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Summary. Early modifications in the fatty acid profile of cardiolipin and other
phospholipids from rat liver mitochondria during the onset of essential fatty acid deficiency
and its reversal.

Weaned rats (21 -day old, 44 ± 2 g) were distributed into 3 groups. The first group
was raised on a laboratory diet for 7 or 20 days (control group). The second was fed a diet
containing 0.07 % fat for 1, 2, 3, 7 or 66 days. The third one was fed the low-fat diet for
7 days and then switched to a laboratory chow diet for 1, 2, 5 or 9 days. Cardiolipin (CL)
on the one hand and other mitochondrial phospholipids taken as a whole (PLm) on the
other hand were prepared from liver mitochondria and their fatty acids analysed.

Polyunsaturated fatty acids in PLm (18: 2 (n-6), 20:4 (n-6), 22: 6 (n-3) acids)
decreased abruptly during the first 3 days of fat deficiency and then remained rather stable
till day 7. CL behaved in a quite different way. 18 : 2 (n-6) acid, the major polyunsaturated
fatty acid of CL, decreased continuously between day 1 and day 7 from 79 % to 33 %. A
value of 19.6 % was reached on day 66. When deficient rats were transferred to an
equilibrated diet, the fatty acid profile of PLm was rapidly restored. Major effects were
already achieved during the first 24 h and a fatty acid composition identical to that of
control rats was reached within 2 days. A considerably longer period (about 9 days) was
necessary for CL to reach a level analogous to that of control rats.

The diminution of linoleic acid in CL was brought about by increases in the levels of
monoenoic acids : palmitoleic (16 : 1 (n-7)), oleic (18 : 1 (n-9)) and cis-vaccenic (18 : 1
(n-7)) acids which accounted for 18.0 %, 17.7 % and 17.9 % respectively on day 7.
Increases in the (n-7) monoenes remained comparatively low in PLm, which showed a
sharp rise in their oleic acid content (from 3.9 % to 12.7 % in 3 days). The proportion of
cis-vaccenic acid relative to total octadecenoic acids was decreased from 75 % to 50 % in n
CL. A similar trend, but of smaller magnitude, was also noticed in PLm. The endogenously
synthesized 18: 2 (n-7) and 20 : 3 (n-9) acids were unevenly distributed between CL and
PLm. 18 : 2 (n-7) acid was preferentially esterified in CL where it accounted for 1.5 % on
day 7 of fat deficiency and for 4.3 % on day 66 (0.7 % and 2 % in PLm). On the contrary,
20 : 3 (n-9) acid was almost exclusively incorporated in PLm : 4.3 % after 7 days and 13 %
after 66 days. Corresponding values for CL were < 0.1 % and 0.8 %. Elimination of these
biochemical markers of deficiency was rather slow either in CL or in PLm.

Fat deficiency induced a slight but significant increase in the level of palmitic acid in
CL and in PLm during the first 3 days. In CL, this effect was reversed less than 2 days after
transfer to an equilibrated diet, but a significant drop below the level of control animals



occurred in PLm. Stearic acid remained unchanged in CL (mean value : 1 %) but varied in
an opposite direction to that of palmitic acid in PLm.

Introduction.

Chez les animaux, les cardiolipides (CL), ou diphosphatidylglyc6rols, sont
synthétisés exclusivement dans la membrane interne des mitochondries (McMurray
et Jarvis, 1979) ou ils restent essentiellement localises. Dans les cas du coeur et

du foie de rat, ils représentent 15 a 20 % du phosphore lipidique total de ces
membranes (Colbeau et al., 1971 ; Wolff et al., 1984). Les CL sont associés à de
nombreuses enzymes de la membrane mitochondriale interne (pour une revue, cf.
loannou et Golding, 1979), et en particulier à celles li6es à la production d’ATP :
ATPase (Santiago et al., 1973), NADH-ubiquinone réductase (Fry et Green,
1981 ), cytochrome-oxydase (Merle et Kadenbach, 1982), protéine transporteuse
d’ADP/ATP (Beyer et Klingenberg, 1985).

Les CL de différents organes de rats adultes normaux, à l’exception de ceux
du cerveau (Yamaoka et al., 1988), contiennent de 60 à 90 % ou plus d’acide
linoléique [18 : 2 (n-6)] (Yurkowski et Walker, 1970; Bruce, 1974 ; Palmer et al.,
1981 ; Wolff et al., 1984). Les autres acides gras majeurs sont d’ordinaire les
acides ol6ique [18: 1 (n-9)] et cis-vacc6nique [18 : 1 (n-7)], ce dernier étant
souvent I’isomere principal (Patton et al., 1982 ; Wolff et al., 1985 a, b ; Wood et
a/., 1986). II est à noter que les CL, contrairement aux autres phospholipides,
n’incorporent pas les isom6res trans d’acides octad6c6nofques (Blomstrand et
Svensson, 1983 ; Wolff et al., 1984; Astorg et Chevalier, 1987) ni l’isomère trans,
trans de I’acide linoléique (Combe et al., 1980). Les CL se distinguent aussi des
autres phospholipides par leur teneur en acides gras saturés qui ne dépasse
généralement guère 6 ou 8 % des acides gras totaux (Getz et Bartley, 1959 ;
Palmer et al., 1981 ; Patton et al., 1982 ; Wolff et al., 1984, 1985 a, b ; Yamaoka

et al., 1988).
De nombreuses études ont été menées, chez le rat, sur les effets d’une

deficience alimentaire en matière grasse ou en acide linoléique sur les composi-
tions en acides gras des lipides, mais peu d’entre elles font mention des CL

