Distribution intramoléculaire de 'acide
alpha-linolénique dans les triglycérides
lymphatiques suite a ’absorption de
triglycérides structurés chez le rat.

La derniére édition des apports nutritionnels conseillés pour la population francaise a bien souligné la
nécessité d’accroitre les apports en acides gras polyinsaturés n-3 (Oméga-3), en particulier ceux de lacide
alpha-linolénique (ALA). Dans ce contexte, on peut s’interroger sur la meilleure forme d’apport de cet
acide gras pour optimiser sa biodisponibilité cellulaire. L'intérét de son positionnement en sn-2 dans les
triglycérides alimentaires pourrait étre un facteur favorable. Aprés avoir montré que la proportion d’ALA
en position sn-2 des triglycérides lymphatiques est influencée par sa distribution intramoléculaire dans les
triglycérides d’une huile végétale ingérée, les auteurs ont utilisé des triglycérides structurés modéles dans
lesquels UALA était strictement en position interne ou externe pour en étudier précisément le devenir dans
le compartiment lymphatique (1°" volet de U'étude, présenté ici), puis sanguin.
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L'acide alpha-linolénique (18 : 3 n-3 ; ALA) est un acide gras
indispensable dans lalimentation et le principal acide gras
polyinsaturé de la série oméga-3 présent dans le régime
occidental. Sa teneur est variable d’'un aliment a l'autre,
les huiles végétales représentant une source importante
(10 % des acides gras totaux des huiles de colza et soja,
jusqu'a 60 % dans huile de lin). Dans ces huiles, la répartition
de lALA sur le squelette glycérol des triglycérides (TG) peut
étre différente, la proportion de lALA en position sn-2 des
TG est plus élevée dans Uhuile de colza (58 %) que dans
Chuile de soja (31 %). De nombreuses études ont montré
que la structure moléculaire des TG influence 'absorption
et le métabolisme des acides gras 2. A savoir, le devenir
métabolique des acides gras estérifiés en position sn-2des
TG peut étre différent de celui des acides gras estérifiés
en position sn-7ou sn-3. En effet, pendant le processus
de digestion et de transport dans le sang, les TG sont
hydrolysés par différentes lipases dont lactivité est modulée
par la longueur et le degré d'insaturation des acides gras,
ainsi que par leur distribution sur les trois positions du
glycérol B4l Dans lestomac, les TG peuvent subir une
premiére hydrolyse préduodénale par la lipase gastrique
qui présente une stéréospécificité pour lacide gras situé
sur la position sn-378. | 'étape principale de digestion se
produit dans le duodénum, ol les TG sont hydrolysés par
la lipase pancréatique qui présente une stéréospécificité
pour les deux positions externes (sn-1 et sn-3), lacide
gras situé sur la position interne (sn-2) restant lié au

glycérol sous la forme de sn-2 monoacylglycérol (2-MAG).
Les acides gras libres (AGL) et les 2-MAG, produits
d’hydrolyse des TG alimentaires, pénetrent ensuite dans
l'entérocyte ol ils vont permettre la synthése de nouveaux TG
qui rejoindront ensuite la lymphe puis le sang sous la forme
de chylomicrons (Figure 1, référence 9). Dans lentérocyte,
les 2-MAG servent d'amorce pour la synthése des nouveaux
TG ; ainsi, lacide gras initialement situé en position sn-2peut
conserver cette position dans les TG lymphatiques, jusqu’a
60-72 %11 Dans le plasma, les TG des chylomicrons
sont hydrolysés par la lipoprotéine lipase (LPL) qui, comme
la lipase pancréatique, présente une stéréospécificité pour
les acides gras situés sur les positions sn-7 et sp-3 014191,
Les AGL formés entrent dans les tissus extra-hépatiques,
tandis que les 2-MAG sont transférés a l'albumine ou
aux HDL. Cette observation suggere que les acides gras
initialement situés en position sn-2 des TG alimentaires
puissent étre préférentiellement transportés au foie
sous la forme de 2-MAG, o ils constituent des substrats
appropriés pour la MAG acyltransférase située sur la surface
des hépatocytes 1. Ce transport vers le foie, privilégié par
rapport aux tissus extra-hépatiques, pourrait améliorer la
conversion de ALA en acides gras polyinsaturés (AGPI) n-3
a longue chane, en limitant sa B-oxydation. Il a été montré
que UALA administré sous forme d’AGL est rapidement
"brulé” (64 % en 24h) ') En outre, il a été observé chez
le rat que ni le cerveau ni le ceeur ne peuvent synthétiser
lacide docosahexaénoique (22 :6 n-3, DHA) a partir de [ALA
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FIGURE 1 : Schéma des voies de biosynthése des
triglycérides (TG, triacylglycerol) dans les entérocytes
d’aprés Pan et Hussain (Référence 9).

