s'expliquer par un simple remaniement des
pourcentages di a 1'augmentation de celui du 18:2. Les variations,sont en
effet,trop prononcées mais les mécanismes restent hypothétiques ; i1 pourrait
s'agir éventuellement d'une compétition entre le 18:2 et les autres acides
gras polyinsaturés pour la position 2 de la PE (17), compte tenu de 1'excés
de 18:2 ; dfautres mécanismes pourraient &tre invoqués mettant en jeu une
inhibition des phénoménes d'élongation-désaturation du 18:2 ou une peroxyda-
tion, de cause indéterminée, des acides gras polyinsaturés & 1'instar de
T'intoxication & 1'&thanol (18). Ces modifications structurales de la PE,
phospholipide membranaire majeur, pourraient &tre génératrices, d plus ou

moins long termé, d'altérations cellulaires importantes.
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TABLEAU II

Composition des perfusats

Expérimentation Intralipid Lipiphysan Trive 1000

ml kcal ml kcal ml kcal
Intralipid 20 % 325 650 - - - -
Lipiphysan 10 % - - 650 800 - -
Trive 1000 - - - - 1700 1700
Trophysan g]ucosé1 1450 1050 1240 900 - -
Sérum glucosé a 30 % 250 300 250 300 250 300
Total 2025 2000 2140 2000 1950 2000

1 Sorbitol (100 g/1), aminoacides (80 g/1) ; le miniporc posséde une sorbitol-déshydrogénase
permettant 1'utilisation du sorbitol.
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TABLEAU III

Concentrations lipidiques tissulaires aprés 14 jours d'expérimentation (moyenne + déviation standard)

Lipides Nombre Foie Coeur Rein Poumon Rate
tissulaires d'animaux

GLYCERIDES

Témoins 2 5,2 + 1,7 1,0 + 0,3 1,4 + 0,3 1,2 + 0,1 0,8 + 0,2
Intralipid 3 7,6 + 0,2 3,7+ 1,8 3,7 + 2,1 3,5+ 1,9 3,8 +2,0
Trive 1000 3 6,5 + 1,8 2,0 + 1,0 6,6 + 1,1 2,2+ 0,2 5,1 + 4,3
Lipiphysan 1 27 4 10 146 97
Lipiphysan 12 93 14 20 221 209
PHOSPHOLIPIDES

Témoins 2 1,4 + 0,3 0,7 + 0,2 1,0 + 0,2 0,8 + 0,1 0,7 + 0,1
Intralipid 3 1,2 + 0,1 0,7 + 0,1 1,1 + 0,1 0,9 + 0,1 0,8 + 0,1
Trive 1000 3 1,1 + 0,3 0,6 + 0,2 0,7 + 0,2 0,7 + 0,1 0,7 + 0,1
Lipiphysan 1 1,0 0,5 0,8 0,6 0,4
Lipiphysan 18 1,9 1,0 1,5 0,8 0,9

Glycérides en milligrammes de trioléine par gramme de tissu frais ; phospholipides en milligrammes de

phosphore lipidique par gramme de tissu frais.
a Animal mort aprés 7 jours d'expérimentation

- T2l -
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TABLEAU 1V

Composition en acides gras des TG tissulaires
(% + SD et différences par rapport aux témoins)

16:0 16:1 18:0 18:1 18:2 18:3 20:4

14:0

”””””””

”””

9999

””””””

Rate

Intralipid (3 animaux) ;

(3 animaux) ; L
p <0,01

T = Témoins (2 animaux) ; I

Tr = Trive 1000

Lipiphysan (Zanimaux)

.
]

®p<0,02
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TABLEAU V

Composition en acides gras des PC tissulaires
(% + SD et différences par rapport aux témoins)

16:1 18:0 18:1 18:2 18:3 20:4 22:5 22:6

16:0
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o a n 0 o
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) s I =
) s L
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*p<aQ,05

T =
T

;¢ p < 0,01
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TABLEAU VI

Composition en acides gras des PE tissulaires

(% + SD et différences par rapport aux témoins)
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ETUDE METABOLIQUE DE TROIS EMULSIONS LIPIDIQUES UTILISEES
DANS L'ALIMENTATION PARENTERALE.

II. ETUDE PAR PERFUSION DE FOIE" DE RAT ISOLE.

P. DEWAILLY, N. TRUPIN, A. NOUVELOT, J.C. FRUCHART, J. JAILLARD

et G. SEZILLE

Nutrition and Metabolism, 19 : 318-326 (1975)
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Lors d'une communication séparée concernant nos travaux actuels
sur le métabolisme des émulsions lipidiques injectables (1), nous avons rap-
porté les résultats relatifs & une expérimentation menée in vivo chez le

miniporc avec trois types d'émulsions.

Des différences de comportement ont ainsi pu étre mises en
évidence ; en effet, le Lipiphysan (Laboratoires Egic) induit chez cet ani-
mal une stéatose tissulaire notoirement supérieure a celle observée avec
1'Intralipid (Laboratoires Vitrum) ou le Trive 1000 (Laboratoires Egic) et

prédominant au niveau du foie.

De cette expérimentation chez le miniporc, nous pouvions évoquer
deux processus différents d'épuration plasmatique des émulsions choisies :
1fun semblait "inadapté", a 1forigine d'une surcharge tissulaire en trigly-
cérides (TG), mis en jeu en présence du Lipiphysan et faisant vraisembla-
blement intervenir le systéme réticuloendothélial (SRE) susceptible de capter
trés rapidement 1e§ particules lipidiques de 1'émulsion sans dégradation'
préalable ; 1'autre paraissait "adapté", ne produisant qu'une stéatose dis-
créte, mis en jeu dans le cas de 1'Intralipid ou du Trive 1000 et 1ié pro-
bablement a 1fintervention dfun processus dfhydrolyse enzymatique des lipi-

des émulsionnés.

Dans la présente &tude, complémentaire de 1'expérimentation
effectuée chez 1e miniporc, nous avons cherché i vérifier, & 1'aide d'un
modéle de perfusion de foie de rat isolé, les mécanismes d'épuration mis en

jeu en présence des trois émulsions précédemment choisies.
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MATERIEL ET METHODES

MODE DE PERFUSION

Un»systémé de perfusion de foie de rat isolé dérivé de la
technique de Brauer et al. (2) et mis au point par Vanlérénbérghe et al.

(3) a servi & cette &tude.

Nous avons utilisé : 1'Intralipid & 10 % & base d'huile de soja
et contenant 25 g/1 de glycérol ; le Trive 1000 & base d'huile de soja et
contenant 100 g/1 de sorbitol ; Te Lipiphysan a8 10 % & base d‘huile de coton
et contenant 50 g/ de sorbitol.

Le sang destiné aux pé?fusions a 6té recueilli chez des rats
préa]ab]émént soumis & des antiyitamines K (Tromexané) ; les échantillons
ont &té rassemblés et soigneusement défibrinés. Le milieu de base utilisé
pour chaque perfusion comporte 45 ml de sang défibriné et 45 ml d'une so-
Tution aquéusé préparée & partir d'albumine (1,5 g), de glucose (0,15 g),
de NaCL (382 mg), de KC1 (17,4 mg), de CaCl, (5 mg), de NaHCO3 (26,2 mg),
de NapHPO4 (96,7 mg) et de KHoPO4 (9,5 mg). Ce milieu, convenablement
0XYygéné, est perfusé péndant 1h. dans le but d'appréciér, par 1'excrétion
bi1iairé, le bon fonctionnement hépatiqué. 5 ml de pérfusat (temps 0) sont
alors prélevés et on ajoute au reste I'équivalént de 150 mg de triglycéri-
des de l'émulsion choisie ; 6 autres pré1évéménts de 5 ml sont ensuite

effectués aux temps 5, 1Q, 15, 30, 45 et 60 min.
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PROTOCOLE EXPERIMENTAL

Dans 1'expérimentation standard, 6 perfusions ont été réalisées
avec chacune des 3 émulsions dans le but d'étudier la cinétique d'épuration

par le foie des TG et des acides gras libres (AGL).

Un second type d'expérimentation a été mis en oeuvre dans le
cas de 1'Intralipid & propos de 6 perfusions de foie précédées, en 1'occur-
rence, par des perfusions d'une durée de 1 h. avec le milieu de base addi-
tionné de 5000 UI dfhéparine Roche (4). Le schéma expérimental est donc :1
1 h. de perfusion avec le milieu de base hépariné et contrfle de 1'excré-
tion biliaire ; rémp]acement de ce milieu hépariné par le perfusat habi-

tuel et étude de Ta cinétique d'épuration.

Un troisiéme protocole expérimental a été utilisé avec le
Lipiphysan & propos de 6 perfusions mises en oeuvre aprés blocage du SRE.
Dans ce but, 0,1 ml d'une dispersion aqueuse de carbone i 10 % (p/v) sont
additionnés d 1 ml d'une solution d'agar-agar a 1 g/1 ; le mélange est
soumis aux ultrasons pendant 2 min avant d'&tre injecté (0,5 ml) par une

veine caudale au rat donneur, 3 h. avant le prélévement du foie (5).

" PRATOCOLE D'ANALYSE

‘ Tous les pré]évéménts effectués dans le perfusat ont &8té soumis
d une céntrifugation a faible vitesse (600 g) juste suffisante pour provo-
quér la sédimentation des hématies et pérmettre la récupération d'un surna-

géant turbide et homogéné, sur 1éque1 ont &té effectués les dosages.
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Les mesures de turbidité exprimées en DO x 100 ont &té faites
d 700 nm aprés dilution au 1/10 avec du sérum physiologique et contre un
blanc préparé de la méme fagon & partir du prélévement effectué au temps
zéro ; il n'a pas &té tenu compte de la dilution dans 1'expression des

résultats.

Les autres ané]yses ont &té effectuées sur le surnageant non
dilué. Aprés extraction isopropanoliaue des lipides et adsorption sur rési-
ne des phosbholipides, les TG sont saponifiés par la potasse alcoolique ;
le glycérol tofal comprenant le glycérol libre et le glycérol issu des TG
de 1'émulsion et des 1ip0protéiﬁes sériqués est oxydé en formaldéhyde qui
est ensuite condensé avec 1'acétylacétone et des ions NH4+ pour donner une
1utidfne fluorescente appréciée a 485’nm'aprés excitation & 405 nm ; cette
méthode fluorimétrique semi-automatique de dosage du g]ycéro] a fait 1'ob-
jet d'une précédente communi cation (6). Dans certains cas, le dosage a é&té
effectué avant et aprés é&limination par centrifugation & 10 000 g des par-
ticules 1ipidiques d'@mulsion préséntés dans les é&chantillons de perfusat ;
par différence, nous avons donc obtenu le glycérol des TG issus de 1'émul-
sion. Les AGL préa1abTemént extraits du perfusat et mis en solution hepta-
nquué ont &té dosés, & 1'abri du COp atmosphérique, par une méthode colo-

rimétriqué au rouge de phénol, sémi-automatique, décrite antérieurement (7).

'RESULTATS

'ETUDE COMPAREE DES CINETIQUES D'EPURATION HEPATIQUE OBTENUES

- AVEC LES TROIS EMULSIONS

Le tableau I montre qu'au temps de référence (5 min) et bien

qué les quantités de triglycérides introduites dans le pérfusat initial
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(temps 0) soient équivalentes, les turbidités induites par les 3 émulsions
sont trés différentes, le Lipiphysan donnant 1a plus forte DO ; le temps

de 5 min étant juste suffisant pour assurer 1'homogénéité du perfusat dans
lequel sont faits les prélévements de 5 ml destinés aux mesures, les diffé-
rences initiales de DO (temps 5 min) paraissent étre en rapport avec les
propriétés physiques des émulsions. On constate en outre et surtout que

les variations de turbidité dans le temps ne sont pas significatives avec
le Trive 1000 et 1'Intralipid alors qu'on observe une diminution progressi-

ve, importante et trés significative avec le Lipiphysan.

Cette diminution correspond donc 3 une épuration par le foie
des particules lipidiques de 1'émulsion ; par dosage du glycérol total avant
et aprés &limination des particules par centrifugation & 10 000 g nous
avons, d'autre part, calculé par différence et & propos d'une expérimentation
effectuée avec le Lipiphysan, les taux de TG résiduels provénant de 1'émul-
sion. A partir des DO et des taux de TG ainsi déterminés aux différents
témps de prélévement nous avons pu calculer un coefficient de corrélation
qui se situe 3 + 0,993 ; les DO apprécient donc fidelement les TG apportés
par 1'émulsion alors qué le dosage du glycérol total incluerait le glycérol
1ibre et les glycéridés des lipoprotéines sériques. Les quantités de TG

extraits par le foie pourra{ént donc se déduire de la formule :

Vt . -0y
v, D

TG

[}
-
|

-]

Cette formule tient compte des variations progressives de volume du perfusat

au cours de 1'expérimentation et se définit par : A = milligrammes de TG,
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issus de 1'@mulsion, présents dans le perfusat au temps de ré&férence
5 min ; Vo, V¢ = volumes du perfusat au temps de référence et au temps

t 5 Do, Dy : DO du perfusat au temps de référence et au temps T.

En complément de 1'é&tude principale (Tableau I) nous avons
donc utilisé cette formule pour apprécier en moyenne et dans le cas du
Lipiphysan 1'extraction hépatique des TG issus de 1'émulsion : la
figure 1 é&tablie & partir des données moyennes du tableau I (Lipiphysan)
montre que cette extraction se fait selon un mode linéaire (r = 0,998 ;

p < 0,001) & raison de 27 mg/h en moyenne et pour une concentration ini-

tiale en TG voisine de 1,75 g/1 de perfusat.

Dans 1fexpérimentation standard (Tableau II), les concentrations
du perfusat en AGL au temps de référence 5 min différent selon 1'émulsion
et sant en rapport avec le fait que ces émulsions contiennent des quantités
faibles mais variables d'AGL ; pour faciliter les interprétations, nous avons
donc (Tableau II) calculé les pourcéntages d'extraction hépatique par rap-
port aux quantités préséntés dans le perfusat au temps de référence 5 min.
On constate alors qué 1'extraction est importante et significative dés la
158 minute avec le Trive 1000 et le Lipiphysan ; elle h‘apparait pas avec

1'Intralipid mais devient manifeste lorsqu'on procéde & une perfusion préala-

ble d'un milieu hépariné ne contenant pas 1'émulsion.

INFLUENCE DU BLOCAGE DU SRE

Lorsqu’on compare (Tahleau III) les extractions hépatiques de

TG du Lipiphysan &tablies en pourcentages des quantités présentes au temps
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de référence 5 min, on constate que le btocage du SRE ralentit de fagon

trés significative la cinétique d'épuration par le foie.

DISCUSSION

Cette étude par perfusion de foie de rat isolé nous a permis
de mettre en évidence des différences importantes de cinétique d'épuration

hépatique entre les trois &mulsions choisies.

On observe en particu]ier,'que les TG du Lipiphysan disparaissent

rapidement du perfusat et sont captés par le foie selon un mode linéaire, i
raison de 0,5 mg/min, dans nos conditions expérimentales. En revanche,aucune
variation significative nfintervient avec 1'Intralipid et avec le Trive 1000
lorsqu'on apprécie les TG exogénés par la turbidité ; nous avons montré que
ces deux paramétrés &taient en corrélation &troite et que 1'on pouvait ainsi
éyiter les interférences des TG endogénes inclus dans les 1ipoprotéines
sériqdés et du glycérol apporté par IfIntralipid. IT n'est cependant pas
exclu qufune faible captation inaccessible aux mesures turbidimétriques in-

térviénné}éga]émént dans Te cas de 1'Intralipid et du Trive 1000.

On observé,en outre,que la concentration des perfusats en AGL
diminue progréssivement et trés significativément avec le Lipiphysan et le
Trive 1000 ; ces variations carréspondént d Ta captation hépatique normale
‘d'AGL présents dans Te milieu de base et dans les &mulsions. Cette capta-
tion importanté s‘opposé d la stabilité des taux enregistrés avec

1'Intralipid ; i1 se pourrait donc qu'avec ce type d'émulsion,la captation
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normale soit compensée par une hydrolyse enzymatique 1égére des TG de
1'émulsion. On sait, en effet, que le foie posséde une TG-lipase Tibérable
dans la circulation par 1'héparine et impliquée, avec la lipoprotéine-
lipase des tissus extrahépatiques, dans 1'épuration des TG circulants (4=
8-10). On peut donc concevoir qu'une telle hydrolyse s'accompagne comme
pour la lipoprotéine-lipase (11) d'une 1ibération d'AGL dans la circula-
tion, expliquant ainsi 1'absence de diminution du taux des AGL dans le
perfusat contenant de IfIntralipid ; les résultats que nous avons obtenus
en effectuant un épuisement préalable de la TG-lipase par 1'héparine sont

en faveur de cette hypothése.

Le ralentissement important de 1fépuration hépatique du
Lipiphysan aprés blocage du SRE dans le foié semble indiquer que les parti-
cules de cette émulsion sont essentiellement captées par les cellules du
SRE, un tel processus non énzymatique’rendrait parfaitement compte de la

diminution rapide et importante des DO énregistrée avec cette émulsion.

En définitive, on peut considérer que les particules du
Lipiphysan sont captées directement par les cellules du SRE (12), cette
extraction réalisant un mode rapide djépuration. A lfinverse, 1'Intralipid '
subirait une hydrolysé énzymatique 1égére yraisemblablement par la TG-
1ipasé ; cette hydrolyse constitue un mode lent d'épuration. Dans le cas du
Trive 1000, aucun argument ne nous pérmet d'exclure une hydrolyse enzymati-

que faible, mais 1'&puration hépatique de cette émulsion est,de toute évi-

déncé,lenté s'apparentant 3 celle de 1'Intralipid.
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L'ensemble de cette é&tude portant sur 1'épuration de trois émul-
sions différentes permet, en conclusion,'de dissocier plusieurs mécanismes.
Le Lipiphysan est responsable d'une stéatose tissulaire 1iée d la captation
directe des particules de 1'émulsion par le SRE particuliérement riche dans
le foie, la rate et le poumon. A 1'opposé, 1'Intralipid comme le Trive 1000
n'induisent que des modifications mineures de l1a teneur glycéridique de ces
tissus (1). Ces deux derniéres émulsions sont en effet dégradées avant leur
incorporation tissulaire grdce & 1'intervention d'une hydrolyse enzymatique
mettant en jeu probablement 1a TG-lipase hépatique pour 1'Intralipid et la
Tipoprotéine-lipase du tissu adipeux en particulier pour 1'Intralipid et le

Trive 1000 (13).
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TABLEAU I

Etude comparée des cinétiques d'@puration des trois types d'émulsions

Temps Trive 1000 Intralipid Lipiphysan

(min) M + SD p M + SD p M+ SD P

5 27,2 + 1,8 38,7 + 3,2 63,9 + 10,6

' 10 27,2 + 1,6 NS 38,5 + 4,0 NS 62,5 + 10,8 0,03

15 26,8 + 1,2 NS 38,7 + 2,9 NS 61,1 + 10,1 0,005
30 27,8+ 1,4 NS 38,2 + 3,7 NS 57.8 + 8,7 0,001
45 28,4 + 1,6 NS 38,0 + 4,0 NS 53,2 + 8,5 0,002
60 27,8 + 1,8 NS 37,5 + 3,2 NS 46,8 + 8,2 0,003

6 expérimentations par émulsion (moyenne + déviation standard).DO x 100 mesurées suf les dilutions au

1/10 du perfusat débarrassé des hématies. p = Signification des différences par rapport au temps
5 min ; test t de Student-Fisher pour séries appariées.