(Bartley, 1964 ; Biran et al., 1965 ; Tischer et Glenn, 1965 ; Yamamoto et al.,
1965 ; Johnson et Ito, 1965 ; Stancliff et al., 1969 ; Yurkowski et Walker, 1970 ;
Wood, 1975 ; Divakaran et Venkataraman, 1977 ; Ishinaga et al., 1982 ; Wolff et
a/., 1985 a). Dans ces études, les rats ont été nourris avec des regimes carencés
pendant des p6riodes assez longues, et, à notre connaissance, jamais inf6rieures
à une semaine. Or, des résultats préliminaires nous ont montre que 1’essentiel des
modifications de la composition en acides gras des CL du foie de rat apparaissait
pendant cette période. En raison de I’importance quantitative et fonctionnelle des
CL, de leur origine métabolique distincte de celle des autres phospholipides et de
leur affinité particuli6re pour I’acide linoléique, nous avons voulu suivre les

événements précoces de l’instauration d’une deficience en matiere grasse sur la
composition en acides gras des CL, puis de la restauration de cette composition



lorsque les animaux étaient à nouveau nourris avec un regime 6quilibr6.
Parallelement, nous avons suivi 1’6volution de la composition en acides gras des
autres phospholipides mitochondriaux (PLm) dont la synthèse de novo est

surtout d’origine microsomale (Van den Bosch, 1974).

Mat6riels et méthodes.

Animaux et regimes. - Quarante-deux rats males de souche Wistar, pris au
sevrage (21 jours, 44 ± 2 g), ont été nourris 1 jour avec un aliment complet
(A-04, UAR, Villemoisson-sur-Orge, France) renfermant 4 % en poids de matiere
grasse, dont 50 % et 3,7 % des acides gras étaient, respectivement, de I’acide
linoléique et de I’acide linolénique. Trente-huit de ces rats ont ensuite été nourris
avec un aliment contenant 0,07 % en poids de lipides (UAR) dont 60 % des acides
gras étaient de I’acide linoléique et 4 % de I’acide linolénique (regime à teneur
r6duite en lipides : regime TRL), et le même jour, 4 rats ont été sacrifiés (temps
0 des regimes). Puis, par groupes de 4 (6 pour le dernier temps), les rats ont été
sacrifies aux temps 1, 2, 3, 7 et 66 jours. Au temps 7 jours, 16 rats ont été remis
à un regime equilibre, et, par groupes de 4, sacrifiés aux temps 8, 9, 12 et 16 jours
comptés à partir du temps 0 (regime de repletion). Huit rats suppl6mentaires ont
été nourris avec le regime 6quilibr6 pendant 7 jours pour 4 d’entre eux et pendant
20 jours pour les 4 autres (regime témoin). Les aliments et I’eau étaient fournis ad
libitum.

Preparation des mitochondries et de leurs lipides. - Aux temps indiques, entre 9
et 10 h, les rats ont été décapités après anesthésie legere par I’oxyde d’6thyle, et
leur foie a été pr6lev6. Après rincage avec une solution tampon (10 mM Tris,
0,25 M sucrose, 2mM EDTA, pH 7,2), les organes rassembl6s de 4 rats ont été
coupés en morceaux, rincés, et homogénéisés dans un homogénéiseur de Potter
avec un volume de tampon 6gal à 8 fois le poids d’organes (2 allers et retours à
600 t/min, puis 2 autres à 800 puis 1 000 t/min). Après elimination des debris
cellulaires par une premiere centrifugation de 10 min à 600 x g, les mitochon-
dries ont été r6colt6es à partir du surnageant par une seconde centrifugation de
10 min à 6 000 x g. Le culot de mitochondries a été rinc6 2 fois. Toutes ces

operations ont été effectuées à 4 °C.
A 1 volume de suspension de mitochondries ont été ajoutés successivement

7 volumes de methanol puis 14 volumes de chloroforme. L’ensemble a été agit6
pendant 30 min puis filtr6 sur un disque en fibres de verre (Whatman G F/C). Les
solvants ont été évaporés sous pression r6duite, et les lipides, repris dans du
chloroforme pur, ont été transf6r6s dans un tube et filtr6s. Apres evaporation du
solvant sous N2, les lipides ont été dissous dans du chloroforme/m6thanol (2/1,
V/V) contenant 5 % d’eau et lavés selon Folch et al. (1957). Après homog6n6i-
sation par du methanol, la phase inférieure a été évaporée sous N2 et les lipides
dissous dans du chloroforme/m6thanol (2/1, V/V) contenant 0,02 % (Pds/V) de
2,6-di-tert-butyl-4-m6thylph6nol (BHT). Les solutions de lipides ont été conser-
vées à - 20 °C.