La voie principale de synthese (“ MAG pathway ") forme des TG a
partir des 2-MAG et des acides gras libres (FA) apres 2 acylations
successives par la monoacylglycérol : acylCoA acyltransférase
(MGAT) et les diacyiglycérol : acylCoA acyltransférases 1 et 2
(DGAT1 et DGAT2) dans le réticulum endoplasmique. La voie
secondaire de synthese des TG (“ Glycerol phosphate pathway ")
passe par I'acide phosphatidique formé a partir du glycérol-3-
phosphate, sous I'action de deux acylations successives par les
glycérol-3-phosphate acyltransférases (GPAT3 et GPAT4), suivie
d’une déphosphorylation en diacylglycérol par la phosphatidate
phosphohydrolase (PAPase) et d’une troisieme acylation par
les DGAT1 et DGAT? ; cette derniere étape est commune aux 2
voies de biosynthese des TG. Abréviations : BBM, brush bordure
membrane (membrane apicale); BLM, basolateral membrane
(membrane basolatérale).

en quantité suffisante pour maintenir 'homéostasie du DHA,
et que l'approvisionnement en DHA du cerveau et du cceur
dépend du métabolisme de IALA dans le foie, quand lacide
eicosahexénaque (20 :5 n-3, EPA) et/ou le DHA sont en déficit
dans le régime "8, Par ailleurs, une étude a montré chez le rat,
apres 2 mois de régime, que la concentration plasmatique de
l'acide arachidonique (20 :4 n-6) était corrélée a la quantité,
située exclusivement en position sn-2 des TG alimentaires,
de son précurseur métabolique, lacide linoléique (18 :2 n-6) 1'%,
L'ensemble de ces observations conduit a émettre Uhypothése
que la capacité de UALA a jouer son role de précurseur d'acides
gras essentiels (EPA et DHA) pourrait étre améliorée par sa
position initiale en sn-2dans les TG alimentaires.

Dans le contexte de nos recherches visant a étudier la
biodisponibilité de lALA, nous avons préalablement comparé les
huiles de colza et de soja, similaires en termes de teneur en ALA,
mais différentes en termes de régio-distribution de lALA au sein
de leurs TG respectifs. Cette étude, réalisée chez le rat, a montré
limpact de cette distribution sur celle des TG lymphatiques,
avec une proportion d'ALA en sn-2plus élevée chez les rats qui
ont consommeé Lhuile de colza comparativement a Uhuile de soja
(44 % et 29 % respectivement) 2. Pour approfondir Uétude sur
le devenir de lALA au cours de la digestion des TG, nous avons
choisi d'utiliser deux TG « modéles » structurés bien définis
dans lesquels lALA se trouve soit en position interne, soit en
position externe . A notre connaissance, aucune étude portant
sur labsorption intestinale de ALA n'a utilisé des TG structurés
modeles purs.
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METHODES ET EXPERIMENTATION

* Composition des triglycérides structurés étudiés.

Deux sortes de TG structurés, chimiquement purs, ont été
synthétisés 2, avec la méme quantité d'acide oléique [0]
(66,6 moles/100 moles d'acides gras totaux] et la méme
quantité d’ALA [Ln] (33,3 moles/100 moles d'acides gras
totaux), strictement estérifié soit en position interne (sn-2) soit
en position externe (sn-7ou sn-3). Ces TG sont respectivement
nommeés OLnO et LnOO.

