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INTRODUCTION

1 - INTRODUCTION

1.1 TIsomeres conjugués de l'acide linoléique

Les isomeres conjugués de l'acide linoléique ou acides linoléiques conjugués (ALC) (Conjugated
Linoleic Acids CLA) sont des acides gras (AG) octadécadiénoiques conjugués, c'est-a-dire a 18 atomes
de carbone et 2 doubles liaisons conjuguées de positions et de géométries variables.

En comptant 14 positions (A2,4 a A15,17) et 4 combinaisons géométriques (cis,cis, cis,trans,
trans,cis, et trans,trans), 56 isomeres sont théoriquement possibles. Actuellement, une vingtaine
d'acides octadécadienoiques conjugués seulement ont été identifiés dans des aliments bruts ou
préparés, ou dans des produits de synthese : A7,9 a A12,14, ¢,c, ¢/t et t1(Ha et al, 1989; Kraft et
al, 2003; Lavillonniéere et al, 1998; Roach et al/, 2000; Sehat et al, 1998; Sehat et al, 1999;
Yurawecz et al., 1998). La figure 1 montre deux isomeres conjugués de |'acide linoléique qui different

par la géométrie et la position des doubles liaisons.

Figure 1: |'acide linoléique et ses deux principaux isomeres conjugués.

ALC 18:2 10t,12¢

L'existence des isomeres conjugués de |'acide linoléique est mentionnée depuis les années 30
(Parodi, 1999). A I'origine, la dénomination "acide linoléique conjugué" provient de la découverte dans
des viandes grillées d'acides gras 18:2 A9,11 et 18:2 A10,12, isoméres de |'acide linoléique 18:2 9¢,12¢
(Ha et al, 1987). Mais d'aprés Kramer et Zhou (2001), la relation directe entre certains ALC et
I'acide linoléique est parfois tres hypothétique, pour he pas dire inexistante. Pour cela, la
dénomination d'acides octadécadiénoiques conjugués serait plus exacte, et d'aucuns pensent réserver
I'appellation acides linoléiques conjugués aux isoméres directs de I'acide linoléique (une des deux
liaisons w en position A9 ou A12) ou aux seuls isomeres doués de propriétés biologiques intéressantes
pour la santé humaine (Kramer et Zhou, 2001). Pour notre part, nous utiliserons dans ce mémoire le
terme acides linoléiques conjugués ou le sigle ALC pour désigner tous les isoméres conjugués de

I'acide linoléique.
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Les points de fusion des ALC sont différents d'un type d'isomere a |'autre, avec un gradient t,#>
¢/t > c,c. Les doubles liaisons conjuguées absorbent dans I'UV a 233 nm, quelque soit la position
absolue et la géométrie des liaisons (Kramer et Zhou, 2001). Les ALC de configuration ¢/t absorbent
dans I'infrarouge a 949 et 988 cm™, ce qui permet de les quantifier globalement mais distinctement
des isoméres t,7et ¢,c (Mossoba et al,, 1999).

Les AG conjugués ne présentent pas la méme sensibilité a |'oxydation ; le taux d'oxydation
augmente en fonction du type d'isomérie géométrique c,c> ¢, 7> 1.1 (Yurawecz et al, 2003). Ces acides
gras conjugués sont sensibles a la chaleur et au pH, et s'isomérisent dans certaines conditions de
méthylation (Kramer et Zhou, 2001; Park et a/, 2001; Shantha et al, 1993; Werner et al, 1992;
Yamasaki et al, 1999; Yurawecz et al, 1994). Lors des dosages des isoméres conjugués de |'acide
linoléique, il convient d'utiliser une transestérification basique d température modérée pour éviter
I'isomérisation des formes cis en formes frans, et les pertes d'ALC en dérivés méthoxy (Kramer et

al., 1997; Kramer et Zhou, 2001).

1.2 Origine des ALC

1.2.1 Biohydrogénation ruminale

La biohydrogénation ruminale conduit a la transformation des acides gras poly-insaturés (AGPT)
de la ration alimentaire des ruminants en acides gras saturés (AGS) par différentes voies. Les 3 voies
présentées a la figure 2 sont parmi les plus étudiées et les plus citées (Chilliard et a/, 2001; Chilliard
et al, 2003; Griinari et Bauman, 1999). Cette biohydrogénation résulte de I'action d'enzymes de la
flore du rumen, notamment de Butyvibrio fibrisolvens. Dans une premiére étape, les acides linoléique
et linolénique sont isomérisés, notamment en isomeéres conjugués dans les voies illustrées figure 2,
puis les acides gras formés sont désaturés successivement jusqu'd aboutir a des isomeres 18:1- trans,
puis a l'acide stéarique 18:0. Cette derniere réaction (transformation 18:1-frans en 18:0), non
attribuée a I'activité enzymatique de B. fibrisolvens, est une étape lente et donc limitante (Jiang et
al., 1996).

L'augmentation d'acides gras polyinsaturés (AGPI) dans la ration des ruminants provoque donc
une augmentation de tous les AG produits au long de ces voies métaboliques, et surtout des acides
gras 18:1- frans puisque la production d'acide stéarique 18:0 (derniére étape, limitante) est faible et
lente.

Parmi ces isomeres 18:1-trans, |'acide vaccénique 18:1 11+ est majoritaire et compose 30 a 50%
des 18:1- trans totaux ; les autres isomeres se répartissent de fagon quasi équimolaire pour les 18:1 9+
a 161 ; les isomeres dont la ligison est antérieure a la position A9 sont en proportions plus faibles

(Ledoux et a/, 2000; Precht, 1995).
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18:3 6¢9c¢12¢ 18:2 9c12¢ 18:3 9¢,12¢,15¢
ac. g-linolénique ac. linoléique ac. a-linolénique
18:3 6¢9c 11t 18:2 9117 18:3 9¢11¢15¢

ALnC ALC ALnC
18:2 6¢11¢ 18:2 11+15¢
18:111¢

ac. vaccénique

l

18:0
ac. stéarique

Figure 2 : Voies principales de la biohydrogénation ruminale des acides gras en C18
(Griinari et Bauman, 1999).

Les AG-trans formés au cours du métabolisme ruminal sont absorbés a toutes les étapes de
chacune des voies, passent dans le sang, puis dans les tissus, notfamment dans le tissu mammaire. Tous
ces AG seront excrétés et retrouvés dans le lait (Chilliard et a/., 2001).

Au niveau mammaire, d'autres réactions enzymatiques produisent de nouveaux AG trans ou
modifient ceux précédemment formés dans le rumen, notamment sous |'action de la A9-désaturase

(figure 3).

MAMMELLE

18:1 9c

A9-désaturase

18:0
18:2 9c,11t
. 18:1 11t
k2 90,120 e QCW 80
CLA 18:1 11t

18:39c,11t,15¢ g 18:2 11t,15¢ A
18:3 9¢,12¢,15¢ . CLMJ. : 18:0

18:2 9¢c,11t

MAMMELLE

Figure 3 : Biohydrogénation ruminale, absorption, et transformation tissulaire des acides linoléique et
linolénique, et de leurs dérivés (Ledoux et a/,, 2005b).

Il a été démontré que la A9-désaturase de microsome de foie de rats est capable de désaturer /n

vitro pratiquement tous les 18:1-trans (sauf les 8¢, 9¢, et 107), donnant des isomeéres de |'acide
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linoléique soit conjugués comme les 18:2 ALC 9c¢ 11t et 719c¢, soit isolés méthylene-interrompus
comme le 9¢,121 ou non méthyléne-interrompus comme le 9¢,13 (Mahfouz et a/, 1980; Pollard et al,
1980). La transformation de |'acide vaccénique 18:1 117 en acide ruménique 18:2 9¢,117 par une A9-
désaturase a été mise en évidence /1 vivo dans le tissu mammaire (Griinari et al., 2000). L'inhibition /n
vivo de la A9-désaturase conduit & des baisses de 44-71% des teneurs en 18:2 7+9¢ et de 25-65%

des taux d'acide ruménique 9¢,11# dans le lait (Corl et al., 2002).

Cette voie explique la prépondérance de |'acide ruménique sur les autres acides linoléiques
conjugués dans la matiére grasse laitiére et la deuxiéme place en terme quantitatif du 18:2 7#9c¢. Si
ces deux ALC sont principalement produits au niveau mammaire, les autres acides octadécadienoiques
conjugués semblent provenir surtout de la biohydrogénation ruminale (Piperova et a/, 2002). Les
acides octadécatrienoiques (18:3) de la ration alimentaire des ruminants ne sont pas des précurseurs
directs de ALC, mais participent a leur production dans la matiere grasse laitiere par cette voie de la
A9-désaturase mammaire, puisque leur biohydrogénation ruminale aboutit a la formation d'AG 18:1-

trans.

1.2.2 Thermisation des matiéres grasses

Dans leur étude des taux d'acides conjugués linoléiques dans divers aliments, Chin et al. (1992)
rapportent la présence de traces d'acides linoléiques conjugués dans différentes huiles végétales
commerciales raffinées, destinées a la friture. Les teneurs rapportées s'étagent de 0,1 a 0,7 mg/g en
fonction des huiles. Les deux isoméres principaux sont les 18:2 9¢,117 (38 a 47%) et 10#12¢ (37 a
44%).

Une étude récente (Juanéda et al, 2003) a montré que |'huile vierge issue de graines de
tournesol ne contenaient pas d'AG dienes conjugués et que les procédés de neutralisation et de
décoloration ne provoquait pas |I'apparition de tels acides gras. En revanche, des ALC ont été détectés

au cours de |'étape de désodorisation (0.1% des AG totaux).

D'autre part, Juanéda et a/. (2001) font état de la présence d'acides linoléiques conjugués dans
des huiles végétales (arachide, tournesol, colza) ayant servi pour des fritures. Les taux vont de 0,3 a
0,5% des AG totaux ; les isomeres di-frans représentent 50% des ALC parmi lesquels le 18:2 91,11+
(18 - 28%) et le 18:2 107,127 (14 - 27%) étaient prépondérants. L'acide ruménique représente 5 a 8%
des ALC. Ces huiles présentent en outre de forts taux de composés polaires et d'isomeres di- frans
18:3, témoins probables d'une surchauffe ou d'une trop longue utilisation.

Le chauffage des viandes peut aussi induire des phénomenes d'isomérisation. Ainsi, Ha et a/.

(1987) rapportent la formation d'isoméres conjugués de |'acide linoléique (ALC 18:2 91,11¢, 9¢11¢,
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104,121, et 10#,12¢) lors de grillades de viandes de bovins. L'identification des isoméres lors de cette
étude demande a étre confirmée puisque les connaissances en matiére d'ALC et, notamment de leur
analyse, ont beaucoup évolué depuis cette époque.

Precht ef al (1999) rapportent peu de changement de composition de matiére grasse de lait a
des température de 200 - 225°C tenues pendant 15 minutes (conditions réalistes dans le cadre de
procédés de cuisson ou fritures de produits contenant des matiéres grasses laitiéres). Dans ces
conditions, les taux d'AG 18:1-trans diminuent légérement et les taux d'ALC montrent également une

tendance d la baisse. Ces effets sont plus marqués pour des laits d'hiver que pour des laits d'été.

Les ALC semblent &tre des molécules stables lors de la conservation réfrigérée. Aucune
différence significative des teneurs en ALC fotaux n'est notée apres 6 semaines de conservation a
4°C de beurres, aprés 32 semaines de conservation a 4°C de fromages, aprés 6 mois de conservation a

-20°C de cremes glacées (5 et 10% de matiere grasse) et de beurres (Shantha et a/., 1995).

1.2.3 Hydrogénation partielle des huiles

L'hydrogénation catalytique est un procédé industriel qui permet de réduire |'insaturation des
acides gras pour rendre les huiles plus concrétes et moins sensibles a |'oxydation (Perkins et Smick,
1987). Pendant ce traitement, des acides gras frans sont formés lors d'isomérisations dues aux
procédés industriels, puisque les huiles vierges ou natives ainsi que les graines oléagineuses
contiennent peu ou pas d'acides gras trans (Briihl, 1995; Fernandez San Juan, 1996) et
particulierement pas d'acides linoléiques conjugués (Juanéda et a/., 2003).

Mossoba et a/. (1991) rapportent la présence d'isoméres conjugués de |'acide linoléique dans des
huiles partiellement hydrogénées et dans des margarines végétales. La présence d'acides linoléiques
conjugués dans des huiles végétales partiellement hydrogénées (soja - palme) est confirmée par
d'autres auteurs (Banni et al, 1995), mais sans précision des teneurs ; les principaux isoméres
rencontrés seraient les isomeres 18:2 9¢11t / 9t1lc, et 18:2 10#,12¢ (par comparaison avec des
standards d'ALC de synthése). Cependant, les parts originelle (huiles végétales raffinées) et
néoformée (hydrogénation catalytique) de la présence d'ALC dans des huiles végétales partiellement
hydrogénées et dans des margarines restent a déterminer.

De plus, il est possible que la présence d'acides octadécadienoiques conjugués soient des
artéfacts de méthylation lors de |'analyse de la composition des huiles hydrogénées (Mossoba et al,
1991; Yurawecz et al, 1994) ; il faut donc préter attention aux conditions analytiques lors de |'étude

de ces acides gras particuliers.
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1.2.4 Synthese chimique des ALC
La synthése par voie chimique n'est pas a proprement parler une source d'ALC dans les aliments.
Cependant, cette voie de synthése doit &tre citée car elle aboutit d des mélanges d'ALC utilisés d'une
part dans les compléments alimentaires commercialisés et d'autre part lors des études des propriétés

biologiques des ALC.

Tableau 1 : Composition de mélanges synthétiques d' ALC utilisés lors d'études expérimentales.

autres

81t10c 9c¢l1lt 10t12c¢ 1113+ 8¢10¢c 9cllc 10c¢l2c¢ 11c13c¢ 8+10+ 911t 10+12¢+ 111£13¢ ALC Auteurs
433 453 19 14 T traces (I1pg ge;s/.,
426" 448 2.1 14 T traces (Ilfgc;g ;7/.,
T 249 199 12 2,7 35 1,6 ;,; — 5 9%51 ) (Krarlngegr‘se)/' al,
— S —) - -
420" 440 a0 136 (Li e;g\/\g/gkms,
81 17 traces (I;)geg/;/,,
153 253 365 176 traces (Ifgegfg ;71,
138 245 304 183 N 32 26 08 29 20 04 02 (Ostrowska ef
al, 1999)
410 440 15 (Chugg% 1e)r al,
476 477 17 1.2 18 +4 (Rlsezrgggf al,
166 176 226 236 ﬁ”f} 11,9 (Zam:c?gl;zr al,
472 48,2 46 (Iziu;r;’eggg;r)d

Résultats exprimés en % ALC totaux. ND : Non Détecté. * : Résultats regroupant les 2 isomeres ¢,tet #.c.

Ces synthéses partant des acides linoléique ou ricinoléique aboutissent a des mélanges de
différents isomeéres conjugués en proportions variables sans rapport avec la composition en ALC
naturelle des aliments. Se pose donc la question d'une part des propriétés individuelles de chaque
isomere et d'autre part de |'innocuité de chaque isomeére.

Le tableau 1 résume la composition de différents mélanges utilisés lors des expérimentations

rapportées dans la littérature (Ledoux et a/., 2005b).

1.3 Présence dans les aliments et Consommation

1.3.1 Produits laitiers
Les produits laitiers sont une source importante d'isoméres conjugués d'acide linoléique. De
nombreux pays ont récemment entrepris de compléter les tables de composition des produits laitiers
en regard de ces acides gras (tableau 2). En attendant, les données bibliographiques disponibles sont a

prendre avec précaution car, selon les auteurs, elles peuvent tenir compte soit de I'ensemble des
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isomeres conjugués, soit uniquement de l'isomere majoritaire des produits laitiers, |'acide ruménique
18:2 9c¢, 11t. De plus, une attention particuliere doit tre portée aux conditions analytiques utilisées

pour la détermination.

Tableau 2 : Teneurs en ALC de produits laitiers (données bibliographiques).

Teneurs en ALC

Produits laitiers Origines Références
g/100g MG g/100g produit
Lait cru 0,013" USA (Lin et al, 1999)
Lait entier 0,45 0,014 USA (Lin et al., 1995)
Lait Pasteurisé 0,55 USA (Chin et al,, 1992)
Lait concentré 0,70 USA (Chin et al., 1992)
Créme 042" 0,129" USA (Lin et al., 1995)
0,48 USA (Chin et al,, 1992)
Yaourts 0,38 USA (Lin et al, 1995)
0,52-0,90 0,0002 - 0,017 USA (Shantha et al, 1995)
0,29-0,67 USA (Chin et al,, 1992)
0,40 USA (Shantha et al, 1992)
Fromages 0,40-0,80" 0,09 - 0,23" USA (Lin et al, 1995)
15-21 France (Lavillonniére et al.,, 1998)
0,15-0,29" Suéde (Jiang et al., 1997)
0,3240,89 USA (Shantha et al, 1992)

Fromage fondu 0,36 - 043" 0,04 - 0,09 USA (Lin et al., 1995)

* acide ruménique seulement

1.3.2 Viandes de ruminants
Les viandes de ruminants contiennent également des isoméres conjugués de |'acide linoléique en
quantités plus importantes que les autres types de viandes (de 1,20% des AG totaux pour la viande

d'agneau contre 0,11% des AG totaux pour la viande de lapin) (tableau 3).

Tableau 3 : Teneurs en ALC de viandes de ruminants (données bibliographiques).

Teneurs en ALC

Especes 9/100g MG Références
Agneau 0,56 (Chin et al., 1992)
0,18-0,84 (Mir et al,, 2000)
0,3140,85 (Shantha et al, 1992)
Boouf 0,29-043 (Chin et al., 1992)
0,58 - 0,68 (cru) (Shantha et al, 1994)
0,59 - 7,6 (cuit) (Shantha et al, 1994)
Veau 0,27 (Chin et al., 1992)
Porc 0,06 (Chin et al,, 1992)
Poulet 0,09 (Chin et al., 1992)

Par ailleurs, le chauffage des viandes peut aussi induire des phénoménes d'isomérisation de
I'acide linoléique par voie radicalaire. Ainsi, Ha et al/ (1987) rapportent la formation d'acides

linoléiques conjugués (18:2 91,111, 9¢,111,104,12¢, et 101,12¢) lors de grillades de viandes de bovins.
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1.3.3 Huiles végétales
Les teneurs en acides linoléiques conjugués de certaines huiles raffinées varient de 0,01 a
0,07 g/100 g (huile d'arachide : 0,02 g/100 g ; huile de tournesol : 0,04 g/100 g; huile de colza :
0,05 g/100 g) (Chin et al,, 1992). Dans les margarines, les taux d'acides linoléiques conjugués détectés
vont de 0,2% a 1,1% des acides gras totaux selon la nature de la matiére premiére et du degré

d'hydrogénation de la margarine (Mossoba et a/., 1991).

1.3.4 Apports alimentaires en ALC

La consommation réelle en acides linoléiques conjugués d'une population n'est pas aisée a
déterminer. Plusieurs études ont tenté d'apprécier les apports alimentaires en ALC, mais cette
approche est délicate compte tenu de la pauvreté des informations données par les tables de
composition des aliments en regard des teneurs en ALC ; d'autres études ont essayé d'estimer la
consommation par |'analyse des teneurs en ALC des tissus adipeux. Une étude allemande (Fritsche et
Steinhart, 1998) rapporte des valeurs voisines de 0,43 g ALC /j chez les hommes et de 0,35 g ALC/
chez les femmes (tableau 4). Lors d'une étude sur les relations alimentation / cancer aux Pays-Bas,
les apports moyens de la cohorte "femmes ménopausées" a été évaluée a 0,2 g ALC/j (Voorrips et al.,
2002). En Australie, la consommation est estimée entre 0,5 a 1,5 g ALC/j (Parodi, 2003).

Lors d'une étude de validation de l'estimation des apports en ALC selon trois méthodes,
Ritzenhaler ef a/. (2001) ont observé des apports moyens respectivement de 0,18 g/j pour une
population de 46 hommes et de 0,10 g/j pour 47 femmes (enregistrement de 3 jours), de 0,19 g/j et
0,91 g/ (questionnaire de fréquence), et 0,21 g/j et 0,15 g/j (analyse chimique de repas), toujours
respectivement hommes / femmes. Chez des Suédois agés (hommes), |'apport moyen estimé a l'aide

d'un enregistrement sur sept jours est de 0,16 g/j (Jiang et a/,, 1999).

Tableau 4 : Estimation de la consommation d'ALC en Allemagne (Fritsche et Steinhart, 1998).

. Femme Homme
Aliments g ALC / jour

Lait et produits laitiers 0,24 0,28
Viandes et assimilés 0,08 0,11
Gateaux et assimilés 0,03 0,03
Chocolat <0,01 0,01
Margarines <0,01 <0,01
Huiles (friture) aliments frits <0,01 <0,01
Poisson <0,01 <0,01
Autres aliments <0,01 <0,01

Total 0,35 0,43

Récemment, Laloux et a/. (2005) ont estimé la consommation en ALC de la population frangaise en

croisant les données de consommation individuelles recueillies lors de I'enquéte INCA en 1998/99 et
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les données des tables de composition des aliments du CIQUAL pour les teneurs en ALC. L'apport brut
moyen en ALC est de 0,18 g/ chez les gargons, 0,17 g/ chez les filles, 0,21 g/j chez les hommes, et
0,18 g/j chez les femmes. La variabilité de cet apport est plus importante chez les gargons et les
hommes.

En terme daliments, respectivement 125 et 123 aliments contribuent chez les filles et les
gargons a l'apport en ALC. Chez les adultes, ce nombre augmente avec 145 et 133 aliments
respectivement chez les femmes et les hommes. Le beurre doux est toujours le premier contributeur,
représentant a lui seul 20% des apports des enfants et jusqu'a 36% de ceux des femmes adultes. Le
second contributeur est le lait demi-écrémé chez les enfants avec prés de 12% des apports et le
camembert a 45% de matiéres grasses chez les adultes avec 1% et 10% des apports respectivement
chez les hommes et les femmes. Le troisiéme contributeur est le lait demi-écrémé chez les adultes
avec 4,9 % et 6,6% des apports respectivement chez les hommes et les femmes, et la brioche chez
les enfants, 10% et 7% des apports respectivement chez les gargons et les filles. Le quatrieme
contributeur est la brioche chez I'adulte avec un apport compris entre 4,5 et 6,5% et le camembert a
45% de matiéres grasses chez I'enfant avec 6 a 7% des apports. Le 5°™ contributeur est le méme
pour 3 des 4 groupes de population (gargons, filles et femmes) : le steak haché avec 15% de matieres
grasses qui apporte pres de 5% des ALC des enfants et prés de 3% de ceux des adultes. Chez les
hommes, cette place est occupé par les fromages persillés (Laloux et a/, 2005).

Au total, les 5 principaux aliments contributeurs apportent entre 60% et 63% des ALC. Aprés
ces 5 aliments, chez les enfants, les viennoiseries (croissants, pains au chocolat, etc.), les biscuits, les
crémes desserts et les glaces constituent des contributeurs importants. Chez les adultes, les
fromages (notamment les fromages d pate molle) et la viande (agneau et beeuf) occupent une place

plus importante (tableau 5).

Tableau 5 : Aliments contributeurs des apports en ALC (%) en France (Laloux et a/,, 2005).

Aliments Adultes Aliments Enfants (<14 af\s)
Hommes Femmes Gargons Filles
Beurre 34,79 35,83 Beurre 30,04 28,83
Fromages 26,70 22,19 Viennoiseries 15,90 15,12
Viennoiseries 9,70 10,70 Fromages 12,82 14,31
Viandes 11,22 9,86, Lait 13,84 14,20
Ultra Frais Laitiers 6,50 8,70 Viandes 10,41 9,84
Lait 5,84 773 Ultra frais laitiers 8,66 8,99
Biscuits 2,21 2,56 Biscuits 5,47 5,60
Plats composés 1,62 1,03 Pommes de terre 1,16 1,20
Pommes de terre 0,86 0,83 Plats composés 0,95 0,99
Entremets 0,16 0,22 Entremets 0,24 0,46
Pizzas, Quiches 0,20 0,16 Chocolats 0,20 0,21
Pizzas, Quiches 0,20 0,13
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En termes de contributeurs des apports en ALC, la cohorte néerlandaise de femmes ménopausées
a montré que le beurre était le principal contributeur (29%), suivi de la viande (sous toutes ses
formes, 23%), du fromage (21%), et du lait et autres produits laitiers (19%). Dans I'étude de
Ritzenhaler et a/ (2001), les aliments a base de lait (beurre compris) contribuent a 60% de |'apport
en ALC chez les hommes et de 68% chez les femmes. Aucune de ces deux études ne rapporte la

contribution des viennoiseries et biscuits.

1.4 Métabolisme des ALC

1.4.1 Incorporation dans les tissus

Chez le rat, |'incorporation des isoméres ALC semble se faire dans tous les tissus étudiés, a
I'exception du cerveau. Généralement, et lorsque des mélanges équimolaires sont utilisés, c'est
l'isomere 18:2 9¢,11t qui est le mieux incorporé dans les lipides tissulaires, avec une affinité plus
importante pour les lipides neutres que pour les autres classes de lipides (Banni et a/, 2001; Sébédio
et al, 1997). Les plus fortes concentrations des tissus en acide linoléique qu'en acide ruménique
semblent un facteur favorisant |'incorporation de I'acide linoléique dans les phospholipides plutét que
I'acide ruménique qui est préférentiellement stocké sous forme de lipides neutres (Banni et a/,, 2001).
Sur un mélange de 9 isoméres conjugués de |'acide linoléique, seul |'acide ruménique est incorporé en
partie dans les phospholipides membranaires chez la souris, alors que tous les autres isomeres
semblent incorporés dans les triacylglycérols (Ha et a/, 1990; Ip et al, 1991; Ip et al, 1994a).

Chez le rat et la souris, le taux d'acides linoléiques conjugués mesurés dans le tissus adipeux
augmente avec les quantités apportées par |'alimentation (Miller et al., 1994). Les isoméres conjugués
de I'acide linoléique sont également retrouvés dans le lait de non ruminants comme la rat, la souris, et
la femme (Chin et al,, 1994; Fogerty et al., 1988). L'acide ruménique est |'acide linoléique conjugué le
plus important quantitativement dans le lait humain (Fogerty et al, 1988). Les ALC sont également
incorporés dans les tissus chez le porc lors d'enrichissement de |'alimentation avec des mélanges
d'isoméres conjugués de |'acide linoléique (Dugan et al., 2004). La supplémentation de 5 g ALC/kg
ration pendant 6 semaines conduit a une incorporation de 0,67 % d'acide ruménique 18:2 9¢,11t et
0,34% d'isomére 18:2 107,12¢ dans le tissu adipeux de porcs en croissance. Par cette stratégie
alimentaire, les ALC peuvent donc entrer dans la chdine alimentaire humaine. La volaille et le poisson
pourraient aussi tre concernés par cette stratégie alimentaire (Azain, 2003). Ainsi, des espéces
animales d'élevage peuvent étre une source d'ALC non négligeable pour I'Humain a travers son
alimentation, alors que ces espéces ne sont pas des contributeurs naturels d'ALC. Cette voie d'entrée,
pour les deux isomeres principaux, des ALC dans l'alimentation doit faire l'objet d'une attention

particuliere.
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L'acide ruménique 18:2 9¢ 11t est également retrouvé dans les graisses de réserve de singes et
d'humains (Fritsche et al, 1997; Jarheis et al., 1999). Des biopsies effectuées conjointement a une
enquéte alimentaire ont permis de corréler positivement les teneurs en acides linoléiques conjugués
mesurées dans le tissus adipeux et les taux d'ALC apportés par |'alimentation sur une population de
123 femmes en Suede (Jiang et al, 1999). Lors d'une étude réalisée dans la région de Tours,
I'incorporation d'acide ruménique a été estimé a 0,4% des acides gras totaux du tissu adipeux
abdominal d'hommes et de femmes ; ce taux est voisin de celui du tissu adipeux mammaire de
patientes de la méme région (Couet et al, 2004). Dans le sérum humain de grands consommateurs de
beurre, 58-78% de |'acide ruménique se trouve sous forme de triacylglycérols, 16-34% sous forme de

phospholipides, et 2-8% sous forme d'esters de cholestérol (Fogerty et al., 1988).

1.4.2 Bioconversions en métabolites supérieurs

Chez le rat, les ALC peuvent tre convertis en isoméres conjugués du 18:3 n-6 et du 20:3 n-6,
voire méme en 20:4 n-6 (Banni et a/, 1995; Banni et a/, 2001; Sébédio et al, 1997). Sébédio et al.
(1997) ont étudié séparément les bioconversions des deux principaux isomeres d'ALC, 18:1 9¢,11 et
10#,12¢, chez le rat, conduisant a des isoméres conjugués de l'acide arachidonique. Ces conversions qui
semblent minimes lors de régimes équilibrés, sont modifiées dans des situations nutritionnelles
extrémes induites par un régime lipidoprive qui génére une activité renforcée des désaturases
(Sébédio et al, 2001). Cette conversion des ALC en métabolites supérieurs jusqu'd des isoméres
conjugués du 20 :4 n-6 a également été décrite chez le mouton (Banni et al., 1996).

Lors d'études /n vitro, Berdeaux et al/. (2002) montrent que |'acide ruménique est un piétre
substrat pour la A6-désaturase. D'autre part, |'élongation du 18:3 6¢9¢,11#, formé subséquemment,
est 15 fois meilleure que celle du 18:3 6¢9c¢12¢, issu directement du métabolisme de |'acide
linoléique par les mémes voies enzymatiques. L'étape suivante, A5-désaturation d'acides gras 20:3 en
20:4, est de 4 a 10 fois plus lente pour les métabolites de |'acide ruménique que pour ceux de |'acide
linoléique (Berdeaux et al/, 2002). Les principales voies métaboliques établies pour les isoméres d'ALC

sont résumées dans la figure 4.

18:2 9c1t ———> 18:36¢9¢ 11t =P 20:3 8¢,11¢137

|

16:2 9c 11t

18:2 10+12c———P 18:3 6¢,10712c ———» 20:4 512+ 14c

|

16:2 8+,10¢
Figure 4 : Principales voies de bioconversion de 2 ALC chez le rat (Sébédio et a/., 1997).
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L'impact des ALC sur la conversion d'autres acides gras a été peu étudié ; lors d'investigation
dans ce domaine, Thijssen et a/. (2005) n'ont pas mis en évidence de modification de I'expression des
désaturases dans les cellules blanches de volontaires ayant consommé I'un ou l'autre des isomeres
d'ALC, bien que des modifications des profils en AG plasmatiques et des index de désaturation aient
été observées. Chez |'humain, 19% de l'acide vaccénique 18:1 117 ingéré serait converti en acide

ruménique 18:2 9¢,11#(Turpeinen et al., 2002).

1.5 ALC et Pathologies

Bien que connus depuis les années 30 (Parodi, 1999), les isomeres conjugués de |'acide linoléique
n‘ont pas vraiment attiré |'attention des scientifiques. Cependant ces acides gras particuliers ont
connu ces 15 derniéres années un regain d'intérét de la part des scientifiques pour différentes
propriétés physiologiques potentiellement intéressantes pour la santé humaine. A la fin des années 80,
les ALC ont été associés a des réductions de cancers chimio-induits lors d'expérimentations animales
(Ha et al, 1987; Ha et al, 1989). Par la suite, Cook et a/ (1993) mettent en évidence un effet
protecteur des ALC contre le catabolisme immuno-induit. A la fin des années 90, Park et al. (1997)
montrent que la consommation d'ALC par des souris conduit d une réduction de la masse grasse et une
augmentation de la masse maigre de ces animaux. De plus, les ALC pourraient &tre également
efficaces pour prévenir et traiter le diabéte sucré non-insulino-dépendant (Houseknecht et a/., 1998).
Contradictoirement, les ALC réduisent le tissu adipeux chez la souris par apoptose des adipocytes
mais provoque une lipodystrophie hépatique (Tsuboyama-Kasaoka et a/, 2000). A la suite de cette
constatation, I'influence des ALC sur les composantes du syndrome métabolique a été étudiée. Enfin,
I'impact potentiel des isoméres conjugués de |'acide linoléique sur le métabolisme lipidique, et
notamment sur la cholestérolémie et |'incidence des maladies cardio-vasculaires, a été investiguée
dans la fin des années 90 (Kritchevsky, 2000).

Dans les paragraphes suivants, nous rapporterons succinctement |'état des connaissances
actuelles dans ces différents domaines de recherche scientifique. Nous focaliserons plus
particulierement notre exposé sur |'implication des ALC dans le domaine des maladies cardio-

vasculaires puisqu'une partie de notre travail a porté dans ce cadre de recherches.

1.5.1 ALC et Cancer
Durant la fin des années 80, des études menées au Food Research Institute (Madison, WI)
montraient que des souris recevant des extraits de viande bovine grillée développaient moins de
papillomes et montraient une incidence tumorale moindre que des souris témoins apres fraitement

avec un puissant cancérogene chimique. Les principes actifs de ces extraits furent identifiés comme
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étant un groupe d'isoméres conjugués de |'acide linoléique (Ha et al, 1987). Par la suite, |'utilisation
de différentes especes animales (souris, rates, hamsters), de diverses lignées cellulaires cancéreuses,
et de différents modeéles de cancérogenése (cancers chimio-induits avec des cancérigénes directs ou
indirects, tumeurs transplantées) ont permis de confirmer le rdle protecteur des ALC en
cancérogenese pour différents sites : peau (Ha et a/, 1987), estomac (Ha et al, 1990), foie
(Desbordes et Lea, 1995), poumon (Schonberg et Krokan, 1995), mamelles (Cheng et al,, 2003; Ip et
al, 1991; Ip et al, 1995; Shultz et al, 1992) et colon (Cheng et al., 2003; Kohno et a/,, 2002; Liew et
al., 1995), (Kim et Park, 2003).

L'effet inhibiteur des ALC semble s'exercer aux différentes phases de la cancérogenése :
initiation (Belury et al,, 1996; Ip et al, 1995; Zu et Schut, 1992), promotion et croissance tumorales
(Belury et al, 1996; Ip et al, 1991), et formation de métastases (Hubbard ef a/, 2000; Visonneau et
al, 1997). L'activité inhibitrice des ALC sur la cancérogenése mammaire a été la plus étudiée. Des
rates dont la ration est supplémentée avec un mélange d'ALC aprés l'initiation par un agent
cancérigene, développent significativement moins de tumeurs que les rates témoins (Ip et al., 1991; Ip
et al, 1995). D'autre part, des rates prépuberes dont le régime est supplémenté en ALC avant
I'initiation par un agent cancérigene développent significativement moins de tumeurs que les rates
témoins 47% de tumeurs en moins (Ip et al, 1994a; Ip et al, 1994b; Ip et al, 1995). L'ingestion
d'ALC pendant la phase active de la morphogenése mammaire entrdine une diminution de la
prolifération des cellules épithéliales des bourgeons terminaux, rendant la population cellulaire cible
moins sensible a la transformation cancéro-induite ; ceci suggere que la présence d'ALC dans les
tissus mammaires les rendrait moins sensibles a |'initiation ultérieure par un agent cancérigéne (Ip et
al, 1995; Ip et al., 1997).

Ces effets inhibiteurs de la promotion tumorale s'observent des 0,1 % de ALC dans le régime
alimentaire et augmentent linéairement avec la dose apportée jusqu'da 1 % (en poids) du régime
alimentaire (Ip ef a/, 1991 ; Cheng et al, 2003). L'activité antitumorale des ALC est indépendante de
la nature de I'agent cancérigene utilisé ou des lipides (nature et quantité) administrés dans le régime
(Ip et al, 1996; Ip et al, 1997). L'apport en ALC dans le régime alimentaire sous la forme d'AG libres
semble avoir un effet similaire a celui des ALC sous forme de triglycérides (Ip et al., 1995), bien que
I'accumulation de ces acides gras dans la glande mammaire soit inférieure (Ip et al., 1999).

Dans un systéme de tumeurs greffées chez la souris, les deux isomeres 18:2 9¢,11t et 10%,12¢
ont induit également une inhibition fumorale, a la fois sur l'implant primaire ou sur les métastases
pulmonaires (Hubbard et a/, 2000). L'acide ruménique 18:2 9c¢,11# a une activité inhibitrice en
cancérogenese mammaire chimio-induite chez le rat, aussi bien sur la formation de Iésions

précancéreuses (Ip et al, 1999; Ip et al, 2002) que sur la croissance tumorale. L'inhibition induite par
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I'acide ruménique est de niveau identique a celle du mélange d'isoméres (Lavillonniere et a/,, 2003). Par
ailleurs, des études /n vitro ont montré que |'isomeére 18:2 10#,12¢ serait plus efficace que |'acide
ruménique 9¢ 11t contre la prolifération de cellules cancéreuses colorectales (Palombo et a/, 2002) ou

mammaires (Kemp et a/,, 2003).

Le mode d'action des ALC dans la cancérogenése n'est actuellement pas connu. Il semblerait
cependant que la présence d'acides linoléiques conjugués dans les lipides tissulaires, notamment les
lipides membranaires (phospholipides) joue un réle important (Ip et al, 1995). Il convient de
remarquer que |'acide ruménique est, a cet égard, beaucoup mieux incorporé dans les phospholipides
que les autres isoméres conjugués de |'acide linoléique (Banni et a/, 2001; Ha et al, 1990).
L'incorporation de I'acide ruménique et de ses métabolites dans les phosphatidylinositols, une sous
classe de phospholipides utilisée pour la production des éicosanoides, pourrait expliquer |'action
biologique de cet acide gras (Banni et a/, 2001). L'implication des ALC sur la production des
¢icosanoides et la régulation de composés oncogénes influe sur les phénomeénes inflammatoires et sur
I'apoptose cellulaire ; ces effets pourraient intervenir dans les propriétés anticancéreuses des
isomeres conjugués de |'acide linoléique (Wahle et al., 2004).

La possibilité que les ALC puissent &tre protecteurs en cancérogenése mammaire humaine n'est
pas documentée actuellement, elle reste cependant une éventualité. Une raison de I'absence d'effets
probants pourrait tre le faible taux de ALC disponible dans I'dlimentation humaine. En effet, au
niveau de supplémentation optimal de 1% de ALC chez le rat, le taux de ALC atteint 6 % des AG dans
le tissu adipeux (Lavillonniére et a/, 2003). Or le taux moyen dans le tissu adipeux chez 'homme est
plus de 10 fois inférieur, environ 0,4% (Chajes et al, 2003). On ne sait pas actuellement si une
supplémentation en ALC permettant d'atteindre un tel niveau de ALC dans le tissu adipeux aurait un

effet bénéfique chez 'homme.

1.5.2 ALC et réponse immunitaire

Les premiers travaux sur |'implication des acides linoléiques conjugués remontent aux début des
années 90 lors d'études sur la croissance des volailles (Cook et al., 1993). Les isoméres conjugués de
I'acide linoléique amplifient certains effets immunologiques spécifiques (blastogenese des
lymphocytes, activité cytotoxique, activité des macrophages) et préviennent les dommages
collatéraux des réactions immunitaires (réduction de la réponse catabolique aux endotoxines) (Cook et
al, 1999; Cook et al, 1993; Miller et al., 1994). Ces auteurs avancent |'hypothese d'une interaction
entfre ALC et production d'interleukines, hormones du systeme immunitaire chargées de la

communication entre lymphocytes et impliquées dans la régulation de la réponse immunitaire.
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In vitro, les acides linoléiques conjugués augmentent l'activité cytotoxique, la prolifération des
lymphocytes, et l'activité bactéricide des macrophages, mais diminuent la production d'interleukine
IL-2 par les lymphocytes et l'activité phagocytaire des macrophages (Chew et al, 1997). Sur des
lignées macrophagiques, les acides linoléiques conjugués activent les récepteurs-y activés par les
proliférateurs de peroxisome (Peroxisome Proliferator-Activated Receptors, PPARy) d'une fagon
comparable a un agoniste bien connu des PPAR, la prostacycline ou prostaglandine I, (PGI,;). A
contrario, l'acide linoléique n'a pas cet effet. Il est intéressant de remarquer que la production de
cytokines pro-inflammatoires n'est pas diminuée par les ALC, alors qu'un tel effet aurait été attendu

puisque les agonistes de PPARy sont connus pour avoir un effet dépresseur dans ce domaine.

Des études sur le hamster ont montré que des animaux ayant consommé des ALC produisent
moins de médiateurs lipidiques de I'inflammation (en particulier moins de leucotriénes) que les animaux
témoins (Whigham et a/, 2002). L'apport d'acides linoléiques conjugués dans la ration améliore les
parametres immunologiques chez les truies et les porcelets, notamment en augmentant les teneurs du
colostrum en IgG de la truie allaitante (Bontempo et al., 2004). Chez des porcs immuno-déprimés par
une infection virale, les isoméres conjugués 18:2 9¢,11t et 10#12¢ ont des propriétés immuno-
modulatrices, notamment en augmentant le nombre de thymocytes CD8+ (Bassaganya-Riera et al,
2003). Chez la souris, ce mélange d'isoméres conjugués réduit |'inflammation du colon par un
mécanisme dépendant du PPARy (Bassaganya-Riera et al., 2004).

Chez I'Humain, les acides linoléiques conjugués 18:2 9¢,11# et 10#,12¢ (administrés séparément)
réduisent |'activation des lymphocytes T. Il existe une corrélation inverse entre l'activation des
lymphocytes T et les proportions en ALC 18:2 9¢11t et 107,12¢ dans les lipides des cellules
mononucléaires sanguines (Tricon et al., 2004b). Mais une étude récente (Nugent et a/, 2005) menée
sur 55 volontaires montre que la supplémentation de la ration avec des ALC a des effets réduits sur
les fonctions immunitaires humaines ; les ALC ne présentent pas de bénéfices immunologiques

supérieurs a |'acide linoléique.