Separation des CL et des autres phospholipides. - Les CL ont été séparés des
autres phospholipides et des lipides neutres par chromatographie sur couche
mince (CCM) de gel de silice (Kieselgel H 60, Merck, Darmstadt, RFA) en
utilisant l’un après I’autre, dans la même direction, les melanges oxyde d’éthy-
le/ac6tone (60/20, V/V) et chloroforme/m6thanol (85/15, V/V), contenant tous
deux 0,02 % de BHT. Les lipides neutres migrent au front du premier solvant, et
les phospholipides restent pr6s de la ligne de depot (0 < R! < 0,2). Les CL ont
un R! de 0,7 environ.

Analyse des acides gras. - Une solution de dichloro-2’,7’-fluoresceine à 0,2 %
(Pds/V) dans I’ethanol a 96° a été vaporisée sur les plaques de CCM et celles-ci
ont été observees sous lumi6re UV (254 nm). Les bandes de gel renfermant les CL
d’une part, et l’ensemble des autres phospholipides d’autre part, ont été grattées
et plac6es dans des tubes. 0,8 ml de BF3 m6thanolique (10 %, Pds/V ; Flucka,
Buchs, Suisse) ont été ajoutés, et les tubes fermés herm6tiquement ont été places
à 90 °C pendant 20 min (Morrison et Smith, 1964). Les esters méthyliques (EM)
d’acides gras ont été analyses par chromatographie en phase gazeuse (CPG) à
I’aide d’un appareil Carlo Erba HRGC 4160 equipe d’un détecteur à ionisation de
flamme. Les EM ont été séparés dans une colonne WCOT (longueur : 50 m ;
diam6tre interieur : 0,22 mm) de silice fondue CP Wax 52 CB (Chrompack,
Midelburg, Hollande). L’injecteur (mode diviseur, rapport 1/40) et le détecteur
etaient a 250 °C et la colonne à 200 °C. La pression du gaz vecteur (H,) était de
2 bar. Les aires des pics et leurs pourcentages ont été calculés à I’aide d’un

intégrateur Shimadzu ICR-1 B. Les EM ont été identifies selon des méthodes
d6crites précédemment (Wolff et al., 1985 a).

Les valeurs indiqu6es dans cette étude sont les moyennes des r6sultats

d’analyses en CPG des EM obtenus par transm6thylation de 3 échantillons de CL
ou d’autres phospholipides, isolés de facon indépendante à partir des lipides
totaux extraits des mitochondries de foies rassembl6s de 4 rats. Par commodité de

representation graphique, les valeurs concernant les acides gras des PLm et des
CL au temps 66 jours du regime TRL ne sont pas indiquées sur les figures, mais
uniquement dans le texte.

Resultats.

Acide linol6ique et acides gras derives (s6rie n-6).

Lorsque les rats sont nourris avec le regime TRL, I’acide linoléique diminue
imm6diatement dans les PLm (fig. 1 ) : en 24 h, il est réduit de 8,9 % a 5,4 % et,
apr6s 48 h, à 2,8 %. Ce taux est peu modifi6 par la suite : 2,2 % au temps 7 jours
et 2,3 % au temps 66 jours. La proportion d’acide linoléique dans les PLm est
donc rapidement stabilis6e. Dans les CL, les premiers effets nets ne se font sentir
qu’apr6s 24 h (fig. 1 ). Entre les jours 0 et 1, une baisse d’acide linoléique de 4 à
5 % est enregistrée, mais entre les jours 1 et 2, cette baisse est de 20 %.
Contrairement a ce qui se produit dans les PLm, cette diminution se poursuit dans



les CL : I’acide linoleique represente 33 % des acides gras de ce phospholipide au
temps 7 jours, et 19 % au temps 66 jours. Apr6s passage à un regime équilibré, le
taux normal d’acide linoléique dans les PLm (c’est-à-dire un taux identique à
celui des PLm de rats du lot t6moin) est r6tabli en 24 à 48 h (fig. 1 ). Dans les CL,
cet état n’est retrouve qu’aprbs 9 jours.