- 8E1 -




TABLEAU I1I

Extraction hépatique des AGL présents dans le perfusat au temps de référence 5 min

Temps Extraction hépatique par rapport aux quantités présentes (umo1/85 ml de perfusat)
dans le perfusat au temps 5 min, %
Lipiphysan p Trive 1000 ] Intralipid
standard standard standard p héparine p
(AGL & 5 min: (AGL & 5 min: (AGL & 5 min: (AGL & 5 min:
29 + 16) 62 + 24) 37 + 18) 63 + 20)
10 + 7,6 NS + 3,1 NS - 3,5 NS + 0,8 NS
15 + 27,1 <0,05 + 10,4 <0,01 - 4,5 NS + 4,0 NS
30 + 44,4 <0,01 + 23,7 <0,001 - 7,2 NS + 10,0 NS
45 + 51,4 <0,01 + 30,0 <0,001 - 4,5 NS + 17,8 <0,05

60 + 49,4 <0,05 + 31,3 <0,001 + 1,5 NS + 23,8 <0,05

Signification des différences par rapport au temps 5 min (test t pour séries appariées)
Extraction correspondant & une diminution des concentrations dans le perfusat, par opposition a

-

-) qui correspond & une augmentation donc & une libération d'AGL dans le perfusat.
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TABLEAU III

Etude comparée des cinétiques d'épuration par le foie
des TG du Lipiphysan avec et sans blocage préalable du SRE

- 140 -

(moyennes de 6 expérimentations + erreur standard de la moyenne)

Temps Extraction hépatique par rapport p
(min) aux quantités de TG de Lipiphysan

présentes dans le perfusat au

temps de référence de 5 min, %

sans blocage avec blocage
10 2,1 + 0,8 0,1 + 0,04 3.107
15 3,9 + 1,0 0,2 + 0,08 5.1073
30 7,9 + 1,3 2,4 + 0,3 2.1073
45 12,8 + 1,7 3,4 + 0,47 4.107
60 | 18,9 + 2,1 7,0 + 0,7 4.107%
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Figure 1

Cinétique d'épuration hépatique des TG du Lipiphysan :
relation entre les extractions moyennes déterminées aux différents

temps par rapport au temps de référence 5 min. | .E
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INTRODUCTION

Fatty acids play important roles in membranes, especially in the
brain, where two distinct kinds of membranes are found : myelin principally
composed of 1lipids containing saturated and monounsaturated fatty acids,
and synapse which is characterized by high contents of lipids containing
polyunsaturated fatty acids. Biosynthesis of saturated and monounsaturated
fatty acids takes place on one hand in microsomes where a de novo system
and two elongation systems (Cjg-elongase and Cjg-elongase) occur and on
the other hand in mitochondria where a de novo system and only one elonga-
tion system can be found (1, 2, 3); Although endogenous synthesis plays a
leading part, it is not the only source of brain fatty acids. Such fatty
acids may as well be taken up from the blood (4, 5). Thus, the nature and
amount of dietary essential fatty acids play a significant role in the
repartition of brain polyunsaturated fatty acids (6). In rats maintained
on a fat free diet from 2 weeks before birth, eicosatrienoic acid A 5-8-11
(20:3 n-9) is found in major phosphoglycerides of brain homogenates as well
as myelin and microsomes and, at the same time, the level of arachidonic
acid (20:4 n-6) and (22:4 n-6) are decreased (7). A similar pattern is
observed in liver 1ipids of adult rats maintained for only short periods of
time on a fat free diet. Changes are found in (20:3 n-9) and (22:3 n-9) in
the 1ipids of rat brains switched from an essential fatty acid deficient
diet to a corn oil supplemented diet (8). Moreover, according to Lamptey
and Walker (9), brain phospholipids of pregnant rats fed either cartham
0il or soybean 0il show a decrease in the amount of n-6 fatty acids and

an increase in n-3 fatty acids when 18:3 n-3 level increases in the diet.
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Similar observations are made when long chain polyunsaturated fatty acids
(20:5 n-3, 22:6 n-3), instead of their precursors are introduced in the
diet (10). On the other hand, even though variation of the different essen-
tial fatty acids is made in the diet, the sum of polyunsaturated fatty acids
in brain phospholipids remains constant. From these experiments, it is dif-
ficult to assess the respective roles of dietary linoleic (18:2 n-6) and
Tinolenic (18:3 n-3) acids in the metabolism of brain fatty acids. In order
to examine more precisely the importance of 18:3 n-3 in the diet with res-
pect to fatty acid metabolism in the brain, we used two diets in which the
percentage of 18:2 n-6 was similar but the percentage of 18:3 n-3 was

different.

We choose peanut 0il with a Tow 18:3 n-3 content (0.2 %) and
rapeseed 0i1 with a high 18:3 n-3 (8.5 %) and a low erucic acid content
(22:1). The fatty acid composition of ethanolamine phosphoglycerides (EPG)

and choline phosphoglycerides (CPG) was studied when the rats were 1, 4,
10, 15, 21 and 90 days old. At the same time, the fatty acid composition
of gastric milk of the suckling rat was also examined. The study of diffe-
rent fatty acids (saturated, monounsaturated, n-3 and n-6) permitted us to
examine the influence of time and diet, especially 18:3 n-3, by determining

the level of 22:6 fatty acids, which is derived from the latter.

MATERIAL AND METHODS

ANIMALS AND DIET

Two groups of female rats (weighing 200-250 g) were fed a semi-

synthetic diet containing casein (18 %), starch (30 %), sucrose (36 %),
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salt mixture (4 %), agar-agar (2 %), fats (10 %) and vitamins. Group (A)
received peanut oil and group (B) rapeseed 0il (Table 1). The animals were
fed the experimental diet ad libitum during pregnancy and throughout lacta-
tion, and the treatment was continued with the young rats after weaning.

After delivery, eight young rats were left with each mother.

LIPID ANALYSIS

. Animals from peanut o0il and rapeseed 0il groups were killed at
1, 4, 10, 15, 21 and 90 days of life. Each sample of brain and stomach con-
tents was‘analyzed individually. Lipids were extracted by the procedure of
Folch et al. (11). The phospholipids in 500 ug of total lipid extract were
separated by dimensional thin-layer chromatography at a set relative humi-
dity as described previously (12). Methyl esters were prepared from 1ipids
by the procedure described by Hagenfeldt (13). After extraction with heptane,
the methyl esters of each extract were separated and identified by gas-
liquid chromatography using two capillary columns, one packed with
Carbowax 20 M (10 %) and the other with DEGS (10 %). The two different
stationary phases were used to distinguish and identify n-9, n-6, n-3
polyunsaturated fatty acids. For each methyl ester mixture, two analyses
were performed on the two columns. The peak areas were calculated by an
intégrator. The results were expressed as means (mole percént) of four

determinations for each extract.

By this pracedure, we have estimated the precision of the
method in a preliminary study made up rat brain total lipid extracts. The
relative error of the method was estimated by statistical variance analysis
from 15 differents brain total 1ipid extracts and 4 chromatographic analy-

ses for each rat (Table II).
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STATISTICAL ANALYSIS

Statistical procedure used to compare the two groups of results

was based on determination of the Student's-test.

RESULTS AND DISCUSSION

Analyses of the fatty acid composition of gastric milk showed
that the level of linoleic acid was similar in the two groups whatever the
age of rats, and that only the proportions of linolenic acid changed
(Figure 1). It is also interesting to note that 18:2 n-6 and 18:3 n-3 levels
were much lower in gastric content than in the diet. In group (B) the 18:3
.n-3 level in gastric content was about four times lower (2.4 %) than in the
maternal diet (8.5 %) at the beginning of the suckling and significantly
increased till weaning (Table III). In group (A), 18:3 n-3 was also higher
in diet (0.2 %) than in gastric content (0.1 %) and did not change signifi-
cantly with times. The overall decrease of essential fatty acids in the
gastric content, when compared to the dietary fatty acids, could partly be
explained by a dilution effect by the fatty acids synthetized endogenously
in the mammary glands, especially palmitic acid. On the other hand, the
gastric contents of very young animals is mostly milk, but around 15 days
the pups will start chewing the food pellets and by 21 days the gastric
content may be made up of only a small amount of milk. The curdled milk is

probably a mixture of food and milk.

Analyses of the fatty acid composition of major phospholipids
first showed that the need for essential fatty acids was met, as no eicosa-

trienoic acid (20:3 n-9) was found. In CPG about 90 % of the fatty acids
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included in this phospholipids were chiefly saturated and monounsaturated
(Table IV). The 20:4 n-6 Tevel of CPG appeared to be lower in group B at
all times, but these differencesare not statistically significant. On the
other hand, a 3-fold difference in 22:6 n-3 level was indicated in the
data related to the 15 days and 21 days samples, while the 22:5 n-6 level
could not be determined in group B but was found in trace quantity in

group A.

In Table V, a gradual decrease of 20:4 n-6 level can be noted
with increased age in both groups, but the diet does not significantly

effect the level of 20:4 n-6 in EPG except in the day sample.

Under the experimental conditions used (from 2.4 to 5 % of 18:3
n-3 in milk) the elongation and desaturation systems of linoleic acid into
arachidonic acid, in contrast to previous observations made in the liver
by authors using a high 18:3 n-3 level in the diet (14). In brain EPG, the
most important changes were seen in the percentages of docosapentaenoic
acid (22:5) and docosahexaenoic acid (22:6) (Table V).; 22:5 n-3 and 22:6
n-3 were increased in group B as compared to group A, whereas the 22:5 n-6

level was decreased in group B.

In good agreement with an other experiment (10), the diet had no
influence on the sum of n-3 + n-6 fatty acids and on the amount of saturated

and monounsaturated fatty acids (Figure 2).

In cerebral cortex of human brain or in mitochondria of rat
brain, the amount of 22:6 n-3 of EPG increases with age. In our study, the
amount of n-3 fatty acids in total brain fatty acids remained identical

during the entire period of brain devé]opment, and the level of n-6 fatty




‘acids decreases after weaning in both experimental groups (Figure 2). The
decrease of n-6 fatty acids was associated with an increase of monounsatu-
rated fatty acids, especially oleic acid, which corresponded to myelin for-
mation. In fact, oleic acid accounted for 10 % of fatty acids of brain EPG

in 15 days old rats and for 20 % in 90 days old rats.

In conclusion, the incorporation of linolenic acid in the diet
induced significant variations in the composition of fatty acids in phos-
pholipids especially a marked increase in constituent docosapentaenoic and
docosohexaenoic acids. These fatty acids could be formed by "in situ" syn-
thesis after uptake of 18:3 n-3 by the brain (15, 16), but also probably
originate from 22:5 n-3 and 22:6 n-3 provided in small quantity by maternal
milk (or liver metabolism). Under our experimental conditions, symptoms of
E.F.A. deficiency were not noted, and 18:3 n-3 did not seem to alter signi-
ficantly (in vivo) of 18:2 n-6 into 20:4 n-6. However, we did not assert
that 18:3 n-3 has no affect upon 18:2 n-6 Ab6-desaturase since 18:3 n-3,
when present in the diet of rats at a physioTogical level, could partly
inhibit the "in vivo" desaturatian of linoleic acid whithout affecting the
amount of 20:4 n-6 in the liver, kidneys or whole animal (17). In brain,
linolenic acid would be utilized rather than linoleic acid to provide long
chain pd]yunsaturated fatty acids and the amount of n-3 polyunsaturated
fatty acids would regulate the desaturation activity of 22:4 n-6 into 22:5
n-6 (Figuré 3). Such an adjustement could explain that sum of (n-6 + n-3)

fatty acid remains constant in brain phospholipids.
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Relative composition of total fatty acids (moles %) of dietary oils

Fatty acids Peanut oil Primor rapeseed oil
16:0 9.2 + 0.6(3) 7.7+ 0.2
16:1 0.1+ 0.05 0.2 + 0.07
18:0 3.4 + 0.4 2.8 +0.2
18:1 49.4 + 1.3 50.4 + 0.1
18:2 n-6 30.2 + 0.8 25.9 + 0.7
18:3 n-3 0.2 + 0.02 8.5 + 0.1
20:0 1.7 + 0.3 0.5 + 0.2
20:1 1.3+ 0.2 . 1.7 + 0.2
22:0 3.1+ 0.3 0.4 + 0.01
22:1 - 1.9 + 0.1
24:0 1.4 + 0.3 -

To:2 -8 151 + 4.2 3.04 + 0.2
(a) Means + Standard deviation

ULL[
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TABLE II
Relative error of chromatographic method estimated by statistical

variance analysis at different fatty acid percentages in 1ipid extract

Fatty acids Total 1lipid extract (a) ‘Relative method error (%)
C16:0 33.9 0.7
C18:1 | 15.6 2.0
€20:3 n-6 0.3 4.4
C20:4 n-6 117 1.1
C22:4 n-6 2.6 1.8
C22:6 n-3 5.3 1.3

(a) Results are expressed by the mean of 15 animals
(4 chromatographic analysis for each animal)
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Rélative composition of total fatty acids (moles %) of gastric contents
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x¥x Group (B),fed rapeseed oil

% Group (A).fed peanut oil
(a) Results are expressed by the mean of 3 animals (4 chromatographic analyses for each animal)




TABLE IV

Relative composition of total fatty acids (moles %) of choline phosphbg]yceride

- 4n brain 1ipid extracts

21 days

Ax

19'days

15-days

Ax

1 day 4 days

Fafty acids .

B t3

Baex

Bz

14
Ax

. Bt

B .

- A

oMo Mmm o N w0
............. -
2@.49%11000050 o~

WOWMNMOOXON NI MNTN~NIM
...... ] ", e © ® 8 o . ]

,6125154333235 7

------------- s
3%56910000060 2

735367 13321559
ooooo [ ¢ @ o o o B s o
173710 OO0 ONOOO

8594515122242 0
------------- ’

4874520000040 1,

O < S Net <N OMMNO

n-6
n-3

,C14:0
C16:0
Cl16:1
C18:0
Cl18:1
€18:2
C18:3
€20:0
C20:1

- €20:2 n-6
C20:3 n-6
C20:4 n-6
C22:4 n-b
€22:5 n-6

% Group (A).fed peanut oil -

C22:6 n-3

w2 Group (B), fed rapeseed ol

(a) Results are expfessed by the mean of 3 animals (4 chromatogkaphié analysés for each animal)

(&

- 155 -




TABLE V

Relative compo$1t10n of total fatty acid (mo1e.%) of ethanolamine phosphoglyceride
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LEGENDS

ngure 1 : Linolenic and linoleic acid levels in gastric contents during
development in rats fed either peanut oil (Group A) or
rapeseed 0il (Group B).
A Levels of significancy between.both groups at each
experimental time (a = NS, b = p < 0.05, ¢ = p < 0.01,
d = p < 0.001).

Each experimental group was composed of 3 animals.

‘Figure 2 : Repartition of fatty acids in brain phosphatidyl ethanolamines
accokding to degree of maturation in rats fed either peanut
0il (Group A) or rapeseed oil (Group B).
A Levels of significancy between both groups at each
experimental time (a = NS, b = p < 0.005, ¢ = p < 0.01,
d = p < 0.001).

Each experimental group was composed of 3 animals.

Figure 3 : Product-precursor relationships of acids of the n-6 family in
brain ethanolamine phosphoglyceride at various ages in rats fed
either peanut 0il (Group A) or rapeseed oil (Group B).

Each experimental group was composed of 3 animals.
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INTRODUCTION

Le systéme nerveux présente une grande richesse en 1ipides,
qui le distingue nettement de tous les autres tissus de mammiféres : les
lipides constituent plus de la moitié du poids sec du cerveau et il s'agit
essentiellement de lipides structuraux non &nergétiques. Les acides gras
constitutifs de ces 1ipides jouent un rdle particulier dans les propriétés

biologiques et physiologiques des membranes.

- Le cerveau contient deux types d'acides gras :

~

- Acides gras saturés et monoinsaturés : a cdté des longueurs de
chaines Communes d tout organe (16 et 18 atomes de carbone,
acide palmitique C18:0, stéarique C18:0, oléique C18:1),i1 y a
de trés longues chaines, & 20, 22, 24 voire 26 et 28 atomes\de
carbone. Ces derniéres sont essentiellement trouvées dans les
sphingolipides myé]iniqués. Les acides gras a-hydroxylés sont
directement dérivés des acides a trés longues chaines ; ils

ont les mémes loca1isations subcellulaires.

- Acides gras polyinsatureés, principa]ément d 20 et 22 atomes de
carbone avec réspectivément, 4 et 6 doubles liaisons. Ces acides
essentiellement localisés dans les terminaisons nerveuses
(synaptosomes) sont dérivés dfacides gras essentiels provenant
de 1falimentation : les acides 1inoléique (C18:2 n-6) et

linolénique (C18:3 n-3).
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La répartition des acides gras polyinsaturés (n-6 et n-3) au
sein du tissu cérébral est trés profondément modifiée parlla teneur en
acides gras essentiels du régime (1) (2). Dans un précédent travail, nous
avons montré que lorsque 1'apport en 18:3 n-3 dans le lait maternel passe
de 0,2 % & 2,4 % des acides gras totaux, on observe une augmentation de
36 % des acides gras polyinsaturés en n-3 dans Ta phosphatidyléthanolamine
du cerveau des jeunes rats et ce,au détriment du 22:5 n-6 (3). Toutefois
dans nos conditions expérimentales, les processus d'élongation-désaturation
du 18:2 n-6 ne semblent pas perturbés puisque les taux de 20:4 n-6 et
22:4 n-6 restent constants. Cette &tude réalisée sur le cerveau entier ne
nous a pas permis dfapprécier les modifications induites au sein des diffée-
rentes structures subcellulaires bien différenciées quant & leurs fonctions
et leurs compositions en acides gras. Nous nous sommes donc intéressés
dfune part 3 la myéline caractérisée par sa richesse en acides gras saturés
et monoinsaturés, aux membranes synaptiques riches en acides gras polyinsa-
turés, et d'autre part aux mitochondries et aux microsomes trés différents
dans le cerveau quantlaAleur pouvoir de synthése des acides gras (4, 5,

6, 7).