1.5.3 ALC et composition corporelle
Les ALC provoquent des changements de la composition corporelle aboutissant a une réduction de
la masse grasse et une augmentation de la masse maigre dans différentes espéces animales (Evans et
al,, 2002).
Les premiers travaux d mettre en évidence cet effet physiologique furent réalisés chez des
souris recevant pendant un mois un mélange des isoméres 18:2 9¢,11# et 10#,12¢ (Park et al,, 1997).
Ces auteurs montrent que ce mélange d'ALC augmente la B-oxydation et la lipolyse dans les muscles et

le tissu adipeux, augmente le relargage des acides gras libres dans le sang, et diminue le captage des
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lipides par les adipocytes. Ces modifications induisent la baisse de |'incorporation des lipides et
I'augmentation du catabolisme lipidique des adipocytes. Cependant, la lipolyse et la B-oxydation
hépatiques ne sont pas altérés. Les études suivantes montrent que, chez la souris, I'acide ruménique
18:2 9¢,111 ne modifie pas la masse du tissu adipeux ; l'acide linoléique conjugué 18:2 10#,12¢ fut
reconnu comme |'isomére actif dans ce domaine (Bouthergourd et a/, 2002; Chardigny et al., 2003a;
Park et al, 1999). Cette réduction de la masse grasse s'accompagne d'un effet anabolisant sur le
muscle. Cet effet est observé également chez les souris nourris avec un régime hyperlipidique puisque
ces animaux ne développent pas d'obésité en réponse a ce type de régime ; les ALC réduiraient donc
I'accumulation de la masse grasse indépendamment de I'apport lipidique (West et a/,, 1998).

Chez le porc, la supplémentation de la ration avec des acides linoléiques conjugués abaisse
I'indice de consommation et améliore |'efficacité alimentaire ; les animaux ont alors une masse grasse
réduite et une masse maigre plus importante (Dugan et a/,, 1997).

Chez |'humain, il est difficile d'apprécier une action des acides linoléiques conjugués sur la
régulation de la masse grasse. De plus, les protocoles opératoires et les méthodes utilisées pour
mesurer les effets sont beaucoup trop disparates pour pouvoir comparer efficacement les résultats
des diverses études entreprises. Certaines études font part d'une baisse modérée de la masse
grasse, alors que d'autres ne révelent aucun effet significatif. Le tableau 6 résume quelques données

bibliographiques.

Tableau 6 : Effet des ALC sur la composition corporelle chez I'Humain (données bibliographiques).

Sujets Nombre  IMC Dose (g/j) Durée Effets Référence
F 17 <25 1,2 9 semaines 0 effet (Zambell et al., 2000)
H/ F 50 <25 3,2 12 semaines 13,8% MG (Smedman et Vessby, 2001)
H 23 <25 2,4 + exercice 4 semaines 0 effet (Kreider et al., 2002)
H/F 10/ 10 <25 18 12 semaines 1 4% MG (Thom et al, 2001)
H/ F 180 ~28 34 12 mois 1 5%MG (Gaullier et al., 2004)
H/F 134 ~28 34 24 mois 1 5-9%MG (Gaullier et al, 2004)
H/F 14/ 10 <30 07-14 4 + 4 semaines 1 %MG (Mougios et al, 2001)
F 60 <30 21 45 jours 0 effet (Pedridou et al, 2003)
H 90 <30 15-3 18 semaines 0 effet (Malpuech-Brugére et al., 2004)
H/F 80 >30 27 6 mois exercice (Atkinson, 1999)
H/F 24 >30 3,2 4 semaines 1 DA (Risérus et al,, 2001)
H/F 60 25« <35 1,7-6,8 12 semaines 1 MG (Blankson et al,, 2000)
H/F 60 35 18-3,6 13 semaines L MG (Kamphuis et al,, 2003)
RHC o T %MM ‘
H 25 >30 259119 12 semaines T PC, 1 IMC  (Risérus et al., 2004)
H 49 >30 06-2,4 13 mois 0 effet (Tricon et al, 2004b)

H, homme; F, femme; RHC, régime hypocalorique; IMC, indice de masse corporelle (kg/m?); MG, masse grasse; MM, masse
maigre; DA, Diametre abdominal.
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Lors des études d'intervention chez |I'humain, les doses d'ALC administrées varient de 1,49/ jour
(Mougios et al., 2001) & 6,8g/jour (Blankson et al, 2000). En considérant une dose moyenne de
3,49/jour en fonction du poids corporel, I'apport en ALC est de l'ordre de 50mg/kg. Lors des
expérimentation sur souris, les apports sont de I'ordre de 1g/kg, soit une dose 20 fois supérieure a
celle administrée a 'homme ; exprimée en fonction de I'énergie ingérée, la dose chez la souris est 3

fois plus importante que chez I'homme.

1.5.4 ALC et composantes du syndrome métabolique

Le syndrome métabolique constitue un des facteurs de risque métabolique et cardio-vasculaire
dont l'incidence et la prévalence augmentent parallelement a celle de |'obésité. Le syndrome
métabolique n'est pas clairement défini, mais la plupart des propositions de définition énoncent des
parametres tels que surpoids, hyperinsulinémie, hyperglycémie, dyslipidémie, etc.

L'influence des ALC sur différentes composantes du syndrome métabolique a été étudiée et les

résultats obtenus montrent plusieurs effets a différents niveaux.
Comme nous |'avons vu précédemment, les mélanges de ALC baissent la masse grasse et augmentent la
masse maigre chez certaines especes animales (Dugan et al, 1997; Park et al, 1997; West et al,
1998). L'acide gras 18:2 107,12c est |'isomére actif dans ce domaine ; I'acide ruménique 18:2 9¢,11# ne
modifie pas la masse du tissu adipeux (Bouthergourd et a/., 2002; Chardigny et a/., 2003a; Park et al.,
1999).

Cependant, cette disparition de la masse adipeuse conduit d un syndrome de diabéte
lipodystrophique (Tsuboyama-Kasaoka et a/, 2000). L'atrophie du tissu adipeux provoquée par
I'isomére conjugué 18:2 10+,12¢ semble compensée par une hypertrophie stéatosique du foie (Clément
et al, 2002; Degrace et al,, 2003), alors que |'acide ruménique 18:2 9¢,117 ne modifie pas la masse du
foie (figure 5) (Degrace et a/, 2003; Park et al,, 1999). Plusieurs études ont montré que l'isomere 18:2
104,12 ¢ provoque une augmentation de l'insulinémie et/ou une insulino-résistance sans modification de
la glycémie chez cet animal (Clément et a/, 2002; Delany et al, 1999; Roche et al, 2002). Les
principaux événements qui caractérisent le syndrome lipoatrophique lié aux ALC, c'est-d-dire baisse la
masse grasse, résistance a l'insuline, hyperinsulinémie et stéatose hépatique, semblent étroitement
interconnectés chez la souris et une tentative d'explication a été récemment proposée (Poirier et al.,
2005).

Chez le hamster, la supplémentation de la ration avec |'isomere 18:2 107,12 ¢ provoque aussi une
augmentation significative des poids du foie et des reins comparés avec ceux d'animaux ayant
consommés |'acide ruménique 18:2 9¢,11t (De Deckere et al., 1999). Chez cet animal, un apport d'ALC
contenant les isoméres 18:2 9¢,11# et 10#,12¢, provoque également une insulino-résistance modérée,

alors que |'acide ruménique 18:2 9¢,117 ne montre aucun effet (Valeille et a/,, 2004).
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Figure 5 : Foies et tissus adipeux de souris nourries avec un placebo, I'acide ruménique
9¢,117(gauche), ou I'ALC 10#,12 ¢ (droite) (Degrace et a/., 2003).

Contradictoirement, un apport en ALC augmente la tolérance au glucose et la réponse a l'insuline
dans le muscle chez des rats diabétiques de type 2 (Henriksen et al, 2003; Houseknecht et a/, 1998;
Ryder et a/, 2001). Dans ce modéle, cet effet anti-diabétique, attribuable a I'isomere 18:2 10#12¢,
est associé a une réduction des lipides dans le muscle permettant une meilleure utilisation du glucose ;

I'isomére 9c¢-117 semble neutre quant a cet effet (Henriksen et a/., 2003).

Deux études ont montré que la supplémentation de la ration avec un mélange des isomeéres
conjugués 18:2 9¢,11t et 107,12 ¢ ne modifie pas la sensibilité a |'insuline et n'a aucune incidence sur la
glycémie chez I'humain (Risérus et a/, 2001; Smedman et Vessby, 2001) . En revanche, lors d'une
seconde étude, Risérus et al. (2002) rapportent que l'ajout de |'isomére 10+,12¢ dans la ration induit
chez des sujets obéses une résistance a l'insuline et aggrave |'hyperinsulinémie et I'hyperglycémie.

L'isomére conjugué 18:2 10t#12c¢ ajouté a un régime (2,69/j) entrdine chez |'homme une
résistance a l'insuline associée a une obésité abdominale, une augmentation des marqueurs du stress
oxydatif (8-iso-PGFa) et de la protéine C-réactive. Cet effet pro-inflammatoire semble Etre
indépendant des mécanismes de l'insulino-résistance (Risérus et al/, 2002). Ce méme isomére dans les
mémes conditions provoque une dégradation de la sensibilité périphérique a linsuline, une
augmentation du glucose sanguin et des taux de lipides plasmatiques (Risérus et a/, 2003) et une
augmentation de la résistance a linsuline, une augmentation de la glycémie et une diminution du
cholestérol-HDL (Risérus et al., 2004), ce qui augmente le risque de diabéte et de maladie cardio-
vasculaire (Kelley et Erickson, 2003).

D'autres effets délétéres sont retrouvés lors d'administration de |'isomére 18:2 10#12¢ tels
que froubles gastro-intestinaux et asthénie, augmentation de la peroxydation lipidique, élévation de

I'insulinémie par augmentation de linsulino-résistance périphérique, détérioration du métabolisme
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glucidique par diminution de la capture et de I'oxydation du glucose insulino-dépendant, diminution de

la transcription du géne GLUT 4 (Blankson et a/., 2000).

1.56.5 ALC et facteurs de risques des maladies cardio-vasculaires

15.5.1 Etude chez /'animal

Lapin

Les isoméres conjugués de |'acide linoléique ayant potentiellement des propriétés anti-oxydantes
aussi bien in vivo (Ip et al, 1991) qu'/in vitro (Ha et al., 1990), Lee et al. (1994) entreprirent une
premiére étude sur |'impact de la présence des ALC dans |'alimentation sur |'athérogenése
expérimentale chez le lapin. Deux groupes d'animaux ont regu pendant 22 semaines un régime semi-
synthétique a 12% d'huile de coprah (riche en AGS) et 0,1% de cholestérol ; la ration du groupe
expérimental était supplémentée a 0,5g/jour/animal d'ALC (sans précision de la composition). En fin
de traitement, les deux groupes ne montraient pas de différence dans la consommation alimentaire ni
dans la prise de poids. Les animaux des deux groupes répondent au régime hyperlipidiques riche en
cholestérol par une augmentation de la cholestérolémie (C-LDL et C-VLDL) et de la triglycéridémie ;
mais apres 22 semaines, le cholestérol des fractions LDL et VLDL est significativement plus bas pour
le groupe ALC que pour le groupe témoin. Il n'y a aucune différence entre les taux de cholestérol HDL
entre les deux groupes. Le rapport cholestérol LDL / cholestérol HDL est significativement plus bas
chez les animaux du groupe ALC ; le rapport Cholestérol total / cholestérol HDL est en limite de
signification (favorable pour le groupe ALC). Les lésions aortiques sont moins importantes (limite de
signification) chez les animaux du groupe ALC ; ce groupe montre un moindre développement des
plaques athéromateuses que le groupe témoin. Il existe une corrélation entre le degré de Iésions et
les taux de cholestérol LDL dans les deux groupes.

Les ALC semblent donc exercer un effet favorable contre |'athérogenése dans ce modéle,
probablement imputable & des modifications du métabolisme lipoprotéique. Il ne semble pas que cette

action s'exerce sur la peroxydation des lipides (indices TBARS identiques).

Kritchevsky et a/ (2000) confirment ces résultats sur le méme modele animal, avec un régime
similaire, et investiguent plus avant les propriétés des ALC. Pendant 90 jours, des lapins sont nourris
avec un régime athérogéne (12% coprah, 2% madis, 0,2% cholestérol), puis pendant les 90 jours
suivants un régime normo-lipidique pauvre en cholestérol. Durant cette deuxiéme période, les lapins
sont séparés en deux groupes dont I'un regoit une ration supplémentée a 1% d'ALC (mélange isoméres
9c 11t 43% et 101,12¢ 44%). A la fin de I'expérimentation, la cholestérolémie et la triglycéridémie
des animaux du groupe "ALC" sont significativement plus fortes et le taux de cholestérol HDL plus

faible que ceux des animaux témoins. L'atteinte athéroscléreuse est significativement réduite de
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30% avec une supplémentation en ALC de la ration. La méme expérimentation avec des doses
croissantes d'ALC de 0,1, 0,5, et 1% (en poids de ration) montre que les ALC inhibent |'athérogenése a
faibles concentration (des 0,1% du régime), mais que seul le régime a 1% a un effet sur la régression

des athéromes.

Hamster

Utilisant un modeéle hamster, Nicolosi et a/. (1997) étudient |'effet dose des ALC. Cinq groupes
de hamsters de la souche F1B regoivent pendant 11 semaines une ration hyperlipidique (10% huile
coprah, riche en AGS) riche en cholestérol (0,12%) a base d'aliments pour animaux. Les rations de
trois groupes "ALC" sont supplémentées avec respectivement 0,06%, 0,11%, et 1,1% (en poids de
ration) d'un mélange d'ALC (isoméres 9¢11t, 9t11c, et 10412¢), la ration d'un groupe "AL" est
supplémentée avec 1,1% d'acide linoléique ; la ration du groupe témoin ne regoit aucune supplément. La
cholestérolémie des animaux "ALC" est réduite de 23 d 27% par rapport aux animaux témoins, et de
9 a13% par rapport aux animaux "AL", mais sans effet dose ALC. La triglycéridémie est également
réduite de 28 a 36% pour les groupes "ACL" par rapport aux témoins, mais ne présente pas de
différence significative avec le groupe "AL". Les taux de cholestérol HDL ne montrent pas de
différence significative entre groupes ; les écarts de niveaux de la cholestérolémie se font sur le
cholestérol non-HDL (cholestérol total - cholestérol HDL). Le développement des stries lipidiques est

réduit proportionnellement a la dose d'ALC (réduction de 19%, 27%, et 31% par rapport aux témoins).

Ces travaux furent poursuivis par cette équipe (Wilson et a/, 2000) sur le méme modele hamster
en augmentant |'athérogénéité du régime (20% huile coprah, 0,12% cholestérol) pendant 12 semaines.
La ration d'un groupe ALC est supplémentée avec 1% (en poids de ration) d'acides linoléiques
conjugués (mélange d'isomeéres 9¢11¢, 9t,11¢c, 10£12¢), la ration d'un groupe "AL" avec 1% d'acide
linoléique ; la ration du groupe témoin n'est pas supplémentée. Contrairement aux résultats
précédents de cette méme équipe, la supplémentation de la ration avec I'acide linoléique ou des acides
linoléiques conjugués améliore de fagon équivalente les parameétres sanguins (cholestérolémie et
triglycéridémie) par rapport au groupe témoin. Les taux de cholestérol HDL étant équivalents pour les
trois groupes, la baisse de la cholestérolémie est due a une diminution du cholestérol non -HDL. En
revanche, le développement de stries lipidiques est considérablement réduit chez les hamsters
recevant des ALC comparé aux animaux des groupes "AL" ou témoin, ces deux groupes ne montrant
aucune différence significative dans I'ampleur des lésions athéromateuses. De plus, une moindre
oxydabilité des LDL est observée chez les animaux ayant consommé des ALC, ce qui expliquerait le

moindre développement des plaques.
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Dans le méme temps, une autre équipe (Gavino et al, 2000), compare |'effet d'un mélange d'ALC
avec celui de I'acide ruménique seul. Des hamsters de souche CR regoivent pendant 6 semaines un
régime athérogene (10% coprah, 0,05% cholestérol, en poids de ration) supplémenté respectivement
avec 0,2% d'acide linoléique, 0,2% d'acide ruménique, ou 1% d'un mélange d'ALC (dont 0,2% d'acide
ruménique en poids de ration). Dans ces conditions, |'acide ruménique comparés a |'acide linoléique
n'améliore pas les parameétres sanguins. Toutefois, la supplémentation de 1% d'ALC permet de baisser

significativement la cholestérolémie et la triglycéridémie par rapport aux deux autres groupes.

Le modele hamster a également été utilisé pour étudier |'impact des ALC sur le métabolisme
lipoprotéique lors de régime normo-lipidique (30% en énergie sous forme de lipides) et pauvre en
cholestérol (0,01% en poids de ration) (De Deckere et al, 1999). Pendant 8 semaines, trois groupes de
hamsters F1B regoivent une ration purifiée supplémentée respectivement avec 0,6% (en poids de
ration) d'un mélange d'ALC (isomeres 9¢,111 et 10#,12¢), 0,56% d'acide ruménique 9¢,117 ou 0,49%
d'isomére 10712¢ semi-purifiés substitués a la méme quantité d'acide linoléique. En fin
d'expérimentation, les hamsters des groupes ALC comparés aux animaux témoins ne montrent pas de
différence significative de la cholestérolémie : la cholestérolémie du groupe "10#12¢" est
significativement plus basse que celle du groupe "9¢,117". Cette différence s'exprime aussi bien sur le
cholestérol LDL que sur le cholestérol HDL. La triglycéridémie est significativement plus élevée chez
les animaux des groupes "ALC mixte" et "10#12¢" que chez les hamsters témoin ou "9¢,117'. Aucune
différence n'est observée au niveau du cholestérol ou des triacylglycérols hépatiques. Toutefois,
I'incorporation de |'acide ruménique 18:2 9,117 dans les phospholipides et les triacylglycérols est

deux fois supérieure a celle de |'isomere 18:2 10#,12¢.

Rat

Pendant 5 semaines, des rats (Sprague-Dawley) sont soumis a un régime sans cholestérol,
supplémenté a 0%, 1%, 3%, ou 5% d'ALC (mélange 35% 9c,117, 18% 10¢12¢; 5% 91,111 2% 9c¢11¢) en
substitution de la méme quantité d'huile de tournesol (Stangl, 2000). Les taux de triacylglycérols
plasmatiques et lipoprotéiques ne sont pas significativement différents entre les groupes. La
cholestérolémie des rats ayant consommé des ALC est réduite en comparaison de celle des animaux
témoin. Cette baisse résulte de la diminution du cholestérol HDL et LDL. La baisse du cholestérol HDL

est proportionnelle aux taux d'ALC dans la ration.

Souris
Les résultats obtenus sur un modeéle souris sont cependant moins enthousiasmants (Munday et a/,

1999). Des souris (C57BL/6) sont nourries pendant 15 semaines avec un régime athérogéne (5% huile
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d'olive, 4,5% d'huile de mais, 1% cholestérol, 05% d'acide cholique). trois groupes sont comparés,
I'un regoit 0,5% d'acide linoléique en supplément de la ration de base, les deux autres 0,25% d'acide
linoléique et respectivement 0,25% et 0,5% d'ALC (isomeres non précisés). Aucune différence n'est
notée au niveau de la cholestérolémie et de la triglycéridémie entre les groupes. Cependant, le rapport
cholestérol HDL / cholestérol total augmente avec la dose d'ALC dans la ration, signe d'amélioration
des paramétres sanguins vis-a-vis des risques d'athérogenese. Malgré cela, le développement des
dépdts lipidiques est plus important chez les animaux des groupes ALC que chez ceux du groupe

témoin.

Le tableau 7 résume les principales expérimentations animales entreprises dans ce domaine de

recherches et leurs résultats.

Tableau 7 : Effet des ALC sur |'athérogenése expérimentale (données bibliographiques).

Modele Régime Effet Référence
PR ° T ALC § C-LDL, C-VLDL, TAG
athérogéne 12% coprah; 0,1% Chol 8 CT/C-HDL (Lee et al, 1994)

témoin vs. + 0,59/ AL & étendue Iésions athérom.

athérogéne 12% coprah, 0,1-0,2% Chol ~ ALC 1 CT, TAG; U C-HDL

Lapin

témoin vs.1% ALC { étendue lésions athérom. (Kritchevsky et al,
L o 2000)

témoin v5.0,1-0,5-1% ALC ALC 1 ¢cT: UTAG, C-HDL
ALC = 43% 9c 11t 44% 10t12¢ { |ésions pré-établies

athérogene 10% coprah; 0,12% Chol

témoins vs. 0,06 - 0,11 -1,1% ALC ALC & CT, TAG; C-non-HDL . .

vs. LA Ll étendue Iésions athérom. (Nicolosi e7 al., 1997)

ALC 9c11¢,9111¢, 1012¢

athérogene 20% coprah; 0,12% Chol )

témoins vs. 1% ALC vs. 1% LA ALC i Z:énzﬁf'lécs}';:’;’;ﬁzmm (Wilson et af, 2000)
ALC 9c11¢,9111¢, 1012¢ ’

Hamster athérogéne 10% coprah; 0,15% Chol ALC ¥ CT, TAG
0,2% AL vs. 1% ALC dont 0,2% 9c11¢ (Gavino et al., 2000)
vs.0,2% 9c 11 9c,11t pas différence vs. AL

normo-lipidique 30% énergie (palme);

+émoins 0.01% Chol ALC vs témoin : pas différence (e Deckere of al,
e :%A'g‘zlgl‘;'l”' I 0R12C 101126 vs 9117 Sc-LbL, c-HDL 2%
vs.0,49% 10+12¢

normo-lipidique sans Chol ALC pas effet TAG

Rat témoins vs. 1%, 3%, 5% ALC 4 CT, c-LDL, C-HDL (Stangl, 2000)
ALC 35% 9c,111, 18% 10+12¢ (effet dose)

athérogéne 5% olive; 4,5% mais;
Souris 1% Chol; 0,5% acide cholique
0,5% AL vs. ,025% et 0,5% ALC”
* sans précision composition isomérique.

ALC & CT/C-HDL; 8 TAG plasma

{+ étendue Iésions aortiques (Munday et al, 1999)
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1552 Etude chez /'humain

Au cours d'une étude sur |'impact des ALC (mélange équipondéral de 9¢,11t et 10#,12¢) sur la
réduction de la masse grasse chez |'Humain en surpoids, Blankson et a/. (2000) notent parallelement
I'augmentation des taux de Lp(a), ainsi que la baisse des taux de lipides sanguins (cholestérol total, C-
HDL, et C-LDL) en 12 semaines de traitements a différentes doses d'ALC. La baisse du cholestérol
HDL est significative pour tous les groupes expérimentaux ; la baisse du cholestérol total et du
cholestérol LDL n'est significative que pour les faibles doses d'ALC (1,7 et3,4g/j) et non
significative pour les fortes doses (5,1 et 6,8 g/j).

Lors d'une étude cas-témoin sur 63 jours (Benito et a/, 2001b), 10 femmes "en bonne santé" (dge
moyen 27 ans, IMC moyen 23,6 kg/m?) regoivent en supplément alimentaire 3,9g d'ALC par jour (12
isomeres différents dont 24% 11¢,13# 23% 10+12¢, 18% 9¢, 11 17% 8110¢, en % des ALC totaux) ;7
femmes témoins (dge moyen 29 ans, IMC moyen 21,9 kg/m?) regoivent un placebo (acide linoléique). A
la fin de I'étude, aucune altération de la cholestérolémie (aussi bien HDL que LDL) ni de la
triglycéridémie n'est observée dans le groupe d'intervention comparé au groupe "témoin". De méme, la
supplémentation de la ration avec des ALC ne provoque aucune modification du temps de saignement ni
de I'agrégation plaquettaire. Les ALC ne semblent donc pas avoir d'effets bénéfiques a court terme
sur la prévention de |'athérosclérose chez I'humain. D'autre part, dans le groupe d'intervention, les
taux plasmatiques d'ALC sont seulement de 4,23% de I'ingéré et n'augmente que de 0,28% des AG
totaux en début d'étude a 1,09% au bout de 63 jours. Tous les isoméres du produit de
supplémentation sont présents dans les lipides plasmatiques, mais |'acide ruménique 9c¢11t est
quantitativement le plus important ; cet isomére est le seul trouvé dans le tissus adipeux. Les ALC

sont donc soit utilisés pour les besoins énergétiques soit rapidement métabolisés.

Une troisieme étude a été conduite parmi le personnel hospitalier de Dublin, impliquant 18
hommes et 33 femmes de 31 ans en moyenne et d'un IMC < 25 kg/m? (Noone et a/, 2002). Chaque
volontaire regoit pendant 8 semaines un supplément de 3 g d'un mélange d'ALC 9¢,117 plus 107,12¢
dans un rapport de soit 80:20 soit 50:50 (pds/pds) ou un placebo riche en acide linoléique. En 8
semaine la triglycéridémie des sujets ayant consommé le mélange 50:50 et le taux de cholestérol
VLDL des sujets 80:20 chutent significativement comparés aux valeurs de la semaine 0. Aucun autre
parametre plasmatique du métabolisme lipoprotéique ne montre de modification notables. A la fin de
I'étude, les taux plasmatiques d'acide ruménique 9¢,117 ont augmenté de 87% chez les individus du
groupe 50:50 et de 90% chez ceux du groupe 80:20. L'ALC 10#,12¢ est indétectable chez tous les

sujets.
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Récemment, une étude aléatoire, en double aveugle, croisant les modalités (dge, IMC, etc.), sur
49 hommes pendant 8 semaines, est entreprise avec des isomeres conjugués de |'acide linoléique
semi-purifiés (Tricon et al., 2004a). Les sujets regoivent des quantités croissantes soit de 18:2 9¢,11¢
(0,59, 1,19, puis 2,38 g/}), soit de 107,12¢ (0,63, 1,26, puis 2,52 g/j) sous forme de triacylglycérols.
Ces régimes sont suivis d'une interruption de 6 semaines, puis les isomeres sont intervertis et |'étude
poursuivie pendant 8 nouvelles semaines. Les concentrations de triacylglycérols plasmatiques sont plus
¢levées pendant la période de supplémentation avec |'isomére 107,12¢ que pendant la consommation
d'acide ruménique. Il existe également des différences significatives dans les taux de cholestérol
total et LDL, mais aucune quant au cholestérol HDL ; le rapport cholestérol total / cholestérol HDL
est plus élevé pendant la période 107,12¢ que pendant la période 9¢,117. Ces effets observés sont
dose-dépendants. Il semble donc que I'acide ruménique ait un effet favorable sur les paramétres
sanguins témoins d'un facteur de risque athérogene, contrairement a |'isomére ALC 107,12¢ (Tricon et
al., 2004aq).

De plus, les deux isomeres abaissent |'activation des lymphocytes T, mais n'ont aucun effet sur
les concentrations sériques de protéines C-réactives ou sur la production de cytokines (Tricon ef al.,

2004b).

"Concernant |'effet des ALC sur les facteurs de risque de |'athérosclérose et la formation des
plagues d'athéromes, la notion de modéles adaptés a I'étude de |'athérogenése est de premiere
importance, les résultats pouvant completement diverger d'une espéce a I'autre. L'isomere 9c¢,11#
parait améliorer le profil des marqueurs sanguins dans certaines espéces dont |'humain, sans

qu'aucune stéatose hépatique ou autre effet négatif ne soit décrit" (Combe et a/., 2005).
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2 - OBJECTIFS DE NOS ETUDES

Ces quinze derniéres années, les sujets d'études sur les isomeres conjugués de |'acide linoléique
en général, et sur I'acide ruménique en particulier, se sont multipliés considérablement.
Malheureusement, les tables de compositions des aliments restent pauvres en données sur les taux
d'acides linoléiques conjugués, ce qui explique notamment le peu de données de consommation
disponibles pour ces acides gras particuliers. Cette carence contribue a la difficulté de transposer les
études expérimentales sur animaux et explique la quasi absence d'études épidémiologiques sur
I'incidence de la consommation de ces isomeres conjugués de |'acide linoléique sur la santé humaine.

Quand nous avons commencé les différents travaux exposés dans ce mémoire, la plupart des
recherches sur les isomeres conjugués de I'acide linoléique étaient tournées vers |'impact de ces
acides gras sur le cancer, notamment mammaire, et sur leur influence sur la composition corporelle.
Les autres domaines d'études (métabolisme, toxicité, diabéte, athérogenése) balbutiaient et ont pris
leur essor entre tfemps.

Nous avons donc entrepris parallelement deux types d'études, I'une sur les taux d'acide
ruménique dans les matiéres grasses laitieres ; |'autre sur |'impact de cet acide gras sur

I'athérogenese expérimentale.

2.1 Composition des matiéres grasses laitieres

Pour relier les données expérimentales et épidémiologiques, |'ensemble du monde scientifique a
besoin d'information sur les teneurs en acides linoléiques conjugués dans les aliments puisque ces
isomeres sont absents des tables de composition des aliments actuellement disponibles au Centre
Informatique sur la Qualité des Aliments (CIQUAL) de I'Agence Frangaise de Sécurité Sanitaire des
Aliments (AFSSA) ; leur consommation par la population frangaise était de ce fait impossible a
évaluer.

Le Ministére de |'Agriculture, de I'Alimentation, de la Péche et de la Ruralité a donc initié un
projet d'étude dans le cadre des programme Aliments Qualité Sécurité (AQS) destiné a donner a la
communauté scientifique frangaise des informations plus complétes sur la composition en acides gras
des aliments et notamment de certains acides gras mineurs comme |'acide ruménique. Dans le cadre
de ce projet, nous avons eu en charge d'étudier la composition en acides gras et notamment de doser

les teneurs en acide ruménique de la matiére grasse laitiére.

Dans un premier temps, nous avons donc entrepris de doser |'acide ruménique dans des beurres
issus de laits produits en France, et d'étudier les variations des taux de cet acide gras en fonction de

la saison (6 mois) et de I'origine régionale (7 régions). Nous avons focalisé cette étude sur le beurre,
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source de graisse animale la plus consommée en France (Volatier, 2000) qui hous semblait
représentatif de la matiére grasse laitiére.

Dans un deuxiéme temps, nous avons complété ces résultats par une seconde étude sur une année
complete avec prélévement mensuel en nous limitant d un site de production par région (5 régions).
Lors de |'organisation de cette étude, nous avons voulu montrer que le beurre était représentatif de
la matiere grasse laitiére ; nous avons donc prélevé mensuellement un échantillon de lait, un
échantillon de la créme issue de ce lait, et un échantillon du beurre fabriqué avec cette créme. Nous
avons ainsi pu juger de |'impact de I'écrémage du lait, de la maturation de la créme, et de la

transformation de la créme en beurre, sur les taux d'acide ruménique de la matiere grasse laitiére.

2.2 Influence de |'acide ruménique sur I'athérogenese expérimentale

Des mélanges d'isoméres conjugués de |'acide linoléique ont montré des effets bénéfiques sur le
métabolisme du cholestérol chez plusieurs espéces animales recevant des régimes athérogeénes
(Kritchevsky et al., 2000; Lee et al, 1994; Nicolosi et al, 1997; Wilson et a/, 2000). Une étude menée
sur un modele souris nourries avec un mélange d'isoméres 18:2 9¢,11 et 10t,12c, a donné des résultats
contradictoires (Munday ef a/, 1999). Une étude sur le modele hamster utilisait en paralléle un
mélange d'ALC, I'acide ruménique 18:2 9¢,11# purifié, et |'isomere ALC 18:2 107,12¢ purifié, mais a des
doses largement supérieures d celles rencontrées dans |'alimentation (4-6% du régime en poids) sur
seulement 8 semaines avec un régime peu athérogéne (De Deckere et a/, 1999). De plus, la plupart de
ces expérimentations exploraient le métabolisme lipoprotéique en mesurant le cholestérol HDL et le
cholestérol non-HDL, sans plus de précision. Relativement au nombre de travaux entrepris et publiés
sur |'implication des ALC dans la cancérogenese ou le syndrome métabolique, |'exploration des effets
des ALC sur |'athérogenese et les facteurs de risque de maladies cardio-vasculaires tient lieu de

parent pauvre.

Nous avons donc voulu compléter les résultats déja publiés en étudiant I'impact des deux
principaux isomeres conjugués de |'acide linoléique (18:2 9¢,117 et 104,12¢) purifiés administrés a des
doses peu élevées sur un modéle animal adéquat recevant un régime athérogene (hyperlipidique riche
en cholestérol) pendant un temps suffisamment long (12 semaines) pour développer des dépdts
lipidiques dans les parois vasculaires. Dans ce cadre expérimental, hous nous proposons de mesurer le
cholestérol dans toutes les fractions lipoprotéiques, en incluant les LDL petites et denses, fraction
lipoprotéique fortement reliée aux risques élevés de maladies cardio-vasculaires, ce qui n'a encore
jamais été entrepris dans le cadre des études sur |'implication des ALC sur |'athérogenése

expérimentale. Nous compléterons cette investigation en explorant |'incidence des stries lipidiques
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lors d'une étude histologique. Le but de cette étude est donc de vérifier les propriétés anti-
athérogénes des ALC, de définir le ou les isomeres actifs en utilisant des isomeres purifiés, et

d'étudier leur impact sur le métabolisme lipidique.
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3 - ETUDE DE LA COMPOSITION DES MATIERES GRASSES LAITIERES.

Nous rapportons dans cette premiére partie du mémoire les résultats de deux études sur les
taux d'acide ruménique dans des matiéres grasses laitieres produites localement en France, en
insistant sur les variations de ces teneurs en fonction de |'origine géographiques des matiéres grasses

et de I'époque de leur production, et sur |'évolution des taux d'acide ruménique du lait au beurre.

3.1 Etude des variations des taux d'acide ruménique dans des beurres.

3.1.1 Matériel et Méthodes
3.111Réactifs

Tous les réactifs sont de qualité "pour analyse" : éther de pétrole 40/60, n-hexane, méthanol,
propanol-2, chlorure de sodium, bicarbonate de sodium, trifluorure de bore (BF3) /méthanol 20%,
méthoxyde de sodium anhydre, acide sulfurique 98%.

Solution d'étalonnage interne : ester méthylique d'acide fricosanoique €23:0 (Sigma-Aldrich,
Saint Quentin Fallavier, France), solution a 0,25 mg/ml dans |'hexane.

CRM164, matiére grasse laitiere de référence (Bureau Communautaire de Référence de I'Union

Européenne, Bruxelles, Belgique).

3.1.12 Matériel

Tubes a centrifuger a vis de 15 et 30 ml, munis de septa en téflon. Balance de précision,
résolution 0,1 mg. Centrifugeuse. Evaporateur rotatif et banc d'évaporation sous azote. Bain-marie
(100°C). Colonnes capillaires : Chrompack CP-Sil 88, 100 m x 0,25 mm d.i., épaisseur de film 0,20 ym
(Varian S.A., Les Ulis, France) ; BPX70, 60 m x 0,25 mm d.i., épaisseur 0,25 tm (SGE S.AR.LL.,
Courtabeeuf, France). Colonne de garde "methyl deactivated non polar", longueur 60 cm x 0,25 mm d.i.
(Varian S.A., Les Ulis, France).

Chromatographe en phase gazeuse Varian 3200 a détecteur a ionisation de flamme, équipé d'un
passeur d'échantillon Varian 8200 et d'un logiciel de traitement des données Star (Varian S.A., Les

Ulis, France).

3.1.1.3 Echantillons et extraction de la matiére grasse

Les beurres ont été prélevés dans des coopératives laitieres de différentes régions de France.
Chaque laiterie a fourni 3 beurres, soit un échantillon par saison : "hiver" (janvier-février),
"printemps" (mars-avril), et "ét+é" (mai-juin). Tous les échantillons sont maintenus congelés (- 28°C) au

laboratoire jusqu'a extraction.
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La matiére grasse a été extraite par la méthode directe de détermination de la matiere grasse
du beurre (norme Iso TC 34/SC 5, 2000). Brievement, le beurre est amené lentement a température
ambiante, la prise d'essai et |'extraction sont réalisées en double pour chaque échantillon. Environ 4 a
6 g de chaque beurre sont pesés exactement (+ 1mg) et placés dans des tubes a centrifugation. Le
beurre est alors fondu au bain marie (35 - 40°C) et la matiére grasse est extraite par 20ml d'éther
de pétrole ; aprés centrifugation, le surnageant est transvasé dans un ballon taré au préalable. Le
culot est repris deux fois par 10ml d'éther de pétrole ; toutes les fractions organiques sont
rassemblées dans le ballon taré et évaporées sous vide a relativement basse température (35 - 40°C).
Le résidu est séché sous azote, puis les ballons sont placés une nuit dans un dessiccateur. Les taux de
matieres grasses sont alors déterminés par pesées et rapportés en % pondéral de la prise d'essai.

Une portion aliquante d'environ 0,2g de matiére grasse, pesée exactement (+ 0,Img), est diluée
dans 20ml d'hexane dans une fiole jaugée (solution hexanique a environ 10mg de lipides /ml) et

utilisée aussitot pour les estérifications.

3.1.14 Estérification

Préparation des esters méthyliques (EM) (Christie et a/, 2001), 0,5ml de solution hexanique (soit
environ 5 mg de lipides) sont placés dans un tube a centrifugation et évaporés a sec sous azote. Le
standard interne (23:0) est ajouté a raison de 1 ml de la solution a 0,25mg /ml, |'hexane est évaporé
sous azote. Les matieres grasses sont dissoutes avec 50ul de toluéne, puis estérifiées par 100ul de
méthanolate de sodium 2N pendant 20 minutes a température ambiante. L'estérification est
continuée par ajout de 05ml de BF3;/méthanol 14% (temps de réaction 20 minutes, température
ambiante). Les EM sont extraits par 2 fois 2ml d'hexane en présence de 5ml de bicarbonate de

sodium. Les EM sont conservés a -80°C jusqu'd injection en chromatographie en phase gazeuse (CPG).

Préparation des esters isopropyliques (EIP) (Wolff et a/, 1995), 0,5ml de la solution hexanique
(soit environ bmg de lipides) sont mélangés dans un tube a centrifugation a 3,5ml d'isopropanol et
0,5ml d'acide sulfurique. Les tubes sont agités, placés dans un bain-marie a 100°C pendant une heure,
puis refroidis sous eau courante. Les EIP sont extraits par 1,5ml d'hexane en présence de 0,5ml de
NaCl 5% et de 5,0ml d'eau distillée. Aprés séparation des phases, une deuxiéme extraction est
réalisée avec 2,0ml d'hexane. Les phases organiques sont rassemblées. Les EIP sont conservés a -

80°C jusqu'a injection en CPG.

3.1.1.5 Conditions chromatographiques

Analyse des esters méthyliques (EM). Colonne de trés haute polarité Chrompack CPSil 88, 100m x
0,25 mm d.i., épaisseur de film 0,20um. Gaz vecteur : hydrogene, 210kPa (pression constante).
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Injecteur : 250°C, mode split/splitless en programmation : Ty fuite ouverte, rapport de fuite = 20 ;
Too1 fuite fermée ; Toso fuite ouverte, rapport de fuite = 20. Détecteur : ionisation de flamme 280°C.
Programme de température : 60°C tenu 1 min., rampe de 20°C/min. jusqu'a 190°C tenu 60 min., puis
rampe de 20°C jusqu'a 220°C tenu 10 min. Volume d'injection : 1l (seringue 104).

Analyse des esters isopropyliques (EIP). Colonne SGE BPx70, 60m x 0,25mm d.i., épaisseur de
film 0,20um. Gaz vecteur : hydrogene, 280 kPa (Pression constante). Injecteur : 250°C, mode
split/splitless en programmation : Ty fuite ouverte, rapport de fuite = 20 ; Too1 fuite fermée ; Toso
fuite ouverte, rapport de fuite = 20. Détecteur : ionisation de flamme 280°C. Programme de
température : 60°C tenu 5 min., rampe de 7°C/min. jusqu'a 180°C tenu 25 min., puis rampe de 20°C

jusqu'a 210°C tenu 10 min. Volume d'injection : 14l (seringue 10ul).

3.11.6 Calculs de la composition en acides gras

L'identification des pics chromatographiques des acides gras en général, et de |'acide ruménique
en particulier, a été effectuée par comparaison avec des chromatogrammes d'EM de référence, par
comparaison avec des chromatogrammes d'EM ou d'EIP aprés fractionnement sur CCM au nitrate
d'argent (détermination des différentes "classes" AGS, AG mono-frans, AG mono-cis, AGPI), par
comparaison avec des chromatogrammes publiés dans des conditions comparables (Collomb et Biilher,
2000; Dorey et al., 1988; Molkentin et Precht, 1996; Precht et Molkentin, 1999a; Sébédio et a/., 2001;
Sehat et al, 1998; Wolff, 1995; Wolff et al, 1998), et confirmée par chromatographie aprés
dérivation des acides gras avec le 4,4-dimethyloxazolin (DMOX) (Christie, 1998).

Les résultats chromatographiques des analyses des EIP sont utilisés pour la quantification des
acides gras de 4:0 a 18:0. Les résultats des analyses des EM servent pour le dosage des acides gras
supérieurs a C18. Les surfaces des EIP sont transformées en "surfaces équivalentes EM" par rapport
de proportionnalité en utilisant les aires du 18:0 dans chacun des chromatogrammes d'EIP et d'EM
d'un méme extrait. Les résultats analytiques sont transformés en g d'acides gras pour 100g de

beurre par la formule suivante :

oli:  Mge = masse d'un acide gras AG (en g AG /100g beurre),

M ~ SX « Ms/ <% M6 gx i al.r'e :e l:cage %rgsTconS|dere :ous foEr';Ane EM,
lic = < = aire du standard interne sous forme EM,
55/‘ X MA/I& Msi = masse du standard interne sous forme acide,

Mwe = quantité de matiére grasse dans la prise d'essai (en g),
%MG = pourcentage de matiére grasse dans le beurre.

3.11.7 Analyses statistiqgues

Deux analyses de variance a 2 facteurs avec répétitions (ANOVA 2) ont été effectuées sur les

résultats des dosages de |'acide ruménique dans le beurre grdce au logiciel StatGraphics® (Version
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5.1, Sigma plus, France). Dans la premiére, les facteurs considérés ont été définis comme étant la
"saison" (3 modalités : hiver, printemps, été) et la "région" (7 modalités : Aquitaine, Auvergne,
Bretagne, Franche-Comté, Normandie, Poitou-Charente, Rhdne-Alpes). Dans la seconde, les facteurs
considérés ont été définis comme étant la "saison" (3 modalités) et la "laiterie" (18 modalités :
Aquitaine-1, Auvergne-1, Auvergne-2, Bretagne-1, Bretagne-2, etc.).