¢ Animaux

L'étude a porté sur des rats méles Wistar (4gés de 8 semaines
et pesant entre 300 et 350 g) recevant un régime standard
d’entretien. Trois jours avant lexpérimentation, les rats ont été
placés sur un régime déficient en ALA. Pour recueillir la lymphe,
les rats ont subi sous anesthésie générale une dérivation du
canal lymphatique thoracique 2?4, |_es rats ont été placés dans
des cages de contention individuelles ou ils avaient acces a la
boisson. La lymphe « basale » de chaque rat a été collectée
pendant 1 heure avant ladministration par voie intra-gastrique
de 0,3mL de TG structuré (OLnO ou LnOO) suivi par 0,5mL d’eau.
L'étude a porté sur 7 rats pour chacun des groupes (OLnO ou
Ln00). La lymphe de chaque rat a été collectée toutes les heures
au cours des 6 premiéres heures suivant lintubation, au-dela
(entre 7 et 24h] la lymphe a été recueillie en une seule fraction.
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* Analyse des lipides lymphatiques

Les lipides totaux ont été extraits selon la technique de Folch et
al. | es TG ont été isolés par chromatographie préparative sur
couche mince de silice ¥, Les esters méthyliques des acides
gras (EMAG) ont été préparés selon la méthode de Morrison et
Smith 27 et analysés par chromatographie en phase gazeuse
(GC) 28, e taux de dilution (TD) des acides gras d’origine
alimentaire par les acides gras d'origine endogéne a été calculé
de la facon suivante :

[(% Ln dans les lipides alimentaires -

D2 % Ln dans les lipides lymphatiques) x 100]

% Ln dans les lipides alimentaires

* Analyse de la structure intramoléculaire des TG

La répartition de UALA entre la position interne et les positions
externes des TG lymphatiques a été déterminée in vitro a partir
de leur hydrolyse par la lipase pancréatique qui génére des
2-MAG . |_a proportion de IALA en position interne par rapport
aux 3 positions du TG est donnée par la formule :

(% Ln in 2-MAG x 100)

% Ln(sn-2) =
’ (% Lnin TG x3)

RESULTATS

1- Absorption lymphatique des acides gras totaux
des TG structurés

La mesure de laire sous la courbe (AUC, ) a permis de montrer
qu'il n'y avait aucune différence significative entre les 2 groupes
derats[80,2£21,8g/Lxh (OLnO) et 101,5+ 19,4 g/L x h (LnOOJL.
En outre, les cinétiques d'absorption étaient similaires avec
un pic a la 5*™ heure et des concentrations maximales non
différentes statistiquement (Figure 2A).

2- Absorption lymphatique de UALA des TG structurés

Les valeurs d'AUC, ,,, pour [ALA n'étaient pas différentes dans
les 2 groupes [13,9 + 5,0 g/L x h (OLnO) et 17,8 + 6,0 g/L x h
(LnOOQJ]. La cinétique d’absorption de VALA sur les 6 premieres
heures était similaire d'un groupe a lautre, et paralléle a celle des
acides gras totaux (Figure 2BJ. Le contenu en ALA de la lymphe
est passé en moyenne de 0,7 + 0,5 % des acides gras totaux
a 21,5+ 4,5 %, au pic d'absorption. La Figure 2B montre le
déplacement des acides gras d'origine endogéne par les
acides gras d’origine alimentaire, avec une évolution inverse
des pourcentages en acide palmitique (16 : 0) et en ALA. Au pic
d"absorption, la dilution des acides gras alimentaires par les
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FIGURE 2

Concentration en acides gras totaux (A) et pourcentages des acides
alpha-linolénique (18 :3) et palmitique (16 :0) (B) dans la lymphe des
rats ayant ingéré soit Ln0O soit OLnO. Les valeurs sont les moyennes
(+ écart-type) de 7 rats.

acides gras endogenes était minimale (TD = 40 %), les acides
gras alimentaires contribuant a 60 % des acides gras totaux de
la lymphe.

Le contenu en ALA des TG lymphatiques a été comparé a celui
des phospholipides (PL] au point 4h dans les 2 groupes de rats.
Les teneurs en ALA des TG étaient identiques (18 % pour chaque
groupe). En revanche, les PL du groupe LnOO contenaient 2 fois
plus d'ALA (4,2 + 0,1 %) que ceux du groupe OLnO (2,3+0,2 %)
(P <0,005). Les rapports TG/PL étant identiques dans les 2
groupes [9,0 £ 2,7 (Ln0OO) et 9,1 + 2,4 (OLnOJ], on pouvait en
déduire que la teneur en ALA des TG était 4 fois (groupe Ln0O)
et 8 fois (groupe OLNO) plus élevée que celle des PL (P < 0,001).