La somme des pourcentages des autres acides gras de la serie (n-6) (acides
20 : 2, 20 : 3, 20 : 4) varie peu dans les CL (fig. 2). Dans le detail (résultats non
montr6s), on note, chez les rats du lot TRL, une baisse de I’acide 20 : 2 (n-6) de
1,9 % au temps 0 à 0,7 % au temps 7 jours. Neuf jours après transfert sur regime
6quilibr6, son taux remonte à 1,2 %, mais reste inferieur a celui determine chez les
rats du lot témoin : 1,7 %. Les acides 20 : 3 (n-6) et 20 : 4 (n-6), representant tous
deux 0,9 % des acides gras des CL au temps 0, augmentent pour atteindre,
respectivement, 2,6 et 1,6 % au temps 7 jours du regime TRL (4,6 et 1,8 % au
temps 66 jours). Apr6s transfert des rats sur regime équilibré, ces valeurs

décroissent jusqu’à 1,9% et 1,3%. Par contre, dans les PLm, ou I’acide



arachidonique est le principal derive de I’acide linoléique (18,8 % au temps 0),
une baisse importante des acides (n-6) se produit pendant les 3 premiers jours
pour se stabiliser ensuite, et atteindre une valeur de 17 % (dont 14,4 % pour le seul
acide 20 : 4 (n-6)) apres 7 jours, valeur peu différente de celle déterminée dans
les PLm au temps 66 jours (16 %). Apr6s transfert des animaux sur regime
équilibré, les acides gras derives de I’acide linoléique retrouvent un taux normal
en moins de 2 jours (fig. 2) ; par la suite, ce taux demeure legerement superieur
à celui des PLm de rats nourris depuis le sevrage avec un regime 6quilibr6.

Acides gras mono-insatures.

Acide palmitoleique !16: 1 (n-7)J. - L’acide paimitol6ique, constituant
mineur des PLm et des CL au temps 0 (0,5 % et 0,8 % respectivement), augmente
consid6rablement chez les rats du lot TRL (fig. 3). II atteint son taux maximum

(4,7 %) dans les PLm des le troisième jour, alors que son augmentation continue
jusqu’au septiemejour dans les CL pour atteindre 18 %. Au temps 66 jours, I’acide
palmitol6ique représente 21 % des acides gras des CL, mais il ne dépasse pas 4 %
dans les PLm. Le retour à 1’6tat normal apres transfert sur regime de repletion
s’effectue en moins de 2 jours dans les PLm, mais en plus de 9 jours dans les CL.



Acide ol6ique. - Au jour 0, I’acide ol6ique représente environ 3,5 % des
acides gras des PLm et des CL (fig. 4). Pour ces derniers, I’allure des modifica-
tions du taux d’acide ol6ique est comparable à celle du taux d’acide paimitol6i-
que ; I’augmentation de I’acide ol6ique se poursuit jusqu’au temps 7 jours pour
atteindre 18 % des acides gras totaux, et 19,8 % apres 66 jours. Dans les PLm, un
maximum de 13 % d’acide ol6ique est atteint en 3 jours, et maintenu pendant les
4 jours suivants. Mais au temps 66 jours, le taux d’acide ol6ique est réduit à 9,5 %.
Lorsque les animaux sont nourris avec le regime de repletion, une baisse

considerable de I’acide ol6ique se produit dans les PLm : en 24 h, cet acide chute
de 13 % à 4,5 %, valeur voisine de celle de rats contr6les (4 %). Par contre, I’acide
ol6ique ne retrouve son taux normal dans les CL que 9 jours environ après le
tra nsfert.

Acide cis-vaccenique. - L’acide cis-vacc6nique, second acide gras majeur
dans les CL au temps 0, augmente modérément le premier jour sur regime TRL,
puis plus rapidement pour atteindre 18 % au temps 7 jours (fig. 5). Comme pour
les deux autres acides mono6noiques, 9 jours sur regime équilibré sont néces-
saires pour que soit r6tabli un taux normal d’acide cis-vacc6nique. Dans les PLm,
cet acide gras augmente jusqu’au temps 3 jours puis se stabilise aux alentours de
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4,5 %. Le taux normal est r6tabli en deux jours apr6s retour à un regime equilibre.
Si les rats sont maintenus sur regime TRL, le taux d’acide cis-vacc6nique reste
constant dans les CL (18,2 % à 66 jours) et dans les PLm (5,2 %).

Sur regime TRL, les proportions relatives des deux acides octad6c6nofques
varient largement dans les CL. Alors que I’acide cis-vacc6nique représente pr6s de
75 % des acides octad6c6nofques au temps 0, sa proportion est r6duite à environ
50 % des le troisième jour, et maintenue à ce taux jusqu’a 66 jours. Après passage
sur regime de repletion, les proportions d’acides ol6ique et cis-vacc6nique
retrouvent une valeur normale au bout de 9 jours. Dans les PLm, c’est I’acide
oleique qui est I’acide octad6c’eno’i’que majeur au temps 0 (70 %). Sur regime TRL,
cette proportion est peu affectée et ne dépasse pas 75 %. L’état normal est r6tabli
1 jour environ après retour au regime 6quilibr6.

Acides gras polyinsatures d’origine endogene.