Le risque de premiere espece o est choisi a 5% : une valeur de P < 0,05 est considérée comme
significative. Pour chaque facteur ayant un effet significatif, des tests de Student ont été effectués
pour comparer 2 a 2 les moyennes et ainsi identifier quelle(s) modalité(s) de ce facteur étai(en)t
significativement différentes des autres. Il s'agit d'une approche de comparaison multiple de

moyennes qui hécessite une correction du risque o ; nous avons choisi la correction classique de

Bonferroni, particulierement conservative (peu permissive) (Jouan-Flahault et a/, 2004).

3.1.2 Résultats

3.1.2.1 Identification des pics

Les figures 6a et 6b présentent respectivement un chromatogramme partiel obtenu par analyse
en CPG des esters isopropyliques des lipides d'une matiere grasse laitiere de référence (CRM 164,
Bureau Communautaire de Référence de |I'UE, Bruxelles, Belgique) et un chromatogramme obtenu par
analyse en CPG des esters méthyliques de la méme matiere grasse laitiere de référence (cf. § 3.1.1.5.
pour conditions chromatographiques). Quarante deux acides gras ont pu &tre identifiés et quantifiés
par rapport au standard interne. L'ensemble de ces données n'est pas rapporté dans ce mémoire, mais

a fait I'objet de deux publications (Ledoux et a/, 2003; Ledoux et a/, 2005a).
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Figure 6a : Chromatogramme partiel montrant la composition en acides gras (esters
isopropyliques) d'un beurre (cond. chromatogr. cf. §3.1.1.5).
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Figure 6b
méthyliques) d'un beurre (cond. chromatogr. cf. §3.1.1.5).

Dans les conditions chromatographiques utilisées, |'acide ruménique (AR) co-élue avec deux
autres isoméres conjugués de |'acide linoléique présents dans les matiéres grasses laitiéres : le 18:2
7t9c et le 18:2 8+10c. Comme nous n'avons pas eu les moyens de quantifier séparément ces 3
isomeres, nous entendrons par "acide ruménique" la somme des trois acides gras constituant ce pic.
Cependant, ces conditions chromatographiques et le choix de la colonne permettent d'écarter les

isomeres 20:1 et |'acide hénéicosanoique (21:0) du pic d'acide ruménique.

3.1.2.2 Composition en acide ruménigue des beurres

La teneur moyenne annuelle en acide ruménique(AR) mesurée au cours de cette étude toutes

régions confondues est de 0,559 AR/100g de beurre, avec des différences régionales significatives

allant de 0,39 a 0,66g AR/100g de beurre (tableau 8).

Tableau 8 : Variations régionales des taux d'acide ruménique dans le beurre (g AR/100g beurre).

n M s.e.m.
France 54 0,55 0,027
Aquitaine 0,39¢ 0,029
Auvergne 0,64« 0,093
Bretagne 0,54°b¢ 0,053
Franche-Comté 3 0,51°0<d 0,107
Normandie 12 0,661 0,067
Poitou-Charente 12 0,46 0,038
Rhéne-Alpes 9 0,55° 0,072

M, moyenne ; s.e.m. = standard erreur sur la moyenne ; h, nombre d'échantillons analysés.
Différents exposants d'une méme colonne indiquent des différences significatives (P< 0,05).
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Ces résultats sont illustrés par la figure 7.
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Figure 7 : Variations régionales des taux d'acide ruménique dans le beurre (barres = 2 s.e.m.).

Des variations saisonnieres sont également observées, avec des moyennes de 0,40g AR/100g de
beurre en hiver (beurres issus de laits produits en janvier - février), de 0,52g AR/100g de beurre au
printemps (mars - avril), et de 0,74g AR/100 g de beurre en été (mai - juin), toutes régions
confondues (tableau 9). Les valeurs individuelles extrémes relevées sont de 0,34 et 0,49g AR/100g en
période hivernale, 0,38 et 0,72g AR/100g en période printaniere, et 0,59 et 1,08g AR/100g en
période estivale. Les résultats détaillés sont donnés en annexe I.1. L'analyse de variance montre
globalement un effet trés significatif du facteur "saison" sur la production d'acide ruménique dans

les matieres grasses laitieres (P< 0,01).

Tableau 9 : Variations saisonnieres des taux d'acide ruménique dans le beurre.

Hiver Printemps Eté
n M s.e.m. M s.e.m. M s.e.m.
(g AR/100g beurre) (g AR/100g beurre) (g AR/100g beurre)

France 18 0,40° 0,013 0,552° 0,040 0,74° 0,038
Aquitaine 1 0,34 0,40 0,44
Auvergne 2 0,49 0,088 0,51 0,047 0,91 0,098
Bretagne 3 0,40 0,005 0,56 0,122 0,64 0,063
Franche Comté 1 0,43 0,38 0,72
Normandie 4 0,40 0,032 0,72 0,091 0,86 0,037
Poitou Charente 4 0,36 0,006 0,40 0,006 0,61 0,066
Rhéne Alpes 3 0,39 0,018 0,44 0,055 0,83 0,039

M, moyenne (g AR/100g beurre) ; s.e.m., standard erreur sur la moyenne; n, nombre de laiteries par région. Différents
exposants d'une méme lighe indiquent des différences significatives (P< 0,05).
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La teneur moyenne annuelle en matiére grasse des beurres analysés est de 83,6% (s = 1,83, n =
54), avec des valeurs moyennes saisonniéres de 84,9% (s = 3,59, n = 18) en hiver, 84,7% (s =2,28,n =
18) au printemps, et 82,7% (s = 1,03, n = 18) en été. En considérant ces valeurs moyennes de matiere
grasse laitiere dans le beurre, les teneurs moyennes en acide ruménique rapportées a la matiére
grasse des beurres analysés sont de 0,47g AR/100g de matiere grasse laitiere (MGL) en hiver, 0,61g
AR/100g MGL au printemps, et 0,89 AR/100g MGL en été. Des variations saisonnieres sont

également observées pour chaque région comme le montre le tableau 9, illustré par la figure 8.

1.2

& Hiver HBEPrintemps MEtE

0,6

g AR/ 100g Beurre
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0,0 -

France (18) Aquitaine (1)  Auvergne (2) Bretagne (3) Fche Comté (1) Normandie (4) Pt Charente (4) Rh Alpes (3)

Figure 8 : Variations saisonniéres de |'acide ruménique dans le beurre (barres = 2 s.e.m. ; (n),
nombre d'échantillons par région).

L'analyse de variance montre une interaction région/saison significative. De nombreuses
observations peuvent étre faites. Les taux d'acide ruménique en hiver montrent une certaine
homogénéité d'une région a l'autre (de 0,34 a 0,43g AR/100g beurre), sauf en Auvergne ou les
teneurs en acide ruménique des beurres sont |égérement plus élevées (0,49g AR/100g beurre). Dans
toutes ces régions, les taux d'acide ruménique dans le beurre augmentent d'hiver en été, mais selon
des modalités différentes suivant la géographie. Dans les régions collinéennes et montagheuses
(Auvergne, Franche-Comté, Rhone-Alpes), les taux d'acide ruménique augmentent tardivement, les
niveaux d'hiver et de printemps étant assez proches (figure 9). A I'inverse, dans les régions de plaine,
comme la Normandie, les taux d'acide ruménique du printemps, période de transition (0,72 g AR/100g
beurre), sont plus élevés que ceux d'hiver (0,40g AR/100g beurre).

Les teneurs d'été des régions de collines et de montagnes montrent des taux moyens (0,72 -

0,91g AR/100g beurre) plus élevés que ceux des pays de plaines (0,44 - 0,64g AR/100g beurre), sauf
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en Normandie, pays de bocage ol les taux d'acide ruménique sont parmi les plus élevés (0,86g

AR/100g beurre).
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Figure 9 : Interactions des facteurs Saison et Région.

La deuxieme analyse statistique (ANOVA 2 facteurs "saison"/ "laiterie") confirme les
différences tres significatives des taux d'acide ruménique d'une part d'une saison sur I'autre et
d'autre part entre régions. Cette ANOVA permet en plus d'observer des différences intra-régionales
(entre laiteries) dans |'évolution des taux d'acide ruménique au cours des trois périodes étudiées,
méme si les faibles effectifs ne permettent pas d'apprécier le niveau de signification de ces

tendances (figure 10).
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Figure 10 = Interactions des facteurs Saison et Laiterie.

Ainsi, la laiterie Bretagne-1 (Cotes d' Armor) montre des résultats "printemps" et "été" similaires

et tres différents du résultat "hiver", alors que les beurres des laiteries Bretagne-2 (Finistére) et
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Bretagne-3 (Ille-et-Vilaine) présentent des teneurs en acide ruménique proches en hiver et au
printemps et différents de celle d'été. Pour le méme groupe "Bretagne", le taux d'acide ruménique en
été est plus important pour le beurre de la laiterie Bretagne-1 que pour les deux autres. La méme
observation est faite entre Normandie-1 (Calvados) et les trois autres laiteries de cette région ; les
laiteries Normandie-2 et -4 (Manche) présentent des résultats trés similaires. Des résultats un peu
différents sont tout de méme observés pour un méme département comme le montre les taux d'acide
ruménique des beurres d'été des laiteries Poitou-Charente-2 et -3 (Deux-Sévres). Pour le reste, les
résultats "laiteries" sont proches des moyennes "régionales".

L'acide ruménique reste |'isomére le plus important des isoméres conjugués de |'acide linoléique
de la matiere grasse laitiére (moyenne annuelle 90,6% des ALC totaux), quelle que soit la région et
quelle que soit la saison. Les proportions entre les différents isomeres ne semblent pas montrer de
réelles fluctuations saisonnieres ou régionales. L'acide ruménique représente en moyenne 89,5% des
ALC totaux en hiver, 90,4% au printemps, et 91,9% en été, les isomeres cis, cis 3,0%, 4,1%, et 3,8%,
et les isomeres trans, trans 6,8%, 5,4%, et 4,1%, respectivement en hiver, printemps, été (résultats

noh montrés).

3.1.3 Discussion

3.1.3.1 Conditions analytigues

Les conditions d'extraction de la matiére grasse du beurre utilisées pour cette étude sont celles
recommandées par la Fédération Internationale de Laiterie (FIL) pour la détermination de la teneur
en lipides du beurre. Ces conditions ont fait I'objet d'une étude collaborative (Evers et al., 1999;
Evers et Crawford, 2000). Cette technique utilisant |'éther de pétrole ne permet |'extraction que des
lipides neutres de la fraction grasse, c'est-a-dire les ftriacylgycérols, diacylglycérols,
monoacylglycérols, et les esters de cholestérol. Les acides gras libres et les lipides polaires
(phospholipides et sphingolipides) ne sont pas extraits par ce solvant organique, ou du moins pas
quantitativement. Cependant, ces lipides ne représentent que 1 a 2% des lipides totaux de la matiere
grasse laitiere (Cruz-Hernandez et al., 2004; Kramer et al., 2002) et donc probablement une portion
négligeable des taux d'acide ruménique de ces matieres grasses. D'autre part, |'extraction des
sphingolipides n'aurait pas permis de doser les éventuels isomeres conjugués éventuellement présents
sous cette forme puisque les conditions "radicales" nécessaires a |'hydrolyse des sphingolipides sont
incompatibles avec les conditions "douces" d'estérification de |'acide ruménique indispensables au

maintien de |I'intégrité de cet acide gras (Christie et a/, 2001; Kramer et a/., 2002).
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L'analyse conjointe des esters isopropyliques et méthyliques permet d'obvier a I'application de
facteur de correction puisque les facteurs de correction des esters isopropyliques (EIP) sont tres
voisins de 1 pour tous les acides gras et que les facteurs de corrections des esters méthyliques (EM)
des acides gras a plus de 18 carbones peuvent tre approximés a 1 également. De plus, I'utilisation
d'EIP pour I'analyse de la matiére grasse laitiére permet de diminuer le risque de pertes des acides
gras a courtes chdines par évaporation et de faciliter la résolution du pic d'acide butyrique (4:0) du
pic solvant (Wolff et Fabien, 1989; Wolff et al, 1995). Les conditions de méthylation utilisées dans
cette étude préviennent |'isomérisation artificielle des isoméres conjugués de I'acide linoléique

(Christie et al, 2001; Kramer et a/, 1997).

3.1.3.2 Teneurs en acide ruménigue des beurres

Selon Precht et Molkentin (1997b; 1999b), les teneurs moyennes annuelles d'acide ruménique
(AR) en Allemagne (régions ouest) se situent vers 0,75g AR/100g de matiére grasse laitiere (étendue
de 0,10 a 1,899/100g, n = 1756 échantillons). Ces auteurs observent des variations saisonniéres, avec
des moyennes de 0,45g AR/100g de matiére grasse laitiere (MGL) en hiver (n = 927), 0,76g AR/100g
MGL au printemps (n = 236), et 1,20g AR/100g MGL en été (n = 593). En Suisse, Collomb et Biilher
(2000) rapportent des teneurs moyennes de I'ordre de 0,64g AR/100g MGL en hiver, et de 1,449
AR/100g MGL en été. Ces résultats sont légerement supérieurs a ceux que nous obtenons pour des
beurres frangais puisque les teneurs moyennes en acide ruménique des beurres analysés sont de 0,47g
AR/100g MGL en hiver, 0,61g AR/100g MGL au printemps, et 0,89g AR/100g MGL en été. Ces
résultats sont cohérents avec les données de Precht et Molkentin (2000) qui rapportent une moyenne
de 0,74g AR/100g MGL sur 198 beurres frangais analysés. Leurs résultats montrent une étendue de
0,2 a 1,6g AR/100g MGL avec 65% des échantillons se situant entre 0,5 et 0,99 AR/100g MGL. Il
convient cependant de signaler que (1) aucune précision n'est donnée sur I'échantillonnage (laiterie ou
distribution, laits locaux ou de mélanges, origine géographique, saison de production, etc.) ; (2) leurs
résultats s'appuient sur un protocole analytique particulier : I'analyse chromatographique des
triglycérides de 1756 matiéres grasses laitiéres allemandes, complétée par le dosage en CPG apres
fractionnement sur Ag-CCM des acides gras frans de 100 échantillons montrant des variations
notables des taux de triglycérides €54, a permis aprés traitements statistiques de développer une
"formule triglycéride" (Precht et Molkentin, 1996; Precht et Molkentin, 1997b). Aprés analyse des
triglycérides par CPG, le taux d'acide ruménique est calculé a I'aide de cette formule mathématique.
Mais, d notre connaissance, il n'existe pas de dosages individuels d'acide ruménique dans des beurres
frangais de productions locales comparables a notre étude, ce qui faisait défaut pour établir des

tables de composition des produits laitiers dans notre pays. Thorsdottir et a/. (2004) ont récemment
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entrepris la méme démarche pour les pays nordiques (Islande, Danemark, Norvége, Suede, Finlande) ;
les taux d'acide ruménique mesurés vont de 0,41 a 1,02g AR/100g MGL (n = 84) avec des moyennes
hivernales de 0,41 a 0,52g AR/100g MGL et des moyennes estivales de 0,55 a 0,76g AR/100g MGL

selon les pays. Ces résultats sont trés proches de ceux que nous avons exposés ici.

3.1.3.3 Variations saisonniéres des taux d'acide ruménique dans le beurre

En effectuant trois prélévements de beurres a trois périodes différentes au cours de |'année,
nous voulions étudier les variations probables des taux d'acide ruménique de la matiére grasse laitiére
en fonction de la saison. Comme le montrent nos résultats, les teneurs en acide ruménique dans les
beurres augmentent comme attendus d'hiver en été.

Booth et al (1933) furent les premiers a noter une différence significative d'absorption a
230pm entre beurres d'hiver et d'été lors d'analyses spectrophotométriques des acides gras ; Moore
(1939) conclue que la présence d'acides gras a doubles liaisons conjuguées était responsable de cette
différence d'absorption (cités par Parodi, 1999). Parodi (1976) montra ensuite que le principal acide
gras conjugué des produits laitiers était |'acide ruménique 18:2 9¢,11t. REcemment, plusieurs auteurs
Collomb et Biilher (2000), Lock et Garnsworthy (2003), Precht et Molkentin (1997b; 1999b), et
Thorsdottir et a/ (2004) ont confirmé ces variations saisonniéres des taux d'isomeres conjugués

d'acides gras, et notamment d'acide ruménique, dans les productions laitiéres de différents pays.

Ces variations saisonniéres des taux d'acide ruménique dans les matiéres grasses laitieres sont
attribuées principalement a I'alimentation des ruminants. L'acide ruménique est synthétisé pour une
part dans le rumen a partir de I'acide linoléique apporté par la ration alimentaire et pour une autre
part dans la glande mammaire a partir de I'acide vaccénique, lui-méme produit dans le rumen a partir
des acides gras polyinsaturés (AGPI) de la ration alimentaire (Chilliard et a/, 2001; Chilliard et al.,
2003; Griinari et Bauman, 1999; Griinari et a/,, 2000).

En hiver, les vaches en stabulation regoivent une alimentation pauvre en acide linoléique, acide
linolénique et autres AGPI ; les taux d'acide ruménique de la matiére grasse laitiére sont alors
réduits. Lors du passage aux pdturages, les taux d'acide ruménique dans le lait augmentent en
fonction des teneurs en AGPI des herbages (Collomb et al, 1999; Kelly et al, 1998b; Precht et
Molkentin, 1999b). Deux études expérimentales ont permis d'étayer ces observations. Lors de la
premiére, un troupeau de vaches recevant une ration mixte (ensilages de mais, de légumineuses, foins,
efc.) produisait entre 0,47 et 0,54g AR/ 100g d'acides gras totaux ; le troupeau fut ensuite scindé en
deux groupes, I'un continuant le méme régime produisait des laits a 0,46g AR/100g et I'autre passant
graduellement aux paturages produisait des laits a 0,71g AR/100g aprés 2 semaines et 1,099 AR/100g

apres 2 autres semaines de patures (Kelly et al, 1998b). Lors de la seconde expérimentation, des
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vaches broutant aux prés produisaient des laits a 22,1mg AR/g d'acides gras totaux ; d'autres vaches
du méme troupeau recevant d'une part 2/3 d'herbe frdiche de ces pdturages et 1/3 de "supplément"
(ensilages de madis, de luzerne, foins, etc.) et d'autre part 1/3 d'herbes frdiches et 2/3 de
"supplément", produisaient respectivement des laits a 14,3 et 8, 9mg AR/g d'acides gras totaux
(Dhiman et al, 1999a). Les vaches qui broutent aux champs des herbes fradiches produisent donc des
laits a plus fortes teneurs en acide ruménique que des vaches en stabulation.

L'ajout de compléments oléagineux & la ration des vaches aux pdturages permet encore
d'augmenter les quantités d'acide ruménique dans le lait : Lawless ef a/ (1998) ont montré qu'un
groupe de vaches laissées aux pdturages produisaient du lait a 16,6mg AR/g MGL alors que d'autres
groupes du méme troupeau broutant dans les mémes champs et recevant un complément de soja
oléagineux (54% acide linoléique ; 8% acide linolénique) ou de colza oléagineux (19% acide linoléique ;
10% acide linolénique) produisaient respectivement des laits a 19,6 et 24,09 AR/g MGL.

Lors de la stabulation (période hivernale en élevage traditionnel), les taux d'acide ruménique
dans la matiére grasse laitiere peuvent également &tre augmentés par ajout dans la ration des
ruminants de plantes oléagineuses (tournesol, soja, colza, coton, lin) (Abu-Ghazaleh et a/, 2001a; Abu-
Ghazaleh et a/, 2001b; Chouinard et al., 2001; Dhiman et a/, 1999a; Dhiman et a/, 1999b), d'huiles
végétales (Abu-Ghazaleh et al/, 2001b; Bauman et al, 2000; Kelly et a/, 1998a), ou de farines ou
d'huiles de poissons gras (Abu-Ghazaleh et a/., 2001a; Abu-Ghazaleh et a/, 2001b; Chouinard et al.,
2001; Dhiman et al, 1999a). Mais un méme oléagineux, apporté sous des formes différentes, peut
avoir des effets plus ou moins marqués sur les variations des teneurs en acide ruménique du lait
(Precht et Molkentin, 1999b). Ainsi, les huiles végétales comme suppléments sont plus efficaces pour
augmenter les taux d'acide ruménique dans le lait, que les graines extrudées du méme oléagineux, plus
efficaces elles-mémes que les graines brutes (Abu-Ghazaleh et a/, 2001b; Chilliard et al/, 2001;
Chouinard et a/, 2001) et les huiles de poissons plus performantes que les farines de poissons (Abu-
Ghazaleh et al, 2001a). Le choix de I'huile semble également intervenir puisque Kelly et a/. (1998a)
mesurent des teneurs en acide ruménique de 13,3mg/g MGL, 16,7mg/g MGL et 24,4mg/g MGL dans
des laits de vaches d'un méme troupeau ayant regu en complément alimentaire respectivement de
I'"huile d'arachide (riche en acide oléique 18:1 9¢), de I'huile de lin (riche en acide linolénique 18:3
9¢,12¢,15¢) ou de I'huile de tournesol (riche en acide linoléique 18:2 9¢,12¢).

Malgré tout, il semble que la mise a |'herbe soit le procédé le plus efficace pour augmenter les
taux d'isomeres conjugués de |'acide linoléique dans les matiéres grasses laitieres ; ce qui explique les
variations saisonniéres rapportées par plusieurs auteurs et lors de cette étude.

Il appardit donc que d'autres facteurs que la composition en acides gras polyinsaturés de la

ration influencent dans une certaine mesure |'utilisation de ces acides gras pour la production d'acide
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ruménique dans le lait. Ces facteurs sont les taux de glucides, les teneurs en fibres, la taille des
particules , l'ingestion d'eau, la fréquence des prises alimentaires, le pH ruminal, le nombre de
lactations, peut €tre le stade de lactation et la race bovine, etc. (Chilliard et a/, 2000; Chilliard et al.,
2001; Chilliard et al, 2003; Chouinard et al/, 1998a; Kelly et al, 1998a; Kelly et al, 1998b; Kelsey et
al, 2003; Lock et Bauman, 2004). De plus, de fortes variations individuelles entre animaux d'un méme
troupeau de vaches de méme espece, méme dge, méme période de lactation, sont constatées
indépendamment de la ration alimentaire (Kelly et al, 1998a; Kelsey et al, 2003; Peterson et al.,
2001). Ces variations sont notées aussi bien au niveau de la biohydrogénation ruminale que du potentiel
de la A9-désaturase mammaire (Kelsey et a/, 2003; Lock et Bauman, 2004; Peterson et a/,, 2001).
L'influence de tous ces parametres sur les taux d'acide ruménique dans le lait explique les écarts
que nous avons mesurés lors des dosages de cet acide gras dans les beurres d'hiver, de printemps et

d'été, mais également les différences remarquées d'une région a |'autre.

3.1.3.4 Variations régionales des taux d'acide ruménique dans le beurre

De nombreux facteurs, directement ou indirectement liés au métabolisme ruminal et/ou au
potentiel enzymatique mammaire, peuvent expliquer les différences observées dans les taux annuels
moyens d'acide ruménique dans les beurres d'une région sur |'autre.

Les modes d'élevage, surtout dans leur composante "composition de la ration alimentaire", ont
une importance prépondérante dans les variations des taux d'isoméres conjugués de |'acide linoléique
du lait. Ainsi, les laits de vaches maintenues en stabulation tout au long de |'année montrent moins de
variations annuelles dans les teneurs en acide ruménique que les laits de vaches d'élevages pratiquant
I'alternance stabulation (hivernale) / paturage (estival) (Jarheis et al, 1996) ; de plus, les taux
annuels moyens d'acide ruménique sont les plus faibles dans les beurres des élevages de type
"stabulation continue" (Precht et Molkentin, 1997b). Malheureusement, nous n'avons pas de données
suffisamment précises sur les modes d'élevage des fermes d'ou proviennent nos échantillons pour
affirmer une quelconque relation entre mode d'élevage et nos résultats. Ainsi, en Aquitaine, nos
résultats montrent des variations de I'acide ruménique trés peu différentes d'une saison sur |'autre
par comparaison aux autres régions et les taux annuels les plus faibles de cette étude qui
correspondent a ceux rapportés par Jarheis et al. (1996) pour le mode "stabulation", cependant cette
observation peut également étre liée a d'autres parametres.

Comme hous |'avons vu, la composition des rations alimentaires a un impact important sur la
production d'acide ruménique dans le lait, aussi bien en hiver (composition des rations mixtes et
notamment addition de matieres oléagineuses), qu'en été (influence de la qualité des herbages). En

effet, les espéces botaniques disponibles dans les paturages, |'influence de la météorologie sur la
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durée de frdicheur des paturages, |'oxydation des AGPT des herbes, etc. sont autant de facteurs qui
modulent |'apport en substrats nécessaires au métabolisme de |'acide ruménique, mais également ce
sont autant de parametres influant sur le métabolisme ruminal et donc sur la production d'acides
ruménique et vaccénique (précurseur mammaire de |'acide ruménique). Ainsi, nos résultats montrent
que les régions collinéennes et montagneuses (Auvergne, Franche-Comté, et Rhdone-Alpes) présentent
parmi les plus forts taux d'acide ruménique en période estivale. Collomb et a/ (1999) ont souligné
I'influence de la composition botanique des herbages de différentes altitudes dans les Alpes Suisses
sur la composition en acides gras de la matiére grasse laitiére. En particulier, les teneurs en acide
ruménique du lait augmentent de fagon significative avec I'altitude, en rapport avec la végétation
locale disponible pour |'alimentation des vaches (Collomb et a/., 2001 ; Collomb et a/., 2002a; Collomb
et al, 2002b). Toutefois, dans le Jura frangais, Lavillonniére et a/. (1998) rapportent des taux d'acide
ruménique plus élevés dans des fromages fabriqués a partir de laits de "plaines" que a partir de laits
de "montagnes", mais sans commentaire sur la végétation locale.

Il convient de noter également |'influence des conditions climatiques d'une région sur |'évolution
des teneurs saisonniéres en acide ruménique des matiéres grasses du lait. Les régions montagneuses
(climat froid) montrent des augmentations saisonniéres des taux d'acide ruménique plus lentes que les
régions de plaine (climat tempéré). Ceci peut sans doute &tre expliqué par une mise aux paturages plus
tardive pour des raisons climatiques (printemps moins précoce). La région Poitou-Charente fait
exception puisque, région de plaine a climat plutét clément, |'augmentation estivale du taux d'acide
ruménique est aussi tardive qu'en région montagneuse. Les autres régions de plaine (Aquitaine,
Bretagne, et Normandie) laissent apparditre une augmentation du taux d'acide ruménique dans le lait
des le printemps.

Ces divergences entre régions pourraient n‘'étre qu'un artéfact puisque les prélévements de
"printemps" ont été effectués soit en mars, soit en avril ; or, cette saison est une période charniére
pour |'augmentation des taux d'isomeres conjugués dans le lait. Il aurait donc suffit que tous les
prélevements de montagne aient été réalisés en mars et tous les prélevements de plaine en avril pour
biaiser |'observation. Mais il n'en est rien : d'une part deux prélévements en région de climat
continental (Franche-Comté et Rhone-Alpes) et un de région tempérée (Bretagne) ont été réalisés en
mars, et d'autre part un prélevement en région de montagnhe (Auvergne) et un prélévement en plaine
(Normandie) ont été effectués en avril (cf. figures 8 et 9). La comparaison de ces résultats

41

"Bretagne" versus "Franche-Comté" d'une part, et "Rhdne-Alpes" et "Normandie" versus "Auvergne"
d'autre part, montrent bien dans tous les cas un retard dans |'augmentation des taux d'acide
ruménique dans les régions montagneuses a climat continental, que nous attribuons a une mise au pré

plus tardive que dans les régions a climat tempéré.
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Toutefois, il existe des divergences de résultats pour différentes laiteries d'une méme région
(cas des laiteries "Bretagne-1" situé en Cétes d'Armor et "Bretagne-2" située en Ille-et-Vilaine, cf.
figure 10). On peut supposer que, pour une méme situation géographique, les conditions climatiques et
la qualité des herbages sont assez proches. Ces divergences de résultats tendent d montrer que les
habitudes et le mode d'élevage ont une certaine importance dans les variations annuelles des taux
d'acide ruménique dans la matiere grasse laitiére. La stabulation tout au long de I'année, méme dans
une région de plaine, sera la cause d'une faible variation des taux d'isoméres conjugués de |'acide
linoléique dans le lait produit.

De plus, comme nous |'avons déja mentionné, d'autres facteurs peuvent influer sur la production
d'acide ruménique dans le lait ; le nombre de lactations, le stade de lactation, le nombre de
parturitions, et la race bovine ont été étudiés pour leur impact potentiel sur les taux d'acide
ruménique dans la matiére grasse laitiere (Chilliard et a/,, 2000; Chilliard et a/,, 2001; Chilliard et al,
2003; Chouinard et al, 1998a; Kelly et al, 1998a; Kelly et al, 1998b; Kelsey et a/, 2003; Lock et
Bauman, 2004). Malheureusement, comme nous avons travaillé avec des laiteries et non avec les
producteurs, ces informations ne nous sont pas parvenues. Toutefois, il semble que I'influence de ces
facteurs soit minime et négligeable en regard de |'impact de la composition de la ration et des

variations individuelles dans un méme troupeau (Kelsey et a/,, 2003; Lock et Bauman, 2004).
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3.2 Variations des taux d'acide ruménique lors de la fabrication du beurre

3.2.1 Matériel et Méthodes
3.2.11 Réactifs

Tous les réactifs sont de qualité "pour analyse" : hydroxyde d'ammonium (solution a environ 25%
de NH;), éthanol, éther di-éthylique (exempt de peroxydes), éther de pétrole 30/60 et 40/60, n-
pentane, n-hexane, méthanol, chlorure de sodium, sulfate de sodium monohydrate, trifluorure de bore
(BF3) /méthanol 20%, méthoxyde de sodium anhydre, acide sulfurique 98%, rouge Congo. CRM164,
matiere grasse laitiére de référence (Bureau Communautaire de Référence, Bruxelles, BE).

Solution d'étalonnage interne : ester méthylique d'acide nonanoique €9:0 (Sigma-Aldrich, Saint
Quentin Fallavier, France), solution a 0,04 mg/100ml dans |'hexane. Solution étalon d'isoméres
conjugués de |'acide linoléique (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France).

Solution de calibrage : esters méthyliques d'acide butyrique (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin
Fallavier, France), d'acides caproique, caprylique, caprique, myristique, palmitique, et stéarique
(Supelco / Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France), et d'acide oléique (Sigma-Aldrich, Saint-

Quentin Fallavier, France).

3.2.1.2 Matériel

Tubes a centrifuger a vis de 15 et 30 ml, munis de septa en téflon. Balance de précision,
résolution 0,1 mg. Centrifugeuse. Evaporateur rotatif et banc d'évaporation sous azote. Bain-marie
(100°C). Colonnes capillaires : Chrompack CP-Sil 88, 100 m, 0.25 mm d.i., épaisseur de film 0,20 tm
(Varian S.A., Les Ulis, France). Chromatographe en phase gazeuse 6890N a détecteur a ionisation de
flamme, équipé d'un passeur d'échantillon 7683 et d'un injecteur "en-téte de colonne" (Agilent,
Courtaboeuf, France) et d'un logiciel de traitement des données Galaxie (Varian S.A., Les Ulis,

France).

3.2.1.3 Echantillons et extraction de la matiére grasse

Les échantillons ont été prélevés dans des 5 coopératives laitieres de 5 régions différentes de
France que nous nommerons : Bretagne (département 29), Jura (39), Normandie (50), Pyrénées (64),
Touraine (37). Chaque laiterie a fourni 1 prélevement de lait, 1 prélevement de creme issue de ce lait,
1 prélévement de beurre issu de cette créme, tous les mois pendant un an. Les échantillons ont été
envoyés par colis express réfrigérés, puis maintenus congelés (-28°C) au laboratoire jusqu'a

extraction.
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La matiere grasse des laits est extraite selon la méthode de (Rose-Gottlieb, 1926) avec quelques
modifications en accord avec Precht et Molkentin (Precht et Molkentin, 1999a). Briévement,
I'échantillon de lait est amené a 35 - 40°C (bain-marie) et homogénéisé doucement. Aprés
refroidissement (20°C), environ 10g de lait sont pesés exactement (a Img prés) dans un tube
d'extraction. La prise d'essai et |'extraction sont conduites en double pour chaque échantillon. Dans
le tube d'extraction, 2ml de solution d'hydroxyde d‘ammonium (25% NH;) et 2 gouttes de rouge
Congo (1%) sont ajoutés a la prise d'essai et mélangés vigoureusement. Puis, 10ml d'éthanol sont
ajoutés et mélangés doucement. Ensuite 25ml d'éther éthylique sont ajoutés ; le tube d'extraction
est alors bouché hermétiquement et |'extraction effectuée par retournements du tube pendant 1
minute. Apres ringage du haut du tube et du bouchon avec de |'éther éthylique, 25ml d'éther de
pétrole (30/60) sont ajoutés ; le tube est agité doucement par retournements pendant 30 secondes.
Apres dégazage (ouverture du bouchon) et ringage du haut du tube et du bouchon avec de |'éther de
pétrole, le tube est laissé a décanter pendant 30 minutes. Puis la phase supérieure est transvasée par
aspiration dans un ballon préalablement taré. Aprés ajout de 5ml d'éthanol dans le tube d'extraction,
les échantillons sont de nouveaux extraits deux fois par 15ml d'éther éthylique et 15ml d'éther de
pétrole 30/60. Ces 2 phases éthérées sont réunies a la précédente dans le ballon taré, puis les
solvants organiques sont évaporés sous vide partiel (Rotavapor). L'extrait gras est ensuite séché sous
courant d'azote et conservé une nuit dans un dessiccateur avant détermination de la teneur en
matiére grasse par gravimétrie.

L'extrait est ensuite fondu a 30 - 40°C (bain-marie) et transvasé dans un flacon brun fermant
hermétiquement. Les extraits de matieres grasses sont conservés congelés (-80°C) sous atmosphere

d'azote jusqu'd méthylation et analyses chromatographiques.

La matiere grasse des crémes est également extraite selon une méthode adaptée (Rose-Gottlieb,
1926). L'échantillon de créme est amené a 35 - 40°C (bain-marie) et homogénéisé doucement. Aprés
refroidissement (20°C), une prise d'essai de creme correspondant a 0,3 - 0,6g de matiere grasse
(selon la teneur annoncée) est effectuée en double. Le protocole d'extraction est ensuite identique a

celui utilisé pour les échantillons de lait.

Les matiéres grasses des beurres sont extraites selon la méthode directe de détermination de la
matiere grasse du beurre (norme Iso TC 34/SC 5, 2000) (Evers et al, 1999; Evers et Crawford,
2000) : le beurre est amené lentement a température ambiante, la prise d'essai et |'extraction sont
réalisées en double pour chaque échantillon. Environ 4 a 6 g de chaque beurre sont pesés exactement
(£ Img), en double, et placés dans des tubes a centrifugation. Le beurre est alors fondu au bain marie

(35 - 40°C) et la matiére grasse est extraite par 20ml d'éther de pétrole ; aprés centrifugation, le
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surnageant est transvasé dans un ballon taré au préalable. Le culot est repris deux fois par 10ml
d'éther de pétrole ; toutes les fractions organiques sont rassemblées dans le ballon taré et évaporées
sous vide a relativement basse température (35 - 40°C). Le résidu est séché sous azote, puis les
ballons sont placés une nuit dans un dessiccateur. Les taux de matiéres grasses sont alors déterminés
par pesées et rapportés en % pondéral de la prise d'essai. Les extraits sont transvasés dans des
flacons ambrés et congelés (-80°C) sous atmosphere d'azote jusqu'd méthylation et analyses

chromatographiques.

3.2.14 Estérification

La méthode de méthylation utilisée dans cette partie analytique est adaptée de celle proposée
par Precht et Molkentin (Precht et Molkentin, 1997a). Brievement, une portion aliquante d'environ
0,1g de matiere grasse (lait, créme ou beurre) est pesée exactement (+0,Img) dans un tube a
centrifugation fermant hermétiquement et diluée dans 2ml de solution hexanique contenant le
standard interne (€9:0 a 0,04g/100ml). Aprés mélange (vortex), 100ul de solution méthanolique de
méthoxyde de sodium (2N) sont ajoutés et mélangés vigoureusement. La réaction s'effectue pendant
10 minutes a température ambiante. Apres ajout de 0,1g de sulfate de sodium monohydrate, les tubes
sont centrifugés 5 minutes @ 3000 tpm a 4°C. Le surnageant est transvasé dans des flacons ambrés
fermant hermétiquement et congelés (-28°C) sous atmosphere d'azote jusqu'd analyse

chromatographique. Juste avant analyse, 50ul d'extrait sont dilués dans 1 ml de n-pentane.

3.2.1.5 Conditions chromatographiques

Colonne : Chrompack CPSil 88, 100m x 0,24mm d.i., 0,20pm d'épaisseur de film (Varian S.A., Les
Ulis, France), pré-colonne : "methy/ deactivated non polar', 20cm x 053mm d.i. (SGE S.ARL.,
Courtaboeuf, France). Gaz vecteur : hydrogene, 210kPa (pression constante). Injecteur : type "on-
column' mode "track over’' (la température de |'injecteur est toujours de 3°C supérieure a celle du
four). Programme de température du four : 60°C tenu 5 min., rampe de 13°C/min. jusqu'a 165°C tenu 1
min., puis rampe de 2°C jusqu'a 225°C tenu 17 min (temps total 61 mn). Volume d'injection : 0,54l
(seringue 5pl). Détecteur : Ionisation de Flamme 255°C (Collomb et Biilher, 2000).

3.2.1.6 Calculs de la composition en acides gras

Identification des pics
L'identification des pics chromatographiques des acides gras en général, et de |'acide ruménique
en particulier, a été effectuée par comparaison avec des chromatogrammes d'EM de référence, par

comparaison avec des chromatogrammes d'EM ou d'EIP aprés fractionnement sur CCM au nitrate
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d'argent (détermination des différentes "classes" AGS, AG mono-trans, AG mono-cis, AGPT), et par
comparaison avec des chromatogrammes publiés dans des conditions comparables (Collomb et Biilher,
2000; Dorey et al, 1988; Molkentin et Precht, 1996; Precht et Molkentin, 1999a; Sébédio et al., 2001;
Sehat et al, 1998; Wolff, 1995; Wolff ef al., 1998).

Calcul du facteur de correction

Une solution de calibration est préparée a partir d'étalons commerciaux d'esters méthyliques
d'acides gras. Ces solutions sont pesées dans une fiole jaugée de 200 ml selon les quantités suivantes
indiquées au tableau 10. La fiole est complétée avec de |I'hexane jusqu'au trait de jauge, bouchée et
agitée vivement. 2004l de cette solution sont pipetés et transvasés dans une fiole contenant 10 ml de
pentane. 0,54l de cette dilution sont injectés en CPG.

Les facteurs de corrections sont calculés sur la base de la moyenne arithmétique de 3 injections
de la solution de calibrage. Pour les esters méthyliques d'acides gras en C4 a C10 ne figurant pas dans
la solution de calibrage, la moyenne des facteurs de corrections correspondant aux deux pics voisins

est calculée et utilisée (Collomb et Biilher, 2000).

Tableau 10 : Solution de calibration.

Acide gras théorique pesée
4:0 0,185 0,1803
6:0 0,105 0,1052
8:0 0,050 0,0556
9:0 0,125 1,3210
10:0 0,125 0,1298
12:0 0,150 0,1566
14:0 0,505 0,5556
16:0 1,350 1,0540
18:0 0,500 0,4998
18:19¢ 1,350 1,3346

en g d'esters méthyliques

Pour les esters méthyliques d'acides gras de C12 a C18, la moyenne des facteurs de correction
correspondant aux esters 12:0, 14:0, 16:0 et 18:0, est calculée et utilisée. Pour les esters méthyliques
d'acides gras en C18 et plus, le facteur de correction de |'acide oléique (18:1 9¢) est utilisé. Les
résultats étant donnés en g d'acides gras, le calibrage nécessite de calculer les teneurs en acides a
partir des pesées des esters méthyliques. Le facteur de correction est donné par la formule (Collomb

et Biilher, 2000) :

Mys ol:  FCag = facteur de correction pour |'acide gras considéré
S M4c = masse de cet acide gras (sous forme acide)
Sac = surface de cet acide gras.

FCus =
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Calcul des teneurs en acide ruménigue
Les résultats analytiques sont transformés en g d'acide ruménique pour 100g de matiere grasse

laitiere (MGL) par la formule suivante (Collomb et Biilher, 2000) :

ol : Mur = masse d'acide ruménique AR (g AR/100g beurre),
FCup X Sy x M,; x 100 FCar = facteur de correction pour |'acide ruménique,
Mar = FCy X Sy x My Sar = aire de |'acide ruménique (unité arbitraire),
M. = masse du standard interne (9:0) sous forme acide,
FCs = facteur de correction pour le standard interne (9:0) s/forme acide,
S = aire du standard interne (9:0) (méme unité arbitraire),
Mws = quantité de matiére grasse de la prise d'essai (en g).

3.2.17 Analyses statistigues

Une analyse de variance a 3 facteurs avec répétitions a été effectuée sur les résultats des
dosages de |'acide ruménique grace au logiciel StatGraphics® (Version 5.1, Sigma plus, France). Les 3
facteurs considérés ont été définis comme étant la "saison" (modalités : janvier, février, mars, etc.),
la "région" (modalités : Bretagne, Jura, Normandie, Pyrénées, Touraine) et le "produit" (modalités :
lait, créme, beurre). Les comparaisons multiples ont utilisé la correction de Bonferroni (cf. §3.1.1.7).

Une valeur de P< 0,05 est considérée comme significative.

3.2.2 Résultats

3.2.2.1 Identification des pics

La figure 11 présente un chromatogramme partiel obtenu par analyse en CPG des esters
méthyliques des lipides d'une matiére grasse de référence (CRM 164, Bureau Communautaire de
Référence, Bruxelles, B). Nous avons pu identifier plus de 50 pics correspondant a un peu plus de 50

acides gras compte tenu des co-élutions.
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Figure 11 : Chromatogramme partiel montrant la composition en acides gras totaux (esters méthyliques) d'une
matiére grasse laitiere (cond. chromatogr. cf. § 3.2.1.5.).
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La figure 12 montre un chromatogramme partiel focalisé sur la région d'élution de I'acide

ruménique et des isomeres conjugués de |'acide linoléique..