A coté du complexe multienzymatique soluble qui élabore princi-
palément de Ifacide paimitique, il existe des comp]exes enzymatiques intra-
microsomaux et intramitochondriaux capables de synthétiser les acides gras
saturés et insaturés. Si ces organites cellulaires péuvent élaborer les
mémes acides gras, les voies de synthésé sont par contre totalement distinc-
tes. Les mitochondries ne peuvent rémp]acer les microsomes, elles semblent

autonomes (8). Le maximum d'activité de la synthése au niveau des microsomes,
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contemporaine de la fonction et de la maturation de Ta myé&line (4), pourrait
expliquer les similitudes de composition en acides gras saturés et mono-

insaturés de 1a myéline et des microsomes.

Nous avons choisi 1'huile d'arachide qui est pauvre en 18:3 n-3
(0,2 %) et 1'huile de Primor caractérisée par un taux élevé de 18:3 n-3
(8,5 %) et une trés faible teneur en acide érucique. Les analyses ont &té
effectuées au niveau des lipides totaux et de 1a phosphatidyléthanolamine
des différentes fractions membranaires du cerveau des animaux &agés respecti-
vement de 15 jours et de 60 jours, c'est-d-dire au cours de 1a phase de
myélinisation et chez 1fadu1te. Cette &tude nous a permis de distinguer
dfune part 1finf1uence du régime et plus particuliérement du 18:3 n-3 et
dfautre part du stade de développement cérébral sur la répartition des dif-

férents groupes d'acides gras (saturés, monoinsaturés, n-6 et n-3).

. MATERIEL ET METHODES

ANIMAUX ET REGIMES

Aprés accouplement, les rates gestantes sont réparties en
déux groupes recevant chacun un régime semi-synthétique d 10 % en poids de
lipides (Tableau I). Le groupe (A) recoit de 1'huile d'arachide et le
groupé (B) régoit de 1'huile de Primor (hui]é de soja d faible teneur en
acide éruciqué). Dans les deux lots, 1fapport 18:2 n-6 est comparable, seul

le taux de 18:3 n-3 est variable. Les femelles sont soumises & ces régimes

pendant les périodes de gestation et de lactation. Au sevragé, les jeunes
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rats continuent 3 recevoir les régimes correspondant jusqu'd 1'dge adulte.
Aprés bartUrition, chaque portée est alignée d 8 ratons. Les animaux sont

sacrifiés par décapitation & 1'dge de 15 jours et de 60 jours.

ISOLEMENT DES FRACTIONS SUBCELLULAIRES

La myéline a été préparée selon la technique de Norton et
Poduslo (9) utilisée couramment au laboratoire. La préparation des synapto-
somes est réalisée selon la technique décrite par Majoj (10) 1égérement
modifiée (11). Les mitochondries sont préparées selon la méthode de Eichberg
(12) modifiée au laboratoire (13). Quant aux microsomes, ils sont obtenus

selon Ta méthode décrite par Bourre (14).

-~ ANALYSE DES LIPIDES

Les lipides des différentes fractions subcellulaires sont ex-
traits selon la technique décrite par Folch (15). Les phospholipides sont
fractionnés par chromatographie couche mince en gradient discontinu d'humi-
dité (16) et les esters méthyliques préparés selon la technique décrite par
Hagénfe]dt (17). Aprés extraction par 1'heptane, les esters méthyliques de
chaqué extrait sont séparés et identifias par chromatographie gaz-liquide
sur colonnes capillaires en verre. Nous utilisons deux types de colonnes :
lfuné rémp]ie avec du Carbowax 20 M (10 %) et 1'autre avec du diéthyléne
glycol succinate (10 %). L'utilisation de ces deux types de phases station-
naires nous pérmét d'identifier avec une trés bonne précision les princi-
paux acides gras longs et polyinsaturés des séries n-6 et n-3. Pour chaque

échantillon, une double analysé est effectuée sur chaque type de colonne.
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RESULTATS

Afin de faciliter 1'interprétation des résultats, nous étudierons
la répartition des acides gras saturés et monoinsaturés au sein des lipides
totaux de chaque fraction membranaire alors que la composition de la phospha-
tidyléthanolamine nous permettra d'observer 1'évolution des différentes fa-
milles d'acides gras polyinsaturés en fonction du régime et du développement
cérébral. Cette classe de phospholipides a &té choisie par sa richesse en

ces acides gras.

ACIDES GRAS SATURES ET MONOINSATURES DES LIPIDES TOTAUX

1) Acides gras saturés

La figure (1) nous montre que la nature du régime n'a aucun
effet sur la teneur en acides gras saturés des membranes. Comparativement
aux jeunes de 15 jours, chez les animaux adu]tes, 1a teneur globale en
acides gras saturés est trés significativement plus faible au niveau de la
myéline (p < 0,001), 1égérement mais significativement plus faible au sein
des microsomes (p < 0,05) mais,par contre,sans variation significative au

sein des mitochondries et des membranes synaptiques.

2) Acides gras monoinsaturés

Commepvur]és acides gras saturés, nous remarquons (Figure 2)
qué la teneur en acides gras monginsaturés est 1déntique dans les deux lots
(A) et (B) avec toutefois une exception pour les animaux dgés de 60 jours

ol la proportion de monoinsaturés est significativement plus élevée dans le
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lot Primor au sein de la myéline et des microsomes (p < 0,05), De 15 &
60 jours, le déve]dppement cérébral se caractérise par une augmentation
trés significative (p < 0,01) des monoinsaturés au niveau de l1a myéline
mais également des microsomes. Par contre dans les synaptosomes et les mito-
chondries, i1 n'y a pas de variation significative excepté dans le 1ot

Primor.

ACIDES GRAS POLYINSATURES DE LA PHOSPHATIDYLETHANOLAMINE

1) Acides gras de la famille n-6

Bien que le taux de ces acides gras soit systématiquement plus
faible dans le lot (B) par rapport au lot (A) & 1'dge de 15 jours, la dif-
férence n'est réellement significative que dans Tes membranes synaptiques
(Figure 3). Par contre chez 1'adulte, le taux d'acides gras en n-6 est
significativement plus faible dans le lot Primor et ce, dans toutes les
structures membranaires étudiées. Nous pouvons également constater que quel-
Te que soit la nature du régime, le développement cérébral s'accompagne
d'une diminution du taux des acides gras n-6. Toutefois, cette diminution,
qui est certes systématiquemént plus importante lorsque 1'apport en 18:3
n-3 est plus &levée (Lot B), n'est peut étre qué relative au niveau de la

myéline compte tenu de 1'accumulation importante des monoénes.

2) Acides gras de la famille n-3

En accord avec les résultats obtenus sur le cerveau entier (3),
nous retrouvons un enrichissement en acides gras n-3 dans le lot (B) par

rapport au lot (A) (Figuré 4), mais i1 est intéressant de constater que chez
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le jeune rat (15 jours) 1'augmentation du taux des n-3 n'est significative
que dans la my&line et les synaptosomes. Par contre chez 1'animal adulte,

on remarque'une &lévation significative des n-3 dans le Tot Primor au sein

de toutes les fractions membranaires. I1 est aussi intéressant de remarquer
que myéline et microsomes se comportent de fagon identique en fonction du
temps, alors que mitochondries et synaptosomes &voluent de maniére inverse.
En effet, entre 15 jours et 60 jours, nous constatons une diminution du

taux des n-3 au niveau de la myéline et des microsomes et une augmentation
dans les synaptosbmes et les mitochondries. Ces variations sont indépendantes

de la nature du régime.

DISCUSSION

Nous pouvons constater que les régimes utilisés n'ont aucune
incidence sur le développement cérébral puisque le rapport saturés/mono-
insaturés, considéré comme index de maturation du cerveau est rigoureusement
identique dans les lots (A) et (B) (Tableau II). Il‘a été en effet montré
que cet index de maturation était perturbé lors de malnutrition foetale (18).
L'influence du taux des acides grés essentiels du régime maternel‘est par
contre évidente sur la teneur en acides gras polyinsaturés des fractions
membranaires. Compte tenu du taux d'acide l1inolénique dans les ingestas du
raton (3), nous constatons que chez le jeune rat du lot (B) 1'augmentation
des n-3 et inversement la diminution des n-6 observée dans le tissu entier
est essentiellement due aux membranes synaptiques, par contre chez 1'adulte,
1a cbmposition en acides gras polyinsaturés de tautes les fractions membra-

naires étudiées est modifiée.




La diminution globale du taux des n-6 dans le cerveau entier
en fgnction de 1'3ge est caractéristique de toutes les fractions membranai-
res avec toutefois un effet plus significatif dans le lot Primor (Figure 3).
Quant & la fixité du taux des n-3 dans chaque lot au niveau du tissu entier
en fonction de 1'dge, nous remarquons que ce phénoméne est la résultante de
deux variations inverses. En effet, nous observons une diminution du taux
des n-3 dans 1a myéline et les microsomes alors que mitochondries et synap-

tosomes s'enrichissent en ces acides gras en fonction du temps (Figure 4).

La fixité bien connue de la somme (n-6 + n-3) (1, 2) est retrou-
vée au sein des différentes fractions quel que soit le taux d'acides gras
essentiels du régime (Figure 5). Comme nous 1‘'avons observé dans le tissu |
entier, cette constante biologique pourrait en partie s'expliquer par une
compétition entre le 22:4 n-6 et le 22:5 n-3 au niveau de la A4 désaturase.
Le 22:5 h-3 serait un substrat préférentiel dans le cerveau pour ce systéme
enzymatique d'ol une accumulation de 22:6 n-3 et une diminution du taux de
22:5 n-6 dans le lot Primor (Tableaux III et IV) (Figuré 6). Enfin, dans nos
conditions expérimentales, le 18:3 n-3 ne semble pas altérer la conversion
du 18:2 n-6 en ses homologues supérieurs (20:4 n-6 et 22:4 n-6) puisque les
taux de cés acides gras polyinsaturds sont identiques dans chaque Tot au |

méme stade de développement (Tableaux III et IV).
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TABLEAU I

REPARTITION DES DIFFERENTS CONSTITUANTS ENERGETIQUES
DANS LES REGIMES (% des calories totales)

ARACHIDE PRIMOR
Protides 16,9 16,9
Glucides 62 62
Lipides 21,1 21,1
Acide Tinoléique 5,75 4,90
Acide Tinolénique 0,04 1,60
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TABLEAU I1I

INDICE SATURES/MONOINSATURES DES DIFFERENTES FRACTIONS MEMBRANAIRES
ISOLES A PARTIR DES CERVEAUX DE RATS AGES DE 15 JOURS ET 60 JOURS

15 JOURS 60 JOURS

Lot A¥ 2,34 + 0,11 1,08 + 0,02
Myéline : . _ .

Lot B®* 2,3 + 0,08 1,03 + 0,01

Lot A 2,60 + 0,31 2,50 + 0,08
Synaptosomes :

Lot B 2,77 + 0,10 2,35 + 0,03

Lot A 2,00 + 0,22 1,85 + 0,08
Mitochondries '

' Lot B ‘ 2,04 + 0,02 - 1,81 + 0,09 P

Lot A 3,55 + 0,06 2,52 + 0,05
Microsomes

Lot B 3,51 + 0,05 2,32 + 0,13

® Arachide #3% Primor
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DES FIGURES

Figure 1:

Figure 2 :

Figure 3 :

Figure 4 :

Figure 5 :

‘Figure 6 :

Répartition des acides gras saturés dans les lipides totaux des
différentes fractions subcellulaires du cerveau chez les animaux

dgés de 15 jours et de 60 jours.

Répartition des acides gras monoinsaturds dans les lipides totaux
des différentes fractions subcellulaires du cerveau chez les

animaux dgés de 15 jours et de 60 jours.

Répartition des acides gras de la famille n-6 dans la phosphatidyl-
éthanolamine des différentes fractions subcellulaires du cerveau

chez les animaux dgés de 15 jours et de 60 jours.

Répartition des acides gras de la famille n-3 dans la phosphéfidyl-
éthanolamine des différentes fractions subcellulaires du cerveau

chez les animaux dgés. de 15 jours et de 60 jours.

Evaluation de 1a somme des acides gras des familles n-6 et n-3 dans
la phosphatidy]éthanolaminé des différentes fractions subcellulai-

res du cerveau chez les animaux dgés de 15 jours et de 60 jours.

Variations du rapport 22:5 n-6 / 22:4 n-6 dans la phosphatidyl-
éthanolamine des diffarentes fractions subcellulaires du cerveau

chez les animaux dgés de 15 jours et de 60 jours.
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INFLUENCE OF DIETARY ESSENTIAL FATTY ACID LEVEL ON

FATTY ACID COMPOSITION 1IN PERIPHERAL NERVE AND

MUSCLE.

M. PATURNEAU-JOUAS, G. DURAND, A. NOUVELOT, M. MASSON and
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INTRODUCTION

Many membrane properties aré related to membrane fatty acid
composition. The characteristics of each particulate fatty acid give it the
particulate aptitude to move in space or to join neighboring molecules.
Long hydrophobic chains increase the fbrces of intermolecular attraction
(5, 9) ; when a membrane is rich in very long-chain fatty acids, its
cohesion, especially in its inner non-polar region, is increased in the
areas occupied by the‘side chains. Such a mémbrane is found in the nervous
system : the myelin sheath is particﬁlar1y rich in sphingolipids containing

very long-chain fatty acids (1, 13, 20).

On the contrary, the presence of monounsaturated or poly-
unsaturated fatty acids (PUFA) enhances membrane fluidity (15), allowing
facilitated ion transport (21) and increased membrane-bound enzyme activity
(6, 15, 21). The enrichment in the unsaturated fatty acid (UFA) content of
the cell membrane may be an adaptive mechanism in cold resistance (11) as
it is in muscle as a result of éndurance tra{ning (27). Another nervous
membrane, the synaptosomal mémprane, contains a high proportion of poly-
unsaturated fatty acids (16). This observation may be related to the
high]? specialized exchange mechanisms operating at the level of the

synapses.

In the peripheral nervous system (4) as in the central nervous
system (2, 3, 13, 24), saturated and monounsaturated fatty acids are mainly
synthesized by endogenous enzymatic systems. However, they may also be

taken up by the brain from the blood and incorporated into lipids (8, 12).
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Indeed, this in the only way the brain obtains the essential fatty a;jds,
18:2 (n-3) (linolenic acid), which mammals cannot synthesize. PUFA, espe-
cially 20:4 (n-6) (arachidonic acid) and 22:6 (n-3) (doccsahexaenoic acid),
are removed from the blood and incorporated into the brain lipids (14, 26).
The (n-6) series can be synthesized from 18:2 or the (n-3) series from

18:3 through elongation desaturation mechanisms in the liver. Much less is
known of the effects of lowering linolenic acid than of lowering linoleic

acid in the diet (7, 17).

Since PUFA are major components of nerve phospholipids and
important constituents of muscle membrane, we attempted to determine the
effect on the fatty acid profile of both peripheral nerve and muscle of
varying the n-6/n-3 ratio in the diet with a sufficient supply of the

(n-3) series precursor or a very low supply of 18:3 (n 3).

MATERIAL AND METHODS

ANIMALS AND DIET

diet containing casein (18 %), starch (30 %), sucrose (36 %), salt mixture
(4 %), agar-agar (2 %), fat (10 %) and vitamins. Lot P received peanut oil
and lot R rapeseed oil. They were fed the experimental diet ad Tibitum
during pregnancy. After birth, 8 pups were left with each dam and the

treatment was continued on them throughout lactation and after weaning.
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synthetic diet containing 1 % sunflower o0il. At the fourth generation and
one week before mating, they were divided into two lots : lot SU which con-
tinued to receive the sunflower 01l diet and lot S which was fed a diet
containing 1.15 % soya oil. After weaning, the treatment was continued on
the young rats. The fatty acid compositioﬁ.of each dietary oil is given

in Table I.

LIPID ANALYSIS

Adult animals were killed by cervical disruption and the
sciatic nerve and quadriceps muscle quickly removed. The intact sciatic
nerve and the muscle, homogenized in ice-cold water, were freeze-dried and
the Tipids extracted as previously described (25). The fatty acids were
analyzed by gas-1liquid chromatography using an open tubular (carbowax 20 M,
50 m long, 0.2 mm wide). Fatty acid concentrations were determined with a

computer (ICAP 10, LTT).

 RESULTS

Sciatic nerve fatty acid profiles from rats fed with rapeseed,
peanut, soya or sunflower 0il are shown in Table 2. Total 1ong-chaiﬁ fatty
acids (LCFA) containing 20 carbon atoms or more and fatty acids of the
(n-6) and (n-3) series are expressed as a percentage of the total fatty acids

on the lower part of the table. As all essential fatty acid derivatives
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possess 20 carbbn atoms or more, total PUFA was expressed as a percentage
of LCFA. At least the respective parts of the (n-6) and (n-3) series in

PUFA were calculated.

Much fatty acid profiles and the same calculations as for

nerve are presented in Table 3.

DISCUSSION

LCFA represents approximately 1/4 of the fatty acids of each
studied membrane. The level of LCFA decreased in both the nerve and the

muscle of rats fed with rapeseed oil.

The fact that saturated and monounsaturated LCFA are major
components of myelin may explain why the relative percentages of PUFA are
much higher in muscle than in nerve; However,”as previously shown in brain
(10, 19) total PUFA - (n-6) + (n-3) - remained relatively constant in the

membranes of a same group of rats chichever diet they were fed.

In rats of group 1, rapeseed oil, which has the lowest ratio
of (n-6)/(n-3) compared to peanut 0il, was shown to induce a decrease of
(n-6) fatty acids and an increase of (n-3) fatty acids in the membranes ;
both these effects were much more evident in muscle than in nerve. The
same, but less markéd, alterations were observed in group 2 rats fed with
the low-ratio soya 0il or with sunflower o0il. It is important to note that

Tinoleic acid, 18:2 (n-6), predominated largely in the four different diets ;
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thus, the increase in the (n-3) LCFA is probably due to preferential PUFA
biosynthesis from linolenic acid, 18:3 (n-3), when the dietary oil ratio,
Tinoleic/linolenic acid, was 1ow enough. This is particularly evident in

the muscle of rats fed with the rapeseed oil : 22:4 (n-6) and 22:5 (n-6)

were not detectable but the 22:5 (n-3) and 22:6 (n-3) levels increased.

Conversely, the linolenic acid deficiency in the peanut and
sunflower diets, in which 18:3 (n-3) represented less than 0.6 % of
overall fatty acids, induced a large decrease in the level of PUFA (n-3)

fatty acids.

In conclusion, although dietary linolenic acid deficiency has
a marked effect (whose physiological significance remains to be determined)
on fatty acid profiles of peripheral nerve and muscle, it is shown that the
dietary essential fatty acid ratio itself is a key point in the regulation
of long-chain polyunsaturated fatty acid biosynthesis. Further analysis of
fatty acid composition in isolated 1ipids could provide information about

the Tocation of these alterations in the membranes of nerve and muscle.
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TABLE 2

FATTY ACID PROFILE OF NERVE IN RATS
FED EXPERIMENTAL DIETS
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FATTY ACID PROFILE OF MUSCLE IN RATS
FED EXPERIMENTAL DIETS
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ETUDE COMPARATIVE DE L'INFLUENCE D'UN GRADIENT DISCONTINU
D'APPORT EN ACIDE LINOLENIQUE DANS LE REGIME SUR LA
REPARTITION DES ACIDES GRAS POLYINSATURES AU NIVEAU DE

DIFFERENTS TISSUS CHEZ LE RAT.