Chez les rats du groupe TRL, deux acides polyinsaturés endogènes, les acides
18 : 2 (n-7) et 20 : 3 (n-9), apparaissent dans les PLm des rats du lot TRL (fig. 6).
Au temps 3 jours, un état apparemment stationnaire est atteint : les acides 18 : 2





(n-7) et 20 : 3 (n-9) représentent alors 0,7 % et 4 %, respectivement, des acides
gras. A 66 jours, I’acide 18 : 2 (n-7) n’a pratiquement pas evolue (0,9 %) alors que
I’acide 20 : 3 (n-9) représente, à ce moment, 13 % des acides gras. Dans les CL
de foie de rats du lot TRL, I’acide 20 : 3 (n-9) n’est detecte que le septième jour
et ne represente, apres 66 jours, que 0,8 % des acides gras totaux. Par contre,
I’acide 18 : 2 (n-7), qui apparait le deuxième jour, augmente plus rapidement : il

représente 1,5 % au temps 7 jours et 4,3 % au temps 66 jours. La disparition de
ces acides gras, tant dans les CL que dans les PLm, est relativement lente : des
traces d’acides 18 : 2 (n-7) et 20 : 3 (n-9) sont d6tectables 9 jours apres transfert
des animaux sur regime équilibré.

Acides gras saturés.

Dans les CL et les PLm des rats du groupe TRL, I’acide palmitique augmente
d’environ 2,5 % pendant les 3 premiers jours, puis se stabilise jusqu’au temps 7
jours (fig. 7). Après passage sur regime équilibré, cet acide retrouve un taux
normal en 1 à 2 jours dans les CL, mais il descend largement en dessous de ce taux
dans les PLm pour ne le retrouver qu’entre 5 à 7 jours après le transfert. L’acide
stéarique a un comportement inverse de celui de I’acide palmitique dans les PLm,
mais dans les CL, son taux reste constant (1 % environ), comme dans les CL des
rats témoins. Globalement, chez les rats du groupe TRL, l’ensemble des acides
gras saturés augmente légèrement dans les CL, mais il diminue dans les PLm.



Acides gras polyinsatures de la s6rie (n-3).

Les acides gras de la s6rie (n-3) sont des composes mineurs dans les CL.
Pour le plus abondant, I’acide 22 : 6 (n-3), un taux moyen de 1 % environ a été

relev6 chez les rats du groupe témoin entre les temps 0 et 20 jours. Chez les rats
du groupe TRL et chez ceux nourris avec le regime de repletion, des taux similaires
ont été notes. Mais du fait de 1’61ution tardive de cet acide gras dans nos

conditions de CPG, et de sa faible concentration, l’imprécision sur les mesures est
grande, et il n’est pas possible de d6celer d’6volution dans les différents regimes.

En revanche, I’acide 22 : 6 (n-3) est un acide gras majeur dans les PLm : il

représente 15 % de leurs acides totaux au jour 0 (fig. 8). Le passage sur regime
TRL provoque une baisse rapide pendant les deux premiers jours, puis plus lente
jusqu’au septi6me jour, ou le taux d’acide 22 : 6 (n-3) est de 7,5 %. Au temps 66
jours, cet acide gras ne représente plus que 2,5 % des acides gras totaux des PLm.
Le retour à la normale s’effectue en 24 à 48 h après passage au regime de
repletion.

Composes mineurs partiellement caracterises.

Dans la figure 9 sont rassembl6s les chromatogrammes partiels des EM
d’acides gras des PLm à différents temps du regime. Ils illustrent la resolution

obtenue dans nos conditions exp6rimentales entre les acides 20 : 2 (n-6), 20 : 3
(n-9) et 20 : 3 (n-6) (respectivement, composes 1, 2 et 5) et mettent en evidence



l’existence de deux composes dont l’un est present à tous les moments des

différents regimes (compose 3), I’autre n’apparaissant qu’en carence (compose
4). Le compose 3 a même temps de retention en CPG que I’acide 20 : 3 5, 11, 14
de I’huile de graine d’if (Madrigal et Smith, 1975) ou prepare par reduction
partielle de I’acide arachidonique en presence d’hydrate d’hydrazine (résultats
non publies). II migre sur plaque de silicagel imprégné de nitrate d’argent entre
les triènes et les tetraenes, ce qu’on peut attendre d’un triène contenant des
doubles liaisons séparées par plus d’un methylene (De Jong et Van der Wel,
1964). Le compose 4 disparait lorsque les rats sont à nouveau nourris avec un
regime 6quilibr6 et il est absent des PLm de rats contr6les. Sur plaque au nitrate
d’argent, il migre avec les triènes. La position des doubles liaisons n’a pas été
déterminée, mais on peut pr6sumer, de par son elution en CPG entre les acides
20 : 3 (n-9) et (n-6), qu’il s’agit d’un eicosatriène de la serie (n-7) ou de la serie



(n-8). Seule la serie (n-7) a une réalité biochimique, et il est probable que le
compose 4 est I’acide 20 : 3 (n-7), qui s’accumule dans les lipides de rats nourris
avec un regime lipidoprive (Sand et al., 1965). Ces acides gras restent mineurs,
mais leur somme est voisine du taux d’acide 20 : 3 (n-6) et représente de 0,6 à
0,8 % lors de l’instauration de la deficience. Sur regime de repletion, I’acide 20 : 3
(n-7) disparait des le deuxième jour; I’acide 20:3 5, 11, 14 représente alors
environ 0,3 % des acides gras totaux des PLm, comme chez les rats témoin. Ces
deux acides gras inhabituels sont absents des CL des rats des groupes TRL et
témoin.