Acide Ruménique
18:2 9¢ 11t

18:3 9¢,12¢ 15¢

18:2 9¢ 12c 20:4 n-6

210 + isom. 18:2 ¢/t

isom. 18:2 c.c 20:3 Be 11c 14c

isom. 18:2 14

18:3 6¢c9¢,12¢

20:2 1lc14¢
el

Figure 12 : Chromatogramme partiel montrant la région d'élution des ALC (esters méthyliques) d'une matiére
grasse laitiere (cond. chromatogr. cf. § 3.2.1.5.).

La figure 13 montre un chromatogramme partiel focalisé sur la région de I'acide ruménique et

des isomeéres conjugués de |'acide linoléique du standard commercial.

[ 9c.11t .
(7t 9¢ + 81 10¢) 9c 11t [10t 12¢
(7t5¢) y
{sf.mrc} 12¢ 14+
1le 13t Tt9t
;:jifc Bt 10t
¢, lle g3t 1?;’1112*
21:0 + isom. e/t (9t 11} 10e,12¢ rict
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Figure 13 : Chromatogrammes partiels montrant la région d'élution des isomeres ALC d'un beurre (gauche) et
d'un étalon commercial obtenu par synthése chimique (droite) (cond. chromatogr. cf. § 3.2.1.5.).

Les conditions de programmation de four utilisées dans cette méthode et le choix de la colonne
CPSil88 100m permettent d'écarter les isomeres 20:1 et |'acide 21:0 du pic d'acide ruménique 18:2
9¢,11t. Toutefois, ce dernier co-élue toujours avec deux autres isomeres conjugués de |'acide
linoléique présents dans les matiéres grasses laitiéres : le 18:2 7+9c et le 18:2 81,10c¢. Lors de cette
étude, nous entendrons donc sous la dénomination "acide ruménique" la somme des trois acides gras

constituant ce pic.
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Le facteur de correction normé au standard interne (9:0 = 1,00) mesuré pour |'acide oléique est
de 0,90. Ce facteur de correction a été appliqué a I'acide ruménique, comme pour tout acide gras en

C18 et plus.

3.2.2.2 Teneurs en acide ruménique des matiéres grasses laitiéres

La région "Touraine" (département Indre et Loire - 37) nous a fourni les trois échantillons tous
les mois. La plupart des prélévements ont eu lieu en milieu de mois, sauf les échantillonnages de mars
(tout début du mois) et de juillet (fin de mois). Tous les échantillons ont été regus dans un état
correct et ont pu étre analysés, a |I'exception du prélevement de lait du mois de juin qui est arrivé
caillé au laboratoire et dont |'extraction de la matiere grasse n'a pu €tre réalisée. Les taux d'acide
ruménique vont de 0,33 a 0,79g AR/100g de matiére grasse pour le lait, de 0,34 a 0,76g AR/100g pour
la creme et 0,33 a 0,73g AR/100g pour le beurre (Annexe IIL.1).

La région "Pyrénées" (Pyrénées Atlantiques - 64) nous a fourni les trois échantillons tous les
mois, sauf durant mai. Les prélevements ont été réalisés de maniére trés hétérogene d'un mois sur
I'autre. Tous les échantillons sont arrivés au laboratoire en bon état et ont pu tre analysés. Les taux
d'acide ruménique varient de 0,41 a 0,73g AR/100g de matiére grasse pour le lait, de 0,39 a 0,75g
AR/100g MGL pour la créeme et de 0,40 a 0,7g AR/100g MGL pour le beurre (Annexe II.1).

La région "Bretagne" (Finistére - 29) nous a fourni les trois échantillons tout au long de |'année
sans défaut. Les prélevements ont été effectués en milieu de mois, sauf pour les mois de mars, d'avril
et d'octobre (tout début de mois). Tous les échantillons ont été recus au laboratoire en bon état et
ont pu étre analysés. Les taux d'acide ruménique varient de 0,35 a 1,03g AR/100g de matiére grasse
pour le lait, de 0,35 a 1,01g AR/100g MGL pour la créme et de 0,32 a 0,93g AR/100g MGL pour le
beurre (Annexe II.1).

La région "Jura" (département Jura - 39) nous a fourni les trois types d'échantillons pendant
toute la durée de |'étude, sauf les échantillons de lait des mois aolit et novembre (manquants). Les
prélévements ont eu lieu de fagons trés variables d'un mois a |'autre. Les échantillons sont arrivés au
laboratoire dans un état satisfaisant et ont pu tre analysés. Les taux d'acide ruménique varient de
0,39 a 0,989 d'acide ruménique/100g de matiére grasse pour le lait, de 0,44 a 1,12g AR 100g pour la
creme et de 0,38 a 1,10g AR/100g pour le beurre (Annexe II.1).

La région "Normandie" (département Manche - 50) nous a fourni les trois types d'échantillons
tous les mois sauf en février et en mars (absence de préléevements). Les prélevements ont été
effectués plutét en milieu ou fin de mois sauf pour le prélévement de juin (début de mois). Les

échantillons fournis sont arrivés en bon état au laboratoire et ont pu étre tous analysés. Les taux
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d'acide ruménique varient de 0,34 a 1,129 AR/100g de matiére grasse pour le lait, de 0,38 a
1,179 AR/100g MGL pour la créme et de 0,35 a 1,13g AR/100g MGL pour le beurre (Annexe IT.1).

Les taux moyens d'acide ruménique sont de 0,599/100g de matiére grasse dans le lait (n = 54,
s = 0,219, valeurs extrémes : 0,33 et 1,129 AR/100g MGL), de 0,62g d'acide ruménique/100g de
matiere grasse pour la creme (n =57 ; s = 0,223 ; valeurs extrémes : 3,42 et 1,159 AR/100g MGL), et
de 0,60g d'acide ruménique/100g de matiere grasse dans le beurre (n=57 ; s=0,202 ;valeurs
extrémes : 0,32 et 1,13g AR/100g MGL), toutes saisons et toutes régions confondues. L'analyse de
variance ne révele aucune différence significative entre les teneurs en acide ruménique des trois
produits (P> 0,05).

Les teneurs moyennes annuelles en matiere grasse, toutes régions confondues, sont de 3,9%
(s = 0,47, n=54) pour le lait, de 37,9% (s = 7,51, n = 57) pour la créme et de 83,4% (s = 1,48, n=57)
pour le beurre. En tenant compte des teneurs en matiéres grasses de chacun des trois types de
produits, nous obtenons des taux moyens annuels d'acide ruménique de 0,029/100g de lait (+38,8% ;
n="54;s=0,009), de 0,23g/100g de créeme (+40,0% ; n=57 ; s = 0,093) et de 0,509/100g de beurre
(£36,1% ; n=57 ; s = 0,181), toutes régions confondues.

3.2.2.3 Variations saisonniéres des taux d'acide ruménigue

Le tableau 11 montre les variations mensuelles des taux d'acide ruménique dans le lait, la créeme
et le beurre, toutes régions confondues. Des différences tres significatives sont observées entre les

taux d'acide ruménique dans la matiére grasse laitiere en fonction de la saison.

Tableau 11 : Variations mensuelles des taux d'acide ruménique dans les matiéres grasses laitieres.

Lait Créme Beurre
M s.e.m. M s.e.m. M s.e.m.
(9 AR/100g M6L) (g AR/100g M6L) (9 AR/100g M6L)
Annuelle 0,59 0,030 0,62 0,030 0,60 0,027
Janvier 0,38° 0,020 0,41° 0,025 0,38° 2,295
Février 0,38%® 0,012 0,39% 0,027 0,39% 2,028
Mars 0,40°® 0,021 0,42 0,020 0,41 2,268
Avril 0,68% 0,045 0,70% 0,042 0,69% 2,334
Mai 0,91 0,061 0,949 0,090 0,87¢ 1,856
Juin 0,967 0,082 0,939 0,106 0,899 2,465
Juillet 0,76f 0,082 0,81f 0,083 0,79f 2,435
Aolit 0,77¢ 0,094 0,76°f 0,076 0,76°f 2,421
Septembre 0,65¢ 0,042 0,69¢ 0,052 0,66¢ 2,334
Octobre 0,56¢ 0,038 0,58¢ 0,037 0,557¢ 2,328
Novembre 0,45° 0,027 0,47° 0,028 0,47° 2,317
Décembre 0,38 0,022 0,41 0,014 0,39%® 2,285

M, moyenne; s.e.m., standard erreur sur la moyenne; n = 2 répétitions pour chaque échantillon analysé. Différents
exposants dans une méme colonne indiquent des différences significatives (P« 0,05).
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Trois périodes tendent a ressortir de |'analyse de variance : une période "hivernale" allant de
novembre a mars, alors que les taux d'acide ruménique sont les plus bas dans le lait, la créme et le
beurre ; une période "printaniére" correspondant a mai et juin, quand les taux d'acide ruménique dans
la matiére grasse laitiere sont les plus élevés ; deux périodes transitoires, d'abord en avril, puis
d'aolit a septembre, avec des taux d'acide ruménique intermédiaires ; le mois d'octobre appardit a
part, intermédiaire entre la deuxiéme saison transitoire et la période hivernale. Le seuil de

signification est illustré par la figure 14.

MOIS
11+ -

osf b % -
o7k 3 ]

r

g AR/100g MGL

! :
I %a}% %% ]

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12

Figure 14 : Moyennes mensuelles (1 = janvier, 2 = février, etc.) des teneurs en acide ruménique (g AR/100g MGL)
des matieres grasses laitiéres et intervalles de confiance (95%) prenant en compte la correction de
Bonferroni.

Pendant les trois premiers mois (janvier, février, mars), les taux d'acide ruménique sont les plus
bas de I'année et restent a peu prés constants. Au printemps (avril), les taux d'acides ruménique
commencent globalement et rapidement a monter de fagon identique dans les trois produits laitiers
pour atteindre les valeurs les plus élevées en mai et juin. En été les quantités d'acide ruménique dans
les différents produits laitiers analysés restent relativement élevées, mais la courbe des niveaux
d'acide ruménique aborde néanmoins une phase de décroissance progressive qui se continue en
automne. En septembre, les quantités d'acide ruménique dans le lait et les produits dérivés sont
équivalents a ceux du début de printemps, puis passent en dessous de ce seuil en octobre pour

regagner progressivement les taux d'hiver qui sont pratiquement atteints en décembre. Ces

observations sont vraies quel que soit le produit considéré comme le montre la figure 15.

Rapportés aux produits initiaux, les taux moyens d'acide ruménique toutes régions confondues

sont de 0,016 g AR/100g de lait, 0,142g AR/100g de la créme et 0,318g AR/100g de beurre en hiver
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(moyennes obtenues en sélectionnant les 3 résultats les plus faibles pour chaque région) et de 0,032g
AR/100g de lait, 0,338g AR/100g de créme et de 0,711g AR/100g de beurre en été (moyennes des

trois résultats les plus élevés de chaque région).
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Figure 15 : Evolution annuelle des teneurs en acide ruménique dans le lait, la creme et le beurre
(toutes régions confondues).

3.2.2.4 Variations régionales des taux d'acide ruménigue

Le tableau 12 montre les résultats annuels globaux obtenus région par région. L'analyse de
variance ne révele aucune différence significative entre les taux d'acide ruménique dans le lait, les

teneurs de cet acide gras dans la creme et celles mesurées dans le beurre pour d'une méme région.

Tableau 12 : Variations régionales des taux d'acide ruménique dans les matiéres grasses laitieres.

Lait Créme Beurre
Moyenne s.e.m. Moyenne s.e.m. Moyenne s.em.
g AR/100g MGL g AR/100g MGL g AR/100g MGL
Touraine 0,48° 0,043 0,50° 0,038 0,48° 0,037
Pyrénées 0,57° 0,039 0,57° 0,042 0,56 0,038
Bretagne 0,62 0,075 0,63 0,073 0,6 0,067
Jura 0,62¢ 0,064 0,69° 0,068 0,67¢ 0,067
Normandie 0,69¢ 0,088 0,72¢ 0,090 0,70¢ 0,092

Différents exposants dans une méme colonne indiquent des différences significatives (P< 0,05).

Des différences dans les teneurs en acide ruménique de la matiére grasse laitiere sont
observées entre régions. La Touraine montre les taux les plus faibles en acide ruménique avec un
maximum annuel de 0,79g AR /100g MGL mesuré dans le lait au mois de mai. Le Jura et la Normandie

présentent les valeurs les plus élevées de |I'année avec respectivement 1,12g AR/100g MGL mesuré
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dans la créme et 1,17g AR/100g MGL mesuré également dans la créme, ces deux résultats observés au

mois de juin.

En région "Touraine", les valeurs minimales sont atteintes en janvier et février ; les valeurs les
plus élevées sont celles de mai. Les valeurs obtenues pour les crémes en janvier (0,36g AR/ 100g
MGL) et en juillet (0,57g AR/100g MGL) sont plus importantes que celles des échantillons de lait et de
beurre pour ces mémes mois (respectivement lait : 0,33 et 0,53g AR/100g MGL ; beurre : 0,33 et 52g
AR/100g MGL). Pour les autres résultats, il ne semble pas exister de différence entre les taux
d'acide ruménique dans le lait, la créme ou le beurre pour les prélévements d'un méme mois.
Rapportées aux produits initiaux, les moyennes annuelles en Touraine sont de 0,02g AR/100g de lait,
de 0,21g AR/100g de creme, et de 0,399 AR/100g de beurre (0,299 AR/100g en hiver et 0,55g
AR/100g en été) (Annexe II.2).

Dans les "Pyrénées", les valeurs les plus basses concernent les prélévements de janvier et février
; les teneurs maximales en acide ruménique sont obtenues en juin. Cependant , il convient de noter que
nous n'avons pas de prélévement en mai pour cette région et que le prélevement de juin date de la
toute fin du mois. Aucune différence n'est notée dans les teneurs en acide ruménique du lait, de la
creme et du beurre d'un méme mois. Rapportées aux produits initiaux, les moyennes annuelles en
Pyrénées sont de 0,02g AR/100g de lait, de 0,23g AR/100g de créme, et de 0,50g AR/100g de beurre
(0,32g AR/100g en hiver et 0,71g AR/100g en été) (Annexe II.2).

En "Bretagne", les valeurs extrémes sont observées en janvier pour les plus basses, et en mai et
juin pour les plus élevées. Quelques différences sont remarquées entre types d'échantillons certains
mois. Lors des fortes teneurs en acide ruménique (mai, juin, aolt), les taux dans la creme semblent
plus élevées que dans le beurre. De méme, les taux mesurées dans la créme en fin d'année (octobre,
novembre, décembre) sont sensiblement plus élevés que dans les laits et beurres des mémes périodes
(Annexe IIL.1). Rapportées aux produits initiaux, les moyennes annuelles en Bretagne sont de 0,03g
AR/100g de lait, de 0,26g AR/100g de créme, et de 0,50g AR/100g de beurre (0,30g AR/100g en
hiver et 0,74g AR/100g en été) (Annexe II.2).

Dans le "Jura", les valeurs les plus faibles sont observées dans les produits d'hivers (janvier -
mars) ; les teneurs maximales sont observées en mai et juin. On observe une différence sensible
entre les taux d'acide ruménique des crémes de janvier, février, et mai, et les teneurs dans les
échantillons de lait et de beurre des mémes mois. En juin, juillet et septembre, les teneurs en acide
ruménique sont sensiblement plus faibles dans le lait que dans les crémes et les beurres des mémes

périodes (Annexe II.1). Rapportées aux produits initiaux, les moyennes annuelles dans le Jura sont de

63



ACIDE RUMENIQUE ET FILIERE BEURRE - RESULTATS

0,02g AR 100g de lait, de 0,18g AR/100g de créme, et de 0,589 AR/100g de beurre (0,34g AR/100g
en hiver et 0,58g AR/100g en été) (Annexe II.2).

Enfin, en "Normandie", les valeurs minimales sont observées en décembre : les valeurs les plus
¢levées sont celles de juin, mais nous n'avons eu aucun prélévement en mai. Aucune différence notable
entre les trois types d'échantillons (lait, créme, beurre) n'est relevée pour un méme lot de
prélevement. Rapportées aux produits initiaux, les moyennes annuelles en Normandie sont de 0,03g
AR/100g de lait, de 0,299 AR/100g de créme, et de 0,58g AR/100g de beurre (0,33g AR/100g en
hiver et 0,87g AR/100g en été) (Annexe II.2).

3.2.3 Discussion

3.2.3.1 Conditions analytigues

La méthode analytique publiée par Collomb et Biilher (2000) aprés le commencement de notre
premiére étude sur les acides gras du beurre permet d'analyser |'ensemble des acides gras de la
matiere grasse laitiere sous forme d'ester méthyliques, en une seule injection, sans discrimination, et
sans que |'acide butyrique ne co-élue avec les pics solvants. Ceci représente un gain de temps et de
manipulations certain sans que les performances de la chromatographie ne soient altérées.
L'utilisation des esters méthyliques exige la détermination de facteurs de correction.

L'adoption de cette méthode chromatographique nous a également obligé a changer notre
méthode d'estérification. L'étape de lavage de la phase organique par une phase aqueuse et
I'évaporation de la phase organique du précédent protocole d'estérification représentent en effet un
risque de pertes des esters méthyliques d'acides gras a courtes chdines. Cependant, nous n'avons pas
adopté les conditions de Collomb et Biilher (2000) qui utilisent la potasse en milieu méthanolique car
ces conditions, quoique transestérifiant les acylglycérols en esters méthyliques en quelques minutes,
sans lavage en phase aqueuse ni évaporation, et respectant |'intégrité de I|'acide ruménique,
conduisent a la formation d'acides gras libres aprés quelques heures (J.K.6. Kramer, communication
personnelle). Nous avons donc préféré utiliser la méthode préconisée par Precht et Molkentin (1997a)
qui a fait I'objet de plusieurs publications et adaptations (Chouinard et al., 1999; Precht et Molkentin,
1999q; Precht et Molkentin, 1999b; Precht et a/, 2002).

En utilisant une colonne trés polaire de 100m et une programmation de four adéquate, les
isomeres conjugués de |'acide linoléique éluent dans une région comprise entre les zones d'élution des
acides gras 20:1 / 18:3 (n-3) et 20:2 (n-6) (Kramer et a/., 2001). Nous avons essayé trois colonnes de

trés haute polarité lors de ces travaux (résultats non montrés) : CPSil-88 100m (Chrompack),
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CPSelect-B 100m (Chrompack), et BPx70 100m (SGE), et modifié le programme de température
proposé par (Collomb et Biilher, 2000). Seule la CPSil-88 permet |I'élution des isomeres 20:1 en dehors
de la région des isomeéres conjugués 18:2.

Dans les conditions d'analyse employée, cette région du chromatogramme est libre de tout autre
acide gras majeur ; seul |'acide hénéicosanoique (21:0), acide gras mineur éventuellement présent dans
les matiéres grasses laitieres, pose un réel probleme de co-élution avec les isomeres conjugués de
I'acide linoléique. Cet acide gras 21:0 a d'abord été repéré dans cette région par son temps de
rétention par rapport d des étalons commerciaux (Kramer et al., 1998; Precht et Molkentin, 2000),
puis définitivement identifié par CPG-SM dans des fromages (Roach et a/, 2000). Le temps d'élution
de ce composé et son éloignement du pic d'acide ruménique dépend du type de colonne employée et de
la température de four appliquée (Collomb et Biilher, 2000; Eulitz et al., 1999; Kramer et al., 1998;
Precht et Molkentin, 1999b; Precht et Molkentin, 2000; Roach et a/, 2000). La modification du
programme de température initial a permis I'élution de cet acide gras juste aprés celle de I'acide
ruménique.

Les conditions appliquées ne permettent pas de séparer |'acide ruménique des isomeres
linoléiques conjugués 18:2 7+9c¢ et 18:2 81,10c¢. L' ordre d'élution relatif des isomeres conjugués 18:2
sur CPSil-88 100m est constant quelque soit le programme de température appliqué (Precht et
Molkentin, 1999b). Les acides linoléiques conjugués sont élués en 3 groupes : les isoméres cis/trans,
les isomeéres cis,cis, puis les isomeéres frans,trans. Le temps d'élution des isomeres cis/trans
augmente avec la valeur de la position de la liaison ¢/s sur la molécule (par exemple : 10¢,12#> 9¢117) ;
pour une paire d'isoméres dont la liaison c/s a la méme position, |'isomére dont la liaison trans a la plus
faible valeur sera élué en premier (par exemple : 7+9c < 9¢,11#). Pour les mémes isoméres positionnels,
la géométrie cis,trans élue avant la géométrie trans,cis (Sehat et al., 1998). Il en ressort que |'ordre
d'élution des isomeres conjugués de |'acide linoléique sur une colonne CPSil-88 100m est le suivant :
8c107; 7t9c+9c11t+8110c; 9t11c+ 10121, 11#13¢; 10112¢c +12¢c141; 7¢c,9¢c + 8¢10c + 9¢1c;
10c12c+11¢c13¢c+12c14c¢; 11113+, 10+12++ 91111+ 819+ + 7197 (Collomb et Biilher, 2000; Eulitz et
al, 1999; Kramer et al, 2001; Precht et Molkentin, 1999b; Precht et Molkentin, 2000; Roach et al.,
2000; Sehat et al., 1998).

Cependant, la co-élution de |'acide ruménique avec ces deux isomeéres conjugués 18:2 719c¢ et
18:2 81,10¢ n'est pas un probléme majeur puisque ces deux isoméres semblent relativement mineurs
par rapport a |'acide ruménique. Dans différents fromages de vache, I'acide ruménique représente a
lui seul quelques 77,7 a 84,1% des acides linoléiques conjugués totaux, alors que les isoméres 18:2
7t9c et 81,10¢, représentent seulement 4,6 a 12,1% de ces acides gras (Sehat et a/, 1998). Dans le

lait, I'acide ruménique représente de 73 a 88% des acides linoléiques conjugués totaux selon
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I'alimentation des vaches et I'isomére 18:2 7¢9# de 1,1 & 6,2% (Kraft et a/, 2003). Il est assez
fréquent dans la littérature de les voir associés lors de |I'énoncé des résultats (Collomb et Biilher,
2000; Fritsche et al, 1997; Lavillonniére et al., 1998; Precht et Molkentin, 1999a).

Toutefois, il pourrait tre intéressant de poursuivre nos analyses plus loin par la suite et de
concentrer, d'identifier et de quantifier séparément les isomeéres 18:2 7#9c et 11#,13c¢. L'acide 18:2
719c¢ est souvent donné comme |'isomére conjugué de |'acide linoléique le plus abondant apreés |'acide
ruménique puisqu'il semblerait provenir a la fois du métabolisme ruminal et du métabolisme mammaire,
tout comme |'acide ruménique (Corl et al., 2002; Piperova et al., 2002; Sehat et al., 1998; Yurawecz et
al, 1998). Cependant, une publication récente (Kraft et a/, 2003) a montré |'influence du régime des
bovins sur les proportions relatives des deux isomeres 18:2 719c¢ et 11#13¢, le second pouvant
prendre la seconde place derriére |'acide ruménique dans certains cas. Ceci n'était pas le theme de
notre travail, mais la qualité et la quantité d'échantillons en notre possession pourrait permettre une

étude intéressante qui serait dans la continuité de la présente étude.

3.2.3.2 Teneurs annuelles en acide ruménique des matiéres grasses laitiéres

En calculant pour chaque région la moyenne des trois résultats les plus faibles obtenus avec les
beurres d'hiver et la moyenne des trois résultats les plus forts pour les beurres d'été, nous
observons des fteneurs moyennes en acide ruménique de 0,38g AR/100g MGL en hiver et de 0,86g
AR/100g MGL en été toutes régions confondues. Ces résultats sont cohérents avec ceux obtenus
précédemment lors de notre premiere étude sur des beurres de productions frangaises (0,47g

AR/100g MGL en hiver et 0,89g AR/100g MGL en été - cf. § 3.1.2.2).

3.2.3.3 Variations saisonniéres des taux d'acide ruménigue

Lors de I'étude précédente, nos résultats étaient tronqués par un plan de prélévement bimestriel
tenu sur seulement 6 mois de |I'année (janvier - juin). Au cours de cette deuxieéme étude, nous avons
effectué un échantillonnage mensuel sur une année compléte (a quelques exceptions prés dues a des
problémes d'échantillonnage ou de stabilité des échantillons). La courbe d'évolution globale (toutes
régions confondues) montrent sur les 6 premiers mois une évolution semblable a celle obtenue lors de
I'étude précédente (conduite 2 ans plus 13t). Les taux d'acide ruménique marquent des minima de
janvier a mars, puis augmentent brusquement de avril d mai. Un "palier" est marqué entre mai et juin,
mois pendant lesquels les valeurs observées sont les plus fortes. Ceci correspond globalement a nos
premiers résultats. En revanche, ces résultats sont un peu décalés par rapport a ceux obtenus par
Precht et Molkentin (1997b) en Allemagne et par Lock et Garnsworthy (2003) en Angleterre. En

Allemagne, |'augmentation des teneurs en acide ruménique commence seulement en mai pour atteindre
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une valeur maximale en juillet - aolit ; en Angleterre, |'augmentation se fait sentir dés avril, le
maximum est atteint en juin et les taux d'acide ruménique décroissent dés juillet.

La poursuite de |'échantillonnage de juillet a décembre nous a permis de montrer une lente
décroissance des teneurs en acide ruménique de la matiere grasse laitiere au cours de |'été, puis de
I'automne ; le minimum est de nouveau atteint en octobre - novembre et on peut penser qu'il perdure
jusque février - mars de |'année suivante. En Allemagne, cette phase de décroissance s'amorce plus
tard dans la saison (septembre), mais est beaucoup plus rapide (Precht et Molkentin, 1997b) ; en
Angleterre, la baisse des teneurs en acide ruménique débute dés juillet, mais s'étend doucement
jusque octobre (Lock et Garnsworthy, 2003). On trouve également des différences d'amplitude entre
nos trois pays. Nous rapportons des variations de 0,3g AR/100g MGL en hiver jusque 1,2g AR/100g
MGL en été ; en Allemagne, les minima sont aux alentours de 0,5g AR/100g MGL et les maxima vers
159 AR/100g MGL (Precht et Molkentin, 1997b) ; en Angleterre, les extrémes sont respectivement
de 0,69 AR/100g d'acides gras totaux en hiver et de 1,7g AR/100g d'acides gras totaux (Lock et
Garnsworthy, 2003).

Il est probable que les conditions climatiques, les modes d'élevage, la composition de
I'alimentation des bovins, les races de bovins sont a I'origine des différences observées entre ces

trois pays (Kelsey et al., 2003).

3.2.3.4 Variations régionales des taux d'acide ruménigue

Les teneurs moyennes d'acide ruménique entre les échantillons des 5 régions étudiées montrent
des différences que hous attendions plus ou moins en regard des résultats obtenus lors de la premiére
étude : teneurs élevées pour la "Normandie" et le "Jura", teneurs faibles pour les "Pyrénées"
(prélevements en plaine, proche des échantillons "Aquitaine" de |'étude précédente) et la "Touraine"
(teneurs proches du "Charente-Poitou" de I'étude précédente). En revanche, les taux élevés en
"Bretagne" sont supérieurs d ceux obtenus en moyenne pour cette région lors de |I'étude précédente.
Toutefois, ces résultats se rapprochent de la laiterie "Bretagne-1" de cette étude précédente ; la
laiterie "Bretagne-1" est situé dans les Cotes d'Armor, la laiterie "Bretagne" de |'étude IT dans le
nord Finistére, départements contigus.

Lors de cette étude, nous n'observons pas de différence des "profils" de variations saisonniéres
des taux d'acide ruménique entre les différentes régions, que ce soit de plaine ou de montagne. A cela
plusieurs raisons. Tout d'abord les dates de prélevements sont trés disparates d'une région sur
I'autre, et d'un mois sur |'autre, notamment a |I'époque "charniere" mars / avril. Les prélévements de
mars des régions a climat plutét clément (Bretagne, Normandie, Touraine) ont été effectués en tout

début de mois, c'est-a-dire avant le printemps et la floraison d'herbes neuves ; les préléevements
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d'avril ont eu lieu en cours de mois pour ces mémes régions. Dans le jura, région plutgt froide, le
prélevement de mars a été fait en début de mois et le prélevement d'avril a eu lieu en fin de mois.
Dans tous les cas de figure, le début de |'augmentation des taux d'acide ruménique dans la matiéere
grasse du lait appard®t en avril. Mais des prélevements programmés de fagons différentes et plus
homogenes auraient peut-&tre montré un retard dans les régions froides et une avance dans les
régions tempérées, confirmant ainsi nos premiéres observations. D'autre part, il convient de souligner
que les 5 laiteries qui ont accepté gracieusement de nous aider dans cette étude ne faisaient pas
partie de [|'étude précédente. Pour une méme région, des modes différents d'élevage et

d'alimentation des animaux peut expliquer également cette Iégere différence dans nos résultats.

3.2.3.5 Variations des taux d'acide ruménigue lors de la fabrication du beurre

Globalement, il n'appardt pas de différence significative entre les teneurs en acide ruménique
du lait, de la créme et du beurre de méme origine (méme "lot" de fabrication : beurre fabriqué a
partir de la créeme issue du lait) d'une méme époque. Cependant, quelques décalages sont parfois notés
certains mois dans plusieurs régions. De nombreux décalages sont notés dans le Jura entre laits et
crémes/beurres ; mais ces écarts sont dus a |'hétérogénéité des prélévements. En effet, certains
mois des matiéres grasses n'appartenant pas au lait fourni (notamment des cremes maturées
provenant de la fabrication de fromages) sont ajoutées a la creme pour la fabrication du beurre.
D'autres écarts ne peuvent cependant s'expliquer de la méme fagon. Par exemple, en avril et en mai
en Bretagne, les taux d'acide ruménique dans le beurre sont Iégérement plus faibles que ceux trouvés
dans la creme et le lait ; en juillet en Normandie, les teneurs en acide ruménique de la creme et du
beurre sont supérieures a celle mesurée dans le lait d'origine.

A notre connaissance, il n'y a pas d'étude similaire dans la littérature. Seuls Shantha et al.
(1995) rapportent des teneurs en acide ruménique d'une creme a 4,95mg AR/g MGL (s=0,07, n=3
déterminations mais apparemment du méme échantillon) et de beurre non salé issu de cette créme a
6,42mg AR/g MGL (s = 0,58 n = 3) et de beurre salé issu également de cette créme a 6,11mg AR/g
MGL (s = 0,20 n = 3). Ces résultats montrent une augmentation des taux d'acide ruménique lors du
passage de la créme au beurre. Cependant, ces résultats sont obtenus apparemment sur un seul

échantillon de créme et deux échantillons de beurre.

Ces légeres différences (non significatives) parfois observées entre laits, cremes, et beurres
peuvent s'expliquer en partie par |'action de la flore lactique.
D'une part, I'action lipolytique de certaines bactéries peut-tre a l'origine de la libération

d'acide ruménique sous forme d'acide gras libre. Or, le protocole analytique utilisé ne permet pas de
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doser |'acide ruménique sous forme "acide gras libre". L'hydrolyse des triacylglycérols portant |'acide
ruménique peut donc expliquer les baisses des teneurs en cet acide gras de la créme au beurre.

D'autre part, il a été montré que certaines souches de ferments lactiques sont capables de
convertir |'acide linoléique en isomeéres conjugués (Coakley et al, 2003; Jiang et al,, 1998; Kishino et
al, 2002; Sieber et al., 2004). Les acides linoléiques conjugués formés par ces bactéries sont surtout
I'acide ruménique 18:2 9¢,117 et ses isomeres géométriques 18:2 9t,11c et 9111+ (Coakley et al,
2003). Cependant, toutes les souches de ferments lactiques ne sont pas capables de produire d'acide
ruménique a partir de I'acide linoléique (Coakley et al, 2003; Jiang et al, 1998; Kim et Liu, 2002;
Sieber et al, 2004). Ainsi, le choix judicieux des ferments lactiques pourrait permetire
I'enrichissement en acide ruménique des produits laitiers fermentés (Sieber et a/, 2004). Ainsi, au
cours d'études sur les variations des taux d'acide ruménique lors de |'affinage des fromages, tous les
schémas possibles ont été rapportés (Berdeaux et a/, 2002; Dhiman et al., 1999b; Jiang et al., 1997;
Lavillonniére et al., 1998; Lin et al., 1999; Shantha et a/,, 1995; Werner et al., 1992).

Cependant, la maturation de la creme pour la fabrication du beurre n'est pas suffisamment
longue pour que ces réactions prennent véritablement place lors de la fabrication du beurre et
provoquent des évolutions importantes des taux d'acide ruménique. C'est pourquoi, méme quand les
ferments lactiques sont capables de produire de |'acide ruménique a partir d'acide linoléique ou
d'hydrolyser les triacylglycérols, les taux d'acide ruménique varient peu du lait au beurre ; mais ceci
peut expliquer les petits écarts parfois observés.

Nos résultats montrent donc que le beurre est une bonne image de la matiere grasse du lait
d'origine en terme de composition d'acides gras. Les quelques écarts relevés parfois imputables a
I'action d'enzymes bactériennes tiennent plus lieu de I'accident ponctuel que de la regle générale.
L'ajout de crémes maturées provenant de la fabrication du fromage pour certains lots provenant du

Jura procéde de cette exception.
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4 - TINFLUENCE DE L'ACIDE RUMENIQUE SUR L'ATHEROGENESE EXPERIMENTALE

4.1 Choix du modele hamster

Les expérimentations congues pour étudier la capacité d'un acide gras a modifier la
cholestérolémie requiérent |'utilisation d'un modele animal approprié, si possible proche du modele
humain pour une éventuelle tentative de transposition. Par le passé, les expériences d'induction
d'athérosclérose ont employé plusieurs especes animales, parmi lesquelles rat, souris, lapin, hamster,
cochon d'Inde, gerbille, porc, et différentes espéces de singes.

Les primates présentent des avantages indéniables en regard de leur proche parenté avec les
humains, mais de nombreux facteurs (colt, disponibilité, taille, animalerie, éthique, etc.) réduisent
leur utilisation. Le porc semble également un bon modele car proche de |'humain en regard du
métabolisme des lipoprotéines et des modalités de développement d'athérosclérose en réponse a un
régime athérogéne, mais pour des raisons de colits (achat et alimentation) et d'animalerie (taille,
personnel spécialisé), leur utilisation est également limitée. Le lapin a été un modéle tres utilisé, mais
son métabolisme du cholestérol est trés éloigné de celui de |'humain. Rat et souris répondent d une
augmentation du cholestérol alimentaire en abaissant leur synthése hépatique et en augmentant leur
production biliaire de telles fagons que les concentrations plasmatiques demeurent inchangées ; la
transposition des résultats a |'humain est donc délicate. Le hamster, la gerbille, et le cochon d'Inde
semblent étre des espéces adaptées a des études d'investigation du métabolisme lipoprotéique et
d'induction d'athérosclérose (Kris-Etherton et Dietschy, 1997; Spady, 1999).

Nous avons opté pour le hamster car son utilisation, en particulier sur la thématique des ALC,

était mieux documentée dans la littérature scientifique que les deux autres especes.

Le hamster est un animal de petite taille, pas totalement végétarien, facile a manipuler, a loger
et a nourrir ; les colits d'achat et d'entretien de cet animal sont relativement peu élevés. Le hamster
présente des similitudes avec |'humain en regard du métabolisme hépatique du cholestérol et des
lipoprotéines (Kris-Etherton et Dietschy, 1997; Spady, 1999). Comme |'humain, des récepteurs
hépatiques et extra-hépatiques chez le hamster jouent un rdle clé dans la régulation du cholestérol
plasmatique (Goulinet et Chapman, 1993) ; il existe d'ailleurs une forte homologie de séquence du géne
(ADN-c) codant pour le récepteur-LDL hépatique entre les deux especes (Bishop, 1992). Des
similarités quant au profil d'apoprotéines sont également décrites entre les deux espéces, avec des
légeres différences, comme la prédominance de |'apo E dans les VLDL chez le hamster (Groot et al.,
1992). De plus, des similarités de composition des acides biliaires et de la sécrétion des stérols

biliaires sont notées entre le hamster et |'humain (Férézou et al, 2000; Singhal et al, 1983) ;
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notamment, la capacité de conversion du cholestérol en acides biliaires sont limités chez les deux
especes, contrairement aux autres rongeurs (rat, souris, gerbille) (Spady, 1999).

Chez le hamster normo-lipidique, le transport plasmatique du cholestérol se fait principalement
par les HDL, mais des proportions non négligeables de cholestérol transitent par les LDL (Goulinet et
Chapman, 1993; Groot et al, 1992). Comme chez |'humain, le taux de cholestérol LDL est modulé par
I'apport alimentaire de cholestérol et de triacylglycérols (Spady et Dietschy, 1988). L'augmentation
des teneurs en cholestérol de la ration alimentaire provoque chez le hamster, a I'instar de |'humain,
des modifications du métabolisme lipoprotéique, et notamment une forte hausse du cholestérol LDL
(Dorfman et al, 2003; Férézou et al,, 2000; Goulinet et Chapman, 1993; Nistor et a/, 1987). En effet,
des hamsters nourris avec des régimes hypercholestérolémiants montrent une augmentation du
rapport C-LDL / C-HDL (rapport utilisé auparavant pour préjuger d'un risque cardio-vasculaire)
(Nistor et al, 1987) et du rapport CT / C-HDL (rapport utilisé de nos jours) (Dorfman et a/, 2003).
Outre les taux de lipides ingérés, le hamster est sensible a la qualité des acides gras alimentaires qui
peuvent moduler les effets du cholestérol alimentaire sur le transport plasmatique et le métabolisme
lipoprotéique (Huang et Fang, 2000; Loison et a/, 2002; Mangiapane et al,, 1999; Spady et Dietschy,
1988). Dans des conditions identiques (quantitatives) d'alimentation hyperlipidique, les acides gras
saturés provoquent un accroissement des taux de cholestérol LDL plus important que les acides gras
mono-insaturés et beaucoup plus important que les acides gras poly-insaturés (Huang et Fang, 2000).
Enfin, comme |'humain, le hamster développe des |ésions athéroscléreuses au niveau de |'aorte
proximale (région ascendante et crosse aortique) associées a |'hypercholestérolémie et
I'hyperlipidémie lors de régimes gras (Kowala et a/,, 1991; Nistor et a/, 1987). Dans ce modele animal,
la progression et la régression de |'athérosclérose apparaissent refléter les concentrations relatives

en cholestérol LDL et en cholestérol HDL (Mangiapane et al., 1999).
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4.2 Etude Expérimentale Hamster I

4.2.1 Matériel et méthodes

4.2 11 Animaux et régimes

Quatre-vingt six hamsters dorés syriens (Mesocricetus auratus) mdles de la souche "Harlan"
(Harlan, Gannat, France) de 88 - 99 g de poids corporel (6-8 semaines) ont été regus et acclimatés
pendant 2 jours a l'animalerie. Les hamsters sont ensuite répartis au hasard en cage acier inox
individuelle en un groupe de six animaux et quatre groupes de 20 animaux, et logés dans une salle de
I'animalerie maintenue a 22 + 1°C, avec un cycle d'éclairage de 12 heures (lumiere de 7:00 a 19:00 ;
obscurité de 19:00 a 7:00). Les animaux ont tous un libre accés a l'eau et a la nourriture ("ad

librtum").

Le groupe de 6 animaux (groupe "chol -") est nourri avec un aliment pour rongeur d'élevage
(Aliment 105, SAFE, Augy, F). Les quatre groupes de 20 hamsters regoivent tous un méme régime
hypercholestérolémiant de base, contenant 10% lipides (8% huile de coprah, 0,9% huile de carthame,
0,1% de cholestérol, 1% lipide ALC ou acide oléique) mélangés dans une ration semi-purifiée dont la

teneur est décrite dans le tableau 13.

Tableau 13 : Composition de base des rations semi-purifiées.

Composés g/kg Matiére Seche
Amidon de blé 342
Saccharose 246
Caséine 219
Cellulose 33
Minéraux ¢ 47
Vitamines ° 14
Lipides 100

a Mélange minéral (pour 50g) : CaCO; 12,0g ; K:HPO4 10,75g ; CaHPO4 10,759 ; MgS0O4-7H:0 59 ; NaCl 3g ;
MgO 2g : FeSO47H.O 400mg : ZnSO47H.0 350mg : MnSO4-H:O 100mg ; CuSO4-5H:0 50mg
Na,SiO7-3H,0 25mg . A'K(SO4)212H20 10m9 ; KaoCros 7,5mg ; NaF 5mg ; NiSO4-6H,0 5mg ; H2BO3 5mg .
C0504-7H,0 2,5mg ; KIO3 2mg ; (NH4)sMo24-4H,0 1mg ; LiCl 0,75mg ; NH4VO; 0,5 mg ; saccharose 5,5g.

b Mélange vitaminique (pour 10g) : rétinol acétate 5000 UI ; cholécalciférol 1250 UT ; DL-O-tocophérol
acétate 100UI ; phyllokinone 1mg ; thiamine chlorhydrate 10mg ; riboflavine 10mg ; acide nicotinique 50mg ;
Ca-pantothénate 25mg ; pyrodixine chlorhydrate 10mg ; D-biotine 0,2mg ; acide folique 2mg ;
cyanocobalamine 25ug ; choline chlorhydrate 1g ; dl-méthionine 2g ; acide p-aminobenzoique 50mg ; inositol
100mg ; saccharose 5,5g.

Les hamsters du groupe "témoin" et des trois groupes expérimentaux regoivent le méme régime
hypercholestérolémiant de base, supplémenté pour chaque groupe avec 1% (en poids) d'acides gras
spécifiques selon le tableau 14. Les animaux regoivent ces régimes pendant 12 semaines. Les animaux

sont pesés réguliérement tout au long de |'étude.
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Tableau 14 : Spécificités des régimes de chaque groupe.

Groupe Type n Acide Gras Supplémentaire* Abrégé
Groupe Chol - normo-lipidique 6 - -
Groupe Témoin 20 acide oléique 18:19¢
hyperlipidique,

Groupe 9¢,11¢ 20 acide ruménique 18:2 9111
Groupe 107,12¢ riche en 20 acide octadécadién 107,12 ¢ oique 18:2 10t12¢
cholestérol mélange 50:50 (poids : poids)

Groupe Mixte 20 acide ruménique 18:2 911+

acide octadécadien 107,12 ¢ oique 18:2 10+12¢

* Sous forme d'acides gras libres. Les isoméres purifiés d'acides linoléiques conjugués 18:2 9¢11# (pureté 90 %) et
10#,12¢ (pureté 95 %) sont commercialement fournis par Natural Lipids (Hovdebygda, N). L'acide oléique est
disponible auprés de Sigma-Aldrich (Saint Quentin Fallavier, F).