(Résultats non publiés)
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INTRODUCTION

Les études analytiques précédentes nous ont permis de montrer
que 1'apport d'acide linolénique dans 1'alimentation de la mére pendant
les périodes de gestation et de lactation modifie de fagon significative
1a répartition des acides gras polyinsaturés en n-6 et n-3 au sein des lipi-
des du cerveau entier, mais également des fractions subcellulaires, des

nerfs périphériques et des muscles squelettiques.

Ces résultats ne nous permettent pas toutefois d'apprécier la
réelle sensibilité du tissu nerveux central en cours de développement aux
apports exogénes en acide linolénique. L'accumulation des acides gras de
la série n-3 au détriment des acides gras terminaux de la série n-6 est-
elle en relation directe avec 1faugmentation du taux de 18:3 n-3 dans le
régime, ou existe-t-il un seuil critique & partir duquel la teneur en

acides gras polyinsaturés des lipides cérébraux soit régulée ?

D'autres organes plus ou moins riches en AGPI de la série n-3
comme le foie, les testicules, les reins,ont-ils Ta méme interdépendance
et la méme sensibilité que le cerveau vis-a-yis des apports alimentaires

en acide linolénique ?

Afin de déterminer la sensibilité tissulaire aux apports
exogénes en 18:3 n-3, nous avons utilisé huit types de régimes dans lesquels
1'acide linolénique représente respectivement 0,2 -0,5-1-1,56-2 - 3 -

6 et 9 % des acides gras totaux. Le taux'd'acide linoléique reste identique
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pour tous les lots puisqué nous avons réalisé ce gradient discontinu d'apport
en 18:3 n-3 & partir de mélanges d'huile d'arachide et d'huile de primor dont

la teneur en 18:2 n-6 est trés voisine.

PROTOCOLE EXPERIMENTAL

Comme nous 1'avons rapporté dans les expérimentations précéden-
tes, le régime semi-synthétique est administré aux femelles dés 1'accouple-
ment et pendant toute la durée de la gestation et de 1a lactation. Aprés
sevrage, les jeunes animaux continuent & recevoir les régimes correspondants

jusqu'a 1'age adulte.

Compte tenu d'une part, des résultats préecédents et d'autre
part, des phases de développement cérébral chez le raton, les animaux sont
sacrifiés a 1'dge de 15 jours (phase intense de myélinisation) et & 1'dge

de 60 jours (adulte).

L'analyse par chromatographie en phase gazeuse des acides gras
du régime (Taﬁ]éau I) nous montre qué la teneur en acides gras essentiels
des huiles des différents régimes est trés voisine des taux théoriques que

nous avions fixés au préalable.

Que ce soit au niveau du foie, des reins, des testicules ou du
cerveau entier, nous nous limiterons 1a aussi,dans la présentation des ré-

sultats,a 1'étude de la composition en acides gras de la fraction la plus
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riche en AGPI, c'est-d-dire & la phosphatidyléthanolamine (PE). Nous ferons
toutefois une exception pour le tissu hépatique puisque, & ce niveau, la
répartition des acides gras au sein de 1a PE ne refléte pas les observations

faites dans 1'extrait lipidique total.

RESULTATS

MODIFICATIONS DE LA REPARTITION DES ACIDES GRAS AU NIVEAU

DE LA P.E. DU CERVEAU ENTIER

L'apport croissant de 18:3 n-3 dans le régime se traduit certes
globalement par une augmentation des acides gras en n-3 et une diminution
des acides gras n-6 comme nous 1'avions observé précédemment, mais il est
intéressant de remarquer que le taux des acides gras terminaux de chacune
de ces séries n'est pas en relation directe avec la quantité d'acide

linolénique présent dans 1'alimentation.

Si 1'on considére le 22:6 n-3, on remarque que cet acide gras
s'accumule progressivement dans la PE pour des régimes od le 18:3 n-3
réprésente entre 0,2 et 2 % des acides gras totaux (Figure 1). Passé ce

stade, la teneur en 22:6 n-3 ne varie plus significativement (Figure

~N
~

dans la classe de phospholipides considérée.

Pour le 22:5 n-3, bien qu'il soit difficile de mettre en

8vidence des variations trés significatives compte tenu de sa faible teneur
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dans la PE du cerveau, on observe la méme tendance c'est-a-éire une stabili-
sation pour des apports supérieurs 3 2 % (Figure 2). I1 semble qu'il existe
un effet sewil a partir duquel le cerveau régule parfaitement 1a proportion
des acides gras terminaux de 1a série n-3 (22:5 n-3 et 22:6 n-3) dans les

phospholipides quel que soit 1'apport en acides gras essentiels du régime.

L'analyse du tableau II montre que, si globalement la teneur en
acides gras de la série n-6 diminue quand 1'apport en 18:3 n-3 augmente, le
comportement de tous les acides de cette famille n'est pas identique. On
remarque notamment que les taux de 20:4 n-6 et de 22:4 n-6 restent constants,
seule la chute du taux de 22:5 n-6 permet d'expliquer la diminution globale.
De plus,la régression du taux de 22:5 n-6 est progressive (Figure 3) avec

LiLtE

toutefois unv1éger fléchissement pour des apports exogénes de 18:3 n-3 Qui)
compris entre 1,5 et 2 %, i1 faut atteindre des apports de 6 % @ 9 % pour -

obtenir une stabilité de la teneur en cet acide gras.

Les modifications dans la répartition des acides gras poly-
insaturés de chaque série sous 1'influence du régime, observées & 1'dge de

15 jours, persistent chez 1'animal adulte.

" MODIFICATIONS DE LA REPARTITION DES ACIDES GRAS AU NIVEAU

~'DE LA P.E. DU TISSU HEPATIQUE

L'enrichissement de la phasphatidyléthanolamine en 22:6 n-3 et
22:5 n-3 dans cet organe, est trés dépendant de 1'apport en 18:3 n-3 dans

=

le régimé (Figure 2). On ne retrouye pas & ce niveau £'effet sewill observé
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dans le cerveau. L'accumulation de ces deux acides gras est progressive de
0,5 @ 6 %. Des apports supérieurs en 18:3 n-3 n'induisent plus de variations

significatives.

Le comportement des acides gras de 1a série n-6 se traduit 13
aussi, comme dans le cerveau, par une diminution de leur teneur globale,
mais 1'appauvrissement en acides gras de cette famille porte & la fois sur
le 22:5 n-6 et sur le 22:4 n-6. Le taux d'acide arachidonique (20:4 n-6)
reste par contre constant dans nos conditions expérimentales au sein de la

PE (Tableau III).

Au niveau hépatique, 1'étude de la PE ne refléte pas parfaite-
ment les comportements de tous les acides gras polyinsaturés puisque 1'&tude
de 1'extrait lipidique total (Tableau VI) permet de mettre en &vidence une
diminution significative du taux d'acide arachidonique entre les lots

1,5et 2 %.

Le foie apparait donc beaucoup plus interdépendant des conditions
nutritionnelles que le cerveau, du moins en ce qui concerne la répartition

des acides gras polyinsaturés terminaux des séries n-6 et n-3.

MODIFICATIONS DE LA REPARTITION DES ACIDES GRAS AU NIVEAU

‘DE LA P.E. DES REINS ET DES TESTICULES

Comme pour les deux organes précédents, 1'apport croissant

d’acide Tinolénique dans le régime induit globalement une augmentation du
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taux des acides gras en n-3 et une diminution des acides gras en n-6.

(Tableaux IV et V).

Les variations de la répartition des acides gras terminaux des
deux séries sont trés comparables dans le foie et le tissu rénal avec toute-

fois une accumulation beaucoup plus discréte de 22:6 n-3 (Figure 2).

Les testicules ont,par contre,un comportement proche du tissu
cérébral. On remarque en effet que le taux de 22:4 n-6 est relativement

constant dans tous les lots expérimentaux (Figure 3).

Que ce soit au niveau du foie, des reins, des testicules, les
modifications induites par le régime sur la répartition des acides gras

polyinsaturés a 1'age de 15 jours persistent chez 1'adulte.

DISCUSSION

Dans tous les tissus étudiés, la supplémentation du régime en
acide 1ino1éniqué conduit & une augmentation du taux des AGPI en n-3
(22:5 n-3 et 22:6 n-3) et une diminution du taux de 22:5 n-6. Les modifica-
tions de 1a répartition des AGPI observées a,1j§ge de.- 15 jours persistent
chez 1'adulte toutefois, 1famp]ftude des variations dépend du tissu consi-

déreé.

En accord avec Crawford et coll. (1), nous remarquons que parmi

tous les tissus retenus dans cette étude, c'est le foie dont la composition
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en AGPI est 1a plus sensible & la nature et aux taux des acides gras essen-

tiels du régime.

Des apports en 18:3 n-3 dans le régime maternel compris entre
0,2 et 9 % ne semblent pas induire d'inhibition de 1'activité des premiéres
étapes d'élongation-désaturation des acides gras essentiels en n-6 dans le
cerveau, les reins et les testicules puisque nous n'avons pas pu mettre en
évidence de modifications significatives de 1a proportion de 20:4 n-6 au
sein de la phosphatidyléthanolamine mais également des lipides totaux dans
ces organes. Par contre, si au sein de la PE du foie, le taux d'acide arachi-
donique est constant, il n'en est pas de méme dans 1'extrait lipidique total.
La répartition des acides dans les lipides totaux hépatiques chez les ani-
maux dgés de 15 jours montre que la teneur en 20:4 n-6 est trés différente
entre les deux régimes extrémes (Tableau VI). Lorsque que 1'on compare deux
d deux les valeurs obtenues pour cet acide gras dans chacun des lots, on
remarque que jusqufa 1,5 %, les apports en 18:3 n-3 sont sans effet, alors
que la chute du taux de 20:4 n-6 entre les lots 1,5 % et 2 % est significa-
tive (Eigure 4). Le taux dfacide linoléique a par opposition tendance a
sfaccumu]er avec 13 aussi un accroissement brusque entre les lots 1,5 % et

2 %.

Au niveau hépatique, pour des régimes ol le taux de 18:3 n-3
représénté 2 % et plus des acides gras totaux, la diminution d'activité de
la A6 désaturase dans la série n-6 est assez évidente (1'augmentation du
taux de 18:2 n;ﬁ et la chute du 20:4 n-6 en sont les témoins). Ceci per-

mettrait également d'expliquer que,dans ces conditions,la proportion des
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acides gras terminaux (22:4 n-6 et 22:5 n-6) est également plus faible.
L'inhibition de la premiére étape métabolique conduit bien &videmment 3

une réduction de la synthése de tous les acides gras de cette série.

Toujours au niveau hépatique, lorsque le régime s'appauvrit
en 18:3 n-3 (taux de 18:3 n-3 inférieur & 1,5 %), la stabilité de la teneur
en 20:4 n-6 des lipides totaux peut s'expliquer par le fait que 1'activité
A6-désaturase du 18:2 n-6 n'est pas modifiée mais que par contre les acti-
vités d'élongation désaturation en aval du 20:4 n-6 sont limitées puisque
méme dans ces conditions les taux de 22:4 n-6 et 22:5 n-6 chutent notamment
dans la phosphatidyléthanolamine qui est 1e‘phospho1ipide le plus riche en
acideé gras longs et polyinsaturés. Compte tenu des travaux antérieurs
(2, 3, 4) sans préjuger de 1'activité de la A6-désaturase dans ces condi-
tions nutritionnelles, la stabilité du 20:4 n-6 est trés certainement due

d 1'intensité des phénoménes de rétroconversion du 22:4 n-6 et du 22:5 n-6

(3).

Le comportement trés particulier des acides gras terminaux de
chaque famille (22:5 n-6 et 22:6 n-3) dans le lot 0,2 % par rapport aux lots
suivants 0,5 % et 1 %, ne peut évidemment s'expliquer par de simples régula-
tions des vitesses d'activité des systémes d'élongation-désaturation 1iées
d la nature des apports nutritionnels maternels. Ces observations ne sont
pourtant pas le fait d'erreurs expérimentales puisqu'elles ont &té confir-
mées indirectement au niveau des lipides sériques au cours d'expérimenta-

tions ultérieures.
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Au niveau cérébral, que ce soit dans 1'extrait lipidique total
ou au niveau de 1a PE, les taux de 20:4 n-6 et de 22:4 n-6 sont indépendants
du régime utilisé. L'inhibition de 1'activité de la A4 désaturase du
22:4 n-6 en 22:5 n-6 pourrait étre & 1'origine de T1a chute du taux de ce
dernier dans les lipides cérébraux. Sprecher (6) a en effet montré que con-
tréfrement au foie, 1'activité de la A4 désaturase est importante dans le
cerveau. Afin d'expliquer le comportement des acides gras polyinsaturés au
niveau du cerveau, i1 faut imaginer une régulation & deux niveaux ; d'une
part, par rétrocontrdle des acides gras terminaux de la série n-3 sur les
activités)enzymatiques des deux séries n-3 et n-6 et d'autre part, par une
sélectivité de captation des acides gras au niveau de la barriére hémato-
encéphalique qui deviendrait prépondérante lorsque lestbesoins en acides

gras de la série n-3 sont assureés.

Nous venons de voir que la répartition en acides gras poly-
insaturés chez le raton en voie de développement dépendait trés étroitement
de la nature et du taux d'acides gras essentiels du régime maternel. I1 ne
faut pourtant pas négliger 1'importance de 1a lactation puisqu'au cours de
cette étape nutritionnelle intermédiaire, i1 y a,au niveau des glandes
mammaires,une synthése importante d'acides gras. Cette synthése endogéne
conduit & une dilution des acides gras essentiels du régime maternel captés
par les glandes mammaires (Tableau VII). Lfa]lure de la courbe présentée
sur la figure 5, nous montre que le taux de 18:3 n-3, dans le lait maternel,

reste trés dépendant des apports maternels.

On remarque alons que Les modifications obtenues entre Les
Lots 1,5 et 2 % conrespondent en fait a des négimes ol Le taux d'acide

Linolenique varie entre 0,5 et 0,7 % des acides gras tofaux.
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La trés grande sensibilité du tissu hépatique aux apports
lipidiques exogénes n'est certes plus & démontrer, la teneur en acides gras
polyinsaturés de ce tissu est le reflet assez fidéle des manipulations
diététiques. A 1'inverse, le tissu cérébral est le p1us indépendant de 1la
nature et du taux des acides gras polyinsaturés exogénes & pa;tir d'un

certain seuil d'apport.

Ces données analytiques reprisentent Les premiens éféments de
néference quant a La déginition du besoin en acides gras essentiels de La

s8rie n-3 pour Le cerveau en vode de développement.

Cette hypothése est sinon confirmée, du moins renforcée par
les résultats préliminaires obtenus lors de la mesure de 1'@lectrorétino-
gramme chez les animaux souhis d des régimes différents quant & 1'apport
en acide linolénique. Comme nous le verrons ultérieurement, ce test physio-
logique a été appliqué d& des rats adultes agés de 60 jours soumis soit au

régime arachide, soit au régime primor depuis la période prénatale.




- 206 -

BIBLIOGRAPHIE

1. Crawford M.A., Rivers J.P.W. and Hassam A.G. : Comparative studies on
the metabolic equivalence of linoleic and linolenic acids.

Nutr. Metab. 21 : 189-190 (1977).

~N

. Peluffo R.0., Gomez-Dumm I.N.T., Dealaniz M.J.T. and Brenner R.R. :
Effect of protein and insulin on linoleic acid desaturation

of normal and diabetic rats. J. Nutr. 101 : 1075-1084 (1971).

3. Holman R.T. : Nutrition and metabolic interrelationships between fatty

acids. Fed. Proc. 23 : 1962-1968 (1964).

4. Blond J.P., Poisson J., Lemarchal P. : Influence de 1'acide a-linolénique
alimentaire sur la conversion des acides linoléique et
¥-1inolénique (1-146) en arachidonate chez le rat (in vivo).

Arch. Int. Physiol. Biochim. 86 : 741-754 (1978).

5. Brenner R.R. : The desaturation steps in the animal biosynthesis of

polyunsaturated fatty acids. Lipids 6 : 567-575 (1971).

)]

.~Sprecher H. : Biosynthetic pathways of polyunsaturated fatty acids.
Adv. Exp. Med. Biol. 83 : 35-50 (1975).