Discussion.

Modifications des acides gras dans les CL.

Les modifications en acides gras sont plus lentes à s’établir dans les CL que
dans les PLm, tant chez les rats du lot TRL que chez ceux nourris avec le regime
de repletion. Pour ces derniers, nos données concordent avec celles de Bartley
(1964) : des CL de foie de rats pr6a[ablement nourris avec un regime lipidoprive
retrouvent un taux normal d’acide linoléique 10 jours après passage des animaux
à un regime contenant de I’huile de mais. En revanche, dans une étude (Biran et
a/., 1964) ou le taux d’acide linoléique dans les CL de foie était de 9,8 %, le

transfert des rats sur regime supplémenté en huile de mais n’a permis d’atteindre
en 16 jours que 24,8 %, c’est-à-dire le tiers du taux observe dans les CL de rats
témoins. Bartley (1964) a également indiqué qu’une baisse de moitié du taux
d’acide linoléique dans les CL de rats nourris avec un regime lipidoprive necessite
6 semaines. Mais la majorité des auteurs constate une chute plus importante de
I’acide linoléique en seulement 7-8 jours de regime lipidoprive (Tischer et Glenn,
1964 ; Stancliff et al., 1969). Pour des dur6es de 1 à 10 semaines, les teneurs
finales en acide linoléique sont d’ordinaire de 20 à 30 % (Yamamoto et al., 1965 ;
Yurkowski et Walker, 1970; Wood, 1975; Ishinaga et al., 1982; Wolff et al.,
1985 a), ou rarement moins (Tischer et Glenn, 1965 ; Stancliff et al., 1969 ;
Divakaran et Venkataraman, 1977), sauf si le regime est prolongé (Biran et al.,
1964, 1965; Johnson et Ito, 1965).

Dans toutes ces études, I’acide linoléique est principalement remplac6 par les
acides palmitol6ique et ol6ique. La designation « oleique » recouvre un m6lange
de deux isom6res, I’acide ol6ique proprement dit [18:1 1 (n-9)], et I’acide

cis-vacc6nique [18 : 1 (n-7)], qu’aucune des études cit6es ne mentionnait. Les
proportions d’acides ol6ique et palmitol6ique augmentent toutes deux à peu près
à la meme vitesse pendant l’instauration de la deficience, et plus rapidement que
celle de I’acide cis-vacc6nique. Ceci peut s’expliquer en partie par le fait que ce
dernier acide gras n’est esterifie qu’aux positions 2(2&dquo;) des CL, alors que les deux
autres monoenes sont presents aux positions 1 (1 &dquo;) et 2(2&dquo;) (Wolff et al., 1985 a,
b). II est également possible que les enzymes qui contrôlent la composition en
acides gras des CL aient une plus grande affinité pour les acides ayant une double
liaison en position 9 que pour ceux en ayant une en position 11. D’autre part, les



proportions des différents monoenes dans le pool d’acides gras accessibles
interviennent probablement aussi. Ainsi, les triglycerides du tissu adipeux des rats
au temps 66 jours du regime TRL contiennent 37 % d’acide 18 : 1 (n-9), 15 %
d’acide 16 : 1 (n-7), et seulement 5-6 % d’acide 18 : 1 (n-7) (résultats non
montres).

Dans les études ant6rieures sur les effets d’une deficience en acide linol6ique
sur les CL, une augmentation (ou I’apparition) d’acide eicosatriénoïque était
mentionnée, mais sa structure n’était pas pr6cis6e. Nos résultats montrent qu’il
s’agit de I’acide 20 : 3 (n-6), et non de l’isomère (n-9), que nos conditions de
CPG permettent de ne pas confondre (fig. 9). De plus, a notre connaissance,
aucune étude ne fait mention de I’apparition, dans les CL de rats élevés sur regime
lipidoprive, d’un acide octad6cadi6nofque different de I’acide linoléique, I’acide
18 : 2 (n-7). Toutefois, cet isom6re reste un constituant mineur des CL et des
PLm. Les résultats concernant les PLm confirment ceux de Lemarchal et Munsch

(1965), qui ont observe que I’acide 18 : 2 (n-7) n’atteint que 2,6 % des acides
gras des phospholipides hépatiques de rats apres 3 mois de regime lipidoprive.