3- Distribution intramoléculaire de UALA dans les TG
lymphatiques

La distribution intramoléculaire de VALA a été déterminée sur

la fraction 3-4 h et sur la fraction 7-24h (Tableau 1). Le contenu

en ALA des TG était identique dans les 2 fractions horaires au
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sein des 2 groupes (18 %). Le contenu en ALA de la position
sn-2des TG, i.e. 2-MAG, était 8 fois (3-4h) et 3 fois plus élevé
(7-24h) dans le groupe OLnO que dans le groupe Ln0O.
Dans la derniére fraction horaire (7-24h) du groupe OLNO,
ce contenu était significativement abaissé par rapport a la fraction
3-4h (P <0,01), résultant en une différence significative dans la
distribution intramoléculaire de VALA entre ces deux fractions
(P <0,05), avec une proportion de IALA en sn-2 qui passait de
46 % (3-4h) a 29 % (7-24h). Dans le groupe LnOO, on a pu noter
une incorporation de UALA en position sn-2(entre 6 et 9 %).

DISCUSSION

Cette étude a confirmé limpact de la structure glycéridique des
TG alimentaires sur celle des TG lymphatiques, en apportant
des éléments nouveaux sur le devenir de UALA au cours de la
re-synthése entérocytaire des TG, en fonction de sa position dans
les TG alimentaires.

1- Absorption lymphatique comparée des TG structurés
Les niveaux d'absorption des acides gras de OLnO et LnOO étant
semblables, on en déduit que, dans nos conditions expérimentales,
labsorption de LALA et de l'acide oléique ne dépend pas de
leur distribution intramoléculaire. Ce qui est en accord avec les
données obtenues a partir d’huiles végétales caractérisées par
des teneurs et des distributions intramoléculaires en ALA et
en acide oléique différentes 2281, En outre, le taux de dilution
endogéne observé dans cette étude, avec ladministration de
TG structurés modeles, est similaire a ceux rapportés dans la
littérature pour Lutilisation d'huiles végétales 231 suggérant
que dans nos conditions expérimentales la mobilisation du pool
d'acides gras endogénes pour la re-synthése des TG n'a pas été
modifiée.

2- Devenir de UALA au cours de Uabsorption en fonction
de sa position dans les TG ingérés
Nos résultats montrent que la répartition de UALA entre la
position interne et les positions externes des TG évolue en cours
d'absorption. Dans les TG de la fraction 3-4h (groupe OLnO),
le maintien de UALA en position interne est d’environ 50 %
(Tableau 1). Deux mécanismes peuvent expliquer lintroduction
de UALA en position externe des TG synthétisés par lentérocyte,
alors qu'il est exclusivement situé en position interne dans les TG
ingérés. Premiérement, dans la lumiére intestinale, une partie
de la sn-2monolinolénine (MAG contenant une molécule d'ALA

TABLEAU 1

en position sn-2), issue de Uhydrolyse par la lipase pancréatique
du triglycéride OLnO, a été isomérisée en sn-7 monolinolénine
puis hydrolysée a son tour par la lipase pancréatique, produisant
de ALA sous forme libre. Cette voie pourrait expliquer au
moins 20 % du transfert de VALA vers les positions externes 2.
Deuxiemement, une partie de la sn-2monolinolénine absorbée
par Uentérocyte a pu étre hydrolysée par la MAG lipase
avant de servir d'amorce a la synthése des nouveaux TG B,
Ces deux mécanismes contribuent a libérer de IALA de la
position interne qui devient alors disponible pour estérifier
les positions externes dans la synthése entérocytaire des TG.
Une hydrolyse accrue de la sn-2 monolinolénine par la MAG
lipase, apres le pic d"absorption, pourrait expliquer la diminution
de UALA en position sn-2 des TG, observée dans la fraction
horaire 7-24h du groupe OLnO (Tableau 1). En effet, il a été
montré par Chon et al " que 'expression protéique et l'activité
de la MAG lipase intestinale sont induites par un flux accru de
lipides. Ainsi, nos résultats suggeérent que, lors de la digestion
dutriglycéride OLnO, lhydrolyse de la sn-2monolinolénine a eu
comme conséquence une diminution de la voie principale de la
re-synthése des TG (a partir de lamorce 2-MAG), au profit de la
synthése de novo (a partir de lacide phosphatidique).