- 207 -

g2 v €6 ST 8°61 £°2¢ 619 €11 R ﬁmm.u
10 > 20 50 b°0 9°0 9°0 9°0 €1 0:42

€1 L0 2°0 10 10 0 0 0 6-U 1:22

£0 80 9°1 b1 8°1 61 61 L2 0:22

1°0 1°0 1°0 1°0 1°0 1°0 1°0 1°0 > 9-u 2:02

81 P 21 21 21 21 1'1 €1 6-U 1:02
§°0 9°0 L°0 80 8°0 8°0 8°0 11 0:02

69 ' 2'c 142 9' 159 50 20 g-u g1
522 8°82 g€ 0°vE 9*pE 8° ve £°Ge 6°2¢ 9-u 2:81
§*L5 L°18 &Y 8° L L9 L9p 299 0° Lt 6-U 1:81

Gt 91 61 61 61 0z 12 5 0:81

€0 20 10 10 10 10 10 1°0 [-U T:91

1°g 'L 56 00l p°0T 9°01 2* 11 8°01 0:91

10 10 10 10 1°0 10 10 10 0:41

SY¥9 S3AIOV

% 6 % 9 % € % 2 %G1 % 1 % G0 % 2°0 o

S3IWIODIY SINIY3IL4IA

S37 SNVQ SWi9 S3QIJV $30 NOILILYVdR

I Nvaiavl




- 208 -

3 et

L°0 + v°0E | SO0+ v1e | 60 +€te | e FT1TIE | b1 Fe'ee | €2 F8YbE | v'EFe9e | 6°T F0°LE 9-u 3
L'o+9'6t | 2t ¥eer | ccovesr ] vzro8r | vOF LT | 6°0F8€T | vTFIWI| 0%z +ocel g-u 3
9°0 + 68T | 0°T + 98T | 0+t | 22 %2zt | vo+gut | 60 F 9T | 1 +0°pT | 8T + §°11 £-U 9:22
1°0 + §°0 1°0 + #°0 1°0 + v°0 2°0 + §°0 1°0 + 2°0 1°0 + 2°0 1°0 + 1°0 - €-U §:22
1°0 + £°1 10 + b°1 1°0 + €°2 €0 +9°¢ 8°0 + 0°p L°0 + §°G €0 + 1°9 2°1 + 0°L 9-U §:22
v°0 + 6°G €0 + t°s €0 + §°S 2°0 + 6°S €0 + €9 2°0 + 6°S b0 + 6°S £°0 + 6°S 9-u $:22
G0+ T°12 | e'1+8%2 | so+¢c1z | 82+o0'0z | Ss0+812 | ¥1FsT2]| 21T *+922 | s0+09°2 9-u $:02
1°0 + 60 | 1°0 + 9°0 1°0 + 90 6°0 + b0 1°0 + ¥°0 1°0 + +°0 1°0 + b0 1°0 + 1°0 9-u £:02
1°0 + 9°0 1°0 + 2°0 1°0 + 2°0 1°0 + 1°0 1°0 + 2°0 1°0 + 1°0 1°0 + 1°0 1°0 + v°0 9-U 2:02

- - - - - - 1°0 + 2°0 1°0 + £°0 6-U 1:02
1°0 + 9°0 1°0 + £°0 1°0 + €0 2°0 + £°0 1°0 + €0 - - 2°0 + S0 €-u £:81
1°0 + ¥°1 v°0 + 0°1 2°0 + 1 G50 + I°1 1°0 + 1°1 2°0 + p°1 2°0 + 2°1 b0 + 0°1 9-u Z:81
L°0 + 60T | 2T *+p'0r | et Hur | 9r+srr | L0+6°0r | 90+ e 1T | S0+ TIT | ST ¥ G601 6-U 1:81
9°T +6°G2 | LT +8'82 | 80+ 1°e | ‘v +9'82 | 20 %892 | 11 %£92 | £0+2°2 | 9T + 042 0:81
6°0 + 92 G0 + 1°1 L°0 + 6°T €0 +9°1 §°0 + 1 PeT o+ £°2 2°0 + €°1 G°0 + £°1 L~V 1:91
p0 + 51T | 6°0 + 6°8 2°0 + 20T | 60 + 2°6 60 + v°6 91T + 0°1T | 8°0 + 8°6 9°0 + G°11 0:91

4 sedb sapioy
%6 %9 % € %2 % 61 % 1 % 60 % 2°0
: $307

(paepuels uojjeraeq + auuskon) STp v n¥IAYID nd “3°d Y1 SNVG SY¥D SIAIOY S3Q NOILILYYIIY

IT nv3ngvl




- 209 -

6°T + v°ce| 6°0 + L°t€ | 6°0 +€9c| €z+6°8s| 2T +88| 62+ pIp| ST +Gvp | T1°T+0°LE muﬂ(\m

€0 + 102 | ST +/8T | €T +0LT| L'1+6°21 ] 91 +2% 9°0 + 6°/ L°0 + €°9 G2 + 2°91 g-u 3

20 +2'8T| ST HGOT| TLHPST| 9THIIL| 0THI'8 L°0 + 2°L 9°0 + 8°S 2+ 69l €-U 9:22
1°0 + 6°1 1°0 + 2°2 £°0 + 9°1 10 + $°1 1°0 + 1°1 1°0 + £°0 1°0 + §°0 2°0 + €£°1 £-U G:22
1°0 + 2°0 1°0 + 2°0 1°0 + 1°1 €0 +8°2 0°T + 0°t L°0 + L°G 2'1T + 2°L G°0 + €°1 9-u §G:22
1°0 + 1°0 1°0 + €°0 10 + 8°0 2°0 + 2°1 2°0 + 61 10 + §°1 2°0 + 1°2 1°0 + 8% 9-u $:22
20 %681 | c0%poz | tr¥orz] 90 %10z 90 %e6'st| ot Fzrz| s0+soz| 0°17FL02 9-u $:02
1°0 + €°0 1°0 + §°0 1°0 + ¥°0 £°0 + 9°0 1°0 + ¥°0 10 + v°0 1°0 + ¥°0 10 + ¥°0 9-u £:0¢
1°0 + ¥°0 1°0 + £°0 1°0 + 5°0 1°0 + §°0 10 + v°0 1°0 + 0 1°0 + 9°0 1°0 + ‘0 9-u 2:02
8T +G°¢T | 60+0°2r | 1 +6'et | e T +eT | vo+oer | v+ zoFwer| €1 F e 9-u 2:81
6°0 + 9°G b1 + b°S 2°0 + ¥ 2°1 + 8°8 b0 + 1°8 11 + 2'8 1°0 + 29 €0 + 2°G 6-U 1:81
L0+vv2 | o' T+vbz | 808wz | 1T sz | s0F9zz| 9t 8WT| SO0 9WZ | ST LW 0:81
1°0 + ¥°0 1°0 + 2°0 1°0 + £°0 10 + 60 2°0 + L0 1°0 + ¥°0 G°T + 9°0 1°0 + 6°0 L-U 1391
6°0 + T°9T | 8T +9°T | 2°T+2°4T | 1 +8°ST | 6°T+9%02 | 8€+e€s1 | LT +8LTL | 20+ t°01 0:91

sedb saptoy
%6 %9 % € % 2 % 51 %1 % 60 % 2°0

$307

(puaepue3s uorjeragq + suuakoy) SIp v 3104 NG “3°d ¥ SNV

ITI Nv3lavl

SYdY S3AIJV S3A NOILILYVdIY



- 210 -

- - - - - - - - ,./‘.:N.\.\
€L +0°9F | T'T+2%y | 8T +28v | 6°% +0°Gy | ST+ L6p | T°T +0°1G | €G+1°8 | 6°0+L8Y 9-u 3
b0 + 6°F b0 + G°¢ pe0 *+ 1% 2°0 + 2°¢ €0 + v°¢ €0 + 0°¢ 61 + 2°¢ b0 + 0°Y g-u 3
2°0 + 8°¢ €0 +9'¢ b0 + L°€ €0 + 0°¢ 1°0 + 1I°¢ 1°0 + [°2 2°1 + 0°¢ 1°0 + ¢ £-U 9:22
1°0 + 1°1 1°0 + 6°0 10 + #°0 10 + 2°0 10 + €°0 10 + €0 10 + 2°0 2°0 + 9°0 £-u G:2g
1°0 + 1°0 1°0 + 1°0 10 + ¥°0 L°0 + 0°T 2°0 + 2°1 £0 + 9°1 G0 + 8°T 1°0 + €0 9-u §:22
2°0 + 21 1°0 + 0°1 1°0 + 9°1 G°T + 1°2 10 + 22 2°0 + 0°2 b0 ¥ 9°2 10 + §°1 9-u $:22
6°T % £°2¢ | 9°0 ¥ /°08 | 8°0 +¥°IE | v°S +L°1E | L0 veg'2e | L0 ¥6°2€ | LerevE | vi0o Iz 9-u 4:02Z
1°0 + 2°1 1°0 + 21 2°0 + 1°1 1°0 + 2°1 1°0 + 21 1°0 + 2°1 20 + 8°0 1°0 + 2°1 9-u £:02
1‘O+v0 | T°0*s'0 [ 1°0%90 | z0+6°0 | T°0+80 | 1'O+6°0 | 20+8%0 | 10+90 | 9-uz:02
€y + v°0T | ¥°0+ €T | 90 F1'cr | 1°9 % 1°8 L0 +0°2T | b0 +v2l | st + 2y G0 + 0°€l 9-u 2:81
LT+€8BT | 90+ %81 | v0+6°81 | v2+9'81 | vo+wver | co+osr | £1 %0951 | €07 ves1 6-U 1:81
9°C T 66T | 90 F oLl | 80 F e LT | v Fuel | Lf0F8uT | Lr0oFu8l | 9e T | L0 F s 0:81
10 + 9°0 10 + 9°0 T°0 + 0 L°0 + 6°0 1°0 + §°0 1°0 + 60 €0 + £°0 1°0 + 9°0 L-U T1:91
€T+ LT | Lf0+6°TT | T°T *v°11 | 6°0 +8°21 | 60 + 201 | O0°T + v'6 peT + T°1T | 1°0 + 8°01 0:91

seab saplLoy
%26 %9 % € %2 % 51 %1 % G0 % 2°0
$307

(paepuegs uop3e}Aq + auuakoy)

STp v SNIZY $30@ *3°d V1 SNV SY¥9 SICIIV S30 NOILILYVITY

Al Nv3aiavl




- 211 -

—
g'T*o02e | 2z¥eve | 6T F1°9c | €T +e‘se | se+e'se | 6°zrige| verezEe | §9+psE] 9-u 3
L' + 6'8 I°1T + €S G0 + 2°S 1°€ + 0°S 8°0 + 2'v £°2 + €S 1T + 6°¢€ L°T + 1°G g-u 3
0°z + §°L 8°0 + 6t 1°0 + L% 0°2 + ' 1°0 + 8¢ L°0 *+ &°¢€ 9°0 + 1°2 T°1T + 2% €-u 9:¢22
G0 + 6°0 20 + 2°0 1°0 + 1°0 - - - - 2°0 + 9°0 £-U §:22
b0 + 9°2 p°0 + 9'Y 6°0 + 9°¢ b0+ 1°S 1°0 + 2°9 6°0 + G°9 6°0 + 9°G b0+ L€ 9-u §:2Z
2°0 + 9% b0 + L°¢€ L°0 + 8% 9°0 + 0t 1°0 + 0°S G0 + L°F 8°0 + L°¢ 1°0 + 0°t 9-U $:22
8°0 ¥ 66T | 2T *+£'12 | v'r+912 | so+¢2z | 90+9°12 | 6°T +8%22 | vz +¢€°81 | 2°¢ +1°22 9-U $:02
€°0 + 9°0 2°0 + L°0 1°0 + £°0 1°0 + 9°0 1°0 + 8°0 1°0 + £°0 9°0 + 50 1°0 + £°0 9-u £:02
1°0 + 1°0 1°0 + 2°0 2°0 + t°0 L0 + §°0 9°0 + ¥°0 b1+ 81 €0 + 8°1 1°0 + £°0 £-u £:81
v0 + LY €1 + 8°¢ 2T + vy I°1 + €'¢ 12+ L' 6°0 + 0°p 9°0 + 8°% 2°2 + 6° 9-u 2:81
10 ¥1°62 | 1°c+¢'2z | 9'2 02z | 80 ¥sce | s0% stz | vz te6T | 2°GF 1Lz | 0°L *6°G2 6-U 1:81
p0 + 82T | v Fe6'bT | 8 F6°Wl | L% ¥8'€T | 10+ L2t | €€+ 9wl | 1°0 Fe6°21 | Sz + 1°GT 0:81
0°2 + 21 LT + 81 LT +5°1 50 + p°1 0°T + 2°2 ST +6°T ST + €% A IVAR [-U 1391
6°1 + 602 | 21 #2212 | vr+e0z | vT¥0°12 | ST F6°ST | S°BE +9°6T | PO F6°8T | S°v +8°91 0:91

seab saplLoy
% 6 %9 %€ %2 % 61 %1 % G0 % 2°0
$3071
(paepuess uo3e}A3Q ¥ auuskon) STp ¥ SITNDTLSIL SI0 *3°d V1 SNVO SV SIALOV SIQ NOILILUVR

A Nv3Tgvl




- 212 -

1°0 ¥ 2°0 1°0 + 1°0 1°0 + 1°0 1°0 + 1°0 1°0 + 2°0 1°0 + 2°0 1°0 + 2°0 1°0 + 20 6-U 1:h2
1°0 + 1°0 1°0 + 2°0 10 + 10 1°0 + €90 1°0 + 5°0 1°0 + 5°0 10 + ¥°0 1°0 + v°0 0:%2
€T + 9°1 1°0 + 6°1 1°0 + §°1 1°0 + €°1 8°0 + 6°2 1°0 + 1°¢ 2°0 + €2 €°0 + 89 €-U 9:22
2°0 + 9°2 1°0 + §°1 1°0 + 6°0 1°0 + L°0 1°0 + 9°0 1°0 + 2°0 1°0 + €°0 1°0 + 0°1 €-U §:22
1°0 + 1°0 1°0 + 2°0 1°0 + 1°0 1°0 + 1°0 b0 + 51 1°0 + v°2 2°0 + £°2 €0 + 0°1 9-U §:22
1°0 + 1°0 1°0 + 1°0 10 + 1°0 1°0.+ 1°0 2°0 + 1°1 1°0 + 1°1 1°0 + €°1 2°0 + 0°1 9-u $:22
- - - - 1°0 + 1°0 1°0 + 1°0 1°0 + 1°0 10 + 2°0 0:22
9‘2 + §°8 €0 + L5/ pT + 56 b0 + 2°6 8T+ p'cT | vot+est | 2o+ ] tteteton 9-U $:02
1°0 + 90 1°0 + ¥°0 1°0 + v°0 10+ %°0 | 1°0 + %0 1°0 + 9°0 1°0 + 9°0 1°0 + L0 9-u £:02
1°0 + §°0 1°0 + 2°0 1°0 + £°0 1°0 + €°0 1°0 + §°0 1°0 + £°0 1°0 + £°0 1°0 + ¥°0 9-u 2:02
1°0 + 9°0 1°0 + €£°0 1°0 + £°0 1°0 + €°0 1°0 + §°0 1°0 + §°0 1°0 + €0 1°0 + §°0 6-U 1:02
- - - - 1°0 + 1°0 1°0 + 1°0 1°0 + 1°0 1°0 + 1°0 0:02
1°0 + v°1 1°0 + 2°0 2°0 + 2°0 1°0 + 1°0 1°0 + 1°0 1°0 + 1°0 1°0 + 1°0 1°0 + 2°0 g-u £:81
1°0 + v°0 1°0 + ‘0 1°0 + 9°0 1°0 + 9°0 1°0 + v°0 1°0 + °0 1°0 + v°0 1°0 + €°0 9-u £:81
10+ 14T | #°0 + €41 | G0 +6°LT | 90 +0°41 | v°0 + £°¢T | 1°0 + 2°¢T | S0 + 21 | S0 + v°¢€l 9-u 2:81
T +b°92 | 90 +9°z | o't +6°22 | 1°1+¢v'82 | 1°2+9°€2 | 20+, | o1+ 2%z | £°T + p°02 6-U 1:81
8°T + €11 | 6°0 +6°21 | T°6 + vl | €T +6°€T | b0 +2°€T | 62 +9°vT | €0 ¥6'€l | 1°T + 1°G1 0:81
1°0 + 90 1°0 + 1°1 2°0 + 1°1 1°0 + 1°1 1°0 + €°T 1°0 + 1°1 1°0 + €°1 €0 + L0 2-u 1:91
8't +0'82 | 9°0 Fe'8z | pe+ 99z | LT F192 | srvissz | 9‘0Fsse | 9rrese | 62 F vz 0:91
seab sapLoy
% 6 %9 % € % 2 % 61 %1 % G0 % 2°0

$307

(paepueds uot3elAaq + suudkoN) 3104 NG XNVLIOL SIAIJIT SIT SNVA SYYD SIAIIY SIA NOILILYVdIY

IA NY39vL




- 213 -

89°¢ £9°9 16°€T 89°12 £L°9€ §2°05 62111 11°66 TR
60°0 + 12°0 | 20°0 + £1°0 |v0°0 + £1°0 | §0°0 + ¥I°0 { €00 * o1°0 | €00 * 11°0 | 20°0 + 60°0 - £-U 9:22
600 + 95°0 | €0°0 + STI°0 | 20°0 + T1°0 | 10°0 + 21°0 | €0°0 ¥ £0‘0 | €00 ¥ S0°0 | 10°0 + €0°0 - 6-U 1:22
¥0°0 + 60°0 | 20°0 + 010 | z0*0 ¥ £1°0 | 20°0 + 81°0 | €00 * 21°0 |z0°0 ¥ 61°0 | 10°0 * 21°0 | L0°0 ¥ 2£%0 0:22
50°0 + 8.0 | 61°0 * 19°0 |81°0 + 060 | £0°0 + 20°T | 8I°0 + 6,0 |40°0 + 18°0 | 90°0 + 960 | €1°0 ¥ 06°0 | 9-u v:02
10°0 + 21°0 | s1°0 + 1€°0 ] /0%0 + €£°0 | €0°0 ¥ ve‘0 | 20°0 * 9g‘0 |v0‘0 + €€c0 | 90°0 ¥ 1vf0 | €0%0 ¥ 810 9-U £:02
600 + 61°0 | €00 + 02‘0 |c0‘0 ¥ vz°0 | s0f0 + 920 | 110 + €2°0 | £0*0 ¥ 12°0 | €00 ¥ £2f0 | #0°0 * 910 9-U 2:02
20°0 + €1°1 | 60°0 + 99°0 Jo1‘0 + 120 | 90°0 + €£°0 | 21°0 + 89°0 |60°0 ¥ 0£°0 | €0°0 ¥ 65°0 | 10°0 ¥ 28°0 6-U 1:02
20°0 + ST°0 | €0°0 + 02°0 |20°0 *+ 12°0 | €0°0 + €2°0 | €0°0 ¥ s1°0 |90°0 ¥ 220 | 10%0 ¥ v1°0 | ¥2‘0 ¥ 0s‘0 0:02
20°0 + 95°% | 11°0 * 92°2 |90%0 + 0z°1 | €0°0 ¥ 69°0 | v0‘0 + 8€°0 |€0°0 ¥ 10 | S0%0 ¥ 21°0 | z1°0 ¥ 810 £-U £:81
600 + ¥2°0 | 10°0 + ov‘0 |22‘0 + €9°0 | £0‘0 ¥ 090 | o010 + S5°0 |e€0‘0 ¥ 0s‘0 | z0°0 ¥ ss‘0 | 0s‘0 ¥ 08‘0 9-U £:81
9€°0 + 64°9T | €2°0 + 00°ST | 9€°T + 0£°9T | £9°0 + 96°tT | ¥9°0 + 96°€T | €6°0 ¥ 89°s1| vs‘0 + se‘cr] 99°¢ ¥ z1z1] 9-u z:81
Lv'0 + 99°TH | ¥6°0 + £8°9€ | G/°2 + 28°6E] €€°2 + 68°6E | 26°T ¥ T/°GE | vz*2 * vvoc | Ov*T + Ls°cc | 68°c + €I°8s| 6-U 1:81
81°0 + 91°€ | 81°0 + G2°c |v1°0 + L€ | 60°0 ¥ €p°c |€r0 + 1€°¢ |12°0 ¥ ov°c |s80‘0 * 1€°¢ | 91°0 ¥ 25°¢ 0:81
910 + €5°T | €1°0 + 812 |9v°0 + 92°2 | 20 + 22°c |8cc0 ¥ €0c |ve‘0 ¥ ps2 | 220 * 60°¢ | ¥5°0 F 95°1 L-U 1:91
Ov0 + 29°61 | €0°T + 1262 |9v*Z + 16°92| €9°T ¥ §5°/z | 8€‘0 + L£°1¢ | 60°2 ¥ 1582 | 69°0 + vzcc | 60°v + vbiez 0:91
LE°T + (96 | €S°T +8v°8 |26°T + £9°9 | 10°2 ¥ 89°9 | 95°T + 61°6 | €'z + 10°0T | 6v°T + €66 | £9°2 + z2°z1 041

seab sapLoy
%6 %9 %€ % 2 % 61 %1 % 60 % 20
$301

(p4epue3s uorzerAag + suuskol) NOLVY NG XNYIVWOLS S3AIdIT

IIA Nv3lavi

S30 SVY9 S3IAIOV N3 NOILISOdWOD




Figure 1
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RELATIONS ENTRE LA NATURE DES ACIDES GRAS POLYINSATURES DU
REGIME ET LA REPARTITION DES ACIDES GRAS DANS LES
DIFFERENTES CLASSES DE LIPOPROTEINES CHEZ LE RAT

EN VOIE DE DEVELOPPEMENT.