Une augmentation significative et reversible du taux d’acide palmitique est
observee dans les CL des rats du groupe TRL. II semble donc que le taux d’acide

palmitique soit variable dans les CL de foie, tout comme il varie dans les CL d’un
organe à I’autre (Wolff et al., 1985 b), mais dans une marge étroite. La faible
teneur en acides gras saturés des CL est actuellement inexpliqu6e : les précurseurs
des CL &horbar; phosphatidylglyc6rol et CDP-diglyc6ride - contiennent de tels acides
gras (Soula et Champanet, 1973; Thompson et MacDonald, 1976) et les

précurseurs saturés sont des substrats au moins aussi bons que leurs homologues
insaturés pour la synthèse des CL in vitro (Hostetler et al., 1975).

Modifications des acides gras dans les PLm.

Dans les PLm, les acides 18: 2 (n-6) et 20 : 4 (n-6) diminuent rapidement
pendant les 3 premiers jours sur regime TRL, puis se stabilisent pendant les 4 jours
suivants. II en est de même pour I’acide 22 : 6 (n-3). Ces baisses d’acides
polyinsaturés sont, comme dans les CL, compensées principalement par une
augmentation des acides mono6noiques, surtout par celle de I’acide ol6ique, mais
aussi par I’apparition d’acide 20 : 3 (n-9). Les monoenes représentent 6,4 % des
acides gras totaux des PLm au temps 0 des regimes, 22,1 % à 3 jours, 22,3 % à 7
jours et 19,5 % à 66 jours. Toutes les études de deficience en acide linoléique à
long terme ont mis en evidence des modifications similaires. Mais, en ce qui
concerne les événements précoces, les rares travaux realises ( Peluffo et al., 1976 ;
Brenner et al., 1981 ; Flick, 1981 ) ont conduit à des résultats discordants. Notre
étude montre que la baisse d’acides polyinsaturés des 3 premiers jours ( - 19 %)
est surtout compensée par une augmentation des monoenes ( + 15,9 %), I’acide
20 : 3 (n-9) ne contribuant a leur remplacement que pour une faible part (3,6 %).
Ce n’est que par la suite, sur des p6riodes longues, qu’il se substitue aux acides
polyinsaturés. Au temps 66 jours, ob ceux-ci ont subi une baisse suppl6mentaire
de 6 %, I’acide 20 : 3 (n-9) a augmente de près de 10 %, les monoenes étant, eux,
rest6s relativement stables.



Une augmentation de la proportion d’acide oleique dans les acides octadecenoiques
a été observée antérieurement dans les phospholipides totaux de cceur et de reins
de rats nourris avec un regime lipidoprive (Spence, 1971). Nos observations
montrent que ces variations sont plus importantes dans les CL que dans les PLm
de mitochondries de foie. Si la signification biologique de ces changements n’est
pas connue, il n’est pas inutile de rappeler que chez le rat adulte, c’est I’acide
cis-vacc6nique qui est I’acide octadecenoique majeur des phospholipides du foie
(Wood, 1979).

L’acide 20 : 3 5, 11, 14 a été detecte dans les lipides du foie de rats nourris
2 mois avec un regime lipidoprive (Schmitz etal., 1977). D’un autre cote, Ullman
et Sprecher (1971 ) ont montre que I’acide 20 : 2 (n-6), dans certaines conditions,
est desature en acide 20 : 3 5, 11, 14. Nos observations suggerent que cet acide
gras est present naturellement dans les PLm des mitochondries du foie de rat, mais
pas dans les CL, que les animaux soient 6lev6s sur regime TRL ou sur regime
6quilibr6.

L’acide 20: 3 (n-7) apparalt en faible quantité dans les lipides totaux de
différents organes de rats nourris avec un regime lipidoprive pendant de longues
p6riodes (Klenk et Tschope, 1963; Sprecher, 1971 ; Spence, 1971 ). Au temps
66 jours du regime TRL, nous avons observe que les phospholipides totaux des
mitochondries de foie contiennent 0,7 % de ce triene de la serie palmitoleique,
mais que les CL en sont d6pourvus.

Vitesses des modifications de compositions.

Les modifications des compositions en acides gras peuvent se faire selon
deux voies principales : synthese de novo et renouvellement des acides gras par
désacylation-réacylation. Les experimentations faites in vitro et in vivo ont

indiqué que ces deux mécanismes opéraient plus rapidement dans le cas des

phospholipides diacyl6s que dans le cas des CL (Bard et al., 1972 ; Soula et
Champanet, 1973 ; Landriscina et al., 1976). Nos observations sont en accord
avec ces résultats et suggerent qu’un mécanisme de regulation visant à limiter la
perte en acides polyinsaturés dans les PLm se met en place rapidement lorsque
les rats sont nourris avec le regime TRL. Les CL ne sont apparemment pas sujets
à une telle regulation. De plus, le retour à la normale est nettement plus long à se
faire dans les CL que dans les PLm apr6s passage au regime équilibré.