4.2.1.2 Prélévements
Solutions
EDTA 54mM 1,584g EDTA + H,O distillée gsp 100m|
Indométacine 40mM 0,286g Indométacine + éthanol qsp 20ml
Tampon Tris pH 7,4 1,3969 Tris®
(solution de lavage) 1,789g NaCl + H,0 distillée gsp 200ml pH ajusté a 7,4 (HCl 37%)
Protocole

La veille du sacrifice, les animaux sont astreints a un jelne d'une nuit. L'anesthésie est
effectuée par inhalation d'isofurane. Les hamsters sont alors fixés, puis ouverts au niveau de
I'abdomen. Le sang artériel est ponctionné au niveau de |'aorte abdominale a I'aide d'une seringue

jusqu'a la mort de I'animal.

Sur 10 animaux de chaque groupe, les prélevements suivants sont réalisés :

Environ 3ml de sang sont collectés dans un tube réfrigéré (bain de glace pilée) contenant de
I'acide éthyléne diamine tétra-acétique (EDTA) comme anticoagulant et de |'indométacine comme
inhibiteur de cyclo-oxygénase. Le plasma est alors obtenu en centrifugeant immédiatement ces
prélevements de sang pendant 10 minutes a 1860 x g, puis le plasma est stocké a -80°C jusqu'a dosage
de la prostaglandine 6-keto-PGF;, dans chacune des fractions.

Environ 3 autres ml de sang sont distribués dans des tubes qui sont laissés a température
ambiante pendant environ 2 heures de fagon a permettre la coagulation et la libération du
thromboxane plaquettaire dans le sérum. Le sérum est ensuite stocké a -80°C jusqu'au dosage du
thromboxane TXB..

L'aorte et le cceur sont ensuite rincés par perfusion d'une solution de tampon Tris pH 7,4, puis

I'aorte est prélevée et débarrassée de |'adventice pour ['incubation en vue du dosage de la
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prostaglandine 6-keto-PGFy,. Le prélevement d'aorte est maintenu dans du tampon Tris pH 7,4

réfrigéré (bain de glace pilée) jusqu'a incubation.

Sur les 10 autres animaux de chaque groupe, les prélevements suivants sont effectués :

Environ 3ml de sang sont collectés dans un tube réfrigéré (bain de glace pilée) contenant de
I'EDTA comme anticoagulant et de I'indométacine comme inhibiteur de cyclo-oxygénase. Le plasma est
alors obtenu en centrifugeant immédiatement ces prélevements de sang pendant 10 minutes a 1860 x
g, puis le plasma est stocké a -80°C jusqu'a analyse des lipoprotéines.

Le foie des animaux est ensuite prélevé et congelé par immersion dans |'azote liquide, puis stocké
d -80°C jusqu'a analyse des lipides hépatiques.

L'aorte et le coeur sont ensuite rincés par perfusion de 5ml d'une solution de NaCl a 9%, puis
fixés par perfusion d'une solution de formaline a 10% pH 7,0, et finalement prélevés. L'ensemble
ceeur/aorte est conservé dans une solution de formaline a 10% pH 7,0, a 4°C jusqu'a analyse

histologique.

4.2 1.3 Analyse des lipides hépatigues

Principe

Les lipides hépatiques sont extraits selon la technique de Folch et a/. (1957). La détermination
des différentes classes de lipides est réalisée par chromatographie sur couche mince (CCM) couplée a
un détecteur a ionisation de flamme (DIF) sur un systéme Iatroscan (Iatron, Tokyo, Japon) (Sébédio
et al, 2001). Trois classes de lipides (esters de cholestérol, triacylglycérols et phospholipides) sont
ensuite séparées par chromatographie sur couche mince ; les bandes correspondantes a chaque classe
de lipides sont récupérées. Les lipides sont dilués dans du toluéne, puis méthylés (Christie et al,

2001) et analysés par chromatographie en phase gazeuse (CPG) (Sébédio et al., 1997).

Extraction des lipides hépatigues

Les foies sont broyés (broyeur type UltraTurax), puis les lipides hépatiques sont extraits avec
un mélange chloroforme/méthanol (2:1, v/v) & raison de 20 fois le poids de |'organe. Le broyage
s'effectue & 4°C pendant 2 minutes. L'extrait est filtré sous vide sur hyflosupercel®. Le résidu
hépatique est repris et broyé une seconde fois avec le méme volume de mélange
chloroforme/méthanol. Le second extrait est également filtré et les deux filtrats sont rassemblés
dans une ampoule a décanter et lavés par une solution de NaCl a 0,73% a raison de 0,2 fois le volume
de chloroforme/méthanol. Apres séparation des phases, la phase organique est filtrée sur sulfate de

sodium anhydre et récupérée dans un ballon préalablement taré. Le mélange chloroforme/méthanol
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est ensuite évaporé sous vide partiel (Rotavapor). Le taux de lipides totaux est déterminé par

gravimétrie.

Détermination des classes de lipides

La détermination quantitative des différentes classes de lipides est réalisée sur un systéme
CCM-DIF Iatroscan (Iatron, Tokyo, Japon). 1yl d'extrait de lipides hépatiques est déposé sur la
couche mince ; la migration utilise un mélange hexane/diéthyl éther/acide acétique (97:3:1, v/v/v). Les
résultats sont analysés par un systéme informatique Chromstar (SES 4.02) de traitement des

données et exprimés en % des lipides totaux pour chaque classe de lipides.

Fractionnement des ljpides hépatigues

Les différentes classes de lipides sont fractionnées par CCM. Aprés dépot de 3mg de lipides
totaux (solution hexanique), les plaques de CCM sont développées avec un mélange solvant
hexane/diéthyl éther/acide acétique (80:20:1, v/v/v). Les taches lipidiques sont visualisées a |'aide
d'une solution de 2,7-dichloro-fluorescéine. Les bandes correspondant aux lipides (EC, TAG et PL)
sont grattées, transvasées dans des tubes a méthylation, et dissoutes dans 1ml de toluéne en vue de

la méthylation.

Méthylation des lipides hépatigues

A |'extrait lipidique dissout dans 1ml de toluéne sont ajoutés 2ml de méthanolate de sodium
0,5N. Les tubes sont fermés hermétiquement et agités. Les lipides sont méthylés a 50°C (bloc
chauffant) pendant 5 minutes pour les phospholipides et les triacylglycérols, et pendant 30 minutes
pour les esters de cholestérol. Apres réaction, 5ml d'eau distillée et 5ml d'hexane sont ajoutés dans
chaque tube. Aprés agitation vigoureuse, les tubes sont centrifugés 3 minutes & 2000tours/mn. Les
phases hexaniques sont prélevées et les EM sont extraits une seconde fois par 4ml d'hexane. Les
phases hexaniques sont rassemblées et concentrées a 0,5ml sous azote. L'extrait est ensuite purifié
sur un lit de florisil de 2cm (pipette Pasteur) et élué avec 2 fois 2,5 ml d'un mélange hexane/diéthyl

éther (95:5, v/v). L'extrait est évaporé a sec et repris dans |'hexane pour |'analyse en CPG.

Analyse CPG des lipides hépatigues

Chromatographe HP 5890 series IT (Hewlett Packard, Palo Alto, CA)

Injecteur Splitless (injecteur automatique HP 6890)

Détecteur DIF

Colonne CPSil-88 100m x 0,25mm d.i., 0,25um épaisseur film (Chrompack)
Gaz vecteur hydrogéne, 1ml/mn

Programmation 60°C- Imn- 20°C/mn- 190°C- 67mn- 20°C/mn- 210°C- 5mn
Traitement données Diamir (JMBS, Le Fontanil, F)
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La composition en acides gras de chaque classe de lipides est exprimée en % des acides gras

totaux de cette fraction.

4.2.1.4 Production de prostacycline par la paroi aortigue

Principe

La prostacycline ou prostaglandine I, (PGI;), prostanoide vasodilatatrice et inhibitrice de
I'agrégation plaquettaire, est formée a partir de |'acide arachidonique dans I'endothélium vasculaire
et dans le cortex rénal. La PGI; est rapidement transformée par voie non-enzymatique en 6-keto-
PGFi, (11,2 = 2-3 minutes). Le dosage de la 6-keto-PGF;, est communément utilisé pour estimer la
production de prostaglandine PGI,.

Les taux de prostaglandine 6-keto-PGF;, sont déterminés par test immuno-enzymatique (Enzyme
Immuno Assay EIA) sur plaques d'immuno-réaction. Ce test est basé sur la compétition entre
I'analyte (6-keto-PGFy, ) et un conjugué 6-keto-PGFy,-acétylcholinestérase (marqueur) pour la fixation
sur les sites actifs spécifiques anti-analytes d'un nombre limité d'anticorps (anticorps de lapin
spécifiques anti-6-keto-PGFy, ). La concentration de marqueur restant constante et la concentration
de I'analyte pouvant varier, le taux de marqueur fixé sur |'anticorps sera inversement proportionnel
au taux d'analyte. Les complexes anticorps-lapin/marqueur et anticorps-lapin/6-keto-PGFi, réagissent
ensuite avec un anticorps monoclonal anti-lapin de souris préalablement fixé sur le fond des puits de la
plaque d'immuno-réaction. Aprés incubation, les molécules n'ayant pas réagi sont éliminées par lavage.
L'ajout d'un réactif coloré spécifigque de |'acétycholinestérase permet la détermination
spectrophotométrique quantitative de la réaction a une longueur d'onde spécifique. Le taux d'analyte

est inversement proportionnel a |'intensité de la coloration.

Incubation des aortes

Solutions

Tampon Tris pH 7,4 1,3960g Tris®

(solution de lavage) 1,7889g NaCl + H,O distillée gsp 200ml, pH ajusté a 7,4 (HCI 37%)
Tampon Tris pH 8,0 6,9822g Tris®

(solution d'incubation) 1,7563g NaCl + H,O distillée gsp 200ml ,pH ajusté a 8,0 (HCI 37%)

Protocole

Les aortes sont rincées avec du tampon Tris de lavage (pH 7,4). Un morceau d'aorte de 1 cm de
long est prélevé et ouvert longitudinalement. L'aorte est alors incubée dans une solution tampon Tris
pH 8,0 a 37°C (bain-marie) pendant 60 minutes. Le milieu d'incubation est continuellement agité
pendant toute la durée de |'incubation. 1004l du milieu d'incubation sont ensuite prélevés pour le

dosage immuno-enzymatique.
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Dosage des protéines de la paroi des aortes

Lors des prélevements d'aortes pour le dosage de prostacycline PGI; produite par |'endothélium
vasculaire, il a été impossible d'obtenir des fragments d'artéres de méme taille ou de méme poids.
Pour que les comparaisons des résultats d'un prélévement a un autre aient un sens, nous avons décidé
de doser les taux protéiques de chaque prélevement pour rapporter les taux de prostaglandine ou de
thromboxane en ng 6-keto-PGFy, ou TXB,/mg de protéines. Le dosage des protéines est effectué par

la méthode au réactif de Folin (Lowry et a/,, 1951).

Solutions

Na,CO3 2% NaOH 0,IN 20g Na2CO3
49 NaOH + H,0 gsp 1000ml

Tartrate Na/K 2% 1g Tartrate Na/K + H2O gsp 50ml
CuSO0,4 1% 0,59 CuSO4-5H,0 + H,0 qsp 50ml
Albumine étalon 20mg BSA + H,0 gsp 100ml

Folin [1:2] 10ml Folin : 10ml H,O

Réactif A Na,CO;3 2% NaOH 0,IN

5ml Tartrate Na/K 2%
5ml CUSO4 1%

Gamme étalon

Des points de gamme de O, 10, 20,40, 80, 120, 160 et 200 pg BSA/ml sont réalisés en double a

partir de la solution mere a 0,2mg/ml. La figure 16 montre la courbe étalon.
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Figure 16 : Courbe étalon du dosage des protéines
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Protocole

Les résidus d'aortes sont récupérés apres incubation et séchés. Ils sont ensuite transvasés dans
des tubes coniques contenant 500ul d'eau distillée maintenus réfrigérés (bain de glace pilée). Les
aortes sont alors broyées par passage dans un appareil de Potter, puis par sonication (30 sec., 56%
max., séquence 3.0/1.0). 50yl de broyat sont dilués avec 9504l d'eau dans un tube & essai. 5ml de
réactif A sont ajoutés, le tube est agité vigoureusement, et laissé a |'obscurité pendant 10 minutes, a
température ambiante. A tous les tubes sont ajoutés 0,5ml de solution de folin, les tubes sont de
nouveau agités et replacés a I'obscurité pendant 60 minutes a température ambiante. Les teneurs en
protéines sont ensuite déterminées par lecture colorimétrie contre la gamme étalon d'albumine

sérique.

Dosage de la prostaglandine 6-keto-PGF;, par EIA
Une trousse commerciale "6-keto Prostaglandin Fi, EIA kit" (Cayman Chem, Ann Arbor, MI, USA)

est utilisée. Le test est réalisé en suivant les instructions du manuel d'utilisation de la trousse.

Solutions
ETA-buffer 1 flacon de 10ml + H,O distillée gsp 100ml
Wash-buffer 1 flacon de 5ml de fampon concentré

+ Iml de Tween 20° + H,0 distillée gsp 2000m|
6-keto-PGFy, fracer 1 flacon a diluer dans 6ml de tampon ETA

6-keto-PGFy, antiserum 1 flacon a diluer dans 6ml de tampon ETA

Colorant 1 flacon de réactif de Ellman reconstitué avec 20ml H,O

Gamme étalon
Une solution standard contenant de la prostaglandine 6-keto-PGF;, (54,2ng/ml) est fournie avec
la trousse. Cette solution est diluée pour obtenir une gamme de 8 points de 7,8 a 1000,0pg/ml. Chaque

point de gamme est testé en double. La figure 17 montre la courbe de calibration.

Echantillons
Les milieux d'incubation d'aortes sont dilués au 1/50°™ avec du tampon EIA. Les échantillons

sont analysés en simple.

Protocole

Des plaques de titration EIA pré-nappée d'un anticorps monoclonal sont utilisées pour réaliser ce
test. Dans chaque puits sont distribués 50ul de tampon EIA (blanc), de solution étalon (gamme), ou
d'échantillon (test), plus 50ul de traceur et 50ul d'antisérum. Les plaques sont recouvertes d'un film

plastique adhésif et incubées 18 heures a 4°C. Aprés incubation, les puits sont vidés et rincés
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plusieurs fois avec 250ul de tampon de ringage. Les puits sont ensuite remplis de 2004 de la solution
de coloration de Ellman. Les plaques sont recouvertes de leur film plastique adhésif et laissées dans le
noir a fempérature ambiante pendant 90 minutes. Apres réaction, les plaques sont placées dans un
lecteur optique réglé a 405nm. La concentration de 6-keto-PGFy, est déterminée par comparaison

avec la gamme étalon.
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Figure 17 : Courbe étalon du dosage de la 6-keto-PGF,.

4.2.1.5 Concentration de prostacycline circulante

Le principe et le protocole de dosage de la 6-keto-PGF;, plasmatique sont identiques a ceux
décrits ci-dessus. La 6-keto-PGFy, est dosée dans le plasma dilué au 1/15°™ avec du tampon EIA. Les

résultats sont exprimés en ng/ml de plasma.

4.2.1.6 Concentration de thromboxane TXA; circulant

Principe

Le thromboxane A; (TXA;), prostanoide activateur de |'agrégation plaquettaire et contractrice
des muscles lisses vasculaires, est formé a partir de |'acide arachidonique dans de nombreuses
cellules. Le TXA; est rapidement transformé par voie non-enzymatique en TXB,. Le dosage du TXB;
est communément utilisé pour estimer la production du thromboxane A,.

Les taux de thromboxane TXB, sont déterminés par test immuno-enzymatique (Enzyme Immuno
Assay ETIA) sur plaques d'immuno-réaction. Ce test est basé sur la compétition entre I'analyte (TXB; )
et un conjugué TXB;-acétylcholinestérase (marqueur) pour la fixation sur les sites actifs spécifiques
anti-analytes d'un nombre limité d'anticorps (anticorps de lapin spécifiques anti-TXB;). La

concentration de marqueur restant constante et la concentration de |'analyte pouvant varier, le taux
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de marqueur fixé sur |'anticorps sera inversement proportionnel au taux d'analyte. Les complexes
anticorps-lapin/marqueur et anticorps-lapin/ TXB, réagissent ensuite avec un anticorps monoclonal
anti-lapin de souris préalablement fixé sur le fond des puits de la plaque d'immuno-réaction. Aprés
incubation, les molécules n'ayant pas réagi sont éliminées par lavage. L'ajout d'un réactif coloré
spécifique permet la détermination spectrophotométrique quantitative de la réaction a une longueur

d'onde spécifique. Le taux de TXB; est inversement proportionnel a I'intensité de la coloration.

Dosage du thromboxane TXB; sérigue par EIA
L'analyse de la TXB; est effectué par essai immuno-enzymatique avec une trousse commerciale
"Thromboxane B, EIA kit" (Cayman Chem, Ann Arbor, MI, USA). Le test est réalisé en suivant les

instructions du manuel d'utilisation de la Trousse.

Solutions

EIA-buffer 1 flacon de 10ml + H,O gsp 100ml|

Wash-buffer 5ml de tampon concentré +1ml de Tween 20° + H,O distillée qgsp 2000m|
TXB; tracer 1 flacon a diluer dans 6ml de tampon EIA

TXB; antiserum 1 flacon & diluer dans 6ml de tampon ETA
Colorant 1 flacon de réactif de Ellman reconstitué avec 20ml H,O

Gamme étalon
Une solution standard contenant de TXB; (94,3ng/ml) est fournie avec la trousse. Cette solution

est diluée pour obtenir une gamme de 8 points en double de 8 a 950pg/ml (figure 18).
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Figure 18 : Courbe étalon du dosage de TXB..
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Echantillons

Les sérums sont dilués au 1/500°™ avec du tampon EIA ; les échantillons sont analysés en simple.

Protocole

Des plaques de titration EIA pré-nappée d'un anticorps monoclonal sont utilisées pour réaliser ce
test. Dans chaque puits sont distribués 50ul de tampon EIA (blanc), de solution étalon (gamme), ou
d'échantillon (test), plus 50ul de traceur et 50ul d'antisérum. Les plaques sont recouvertes d'un film
plastique adhésif et incubées 18 heures d 4°C. Aprés incubation, les puits sont vidés et rincés
plusieurs fois avec 250ul de fampon de ringage. Les puits sont ensuite remplis de 2004l de la solution
de coloration de Ellman. Les plaques sont recouvertes de leur film plastique adhésif et laissées dans le
noir a fempérature ambiante pendant 90 minutes. Apres réaction, les plaques sont placées dans un
lecteur optique réglé a 405nm. La concentration de TXB, est déterminée par comparaison avec la

gamme étalon.

4.2.1.7 Analyses des lipoprotéines plasmatiques

Les concentrations de cholestérol et de triacylglycérols circulants sont mesurées dans le plasma
et dans les sous-classes de lipoprotéines plasmatiques par dosage enzymatique en utilisant une trousse
d'essai "Triglyceride GPO-PAP and Cholesterol CHOD-PAP" (Roche Diagnostic, Mannheim, D).

Les lipoprotéines plasmatiques sont fractionnées par ultracentrifugation séquentielle a 4°C sur
une ultracentrifugeuse (Beckman TL-100, Beckman Instruments Inc., Fullerton, CA) équipée d'un
rotor a angle fixe (TLA-100.2, Beckman Instruments Inc.) (Havel et a/, 1955). La fraction LDL est
recueillie dans une gamme de densités comprises entre 1,019 et 1,063g/ml et la fraction HDL a des
densités supérieures a 1,063g/ml. La séparation subséquente des sous-populations est réalisée par
ultracentrifugation isopychique (Chapman et al., 1988) de la fraction (d = 1.019 - 1.063g/ml) isolée
précédemment.

Brievement, la fraction LDL est ajustée a d = 1,040g/ml (dilution avec H,O) et déposée en couche
entre des solutions de bromure de potassium de différentes densités [d = 1.019g/ml (1ml), 1.025g/ml
(3ml), 1.040g/ml (3ml fraction LDL), 1.054g/ml (3.5 ml) et 1.085g/ml (Iml)], puis centrifugée pendant
40 heures a 40 000 tours/mn a 4°C (Ultracentrifugeuse Beckman XL-100K munie d'un rotor SW41Ti,
Beckman Instruments). Une solution dense de bromure de potassium (1,29g/ml) est alors injectée par
le fond du tube (Pompe péristaltique 2232 Microperpex S, LKB, Bromma, Suede) et 25 sous-fractions
(450pl chacune) de densités croissantes sont récupérées par le sommet du tube. La densité et le taux
de cholestérol sont mesurés dans chaque fraction recueillie. Le profil de densité LDL est obtenu en

rapportant le taux de cholestérol versusla densité.
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4.2.1.8 Etudes histologigues des aortes

Solutions

Huile rouge O 0,5% 0,59 huile rouge O
100m| isopropanol

Bleu toluidine 1% 1ml bleu toluidine
100ml Hzo

Protocole

Apres prélevement, les ensembles coeur/aorte sont conservés dans une solution de formaline 10%
pH 7,0 a 4°C. Pour mesurer |'étendue des dépots lipidiques dans la crosse aortique, I'aorte est coupée
le plus prés possible du ceeur d'un coté, et a quelques centimetres de la crosse de |'autre coté.
L'artére est alors débarrassée des tissus adipeux externes et rincée avec la solution de formaline.
Puis |'aorte ouverte sur la face postérieure est trempée 10 minutes dans la solution d'huile rouge O,
puis rincée rapidement dans |'isopropanol 70%, puis dans |'eau distillée, puis colorée rapidement
(quelques secondes) dans la solution de bleu de toluidine. L'aorte est alors ouverte completement et
montée en face entre lame et lamelle dans milieu hydrosoluble (Joris et al, 1983). L'examen
histologique est effectué sous loupe binoculaire, puis microscope a différents grossissements selon

les besoins.

4.2.19 Statistigues

Une analyse de variance a été effectuée sur les résultats grdce au logiciel StatGraphics®
(Version 5.1, Sigma plus, F). Dans les cas appropriés, les comparaisons des moyennes ont été effectués
selon le test de Bonferroni (sauf exception duement signalée). Une valeur de P< 0,05 est considérée

comme significative ; une valeur de P< 0,01 est considérée comme trés significative.

4.2.2 Résultats
Pendant les 12 semaines d'expérimentation, les animaux ont montré un comportement normal et
ont paru en bonne santé. Les groupes constitués au hasard sont a peu prés identiques quant aux poids
initiaux ; seul le groupe "témoin" montre une différence significative (tableau 15) comparé aux trois
autres groupes. En revanche, la prise de poids des hamsters de ce groupe est parmi les plus fortes,
comparable avec le gain de poids des hamsters des groupes "9¢,117" et "mixte", mais significativement
supérieure a la prise de poids des hamsters du groupe "107,12¢". Les animaux du groupe "9¢,11#' ont

pris plus de poids que ceux des deux autres groupes expérimentaux "107,12¢" et "mixte" (tableau 15).
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Tableau 15 : Données zootechniques de I'expérimentation hamster I.

Groupe n Poids initiaux  Poids finaux Poids foies lipides foies
(9) (9) (9) (mg/9)

Témoin 20 802+068  1209+193°  3,6+0,12° 46,9 +1,77°

Mixte 20 828+075° 120,4+143° 41+0,12° 48,9 +0,80°

10t12¢ 20 837+090° 1189+1.22° 44+0,13° 477 +1,67°

9c 11t 20 831+108° 1251+ 1,74° 41+0,19%° 476 +1,96°

valeurs = moyennes * s.e.m. ; différents exposants dans une méme colonne indiquent des différences
significatives (P< 0.05).

Les poids des foies des hamsters du groupe "témoin" et "9¢,117' ne sont pas significativement
différents (tableau 15) ; les poids des foies du groupe "témoin" sont significativement différents de

ceux des groupes "107,12¢" et "mixte".

4.2.2.1 Analyses des lipides hépatigues

Classes de lijpides hépatigues.

Les teneurs en lipides des foies des hamsters expérimentaux représentent respectivement 4,9%
de I'organe (p/p) pour le groupe "mixte" (hamsters ayant consommé le mélange des isoméres 18:2
9,c11t/ 10112¢), 4,8% pour le groupe "10%,12¢" (hamsters ayant consommé |'isomere 18:2 10#,12¢),
4,8% pour le groupe "9¢,117' (hamsters ayant consommé |'isomére 18:2 9¢,117), et 4,7% pour le groupe
"témoin". Aucune différence significative n'est observée entre les quatre groupes en regard de la

teneur en lipides du foie (tableau 15).
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Figure 19 : Composition (mg lipides / g foie) des classes de lipides hépatiques (barres = 2 s.e.m.).
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La répartition de chaque classe de lipides hépatiques aprés 12 semaines de régime
hypercholestérolémiant est présentée figure 19 pour chaque groupe de hamsters. Les régimes ne
semblent pas affecter significativement la distribution des lipides hépatiques. Seuls les TAG des
groupes "107,12¢" et "mixte" montrent une légére hausse, mais pas significative, comparés aux TAG
des groupes "témoin" et "9¢,117'. Cette légere augmentation des TAG se fait au détriment d'une

baisse (non significative) des esters de cholestérol (résultats détaillés en annexe III.2).

Composition en acides gras des ljpides hépatigues des différentes classes

La figure 20 montre les variations des principaux acides gras hépatiques induites par les trois
régimes expérimentaux en comparaison avec le régime "témoin". Les résultats détaillés sont donnés en
annexe IIT.3-5.

La composition en acides gras des lipides des différentes classes des foies des hamsters ayant
consommé |'acide ruménique ne présente que quelques différences avec celle des animaux du groupe
"témoin". En revanche, la comparaison des groupes ayant regu |'isomére 18:2 10#,12¢ ("10112¢" et
"mixte") versus groupe "témoin" montre de nombreuses différences significatives. La comparaison des
groupes expérimentaux "9¢117' versus "10112¢" et "mixte" laisse également apparditre de

nombreuses différences significatives.

Dans les phospholipides, |'addition dans la ration de I'isomere 18:2 10#,12¢ (groupe "107,12¢")
s'accompagne de |'augmentation des niveaux d'acides gras saturés, notamment de |'acide stéarique
(18:0), et de la baisse des acides gras poly-insaturés a |'exception des acides 22:4 n-6 et 22:5 n-6 qui
augmentent. Le régime "mixte" provoque les mémes variations que celles observées pour |'isomere
18:2 107,12¢ seul. La présence d'acide ruménique dans la ration (groupe "9¢,117") induit une diminution
des proportions d'acide oléique (18:1 9¢ (n-9)) (cf. annexe III.3).

Dans les triacylglycérols, les régimes "10¢,127' et "mixte" ont sensiblement les mémes effets :
augmentation des proportions d'acides gras saturés, notamment de |'acide palmitique (16:0), et baisse
des acides gras poly-insaturés, et notamment de |'acide linoléique (18:2 9¢,12¢ (n-6)). Le régime
"9¢,111" entrdine une baisse de |'incorporation d'acide oléique (18:1 9¢ (n-9)) dans les TAG et dans une
moindre mesure de quelques acides gras a longues chdines poly-insaturés (cf. annexe III.4).

Dans les esters de cholestérol, |'isomere 18:2 104,12 ¢ (groupe "10+,12¢) provoque une baisse des
proportions en acides mono-insaturés 16:1 9¢ et 18:1 9¢ compensée par |'augmentation des acides
saturés 16:0 et 18:0. Les hamsters du groupe "9¢,117' ne montrent pas de différence significative
dans la composition des esters de cholestérol comparés aux hamsters témoins. Une grande variabilité
intra groupe est observée dans la répartition des acides gras dans les esters de cholestérol pour les

deux groupes ayant consommé |'isomere 18:2 10#,12¢ (groupes "10#,12¢" et "mixte")(cf. annexe III.4).
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Figure 20. Variations des principaux acides gras des
différentes classes de lipides hépatiques des
hamsters expérimentaux ("9c11t”, "10t12c", et
"mixte") comparés aux hamsters témoins (groupe

"témoin").

Les données présentées sont les moyennes de cing
déterminations par groupe et sont rapportées en % d'acides gras
totaux (g AG/100g AGTX).

Les chiffres en abscisses donnent une indication de I'échelle
pour chaque acide gras considéré. Les chiffres dans les schémas
donnent la valeur de I'acide considéré pour la classe lipidique
considérée (PL, phospholipides; TAG, triacylglycérols; EC, esters
de cholestérol) pour les hamsters du groupe témoin en % (p/p).
Ce taux est considéré comme le point "0" de |'ordonnée.

(a,b,c) différents sur les

Des exposants histogrammes

témoighent de différences significatives entre groupes

expérimentaux (P<0,05). Un astérisque (*) indique une

différence significative par "témoin"

(P<0,05).

rapport au groupe

Régime CLA 10t,12¢

Régime Mixte

Acides gras conjugués dans les classes de lipides hépatigues

Aucun isomere conjugué de l'acide linoléique n'a été mis en évidence dans les différentes

fractions des lipides hépatiques du groupe "témoin".

L'acide ruménique 18:2 9¢,11# semble mieux incorporé dans les différentes classes de lipides que

I'isomere 18:2 107,12¢ (tableau 16). Pour I'acide ruménique, les taux d'incorporation les plus élevés

sont notés dans les triacylglycérols et les esters de cholestérol. Cependant, les taux d'incorporation

de cet acide gras dans les phospholipides sont plus élevés que les taux d'incorporation de |'isomere
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18:2 107,12¢ dans les diverses classes de lipides. Cet isomere 18:2 107,12¢ est principalement

incorporé dans les triacylglycérols.

Tableau 16 : Incorporation (% pds/pds) d'acides gras conjugués dans les classes de lipides hépatiques.

PL TAG EC

9c,11+ 10#,12¢ mixte 9c,11+ 10#,12¢ mixte 9¢,11+ 10#,12¢c mixte

16:2 conj. - 0,03 0,01 - 0,05 0,05 - - -
18:2 9¢,11+ 179" 003? 0,91° 443" 0072 2,07° 557 025 2,15
18:2 10t,12¢ - 093!  0,48? 003" 1572 075 - 0,37 0,24
18:2 ¢,c 007" 001! 007 0,24° 006> 0,13% 0,42 - -
18:2 t,¢ 0,11° 0,04°>  0,05° 0,25 0,18 017 036° 007° 016°
18:3 conj. - 031" 019° 011 0322 0371 - - -
20:3 conj. 005" 0,19%¢ 012%* 039" 011% 0,24" - - -
20:4 conj. 003" 0222 0,10° - 0,01 - - - -

Pour une classe de lipides (PL, phospholipides; TAG, triacylglycérols; EC, esters de cholestérol), les valeurs (moyennes de
5 déterminations) ayant différents exposants lettrés sont significativement différentes (P<0,05) et différents
exposants chiffrés sont treés significativement différentes (P< 0,01). * ces deux valeurs sont en limite de signification
statistique (P= 0,06). conj. = conjugués.

Les isoméres conjugués en 18:3 et 20:3 issus de |'acide ruménique (18:2 9¢,117) sont observés
uniquement dans les triacylglycérols alors que les métabolites 18:3 et 20:3 de |'isomeére 18:2 10#,12¢
sont aussi retrouvés dans les phospholipides dans les mémes ordres de grandeur. Pour le groupe
"9c,111", les taux de 20:3 conjugués des triacylglycérols sont plus élevés que les taux de 18:3 ; pour le
groupe "107,12¢" ces proportions sont inversées. Le groupe de hamsters ayant regu le régime "mixte"
montre dans les ftriacylglycérols des teneurs en isoméres 18:3 équivalentes a celles du groupe
"101,12¢" et des taux de 20:4 conjugués intermédiaires entre celles des groupes "9¢,11#' et "10#,12¢".
Le groupe "mixte" a aussi des isoméres conjugués 18:3 et 20:3 dans les phospholipides, mais en plus
faibles quantités que le groupe "10#,12¢" ; de plus, ces isoméres conjugués 18:3 et 20:3 semblent
mieux incorporés dans les TAG que dans les PL pour ce groupe "mixte". L'isomere 18:2 107,12 ¢ induit

également des métabolites en 20:4 conjugués dans les phospholipides.

4.2.2.2 Production de PGI; par la paroi aortigue

Les résultats du dosage de la 6-keto-PGF, dans les milieux d'incubation des aortes sont illustrés

par la figure 21 (résultats détaillés en annexe IIL.6).
Les différents régimes n'ont pas influencé la production aortique de PGI, lors de cette

expérimentation. Les teneurs en 6-keto-PGF;, mesurées dans le milieu d'incubation ne montrent en

effet pas de différence significative entre les quatre groupes. Des taux Iégerement, mais pas
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significativement, plus faibles pour le groupe 10#,12¢ sont notés en comparaison avec les résultats

obtenus pour les autres régimes.
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Figure 21 : Production de 6-keto-PGFy, par la paroi aortique. (barres = 2 s.e.m.).

4.2.2.3 Concentration en PGIL, plasmatique

Les résultats du dosage de la 6-keto-PGFy, dans le plasma sont présentés illustrés par la figure
22 (résultats détaillés en annexe III.6). Aucune différence significative n'est relevée dans les
teneurs en 6-keto-PGF;, dans les plasmas des hamsters des quatre groupes ayant regu les différents
régimes. Une trés légere, mais pas significative, baisse de production de PGI, plasmatique est

observée chez les animaux ayant consommé |'isomere 18:2 10t,12¢.
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Figure 22 : Production de 6-keto-PGF;, plasmatique (barres = 2 s.e.m.).
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4.2 2 4 Concentration en TXA» sérigue

Les résultats du dosage de TXB; dans le plasma sont illustrés par la figure 23 (résultats détaillés

en annexe IIT.6).
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Figure 23 : Production de TXB, sérique (barres = 2 s.e.m.).

L'analyse de variance ne révele aucune différence significative dans les taux de TXB, mesurés
dans les quatre groupes de hamsters. Des teneurs plus fortes , mais pas significativement, sont
observées pour le groupe ayant regu |'isomeére 18:2 107,12¢ et le groupe ayant regu le mélange 18:2
9¢,111/10#,12¢ que pour le groupe témoin et le groupe ayant regu |'acide ruménique seul (18:2 9¢,117).
Dans ces deux groupes ("10712¢" et "mixte"), de tres fortes variations entre individus sont
observées, avec des écarts de 6,60 a 77,40 ng TXB,/ml (s.e.m. = 8,4) pour le premier groupe et de

12,18 a 82,19 ng TXB,/ml (s.e.m. = 8,8) pour le deuxieme (annexe III.6).

4.2.2.5 Analyses des lipoprotéines plasmatigues

Une grande dispersion des résultats individuels (grande variabilité intra groupe) est observée
dans les résultats des dosages de cholestérol des différentes fractions de lipoprotéines plasmatiques
d I'exception des résultats obtenus pour les animaux non-hypercholestérolémiés. Les résultats des
analyses de triacylglycérols et de cholestérol plasmatiques sont données en mM/| et en mg/dl dans le
tableau 17 afin de comparer nos résultats avec ceux de la littérature ol ces deux unités sont
indifféremment utilisées selon les auteurs.

Les concentrations de triacylglycérols plasmatiques sont significativement plus élevées (P< 0,05,
test de Bonferroni) chez les hamsters ayant regu le mélange (groupe "mixte") que pour le groupe

"témoin" (+79%). Les taux de triacylglycérols plasmatiques des hamsters des groupes "9¢117' et
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"107,12¢" augmentent également comparés au groupe "témoin" (respectivement +11% et + 22%), mais

ces différences ne sont pas statistiquement significatives (tableau 17).

Tableau 17 : Concentrations en triacylglycérols totaux et cholestérol plasmatiques (mM/1).

Régimes n TAG cT C-HDL C-LDL C-sdLDL CT/C-HDL

Témoin 7 086+0061° 465+0247° 303+0,185"° 0,74+0106° 032+0056° 154+0,038°

(74,8 + 5,29) (180,0 + 9,57) 17,3+ 7,15) (28,6 +4,11)

Mixte 7 154+0,164° 4,28+0,340° 2,66+0,2212°° 057 +0,053%° 024+0,038% 162 +0,030°
(134,3 + 14,28) (1656 + 13,18) (1028 +82) (219+204)

10t12¢ 7 104+0114°® 3,80+0,232°" 2,49+0,163* 053 +0,067°° (16 +0,042°° 153 +0031°
(91,1+9,95) (147,2 + 8,97) (96,3 + 6,32 ) (20,6 +2,60)

9c,11t 9* 095+0,130° 300+0432° 182+0,281° 033+0046° (007+0014° 169 +0,087°
(83,3 +11,32) (116,0 + 16,71) (70,5 + 10,89) (125+177)

Valeurs = moyenne (M) + standard erreur sur la moyenne (s.e.m.) ; différents exposants dans une méme colonne indiquent des
différences significatives (P < 0.05 ; test de Bonferroni) ; * sauf pour sdLDL n = 6. Les valeurs entre parenthéses en italigue
sont converties en mg/dl.

Il n'y a pas de différence significative des taux de cholestérol total (CT) et de cholestérol HDL
(C-HDL) entre les groupes "témoin", "mixte", et "10#,12¢", malgré une Iégere tendance a la baisse pour
les deux groupes expérimentaux comparés au "témoin". En revanche, les teneurs en cholestérol total
et HDL des hamsters ayant regu une ration supplémentée en acide ruménique ("9¢117') sont
significativement plus basses (respectivement-35% et -40%) que celles des animaux du groupe
"témoin" (P« 0,05). Aucune différence significative n'est notée dans les rapports CT/ C-HDL entre
les groupes expérimentaux, inclus le groupe "témoin" (tableau 17).

Malgré une légere baisse des concentrations plasmatiques du cholestérol LDL (C-LDL) des
hamsters ayant consommé |'isomere 18:2 10#,12¢ ou le mélange 18:2 107,12¢/9¢,11# (respectivement -
23% et -28% en moyenne), il n'y a pas de différence significative entre les taux de C-LDL des
animaux de ces deux groupes et ceux mesurés chez les hamsters "témoin". Cependant, les
concentrations plasmatiques de C-LDL sont significativement plus faibles chez les hamsters du groupe
"9c,117" (-56%) que chez les hamsters du groupe "témoin" (P< 0,05) (tableau 17).

Les taux de cholestérol dans la sous-fraction des LDL petites et denses (C-sdLDL) ne sont pas
significativement différents entre les groupes "témoin", "10#12¢", et ‘mixte" (P< 0,05, test de
Bonferroni) ; cependant, les deux groupes expérimentaux ('10712c" et ‘mixte") montrent une
certaine tendance a la baisse du cholestérol sdLDL (-25% et -49% en moyenne) comparés au groupe
"témoin" (tableau 17). Les taux de cholestérol sdLDL des hamsters ayant consommé |'acide ruménique
(groupe "9¢,117") sont significativement plus bas (-72%) que ceux mesurés pour les animaux du groupe

"témoin" (P< 0,05, test de Bonferroni) (tableau 17).
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La figure 24 illustre les résultats obtenus lors des dosages du cholestérol et des triacylglycérols

plasmatiques.

6,0
O Chol -
50 TT = ChOl + L
E Mixte
T M 10t,12¢
40 —
M 9c 11t
2
~
= 3,0
- 1
20 |
1,0
O’O ; ’ i ; FI%E_
TAG TC HDL LDL sdLDL

Figure 24 : Distribution des triacylglycérols totaux et du cholestérol plasmatiques chez les
hamsters des différents groupes de régimes (barres = 2 s.e.m.).

Les analyses des parametres plasmatiques des animaux ayant consommé uniquement des
croquettes pour rongeurs (groupe "chol =", hamsters normo-lipidiques et normo-cholestérolémiques)
montrent des résultats similaires a ceux obtenus chez les animaux hyper-cholestérolémiés (groupe
"témoin") pour les taux de cholestérol total (4,70mM/| soit 181,7 mg/dl) et de cholestérol LDL
(0,81 mM/| soit 31,3 mg/dl), mais des différences significatives pour les taux de triacylglycérols
(1,44 mM/| soit 128,8 mg/dl), de cholestérol HDL (2,44 mM/L soit 94,4 mg/dl), et pour les rapports
TC/C-HDL (1,92) (P< 0,05, test de Bonferroni). La teneur en cholestérol de la sous-fraction des LDL
petites et denses est particulierement plus élevée (0,32 mM/I) chez les hamsters
hypercholestérolémiés comparés aux animaux non-hypercholestérolémiés (0,09 mM/I, différence tres

significative, P< 0,01).

4.2.2.6 Etude histologigue des aortes

Les études histologiques des parois internes des aortes dans la région de la crosse aortique n'ont
révélé aucune Iésion anatomo-pathologique liée ou non a un dépadt lipidique intra-intima pour aucun des

hamsters des quatre groupes d'animaux hypercholestérolémiés.

90



EXPERIMENTATION HAMSTER I - DISCUSSION

4.2.3 Discussion.

Au cours des années 90, de nombreuses études ont rapporté les résultats d'explorations des
propriétés biologiques des isoméres conjugués de |'acide linoléique sur le métabolisme lipidique ef,
notamment de |'implication de ces acides gras particuliers dans le processus de |'athérogenése, aussi
bien quant a leur action sur les paramétres plasmatiques, considérés comme des facteurs de risques
(cholestérol lipoprotéique), que sur les dépots lipidiques aortiques, témoins d'athérogenése précoce
(De Deckere et al., 1999 Khosla et Fungwe, 2001; Kritchevsky, 1995; Kritchevsky et a/,, 2000; Lee et
al, 1994; Munday et al, 1999; Nicolosi et al, 1997; Risérus et al, 2001; Rudel, 1999; Sher et al,
2003; Wilson et al, 2000). Cependant, toutes ces études expérimentales ont utilisé des mélanges
d'acides linoléiques conjugués contenant majoritairement |'acide ruménique 18:2 9¢,117 et |'isomere
18:2 107,12¢ en quantités quasi équipondérales (ces deux acides gras sont les principaux isomeres
obtenus par synthése chimique des acides linoléiques conjugués a partir de |'acide linoléique). Seule
I'étude de De Deckere et al. (1999) utilisait les deux isomeéres purifiés, lors d'une expérimentation
sur hamsters.