(Résultats non publiés)
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INTRODUCTION

Les acides gras saturéds et monoinsaturés de toutes longueurs
de chafnes sont synthétisés dans le cerveau par 1fintermédiaire de plu-
sieurs mécanismes enzymatiques différents. Dans le réticulum endoplasmique,
la synthése est sous la dépendance de trois systémes enzymatiques différents
(1, 2). Le prémier est un systéme "de novo" élaborant principalement de
1'acide palmitique. Le second est un systéme dfal]ongement du C16:0 qui
fait suite au systéme "de novo" conduisant & la synthése d'acide stéarique.
A partir du 18:0, un troisiéme systéme enzymatique permet la synthése de
trés longues chaines. Les acides gras monoinsaturés sont synthétisés par
le méme complexe que leurs homologues saturés mais a partir de 1'oléyl1-CoA
(3) dérivant du stéaryl-CoA par action de la A9 désaturase qui est trés

‘active dans le cerveau.

Les mitochondries possédent également un systéme de synthése

~ %de nova". Par contré, contrairement au réticulum endoplasmique, i1 n'existe
ici qu'un systéme d'allongement aprés la synthése "de novo", ces organites
cellulaires sont totalement autonomes quant & la synthése de leurs acides

gras saturés et monoinsaturés (4).

Toutefois, le cerveau ne synthétise pas tous les acides gras
non essentiels nécessaires & 1'élaboratijon de ses membranes, 1'é@valuation
des résultats enzymatiques obtenus "in vitro" comparés aux vitesses de

renouvellement "in vivo" et & la quantité d'acides gras déposés au cours
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du développement a permis de montrer que £e cerveau ne peut ZLaborer que

60 % envinon de ses acides gras (5). Pendant trés longtemps, le cerveau a

&té considéré comme un organe autonome, indépendant des apports exogénes
quant & ses besoins en acides gras non essentiels, or,il est maintenant
démontré que méme pour cette catégorie d'acides gras, une origine plasmatique,
voire nutritionnelle est évidente. A fortiori, la présence en quantité im-
portante d'acidés gras polyinsaturés des séries n-3 et n-6 dans la substance
grise implique une origine sérique des acides gras insaturés soit en tant
qu'acides gras essentiels en C18 qui sont ensuite allongés et désaturés

"in situ", soit sous forme de plus longues chaines déjd synthétisées par

le tissu hépatique.

Sans préjuger des modes de transport d travers la barriére
hémato-encéphalique, nous nous sommes attachés dans un premier temps &
estimer 1'incidence du taux d'acide 1inolénique dans le régime sur les
disponibilités potentielles du cerveau en acides gras polyinsaturés et par
14 méme 1'importance du métabolisme intrahépatique intermédiaire par le

biais de 1a répartition des acides gras au sein des lipoprotéines sériques.

PROTOCOLE EXPERIMENTAL

Compte tenu des résultats antérieurs, les apports exogénes en
18:3 n-3 ont é&té fixés & 0,2 %, 1 %, 2 % et 9 % des acides gras totaux du

régime. Les différents régimes ont été administrés aux animaux selon le
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protocole décrit précédemment c'est-d-dire durant les périodes de gestation
et de lactation. Sur les prélévements sériques des animaux dgés de 15 jours,
nous avons, aprés précipitation sélective par 1'héparine-manganése (6),
&tudié la répartition des acides gras dans les phospholipides et les esters
de cholestérol des VLDL-LDL et des HDL. Parallélement, la composition des
acides gras libres du sérum a &té &tablie chez les animaux soumis aux mémes

régimes alimentaires.

RESULTATS

REPARTITION DES ACIDES GRAS DANS LES LIPOPROTEINES DE
FAIBLE DENSITE (VLDL-LDL)

L'apport croissant de 18:3 n-3 dans le régime n'induit pas de
variations significatives du taux de 22:6 n-3 dans les phospholipides de la
~ fraction VLDL-LDL, par contre la teneur en son précurseur,le 22:5 n-3 croit

réguliérement lorsque le 18:3 n-3 exogéne augmente (Figure 1, Tableau I).

Les acides gras terminaux de la série n-6,présents en grande
quantité dans les phospholipides des VLDL-LDL du lot 0,2 %,chutent brusque-
ment et se stabilisent lorsque 1'acide linoléique représente 1 3 2 % des
acides gras totaux du régime. Dans le dernier lot (9 % de 18:3 n-3),ces
acides gras ne sont plus présents qu'a 1'état de traces au sein des phospho-

lipides totaux (Tableau I, Figure 1).
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Que ce soit au niveau des phospholipides ou des esters de
cholestérol (Tableau III),la présence d'acide linolénique n'a pu étre détec-
tée excepté pour les esters de cholestérol du Tot 9 % ol cet acide gras re-

présente plus de 2 % des acides gras totaux.

Le comportement particulier des acides gras du lot 0,2 % observé
au niveau du foie, est sinon expliqué, du moins confirmé par les &tudes séri-
ques puisqu'il semble qu'il y ait une Tibération préférentielle des acides

gras terminaux en n-6 au détriment du 22:6 n-3.

REPARTITION DES ACIDES GRAS DANS LES LIPOPROTEINES DE

HAUTE DENSITE (HDL)

Les observations concernant les acides gras polyinsaturés pré-
sents dans les phospholipides et les esters de cholestérol de cette classe
de lipoprotéines sont trés voisines de celles faites précédemment pour
chaque Tot expérimental (Figure 1, Tableaux II et IV). La divergence porte
essentiellement sur le 22:6 n-3 dont la teneur double pour des apports

exogénes en 18:3 n-3 supérieurs 3 1 %.

COMMENTAIRES

La trés grande sensibilité du tissu hépatique aux conditions
nutritionnelles se traduit certes, comme nous 1'avons vu, par des réparti-

tions différentes "in situ" des acides gras polyinsaturés, mais &galement
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par des modifications de la nature et du taux de ces mémes composants lipi-
diques au sein des 1ipoproté§nes 1ibérées dans le sang. Globalement, 1'enri-
chissement en acides gras essentiels de la série n-3 se traduit par un enri-
chissement en homologues supérieurs de cette série et un appauvrissement en
acides gras de la série n-6. Cette derniére observation est particuliérement
nette lorsque 1'apport en 18:3 n-3 dans le régime maternel dépasse 2 % des
acides gras totaux. Le métabolisme hépatique intermédiaire permet donc la
libération importante d'acides gras trés polyinsaturés d longue chaine qui
représentent une source potentielle pour assurer la couverture des besoins

lipidiques du cerveau.

Nous ne pouvons écarter 1'hypothése d'une captation directe
des précurseurs 18:2 n-6 et 18:3 n-3, mais ce phénoméne semble quantitati-

vement peu important et ce, pour plusieurs raisons :

- L'analyse des lipides cérébraux ne met en évidence que de

trés faibles teneurs en ces acides gras.

- Les phospholipides sériques sont également trés pauvres en
acides gras essentiels et tout particuliérement en 18:3 n-3.
On pourrait alors imaginer une captation importante des acides
gras libres sériques par la barriére hémato-encéphalique, or
méme 3 ce niveau,l'analyse ne permet pas de mettre en évidence
d'incidence du régime (Tableau V) sur la répartition des acides
gras insaturds en C18 dans nos conditions expérimentales. La

seule source possible serait donc représentée par les
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triglycérides des lipoprotéines, mais jusqu‘a ce jour
T'activité d'une lipoprotéine-lipase cérébrale n‘a pas

été démontrée.

La captation des acides gras longs et polyinsaturés présents
dans les phospholipides doit représenter un des modes importants d'apport
en acides gras du cerveau. Les mécanismes mis en jeu sont encore inconnus

actuellement.
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TABLEAU 1

MODIFICATION DE LA REPARTITION DES ACIDES GRAS DANS LES PHOSPHOLIPIDES
DES VLDL - LDL EN FONCTION DU REGIME CHEZ LE RAT A J15
(Moyenne + Déviation Standard)

Lots |
----""“-~ 0,2 % 1% 2 % 9 %
Acides gras ~

16:0 13,5 +2,2 |18,0+2,9 |20,7+5,8 | 22,44+ 2,9
18:0 24,6 +0,7 | 22,8+0,9 |26,1+4,0 | 23,7+1,9
18:1 n-9 9,9+1,0 |10,5+1,7 |11,2+5,4 | 13,9+ 6,3
18:2 n-6 | 15,3+5,2 | 21,3+1,2 | 15,6 +2,1 | 19,0 + 3,5
20:0 0,6 + 0,3 0,5 + 0,1 0,4 + 0,1 1,2 + 0,2
20:1 n-9 0,9 + 0,4 0,6 + 0,1 0,5 + 0,2 1,3 + 0,6
20:2 n-6 0,3 + 0,1 0,4 + 0,1 0,5 + 0,4 0,4 + 0,1
20:3 n-6 1,4 + 0,1 1,2 + 0,2 0,9 + 0,5 0,9 + 0,3
20:4 n-6 |21,7+4,4 |16,9+1,6 |16,9+1,0 | 10,6+ 1,7
22:4 n-6 1,5 + 0,3 0,6 + 0,1 0,6 + 0,2 -
22:5 n-6 4,6+ 1,2 1,4 + 0,3 1,3 + 0,9 0,1 + 0,1
22:5 n-3 0,2 + 0,1 0,3 + 0,1 0,6 + 0,4 0,9 + 0,1
22:6 n-3 2,2+ 0,6 3.8+ 0,4 3,9 +1,0 2,9 + 0,7
24:0 2,7 + 0,5 1,4 + 0,1 0,6 + 0,2 0,9 + 0,3
24:1 n-9 0,6 + 0,1 0,3 + 0,1 0,2 + 0,1 1,8 + 0,4

e n-3 2,4 + 0,6 4,1+ 0,6 4,5 + 1,4 3,8 +0,8

e n6 |44,8+0,6 |41,8+0,7 |358+1,0 |31,0+1,3

e 06 lig7+1,2 | 10,2+ 1,3 7,94 3,7 8,1 + 3,2

TN
Lo

Seeees
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MODIFICATION DE LA REPARTITION DES ACIDES GRAS DANS LES PHOSPHOLIPIDES
DES H.D.L. EN FONCTION DU REGIME CHEZ LE RAT A Ji5
(Moyenne + Déviation Standard)

Lots
\\‘\\\\\ 0,2 % 1% 2 % 9%
Acides gras

16:0 16,7 +10,0 | 13,8+3,5 | 18,7 +3,4 | 11,6 + 1,1
16:1 n-7 0,4 + 0,2 0,2 + 0,1 0,4 + 0,2 0,3 + 0,1
18:0 22,1 +0,2 | 22,7+1,1 |21,3+0,5 | 20,7 + 0,8
18:1n-9 | 87+0,4 | 89+0,5 | 7,7+1,0 | 10,8+ 1,6
18:2 n-6 [13,6+4,8 | 20,8+2,1 | 15,7+3,5 | 19,9 + 2,3
18:3 n-3 - - 0,6 + 0,2 0,7 + 0,1
20:0 0,4 + 0,1 0,4 + 0,1 0,3 + 0,1 0,2 + 0,1
20:1 n-9 0,6 + 0,1 0,7 + 0,1 0,6 + 0,1 1,0 + 0,1
20:3 n-6 1,4 + 0,1 1,1 + 0,3 1,2 + 0,2 1,3 + 0,2
20:4 n-6  |25,3+2,1 | 23,7+2,9 | 256+3,5 | 18,5+ 1,6
20:5 n-3 - - 0,3 + 0,1 0,7 + 0,1
22:4 n-6 1,6 + 0,3 0,9 + 0,2 0,8 + 0,1 0,5 + 0,2
22:5 n-6 3,9 + 0,2 1,1+ 0,1 1,2 + 0,6 0,1 + 0,1
22:5 n-3 0,4 + 0,3 0,7 + 0,2 0,9 + 0,4 1,7 + 0,2
22:6 n-3 4,3 + 1,3 3,9+ 1,1 7.8 + 1,7 8,8 + 1,9
24:0 0,4 + 0,2 0,5 + 0,2 0,7 + 0,2 1,2 + 0,4
24:1 n-9 0,3 + 0,1 0,5 + 0,3 0,6 + 0,1 2,0 + 0,7

e n-3 4,7 ¥ 1,7 4,6 + 1,3 9,2 +2,1 | 11,9 + 2,3

e n-6 45,8 + 7,6 47,6 + 2,3 44,5 + 1,9 40,3 + 0,6

€8 1o7+20 |103+2.2 4,8 + 1,1 3,4 + 0,9
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TABLEAU ITI

MODIFICATION DE LA REPARTITION DES ACIDES GRAS
DANS LES ESTERS DE CHOLESTEROL DES VLDL-LDL
EN FONCTION DU REGIME CHEZ LE RAT A Ji15
(Moyenne + Déviation Standard)

Lots
h-"“-~.___~ 0,2 % 19 2 % 9 %
Acides gras
16:0 11,7+1,2 | 12,5+1,4 | 12,5+2,0 | 152+ 6,1
16:1 n-7 2,1+ 0,4 1,9 + 0,7 2,1+ 0,2 2,2 + 0,6
18:0 2,9+ 0,9 2,5+ 0,5 3,4 + 0,3 1,8 + 0,3
18:1n-9 | 42,9+5,1 | 35,9+5,0 | 39,9+1,5 | 41,0+ 1,2
18:2n-6 | 17,4+1,7 | 20,7+1,7 | 19,1 +1,5 | 19,3 + 0,9
18:3 n-3 - - 0,1+ 0,1 2,3 + 1,0
20:4 n-6 | 22,4 +6,2 | 25,7+6,1 | 21,9+4,5 | 16,5+ 5,4
20:5 n-6 - | - - 0,7 + 0,2
22:5 n-6 0,3 + 0,1 0,3 + 0,1 0,4 + 0,1 -
22:6 n-3 0,3 + 0,1 0,5 + 0,1 0,6 + 0,2 0,9 + 3,0
U S B I R -
e n-3 0,3 + 0,1 0,5 + 0,1 0,7 + 0,3 3,2+ 1,4
€ n-6 40,1 + 7,3 46,7 + 6,2 41,4 + 3,2 36,5 + 4,6
| g-ggg 233,6 +34,2 | 193,4 +20,1 | 159,2 +13,7 | 11,4 + 3,2
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TABLEAU IV

MODIFICATION DE LA REPARTITION DES ACIDES GRAS
DANS LES ESTERS DE CHOLESTEROL DES H.D.L.
EN FONCTION DU REGIME CHEZ LE RAT A Ji5
(Moyenne + Déviation Standard)

LotJ
0,2 % 1% 2% 9%
‘Acides gras

16:0 8,5+3,2 | 12,0408 | 11,1 +3,1 | 12,6 +2,0
16:1 n-7 | 0,9 + 0,2 1,5 + 0,6 2,0+0,7 | 1,7 +0,9
18:0 0,6 + 0,1 036 + 0,1 1,1 + 0,8 0,7 + 0,1
18:1 n-9 | 7,6 + 1,3 7,1 + 0,5 8,3+ 1,8 | 10,0+ 1,7
18:2 n-6 |15,9+2,8 | 23.8+3,5 | 19,3+4,2 | 27,0 + 2,2
18:3 n-6 | 1,6 + 0,4 1,7 + 0,4 1,9 + 1,0 1,9 + 0,1
20:3n-6 | 0,4+ 0,1 0,4 + 0,1 0,5 + 0,1 0,6 + 0,2

'+
w
")
(3N

20:4 n-6 63,6 + 1,2 50,9 + 2,3 54,3 + 9,4 42,8

20:5 n-3 - 0,2 + 0,1 0,3 + 0,1 1,3 + 0,5
22:6 n-3 | 0,9 +0,3 1,8 + 0,1 1,2 + 0,6 1,4 + 0,4
e n-3 | 0,9+0,3 2,0 + 0,1 1,5 + 0,6 2,7 + 0,9

e n-6 81,5 + 4,6 76,8 + 1,8 76,0 + 4,4 72,3 + 2,0
g n-6

== 1905 #15,9 | 38,0

1+
~n
-
w
[32)
[
-
(o]

+23,6 | 26,7

1+
(o]
-
~

LILLE




TABLEAU V

MODIFICATION DE LA REPARTITION DES ACIDES GRAS LIBRES SERIQUES
EN FONCTION DU REGIME CHEZ LE RAT A Ji5
(Moyenne + Déviation Standard)
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Lots
0,2 % 1% 2 % 9%
Acides gras '
16:0 25,7+ 1,4 | 28,7+3,1 | 26,7+2,1 | 27,7+ 3,8
16:1 n-7 3,8 + 0,6 3,1 +0,4 3,5+ 1,6 3,4 + 0,3
18:0 14,9+2,4 | 14,6 +3,2 | 12,1+ 1,1 12,4 £1,2
18:1n-9 |28,9+2,7 | 27,8+2,1 | 31,5+0,8 | 31,4+ 2,6
18:2n-9 | 16,2+0,9 | 16,3+2,9 | 16,9+ 0,4 | 17,0 + 2,5
20:0 0,8 + 0,5 0,8 + 0,4 0,9 + 0,3 0,8 + 0,4
20:1 n-9 0,8 + 0,4 0,8 + 0,6 1,3 + 0,9 0,8 + 0,4
20:4 n-§ 8,9 + 1,1 7,9 + 2,1 7,1+ 1,3 6,5 + 0,9

3&’;
k l/(((“ .>
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Figure 1

EVOLUTION DU TAUX DES ACIDES GRAS POLYINSATURES DE CHAQUE SERIE ¢
DANS LES PHOSPHOLIPIDES DES LIPOPROTEINES EN FONCTION (iﬁs;>
DE L'APPORT EN 18:3 n-3 DANS LE REGIME
(0,2%-1%-29%-99%)
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CONCLUSIONS GENERALES

En périodes pré- et post-natales, le développement cérébral
nécessite une incorporation trés importante d'acides gras pour 1'é@laboration
des différentes structures. Une partie seulement des acides gras saturés et
monoinsaturés (environ 60 %) peut é&tre synthétisée "in situ", un apport
exogéne est donc indispensable. Ce besoin est encore plus crucial pour les
acides gras polyinsaturés dérivant des acides gras essentiels donc d'origine
alimentaire. Nos connaissances quant & ces derniers sont encore trés fragmen-

taires tant au niveau des besoins nutritionnels qu'd leur devenir métabolique.

Les différents résultats présentés dans ce mémoire nous ont
permis, sinon d'élucider ces questions, du moins de contribuer & apporter
quelques @léments de réponse. Nous avons pu en effet montrer que la grande
affinité du cerveau pour les acides gras de la série n-3 se traduit par une
accumulation de ces derniers méme pour des apports exogénes en acide Tino-
lénique faibles et ce, au détriment des acides gras en n-6 contribuant &

maintenir la somme des acides gras (n-6 + n-3) parfaitement constante.