Dans les CL, I’acide linoléique est present à la fois aux positions 1 (1 &dquo;) et aux
positions 2(2&dquo;), avec une preference marquee pour les positions 1 (1 &dquo;) (Wolff et
a/., 1985 b, et references citees). Bien que l’on sache que la durée de demi-vie de
I’acide linoléique dans les CL est plus longue que dans les PLm (Landriscina et
a/., 1976), rien n’est connu des differences eventuelles entre les positions 1 (1 &dquo;)
et 2(2&dquo;), à I’exception de I’observation de Bard et al. (1972) qui ont montre que
seuls les acides gras des positions 1 (1 &dquo;) peuvent etre remplac6s par de I’acide
linoléique in vitro. A priori, il y a peu de raisons de penser que les vitesses de

désacylation-réacylation soient identiques aux différentes positions des CL. Une
étude de la distribution positionnelle des acides gras des CL hépatiques de rats
nourris avec un regime lipidoprive pendant 12 jours (Wolff et al., 1985 a) a



montre que la baisse d’acide linoléique est sensiblement plus importante aux
positions 2(2&dquo;) qu’aux positions 1 (1 &dquo;). D’autre part, les CL d’organes divers du
rat, dont les teneurs en acide linoléique varient entre 78,4 et 61,8 %, ont des taux
voisins d’acide linoléique aux positions 1 (1 &dquo;) (de 89,3 à 85 %), mais variables aux
positions 2(2&dquo;) (de 67,8 à 37,8 %) (Wolff et al., 1985 a). Si la teneur en acide

linoléique dans les CL est li6e à la disponibilité de cet acide dans les organes, on
peut envisager qu’une baisse d’acide linoléique consecutive à un changement
alimentaire se traduira par une baisse plus rapide de cet acide gras aux positions
2(2&dquo;) qu’aux positions 1 (1 &dquo;).

Caractéristiques structurales des acides gras des CL.

On peut observer que la majorité des acides gras des CL poss6de une double
liaison en position 9 ou 11 (ou, au minimum, en position 8 chez les rats du groupe
TRL). Les acides qui ont une double liaison plus proche du groupe carboxyle sont
quantitativement mineurs dans les CL, mais abondants dans les PLm. C’est le cas
des acides 20 : 4 (n-6) et 22 : 6 (n-3), et, chez les rats du groupe TRL, de I’acide
20 : 3 (n-9). Les CL peuvent également renfermer, chez divers animaux, d’autres
acides gras ayant leur premiere double liaison en position 9 ou 11 : acide

a-linolenique (18 : 3 9, 12, 15) (pour se limiter aux mammiferes : MacFarlane,
1961 ; Fleischer et Rouser, 1965 ; Yamamoto et al., 1965) ou acide 20 : 3 11, 14,
17 (Seher et al., 1983). Lorsqu’ils sont presents, ces acides gras sont esterifies
dans les CL a des concentrations qui sont superieures a celles pr6sent6es par les
autres phospholipides de même origine. Une exception majeure est représentée
par les CL du cerveau, qui contiennent 20 % d’acide arachidonique et 13-15 %
d’acide docosahéxaénoique (Yamaoka et al., 1988).

L’affinité des CL pour les acides gras a premiere double liaison en position 9
ou 11 nous semble être la particularité, plus que celle souvent retenue de leur forte
teneur en acide linoléique, qui caractérise plus généralement et plus précisément
les CL. Des lors, on peut s’interroger sur l’importance de ce parametre structural
dans la fonctionnalit6 des CL et se demander quelle peut être l’influence du
nombre de doubles liaisons sur la fonction des CL, dans la mesure ou la position
de la premiere double liaison des acides gras est respectee. En effet, on peut
concevoir qu’il existe une zone structur6e et cohesive entre les portions d’acides
gras situées entre les groupes carboxyles et les doubles liaisons en position 9 ou
11, et, au-delà de celles-ci, une zone moins ordonnée, plus « fluide ». Selon
l’importance des deux zones sur la fonctionnalit6 des CL, une modification du
nombre de doubles liaisons pourrait ne pas avoir d’effets physiologiques si ces
doubles liaisons sont présentes au-delà de la position 9. Inversement, on peut se
demander quelle peut être l’influence de la presence d’acides gras, tels que les
acides 20 : 4 (n-6) ou 22 : 6 (n-3), ayant des doubles liaisons dans cette zone, sur
la fonctionnalit6 des CL.

L’étude de l’influence des matieres grasses alimentaires sur la fonction

physiologique spécifique des CL est delicate, car toute manipulation visant à en
modifier les acides gras affecte également les autres phospholipides. Toutefois,
dans le modele experimental propose, il existe une période, entre les jours 1 -2 et



9 du regime de repletion, ou seuls les CL ont une composition en acides gras
modifi6e par rapport au groupe témoin. Cette p6riode pourrait donc être mise à
profit pour tenter de rechercher d’eventuelles alterations fonctionnelles d’enzy-
mes mitochondriales, alterations qui pourraient alors être associées aux CL.

fiecu en mars 1988.
Accepte en juillet 1988.
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