Récemment, |'équipe de Sébédio (Gnadig, 2002; Sébédio et al, 2001; Sergiel et al, 2001) a
entrepris une série d'études destinées a différencier les propriétés biologiques spécifiques de chacun
de ces deux isomeres conjugués de |'acide linoléique 18:2 9¢,11t et 18:2 10#,12¢, et leur implication
métabolique propre. Le présent travail s'inscrit dans cette série d'études menées par ce groupe de
recherches, focalisant notre intérét sur |I'acide ruménique, isomére quantitativement le plus présent
dans notre alimentation via les produits laitiers. Le régime "mixte" est destiné a comparer nos
résultats a ceux précédemment publiés et le régime "107,12¢" & comparer entre eux les effets des
deux principaux isomeres conjugués de |'acide linoléique obtenus par synthese chimique.

Dans le méme temps, d'autres équipes s'intéressaient d une problématique proche de la ndtre,

preuve de |'intérét suscité par ce sujet (Gavino et al., 2000; Sher et al, 2003; Valeille et a/,, 2004).

4.2.3.1 Analyse des lipides hépatigues

L'impact des acides linoléiques conjugués sur le métabolisme hépatique des lipides a fait |'objet
de quelques études et publications aussi bien sur la répartition en classes de lipides que sur la
composition en acides gras des différentes classes, et |'incorporation des acides linoléiques conjugués

dans ces lipides hépatiques.

Classes de lijpides
Billet et a/ (2000) et Lock et a/. (2005) rapportent que le hamster répond a un régime riche en
cholestérol par une forte augmentation de ses réserves hépatiques en esters de cholestérol, de

maniere dose-dépendante. Cette augmentation des taux d'esters de cholestérol est cependant
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modulée par le type d'acides gras du régime. Malgré un régime riche en cholestérol et acides gras
saturés, nous n'observons pas dans notre expérimentation une forte augmentation des teneurs en

esters de cholestérol hépatiques.

Quant a l'impact des ALC sur la distribution lipidiques hépatiques, Sébédio et a/. (2001)
rapportent que des rats nourris avec un régime supplémenté avec du 18:2 107,12 ¢ ou avec un mélange
104,12¢/9¢,11¢, voient leurs taux de triacylglycérols et d'esters de cholestérol hépatiques diminuer,
comparés a un lot de rats témoins. L'acide ruménique provoque également une Iégére baisse, non
significative, des taux de triacylglycérols, mais une augmentation significative des teneurs en esters
de cholestérol. Sébédio et al. (2001) suggerent que la diminution des triacylglycérols hépatiques peut
étre due soit a |'excrétion de ces lipides hors du foie, soit a la baisse de leur libération par les
hépatocytes. Ces résultats sont confirmés par Brown et a/. (2001) sur cultures primaires de cellules
vasculaires issues de tissu adipeux humain : le taux de triacylglycérols diminue quand la concentration
en 18:2 101,12¢ augmente, alors que le taux de triacylglycérols augmente avec les teneurs en acide
ruménique. Ces mémes auteurs montrent que la lipogenese a partir du glucose est ralentie par la
présence de |'acide linoléique conjugué 107,12¢.

Les résultats obtenus lors de notre expérimentation sont quelque peu discordants avec ceux
précédemment rapportés, puisque les taux de triacylglycérols augmentent |égerement (non
significativement) pour les hamsters ayant consommé |'isomere 18:2 107,12¢ (pur ou en mélange).
Cependant, |'augmentation des taux de triacylglycérols hépatiques provoque une augmentation
significative des taux de triacylglycérols circulants pour les animaux ayant regu |'isomere 18:2
10#,12¢, pur ou en mélange. Les différences de résultats entre |'expérimentation de Sébédio et al.
(2001) et la présente étude peuvent tre dues soit a la différence d'espéce (rat versus hamster) soit
d la différence de régime (normo-lipidique versus hypercholestérolémiant). Malheureusement nous
n'avons trouvé aucune donnée sur |'espéce hamster dans ce domaine dans la littérature.

Par ailleurs, les taux d'esters de cholestérol diminuent significativement pour les groupes
"107,12¢" et "mixte", et augmentent pour le groupe "9¢117', confirmant les résultats obtenus par
(Sébédio et al, 2001) chez le rat. De plus, chez le hamster comme chez le rat, les teneurs en
phospholipides ne montrent pas de différence significative entre les trois groupes expérimentaux et

le groupe témoin.

Composition en acides gras des ljpides hépatigues
Belury et Kempa-Steczko (1997) ont montré que I'ingestion d'un mélange d'isomeres conjugués
de I'acide linoléique pouvait modifier la composition en acides gras de plusieurs classes de lipides du

foie chez la souris. Les acides linoléiques conjugués semblent incorporés dans les triacylglycérols aux

92



EXPERIMENTATION HAMSTER I - DISCUSSION

dépens de |'acide linoléique. Ces auteurs observent une augmentation des taux d'acide oléique (18:1
9¢) et une baisse des taux d'acide arachidonique (20:4 n-6) dans les triacylglycérols des rats
consommant un mélange d'isoméres conjugués de I'acide linoléique 43% 9¢,111, 45% 101,12¢).

Chez le hamster, nous observons une hausse des teneurs en acide arachidonique et une baisse de

I'acide oléique dans les triacylglycérols.

Li et Watkins (1998) suggerent que les acides linoléiques conjugués pourraient inhiber la A9-
désaturase ; ceci est confirmé /n vivo par Bretillon et al. (1999) sur la A9-désaturation de I'acide
stéarique (18:0) en utilisant des microsomes hépatiques de rats. Park et a/ (2000) montrent que
I'isomeére 18:2 10#,12¢ est seul capable d'inhiber la stearoyl-CoA désaturase hépatique, les isomeres
18:2 9¢ 11t et 91,111 ne présentent aucune activité inhibitrice contre cette enzyme. Cette inhibition
de la A9-désaturase par |'isomere 18:2 104,12 ¢ est également démontrée au niveau de la synthese de
novo mammaire (Baumgard et a/., 2000). Sébédio et a/. (2001) confirment que |'ingestion de |'isomére
18:2 101,12¢ chez le rat provoque |I'augmentation des acides gras saturés (16:0 et 18:0) dans les trois
classes de lipides du foie au détriment des taux d'acides gras mono-insaturés A9 (16:1 et 18:1) ; cet
effet n'est pas observé pour |I'acide ruménique 18:2 9¢,11+.

Nos résultats semblent corroborer ceux de ces derniers auteurs. Dans toutes les classes de
lipides, les taux d'acides gras mono-insaturés baissent significativement au profit des acides gras
saturés chez les animaux ayant consommé |'isomere 18:2 10#,12¢, comparés aux hamsters du groupe
"témoin". L'effet est plus marqué pour les hamsters ayant regu 1% de cet isomére que pour ceux
ayant regu 0,5% (1% mélange 18:2 10t12¢/ 9¢11t+ 50:50 p/p). L'effet est plus important pour les
esters de cholestérol que pour les triacylglycérols. Cet effet n'est pas remarqué pour |'acide

ruménique.

Des modifications importantes sont également observées pour les taux d'acides gras poly-
insaturés a longues chdines n-6 et n-3. Plusieurs auteurs (Li et Watkins, 1998; Stangl, 2000) montrent
qu'un mélange d'isomeres conjugués de |'acide linoléique (9¢,117 / 101,12¢) augmente les proportions
d'acides gras poly-insaturés n-3 a trés longues chdines dans les phospholipides hépatiques et dans
d'autres lipides de divers tissus chez le rat, simultanément a la baisse d'acide linoléique (18:2 9¢,12¢
n-6) et d'acide arachidonique (20:4 n-6). Ces résultats sont confirmés par Sébédio et a/. (2001) qui
montrent que cet effet est di a l'isomere 18:2 10#12¢. Ces auteurs rapportent également une
augmentation des taux d'acides gras d longue chdine (€22) de la famille des n-6.

Chez le hamster hypercholestérolémié, nos résultats coincident avec ceux rapportés chez le rat
pour les acides gras poly-insaturés n-6, mais divergent pour les n-3. Cependant, les altérations du

métabolisme lipidique ne sont notées que pour |'isomére 18:2 107,12¢, I'acide ruménique ne semble pas
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provoquer de désordre, comparé a |'acide oléique (groupe "témoin"). Cette observation est a
rapprocher des perturbations remarquées dans le métabolisme des éicosanoides (méme si |'effet

n'est pas statistiquement significatif).

Incorporations des ALC

Les deux isoméres sont incorporés dans les trois classes de lipides (triacylglycérols,
phospholipides, et esters de cholestérol), mais de fagons différentes. Kramer et al. (1998) observent
que |'acide ruménique est beaucoup mieux incorporé que |'isomere 18:2 107,12 ¢ dans toutes les classes
de lipides du foie et du coeur de porcs ayant consommé un mélange d'acides linoléiques conjugués
(35% 9c11t, 25% 101,12¢). Belury et Kempa-Steczko (1997) montrent que les acides linoléiques
conjugués sont incorporés dans les phospholipides au détriment de |'acide linoléique (18:2 n-6) et dans
les triacylglycérols aux dépens de |'acide arachidonique (20:4 n-6). Dans la présente étude,
I'utilisation d'isoméres purs permet de montrer que ceci est vrai pour |'isomere 18:2 10#,12¢, mais
faux pour |'acide ruménique. Il n'y a pas de différence significative d'incorporation dans les

phospholipides du 18:2 n-6, ni du 20:4 n-6 entre le groupe "témoin" et le groupe "9¢,117".

L'acide ruménique est principalement incorporé dans les triacylglycérols et les esters de
cholestérol, ce qui confirme les résultats antérieurs obtenus chez le rat (Chardigny et a/, 2003b;
Sébédio et al, 2001). Des métabolites supérieurs de |'acide ruménique, 18:3 et 20:3 conjugués, sont
également retrouvés dans les triacylglycérols ; Berdeaux et a/. (2002) et Juanéda et Sébédio (1999)
rapportent |'identification du 20:3 8¢,11¢,13+ dans des triacylglycérols. Dans les esters de
cholestérol, aucun métabolite de I'acide ruménique n'est mis en évidence. L'acide ruménique est
également, dans une moindre mesure, incorporé dans les phospholipides, mais dans cette classe de
lipides, ses métabolites a longues chdines poly-insaturées ne sont pas détectés.

L'isomére 18:2 10#,12¢ est globalement moins bien incorporé dans les trois classes de lipides que
I'acide ruménique. Ses métabolites ne sont pas détectés dans les esters de cholestérol, comme |'acide
ruménique. En revanche, il est converti en 18:3 conjugués qui sont identifiés a la fois dans les
triacylglycérols et dans les phospholipides. Cependant, la bioconversion en 20:3 conjugué est treés
faible, contrairement a ce qui est observé pour |'acide ruménique. Cet isomere 18:2 107,12¢ est
également transformé en 16:2 conjugué dont les doubles liaisons sont probablement en positions A8 et
A10 (Sébédio et al, 2001).

Ces différences suggerent que les deux isoméres conjugués de |'acide linoléique sont métabolisés

par des vois enzymatiques différentes (Banni et a/,, 2001).
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4.2 3.2 Acides linoléigues conjuqués et production de prostanoides

Le contrdle de I'agrégation plaquettaire appardit &tre un équilibre complexe entre deux
prostanoides : la prostacycline (PGI;) inhibe |'agrégation plaquettaire, et le thromboxane A, (TXA;)
qui provoque leur agrégation. Ces deux é€icosanoides (PGI, et TXA;) ont pour précurseur commun la
prostaglandine PGH;, qui est convertie en TXA; dans les plaquettes stimulées et en PGI, dans les
parois artérielles. Le développement de thrombose est un déséquilibre entre ces deux activités

(Tapiero et al, 2002).

Acide Linoléique 18:2 n-6

6-désaturase

A Acides Linoléiques Conjugués
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\, ?
élongase .

Acide 20:3 n-6

AB-désaturase

Acide Arachidonique 20:4

5-lipoxygénase cycloxygéna

Prostaglandine 62

—_— d d
15-OH PGE2 Y‘ operoxydes
Prostaglandine H2

Leucotriénes

thromboxane
synthétase

aglandine

Prostaglandine E2
synthétase

prostacycline
synthétase
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Figure 25 : Schéma simplifié de biosynthése des éicosanoides.

La PGH, est synthétisée dans les membranes cellulaires a partir de |'acide arachidonique (20:4 n-
6) fourni sous forme de phospholipides, acide arachidonique lui-méme dérivé d'élongations et de
désaturations de |'acide linoléique (figure 25) (Mahfouz et a/, 1980). Il était donc naturel de penser
que les isomeres conjugués de |'acide linoléique pouvaient perturber ce métabolisme puisqu'ils sont
susceptibles d'élongations et de désaturations par les mémes voies métaboliques (Banni et Martin,
1998; Banni, 2002; Sébédio et al., 1997) et par la méme participer a un déséquilibre des rapports PGI,
/ TXA;.

De plus, lors du développement de |'athérosclérose, les plaquettes sanguines adhérent aux parois
des vaisseaux sanguins et contribuent a I'athérogenése par la libération de facteurs de croissance

(Ross, 1993). L'intervention des acides linoléiques conjugués au niveau du métabolisme des
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prostaglandines pro-inflammatoires et agrégantes pourraient expliquer d'éventuelles propriétés anti-
thrombotiques et en conséquence anti-athérogénes (Liu et Belury, 1998; Truitt et al, 1999), les
inhibiteurs de TXA; synthétase et les agonistes de la prostacycline PGI, réduisant |'athérosclérose

précoce chez le hamster hyperlipidémique (Kowala et a/,, 1993).

L'influence des acides linoléiques conjugués sur la formation des éicosancides a déja été étudiée
et a fait I'objet de plusieurs publications parfois contradictoires. Li et Watkins (1998) montrent que
la supplémentation d'un mélange d'acides linoléiques conjugués (18:2 9¢,117 et 107,12 ¢ équipondéral)
provoque une baisse de production ex vivo dans des cultures de tissus osseux de PGE;, prostaglandine
régulant la construction et la reconstruction osseuse. Selon ces auteurs, les acides linoléiques
conjugués réduiraient les concentrations d'acides gras de la famille n-6 et augmenteraient les
concentrations des acides gras n-3 dans tous les tissus ; or, la baisse du rapport n-6/n-3 réduit la
production de PGE,. Harris et a/. (2001) rapportent des baisses de productions de PGF;, et PGE; chez
la rate gestante quelque soit le rapport n-6/n-3 lors de consommation de mélange d'acides linoléiques
conjugués (30% 9,11, 30% 10,12, et 30% 8,10 et 11,13). Il semble cependant que I'inhibition de la
synthése de ces deux prostaglandines soit aggravée quand les rapports n-6/n-3 augmentent. Liu et
Belury (1998) observent également une baisse des taux de PGE; dans les kératocytes chez des souris
nourries avec une ration contenant un mélange d'isomeres conjugués 18:2. Lors d'une expérimentation
in vitro (Truitt et al, 1999), il est observé que |'incubation de plaquettes humaines isolées dans un
milieu en présence d'un mélange d'acides linoléiques conjugués inhibe la formation de thromboxane
TXA; pro-agrégant. Ces auteurs mesurent une baisse des taux de [**C]-TXB, produite a partir d'acide
arachidonique marqué au *C en présence d'acides linoléiques conjugués. Récemment, Bulgarella et al.
(2001) ont rapporté |'influence d'isomeéres conjugués de |'acide linoléique sur I'activité de la PGHS :
I'acide ruménique et |'isomeére 18:2 10t,12¢ réduisent |'activité /n vitro de cette enzyme, provoquant
une diminution subséquente de la production de prostaglandines. Les isoméres conjugués possédant
une liaison 11-frans (notamment |'acide ruménique) présentent un pouvoir inhibiteur supérieur aux
autres isoméres conjugués de |'acide linoléique. D'apres ces auteurs, il serait possible que cette
inhibition de la PGHS soit de type compétitif. Gnddig (2002) constate des différences d'activités
entre |'acide ruménique et |'isomere 18:2 10#,12¢ chez le jeune rat. Mais dans ce cas, c'est |'isomere
18:2 107,12¢ qui induit une baisse significative des taux de TXA, et une légére baisse, non
significative, de la PGI; circulante. Mais aucun effet n'est remarqué chez le rat adulte, suggérant que
I'activité est fonction de |'dge.

Lors d'une étude d'intervention chez des femmes (Benito ef a/, 2001a), la prise alimentaire d'un
mélange d'isoméres conjugués de |'acide linoléique n'a perturbé ni le nombre de plaquettes, ni les

fonctions plaquettaires, ni la coagulation. Certains isoméres conjugués de l|'acide linoléique sont
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présents dans les plaquettes des individus ayant regu le mélange d'ALC, mais les taux mesurés dans
les plaquettes sont trés faibles en regard des quantités ingérées ; cette observation n'est cependant
pas étonnante puisque les lipides plaquettaires sont surtout des phospholipides et que les acides gras
conjugués sont peu incorporés dans cette classe de lipides. Il appardit en fait que les acides gras
poly-insaturés non-conjugués et tout-cis sont mieux incorporés dans les plaquettes que leurs
analogues conjugués. Cette étude d'intervention ne donne donc pas les résultats escomptés au vu des
expérimentations animales. Cependant, les auteurs précisent que cette étude a été de durée treés
courte (96 jours) et sur un nombre réduit de sujets (10) adultes, alors que les études sur animaux
sont faites sur des jeunes en croissance, sur des durées plus longues et sur des populations plus
larges ; de plus, les doses rapportées au poids corporel sont plus fortes lors d'expérimentations

animales que lors d'études d'intervention chez I'humain.

Dans la présente étude, aucune différence significative n'est observée entre les quatre groupes
de hamsters quant aux teneurs en prostacycline PGI, plasmatique ou pariétale et en thromboxane
TXA; sérique. Une Iégere baisse de PGI, et une légére hausse de TXA;, mais non significatives, sont
observées pour les animaux ayant consommé |'isomere 18:2 10#,12¢. Une Iégére hausse de TXA; non
significative également et de moindre intensité est également observée chez les animaux du groupe
ayant regu le mélange d'acides conjugués linoléiques. Les résultats obtenus chez le hamster sont donc
quelque peu discordants de ceux obtenus chez le jeune rat (Gnddig, 2002).

Banni (2002) postulent que [|'action des isoméres linoléiques conjugués sur la production
d'éicosanoides peut se faire a frois hiveaux : par compétition avec |'acide linoléique pour les
désaturations et les élongations, et donc sur la disponibilité d'acide arachidonique au final ; en
interférant avec les enzymes de formation d'éicosanoides a partir de |'acide arachidonique (cyclo-
oxygénases, lipoxygénases, et cytochromes P-450) (Bulgarella et a/, 2001) ; par génération
d'éicosanoides issus d'ALC, qui entrent en compétition avec les éicosanoides vrais. La PGI; et le TXA;
ont des effets antagonistes, mais sont issus des mémes voies métaboliques. Si la hausse minime de
TXA; et la légere baisse de PGI, observées dans notre expérimentation pour I'isomere 18:2 10t,12¢
sont attribuables a une quelconque action de cet acide gras sur les enzymes de ces voies
métaboliques, il faut croire que cette action s'exerce différemment dans les cellules pariétales
(production de PGI;) et dans les plaquettes (production de TXA,).

Enfin, les deux isoméres conjugués 18:2 9¢,117 et 18:2 10#,12¢ sont convertis de fagons
différentes (Sébédio et al, 2001), cette observation pourrait expliquer d'éventuelles divergences

d'action de ces deux acides gras sur le métabolisme des éicosanoides.
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4.2 3.3 Analyses des lipoprotéines plasmatigues

Lipoprotéines, métabolisme lipidigue, et maladies cardio-vasculaires

Avant de discuter nos résultats, il nous semble utile de rappeler trés succinctement ici quelques
données de base sur les lipoprotéines et leur implication dans le processus d'athérogenese. Ce
paragraphe a été rédigé a partir de plusieurs articles de synthese écrits par des spécialistes du sujet
(Bonnefont-Rousselot et al, 1998; Combe et a/, 2005; Dacosta, 2002; Dejager et al., 1995; Mallat et
Tedgui, 2004; Ross, 1993; Tedgui et Mallat, 1999).

Les lipides, molécules apolaires et hydrophobes, sont, par nature, insolubles dans le plasma, milieu
aqueux ; dans le sang, les lipides complexes (TAG, EC, CNE, PL ) sont transportées sur des complexes
macromoléculaires : les lipoprotéines). Ces lipoprotéines sont des particules sphériques, ovoides ou
discoides, composées d'une enveloppe polaire et d'un noyau apolaire. L'enveloppe polaire est
constituée de phospholipides, de cholestérol libre, et d'apolipoprotéines jouant un rdle structural
(stabilisation et solubilisation) ou fonctionnel (activateur enzymatique, site de reconnaissance par les
récepteurs cellulaires). Le noyau apolaire contient les lipides neutres, triacylglycérols et cholestéryl
esters d'acides gras. Les lipoprotéines peuvent également contenir les enzymes nécessaires a leur

métabolisme, des glycolipides, des peptides, des sels biliaires, des vitamines, etc.

Selon leur densité, on distingue 5 classes de lipoprotéines (tableau 18) :

- Chylomicrons ;

- Lipoprotéines de trés basses densités (VLDL, very low density lipoproteins);

- Lipoprotéines de densités intermédiaires (IDL,/ntermediate density lipoproteins)
- Lipoprotéines de basses densités (LDL, low density lipoproteins) ;

- Lipoprotéines de hautes densités (HDL, Aigh density lipoproteins).

Les progrés de la biologie ont amené a identifier des sous-classes de lipoprotéines et
d'apolipoprotéines. Sans entrer dans le détail, nous citerons les VLDL 1 de grand diametre et les
VLDL 2 de petit diametre ; les LDL 1 (assimilées aux IDL) et LDL 2, plus grandes et riches en lipides,
et les LDL 3, et LDL 4, plus petites et pauvres en lipides, ainsi que la subdivision en phénotypes LDL du
type B, petites et denses (sdLDL, small dense low density lipoproteins) et les LDL du type A, grandes
et légéres ; les HDL naissantes (pré-B1) ; et enfin la lipoprotéine Lp(a), LDL liée a une glycoprotéine de
grande taille, I'apo(a).

Il appardit donc que, avec |'augmentation de la densité, la taille des lipoprotéines diminue, les
teneurs en triacylglycérols diminuent alors que les taux de phospholipides, de cholestérol libre, et de
protéines augmentent. Les taux de cholestérol estérifié et de cholestérol total atteignent des

maxima dans les LDL.
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Tableau 18 : Caractéristiques des lipoprotéines du plasma humain (Dacosta, 2002).

Chylomicrons VLDL IbL LDL HDL2 HDL3
Densité <0,95 095-1006 1006-1019 1019-1063 1063-1125 1,125-1.210
Diamétre nm 20 - 500 30-70 25 - 30 15 - 28 5-17 5-10
Poids moléculaire 5.10° 7,5.10° 2,5.10° 2,5.10° 3.9.10° 19.10°
1/2 vie 20 - 30 min. 4 - 5 heures < 3 jours 3 -4 jours

Composition (en % massique)

Sl . R~

TAG | | 85 - 90 50 - 65 8-14 3-6

ec B 1-2 8-14 25 - 40 15 - 25
L[| 8-10 16 - 20 18 - 24 18 - 22

cNE || 1-2 7-10 10 - 15 10 - 22
Protéines | | 05-2 3-8 17 - 25 40 - 55

Apolipoprotéines

Familles A B CD,E B.C.E B,.C.E B A CD,E
Majeures B100, B48 B100, CII B100, E B100 AL, AIL
Origine

Foie - Intestins
Intestins Foie Catabolisme VLDL Catabolisme VLDL et
chylomicrons

Fonction majeure

Transport

ipi & T TA

lipides exogénes ranspont‘r G Transport Chol et PL aux tissus  Retour Chol des tissus au foie
(digestion) endogénes

Dans des conditions normo-lipidiques, les LDL entrent et sortent passivement dans les parois
artérielles. Dans la paroi artérielle, les LDL peuvent étre oxydées par des cellules endothéliales, des
cellules musculaires, ou des macrophages. Lorsqu'elles sont modifiées, les LDL sont captées et
catabolisées par des macrophages (monocytes sanguins transformés et intégrés dans la paroi
artérielle pour I'occasion), puis évacuées, notamment par intervention des HDL qui captent leur
cholestérol. Une augmentation importante de la concentration des LDL plasmatiques, notamment
consécutive a un régime alimentaire hyperlipidique, provoque un déséquilibre entre les flux d'entrée a
travers |'endothélium et de sortie a travers la média. La pénétration dans la paroi vasculaire,
inversement proportionnelle d la taille des particules, fait jouer un réle important aux LDL petites et
denses (sdLDL), expliquant |'importance de la quantité et de la qualité des LDL circulantes dans la
formation de la plaque d'athérome. Les LDL s'accumulent dans la paroi vasculaire, augmentant ainsi

les risques d'agressions oxydatives sur ces lipoprotéines. La réaction inflammatoire résultant de
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I'oxydation des LDL accumulées attire les monocytes circulants qui pénetrent dans la paroi artérielle.
La présence des LDL oxydées attire et favorise également la pénétration de lymphocytes T dans la
paroi artérielle.

Les monocytes infiltrés se transforment en macrophages et expriment au contact des LDL
oxydées des récepteurs "éboueurs" qui leur permettent d'internaliser ces lipoprotéines oxydées. Les
macrophages captent du cholestérol de maniére incontrélée et se transforment en cellules spumeuses.
Leur nombre s'élevant, les cellules spumeuses se rassemblent en stries lipidiques, incorporant
également des lymphocytes T et des monocytes, et créant un véritable état d'inflammation chronique
auquel participent des cytokines pro-inflammatoires leucocytaires ou vasculaires qui concourent a la
formation et a la progression de la plaque athéromateuse.

S'il est clair que les cytokines pro-inflammatoires apparaissent comme des facteurs
d'amplification et de pérennisation du phénomene, les LDL oxydées interviennent bien comme facteur
de stimulation primaire du phénomene (activation des cellules endothéliales, recrutement des
monocytes, formation des macrophages). Il appardit donc que |'analyse des taux de cholestérol et

triacylglycérols lipoprotéiques est de premiére importance dans |'étude des risques d'athérogenése.

Modification des paramétres lipoprotéigues chez le hamster au cours de |'expérimentation

Malgré une alimentation tres différente, les hamsters des deux groupes "témoins" de notre
expérimentation (groupes "Chol -" et "témoin") ne présentent pas de différences importantes des
parameétres sanguins témoins du métabolisme lipoprotéique. Etonnement, les taux de triacylglycérols
plasmatiques sont statistiquement plus élevés pour le groupe "Chol -" que pour le groupe "témoin"
(Chol +). De plus, les teneurs en cholestérol total et en cholestérol LDL sont équivalentes pour les
animaux des deux groupes ; les taux de cholestérol HDL en limite de signification. En revanche, les
concentrations de cholestérol sdLDL sont tres significativement (P<0,01) supérieures chez les
hamsters nourris avec un régime hypercholestérolémiant (groupe "témoin"). Cette fraction des LDL
est considérée comme la plus sensible a |'oxydation et son implication dans la formation des
athéromes semble déterminante (Chancharme et a/, 2002; Krauss, 1994) : le régime hyperlipidique
riche en cholestérol n'a donc pas été sans conséquence. Toutefois, le rapport CT/C-HDL, utilisé
actuellement pour apprécier les risques athérosclérotiques (Huang et Fang, 2000), est plus élevé pour
les hamsters du groupe normo-lipidique et normo-cholestérolémique que pour les hamsters ayant regu
un régime hyperlipidique riche en cholestérol !

D'apres la littérature, le hamster normo-lipidique transporte son cholestérol principalement dans
la fraction HDL, et accessoirement dans la fraction LDL (Goulinet et Chapman, 1993). Le tableau 19
donne les valeurs que nous avons relevées dans la bibliographie pour les différents paramétres de la

cholestérolémie chez des hamsters normo-cholestérolémiques et normo-lipidémiques.
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Tableau 19 : Concentrations en triacylglycérols et en cholestérol plasmatiques de hamsters normo-
cholestérolémiques (données bibliographiques).

Nistor ~ Kowala Dorfman Dorfman Terpstra Terpstra Deckere Mangiapane Huang

1987 1991 2003 2003 1991 1991 1999 1999 2000
Hamster n.p. F.B CR F.B CR FiB FiB DSNI Harlan
Base régime ACPR ACPR ACPR ACPR SP SP SP ACPR* n.p.**
Unités mg/d| mg/d| mg/d| mg/d| mMm/I mM/I mM/I mM/I mM/I
TAG 87 129 110 2,99 1,84 1,07 1,67 2,57
cT 64 116 135 83 4,42 4,29 3,38 491 8,79
C-HDL 36 58 68 48 2,95 2,62 2,45 3,30 5,03
c-LbL 28 0,73 0,48 3,00
C-VLDL 0,93
C-nonHDL 58 67 35 147 167 1,03

* régime hyperlipidique (huile olive riche en AGMI) mais pauvre en chol.; ** régime riche en chol. et hyperlipidique (huile
riche en AGPI et pauvre en AGS); n.p. = non précisé; ACPR = aliments commerciaux pour rongeurs; SP = semi-purifié.

Généralement, la cholestérolémie du hamster normo-lipidique est de 3 - 4mM/I et 50 - 70% de
ce cholestérol plasmatique est transporté par les HDL (De Deckere et al,, 1999; Goulinet et Chapman,
1993). Globalement, les valeurs que nous obtenons pour chaque paramétre pour nos deux groupes de
hamsters "Chol -" et "témoin" (Tableau 17) entrent dans ces gammes de résultats.

Chez le hamster nourri avec un régime riche en cholestérol et en lipides saturés, les taux de
cholestérol total sont multipliés par 4 en un mois, avec une inversion des proportions des cholestérols
LDL (quadruple en un mois) et HDL (double en un mois) (Nistor et al, 1987). Cette évolution de la
cholestérolémie semble spécifique d'un état hypercholestérolémique chez cette espece comme le

montre le tableau 20.

Tableau 20 : Concentrations en friacylglycérols et en cholestérol plasmatiques de hamsters hyper-
cholestérolémiques (données bibliographiques).

Kowala Dorfman Dorfman Terpstra Mangiapane  Huang Gavino
1991 2003 2003 1991 1999 2000 2000

Hamster FiB R FiB R DSNI _ Harlan R
Base régime  ACPR ACPR ACPR SP ACPR [ ACPR
Unités mg/dl  mg/dl  mg/dl  mM/l mM/1 mMl mMl
TAG 216 195 545 8,30 3,47 3,46 9.9
CcT 322 296 511 10,47 19,47 11,22 65
C-HDL 88 86 67 3,93 3,92 4,23 17
Cc-LbL 6,99 5,67
C-VLDL 8,13
C-nonHDL 234 210 444 6,54 49

Tous régimes riches en cholestérol et hyperlipidiques (mat. grasse riche en AGS); n.p. = non précisé; ACPR = aliments
commerciaux pour rongeurs; SP = semi-purifié.

Les résultats que nous obtenons avec les hamsters du groupe "témoin", ayant regu un régime
riche en cholestérol et en lipides saturés, ne montrent pas une telle évolution. Il appardit donc que nos

hamsters n'ont pas atteint un stade satisfaisant d'athérosclérose. Cette conclusion, étayée
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également par |'absence d'augmentation des taux d'esters de cholestérol hépatiques, explique
I'absence de lésions aortiques observées lors des études histologiques. Deux paramétres peuvent
expliquer ces résultats :

Notre régime est hyperlipidique riche en cholestérol, mais nous avons utilisé un régime de base
semi-synthétique ; or il semblerait que le hamster réagisse peu aux variations de régimes lors de
I'utilisation de ce type de régime (Nicolosi et al, 1997; Nicolosi et al., 1998; Wilson et al/, 2000).
Nicolosi et al. (1998) démontrent qu'un régime d base d'aliment pour animaux est beaucoup plus
athérogene pour cette espece animale (rapport CT/C-HDL = 1,72, mole/mole) qu'un régime semi-
synthétique (CT/C-HDL = 2,79, mole/mole). Ainsi, Valeille et a/ (2004), utilisant un régime semi-
synthétique, n'obtiennent pas non plus un état d'athérosclérose chez leurs animaux en regard de la
cholestérolémie.

D'autre part, la souche de hamsters aurait également une influence. Plusieurs auteurs (Dorfman
et al, 2003; Férézou et al, 2000; Terpstra et al, 1991) rapportent des divergences de
comportements entre différentes souches de ces animaux. Terpstra et al (1991) utilisent deux
souches de hamsters, I'une non-hybride (CR Charles River), |'autre hybride (F1B), dont les
cholestérolémies sont similaires lors de rations normo-lipidiques (tableau 19). D'aprés ces auteurs,
lorsque la ration est riche en cholestérol et en acides gras saturés, la cholestérolémie des hamsters
F1B augmente beaucoup plus que celle des hamsters CR ; on regrette cependant que la publication ne
fournisse des données chiffrées que pour la seule souche non-hybride (tableau 20). Dorfman et al.
(2003) confirment ces observations avec ces deux mémes souches d'animaux (tableaux 19 et 20).
Lors de leurs expérimentations sur les effets de |I'acide ruménique sur |'athérogenése, études menées
en parallele des ndtres, |'équipe de J.C. Martin (Valeille et al, 2004; Valeille et al., 2005) utilise
successivement deux souches différentes (LPN et Janvier) ; hélas, les conditions opératoires sont
trop différentes dans les deux expérimentations pour comparer les réponses des deux souches.
Cependant, Férézou et al. (2000), du méme laboratoire, ont rapporté de grandes différences de
réponse de ces deux mémes souches quant au développement de lithiases biliaires lors de rations

hyperlipidiques riches en cholestérol.

Influence de la présence d'isoméres conjugués de /'acide linoléigue.

Quoiqu'il en soit, nous pouvons tout de méme apprécier |'influence de la présence d'isomeres
conjugués de |'acide linoléique dans les régimes des différents groupes de hamsters.

Deux études antérieures A notre expérimentation ont montré un effet favorable sur la
cholestérolémie chez des hamsters nourris avec un régime hypercholestérolémiant supplémenté
d'isomeres conjugués de I'acide linoléique comparables a notre mélange "18:2 10#,12¢/9¢,11#" (groupe

"mixte") (Nicolosi et al, 1997; Wilson et al, 2000). Une troisiéme étude a confirmé ces résultats
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chez le lapin (Lee et al, 1994). Cependant, Wilson et a/. (2000) ne notent aucune différence des taux
de cholestérol plasmatique entre un groupe de hamsters recevant ces acides linoléiques conjugués et
un groupe nourri avec de |'acide linoléique, contrairement a Nicolosi et a/. (1997).

D'un autre coté, Munday et al. (1999) rapportent qu'un mélange identique d'acides linoléiques
conjugués he produit pas d'effet significatif sur le cholestérol total, ni sur le cholestérol HDL sur un
modeéle souris "C57BL/6 athérosclérosé" comparé au méme modéle recevant de I|'acide linoléique.
Toutefois, le rapport C-HDL/CT est significativement plus élevé chez les souris nourries avec un
régime enrichi en acides linoléiques conjugués que chez les autres animaux.

Une étude utilise également des isoméres 18:2 9¢,117 et 18:2 10#,12¢ purifiés, mais sur des
hamsters normo-lipémiques, et normo-cholestérolémiques (De Deckere et al, 1999). Cette équipe
montre qu'un mélange d'isoméres conjugués de |'acide linoléique améliore le profil lipoprotéique, et
que cette action est attribuable d I'isomere 18:2 107,12¢. Alors que Valeille et a/, (2004) rapportent
récemment des effets bénéfiques de |'acide ruménique sur la cholestérolémie chez des hamsters

nourris avec un régime hyperlipidique riche en cholestérol.

Dans notre étude, aucune différence significative n'est observée dans les teneurs en cholestérol
plasmatique entre les animaux du groupe "témoin" et ceux nourris avec le mélange d'acides linoléiques
conjugués "18:2 9¢,11#/101,12¢" (groupe "mixte"). Le groupe d'animaux ayant regu |'isomére 18:2
10t,12¢c a 1% de la ration (pds/pds) ne présente pas non plus de différence significative avec le groupe
"témoin". A I'inverse, la supplémentation du régime avec 1% (pds/pds) d'acide ruménique 18:2 9c¢11¢
purifié montre des différences significatives avec le groupe "témoin". L'ajout de 1% d'acide
ruménique provoque une baisse des teneurs en cholestérol LDL accompagnée d'une baisse du
cholestérol sdLDL du méme ordre de grandeur, alors que la supplémentation avec |'isomére 18:2
104,12 ¢ ou un mélange équipondéral d'isomere 18:2 10#,12¢ / 9¢,11# ne réduit pas significativement ces
paramétres sanguins. Le cholestérol LDL, et surtout la fraction sdLDL, sont considérés comme des
facteurs de risque de développement d'athérosclérose ; la baisse de ces parametres pourrait donc
€tre considérée comme bénéfique. Toutefois, les taux de cholestérol HDL diminuent également de
fagon significative chez les hamsters ayant consommé |'acide ruménique. Conséquemment, le rapport
CT/C-HDL n'est pas modifié et n'est pas significativement différent des rapport CT/HDL-C des
autres groupes expérimentaux, inclus le groupe "témoin". Ce rapport est actuellement utilisé pour
apprécier la progression ou la régression des risques d'athérosclérose (Huang et Fang, 2000).

Nos résultats divergent donc Iégerement avec ceux de Nicolosi et al. (1997) et Wilson et al.
(2000) en ce qui concerne les effets d'un mélange d'isoméres conjugués de |'acide linoléique sur le
métabolisme lipoprotéique. Cependant, il faut remarquer que ces auteurs utilisent un test statistique

de Student - Newman - Keuls, plus permissif que le test de Bonferroni que nous utilisons. De plus, il
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convient de garder a |'esprit qu'il ne semble pas que nous ayons atteint lors de notre expérimentation
des conditions de cholestérolémie propices au développement d'athérosclérose.

De méme nos résultats sont contraires d ceux de De Deckere et al. (1999), mais les conditions
expérimentales de celles décrites par ces auteurs sont quelque peu éloignées des notres (souche de
hamster, durée de |'expérimentation, régime non hypercholestérolémiant, taux d'isoméres conjugués
différents). De fait, il est difficile de comparer les résultats. Gavino et al/ (2000) montrent
également un effet favorable d'un mélange d'isoméres conjugués d'acides linoléiques sur des
hamsters recevant un régime légérement hypercholestérolémiant (10% coprah, 0,05% cholestérol)
alors que I'acide ruménique seul ne présente aucun effet. Mais le mélange est fourni a 1% de la ration
et |'acide ruménique a seulement 0,2% de la ration. De plus, a |'instar de Nicolosi et a/. (1997), Wilson
et al. (2000) et Gavino et al (2000) ne fournissent que les valeurs du cholestérol HDL et du
cholestérol non-HDL, ce qui réduit les possibilités de comparaison de résultats.

Nos résultats vont dans le sens de ceux de Valeille et a/ (2004) qui montrent une influence
favorable de I'acide ruménique sur plusieurs marqueurs de risque athérogénique chez le hamster. Il
convient de remarquer que, malgré un régime plutét riche en acides gras saturés (lard) et en
cholestérol (0,5g/kg), les parameétres lipoprotéiques des hamsters lors de cette étude ne témoignent
pas non plus d'un état athérosclérotique tres avancé | Néanmoins, la supplémentation du régime avec
0,6% d'acide ruménique permet de baisser significativement le cholestérol LDL, comme lors de notre

étude, et d'augmenter le cholestérol HDL, contrairement a nos résultats.

4.2.3.4 Etude histologigue des aortes

Athérogenése et modifications anatomo-pathologiques (rappels)
Les maladies cardio-vasculaires (MCV) sont les pathologies de |'ensemble de ['appareil

circulatoire (cceur, artéres, veines, capillaires). L'athérosclérose est une MCV des arteres associant

artériosclérose, sclérose pariétale des arteres (durcissement de la paroi artérielle) et présence de
plaque d'athérome (dépdts lipidiques riches en cholestérol). L'athérosclérose siege surtout sur les
artéres coronaires, |'aorte et ses principales divisions collatérales (carotides notamment) (Bonnefont-
Rousselot et al, 1998; Combe et al, 2005; Dacosta, 2002; Dejager et al., 1995; Mallat et Tedgui,
2004; Ross, 1993; Tedgui et Mallat, 1999).

Les artéres sont des conduits a paroi épaisse, élastique, semi-rigide constituées de trois tuniques
cellulaires successives :

- L'/intima, tunique interne, mince tissu conjonctif, en contact avec la lumiere artérielle par une

couche de cellules endothéliales ;
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- La media, tunique intermédiaire, plus épaisse, constituée de cellules musculaires lisses baignées
dans du collagene et des protéoglycanes ; la media est séparée de |'/ntima par une couche élastique
discontinue (/amina interna) :

- L'adventice, tunique externe, mince tissu fibreux ldche composé de collagéne et de
fibroblastes ; |'adventice est séparée de la media par une couche élastique discontinue (/amina

externa).

Le processus anatomo-pathologique de formation de la plaque athéromateuse est habituellement
divisé en trois stades pré-cliniques et trois stades cliniques (tableau 21). Le type I est caractérisé
par la présence dans |' Intima de macrophages isolés dont le cytoplasme est particulierement riche en
lipides (cellules spumeuses). Le type II est caractérisé par une multiplication de ces cellules
spumeuses qui s'organisent en petits amas (dépots lipidiques) ou en couches cellulaires (stries
lipidiques). Le type IIT associe aux cellules spumeuses une accumulation abondante de dépdts

lipidiques extracellulaires.

Tableau 21. Stades anatomiques de I'athérosclérose’.

Stade Description Mécanismes évolutifs Clinique
Type I Macrophages spumeux isolés Accumulation de lipides
Type IT Stries lipidiques intracellulaires puis intra-  Agmotomatique
Stries lipidiques et extra-cellulaires
Type ITT et dépéts lipidiques extra-c f.or."rr}a'rion d'un ceeur
Type IV Formation d'un ceeur lipidique lipidique

Développement de fibroses

Plaque athéroscléreuse : L
Tvpe V ceeur linidique entouré de entourant le centre lipidique
Yp paiq et I'isolant de la lumiere

fibrose + calcifications. . Apparition
artérielle .
possible de

signes cliniques

Plaque athéroscléreuse
compliquée,

Type VI avec rupture de chape,
hémorragie intraplaque
et thrombose.