Cette accumulation d'acides gras en n-3 est cepéndant trés
&troitement régulée, lorsque 1'apport nutritionnel en 18:3 n-3 dépasse 2 %
dans le régime maternel, nous obseryons un "affet seuil" avec une stabili-

sation de 1a répartition des acides gras polyinsaturés des deux séries.
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Cette régulation stricte pourrait étre 1a résultante de deux actions conver-

gentes :

1) D'une part, un rétrocontrdle de 1'activité des systémes
d*élongation-désaturation par les acides gras terminaux et tout
particuliérement par le 22:6 n-3. Contrairement aux autres-organes,
1'activité de la A4 désaturase semble prépondérante dans la régu-
lation de 1a synthése des acides gras longs et polyinsaturés du

cerveau.

2) D'autre part, une captation sélective des acides gras polyinsaturés
d partir des lipoprotéines plasmatiques. Les mécanismes de captation
des acides gras au niveau de 1a barriére hémato-encéphalique sont

encore inconnus.

Cette incorporation préférentielle des acides gras en n-3
correspond-t-elle & des bespins spécifiques ? Nous possédons trés peu d'élé-
ments de réponse d cette question, toutefois un test physiologique réalisé
sur des animaux adultes semble trés intéressant : c'est la mesure de
1'&lectrorétinogramme (E.R.G.). Cette étude a été réalisée chez des animaux
agés de 60 jours ét soumis,selon notre protoco]é expérimental,soit au régime
“"Arachide", soit au régime "Primor". Les résultats préliminaires obtenus
sont en faveur d'une relation entre les modifications biochimiques induites
par le régime et 1'efficacité physiologique. Les valeurs préséntées dans
le tableau ci-dessous mettent en évidence une différence de 1a réponse a3

1'excitation Tumineuse mesurée par 1'E.R.G. entre les deux lots.
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Mesure de 1'E.R.G. aprés excitations lumineuses chez les animaux des

deux séries

N° des animaux
1 2 3 4 5 6 7
Lot
Arachide [0 0 24 10 0 12,5 20
E.R.G. *
(exprimé en pV) 0 0 25 8 0 10 20
N° des animaux
8 9 10 11 12 13
Lot
Primor 37,5 55 40 30 50 65
E.R.G.
(exprimé en uV) 37,7 70 35 30 65 70

Pour chaque animal, les mesures sont effectuées d& deux fréquences

de stimulation différentes

L'incorporation préférentielle des acides gras en n-3 pourrait

donc correspondre a un besoin réel afin d'assurer des activités physio-

1ogfqués optimales.

Un apport en 18:3 n-3 compris entre 1 et 2 % des acides gras
totaux semble souhaitable dans Le négime maternel des 5em¢££eé en gestation
et en Lactation. Ces teneurs correspondent en fait a des taux respectifs
de 0,5 et 0,7 § dans Le Lait maternel ingéré par Le naton.

L'acide a-linolénique [A 9.12.15 (18:3)] ne représente-t-il

pas 0,5 a 0,8 % des acides gras totaux dans le lait maternel humain ?
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PERSPECTIVES

ETUDES METABOLIQUES

1 -

Les systémes d'élongation-désaturation des acides gras essentiels ont
fait 1'objet de trés nombreux travaux au niveau du tissu hépatique,

par contre,les voies métaboliques empruntées par les acides gras essen-

.tiels au niveau du cerveau ont &té trés peu étudiées. L'alternance des

mécanismes de désaturation-élongation semble exister également au niveau
cérébral, mais qu'en est-il de la régulation des différentes étapes ?
Afin d'apporter des &léments de réponse & cette vaste question, nous
envisageons dans un prémier temps une &tude comparative de 1'activité

A6 désaturase au niveau du foie et du cerveau.

Une meilleure connaissance des voies métaboliques empruntées par les
acides gras essentiels au niveau du cerveau est certes indispensable,
mais i1 est &galement primordial de connaitre ce qui se passe en amont
du cervéau, c'est-d-dire la nature des acides gras polyinsaturés qui
traversent la barriére hémato-encéphalique. Les analyses effectuées au
niveau des lipapratéines nous ont déja permis de mettre en évidence
1fimportance du métabolisme intrahépatique intermédiaire dans la synthé-
se dfhomologues supérieurs 3 partir des précurseurs : 18:2 n-6 et

18:3 n-3. Ces homologues supérieurs, plus longs et plus insaturés,

réprésenteraient 1'apport principal en AGPI au cerveau.
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renfermant des AGPI marqués au Cl4 devrait nous permettre de vérifier

cette hypothése.

Les acides gras polyinsaturés sont certes indispensables & 1'organisme.
mais un apport excessif doit &tre évité,compte tenu de la facilité avec

laquelle ces substances sont peroxydables. Nos conditions nutrition-

L'administration par voie carotidienne de différentes lipoprotéines
3 -

nelles ont-elles une incidence sur ces processus ? Le dosage du taux
de malondialdéhyde (MA) formé devrait nous permettre d'étudier 1'effet

du taux d'insaturation du régime.

4 - Compte tenu des résultats préliminaires obtenus par 1a mesure de 1'E.R.G.,
il nous apparait intéressant de rechercher d'autres tests physiologiques
permettant de mieux apprécier 1'incidence d'un régime alimentaire sur

les activités physiologiques de 1'organisme.

- ALIMENTATION PARENTERALE

Comme nous 1'avons mentionné au début de ce mémoire, 1'administra-
tion prolongée d'émulsions lipidiques par voie intraveineuse entraine une
chute du taux des AGPI conduisant & une carence en acides gras essentiels,

mais également a une diminution de la réponse immunitaire de 1'organisme.

L'utilisation d'une émulsion lipidique renfermant 9 % d'acide

¥-linolénique [A 6.9.12 (18:3)] nous permettra peut-étre d'apporter une
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solution & ce probléme crucial posé par la nutrition parentérale i long
terme. Le protocole expérimental prévoit 1'analyse lipidique de différents
tissus (foie, coeur, rein, surrénales, thymus) ainsi que Ta composition en
acides gras des phospholipides et des esters de cholestérol du sérum et des
érythrocytes. Le mini-porc a &té choisi comme modéle expérimental compte
tenu du fait que les résultats obtenus lors de travaux antérieurs ont été

confirmés chez 1'homme.







- 240 -

APPENDICE TECHNIQUE

I - Préparation des régimes

II - Précipitation sélective des lipoprotéines plasmatiques

et étude de leur composition en acides gras

ITI - Dosage des protéines

IV - Extraction des lipides

\'s - Chromatographie monodimensionnelle des lipides polaires
sur couche mince de gel de silice en gradient

discontinu d'humidité

VI - Dosage des phospholipides

VII - Préparation des mitochondries, de la myéline, des

synaptosomes et des microsomes

VIII

Préparation des colonnes de chromatographie en

phase gazeuse
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I - PREPARATION DES REGIMES

La préparation du régime se fait en deux étapes :

- lére étape : Constitution du régime de base en poudre sans

lipides et sans vitamines.

- 28me étape : (réalisée avant 1'administration aux animaux).
Préparation de la bouillie avec adjonction des

lipides, des vitamines et de 1'eau.

Les valeurs des différents composants du régime sont données
par rapport au poids de régime de base sec. I1 convient ensuite d'apporter
1'eau afin d'obtenir une bouillie & la consistance désirée (environ 1/3

d'eau).

COMPOSITION DU REGIME

Valeurs données en grammes pour 1 000 g de régime de base.

o RBOIOR 10000 i ows veidn v is PAbaw s s aiee SN S & w4 180
o R IR T R s, S CRUIE S ey i (S ol AR 360
- Mélange salin de Hubbel ........ciciviiinnnnnnnns 40
W R PR R AT I S DR 1 R 4 Aol ek 20
S SHOCHBPOSE (oo i v vuivn pot s ins s v on s eiin e sinuise's e 300

]
-
&
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—
™
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1) Composition du mélange de Hubbel (R.E.), Mendel (L.B.)

et Wakeman (A), J. Nutr. 1937, 14, 273

(en grammes pour 1 000 g de mélange salin)

=-CArhonate e CACTUM o icvsrersiosnsgamonempsesvossnesvn 543

- Phosphate monopotassique ........ceceeveenecennnaacaannas 212

- Chlorire de SOUTUIN. «ocvvosivs oronaminnrssnsbosoniessnss 69

= ICHIOIUNS: B DOLBREYTEIN .« vluvesvincevesiding snnsonasssoie s 112

= Carbonate de MAGNESTUM ....corovisssssonsosmncnsisavasse 25

~ Citrate ferreux ammoniacal ........cceceecvvcecnccnnconcn 20,5
= SUITALE 40 BAGNBSTUIM i vnvis vis vnis wv o snneis s vesesssees 16

- Eluorure de SOQTU ....ocoecevscncesssonssovssnovossosss 1

~ Sulfate de cuivre cristallisd .....cc.cecveccrnncncccesn 0,9
~ Sulfate de MANGANBSE .covricenevenivrconasonssssosassnss 0,35
- Alunde potassium (aluminium-potassium-sulfate) ......... 0,17
= ToGUre db DOTRSSTUM vy vssnns sisinivy s vabin X binis s e slsmti 0,08

2) Mélange vitaminique

I1 est apporté en solution dans 1'eau. La composition pour

1 000 g de régime de base est la suivante :

- By-chlorhydrate de thiamine, Sobioda ................... 4  mg
- By-riboflavine.5.phosphate de sodium, Sobioda .......... 5,5 mg
- Bg-pyridoxine chlorhydrate, Sobioda .................... 4 mg

A-vitamine A “hydrosoiub]e" a 100 000 UI/ML,Sobioda ....2 000 UI

Amide de 1'acide nicotinique, Sobioda .................. 50 mg

Panthoténate de calcim, SobAodA ...viivernscninnnasssns 10 mg

SoT S EE T RS S DSBS E SR TR EAOT e 0,2 mg
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e Mo AR BIRAOR i s v s C e e i g 1 mg
- B12-hydroxycobalamine docélan, Roussel ................. 30 ug
- Chlorure de choline, Prolabo ..........cc.u.se Vol 500 mg
- Dy-stérogyl "A" & 600 000 UI, Roussel ...............unen 500 UI
- K]y Roche .ivnnninniiiiiiiiiiineeniiieiiiiiiicecencnnns 1 mg
- E-hydrosoluble DL o tocophérol, Merck .........ccovnue.. 15 mg
- Acide para-aminobenzoique, Merck® .......c.coeiveviinn.., 500 mg
- Méso-inositol, Prolabo*............. i SUE T G RN ek 200 mg

* Ces deux derniers composants sont ajoutés directement au mé&lange sec

de base.

PREPARATION DU REGIME

1) Régime de base

Les différents constituants sont pesés séparément et versés dans
1 un cristallisoir en commengant par ceux apportés en plus faibles quantités
( 1'agar et 1'amidon ) . Entre chaque addition, bien mélanger la poudre

avec une spatule.

Le mélange sec ainsi préparé peut étre stocké & 1'abri-de

1'humidité.

2) Addition des autres constituants

Avant 1'administration aux animaux, on reprend 900 g de poudre

ainsi préparée a laquelle on ajoute 100 g de Tipides et le mélange
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vitaminique dissous dans 10 ml d'eau. L'eau est ensuite ajoutée a raison

de 400 & 500 ml pour 1 000 g de régime.

=

Ce régime peut étre gardé 4 jours & + 4° C. Au dela, les lipides
qui ont une densité inférieure & celle de 1'eau, vont remonter en surface

et s'oxyder.

Avant de la distribuer aux animaux, i1 est indispensable de bien

mélanger la bouillie.
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II - PRECIPITATION SELECTIVE DES LIPOPROTEINES PLASMATIQUES

ET ETUDE DE LEUR COMPOSITION EN ACIDES GRAS

Ré4. BURSTEIN M., SCHOLNICK H.R., MORFIN R. ; Isolation of serum Lipoproteins.
J. Lipid Res. (1970) 11 : 583-595.

PRINCIPE

- L'utilisation d'héparine et de chlorure de manganése permet de
précipiter les lipoprotéines de faible densité (VLDL et LDL),

tandis que les HDL restent dans le surnageant.

- La composition en acides gras de ces deux groupes de lipoprotéines
est &tudiée grace aux extraits lipidiques préparés selon la

méthode de Folch.

REACTIFS

1 - Solutions de chlorure de manganése :
- Mn C]2 1M
- Mn C1, 0,05 M

2 - Héparinate de sodium (Prolabo)
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TECHNIQUE

- Pour séparer les HDL, 1,5 ml de sérum sont mélangés a 90 ul de
solution de Mn C1, 1 M et 60 w1 de solution d'héparinate de
sodium (5 000 UI/m1).

Aprés 30 minutes & + 4° C, les VLDL et LDL forment un précipité
qui est sépaéé par centrifugation @ + 4° C et a 3000 g pendant

30 minutes.

- Le précipité obtenu est ensuite soumis & 2 lavages successifs
utilisant 1 ml de solution de Mn C1, 0,05 M contenant 1'héparinate
de sodium a 0,1 %. Le précipité est récupéré par centrifugation a

+ 4° C et & 3000 g pendant 30 minutes.

- Précipité et surnageant sont traités selon la méthode de Folch.
A partir des extraits lipidiques ainsi préparés, on isole par
chromatographie couche mince les esters de cholestérol et les
phospholipides totaux. Le fractionnement est réalisé par chromato-
graphie monodimensionnelle sur plaque de gel de silice G avec
comme solvant de migrafion le mélange suivant :
Ether de pétrole/Ether éthylique/Acide acétique (90/10/1 - v/v).
Aprés méthylation, la composition en acides gras des différentes
fractions lipidiques est déterminée par chromatographie gaz-

liquide.
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II1 - DOSAGE DES PROTEINES

Ré{. LOWRY O0.H., ROSEBROUGH N.J., FARR A.L. and RANDALL R.S. ; Protein
measuwrement with the Folin phenof reagent. J. Blof. Chem. (1951)
193 : 265-275.

PRINCIPE

IT repose sur la réduction des acides phosphotungstique et
phosphomolybdique du réactif de Folin, en présence du complexe formé en
milieu alcalin entre les ions Cul* et les groupements tyrosine et trypto-
phane des protéines. I1 se développe une coloration bleue dont 1'intensité
est propoftionne]]e au taux de protéines. L'absorbance est mesurée a

750 ou 500 nm.

REACTIFS

1) Solution A

Solution de Na2C03 a 2% (p/v) dans la soude 0,1 M et contenant
0,02 % (p/v) de tartrate double de Na et de K.

2) Solution B

Solution de CuSO4, 5 Hy0 & 0,5 % (p/v) dans de 1'eau distillée.
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3) Solution C

Solution de travail préparée par un mélange de 50 volumes de
solution A et de 1 volume de solution B.

Elle se conserve une journée.

4) Réactif de Folin-Ciocalteus (Merck)

A diluer au 1/2 avec de 1'eau bidistillée.

5) Etalons de sérumalbumine

- (Sérumalbumine bovine Pentex, Laboratoire Miles)

Une gamme d'étalonnage de 5 & 200 ug de sérumalbumine/ml est
réalisée par dilution dans de 1'eau bidistillée d'une solution mére de

sérumalbumine bovine titrant 200 ug/ml.

MODE OPERATOIRE

Dans un tube & hémolyse trés propre, introduire 0,2 ml de la

solution & doser et 1 ml de 1a solution C.
Agiter et laisser 10 minutes au moins & température ambiante.

Ajouter ensuite 100 ul de réactif de Folin-Ciocalteus et

mélanger immédiatement.

La coloration se développe en 30 minutes & 1'obscurité.



- Ao

; L'absorbance de 1a solution est mesurée :
- 3 750 nm pour les é&talons titrant 53 25 pg/mil,

- d 500 nm pour les étalons titrant 50 & 200 ug/ml.

RESULTATS

Une droite d'étalonnage C = k A (A = absorbance et C = concentra-

-~

tion) permet de relier directement 1'absorbance d'une solution d@ son taux

de protéines exprimé en ug/mi.
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IV - EXTRACTION DES LIPIDES

Ré4. FOLCH J., LEES M., SLOANE-STANLEY G.H. ; A simple method for the
Lso0lation and purnification of total Lipids grom animal tissues.
J. Biok. Chem. (1957) 226 : 497-509.

PRINCIPE

Les organes sont broyés mécaniquement dans le mé&lange
chloroforme-méthanol. Le méthanol dénature les protéines et le chloroforme
favorise la mise en solution des lipides tofaux. Aprés addition d'eau et
mélange, on obtient un déphasage avec passage dans la phase hydro-
alcoolique supérieure des substances hydrosolubles, 1a phase inférieure

chloroformique renferme Tes lipides totaux & 1'é@tat pur.

MATERIEL ET METHODE

1) Réactifs
- Solvant d'extraction chloroforme/méthanol (2/1 - V/V).
- Solution de NaCl1 & 7,5 g/1.

- Liquide de lavage : Chloroforme ........... 8 volumes
MEEREROY ©ivvivarrisas 4 volumes

|57 D e T W e e R 3 volumes
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. Agiter en ampoule d décanter, laisser reposer et
récupérer la phase supérieure.

. Mesurer la phase supérieure et additionner NaCl
d raison de 2,9 g pour 1 000 ml.

. Agiter jusqu'ad dissolution compléte.

2) Extraction

1 g de tissu est homogénéisé dans 20 m1 de solvant d'extraction
& 1'aide d'un homogénéisateur Ultra-Turrax.Laisser reposer
24 heures et filtrer sur filtre sans cendres en ringant bien le

haut du filtre avec le mélange d'extraction.

Ajouter 4 ml de solution de NaCl & 7,5 g/1 et agiter vigoureusement

pendant une minute.

Abandonner une nuit & température ambiante pour permettre le
déphasage. Siphonner la phase hydroa]cbolique et laver trois fois

la phase chloroformique avec le liquide de lavage.

=

Prélever une fraction aliquote de 1'extrait et &vaporer i sec en

vue de 1'étude pondérale des lipides totaux.
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V - CHROMATOGRAPHIE MONODIMENSIONNELLE DES LIPIDES POLAIRES

SUR COUCHE MINCE DE GEL DE SILICE EN GRADIENT

DISCONTINU D'HUMIDITE

Ré4. NOUVELOT A., SEZILLE G., DEWAILLY P. et FRUCHART J.C. ;
Revue Frangaise des Conps Gras (1977) 7 : 365-366.

PRINCIPE

Le fractionnement chromatographique des lipides polaires —sur
couche mince reste délicat, compte tenu du nombre et de la diversité de
ces composés. Les techniques bidirectionelle et monodirectionnelle avec
migrations successives de deux types de solvants sont douées d'uﬁ bon pou-
"~ voir séparateur ; la réproductibi]ité est cependant difficile & contréler
car elle dépend de la température ambiante, du degré d'activation du gel

de silice et surtout de 1'humidité relative.