Les résultats obtenus avec les rats qui ont recu le triglycéride
LnOO indiquent la présence d’ALA en position sn-2 des TG
lymphatiques (Tableau 1). La seule maniére pour un acide
gras situé en position externe dans les TG alimentaires
d'étre incorporé en position interne dans les TG lymphatiques
s'explique par la voie de l'acide phosphatidique qui intervient t6t
(3-4h) et s'accentue en cours d'absorption, comme en témoigne
la répartition interne/externe de UALA dans les deux fractions
horaires. Ces résultats renforcent ceux acquis avec le groupe
OLnO vis-a-vis de la stimulation de la MAG lipase en cours de
digestion.

En conclusion, cette étude, réalisée a partir de deux TG structurés
bien définis dans lesquels 'ALA se trouve strictement en position
interne ou externe, nous a permis de suivre le devenir de [ALA
au cours de labsorption et de la re-synthése des TG dans
lentérocyte. Cette étude confirme limportance de la position
sn-2dans les TG ingérés pour le maintien de IALA sur cette
position dans les TG lymphatiques. Ce maintien est néanmoins
partiel et diminue au cours de l'absorption en raison de lhydrolyse
d'une partie de la sn-2monolinolénine et d'une diminution de la
synthese des TG par la voie classique, a partir des 2-MAG.

Ln00 OLn0

Composition et distribution intramo-
léculaire de I'acide alpha-linolénique 10

3-4h 1-24h T0 3-4h

1-24h

(Ln) dans les triglycérides de la lymphe ;

TG 0,6 £0,0°
avant (T0) et aprés administration o
intra-gastrique de OLnO ou Ln0O
(fractions 3-4h et 7-24h)'2

2-MAG' 0,3+0,0°

Ln (sn-2)? 16,3 + 3,0°

17,7 +0,9°
3,3+0,0"
6,2 0,5

19,8 +4,9° 06+00" 181x05 179=+4,0°

56+2,0" 03+ 00 250+16° 159+6,7°

9,4 +2,6% 153+21° 460+16° 28,7 +64°

Les valeurs sont les moyennes (+ écart type) de 7 rats.
A l'intérieur d’un méme groupe (Ln0O ou OLn0), les mayennes sur une méme ligne sans lettre commune différent (P<0,05).
* Différent du groupe OLn0 au méme temps (P<0,05).

1'% Ln par rapport aux acides gras totaux
2 % Ln en position sn-2 par rapport & la quantité de Ln présente sur les 3 positions des TG.

Ce travail a été réalisé dans le cadre d’une thése (Leslie Couédelo] avec le soutien financier de [Association Nationale pour la Recherche
Technologique [ANRT) et de 'ONIDOL.
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CONGRES / EVENEMENTS

Biennale européenne du godt,
de UAlimentation et la
biodiversité des Cultures
Alimentaires
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Lieu : Tours, France
Organisateur : Euro Gusto
Site : http://www.eurogusto.org/

1¢t International Physical Activity,
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Supérieures d’Industrie et
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Lieu : Paris, France
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Organisateur : Société francaise de nutrition
(SFN) et la SFNEP (Société francophone
Nutrition Clinique et Métabolisme)
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des Lipides
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Genetic and molecular basis
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regulation
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Molecular and Cellular Biology
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Molecular and Cellular Biology
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Molecular and Cellular Biology
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Deuel Conference on Lipids
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Site : http://deuelconference.org/

NOVEMBRE-DECEMBR,E 2011
NUMERO 12

Diabetes UK Professional
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Lieu : Glasgow
Site : http://www.diabetes.org.uk/

4 international Singapore Lipid
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Site : www.lipidprofiles.com
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20-21 mars 2012
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Organisateur : P6le de Compétitivité
VITAGORA
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Francophone du Diabéete
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Organisateur : Société Francophone du
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XVI International Symposium
on atherosclerosis : ISA 2012
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