Croissance de la plaque par
thromboses et hématomes
organisés et incorporés dans
la plaque

* D'aprés P. Fornes, Hopital Broussais, cité in Tedgui et Mallat (1999).

Le type IV est caractérisé par le regroupement des lipides intra- et extra-cellulaires en un amas
volumineux nommé cceur lipidique ou centre athéromateux. Le type V voit la formation de la plaque
d'athérosclérose, résultant d'une fibrose consécutive a I'accumulation anormale de collagéne associé
d un appauvrissement du contingent cellulaire et de la matrice non fibrillaire ; le cceur lipidique
entouré de cette chape fibreuse peut également €tre le siége de calcifications extensives qui
remanient la plaque. Le type VI est caractérisé par des complications de cette plaque : rupture de la

chape fibreuse qui peut provoquer un hématome et une thrombose.
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Les plaques sont des Iésions dynamiques susceptibles de passer d'un état de stabilité a une Iésion
a haut potentiel de gravité clinique. Les facteurs hémodynamiques (pression, forces de cisaillement a
la paroi, turbulences, stagnation d'écoulement) modifient de fagon importante le transport des
molécules plasmatiques (dont les LDL) et déterminent la topographie hétérogéne des plaques
d'athérosclérose qui apparaissent de fagon privilégiée dans certains sites : courbures, bifurcations,

origines des branches.

Modifications anatomo-pathologigues chez les hamsters au cours de |'expérimentation

Aucun dépdt lipidique n'a été observé au niveau des parois artérielles chez les hamsters au cours
de notre expérimentation, contrairement aux résultats obtenus par Nicolosi et a/. (1997) et Wilson et
al. (2000). Cette observation est liée aux doutes que nous exprimons sur |I'état "athéroscléreux" des
animaux en fin d'expérimentation, comme nous |'avons vu plus haut. Ceci peut également s'expliquer
soit par I'utilisation d'un régime synthétique au lieu d'un régime a base de croquettes pour animaux
(Nicolosi et al, 1998), soit par |'utilisation d'une souche de hamster peu sensible (Dorfman et al,

2003; Férézou et al, 2000; Terpstra et al, 1991), voire la conjonction de ces deux raisons.

Au vu de ces résultats, et avant de poursuivre notre étude, nous avons mis en place une
expérimentation intermédiaire. Six hamsters Harlan ont regu pendant 12 semaines un régime
hyperlipidique riche en cholestérol correspondant au régime du groupe "témoin" de la présente étude,
mais la base semi-synthétique a été remplacée par un broyat de croquettes commerciales pour
rongeurs type hamster. En respectant le protocole décrit dans ce mémoire, nous avons cherché la
présence de dépdts lipidiques dans la partie proximale des aortes. Aucune anomalie histo-pathologique
n'a été remarquée malgré |'utilisation d'aliments non purifiés. Pour des raisons de colit et de temps,
nous n'avons pas effectué d'analyses des parametres sanguins, donc nous ne savons pas si ce régime a
provoqué des modifications du métabolisme lipidique, notamment au niveau du cholestérol

lipoprotéique.

Comme hous |'avons vu précédemment, une seule publication fait état de |'utilisation de cette
souche de hamsters dans une expérimentation sur les relations "alimentation/risque athérosclérose".
Huang et Fang (2000) obtiennent un statut de risque avec leurs animaux en regard des parameétres
sanguins du cholestérol. Hélas, ils n'ont effectué aucune analyse histologique. Nous ne pouvons donc
pas savoir si cette souche de hamsters peut ou non développer des dépdts lipidiques aortiques lors
d'une alimentation hyperlipidique.

Nous avons donc décidé pour la suite de nos études de changer de souche d'animaux

conjointement a un régime a base d'aliments pour hamsters, en gardant pour le reste les mémes
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conditions : cholestérol a 0,1% de la ration et graisse riche en acides gras saturés, au cours d'une
étude sur 12 semaines puisque ces conditions semblent satisfaisantes dans un grand nombre d'études
(Kris-Etherton et Dietschy, 1997; Nicolosi et al, 1997. Nicolosi et al, 1998; Nistor et al, 1987,
Spady et Dietschy, 1988; Wilson et a/., 2000).
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4.3 Etude Expérimentale hamster 2

4.3.1 Matériel et méthodes

4.3 1.1 Animaux et régimes

Quarante-trois hamsters dorés syriens (Mesocricetus auratus) males de la souche F1B
(Biobreeders Inc., Fichtburg, MA, USA) dgés de 8-10 semaines (103,3 + 8,0g) ont été importés et
acclimatés 4 jours au laboratoire. Pendant cette période d'adaptation, ils ont regu une méme ration
semi-liquide a base de croquettes commerciales pour rongeurs, broyées avec un mélange d'huile de
tournesol oléique et d'huile de lin (98:2 v/v) et ré-hydratées.

Aprés 4 jours, les hamsters sont répartis au hasard 2 par 2 dans des cages en acier en quatre
groupes (tableau 22) et logés dans une salle de |'animalerie maintenue a 22 + 1°C, avec un cycle

d'éclairage de 12 heures (lumiere de 7:00 a 19:00 ; obscurité de 19:00 a 7:00).

s epe .

Groupe Type de régime Effectif
Chol - normo-lipidique 3
Chol + hypercholestérolémiant 14
AR-0,5% hypercholestérolémiant a 0,5% d'acide ruménique (AR) 12
AR-1% hypercholestérolémiant a 1% d'acide ruménique (AR) 14
Les animaux du groupe “chol-" regoivent des croquettes commerciales pour hamster

(Aliment 105, SAFE, Augy, F) et de I'eau a volonté.

Les animaux du groupe "Chol +" et des groupes expérimentaux "AR-05%" et "AR-1%" regoivent
tous un méme régime hypercholestérolémiant de base contenant 20 % de saindoux, 2% d'huile
tournesol, et 0,12% de cholestérol, mélangés avec des croquettes commerciales pour hamster
(Aliment 105, SAFE, Augy, F) réduites en poudre et réhydratées (matiére séche :eau 2:1, p/p).

Le mélange de base destiné au groupe "Chol +" est supplémenté a 1% (% matiére seche) d'acides
gras libres fabriqués a partir d'une huile de fournesol oléique. Le mélange de base du groupe
expérimental "AR-0,5%" est supplémenté a 1% (%MS) avec un mélange d'acide gras contenant 84%
d'acide ruménique 18:2 9¢,11# (Natural ASA, Sandvika, N) et d'acides gras libres fabriqués a partir
d'une huile de tournesol oléique (mélange 50:50, p/p). Le mélange de base du groupe expérimental
"AR-1%" est supplémenté a 1% (%MS) d'acides gras contenant 84% d'acide ruménique 18:2 9¢11¢
(Natural ASA, Sandvika, N). La composition des régimes est résumée au tableau 23 ; les détails de

préparation des régimes sont donnés en annexe IV.1.
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Tableau 23 : Composition des régimes hypercholestérolémiants (g/kg MS).

Composés Chol + AR-0,5% AR-1%
Saindoux 200,0 200,0 200,0
Tournesol 20,0 20,0 20,0
Cholestérol 1,2 1,2 1,2
Acides gras libres™ 10,0 5,0 -
Acide ruménique - 5,0 10,0
Poudre croquettes 768,8 768,8 768.,8
Eau 500,0 500,0 500,0

MS, matiére séche ; *cf. composition en annexe.

Les hamsters regoivent 15g de ration (poids humide) par jour et de |'eau a volonté. Les animaux

sont pesés régulierement toutes les semaines tout au long de |'étude.

4.3.1.2 Prélévements
Solutions
EDTA 54mM 1,584g EDTA + H,O distillée gsp 100m|
Indométhacine 40mM 0,286g Indométhacine + éthanol gsp 20ml
Tampon Tris pH 7,4 1,396g Tris®
(solution de lavage) 1,789g NaCl + H,0 distillée qgsp 200ml, pH ajusté a 7,4 (HCI 37%)
Protocole

La veille du sacrifice pour prélevements, les animaux sont astreints d un jeline d'une nuit.
L'anesthésie est effectuée par inhalation d'isofurane. Les hamsters sont alors fixés, puis ouverts au
niveau de |'abdomen. Le sang artériel est ponctionné au niveau de |'aorte abdominale a I'aide d'une

seringue jusqu'a la mort de |'animal.

Le sang est collecté dans un tube réfrigéré (bain de glace pilée) contenant de I'EDTA comme
anticoagulant et de |'indométhacine comme inhibiteur de cyclo-oxygénase. Le plasma est alors obtenu
en centrifugeant immédiatement les prélevements de sang pendant 10 minutes a 1860 x g a 4°C, puis
le plasma est stocké a -80°C jusqu'a analyse des lipoprotéines.

Le foie des animaux est ensuite prélevé, pesé et congelé par immersion dans |'azote liquide, puis
stocké a -80°C jusqu'a analyse des lipides hépatiques.

L'aorte et le coeur sont ensuite rincés par perfusion de 5ml d'une solution de NaCl a 9%, puis
fixés par perfusion d'une solution de formaline a 10% pH 7,0, et finalement prélevés. L'ensemble
ceeur/aorte est conservé dans une solution de formaline a 10% pH 7,0, a 4°C jusqu'a analyse

histologique.
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4.3.1.3 Analyse des lipides hépatigues

Principe

Les lipides hépatiques sont extraits selon la technique de Folch et a/. (1957). La détermination
des différentes classes de lipides est réalisée par chromatographie sur couche mince (CCM) couplée a
un détecteur a ionisation de flamme (DIF) sur un systéme Iatroscan (Iatron, Tokyo, Japon) (Sébédio
et al, 2001). Trois classes de lipides (esters de cholestérol, acylglycérols et phospholipides) sont
ensuite séparées par chromatographie sur couche mince ; les bandes correspondant a chaque classe
de lipides sont récupérées. Les lipides sont dilués dans du toluene, puis méthylés (Christie et al.,
2001) et analysés par CPG (Sébédio et al,, 1997). Pour le détail des manipulations, on se reportera au

chapitre 4.2.1.6.

4.3.1.4 Analyses des lipoprotéines plasmatiques

Principe

Les lipoprotéines plasmatiques sont fractionnées par ultracentrifugation séquentielle sur rotor a
angle fixe (Havel et a/,, 1955). Les concentrations de cholestérol et de triacylglycérol circulants sont
mesurées dans le plasma et dans les sous-classes de lipoprotéines plasmatiques par dosages

enzymatiques. Pour les détails techniques, on se reportera au chapitre 4.2.1.7.

4.3.1.5 Etudes histologigues transversales des aortes

Solutions

Saccharose 30% 300g saccharose, H,0 q.s.p. 1000 ml

PBS pH7 4 35,79 Na,HPO4,12H,0 + 90g Nacl, 10 litres H,O
Huile rouge O 0,5% 0,59 huile rouge O, 100ml isopropanol

Bleu toluidine 1% 1ml bleu toluidine, 100ml H,O

Protocole

Aprés prélevement, les ensembles coeur/aorte sont conservés dans une solution de formaline 10%
pH 7,0 a 4°C. Pour vérifier la situation sous conjonctivale des dépats lipidiques dans la crosse
aortique, deux aortes par groupe de chaque régime (1 seule pour le groupe "chol -") sont utilisées pour
des coupes histologiques transversales.

Pour effectuer ces coupes, |'aorte est coupée le plus pres possible du ceeur d'un c6té, et a
quelques centimétres de la crosse de |'autre c6té. L'artere est alors débarrassée des tissus adipeux
externes et rincée avec la solution de formaline. L'aorte est alors fixée pendant 12 heures dans une
solution de formaline 10%, puis conservée 12 heures dans une solution de saccharose a 30% a 4°C. Les

prélevements sont rincés au PBS pH 7,4 et placés dans le porte-échantillon du cryostat. Les morceaux
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d'aorte sont alors enrobés a |'OCT (Tissue-Tek/Miles n°4583) ; quand le milieu est figé, les cubes de
paraffine sont découpés en tranches de 18 ym d'épaisseur qui sont récupérées sur des lames
SuperFrost Plus (Mezel-Glazer n°041300) et séchées une nuit a température ambiante. Les coupes
sont ensuite colorées 10 minutes dans la solution d'huile O, puis rincées rapidement dans |'isopropanol
70%, puis dans |'eau distillée, puis colorées rapidement (quelques secondes) dans la solution de bleu de

toluidine. L'examen histologique est effectué sous loupe binoculaire, puis microscope.

4.3.1.6 Etudes histologigues longitudinales des aortes

Protocole

Pour le détail des dissections, coupes longitudinales et colorations cf. chapitre 4.2.1.7.

4.3.1.7 Statistigues

Une analyse de variance a été effectuée sur les résultats grdce au logiciel StatGraphics®
(Version 5.1, Sigma plus, France). Dans les cas appropriés, les comparaisons des moyennes ont été
effectuées selon le test de Bonferroni (sauf exception duement signalée). Une valeur de P< 0,05 est
considérée comme significative ; une valeur de P< 0,01 est considérée comme trés significative. Les
résultats non paramétriques des observations de dépdts lipidiques intimaux (études histologiques) ont

été testés selon un modéle logistique GLM (Generalized Linear Model, SAS®, version 8).

4.3.2 Résultats
Pendant les 12 semaines d'expérimentation, les animaux ont montré un comportement normal et
ont paru en bonne santé. Les groupes constitués au hasard sont identiques quant aux poids initiaux
(tableau 24). La prise de poids des hamsters du groupe "9¢,11#" est significativement supérieure a la
prise de poids des hamsters du groupe "Chol +" et |égérement supérieure (hon significatif) a celle du

groupe AR-0,5% (tableau 24).

Tableau 24 : Données zootechniques de |'expérimentation hamster IT.

Groupe n Poids initiaux Poids finaux Con.sommaﬁon Poids foies Lipides foies
(9) ©)) (9/j/hamster) (9) (mg/g)

Chol - 3 104,3+£2,33 1755 £ 3,66 - 55+3,16 108,7 £ 2,82

Chol + 14 103,6 £ 2,30° 168,4 + 4 ,61° 10,0+0,78° 8,1+2,16° 122,7 + 3,67°

AR-0,5% 12 102,9 + 2 ,42° 174,0 +5,23%® 10,6 +0,88° 8,2+2,36° 126,8 + 3,37¢

AR-1% 14 103,1+2,02° 180,6 + 3,82° 1084063  89+237°  1039+411°
valeurs = moyennes + s.e.m. ; différents exposants dans une méme colonne indiquent des différences significatives
(P<0.05) ; vu le faible effectif du groupe "chol -", I'analyse statistique ne tient pas compte de ce groupe.
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Les poids des foies des animaux ayant consommé un régime hyperlipidique riche en cholestérol
sont plus élevés que celui des hamsters du groupe "chol -" ; mais il n'existe pas de différence
significative entre les hamsters des groupes "Chol +", "AR-0,5%", et "AR-1%". Lors de la dissection
des animaux, les foies de tous les animaux ayant consommé un régime hyperlipidique riche en
cholestérol révélaient une forte stéatose et un aspect tacheté. Les foies des hamsters du groupe AR-

1% sont moins riches en lipides que ceux des animaux des groupes "chol -" et "AR-0,5%" (tableau 24).

4.3.2.1 Analyses des lipides hépatiques

Classes de ljpides hépatigues

La répartition des classes de lipides est significativement différente entre hamsters normo-
lipidiques (groupe Chol -) et hamsters hypercholestérolémiés (autres groupes) ; chez les hamsters
nourris avec des aliments pour animaux, les esters de cholestérol représentent environ 10% des
lipides hépatiques, les triacylglycérols environ 20%, et les phospholipides environ 70%. L'alimentation
avec un régime hyperlipidique conduit a une augmentation importante des taux d'esters de cholestérol
hépatiques et une Iégere diminution des triacylglycérols et des phospholipides puisque chez les
hamsters ayant regu un régime hyperlidique riche en cholestérol, les EC représentent plus de 50% des
lipides hépatiques, les TAG moins de 10%, et les PL moins de 40%. La répartition des lipides dans les

différentes classes chez les hamsters hypercholestérolémiés est illustrée par la figure 26.

100
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Figure 26 : Composition (mg lipides / g foie) des lipides hépatiques (Chol, cholestérol; TAG,
triacylglycérols; EC, esters de cholestérol; PL, phospholipides; barres = 2 s.e.m.).
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Les hamsters dont le régime est supplémenté avec 1% d'acide ruménique montrent des

concentrations en triacylglycérols et en phospholipides significativement (P<0,05) plus élevées que

les hamsters du groupe témoin "Chol +". En revanche, les esters de cholestérol sont statistiquement

plus faibles (P« 0,05) chez ces animaux "AR-1%" que chez les hamsters contréles "Chol +". Les deux

groupes ne montrent pas de différence dans les taux de cholestérol libre. Les résultats détaillés sont

donnés en annexe IV.2.

Composition en acides gras des ljpides hépatigues des différentes classes

L'analyse chromatographique des acides gras des lipides hépatiques laisse apparditre quelques

différences significatives entre hamsters du groupe témoin "Chol +" et ceux du groupe AR-1%. La
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figure 27 montre les variations des principaux acides

gras  hépatiques  induites par les  régimes

expérimentaux, en comparaison avec le régime témoin
hypercholestérolémiant "Chol +". Les résultats détaillés

sont donnés en annexe IV.3-5.

Figure 27. Variations des principaux acides gras des
différentes classes de lipides hépatiques des hamsters
expérimentaux ("AR-05%" et "AR-1%") comparés aux
hamsters témoins (groupe "Chol +").

Les données présentées sont les moyennes de 14
déterminations pour les groupes "Chol +" et "AR-1%3, et de 12
déterminations pour le groupe "AR-1%", et sont rapportées en % des
acides gras ftotaux.

Les chiffres en abscisses donnent une indication de |'échelle
pour chaque acide gras considéré. Les chiffres dans les schémas
donnent la valeur de Il'acide gras considéré pour chaque classe
considérée (PL, phospholipides; TAG, triacylglycérols; EC, esters de
cholestérol) pour les hamsters du groupe "Chol +" en % (p/p). Ce taux
est considéré comme le point "0" de |'ordonnée.

Les histogrammes ayant des exposants (a,b) différents sont
significativement différents entre eux (P<0,05). Un astérisque (*)
indique une différence significative par rapport au groupe témoin

"Chol +' (P< 0,05).

AR 0,5%
AR 1%
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Dans les phospholipides, |I'acide linoléique (18:2 9¢,12¢ (n-6)) augmente et |'acide oléique (18:1 9¢
(n-9)) diminue significativement chez les animaux des groupes "AR".

Dans les triacylglycérols, certains acides gras saturés (14:0, 16:0) augmentent chez les animaux
ayant consommé |'acide ruménique ; d'autres comme |'acide stéarique (18:0) restent inchangés. Les
teneurs en acide oléique (18:1 9¢ (n-9)) et des principaux acides gras poly-insaturés a longues chdihes
carbonées décroissent significativement par rapport au groupe "Chol +".

Dans les esters de cholestérol, |'acide myristique (14:0) et |'acide palmitoléique (16:1 9¢)
augmentent chez les animaux des groupes "AR" ; les taux d'acide oléique (18:1 9¢) et de certains
acides gras poly-insaturés (18:3 n-3, 20:3 n-6, et 22:6 n-3) baissent significativement chez ces

animaux.

Acides gras conjugués dans les ljpides des différentes classes

Aucun isomere conjugué de |'acide linoléique n'a été mis en évidence dans les différentes
fractions des lipides hépatiques du groupe témoin "Chol +".

Les taux d'incorporation d'acide ruménique les plus élevés sont notés dans les triacylglycérols et
les esters de cholestérol (Tableau 25), a I'instar de la premiére expérimentation. Toutefois, les taux
retrouvés dans ces différentes classes de lipides sont 3 d 4 fois inférieurs aux taux d'incorporations
dans les lipides hépatiques que lors de la précédente expérimentation.

Aucun métabolite conjugué "supérieur" (C > 18 atomes de carbone) n'est observé dans aucune
classe de lipides ; cependant, vu les faibles teneurs en acide ruménique dans les lipides hépatiques,
ces métabolites peuvent exister et apparditre en quantités inférieures a la limite de détection de la

méthode analytique.

Tableau 25 : Incorporation de |'acide ruménique dans les différentes classes de lipides hépatiques.

PL TAG EC

Chol + ARO,5% AR-1% Chol + AR-0,5% AR-1% Chol + AR-0,5% AR-1%

18:2 9¢11¢ - 0,13 0,31 - 0,56 1,25 - 0,65 155

Les valeurs sont les moyennes de 12-14 analyses exprimées en % AGTx ; les sem, standard erreur sur la moyenne, sont
données en annexe; différents exposants sur une méme ligne indiquent des différences significatives (P< 0.05).

4.3.2.2 Analyses des lipoprotéines plasmatigues

Aucune différence significative n'est observée au niveau des concentrations de triacylglycérols
plasmatiques entre les différents groupes de hamsters hypercholestérolémiés (P< 0,05, test de
Bonferroni), malgré une Iégére tendance a la hausse des triacylglycérols plasmatiques dans les deux

groupes "acide ruménique" (tableau 26). Il n'y a pas de différence significative non plus dans les taux
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de triacylglycérols des différentes fractions de lipoprotéines entre les groupes expérimentaux, a
I'exception de la fraction LDL. En revanche, les taux de triacylglycérols plasmatiques des hamsters
hypercholestérolémiés (groupes "Chol +", "AR-0,5%", et "AR-1%") sont beaucoup plus élevés que ceux
du groupe normo-lipidiques "Chol -" (2,58 + 0,537 mM/I) ; mais, compte tenu des grandes différences

de population de ces groupes, il est difficile d'effectuer une étude statistique.

Tableau 26 : Concentrations en triacylglycérols plasmatiques (mM/I).

Régimes n TAG Plasma TAG-VLDL  TAG-HDL TAG-LDL
Chol + 12 172+259° 161+229° 02+0,02° 01+£005°
ALC 0,5% 1 215+255° 195+239° 0,2+0,02° 0,2+0,05®
ALC 1,0% 14 215+180* 199+175* 0,2+0,01° 0,3+0,03°

Valeurs = moyenne (M) + standard erreur sur la moyenne (s.e.m.) ; différents exposants dans une méme
colonne indiquent des différences significatives (P < 0.05 ; test de Bonferroni).

Comme lors de la premiére expérimentation, une grande dispersion des résultats individuels
(grande variabilité intra groupe) est observée dans les résultats des dosages de cholestérol des
différentes fractions de lipoprotéines plasmatiques.

Il n'y a pas de différence significative des taux de cholestérol plasmatique total (CT) entre les
groupes "chol +", "AR-0,5%", et "AR-1%" (tableau 27), malgré une légére tendance da la hausse des taux

de cholestérol total pour les deux groupes expérimentaux comparés au témoin "Chol +".

Tableau 27 : Concentrations en cholestérol plasmatique (mM/I).

Régimes n  CT plasma C-vLDL C-HDL C-LDL C-sdLDL CT/C-HDL

Chol + 12 165+1,78° 129+216° 24:011° 18+006* 03:0,04° 0,3+£0,04°
AR-0,5% 11 216+187° 185:246° 24:+010° 15:008° 05+0,04° 0,5+0,04°

AR-1,0% 14 203:085° 177+111° 19:007° 16+008° 05+0,02° 0,5 +0,02°

Valeurs = moyenne (M) + standard erreur sur la moyenne (s.e.m.) ; différents exposants dans une méme colonne indiquent
des différences significatives (P < 0.05 ; test de Bonferroni).

Les teneurs en cholestérol HDL sont significativement plus faibles (-20%) chez les animaux
ayant une ration supplémentée a 1% d'acide ruménique (groupe "AR-1%") que chez les animaux
consommant la moitié moins d'acide ruménique (groupe "AR-0,5%") ; les taux de cholestérol HDL de
ce groupe "AR-1%" sont également significativement plus bas (-23%) que ceux mesurés chez les
animaux du groupe "Chol +". Les taux de cholestérol LDL (C-LDL) ne sont pas significativement
différents entre les groupes "AR-05%" et "AR-1%", et le groupe témoin "Chol +"', malgré une
tendance a la baisse du cholestérol LDL pour les deux groupes expérimentaux comparés au groupe

témoin hypercholestérolémié. Toutefois, les teneurs en cholestérol sdLDL des hamsters ayant regu
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une ration supplémentée en acide ruménique ("AR-0,5%" et "AR-1%") sont significativement plus
¢levés (respectivement de 31% et 37%) que celles des animaux du groupe témoin "Chol +" (P< 0,05)
(tableau 27). Les rapports CT/C-HDL sont significativement différents entre les groupes "Chol +" et
"AR-05%" (P=0,04) et tres significativement différents entre les groupes "Chol +"' et "AR-1%"
(P<0,01). La figure 28 illustre ces résultats.
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W AR-1%
= 15,0 -
~
=
1S
10,0 -
5,0
00 PF ‘ ’_E ] ‘ |*|*- ‘ r-l-E- ———

TAG cT C-VLDL C-HDL Cc-LbL C-sdLDL

Figure 28 : Distribution des tfriacylglycérols totaux et du cholestérol plasmatiques (mM/I) (barres = 2 s.e.m.).

Les différences d'effectifs entre les animaux ayant consommé uniquement des croquettes
(groupe "chol -") et les animaux nourris avec un régime hyperlidique riche en cholestérol (groupe
"Chol +") rendent difficile toute analyse de variance. Cependant, la figure 28 montre que la
triglycéridémie et la cholestérolémie du groupe "chol -" sont différentes de celles des animaux
hypercholestérolémiés ; les taux de triacylglycérols plasmatiques, de cholestérol total, de cholestérol

LDL, et de cholestérol HDL sont nettement inférieurs chez les animaux du groupe "Chol -".

4.3.2.3 Etude histologigue des aortes

Etude des coupes transversales

L'étude des coupes transversales permet de localiser les dépéts lipidiques et d'apprécier
I"évolution des lésions athérosclérotiques de maniére qualitative. Comme nous I'avons vu (§ 4.2.3.4),
les arteres sont des conduits constitués de trois tuniques concentriques, de I'intérieur vers

I'extérieur : ' /ntima, la media, et |'adventice (Dacosta, 2002).
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Ces trois tuniques apparaissent sur la figure 29 qui montre une coupe transversale de la base de
la crosse aortique d'un hamster du groupe "Chol -", nourris avec un régime normo-lipidique ; le

plancher de la crosse est dirigé vers le bas.

lumiére

Figure 29 : Coupe transversale d'une aorte d'un hamster ayant consommé un régime normo-
lipidique du groupe "chol -".

Aucune lésion athérosclérotique (dépot lipidique, altération de ['organisation des fibres
élastiques, épaississement de la proi artérielle, etc.) n'appardit sur cette coupe. L'/ntima ne montre
aucun dépot lipidique apparent ; la media est d'épaisseur constante et les fibres élastiques
apparaisent alignées et ne présentent aucun désordre anatomo-pathologique visible comme le montre

le détail figure 30.
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Figure 30 : Détail de la coupe 29 (hamster du groupe "chol -")
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La figure 31 montre une coupe transversale (début crosse aortique - plancher dirigé vers le bas)
d'une aorte d'un hamster ayant consommé le régime hypercholestérolémiant supplémenté a 1%

d'acide ruménique (groupe "AR-1%").
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Figure 31 : Coupe transversale d'aorte de hamster du groupe "AR-1%".

—Zoom

La présence de dépdts lipidiques intimaux (intra- et extra-cellulaires) est clairement visible sur
le plancher de |'aorte. Ces dépdts débordent un peu sur la media avec un épaississement pariétal

modéré de /'intima, sans désorganisation des fibres élastiques de la media (détail sur la figure32).

lumiére

dépdts lipidiques intimaux

Figure 32 : Détail de la coupe 31 (hamster du groupe "AR-1%").

La figure 33 montre une coupe d'aorte d'un hamster ayant consommé un régime
hypercholestérolémiant supplémenté a 0,5% d'acide ruménique (groupe "AR-0,5%") dont le stade

d'athérogenése est lIégerement plus avancé.
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Figure 33 : Coupe transversale d'aorte de hamster du groupe "AR-0,5%".

Les dépdts lipidiques ne semblent pas sur cette coupe beaucoup plus importants que sur le
précédent cliché, mais il se peut que la coupe ne soit pas sur le centre de la Iésion. Cette coupe laisse
apparditre des épaississements pariétaux modérés de |'/ntima et de la media, associés a un début de

désorganisation des fibres élastiques de la media au niveau des dépdts lipidiques (détails figure 34).

désorganisation des fibres lumiére
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Figure 34 : Détail de la coupe 33 (hamster du groupe "AR-0,5%").

La figure 35 montre un détail d'une coupe transversale d'aorte d'un hamster du groupe "Chol +" ;
cette coupe histologique montre des dépdts lipidiques intra- et extra-cellulaires intimaux, un
épaississement pariétal de la media accompagné d'une désorganisation de la structure des fibres
¢lastiques. Un début de formation de ceeurs lipidiques (regroupement de dépdts lipidiques en plaque)

est observé.
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Figure 35 : Détail d'une coupe transversale d'aorte de hamster du groupe "Chol +".

Les coupes transversales nous ont permis de montrer avec certitude que les dépdts lipidiques
étaient localisés dans la tunique intimale, sous la couche de cellules endothéliales. Dans certains cas, la
présence de ces dépots commence déja a influer sur la structure de la media. Des dépéts lipidiques
extra-cellulaires ont également été observés sur certaines coupes avec début de formation de cceurs

lipidiques, précurseurs des plaques athéromateuses.

Etude des coupes longitudinales

Aprés étude des coupes transversales destinées a vérifier la localisation des dépats lipidiques,
I'étude des coupes longitudinales a pour but d'apprécier |'étendue des lésions sur chaque aorte
(partie immédiatement antérieure a la crosse aortique, coté coeur) sur une aire définie, commune a
toutes les aortes. La présence de résidus de tissu adipeux périartériels colorés en rouge vif et le
manque de différenciation entre le rouge brun des dépéts lipidiques et le brun clair des membranes
aortiques (fond des coupes) ne nous a pas permis d'utiliser un systéme automatique d'intégration des
surfaces assisté par ordinateur. Une analyse non paramétrique a donc été utilisée pour apprécier
I'étendue de ces Iésions. Cing degrés pathologiques différents ont été définis, ol les dépdts lipidiques
vont de simples petites taches éparses et peu hombreuses, localisées sur le plancher du début de la
crosse aortique, jusqu'd des plaques lipidiques conséquentes, rapprochées et nombreuses, situées
principalement sur le plancher aortique, mais associées a des dépats lipidiques de moindre importance
sur les parois latérales de |'aorte et au départ des arteres du tronc brachial gauche. Les différentes
coupes ont été classées en aveugle de 1 a 5 selon |'importance des dépdts lipidiques par quatre

observateurs indépendants. Les figures suivantes illustrent ces observations.
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La figure 36 montre une coupe en face de |'aorte d'un hamster ayant consommé un régime
normo-lipidique (groupe "chol -"). Cette coupe a été classée d'ordre 1 dans |'importance des
manifestations histo-pathologiques de |'athérosclérose. Aucun dépdt lipidique intimal n'est observé ;
quelques granulés colorés en rouge vif par |'huile rouge sont visibles, mais la mise au point permet de
localiser cette granulation du c6té externe de |'artére. L'étude des coupes transversales avait déja
permis de mettre en évidence la présence de résidus de tissus adipeux externes. La coloration de ces

résidus est toujours plus vive que celle des dépots lipidiques intimaux.

c6té crosse

.- Ay 7
eote coeur

Figure 36 : Coupe en face d'une aorte de hamster du groupe "chol -" (classement "ordre 1")

La figure 37 montre une coupe en transparence de |'aorte d'un hamster hypercholestérolémié et
présentant une atteinte athéroscléreuse classée d'ordre 2 par trois observateurs. Quelques dépots
lipidiques épars sont visibles sur le plancher de I'aorte en plusieurs endroits, mais présentant au total

une surface relativement réduite (zones encerclées).
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Figure 37 : Coupe en face d'une aorte de hamster hypercholestérolémié (classement "ordre 2").
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Des particules colorées en rouge vif sont également visibles du c6té externe de |'artere
(probablement des lipides résidus de tissus adipeux) et facilement dissociables des dépdts lipidiques
intimaux lors de la mise au point du microscope.

La figure 38 montre une coupe transversale d'une aorte classée dans le groupe 5 (degré le plus
¢levé de |'atteinte athéromateuse) par trois des observateurs. Des grosses plaques de lipides sont
visibles au niveau du plancher de |'aorte, accompagnées par des dépdts lipidiques plus petits sur les

parois transversales de I'artére. Des résidus lipidiques externes sont également observés.

'-'dépﬁ'rs lipidiques intimaux

plagues athéromateuses

plancher aortique ‘L 200 pm
"

Figure 38 : Coupe en face d'une aorte de hamster hypercholestérolémié (classement ordre "ordre 5").

Le tableau 28 montre les résultats du classement des coupes longitudinales par 4 observateurs
indépendants en fonction de la sévérité des Iésions athérosclérotiques. Les coupes classées dans le
groupe 1 présentent peu ou pas de dépots lipidiques et celles du groupe 5 présentent le plus grand
nombre de plaques athéroscléreuses sur la plus vaste surface.

Les données obtenues étant des variables ordinales (de 1 & 5), ni binaires (oui/non ou 0/1) ni
paramétriques (quantitatives), |'analyse statistique des résultats s'est avérée délicate. Nous avons
tout d'abord ramené les résultats @ un systéme binaire simple en créant un groupe "effet favorable"
(score de 1 a 3) et un groupe "effet adverse" (scores 4 et 5). Les groupes expérimentaux ont alors
été testés contre le groupe "Chol +", observateur par observateur. Des différences significatives

entre groupes apparaissent, mais avec des distorsions flagrantes entre observateurs.

Nous avons donc testé |'effet observateur selon un modele logistique GLM (Generalized Linear
Model, SAS®, Version 8) en tenant compte de la nature de la variable ordinale. Il existe une forte

distorsion "observateur".
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Tableau 28 : Classement en aveugle des aortes en fonction de I'importance des dépéts lipidiques
(nombre et étendues de Iésions) par quatre observateurs indépendants.

Observateur n°

Régime Hamster 1 2 3 4
Hamster 1 1 1 2 1
Chol - Hamster 2 1 1 1 1
Hamster 3 1 1 1 1
Hamster 1 4 5 4 3
Hamster 2 5 4 4 4
Hamster 3 5 5 5 5
Hamster 4 5 5 4 5
Hamster 5 4 4 5 3
Hamster 6 2 1 2 1
Chol + Hamster 7 4 5 2 4
Hamster 8 - - - -
Hamster 9 - - - -
Hamster 10 5 4 3 4
Hamster 11 - - - -
Hamster 12 3 3 2 2
Hamster 13 - - - -
Hamster 14 3 2 4 2
Hamster 1 5 5 4 5
Hamster 2 3 3 2 2
Hamster 3 5 5 5 5
Hamster 4 4 3 2 3
Hamster 5 - - -
AR-0,5% Hamster 6 3 4
Hamster 7 - - - -
Hamster 8 - - - -
Hamster 9 2 2 1 2
Hamster 10 4 3 2 3
Hamster 11 4 4 4 3
Hamster 1 - - - -
Hamster 2 3 3 2 2
Hamster 3 4 3 3 3
Hamster 4 2 2 1 2
Hamster 5 - - - -
Hamster 6 5 5 3 5
AR- 1% Hamster 7 3 3 5 2
Hamster 8 3 3 3 3
Hamster 9 - - - -
Hamster 10 5 2
Hamster 11 - - -
Hamster 12 - - - -
Hamster 13 5 5 3 4
Hamster 14 5 5 4 4

Classement croissant de 1 (absence de dépdt lipidique ou dépdts minimes et peu nombreux) a 5
(dépéts lipidiques importants et en grand nombre); - : échec de dissection.

Nous avons ensuite testé les groupes expérimentaux contre le groupe "Chol +" tous observateurs

confondus. Méme s'il existe une tendance des deux groupes expérimentaux a dériver vers les scores
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"effet favorable", ces différences ne sont pas significatives. Cependant, |'absence de différences
significatives peut étre vraie ou cryptique, c'est-a-dire uniquement cachée par un effet

"observateur" tres important.

4.3.3 Discussion.

Le présent travail s'inscrit comme une suite logique de la précédente expérimentation. Nous
voulions étudier les différences d'impacts biologiques (lipides hépatiques, métabolisme lipoprotéique,
et lésions athéroscléreuses) des régimes hypercholestérolémiques contenant 0,5% ou 1% d'acide
ruménique, en utilisant un régime plus athérogéne sur un modéle animal plus sensible a

I'hypercholestérolémie que le précédent.

4.3.3.1 Conditions expérimentales

Teneurs en acide ruménique

Le régime expérimental a 0,5% d'acide ruménique correspond, en regard de la teneur en acide
ruménique, au régime "mixte" de |'expérimentation précédente. Ce groupe devait nous permettre
d'apprécier |'influence de la dilution en acide ruménique, sans interférence de |'isomeére 18:2 107,12¢,
et d'apprécier ainsi la part de chacun de ces isomeres dans les effets observés précédemment pour le
groupe "mixte". Le second régime (AR-1%) est équivalent au régime "9¢117' de la premiere

expérimentation.

Régime de base

La base du régime change radicalement d'une expérimentation a I'autre, puisque nous avons ici
substitué une poudre d'aliments pour rongeurs a notre précédent régime semi-purifié. Le régime a
base d'aliment pour animaux était présumé plus athérogéne que le régime semi-purifié (Kris-Etherton
et Dietschy, 1997). En effet, Nicolosi et al (1998) ont montré que, malgré des concentrations
similaires en macro- et micro-nutriments de deux régimes hypercholestérolémiants (semi-purifié vs.
croquettes pour rongeurs) administrés a la méme souche de hamster (hybride FiB), le profil
lipoprotéique est plus athérogénique (rapport cholestérol total / cholestérol HDL plus élevé : 2,79
contre 1,72) et les dépdts lipidiques aortiques 6 fois plus étendus chez les hamsters nourris avec des
aliments pour animaux que chez ceux nourris avec un régime semi-purifié. Cette observation est pour
I'instant inexpliquée. Kris-Etherton et Dietschy (1997) commentent en soulignant que les aliments
pour animaux contiennent des glucides complexes, des protéines et des fibres solubles et insolubles
alors que les aliments semi-synthétiques contiennent beaucoup de glucides simples et d'hydrolysats
de protéines. Mais |'explication pourrait venir de la disponibilité restreinte en vitamine E dans le cas

des aliments pour animaux ; Nicolosi et a/ (1998) notent des taux plasmatiques d'a-tocophérol 5 fois
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plus élevés chez les hamsters nourris avec des aliments semi-purifiés comparés aux animaux nourris
avec des aliments commerciaux. Chez ces derniers, les LDL sont plus sensibles a |'oxydation. Nous
avons donc opté pour un régime a base d'aliments pour animaux pour cette seconde expérimentation.

Quantitativement, nous avons augmenté la part des lipides dans les régimes, passant de 10% (8%
coprah, 0,9% carthame, 0,12% cholestérol, 1% ALC ou oléique) a 23% (20% saindoux, 2% tournesol,
0,12% cholestérol, 1% ALC et/ou oléique). Les teneurs en lipides utilisées lors de |'expérimentation
"Hamster I" avaient été inspirées par les premiers travaux de |'équipe de Nicolosi et al. (1997;
Nicolosi et al., 1998). Cette méme équipe (Wilson et a/,, 2000) a, par la suite, également augmenté les
taux de lipides des régimes, imitée par la plupart des groupes de recherches sur ce théme (Lock et
al, 2005; Mitchell et al, 2005; Valeille et al., 2005). Pour &tre slirs d'arriver d un stade précoce
d'athérosclérose, nous avons donc décidé d'adopter ces nouvelles proportions pour |'expérimentation
"Hamster IT".

Qualitativement, nous avons remplacé |'huile de coprah (expérimentation "Hamster I") par du
saindoux (expérimentation "Hamster II") ; cefte matiére grasse semble plus appétante pour les
hamsters que le coprah, moins consommé par ces animaux. Ces deux matiéres grasses présentent
quelques différences. Le saindoux est beaucoup moins riche en acides gras saturés (37% des AG
totaux) que le coprah (91%) ; les acides gras saturés prédominants dans le saindoux sont |'acide
palmitique (16:0) et |'acide stéarique (18:0), et dans le coprah |'acide laurique (12:0) et I'acide
myristique (14:0). Le saindoux contient 40% d'acide oléique (18:1 9¢) contre 7% pour le coprah. Le
saindoux contient environ 18 mg de tocophérol/kg ; le coprah contient 1g de phytostérols/kg. Il
semble que ces derniers nutriments soient efficaces pour abaisser le cholestérol plasmatique et le
cholestérol LDL (Yokoyama, 2004).

Nous n'avons pas modifié les teneurs en cholestérol des régimes (0,12%) qui semblent
satisfaisantes. Kris-Etherton et Dietschy (1997) prescrivent des taux de 0,1 - 0,3% (pds/pds), soit
20 mg/ jour/kg de poids corporel lors d'expérimentation de |'hypercholestérolémie chez le hamster.
La plupart des auteurs travaillant sur ce modéle suivent cette prescription (Dorfman et a/, 2003;
Férézou et al, 2000; Huang et Fang, 2000; Kowala et a/, 1991; Mangiapane et al., 1999; Nicolosi et al.,
1997; Nicolosi et al., 1998; Nistor et al., 1987 Terpstra et al, 1991; Wilson et a/,, 2000).

Souche de hamster

La souche de hamster n'est plus la méme, ce qui joue sans doute pour beaucoup sur les
différences de résultats observés entre les deux expérimentations. Des travaux menés parallélement
aux notres ont également montré que deux souches de hamsters pouvaient répondre différemment a
un méme régime hypercholestérolémiant (Dorfman et a/, 2003; Férézou et a/, 2000; Terpstra et al.,

1991; Valeille et al/, 2004; Valeille et a/, 2005). La souche F1B, que nous avons utilisée lors de cette
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deuxiéme expérimentation, est produite aux USA ; ces animaux sont onéreux et il n'est pas aisé de se
les procurer en France. Cependant, plusieurs auteurs font état de leurs qualités de réponse lors des
expérimentations sur le métabolisme des lipoprotéines, notamment en état d'hypercholestérolémie et
d'hyperlipidémie (De Deckere et a/, 1999; Dorfman et al, 2003; Kowala et al, 1991; Nicolosi et al.,
1997; Nicolosi et al, 1998; Terpstra et al, 1991, Wilson et a/, 2000). Malgré les difficultés

d'approvisionnement, nous avons donc opté pour cette souche.