Cette méthode monodirectionnelle avec contrdle simple et précis
de 1'humidité relative permet d'obtenir une trés bonne séparation des

principaux phospholipides tissulaires et une excellente reproductibilité.

MATERIEL ET METHODES

Nous utilisons une chambre Vario-KS (Camag : Muttenz/Suissé)

. pour plaques de verre 20 x 20 cm et du gel de silice H‘(Merck).
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Les plaques sont recouvertes de gel sur une é&paisseur de 0,3 mm,
puis séchées pendant deux heures 3 température ambiante et conservées, sous
vide partiel, dans un dessicateur. Avant 1'emploi, 5 couloirs de migration
de 28 mm de largeur sont délimités par grattage du gel sur des largeurs de

5 mm entre les couloirs et de 10 mm en bordure de plaque.

Les extraits lipidiques tissulaires obtenus par la méthode de
Folch et coll. sont déposés, en solution dans le mélange chloroforme-
méthanol (2:1 - v/v) et a raison de 0,5 & 0,7 mg au centre des bandes sur
une distance de 15 mm de 1'extrémité de 1a plaque ; un courant d'azote

assure 1'évaporation du solvant de dépdt.

La plaque (gel en dessous) est ensuite placée horizontalement
au-dessus du plateau de conditionnement divisé en 5 compartiments, perpen-
diculaires au sens de migration et contenant 20 m1 de différents mé&langes
d'acide sulfurique (Merck Art. 731, 95 - 97 %) et d'eau : 24/56, 29/47,
32/42, 34/38, 38/30 (v/v) créant sur le gel un gradient discontinu d'humi-
dité relative de 47 %, 32 %, 24 %, 18 %, 9 % & partir du point de dépét.

Aprés 90 minutes de conditionnement, ce plateau est remplacé par
un autre, identique mais contenant, dans les 2 compartiments situés du
cOoté des points de dépét, 20 ml de solvant de saturation : tétrahydrofu-
ranne (Uvasol, Merck) - méthanol (2 : 1, v/v) ; 1'imprégnation, par les
vapeurs de solvant,des portions de gel correspondantes s'obtient en

30 minutes.
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Une plaque métallique est alors glissée entre le gel et le
plateau ; la chromatographie est effectuée, sur une distance de 13 cm,
par 20 m1 de solvant de développement (chloroforme-méthanol-ammoniaque 4N,

=

70:50:7, v/v/v) déposés dans 1'augette prévue a cet effet.
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VI - DOSAGE DES PHOSPHOLIPIDES

Réf. LOWRY R.R., and TINSLEY 1.J. ; A simple sensitive method gor Lipid
phosphorus. Lipids (1974) 9 : 491-492.

PRINCIPE

Dosage de phosphore aprés minéralisation des phospholipides.

REACTIFS

Acide perchlorique a 70 %.

Acide nitrique concentré.

Acétate de butyle.

Solution chromogéne :
T TR AR T e SR e S T LR 29,2 g
g Aéide chlorhydrique concentré ........cccvvvuunns 100 ml
Aprés dissolution compléte, ajouter 400 ml d'eau pour
préparationsinjectables.
La solution est stockée a + 4° C.
I1 faut 1a préparer la veille de son utilisation.

Elle est valable 3 mois.

- Etalon :
. Phosphate MONOPOLASSIQUR ... vscinserinansninnss 17,5 mg
. Eau pour préparation injectable ................. 10 ml

(Etalon contenant 4 ¥ de phosphore minéral dans 10 ul)
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TECHNIQUE

Aprés fractionnement par chromatographie sur couche mince, les
portions de ge1 correspondant aux phospholipides sont grattées et récupérées
dans des tubes @ minéraliser. Aprés addition d'l ml d'acide perchlorique a
70 % et de 2 gouttes d'acide nitrique concentré, les tubes munis de réfri-
gérants sont portés au thermobloc a 200° C pendant 45 miputes. I1 faut
ensuite Taisser refroidir les tubes pendant 15 minutes avant d'ajouter
dans chacun d'eux 3,6 ml d'eau pour préparation injectable. Les tubes sont
alors centrifugés 10 minutes & 3000 tours/min. pour é&liminer le gel de

silice.

On reprend 3 ml du surnageant auquel on ajoute 7 ml d'eau pour
préparation injectable et 1 ml de solution chromogéne. On agite 20 secondes
au Vortex avant d'ajouter 5 ml d'acétate de butyle. On agite de nouveau

30 secondes.

Une centrifugation & froid et & 3000 tours/min. pendant 5 minutes
permet de récupérer la phase supérieure dont la densité optique est Tue &

310 nm.

N.B. IT faut prendre la précaution d'utiliser de 1a vaisselle lavée au
mélange sulfochromique et soigneusement rincée.
Le tube “blanc” et le tube "&talon” doivent contenir la méme quantité

de gel de silice que les fractions de phospholipides.
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VII - PREPARATION DES MITOCHONDRIES., DE LA MYELINE.

DES SYNAPTOSOMES ET DES MICROSOMES

EICHBERG J., WHITTAKER 0., DAWSON R. ; Distrnibution o4 Lipids Lin
subcellularn particles o4 guinea pig brain. Blochem. J. (1964)
92 : 91-100.

NORTON W., PODUSLO S. ; Myelination in rat brain : method of myelin
Aisolation. J. Neurochem. (1973) 21 : 749-757.

HAJOJ A. ; An improved method for the preparation o4 synaptosomal
fraction in high purity. Brain Res. (1975) 95 : 485-489.

POLLET S., BOURRE J.M., CHAIX G., DAUDU 0., BAUMANN N.A. ;
Blosynthese des acides gnas dans Les microsomes de cerveau de Sournis.

Biochimie (1973) 55 : 333-341,

REACTIFS

Tampon phosphate monosodique disodique 0,01 M, pH 7,

Saccharose 0,32 M.

Tampon phosphate monosodique 0,1 M, pH 7.4,
Saccharose 0,32 M, NaCl 0,9 %.

Saccharose 1,2 M.

Saccharose 0,8 M.
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TECHNIQUE

a)- Préparation des mitochondries

- Les cerveaux sont homogénéisés au froid dans du tampon saccharose

0,32 M phosphate monosodique disodique 0,01 M, pH 7, @ raison de

10 m1 par gramme de tissu frais.

- L'homogénéisation est réalisée au moyen d'un broyeur Potter-Elevejhem
d'une capacité de 50 ml. On effectue 12 "allers et retours" & 1'aide
d'un piston teflon tournant & environ 500 tours/min. dans la prépa-

ration.

- L'homogénat est centrifugé 5 minutes & 2000 g dans une centrifugeuse
réfrigérée (Beckman J21 B).
Dans le culot sont éliminés:débris cellulaires, membranes plasmiques,
noyaux et gros fragments myéliniques.
Le surnageant est recentrifugé dans les mémes conditions pour

parfaire cette élimination.

- Une centrifugation & 12 500 g sédimente les mitochondries en
30 minutes ; Te surnageant caontient la fraction microsomale.
Ces mitochondries sont reprises dans 1 ml de tampon d'homogénéisation
par Qramme de tissu frais et sont purifiées par centrifugation en

gradient de densité.

- L'homogénat mitochondrial est déposé sur un gradient discontinu
formé de 13 m1 de saccharose 1,2 M et de 13 ml de saccharose 0,8 M.
L'ensemble est centrifugé 2 heures & 53 000 g dans un rotor d godets

mobiles (centrifugeuse Beckman L8-55).
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L'interface 0,32 M - 0,8 M arréte la fraction myélinique et 1'inter-
face 0,8 M - 1,2 M Ta fraction synaptosomale. Ces deux fractions sont
éliminées & la pipette Pasteur et le culot restant est constitué par

les mitochondries purifiées.

Le rendement de la préparation est d'environ 1,5 mg de protéines

de mitochondries purifiées par gramme de cerveau frais.

b) Préparation de 1a myéline

- Les cerveaux frais sont lavés dans une solution de sucrose 0,32 M
puis homogénéisés dans cette méme solution (18 ml par gramme de
cerveau). 18 ml de la suspension sont déposés sur 15 ml de
saccharose 0,85 M. Les tubes sont centrifugés 30 minutes & 75 000 g.
L'interface est prélevée et diluée dans 1'eau bidistillée froide :
la suspension est alors centrifugée dans les mémes conditions que

précédemment, pendant 15 minutes.

- Le culot est homogénéisé deux fois & 1'eau bidistillée et centrifugé
15 minutes & 18 000 g. Le culot obtenu est homogénéisé dans 18 ml de
saccharose 0,32 M, et 1a suspension est déposée sur 15 ml de saccha-

rose 0,85 M ; les tubes sont centrifugés 30 minutes & 75 000 g.

- L'interface est prélevée, diluée dans 1'eau bidistillée : la suspen-
sion est alors centrifugée dans les mémes conditions que précédemment.
Le culot de myéline ainsi obtenu est lavé trois fois & 1'eau bidistil-

1ée et centrifugé 15 minutes a 48 000 g.
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c) Préparation des synaptosomes

Les cerveaux sont homogénéisés dans du saccharose 0,32 M et
centrifugé a 1 800 g pendant 10 minutes. Le surnageant est centrifugé a
7 000 g pendant 20 minutes. Le culot est alors remis en suspension dans du
saccharose 0,32 M et déposé sur du saccharose 0,8 M. Aprés une centrifugation
de 20 minutes a 8 500 g, 1a myéline qui flotte au sommet du gradient est
8liminée . et les synaptosomes sont récupérés dans la fraction saccharose
0,8 M sous le culot. Enfin, les synaptosomes sont concentrés par centri-

fugation @ 17 500 g pendant 30 minutes.

d) Préparation des microsomes

- Les cerveaux sont homogénéisés d + 4° C dans 1 ml de tampon
saccharose 0,32 M phosphate monosodique disodique 0,1 M, NaC1 0,9 %

par gramme de tissu frais.

- Une premiére centrifugation de 30 minutes & 17 500 g dans la centri-
fugeuse Beckman J21 B sépare le surnageant microsomal et soluble du
culot dans lequel sont &liminés les débris cellulaires, membranes

plasmiques, noyaux, mitochondries, myéline et synaptosomes.

- Le surnageant est centrifugé 1 heure & 105 000 g dans un rotor 3
angle fixe 50-Ti au moyen de 1'ultracentrifugeuse Beckman L8-55.
Le surnageant obtenu constitue la "fraction soluble" cependant que
le culot est formé des microsomes impurs encore contaminés par cette

fraction soluble.
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Ils sont resuspendus dans le méme tampon et purifiés par une
nouvelle centrifugation de 1 heure dans les mémes conditions

que précédemment.

Le rendement de la préparation est d'environ 3 mg de protéines

de microsomes purifiés par gramme de cerveau frais.
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VIII - PREPARATION DES COLONNES DE CHROMATOGRAPHIE

EN PHASE GAZEUSE

RZ{. GROB K. and GROB G. ; A new, generally applicable procedure for zthe
preparation of glass capillary columns. J. Chromatogr. (1976)
125 : 471-485.

A - METHODES DE TRAITEMENT PREALABLE

La surface interne du tube capillaire de verre est parfaitement
lisse. Elle serait mal mouillée par certaines phases stationnaires qui ne
donneraient pas de film stable. I1 faut donc dépolir en effectuant un pré-
cipité adhérent (carbonate de baryum). On réalise par la méme occasion un

début de désactivation.

DEPOT DE CARBONATE DE BARYUM

PRINCIPE

I1 s'agit de former une couche microcristalline stable de

carbonate de baryum sur la surface interne du capillaire de verre.

Elle se fait en deux étapes :

a) Attaque du verre par 1'acide chlorhydrique en solution aqueuse :
son role est de former une couche de silice presque pure qui
est le support idéal pour la cristallisation du carbonate de

baryum.
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b) Dépét du carbonate de baryum formé in situ (réaction de CO2

sur solution saturée de Ba(OH),, 8H20).

MODE OPERATOIRE

- Remplir le tube capillaire avec une solution diluée d'acide
chlorhydrique (20 % pour Pyrex ; 6 % pour verre alcalin B44)

en laissant vide approximativement 8 % de la longueur totale.

-

- Sceller 3 1a flamme les deux extrémités.
- Placer dans un four & 150° C et laisser une nuit.

- Laisser refroidir. Quvrir les extrémités, &liminer 1'acide chlorhy-
drique en faisant passer dans tout le tube un volume d'eau distillée

représentant environ 20 % du volume total.

- Chauffer le tube vide pendant 6 heures & 300° C sous 1éger courant

d'azote.

-l - - - — - - - - - - -

Préparation de 1a solution saturée de baryte : dans une fiole de
1 litre, peser 50 g de Ba(OH)Z, 8Ho0 et ajouter 500 ml d'eau distillée.

Agiter vigoureusement & plusieurs reprises. Laisser reposer une nuit.

Dans une fiole de 50 ml, peser 5 mg de détergent non ionique et
remplir avec la solution saturée précédente aprés 1'avoir filtrée soigneu-

sement.
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Effectuer dans 1'ordre les opérations suivantes :

Imprégnation polaire (colonne de 20 m)

1) Aspiration HC1 (0,5 % sur 5 spires).

2) Aspiration Ba(OH), (solution saturée sur 10 spires).
3) Zone tampon d'air¥

4) Connection expansion.

5) Poussée 3 1'aide de C0, (1 tour/30 secondes).

6) Purge par azote (5 minutes).

7) Chauffage & 80° C sous azote (5 & 10 minutes), assure la

cristallisation.

8) Séchage avec acétone & 250° C (30 minutes & 2 heures)

- - ———— - - —— - - - - - -

Elle évite le contact direct de 1a solution de Ba(OH), avec Te CO2 afin
de ne pas prééipiter des particules de BaCO3 dans la colonne.

La Tongueur du tampon d'air est fonction du diamétre de 1a colonne :

Longueur_tampon d'air (cm) Diamétre_de la_colonne (mm)
5 0,25
8 0,30
12 0,40

A Ta suite de ces traitements, les colonnes sont prétes & subir

les opérations de désactivation.
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B - METHODES DE DESACTIVATION

Aprés traitement par le carbonate de baryum, la colonne subit

une désactivation en vue d'une imprégnation avec une phase polaire.

La désactivation a pour but de réduire le nombre de sites actifs
du verre responsables de phénoménes d'adsorption et si possible de les
faire disparaitre. C'est une étape trés importante dans la préparation des

colonnes capillaires.

Remplir 10 spires d'une solution de Carbowax 20 M a 5 %

dans CHaCls.

Mettre sous 1égére pression d'azote (avancement

1 tour/20 secondes).

Sécher en tirant au vide pendant 5 minutes.

Monter dans le chromatographe et brancher le gaz vecteur.

Porter a 280° C pendant 15 minutes.

C - IMPREGNATION PAR LA PHASE STATIONNAIRE

Le but de cette opération est 1a formation d'un film de phase

stationnaire qui sera caractérisé par :
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. sa faible épaisseur (quelques 1/10 de u),
. sa répartition homogéne tout le long de la colonne,

. son adhérence au verre (on parlera méme de greffage).

Disposer 1a colonne sur un support horizontal, 1'une des extrémités

étant pendante alors que 1'autre est reliée au systéme & vide.

Aspirer 2 spires de chloroforme pur pour éviter la concentration
de 1a solution de phase stationnaire qui va suivre et la formation

d'un bouchon.

Remplir complétement 1a colonne de 1a solution de phase stationnaire
(faible concentration 0,2 a 0,25 % dans CHpCl, pour la plupart des

phases ou dans le pentane).

En fin d'opération, couper momentanément le vide. Retirer le récipient
contenant la solution de phase stationnaire en ne modifiant pas la

position de 1'extrémité de 1la colonne.

Plonger cette extrémité dans la colle (colle vinylique & bois).

Rétablir une 1égére dépression de fagon & introduire un index de
colle d'une lTongueur d'enyiron 1 cm. Couper le vide 3 nouveau et
Tibérer 1'extrémité collée. Vérifier d@ 1a loupe (x 10) 1'absence

de bulle d'air. Laisser sécher 3 heures.

- Placer 1a colonne dans un bain d'eau thermostatée & 27° C. Prendre
soin de maintenir 1'extr&mité collée hors de 1'eau. Relier 1'autre

extr&mité & la trompe & vide. L'évaporation compléte du solvant

demande entre 24 et 72 heures selon 1a longueur de la colonne.
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VALEURS DES LONGUEURS EQUIVALENTES DE CHAINES (E.C.L.) POUR LES PRINCIPAUX
ACIDES GRAS POLYINSATURES. (Les E.C.L. ont &té déterminés graphiquement

d partir d'esters méthyliques é&talons).

ACIDES GRAS E.C.L: E.C.L.
(DEGS) (20 M)

16:1 w7 16,58 16,26
18:1 w9 : 18,45 18,20
18:2 w6 19,23 18,70
18:3 w6 19,70 19,00
18:3 w3 20,25 19,33
20:1 w9 20,43 20,23
20:3 w9 21,20 20,60
20:2 w6 21,23 . 20,70
20:3 wb 21,67 20,93
20:4 w6 22,13 21,17
20:3 w3 22,13 21,38
20:5 w3 23,00 21,89
22:1 w9 22,38 22,25
22:4 w6 24,10 23,17
22:5 w6 24,57 23,43
. 22:5 w3 25,07 23,83
22:6 w3 25,53 24,10
24:1 w9 24,32 24,23
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RESUME

Bien que la notion d’acides gras essentiels soit connue
depuis longtemps, leurs roles et leurs besoins respectifs font
’objet de nombreuses controverses. Les estimations quantitatives
proposées par les nutritionnistes ne font état que de l’acide lino-
lénique [A 9.12 (18 : 2)] dans le cas d’une alimentation entérale,
alors que l’acide linolénique [A 9.12.15 (18 : 3)], bien gu’essentiel,
n’est pas considéré comme indispensable. Il semble pourtant que
cet acide gras joue un role fondamental en période péri-natale
au cours du développement cérébral.

A partir de régimes différents quant a l'apport en acide
linolénique nous avons pu, chez le raton en voie de développement,
montrer que le cerveau utilise préférentiellement les acides gras
de la série n-3 et qu'un apport en 18: 3 n-3 compris entre 1 et
2 % des acides gras totaux semble souhaitable dans le régime
maternel des femelles en gestation et en lactation. Ce seuil doit
également étre atteint afin d’induire un enrichissement des lipo-
protéines sériques en acides gras polyinsaturés a longue chaine
de la série n-3 qui représentent une source potentielle importante
pour assurer la couverture des besoins lipidiques du cerveau en
voie de développement.

Dans le cas d'une alimentation parentérale exclusive a
long terme nous avons pu montrer que malgré un apport théorique
suffisant en acides gras essentiels, le taux d’acides gras poly-
insaturés tissulaires régresse. Les études analytiques réalisées
aprés alimentation entérale ou parentérale mous ont permis de
mettre en évidence des sensibilités particuliéres des systémes
d’élongation-désaturation en fonction du mode d’alimentation, du
tissu considéré, mais également du stade de développement.

MOTS-CLEFS : Acides gras essentiels - Nutrition.
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