4.3.3.2 Analyses des lipides hépatigues

Classes de lijpides

Contrairement a Spady et Dietschy (1988), nous observons chez nos hamsters nourris avec un
régime riche en acides gras saturés une forte augmentation des taux d'esters de cholestérol
hépatiques. Ceci confirme les résultats de Billet et a/ (2000) et Lock et a/. (2005) qui rapportent une
augmentation importante des taux d'esters de cholestérol hépatiques chez le hamster nourri avec un
régime hyperlipidique riche en cholestérol. Cette augmentation est accompagnée par une Iégere baisse
(non significative) des teneurs hépatiques en triacylglycérols qui peut s'expliquer par une fuite des
TAG hors du foie, puisque les taux de VLDL sanguins sont tres élevés chez ces hamsters, et que les
VLDL comportent 72% de TAG (Goulinet et Chapman, 1993). L'engorgement du foie en esters de
cholestérol peut &tre imputable & I'état hypercholestérolémique et hyperlipidémique des animaux
(Billet et al, 2000; Lock et al, 2005). En effet, la richesse du sang en VLDL et IDL laisse a penser
que les lipoprotéines lipases sont saturées et ne peuvent assurer la transformation des VLDL en LDL
qui assurent le transport des esters de cholestérol.

Les hamsters ayant regu 1% d'acide ruménique dans leur ration lors de cette expérimentation
montrent une diminution significative des proportions d'esters de cholestérol hépatiques,
accompagnée d'une augmentation des phospholipides hépatiques ; nous avons également noté une
|égere augmentation (non significative) des triacylglycérols hépatiques. En fait chez ces animaux dont
I'état d'athérosclérose est plus avancé que dans la précédente expérimentation, |'acide ruménique
semble contrarier légérement les effets du régime hyperlipidique sur la distribution des lipides

hépatiques (cf. figure 26).

Composition en acides gras des ljpides hépatigues

La composition en acides gras des différentes classes de lipides des hamsters nourris avec un
régime supplémenté en acide ruménique est, d de tres rares exceptions prés, semblable a celle
obtenue lors de |'expérimentation précédente. Seuls les esters de cholestérol montrent une

augmentation significative en 16:0 chez les hamsters ayant regu de I'acide ruménique comparés aux
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animaux témoins. Lors de |'expérimentation précédente, |'acide ruménique provoquait une baisse nhon

significative de cet acide gras dans cette classe de lipides chez les hamsters expérimentaux.

Malgré les mémes taux ajoutés d'acide ruménique dans les rations (05 et 1%), les taux
d'incorporation de cet acide gras dans les lipides hépatiques sont trés différents d'une
expérimentation a I'autre. Lors de |'expérimentation "Hamster I", |'acide ruménique représentait
1,8% des AG des PL hépatiques, 4,4% pour les TAG, et 5,6% pour les EC ; ces concentrations
permettaient de voir des métabolites supérieurs conjugués, produits a partir des ALC. Lors de
I'expérimentation "Hamster II", |'acide ruménique est présent a 0,31%, 1,25%, et 155% des AG
respectivement dans les PL, les TAG, et les EC hépatiques. Cette faible incorporation ne permet pas la
conversion en métabolites supérieurs conjugués en quantités suffisantes pour que |'analyse
chromatographique permette de les identifier et de les quantifier. Cette différence d'incorporation
reste a expliquer ; nous n'avons pas trouvé de données concernant |'incorporation des ALC dans les
lipides hépatiques chez le hamster dans la bibliographie. Il n'en reste pas moins que ce défaut
d'incorporation de |'acide ruménique dans les lipides hépatiques a probablement des répercussions sur

les effets que cet acide gras pourraient avoir sur le métabolisme lipidique.

4.3.3.3 Analyses des lipoprotéines plasmatigues

Modiifications des paramétres sanguins lipoprotéigues

Lors de cette nouvelle expérimentation "Hamster II", le régime hyperlipidique riche en
cholestérol a produit un effet notable. Si le profil lipoprotéique des hamsters du groupe "chol -"
correspond a celui de hamsters normo-lipidiques (3 - 4 mM cholestérol/l, dont 50 - 70% transporté
par les HDL) (De Deckere et al,, 1999), le profil lipoprotéique des animaux du groupe "Chol +" montre
un profil plus athérogénique, avec une hausse du cholestérol plasmatique total et une modification des
proportions C-HDL vs. C-LDL (Mangiapane et al, 1999) (cf. § 4.2.3.3 Modifications des paramétres
lipoprotéigues chez le hamster). Le taux de cholestérol non HDL (C-LDL + C-VLDL) devient supérieur
au taux de cholestérol HDL. Nous notons lors de cette nouvelle expérimentation une forte élévation
des taux de cholestérol des fractions VLDL et IDL, ce qui semble normal chez cette espece ; en
effet, a la différence de la plupart des humains, le hamster accumule des taux importants de

VLDL/IDL en réponse a un régime athérogéne (Spady, 1999).

En conclusion, les hamsters de |'expérimentation "Hamster II" présentent un état athéromateux

plus avancé que ceux de la précédente étude.
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Influence de la présence d'acide ruménique

Plusieurs publications rapportent un effet bénéfique des isomeres conjugués de I'acide linoléique
sur les marqueurs de risque de |I'athérosclérose lors d'expérimentations animales (De Deckere et al,
1999; Gavino et al, 2000; Nicolosi et al., 1997; Valeille et a/, 2004; Wilson et a/, 2000). Les études
les plus anciennes (Nicolosi et al, 1997; Wilson et a/., 2000) utilisaient un mélange équipondéral des
isomeres 18:2 9c¢11+/18:2 10712¢ et ne fournissent que peu de détails sur les dosages de
lipoprotéines (C-HDL vs. C-non-HDL, sans indication sur C-LDL, C-VLDL, etc.). Gavino et a/. (2000)
montrent |'efficacité de ce mélange d'isomeéres 18:2 9¢,117/ 18:2 10#12¢, mais la "neutralité" de
I'acide ruménique seul. Une autre équipe (De Deckere et a/, 1999) montre que |'isomere actif est le
18:2 10#,12¢ ; alors que Valeille et a/. (2004) rapportent que I'acide ruménique 18:2 9¢,11t est le plus
efficace.

La comparaison de ces études (les ndtres inclues) témoighe d'un manque d'homogénéité dans les
résultats. En fait, les conditions expérimentales, et notamment les régimes utilisés (base alimentaire,
taux de cholestérol, taux et qualités des acides gras de la ration), les souches de hamster, la durée
d'expérimentation, et |'état d'athérogénéité (taux relatifs du cholestérol de chaque fraction de
lipoprotéines) peuvent expliquer ces écarts. Cependant, les conditions que nous avons appliquées
semblent cohérentes en regard des recommandations établies pour ce type d'étude (Kris-Etherton et

Dietschy, 1997).

Nos résultats lors de cette expérimentation ("Hamster II") montrent que, dans un état
d'athérogénéité (hausse du taux de cholestérol total et des triacylglycérols circulants, modification
des proportions C-HDL et C-LDL, présence de dépots lipidiques intimaux, augmentation des EC
hépatiques), |'acide ruménique provoque une baisse du cholestérol LDL, mais également du cholestérol
HDL, et une augmentation du cholestérol VLDL et IDL, ce qui ne contribue pas a baisser le rapport
cholestérol total / cholestérol HDL, témoin d'un risque athérogene. De plus, |'acide ruménique

participe a |'élévation du taux de cholestérol sdLDL, fraction la plus athérogéne des LDL.

4.3.3.4 Etude histologigue des aortes

Nos observations histologiques des |ésions aortiques des hamsters ayant consommé un régime
hyperlipidique riche en cholestérol correspondent aux descriptions anatomo-pathologiques rapportées
antérieurement pour cette espece animale (Nistor et al/, 1987). Les coupes transversales nous ont
permis de démontrer la situation intra-intimale des lésions et d'observer les différents désordres
anatomiques mentionnés par cette équipe : dépéts lipidiques extra-cellulaires, épaississements des
parois, désorganisation des fibres élastiques. Nistor et a/. (1987) situent les premiéres atteintes dans

la crosse aortique, sans plus de précision. Nos observations montrent que les dépdts les plus précoces
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se situent sur le plancher du début de la crosse aortique. Par la suite quelques dépéts apparaissent a
I'embranchement d'arteres secondaires.

Les coupes transversales étaient prévues pour effectuer un classement d'intensité des Iésions
en estimant la surface des dépdts lipidiques dans les parois aortiques. Les conditions opératoires et
les moyens a disposition ne hous ont pas permis une quantification automatisée assistée par
ordinateur. Le recours a des observateurs indépendants a introduit un biais que ne pouvaient
compenser les effectifs de chaque groupe. Toute interprétation statistique des résultats serait donc
hasardeuse et conjecturelle. En revanche, |'étude des coupes histologiques nous a permis de
constater des |ésions comparables a celles rapportées dans la littérature pour cette espéce animale
dans des conditions alimentaires athérogénes (Kowala et a/, 1991; Kowala et al, 1993; Nistor et al,
1987).

La présence de dépats lipidiques intra /ntima confirme donc |'état athérosclérotique des animaux

déja démontré par les analyses de cholestérol lipoprotéique.
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5 - CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

5.1 Etudes des taux d'acide ruménique dans le beurre

Des études antérieures ont montré que |'acide ruménique était présent en quantité appréciable
dans la matiere grasse laitiére, et que les taux rencontrés variaient en fonction des saisons et des
régions d'élevage. En revanche, les teneurs en acide ruménique des beurres frangais étaient peu

documentées et |'impact des procédés de transformation du lait en beurre n'avait pas été étudié.

Nos études ont permis de compléter les tables de composition des matiéres grasses laitieres
avec des données récentes en ce qui concerne les taux d'acide ruménique. Nous avons montré que le
beurre présente des variations saisonniéres et régionales des teneurs en acide ruménique,
probablement en rapport avec les systemes d'élevage, et hotamment en matiere d'alimentation des
animaux. Nos études ont également démontré que les taux d'acide ruménique ne variaient pas lors de
la fabrication du beurre, depuis le lait, et la créme jusqu'au produit final.

Dans le beurre, les taux d'acide ruménique sont en moyenne de 0,40 mg/100 g de beurre en hiver
et de 0,80 mg/100 g de beurre en été (moyennes des deux expérimentations). La consommation
moyenne de beurre en France est de 13,6 g/ pour les adultes. Approximativement, le beurre apporte

donc entre 0,05 mg (hiver) et 0,1 mg d'acide ruménique par jour a un adulte.

Depuis que nous avons commencé ces études, la recherche scientifique s'est focalisée sur les
relations entre la qualité de la ration des vaches laitieres et les teneurs en acide ruménique. Les
perspectives de travail futur pour faire suite a nos travaux vont donc dans le sens de cette
thématique. De plus, il conviendrait de reprendre les échantillons en notre possession et de les
fractionner en chromatographie liquide pour individualiser les isoméres 719c¢, 8t10c¢, et de
déterminer leur importance et les variations régionales et saisonnieres de leur production dans la
matiere grasse laitiere, puisqu'il semble que les proportions de ces deux isoméres varient en fonction
de |'alimentation des bovins (Lock et Garnsworthy, 2003). Ces mémes échantillons pourraient
également &tre utilisés pour déterminer les taux d'acide vaccénique 18:1 117 et les rapports
vaccénique/ruménique qui intéressent fort les producteurs de tables de composition des produits
laitiers et les nutritionnistes. Car s'il s'avere avantageux d'augmenter les taux d'acide ruménique
dans la matiére grasse laitiere, cette augmentation s'accompagne toujours d'une élévation des taux
d'acide vaccénique. Or les acides gras 18:1frans ont été incriminés dans |'athérogenése sans
qu'aucune information ne soit a ce jour disponible sur les effets propres de |'acide vaccénique dans le
développement de cette maladie. De tels travaux analytiques sur les variations des teneurs en acides

gras trans dans les produits laitiers s'inscriraient naturellement dans la réflexion actuelle
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d'étiquettage des aliments pour les taux en isomeres trans d'acides gras mise en place au niveau de

I'Union Européenne et qui, d terme, pourrait aboutir a une directive communautaire.

5.2 Influence de |I'acide ruménique sur I'athérogenése expérimentale

Plusieurs expérimentations sur |'animal rapportent les effets potentiellement bénéfiques d'un
mélange d'isoméres conjugués de |'acide linoléique, incluant I'acide ruménique, sur la réduction des
marqueurs de risque d'athérosclérose, et sur la réduction des dépdts lipidiques dans les parois
artérielles.

Le second volet de nos études consistait donc a étudier |'influence de I'acide ruménique seul sur
les parametres témoignant d'un risque de développement des maladies cardio-vasculaires lors d'une

alimentation riche en lipides et en cholestérol.

La premiere expérimentation a montré que |'ajout d'acide ruménique a un régime athérogéne
permettait d'améliorer certains marqueurs lipidiques du risque athéromateux (cholestérol

plasmatique total, cholestérol LDL, cholestérol sdLDL) chez le hamster (tableau 29).

Tableau 29 : Comparaison des résultats de nos deux expérimentations hamster.

Expérimentation I Expérimentation IT
Hamster Harlan F.B
Base régime purifié aliments commerciaux
Groupe Control AR 1% Control  ARO05%  AR1%
Unités mM/| mM/| mM/| mM/| mM/|
TAG 0,86° 0,95° 17,18° 21,45° 21,47¢
cT 4,65° 3,00 16 51° 21,63¢ 20,27¢
C-HDL 3,03° 1,82° 2,45° 2,37° 1,89¢
C-nonHDL 1,62° 1,18° 14,74 20,04¢ 19,36°
C-sdLDL 0,32° 0,07° 0,34¢ 0,49¢ 0,54¢
CT/C-HDL 153 165 6,34 913 10,72
c-LbL 0,74° 0,33, 1,78¢ 1,55 1,62°
C-VLDL 12,96° 18 ,49° 17,74

Différents exposants sur une méme lighe indiquent des différences significatives
indépendamment pour chacune des expérimentations (P< 0,05 ; test de Bonferonni).

Il faut cependant relativiser ce résultat en considérant que la cholestérolémie des animaux était
étonnamment peu élevée en regard de la richesse lipidique du régime alimentaire. De plus, aucun

animal ne présentait de dépdts lipidiques au nhiveau aortique. Ces résultats ne sont pas aussi
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enthousiasmants que ceux publiés par Nicolosi et a/ (1997) et Wilson et a/ (2000), mais semblent
comparables a ceux de Valeille et a/. (2004).

Nous en avons conclu que, soit notre régime n'était pas athérogéne, soit la souche de hamster
était particulierement résistante. La littérature montre qu'un régime a base semi-purifiée provoque
difficilement I'élévation de la cholestérolémie et |'apparition de stries lipidiques chez cet animal.
Dans une étude intermédiaire,nous avons utilisé la méme souche de hamster avec un régime
hyperlipidique riche en cholestérol a base d'aliments pour rongeur. Nous n'avons pas observé de
développement de dépdts lipidiques aortiques aprés 3 mois de ce régime. Il semblerait que la souche

Harlan soit résistante a I'athérogenése. Nous avons donc également changé de souche de hamster.

Lors de notre seconde expérimentation, nous avons donc nourri des hamsters F1B, sensibles a
I'athérosclérose, avec un régime hyperlipidique, riche en cholestérol, a base d'aliment pour animaux.
Etonnamment, les hamsters dont les régimes étaient supplémentés avec ['acide ruménique
présentaient des modifications défavorables de marqueurs lipidiques du risque athéromateux (baisse
du cholestérol HDL, augmentation du cholestérol plasmatique total, du cholestérol LDL, du cholestérol
sdLDL, et du rapport CT/C-HDL) (tableau 29). Comparée a celle de hamsters normolipémiques, la
cholestérolémie des hamsters expérimentaux était particulierement élevée ; les hamsters soumis aux
régimes hyperlidiques ont tous développé des dépdts lipidiques aortiques. L'état athérogéne de ces
animaux est donc plus avancé que lors de la premiere expérimentation. Il semblerait donc que dans cet

état d'athérogenése, I'acide ruménique ne soit pas un facteur améliorant la cholestérolémie.

Pour |'avenir plusieurs points peuvent se dégager de nos expérimentations.

Tout d'abord vérifier |I'adéquation du modele animal. Les différences de comportement d'une
souche a I'autre sont un handicap certain pour ce type d'expérimentation. La fourniture de la souche
FIB est onéreuse et délicate (importation des USA). De plus, les grandes variabilités de
comportement intra-groupes rendent difficiles toutes études statistiques. Actuellement |'orientation
se fait vers des modeles souris apoE "knock-out" (Lee et al, 2005) ou des porcs nains (Dixon et al,
2002) qui semblent maintenant plus pertinents.

D'autre part, si on considere les taux d'acide ruménique utilisés lors de notre expérimentation,
comparables a ceux utilisés lors d'expérimentations publiées auparavant, par rapport au poids d'un
hamster, cela reviendrait a fournir @ un homme adulte en 50 et 100 g d'acide ruménique par jour, ce
qui est fort éloigné des 0,05 - 0,1 mg consommé par le simple apport de beurre. Il serait donc
souhaitable de travailler sur du beurre enrichi en acide ruménique et/ou supplémenté en acide

ruménique pour obvier a |'interférence due a I'acide vaccénique.
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Enfin, nos expérimentations ont montré que I'acide ruménique pouvait avoir des effets opposés
selon |'importance de |'athérosclérose. Il conviendrait donc dans un futur modéle d'effectuer des
prélevements périodiques pour vérifier |'impact de l'acide ruménique a différents stades du

développement de la pathologie.
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ANNEXES

Annexes I. - Acide ruménique et beurre :

Annexe I.1: Taux d'acide ruménique en g/100g de beurre par région et par saison.

Région Département Hiver Printemps Ete
Aquitaine 47 0,338 0,404 0,438
Auvergne-1 43 0,579 0,464 1,006
Auvergne-2 63 0,403 0,560 0,811
Bretagne-1 22 0,405 0,805 0,761
Bretagne-2 29 0,392 0,422 0,621
Bretagne-3 35 0,415 0,460 0,547
Franche Comté 70 0,431 0,380 0,724
Normandie-1 14 0,405 0,975 0,911
Normandie-2 50 0,376 0,651 0,777
Normandie-3 50 0,476 0,704 0,938
Normandie-4 61 0,355 0,546 0,823
Poitou Charente-1 17 0,349 0,412 0,589
Poitou Charente-2 17 0,359 0,386 0,555
Poitou Charente-3 79 0,371 0,400 0,498
Poitou Charente-4 79 0,376 0,414 0,801
Rhédne Alpes-1 01 0,412 0,548 0,899
Rhéne Alpes-2 01 0,409 0,372 0,816
Rhéne Alpes-3 42 0,357 0,394 0,767

Chaque résultat est la moyenne de 2 analyses par échantillon effectuées en paralléle.

134



ANNEXES T

Annexes II - Acide ruménique et Filiere beurre

Annexe IT.1: taux d'acide ruménique rapportés a la matiere grasse (g/100g MGL).

Lait Bretagne Touraine Jura Normandie  Pyrénées
Janvier 0,349 0,327 0,390 0,434 0,415
Février 0,382 0,346 0,385 - 0,406
Mars 0,399 0,335 0,374 0,458 0,426
Avril 0,615 0,642 0,707 0,844 0,599
Mai 0,958 0,789 0,983 - -
Juin 1,027 - 0,950 1,118 0,733
Juillet 0,878 0,530 0,693 1,003 0,697
Aolit 0,896 0,532 - 0,944 0,706
Septembre 0,713 0,505 0,615 0,749 0,646
Octobre 0,518 0,433 0,611 0,578 0,647
Novembre 0,403 0,434 - 0,436 0,529
Décembre 0,337 0,375 0,449 0,339 0,417

Créme Bretagne Touraine Jura Normandie  Pyrénées
Janvier 0,352 0,361 0,443 0,482 0,387
Février 0,367 0,342 0,464 - 0,402
Mars 0,400 0,360 0,427 0,480 0,410
Avril 0,635 0,649 0,756 0,838 0,624
Mai 1,007 0,761 1,051 - -
Juin 0,994 0,625 1,120 1,165 0,746
Juillet 0,872 0,569 0,818 1,068 0,718
Aolit 0,874 0,516 0,773 0,955 0,686
Septembre 0,743 0,499 0,779 0,766 0,665
Octobre 0,550 0,454 0,668 0,620 0,624
Novembre 0,427 0,460 0,517 0,408 0,555
Décembre 0,388 0,381 0,454 0,383 0,424

Beurre Bretagne Touraine Jura Normandie  Pyrénées
Janvier 0,320 0,326 0,383 0,464 0,400
Février 0,396 0,347 0,402 - 0,408
Mars 0,425 0,357 0,424 0,433 0,432
Avril 0,590 0,641 0,719 0,844 0,650
Mai 0,932 0,731 0,959 - -
Juin 0,916 0,621 1,095 1,134 0,704
Juillet 0,844 0,524 0,861 1,043 0,665
Aolit 0,822 0,494 0,780 1,001 0,693
Septembre 0,721 0,502 0,746 0,703 0,635
Octobre 0,496 0,462 0,683 0,590 0,627
Novembre 0,392 0,435 0,544 0,414 0,571
Décembre 0,350 0,370 0,465 0,349 0,406

Chaque résultat est la moyenne de 2 analyses par échantillon effectuées en paralléle.
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Annexe IT.2: Taux d'acide ruménique rapportés a la matiére premiére (g/100g produit initial).

Lait Bretagne  Touraine Jura Normandie  Pyrénées
Janvier 0,015 0,013 0,015 0,017 0,017
Février 0,017 0,011 0,015 - 0,017

Mars 0,017 0,014 0,013 0,020 0,018

Avril 0,025 0,019 0,027 0,036 0,023

Mai 0,035 0,016 0,031 - -

Juin 0,041 - 0,033 0,051 0,024
Juillet 0,035 0,014 0,022 0,042 0,028

Aolit 0,037 0,021 - 0,038 0,029

Septembre 0,030 0,018 0,024 0,030 0,026
Octobre 0,022 0,017 0,021 0,024 0,027
Novembre 0,018 0,016 - 0,018 0,022
Décembre 0,015 0,014 0,017 0,015 0,018
Moyenne 0,026 0,016 0,022 0,029 0,023
Créme Bretagne Touraine Jura Normandie  Pyrénées
Janvier 0,126 0,149 0,068 0,205 0,144
Février 0,139 0,146 0,091 - 0,158

Mars 0,165 0,151 0,097 0,196 0,158

Avril 0,260 0,281 0,244 0,348 0,260

Mai 0,427 0,324 0,270 - -

Juin 0,426 0,253 0,270 0,474 0,301
Juillet 0,357 0,243 0,297 0,433 0,293

Aolit 0,343 0,207 0,219 0,387 0,290

Septembre 0,307 0,213 0,096 0,322 0,268
Octobre 0,211 0,189 0,145 0,213 0,257
Novembre 0,180 0,188 0,195 0,171 0,230
Décembre 0,173 0,171 0,137 0,171 0,177
Moyenne 0,260 0,206 0,176 0,292 0,230
Beurre Bretagne  Touraine Jura Normandie  Pyrénées
Janvier 0,268 0,272 0,331 0,388 0,329
Février 0,330 0,288 0,338 - 0,335

Mars 0,353 0,301 0,360 0,359 0,356

Avril 0,489 0,541 0,613 0,703 0,537

Mai 0,775 0,609 0,806 - -

Juin 0,755 0,507 0,923 0,933 0,579
Juillet 0,695 0,430 0,748 0,862 0,542

Aolit 0,671 0,405 0,676 0,823 0,571

Septembre 0,608 0,418 0,636 0,583 0,525
Octobre 0,402 0,388 0,590 0,487 0,518
Novembre 0,324 0,358 0,471 0,340 0,468
Décembre 0,294 0,304 0,403 0,295 0,332
Moyenne 0,497 0,392 0,584 0,577 0,463

Chaque résultat est la moyenne de 2 analyses par échantillon effectuées en paralléle.
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ANNEXES IIT : EXPERIMENTATION HAMSTER I

Annexe III1: Fabrication des régimes expérimentaux

Le mélange lipidique de base commun aux 4 régimes est constitué de :

Huile de coprah 221759
Huile de fournesol 250094
Cholestérol 325¢g

Le coprah est fondu a basse température (< 40°C), le tournesol et le cholestérol sont ensuite ajoutés
progressivement en brassant le mélange vigoureusement et continuellement. Le mélange est gardé a température

de liquéfaction jusqu'a utilisation (préparation des 4 régimes d'étude).

Les 4 mélanges lipidiques spécifiques sont constitués de :

Mélange lipidique de base 2250¢g
Lipide a étudier* 250 ¢

Les lipides a étudier sont :

*Régime témoin : acide oléique purifié (Sigma-Aldrich, France).

*Régime 9¢,11+# : acides linoléiques conjugués de synthése contenant 89,8% de l'isomére 18:2 9-

cis,11- trans (Natural ASA, Sandvika, N).

*Régime 107,12¢ : acides linoléiques conjugués de synthese contenant 96,5% de l'isomére 18:2 10-

trans12-cis (Natural ASA, Sandvika, N).

*Régime Mixte : mélange 50:50 (pds/pds) d'acides linoléiques conjugués de synthese contenant
89,8% de I'isomeére 18:2 9-c¢is,11- frans et d'acides linoléiques conjugués de synthése contenant 96,5% de

I'isomére 18:2 10- frans,12-cis (Natural ASA, Sandvika, N).

Les mélanges lipidiques spécifiques sont homogénéisés et mélangés a la préparation semi-synthétique

Mélange lipidique spécifique 2250¢
Base semi-synthétique 22500 ¢

Les régimes sont répartis en quantités réduites dans des bocaux de verre, puis congelés (-30°C). Chaque pot

est décongelé et réchauffé extemporanément pour distribution aux animaux.
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Annexe III 2 : Distribution (mg/g) des classes de lipides hépatiques.

Hamster Témoin 9c,11¢ 10+,12¢ Mixte
Chol 20+0,19 1,7+0,08 18+0,18 1,8 +0,06
TAG 5,2 +0,55 4,6+0,39 6,4+0,80 59+042

EC 34+043 40+0,61 26+0,17 3,2+0,58
PL 334+243 323+2,18 32,3+107 345 +1,16

Valeurs = moyennes + s.e.m.; Chol, cholestérol; TAG, triacylglycérols; EC, esters de
cholestérol; PL, phospholipides

Annexe III.3 : Principaux acides gras (%) des phospholipides hépatiques.

PL Témoin 9,114 10+12¢ Mixte
M s.e.m. M s.e.m. M s.em. M s.e.m.
14:0 0,42 0,018 0,38 0,022 0,29 0,009 0,33 0,007
16:0 17,33 0,151 1750 0,415 18,00 0,243 18,24 0,087
16:1 n-7 164 0,072 168 0,059 0,87 0,021 1,04 0,031
18:0 16,67 0,311 16,61 0,371 17,69 0,297 17,70 0,239
18:1 n-9 13,16 0,276 1196 0,156 13,80 0,255 12,27 0,302
18:2 n-6 1550 0,314 16,25 0,330 15,07 0,540 1405 0,423
20:3 n-6 2,28 0,069 2,25 0,089 2,01 0,096 2,20 0,149
20:4 n-6 17,39 0,270 16,24 0,425 1459 0,150 15,82 0,408
22:4 n-6 0,49 0,011 045 0,018 0,79 0,019 0,68 0,013
22:5 n-6 6,44 0,209 6,21 0,298 8,01 0,289 852 0,375
22:5 n-3 0,09 0,008 0,08 0,009 0,06 0,006 0,07 0,003
22:6 n-3 289 0,87 2,69 0,082 151 0,063 198 0,062

Annexe III 4 : Principaux acides gras (%) des triacylglycérols hépatiques.

TAG Témoin 9c,11¢ 10t,12¢ Mixte
M s.e.m. M s.e.m. M s.em. M s.e.m.
14:0 3,42 0,483 3,73 0,630 415 0,238 352 0,348
16:0 22,85 0,059 23,69 0,052 2699 0,373 2690 0,312
16:1 n-7 405 0,251 464 0,285 272 0,094 3,28 0,149
18:0 353 0,312 3,11 0,140 412 0,127 3,72 0,190
18:1 n-9 4474 0,315 38,78 0,668 43,33 0,707 4143 0,916
18:2 n-6 10,34 0,274 10,25 0,469 7,68 0,269 8,39 0,207
20:3 n-6 0,41 0,037 0,32 0,032 0,13 0,008 0,20 0,010
20:4 n-6 1,79 0,177 141 0,123 0,73 0,067 1,02 0,084
22:4 n-6 0,37 0,033 0,23 0,026 0,15 0,017 0,20 0,020
22:5 n-6 054 0,018 0,39 0,047 0,25 0,024 0,32 0,034
22:5n-3 0,00 0,000 0,00 0,000 0,00 0,000 0,00 0,000
22:6 n-3 0,07 0,006 0,06 0,016 0,02 0,003 0,04 0,002
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Annexe IIL5 : Principaux acides gras (%) des Esters de cholestérol hépatiques.

EC Témoin 9¢c,11¢ 10+12¢ Mixte
M s.e.m. M s.e.m. M s.em. M s.e.m.
14:0 153 0,188 1,40 0,200 1,41 0,047 1,03 0,085
16:0 957 0,270 9,00 0,398 13,32 0,528 1296 0,335
16:1 n-7 8,49 0,366 9,28 0,413 4,75 0,325 6,01 0,376
18:0 3,33 0,268 3,15 0,192 6,40 0,673 5,88 1,008
18:1 n-9 54,00 1,305 47,71 0,822 48,75 2,488 4461 2,139
18:2 n-6 1292 0,769 13,14 0,476 14,62 1,508 14,78 0,909
20:3 n-6 0,16 0,021 0,17 0,023 0,35 0,140 0,30 0,099
20:4 n-6 1,32 0,344 1,06 0,188 242 0,822 2,36 0,856
22:4 n-6 0,00 0,000 0,00 0,000 0,00 0,000 0,00 0,000
22:5 n-6 091 0,18 0,78 0,090 1,36 0,339 129 0413
22:5 n-3 0,00 0,000 0,00 0,000 0,00 0,000 0,00 0,000
22:6 n-3 0,26 0,031 0,26 0,042 0,25 0,090 0,19 0,058

Annexe III.6: Concentrations en 6-keto-PGFlo des parois aortiques (ng/mg de protéines) et du plasma
(ng/ml), et en TXB; dans le sérum (ng/ml).

Prostanoide Tissus Témoin 9,117 10+12¢ Mixte

6-keto-PGFy, paroi aorte 147 + 4,31 135+2,30 8,6 +2,02 141+ 2,80

6-keto-PGFy, plasma 0,6 +0,10 06+0,12 0,5 +0,06 0,5 +0,06
TXB; sérum 13,8+1,38 219+ 4,30 32,4+8,40 334+8,82

Valeurs = moyennes + s.e.m.
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ANNEXE IV : EXPERIMENTATION HAMSTER IT

Annexe IV.1: Fabrication des régimes expérimentaux

1) Le mélange lipidique de base commun aux 3 régimes est constitué de :

Saindoux 10200 g
Huile de tournesol 1020¢g
Cholestérol 61,2¢g

Le saindoux est fondu a basse température (< 50°C), le tournesol et le cholestérol sont ensuite ajoutés
progressivement en brassant le mélange vigoureusement et continuellement. Le mélange est gardé a température

de liqguéfaction jusqu'a utilisation (préparation des 4 régimes d'étude).

2) Les 2 régimes expérimentaux & |'étude sont constitués de :

Mélange lipidique de base 2700¢g
Lipide a étudier™ 122 g
*Régime AR-0,5% : mélange d'acides linoléiques conjugués de synthése contenant 84% de I'isomere
18:2 9-c¢/s11-trans (Natural ASA, Sandvika, N) et d'acides gras libres fabriqués a partir d'une huile de
tournesol oléique (Oléisol) (50:50, p/p).

ou
*Régime ALC 1% : acides linoléiques conjugués de synthese contenant 84% de l'isomere 18:2 9-

¢/s,11-trans (Natural ASA, Sandvika, N).

Les 2 régimes sont homogénéisés et distribués dans des bocaux de verre de 250 ml d raison d'environ 235 g
par bocal, puis congelés (-30°C) avant réhydratation. Chaque pot est décongelé extemporanément et réhydraté

avant distribution aux animaux.

3) La ration des hamsters hypercholestérolémiés "Chol +" est constituée de :

Mélange lipidique de base 2700¢g
Acides gras libres d'Oléisol** 122 g

**|es acides gras libres sont fabriqués a partir d'une huile de tournesol oléique (Oléisol) selon le
protocole suivant : 200 g d'huile Oléisol sont pesés dans un ballon de 2 | et additionnés de 100 ml d'une
solution KOH (75% massique) et de500 ml d'éthanol 95%. Le mélange est chauffé a 50°C & reflux pendant
environ 2h sous agitation et sous azote. La réaction est suivie par chromatographie sur couche mince (éluant :
chloroforme/acétone 96:4 v/v). Quand la réaction est achevée, le mélange réactionnel est refroidi et
transvasé dans une ampoule a décanter. 400 ml d'eau et 200 ml d'acide chlorhydrique 4N sont ajoutés,
complétés par 400 ml d’hexane. L'ampoule est agitée doucement par retournement. La phase organique est
lavée jusqu'a obtention d'un pH neutre, puis séchée sur sulfate de sodium et évaporée sous vide partiel
(évaporateur rotatif). Les acides gras libres (AGL) récupérés sont préts a I'emploi dans la fabrication des

régimes pour animaux.
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Annexe IV.2 : Distribution (%) des classes de lipides hépatiques des hamsters.

Hamster Chol + AR-0,5% AR-1%
Chol 38+0,.26 38+017 39+0,27
TAG 78+0,84 94+097 99+0,67

EC 78,8 £ 3537 86,6 +2,93 56,5+ 2,59
PL 323+1,18 27,1+1,27 33,7+2,28

Valeurs = moyennes + s.e.m.; Chol, cholestérol; TAG, triacylglycérols; EC, esters de
cholestérol; PL, phospholipides

Annexe IV.3: Principaux acides gras des phospholipides hépatiques (%).

Acides 6ras Chol + AR-0,5% AR-1%
14:0 0,08 + 0,007 0,18 + 0,037 0,07 + 0,004
16:0 19,17+ 0,373 20,12 +0,374 20,46 + 0,395
18:0 19,83+0,208 19,84+0275 19,47 +0,154
16:1 n-7 0,610,024 0,63 +0,023 0,610,024
18:1 n-9 10,66 +0,180 1052 +0,208 10,07 + 0,113
18:2 n-6 20,50 +0,142° 20,91+0,171%° 21,25 +0,143°
18:3 n-3 0,05+0,002 0,06 + 0,004 0,05 + 0,001
20:3 n-6 1,14 + 0,031 1,09 + 0,029 1,11 + 0,030
20:4 n-6 13,25 +0,202° 12,48 +0,185° 12,44 +0,225°
22:4 n-6 0,17 + 0,005 0,20 +0,030 0,16 + 0,005
22:5 n-6 0,23 + 0,009 0,21 + 0,009 0,22 + 0,008
22:5n-3 0,28 + 0,010 0,29 + 0,014 0,32 + 0,011
22:6 n-3 9,11+ 0,339 8,35+0,377 8,67 +0,245
18:2 9¢ 11t 0,13 + 0,004 0,31+ 0,007

Valeurs = moyennes + s.e.m. de 12-14 analyses.
Différents exposants sur une méme ligne = différences significatives (P« 0.05).

Annexe IV.4 : Principaux acides gras des triacylglycérols hépatiques (%).

Acides 6Gras Chol + AR-0,5% AR-1%
14:0 0,30+0,042¢ 0,71+0,073° 056 +0,036°
16:0 18,02 + 0,563° 20,41+1,075° 21,09 +0,117°
18:0 665+0213 6,35:+0237 655+0,165
16:1n-7 1,31+ 0,073 1,80+ 0,173 1,51+ 0,031
18:1n-9 4449 + 0,872 43,67 +1747 4152 + 0,593
18:2 n-6 1968 +0503 17,83 +0,680 18,74 +0,395
18:3 n-3 0,60+0,032° 0,43+0,025° 0,49 +0,018°
20:3 n-6 0,22+0,019° 0,16 +0,009° 0,16 + 0,008°
20:4 n-6 1,13+0,105° 0,79 +0,056° 0,87 +0,062°
22:4 n-6 0,44 +0,1127° 0,15+0,010° 0,16 + 0,011°
22:5 n-6 0,07 +0,009° 0,04 +0,002°> 0,04 +0,003°
22:5n-3 015+0016 0,09+0,008 0,2 +0,010
22:6 n-3 0,73 +0,056° 0,47 +0,031® 0,53 +0,054°
18:2 9c¢ 11t 0,56 + 0,010 1,25 + 0,047

Valeurs = moyennes + s.e.m. de 12-14 analyses.
Différents exposants sur une méme ligne = différences significatives (P« 0.05).
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Annexe IV.6 : Principaux acides gras des esters de cholestérol hépatiques (%).

Acides 6ras Chol + AR-0,5% AR-1%
14:0 0,11 +0,026° 0,29+0,021® 0,24 + 0,008°
16:0 741+00684 913:0310 8,62+0,172
18:0 577+0141 520+0068 5,63+0,1139
16:1 n-7 2,31+0,127° 350+0,050° 3,17 + 0,094°
18:1n-9 64,09 +1,118° 6175+0504 60,82 +0,344°
18:2 n-6 1155+0,381 10,83:0,196 11,04+ 0,170
18:3 n-3 0,35+0,010° ,0,30+0,007° 0,32 +0,008°
20:3 n-6 0,23+0,021° 0,24+0,003a 0,31+0,016°
20:4 n-6 072+0043 061+0016 0,70+0,038
22:4 n-6 0,16 +0,015 0,13 + 0,003 0,18 + 0,011
22:5 n-6 0,06 +0,002° 0,04 +0,001° 0,04 +0,002°
22:5n-3 0,05:+0,005 0,04:+0002 0,050,003
22:6 n-3 1,07 +0,046° 0,58 +0,009°® 0,55 + 0,032°
18:2 9¢ 11t 0,65 + 0,051 1,55 + 0,071

Valeurs = moyennes * s.e.m. de 12-14 analyses.
Différents exposants sur une méme ligne = différences significatives (P« 0.05).
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RESUME

Résumé :

Les acides linoléiques conjugués (ALC) sont des isoméres positionnels et géométriques de |'acide linoléique
18:2 9¢,12¢, représentés par deux isomeres principaux : |'acide ruménique ou 9¢,117, et I'isomére 107,12¢. L'acide
ruménique est naturellement retrouvé dans les produits laitiers ; mais les tables de composition des aliments
souffrent actuellement d'un manque de données concernant cet acide gras particulier. Les ALC, et notamment
I'acide ruménique, semblent présenter des propriétés biologiques intéressantes pour la santé humaine,
notamment lors de |'athérogenese. Cependant, ces études utilisent des mélanges d'ALC. Le réle respectif de
chaque isomeére est encore mal connu.

Le premier volet de notre travail constituait déterminer les teneurs en acide ruménique de matiéres
grasses laitieres de plusieurs régions de France, sur plusieurs saisons, et d'étudier les variations de ces teneurs
lors du passage du lait, d la créme, puis au beurre. Nos résultats montrent que les taux d'acide ruménique dans la
matiére grasse laitiére varie avec la région et la saison étudiées. Ces différences pourraient &tre principalement
imputables aux teneurs en acides gras poly-insaturés, et notamment en acide linoléique, de |'alimentation des
bovins. Aucune variation n'est remarquée lors de la fabrication du beurre ; I'écrémage du lait, la maturation de la
créme et le barattage ne semblent pas modifier les taux d'acide ruménique de la matiere grasse laitiére.

Le deuxieme volet de notre étude avait pour but de différencier le réle de chacun des deux principaux
isomeres, et de focaliser sur les propriétés propres de |'acide ruménique, chez le hamster nourri avec un régime
athérogéne. Il ressort de nos travaux que |'acide ruménique exercerait un effet bénéfique supérieur a celui de
I'isomeére 10#,12¢, sur une souche de hamster lors d'athérogenése trés précoce. Cependant cet effet bénéfique
ne se fait plus sentir chez une autre espéce plus sensible a cette maladie, lors de stade plus avancé.

En conclusion, |'exploration des propriétés biologiques de I'acide ruménique en regard de I'athérogenése
demande des ftravaux supplémentaires sur un modele animal mieux adapté.

Mots clés : ALC, acide ruménique, lait, créme, beurre, athérosclérose, hamster, lipoprotéines, cholestérol.

Summary :

Conjugated linoleic acids (CLA) are positional and geometrical isomers of linoleic acid 18:2 ¢9,c12, mainly
represented by 2 isomers: rumenic acid 18:2 ¢9,711, and the 79,c12 isomer. Rumenic acid occurs naturally in milk
fat and dairy products; food composition data are very poor regarding the levels of this special fatty acid in
dairy products and related food. CLA, and especially rumenic acid, have been shown to exhibit interesting
biological properties for human health, particularly considering atherosclerosis. However, most of the studies on
this topic used mixtures of CLA. Consequently the properties of each individual isomer are still not well defined.

The first part of this study consisted in determination of the rumenic acid content of milk fat in different
areas in France, at several periods of the year, and in evaluating the variations of rumenic acid levels during the
processing of milk to butter through cream. Our results showed that rumenic acid contents vary depending on
regions and seasons. These differences could be mainly due to the content of polyunsaturated fatty acids in the
cows' diefs. No rumenic acid variation was noticed during butter making; skimming of milk, cream ripening, and
churning do not seem to modify the rumenic acid contents of milk fat.

The second part of our study dealt with the determination the particular effect of the two major CLA
isomers, and especially rumenic acid, on the development of atherosclerosis in hamster fed on an pro-atherogenic
diet rich in cholesterol and lipids. Our experiments showed rumenic acid to have a protective effect against
early atherosclerosis. But, this favourable effect disappeared when repeating the experience with another
strain of hamsters more sensitive to atherosclerosis, showing more severe fatty streaks.

In conclusion, there is a need for further experiments on rumenic acid properties regarding atherosclerosis
works using a more pertinent animal model.

Keywords: CLA, Rumenic acid, Milk, Milkfat, Butter, Atherosclerosis, Hamster, Lipoproteins, Cholesterol.
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